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1 Einleitung

1.1 Mesenchymale Stammzellen
Die erstmalige Beschreibung von mesenchymalen Stammzellen erfolgte 1968 durch
Friedenstein et al. als osteogenetic stem cells (Friedenstein et al. 1968). Die Bezeichnung
mesenchymale Stammzelle (MSC) wird allgemein fir aus dem Knochenmark gewonnene
Zellen angewandt, die die Fahigkeit besitzen an Plastik zu adh&rieren und ein multipotentes
Differenzierungspotential in vitro zeigen. Sie zahlen zu den adulten Stammzellen (Horwitz et
al. 2005). In der Zellbiologie unterscheidet man zwischen totipotenten, pluripotenten und
multipotenten Stammzellen. Totipotente Stammzellen sind in der Lage aus sich heraus einen
kompletten Organismus zu bilden. Pluripotente Zellen hingegen kdnnen sich zu jeglicher Zelle
eines Organismus entwickeln, jedoch nicht einen Organismus bilden. Aus der pluripotenten
Stammzelle entwickeln sich, wie in unserem Fall der mesenchymalen Stammzelle, multipotente
Stammzellen. Diese sind dazu in der Lage zu allen Zellen eines bestimmten Gewebes zu
differenzieren. Dazu gehdren unter anderem die hdmatopoietischen Stammzellen, aus welchen
Zellen des Blutsystems entstehen und mesenchymale Stammzellen, welche Zellen des
Bindegewebes bilden. Viele adulte Gewebe enthalten fiir Regenerationsprozesse bei Trauma,
Krankheit oder Alter Stammzellpopulationen (Pittenger et al. 1999). Unter dem Einfluss
verschiedener spezifischer Stimulatoren kommt es zur Differenzierung in spezialisierte Zellen

einzelner Zelllinien (Bianco und Robey 2001).

1.1.1 Definitionskriterien

Die MSC besitzen keine spezifischen Oberflachenmarker und kommen haufig nur in geringer
Anzahl vor. Es hat sich gezeigt, dass bei der Kultivierung von Stammzellen in vitro viele
verschiedene Methoden zur Isolation und Ansétze zur Charakterisierung der Zellen gibt. Zur
besseren Vergleichbarkeit hinsichtlich biologischer Eigenschaften und experimenteller
Forschungsergebnisse ist somit eine genaue Charakterisierung notwendig. Bei der erstmaligen
Beschreibung mit dem Terminus MSC von Caplan 1991 wurde folgendes beschrieben: Eine
mesenchymale Stammazelle ist eine multipotente Vorlduferzelle, dessen Nachkommen nach
mehrmaliger Teilung Knorpel, Knochen, Sehnen, Bander, Knochenmarkstroma und
Bindegewebe bilden (Caplan 1991). MSC besitzen die Oberflachenproteinen CD29, CD44,
CD73, CD105, CD106, CD166, stro-1, und HLA- ABC. Die Oberflachenmarker CD34, CD14,
und CD45 hingegen werden bei keiner MSC nachgewiesen. Eine weitere Charakterisierung
gelingt anhand ihrer spindelférmigen Morphologie sowie ihrem Adhédsionsvermdgen an

Plastikoberflachen.



Die International Society for Cellular Therapy hat diese minimalen Kriterien in ihrem Position
Paper von 2006 zur besseren Identifizierung und Vergleichbarkeit hinsichtlich der

Charakterisierung von Stammzellen zusammengefasst:
- unter standardisierten Kulturbedingungen sollen MSC an Kunststoff adhdrieren,

- die CD-Markergene (engl. cluster of differentition) CD105 (Endoglin), CD73 (Ecto-5°-

nucleotidase) und CD90 (Thyl1) missen bei mindestens 95% der Zellen nachweisbar sein,

- die Oberflachenmarker CDA45 (spezifisch fur Leukozyten), CD34 (spezifisch flr
hédmatopoietische Vorlaufer und Endothelzellen), CD14 (spezifisch fir Makrophagen), CD11b
(spezifisch fur Monozyten), CD79A (spezifisch fiir B-Zellen), CD19 (spezifisch fur B-Zellen)
und humane Leukozyten-Antigen DR (HLADR) sollten hingegen nicht nachweisbar sein und

- die mesenchymalen Stammzellen sollten ein Differenzierungspotential zu Osteoblasten,

Adipozyten und Chrondozyten in vitro aufweisen (Dominici et al. 2006).

1.1.2 Vorkommen und Differenzierung

Die meisten mesenchymalen Stammzellen findet man zusammen mit hédmatopoietischen
Stammzellen, einer weiteren Form adulter Stammzellen, im Knochenmark. Dort bilden MSC
einen wichtigen Bestandteil der hdmatopoietischen Stammzellenische (da Silva Meirelles et al.
2008). Das Konzept einer sogenannten Stammzellnische wurde erstmals 1978 als spezielle
Mikroumgebung fur hdmatopoietische Stammzellen beschrieben, in der die Selbsterneuerung
dieser Zellen gewahrleistet wird (Schofield 1978).

Diese sogenannten Nischen sind spezifische anatomische Kompartimente, in denen man
Stammzellpopulationen in vivo vorfindet und welche ihre Existenz sichern. Eine Vielzahl an
Signalen steuern die Proliferation sowie die Entwicklung von Tochterzellen der Stammzellen
(Jones und Wagers 2008). Zu diesen Signalen zahlen u.a. Oberflachenmolekiile sowie l6sliche,
intrinsische Faktoren, Zell-Zell Kontakte und Signale der extrazellularen Matrix, welche
sowohl chemischer als auch mechanischer Natur sein konnen. Auf diese Weise schiitzen sie
Stammzellen sowohl vor Abbau als auch vor Uberproduktion und Entartung (Scadden 2006;
Jones und Wagers 2008). Es wird angenommen, das MSC in nahezu allen adulten Gewebe in
einer perivaskuldren Nische und assoziiert mit BlutgefalRen vorliegen (da Silva Meirelles et al.
2006). Im Falle von Entziindungsreaktionen, Trauma oder Erkrankung konnen die MSC
dadurch entlang von BlutgefaRen schnellstmdglich in entfernte Gewebe gelangen (Kuhn und
Tuan 2010).



Mesenchymale Zellen sind dazu in der Lage in verschiedene Zelllinien zu differenzieren (Deng
et al. 2009). Mithilfe von spezifischen Stimulatoren wie z.B. spezielle Wachstumsfaktoren,
erfolgt die Differenzierung zu spezialisierten Zellen. Je nach Art der Stimulation erfolgt die
Differenzierung zu Chondrozyten, Osteoblasten oder Adipozyten (Chen und Tuan 2008;
Bianco und Robey 2001; Pittenger et al. 1999). Zusatzlich konnte auch gezeigt werden, dass
das Differenzierungspotenzial von mesenchymalen Stammzellen nicht nur auf Zellen des
Bindegwebes beschrénkt ist. In vitro zeigte sich eine Differenzierung zu Zellen mit
Charakteristika von Endothelzellen (Oswald et al. 2004), Neuronen (Kohyama et al. 2001) und
Kardiozyten (Makino et al. 1999). In vitro ist die Wahl eines geeigneten Kulturmedium
entscheidend flr das Wachstum, die Differenzierung, das Potential und die Oberflachenmarker

der mesenchymalen Stammzellen (Hagmann et al. 2013).

1.1.3 Klinische Anwendungsgebiete mesenchymaler Stammzellen

Die komplette Geweberegeneration durch MSC ist ein komplexer Vorgang, bei dem vor allem
die Integration im Gewebe und die naturliche Differenzierung durch Signale des Kérpers groRRe
Herausforderungen darstellen (Bobis et al. 2006). Es konnte gezeigt werden, dass gerade
mesenchymale Stammzellen die Mdglichkeit haben, sich in verschiedenste Gewebe und Organe
einzufligen und tber einen langen Zeitraum erhalten und stabil zu bleiben (Devine und Hoffman
2000; Drize et al. 1992). Auch bei peripherer Applikation wandern mesenchymale Stammzellen
zum Ort der Verletzung im Organismus. Dieses Phdnomen konnte bei Knochenbriichen,
zerebraler Ischdmie und auch bei Herzinfarkten gezeigt werden (Shake et al. 2002; Wang et al.
2002). Aufgrund dieser vielseitigen Anpassungsféhigkeit und immunmodulatorischen und -
suppressiven Eigenschaften ergeben sich zahlreiche Anwendungsgebiete mesenchymaler

Stammzellen in der Medizin:

- Die Differenzierungsmdglichkeit zu Chondrozyten und die Fahigkeit zur Immunmodulation
und Anti-Inflammation machen sie zu einem idealen Zelltyp zur Behandlung von Rheumatoider
Arthritis. Somit kénnen zerstérte Gelenke regeneriert und zusatzlich Entziindungsreaktionen

vermindert werden (Chen und Tuan 2008).

- In Tiermodellen zeigt die Anwendung von MSC durch Verstarkung der Immunantwort und
Forderung endogener Reparaturmechanismen Mdaglichkeiten in der Behandlung Multipler
Sklerose (Bai et al. 2009).

- Weiterhin wurde beobachtet, dass zuséatzlich applizierte MSC den Heilungsprozess nach

Knochenmarkstransplantation beschleunigten, die Graft-versus-Host AbstoRungsreaktion
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verringerten und das Einwachsen von transplantierten Organen verbesserten (Le Blanc et al.
2004).

- Ein sich entwickelnder Ansatz ist die Behandlung von Myokardinfarkten und der daraus
resultierenden Funktionseinschrankung aufgrund von entstandenem Narbengewebe. Es konnte
gezeigt werden, dass Kardiozyten aus mesenchymalen Stammzellen regeneriert werden kdnnen
(Makino et al. 1999). In einer préklinischen Studie bewirkte die Zugabe von MSC in das
Infarktareal bei Maéausen eine signifikante Reduktion des zerstérten Gewebes und eine
signifikante Erhohung des linksventrikularen Volumens (Noiseux et al. 2006). Diese und
andere Studien zeigen, dass der Einsatz von MSC in der Therapie von Herzinfarkten in der
Zukunft eine entscheidende Rolle spielen kénnte (Williams et al. 2013; Quevedo et al. 2009).

1.2 Charakterisierung, Wirkungsweise und Effekte der untersuchten Medikamente

1.2.1 Simvastatin

Das Medikament Simvastatin kann das kardiovaskuldre Risiko von Patienten mit
Hypercholesterindmie senken (Pedersen et al. 2004). Es ist ein semisynthetisches Derivat von
Lovastatin, welches aus Aspergillus terreus gewonnen wird (Alberts 1990; Alberts et al. 1980).
Das Enzym HMG-CoA Reduktase katalysiert die Umwandlung von HMG - CoA zu Mevalonat
in der Leber. Dieser erste Schritt der Cholesterinbiosynthese wird durch Simvastatin gehemmt.
Somit wird frihzeitig Hypercholesterinamie verhindert, welche ein primérer Risikofaktor fir
Atherosklerose darstellt (Kannel et al. 1961). Zusatzlich kommt es zur vermehrten Expression
von LDL - Rezeptoren in der Leber, dadurch sinkt die Konzentration von ,,low — density*
Cholesterin im GefaRsystem (LDL, schlechtes Cholesterin) und es steigt die Konzentration von
,high — density Cholesterin (HDL, gutes Cholesterin), wodurch Plaquebildung im
Gefalsystem vorgebeugt wird (Barrios-Gonzéalez und Miranda 2010). Statine haben auch
Wirkungen, die unabhdngig vom cholesterinsenkenden Effekt sind. Diese verschiedenen

Effekte werden in der Pharmakologie als pleiotrop bezeichnet. Dazu gehdren unter anderem:
- die Verminderung von inflammatorischen Prozessen (Pruefer et al. 1999)
- die Stimulation zur Bildung neuer Gefal3e (Kureishi et al. 2000)

- die Modulation von Leukozytenaktivierung und Leukozytenadhasion auf zellularer Ebene
(Weber et al. 1997)

- Verminderung des Ischdmie - Reperfusionsschadens nach myokardialer Ischamie (Di Napoli
etal. 2001) und



- einen auf Knochen stimulierenden Effekt (Zhao und Liu 2014).

