Aus der Medizinischen Universitatsklinik und
Poliklinik Tubingen
Abteilung Innere Medizin Il
(Schwerpunkte: Kardiologie und Kreislauferkrankungen)

Arztlicher Direktor: Professor Dr. M. Gawaz

Interaktion zwischen Thrombozyten und CD34-
positiven Zellen bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Florian Franz Pfaff
aus
Aschaffenburg

2013



Dekan: Professor Dr. |. B. Authenrieth

1. Berichterstatter: Professor Dr. M. Gawaz

2. Berichterstatter: Professor Dr. C. Schlensak






Inhaltsverzeichnis

l. Inhaltsverzeichnis

[ INNAISVEIZEICNNIS ... 4
[I. ADKUrZUNGSVEIrZEICHNIS ... s 6
R Y101 =1 (1 Vo 8
1.1.1 Bedeutung der Thrombozyten bei kardiovaskularen Erkrankungen....... 9
1.1.2 Bedeutung der Thrombozyten bei der Regeneration von Gewebe ...... 12
1.2 Expression von CD34-Antigen auf Zelloberflachen............................ 13
1.2.1 Zirkulierende Progenitorzellen ..o 13
1.2.2 Mobilisation und Differenzierung von Progenitorzellen..................... 15

1.2.2.1 Einfluss von Thrombozyten auf zirkulierende Progenitorzellen.. 16

1.2.2.2 Einfluss von Faktoren auf die Zahl der zirkulierenden

Progenitorzellen...........ooo i 17

1.3 KranKkheitShilder ........coouuiiiii e 19
1.3.1 Stabile Angina pectoris (stable effort angina, SEA, SA, SAP) .......... 19
1.3.2 Akutes Koronarsyndrom (Acute coronary syndrome, ACS, AKS)..... 20
A =T 1= AU T SRR 22
2 Material Und MethOdEN..........uuuiiii e 24
2.1 Studienablauf ... 24
2.2 KOronarangiographi®..........cceeeeeeiiuiiiiae et e e e eeaeeea 25
2.3 BlUENTNANME ... e e e e e eeaeeee 26
2.4 Aufbereitung der BIUIProben ...........oiiiiiiiiiiiiie e 26
2.5 Durchflusszytometrie (FACS-ANAIYSE) ......ccouuviiiiiiieieiiieeiiiieee e 29
2.5.1 Theoretische Grundlage ..........cooovviiiiiiiiiiiiee e 29
2.5.2 Praktische DUrchflnrung ..o 31
2.6 DAtENAUSWEITUNG ...ttt e et e e e e e e e e e ana e e e eenaaaeeas 32



Inhaltsverzeichnis

Gt (0= o] ] £S1 = R 34
3.1 Daten der PatientenkONOIe ............ouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 34
3.2 CD34-positive und CD34/CD42b-positive Zellen bei Patienten mit

stabiler Angina pectoris (SAP) und akutem Koronarsyndrom (ACS)...... 39
3.3 CD34/CD42b-positive Zellen, Laborparameter und kardiovaskulare
Risikofaktoren bei Patienten mit SAP und ACS ........cccooiiiiiiiiiiiiiii, 41

A DISKUSSION ...ttt e e e ettt e e e e e e e e e e e eatas e e e e e e eeeeennnnns 47

4.1 Anzahl der CD34-positive Zellen bei Patienten mit stabiler Angina

pectoris (SAP) und akutem Koronarsyndrom (ACS) .......ccoeevvvviiiiineeenenne. 47
4.2 Nachweis von CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen....................... 47
4.3 Anzahl der CD34/CD42b-positiven Zellenaggregationen bei Patienten

MIt ACS UNA SAP ... 48
4.4 CD34/CD42b-positive Zelleaggregationen, kardiovaskulare

Risikofaktoren und MediKation .............coouuiiiiiiiiiiiiiee e 49
4.5 Reparaturmechanismus oder Arteriosklerose ...........ccceeeveeeeeeviveiiiinnnn. 53

5 ZUSAMMENTASSUNG .....cceieeeiiiiiiie e e e e e e et e e e e e e e e e s e e e e e e e e eeaansnaeaaeeeeeees 54

6 LiteraturverZeiChNIS .......ccoooiiiiieeeeeeee e 56

A =TT T U] o R 69

S AN o] 01T T [ SR 70
8.1 Tabellen und AbbilduNgen..............coiiiii i e 70
8.2 PUDIKALIONEN......iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee ettt 72
8.3 LeDENSIAUT......oeiiiiiiiiiiiiiiiiie 74



Abklrzungsverzeichnis

ll. Abklrzungsverzeichnis

ACC = American college of cardiology
ACS = Akutes Koronarsyndrom (acute coronary syndrom)
ADP = Adenosindiphosphat
AHA = American heart association
CD40L = CD40-Ligand
CD62P = P-Selectin
CPC = Zirkulierende Progenitorzelle (circulating progenitor cell)
CHPC = Zirkulierende hamatopoetische Progenitorzelle
(circulating haematopoietic progenitor cell)
CHSC = Zirkulierende hamatopoetische Stammzelle
(circulating haematopoietic stem cell)
Col = Kollagen (Collagen)
CXCL12 = SDF-1 = stromal-derived factor-1
CRP = C-reaktives Protein
EPC = Endotheliale Progenitorzelle (endothelial progenitor cell)
FACS = Durchflusszytometrie
(flourescence-activated cell sorter = flow cytometer)
Fg = Fibrinogen
FIk-1 = VEGFR2 = vascular endothelial growth factor receptor 2
HPC = Hamatopoetische Progenitorzelle (haematopoietic progenitor cell)
HSC = Hamatopoetische Stammzelle (haematopoietic stem cell)
IAP = Instabile Angina pectoris = UA = UAP
ICAM-1 = Intercellular adhesion molecule-1
IGF = Insulindhnliche Wachstumsfaktor (insulin-like growth factor)
IL-18 = Interleukin-1f3
G-CSF = Granulozytenkolonie stimulierender Faktor
(granulocyte-colony-stimulating factor)
GPIba = Glycoprotein Iba
GPIIA-1IB = Glycoprotein I1A-111B
KDR = Menschliches VEGFR2 (human VEGFR?2)
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LDL = Low density lipoprotein
LVEF = Linksventrikulare Ejektionsfraktion
MCP-1 = Monocyte chemoattractant protein-1
MFI = mittlere Fluoreszenzintensitét
MMP = Matrix metalloproteinase
NSTEMI = Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt
(non-ST-elevating myocardial infarction)
NT-proBNP = N-terminales pro brain natriuretic peptide
P-Selectin = CD62P
PBS = Phosphat gepufferte Kochsalzl6sung (phosphate buffered saline)
PCI = Perkutane Koronarangiographie (percutane coronary angiography)
PDGF = Platelet-derived growth factor
PF4 = Thrombozytare Faktor 4 (Platelet factor 4)
PFA = Paraformaldehyd
PSGL-1 = P-selectin glycoprotein ligand-1
RANTES = “Regulated on activation, normal T expressed and secreted”
Rpm = Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
SA = Stable angina = SAP
SAP = Stabile Angina pectoris = SA
SD = Standarddifferenz = Standardabweichung
SDF-1 = Stromal-derived factor-1
STEMI = ST-Streckenhebungsinfarkt (ST-elevating myocardial infarction)
TIMI = Thrombolysis in myocardial Infarction
Tropl = Troponin |
TropT = Troponin T
UA = Unstable angina = IAP = UAP
UAP = Unstabl angina pectoris = UA = IAP
VEGF = Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial
growth factor)
VEGFR2 = Vascular endothelial growth factor receptor 2 = FIk-1
VWEF = Von Willebrand-Faktor
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1 Einleitung

Weltweit sind kardiovaskulare Erkrankungen, trotz aller Fortschritte im Bereich
der Diagnostik und Therapie, in Bezug auf ihre Morbiditat und Mortalitat fihrend
[WHO-Bericht 2012]. Dies gilt im Besonderen fir die westlichen
Industriestaaten, zeigt aber auch in anderen Teilen der Welt eine rasche
Zunahme [WHO 2012].

In Deutschland ist das akute Koronarsyndrom mit 150.000 Toten im Jahr 2008
die haufigste Todesursache [Allender 2008], wobei die prahospitale Mortalitat
des akuten Myokardinfarkts trotz des sehr guten o6ffentlichen
Rettungsdienstsystems in Deutschland bereits bei 37 % liegt [Schiff 2005].
Vielen kardiovaskularen Erkrankungen liegt die Arteriosklerose zu Grunde
[Hamm 2011, Classen 2005]. Die weiterfihrende Erforschung neuer
Therapieansatze bei einem akuten Koronarsyndrom, als auch die Pravention
der Arteriosklerose und infolgedessen des akuten Koronarsyndroms, ist somit
imminent. Bei der Arteriosklerose handelt es sich um eine chronisch
inflammatorische und systemische GefaRerkrankung, die einer endothelialen
Dysfunktion und Schadigung gleichzusetzen ist [Hamm 2011, George 2004].
Frihere Forschungen sind davon ausgegangen, dass als alleiniger
Reparaturmechanismus des geschadigten Endothels eine Proliferation der
ansassigen Endothelzellen verantwortlich ist, jedoch ist dies bisher nur

unvollstandig geklart [Pelchev 2000].

Die in dieser Arbeit behandelten Krankheitsbilder, die stabile Angina pectoris
(SAP), sowie das akute Koronarsyndrom (ACS) werden in Kapitel 1.3 genauer
betrachtet.
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1.1.1 Bedeutung der Thrombozyten bei kardiovaskuléren

Erkrankungen

Thrombozyten stellen eine wichtige Schnittstelle zwischen Entziindung,
Thrombenbildung und Atherogenese dar, folglich eine Grundlage zum
Verstandnis des Pathomechanismus der Kkardiovaskuldren Erkrankungen
[Gawaz 2005].

Die Bindung von Thrombozyten an Schaden des vaskularen Endothels ist als
erster Schritt der Blutgerinnung und somit der Bildung eines Thrombus zu
sehen [Bigalke 2012, Gawaz 2005, 1999]. Der Pathomechanismus, sowie die
vaskularen und zellularen Folgen sollen im Weiteren dargestellt werden.

