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Kurzreferat:

Es ist bekannt, dass durch Vorhofflimmern (VHF) Stoffwechsel- und strukturelle
Anderungen in den Vorhéfen verursacht werden. Es ist jedoch nicht bekannt, ob VHF
die hamatopoetische Progenitorzellen (CD34"HPCs) beeinfluft.

Das Ziel dieser Studie ist es, die CD34"HPCs und CD34+/CD117+HPCS, die SDF-
1a, den VEGF sowie den ANF bei Patienten mit persistierendem VHF und
paroxysmalem VHF zu quantifizieren. Zusatzlich wurde die Wirkung von elektrischer
Kardioversion auf CD34"HPCs und CD34"HPCs - Faktoren untersucht. Es wurden
17 Patienten mit persistierendem VHF und 12 Patienten mit paroxysmalem VHF zu
der Studie herangezogen. 17 Patienten mit Sinusrhythmus dienten als
Kontrollpersonen.

Bei Patienten mit persistierendem VHF wurden Blutproben vor sowie 10 Minuten, 24
Stunden, 48 Stunden und 59 Tagen nach elektrischer Kardioversion entnommen.

Die CD34'HPCs, ANF und SDF-1a waren im Blutspiegel im Laufe des
persistierenden VHF erhoht, begannen aber 48h nach erfolgreicher Kardioversion

abzusinken. Nach 59 Tagen erreichten sie den Normalspiegel.

Schlusselworter: Vorhofflimmern, hAmatopoetische Progenitorzellen, atriales
natriuretisches Peptid, Kardioversion
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1. Einfuhrung

1.1 Vorhofflimmern

1.1.1 Definition und Klassifikation

Unorganisierte hochfrequente Vorhofdepolarisationen ohne effektive
Vorhofkontraktion werden als Vorhofflimmern (VHF) bezeichnet. Wahrend des VHFs
werden die irregularen artrialen Impulse (400-600/min) unregelmaRig Gber den AV-
Knoten und die Herzkammer Ubergeleitet (Arrhythmia absoluta). Auch lassen sich in
der isoelektrischen Linie zwischen T-Welle und QRS-Komplex Flimmerwellen
festellen, die standig in Dauer, Amplitude, Form und Ausschlag variieren. Diese sind
haufig sehr klein, gelegentlich sogar so klein, dass sie im Oberflachen-EKG nicht
eindeutig erkennbar sind. (Robles et al. 1978, Sandoe et al. 1990).

Die klinische Klassifikation des chronischen VHF basiert auf dem zeitlichen Verlauf
und der Therapieentscheidung (Fuster et al. 2001, Gallagher et al. 1998):

e Paroxysmales VHF: Die Dauer der Episoden kann zwischen Minuten, Tagen
oder auch Wochen schwanken. Es terminiert spontan.

e Persistierendes VHF: Es handelt sich um ein anhaltendes VHF, ohne
spontane Konversion, das durch pharmakologische oder  elektrische
Methoden in einen Sinusrhythmus tberfuhrt werden kann.

e Permanentes VHF: Dieses VHF ist anhaltend. Eine Konversion durch
pharmakologische oder elektrische Methoden in einen Sinusrhythmus ist nicht
maoglich (Abb. 1).

Paroxysmal Persistierend Permanent

zeitlicher Verlauf | Episoden zwischen Anhaltendes VHF | Anhaltendes VHF
Minuten und

Wochen

Termination Spontan Pharmakologisch Nicht

Elektrisch konvertierbar

Abb.1: Zusammenfassung der klinischen Klassifikation des chronischen VHF



1.1.2 Haufigkeit und Atiologie

VHF ist die haufigste klinisch relevante kardiale Arrhythmie. Jahrlich wird bei 720.000
Patienten weltweit VHF diagnostiziert (Go et al. 2001). Die Inzidenz nimmt mit
steigendem Lebensalter stetig zu (Furberg et al. 1994, Benjamin et al. 1998). Bei ca.
5% aller Menschen Uber 60 Jahren kénnen Episoden von VHF nachgewiesen
werden. Im Alter von > 85 Jahren sind dies ungefahr 15%.

Ursachen fur die Entstehung von VHF sind zu 70% Erkrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems. Die haufigste dieser ist der Bluthochdruck, gefolgt von koronaren
Herzerkrankungen, Herzklappenerkrankungen und Herzinsuffizienz sowie dem Wolff-
Parkinson-White Syndrom (WPW) (Bauernfeind et al. 1981). Neben den kardialen
Ursachen werden die Schilddriisentberfunktion (Cappola et al. 2006, Squizzato et al.
2005), einige Systemerkrankungen, Lungenembolie, Perikarditis und Diabetes
mellitus (Movahed et al. 2005) mit VHF in Verbindung gebracht.

Schlie8lich wurde vor einigen Jahren sogar eine familiare Form des VHF mit
autosomal-dominantem Vererbungsmodus entdeckt (Brugada et al. 1997). Auch
nach kardiochirurgischen Eingriffen (Almassi et al. 1997, Aranki et al. 1996, Mathew
et al. 1996, Siebert et al. 2001, Auer et al. 2005, Cox et al. 1999) und
Thoraxoperationen ist das VHF von klinischer Bedeutung (Vaporciyan et al. 2004).
15% der Patienten mit VHF sind idiopatisch (Schotten et al. 2003). Diese trifft auf
jungere Patienten zu, die weniger Symptome und eine bessere Prognose haben
(Kopecky et al. 1987).

1.1.3 Pathogenese

Als Mechanismus des VHFs werden multiple kreisende Erregungswellen (Reentry)
nachgewiesen (Baenkler HW: 1999). Anhaltend flhrten sie zu pathologischen
Umbauprozessen (Remodeling), die elektrische, kontraktile und ultrastrukturelle
Eigenschaften der Vorhofe betreffen (Abb. 2).

Folgenden Mechanismen bzw. Faktoren sind am atrialen Remodeling bei VHF
beteiligt:

e Verminderter Ca2+-Einstrom: Eine initiale Uberladung der Vorhofzellen mit
Calcium fuhrt nachfolgend zur Abnahme des Ca2+-Einstroms in die atrialen
Myozyten und konsekutiv zu einer Verkirzung des Aktionspotenzials
(elektrisches Remodeling). Dieser Mechanismus erhoht die Wahrscheinlichkeit


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Go%20AS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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fur das Auftreten von kreisenden Erregungen (Van et al. 1999). Die Abnahme
des Ca2+-Einstroms ist durch erhohte Aktivitat von Proteinphosphatasen
verursacht, die zur Verringerung des Phosphorylierungsgrades in den Ca2+-
Kanalproteinen fuhrt. Dies hat die Abnahme des Ca2+-Einstroms (Christ et al.
2004) und den Verlust der atrialen Kontraktionskraft (Schotten et al. 2003) zur
Folge. Letzterer bleibt fur einige Zeit erhalten, wenn das VHF in einen
Sinusrhythmus konvertiert werden koénnte. Man spricht vom ,kontraktilen
Remodeling“ (Manning et al. 1994). Der Verlust der atrialen Kontraktionskraft
fuhrt zu zunehmender Dehnung, Dilatation und schlie3lich zur Vergré3erung
der Vorhofe durch erhohten intraatrialen Druck. Dieser Prozess verursacht
strukturelle Umbauprozesse wie zellulare Hypertrophie und Fibrosierung
,Strukturelles Remodeling“ (Allessie et al. 2002). Das strukturelle Remodeling
fuhrt zum Anstieg der Muskelmasse und Reizleitungsstérungen im Atrium, die
die Kreiserregungen erhéhen und das VHF durch einzelne atriale Ektopien
begilnstigen. Je grol3er der Vorhof, desto wahrscheinlicher ist das Auftreten
von VHF. Deshalb sind Herzinsuffizienz und Mitralklappenerkrankungen
starker mit dem Entstehen von VHF assoziiert als andere kardiovaskulare
Erkrankungen (Schotten et al. 2006).

Angiotensin-1I-System: Kardialen Erkrankungen, wie beispielsweise die
Linksherzinsuffizienz, die als Risikofaktoren fir das Auftreten von VHF gelten,
aktivieren das atriale Angiotensin-lI-System (McEwan et al. 1998). Angiotensin
Il fihrt zu einer Stimulierung von Fibroblasten. Daraus resultiert ein verstarkter
struktureller Umbauprozess. Angiotensin Il induziert in Myozyten eine
Zellhypertrophie. Durch diese Wirkung von Angiotensin Il auf das
Vorhofgewebe wird das Auftreten von VHF beginstigt (Li et al. 1999).
Zusatzlich vermehrt Angiotensin Il die Haufigkeit der fokalen Ektopie durch
Erhdhung der prasynaptischen Katecholaminausschittung und direkten
Effekte auf die Na+/Ca2+- und Na+/H+-Austauscher (Schotten et al. 2006).

Genetische Mutationen: Das erste familidare VHF wurde 1943 durch Wolf
beschrieben. Brugada und Mitarbeiter konnten durch klassische
Kopplungsuntersuchungen einen ersten genetischen Locus fur familiares VHF

identifizieren (Brugada et al. 1997). Wiesfeld und Mitarbeiter haben zwei



weitere Loci und drei kausale Gene identifiziert, die Proteine myokardialer
Kaliumkanale kodieren (Wiesfeld et al. 2005).

Refraktar-
zeit \
Aktionspoten- : GroBe der Krms-
zialdauer elektrisch erregungen
Cal+- l Anzahl der Krms—
e Einstrom VHF erregungen
Kontraktilitat i
Dehnung
kontraktil T L strukturell
Dilatation Leitungs-
RAS-Aktivierung storungen

Dehnbarkeit T \
Fibrose

Abb. 2:  Kleeblattstruktur‘ pathologische Umbauprozesse bei VHF (Schotten et al. 2006, modifiziert
nach Allessie et al. 2002)
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1.1.4 Hamodynamik

Ineffektive Vorhofkontraktionen fihren zur Stérung der prasystolischen Fllung des
Ventrikels, die eine Abnahme des Herzminutenvolumens um ca. 20% zur Folge hat.
Die Systolendauer bleibt fast unverdndert, wobei sich die Diastolendauer bei
schneller Uberleitung stark verkiirzt. Das Fullungsvolumen und die Auswurffraktion
reduzieren sich. Bei lang anhaltender hoher Kammerfrequenz und verkirzter
Diastolendauer kann sich bei herzgesunden Menschen eine Herzinsuffizienz
entwickeln (Naito et al. 1983, Maier et al. 1983, Clark et al. 1997).

1.1.5 Prognose des Vorhofflimmerns

Durch die Komplikationen bei Patienten mit VHF, wie zum Beispiel
Thromboembolien, steigen die Mortalitdt und Morbiditdt um 50% an (Schotten et al.
2006). Das Schlaganfallrisiko bei Patienten mit VHF ist durch Bildung intraatrialer
Thromben um das Fiunffache erhoht. Ca. 15 % aller zerebralen Insulte sind auf ein
VHF zurtckzufihren (Laupacis et al. 1996, Ezekowitz et al. 2003). Die arteriellen
Embolien aus dem linken Vorhof sind besonders zu Beginn und Ende des VHFs
deutlich erhoht (Baenkler et al. 1999). Bei gleichzeitig bestehender valvularer
Herzerkrankung erhoht sich das relative Schlaganfallrisiko um das 18fache.
Patienten mit ischamischem Hirninfarkt und VHF haben eine schlechtere Prognose

als Schlaganfallpatienten ohne VHF (Lin et al. 1996).

