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Referat und bibliographische Beschreibung

Die Herzinsuffizienz zéhlt zu den hiufigsten Erkrankungen in der westlichen Welt mit
steigender Inzidenz. Ursdchlich liegt der Herzinsuffizienz iiberwiegend eine koronare
Herzerkrankung zugrunde. Obwohl in den letzten Jahren enorme Fortschritte in der
Behandlung der Herzinsuffizienz erzielt werden konntenm, ist die 1-Jahresmortalitét fiir die
schwere Herzinsuffizienz mit iiber 50 % immer noch sehr hoch.

Als eine mogliche Ursache der Herzinsuffizienz wird das Vorliegen einer ischdmisch
bedingten mitochondrialen Dysfunktion diskutiert. Durch vermehrte Generierung freier
Radikale im Bereich der Atmungskette der Mitochondrien kann es zur oxidativen Schadigung
der mitochondrialen DNA kommen. Dies hétte eine Schadigung mitochondrial kodierter
Proteine und somit eine disproportionale Atmungskette zur Folge. Obwohl experimentelle
Untersuchungen diesen Pathomechanismus stiitzen, fand sich im menschlichen terminal
insuffizienten Myokard keine Reduktion der intakten mitochondrialen DNA und der
Transskription mitochondrialer RNA. Lediglich die Analyse der Enzymaktivitit der
mitochondrialen Atmungskettenkomplexe zeigte eine selektive Verminderung der Funktion
des Atmungskettenkomplexes I. Letztendlich fiihrt dies zu einer Reduktion der maximalen
mitochondrialen ~ Atmungskapazitit und  ATP-Synthese. = Trotz  eingeschrinkter
mitochondrialer Atmung sollte das Fehlen irreversibler mitochondrialer DNA Deletionen die
Moglichkeit einer Erholung des insuffizienten menschlichen Myokards erleichtern. Als ein
weiterer Pathomechanismus der Herzinsuffizienz wird die Aktivierung der Apoptose
angesehen. Hierbei spielt das System der Caspasen als Vermittler der Apoptose eine wichtige
Rolle. Die Aktivierung kann sowohl iiber einen extrinsischen, Membranrezeptor-vermittelten
Weg, als auch intrinsischen, mitochondrial aktivierten Weg erfolgen, um schlielich nach
Aktivierung der Effectorcaspase-3 in einer gemeinsamen Endstrecke zu miinden. Fiir beide
Aktivierungswege gibt es spezifische und unspezifische Inhibitoren. Im insuffizienten
Myokard waren sowohl der intrinsische wie auch der extrinsische Weg aktiviert mit
gleichzeitiger Hemmung der antiapoptotischen Proteine. Allerdings fand sich keine
Aktivierung der Effektorcaspase-3, so dass trotz Aktivierung von Teilen der Caspasenkaskade
das gesamte System nicht unumkehrbar aktiviert scheint.

Beide untersuchten Pathomechanismen lassen aufgrund ihrer fehlenden Irreversibilitdt die
Option einer therapeutischen Intervention zu. Durch hdmodynamische Entlastung mittels
ventricular assist device (VAD) gelang, allerdings lediglich bei den jiingeren Patienten, eine
Verbesserung der Genexpression antiapoptotischer Proteine. Eine weitere Option zur
Therapie der Herzinsuffizienz wird im Einsatz von Stammzellen zur kardiovaskuldren
Regeneration gesehen. Hier wirkt sich das Alter der Patienten ebenfalls negativ auf die
Mobilisation wie auch auf die Funktion der Stammzellen aus. In diesem Zusammenhang
erwiesen sich AGEs (advanced glycation endproducts) als eine mogliche Ursache fiir die
altersbedingten Verdnderungen. Als Mechanismus diirfte die Stammzell-bedingte parakrine
Sekretion von Zyto-/Chemokinen einen erheblichen Beitrag zur Verbesserung der
Mikrozirkulation im ischdmischen Myokard leisten.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass im insuffizienten menschlichen Myokard mitochondriale
wie auch apoptotische Alterationen vorliegen, welche reversibel und somit therapeutisch
angehbar sein miissten. Himodynamische Entlastung mittels VAD oder Stammzellen stellen
therapeutische Optionen dar, welche bei dlteren Patienten allerdings weniger erfolgreich sein
diirften.

Scheubel, Robert. Mechanismen der Herzinsuffizienz und mogliche therapeutische Optionen.
Halle, Univ., Med. Fak., Habil., 45 Seiten, 2008.
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1. Mechanismen der Herzinsuffizienz

1.1. Definition und Epidemiologie der Herzinsuffizienz

Pathophysiologisch wird die Herzinsuffizienz als ein Zustand definiert, bei dem das Herz
nicht mehr in der Lage ist, Organe bzw. Gewebe entsprechend der Belastung ohne Erhohung
der Fiillungsdriicke (rechts, links oder beidseits) ausreichend mit geniigend Blut und
Sauerstoff zu versorgen. Klinisch spricht man von einer Herzinsuffizienz, wenn typische
Symptome (Dyspnoe, Miidigkeit, Fliissigkeitsretention) bestehen, denen ursédchlich eine
kardiale Funktionsstdrung zugrunde liegt (1).

Die Herzinsuffizienz ist eine der hiufigsten Erkrankungen in Deutschland, Europa und den
USA. In Europa wird die Zahl herzinsuffizienter Patienten auf mehr als 10 Millionen
geschitzt. Im Jahre 2005 lag die Diagnose Herzinsuffizienz mit einem Anteil von 5,8% an
dritter Position der hiufigsten Todesursachen in Deutschland (Statistisches Bundesamt). Die
Inzidenz und Prévalenz der Herzinsuffizienz sind altersabhingig. Im Alter zwischen 45 und
55 Jahren leiden weniger als 1% der Bevolkerung an einer Herzinsuffizienz, zwischen dem
65. und 75. Lebensjahr bereits 2-5% und bei iiber 80-Jahrigen fast 10% (2). Ménner sind mit

einer Geschlechterrelation von etwa 1,5:1 hadufiger als gleichaltrige Frauen betroffen.

1.2. Formen, Atiologie und Prognose der Herzinsuffizienz

Eine chronische Herzinsuffizienz kann auf vielen unterschiedlichen Ursachen basieren
(Tabelle 1). Bei 80 — 90% der herzinsuffizienten Patienten beruhen die Symptome auf einer
ventrikuldren Funktionsstorung, wobei in etwa 60% der Fille eine systolische Dysfunktion
mit einer Ejektionsfraktion < 40% vorliegt (3). Bei Patienten mit iiberwiegend erhaltener
systolischer Pumpfunktion aber klinischen Herzinsuffizienzzeichen geht man von einer
diastolischen Herzinsuffizienz aus (4). Die haufigste Ursache einer Herzinsuffizienz in
westlichen Léndern ist die koronare Herzerkrankung (54 — 70%) (2, 5). Nach einer initialen
myokardialen Schidigung (z. B. durch Druck-/Volumen-Uberlastung bei Herzklappenvitien
oder Gewebeverlust bei ischdmischen Herzerkrankungen) kommt es iiber eine lokale und
systemische neuroendokrine Aktivierung zu einem ventrikuldiren Remodeling und einer

weiteren myokardialen Zellschiadigung (6). Aus der neuroendokrinen Aktivierung resultiert



zudem eine periphere Vasokonstriktion, Fliissigkeitsretention und Arrhythmieneigung des

Herzens sowie eine Zunahme der Symptomatik des Patienten.

Tabelle 1: Ursachen der Herzinsuffizienz

e Koronare Herzerkrankung

e Arterielle Hypertonie

e Dilatative Kardiomyopathie

e Hypertrophe Kardiomyopathie

e Restriktive Kardiomyopathie

e Vitien

e Perikarderkrankungen

e Entziindliche Erkrankungen (z.B. Myokarditis)
e Stoffwechselstorungen (z.B. Hyperthyreose)

e Toxische Wirkungen (z.B. Chemotherapeutika)
e Bradykarde / tachykarde Arrhythmien

e Andere

Die Einteilung der Herzinsuffizienz erfolgt nach der New York Heart Association (NYHA)
Klassifikation entsprechend der Leistungsfdhigkeit der Patienten und wird, je nach dem

subjektiven Beschwerdebild der Patienten, in vier Schweregrade I — IV unterteilt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Funktionelle Klassifizierung der Herzinsuffizienz (NYHA)

I.  Herzerkrankung ohne korperliche Limitation. Alltdgliche korperliche Belastung
verursacht keine inadidquate Erschopfung, Rhythmusstorungen, Luftnot oder Angina
pectoris

II.  Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen Leistungsfahigkeit. Keine
Beschwerden in Ruhe. Alltdgliche korperliche Belastung verursacht Erschopfung,
Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris

III. Herzerkrankung mit hohergradiger Einschrinkung der korperlichen Leistungsfahigkeit
bei gewohnter Tatigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Geringe korperliche Belastung
verursacht Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris

IV. Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen korperlichen Aktivititen und in Ruhe.
Bettlagrigkeit.




Trotz enormer Fortschritte in der Behandlung der Herzinsuffizienz bleibt die Morbiditdt und
Mortalitdt der Herzinsuffizienz hoch, wobei die 1-Jahresmortalitit fiir die milde bis moderate
Herzinsuffizienz (NYHA I - 1) bei 20 — 30% und fiir die schwere Herzinsuffizienz bei iiber
50% liegt (7). Jedoch ist die Prognose fiir das mannliche Geschlecht ungiinstiger. 80% der
Minner und 70% der Frauen unter 65 Jahren versterben innerhalb von acht Jahren an der

Herzinsuffizienz (8).

1.3. Subzelluléare Veranderungen als Ursache der Herzinsuffizienz

Die chronische Herzinsuffizienz ist durch eine Vielzahl subzelluldrer Verdnderungen
charakterisiert. So findet sich in den iiberlasteten Kardiomyozyten eine Genexpressions-
Verschiebung zum neonatalen Phédnotyp mit vermehrter ANP-Expression, verdndertem
Isoformmuster der kontraktilen Proteine und Einschrinkung der intrazelluliren Kalzium-
Homoostase, begleitet von Zeichen moderater Inflammation des Gewebes. Diese
Verinderungen werden meist als Epiphenomena der Uberlast und der neuroendokrinen
Aktivierung angesehen und sind durch therapeutische Korrektur der kardialen Uberlast und
der neuroendokrinen Uberaktivierung zumindest partiell reversibel. Diese Aspekte wurden
bereits vielfach untersucht, so dass im Rahmen dieser Habilitationsschrift nicht weiter darauf

eingegangen werden soll.