Eine Bindung von Thrombozyten findet bei unversehrtem Endothel und
regularem Blutfluss normalerweise nicht statt (Abbildung 1.1 A) [Gawaz 2005].
Eine Schéadigung des Endothels fuhrt jedoch zu einer Offenlegung des
Subendothels und somit zur Expression von Kollagen (Col) und des von
Willebrand-Faktors (VWF) in den Intravasalraum [Massberg 2003]. Hierdurch
kénnen Thrombozyten Uber die Kollagenrezeptoren Glycoprotein Ib und VI
(GPIb, GPVI) an vWF und Kollagen binden (Abbildung 1.1 B+C) [Gawaz 1999].
Dies fuhrt zu einer Aktivierung der Thrombozyten und zur Freisetzung von
thrombozytaren Faktoren, wodurch eine Rekrutierung und Bindung weiterer
Thrombozyten stattfindet (Abbildung 1.1 D, E) [Stakos 2012]. Die Bindung der
Thrombozyten erfolgt Gber Glycoprotein IIA-IIIB (GPII-lIIA) [Gawaz 2005, 1999].
Die weitere Gerinnungskaskade erfolgt tber die Aktivierung von Prothrombin
Uber Thrombin zum langkettigen Endprodukt Fibrin (Abbildung 1.1 F) [Gawaz
2004, 1999].
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Thrombozytenadhdsion an
Endothelschadigungen (modifiziert nach Gawaz 1999); VWF: von Willebrand-Faktor;
GPIlb, GPVI, GPII-llIA: jeweils Glycoprotein Ib, VI, IIA-11IB; Col: Kollagen

Der beschriebene primare Gerinnungsmechanismus ist auch fir die
Atherogenese und Inflammation von Bedeutung [Sopova 2012, Boring 1998].
Die adherenten Thrombozyten sezernieren thrombozytengebundenes SDF-1
[Jin 2006, Langer 2006, de Boer 2006, Stellos 2008], P-Selectin [de Boer 2006,
Massberg 2006, Langer 2006] und CD40L [Gawaz 2005]. Diese
proinflammatorischen  und  mitogenischen  Mediatoren  lésen  eine
chemotaktische Mobilisation [Rafii 2008, Stein 2008] und Steuerung der
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Leukozyten, hierunter auch Monozyten, in Richtung geschadigten Endothels
aus [Dernbach 2008] (Abbildung 1.2).

Inflammation,
Adhasion Sekretion Rekrutierung von Leukozyten Plaqueformation

GPIba/P-selectin IL-1p MCP-1 | MMPs

Beteiligte PSGL-1/P-selectin CD40L ICAM-1 PF4
Molekule o, B, P-selectin RANTES LDL
Fibrinogen PF4

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Atherogenese (modifiziert nach Gawaz
2005); GPIba: Glycoprotein Iba, PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand-1, IL-1pB:
Interleukin-1B, PF4: Platelet factor 4, MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1,
ICAM-1: Intercellular adhesion molecule-1, RANTES: acronym (Regulated on
activation, normal T expressed and secreted), MMPs: Matrix metalloproteinase, LDL:

Low density lipoprotein

Es wird vermutet, dass weitere Leukozyten durch thrombozyteneigene Faktoren
zur Anlagerung und Entziindungsreaktion veranlasst werden [Henn 1998].
Diese Leukozyten beginnnen durch die GefalRwand zu migrieren und die
Bildung von Schaumzellen anzuregen [Seizer 2010, Daub 2007, Gawaz 2005].
Die Einlagerung von Lipiden, Makrophagen, T-Zellen und Lymphozyten in
diesem  Entzindungsbereich  fuhrt  schlielich  zur  Bildung  von
atherosklerotischen Plaques [George 2004, Rogers 1996, Classen 2005], die
das Gefal3lumen verengen, den Blutfluss behindern und schlie3lich rupturieren

kdnnen.
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1.1.2 Bedeutung der Thrombozyten bei der Regeneration von

Gewebe

Auch im Rahmen der Geweberegeneration sind Thrombozyten von
entscheidender Bedeutung. Zirkulierende Thrombozyten schiitten neben den in
Kapitel 1.1.1 genannten Mediatoren auch Faktoren der Angiogenese aus,
hierbei sind SDF-1, der thrombozytare Faktor 4 (Platelet factor 4), der vaskulére
endotheliale = Wachstumsfaktor (VEGF), sowie der insulinahnliche
Wachstumsfaktor (IGF) zu nennen [Stellos 2008, Oike 2003]. Diese
beeinflussen die Reparatur des Gewebes [Gawaz 2005, Spencer 1993].
Lesurtel et al. [2006] wies nach, dass Thrombozyten Uber Serotonin bei
normothermer Ischamie des Lebergewebes bei Mausen zu einer Regeneration
beitragen und dass Tiere mit reduzierter Thrombozytenzahl eine signifikant
niedrigere Regeneration aufweisen.

Zusatzlich zu den freigesetzten Faktoren von Thrombozyten ist bekannt, dass
diese Uber thrombozytenabhéngige Mediatoren, wie die Lysophosphatide, eine
entscheidende Rolle in der Angiogenese mittels Freisetzung, Mobilisierung und
Chemotaktion von endothelialen Zellen spielen und die Umwandlung dieser in
kapillarahnliche Strukturen beeinflussen [Dimmeler 2005]

Dartber hinaus interagieren Thrombozyten in vitro mit Progenitorzellen [Daub
2006, Langer 2006, Massberg 2006].

Diese Interaktion ist von Bedeutung, da Forschungsarbeiten der letzten Jahre
zeigten, dass im peripheren Blut zirkulierende CD34-positive Progenitorzellen,
die eine Subpopulation der Leukozyten darstellen, einen entscheidenden
Beitrag zur Wiederherstellung geschadigten Endothels leisten kénnen [Stellos
2008, Belonje 2008, Turan 2007]. Dariber hinaus tragen zirkulierenden
Progenitorzellen bei der Reparatur der Gefal3e, sowie der Neovaskularisation
bei [Asahara T 1997, Takahashi 1999, Turan 2007].

12
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1.2 Expression von CD34-Antigen auf Zelloberflachen

In der postnatalen Lebensphase werden durch das Knochenmark weiterhin
Stammzellen gebildet [Pelchev 2000], wobei nicht alle Stammzellen das
Oberflachenantigen CD34 ausbilden [Smart 2008]. Boilson et al [2008] gehen
davon aus, dass sich CD34-positive Knochenmarksstammzellen zu
Hamangioplasten entwickeln und diese sich schlie3lich in Progenitorzellen
differenzieren. Die Ausbildung dieses Oberflachenantigens charakterisiert eine
heterogene Population von Stamm- bzw. Vorlauferzellen (Progenitorzellen)
[Massa 2005]. Ein kleiner Teil dieser Zellen zirkuliert im peripheren Blut [Massa
2005, Pelchev 2000]. Grundmann et al. [2007] geben an, dass etwa 0,03% der
Leukozyten fir CD34 positiv sein sollen und somit 0,002% der mononuklaren

Zellen ausmachen.

1.2.1 Zirkulierende Progenitorzellen

Zirkulierende Progenitorzellen kénnen nach den ISHAGE-Kriterien eingeteilt
werden, indem sowohl die Grol3e der einzelnen Zellen, ihre Granulation, sowie
die Prasentation von CD34 und CD45 Antigenen auf der Zelloberflache
klassifiziert werden [Grundmann 2007]. Nach Numaguchi et al. [2006] und
Leone et al. [2006] befindet sich der Ursprung der zirkulierenden
Progenitorzellen im Knochenmark.

Die messbaren Zellpopulationen, die fur das CD34 Antigen positiv sind,
enthalten sowohl endotheliale als auch h&matopoetische Progenitorzellen
[Boilson 2008, Pelchev 2000, Leone 2006]. Daruber hinaus werden weitere
Unterscheidungen der Zell(sub-)populationen, sowie deren Expression von
Antigenen beschrieben [Charwat 2008, Stein 2008], wobei nicht alle bekannten
Oberflachenantigene in dieser vorliegenden Studie Dbericksichtigt wurden.
Zudem erfolgen teils gegensatzliche Angaben durch verschiedene Autoren in
der aktuellen Literatur. Im Folgenden werden die wichtigsten Zellpopulationen

beschrieben.
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Endotheliale Progenitorzellen exprimieren im undifferenzierten Stadium die
Antigene CD34, CD45, CD133, VEGFR2, c-kit, CD144, Sca-1 [Smart 2008,
Grundmann 2007, Boislon 2008, Stellos 2008]. Nach Turan et al. [2007] und
Massa et al. [2005] verlieren sie im Rahmen ihrer Differenzierung die
Antigenexpression des CD133. Generell weisen endotheliale Progenitorzellen
(EPCs) die Fahigkeit auf nichthamatopoetisches Gewebe wiederherstellen zu
konnen [Lee 2006, Ince 2005, Stellos 2008]. Endotheliale Progenitorzellen
regenerieren vaskulares Endothel wahrend des gesamten Lebens [Asahara
1997, Endtmann 2011, Keyman 2008, Werner 2005, de Boer 2006], jedoch
besonders nach stattgehabter Schadigung, wie es durch Asahara et al. [1997]
im Mausmodel und durch Ince et al. [2005] nachgewiesen werden konnte. Des
Weiteren beschrieb Asahara et al. [1997] hierbei, dass die CD34-positive Zellen
wahrend der Differenzierung CD45 als Antigen verlieren konnen.

Hamatopoetische Progenitorzellen (HPCs) exprimieren im undifferenzierten
Stadium die Antigene CD34 und im geringen MalRe CD45 sowie CD133 [Smart
2008, Rafii 2008, Turan 2007]. Entsprechend der EPCs, verlieren sie im
Rahmen ihrer Differenzierung die Expression des Antigens CD133 [Pelchev
2000, Yamada 2007].

Hamatopoetische Progenitorzellen tragen zur Regeneration von GefalRen und
zur Neovaskularisation bei [Langer 2010, Rafii 2008, Roccio 2008]. Dies gilt
sowohl im postnatalen Leben, als auch fir die Revaskularisation nach einem
stattgehabten akuten Myokardinfarkt [Urbich 2004, Werner 2005]. Daruber
hinaus beschreiben Roccio et al. [2008] und Yamada et al. [2007], dass sich
diese Zellpopulation, in vitro, auch zu Kardiomyozyten differenzieren kann.
Auch eine Beteiligung an der Ausbildung von Tumoren ist auf Grund der
Neovaskularisation als sehr wahrscheinlich anzunehmen [Rafii 2008].

Eine vollstandige Klarung der moglichen Fahigkeiten der hamatopoetischen
Progenitorzellen ist aktuell noch nicht erbracht. Bisher konnte in vitro, als auch
durch in vivo Studien, die Hypothese gestellt werden, dass diese zirkulierenden

Progenitorzellen zu den Bereichen vaskularer Lasionen rekrutiert werden und
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dort zu endotheliale Zellen differenzieren kdnnen [Dernbach 2008, Langer,
2007, Pelchev 2000].

Leone et al. [2006], Numaguchi et al. [2006] und Yeh et al. [2003] postulieren,
dass zirkulierende Progenitorzellen an einer vaskularen Regeneration, auch der
Koronararterien, beteiligt sind. Unterstitzt wird diese These durch Studien, die
nachweisen konnten, dass zirkulierende Progenitorzellen einen Einfluss auf den
klinischen Verlauf von Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI) haben
[Werner 2005, Urbich 2004]. Zirkulierende Progenitorzellen sind hierbei bei
Patienten nach einem akuten Myokardinfarkt (AMI) gegentber Patientem mit
stabiler Angina pectoris (SAP) erhoht [Grundmann 2007, Massa 2005].
DarlUberhinaus war ein erhéhter Spiegel an CD34-positiven Zellen bei Patienten
mit AMI mit einem erniedrigten Risiko an kardiovaskularen Ereignissen zu
versterben, assoziiert [Werner 2005]. Es zeigte sich weiterhin, dass eine hohe
Anzahl von CD34-positiven Zelle im peripheren Blut nach einem stattgehabten
Myokardinfarkt zu einem verbesserten Wiederaufbau und einer Verminderung
des Remodellings fuhren [Leone 2006, Wojkowski 2006, Belonje 2008, Werner
2005]. Dies fuhrt auch zu einer Reduktion der residuellen Infarktgrof3e mit einer
verminderten Bildung von Narbengewebe [Stellos 2008, Charwat 2008].