1.1.6 Klinisches Bild

Typische subjektive Symptome, die durch VHF hervorgerufen werden kénnen, sind
unter anderem unangenehme Palpilationen, allgemeine Leistungsminderung sowie
Schwindelzusténde.

Bei vorbestehenden Herzerkrankungen kann es zur kardiopulmonalen
Dekompensation wahrend des VHFs kommen, vor allem dann, wenn die irregularen
Vorhoferregungen schnell auf die Herzkammern Ubergeleitet werden. Bei Patienten
mit koronarer Herzkrankheit kann VHF zu Synkopen und Angina-pectoris

Symptomatik fihren (Josephson 1998).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Maier%20WD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lin%20HJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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1.1.7 Therapie des Vorhofflimmerns

Die angestrebten Therapieziele bei VHF in den vergangenen Jahren sind:
» Kontrolle der Kammerfrequenz (,Frequenzkontrolle®)
» Kardioversion des VHFs und Erhalt von Sinusrhythmus (,Rhythmuskontrolle®)

» Antikoagulation.

Antiarrhythmika sind bei Patienten mit VHF in der Regel der erste Therapieansatz.
Die Konversion in einen Sinusrhythmus kann auf pharmakologischem oder
elektrischem Wege erfolgen. Die Konversionsrate des VHFs in einen stabilen SR
mittels einer pharmakologischen Therapie ist niedrig (Fuster et al. 2001). Bei
Misserfolg der pharmakologischen Therapie besteht eine Indikation zur
Kardioversion. Nach einer Elektrokardioversion ist die Konversionsrate nach drei
Tagen 86%, 23% nach einem Jahr und 16% nach zwei Jahren (Tieleman et al.
1998). Eine Elektrokardioversion mit Antiarrhythmika hat nach einem Jahr eine
Konversionsrate von 40%, 33% nach zwei Jahren (Raitt et al. 2006). Bei
Therapierefraktaritat auf verschiedene Antiarrhythmika kann vor allem bei jingeren
Patienten ohne Herzerkrankung das Verfahren der Pulmonalvenenisolation
angewendet werden. Dieses Verfahren birgt die Gefahr verschiedener
Komplikationen wie der Gefahr der transseptalen Punktion (Perikarderguss,
Tamponade mit Risiko unter 1%), Osophagusperforation und einer Embolie ins
arterielle Gefal3system (Hsu et al. 2005, Hindricks et al. 2006, Pappone et al. 2004,
Cummings et al. 2006, Oral et al. 2002, Cappato et al. 2005).

Eine antithrombotische Therapie sollte bei Patient begonnen werden, die langer als
48 Stunden im VHF sind, weil das Schlaganfallrisiko sich um das Funffache bis
Sechsfache erhoht (Sharif et al. 1998). Haissaguerre und Mitarbeiter konnten
erstmals fokales VHF in den proximalen Abschnitten der vier Pulmonalvenen
nachweisen, die haufiger in den linken und rechten oberen Pulmonalvenen
vorkommen (Haissaguerre et al. 1998). Chirurgische Einsatze mit Ablationsverfahren
insbesonders im Bereich der Pulmonalvenen sind neben der Hochfrequenzablation
die Mikrowellen-, Ultraschall- und Kryoablation therapeutische Ansatze. Keine Studie
konnte bisher die Uberlegenheit eines dieser Verfahren beweisen (Khargi et al. 2005,
Wisser et al. 2004). Insgesamt ist jedoch die pharmakologische und nicht
pharmakologische Therapie des VHFs limitiert und die Effektivitat betrdgt maximal


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pappone%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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60-80%.

Aufgrund der Einschrankung der bisher verfugbaren Therapien des VHF wird nach
neuen Ansatzpunkten gesucht. Molekulare Veranderungen des Vorhofs im Rahmen
des ,Strukturellen Remodeling“ kdnnten hierbei als neue Therapieziele dienen. Ob
regenerative Mechanismen helfen kdnnten, um Remodelingprozesse zu

beeinflussen, ist bislang nicht untersucht worden.
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1.2 Stammzellen

Der menschliche Korper enthélt ca. 200 verschiedene Zelltypen. Der Stammbaum
dieser Zellen beginnt mit der Zygote. Innerhalb der Embryonalentwicklung entstehen
aus undifferenzierten Vorlauferzellen sogenannte Progenitorzellen, die sich
zunehmend in spezialisierte Zelltypen teilen (Neuss et al. 2001). Hamatopoetische
Stammzellen wurden erstmalig 1909 von Maximow postuliert und seit etwa 35 Jahren
bei der Behandlung von Leuka&mien klinisch genutzt (Maximow 1906, Kasper et al.
2004).

Stammzellen (SZ), d.h. unreife Vorlauferzellen eines Gewebes, deren Entwicklung

noch nicht festgelegt ist, sind durch zwei Eigenschaften charakterisiert:

1. die Fahigkeit, in reife Stadien und gegebenenfalls verschiedene Gewebe
differenzieren zu kbnnen (prospektive Potenz),

2. das Vermogen, sich praktisch unbegrenzt selbst zu erneuern (Self renewal)

ohne Differenzierungspotential (dabei Erhaltung ihrer Multipotenz).

Stammzellen konnen sich unter dem Einfluss verschiedener Faktoren
(Wachstumsfaktoren, genetische Faktoren und unbekannte Faktoren) zu vielfaltigen
Organzellen und Gewebearten differenzieren. Dabei kommt es durch Zunahme der
Differenzierung zur Abnahme der Potenz.

Die neuen Untersuchungen zeigen, dass sich die Knochenmarkstammzellen in
Herzmuskelzellen, neuronale Zellen usw. entwickeln kénnen, und sich auch
umgekehrt von ZNS-Zellen zu Knochenmarkstammzellen umwandeln kdnnen
(D6hmen et al. 2002).

Die Nutzung adulter Stammzellen I&sst sich ethisch und politisch vertreten. Man
sollte zwischen totipotenten Zellen (lat. ,zu allem fahig“) wie Zygoten, die unter den
Embryonenschutz fallen, und pluripotenten Zellen (lat. ,zu vielem fahig“) wie
embryonalen Stammzellen (ESZ) und multipotenten Zellen ( lat. ,zu mehrerem fahig®)
wie mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks unterscheiden. Die Forschung
mit multipotenten Zellen ist ethisch vertretbar, weil aus diesen Zellen noch kein

ganzer Mensch hervorgehen kann.
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1.2.1 Hamatopoetische Stammzellen

Die Existenz dieser Zellen (HSZ) wurde in den 1950-er Jahren durch Studien an
lethal bestrahlten M&ausen experimentell nachgewiesen (Ford et al. 1956, Nowell et
al. 1956). Die hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) aus dem Knochenmark sind die
bekanntesten adulten Stammzellen (ASZ). lhre Funktion ist die standige
Regeneration der verschiedenen Blutbestandteile und des Immunsystems. Sie sind
die am besten erforschten Stammzellen, die sich bereits seit 27 Jahren im Rahmen
der autologen und allogenen Knochenmarktransplantationen klinisch etabliert haben.
Sie dienen deshalb als Prototyp fir die adulten Stammzellen. Unter geeigneten
Bedingungen zeigten sie einen beachtlichen Grad an unerwarteter Differenzierbarkeit
(Weissmann et al. 2000; Kuehnle et al. 2002).

Die hamatopoetischen Stammzellen werden anhand von Oberflachenmarkern durch
Zellsortierung nach Fluoreszenzmarkern (FACS) oder durch Markierung mit
magnetischen Partikeln (magnetobeads) isoliert (Krause et al. 1994, Spangrude et al.
1994). Zur Isolation der HSZ wird das Oberflachenantigen AC133 genutzt
(Handgretinger et al. 2003).

1.2.2 Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen (ASZ) sind Zellen, die in einem Organ fir die Regeneration
dieses Organs zur Verfigung stehen und vom Organismus fir diese Aufgabe
gehalten werden. Sie wurden bisher als monopotente Zellen angesehen, die nur die
Aufgabe haben, ihr Organ regenerationsfahig zu halten. Bei vielen Gewebstypen
sind spezifische Vorlauferzellen bekannt, die sich in Ruhephase in ihrer Nische
befinden, bis die Mikroumgebung signalisiert, dass ein Nachschub an spezifisch
differenzierten Zellen erforderlich ist. Daraufhin setzt die Zellteilung ein (Fuchs et al.
2004). Neue Studien belegen, dass adulte Stammzellen nicht nur monopotent sind,
sondern multipotente  Eigenschaften besitzen. In  Tierversuchen konnte
nachgewiesen werden, dass Stammzellen aus dem Knochenmark abgestorbene
Muskelzellen nach einem Herzinfarkt ersetzen konnen (Orlic et al. 2001, Koch et al.
2001, Orlic et al. 2002). In Tierversuchen von Orlic und seine Mitarbeiter wurden bei
weiblichen Mausen durch Unterbindung eines Astes der Herzkranzgefal3e ein
Herzinfarkt erzeugt. FUnf Stunden spater nach dem Herzinfarkt wurden Stammzellen
aus dem Knochenmark von mannlichen Mausen in zwei Injektionen in das dem

Infarkt benachbarten Herzgewebe injiziert. Gegentber den nicht behandelten Tieren
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ergab sich eine Zunahme des Herzmuskeldurchmessers mit Wiederherstellung der
Herzmuskelzellen mit Verbesserung der Herzfunktion. Durch den Nachweis von Y-
Chromosomen in dem neuen Herzgewebe der weiblichen Herzen liegt der Beweis,
dass die regenerierten Muskelzellen aus den mannlichen Stammzellen entstanden
sind (Orlic et al. 2001, 2002). Bei Menschen wurden finf bis sechs Tage nach
aufgetretenem Herzinfarkt Knochenmarkstammzellen durch einen Herzkatheter in die
zerstorte Muskelregion injiziert. Auch hier zeigte sich ein guter Erfolg (Strauer et al.
2001). Bisher sind auR3er den HSZ zum Teil auch unreife und multipotente adulte
Stammzellen fir die Regeneration von zerstortem Gewebe von Muskeln,
GefalRendothel, Nerven/ZNS, Fett, Knochen, Knorpel, Epithel von Haut und Magen-
Darm-Trakt, Leber, Pankreas, Cornea, Retina und Dentin eingesetzt worden
(Petersen et al. 2001). Adulte mesenchymale Stammzellen (MSZ) wurden von
Friedenstein erstmals als multipotente Stammzellen des Knochenmarkstromas
identifiziert (Friedenstein et al. 1966). Die MSZ sind seltene Zellen aus dem
Knochenmark (CD34"HPCs und CD45"HPCs), die sich in anderen Geweben finden.
Die adulten mesenchymalen Stammzellen kénnen aus Fett, Blut, Nabelschnurblut,
Gelenksynovia und natirlich aus Knochenmark gewonnen werden (Pittenger et al.
2001). Eine weitere Art von Stammzellen sind die adulten neuralen Stammzellen
(NSZ). Die adulten neuralen Stammzellen sind Uberwiegend in dem ventrikularen
und subventrikularen Bereich des Gehirns und in der subgranularen des Gyrus

denttatus im Hippocampus zu finden (McKay 1997).