1.2.2 Acetylsalicylsaure (ASS)

Die Acetylsalicylséure (ASS) ist ein Medikament, welches bereits in der Antike, gewonnen aus
Weidenbaumrinde, zur Behandlung von Schmerzen und Fieber genutzt wurde. ASS wird zu der
Wirkstoffgruppe der nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAID) gez&hlt, wozu unter anderem
auch Metamizol, Ibuprofen und Diclofenac gehdren. Seine Wirkung erzielt ASS (ber die
Hemmung der Prostaglandin G/H Synthase (= Cyclooxygenase, COX) wéhrend der
Prostaglandinsynthese aus Arachidonsdure. Gebildet werden bei dieser Reaktion
Prostaglandine wie z.B. Thromboxan A2 und Prostacyclin. Die Cyclooxygenase existiert in 2
Isoformen (Awtry und Loscalzo 2000; Vane et al. 1998). Nach Entdeckung der zweiten
Isoform, gab es zunéchst eine konkrete Zuweisung von Funktionen und Wirkungsorten der
beiden COX-lIsoformen. Die erste Isoform (COX-1) sei in den meisten Zellen im
endoplasmatischen Retikulum vorhanden (Morita et al. 1995) und katalysiert die Synthese von
Prostaglandinen, die fir die normale Zellfunktion, zum Schutz der Magenmukosa,
Aufrechterhaltung des renalen Blutflusses und zur Regulation von Thrombozytenaktivierung
und -aggregation zustandig sind (Smith 1992). Die zweite Isoform (COX-2) sei im Normalfall
nicht in allen Korperzellen vorhanden, dafir aber durch Entziindungsstimuli und
Wachstumsfaktoren in inflammatorischen Gewebe schnell induzierbar und resultiert in der
Produktion von Prostaglandinen, die fir Entziindungsreaktionen benétigt werden (Xie et al.
1991). Das Prinzip der Arbeitsteilung der zwei COX-Isoformen konnte jedoch widerlegt und
auch Uberschneidungen in der Funktion demonstriert werden (Lipsky 1999).
Acetylsalicylsdure ist ein nicht selektiver Inhibitor beider Isoformen der Cyclooxygenase.
Schon in geringer Konzentration hemmt es somit die Bildung von TXAz, wodurch es zur
irreversiblen Hemmung der Thrombozytenaggregation kommt (Roth und Majerus 1975).
Kernlose Thrombozyten sind aufgrund ihres limitierten Proteinsyntheseapparats nur begrenzt
dazu in der Lage die Cyclooxygenase neu zu synthetisieren. Erst 7-10 Tagen nach Absetzen des
Medikaments ist eine erneute Produktion der COX und somit die Bildung von Thromboxan A2
durch eine neue Thrombozytenpopulation mdglich. Die Hemmung des starksten endogenen
Gegenspielers von TXA2, der Prostacyclinsynthese, ist dahingehend in seiner
antithrombotischen Funktion nicht so stark beeinflusst. Sie kann in kernhaltigen Endothelzellen
synthetisiert werden und steht somit dem Organismus wieder zur Verfligung. Der Haupteffekt
des  Medikaments ist somit in  niedriger  Dosierung  (75-100mg)  die

Thrombozytenaggregationshemmung (Reilly und FitzGerald 1988).



ASS st aufgrund dieser Funktion an einer signifikanten Senkung der Mortalitdt und der
Reinfarktrate beteiligt und ein effektives und weit verbreitet genutztes Medikament in der
Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen, wie der Arteriosklerose, des akuten
koronaren Herzsyndroms und der ischdmischen Kardiomyopathie (Sanmuganathan et al. 2001;
Awtry und Loscalzo 2000; Hung 2003). Es wird zur Behandlung von Schmerzen und zur
Vorbeugung oder Nachsorge bei kardiovaskuldren Erkrankungen eingesetzt (Awtry und
Loscalzo 2000).

1.2.3 Ramipril

Die ersten Wirkstoffe, die eine hemmende Wirkung auf das Angiotensin-konvertierenden
Enzym (ACE) zeigten, wurden aus dem Gift der brasilianischen Jararaca-Lanzenotter isoliert.
Eine orale Wirksamkeit der ACE-Inhibitoren entstand durch eine Abwandlung der
kurzwirksamen Peptide im Schlangengift (Smith und Vane 2003). Die Medikamentenklasse
der ACE-Hemmer spielt heutzutage eine tragende Rolle in der Behandlung von
Herzkreislauferkrankungen. Ein Vertreter ist das hier aufgefiihrte Ramipril. Ramipril selbst ist
ein sogenanntes inaktives Prodrug und gehort zu der zweiten Generation von ACE-Inhibitoren,
welches erst nach Metabolisierung in der Leber und zu einem geringeren Anteil in der Niere zu
seinem aktiven Metabolit Ramiprilat umgewandelt wird. Aus diesem Grund besitzt es eine
lange Halbwertszeit und muss nur einmal téglich appliziert werden (Frampton und Peters 1995).
Diese Metabolisierung erfolgt mithilfe der Carboxylesterase | (Thomsen et al. 2013). Seine
Wirkung entfaltet das Medikament tiber die Hemmung des ACE und somit die Metabolisierung
von Angiotensin | (AT 1) zu Angiotensin Il (AT 1I). AT Il ist der biologisch aktive Metabolit
im sogenannten Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und entfaltet seine Wirkungen
uber zwei Rezeptoren: den Angiotensin | Rezeptor (ATI-Rezeptor) und den Angiotensin Il
Rezeptor (ATII-Rezeptor). Die Hauptwirkung erfolgt Giber den ATI-Rezeptor. Dabei kommt es
im Organismus zu Vasokonstriktion, Freisetzung von Aldosteron und Vasopressin sowie zur
Retention von Natrium und Wasser. Diese Komponenten sind somit an der Regulierung des
Blutdrucks, der Balance im Wasser- und Elektrolythaushalt und der Regulierung der renalen
Funktion beteiligt. Zuséatzlich gibt es eine Beteiligung des ATI-Rezeptors an Zellwachstum und
-proliferation und somit Entwicklung von u.a. Linksherzhypertrophie, Nephrosklerose,
vaskulare Mediahypertrophie und endothelialer Dysfunktion (Kaschina und Unger 2003). Uber
die Hemmung des ACE durch ACE-Inhibitoren, wie z.B. Ramipril kommt es zu einer
verminderten Bildung von Angiotensin Il. In der Behandlung von arterieller Hypertonie
bewirkt es aufgrund einer verminderten Ausschittung von Aldosteron eine verringerte

Retention von Natrium und Wasser. Weiterhin nimmt der Gefaldtonus ab und es kommt zu einer
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Blutdrucksenkung. Zusétzlich vermindert es die Vorlast am Herzen und kommt somit zur

Behandlung von Herzinsuffizienz zum Einsatz.

1.2.4 Bisoprolol

Bisoprolol gehort zu der zweiten Generation an R-Blockern und ist duerst selektiv fir den R;-
Rezpetor am Herzen (Metra et al. 2004). Bei steigenden Dosierungen (>20mg) kann es auch zu
einer Bindung an den R2-Rezeptoren kommen, allerdings liegt die Selektivitat zu 31-Rezeptoren
ungefahr 120fach groRer (Reiter 2004). An den Myozyten am Herzen sind drei verschiedene
Arten an adrenergen Rezeptoren vorzufinden: 31-, B2- und a1-Rezeptoren (Bristow 2000). R33-
Rezeptoren befinden sich hauptséchlich am Herzen sowie in den Nieren und im Fettgewebe.
Durch die Aktivierung der 3,-Rezeptoren kommt es zur Entspannung der glatten Muskulatur
peripherer Gefale, der Bronchien der Lunge und des Uterus. Auch am Herzen finden sich ;-
Rezeptoren (Gerber und Nies 1985).

Gewebe Rezeptor Wirkung
Herz
- Sinusknoten - By, (B2) Herzfrequenz 1
- AV-Knoten - By, (R2) Uberleitungsgeschwindigkeit 1
- Atria - By, (B) Kontraktilitat 1
- Ventrikel - By, (B2) Kontraktilitét 1
Arterien (% Vasodilatation
Venen - R Vasodilatation
Skelettmuskulatur - R Vasodilatation, Glykogenolyse,

Kontraktilitat 1

Leber - R Glykogenolyse, Glukoneogenese
Bronchien - Ry Bronchodilatation

Niere - B Freisetzung von Renin

Uterus - Ry Relaxation

Magen-Darm-Trakt - Ry Relaxation

Nervenendigungen - R Forderung der Noradrenalinfreisetzung

Tabelle 1 Durch 3:- und B2- Rezeptoren vermittelte Wirkungen (modifiziert nach (Lopez-Sendon
et al. 2004)

Beide B-Rezeptoren sind Uber das stimulierende G-Protein (Gs) mit einer Adenylatcyclase
gekoppelt, die das Substrat MgATP zu cAMP umwandelt. Das cAMP ist ein positiv inotrop
und chronotrop wirkender second messenger, welcher zusétzlich stark wachstumsfordernde
Eigenschaften besitzt (Bristow 2000). Zur Aktivierung der 3-Rezeptoren im Korper kommt es

durch Bindung der Agonisten und Katecholamine Epinephrin (Adrenalin) und Norepinephrin



(Noradrenalin). Die Medikamentengruppe der 3-Blocker hemmt kompetitiv die Bindung der

Katecholamine und anderer 3-Sympathomimetika an den 3-Rezeptoren (Reiter 2004).

Bisoprolol besitzt mit 90% eine sehr hohe Bioverfugbarkeit (Lancaster und Sorkin 1988) und
wird sehr schnell und nahezu vollstdndig aus dem Verdauungstrakt resorbiert. Die
Metabolisierung und Elimination erfolgt gleichmaRig uUber Niere und Leber, wobei ein
deutlicher First-Pass Effekt zu verzeichnen ist (Reiter 2004). Die Wirkung von R-Blockern auf
den Organismus ist sehr vielfaltig und ergibt sich aus den einzelnen Rezeptorwirkungen. Hier

eine kurze Ubersicht von wichtigen Wirkungen der B-Blocker auf die kardiale Funktion:

Erhéhung der myokardialen Sauerstoffversorgung iber Senkung der Herzfrequenz und

- Verbesserung der Perfusion der Koronararterien aufgrund einer verlangerten
diastolischen Fullphase (Frishman 1983)

- Senkung der Renin-Sekretion und somit der Produktion von Angiotensin Il und
Aldosteron durch Blockierung der (31-Rezeptoren am juxtoglomeruldren Apparat
(Lopez-Sendon et al. 2004)

- Verbesserung der linksventrikuldren Funktion und Erhéhung der Ejektionsfraktion

(Bristow 1993)

Im Klinischen Alltag wird Bisoprolol in der Behandlung von arterieller Hypertonie, der
koronaren Herzkrankheit und der Herzinsuffizienz angewendet (Lancaster und Sorkin 1988;
Reiter 2004).
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1.3 Definition und Einteilung der untersuchten Erkrankungen

1.3.1 Arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie wird als einer der Hauptrisikofaktor fir kardiovaskulére
Erkrankungen gesehen. In den Leitlinien der European Society of Hypertension (ESH) und der
European Society of Cardiology (ESC) aus dem Jahr 2013 erfolgt die Definition der Hypertonie
ab einen systolischen Wert >140mmHg und/oder einem diastolischen Wert von >90mmHg
(Mancia et al. 2013). Diese Schwellenwerte sollten jedoch als flexible Richtwerte angesehen
und im Zusammenhang mit dem allgemeinen kardiovaskularen Risiko bewertet werden. In der
nachfolgenden Tabelle ist die Stufeneinteilung der arteriellen Hypertonie anhand der

systolischen und diastolischen Blutdruckwerte zusammengefasst:

Kategorie Systolisch Diastolisch
[mmHg] [mmHg]
Optimal <120 und <80
Normal 120 - 129 und/oder 80-—84
Hochnormal 130 - 139 und/oder 85-89
Hypertonie Grad | 140 — 159 und/oder 90 — 99
Hypertonie Grad 11 160 - 179 und/oder 100 — 109
Hypertonie Grad Il > 180 und/oder >110
Isoliert systolische Hypertonie > 140 und <90

Tabelle 2 Einteilung der Hypertonieschweregrade (modifiziert nach den Leitlinien 2013 der
ESH/ESC (Mancia et al. 2013)

Eine weitere Einteilung erfolgt anhand der Ursache der Hypertonie, wobei zwischen der
priméren (essenziellen) und der sekundaren Hypertonie unterschieden wird. Bei der priméren
Hypertonie, welche den Grofteil an Patienten ausmacht, ist die Ursache fur die
Blutdruckerh6hung nicht bekannt. Es handelt sich vielmehr um eine multifaktorielle
Erkrankung, wobei eine Kombination aus genetischen Faktoren und Umweltfaktoren als
Ursache angesehen werden kann (Carretero und Oparil 2000; Oparil et al. 2003). Die sekundére
Hypertonie ist das Symptom einer potentiell behandelbaren Grunderkrankung. Dabei
unterscheidet man zwischen renalen (renoparenchymatds und renvaskulédr) und endokrine
Ursachen (Akpunonu et al. 1996).