1.3.1. Mitochondriale Dysfunktion

Eine seit langem diskutierte und noch immer ungeklirte Rolle bei Herzschidigung durch
Uberlast, Inflammation oder Ischimie konnten die Mitochondrien spielen. Sie sind die
Kraftwerke der Zelle, die sowohl Ziel als auch Quelle schidigender Vorginge im Rahmen
vielfdltiger kardialer Schiadigung sein konnten. Wéhrend normaler mitochondrialer Atmung
entweichen maximal 2 — 4% der Elektronen aus der Atmungskette, welche durch Reduktion
von Sauerstoff zur Generierung von Radikalen wie Superoxidanionen beitragen (Abb. 1) (9).
Besonders der Komplex I und der Komplex III haben bei der Produktion von reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS) eine grofle Bedeutung.
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Abbildung 1: Entstehung von ROS in der mitochondrialen Atmungskette:
Durch das Entweichen von Elektronen zwischen den einzelnen Komplexen der Atmungskette

ist die Bildung von Superoxidanionen méglich.

Umstidnde, die die Akkumulation von Elektronen an Redoxzentren fordern, erhohen die
Bildung von Sauerstoffradikalen (10, 11). So tritt z. B. unter ischdmischen Bedingungen
immer dann ein vermehrter Elektronenstau der Atmungskette mit erhohter
Elektronenfreisetzung auf, wenn die Konzentrationen von NADH erhoht und Stimulatoren
des Elektronentransports, ADP und/oder O,, herabgesetzt sind (12). Da die
Atmungskettenkomplexe in der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert sind, erfolgt die
Freisetzung der Sauerstoffradikale vornehmlich in Richtung mitochondrialer Matrix (11). In
unmittelbarer Né&he dazu befindet sich die doppelstringige, zirkuldr angeordnete,
mitochondriale DNA. Diese Ndhe zum Ort der Entstehung freier Sauerstoffradikale macht die
mitochondriale DNA daher sehr anfillig gegeniiber oxidativer Schidigung.

Die Atmungskettenkomplexe der Mitochondrien enthalten sowohl kerncodierte als auch
mitochondrial codierte Proteine. So werden von den 42 Untereinheiten des Komplexes I der
Atmungskette sieben Untereinheiten mitochondrial codiert, vom Komplex III eine
Untereinheit und vom Komplex IV drei Untereinheiten. Der Komplex II ist ausschlieBlich

kerncodiert (Abb. 2).
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Abb. 2: Zusammensetzung der Komplexe der Atmungskette:
Der Aufbau der Atmungskettenkomplexe in den Mitochondrien erfolgt sowohl durch
mitochondrial, wie auch kerncodierte Proteinuntereinheiten. Die mitochondrial codierten

Untereinheiten sowie deren Anzahl pro Komplex sind durch die griinen Symbole dargestellt.

Fiir die Synthese der mitochondrial codierten Proteine ist der Import kerncodierter Proteine
notwendig (mitochondrialer Transkriptionsfaktor A: mtTFA, siehe Abb. 2) (13). Der Grofteil
der mitochondrialen Proteine ist kerncodiert, wird in den zytosolischen Ribosomen
synthetisiert und, aufgrund entsprechender Signalsequenz, in die Mitochondrien importiert
(Abb. 2).

Nach der Theorie der Ischdmie-bedingten mitochondrialen Radikalproduktion fiihrt so
erzeugte ROS zur oxidativen Schiadigung der mitochondrialen DNA und damit speziell zur
Schidigung mitochondrial kodierter Proteine. Dies kann zur Bildung einer disproportionalen
Atmungskette fithren, die ihrerseits eine weitere Erhohung der Radikalbildung auslost. Der
dadurch entstehende Circulus vitiosus miindet in einen altersassoziierten apoptotischen
Zellverlust, welcher durch Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem intermembrandren Raum
ins Zytosol initiiert wird. Aufgrund der hohen Dichte codierender Sequenzen der

mitochondrialen DNA ist zu erwarten, dass Radikal induzierte Schiden zu einer gestorten



Neusynthese der mitochondrial codierten Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe fiithren
(14). Die Storung sollte somit Komplexe mit einem hohen Anteil mitochondrial codierter
Proteinuntereinheiten mehr betreffen als solche, die nur Kern codierte Untereinheiten
enthalten. Besonders Gewebearten, welche einen sehr niedrigen bis keinen zelluliren Umsatz
aufweisen, wie z. B. das Herz, wéren von derlei Verdnderungen besonders betroffen.
Ischdmisch  bedingte  Generierung von freien  Sauerstoffradikalen durch die
Atmungskettenkomplexe sollte somit zu einer zunehmenden Zerstérung der mitochondrialen
DNA fithren, wobei konsekutiv daraus eine Abnahme der mitochondrialen RNA
Transkription und ein Verlust der mitochondrialen Funktion resultieren wiirde. Dieser
Fragestellung ging die Arbeitsgruppe um Ide et al. nach, welche im Infarktmodell der Maus
vier Wochen nach Induktion eines Infarktes durch Ligatur des Ramus interventricularis
anterior im  nichtinfarzierten, insuffizienten Myokard die Generierung freier
Sauerstoffradikale, die Verdnderungen der mitochondrialen DNA, die Menge der
mitochondrialen RNA Transkripte wie auch die Aktivitit der Atmungskettenkomplexenzyme
untersuchte (15). Die Autoren konnten zeigen, dass es im insuffizienten Myokard zu einer
deutlichen Zunahme der Entstehung freier Sauerstoffradikale, verbunden mit erhohter
Lipidperoxidation, kommt. Dies war mit einem reduzierten mitochondrialen DNA-Gehalt und
einer Abnahme aller mitochondrialen RNA-Transkripte vergesellschaftet (15). Dariiber hinaus
fand sich eine deutliche Abnahme der Enzymaktivitdt der Atmungskettenkomplexe, welche
mitochondrial kodierte Untereinheiten enthalten (Komplex I, IIT und IV) (15). Aufgrund
dieser Studie scheint die Entstehung mitochondrialer DNA Léasionen, verbunden mit der
Reduktion der Atmungskapazitit der myokardialen Mitochondrien, eine wichtige Rolle in der
Entwicklung und der Progression des myokardialen Remodeling und der Herzinsuffizienz
nach Myokardinfarkt zu spielen. Zudem miissen diese Ergebnisse in Bezug auf Prognose und
Therapie der ischdmischen Kardiomyopathie als ungiinstig interpretiert werden, da
Veranderungen im Genom der Mitochondrien therapeutisch nicht angehbar sind.

Aufgrund dieser Ergebnisse ging unsere Arbeitsgruppe der Fragestellung nach, ob diese am
Myokardinfarktmodell der Maus gewonnenen Daten auf das menschliche insuffiziente
Myokard iibertragbar sind. Hierzu wurde Myokardgewebe von explantierten Herzen terminal
herzinsuffizienter Patienten mit dem von nicht insuffizienten Spenderherzen verglichen. Im
Gegensatz zum Tiermodell konnten wir im menschlichen insuffizienten Myokard im
Vergleich zum linksventrikuliren Myokard gesunder Herzspender keine Reduktion der
mitochondrialen Wildtyp-DNA und der Transkription mitochondrialer RNA nachweisen (16).

Auch die Proteinexpression des kernkodierten mtTFA war zwischen gesundem und



insuffizientem Myokard nicht verschieden. Allerdings zeigte die funktionelle Analyse der
Enzymaktivitit der einzelnen mitochondrialen Atmungskettenkomplexe eine selektive
Reduktion der Aktivitdt fiir den Atmungskettenkomplex I um 28%. Im Gegensatz dazu war
die Enzymaktivitit der Komplexe II, III und IV nicht unterschiedlich (Abb. 3). Diese
Ergebnisse unterschieden sich nicht zwischen insuffizientem ischdmischem (n=20) und nicht-

ischdmischem (n=23) Myokard.
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Abbildung 3:

Enzymaktivitit der Elektronentransportkettenkomplexe I (A), II + III (B), III (C) und IV (D)
normalisiert auf Citratsynthasenaktivitidt (CS) im menschlichen linksventrikuliren Myokard
von terminal herzinsuffizienten Patienten (Insuff., n=43) und von Spenderherzen (Spender,

n=10).

Als Ursache fiir die beobachtete selektive Hemmung der Atmungskettenkomplex 1 Aktivitat

kann der Einfluss von Stickoxid (NO) in Betracht gezogen werden. Das erhohte Vorkommen
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von NO im insuffizienten Myokard konnte bereits vor ldngerer Zeit gezeigt werden (17). NO
wiederum ist in der Lage, den Atmungskettenkomplex IV reversibel zu hemmen (18), mit der
Folge einer erhdhten Generierung von freien Sauerstoffradikalen. Im insuffizienten Myokard
konnte dieses bereits mehrfach gezeigt werden (19-21). Die Kombination von erhdhtem NO
und vermehrter Bildung freier Radikale in den Mitochondrien fiihrt zur Generierung von
Peroxinitrit, welches den Atmungskettenkomplex I hemmen kann (22). Diese Hemmung des
Atmungskettenkomplexes [ hat auch funktionelle Konsequenzen fiir das insuffiziente
Myokard. Sie fiihrt zu einer Reduktion der maximalen Atmungskapazitét (23), welche durch
den Verlust von Cytochrom c aus den Mitochondrien im insuffizienten Myokard (24) und
durch die reversible Hemmung des Komplexes IV durch NO weiter verstarkt wird (18). Diese
Vorgénge resultieren schlielich in eine Reduktion der mitochondrialen ATP-Synthese und
somit den Verlust an energiereichen Phosphaten (25). Somit kann die Situation im
insuffizienten menschlichen Myokard wie folgt zusammengefasst werden: die Aktivitdt des
Atmungskettenkomplex I ist unabhédngig eines Schadens der mitochondrialen DNA oder einer
verdanderten mitochondrialen Genexpression deutlich gehemmt. Das Fehlen dieser
mitochondrialen Verdnderungen sollte die Moglichkeit einer Erholung des insuffizienten

menschlichen Myokards durch entsprechende therapeutische MaBnahmen erleichtern.