1.2.3 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ESZ) stammen aus der frihen Entwicklungsphase eines
Embryos vor der Nidation aus der innerer Zellmasse der Blastozyste. Die
embryonalen Stammzellen sind unreif, vermehrbar und kénnen sich beim Menschen
in jede Zellart entwickeln. Die ESZ sind pluripotent (lat. ,zu vielem fahig“) aber anders
als eine Zygote, kbnnen sie sich nicht in komplette Embryos entwickeln. Aus
menschlichen ESZ kénnen sich Kardiomyozyten, insulinproduzierende Zellen und
Neuronen differenzieren (Marshak et.al. 2001).

ESZ sind Fremdzellen. Sie entwickeln wahrend der Differenzierung in reife Gewebe

Histokompatibilititsmerkmale (HLA).
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Embryonale Stammzellen Adulte Stammzellen
Pro - gut expandierbar - leicht gewinnbar
- Pluripotent - keine ethischen Bedenken
- zum Teil gut expandierbar
- multipotent
- gut vertraglich
- autolog und allogen mdglich
Contra | ~ ethische und rechtliche Bedenken | - Mangel an spezifischen
- schwierige Gewinnbarkeit Markern
- Gefahr der Abstof3ung
- Immunsuppression notwendig
- Gefahr eines terato-Carcinoms
- Mangel an spezifischen Marken

Abb. 3: ESZ und ASZ von A.-Rolf Zander, n. Stute, B. Fehse, C. Lange

1.2.4 Entwicklung der Stammzelltherapie

Bei ESZ und ASZ sind viele Mechanismen unverstanden. Eine Reihe von
Voraussetzungen mussen fur den erfolgreichen Einsatz von ASZ und ESZ erfullt

werden:

die Zahl der Ubertragenen Zellen muss hoch sein,

die Reinheit der Zellpraparation,

die Morphologie, Phanotyp und Genotyp,

der Nachweis der Funktion im Reagenzglas oder im Organismus, ob
Herzmuskelzellen einen Kontakt zum umgebenden Muskelzellgewebe erstellen

kénnen und sich dann synchron kontrahieren konnen. (Blau et al. 2001).

1.2.5 Gewinnung nichtembryonaler Stammzellen

1. Die Nabelschnurstammzellen sind pluripotente Stammzellen. Die Gewinnung
der Stammzellen kann nach der Geburt als Nabelschnurblut (aus der

Nabelschnur und Plazenta) gewonnen und konserviert werden. Wichtig ist,
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dass das Nabelschnurblut innerhalb von 24 Stunden préapariert und
sachgerecht gelagert wird, weil die Vermehrungsfahigkeit der Stammzellen
abnimmt, je langer das Nabelschnurblut in nicht prapariertem Zustand bleibt.

2. Adulte Stammzellen
Die Verwendung von Nabelschnurstammzellen ist vorteilhafter gegentber den
adulten Stammzellen, denn das Nabelschnurblut ist durch Viren und maligne

transformierte Zellen weniger belastet. (D6hmen et al. 2002).

1.2.6 Verfahren zur Gewinnung von hamatopoetischen Stammzellen

Fur die praktische Anwendung bieten sich multipotente hamatopoetische
Stammzellen an (CD-34 positive Zellen), weil sie erstens einfach zu gewinnen und
zweitens in ausreichender Zahl vermehrbar sind. Mikroskopisch &hneln sich die
Oberflachenantigene CD-34 (Clusters of Differentiation) der hamatopoetischen
Stammzellen und der Lymphozyten. Die hamatopoetischen Stammzellen werden
durch monoklonale Antikorper, die sich an die CD-34 Antigene anheften, mittels
Durchflusszytometrie quantitativ bestimmt. Im peripheren Blut befindet sich eine
geringe Anzahl hamatopoetischer Stammzellen. Das Verhaltnis dieser Stammzellen
zu den Lymphozyten betragt ca. 1:1000. Mittels Stimulationsfaktoren wie
Granulozyten-Wachstumsfaktor (G-CSF) kann die Zahl der CD-34 Zellen auf das
Tausendfache gesteigert werden. Dann wird ein Sheldon-Katheter oder ein
groBlumiger ZVK gelegt. Durch Zentrifugation werden dann die CD-34 Zellen aus
dem Blut gewonnen, die direkt nach Zellschadigung z.B. bei Herzinfarkt ins Herz
oder auch in andere Organe infundiert werden kdénnen. Bei indirekter Anwendung
von hamatopoetischen Stammzellen werden Zellzahl und Sterilitat geprift. Dann
werden sie in speziellen Plastikbeuteln gesammelt und eingefrohren, bis die

Reinfusion stattfinden wird (D6hmen et al. 2002).
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1.3 Das atriales natriuretisches Peptid (ANP)

ANP wird in den Myozyten der Herzvorhéfe als Prohormon synthetisiert und
gespeichert. ANP besteht aus 126 Aminosauren (de Bold et al. 1981, Miyata et al.
1985). Die erhohte Wandspannung im Atrium und das Dehnen der Myozytenfibrillen
sind ein wichtiger Stimulus zur Freisetzung des Prohormons, das in das biologisch
aktive proANP (99-126) gleich Alpha-ANP und den terminalen Teil proANP(1-98)
gespaltet wird (Globits et al. 1998, Mathisen et al. 1993, Buckley et al. 1990,
Sundsfjord et al. 1988). Alpha-ANP hat eine Halbwertzeit von 3-4 Minuten und bindet
sich schnell an spezifische Rezeptoren. Fur proANP(1-98) gibt es keine bekannten
Clearancerezeptoren. Deshalb zirkulieren die proANP(1-98) langer als Alpha-ANP im
Blut, sodass das proANP(1-98) die Gesamtmenge des sezernierten ANP
widerspiegelt (Wie et al. 1993).

Das ausgesprochen stabile proANP kann bis zu 3 Tage bei Raumtemperatur direkt in
biologischen Flussigkeiten bestimmt werden, ohne dass Analyt abgebaut wird
(Nelesen et al. 1992).

Die Arbeit von Paquin unterstitzt, dass das Oxytocin-ANP-System bei der
Kardiomyogenese eine Rolle spielt und dass ANP ein wichtiger Faktor fir die
Freisetzung der CD34"HPCs ist (Paquin et al. 2002). Arbeiten von Rocken haben
zudem gezeigt, dass VHF zu einer erheblichen Freisetzung von ANP fihrt (Rocken
et al. 2002).

1.4 Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor

Der vaskuladre endotheliale Wachstumsfaktor ist ein homodimerer 34-42 KkDa,
Heparin-gebundenes Glykoprotein mit potenter angiogenetischer (Ferrara et
al.1989), mitogenetischer und vaskularer permeabilitdtssteigernder Aktivitat far
endotheliale Zellen.

Der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor wird in zahlreichen Nagetier- und
menschlichen Tumorzellen gefunden (Connolly et al. 1991). In normalen Geweben ist
der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor in Makrophagen (Fava et al. 1994),
Keratinozyten (Brown et al. 1992), nierenglomeruldrem viszerallen Epithelium und
mesangialen Zellen, (Brown et al. 1992, lijima et al. 1993), Hepatozyten (Monacci et
al. 1993), glatten Muskelzellen (Ferrara et al. 1991), Leydig Zellen (Shweiki et al.
1993), embryonalen Fibroblasten und bronchialen und choroid Plexusepithelium

(Pertovaara et al. 1994, Breier et al. 1992) gefunden worden. Die VEGF-Expression
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steigt bei Hypoxie (Connolly et al. 1991, Senger et al. 1993, Pertovaara et al. 1994).

Er fordert den Plasmafibrinogensaustritt ins Gewebe und fuhrt zu Fibrinabsetzung,
die den extrazellularen Raum &andert. Der modifizierte extrazellulare Raum fordert
anschlieBend die Wanderung von Makrophagen, Fibroblasten und endothelialen
Zellen. Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor spielt eine wichtige Rolle bei der

Inflammation und der normalen oder pathologischen Angiogenese.

1.5 Stromal cell derived factor-1a

SDF-1a-Gens liegt auf Chromosom 10. SDF-1a ist eine CXC Chemokine. Es gehort
zu einer Unterfamilie der Cytokine, welche sekretorische Proteine sind, die
chemotaktisch wirken (Shirozu et al. 1995). SDF-1a wurde von Stromazellen und
Lymphknoten produziert. SDF-1a wird konstitutiv von Knochenmarkstromal-Zellen
exprimiert und ist in vielen anderen Geweben vorhanden. (Tashiro et al. 1993,
Nagasawa et al. 1994, Bluel et al. 1996).

SDF-1a ist ein Ligand fir den Chemokinrezeptor CXCR4, zieht dendritische Zellen,
B-Vorlauferzellen und T-Zellen an und fuhrt zur Wanderung in die Lymphknoten.
SDF-1a hat eher die Funktion der Immuniberwachung als die eines Mediators der
inflammatorischen Reaktion (Bluel et al. 1996). Es sieht so aus, dass SDF-1a die
Funktion als Kontroller von Lymphozyten und hamatopoetischen Zellen tGbernimmt
(Aiuti et al. 1996).

Bekannt ist, dass Chemokine wie SDF-1a und VEGF die Ruckkopplung von
Stammzellen im Knochenmark modulieren und in vivo die hamatopoetischen Zellen

mobilisieren (Dyson et al. 1994).
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1.6 Ziel dieser Studie

In den vorhergehenden Untersuchungen wurde demonstriert, dass VHF selbst zu
einer signifikanten Schadigung von Vorhofmuskelzellen fuhrt, wodurch im Verlauf
ausgedehnte Narbenareale in den Vorhofswanden entstehen (Goette et al. 2000,
1996, Ausma et al. 2001).

Bisher ist es unklar, ob eine atriale Myopathie ein ausreichender Stimulus ist, um Die
Anzahl von zirkulierenden hamatopoetischen Stammzellen (HPCs) zu beeinflussen.
Interessanterweise hat Quaini und Mitarbeiter demonstriert, dass hohe Anteile von
Vorlauferzellen besonders in den Vorhofgeweben vorhanden sind. Auf3erdem ist
bekannt, dass Patienten mit VHF Stoffwechsel- und strukturelle Anderungen in den
Vorhofen haben (Leuner et al. 1998). Aber es ist nicht bekannt, ob VHF die HPCs
beeinfluf3t.

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfuss von VHF auf die Anzahl von
CD34"HPCs und CD34'/CD117'HPCs, die SDF-1a, auf den vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) sowie das atriales natriuretisches Peptid
(proANP 1-98) im peripheren Blut, zu bestimmen. Des Weiteren sollte der Einfluss
der Wiederherstellung eines normalen Sinusrhythmus durch elektrische
Kardioversion auf die Menge von CD34'HPCs und HPCs-Faktoren untersucht

werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Patienten

46 Patienten wurden in die Studie einbezogen:

29 Patienten mit VHF,

17 Patienten mit persistierendem VHF (>3 Monate) mit klinischer Indikation zur
elektrischen Kardioversion,

12 Patienten mit paroxysmalem VHF,

17 Patienten waren im Sinusrhythmus (SR) und dienten als Kontrollgruppe (Table 1).

Alle Patienten wurden gemal’ der New York Heart Association in Stufe (NYHA) | und
Il eingestuft. Patienten mit VHF wurden innerhalb eines Zeitraumes von mindestens
4 Wochen mit Phenprocoumon antikoaguliert. Die Behandlung mit Antiarrhythmika
wurde 72 Stunden vor der Kardioversion eingeleitet. Die weitere medikamenttse
Therapie ist unverandert geblieben (Table 1).