11



1.3.2 Koronare Dreigeféal3erkrankung

Die koronare Dreigefél3erkrankung bezeichnet hochgradige Stenosen in den drei Hauptgeféalen
der Koronararterien und ist eine Form der koronaren Herzerkrankung. In Abhé&ngigkeit von der
Anzahl der verschlossenen GefaRe spricht man von einer 1-,2-,3- GefaRerkrankung. Urséchlich
sind atherosklerotische Veranderungen der drei groRen Koronararterien RCA (Arteria coronaria
dextra), RIVA (Ramus interventricularis anterior), RCX (Ramus circumflexus). Anhand des

verringerten Durchmessers und des Querschnitts unterscheidet man die Schweregrade einer

Stenose:
Grad Stenose Beschreibung
Langsdurchmesser Querschnitt
0 <25% <44 % diffuse Koronarsklerose,
KonturunregelméBigkeiten

| 25-50% 45 -70 % geringradige Stenose

I 50-75% 75-94 % mittelgradige Stenose

i 75-90 % und 94-99 % und Hochgradige bzw. kritische Stenose

>90 % > 99
v 100 % Kompletter GefaRverschluss

Tabelle 3 AHA-Einteilung von Koronarstenosen (Austen et al. 1975)

Die Durchblutung des Myokards bleibt oft in Ruhe auch bei hochgradigen Stenosen
ausreichend. Erst bei einer Verringerung des Querdurchmessers von > 90% nimmt in Ruhe die
Durchblutung auf einen kritischen Wert ab, bei Belastung ab einem Wert von > 70 % (Fioretti
et al. 1992). Zum Ausgleich des sich bildenden GefaRverschluss, kommt es haufig zur
Entwicklung von Kollateralen, die das betroffene Myokardareal tberbriickend versorgen
kénnen (Rentrop et al. 1989). Eine h&modynamische Bedeutung entwickelt eine Stenose ab
einer Verringerung des Langsdurchmessers von mehr als > 50% oder einer Fldchenstenose von

> 70%, dabei spricht man von einer relevanten Koronarstenose.

1.3.3 Hyperlipidamie

Die Hyperlipiddmie oder auch Hyperlipoproteindmie (HLP) bezeichnet im Allgemeinen eine
erhohte Konzentration der Lipoproteine, des Cholesterins und der Triglyzeride, wobei es zu
einer Verschiebung des relativen Anteils der LDL- bzw. VLDL- Fraktion im Blut kommt. Es
wird zwischen einer priméren und sekunddren HLP unterschieden. Primére HLP sind meist
genetisch bedingt und stellen eine eigene Erkrankung dar. Die sekundédre HLP stellt eine

Folgeerscheinung von Grunderkrankungen dar. Sie kann unter anderem bedingt sein durch:
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e Adipositas

e exzessiven Alkoholkonsum

e nephrotischen Syndrom

e chronischen Nierenversagen

e Hypothyreose

e Fehlerndhrung

e Einnahme verschiedener Medikamente (3-Blocker, Diuretika, Glukokortikoide, orale
Kontrazeptive) (Stone 1994).

Die priméren Hyperlipiddmien werden mithilfe der Fredrickson-Klassifikation unterschieden.
Die Einteilung erfolgt anhand der Werte fiir Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-
Cholesterin und Triglyceride und orientiert sich an der Farbung des Niichternserums sowie am
Ergebnis der Gelelektrophorese (Lipidelektrophorese). Die Einteilung nach Fredrickson
unterscheidet 5 Typen der primaren Hyperlipiddmie (Fredrickson und Lees 1965):

e Hyperlipoproteindmie Typ 1: Hyperchylomikronédmie
e Hyperlipoproteindmie Typ 2: Hypercholesterinamie
- Typ 2a: isolierte Erh6hung von LDL
- Typ 2b: gemischte Hyperlipidamie
e Hyperlipoproteindmie Typ 3: Remnant-Hyperlipidamie, Broad-beta-Disease
e Hyperlipoproteindmie Typ 4: Hypertriglyceridamie
e Hyperlipoproteindmie Typ 5: Kombinierte Hyperlipidamie,
(endogen-exogene-Hypertriglyceridamie)

1.3.4 Diabetes mellitus Typ Il

Der Begriff Diabetes mellitus beschreibt Erkrankungen verschiedener Atiologie, die im
Zusammenhang mit gestorten Kohlenhydrat-, Fett- und Proteinstoffwechsel stehen.
Gekennzeichnet sind diese Stoffwechselerkrankungen durch eine chronische Hyperglykamie,
die auf einen absoluten oder relativen Mangel an Insulin beruht. Diese Stérung kann sowohl in
der Insulinsekretion, der Insulinwirkung oder in beiden gemeinsam liegen. Klassische
Symptome des Diabetes mellitus, welche meist zur Diagnose fiihren sind Polyurie, Polydipsie,
Sehstérungen oder Gewichtsverlust trotz Hunger. Allerdings kann es auch zu
lebensbedrohlichen Symptomen in Form der Ketoazidose oder der hyperosmolaren
Hyperglykamie kommen, welche zu Koma oder sogar bei fehlender rechtzeitiger Behandlung

bis zum Tod fiihren kénnen. Folgeschaden der Erkrankung manifestieren sich meist nach
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langerer Krankheitsdauer in Form von Mikro- und Makroangiopathien, welche u.a. zu
Nephropathien, Retinopathie oder Neuropathien fiihren kdnnen (Alberti und Zimmet 1998).
Hauptvertreter dieser Stoffwechselerkrankungen sind der primér insulinabhangige Diabetes
mellitus Typ | und der Diabetes mellitus Typ Il. Unter der Bezeichnung Diabetes mellitus Typ
3 werden verschiedene Formen des Diabetes mellitus zusammengefasst, die nicht dem Typ 1
oder Typ 2 zuzurechnen sind. Die Einteilung erfolgt anhand der Ursache. Der Typ 4 Diabetes,
der sogenannte Gestationsdiabetes, beschreibt eine erstmals wahrend der Schwangerschaft
aufgetretene Glukosetoleranzstérung, welche sich in der Regel nach der Geburt des Kindes

normalisiert.
Tabelle 4 zeigt einen Uberblick der verschiedenen Diabetes Formen:

Diabetes Typ |

Zerstorung der B-Zellen, die meist zum absoluten Insulinmangel flihrt
- autoimmunologisch
- idiopathisch

Diabetes Typ Il

bewegt sich zwischen vorwiegender Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel und
vorherrschender sekretorischer Dysfunktion mit oder ohne Insulinresistenz, relevante genetische
Komponente

Diabetes Typ Il

A. Genetische Defekte der B-Zell-Funktion,
B. Genetische Defekte der Insulinwirkung

C. Erkrankungen der exokrinen Pankreas

D. Endokrinopathien

E. Medikamenten- oder chemikalieninduziert
Diabetes Typ IV

Gestationsdiabetes
Tabelle 4 Klassifikation des Diabetes mellitus (modifiziert nach American Diabetes Association
1997; Alberti und Zimmet 1998; Bruckel und Kerner 2006)

1.3.5 Aortenklappenstenose

Die haufigste Ursache flr eine Aortenklappenstenose (AS) ist in den industrialisierten Nationen
mit einem Anteil von 2-7% bei dem Uber 65-J&hrigen die sogenannte degenerative
kalzifizierende Aortenklappenstenose (Lindroos et al. 1993; Vahanian et al. 2012). Die
Aortensklerose, welche die Vorstufe der Stenose darstellt, ist schon bei 25-30% der (iber 65-
Jahrigen nachweisbar (Otto et al. 1999; Faggiano et al. 2003). Die Entwicklung einer
kalzifizierenden Aortenklappenstenose wurde langere Zeit als ein degenerativer Prozess
angesehen, vielmehr ist es aber ein Prozess &hnlich der Atherosklerose. Dazu gehoren u.a. die

Risikofaktoren wie Hypertonie, Rauchen und Hyperlipiddmie (Skowasch et al. 2006) sowie
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Entzindungsprozesse, Lipidinfiltration und dystrophe Kalzifizierung (Mohler et al. 2001;
O'Brien et al. 1996). Weitere Ursachen, welche jedoch wesentlich seltener Auftreten, stellen
zum einen an zweiter Stelle die kongenitalen Vitien (z.B. biskupide AS) und die
postrheumatischen Vitien dar (Daniel et al. 2006). Die normale Klappendffnungsflache betragt
2-4 cm?. Die Degeneration ist ein progredienter Prozess mit einem Verlust von ca. 0,1cm? pro
Jahr (Otto et al. 1989). Die Einteilung der Schweregrade erfolgt anhand von
dopplerechokardiographischen Messungen. Dabei erhalt man den mittleren Druckgradienten
und die mittels Kontinuitatsgleichung berechnete Offnungsflache der Aortenklappe (Daniel et
al. 2006).

Stenosegrad | mittlerer Klappendffnungsflache Vmax der

Druckgradient Jetgeschwindigkeit
leicht < 25 mmHg > 1,5 cm? <3,0m/s
mittelschwer | 25 - 50 mmHg 1,0 -1,5cm? 3,0-4,0m/s
schwer > 50 mmHg < 1,0 cm? (< 0,6 cm?/m?) >4,0m/s

Tabelle 5 Schweregradeinteilung der Aortenklappenstenose (Baumgartner et al. 2009)
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2 Frage- und Zielstellung

Im Zusammenhang mit der therapeutischen Anwendung von mesenchymalen Stammzellen ist
es von Interesse den Einfluss von Erkrankungen und Medikation des Spenders auf die
Eigenschaften der Stammzellen zu erfassen. Die Fragestellung der Arbeit bestand konkret
darin, ob Proliferation und spontane osteogene Differenzierung der isolierten mesenchymalen
Stammzellen aus dem Knochenmark von Erkrankungen und Medikation abhéngen. Dazu sind
zundchst die Eigenschaften des Spenderpools erfasst und Hé&ufigkeiten hinsichtlich der
Medikation bzw. Mehrfachmedikation und der VVorerkrankungen bestimmt worden. Zusatzlich
ist die Altersverteilung und die OP-Indikation in diesem Zusammenhang ermittelt worden. Fur
die Zielstellung der Arbeit, die in der Erfassung eines méglichen Zusammenhangs zwischen
Erkrankungen oder Medikation und biologischen Eigenschaften der mesenchymalen
Stammzellen bestand, wurden statistische Auswertungen angewendet, die auf dem Chi-Quadrat

Tests bzw. des exakten Tests nach Fisher, sowie der bindren Regressionsanalyse beruhten.
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3 Material und Methoden

Die in der Arbeit durchgefuhrten statistischen Analysen wurden auf Ergebnisse angewendet,
die im Rahmen experimenteller Untersuchungen gewonnen wurden, die routinemafig im
Arbeitsbereich  Zellbiologie in den vergangenen Jahren im Rahmen verschiedener

Drittmittelprojekte durchgefuhrt wurde. Im Folgenden werden diese Verfahren néaher erléutert.

3.1 Zellgewinnung
Bei den hier auf Einflussfaktoren untersuchten Zellen handelt es sich um mesenchymale
Stammzellen. Fir die Praparation der MSC im Arbeitsbereich Zellbiologie fir experimentelle
Zwecke wurden Knochenmarksspenden von Patienten aus der Klinik fur Herzchirurgie
(Universitatsmedizin Rostock) zur Verfuigung gestellt. Das Knochenmark wurde mithilfe einer
Hohlnadel mit Mandrin wéhrend einer medianen Sternotomie entnommen. Um Koagulation zu
verhindern, wurde das Knochenmark mit PBS/EDTA verdinnt (1:2). AnschlieBend wurde das
Knochenmark in Pancoll Réhrchen Gberfiihrt. Diese enthielten Ficoll mit einer Dichte von
1,007 g/ ml. Es folgte eine Zentrifugation bei Raumtemperatur, fir 15 min mit 800g (ohne
Bremse). Danach wurde die milchig weille Lymphozytenfraktion entnommen und mit PBS
gewaschen. Die sedimentierten Zellen wurden in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
mit 10 % FCS und 1 % AB/AM aufgenommen. Die Inkubation der Zellen erfolgte unter
standardisierten, konstanten Bedingungen bei 37° C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Alle
Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank durchgefuhrt. Nach 1 bis 3 Tagen

erfolgte ein Mediumwechsel durch die nicht adhérente Zellen entfernt wurden.

3.2 Zellpassage
Die Zellen wurden bei 80 % Konfluenz passagiert. Das Kulturmedium wird hierfiir abgezogen
und der Zellrasen mit PBS gespult. Anschliefend werden die Zellen mit Trypsin fiir 5 min im
Brutschrank inkubiert. Um Trypsin zu inaktivieren, werden die Zellen in serumhaltigem
Medium aufgenommen und anschlielend zentrifugiert. Zwecks Zellzahlbestimmung wurden

die Zellen in einem definierten Volumen resuspendiert.