1.3.2. Aktivierung der Apoptose als Vermittler der Herzinsuffizienz

Apoptose, auch ,,programmierter Zelltod“ genannt, ist durch spezifische morphologische
Kriterien charakterisiert (DNA-Fragmentierung, Chromatinkondensation und -margination,
intakte  zytoplasmatische  Strukturen, intakte = Zellmembran),  welche  mittels
Elektronenmikroskopie definiert wurden (26). Apoptose spielt eine zentrale Rolle im Rahmen
der normalen Entwicklung, der Morphogenese, des normalen Zellumsatzes, bei
hormonabhingiger Organatrophie und bei der Funktion des Immunsystems (27). Dariiber
hinaus ist mittlerweile bekannt, dass inadédquate Apoptose bei vielen Erkrankungen eine
wichtige Rolle spielt und den Fortschritt der Erkrankung und die Prognose beeinflusst. So
fiihrt z. B. eine zu stark unterdriickte Apoptose zum Wachstum von Tumoren, wohingegen
eine zu stark induzierte Apoptose bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen und bei AIDS
beobachtet wurde (28). Im Gegensatz zur Nekrose handelt es sich bei der Apoptose um einen
aktiven, Energie verbrauchenden, hoch regulierten Prozess (29). Apoptose konnte im Herzen

in allen Stadien des Myokardinfarktes nachgewiesen werden. So soll Apoptose zum Verlust



von Kardiomyozyten widhrend der akuten Phase des Herzinfarktes, wie auch zum
fortschreitenden Verlust iiberlebender Zellen wihrend der subakuten und chronischen Phase
beitragen (27). Klinisch treten die grofften Verdnderungen unmittelbar nach Eintreten eines
Herzinfarktes wihrend der ersten 24 Stunden (zu diesem Zeitpunkt spielt hauptsidchlich
Nekrose eine Rolle spielt) und bis zu sieben Tage spéter auf (hauptsidchlich bedingt durch das
Eintreten inflammatorischer Prozesse) (29, 30). Der Prozess schreitet allerdings iiber Wochen
und Monate nach Eintreten des Myokardinfarktes fort und ist durch zunehmende Dilatation
der Herzkammer und Ausdiinnen der infarzierten und nicht-infarzierten Wand charakterisiert
(29, 30). Obwohl das Vorkommen der Apoptose in jedem Stadium des Herzinfarktes
demonstriert wurde, liegt ihre pathophysiologische Bedeutung besonders in der spéteren
Phase. So konnte in postmortalen humanen und tierexperimentellen Studien eine bleibend
erhohte Apoptoserate iiber Monate nach Myokardinfarkt, sowohl in der Periinfarktregion wie
auch im entfernten, nicht infarzierten Myokard, gezeigt werden (31, 32). Hierbei ist die
Apoptoserate in der Periinfarktregion, besonders wenn eine bestehende oder wiederkehrende

Ischdmie vorliegt, deutlich hoher als im entfernten Myokard (29, 33).

1.3.2.1 Caspasenaktivierung als Vermittler der Apoptose

Die proteolytische Aktivierung des Systems der Caspasen wird als zentrales Element im
Rahmen der Apoptosemaschinerie angesehen. Caspasen, Cystein-abhangige Aspartat
spezifische Proteasen, sind Peptid-gebundene Hydrolasen, welche ihr Substrat nach dem
Aspartatrest spalten. Insgesamt wurden bisher 14 unterschiedliche Caspasen im Menschen
identifiziert (34). Caspasen werden als inaktive Proenzyme (Procaspasen) synthetisiert und
durch proteolytische Spaltung aktiviert. Procaspasen enthalten eine Prodoméne (3-24 kDa),
eine groBBe (17-21 kDa) und eine kleine Untereinheit (10-13 kDa) (35). Die Caspasen mit
groBen Prodoménen werden auch als Initiatorcaspasen (z. B. Caspase-8 oder -9) bezeichnet,
da sie sich selbst aktivieren und in der proteolytischen Kaskade die Aktivierung der
Effektorcaspasen mit kurzen Prodoménen (z. B. Caspase-3 oder -7) auslosen (36).
Effektorcaspasen flihren den Grofiteil der biochemischen Reaktionen aus, woraus
beispielsweise eine proteolytische Spaltung vitaler Proteinsubstrate, die Aktivierung von
Nukleasen und die DNA-Fragmentierung resultieren. Die Aktivierung des Caspasensystems

erfolgt iiber zwei Hauptaktivierungswege (Abb. 4).
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Abbildung 4: Aktivierungswege des Caspasensystems.

Der intrinsische (mitochondriale) Weg und der extrinsisch (Todesrezeptor, z. B. TNF-
Rezeptor 1) vermittelte Weg fithren zur Aktivierung der Initiatorcaspasen-8 oder -9 welche
die Effektorcaspase-3 aktivieren. Diese bewirkt schlielich die Spaltung von Proteinen wie
Gelsolin oder die typische DNA-Fragmentierung. Fiir beide Aktivierungswege existieren

Inhibitoren (rot dargestellt).

Beim extrinsischen Weg fiihrt eine Bindung von Liganden an den Todesrezeptor (z. B. TNF-
Rezeptor 1) an der Zelloberfliche zur Verstiarkung des Signals {iber Adaptermolekiile, welche
die Aktivierung an die zytosolische Doméne des Rezeptors weitergeben und letztendlich zur
Dimerisierung der Procaspase-8 und deren Aktivierung fiihren. Die aktivierte Caspase-8
aktiviert die Procaspase-3, welche schlieBlich die bereits beschriebenen Apoptose-typischen
Merkmale auslost.

Die Aktivierung des intrinsischen Weges erfolgt tiber die Mitochondrien. Durch
unterschiedliche Schadigungsmechanismen (z. B. Entstehung freier Sauerstoffradikale in den
Mitochondrien, sieche oben) kommt es zum entscheidenden Schritt: der Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus dem intermembrandren Raum der Mitochondrien in das Zytosol (Abb. 4)
(37). In Anwesenheit von ATP triggert das freigesetzte Cytochrom ¢ die Zusammenlagerung

eines Proteinkomplexes (Apoptosom), welcher aus dem apoptotischen Protease aktivierenden
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Faktor-1 (Apaf-1) und der Caspase-9 zusammengesetzt ist (38). Durch die daraus
resultierende Aktivierung der Caspase-9 kommt es zur Aktivierung der Effektorcaspase-3, so
dass sich im Rahmen der Aktivierung der Caspase-3 der extrinsische und der intrinsische
Weg treffen. Darliber hinaus existieren Verbindungswege zwischen dem Rezeptor-
vermittelten und dem mitochondrialen Weg, wobei z. B. die Caspase-8 in der Lage ist das
proapoptotische Bcl-2-Familienmitglied Bid zu aktivieren, welches seinerseits die Cytochrom
¢ Freisetzung aus den Mitochondrien unterstiitzt.

Fiir beide Aktivierungswege der Apoptose in der Zelle konnten spezifische und unspezifische
Inhibitoren nachgewiesen werden. Die iiber den Todesrezeptor aktivierte Caspase-8 kann
durch die ,,flice-like inhibitory proteins* (FLIP) FLIP. und FLIPs inhibiert werden (39). Die
mitochondrial aktivierte Caspase-9 wird in ihrer Aktivitdt durch die Caspase-9S gehemmt,
eine verkiirzte Isoform, welcher die katalytische Seite fehlt, indem sie kompetitiv vom
Substrat verdrangt wird (40). Eine weitere Gruppe inhibitorischer Proteine, die Familie der
,menschlichen inhibitor of apoptosis proteins*“ (hIAP), hIAP-1, hIAP-2 und ,,X-linked
inhibitor of apoptosis protein“ (XIAP) sind potente Suppressoren der Apoptose, indem sie die
Aktivierung der Initiatorcaspasen wie auch der Effektorcaspasen verhindern (Abb. 4) (41).
Gelsolin, ein Aktinmodulator, begiinstigt in seiner durch die Caspase-3 gespaltenen Form das
Fortschreiten der Apoptose (42), wohingegen es in seiner ungespaltenen Form als Inhibitor

der Caspasenaktivierung fungiert (43).

1.3.2.2 Caspasenaktivierung im menschlichen insuffizienten Myokard

Adulte kardiale Myozyten sind terminal differenzierte Zellen mit geringem bis keinem
Potential, den Zellzyklus zu durchlaufen. Folglich bedeutet der Verlust von Kardiomyozyten
im Herzen eine deutliche Einschrankung der Herzfunktion. Die Bedeutung der Apoptose bei
Herzerkrankungen einschlieBlich Ischdmie-Reperfusion, Myokardinfarkt und
Herzinsuffizienz war und ist Gegenstand intensiver Diskussion. Kontroverse besteht
hauptséchlich beziiglich des Beitrags und der Auspriagung der Kardiomyozytenapoptose. Dies
griindet insbesondere in der Tatsache, dass die Methoden zum Nachweis der Apoptose im
Myokard teilweise falsch positive Ergebnisse liefern (z. B. terminal deoxynucleotidyl-
transferase-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL-Methode)) (44). So wurde das
Vorkommen apoptotischer Kardiomyozyten im insuffizienten Myokard zwischen 0,05% bis

35% angegeben (45, 46). In Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei Kardiomyozyten um
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terminal differenziertes Gewebe mit geringer Moglichkeit zur Zellteilung handelt und, dass
das Fortschreiten der Apoptose einen ziigig ablaufenden Prozess darstellt, wiirde ein solch
kontinuierlicher und massiver Verlust von Kardiomyozyten, ohne entsprechende Erneuerung,
relativ schnell zum Verlust aller kontraktilen Zellen und zur klinischen Krise des Patienten
fiihren. Ein derartiger Verlauf wird allerdings nur in den seltensten Fallen beobachtet.
Aufgrund der offenen Debatte beziiglich der Bedeutung der Apoptose im insuffizienten
menschlichen Myokard entschieden wir uns dazu, die Expression und die Aktivierung der
Caspasen und ihrer endogenen Inhibitoren im terminal insuffizienten Myokard zu untersuchen
(24). Hierbei wurde ein Vergleich zwischen 21 gesunden Spenderherzen als Kontrollgruppe,
welche nicht zur Transplantation verwendet werden konnten, und 36 terminal insuffizienten
Herzen durchgefiihrt.

Entsprechend einer potentiellen Beteiligung des mitochondrial aktivierten intrinsischen
Weges der Caspasenaktivierung konnten wir eine vermehrte Freisetzung von Cytochrom c

aus den Mitochondrien in das Zytosol des insuffizienten Myokards nachweisen (Abb. 5) (24).