Patienten mit persistierendem VHF wurden wahrend ihres Krankenhausaufenthaltes
mittels Telemetrie Uberwacht.

Das Studien-Protokoll wurde von der Ethikkommission der Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg genehmigt. Alle Patienten gaben schriftlich ihre Zustimmung

zur Teilnahme an der Studie.

2.2 Ausschlusskriterien

- klinisch bedeutsame Anamie

- begleitende hamatologische Erkrankungen bzw. Knochenmarkprozesse
- zytostatische Therapie

- < 18 Jahre

- schwere Funktionsstérungen von Nieren und Leber

- manifeste Herzinsuffizienz (NYHA 11l und V)

- akute Koronarischamie

- Notfallkardioversion

- Teilnahme an einer anderen Studie
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Table 1. Patienteneigenschaften

SR persist. VHF parox. VHF
Probandenzahl 17 17 12
Alter, Jahr 48+18 5316 60+15
Geschlecht, m/f 12/5 12/5 5/7
VHF-Dauer, Monate @ --—--- 116 22423
KHK, % 12 (2) 18 (3) 25(3)
MI, % 12 (2) 6 (1) 0 (0)
LVEF, % 56x16 6318 64+6
LAD, cm 4.3£1.2 4.610.4%* 3.6+0.5
Hypertonie, % 65 (11) 88 (15) 58 (7)
Diabetes, % 35(6) 29 (5) 17 (2)
HLP, % 71 (12) 53(9) 25(3)
B-Blockers, % 47 (8) 65 (11) 42 (5)
Calcium Antagonisten, % 18 (3) 29 (5) 25(3)
Klasse AA,% - 29 (5) 25(3)
Klasse IIl AA,% - 71 (12) 8 (1)
ACE-Hemmer, % 53(9) 59 (10) 42 (5)
SR=Sinusrhythmus; persist. VHF=persistierendes Vorhofflimmern; parox.

VHF=paroxysmales Vorhofflimmern; KHK=Koronar Herzerkrankung; MI=Myokardinfarkt;
LVEF=linksventrikulére Auswurffraktion; LAD=linker Vorhof Durchmesser;
HLP=Hyperlipidimie; Klasse I/Ill AA=Antiarrhythmika Klasse I/IlI; *p<00.05 persist. VHF
gegeniiber parox. VHF
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2.3 Studiendurchfihrung

A: Bei Patienten mit VHF ist die Analyse von jeweils vier gesondert gewonnenen
Blutproben vorgesehen, wobei jeweils ca. 5 ml Vollblut aus einer Unterarmvene
entnommen werden:

1. Blutentnahme: Im Rahmen der Routine-Blutentnahme bei der stationaren

Aufnahme
2. Blutentnahme: 30 min. nach erfolgter Kardioversion

3. Blutentnahme: Im Rahmen der Routine-Gerinnungskontrolle 24h nach
Kardioversion
4. Blutentnahme: Im Rahmen der Routine-Gerinnungskontrolle 48h nach

Kardioversion

B: Bei gesunden Kontrollpersonen werden jeweils nur einmal ca. 5 ml Vollblut in

Ublicher Technik aus einer Unterarmvene enthommen.

2.4 Elektrische Kardioversion

Elektrische Kardioversion wurde unter Analgosedierung i.v. durchgefuhrt:

Midazolam (2mg) und

Etomidate (0.2mg/kg).

Die Patienten wurden mit einem Stromstol3 von 360 Joule behandelt (LIFEPAK 10
Physio-Kontrolle, Redmond, USA). Es wurden selbstklebende Hautelektroden (Fast
Patch, Physio-Control, Redmond, USA) in einer anterior-posterior Position am

Thorax benutzt.
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2.5 Laboranalytik

Quantifizierung von Zellen, die spezifische Oberflachenmolekiile exprimieren:

- CD34'HPCs

- CD117"'HPCs
Diese Untersuchungen werden unter Verwendung eines etablierten, maschinellen
Zellsortierungsverfahrens (FACS) in der Klinik fir Hamatologie durchgefuhrt.
Ebenso wird zur Ermittlung moglicher humoraler Faktoren, die an der
Ausschwemmung von CD34'HPCs Zellen aus dem Knochenmark beteiligt sind,
Serum auf den Gehalt von Cytokinen/Chemokinen (wie stromal cell-derived factor-1,
etc.) mittels verschiedener ELISA-Verfahren untersucht. Diese Untersuchungen
werden mit Unterstitzung durch
das Institut fir Experimentelle Innere Medizin durchgefuhrt.
Immunhistochemische Untersuchungen zur Expression von Markern der Myogenese
(MEF-2) werden durch Immunhistochemische Farbung iber EnVision™ System
(Dako) durchgefihrt.

2.5.1 Das atriales natriuretisches Peptid Imnmunoassays

Menschliche SDF-1q, vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (R&D Systems,
Wiesbaden, Deutschland) sowie proANP (1-98) (Biomedica, Wien, Osterreich)

wurden von kommerziell verfugbaren Immunoassays bestimmt.

2.5.1.1 Testprinzip

Das Kit enthalt gereinigte polyklonale Antikérper vom Schaf:
e Erstantikdrper sind spezifische Antikorper flr proANP(10-19) und an die
Mikrotiterplatte gebunden.
e Detektionsantikorper sind spezifisch fir proANP(85-90) und mit Biotin
markiert.
Als erstes werden die Proben und Detektionsantikdrper zusammen in die Wells
pipettiert. Das proANP(1-98) in der Probe bindet sich an den Erstantikbrper und es
entsteht ein ,Sandwich® mit dem Detektionsantikorper. Danach wird ein
Waschvorgang zur Entfernung von unspezifischem nicht gebundenem Material

durchgefiihrt. Anschlie3end wird Streptavidin-Peroxidase zugesetzt und bindet die
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Detektionantikdrper.

Bei einem weiteren Waschschritt wird das nicht gebundene Konjugate entfernt und
anschlieend allen Wells Tetramethylbenzidin zugesetzt. Das proANP wird durch
eine enzymatische Farbreaktion mit dem Mikrotiterplattenphotom sichtbar. Die

Farbentwicklung ist proportional zu der proANP(1-98)-Konzentration.

2.5.1.2 Reagenzien-, Probenvorbereitung und Testdurchfuhrung

e Zur Vorbereitung wurden Leerwert, Standards, Kontrolle und Proben auf dem
Protokollblatt eingetragen.

¢ Alle Reagenzien und Proben wurden auf Raumtemperatur (18-26°C) gebracht.

e Detektionsantikérper (blau) wurden in 13 ml Assaypuffer aufgelost.

e Waschpufferkonzentrat wurde mit aqua dest. verdtinnt, 100 ml Konzentrat wurde
zu 900 ml aque dest. zugegeben und gut gemischt.

e Standards wurden in 500 pl aque dest., 15 min. bei Raumtemperatur’ geldst und
gut gemischt.

« Kontrolle (gelbe Schraubkappe) wurde in 500 pl aqua dest., bei Raumtemperatur’
15 Minuten gel6st und gut gemischt.

e Serumproben 1+4 in Assaypuffer wurden verdinnt ( 10 pl Probe + 40 pl
Assaypuffer)

e Je 20 ul Standards, Kontrolle und verdiinnte Proben wurden in die
entsprechenden Wells pipettiert.

e 100 pl Assaypuffer wurden fur den Leerwert in die Wells pipettiert.

e Je 100 pl des Zweitantikdrpers (blau) wurde in alle Wells pipettiert (aul3er
Leerwert) und gut geschuttelt.

e Die Strips wurden mit Folie abgedeckt (um Verdunstung zu vermeiden) und bei
37°C 150 min. lang inkubiert.

e Der Inhalt der Wells wurde verworfen und 3x mit je 350 ul verdinntem
Waschpulver gewaschen.

e 100 pl Konjugat (rot) wurde in alle Wells pipettiert.

e Die Strips wurden wiederum mit Folie abgedeckt und bei 37°C 1h lang inkubiert.

e Der Inhalt der Wells wurde verworfen und 4x mit je 350 ul verdinntem
Waschpulver gewaschen.

e 100 pl Substrat wurden in alle Wells pipettiert und bei Raumtemperatur* 20



Minuten im Dunkeln inkubiert.
e 50 pl Stoplésung wurde in alle Wells pipettiert und gut geschilittelt.

e Sofort wurde die Extinktion gemessen.

"Raumtemperatur (18 — 26°C)

26
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2.5.2 Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor Immunoassay

Eine Methode fur die quantitative Bestimmung der vaskularen endothelialen

Wachstumsfaktor-Konzentration im Plasma.

2.5.2.1 Testprinzip

Diese Methode setzt die quantitative Sandwichenzymimmunoassaytechnik ein. Ein
monoklonaler Antikbrper von der Maus spezifisch fur den vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktor ist auf eine Mikroplatte gebunden. Standards und Proben werden
in die Wells pipettiert, und jeder vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor wird vom
Antikdrper gebunden. Nach dem Wegspulen ungebundener Substanzen wird ein far
den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor spezifischer enzymgebundener
polyklonaler Antikérper in die Wells hinzugefugt. Mit dem nachsten Waschvorgang
werden ungebundene Antikdrperenzyme entfernt. Dann wird eine Substratlésung in
die Wells hinzugefugt und die Intensitat der Farbe wird gemessen. Die Farbe
entwickelt sich proportional zur vaskularen endothelialen Wachstumsfaktormenge
(Quantikine).

2.5.2.2 Reagenzien-Vorbereitung

Alle Reagenzien wurden vor der Verwendung auf Zimmertemperatur gebracht.
Waschpuffer:

Zunachst werden durch Vermischen des Konzentrats Kristalle vollstandig gelost. 20
ml des Waschpufferkonzentrats werden mit destilliertem Wasser verdinnt, um 500
ml des Waschpuffers zu erhalten.

Substrate Farblésung:

Reagenzien A und B wurden in gleichem Volumen innerhalb von 15 Minuten vor der
Verwendung zusammengemischt. Sie missen vor Licht geschitzt werden. 200 pl der
resultierenden Mischung werden pro Well bendtigt (Quantikine).

Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor Standard:

Um den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor Standard zu rekonstruieren,
wurde 1 ml von Calibrator Diluent RD6U verwendet. Dies ergab eine Vorratldsung
von 2000 pg/ml. Fur Plasma-Proben wurden Polypropylenglaser benutzt. 500 pl von
Calibrator Diluent RD6U wurden in jedes Glas pipettiert. Die Vorratlésung dient dazu,
um eine Verdinnungsreihe zu produzieren (Abb. 4). Vor der nachsten Ubertragung

jeder Mischung wurde grindlich vermischt. Der unverdinnte Standard war der
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hochste Standard (2000 pg/mL). Calibrator Diluent RD6U war der Null-Standard (0
pg/mL) (Quantikine).