3.3 Zellzahlbestimmung
Die Zellzahl wurde mit dem Zellzdhlgerat Casy der Firma Schaerfe Systems bestimmt. Die
CASY®-Technology basiert auf der elektrischen Erfassung der Zellen beim Durchtritt durch
eine Messpore. Zellen mit intakter Zellmembran schlielen den elektrischen Strom aus und
generieren ein Signal, das vom Volumen der Zelle abhangt (Electrical Current Exclusion,
ECE®). Tote Zellen mit einer geschéadigten Zellmembran kdnnen den Strom nicht mehr

17



ausschlieBen und werden mit dem Volumen ihres Zellkerns erfasst. Die eigens fur die CASY®-
Technology entwickelte ,,Pulsflichenanalyse® ist eine digitale Signalauswertung mit einer
Million Messpunkten pro Sekunde. Die erzielte hohe Aufldsung stellt sicher, dass vitale Zellen
von toten Zellen getrennt erfasst werden und dass das CASY® einen sehr grolRen Messbereich
abdeckt. Zur Messung werden von der Zellsuspension 100 pl abgenommen und in ein

Messgefal? mit 10 ml Casytone -Lsung geben und gezéhit.

3.4 Charakterisierung von Proliferation der Zellen in vitro

Die Einteilung der Proliferation erfolgte in zwei Kategorien:

- Ja: Diese Patientenzellen zeigten eine Proliferation. Zwischen dem 3-7 Tag nach

Aussaat waren mittels Lichtmikroskopie CFU*s (Colony forming units) sichtbar

Abbildung 1 lichtmikroskopische Darstellung der CFU'’s
(bereitgestellt aus dem Arbeitsbereich Zellbiologie der
Universitat Rostock)

- Nein: Diese Patientenzellen zeigten eine geringe (0-2 Zellen) oder gar keine

Proliferation. Es kam innerhalb von 7 Tagen zu keiner Bildung von CFU"s.

3.5 Test auf Aktivitat der alkalischen Phosphatase mittels Fast red Farbung
Das Prinzip des Testes beruht darauf, dass der alkalischen Phosphatase (ALP) organische
Phosphatverbindungen als Substrat angeboten werden. Die aktive ALP spaltet Phosphat ab und
die freigesetzte Verbindung, hier Naphthol AS, reagiert mit Fast red zu einem unldslichen
Azofarbstoff. Der Test auf ALP Aktivitat mittels Fast red Farbung erfolgte zum Zeitpunkt der
1. Passage der Zellen bei 80 % Konfluenz. Die Farbeldsung besteht aus 60 mM 2-Amino-2-
methyl-1,3-propanediol 0,1 % Fast red violet LB Salt und 0,1 % Naphthol AS-Mix phosphat.

Osteoblasten weisen in der Phase der Matrixbildung ALP auf. Flr den Nachweis wurden 2,5 x
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10* Zellen in Petrischalen (d = 3,5 cm) mit 2,5 ml Kulturmedium ausgesat und 24 h im
Brutschrank bei 37° C und 5 % CO2 kultiviert. Als Positivkontrolle wurden Saos-2 (sarcoma
steogenic) Zellen mitgefihrt, die ein deutliches ALP Signal zeigen. Nach 24 h wurde das
Kulturmedium entfernt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und mit PFA (4 %) fur 10 Minuten
uberschichtet, um die Zellen zu fixieren. Es wird erneut mit PBS gewaschen und die Zellen
werden fur 10 min mit der Fast red Losung uberschichtet. Die gefarbten Zellen werden
lichtmikroskopisch beurteilt. Das Fehlen der ALP Aktivitat wird von uns als ein Merkmal der
undifferenzierten mesenchymalen Stammzelle betrachtet. Vorhandene ALP ist ein Merkmal
von Zellen, die eine osteogene Differenzierung durchlaufen. Lag nur eine geringe Anzahl an
positiven Zellen vor, wurden die isolierten Zellen der ALP+ (maRige Aktivitat) Gruppe
zugeordnet. Wies die Zellpréparation einen hohen Anteil an positiven Zellen auf, wurde diese
der ALP++ (starke Aktivitat) Gruppe zugeteilt. Bei keiner Aktivitat erfolgte die Zuordnung der
Zellen zu ALP- (keine Aktivitdt). In den nachfolgenden Graphiken sind die

lichtmikroskopischen Darstellungen aufgefiihrt:
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Abbildung 2 lichtmikroskopische Darstellung der ALP-Aktivitaten (bereitgestellt aus dem
Arbeitsbereich Zellbiologie der Universitat Rostock)
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3.6 Erhebung der Patientendaten
Die vorliegende Arbeit ist eine retrospektive Erhebung von Daten aus archivierten
Patientenakten der Universitdtsmedizin Rostock, Klinik fir Herzchirurgie. Es wurden
Informationen hinsichtlich des Geschlechts, des Alters, der Medikamenteneinnahme, der
Vorerkrankungen und der OP Indikation herangezogen. Die erhobenen Falldaten wurden im
Datenerhebungsprogramm Excel gesammelt und hinsichtlich ihrer Verteilung ausgewertet.
Zusétzlich erfolgte die Erganzung der Zelleigenschaften Proliferation in vitro und ALP-
Aktivitat anhand von Laboraufzeichnungen. Die Patienten wurden sowohl im Gesamtkollektiv
als auch geschlechtsspezifisch untersucht und die Haufigkeiten der einzelnen Daten bestimmt.
Die ausfuhrliche statistische Bearbeitung wurde mit dem Statistikprogramm SPSS (Version
IBM SPSS Statistics 22) durchgefihrt.

3.7 Probleme bei der Datenerhebung
Es war nicht immer moglich anhand von archivierten Patientenakten und Laboraufzeichnung
einen vollstdndigen Datensatz zu erheben, da die Patientenakten oder auch die
Laboraufzeichnungen unterschiedlich ausfuhrlich gefuhrt wurden. Es zeigte sich auch, dass
einzelne Patientenakten nicht im Archiv zu finden waren und diese somit nicht aufgefuhrt

werden konnten.

Eine grofe Vielfalt konnte bei den eingenommenen Medikamenten sowie Vorerkrankungen
beobachtet werden. Zur besseren Verarbeitung und Ubersichtlichkeit bei der statistischen
Auswertung beschrankten wir uns auf die vier am héaufigsten vertretenen Medikamente und

Vorerkrankungen.

3.8 Statistische Methoden

3.8.1 Datenerhebung mit Excel

Das Sammeln und Ordnen der erhobenen Daten erfolgte mithilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms Excel. Zusatzlich konnten Haufigkeiten und Grafiken erstellt
werden. Da die weitere statistische Auswertung mit Excel nicht mdglich war, lberfiihrten wir

die Patientendaten in das Statistikprogramm SPSS.

3.8.2 Datenverarbeitung mit SPSS

Die Analyse und statistische Aufbereitung der umfangreichen Datenmenge erfolgte mittels
SPSS in der Version IBM SPSS Statistics 22. Zunachst erfolgte die Erfassung von Haufigkeiten
mittels deskriptiver Verfahren und Ermittlung des Mittelwerts, Maximums, Minimums und des

Median. Die erhobenen Merkmale sind qualitativ und liegen in einem nominalen Messniveau
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vor. Mit den erfassten Daten wurden mithilfe von SPSS sowohl beschreibende als auch
schlielende statistische Analysen und Tests durchgefuihrt (Krentz 2005). Dabei handelt es sich

im genauen um

- den Chi-Quadrat-Test (x2) und

- den Exakten Test nach Fischer.

Die Héaufigkeitsverteilung zweier kategorialen Variablen wird dabei auf einen signifikanten
Zusammenhang Uberprift. Zusétzlich wurde zur genaueren Betrachtung und der Art der

Zusammenhange eine
- binér logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt.

3.8.2.1 Der Chi-Quadrat Test und der Exakte Test nach Fischer

Mit Hilfe des Chi-Quadrat Tests bzw. des Exakten Tests nach Fischer wird in Form von
Kontingenztafeln oder Vierfeldertafeln Uberprift, ob ein Zusammenhang zwischen zwei
Parametern besteht. In unserem Fall handelt es sich dabei um den Zusammenhang der Faktoren
Vorerkrankungen und Medikamenteneinnahme sowie auf der anderen Seite die
Zelleigenschaften und Zielvariablen Proliferation in vitro und Auspragung der spontanen ALP-
Aktivitat von Zellen. Das Vorhandensein von Vorerkrankungen oder die Einnahme von
Medikamenten teilt unsere Stichprobe an Patienten in die zwei Gruppen ja (Vorhandensein
einer Erkrankung bzw. Einnahme eines Medikaments) und nein (Nicht-Vorhandensein bzw.
Nicht-Einnahme). Dem gegentibergestellt wird die prozentuale Haufigkeit der Auspragungen
von Proliferation (ja oder nein) und der spontanen ALP-Aktivitét (keine, maRig, stark). Besteht
ein Zusammenhang dieser Parameter zueinander so erhalten wir einen p-Wert kleiner 0,05.
Dabei wird die Aussage getroffen, ob eine Beziehung/Abhéngigkeit zwischen den Parametern
besteht. Hinsichtlich der genaueren Beschreibung, welche Art von Zusammenhang (Starke und
Richtung der in Beziehung stehenden Parameter) besteht, wurde eine bindr logistische

Regressionsanalyse durchgefunhrt.

3.8.2.2 Binar logistische Regressionsanalyse

Damit es uns maoglich ist, die Art des Zusammenhangs zwischen unseren Einflussfaktoren und
den Zelleigenschaften Proliferation in vitro und Vorhandensein der spontanen ALP-Aktivitat
genauer zu beschreiben, ist eine bindre Regressionsanalyse durchgefiihrt worden. Bei einer
Regressionsanalyse erhélt man die Odds Ratio, das Konfidenzintervall sowie den p-Wert fur
die statistische Signifikanz.
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Die Odds Ratio oder auch das Chancenverhéltnis oder der Effektkoeffizient ist hier ein
MaR dafir, in wieweit das Vorhandensein von Einflussfaktoren verglichen mit den
Patientenzellen ohne Einflussfaktor die Chance erhoht, die Proliferation oder die
spontane Aktivitat der Alkalischen Phosphatase der mesenchymalen Stammzellen zu
verbessern oder zu verschlechtern. Die ermittelte Odds Ratio ist allerdings nur ein
Schétzwert bezogen auf unsere vorgegebene und untersuchte Stichprobe an Patienten.
In der wissenschaftlichen Forschung werden Stichproben fir klinische Studien
herangezogen.

Das Konfidenzintervall iberdeckt mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % den wahren
Wert fir die Odds Ratio. Mit der Berechnung der Konfidenzintervalle der Odds Ratio
wird beurteilt, ob die mit Hilfe von SPSS erhaltenen Ergebnisse signifikant sind.
Deshalb wird die Angabe des 95 %-igen Konfidenzintervalls fir das Stichproben-
Chancenverhéltnis herangezogen. Enthalt dieses nicht den Wert ,,1*, nennt man dieses
Ergebnis signifikant.

Der p-Wert: Das Signifikanzniveau wird auf 5 % festgelegt. Kleiner als 0,05
auftretende p-Werte werden als signifikant gewertet. Signifikante Ergebnisse sind

verallgemeinerbar und auf die Grundgesamtheit tibertragbar.
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4 Ergebnisse

4.1 Allgemeine Angaben zum Patientenkollektiv

Insgesamt wurden die Daten von 275 Patienten analysiert. Dabei handelt es sich bei 74
Patienten um Frauen und bei 201 Patienten um Manner. Die Dokumentation von Alter,
Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme und OP-Indikation erfolgt anhand von archivierten
Patientenakten. Die Zelleigenschaften Proliferation und spontane Aktivitat der Alkalische

Phosphatase wurden im Anschluss anhand von Laboraufzeichnungen hinzugeftigt.

4.1.1 Altersverteilung des gesamten Patientenkollektivs

Der Mittelwert bei Betrachtung des Alters im Gesamtkollektiv befindet sich bei 66 Jahren. Zum
OP-Zeitpunkt war der jingste Patient 37 Jahre und der Alteste 85 Jahre. Das haufigste Alter
war 67 Jahre. Die Standardabweichung betragt aufgerundet 10 Jahre.

Altersverteilung Gesamtkollektiv
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Abbildung 3 Darstellung der Altersverteilung im Gesamtkollektiv

Mittelwert 66,35
Median 68,0
Standardabweichung | 9,87
Varianz 97,491
Minimum 37
Maximum 85
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4.1.2 Altersverteilung der Frauen

Der Mittelwert bei der Altersverteilung der Frauen befindet sich aufgerundet bei 69 Jahren. Die
juingste Patientin war zum Zeitpunkt ihrer OP 38 Jahre alt, die dlteste Patientin 83. Der Median
liegt bei 72 Jahren. Die Standardabweichung zeigte einen Wert von aufgerundet 10 Jahren. Die
meisten Patienten hatten ein Alter zwischen 67 und 76 Jahren. Das haufigste Alter zur OP lag
bei 72 Jahren.