Des Weiteren tragen Progenitorzellen zur Neovaskularisation und
Vaskulogenese im postnatalen Lebensabschnitt bei [Stein 2008, Massa 2005,
Werner 2005, Daub 2006].

1.2.2 Mobilisation und Differenzierung von Progenitorzellen

Progenitorzellen werden aus dem Knochenmark zu ischdmischen Bereichen
mobilisiert [Pelchev 2000, Werner 2005, Stein 2008]. Ince et al. [2005]
postulieren, dass im Tierversuch 23% der CD34-positiven Progenitorzellen
innerhalb von 24 Stunden zum ischdmischen Bereich des Herzens wandern.

Bisher wurden mehrere Faktoren identifiziert, die die Mobilisierung und
Rekrutierung von Progenitorzellen beeinflussen [Stellos 2008, Jin 2006]. Diese

werden nachfolgend beschrieben.
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1.2.2.1 Einfluss von Thrombozyten auf zirkulierende Progenitorzellen

In den letzten Jahren wurde zunehmend die Rolle der Thrombozyten bei der
endothelialen und vaskularen Regeneration sowie bei der Entstehung der
Ateriosklerose diskutiert [Stellos 2008, Gawaz 2008, Daub 2006]. Urbich et al.
[2004] konnten nachweisen, dass Thrombozyten eine entscheidende Rolle bei
der Rekrutierung, Adhasion und der Differenzierung von zirkulierenden
Progenitorzellen spielen. Die genauen Mechanismen sind jedoch nur
unvollstandig verstanden.

In vitro zeigte sich, dass Thrombozyten durch ihre Mediatoren zu einer
Verdanderung des Adharenz- und chemotaktischen Verhaltens von
Progenitorzellen fuhren kdnnen [Stellos 2013, Jin 2006, Dernbach 2008, da
Costa 2006]. Fur P-Selectin konnte in vitro gezeigt werden, dass aktivierte
Thrombozyten zu einer verbesserten Adhasion von Progenitorzellen fuhren
[Langer 2006]. Daub et al. [2006] und Stellos et al. [2010] konnten auf3erdem
zeigen, dass diese Differenzierung der CD34-positiven Progenitorzellen jedoch
auch zu Makrophagen und in Verbindung mit Lipiden zu Schaumzellen fuhren
kann [Stellos 2008]. Zusatzlich erh6hen aktivierte Thrombozyten in vitro das
Uberleben von endothelialen Progenitorzellen [Stellos 2008, de Boer 2006].
Auch das thrombozyten-gebundene SDF-1 zeigte in vitro eine Verbesserung
der Adhasion der CD34-positiven Zellen [Stellos 2008, Stellos 2007]. Weiterhin
bildet SDF-1 einen wichtigen Faktor der enzymatisch gesteuerten
Differenzierung von CD34-positiven Zellen in Endothelzellen [Stellos 2008].

In vivo konnte bereits eine Interaktion zwischen Thrombozyten und
Progenitorzellen nachgewiesen werden [Langer 2006, Stellos 2008, Daub
2006]. Eine Veranderung der Mobilisierung der Progenitorzellen des
Knochenmarks konnte durch eine Erhéhung der im peripheren Blut
zirkulierenden Progenitorzellen vor allem fir SDF-1 beschrieben werden
[Stellos 2009, Wurster 2011, Wurster 2012]. Dieses Ergebnis konnte eine
erhohte Adhasionsfahigkeit und somit einen Reparaturmechanismus darstellen,
jedoch ist dies bisher nicht vollstandig geklart [Stellos 2009]
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1.2.2.2 Einfluss von Faktoren auf die Zahl der zirkulierenden

Progenitorzellen

Die Anzahl der CD34-positiven Progenitorzellen, die im peripheren Blut
zirkulieren, wird durch Risikofaktoren, Alter, chronische und akute
Erkrankungen sowie weiterer Faktoren beeinflusst, wie es im Folgenden
beschrieben wird.

Eine Erhdhung der CD34-positiven Zellen ist bei einer Sichelzellandmie mit
akuter Krise [Martin 2008, Pelchev 2000], einem akuten Koronarsyndrom mit
kardialer Dekompensation [Leone 2006], primarer und sekundarer
pulmonalarterieller Hypertonie und systemischer Arteriosklerose nachweisbar
[Martin 2008].

Wie schon zuvor beschrieben werden Progenitorzellen nach einem akuten
Myokardinfarkt (AMI) mobilisiert [Turan 2007, Wojkowski 2006, Shintani 2001,
George 2004]. Hierbei konnte beobachtet werden, dass Patienten, die zuvor als
gesund galten im Durchschnitt einen héheren Anstieg an Progenitorzellen
hatten, als Patienten mit einer bekannten koronaren Herzerkrankung (KHK)
[Grundmann 2007]. Der Spitzenwert der CD34-positiven Progenitorzellen nach
AMI konnte zwischen dem fiinften [Leone 2005] und dem siebten Tag [Massa
2005, Shintani 2001] ermittelt werden und normalisierte sich innerhalb von zwei
Monaten [Massa 2005]. Turan et al. [2007] beschrieben eine Korrelation
zwischen der Grol3e des myokardialen Infarkts und dem Anstieg der CD34-
positiven Zellen im Blut.

Eine Erniedrigung der CD34-positiven Zellen konnte bei KHK und deren
Risikofaktoren nachgewiesen werden [Boilson 2008, Martin 2008, Langer
2007]. Vor allem fir den Nikotinkonsum, die arterielle Hypertonie und die
Hyperlipidamie ergaben sich eindeutige Ergebnisse [Massa 2005, George
2004]. Auch ein fortgeschrittenes Alter senkte die Anzahl der Progenitorzellen
im Blut [Turan 2007]. Endtmann et al. Veroéffentlichte, dass, dass Angiotensin-II-
Antagonisten einen negativen Einfluss auf die Anzahl der zirkulierenden

Progenitorzellen haben [Endtmann 2011].
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Diabetes mellitus und ein chronischer Nikotinkonsum haben auch einen
negativen Einfluss auf die Adh&sion und Differenzierung der zirkulierenden
Progenitorzellen (CPCs) [Numaguchi 2006, George 2004, Stellos 2008].
Stromal-derived factor-1 (SDF-1) ist sowohl daflir verantwortlich, dass sich im
Knochenmark befindliche Stammzellen zu CPCs differenzieren [Stellos 2008],
als auch, dass diese differenzierten Progenitorzellen zu den Bereichen der
endothelialen Schéadigung, bzw. des ischamischen Areals wandern [Stellos
2008, Dernbach 2008, Langer 2007]. Nach Massa et al. [2005] und Leone et al.
[2006] erhont lokal injiziertes SDF-1 die Migration von CD34-positiven
Progenitorzellen zur Injektionsstelle. Desweiteren beschreibt Stellos et al.
[2008], dass nach einem AMI eine Hochregulierung des SDF-1 im Blut
stattfindet.

Als weiterer Faktor konnte nachgewiesen werden, dass CD34-positive Zellen
direkt mit dem Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (granulocyte-colony-
stimulating-factor, G-CSF) korrelierten [Ince 2005, Deng 2006]. Ein
Therapieversuch mit zusatzlicher Gabe von G-CSF, beschrieben durch Ripa et
al. [2008], zeigte bei Patienten mit AMI jedoch nicht den gewinschten
Therapieerfolg. Bruno et al. [2006] setzten den Tag der maximalen Stimulation
durch G-CSF auf Tag drei bis Tag funf nach dem ischdmischen Ereignis fest.
Als weitere positiv korrelierende Faktoren konnten Vascular endothelial growth
factor 2 (VEGF2) [Shintani 2001, George 2004], SCF [Leone 2006] und die
linksventrikulare Ejektionsfraktion [Wojkowski 2006] beschrieben werden.

Eine negative Korrelation der CD34-positiven Zellanzahl konnte fur N-
terminales pro brain natriuretic peptide (NT-proBNP)- und den TroponinT-
Plasmaspiegel nachgewiesen werden [Wojkowski 2006].

Jedoch zeigte sich keine Korrelation fir die CK- [Shintani 2001, Leone 2005]
oder CK/CK-MB-Plasmaspiegel [Wojkowski 2006].
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1.3 Krankheitsbhilder

Die in Kapitel 1.1 beschriebenen Veranderungen der Gefal3wand verursachen
eine geringere Elastizitat der GefdRe und fuhren besonders bei grof3erer
Ausdehnung des Plaques zu einer Flusshinderung und Flussveranderung des
Blutes sowie zu prokoagulatorischen Prozessen [Laufs 2005, Libby 2001, Ross
1999]. Diese pathologischen Gefallveranderungen finden sich bei
kardiologischen Patienten im Rahmen einer koronaren Herzerkrankung wieder.
Innerhalb dieser Arbeit werden Patientendaten mit definierten Krankheitsbildern
verglichen. Im Folgenden wird eine kurze Zusammenfassung der
Hauptkrankheitsbilder (die stabile Angina pectoris, SAP) und das akute
Koronarsyndrom, ACS)) und deren genaueren Einteilungen (die instabile
Angina pectoris, IAP), ST-segment elevating myocardial infarction (ST-
Streckenhebungsinfarkt, STEMI) und non-ST-segment elevating myocardial
infarktion (nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt, NSTEMI) gegeben.

Als Literatur dienen die Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie
[DGK 2011] und die European society of cardiology [Hamm 2011], sowie die

Deutsche Gesellschatft fir Kardiologie und Herz- und Kreislaufforschung e.V.

1.3.1 Stabile Angina pectoris (stable effort angina, SEA, SA, SAP)

Nach der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie (DGK 2011) und Hamm et al.
[2011] stellt die stabile Angina pectoris eine Symptomklassifikation und einen
Symptomkomplex dar, der das klinische Erscheinungsbild von Patienten mit
einer koronaren Herzerkrankung (KHK) und somit atheriosklerotischen Plaques
in den Koronararterien beschreibt. Das Hauptsymptom ist die namesgebende
.Brustenge®, die oft auch als Brustschmerz beschrieben wird. Ausstrahlungen
des Schmerzes in beide Arme, zwischen die Schulterblatter und in das
Epigastrium sind mdglich, weshalb die Missdeutung der Symptomatik als
gastroosophageale  Refluxbeschwerden oder Rulckenschmerzen nicht

auszuschliel3en ist.

19



Einleitung

Ein asymptomatischer Verlauf der KHK kann selbst bei einer 90% Stenose
einer Koronararterie vorliegen, weshalb die Diagnosestellung der KHK oftmals
ein Zufallsbefund sein kann und der Verlauf tber Jahrzehnte erfolgt [Hahn
2003].