500puL 500 L

500l 500uL 500 puL

v W

2000 1000 500 250 125 625  31.2
pg/mL pg/imL  pgimL pgimL pg/mL pg/mL pg/mL

Abb. 4: Verduinnungsreihe, Quelle (Quantikine® , Katalog Nr. DVEO0O.)
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2.5.2.3 Testdurchfuihrung

Alle Reagenzien und die Proben werden vor der Verwendung auf Zimmertemperatur

gebracht.

e Fir Plasmaproben wurden 100 pl von der Probenverdiinnung RD1W zu jedem
Well gegeben.

e Pro Well wurden 100 pl Standardldésung, Kontrolllosung in der Probe
hinzugefliigt. Nach Abdeckung wurde 2 Stunden lang bei Zimmertemperatur
inkubiert.

e Jeder Well wurde aspiriert und insgesamt dreimal mit Waschpuffer 400 ul
gewaschen. Nach der letzten Wasche werden die tbrigen Waschpuffer durch
Aspirieren entfernt.

e 200 pl vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor Konjugate wurden zu jedem
Well hinzugefiigt und verschlossen fur 2 Stunden lang bei Raumtemperatur
inkubiert.

e Aspiration/Waschvorgang werden wiederholt wie oben durchgefinhrt.

e 200 pl Substratlbsung wurden zu jedem Well hinzugefigt. Sie wurden vor
Licht geschitzt, und fur 25 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert.

e 50 pl der Stoplosung wurden zu jedem Well hinzugefugt. Wenn
Farbanderungen nicht uniform erschienen, wurde sachte geklopft, um
grandliches Vermischen sicherzustellen.

e Innerhalb von 30 Minuten wurde die optische Dichte jedes Wells bestimmt

(450 nm benutzen).
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2.5.3 Quantitative Bestimmung des menschlichen stromal cell derived factor-1a

Konzentrationen in Plasma

2.5.3.1 Testprinzip

Das SDF-1a im Blut wird mit Hilfe des Sandwichenzym durch Immunoassaytechnik
guantitativ bestimmt. Ein monoklonaler Antikérper, spezifisch fir SDF-1a, ist auf
einer Mikroplatte vorhanden. Standards und Proben werden in die Wells pipettiert,
und jedes prasente SDF-1a wird von den festliegenden Antikdrpern gebunden. Nach
dem Wegspulen der ungebunden Substanzen, werden in die Wells enzymbindende
polyklonale Antikérper spezifisch fir SDF-la hinzugefugt. Ein weiterer
Waschvorgang erfolgt, um jedes ungebunde Antikérperenzym-Reagenz zu
entfernen.

Folgend wird eine Substratlosung in die Wells hinzugefugt. Farbe entwickelt sich
proportional zur Menge von SDF-1a in der anfanglichen Stufe (Quantikine® Human

SDF-1a Immunoassay Catalog Number DSAQ0).

2.5.3.2 Probe

Eisgekuhltes EDTA-BIlut wurde benutzt, um den humanen SDF-1a Plasmaspiegel zu
bestimmen. Blutproben wurden nach Sammlung bei 1000 x g innerhalb von 30
Minuten zentrifugiert (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland) (Quantikine® Human

SDF-1a Immunoassay Catalog Number DSAQO).

2.5.3.3 Reagenzien-Vorbereitung

Alle Reagenzien werden vor der Verwendung auf Zimmertemperatur gebracht.

Waschpuffer:
Zunachst werden durch Vermischen des Konzentrats Kristalle vollstandig gelost.
Um 500 ml des Waschpuffers vorzubereiten, werden 20 ml Waschpufferkonzentrat

mit dest. Wasser verdinnt.

Substratlésung:

Die Farbreagenzien A und B werden in gleichem Volumenverhaltnis 15 Minuten vor
Verwendung gemischt und vor Licht geschitzt aufbewahrt. 200 pl der resultierenden
Mischung wird pro Well benétigt.
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SDF-1a Standard:

Eine Stamml6sung von 100,000 pg/ml wird durch hinzufugen von 1 ml destilliertem
Wasser zu dem SDF-1a rekonstruiert. Der entstehende Standard wird leicht
vermischt

und fur 30 Minuten sanfter agitiert.

900 pl von Calibrator Diluent RD6Q werden in ein 10,000 pg/m Roéhrchen pipettiert.
500 pl von Calibrator Diluent RD6Q werden in die Ubrigen Réhrchen pipettiert. Die
Stammldésung wird benutzt, um eine Verdinnungsfolge zu produzieren (Abb.5).
Jedes Rohrchen wird vor der nachsten Ubertragung griindlich vermischt. Die 10,000
pg/ml Standardlésung dient als der hohe Standard. Calibrator Diluent RD6Q dient als
der Null-Standard (0 pg/ml)(Quantikine® Human SDF-la Immunoassay Catalog
Number DSAOQ0).

B00ul 500wl  S00pL 500pL 500ul SO0uL

\ BURY

400,008 10000 5000 2500 4250 625 H2 156
paimL paml  pomL  pg'ml poml  pg'mbl pg/ml  poml

Abb. 5:Verdunnungsreihe, Quelle (Quantikine® Human SDF-la Immunoassay Catalog Number
DSAQ0)
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2.5.3.4 Durchfihrung

Alle Reagenzien und Proben wurden vor der Verwendung auf Zimmertemperatur

gebracht. Alle Proben und die Standards werden doppelt gepruft.

e Alle Reagenzien, Standards und Proben wurden direkt wie in den vorherigen

Sektionen angeordnet vorbereitet.
e 100 pl Probenverdinnungsmittel RD1-55 wurden jedem Well hinzugefugt.

e 100 pl vom Standard oder der Probe wurden pro Well hinzugefugt und 2
Stunden lang bei Zimmertemperatur waagerecht inkubiert.

e Die durch Aspiration gewonnenen Proben wurden in jedem Well mit
Waschpuffer (400 pul) gespilt. Dieser Prozess wurde drei Mal wiederholt. Nach
dem letzten Waschvorgang wurde durch Aspirieren jeder Ubrige Waschpuffer

entfernt.

e 200 pl konjugiertes SDF-1a wurde in jedes Well hinzugefiigt und 2 Stunden

lang bei Zimmertemperatur im Shaker vermischt.
e Schritt 4 wurde wiederholt.

e 200 pl von der Substratldosung wurden jedem Well hinzugegeben und 30
Minuten bei Raumtemperatur und vor Licht geschutzt inkubiert.

e 50 pl Stoplésung wurden zu jeden Well hinzugefiigt und griindlich vermischt.

e Die optische Dichte jedes Wells wurde innerhalb von 30 Minuten ermittelt.

(Quantikine® Human SDF-1a Immunoassay Catalog Number DSA00)
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2.5.4 CD34"/CD117"HPCs Analyse

Blutpropen (5 ml bis 20 ml) wurden mittels einer 18-Kaliber-Nadel von einer Vena
cubitalis abgenommen (Becton Dickinson, BD). Bei Patienten mit persistierendem
VHF wurden Blutproben vor sowie 10 Minuten, 24h und 48h nach der Kardioversion
entnommen. Bei sieben Patienten wurden Blutproben auch 59+19 Tage nach der

Kardioversion entnommen.

Die Analyse von HPCs wurde in verschiedenen Publikationen diskutiert (Leuner et al.
1998): Es wurden 50ul EDTA Blutproben mit einem Nukleinsaure-Farbstoff, CD45
peridinin  Chlorophyll Protein (PerCP) und Phycoerythrin (PE) (ProCOUNT
CD34"HPCs Reagenz, Becton Dickinson Immunocytometry Systeme, San Jose, CA)
im TRUCOUNT Tube (Becton Dickinson) inkubiert.

Das Kontroll-Reagenz (Nukleinsaure-Farbstoff, y1-PE und CD45-PerCP) wurde
benutzt, um die Menge unspezifischer Antikérperbindungen zu messen. Nach Lyse
der Erythrozyten mit Lyseldsung (Becton Dickinson) wurden die Proben durch FACS
gemessen. Die absolute Anzahl von CD34"HPCs in den Proben wurde durch das
Teilen der Anzahl von CD34"HPCs Ereignissen durch die Anzahl fluoreszierender
Ereignisse und das Multiplizieren mit der fluoreszierenden Ereignisskonzentration
bestimmt. Das ProCOUNT Software System (Becton Dickinson) wurde benutzt, um

Fakten zu erwerben und zu analysieren.

Fur CD34'/CD117"HPCs Quantifikation wurden 50 pl periphere Blutproben mit FITC-
CD34 und PE-CD117 (Becton Dickinson) etikettiert. Nach Zell-Lyse wurden
DurchfluRzytometrieanalysen (Becton Dickinson) durch einen FACS Calibur (Becton
Dickinson) durchgefiihrt. Listenformdaten wurden durch die CellQuest-Software

(Becton Dickinson) erworben.
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2.5.4.1 Probenvorbereitung

e 100 pl Blut wurden fur die CD34" Zellzahlbestimmung benétigt (50 pl pro
Anfarbung/Réhrchen).

e Das antikoagulierte Blut wurde bei Raumtemperatur bis zur Farbung gelagert.

2.5.4.2 Farbung der Zellen

e Zwei ProCOUNT™ Ro6hrchen werden beschriftet:
- ein Réhrchen mit CD34"
- das andere Rohrchen mit Kontrollen.

e In das CD34" markierte Rohrchen wird 20 pl CD34" Reagenz gegeben,
und 20 ul des Kontroll- Reagenzes in das mit Kontrolle markierte Réhrchen an

der Innenseite pipettiert.

¢ Injedes Rohrchen wurde jeweils 50 ul Blutprobe an der Innenseite pipettiert.

Fur jedes Rohrchen wurde eine neue Pipettenspitze verwendet.

e Die Rohrchen werden mit Plastikkappen verschlossen, gut gemischt und fur

15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

e In jedes Roéhrchen werden 450 pl 1x FACLyse gegeben (Lyse von
Erythrozyten).

e Die Rohrchen werden mit Plastikkappen verschlossen, gut gemischt und bei

Raumtemperatur im Dunkeln fir 30 Minuten inkubiert.

e Die Proben wurden sofort nach der Anfarbung am Durchflusszytometer

gemessen.
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2.5.5 Zellkultur und Immunozytologie

2.5.5.1 Isolierung der mononuklearen Zellen aus dem entnommen Blut mittels

Dichtegradientenzentrifugation

Fur die Gewinnung aus dem Vollblut und den Erhalt von menschlichen peripheren
MNC-Kulturen gibt es einer Anzahl von Methoden. Normalerweise sterben Blutzellen
in der Kultur ab. Durch Unterstiitzung von stimulierenden Mitogenen, die meist aus
Pflanzenlectine bestehen, konnen die MNC Uber mehrere Teilungsschritte bis 5 mal
in der Kultur gehalten werden.

Das Prinzip der Gewinnung der MNC-Kulturen ist die Dichtegradientenzentrifugation,
die Trennung der MNC von den Granulozyten und Erythrozyten:

e 3 Blutbhild-Réhrchen mit EDTA, die vom Probanden entnommen wurden,

werden in Falcon-Rohrchen pipettiert.

e Injedem Falcon—Réhrchen werden 3 ml Ficoll-paque ™ Plus als

Lymphozytentrennmedium pipettiert.

e Alle 3 Falcon—Ro6hrchen werden in einem sterilen Réhrchen (TPP) gesammelt,

15 ml RPMI 1640 dazu gegeben und gut gemischt.
e 9 ml Blut-RPMI werden 3 ml Ficoll-paque ™ Plus pipettiert.

e Sie werden fur 20 Minuten zentrifugiert (Temperatur 18C°, 1400 Drehung,
Bremse auf Null). Es entstehen dabei 4 Phasen: von oben nach unten: 1.
Plasma
2. ein weildlicher Ring (MNC)

3. Lymphozytentrennmedium

4. Erythrozyten und Granulozyten als Pellett.

e Der weil3liche Ring mit den MNC wird mittels einer neuen Pasteurpipette

abgesaugt, und in ein neues Zentrifugenglas pipettiert.

e Die Probe wird durch 10 ml RPMI 1640 ausgewaschen, und fur 5 Minuten
zentrifugiert (Temperatur 18C°, 1400 Drehung, Bremse auf Null).
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e Der Uberstand wird verworfen, wieder 10 ml RPMI 1640 pipettiert und fir 5
Minuten zentrifugiert (Temperatur 18C°, 1400 Drehung, Bremse auf Null). Ziel
der letzten beiden Schritte ist das Ficoll-Auswaschen. Es dient somit der

Aufreinigung der Proben.

e Der Uberstand wird entfernt und 250 pl Iscove's Modified Dulbecco’s Medium

zugefgt.