Zytosol Cytochrom c
24 kDa MnhSOD Zytosol &
2.5 1 .|.
14 kDa Cytochrom ¢ 2.0
k il 1 1.5 =
Spender Insuff. i
BETE I
Gesamt-Lysat 1.0
24 kDa MnSOD
_____________ 0.5
E aL M
Spender Insuff 0
Spender Insuff.

Abbildung 5: Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien ins Zytosol des
insuffizienten Herzens

Immunoblotanalyse von Cytochrom ¢ und Mangan-Superoxiddismutase (MnSOD, als Marker
der mitochondrialen Matrixproteine) im Zytosol und im Gesamt-Lysat des linken Ventrikels

aus Proben von Herzspendern (n = 5) und insuffizienter Herzen (n =9). * = p < 0,05.
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Dieser erhohte Nachweis von Cytochrom ¢ im Zytosol insuffizienter Herzen ldsst auf eine
vermehrte Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien zur Aktivierung der Caspase-
9 schliefen. In der Tat fand sich eine Zunahme der Aktivierung der Caspase-9 im
insuffizienten Myokard. Gleichzeitig konnte die inhibitorische Isoform Caspase-9S nur im
gesunden Spendermyokard nachgewiesen werden (Abb. 6) (24). Insgesamt fand sich der
intrinsische Weg der Caspasenaktivierung im aktivierten Zustand mit gleichzeitiger
Hemmung der antiapoptotischen Proteine. Im terminal insuffizienten menschlichen Myokard

kann man somit von einer Aktivierung des intrinsischen Weges der Apoptose sprechen.

Spender Insuff.
| 1] L]
o ;wq 46 kDa Procaspase-9
' -
———— —— 37 kDa aktivierte Caspase-9
31 kDa Caspase-9S
Procaspase-9 aktivierte Caspase-9 Caspase-9S
(%)
4 ) T 4 » *f 2 = .I.
34 T 31
=2 wi 2 wi 14
I
L 1 nicht
nachweisbar
0 0 0
Spender Insuff. Spender Insuff. Spender Insuff.

Abbildung 6: Vergleich der linksventrikuldren Procaspase-9, der aktivierten Caspase-9
und der inhibitorischen Caspase-9S im terminal insuffizienten Herzen (Insuff.) mit
gesunden Spenderherzen (Spender).

Die Immunoblotanalyse zeigt einen Anstieg der Procaspase-9 um 25%, der aktivierten
Caspase-9 um 65% und ein Vorliegen der inhibitorischen Caspase-9S unter der

Nachweisgrenze im insuffizienten Myokard. (*) =p <0.1; ** =p <0.01
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Beim Todesrezeptor aktivierten, extrinsischen Weg zeigte sich ein dhnliches Bild. So fand
sich im terminal insuffizienten Myokard eine Hochregulation der aktivierten Caspase-8 bei
gleichzeitiger Herabregulation der inhibitorische FLIP-Proteine (Abb. 7) (24). Somit sind im
terminal insuffizienten Myokard beide apoptotischen Aktivierungswege auf der Ebene der

Initiatorcaspasen aktiviert. Parallel dazu waren deren spezifische Inhibitoren herabreguliert.

Procaspase-8 aktivierte Caspase-8 S FLIP,

I o T Y

T (%)
‘ *
W, 2 4 2 . - ;
1 1 1 I 1 4
0 0 0 <

Spender Insuff. Spender Insuff. Spender Insuff.

Abbildung 7: Vergleich der linksventrikuldren Procaspase-8, der aktivierten Caspase-8
und des inhibitorischen FLIPs im terminal insuffizienten Herzen (Insuff.) mit gesunden
Spenderherzen (Spender).

Die Immunoblotanalyse zeigt einen Anstieg der aktivierten Caspase-8 um 62%, wobei die
Procaspase-8 im insuffizienten Myokard nicht verdndert war. Das inhibitorische FLIPs war

im insuffizienten Myokard deutlich reduziert. (*) =p <0,1; * =p < 0,05.

Die IAP Proteine, als unspezifische Inhibitoren sowohl der Initiatorcaspasen-8 und -9 wie
auch der Effektorcaspase-3 waren im insuffizienten Myokard ebenfalls deutlich reduziert

4).
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Abbildung 8: Vergleich der linksventrikularen IAP-Proteine hlAP-1 und XIAP im
terminal insuffizienten Herzen (Insuff.) mit gesunden Spenderherzen (Spender).
Die Immunoblotanalyse zeigt eine signifikante Reduktion von hIAP-1 und XIAP im

menschlichen insuffizienten Myokard. * = p < 0,05.

Dieser Zustand der Aktivierung der Initiatorcaspasen und Reduktion der spezifischen und
unspezifischen Inhibitoren sollte eine Aktivierung der Caspase-3 begiinstigen, welche als
zentrale Effektorcaspase eine Schliisselfunktion zur spezifischen Spaltung zahlreicher
zelluldrer Proteine einnimmt. Trotz Aktivierung der Initiatorcaspasen konnten wir weder eine
Aktivierung der Caspase-3 nachweisen, obwohl wir unterschiedliche spezifische Antikorper
verwendeten (Abb. 9a + b), noch eine Spaltung des spezifischen Substrates Gelsolin, welches

in ungespaltener Form als Inhibitor der Caspase-3 Aktivierung fungiert (Abb. 9¢) (24).

a.) Spender Insuff. Jurkat NIH 3T3

1
~ 19 kDa aktivierte
= B 17 kDa Caspase-3

b_) - + - 4+ cytochromec

— — —— R w= @m.. 32kDaProcaspase-3

19 kDa gespaltene
i 17 kDa Caspase-3

c.)
- R — e . c— —— 90 kDa Gelsolin

Abbildung 9: Vergleich der linksventrikuldaren Procaspas-3, Caspase-3 und Gelsolin im
terminal insuffizienten Herzen (Insuff.) mit gesunden Spenderherzen (Spender).

Mittels Immunoblotanalyse konnte die 17 und 19 kDa aktivierte Caspase-3 lediglich in
Zelllysaten von mit Cytochrom c¢ behandelten Jurkat und NIH 3T3 Zellextrakten
nachgewiesen werden. Weder im insuffizienten noch im Spendermyokard fand sich die
aktivierte Form der Caspase-3, unabhéngig davon, ob ein fiir die aktivierte Form der Caspase-
3 spezifischer Antikorper (a) oder ein flir die nicht-aktivierte und aktivierte Caspase-3
spezifischer Antikorper (b) verwendet wurde. Gelsolin, als potentielles Substrat der Caspase-

3, war ebenfalls nicht gespalten (c).

Aufgrund der dargestellten Ergebnisse ldsst sich der Zustand des apoptotischen Prozesses im

terminal insuffizienten Myokard folgendermaflen zusammenfassen: beide Apoptosewege
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(intrinsich wie extrinsisch) sind inklusive der Initiatorcaspasen aktiviert bzw. deren
Inhibitoren herunterreguliert. Trotz allem kommt es zu keiner Aktivierung der
Effektorcaspase-3, so dass die Kaskade der Caspasenaktivierung in einem noch fragilen
Gleichgewicht zu sein scheint. Dennoch sollten die beobachteten Verdnderungen
Auswirkungen auf das insuffiziente Myokard haben. Der Cytochrom c¢ Verlust dient als
Erklarung fiir die beobachtete Einschrinkung der ATP Synthese im insuffizienten Myokard
(25). Dariiber hinaus wird durch den Cytochrom c¢ Verlust, wie bereits oben erwéhnt, die
Bildung freier Sauerstoffradikale in den Mitochondrien (47) und so das Eintreten eines
nekrotischen Zelltodes begiinstigt, welches im terminal insuffizienten Myokard bereits
beobachtet werden konnte (48). Des weiteren scheint das insuffiziente Myokard unter diesen
Bedingungen auch erheblich anfilliger gegeniiber einer ischdmischen Schéddigung zu sein
(49).

Zusammenfassend ldsst sich somit auch fiir die Aktivierung des Caspasensystems im
insuffizienten Myokard festhalten: Trotz deutlicher Aktivierung von Teilen der
Caspasenkaskade ist das System nicht komplett aktiviert, so dass es noch nicht zum Eintreten
irreversibler Verdnderungen gekommen ist. Somit sollten auch die Verdnderungen im

Caspasensystem mittels therapeutischer Maflnahmen angehbar und reversibel sein.

2. Mogliche therapeutische Optionen zur Behandlung der Herzinsuffizienz

2.1. Hamodynamische Entlastung des terminal insuffizienten Myokards mittels

ventricular assist device (VAD)

In Deutschland werden pro Jahr knapp 1000 Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz zur
Herztransplantation gelistet. Es stehen aber nur etwa 500 Spenderorgane zur Transplantation
mit weiterhin sinkender Tendenz zur Verfiigung (50). Dieses Missverhiltnis zwischen
Organnachfrage und —angebot und die damit verbundene Wartezeit, der Bedarf an
Interventionsmoglichkeiten bei akutem Herzversagen und die Frage nach einer definitiven
Behandlungsoption bei Patienten, die keiner Herztransplantation zugéinglich sind, fiihrte zur
Entwicklung von sog. Kunstherzunterstiitzungssystemen (,,ventricular assist devices*, VAD).
Die Systeme reduzieren die Volumenbelastung des Herzens, erhohen die kardiale

Auswurfleistung mit einer Normalisierung des systemischen Blutdrucks und fiihren iiber eine

16



gesteigerte Durchblutung der Organe zu einer besseren Organfunktion (51). Typische
Komplikationen wie Infektionen, thrombembolische Ereignisse oder Blutungen stellen
allerdings eine Einschrankung dieser Therapieform dar. Derzeit werden VADs in Deutschland
hauptsichlich als Uberbriickungstherapie bis zur Herztransplantation eingesetzt (,,bridge to
transplantation®). In seltenen Fillen gelingt es, das Unterstiitzungssystem nach Erholung des
Herzens zu entfernen (,,bridge to recovery) (52, 53). Als potentielle Erkldrung hierfiir dient
ein mit ,reverse remodeling™ bezeichneter Prozess. Dieser beinhaltet die Riickbildung der
strukturellen und funktionellen Verdnderungen im chronisch insuffizienten Herzen. Die
ursidchlichen molekularen Mechanismen hierfiir sind bisher noch weitgehend unklar. Ob es
sich hierbei tatsdchlich um eine Umkehr des ventrikuldren ,,remodeling® handelt ist noch

langst nicht bewiesen, wenngleich etliche Forschungsergebnisse darauf hindeuten.