Die Stadieneinteilung erfolgt modifiziert nach der CCS-Klassifikation (Canadian
Cardiovascular Society) und beruht auf der Arbeit von Campeau [1976]:

Grad 0: Stumme Ischdmie (keine Beschwerden), keine Beeintrachtigung des
Alltagslebens

Grad 1: Pectangindse Beschwerden nur bei schwerer kérperlicher Anstrengung,
keine Beeintrachtigung des Alltagslebens

Grad 2: Pectangindse Beschwerden bei mittlerer korperlicher Anstrengung
(Treppensteigen, psychischer Stress), geringe Beeintrachtigung des
Alltagslebens bei normaler korperlicher Belastung

Grad 3: Pectangindse Beschwerden bei leichter korperlicher Anstrengung,
starke Beeintrachtigung des Alltagslebens bei normaler koérperlicher Belastung
Grad 4: Pectanginbse Beschwerden bei minimaler korperlicher Anstrengung

oder in Ruhe, kein beschwerdefreies Alltagslebens moglich

1.3.2 Akutes Koronarsyndrom (Acute coronary syndrome, ACS, AKS)

Das akute Koronarsyndrom stellt eine akute Myokardischamie dar, der
pathophysiologisch eine Ruptur oder oberflachliche Erosion eines
atheriosklerotischen Plaque zu Grunde liegt [Hamm 2011, Herold 2011,
Classen 2005]. Analog =zur stabilen Angina pectoris entsteht ein
Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf des
Herzens. Im Gegensatz zur stabilen Angina pectoris ist die Symptomatik nicht
ausschlie3lich belastungsabhangig und es finden sich zusatzlich EKG-
Verénderungen im Sinne deszendierender ST-Segmente oder praterminaler T-
Negativierungen (instabile Angina pectoris). Bei ST-Streckenhebungsinfarkten
zeigt sich die namensgebende ST-Streckenverdnderung [Hamm 2011, Hamm
2004, Braunwald 1989].

20



Einleitung

Vil sy
[ —A ———— A
I -——~A~" N V2 \_‘,\M
m -4 -~ —
aVR i N V3 M
AN
—_— A S———— A
s N/ P N P N
aVf - NV——— A
v6 —A—~—r A

Abbildung 1.2: Beispiel eines ST-Streckenhebungsinfarkts (Vorderwand) aus Classen
et al. [2005]

Die klinische Symptomatik schwankt hierbei stark zwischen stummer
Myokardischamie und der typischen Angina pectoris Symptomatik mit
Ausstrahlungen, starker psychischer Erregung bis zur Todesangst, sowie akuter
kardiolen Dekompensation mit kardialem Schock [Herold 2011, Classen 2005].
Die Einteilung des akuten Koronarsyndroms erfolgt nach Symptomatik,
Laborparameter (Herzenzyme) und EKG-Diagnostik wie es in Abbildung 1.3
durch die Einteilung nach Hamm et al. [2011, 2004] dargestellt wird. Der
wichtigste Laborparameter bleibt, zusammen mit CK/CK-MB, das Troponin
(I und T), welches einen spezifischen Marker fur Myokardnekrosen darstellt
[Hamm 2011, Herold 2011]. In der innerklinischen Medizin ist die
Koronarangiographie weiterhin der Goldstandard zur Sicherung endgultiger
Diagnosen sowie der minimalinvasiven Intervention bei ACS [Bates 2012].
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permanente
ST-Streckenhebung

Abbildung 1.3: Einteilung des akuten Koronarsyndroms (modifiziert nach Hamm et al.
[Hamm 2011])

Als Risikofaktoren fur die Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen sind
sowohl beeinflussbare Risikofaktoren wie Hypercholesterinamie, Diabetes
mellitus, Adipositas, arterielle Hypertonie, Nikotinkonsum und psychische
Belastung bekannt, dariber hinaus sind nicht veranderliche Risikofaktoren
vorhanden wie Alter, Geschlecht und eine erbliche Veranlagung [Libby 2001,
Classen 2005, Greenland 2002].

1.4 Zielsetzung

Zirkulierende Progenitorzellen tragen zur Reparatur des geschadigten
Endothels bei [Urbich 2004, Yeh 2003]. Es konnte nachgewiesen werden, dass
diese Zellpopulation nach einem akuten Ereignis, wie einem akuten
Myokardinfarkt, erhéht ist [Leone 2006, Grundmann 2007].
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In vitro konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten zu einer verbesserten
Adhasion von CD34-positiven Progenitorzellen an endothelialem Gewebe
fuhren, als dies fur solitdre Progenitorzellen der Fall ist [Stellos 2013, 2008].
Darlber hinaus haben Thrombozyten einen Einfluss auf die Mobilisierung und
Differenzierung von zirkulierenden Progenitorzellen [Stellos 2010, Daub 2006].

Ziel dieser Arbeit ist der erstmalige Nachweis von Zellaggregationen zwischen
zirkulierenden Progenitorzellen und Thrombozyten bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung. Eine durch Thrombozyten vermittelte Interaktion mit CD34-
positiven Progenitorzellen konnte bisher nur in vitro nachgewiesen werden
[Stellos 2008]. Entsprechend den Untersuchungen zu CD34-positiven Zellen
soll weiterhin geklart werden, ob das Krankheitsbild der stabilen Angina pectoris
oder des akuten Koronarsyndroms einen Einfluss auf die Anzahl dieser
Zellaggregationen hat. Auch sollen Korrelationen zwischen Risikofaktoren und

der Anzahl dieser Zellaggregationen ermittelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienablauf

Es wurden Blutproben von insgesamt 278 Patienten gesammelt und innerhalb
der ersten Stunde nach dem Protokoll der in 2.4 beschriebenen
Immunfloureszenzfarbung behandelt und ausgewertet.

Insgesamt nahmen 116 Patienten mit stabiler Angina pectoris (SAP), sowie 162
Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom (ACS) an der Studie teil. Innerhalb
der Patientengruppe mit ACS waren 28 Patienten mit einer instabilen Angina
pectoris (IAP, UAP), 90 Patienten mit einem Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt
(NSTEMI) und 44 Patienten mit einem ST-Streckenhebungsinfarkt (STEMI). Die
Patienten mit SAP zeigten die typischen Symptome, beziehungsweise zeigten
einen pathologischen Belastungstest und es konnte laborchemisch keine
Erhbhung der Marker fir eine kardiale Ischamie (Troponin, CK/CK-MB)
nachgewiesen werden. Die Studiengruppe, bestehend aus 162 Patienten, mit
einem akuten Koronarsyndrom (ACS) wurde uber die Notaufnahme umgehend
der perkutanen Koronarangiographie (PCl) zugewiesen. Die PCI erfolgte
innerhalb von sechs Stunden nach Einlieferung in die Klinik.

Als Ausschlusskriterien galten ein Alter unter 18 Jahren, sowie eine Ablehnung
der Teilnahme an der Studie. Patientenbezogene Daten inklusive aktueller
Medikation, Vorerkrankungen und kardiovaskuldre Risikofaktoren wurden
gesammelt, ausgewertet und sind in Tabelle 3.1 aufgelistet.

Die vollstdndige Auswertungstabelle befindet sich im Ergebnisteil. Eine
tabellarische Aufstellung des verwendeten Materials und der Hersteller befindet
sich in Tabelle 8.1 im Appendix. Die Studie wurde von der Ethikkommission der
Universitdt Tubingen genehmigt und alle Studienteilnehmer haben ihre

schriftliche Einverstandniserklarung erteilt.
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2.2 Koronarangiographie

Alle Patienten unterzogen sich einer Koronarangiographie. Je nach
Krankheitsbild und Krankheitsverlauf wurde die Koronarangiographie elektiv
oder als Notfall durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Leitlinien der
ACC/AHA fur perkutane Koronarangiographien [Scanlon 1999].

Wahrend der Koronarangiographie wurde nach der ,, Thrombolysis-in-
myocardial-Infarction-Classifikation“ (TIMI Fluss-Klassifikation, TIMI grade flow),
die unter anderem von Anderson et al. [1993] und Yoshida et al. [1993]
beschrieben wurde, der Perfusionsgrad der Koronararterie bestimmt. Die TIMI-
Klassifikation stellt eine Einteilung des Kontrastmittelflusses in der dargestellten
Koronararterie nach einem Punktesystem von null bis drei dar. Die Einteilung ist
tabellarisch in Tabelle 2.1 dargestellt.

Weiterhin erfolgte die Bestimmung der linksventrikularen Ejektionsfraktion
mittels Lavokardiographie nach Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur

Kardiologie, beschrieben nach Hamm et al. [2008].

Tabelle 2.1: TIMI-Fluss-Klassifikation (TIMI grade flow), modifiziert nach Antmann
[2000]

TIMI-Fluss-Klassifikation (TIMI grade flow)

TIMI O distal der Stenose kein Kontrastmittelfluss nachweisbar

unvollstandige Fillung des poststenotisches Koronargefalies mit

Uil partiellem Kontrastmittelfluss

TIMI 2 vollstandige Fillung des poststenotisches Koronargefal3es mit
verzégertem An- und Abstrom des Kontrastmittels

TIMI 3 normaler Fluss des Kontrastmittels mit unauffallig

Koronararterienftllung
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2.3 Blutentnahmen

Die Blutentnahmen erfolgte aus dem zur Koronarangiographie gelegten Arteria
femoralis — Katheter (Schleuse), direkt nach Anlage. Bei 278 Patienten erfolgte
eine Entnahme von zwei 10 ml Citrat-S-Monovetten® (1:10) (Sarstedt,
Nurmbrecht, Deutschland). Bei einer Subpopulation von 170 Patienten erfolgte
zusatzlich die Entnahme einer 8,5 ml CPDA-S-Monovetten (Citrat-Phosphat-

Dextrose-Adenin, Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland).

2.4 Aufbereitung der Blutproben

Die Aufbereitung der Blutproben zur Bestimmung der CD34-positiven, sowie
CD42b-positiven Zellen, wurde nach Werner et al. [2005] und BD Bioscience
[2007] modifiziert.

Jeweils 10 ml des gewonnenen Citratblutes wurden langsam aus der jeweiligen
S-Monovetten in einen 50 ml konischen Zentrifugationsbehélter, BD Falcon
(Becton-Dickinson Bioscience, Franklin Lakes, USA), mittels steriler
Einmalpipette (Cole-Parmer, lllinois, USA) uberfuhrt. AnschlielBend wurden 20
ml sterile Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (phosphate buffered saline,
PBS) zugegeben und das Citratblut darin gel6st. In zwei neue 50 ml Falcons
wurden zur Trennung der unterschiedlichen Zellschichten jeweils 20 ml Ficoll-
Paque-Plus-Lésung (Amersham Bioscience, Buckinghamshire, England)
gegeben. Jeweils 30 ml des in PBS gel6sten Vollblutes wurden mit Hilfe einer
sterilen Pipette auf die Ficoll-Schicht im 50 ml Falcon aufgegeben. Um ein
optimales Zentrifugationsergebnis zu erzielen, mul3te darauf geachtet werden,
dass es zu keiner Vermischung der Schichten kam. Die beiden Falcons wurden
anschlieBend mit 2100 rpm fur 20 Minuten ohne Bremsen zentrifugiert. Hierfur
stand eine Zentrifuge, Multifuge 1s (Haereus, DJB Labcare Ltd, Newport
Pagnell, England) zur Verfigung. Nach der Zentrifugation entstand die in

Abbildung 2.1 schematisch dargestellte Schichtung, in der mononukléare Zellen
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und damit auch die gesuchten CD34-positive Zellen als grauliche Bande zu

finden waren.