Altersverteilung Frauen
14%

12%
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b
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38 43 44 48 49 50 52 53 54 57 60 62 63 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83

X

Abbildung 4 Darstellung der Altersverteilung im Frauenkollektiv

Mittelwert 68,96
Median 72,0
Standardabweichung | 9,655
Varianz 93,218
Minimum 38
Maximum 83
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4.1.3 Altersverteilung der Manner

Bei den Mannern lag der Mittelwert des Alters bei 65 Jahren und der Median bei 67 Jahren.
Der jingste Patient im Mannerkollektiv war zum Zeitpunkt seiner OP 37 Jahre alt, der alteste
85. Auch hier zeigte sich eine Standardabweichung von aufgerundet 10 Jahren. Der Altersgipfel

lag zwischen 66 und 72 Jahren. Das haufigste Alter zum Zeitpunkt der OP lag bei 67 Jahren.

Altersverteilung Manner
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X

Abbildung 5 Darstellung der Altersverteilung im Mannerkollektiv

Mittelwert 65,39
Median 67,0
Standardabweichung | 9,802
Varianz 96,089
Minimum 37
Maximum 85

4.1.4 Vorerkrankungen
Im Folgenden werden die vier haufigsten VVorerkrankungen der Patienten néher ausgewertet.

Die Vorerkrankungsverteilung zeigt vor allem Komorbiditaten fur Herzkreislauferkrankungen.
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4.1.4.1 Vorerkrankungen des gesamten Patientenkollektivs

Im Gesamtkollektiv der erfassten Patienten ist die hdufigste Vorerkrankung die arterielle
Hypertonie (n = 218; 79 %). Darauf folgen die koronare Dreigefal3erkrankung (n = 157; 57 %),
die Hyperlipidamie (n = 134; 49 %) und der Diabetes mellitus (n = 88; 32 %). Weitere oder
andere Vorerkrankungen sind zusatzlich noch bei 93 % der Patienten bekannt (n = 256).

Vorerkrankungen Gesamtkollektiv
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Abbildung 6 Haufigkeitsverteilung der Vorerkrankungen im Gesamtkollektiv
Hyperlipidamie Diabetes mellitus
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Abbildung 7 Darstellung der Mehrfacherkrankungen im Gesamtkollektiv
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4.1.4.2 Vorerkrankungen des Frauenkollektiv

Die meisten Frauen leiden an einer arteriellen Hypertonie (n = 63; 85 %), gefolgt von einer
Hyperlipiddmie (n = 34; 46 %), der koronaren Dreigefallerkrankung (n = 30; 41 %) und der
Aortenklappenstenose (n = 27; 36 %). Bei 91 % waren eine bzw. mehrere zusatzliche

Vorerkrankungen bekannt.

Vorerkrankungen Frauen
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Abbildung 8 Haufigkeitsverteilung der Vorerkrankungen der Frauen

-

Abbildung 9 Darstellung der Mehrfacherkrankungen der Frauen
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4.1.4.3 Vorerkrankungen des Mannerkollektiv

Bei den Mannern leiden die meisten Patienten an einer arteriellen Hypertonie (n = 155; 77 %),
gefolgt von der koronaren Dreigefalierkrankung (n = 155; 63 %), Hyperlipiddmie (n = 100; 50
%) und dem Diabetes mellitus (n = 64; 32 %) Weitere oder mehrere VVorerkrankungen sind bei
189 (94 %) Patienten aus dem Kollektiv der Manner bekannt.

Vorerkrankungen Manner
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Arterielle Hypertonie Koronare Hyperlipidamie Diabetes mellitus
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77%

Vorerkrankungen

Abbildung 10 Haufigkeitsdarstellung der Vorerkrankungen im Mannerkollektiv

Abbildung 11 Darstellung der Mehrfacherkrankungen der Manner
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4.1.5 Medikamenteneinnahme

4.1.5.1 Medikamenteneinnahme des gesamten Patientenkollektivs

Im gesamten Patientenkollektiv war die Einnahme von Simvastatin mit 68 % (n = 187) am
haufigsten. Darauf folgend sind die Medikamente ASS (n = 150; 55 %), Ramipril (n = 120; 44
%) und Bisoprolol (n =118; 43 %).

Medikamenteneinnahme Gesamtkollektiv
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Medikamente

68%

Simvastatin

Abbildung 12 Haufigkeitsverteilung der Medikamenteneinnahme im Gesamtkollektiv

Bisoprolol Ramipril
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Abbildung 13 Darstellung der Mehrfachmedikation im Gesamtkollektiv
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4.15.2 Medikamenteneinnahme des Frauenkollektiv
Die vier Haufigsten eingenommenen Medikamente bei den Frauen sind Simvastatin (n = 46;
62 %), Bisoprolol (n = 39; 53 %), Ramipril (n = 34; 46 %) und ASS (n = 29; 39 %). Weitere

oder andere Medikamente wurden noch von 70 Patienten (95 %) eingenommen.

Medikamenteneinnahme Frauen
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60% 53%
50% 46%
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Simvastatin Bisoprolol Ramipril Medikamente

Abbildung 14 Haufigkeitsverteilung der Medikamenteneinnahme im Frauenkollektiv

-

Abbildung 15 Darstellung der Mehrfachmedikation im Frauenkollektiv
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4.1.5.3 Medikamenteneinnahme des Méannerkollektiv
Auch bei den Mannern war das Medikament Simvastatin (n = 141; 70 %) am h&ufigsten
vertreten, gefolgt von ASS (n = 121; 60 %), Ramipril (n = 86; 43 %) und Bisoprolol (n = 79;

39 %). Weitere Medikamente nahmen noch insgesamt 192 Patienten (96 %) ein.

Medikamenteneinnahme Manner
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Abbildung 16 Haufigkeitsverteilung der Medikamenteneinnahme im Mannerkollektiv

-

Abbildung 17 Darstellung der Mehrfachmedikation im Mannerkollektiv
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4.1.6 OP-Indikation
Die OP-Indikationen wurden anhand der Entlassepikrisen bestimmt und sind im folgenden

Abschnitt grafisch dargestellt.

4.1.6.1 OP-Indikation im Gesamtkollektiv

Im Gesamtkollektiv zeigte sich die koronare Dreigefaierkrankung (n = 123; 45 %) als h&ufigste
OP-Indikation. Danach folgten die Aortenklappenstenose (n = 67; 24 %), die koronare
Herzkrankheit (n = 53; 19 %) und gleichauf die Mitralklappeninsuffizienz (n = 37; 13 %) und
die Aortenklappeninsuffizienz (n = 37; 13 %).

OP-Indikation Gesamtkollektiv
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Abbildung 18 OP-Indikationen im Gesamtkollektiv
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4.1.6.2 OP-Indikation des Frauenkollektivs
Die haufigsten OP-Indikationen waren die Aortenklappenstenose (n = 25; 34 %), die koronare
DreigefaBerkrankung (n = 23; 31 %), die Mitralklappeninsuffizienz (n = 11; 15 %) und die

koronare Herzkrankheit (n = 9; 12 %). Alle weiteren OP-Indikationen sind in der Grafik

aufgefunhrt.
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Abbildung 19 OP-Indikationen im Frauenkollektiv

33



4.1.6.3 OP-Indikation des Mannerkollektivs

In der folgenden Grafik werden die OP-Indikationen der Manner aufgefiihrt. Hauptindikation
war eine koronare Dreigefalierkrankung (n = 100; 50 %), gefolgt von Aortenklappenstenose (n
= 44; 22 %), Koronarer Herzkrankheit (n = 42; 21 %)und der Aortenklappeninsuffizienz. (n =
29; 14 %).
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Abbildung 20 OP-Indikation im Mannerkollektiv
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4.2 Zusammenhang zwischen der Proliferation der Zellen in vitro und den
Krankheiten sowie Medikation

Zunéchst ist mithilfe des Chi-Quadrat Tests tUberprift worden, ob ein Zusammenhang zwischen
Medikamenten bzw. Vorerkrankungen und der Proliferation der mesenchymale Stammzellen
in vitro besteht. Dies erfolgte sowohl im gesamten Patientenkollektiv als auch in Aufteilung
nach Geschlechtern. Die Ergebnisse sind in Tabellen dargestellt. Die Angabe der statistischen
Signifikanz erfolgt mithilfe des p-Werts. Eine statistische Signifikanz besteht definitionsgeman
bei einem p-Wert von p < 0,05.

4.2.1 Proliferation der Zellen im Gesamtkollektiv

Insgesamt wurden die Daten von 275 Patienten ausgewertet. Der Gberwiegende Teil der Zellen
zeigt in vitro mit 61,8 % eine gute Proliferation. Bei 38,2 % konnte hingegen keine ausreichende
Proliferation beobachtet werden.

Einflussfaktoren Proliferation (n = 275)

Nein n =105 (38,2 %) | Jan=170 (61,8 %) | p-Wert
Acrterielle Hypertonie | 81 (37,2 %) 137 (62,8 %) 0,541*
Hyperlipidamie 49 (36,6 %) 85 (63,4 %) 0,621*
Koronare 57 (36,3 %) 100 (63,7 %) 0,531*
Dreigefallerkrankung
Diabetes mellitus 30 (34,9 %) 56 (65,1 %) 0,505*
Aortenklappenstenose | 23 (30,7 %) 52 (69,3 %) 0,127*
Simvastatin 69 (36,9 %) 118 (63,1 %) 0,595*
Bisoprolol 49 (41,5 %) 69 (58,5 %) 0,380*
Ramipril 39 (35,1 %) 72 (64,9 %) 0,448*
ASS 62 (41,3 %) 88 (58,7 %) 0,263*

Tabelle 6 Ergebnisse anhand des Exakten Tests nach Fischer*hinsichtlich der Proliferation der
Zellen und der Einflussfaktoren im Gesamtkollektiv

Die Ergebnisse anhand des exakten Tests nach Fischer zeigen in dieser Tabelle keinen
Zusammenhang. Lediglich eine Tendenz ist dabei zwischen der Aortenklappenstenose und der
Proliferation mit einem p-Wert von 0,127 zu erkennen. Um die Art des Zusammenhangs naher
zu betrachten, wurde eine binér logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt. Die Ergebnisse

sind in der nachfolgenden Tabelle fiir das Gesamtkollektiv dokumentiert.
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Einflussfaktoren Regressionsanalyse Proliferation n = 275

Odds Ratio 95 % Konfidenzintervall p-Wert
Untere Grenze Obere Grenze

Art. Hypertonie 1,23 0,68 2,23 0,494
javs. nein*

Hyperlipidamie 1,14 0,70 1,86 0,591
javs. nein*

Koronare Dreigefaierkrankung 1,20 0,74 1,97 0,460
javs. nein

Diabetes mellitus 1,21 0,71 2,06 0,479
javs. nein*

Aortenklappenstenose 1,57 0,89 2,77 0,118
javs. nein*

Simvastatin 1,18 0,71 1,99 0,523
javs. nein*

Bisoprolol 1,28 0,78 2,09 0,323
nein vs. ja*

Ramipril 1,24 0,75 2,05 0,393
javs. nein*

ASS 1,34 0,82 2,20 0,239
nein vs. ja

Tabelle 7 Binare Regressionsanalyse hinsichtlich Proliferation der Zellen und Einflussfaktoren
im Gesamtkollektiv; *Referenzkategorie

Untersucht man das Gesamtkollektiv, zeigt sich eine Tendenz hin zur statistischen Signifikanz
bei dem Faktor Aortenklappenstenose (p = 0,118). Die Odds Ratio von 1,57 bedeutet, dass bei
Vorliegen der Krankheit die Proliferation um 57 % erhoht war, im Vergleich zu den Nicht-
Erkrankten. Eine statistische Signifikanz und somit ein Zusammenhang sind allerdings nicht

erkennbar.
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4.2.2 Proliferation der Zellen im Frauenkollektiv
Insgesamt wurden die Daten von 74 Frauen ausgewertet. Dabei zeigen 36,5 % der
mesenchymalen Stammzellen in vitro keine Proliferation, gute Proliferation ist hingegen bei

63,5 % der entnommenen Zellen zu beobachten.