2.5.5.2 Herstellung der Agarkulturen

Nach Dichtegradientenzentrifugation wird das Pellett im Medium resuspendiert und

auf eine Zellzahl von 1Million Zellen /ml eingestellt.

e Nach Bestimmung der Zellzahl werden 300 pl dieser Probe in ein 3 ml
Methocult™ gegeben (GF H4434, rh scf *, rh GM-csf, rh IL-3, Borine serum
Albumin, Methylcellulose in Iscove's MDM, rh erythropoietin, L-Glutamin). Dies

wird 2 mal durchgefuhrt.

e Jeweils 1,1 ml werden in sterile Petrischalen ausplattiet und im Blutschrank
bei einerTemperatur von 37°C, 5% CO, Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit zum

Wachstum kultiviert.

e Nach der Inkubationszeit der Agarkulturen wird mit Hilfe einer
Rasterpetrischale unter dem Mikroskop die Anzahl der gewachsenen

Kolonien/ml ausgewertet.
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2.5.5.3 Zellkultur und Immunozytologie

Das Blut von 8 Patienten (4 persist. VHF, 4 SR) wurde durch Ficoll-Paque™Plus
(Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) und Zentrifugierung in Zellschichten
getrennt. Danach wurde es mit einer Konzentration von 1x10%ml in Iscove's
Dulbecco’s medium mit 2% fetalem Serum (Stem Cell Technologies, Vancouver) und
Methylcellulose (MethocultTMGF H4434) kultiviert. Methoden von CFU-GM-Proben
wurden schon beschrieben (Ema et al. 1990). Nach 4 Tagen in der Kultur wurden die
Zellen Zentrifugierung, in Methanolacetonformalinmischung fixiert und verfarbten sich
durch die Bindung an den myocyte enhancer Faktor (MEF-2) (Santa Cruz, Marseille,
France), ANP (Penninsula Laboratories, CA) und CD31 (DAKO, Hamburg,
Deutschland). Es wurde dazu die APAAP-Methode benutzt (Dako En Vision™
System) (Dyson et al. 1994).

2.5.5.4 Myocyte enhancer factor-2 (MEF-2)

MEF-2 ist ein Transkriptionsfaktor. Er ist an der Differenzierung und Entwicklung von
Muskelzellen beteiligt und wird in den Zellkernen der Herzmuskulatur exprimiert.
Mutationen innerhalb des MEF-2 Gens korrelieren mit einem erhohten Risiko fur
HerzgefalR3erkrankungen (Wang et al. 2003, Bhagavatula et al. 2004, Gonzalez et al.
2006).

2.5.5.5 Prinzipien des Verfahrens

Die immunohistochemische Farbung kann vorhandene Antigene an Zellen
nachweisen. Diese Technik basiert auf der Immuno-Reaktivitat. Die Antikdrper und
die Enzyme oder Enzym-Komplexe reagieren mit farblosem Substrate-Chromogen,
um ein farbiges Endprodukt zu produzieren. Das DAKO EnVisionTM System AP
wurde hier benutzt, ein AP etikettiertes Polymer, das zu sekundaren AntikGrpern
konjugiert wird.

Die Proben wurden zuerst inkubiert und mit priméaren Antikdrpern von Kaninchen
verdinnt. Nach der Inkubationszeit wurden der markierten Polymer Antikorper
zugefugt und far 10 Minuten inkubiert. Nach 5 bis 30 Minute zeigte sich eine
Verfarbung. Die Benutzung von rot-farbigem Chromogen beschleunigt die Farbung

an der Antigenstelle.
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2.5.5.6 Inémunhistochemische Farbung iiber EnVision System (Dako)

o Fixierung mit Methanol-Aceton-Formalin (19:19:2) bei Raumtemperatur
60sec.

o Spulen mit Aqua dest
o Primarantikérper hinzufiigen und bei Raumtemperatur 60 Min. inkubieren
o Spulen mit TBS-Puffer (Wash buffer solution)

o Sekundarantikorper (Labelled Polymer AP) hinzufigen und bei
Raumtemperatur 60 Min. inkubieren

o Spuilen mit TBS-Puffer

o Substratlosung (Fast Red) hinzufigen und bei Raumtemperatur 25 Min.
inkubieren

o Spulen mit Aqua dest
o Gegenfarbung (Hamatoxylin) hinzufigen und 10 Min. inkubieren
o Mit Leitungswasser spulen und 10 Min. inkubieren

o Aquatex ( wassriges Eindeckmedium) hinzufigen

3. Statistik
3.1 Statistische Analyse

Alle Werte werden als mittlere Standardabweichung (SD) ausgedrickt. Die
Varianzanalyse (ANOVA) sowie repeated measure ANOVA wurde benutzt, um
Unterschiede zwischen Gruppen und innerhalb der Gruppen zu bewerten. Ein Wert

von P <0.05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

Folgende Tabelle bietet einen ersten Uberblick der Untersuchungsergebnisse, die in

folgenden Kapiteln erértert werden.

Persist. VHF Parox. VHF e??owg?égl/

CD34"HPCs i) & 0
CD34"HPCs/ & & &
CD117*HPCs

SDF-1 a i) i )
ANP i) & )
MEF-2 1 - -
VEGF & & o)

Tab. 2 : Untersuchungsergebnisse im Uberblick

4.1 Wirkung von Vorhofflimmern und Elektrischer Kardioversion auf HPCs

Bei Patienten mit persistierendem VHF ist der Ausgangswert des CD34'HPCs
Spiegels signifikant erhéht (persist. VHF: 7.0+2.3x10%ml gegeniiber SR:
5.0+1.6x10%ml;P<0.01). Im Vergleich dazu gab es keinen Unterschied zwischen
paroxysmalem VHF und SR (parox VHF: 3.6+1.3x10%ml gegeniber SR:
5.0+1.6x10%ml;P=ns) (Abb. 1A). Der CD34'/CD117'HPCs Spiegel zeigte keine
Unterschiede in den verschiedenen Gruppen (persist. VHF: 0.19+0.12x10%/ml, parox.
VHF: 0.14+0.11x10%/ml, SR: 0.26+0.21x10%ml;P=ns) (Abb. 1A). Die reine Gabe der
Sedativa Midazolam und Etomidate &nderten die CD34'HPCs oder
CD34°/CD117"HPCs Spiegel nicht.
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Abb 1A: Anderungen der CD34'HPCs bei Patienten mit persistierendem VHF vor und nach der
Kardioversion im Vergleich zu Patienten mit SR und paroxysmalem VHF

(* P<0.01 vs. Ausgangswert, T P<0.05 vs. SR, ¥ P=0.07 vs. Ausgangswert, § P<00.05 vs. Parox. VHF, # P=0.06
vs. parox. VHF)

14 von 17 Patienten (82%) mit persistierendem VHF wurden erfolgreich in einen SR
konvertiert. Die Kardioversion war in den ubrigen Féallen (18%) 3 von 17 Patienten
erfolglos. Keiner der 14 Patienten mit erfolgreicher Kardioversion hatte wahrend der
Nachuntersuchung eine Wiederholung von VHF. Zehn Minuten nach einer
Kardioversion (Durchschnitt: 1DC, Reichweite: 1 bis 3 DC; totale mittlere Energie:
487+253J) nahm die Menge von CD34"HPCs bei allen Patienten signifikant ab (Abb.
1A). Reduzierte CD34'HPCs Spiegel wurden noch nach 24h festgestellt
(7.0+2.3x10%ml gegenuiber 24h: 5.0+1.5x10%/ml; P<0.05). Interessanterweise konnte
die Abnahme ohne Ricksicht auf das Ergebnis der Kardioversion festgestellt werden
(CV(+): 5.5+1.7x10%ml gegeniiber CV(-): 5.0+0.9x10%ml; P=ns). Die Abnahme an
CD34"HPCs war bei vier Patienten signifikant, die mehr als einer Kardioversion
erhielten (1DC: -17+14% gegenuber >2DC: -45+24%; P<0.05). Nach dem
voriibergehend abfallenden Spiegel, nahm der CD34"HPCs Spiegel innerhalb von
48h (24h: 5.0+1.5x10%ml gegeniiber 48h: 7.4+2.7x10%ml; P<0.05) bei allen
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Patienten zu. Nach erfolgreicher Kardioversion nahmen die CD34"HPCs Spiegel
wahrend der Nachuntersuchung ab (-32+23%; P<0.05) und erreichten &hnliche
Spiegel wie bei dem SR (CV(+): 5.6+2.2x10%ml gegeniiber SR: 5.0+1.6x10°/ml;
P=ns). Im Vergleich dazu blieben die CD34"HPCs Spiegel nach erfolgloser
Kardioversion (n=3) erhoht (Abb. 1A). Der Ausgangswert vom CD34"HPCs Spiegel
beeinflusste den Erfolg der Kardioversion nicht.

Der CD34"/CD117"HPCs Spiegel nahm innerhalb von 48h nach der Kardioversion
flichtig zu (0.19+0.12x10%ml gegeniiber 48h: 0.59+0.39x10%ml;P<0.01) und fiel
wahrend der Nachuntersuchung 0.16+0.04x10°cells/'ml ab  (Abb. 1B).
CD34'/CD117"HPCS wurden nicht vom Erfolg der Kardioversion beeinflusst.