.
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Léeung (30ml) — | Zentrifugation bei { =~ Gemisch
1 2100 Umdrehungean/min 1
fiir 20 Minuten ] Mononuklesre
. chne Bremsen : Zellen
Ficoll-Paque- Z | Ficoll-Pague-
Plus-Lasung oz | | = Plus-Lasung
(20mil) | {
! Erythrozyten/
\ / ——Granulozyten/
2 . tote Zellen

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Zellschichtseparation auf Grund der

Dichtegradienten im Ficoll-Paque-Plus-Losungs-Ansatz

Die mononukleare Zellschicht wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues 50
ml Ficoll-Behéltnis Uberfuhrt. Nun folgten zwei Waschschritte mit PBS. Hierzu
wurde die abpipettierte Zellschicht mit PBS auf 50ml aufgefillt und mit 1600
rom fur 10 Minuten, mit Bremsen, zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
verworfen, das Pallett mit 50 ml PBS gelost und der oben genannte
Waschschritt mit Lésung und Zentrifugation wiederholt. Nach dem zweiten
Waschschritt und dem Abschitten des Uberstandes, wurde die gereinigte
mononukledre Zellschicht in 1 ml PBS geldst. 20 pl der Losung wurden in ein
Eppendorf-Cup pipettiert und mit 180 ul PBS auf ein Gesamtvolumen von 200
pl verdannt, wodurch eine genauere Messung der Zellzahl erreicht werden
konnte. Dieses Gemisch wurde dem Zellzdhler SYSMEX KX-21N (Sysmex
Corporation, Hyogo, Japan) zugefuhrt, wodurch die Zellzahl pro Mikroliter
bestimmt wurde. Fur die nachfolgende FACS-Analyse wurden pro Ansatz eine

Million mononukleare Zellen bendtigt und mittels Dreisatz errechnet.
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Nach der Ermittlung des notwendigen Volumens der urspringlichen Lésung
wurden pro Patient insgesamt vier FACS-R6hrchen mit jeweils 5 ml Volumen
(Becton-Dickinson Bioscience, Franklin Lakes, USA) zur Analyse vorbereitet. In
jedes FACS-R6hrchen wurde mittels einer Eppendorf-Pipettierhilfe (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) die errechnete Menge an Zellldsung gegeben. Dieses
Volumen wurde jeweils auf 100 pl mit PBS aufgefillt. Alle FACS-R6hrchen
wurden mit der Patientennummer und den verwendeten Antikdrpern beschriftet.
Nun wurden in das erste und zweite Rohrchen laut Herstellerangaben [BD
Bioscience 2007] 12 ul CD34+-FITC-Mouse-Anti-Human-Antikorper (Becton-
Dickinson Bioscience, Franklin Lakes, USA; Klon 8G12) pipettiert, sowie 12 ul
CD42b+-PE-Mouse-Anti-Human-Antikorper (Immunotech, Beckman Coulter,
Inc., Brea, USA,; Klon SZ2). In R6hrchen drei und vier wurden entsprechend der
Isotypkontrollen Mouse-IgG1-FITC (Becton-Dickinson Bioscience, Franklin
Lakes, USA; Klon MOPC-21) sowie Mouse-IgG1-PE Becton-Dickinson
Bioscience, Franklin Lakes, USA; Klon X40) zugegeben. Ein doppelter
Versuchsansatz wurde gewdahlt, um bei geringer Zellpopulation
Durchschnittswerte flr die genauere Ergebnissermittlung zu bestimmen (siehe
Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2: Versuchsansatz Antikdrper

FACS-ROhrchen Zellen Antikorper 1 Antikdrper 2
Nr 1 10° Zellen in 100yl CD34-FITC CD42b-PE
Nr 2 10° Zellen in 100yl CD34-FITC CD42b-PE
Nr 3 10° Zellen in 100l IgG1-FITC IgG1-PE
Nr 4 10° Zellen in 100l IgG1-FITC IgG1-PE

Anschlieend wurden die FACS-Ro6hrchen laut Herstellerangaben fir 30
Minuten im Dunklen inkubiert, so dass kein Verlust der Leuchtfahigkeit der

verschiedenen Antikdrper eintreten konnte. Nach der Inkubationszeit wurde 1ml
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PBS zugegeben, die Losung gevortext, anschlieend mit 1200 rpm fur 5
Minuten mit Bremsen zentrifugiert und der Uberstand schlieRlich abgeschiittet,
um die nicht gebundenen Antikdrper moglichst aus der Zellldésung zu entfernen.
Markierte Zellen wurden bis zur FACS-Analyse durch die Zugabe von 300 l
Paraformaldehyde (PFA) 0,5% (Merck, Darmstadt, Deutschland) fixiert und
abgedeckt im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt. Die FACS-Analyse erfolgte fur

alle Proben einmal am Tag.

Die Aufbereitung der Proben der Subpopulation zur Bestimmung der mittleren
Fluoreszenzaktivitat von CD62p erfolgte durch Gabe von 10 pl Vollblut aus der
CPDA-Monovette in 490 upl PBS in einem Eppendorf-Cup. Anschliel3end
erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung. Hierzu wurde, analog zur CD34/CD42b-
Farbung, ein FACS-ROhrchen mit der Patientennummer beschriftet und jeweils
35 ul der Vollblutsuspension und 5 pl PBS in ein FACS-R6hrchen pipettiert. In
das FACS-RoOhrchen wurden nun 5 pl des oben genannten CD42b-PE zur
Thrombozytenmarkierung und zusatzlich 5 ul P-Selectin-FITC (CD62P-FITC,
Immunotech, Beckman Coulter, Inc., Brea, USA; Klon CLB-Thromb/6) pipettiert.
Nach erfolgter Resuspension erfolgte die Fixierung und Aufbewahrung analog
zu CD34/CD42b-Farbung.

2.5 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

2.5.1 Theoretische Grundlage

Die Durchflusszytometrie (flow-cytometry, FACS-Analyse = fluorescence
activated cell sorter) ist eine effektive Methode zur Identifizierung von einzelnen
Zellen innerhalb einer Zellpopulation [Janeway 2001]. Erstmals wurde diese
Methode von Fulwyler im Jahre 1965 beschrieben [Fulwyler 1965].

Die Grundlage zur Identifizierung einzelner Zellen bildet bei der
Durchflusszytometrie (FACS) die Zufuhrung der Zellsuspension uber eine

Messkivette, in welcher die Zellen in einem Einzelzellfluss durch einen oder
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mehrere Laser unterschiedlicher Wellenlange gefuhrt werden [Janeway 2001].
Verschiedene Lichtdetektoren (Photomultiplier tubes) nehmen hierbei Signale
auf und leiten elektrische Impulse an den Auswertungscomputer weiter
[Luttmann 2006, Janeway 2001]. Die Detektoren lassen sich in Fluoreszenz-
und Nichtfluoreszenzsdetektoren unterscheiden. Der Forward light scatter
(FSC, x-Achse) ist mit Hilfe eines Nichtfluoreszenzdetektors in direkter Linie des
Laserstrahl angebracht und misst die Grol3e der jeweiligen Einzelzelle, wahrend
der Sideward light scatter (SSC, y-Achse), im rechten Winkel zum Laser
platziert ist und ein Mal3 der Laserstrahlablenkung und somit der Granulation
der jeweiligen Einzelzelle darstellt [Janeway 2001, BD Bioscience 2009]. Durch
diese beiden Detektoren und die zweidimensionale Auswertung ist es mdglich
Zellpopulationen zu ermitteln. In dieser Arbeit wurde das Vollblut des Menschen
untersucht und es konnten drei Zellpopulationen unterschieden werden:
Monozyten, Granulozyten und ,Zellschrott” (siehe Abbildung 8.1 im Appendix).

Innerhalb dieser Populationen kann nun, mittels eines Gates, also eines
definierten Bereiches und somit einer definierten Zellpopulation, die weitere
immunphanotypische Auswertung erfolgen. Nach [Asahara 1997] ist das Grof3
der zirkulierenden Progenitorzellen (CD34-positiv) innerhalb der Population der
Granulozyten zu detektieren. Hierzu dienen die Fluoreszenzdetektoren, die
analog zum FSC wund SSC, ein elektrisches Signal an den
Auswertungscomputer weiterleiten, sobald diese einen Lichtimpuls einer
definierten Wellenlange aufnehmen [Janeway 2001, BD Bioscience 2009],
(siehe Abbildung 2.2). Die Lichtemmisionen erfolgen durch die
Antikdrperbindung der verwendeten Farbstoffe an den Antigenen der
Zelloberflachen [Luttmann 2006]. Eine einzelne Zelle oder ein Zellkonglumerat
kann mehrere Antikdrper unterschiedlicher Farbmarkierung binden [Luttmann
2006, Janeway 2001]. Verschiedene Farbstoffe stehen zur Verfigung. Diese
kénnen jeweils an einen Antikdrper konjugiert werden, sodass sich insgesamt
eine sehr grol3e Anzahl an maoglichen
Immunfluoreszenzfarbungskombinationen ergibt. In dieser Arbeit wurden
Fluoresceinisothiocyanat (FITC; Emissionsmaximum bei 520 nm) und

Phycoerythin (PE; Emissionsmaximum bei 680 nm) verwendet. Dartber hinaus
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sind weitere Detektoren mittels Allophycocyanin (APC, Emissionsmaximum bei
660 nm) und Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP, Emissionsmaximum bei 680

nm) moglich.

488/10 E E 530/30
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661/16 /l |
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~635 nm

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Durchflusszytometrie [BD Bioscience
2009]

2.5.2 Praktische Durchfihrung

Das Protokoll der Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) erfolgte nach einer
Modifizierung der aktuellen Literatur [Asahara 1997, Werner 2005, BD
Bioscience 2007].

Gemessen wurde an einem FACSCalibur Baujahr 1995 (Becton-Dickinson
Bioscience, Franklin Lakes, USA) mit einem Powermac G4 (Apple, Cupertino,
USA). Die Messsoftware war die zum FACSCalibur gehérende Cellguest pro

Version 5.2.1 (Becton-Dickinson Bioscience, Franklin Lakes, USA).
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Vor Beginn jeder Messreine wurde das FACSCalibur entsprechend den
Anforderungen einer Doppelfarbung mit einer Isotypenkontrolle kalibriert. Dies
geschah nach Angaben des Herstellers [BD Bioscience 2009]. Die Kalibrierung
wurde mit einfach gefarbten Antikdrperansatzen, deren Negativkontrollen
(IlgG1l) sowie Doppelfarbungen durchgefuhrt. AnschlieBend wurde eine
Kompensation nach Herstellerangaben durchgefiihrt, so dass eine Uberlappung
der Signale der PE und FITC Antikorper minimiert werden konnte. Die dadurch
gewonnenen Einstellungen wurden gespeichert und vor jeder Messung als
Voreinstellungen geladen. Somit galten fir alle Proben die gleichen
Voraussetzungen.