2.1.1. Reversibilitat der apoptotischen Veranderungen im insuffizienten Myokard durch
hamodynamische Entlastung mittels ventricular assist device (VAD)

Da das Auftreten apoptotischer Verdnderungen im insuffizienten Myokard fiir die Progression
der Erkrankung mit verantwortlich gemacht wird, ist es denkbar, dass eine himodynamische
Entlastung mittels VAD zur Reversibilitit dieser Verdnderungen beitrdgt. So gibt es
Hinweise, dass sich die Genexpression von Regulatoren der Apoptose bei Kardiomyozyten
unter chronischer mechanischer Entlastungstherapie dndert. Beispielsweise kam es unter
hiamodynamischer Entlastung mittels VAD zur reversiblen Regulation von BCL-x;, einem
antiapoptotischen Vertreter der BCL-2 Familie (54). Das myokardiale Fas-System (Apo-
1/CD95) stellt einen weiteren Mechanismus dar, der die Apoptose im Myokard steuert. Dieses
System zeigt eine auffallende Empfindlichkeit gegeniiber Verdnderungen von Druck- und
Volumenbelastungen des Herzens, wie sie bei Herzinsuffizienz auftreten (55). Eine
Untersuchung der antiapoptotisch wirkenden Fas-Isoform, FasExo6Del, zeigte eine
Normalisierung seiner Expression unter mechanischer Unterstiitzungstherapie (54). Dariiber
hinaus konnte auch fiir die im terminal insuffizienten Herzen erhoht exprimierte iNOS ein
giinstiger Effekt gezeigt werden. Wie bereits oben dargestellt kann die iNOS zur Auslosung
des intrinsischen Aktivierungsweges der Apoptose beitragen. Durch hidmodynamische
Entlastung mittels VAD konnte die Rate der Kardiomyozytenapoptose deutlich gesenkt
werden (56).
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Wir untersuchten die Genexpression des Apoptose-vermittelnden Caspasensystems und deren
endogene Inhibitoren im terminal insuffizienten Myokard unmittelbar vor Implantation eines
VAD und zum Zeitpunkt der Explantation des Kunstherzsystems, also nach einer Phase der
hdmodynamischen Entlastung (57). Unter der hdmodynamischen Entlastung, welche als
,bridge to transplantation® eingesetzt wurde, zeigte sich eine signifikante Reduktion des
Uberlast anzeigenden linksventrikuliren Pro-ANP. Dies bestitigt die effektive
himodynamische Entlastung unter der Kunstherztherapie (57). Trotz der deutlichen
hdmodynamischen Entlastung fanden sich nur geringe Verdnderungen der Genexpression des
Caspasensystems. Es konnte lediglich fiir die antiapoptotischen, unspezifischen
Caspaseninhibitoren hIAP-1 und XIAP eine Erh6hung der mRNA-Expression nachgewiesen
werden (57). Allerdings zeigte sich eine Altersabhingigkeit der Erholung der Genexpression
der antiapoptotischen Proteine der Caspasenkaskade. So fand sich eine negative Korrelation
mit dem Alter der Patienten fiir die unspezifischen antiapoptotischen Proteine hIAP-1 und

hIAP-2, wie auch fiir das die Caspase-8 inhibierende FLIP. (Abb. 10).
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Abbildung 10: Altersabhangige Genexpressionsveranderung unter hamodynamischer
Entlastung mittels VAD.

Unter hdmodynamischer Entlastung mittels VAD zeigte sich lediglich bei den jiingeren
Patienten eine Verbesserung der Genexpression der antiapoptotischen Proteine FLIP., hIAP-1

und hIAP-2 wohingegen es bei den élteren Patienten zu einer Verschlechterung kam (n=12).
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Obwohl es vielversprechende Hinweise gibt, dass es unter hdmodynamischer Entlastung
mittels VAD zur Erholung des insuffizienten Myokards kommt, deuten unsere
Untersuchungen darauf hin, dass dieses Erholungspotential vor allem bei jiingeren Patienten
vorhanden zu sein scheint.

Bereits heute sind mehr als 20% der Menschen mindestens 60 Jahre alt; der Anteil der tiber
75-Jahrigen wird sich in den ndchsten 30 Jahren mehr als verdoppeln. Die ischdmische
Herzkrankheit, welche, wie bereits oben dargestellt, eine der Hauptursachen der terminalen
Herzinsuffizienz ist, wird auch im Jahr 2020 laut WHO-Bericht ,,Global burden of disease
Study* die Nr. 1 der weltweiten Todesursachen sein (58). So ist davon auszugehen, dass der
Anteil der Patienten mit ischdmisch bedingter Herzinsuffizienz und hoherem Alter in den
nichsten Jahren deutlich zunehmen wird. Demgegeniiber erscheint die Therapieform der
hdmodynamischen Entlastung mittels Kunstherz, deren Ziel ein ,bridge to recovery™ sein
sollte, fiir diese Altersgruppe trotz steigendem Bedarf aufgrund unserer Daten eher weniger

Erfolg versprechend.

2.2. Einsatz von adulten Stammzellen zur kardiovaskuldren Regeneration

Die gegenwirtige Behandlung der Herzinsuffizienz basiert auf der Therapie ihrer Ursachen
(z. B. Ischamie, arterielle Hypertonie, Klappenerkrankungen) und der neurohumoralen
Blockade. Das Vorliegen einer myokardialen Mikrozirkulationsstorung im insuffizienten
Myokard wird als eine weitere Ursache in der Pathogenese der Herzinsuffizienz angesehen
und sollte als therapeutisches Ziel angegangen werden (59). Da die Ischdmie als eine der
Hauptursachen fiir das Eintreten der Apoptose und letztendlich der Herzinsuffizienz
verantwortlich gemacht wird, sollte eine Verbesserung der Mikrozirkulation des ischdmischen
Myokards dazu fiihren, dass eine dadurch induzierte mogliche Regeneration des Myokards
gegeniiber dem Auftreten oder dem Fortbestand der Apoptose iiberwiegt.

Eine Verbesserung der Perfusion im adulten ischdmischen Myokard kann im Wesentlichen
tiber drei Prozesse vermittelt werden: 1. Angiogenese, 2. Arteriogenese und 3.
Vaskulogenese. Die Angiogenese bezeichnet die Neubildung von Kapillaren aus bestehenden
BlutgefdBen durch Migration und Proliferation bereits existierender Endothelzellen, wahrend
die Arteriogenese auf der Bildung von Kollateralarterien durch strukturelles Remodeling von
bereits existierenden Arteriolen basiert (60-62). Andererseits weisen Untersuchungen auf die

Beteiligung endothelialer Progenitorzellen (EPCs) an der Neovaskularisation hin (63, 64). In

19



Analogie zur embryonalen Entwicklung des GefdaBBsystems aus primitiven endothelialen
Progenitorzellen (Angioblasten) bezeichnet man diesen Prozess als Vaskulogenese (65).
Asahara et al. berichteten 1997 iiber zirkulierende endotheliale Progenitorzellen (EPCs),
welche nach magnetischer Separation mittels CD34 Antikdrpern aus dem peripheren Blut von
Menschen und Proliferation in vitro endotheliale Genexpressionsmuster zeigten und nach
Transplantation im Hinterlaufischimiemodel der Maus in neu entstandene Gefille
inkorporierten (64). Zahlreiche Arbeitsgruppen konnten diese grundlegenden Erkenntnisse
reproduzieren. Zudem wurde gezeigt, dass diese Zellen durch Wachstumsfaktoren und/oder
Zytokine mobilisiert werden (66), sich in geschidigten Gewebebereichen anreichern (67, 68)
und sich dariiber hinaus in neu entstandene Gefal3e integrieren (69).

Die zirkulierenden EPCs, die aus dem Knochenmark freigesetzt werden, stammen zumindest
teilweise von hdmatopoetischen Stammzellen ab und verfiigen iiber dhnliche Funktionen wie
embryonale Angioblasten. Verschiedene Zellpopulationen wurden bisher als Vorldufer der
EPCs identifiziert. Beispielsweise konnen isolierte CD34" oder CD133" himatopoetische
Stammzellen in vitro zu endothelialen Zellen differenzieren (64, 70, 71). EPCs konnen zudem
aus peripheren mononukleiren (MNC), CD14" oder CD14 Zellen gewonnen werden (72-74).
Die aus diesen Zellpopulationen isolierten EPCs exprimieren endotheliale Markerproteine wie
VEGF Rezeptor 2 (KDR), von Willebrand Faktor, CD146 und eNOS (64, 75-77).

Nach Induktion einer Ischdmie werden im ischdmischen Gewebe eine Reihe von
Wachstumsfaktoren hochreguliert, wie z. B. ,,vascular endothelial growth factor* (VEGF) und
»stromal-cell derived factor-1“ (SDF-1), welche die =zirkulierenden Progenitorzellen
attrahieren (78-82). Danach folgen die Adhision, die transendotheliale Migration und die
Invasion in das ischdmische Gewebe sowie die Proliferation und Differenzierung der Zellen
in situ.

Diese giinstigen Eigenschaften der EPCs zur Therapie des Myokardinfarktes konnten in einer
Studie von Kocher et al. bestitigt werden (83). Die Arbeitsgruppe isolierte humane, durch G-
CSF mobilisierte, CD34" Zellen und injizierte sie zwei Tage nach einem Myokardinfarkt
intravends in athymische Ratten. Sie konnten feststellen, dass die menschlichen CD34" Zellen
in die im Infarktgebiet neu entstandenen Gefdle inkorporierten. Dariiber hinaus zeigten die
behandelten Tiere eine partielle Erholung ihrer linksventrikuldren Funktion, wohingegen die
Kontrolltiere eine Verschlechterung der Ventrikelfunktion aufwiesen. Auflerdem fand sich in
der Spdtphase eine Reduktion des myokardialen Untergangs im Grenzgebiet des Infarktes
(83). Zusammenfassend lassen sich diese Daten wie folgt interpretieren: CD34" Zellen

begiinstigen die Angiogenese, steigern die Gewebeperfusion und verhindern den Verlust
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chronisch ischdmischer Zellen im Infarktrandgebiet. Eine weitere Interpretationsmdéglichkeit
wire eine Produktion parakriner Faktoren durch die CD34" Zellen, unabhingig von ihrer
Inkorporation in die neu entstandenen Gefdae. Dieser Wirkmechanismus konnte auch in einer
Untersuchung mit EPCs, welche von Monozyten bzw. Makrophagen abgeleitet wurden,
bestétigt werden. Hierbei wurde die Sekretion von VEGF, HGF, G-CSF und GM-CSF durch
diese Zellen gezeigt (84). Weitere Arbeitsgruppen, welche mit Progenitorzellen aus dem
Knochenmark arbeiteten, unterstiitzen diesen Wirkmechanismus (85). Zudem wurde eine
Steigerung der angiogenen Zytokinproduktion unter hypoxischen Bedingungen belegt (86).
Obwohl EPCs mittlerweile bei der Therapie des akuten Myokardinfarktes zur Verbesserung
der kardialen Ischdmie zunehmend eingesetzt werden, sollten deren Wirkmechanismen

genauer untersucht werden.