Einflussfaktoren Proliferation (n = 74)

Nein n =27 (36,5 %) | Jan =47 (63,5 %) p-Wert
Avrterielle Hypertonie | 24 (38,1 %) 39 (61,9 %) 0,736*
Hyperlipidamie 11 (32,4 %) 23 (67,6 %) 0,629*
Koronare 10 (33,3 %) 20 (66,7 %) 0,806*
DreigefaRerkrankung
Aortenklappenstenose | 7 (25,9 %) 20 (74,1 %) 0,211*
Simvastatin 15 (32,6 %) 31 (67,4 %) 0,458*
Bisoprolol 15 (38,5 %) 24 (61,5 %) 0,801*
Ramipril 9 (26,5 %) 25 (73,5 %) 0,146*
ASS 15 (51,7 %) 14 (48,3 %) 0,047*

Tabelle 8 Ergebnisse anhand des Exakten Tests nach Fischer* hinsichtlich der Proliferation
der Zellen und der Einflussfaktoren im Frauenkollektiv

Auch hier sind die Ergebnisse, die mithilfe des Exakten Tests nach Fischer ermittelt wurden,
dargestellt. Dadurch wird geprift, ob ein Zusammenhang zwischen der Proliferation der MSC,
der Vorerkrankung und der eingenommenen Medikamente bei den weiblichen Patienten
vorliegt. Dabei zeigte sich eine statistisch signifikante Abnahme der Proliferation durch das
Medikament ASS. Der p-Wert liegt bei einem Wert von p= 0,047. Somit kann an dieser Stelle
festgestellt werden, dass ein Zusammenhang zwischen ASS und der Proliferation der MSC
besteht. Betrachtet man die Patienten, die ASS eingenommen haben, im Zusammenhang in der
dazu festgestellten Proliferation, so zeigt sich bei 51,7 % keine Proliferation und bei 48,3 %
eine gute Proliferation. Bei den Patienten, die kein ASS eingenommen haben, zeigt sich
hingegen ein wesentlich hoherer Anteil an Patienten mit einer guten Proliferation (73,3 %).
Diese Verteilung wird durch den exakten Test nach Fischer als signifikant eingestuft. Bei
Nichteinnahme von ASS zeigte sich somit ein wesentlich groRerer Anteil von MSC mit einer
guten Proliferation. Bei dem Medikament Ramipril ist lediglich eine Tendenz zum

Zusammenhang der beiden Parameter mit einem p-Wert von 0,146 festzustellen.
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Nachfolgend sind die Ergebnisse der binér logistischen Regressionsanalyse wieder hinsichtlich
der Proliferation und ihrer Einflussfaktoren im Frauenkollektiv zur genaueren Betrachtung der
Art des Zusammenhangs in einer Tabelle dargestellt.

Einflussfaktoren Regressionsanalyse Proliferation n = 74
Odds Ratio 95 % Konfidenzintervall p-Wert
Untere Grenze  Obere Grenze

Art. Hypertonie 1,64 0,40 6,80 0,494
nein vs. ja*

Hyperlipidamie 1,39 0,54 3,63 0,496
javs. nein*

Koronare DreigefaRerkrankung 1,26 0,48 3,33 0,642
javs. nein*

Aortenklappenstenose 2,12 0,75 5,97 0,156
javs. nein*

Simvastatin 1,55 0,59 4,09 0,376
javs. nein*

Bisoprolol 1,20 0,46 3,10 0,710
nein vs. ja*

Ramipril 2,27 0,85 6,08 0,102
javs. nein*

ASS 2,95 1,10 7,88 0,031
nein vs. ja*

Tabelle 9 Binare Regressionsanalyse hinsichtlich Proliferation der Zellen und Einflussfaktoren
im Frauenkollektiv; *Referenzkategorie

Auch hier ist eine statistische Signifikanz und somit ein Zusammenhang bei dem Medikament
ASS und der Proliferation berechnet wurden. Der p — Wert betragt p = 0,031. Durch die binar
logistische Regressionsanalyse ist es nun moglich, eine genauere Beschreibung des
Zusammenhangs zu erfassen. Bei Nichteinnahme des Medikaments ASS war die Chance fir
ein gutes Wachstum der mesenchymalen Stammzellen um das 2,95-fache erhoht. Dieser Wert
ist allerdings nur ein Schétzwert fur die hier vorliegende Stichprobe von 74 Patientinnen. Das
dazugehdrige Konfidenzintervall Gberdeckt mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % zusétzlich
die Odds Ratio, die auf die Grundgesamtheit angewendet werden kann und somit
verallgemeinerbar ist. Die wahre Odds Ratio befindet sich zwischen 1,10 und 7,88. Auch fur
das Medikament Ramipril ergibt sich mit einem p — Wert von 0,102 wieder ein Trend zur
statistische Signifikanz. Der Effektkoeffizient betragt 2,27. Es besteht im Zusammenhang der
beiden Parameter ein Trend dahingehend, dass bei Einnahme des Medikaments Ramipril die

Proliferation um das 2,27-fache erhdht war.
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4.2.3 Proliferation der Zellen im Mannerkollektiv
Auch bei den Mannern zeigt sich bei einem Gesamtkollektiv von 201 Patienten bei der Mehrheit
(61,2 %) der entnommenen Zellen ein gutes Wachstum. Bei 38,8 % ist keine Proliferation zu

beobachten.

Einflussfaktoren Proliferation (n = 201)

Neinn =78 (38,8 %) |Jan=123 (61,2 %) p-Wert
Avrterielle Hypertonie | 57 (36,8 %) 98 (63,2 %) 0,304*
Hyperlipidamie 38 (38,0 %) 62 (62,0 %) 0,885*
Koronare 47 (37,0 %) 80 (63,0 %) 0,549*
DreigefaRerkrankung
Diabetes mellitus 21 (32,8 %) 43 (67,2 %) 0,279*
Simvastatin 54 (38,3 %) 87 (61,7 %) 0,875*
Bisoprolol 34 (43,0 %) 45 (57,0 %) 0,374*
Ramipril 30 (39,0 %) 47 (61,0 %) 1,000*
ASS 47 (38,8 %) 74 (61,2 %) 1,000*

Tabelle 10 Ergebnisse anhand des Exakten Tests nach Fischer* hinsichtlich Proliferation der
Zellen und der Einflussfaktoren im Mannerkollektiv

Analog ist auch bei den Patienten des Mannerkollektivs die Proliferation der MSC in
Zusammenhang mit VVorerkrankungen und Medikamenten untersucht wurden. Die Ergebnisse
des Exakten Tests nach Fischer zeigen in diesem Fall keine statistische Signifikanz. Der p -
Wert von 1,0 zeigt, dass ASS im Mannerkollektiv im Gegensatz zu dem Frauenkollektiv in

keinem signifikanten Zusammenhang mit der Proliferation steht.
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Einflussfaktoren

Art. Hypertonie
javs. nein*
Hyperlipidamie
javs. nein*
Koronare DreigefaRerkrankung
javs. nein*
Diabetes mellitus
javs. nein*
Simvastatin
javs. nein*
Bisoprolol

nein vs. ja*
Ramipril

nein vs. ja*

ASS

nein vs. ja

Tabelle 11 Bindre Regressionsanalyse hinsichtlich Proliferation der
Einflussfaktoren im Mannerkollektiv; *Referenzkategorie

Regressionsanalyse Proliferation n = 201

Odds Ratio 95% Konfidenzintervall
Untere Grenze

1,44
1,07
1,23
1,43
1,07
1,34
1,01

1,00

0,74
0,61
0,68
0,77
0,58
0,75
0,56

0,56

Obere Grenze

2,81
1,89
2,20
2,67
1,99
2,39
1,81

1,79

p-Wert

0,279
0,816
0,493
0,258
0,821
0,322
0,972

0,989

Zellen und

Im Mannerkollektiv sind keine Werte mit statistischer Signifikanz erkennbar. Das Einnehmen

des Medikaments ASS hat im Gegensatz zu den Frauen keinen Einfluss auf das Wachstum der

mesenchymalen Stammzellen. Auch bei Ramipril und der Aortenklappenstenose sind keine

Zusammenhange feststellbar.
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4.3 Zusammenhang zwischen der spontanen Aktivitat der Alkalischen Phosphatase
der Zellen in vitro und der Krankheiten sowie Medikation

Neben der Proliferation der Zellen in vitro ist auch die spontane Aktivitat der alkalischen

Phosphatase hinsichtlich ihrer Einflussfaktoren statistisch auf Signifikanz untersucht wurden.

Die spontane ALP-Aktivitét ist in drei Stufen eingeteilt: keine, maRige und starke Aktivitat.

Auch hier erfolgt die Betrachtung des Gesamtkollektiv als auch in Aufteilung nach

Geschlechtern.

4.3.1 Spontane ALP- Aktivitat der Zellen im Gesamtkollektiv
Im Gesamtkollektiv war bei den meisten Zellen keine Aktivitat feststellbar (71,6 %). Eine

maéaRige Aktivitét zeigten 20 % der Zellen und eine starke Aktivitat nur 8,4 % der Zellen.

Einflussfaktoren Spontane ALP-Aktivitat n = 275
Keinen=197 | MaBign =55 | Starkn=23 | p-Wert
(71,6 %) (20,0 %) (8,36 %)
Acrterielle Hypertonie 161 (73,9 %) | 41 (18,8 %) 16 (7,34 %) |0,248*
Hyperlipidamie 94 (70,1 %) | 26 (19,4 %) 14 (10,4 %) | 0,476*
Koronare 117 (74,5 %) | 29 (18,5 %) 11 (7,01 %) |0,436*
Dreigefallerkrankung
Diabetes mellitus 57 (66,3 %) | 18 (20,9 %) 11 (12,8 %) |0,181*
Aortenklappenstenose 51 (68,0 %) | 16 (21,3 %) 8 (10,7 %) | 0,626*
Simvastatin 135 (72,2 %) | 38 (20,3 %) 14 (7,49 %) | 0,744*
Bisoprolol 88 (74,6 %) | 20 (16,9 %) 10 (8,47 %) | 0,545*
Ramipril 81 (73,0 %) | 20 (18,0 %) 10 (9,01 %) | 0,777*
ASS 116 (77,3 %) | 25 (16,7 %) 8 (6,00 %) |0,063*

Tabelle 12 Ergebnisse anhand des Chi-Quadrat Tests* hinsichtlich der spontanen ALP-
Aktivitat und Einflussfaktoren im Gesamtkollektiv

Bei den Ergebnissen ist auch hier wieder das Medikament ASS auffallig. Mit einem p-Wert von
0,063 ist ein Trend erkennbar, dass zwischen den beiden Parameter ALP-Aktivitdt und
Einnahme des Medikaments ASS ein Zusammenhang besteht. Bei Einnahme des Medikaments
zeigen 77,3 % keine Aktivitat, eine mélige 16,4 % und eine starke 6,0 %. Diese Verteilung
unterscheidet sich zu den Patienten, die kein ASS eingenommen haben. Der Anteil an Zellen
mit keiner Aktivitét liegt mit 64,8 % deutlich niedriger. Die beiden anderen Stufen hingegen
zeigen einen Zuwachs. Eine maBige Aktivitat konnte bei 24 % festgestellt werden und eine
starke Aktivitat bei 11,2 %. Dieser Zusammenhang kann mithilfe der folgenden binéren
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Regressionsanalyse genauer beschrieben werden. Zur Auswertung wurde hier die ALP-
Aktivitat in vorhanden und nicht vorhanden eingeteilt, somit sind die Patienten mit méRiger

und starker Aktivitat zusammengefasst wurden.

Einflussfaktoren Regressionsanalyse spontane ALP-Aktivitat
n=275
Odds Ratio 95 % Konfidenzintervall  p-Wert
Untere Grenze  Obere Grenze

Art. Hypertonie 1,65 0,89 3,05 0,113
nein vs. ja*

Hyperlipidamie 1,15 0,68 1,95 0,594
javs. nein*

Koronare Dreigefalierkrankung 1,39 0,82 2,35 0,222
nein vs. ja*

Diabetes mellitus 1,44 0,83 2,51 0,194
javs. nein*

Aortenklappenstenose 1,27 0,72 2,27 0,413
javs. nein*

Simvastatin 1,09 0,62 1,90 0,766
nein vs. ja*

Bisoprolol 1,29 0,76 2,21 0,349
nein vs. ja*

Ramipril 1,12 0,65 1,91 0,686
nein vs. ja*

ASS 1,85 1,09 3,15 0,022
nein vs. ja*

Tabelle 13 Binare Regressionsanalyse hinsichtlich der spontanen ALP-Aktivitat und der
Einflussfaktoren im Gesamtkollektiv; *Referenzkategorie

Auch hier zeigt sich im Gesamtkollektiv das Medikament ASS im Zusammenhang mit der
ALP-Aktivitat auffallig. Es ergibt sich ein p-Wert von 0,022 und ein Effektkoeffizient von 1,85.
Somit war bei Nichteinnahme des Medikaments die Chance eine ALP-Aktivitat zu messen um
85 % erhoht. Dieser Wert ist auch hier nur ein Schatzwert fiir unsere Stichprobe an Patienten.
Die Odds Ratio, die auf die Grundgesamtheit verallgemeinerbar ist, liegt im Konfidenzintervall
zwischen 1,09 und 3,15.
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4.3.2 Spontane ALP-Aktivitat der Zellen im Frauenkollektiv

Die meisten Zellen unter dem Frauenkollektiv (n = 74) zeigen keine ALP-Aktivitét (71,6 %),

méaRig war die Aktivitat bei 18,9 % und stark nur bei 9,5 % der Zellen.