Um eine mdglichst homogene Zelllosung zu erhalten, wurden die FACS-
Rohrchen vor der Messung kurz gevortext. Bei jeder Probe wurden 250 000
Ereignisse aufgezeichnet, die innerhalb des voreingestellten Fensters oder
Gates lagen. Die Daten jeder einzelnen Probe wurden bis zur Auswertung
gespeichert.

Analog zur CD34/CD42b-Messung erfolgte die CD62P/CD42b-Messung. Es
wurden  hierbei  10.000 Ereignisse aufgezeichnet. Die  mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFI) wurden auf einem logarithmischen Histogramm

dargestellt.

2.6 Datenauswertung

Die Datenauswertung erfolgte an einem Powermac G4 und G5 (jeweils Apple,
Cupertino, USA) mittels der Auswertungssoftware Cellquest pro Version 5.2.1
(Becton-Dickinson Bioscience, Franklin Lakes, USA).

Die ausgewerteten Daten wurden auf einem PC Pentium 4 (Hewlett-Packard,
Palo Alto, USA) mit Windows XP, sowie Microsoft Excel Version 2002
(Microsoft, Redmond, USA) weiterverarbeitet. Die statistische Analyse erfolgte
mittels SPSS Version 16.0 (SPSS Inc., lllinois, USA). Stetige Variablen wurden

mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung untersucht.
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Unterschiede zwischen Mittelwerten von kontinuierlichen Variablen mit
Normalverteilung wurden mit dem T-Test flr unabhangige Stichproben
untersucht, wahrend der Mann-Whitney-U-Test der Beurteilung signifikanter
Unterschiede diente, wenn keine Normalverteilung vorlag.

Der Vergleich von kategorialen Variablen wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat-
Tests durchgefihrt. Korrelationen wurden an Hand des Spearman
Korrelationskoeffizienten bewertet.

Alle statistischen Tests waren zweiseitig und alle P-Werte, die kleiner als 0,05

waren, wurden als statistisch signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Daten der Patientenkohorte

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde konsekutiv bei 278 Patienten die
Anzahl der CD34-positiven Progenitorzellen, sowie die Anzahl der Progenitor-
Thrombozyten-Zellaggregationen  (CD34/CD42b-positiv)  untersucht. Des
Weiteren wurde der resultierende, prozentuale Anteil der CD34/CD42b-
positiven Zellaggregationen an der Gesamtzahl der CD34-positiven
Zellpopulation berechnet. Es wurden Patientendaten aufgenommen, die Alter
und Geschlecht, kardiovaskuldre Risikofaktoren, sowie die Medikation bei
Aufnahme umfassen.

Alle Patienten unterzogen sich einer Koronarangiographie, im Rahmen ihres
Krankheitsbildes elektiv oder als Notfall. Hierbei wurde die Diagnose der
stabilen Angina pectoris (SAP), bzw. des akuten Koronarsyndroms (ACS)
gestellt oder verifiziert und zuséatzlich die linksventrikulare Pumpfunktion (LVEF)
mittels Lavokardiographie, sowie die Perfusion der Koronararterien (TIMI-Fluss-
Klassifikation) bestimmt. Weiterhin wurden laborchemisch Troponin-I,
Creatinkinase (CK) und C-reaktives Protein (CRP) gemessen.

Die Zusammenfassung der Patientendaten findet sich in Tabelle 3.1 wieder. In
Abbildung 3.1 bis 3.5 sind die Patientendaten in ihrer Verteilung grafisch
dargestellt.
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Tabelle 3.1, Teil 1: Patientendaten unterteilt in Grunddaten, Schwere der KHK,

linksventrikulare Pumpfunktion und kardiovaskulare Risikofaktoren
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in Medikation und

unterteilt

Patientendaten

3.1, Tell 2

Tabelle

Thrombozytenaktivierung
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Abbildung 3.1: Durchschnittsalter der untersuchten Patienten in Jahren (%
Standarddifferenz (SD))
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Abbildung 3.2: Prozentuale Geschlechterverteilung der untersuchten Patienten

getrennt nach Geschlecht
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Abbildung 3.3: Kardiovaskulare Risikofaktoren der

prozentualer Verteilung

untersuchten Patienten
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Abbildung 3.4: TIMI-Fluss-Klassifikation (TIMI grade flow) in prozentualer Verteilung
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Abbildung 3.5: Medikation bei Aufnahme der untersuchten Patienten in prozentualer

Verteilung

3.2 CD34-positive und CD34/CD42b-positive Zellen bei
Patienten mit stabiler Angina pectoris (SAP) und akutem

Koronarsyndrom (ACS)

Uber die monoklonalen Antikérper CD34-FITC (Klon 8G12) und CD42b-PE
(Klon SZ2) konnte mittels der Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) die Anzahl
der solitaren CD34-positiven, sowie der Zellen, die sowohl fur CD34- und
CD42b-positiv sind, im peripheren Blut von Patienten mit SAP (n=116) und ACS
(n=162), unterteilt in IAP (n=28), NSTEMI (n=90) und STEMI (n=44), bestimmt
werden.

Es zeigte sich, dass CD34-positive Zellen bei Patienten mit ACS (P=0,011),
besonders bei Patienten mit STEMI (P=0,005), im Vergleich zu Patienten mit
SAP signifikant erhoht sind, wunabhéngig von den kardiovaskularen
Risikofaktoren und der bestehenden Medikation (Daten nicht dargestellt).

Dartber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass im peripheren Blut von
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Patienten dieser Studie Zellen zu bestimmen sind, die sowohl CD34- als auch
CD42b-positiv sind. Der prozentuale Anteil der CD34/CD42b-positiven Zellen
an der Gesamtpopulation der CD34-positiven Zellen konnte bei allen
Krankheitsbildern nachgewiesen werden (%CD34/CD42b-positiv.: Median
(Interquartilsabstand, IQR): SAP: 7,42 (8,19); IAP: 16,45 (14,3); NSTEMI: 16,28
(15,23); STEMI: 25,43 (28,2); P<0,001; Kruskal-Wallis Test, Abbildung 3.6).

Eine Unterteilung der Patienten mit ACS in Subpopulationen mit ST-
Streckenhebungsinfarkt (STEMI), Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt (NSTEMI)
und instabiler Angina pectoris (IAP), zeigte keine signifikanten Unterschiede der
CD34-positiven Zellen oder der CD34/CD42b-positiven Zellen untereinander.
Jedoch zeigte jede Subpopulation eine Erhéhung der Zellzahlen gegeniber

Patienten mit SAP (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 3.6: Prozentualer Anteil der CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen der
CD34-positiven Zellen bei Patienten mit SAP, IAP, NSTEMI oder STEMI
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3.3 CD34/CD42b-positive  Zellen, Laborparameter und
kardiovaskulare Risikofaktoren bei Patienten mit SAP und ACS

Bei der statistischen Auswertung wurden die Daten der Patienten ihres Alters,
Geschlechts, kardiovaskularen Risikofaktoren, Schwere der koronaren
Herzerkrankung (KHK), Laborparameter, sowie ihrer Medikation entsprechend

ausgewertet, siehe Tabelle 3.2.

Tabelle 3.2: Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient und Kovarianzanalyse der
Grunddaten der Patienten mit Krankheitsbild prozentualem Anteil der CD34/CD42b-

positiven Zellaggregationen der CD34-positiven Zellen

Spearman’s Korrelation ANCOVA
Parameter rho | P-Wert |Effektstirke] P-Wert
Kardiovaskulare Risikofaktoren
Weibliches Geschlecht 0157 0,008 0,110 0,738
Diabetes mellitus Typ 2 0,138 0,022 2930 0,088
Positive Familienanamnese (KHK) 0,189 0.002 0,380 0,539
Laborparameter
Creatinkinase initial (CK) 0157 0,016 0,500 0479
Creatinkinase maximal (CK-max) 0,293 =0 001 0,003 0,954
Troponin initial (Tn) 0,309 =0.001 1,750 0,188
Troponin-l maximal (Tn-max) (0,326 =0 001 0,560 0,456
C-reaktives-Protein (CRP) 0,200 0,002 0,010 0,909
Medikation
Antithrombozytare Therapie 0,165 0,007 0,014 0,907
B-Blocker 0197 0,001 0,220 0,641
ACE-Hemmer 0127 0,038 0170 0677
FACS-Parameter
P-Selektin (CD62p) 0,283 <0001 0,085 0,770
SDF-1 (CXCL12) 0,357 =0.001 1,060 0,305
Zirkulierende CD34+ Zellanzahl 0,024 0,698 0,053 0818
:??:r:f::_hgiéiﬁr V.IAPVS. | 53 <0001 | 32520 | <0001

Eine gleichgerichtete Korrelation zeigte sich zwischen dem maximalen Wert der
Creatinkinase (CK-max) und des Troponin-l (Tn-max) im Rahmen des
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stationdren Krankenhausaufenthalts und des prozentualen Anteils der
CD34/CD42b-positiven Zellaggregate in der Gesamtpopulation der CD34-
positiven Zellen bei Patienten mit KHK (%CD34/CD42b-positiv. n=278; CK-
max: r=0,293, P<0,001; Tn-max: r=0,326, P<0,001; Abbildung 3.7 und 3.8). Das
initiale Troponin-1 (Tn), weniger das initiale CK (CK), korrelierten gleichgerichtet
mit dem prozentualen Anteil der CD34/CD42b-positiven Zellaggregate in der
Gesamtpopulation der CD34-positiven Zellen (Tn: r=0,309, P<0,001; CK:
r=0,157, P=0,016).
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Abbildung 3.7: Korrelationsdarstellung zwischen maximal gemessener Creatinkinase

und Koaggregationen mit Thrombozyten und endothelialen Progenitorzellen
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Abbildung 3.8: Korrelationsdarstellung zwischen maximal gemessenem Troponin und

Koaggregationen mit Thrombozyten und endothelialen Progenitorzellen

Weiterhin  wurde die gleichgerichtete  Korrelation zwischen dem
Entzindungsparameter C-reaktives Protein (CRP) und dem prozentualem
Anteil der CD34/CD42b-positiven Zellaggregaten innerhalb der CD34-positiven
Zellzahl berechnet. Hierbei zeigte sich eine Korrelation in der Patientenkohorte
(n=278; CRP: r=0,200, P=0,002, Abbildung 3.9).