2.2.1. Mobilisation von adulten Stammzellen

Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass eine vermehrte Mobilisation von Stammzellen zu
einer Verbesserung der endothelialen Regeneration und der Neovaskularisation fiihrte (87).
Die Mechanismen, die zur Mobilisation von EPCs aus dem Knochenmark und anderen
potentiellen Gewebepools ins periphere Blut fiihren, waren in den vergangenen Jahren
Gegenstand intensiver Forschung. Obwohl eine Vielzahl von Faktoren im Zusammenhang mit
einer Erhohung der Anzahl der Progenitorzellen im peripheren Blut identifiziert werden
konnten, bleiben ihre genaue Rolle und ihre gegenseitige Wechselwirkung noch zu kliaren. So
wurden beispielsweise das Eintreten einer traumatischen GefdB3verletzung (80),
Gewebeischdmie beim akuten Myokardinfarkt (79), sportliche Betitigung (88) oder
Tumorwachstum (89) als endogene physiologische Stimulatoren der Mobilisation der EPCs
identifiziert. Angiogene Wachstumsfaktoren wie VEGF und Zytokine/Chemokine wie SDF-1
dienen in diesem Zusammenhang als Mediatoren. Auch zur Mobilisation von
hdmatopoetischen Stammzellen verwendete Substanzen wie G-CSF, GM-CSF (78) und
Erythropoetin (90) erbrachten eine Steigerung der Zellzahl der EPCs im peripheren Blut.
Selbst Statine, welche in erster Linie zur Behandlung der Hyperlipiddmie eingesetzt werden,

konnten als EPC-mobilisierende und funktionsverbessernde Substanzen identifiziert werden

(76, 91) (Abb. 11).
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Abbildung 11: Mobilisation und Homing von EPCs (modifiziert nach Dimmeler S. et al.
(87).

Nach intravaskuldrer Freisetzung oder Mobilisation der EPCs aus dem Knochenmark
wandern diese Zellen aufgrund multipler Signale in Richtung geschadigter Gewebe. Das
Homing wird durch zahlreiche Zwischenschritte vermittelt, einschlieflich der initialen
Adhésion, Transmigration, und Invasion. Die molekularen Mechanismen, die zu diesen

Vorgéngen beitragen, konnen zwischen den Zelltypen variieren.

Im Gegensatz dazu fithren Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit wie
Hypercholesterindmie, Rauchen, arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus zu einer
eingeschriankten Mobilisationsféhigkeit der EPCs (77, 92).

In einem Risikokollektiv von Patienten mit koronarer Herzkrankheit, welche zur koronaren

Revaskularisation anstanden, untersuchten wir die Mobilisierungsfahigkeit der EPCs (CD34"
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und CD133") in das periphere Blut und versuchten gleichzeitig hierfiir verantwortliche Zyto-
/Chemokine zu identifizieren (93). Bereits prdoperativ stellten wir fest, dass das Alter der
Patienten derjenige Faktor war, welcher die Zahl der EPCs im Blut am stédrksten beeinflusste.
Zudem konnte VEGF als Mobilisator der EPCs praoperativ bestdtigt werden. Auch hier war
die Plasmakonzentration altersabhéngig erniedrigt (Abb.12).
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Abbildung 12: Altersabhéangigkeit der Mobilisation von EPCs und VEGF.
Altersabhéngige praoperative Reduktion der EPCs und von VEGF im Blut von Patienten, die

zur aortokoronaren Bypassoperation anstanden (n = 50).

Durch die aortokoronare Bypass-Operation (ACB-Operation) kam es bei allen Patienten zur
Mobilisation der EPCs ins Blut, allerdings wiesen die dlteren Patienten iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum signifikant niedrigere EPC-Zahlen und VEGF-Konzentrationen im
Blut auf (93) (Abb. 13). Interessanterweise zeigte sich bei der dltesten Gruppe ein signifikant
geringerer Anstieg des VEGF 6 Stunden postoperativ, der sich nicht in einer reduzierten EPC
Freisetzung umsetzte (Abb. 13). Daher wird VEGF nicht der alleinige Faktor sein, der hierbei

beteiligt ist.
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Abbildung 13: Altersabhangigkeit der Mobilisation von EPCs und VEGF nach ACB-
Operation.

Zwischen der Altersgruppe der < 62 Jéhrigen und der > 69 Jéhrigen fand sich ein signifikanter
Unterschied iiber den gesamten Beobachtungszeitraum fiir die Zahl der EPCs im Blut und den

VEGF-Plasmaspiegel. CPB = cardiopulmonary bypass.

Zusammenfassend konnten wir in dieser Studie zeigen, dass die Zahl der zirkulierenden EPCs
in Patienten mit stabiler koronarer Herzerkrankung mit zunehmendem Alter abnahm und der
Plasmaspiegel von VEGF ebenso altersabhidngig reduziert war. Diese Verdnderungen waren
weder durch das Vorliegen kardiovaskuldrer Risikofaktoren noch durch Einschriankung der
Herzfunktion zu erkldren. Das operative Trauma induzierte zwar die Mobilisation der EPCs
ins Blut, jedoch geschah dies bei den &lteren Patienten auf einem konstant niedrigeren Niveau
als bei den jiingeren Patienten (Abb. 13). Somit lédsst sich schlussfolgernd konstatieren:
obwohl EPCs eine zusétzliche Option in der Behandlung der koronaren Herzerkrankung bzw.
der ischdmischen Kardiomyopathie darstellen konnten, diirfte diese therapeutische Option bei
dlteren Patienten wegen der geringeren EPC-Zellzahlen und der erniedrigten VEGF-
Plasmaspiegel schwieriger durchfiihrbar sein. Somit sollten gerade in Bezug auf dieses
Patientenkollektiv weitere Anstrengungen unternommen werden, um Strategien zu
entwickeln, die zum besseren Verstindnis der spezifischen Verdnderungen der EPCs im Alter
beitragen. Diese sollten auch Uberlegungen zur Verbesserung der Mobilisation der EPCs in

vivo und zur Erhéhung der Zahl und Funktion der EPCs ex vivo mit einschlieen.
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2.2.2. Funktionelle Veranderungen von adulten Stammzellen im Alter

Neben den Verdnderungen der Zellzahl der EPCs im hoheren Lebensalter scheint auch die
Funktion der EPCs von élteren Personen beeintrdchtigt zu sein. So wurde ein geringeres
Uberleben, eine reduzierte Proliferation und eine eingeschrinkte Migrationsfihigkeit der
EPCs bei élteren Personen nachgewiesen (94). Zudem konnte im Tierversuch gezeigt werden,
dass nur eine Behandlung mit EPCs von jiingeren Tieren das Fortschreiten atherosklerotischer
Verdnderungen reduziert (95) und die im Alter eingeschrinkte Fahigkeit zur
Neovaskularisation verbessert (96). Verdnderungen des Hormonhaushaltes nach der
Menopause der Frauen scheinen hierbei ebenfalls eine Rolle zu spielen. So konnte
gleichzeitig mit der Reduktion der Ostrogenspiegel eine Reduktion der EPC-Zellzahl (97),
eine Einschriankung der Telomeraseaktivitit (98), welche das Fortschreiten der Seneszenz in
EPCs verhindert, sowie eine Abnahme der Bildung und Mobilisation der EPCs gezeigt
werden (99). Zudem kommt es im Alter auch zu Verdnderungen der EPC mobilisierenden und
Angiogenese fordernden Zyto-/Chemokine. Beispielsweise sind die Plasmaspiegel von VEGF
im Alter reduziert (93, 100) und die NO-Produktion nimmt mit dem Alter ab (101). Dieses hat
eine Einschrankung der Mobilisation, Migration und Proliferation der EPCs zur Folge (102).

Somit scheint das Alter die Neubildung, die Mobilisation und die Funktion der EPCs
ungiinstig zu beeinflussen. Auch altersspezifische Gewebe- bzw. Milieuverdnderungen
scheinen sich unvorteilhaft auf das Verhalten der EPCs auszuwirken scheinen. Die Bildung
von ,,Advanced Gycation Endproducts® (AGEs) ist mit zunehmendem Alter erh6ht und wird
besonders bei Diabetikern als eine der Hauptursachen fiir das Auftreten von Gefdf3schiden
verantwortlich gemacht (103). AGEs sind das Ergebnis einer nicht-enzymatischen Reaktion
zwischen den Aminogruppen von Proteinen mit Glukose, welche nach post-translationaler
Modifikation zur Quervernetzung von Proteinen und Peptiden fiihrt. Diese AGE-bedingten
Verdanderungen fithren zu zellulirem Stress und Dysfunktion von Geweben, wobei die
Wirkungsweise direkt oder iiber Rezeptoren vermittelt werden kann (104). Bei direktem
Einfluss der AGEs kommt es durch die Quervernetzung zur Verdnderung der strukturellen
Integritit des Gewebes und von Molekiilen, so dass daraus eine Einschrankung der Funktion
resultiert (105, 106). Bei der Rezeptor-vermittelten Wirkungsweise wird durch spezifische
Bindung an Zelloberflichenmolekiilen, wie den Rezeptor fiir AGEs (RAGE) und anderen
(104), eine Aktivierung unterschiedlicher subzelluldrer Reaktionen, wie z. B. eine Erh6hung
der Expression inflammatorischer Zytokine und Adhisionsmolekiile oder die Induktion von

oxidativem Stress ausgelost (107, 108).
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Auch unsere Arbeitsgruppe untersuchte die Bedeutung der AGEs in der Perikardfliissigkeit
von Patienten, die sich einer Herzoperation unterzogen, hinsichtlich ihres prognostischen
Wertes im postoperativen Verlauf. In dieser Studie konnte eine Korrelation zwischen dem
Alter der Patienten und der Menge der AGEs in der Perikardfliissigkeit hergestellt werden
(109). Dariiber hinaus fand sich mit zunehmenden AGE-Konzentrationen in der
Perikardfliissigkeit eine deutliche Abnahme der Herzfunktion. Dies weist auf eine Bedeutung
der AGEs im Zusammenhang mit dem Vorliegen einer Herzinsuffizienz hin (109). Insgesamt
lieBen sich die AGEs als besserer Biomarker als das Alter der Patienten fiir das operative
Risiko bzw. den perioperativen Verlauf identifizieren.