Mengen von CD34"HPCs korrelierten nicht mit den klinischen Variablen wie Alter,
VHF-Dauer, VorhofgroRe, linksventrikularer  Auswurffraktion  (EF)  oder

medikamentose Therapie.
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Abb. 1B:Anderung der CD34°/CD117" HPCs bei Patienten mit persistierendem VHF vor und nach der
Kardioversion im Vergleich zu SR und paroxysmalem VHF

(* P<0.01 vs. Ausgangswert, T P<0.05 vs. SR, ¥ P=0.07 vs. Ausgangswert, § P<00.05 vs. Parox. VHF, # P=0.06
vs. parox. VHF)
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4.2 SDF-1a-Spiegel

Die htéchsten Werte des SDF-1a-Spiegels wurden wahrend des persistierenden VHF
gemessen (persist. VHF: 2057.4+514.9 gegenuber SR: 1439.5+267.4pg/ml; P<0.01).
Patienten mit paroxysmalem VHF zeigten intermediare Spiegel (parox.
VHF:1891.1+341.8 gegeniuber SR: 1439.5+267.4pg/ml; P<0.05). SDF-1a-Spiegel
begannen nach erfolgreicher Kardioversion zu sinken (Ausgangswert: 2057.4+514.9
gegenuber 48h: 1963.7+172.3pg/ml; P<0.05), aber blieben nach frustraner

Kardioversion wahrend der Nachuntersuchung erhoht (Abb. 1C).
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Abb. 1C: Relative Menge von SDF-1a
(* P<0.01 vs. Ausgangswert, T P<0.05 vs. SR, ¥ P=0.07 vs. Ausgangswert, § P<00.05 vs. Parox. VHF, # P=0.06
vs. parox. VHF)
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4.3 Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor

Der VEGF-Spiegel war bei Patienten mit persistierendem VHF nicht signifikant erhéht
(persist. VHF: 27.9+30.0 gegeniiber SR: 15.0+0.5pg/ml; P=ns). Ahnlich dem Anstieg
von CD34"/CD117"HPCs gab es 48h nach Kardioversion einen Trend zur Erhéhung
des VEGF-Spiegels (Ausgangswert: 27.9+30.0 gegenuber 48h: 61.8+52.0pg/mi;
P=0.07). Innerhalb der Nachuntersuchung fiel der VEGF-Spiegel zum Ausgangswert
zurtick (27.9+30.0 gegenuber 15.2+1.2pg/ml; P=ns) (Abb. 1D). Das Ergebnis einer
Kardioversion beeinflusst den VEGF-Spiegel nicht signifikant.
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Abb 1D: VEGF bei Patienten mit erfolgreicher Kardioversion , erfolgloser Kardioversion, SR und
paroxysmalem VHF

(* P<0.01 vs. Ausgangswert, T P<0.05 vs. SR, t P=0.07 vs. Ausgangswert, § P<00.05 vs. Parox. VHF, # P=0.06
vs. parox. VHF)
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4.4 ANP-Spiegel

Der ANP-Spiegel ist bei Patienten mit persistierendem VHF im Vergleich zu
paroxysmalem VHF hoher (2385.1+1497 gegenuber 1200.8+450.9fmol/ml; P<0.05).
Bei paroxysmalem VHF war im Vergleich zu SR kein Unterschied erkennbar
(1200.8+450.9 gegenuber SR: 883.6+134.6fmol/l; P=ns). Die ANP-Spiegel fielen
nach erfolgreicher Kardioversion ab (Ausgangswert: 2385.1+1497 gegenuber 48h:
1468.2+508.2fmol/ml; P<0.05) (Abb. 1E) und korrelierten mit SDF-1a (r=0.56;
P<0.05) und mit CD34"HPCs (r=0.76; P<0.01) (Abb. 1F). Interleukin(IL)-6 und IL-10
waren wahrend des persistierenden VHFs in normalen Grenzen (IL-6: <10pg/ml; IL-

10: <5pg/ml; n=5). Eine Kardioversion anderte die IL-6 und IL-10 Spiegel nicht

signifikant.
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Abb. 1E: ANP (=ANF) bei Patienten mit erfolgreicher Kardioversion, nicht erfolgreicher Kardioversion,
SR und paroxysmalem VHF

(* P<0.01 vs. Ausgangswert, T P<0.05 vs. SR, ¥ P=0.07 vs. Ausgangswert, § P<00.05 vs. Parox. VHF, # P=0.06
vs. parox. VHF)
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Abb. 1F: Korrelation zwischen SDF-1a und ANP (=ANF) bei VHF (n=29).
(* P<0.01 vs. Ausgangswert, T P<0.05 vs. SR, ¥ P=0.07 vs. Ausgangswert, § P<00.05 vs. Parox. VHF, # P=0.06

vs. parox. VHF)
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4.5 Zellkulturen

Zellkulturen von Patienten mit VHF zeigten mehr Myocyten enhancer factor-2 (MEF-
2) positive Zellen (A85%; absolute 1.3%) und ANP positive Zellen (A 53%; absolute
2.3%) im Vergleich zu Patienten mit SR (0.7% und 1.5%) (Abb. 2A Stammzellen
Histo.). Es gab aber keinen Unterschied in der Anzahl von CD31+Zellen (platelet
endothelial cell-adhesion molecule-1; PECAM1) ( VHF: absolute 44% gegenuber
42%; n=8). PECAM-1 diente als Marker fur Endotheldifferenzierung.

Abb. 2A: Immunofarbung MEF-2 CD34"HPCs (zytoplasma rot gefarbt). VergréRerung 1000 fach
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Abb. 2B: ANP CD34"HPCs (zytoplasma rot gefarbt). VergréRerung 1000 fach
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5. Diskussion

VHF ist weltweit die haufigste anhaltende Herzrhythmusstérung. Etwa eine Millionen
Menschen sind derzeit in Deutschland davon betroffen, mit deutlich steigender
Tendenz aufgrund der zunehmenden Uberalterung unserer Gesellschaft. So wird in
den kommenden 30 Jahren eine Verdopplung der Pravalenz erwartet, die derzeit bei
einem Prozent liegt. Beunruhigend sind insbesondere die sich in Folge von VHF
entwickelnden Thromboembolien, die zu einem Anstieg von Morbiditat und Mortalit&t
der Betroffenen um 50% fuhren und neben den individuellen auch beachtliche
soziobkonomische Auswirkungen mit sich bringen (Schotten et al. 2006).

Aufgrund der nur begrenzten Effektivitdt der bisherigen Therapieoptionen, ist die

Identifizierung von Therapiezielen wichtig.

Nachdem in der Onkologie HSZ bereits seit langem erfolgreich therapeutisch
eingesetzt werden, gewinnen sie nun zunehmend auch in der Kardiologie an
Bedeutung, denn sie sind leicht und ohne ethischen Bedenken zu gewinnen.
Nachdem Orlic und seine Mitarbeitern HSZ zunachst im Tierversuch einsetzten,
erfolgte die erstmalige intrakoronare Applizierung von humanen CD34"HPCs im Mérz
2001 an der Dusseldorfer Universitatsklinik, mit dem Ziel einer Myokardregeneration
nach einem Herzinfarkt (Schannwell et al. 2006).

Es folgten mehrere klinische Studien wie die TOPCARE-AMI-Studie, die BOOST-
Studie, die ASTAMI-Studie und die REPAIR-AMI-Studie, um mogliche Nutzen der
Stammzelltherapie zu erforschen. Die Ergebnisse waren heterogen und zeigten noch
keinen klaren Benefit der Stammzelltherapie.

Kronberg zeigte 2004, dass die Mobilisation von CD34"HPCs altersabhangig ist. Er
entdeckte, dass bei jingeren Patienten mit akutem Herzinfarkt eine ausgepragtere
Reaktion der CD34"HPCs zu beobachten ist als bei den &lteren Patienten (Kronberg
et al. 2004).

Zwei Jahre spéater konnte Schannwell eine positive Wirkung der Stammzelltherapie
mittels CD34"HPCs in der Myokardregeneration bei akuter und chronischer
Herzinsuffizienz belegen (Schannwell et al. 2006).

Die MYSTAR-Studie ist die grof3te und jlingste prospektive-randomisierte Studie.

Sie kombiniert die perkutane intramyokardiale und intrakoronare Applizierung von
autologen HSZ bei Patienten mit stark eingeschrénkter linksventrikulare Funktion und

akuten myokardialem Infarkt. Das Ergebnis fiel positiv aus. Unter Einsatz der HSZ
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trat eine Verbesserung der linksventrikularen Funktion ein (Gydngyosi et al. 2009).

Ware es auch moglich, dass durch den therapeutischen Einsatz von autologen
CD34"HPCs eine Verminderung oder sogar Beseitigung des VHF erreicht werden
konnte?

Um diesem Therapiekonzept zu folgen, missen zunachst die Zusammenhange
zwischen VHF und CD34'HPCs und einer therapeutischen Strategie evaluiert
werden.

Dazu konnte vorliegende Arbeit einen Beitrag leisten, indem sie den Einfluss von

VHF auf zirkulierende Stammzellen untersucht.

Bisher war bereits bekannt, dass systemische Blutspiegel von Stammzellen nach
Herzschadigung zunehmen (Koch et al. 2001, Quaini et al. 2002) und sich
endotheliale sowie myokardiale Vorlauferzellen im Herzen anhéauften (Zahng et al.
2002). Interessanterweise haben Quaini und seine Mitarbeiter demonstriert, dass
hohe Anteile von Vorlauferzellen besonders in den Vorhofgeweben vorhanden sind.
Ob diese jedoch im Zusammenhang mit VHF stehen, ob VHF sowie eine atriale
Myopathie ein ausreichender Stimulus sind, um das Verbreiten von CD34"HPCs zu
beeinflussen, war bisher unklar. Die vorliegende Studie hat nun erstmalig
demonstriert, dass die zirkulierenden CD34"HPCs bei persistierendem VHF deutlich
erhoht sind. Patienten mit paroxysmalem VHF wiesen dagegen keine signifikanten
Veréanderungen der Werte auf.

Es lasst sich demnach die Aussage treffen, dass persistierendes VHF die
zirkulierender CD34"HPCs Spiegel im Blut ansteigen lasst, paroxysmales VHF

dagegen kein ausreichender Stimmulus ist.

Weiterhin ist bekannt, dass Patienten mit VHF elektrische, kontraktile und strukturelle
Anderungen in den Vorhofen haben, wie die Grafik von Schotten u.a. zusammen-
fassend darstellt (Abb. 2) (Leuner et al. 1998, Schotten et al. 2006).

Rostagno und Mitarbeiter zeigten bereits 1996, dass kein signifikanter myokardialer
Umbau bei Patienten mit paroxysmalem VHF stattfindet, bei chronischen
Arrhythmien dagegen ein myokardialer Umbau zu beobachten ist (Rostagno et al.

1996). Die Ursachen dafir blieben bisher unerforscht.

Die Erkenntnis vorliegender Studie zeigen nun, dass begleitend zu dem
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beschriebenen myokardialen Umbau bei persistierendem VHF die Zahl von
CD34'HPCs im Blut ansteigt (Abb. 6). CD34"HPCs konnten demzufolge zur
Regeneration der Gewebeschéden bei persistierenden VHF beitragen und eventuell

vor der Entwicklung einer atrialen Myopathie schitzen.

Pers. VHF w==msp  {: CD34'"HPCs == myokardialer Umbau
(Remodeling) und Protektion

Parox. VHF ==y < CD34'HPCs ==y Kkein myokardialer Umbau

Abb. 6: Umbauprozesse bei VHF

Neben den signifikant erhohten Werten der CD34'HPCs bei Patienten mit
persistierendem VHF konnten auch signifikant erhbhte Werte der HPCs-Faktoren,
ANP und SDF-1a im Blut von Patienten mit persistierendem VHF nachgewiesen
werden. Zwischen CD34"HPCs, SDF-1a und ANP gab es eine Korrelation (r=0,76;
P<0,01).

Vorhofdehnung bei persistierendem VHF fuhrt zur Ausschittung von ANP, der
vermutlich den SDF-1a stimuliert und erhohte CD34"HPCs Spiegel im Blut nach sich
zieht. Daher ist anzunehmen, dass ANP ein wichtiger Faktor fur die Mobilisierung der
CD34"HPCs bei VHF ist (Abb. 7).

Grol3e Mengen von ANP kénnen zur Entwicklung einer atrialen Amyloidose beitragen
(Roécken et al. 2002). Deshalb lasst sich annehmen, dass ANP in Vorhéfen bei VHF
zu erhdhten Mengen von MEF-2 beitragt (Quaini et al. 2002). Auch die Arbeit von
Paquin unterstitzt, dass das Oxytocin-ANP-System bei der Kardiomyogenese eine
Rolle spielt und dass ANP ein wichtiger Faktor fiir die Freisetzung der CD34"HPCs
ist (Paquin et al. 2002).

Vorliegende Studie konnte nun erstmals belegen, dass persistierendes VHF die
Erhéhung des ANP und SDF-1a zu stimulieren vermag und mit dem Anstieg der
CD34"HPCs korreliert.