Mittels P-Selectin und SDF-1 wurde die Korrelation zwischen der
Thrombozytenaktivierung und der Formierung von CD34/CD42b-positiven
Zellen ermittelt. Hierbei zeigte sich eine gleichgerichtete Korrelation in der
Patientenkohorte (n=170; P-Selectin: r=0,283, P<0,001; SDF-1: r=0,357,
P<0,001, Abbildungen 3.10 und 3.11)
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Abbildung 3.9: Korrelationsdarstellung zwischen maximal gemessenem C-reaktivem

Protein und Koaggregationen mit Thrombozyten und endothelialen Progenitorzellen
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Abbildung 3.10: Korrelationsdarstellung zwischen P-Selectin und Koaggregationen mit

Thrombozyten und endothelialen Progenitorzellen
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Abbildung 3.11: Korrelationsdarstellung zwischen SDF-1 und Koaggregationen mit

Thrombozyten und endothelialen Progenitorzellen

Eine entgegengerichtete Korrelation zeigte sich bei Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 2 (DM I1) und KHK (DM II: r=-0,138, P=0,022; KHK: r=-0,189,
P=0,002). Weiterhin zeigte sich dies bei der Medikation mit B-Blocker und ACE-
Hemmer (B-Blocker: r=-0,197, P=0,001; ACE: r=-0,127, P=0,038). Die weiteren
kardiovaskularen Risikofaktoren hatten keinen signifikanten Einfluss auf den
prozentualen Anteil der CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen.

Von besonderem Interesse war die Auswirkung der entgegengerichteten
Korrelation der antithrombozytdren Therapie (r=-0,165, P=0,007) und der
gleichgerichteten Korrelation der Thrombozytenaktivierung (P-Selectin: r=0,283,
P<0,001; SDF-1: r=0,357, P<0,001). Patienten unter Monotherapie mit Aspirin
oder dualer antithrombozytarer Therapie mit Aspirin und Clopidogrel zeigten
eine signifikant erniedrigte Anzahl von CD34/CD42b-positiven
Zellaggregationen (keine antithrombozytare Therapie vs. Monotherapie vs.
duale antithrombozytdre Therapie: Median (IQR): 16,14 (17,42) vs. 11,74
(12,98) vs. 10,72 (15,79); Kruskal-Wallis P=0,016; Mann-Whitney U test:
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P=0,015 fir Monotherapie und duale antithrombozytare Therapie vs. keine
antithrombozytare  Therapie; P=0,543 fur Monotherapie vs. duale

antithrombozytare Therapie, Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Korrelationen prozentualer Anteil der CD34/CD42b-positiven
Zellaggregationen in der Gesamtpopulation der CD34-positiven Zellen ohne eine
antithrombozytare Therapie vs. Monotherapie (Aspirin) vs. duale antithrombozytare

Therapie (Aspirin und Clopidogrel)

Ungeachtet dessen zeigt die ANCOVA-Analyse (Tabelle 3.2) der Grunddaten
der Patienten, dass die signifikante Erhéhung des prozentualen Anteils der
CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen bei Patienten mit ACS gegenuber
Patienten mit SAP unabhangig aller patientenabhangigen Faktoren, wie KHK,
Medikation, kardiovaskularen Risikofaktoren und bestehender Medikation ist.
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4 Diskussion

4.1 Anzahl der CD34-positive Zellen bei Patienten mit stabiler
Angina pectoris (SAP) und akutem Koronarsyndrom (ACS)

Die Anzahl der CD34-positiven zirkulierenden Progenitorzellen ist bei Patienten
mit akutem Koronarsyndrom (ACS), im Besonderen bei Patienten mit STEMI,
gegenluber Patienten mit stabiler Angina pectoris (SAP) im peripheren Blut
signifikant erhoht. Die vorliegende Arbeit bestatigt somit die Ergebnisse der
aktuellen Literatur [Turan 2007, Wojkowski 2006, Shintani 2001, George 2004].
Hierbei wird davon ausgegangen, dass die Mobilisierung der Progenitorzellen
aus dem Knochenmark als ein Reparaturmechanismus des Endothels wie auch
des Myokards zu verstehen ist [Grundmann 2007, Turan 2007, Stellos
2008/2010, Massa 2005, Rafii 2008]. Dies wird auch dadurch bestatigt, dass
eine verbesserte Regeneration der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF)
sowie ein besseres Outcome bei Patienten mit einer erhéhten CD34-positiven
Zellzahl im peripheren Blut nachgewiesen werden konnte [Werner 2005,
Charwat 2008, Numaguchi 2006, Wojkowski 2006]. Geisler et al. [2012] zeigten
dariiber hinaus mittels Kardio-MRT, dass eine erhdohte CD34-positive
Zellpopulation und ein erhdhter SDF-1-Plasmaspiegel auch in der kurzfristigen

Verlaufsbeobachtung mit einer verbesserten LVEF assoziiert ist.

4.2 Nachweis von CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen

CD34 stellt ein Marker fur hdmatopoetische Progenitorzellen und Stammzellen
dar [Smart 2008, Boilson 2008, Peichev 2000, Hristov 2003], wohingegen
CD42b spezifisch Thrombozyten markiert [Clemetson 2007, Du 1987]. Bei
beiden Patientengruppen konnten durch eine Antikdrpermarkierung des
aufbereiteten  peripheren Blutes, mit CD34-FITC und CD42b-PE,

Zellpopulationen nachgewiesen werden, an denen positive Markierungen fir
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beide Antikérper zu finden waren. Hierbei muld es sich um Zellaggregationen
handeln, da sowohl die Expression von CD34 als auch von CD42b spezifisch
fur jeweils eine definierte Zellpopulationen ist. Eine Koexpression auf einzelnen
Zellen wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben. Eine unspezifische
Bindung der markierten Antikorper an der Zelloberflache als Erklarung fur diese
Zellaggregation kann jedoch ausgeschlossen werden, da bei jedem
Versuchsansatz eine Negativkontrolle (Isotypenkontrolle) durchgefuhrt und bei
der Ergebnisberechnung berucksichtigt wurde, wie in Kapitel 2.4 beschrieben.
Der Nachweis dieser Zellaggregate erfolgte in dieser Studie erstmals ex vivo
bei Patienten sowohl mit SAP als auch mit ACS.

Eine Interaktion zwischen Thrombozyten und zirkulierenden Progenitorzellen
wurde zuvor durch Stellos et al. [2008] und Daub et al. [2006] in vitro
beschrieben. Hierbei konnten in vitro Zellagreggationen zwischen
Thrombozyten und zirkulierenden Progenitorzellen beschrieben werden.

4.3 Anzahl der CD34/CD42b-positiven Zellenaggregationen bei
Patienten mit ACS und SAP

Eine Aktivierung von Thrombozyten erfolgt bei Patienten mit einem akuten
Koronarsydroms (ACS) [Stellos 2008, Massberg 2003]. Im Rahmen dieser
Studie zeigte sich erstmals, dass die Anzahl der gemessenen CD34/CD42b-
positiven Zellaggregationen bei Patienten mit ACS, speziell bei Patienten mit
STEMI, im Vergleich zu Patienten mit SAP signifikant erhoht ist und mit der
Erhéhung der Gesamtanzahl der CD34-positiven Zellen im peripheren Blut
korreliert. Von besonderer Bedeutung erscheint der prozentuale Anteil der
Zellaggregationen an der Gesamtanzahl der CD34-positiven Zellen im
peripheren Blut zu sein. Dieser ist signifikant bei Patienten mit ACS, speziell bei
STEMI, gegeniuber Patienten mit SAP erhoht. Dies spricht, nach der
Mobilisierung der CD34-positiven Zellen aus dem Knochenmark, fir eine
Erhéhung der Wahrscheinlichkeit zur Bildung von CD34/CD42b-positiven
Zellaggregationen. Ein Zusammenspiel der Mobilisierung der CD34-positiven
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Zellen und eine Aktivierung der Thrombozyten kdonnte somit die prozentuale
Erh6hung der Zellaggregate bei ACS im Vergleich zu SAP erklaren. Als Marker
fur die Aktivierung von Thrombozyten dienen CD62p, SDF-1, GPVI sowie P-
Selectin [Bernal-Mizrachi 2003, Stellos 2008, Massberg 2003, Tan 2005, da
Costa 2006]. Eine groRere Studie sollte diesen Zusammenhang weiter
untersuchen.

Bei der Anzahl der CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen und deren
prozentualen Anteil an der Gesamtpopulation der CD34-positiven Zellen,
konnte keine signifikante Unterteilung der Patienten mit einem ACS in NSTEMI,
STEMI und IAP erfolgen. Jede Untergruppe des ACS zeigte allerdings

signifikante Zellzahlerh6hungen im Vergleich zu Patienten mit SAP.

4.4 CD34/CD42b-positive Zelleaggregationen, kardiovaskulare
Risikofaktoren und Medikation

Bei den Patienten der vorliegenden Studie konnte kein Zusammenhang der
kardiovaskuléaren Risikofaktoren und der Medikation mit der Zellzahlerh6hung
bei einem akuten Koronarsyndrom (ACS) im Vergleich zur stabilen Angina
pectoris (SAP) festgestellt werden. Weder bei einer isolierten Untersuchung der
CD34-positiven Zellen, noch bei CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen oder
deren prozentualem Anteil innerhalb der CD34-positiven Zellpopulation,
konnten signifikante Abhangigkeiten nachgewiesen werden. Dies spricht somit
fur eine rasche Mobilisierung der Zellen aus dem Knochenmark nach einer
akuten Schéadigung des Endothels, bzw. bei akut aufgetretener Ischamie des
Myokards. Hierbei scheint es keine signifikanten Unterschiede der
Zellmobilisierung zwischen den unterschiedlichen Patientengruppen mit einem
ACS zu geben (NSTEMI, STEMI, IAP).

Studien mit einem groReren Patientenkollektiv waren gegebenenfalls in der
Lage eine Unterscheidung oder eine eventuell bestehende Abhéngigkeit

aufzuzeigen.
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In der statistischen Auswertung der vorliegenden Daten wurden Korrelationen
zwischen den Zellpopulationen und den angegebenen Faktoren bestimmt.
Hierbei zeigte sich eine entgegengerichtete Korrelationen bestehend zwischen
der Komorbiditat von Diabetes mellitus Typ 2 und der Anzahl der CD34/CD42b-
positiven Zellaggregationen. Eine Aktivierung der Thrombozyten und damit die
Bindungsfahigkeit der aktivierten Thrombozyten an CD34-positiven Zellen
konnte bei dieser Komorbiditat gehemmt werden. Eine Erklarung bieten hierfur
Numaguchi et al. [2006] und George et al. [2004], die einen negativen Einfluss
auf die Adhasion und Differenzierung der zirkulierenden Progenitorzellen bei
Patienten mit Diabetes mellitus und auch chronischem Nikotinkonsum
beschreiben.

Weiterhin beschreiben Churdchomjan et al. [2010] und Krankel et al. [2005]
eine negative Korrelation zwischen dem Vorhandensein einer diabetischen
Erkrankung, speziell des Diabetes mellitus Typ 2, der durchschnittlichen
Blutzuckerkonzentration, sowie, als Langzeitparameter der diabetischen
Einstellung des bestehenden HbAlc und der Gesamtanzahl der CD34-positiven
Zellen im peripheren Blut bei Menschen und bei Versuchen mit Mausen.
Krankel et al. [2005] diskutiert verschiedene Mechanismen, vor allem die
frihere Apoptose der bestimmten Zellen oder die verminderte Mobilisation aus
dem Knochenmark. In Versuchsreihen mit Mausen konnte die Beteiligung der
endothelialen Nitritoxidsynthase (eNOS) als verminderter Faktor bei der
Zellmobilisierung identifiziert werden [Churdchomjan 2010, Krankel 2005, Liao
2010]. Bei den genannten Studien wurde jedoch nicht auf die Interaktion der
CD34-positiven Zellen mit Thrombozyten eingegangen, sodass keine
Ruckschlisse auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie erfolgen kénnen.
Ferreiro et al. [2011] beschreiben eine chronisch gesteigerte Aktivierung der
Thrombozyten bei Patienten mit bekanntem Diabetes mellitus Typ 2, sowie eine
Funktionsstérung der Thrombozytenreaktivitdt mit der Folge einer erhohten
Wahrscheinlichkeit eines kardiovaskularen Erstereignisses oder eines erneuten
kardiovaskularen Ereignisses bei bestehender KHK.