Aufgrund dieser Studien untersuchten wir den Einfluss der AGEs auf das funktionelle
Verhalten der EPCs, um so die Bedeutung dieses alterstypischen Parameters fiir die
beschriebenen Funktionsverluste der EPCs im Alter zu iiberpriifen. Hierzu entwickelten wir
einen dreidimensionalen Angiogeneseassay, bei dem eine Co-Kultur von Endothelzellen mit

EPCs als Shéroid in einer Collagenmatrix erfolgte (Abb. 14).

Abbildung 14: Dreidimensionaler Angiogeneseassay aus Endothelzellen (HUVECSs) und
CD34"-Zellen.

Im Phasenkontrastmikroskop sieht man die entstehenden Aussprossungen (Sprouts) aus den
Sphéroiden, welche eine Lingenquantifizierung nach dreitdgiger Kultur zulassen (linkes
Bild). Im Fluoreszenzmikroskop zeigt sich der Einbau der rot gefirbten CD34"-Zellen in die

entstandenen Aussprossungen (durch Pfeile markiert, rechtes Bild).

Hierbei konnten wir zeigen, dass die Lange der Aussprossungen (Sprouts) pro Sphiroid und
der Einbau der EPCs in die Aussprossungen durch eine Behandlung mit steigenden AGE-
Konzentrationen abnehmen (110) (Abb. 15).
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Abbildung 15: Effekt unterschiedlicher AGE-Konzentrationen auf das kumulative
Sproutlangenwachstum (A) und den Einbau von CD34" Zellen in die Sprouts (B).
Steigende AGE-Konzentrationen inhibieren sowohl das Lingenwachstum der Sprouts wie
auch den Einbau der CD34" Zellen in die Sprouts. Die Daten sind prozentual dargestellt in
Bezug auf die Daten der co-kultivierten CD34" Zellen mit den HUVECs ohne AGEs. ** = p
<0,01; *** =p <0,001.

Die Reduktion des Einbaus der EPCs in die Sprouts konnte nicht durch die AGE-bedingte
Reduktion der Sproutldngenbildung erkldrt werden, da die Reduktion des EPC-Einbaus bei
unterschiedlich langen Sprouts gleich ausgepragt war (110). Diese Daten weisen somit auf
eine AGE-bedingte Hemmung der Inkorporation der EPCs in die Sprouts und auf eine
Migrationshemmung hin. Dariliber hinaus wurde gezeigt, dass AGEs das Auftreten
apoptotischer ~ Verdanderungen in den kultivierten EPCs steigern (110). Als
Signaltransduktionsweg identifizierten wir eine durch die AGEs vermittelte Aktivierung der
MAP-Kinasen p38 und p44/p42.

Zusammenfassend lédsst sich feststellen: AGEs spielen eine pathophysiologische Rolle im
Rahmen der Dysfunktion der EPCs in alten Patienten und konnen als Ursache fiir die oben
beschriebenen Alters- bzw. Diabetes-bedingten Funktionseinschrankungen mit in Betracht

gezogen werden.
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2.2.3. Mechanismen der Neovaskularisation durch adulte Stammzellen

Obwohl in zahlreichen experimentellen wie auch klinischen Studien das therapeutische
Potential der EPCs zur Neovaskularisation gezeigt wurde, sind die genauen Mechanismen, die
zur offensichtlichen Verbesserung der Perfusion beitragen, noch unklar. Als mdgliche
Mechanismen miissen die drei unterschiedlichen Prozesse der Gefdlineubildung
(Angiogenese, Vaskulogenese und Arteriogenese) in Betracht gezogen werden. In der Tat
scheint eine direkte Inkorporation der EPCs in die neu entstandenen Gefille (Vaskulogenese)
eine deutlich geringere Bedeutung zu haben als wurspriinglich angenommen. In
unterschiedlichen Ischdmiemodellen variierte der Anteil der in die neu entstandenen Gefal3e
inkorporierten EPCs zwischen 0% und 56% (74, 85). Unter physiologischen Bedingungen
betrdgt die Inkorporationsrate der EPCs in die neu entstandenen Gefdlle um 1% (69). Dieser
Anteil kann durch das Auftreten von Gewebeischidmie, Gefaverletzung und therapeutische
Applikation grofler EPC-Zellzahlen oder medikamentose Mobilisation mittels Statinen
deutlich gesteigert werden. (72, 91). Andererseits gibt es Hinweise, dass EPCs nicht durch
Inkorporation in die neu entstandenen GefdBe zur Verbesserung der Perfusion ischdmischen
Gewebes beitragen, sondern durch perivaskuldre Integration, um dort durch Verbesserung des
Gewebemilieus und parakrine Sekretion von Zyto-/Chemokinen zur Angiogenese beizutragen
(85). Dieser Wirkmechanismus wird durch die Fahigkeit der EPCs zur Sekretion zahlreicher
angiogener Zyto-/Chemokine unterstiitzt (111).

Aufgrund dieser Hinweise haben wir uns mit der Fahigkeit der EPCs zur parakrinen Sekretion
und der dadurch induzierten Verbesserung der Angiogenese beschiftigt. Hierzu entwickelten
wir ein in vitro Angiogenesemodell, in dem wir eine getrennte dreidimensionale-Kultur von
CD34" Zellen und Endothelzellsphiroiden anlegten. Mit Hilfe dieses Modells war es uns
moglich, zu iiberpriifen, ob CD34" Zellen in der Lage sind durch parakrine Sekretion von
Zyoto-/Chemokinen die Endothelzellsphidroide zur Angiogenese anzuregen. Dariliber hinaus
wollten wir untersuchen, ob gleichzeitig das Wachstumsverhalten der entstandenen Sprouts in
Richtung der CD34" Zellen erfolgt (Abb. 16 und 17). Da die meisten Studien im Rahmen der
Stammzelltherapie entweder in Ischdmiemodellen oder unter normoxischen in vitro
Bedingungen durchgefiihrt wurden, haben wir unser Model zur Reduktion inflammatorischer
Einfliisse auf die beiden Zelltypen CD34" Zellen und HUVECs beschriinkt und fiihrten die
Analysen unter normoxischen (20% Sauerstoffsittigung) und hypoxischen (1%

Sauerstoffséttigung) Bedingungen durch.
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Abbildung 16: 3-dimensionales in vitro Angiogenesemodell zur getrennten Kultur von
CD34" Zellen und Endothelzellspharoiden.

Die getrennte Kultur von CD34" Zellen und Endothelzellsphiroiden ermdglicht die
Uberpriifung der parakrinen Sekretion der CD34" Zellen sowie deren Induktion einer

gerichteten Angiogenese.

Parakriner Diffusionsgradient

100 pm

Abbildung 17: Phasenkontrastmikropskopie des 3-dimensionalen in vitro Angiogenese-
modells.

Die Sphiroide wurden hinsichtlich des kumulativen Léangenwachstums und des
Wachstumsrichtungsverhaltens der Sprouts analysiert. A) Beispiel eines Sphéroids mit
gerichtetem Sproutwachstum, der Diffusionsgradient ist angezeigt. B) Beispiel eines

Kontrollsphéroids.
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Zunidchst untersuchten wir den Einfluss der Hypoxie auf das kapillardhnliche
Sproutlingenwachstum der Endothelzellsphiroide ohne Einfluss der CD34" Zellen. Die
Reduktion der O,-Séttigung von 20% auf 1%, welches die Gewebesituation im ischdmischen
Myokard simulieren soll, bewirkte eine deutliche Zunahme des kumulativen
Sproutlaingenwachstums der HUVECs Sphéroide von 1055 um auf 1684 um (Abb. 18A).
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Abbildung 18: Auswirkung der Hypoxie und der Co-Kultur von CD34" Zellen auf das
Langenwachstum der Sprouts.

A) Verbesserung des Liangenwachstums der HUVECs Sphiroide unter hypoxischen
Bedingungen. B) Die zusitzliche Co-Kultur verbesserte das Lingenwachstum lediglich unter

normoxischen Bedingungen um 25%. *** =p < 0,001.

Durch ridumlich getrennte Co-Kultur von CD34" Zellen wurde eine Steigerung des
Sproutlingenwachstums um 25% unter normoxischen Bedingungen erreicht (Abb. 18B),
wohingegen die CD34" Zellen unter hypoxischen Bedingungen nur eine minimale weitere
Steigerung des Sproutlingenwachstums bewirkten (Abb. 18B). Somit lédsst sich festhalten,
dass Hypoxie eine Verbesserung des Sproutlingenwachstums der Endothelzellsphéroide
bewirkt. Eine Co-Kultur mit CD34" Zellen mit der Moglichkeit zur parakrinen Stimulation
verbessert das Léngenwachstum der Endothelzellsphdroide nur unter normoxischen
Bedingungen deutlich. Das bereits deutlich verbesserte Liangenwachstum unter Hypoxie ist
durch die CD34" Co-Kultur nicht zu steigern.

Neben der Analyse des Lingenwachstums ermoglicht unser Angiogeneseassay auch eine
Beurteilung des gerichteten Wachstums der Endothelzellspharoidsprouts. Die Bedeutung der
Analyse des Richtungswachstums liegt darin, dass eine potenzielle Injektion von

Stammzellen direkt in die Infarktregion die Neovaskularisierung in das Infarktgebiet hinein
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begiinstigen wiirde. Da in unserem Modell die HUVECs Sphéroide der Lane 1 rdumlich niher
bei den CD34" Zellen liegen als die der Lane 2 (Abb. 16), sollten die parakrinen Effekte an
den Sphiroiden der Lane 1 ausgeprégter sein als an denen der Lane 2. So sollte unter diesen
experimentellen Bedingungen das Wachstum von Sprouts bei den Sphéroiden der Lane 1 eher
in Richtung der CD34" Zellen als von diesen weg erfolgen (Abb. 17).

Sowohl unter normoxischen wie auch unter hypoxischen Bedingungen zeigte sich ein
deutliches, durch die Co-Kultur von CD34" Zellen induziertes, Richtungswachstum der
Sprouts hin zu den CD34" Zellen, welches besonders bei den HUVECs Sphiéroiden der Lane
1 nachzuweisen war (Abb. 19A u. B).
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Abbildung 19: Analyse des gerichteten Sproutwachstums unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen.