Einflussfaktoren

Spontane ALP-Aktivitdtn =74

Keinen=53 | MaRign=14 | Starkn=7 p-Wert
(71,6 %) (18,9 %) (9,45 %)
Avrterielle Hypertonie 48 (76,2 %) 10 (15,9 %) 5 (7,94 %) 0,113*
Hyperlipiddmie 22 (64,7 %) 7 (20,6 %) 5 (14,7 %) 0,310*
Koronare 24 (80,0 %) 4 (13,3 %) 2 (6,67 %) 0,418*
DreigefaRerkrankung
Aortenklappenstenose | 19 (70,4 %) 6 (17,6 %) 2 (7,41 %) 0,801*
Simvastatin 33 (71,7 %) 9 (19,6 %) 4 (8,70 %) 0,950*
Bisoprolol 28 (71,8 %) 7 (17,9 %) 4 (10,3 %) 0,953*
Ramipril 24 (70,6 %) 6 (17,6 %) 4 (11,8 %) 0,812*
ASS 22 (75,9 %) 5 (17,2 %) 2 (6,9 %) 0,770*

Tabelle 14 Ergebnisse anhand des Chi-Quadrat Tests* hinsichtlich der spontanen ALP-

Aktivitat und der Einflussfaktoren im Frauenkollektiv

Die p-Werte zeigen alle eine Abweichung zur statistischen Signifikanz. Lediglich eine Tendenz

kann bei der arteriellen Hypertonie mit einem p-Wert von 0,113 erkannt werden.
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Einflussfaktoren Regressionsanalyse spontane ALP-Aktivitat

n=74
Odds Ratio 95% Konfidenzintervall p-Wert
Untere Grenze  Obere Grenze
Art. Hypertonie 3,84 1,03 14,39 0,046
nein vs. ja*
Hyperlipidamie 1,88 0,68 5,22 0,227
javs. nein*
Koronare DreigefaRerkrankung 2,07 0,70 6,16 0,191
nein vs. ja*
Aortenklappenstenose 1,10 0,39 3,13 0,856
javs. nein*
Simvastatin 1,02 0,36 2,88 0,977
nein vs. ja*
Bisoprolol 1,02 0,37 2,80 0,972
nein vs. ja*
Ramipril 1,10 0,40 3,03 0,856
javs. nein*
ASS 1,42 0,49 4,09 0,517
nein vs. ja*

Tabelle 15 Bindre Regressionsanalyse hinsichtlich der spontanen ALP-Aktivitat und der
Einflussfaktoren im Frauenkollektiv; *Referenzkategorie

Auch in der Regressionsanalyse ist der Faktor arterielle Hypertonie auffallig und zeigt hier
sogar mit einem p-Wert von 0,047 eine statistische Signifikanz und somit einen Zusammenhang
mit der ALP-Aktivitdt im Frauenkollektiv. Die Chance fir das Vorhandensein der ALP-
Aktivitat war bei normalen Blutdruckwerten um das 3,84fache erhdht. Dieser Zusammenhang
zeigte sich nur im Frauenkollektiv und ist verallgemeinerbar. Die wahre Odds Ratio liegt in
diesem Fall zwischen 1,03 und 14,39.
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4.3.3 Spontane ALP-Aktivitat der Zellen im Méannerkollektiv
Auch im Mannerkollektiv (n=201) zeigen die meisten Zellen keine spontane Aktivitat
hinsichtlich der ALP (71,6 %). Eine méaRige Aktivitat zeigen 20,4 % der Zellen, stark war die

Aktivitat nur bei 8 %.

Einflussfaktoren Spontane ALP-Aktivitat n = 201
Keine n =144 | MaRign = Starkn=16 | p-Wert
(71,6 %) 41 (20,4 %) | (7,96 %)
Arterielle Hypertonie 113 (72,9 %) | 31(20,0%) |11 (7,10 %) 0,658*
Hyperlipidamie 72 (72,0 %) | 19 (19,0 %) 9 (9,00 %) 0,793*
Koronare 93 (73,2%) | 25 (19,7 %) 9 (7,09 %) 0,764*
DreigefaRerkrankung
Diabetes mellitus 44 (68,8 %) | 14 (21,9 %) 6 (9,38 %) 0,815*
Simvastatin 102 (72,3 %) | 29 (20,6 %) | 10 (7,09 %) 0,784*
Bisoprolol 60 (75,9 %) | 13 (16,5 %) 6 (7,59 %) 0,509*
Ramipril 57 (74,0 %) | 14 (18,2 %) 6 (7,79 %) 0,932*
ASS 94 (77,7 %) | 20 (16,5 %) 7 (5,79 %) 0,061*

Tabelle 16 Ergebnisse anhand des Chi-Quadrat Tests hinsichtlich der spontanen ALP-Aktivitat
und der Einflussfaktoren im Mannerkollektiv

Auch bei den ménnlichen Patienten wurden mithilfe des Chi-Quadrat Testes die gesammelten
Einflussfaktoren mit der spontanen ALP-Aktivitdt in Zusammenhang gebracht. Eine
statistische Signifikanz ist auch hier nicht feststellbar. Eine Tendenz in Richtung des p-Wertes
von p < 0,05 ist allerdings auch hier bei dem Medikament ASS mit einem p-Wert von p=0,061

zu sehen. Alle anderen Vorerkrankungen und Medikamente zeigten deutlich groRere p-Werte.
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Einflussfaktoren Regressionsanalyse spontane ALP-Aktivitat

n=201
Odds Ratio 95% Konfidenzintervall — p-Wert
Untere Grenze  Obere Grenze
Art. Hypertonie 1,30 0,64 2,65 0,467
nein vs. ja*
Hyperlipidamie 1,04 0,56 1,91 0,911
nein vs. ja*
Koronare DreigefaBerkrankung 1,23 0,66 2,32 0,514
nein vs. ja*
Diabetes mellitus 1,22 0,64 2,33 0,555
javs. nein*
Simvastatin 1,12 0,58 2,18 0,736
nein vs. ja*
Bisoprolol 1,43 0,75 2,72 0,277
nein vs. ja*
Ramipril 1,21 0,64 2,30 0,555
nein vs. ja*
ASS 2,09 1,12 3,89 0,020
nein vs. ja*

Tabelle 17 Bindre Regressionsanalyse hinsichtlich der spontanen ALP-Aktivitat und der
Einflussfaktoren im Mannerkollektiv; *Referenzkategorie

Im Mannerkollektiv hat das Medikament ASS statistisch signifikanten Einfluss auf die ALP.
Der p-Wert betrégt 0,020. Das Chance auf das Vorhandensein der spontanen ALP-Aktivitat in
den Zellen war bei Nichteinnahme des Medikaments bei einem Effektkoeffizienten von 2,09
um 109 % erhoht. Die wahre Odds Ratio fir die Grundgesamtheit liegt auch hier im

Konfidenzintervall zwischen 1,12 und 3,89.
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5 Diskussion

Die Anwendung von mesenchymalen Stammzellen in der regenerativen Medizin gewinnt
aufgrund des Proliferations- und multiplen Differenzierungspotentials der Zellen immer mehr
an Bedeutung. Die fehlende Expression von HLA Klasse Il Antigenen und Fas-Rezeptor an der
Zelloberflache ermdglicht aufgrund fehlender immunologischer Eigenschaften eine allogene
Anwendung ohne AbstoRungsreaktion (Lyssiotis et al. 2011; Kim et al. 2015). Schon in der
Einleitung wurden einige daraus resultierende und sich entwickelnde therapeutische Anséatze
von mesenchymalen Stammzellen in der regenerativen Medizin genannt und erldutert. Dazu

gehort die Behandlung

- der Rheumatoider Arthritis (Chen und Tuan 2008)

- der Multiplen Sklerose (Bai et al. 2009)

- der Graft-versus-Host AbstoRungsreaktion (Le Blanc et al. 2004)

- und die Behandlung akuter Myokardinfarkte (Williams et al. 2013; Quevedo et al.
2009).

Dariiber hinaus gibt es weitere Ansétze, in denen die Anwendung von mesenchymalen
Stammzellen zu therapeutischen Zwecken erprobt wird. Ein Beispiel dafir ist die Behandlung
von Patienten mit Osteogenesis imperfecta. Bei dieser autosomal dominanten Erbkrankheit
kommt es zu einer fehlerhaften Synthese von Kollagen Typ I, was schon in der Kindheit zu
einer extremen Knochenbriichigkeit und -deformation sowie Wachstumsstorungen fiihrt. Erste
klinische Anwendungen von MSC zeigten eine Verbesserung dieser Krankheit (Horwitz et al.
2002; Horwitz et al. 1999). Auch bei der Behandlung von Diabetes mellitus zeigt die Therapie
mit MSC im Tiermodell von diabetischen Mausen einen ausschlagenden und
vielversprechenden Erfolg. Zum einen verbesserten sich die Blutzuckerwerte der Mé&use
deutlich und es konnten zum anderen in der Bauchspeicheldrise mehr intakte Betazellen
nachgewiesen werden, was zu einer vermehrten Insulinherstellung flihrte. Zusatzlich zeigten
sich auch Reparaturprozesse in den durch die diabetische Erkrankung geschéadigten Nieren der
Versuchstiere (Ezquer et al. 2008; Lee et al. 2006).

Einige dieser zuvor beschriebenen Behandlungsmethoden mit MSC finden schon heute
Anwendung im Klinischen Alltag, andere sind noch weitgehend unerforscht und in der
Entwicklung. Im Zusammenhang mit der klinischen Anwendung mesenchymaler Stammzellen
in der regenerativen Medizin erscheint es wichtig, Einflussfaktoren auf die Eigenschaften der
MSC zu erkennen und die therapeutischen Konsequenzen zu beachten. In dieser Arbeit erfolgt

dies statistisch anhand der eingenommenen Medikamente sowie vorliegenden Erkrankungen
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der Patienten. Dabei zeigten die Medikamente in einigen Féllen Einfluss auf die Proliferation

sowie der ALP-Aktivitat der MSC. Im Folgenden wird dies genauer diskutiert.

Statistisch signifikante Zusammenhénge zeigten sich in der Betrachtung von ASS und dessen
Einfluss auf die Proliferation, sowie der spontanen ALP-Aktivitat. Bei der Aufteilung nach
Geschlechtern erwies sich im Frauenkollektiv die Einnahme von ASS als hemmender Faktor
fiir die Proliferation. Bei Nichteinnahme von ASS war die Chance fir eine gute Proliferation in
vitro in den Zellen des Frauenkollektivs um das 2,95-fache erhoht. Allerdings konnte dies im

Ménnerkollektiv nicht bestatigt werden.

Diese Daten am Patienten korrelieren mit tierexperimentellen Studien, in denen eine Hemmung
der Proliferation von MSC durch ASS nachgewiesen wurde. In einem tierexperimentellen
Versuch von Wang et al. (2006) wurde Knochenmark aus den Tibia- und Femurknochen von
Ratten entnommen und in vitro mit ASS behandelt. Dabei konnte gezeigt werden, dass durch
ASS-Behandlung der Anteil des phosphorylierten 3-Catenin im Zytosol der MSC in vitro
signifikant anstieg und die Proliferation der Zellen durch vermehrten Abbau von B-Catenin
gehemmt wurde. Je héher die Konzentration und die Inkubationszeit, desto héher auch der
Anteil an phosphoryliertem (3-Catenin und die vermehrte Wachstumsinhibition. Da die
Proliferation in der Initialphase von MSC Transplantationen von entscheidender Bedeutung ist,
wurde in dieser Studie geschlussfolgert, dass vor allem in dieser Phase eine gleichzeitige
Behandlung mit ASS vermieden werden sollte. Allerdings kdnnte man in der Spatphase einen
positiven Effekt hinsichtlich der Prdavention von Neoplasien und Entartungen durch ASS
Behandlung erhoffen (Wang et al. 2006). In der Literatur gibt es weitere Hinweise, dass ASS
die Proliferation verschiedener Zellarten, einschlieRlich von MSC hemmt. Zellen der glatten
Muskulatur zeigten eine Einschrankung des Wachstums durch ASS, was bei Patienten mit
perkutaner transluminaler Angioplastie (PTCA) oder auch bei der postoperativen Behandlung
nach koronar arteriellen Bypass zur Verhinderung eines neuen Verschlusses eine Indikation
von ASS darstellen kdnnte (Bernhardt et al. 1993). ASS wird auch im Zusammenhang mit einer
verspéteten Heilung von peptischen Ulcera diskutiert. Eine Erklarung kdnnte eine hemmenden
Wirkung der Proliferation von Endothelzellen und die somit verminderte Angiogenese im
Bereich des peptischen Ulcus sein (Pearce et al. 2003). Ein hemmender Einfluss von ASS auf
die Zellproliferation hat vor allem bei Krebszellen eine préventive und therapeutische
Bedeutung. Dieser Einfluss zeigte sich z.B. beim Endometrium-Ca (Gao et al. 2004) und beim
kolorektalen Karzinom (Smalley und DuBois 1997; Stockbrugger 1999). Bei Zellen des

kolorektalen Karzinom wurde darlber hinaus gezeigt, dass ASS auch Apoptose induziert. Als
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Zielenzym von ASS wurde die NFxB-Kinase identifiziert, wodurch die Apoptose in
Krebszellen eingeleitet wird (Stark et al. 2001). Auch bei MSC konnte gezeigt werden, dass
ASS Apoptose induzieren kann (Deng et al., 2009). In einem Tierexperiment, bei dem
Knochenmark aus den Tibia- und Femurknochen von Ratten entnommen wurde, wurden die
MSC mit ASS behandelt und 12h inkubiert. Ab einer Konzentration von 1 mM ASS zeigten
sich fragmentierte Nuclei und ein erhohter Anteil an kondensierten Chromatin. Diese Menge
konnte auch bei Dauermedikation von Patienten mit chronischen Entzindungen oder bei
Préavention von kardiovaskuldaren Erkrankungen in vivo erreicht werden. Bei diesen Versuchen
zeigte sich die Beteiligung des Wnt-Signalwegs, der durch ASS gehemmt wird. Dadurch zeigte
sich ein Anstieg der Apoptose und Abbau der Zellen Uber den vermehrt aktivierten
mitochondrialen Caspase-3-Signalweg. Dieser Effekt war durch Zugabe von Wnt 3a voll

reversibel und die Apoptose konnte somit verhindert werden (Deng et al. 2009).