Insgesamt kann somit angenommen werden, dass die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit mit Hilfe einer Kombination aus Funktionsstorung der
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zirkulierenden Progenitorzellen, sowie einer chronischen Aktivierung der
Thrombozyten bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 auf ein ischamisches
Ereignis zu erklaren sind.

Eine weitere entgegengerichtete Korrelation besteht bei Patienten unter
antithrombozytarer Medikation. In dieser Arbeit wurde auch der Unterschied
zwischen Patienten mit Monotherapie (Aspirin) und dualer antithrombozytarer
Therapie (Aspirin und Copidogrel) untersucht. Die Einnahme von Aspirin ist im
Sinne einer leitliniengerechten Pravention von kardiovaskularen Ereignissen
einer ACS als Standardtherapie etabliert [DGK 2007]. Die Wirkungsweise des
Aspirins (Acetylsalicylsaure) wurde 1971 von Vane et al. [1971] beschrieben.
Eine irreversible Hemmung der Cyclooxigenasen COX-1 und COX-2,
zusammen mit weiteren Enzymen rufen eine Inaktivierung der
Bindungsfahigkeit von Thrombozyten hervor. Nach Geiger et al. [1999] beruht
die Wirkung von Clopidogrel jedoch auf einem anderen Wirkmechanismus. Der
pharmakologisch aktive Metabolit des Clopidogrels blockiert die Bindung von
Adenosindiphosphat (ADP) an seinem Thrombozytenrezeptor (P2Y12-
Rezeptor), wodurch eine Thrombozytenaktivierung tber den Glykoprotein-
lIb/llla-Rezeptorkomplex unterbunden wird. Sowohl fur die Monotherapie, als
auch fur die duale antithrombozytare Therapie konnte gegenuber einer
fehlenden antithrombozytaren Therapie ein signifikanter Einfluss auf die Bildung
von CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen nachgewiesen werden. Jedoch
konnte keine signifikante Unterscheidung zwischen Monotherapie und dualer
Therapie erzielt werden. Es muss offen bleiben, ob die unterschiedlichen
Wirkungsmechanismen der beiden Thrombozytenaggregationshemmer und die
in dieser Studie beschriebenen Auswirkungen auf die Entstehung von
CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen einen Einfluss auf den endothelialen
Reparaturmechanismus darstellen und ob hiermit auch eine Kklinische
Bedeutung, im Sinne einer Veranderung des klinischen Outcomes der
Patienten mit ACS, besteht. Mit den vorliegenden Daten ist eine Aussage
hierfir jedoch nicht mdglich.

Die gleichgerichtete Korrelation zwischen der gemessenen Kreatinkinase des

gemessenen Troponin-I mit den bestimmten Zellpopulationen spricht fur die
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postulierte Mobilisierung der zirkulierenden Progenitorzellen, sowie der
Entstehung der CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen im Rahmen eines
akuten kardiovaskularen Geschehens. Da die Kreatinkinase und das Troponin-I
fur einen myokardialen Zelluntergang im Rahmen eines ACS durch eine akute
Ischamie, sowie fir eine akute endotheliale Dysfunktion sprechen, werden
verschiedene Transmitter freigesetzt, unter anderem P-Selectin, SDF-1 und NO
[Ferreiro 2011, Stellos 2008, Dernbach 2008, Langer 2007, Stein 2008]. Dies
wird in der Literatur fir CD34-positive Zellen beschrieben. Fir CD34/CD42b-
positive Zellaggregationen lag bis zu diesem Zeitpunkt noch keine
Beschreibung vor. Eine bestehende Korrelation zwischen den Maximalwerten
der Creatinkinase und des Troponin-1 und den Zellaggregationen kdnnte somit
als quantitativer Marker angesehen werden.

Die Rolle des C-reaktiven Proteins (CRP) im Rahmen eines akuten
kardiovaskularen Geschehens ist in der Literatur umstritten. Wahrend Liuzzi et
al. [1994] und Quinn et al. [1987] keine Abhangigkeit von einer Myokardnekrose
oder einer Endothelschadigung zu der Erhdéhung des C-reaktiven Proteins
sehen, beschreiben neuere Studien von Cesari et al. [2009] und Turan et al.
[2007] sogar eine negative Korrelation zwischen CRP und der Mobilisation von
endothelialen Progenitorzellen. Hingegen beschreiben Andrie et al. [2009] eine
positive Korrelation zwischen CRP und der Mobilisation von zirkulierenden
Progenitorzellen. In der vorliegenden Arbeit konnte eine gleichgerichtete
Korrelation zwischen CD34/CD42b-Zellaggregationen zu dem im Serum
gemessenen C-reaktiven Proteins bestimmt werden.

Als weitere Marker der Thrombozytenaktivierung zeigten sowohl
thrombozytengebundenes P-Selectin, als auch thrombozytengebundenes SDF-
1 eine gleichgerichtete Korrelation mit der Anzahl der zirkulierenden
CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen.
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4.5 Reparaturmechanismus oder Arteriosklerose

Die Aufgabe der CD34-positiven zirkulierenden Progenitorzellen ist nicht
eindeutig geklart [Stellos 2008]. Einerseits zeigen sich positive Effekte auf die
Regeneration des Endothels und der Vaskularisation bei Patienten mit ACS
[Grundmann 2007, Werner 2004], andererseits ist auch die Entwicklung von
Mastzellen und Schaumzellen und somit die Mitwirkung bei der Entstehung der
Arteriosklerose und damit der koronarer Herzerkrankung beschrieben [Stellos
2010, Rafii 2008, Daub 2010, 2006].

Ein wichtiger Mechanismus zur Regulation, Adhasion und Differenzierung
stellen hierbei die Thrombozyten dar [Rafii 2008, de Boer 2006, Daub 2006],
die unter anderem fur die primare Homdostase verantwortlich sind [Gawaz
2004, Stellos 2008].

Es kann moglicherweise davon ausgegangen werden, dass die Fahigkeit der
CD34-positiven  zirkulierenden Progenitorzellen, im Sinne pluripotenter
Stammzellen, beide Eigenschaften verbinden [Stellos 2007]. Einerseits in der
Akutphase eines kardiovaskuldren Ereignisses als Reparaturmechanismus,
anderseits die Bildung von arteriosklerotischen Plaques bei einem chronischen
Geschehen. Ob dies ein fehlgeleiteter Reparaturmechanismus des chronisch

geschadigten und entziindeten Endothels ist, muss offen bleiben.

Ein vollstadndiges Verstandnis der Mobilisierung, Adh&sion und Differenzierung
von zirkulierenden Progenitorzellen des Blutes, sowie deren Interaktion mit
Thrombozyten, in Bereichen von chronischen Gefal3schadigungen oder
ischAmischem Geweben, kdnnte neue Mdglichkeiten und Therapiekonzepte bei
der Behandlung von Patienten mit einem stattgehabten Myokardinfarkt,
beziehungsweise der klinischen Sekundéarpravention dieser Patienten

aufzeigen.
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5 Zusammenfassung

Thrombozyten spielen eine entscheidende Rolle bei der Blutgerinnung,
Entzindungsreaktion und Geweberegeneration. Es konnte zuvor in vitro
gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen zirkulierenden Progenitorzellen
(CD34-positive  Zellen) und Thrombozyten stattfindet. Dies fuhrt zur
Verdnderung der Mobilisierung, Rekrutierung und  Funktion der
Progenitorzellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei 278 Patienten, die entweder mit stabiler
Angina pectoris (SAP) oder akutem Koronarsyndrom (ACS) diagnostiziert
wurden, die Anzahl der zirkulierenden Progenitorzellen, sowie deren direkte
Interaktion mit Thrombozyten mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)
untersucht. Schlie3lich erfolgte die Auswertung der gemessenen Ergebnisse
mit den Patientendaten.

Es =zeigte sich, dass die Anzahl der CD34-positiven zirkulierenden
Progenitorzellen bei Patienten mit ACS im Vergleich zu Patienten mit SAP
signifikant erhoht sind. Es konnten erstmals bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung Zellen nachgewiesen werden, die sowohl fiur das
progenitorzellspezifische CD34-Antigen als auch fur das thrombozyten-
spezifische CD42b-Antigen positiv sind. Hierbei kann es sich nur um
Zellaggregationen der zirkulierenden Progenitorzellen und der zirkulierenden
Thrombozyten handeln. Die Gesamtanzahl und der prozentuale Anteil der
CD34/CD42b-positiven Zellaggregationen in der Gesamtpopulation der CD34-
positiven Zellen ist bei Patienten mit ACS im Vergleich zu Patienten mit SAP
signifikant erhdht (%CD34/CD42b-positiv: Median (Interquartilsabstand, IQR):
SAP: 7,42 (8,19); IAP: 16,45 (14,3); NSTEMI: 16,28 (15,23); STEMI: 25,43
(28,2); P<0,001). Die Erhohung der Gesamtzellzahl zwischen beiden
Patientengruppen ist von dem Vorhandensein kardiovaskularer Risikofaktoren
unabhangig. Der prozentuale Anteil der CD34/CD42b-positiven
Zellaggregationen korrelierte mit der GroRe des Myokardinfarkts (Troponin-I
max; r=0,326 P<0,001), Inflammation (C-reaktives Protein; r=0,200 P=0,002)
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und der Thrombozytenaktivierung (Expression von thrombozytdrem P-Selectin
und SDF-1; P-Selectin: r=0,283 P<0,001; SDF-1: r=0,357 P<0,001).

Insgesamt lasst sich hieraus schlie3en, dass Thrombozyten und zirkulierende
Progenitorzellen bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung interagieren und
Zellagreggationen bilden kénnen. Die Frage ob dies als
Reparaturmechanismus zu interpretieren ist, muss in weiterfihrenden in vitro

und in vivo Studien beantwortet werden.
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8 Appendix

8.1 Tabellen und Abbildungen
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UL 49074 1878 10.43 8.28 725 22924 147.02
UR 187 0.07 0.04 14267 102.52 514.65 276.13
LL 211691 81.00 4499 576 5.15 4.35 3.39
LR 402 0.15 0.09 239.04 206.21 3.75 2.65

Abbildung 8.1: Auswertungsbeispiel einer FACS-Analyse mit verwendeten Antikdrpern
lgG1-FITC/IgG1-PE/CD34-FITC/CD42b-PE
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Tabelle 8.1: Materialliste, tabellarisch
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