Damit ist es gelungen erstmalig eine neue pathophysiologische Rolle des ANP zu

beschreiben.
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VHF == \/orhofdehnung ===  {ANP ==y  {SDF-la

(€

Regeneration? >

1 CD34"HPCs
(homing im Atrium?)

Abb. 7: Wirkung des :ANP und SDF-1a auf CD34"HPCs

Wu und seine Mitarbeiter fiihrten 2008 mit unserer Studie identische Untersuchungen
durch und kamen dabei zu gleichen Ergebnissen. Auch sie belegten eine signifikante
Erhohung der CD34"HPCs, des ANP und SDF-1a bei persistierendem VHF (Wu et
al. 2008). Dem folgten neuste Studien von Wang und Mitarbeitern, die ebenso
unsere Ergebnisse bestatigten, indem sie eine erhdhte Expression des SDF-1a bei
Patienten mit VHF nachgewiesen haben (Wang et al. 2009).

Pers. VHF == ¢ SDF-la mmp  CD34"HPCs )  MEF-2
T ANP

Prox. VHF ) < ANP ) < CD34'HPCs
< SDF-1a

Abb. 8: ANP, SDF-1a, MEF und CD34 "HPCs bei VHF

Interessanterweise kam es nach Kardioversion unabhangig von ihrem Erfolg
kurzzeitig zu einem starkem Abfall der CD34"HPCs im Blutspiegel und zur Zunahme

von CD34'/CD117'HPCs ohne Bezug zum Herzrhythmus. Bei mehrmaliger
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Kardioversion war die Abnahme noch signifikanter, aber ebenso kurzzeitig.
Vermutlich lasst die vaskuldre Wirkung der Kardioversion die Adhasion von
zirkulierenden CD34"HPCs am vaskularen Endothelium zunehmen, was die energie-
abhangige schnelle Senkung von zirkulierenden CD34"HPCs nach Kardioversion
erklaren konnte.

48 Stunden nach Kardioversion war der Abfall ricklaufig. Bei erfolgreicher
Kardioversion fielen die CD34"HPCs Spiegel kontinuierlich ab und erreichten nach
Normalisierung des SDF-1a und ANP Spiegels nach 59+19 Tagen den

Normalspiegel.

Letztendlich fuhrte eine erfolgreiche Kardioversion zum SR bei persistierendem VHF
langfristig zur Normalisierung des SDF-1a und ANP Spiegels, gefolgt von der
Abnahme der CD34"HPCs (Abb.9). Dies zeigt den regulierenden Einfluss von ANP
und SDF-1a auf CD34"HPCs bei VHF.

Nach erfolgr. CV —) J ANP —) J CD34"HPCs
bei persist. VHF { SDF-1a

Abb. 9: ANP, SDF-1a und CD34"HPCs nach erfolgreicher Kardioversion

Die VEGF-Werte waren im Gegensatz zu den anderen Faktoren bei VHF konstant
geblieben, stiegen aber 48h nach Kardioversion signifikant an, und sanken dann
binnen 59 Tage wieder auf den Normalspiegel ab.

Bekannt war bereits, dass erhohte VEGF Spiegel nach Kardioversion auftreten,
welche aus humoralen Reaktionen resultieren, induziert durch die durch
Kardioversion ausgeltste endotheliale Schadigung (Gill et al. 2001).

Seko beschrieb erhdhte VEGF-Spiegel bei Patienten mit VHF und vermutete, dass
VHF per se die VEGF-Spiegel beeinflussen konnte (Seko et al. 2000). Diese

Annahme kdnnen die Ergebnisse vorliegender Studie nicht bestatigen.

In unserer Studie wurden erh6hte VEGF-Spiegel in Verbindung mit der Menge von
CD347/CD117"HPCS gebracht, die ihre Zunahme 48h nach Kardioversion erklart.
Eine endotheliale Differenzierung von CD34"HPCs wurde jedoch nicht von VHF
veranlasst (Abb. 10).
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Persist. VHF ) Keine endotheliale —) & VEGF
Schadigung
Passagere

Kardioversion —) endotheliale —) @ VEGF

Schadigung ?

Abb. 10: VEGF-Spiegel bei VHF

Abschliel3end soll der Frage nachgegangen werden, ob die nachweislich vermehrten
CD34"HPCs eine Rolle bei der Entstehung des VHFs spielen konnten.

Wenn man davon ausgeht, dass geschadigte Kardiomyozyten durch
hamatopoetische Stammzellen ersetzt werden, kénnte die Zunahme von
geschadigten Kardiomyozyten mit zunehmendem Lebensalter zu einer verstarkten
Infiltration von CD34"HPCs ins Vorhofmyokard fiihren. Die erhéhten CD34"HPCs
Spiegel konnten dann fur das vermehrte Auftreten von Proarrhythmien verantwortlich

sein.

Neuste Studien unterstiitzen unsere Theorie, dass die CD34"HPCs eine Rolle bei der
Entstehung von VHF spielen kdnnten. So konnten Siu und seiner Mitarbeiter
nachweisen, dass bei erhohten CD34'HPCs Mengen nach erfolgreicher
Kardioversion die Rezidivrate von VHF signifikant hoher ist (Siu et al. 2010). Le
Menuet und Mitarbeiten zeigten, dass embryonalen Stammzellen die Kontraktilitat
des Herzens verbessern, aber auch, dass die erhohte Expression von
Mineralocorticoidrezeptoren bei Kardiomyozyten aus embryonalen Stammzellen zu
vermehrten Arrhythmien beitragen (Le Menuet et al. 2010).

In vitro ist die Geschwindigkeit der Erregungsausbreitung bei humanen Stammzellen
um den Faktor 11 langsamer als bei humanen Kardiomyozyten. Au3erdem bilden die
Stammzellen kein typisches kardiales Aktionspotential (Beeres et al. 2005). Als Folge
der Inhomogenitat der Erregungsausbreitung zwischen Stammzellen und
Kardiomyozyten sind erh6hte Arrhythmien mdglich.

Aber andererseits konnte die verzégerte Erregungsausbreitung als Blockade wirken
und so fur die Therapie von Arrhythmien einsetzbar sein. Auch in der klinischen

Praxis zeigte sich unter Therapie mit adulten Stammzellen kein Arrhythmierisiko.
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Interessanterweise bilden in Kokultur mit neonatelen Kardiomyozyten alle
Stammzellen Gap Junctions aus, mit Ausnahme von den von Satellitenzellen
abgeleiteten Myoblasten. Folglich ist die Erregungsausbreitung in Kokulturen von
Myoblasten und Kardiomyozyten gestort, was zu kreisenden Erregungen fihren kann
und die Anffalligkeit zu Arrhythmien bei Applizierung von Myoblasten erhéht wird
(Ravens 2006).

Auch hat Zahng bereits 2002 eine Beeinflussung des VHFs durch CD34"HPCs
vermutet und dass sie eventuell eine Rolle bei deren Entstehung spielen kdnnten
(Zhang et al. 2002).

So kann spekuliert werden, dass CD34"HPCs bei persistierendem VHF neben einer
primar regenerativen und protektiven Wirkung auch proarrhythmische Wirkungen
haben (Abb. 11).

In vitro wurde die Entstehung von Arrhythmien bei der Mischung von HPCs und
Myocyten von der HPCs-Zahl abhangig gemacht. Bei Mischungen mit 10% HPCs
Beteiligung kam es zu Arrhythmien, bei 1% HPCs Beteiligung nicht (Chang et al.
2006).

Es liegt daher nahe, dass es von der Mischkonstellation zwischen CD34"HPCs und
Gewebezellen abhangig ist, ob eine antiarrhythmische oder proarrhythmische
Funktion der CD34"HPCs zum tragen kommt. Ob weitere Faktoren hier eine Rolle

spielen kdnnten, ist bisher unklar.

Vorhofflimmern — Atriale Myopahie

N

ANP + SDF-1a

1 Zirkulierende Stammzellen

Abb. 11: Wechselseitiges Zusammenspiel zwischen persist. VHF, CD34 "HPCs und atrialer Myopathie
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Ware es auch mdglich, dass durch den therapeutischen Einsatz von autologen
CD34"HPCs bei VHF eine Verminderung oder sogar Beseitigung des VHF erreicht
werden kdnnte?

Um diesem Therapiekonzept zu folgen, missen zunachst die Zusammenhange
zwischen VHF und CD34'HPCs und einer therapeutischen Strategie evaluiert

werden.
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6. Zusammenfassung

Obwohl VHF als die weltweit haufigste Herzrhythmusstérung gilt, ist es bisher nicht
gelungen, dauerhafte Therapieerfolge zu erzielen.

Vorliegende Arbeit will dazu beitragen, mittels Stammzellenforschung die
Pathophysiologie des VHFs weiter zu entschlisseln und so neue Therapieoptionen
zu erschlieRen. Durch die Quantifizierung von CD34"HPCs, CD117"'HPCs, dem
SDF-1a, VEGF und ANP liefert sie Einblicke in die pathophysiologischen
Zusammenhange von VHF, CD34"HPCs und deren Fakoren sowie die Wirkung von

elektrischer Kardioversion.

Es stellte sich heraus, dass bei Patienten mit persistierendem VHF die CD34"HPC im
Blutspiegel signifikant erh6ht waren, im Gegensatz zu Patienten mit paroxysmalem
VHF und den Kontrollpersonen.

Der myokardiale Umbau bei Patienten mit persistierendem VHF kénnte demnach auf
die Differenzierung von CD34"HPCs in Kardiomyozyten zuriickzufiihren sein.

Aber nicht nur die Stammzellen selbst, sondern auch deren Faktoren, der SDF-1aq,
MEF-2 und der ANP waren bei Patienten mit persistierendem VHF signifikant erhoht
und es zeigte sich eine Korrelation zwischen CD34"HPCs, SDF-1a und ANP.

Damit kann spekuliert werden, dass persistierendes VHF Uber den Anstieg von ANP
konsekutiv tiber SDF1a Erhéhung zur Mobilisierung von CD34"HPCs fiihrt. In vitro
konnte nachfolgend gezeigt werden, dass eine sehr kleine Fraktion der CD34"HPCs
eine Transdifferenzierung zeigt. Erfolgreiche Kardioversion bei persistierendem VHF

fuhrte nach 59+19 Tagen zur Normalisierung der CD34"HPCs Spiegel.

Zusammenfassend lasst sich festhalten:

- Persistierendes VHF fihrt zu signifikantem Anstieg von homatopoetischen

Stammzellen und deren Faktoren im Blut.

- Erfolgreiche Kardioversion fuhrt zu langfristiger Abnahme der hométopoetischen

Stammzellen und deren Faktoren im Blut.

- Der ANP ist vermutlich ein wichtiger Faktor fiir die Mobilisierung der CD34"HPCs.
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: cluster of differentiation

: Kardiversion
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- direct current
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Wachstumsfaktor)

. fluorescence activated cell sorting
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: enzyme linked immuno sorbent assay
: Ethylendiamintetraessigsaure
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: Myocyte enhancer factor -2
:Myokardinfarkt
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New York Heart Association

: adulten neurale Stammzellen
. paroxysmales
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: stromal cell derived factor-1a



SR
Scf
VEGF
VHF
WPW

. Sinusrhythmus

: Stammzellfaktor (Zytokine)

: vascular endothelium growth factor
: Vorhofflimmern

: Parkinson-White Syndrom
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