Die Co-Kultur von CD34" Zellen induzierte sowohl unter normoxischen (A) wie unter
hypoxischen Bedingungen ein gerichtetes Sproutwachstum hin zu den CD34" Zellen. *** = p

<0,001.

Der Angiogeneseassay enthélt trotz rdumlich getrennter Kultur der HUVECs Sphéroide und
der CD34" Zellen ein gemeinsames Zellkulturmedium (Abb. 16). Da die Vermittlung der
parakrinen Effekte nur via Sekretion von Zyto-/Chemokinen in das Zellkulturmedium
erfolgen kann, analysierten wir insgesamt 27 Zyto-/Chemokine im Kulturmedium unter
Hypoxie und Normoxie. Von den untersuchten 27 Zyto-/Chemokinen konnte eine signifikante
Konzentrationszunahme durch die CD34" Zellen unter Normoxie fiir Interleukin-8 (IL-8) und
das ,,monocyte chemoattractant protein-1¢“ (MCP-1) und unter Hypoxie fir MCP-1 und
»macrophage inhibitory protein-1 o” (MIP-1 o) nachgewiesen werden. Allerdings kam es

durch die Reduktion des Sauerstoffgehaltes von 20% auf 1% zu einer signifikanten Reduktion
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von MCP-1 im Kulturmedium. Dies kénnte beim Ausbleiben der Verbesserung des CD34"
vermittelten Langenwachstums unter Hypoxie urséchlich beteiligtsein.

Zusammenfassend ldsst sich auf Grund dieser Ergebnisse festhalten, dass CD34" Zellen zur
Angiogenese durch parakrine Sekretion von Zyto-/Chemokinen beitragen. Diese giinstigen
Effekte finden sowohl unter hypoxischen wie auch unter normoxischen Bedingungen statt. Da
das Lingenwachstum allerdings insbesondere unter normoxischen Bedingungen gesteigert
war, diirfte bei therapeutischer Anwendung der Stammzellen eine zusétzliche
Revaskularisation mittels Koronarangioplastie oder koronarer Bypassoperation, welche die
Sauerstoffversorgung verbessert, den Erfolg der Neovaskularisation mittels Stammzellen
verbessern. Diese Hypothese wird auch durch eine bereits durchgefiihrte klinische Studie
gestlitzt, in der wéihrend der aortokoronaren Bypassoperation bei Patienten mit stattgehabtem
Myokardinfarkt in das Infarktgrenzgebiet CD133" Zellen injiziert wurden und dies zu einer
Verbesserung der Perfusion und der Ventrikelfunktion flihrte (112).

3. Zusammenfassung und Ausblick

Unsere Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass das insuffiziente menschliche Myokard
Verianderungen in den Mitochondrien und eine Aktivierung der Apoptose aufweist. Diese
Alterationen sind allerdings nicht irreversibel, so dass sie einer therapeutischen Intervention
zuginglich sein miissten. Die koronare Herzerkrankung ist die Hauptursache fiir die
Entstehung einer Herzinsuffizienz und diirfte in Zukunft aufgrund der demographischen
Altersstruktur und der Zunahme der Inzidenz im Alter eine noch bedeutendere Rolle spielen.
Eine mogliche chirurgische Therapieform der Herzinsuffizienz stellt die hdmodynamische
Entlastung mittels Kunstherzimplantation dar. Diese wird derzeit hauptsachlich als ,,bridge to
transplant™ eingesetzt. Aufgrund des zunehmenden Mangels an Spenderherzen sowie
aufgrund der fehlenden Erholungstendenz der apoptotischen Verdnderungen fiir das dltere
Patientenkollektiv ist diese Therapieform fiir Altere eher ungeeignet.

Eine mogliche viel versprechende zukiinftige Therapieoption zur Behandlung der
Herzinsuffizienz stellt die Stammezelltherapie dar. Die Verbesserung der ischidmischen
Gewebeperfusion und der myokardialen Kontraktilitit mit Verhinderung des
Myokardremodelings nach Myokardinfarkt konnte bereits durch klinische Studien belegt
werden. Allerdings gibt es derzeit noch zahlreiche ungeklarte Fragen zu 16sen. Die Zahl der

EPCs ist relativ gering und nimmt mit dem Alter weiter ab. Eine Vermehrung der Zellzahl in
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vitro bedingt eine Verdnderung des Phanotyps und der Differenzierung sowie das zusétzliche
Auftreten seneszenter Verdnderungen der Zellen. Zudem kommt es im Alter, besonders bei
gleichzeitig erhohten kardiovaskuldren Risikofaktoren, zur Einschrinkung der Zellfunktion.
Gerade dieses Patientenkollektiv wiirde allerdings besonders von dieser Therapieform
profitieren. Hinweise, die oben genannten Probleme bewéltigen zu konnen, gibt es durchaus.
Obwohl die EPC-Zahl im Alter verringert ist, konnten wir auch im Alter eine
Mobilisierungsfahigkeit nachweisen. Durch Therapie kardiovaskuldrer Risikofaktoren, wie z.
B. Statintherapie, ist eine Verbesserung der Zellfunktion erreichbar. Dariiber hinaus gibt es
derzeit bereits Hinweise, dass AGE-Inhibitoren und AGE-cross-link breaker die AGE-
Konzentrationen hemmen und somit zur Funktionsverbesserung der EPCs beitragen sollten.
In zukiinftige Uberlegungen sollte auch eine Gentherapie dieser Zellen einflieBen. So wurde
durch ex vivo Transfektion der EPCs mit VEGF eine Verbesserung der Neovaskularisation im
Hinterlaufischdimiemodel gezeigt (113). Hier muss allerdings immer das Risiko der
iiberschieBenden Vaskularisierung bis hin zur Tumorbildung im Auge behalten werden. Es
miissen weitere Anstrengungen unternommen werden, die EPC-Biologie besser zu verstehen,
den optimalen Zelltyp herauszufinden und die genauen Mechanismen, die zur Mobilisation,

Migration und zum Homing der EPCs beitragen zu identifizieren.
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6. Thesen

1. Die Herzinsuffizienz ist eine der hdufigsten Erkrankungen in der westlichen Welt mit
einer altersabhingigen Inzidenz und Priavalenz. Trotz enormer therapeutischer Fortschritte

liegt die 1-Jahresmortalitit bei der schweren Herzinsuffizienz immer noch tiber 50 %.

2. Als haufigste Ursache liegt der Herzinsuffizienz eine koronare Herzerkrankung zugrunde.

Diese bedingt im Rahmen kardialer Ischdmie auch eine Schadigung der Mitochondrien.

3. Durch ischidmisch verursachte Generierung freier Radikale im Bereich der Atmungskette
der Mitochondrien kann es zur oxidativen Schidigung der mitochondrialen DNA
kommen. Hieraus resultiert eine Schiadigung mitochondrial kodierter Proteine und somit
eine disproportionale Atmungskette. Durch den eingeleiteten Circulus vitiosus wird dieser

Pathomechanismus noch verstirkt.

4. Im Gegensatz zum tierexperimentellen Modell fand sich im terminal insuffizienten
menschlichen Myokard keine Reduktion der mitochondrialen Wildtyp-DNA und der
Transkription mitochondrialer RNA.

5. Die funktionelle Analyse der Enzymaktivitit der einzelnen Atmungskettenkomplexe
zeigte eine selektive Reduktion der Aktivitdt des Atmungskettenkomplexes I um 28% im
terminal  insuffizienten = menschlichen = Myokard. Die  Enzymaktivitit  der

Atmungskettenkomplexe I, III und IV war nicht unterschiedlich.

6. Die selektive Hemmung des Atmungskettenkomplexes I im terminal insuffizienten
menschlichen Myokard fiihrt zu einer Reduktion der maximalen Atmungskettenkapazitét

und der ATP-Synthese mit dem Verlust an energiereichen Phosphaten.

7. Trotz eingeschriankter mitochondrialer Atmung sollte das Fehlen irreversibler
mitochondrialer DNA-Deletionen die Moglichkeit einer Erholung des insuffizienten

menschlichen Myokards durch entsprechende therapeutische MaBnahmen erleichtern.

8. Die Aktivierung des Caspasensystems als Vermittler der Apoptose stellt einen weiteren

wichtigen Pathomechanismus im Rahmen des Fortschreitens der terminalen
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Herzinsuffizienz dar. Das System wird {iber einen extrinsischen Rezeptor-vermittelten und
einen intrinsischen mitochondrial-vermittelten Weg aktiviert und miindet nach
Aktivierung der Effektorcaspase-3 in einer gemeinsamen Endstrecke, die zu den

Apoptose-typischen Verdnderungen fiihrt.

Im terminal insuffizienten menschlichen Myokard sind sowohl der intrinsische wie auch
der extrinsische Weg, mit gleichzeitiger Hemmung der antiapoptotischen Proteine,
aktiviert. Eine Aktivierung der Effektorcaspase-3 fand sich nicht, so dass trotz
Aktivierung von Teilen der Caspasenkaskade das gesamte System nicht unumkehrbar

aktiviert scheint.

Beide untersuchte Pathomechanismen (Verdnderungen der Mitochondrien und
Aktivierung des Caspasensystems) lassen aufgrund ihrer fehlenden Irreversibilitit die

Option einer therapeutischen Intervention zu.

Hamodynamische Entlastung mittels ventricular assist device (VAD) fiihrt zur
Verbesserung der Genexpression antiapoptotischer Proteine, allerdings vornehmlich bei

jiingeren Patienten.

Stammzellen sind in der Lage durch Angiogenese die Gewebeperfusion zu verbessern und
den Verlust ischdmischer Zellen zu verhindern. Auf diese Weise tragen sie zur

kardiovaskuldren Regeneration des insuffizienten Myokards bei.

Das Alter der Patienten wirkt sich negativ auf die Mobilisation wie Funktion der
Stammzellen aus. Advanced glycation endproducts (AGEs) nehmen mit steigendem
Patientenalter zu und sind eine mdgliche Ursache fiir die altersbedingten Verdanderungen

der Stammzellen.

Die parakrine Sekretion der Stammzellen trdgt wesentlich zur Angiogenese bei.

Interleukin-8, MIP-1a und MCP-1 spielen diesbeziiglich eine grof3e Rolle.

Hamodynamische Entlastung mittels VAD oder Stammzelltherapie stellen eine
therapeutische Option der terminalen menschlichen Herzinsuffizienz dar. Dies diirfte

allerdings bei élteren Patienten weniger erfolgreich sein.
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