In unserer Studie konnten wir nachweisen, dass eine spontane ALP- Aktivitat und damit eine
beginnende Differenzierung der MSC durch ASS vermindert war. Dieser Zusammenhang
konnte mit der Einnahme von ASS sowohl im Gesamtkollektiv, als auch im Mannerkollektiv
ermittelt werden. Im exakten Test nach Fischer zeigte sich im Gesamtkollektiv mit einem p-
Wert von 0,063 ein Trend in Richtung eines Zusammenhangs. Dies war auch mit einem p-Wert
von 0,061 im Mannerkollektiv zu erkennen. In beiden Patientenkollektiven lieferte die binare
Regressionsanalyse signifikante Ergebnisse. Betrachtet man alle Patienten, so war bei
Nichteinnahme von ASS die Chance flr das Vorhandensein der spontanen ALP-Aktivitat um
85 % erhoht (p = 0,022). Bei den ménnlichen Patienten war die Chance um 109% erhoht (p =
0,020). Im Frauenkollektiv wurde kein Zusammenhang ermittelt. In der Literatur findet man
bisher wenige Angaben zur spontanen ALP Aktivitat von MSC.

Im Kontext mit anderen Untersuchungen zeigt unsere Studie, dass ASS Funktionen von
mesenchymalen Stammzellen, wie Proliferation und Differenzierungsverhalten beeinflusst. Im
Vergleich mit experimentellen Arbeiten in vitro konnten in unseren statistischen
Untersuchungen nur teilweise Effekte von ASS auf MSC festgestellt werden. Dies kdnnte an
einer zu geringen Konzentration des Medikamentes in den Patientenzellen liegen, da die Zellen
nicht direkt mit dem Medikament behandelt wurden, sondern dies nur Uber die Einnahme des
Patienten erfolgte. Dadurch ist es maoglich, dass die bendtigte Konzentration flr einen
beeinflussenden Effekt auf die MSC nicht erreicht wird und somit kein Einfluss von ASS auf
die Zellen ausgetibt wird. Bei weiteren Untersuchungen in der Zukunft sollte somit auf die
Menge und die Dauer der Einnahme von ASS geachtet werden. Auflierdem wurde diese in vitro

Wirkung nicht an den von uns untersuchten humanen MSC festgestellt, sondern in
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tierexperimentellen Versuchen beobachtet. Auch dies kdnnte ein Faktor daflr sein, dass dieser
Effekt und Einfluss nicht bei allen unseren statistischen Untersuchungen beobachtet werden

konnte.

Bei den Untersuchungen zu Simvastatin und dessen Einfluss auf die mesenchymalen
Stammzellen ergaben sich entgegen unserer Erwartungen keine signifikanten Ergebnisse
hinsichtlich Proliferation und ALP-Aktivitat. Die Proliferation wurde laut unseren Ergebnissen
des Exakten Test nach Fischer weder im Frauenkollektiv (p = 0,458), im Mannerkollektiv (p =
0,875) noch im Gesamtkollektiv (p = 0,595) durch das Medikament beeinflusst. Auch in der
bindren Regressionsanalyse zeigten sich keine statistisch signifikanten p-Werte. Bei den
Berechnungen des Exakten Tests nach Fischer hinsichtlich der ALP-Aktivitadt konnte kein
Einfluss und Zusammenhang im Gesamtkollektiv (p = 0,744), im Frauenkollektiv (p = 0,950)
oder im Mannerkollektiv (p = 0,784) durch die Einnahme von Simvastatin beobachtet werden.
Auch die durchgefuhrte bindre Regressionsanalyse erbrachte keinen signifikanten
Zusammenhang. Somit wurde unsere Hypothese, dass eine Beeinflussung durch Simvastatin
besteht, widerlegt und konnte nicht bestatigt werden. Verschiedene experimentelle Versuche
zeigten hingegen einen anabolen Effekt von Simvastatin auf den Knochenstoffwechsel und eine
Stimulation der Knochenformation. Bei einem Versuch an Nagetieren zeigte sich nach der
Applikation von Simvastatin sowohl in vitro und als auch in vivo ein erhghtes Knochenvolumen
und eine erhohte Knochenformation (Mundy et al. 1999). In einer Studie von Chen et al.
induzierte Simvastatin in Osteoblasten ahnlichen Zellen schon in geringer Dosierung die
Differenzierung von Osteoblasten und erhohte die Mineralisation. Nach Applikation des
Medikamentes zeigte sich eine erhthte Expression von BMP-2 mRNA, ein Vertreter der
knochenmorphogenetischen Proteine, und ein erhdhter Anteil an ALP mRNA und somit auch
eine vermehrte Bildung von ALP. Dieser Mechanismus erfolgt tiber den Ras/Smad/Erk/BMP-
2 Signalweg (Chen et al. 2010). Dieses Resultat zeigte, dass die vermehrte Expression von
BMP-2 durch Simvastatin ein Trigger zur Differenzierung von Osteoblasten darstellt.
Zusétzlich wurde die Expression von ALP erhoht, welches ein wichtiges Enzym fiir die
Mineralisation von Osteoblasten ist (Maeda et al. 2001). Statine fordern somit die
Lebensfahigkeit von Osteoblasten und stimulieren deren Differenzierung (Chen et al. 2010).
Eine weitere Studie untersuchte ex vivo die Wirkung von Simvastatin auf die Proliferation und
Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen. Dabei zeigte sich auch hier wie
erwartet ein positiver anaboler Einfluss von Simvastatin auf die osteogene Differenzierung der
Zellen. Der HMG-CoA-Reductase Hemmer Simvastatin erh6hte zum einen die Aktivitat der

Alkalischen Phosphatase, einem frihen Marker der osteogenen Differenzierung und zum
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anderen auch die Aktivitét des Osteocalcin, einen spaten Marker der Differenzierung. Weiterhin
zeigte sich allerdings auch eine Verkleinerung der Zellkolonie und in spateren Stadien eine
verminderte Zellanzahl in den mit Simvastatin behandelten Kulturen. Somit fordert Simvastatin
zwar die Differenzierung und Mineralisation von Osteoblasten und deren Vorlauferzellen,
zeigte hier allerdings auch einen inhibierenden Effekt hinsichtlich Proliferation (Baek et al.
2005). Beide Effekte konnten in unseren statistisch durchgefuhrten Analysen nicht bestétigt
werden. In allen Patientenkollektiven zeigte sich keine signifikante Wirkung von Simvastatin
auf die Proliferation oder ALP-Aktivitdt der MSC. Dies konnte darauf hindeuten, dass die
eingenommenen Dosen bei den Patienten zu gering sind, um die beobachteten Wirkungen auf

Zellen in vitro auch in vivo nachzuweisen.

Auch bei den weiteren untersuchten Medikamenten, dem ACE-Hemmer Ramipril und dem R3-
Blocker Bisoprolol, konnten keine signifikanten Zusammenhénge ermittelt werden. Die
Ergebnisse zeigten sowohl im Gesamtkollektiv, als auch im Frauenkollektiv und im
Mannerkollektiv keinen Zusammenhang zwischen der Einnahme der Medikamente und der
Proliferation sowie der spontanen ALP-Aktivitait der MSC. Dieses Ergebnis ist nicht
uberraschend. Auch in der Literatur konnten wir aktuell keine Hinweise darauf finden, dass ein
Einfluss dieser Medikamente auf MSC besteht.

Die hier untersuchten Erkrankungen der Patienten zeigten ebenfalls keinen Einfluss auf die
Proliferation und ALP-Aktivitat der MSC. Auch in der Literatur konnten wir keine Hinweise

auf eine Beeinflussung dahingehend finden.
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6 Zusammenfassung

Mesenchymale Stammzellen gewinnen in der Anwendung zur Behandlung verschiedener
Erkrankungen immer mehr an Bedeutung. Auch in ihrer naturlichen Funktion im menschlichen
Korper stehen sie im Falle von Trauma, Krankheit oder Alter flir Regenerationsprozesse zur
Verfligung. Das groRte Vorkommen von MSC befindet sich im menschlichen Organismus im
Knochenmark in der sogenannten Stammzellnische. Dort wird die stdndige Selbsterneuerung
der MSC gewaéhrleistet. Als Zellen mit einem multipotenten Differenzierungspotenzial sind
MSC dazu in der Lage verschiedene Zellen des Bindegewebes zu bilden. Dazu gehoren
Chondrozyten, Osteoblasten und Adipozyten. Die klinische Anwendung der MSC umfasst eine
Vielzahl an verschiedenen Erkrankungen. Dies beinhaltet u.a. die Behandlung Rheumatoider
Arthritis, Multipler Sklerose und Osteogenesis imperfecta. Fir diese Anwendungen ist es
wichtig, Einflussfaktoren auf MSC zu erkennen und die daraus resultierenden therapeutischen
Konsequenzen zu beachten. Dazu wurden in dieser Arbeit zum einen Eigenschaften der MSC
hinsichtlich Proliferation und spontaner ALP-Aktivitat aus Laboraufzeichnungen ermittelt und
diese in Zusammenhang mit der Medikation und Vorerkrankungen der insgesamt 275
Knochenmarkspendern aus der Herzchirurgie des Universitatsklinikum Rostock gesetzt.
Zusatzlich worden die Daten zu Alter, OP-Indikation, Mehrfachmedikation und Geschlecht
aufgefuhrt. Aufgrund einer Vielzahl an Medikamenten und Vorerkrankungen beschrankten wir
uns auf die am hdufigsten vertretenen. Bei den Medikamenten handelt es sich um Simvastatin,
ASS, Ramipril und Bisoprolol. Die untersuchten Vorerkrankungen umfassen die arterielle
Hypertonie, die koronare Dreigefalierkrankung, Hyperlipiddmie und Diabetes mellitus Typ II.
Statistisch signifikante Zusammenhénge zeigten sich in der Betrachtung von ASS und dessen
Einfluss auf die Proliferation, sowie der spontanen ALP-Aktivitat. Diese Zusammenhénge
konnten allerdings nicht in allen Patientenkollektiven bestatigt werden. Die positiven
Ergebnisse korrelieren mit Studien, bei denen in tierexperimentellen VVersuchen ein hemmender
Einfluss auf MSC durch ASS hinsichtlich Proliferation und spontaner ALP-Aktivitat ermittelt
werden konnte. Bei der Betrachtung von Simvastatin und dessen Einfluss auf MSC konnten in
unseren Untersuchungen entgegen unserer Erwartungen keine Zusammenhénge festgestellt
werden. In der Literatur findet man allerdings Hinweise, dass in tierexperimentellen Versuchen
Simvastatin einen anabolen Effekt auf MSC vorweist und einen inhibierenden Effekt
hinsichtlich der Proliferation von MSC besitzt. Alle weiteren untersuchten Medikamente und
Vorerkrankungen zeigten keinen Einfluss auf die MSC. Mdgliche Griinde fiir nicht erzielte
Zusammenhange konnten eine zu geringe Konzentration der Medikamente ASS und

Simvastatin in den Patientenzellen darstellen.
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7 Thesen

1. Das Knochenmark von sowohl mannlichen als auch weiblichen Spendern im Altersbereich
von 37 bis 85 Jahren ist geeignet, um mesenchymale Stammzellen mit charakteristischen
Stammzelleigenschaften, wie Undifferenziertheit und Fahigkeit zur Selbsterneuerung zu

gewinnen.

2. Patienten mit bestimmten Vorerkrankungen, wie in unseren Untersuchungen bei den Frauen
am haufigsten mit arterieller Hypertonie, Hyperlipiddmie, koronarer DreigefaRerkrankung und
Aortenklappenstenose, sowie bei den Mannern zusétzlich mit Diabetes mellitus Typ Il sind
gleichermallen als Stammzellspender geeignet. Diese Vorerkrankungen haben keinen

augenscheinlichen Einfluss auf die funktionellen Eigenschaften der Knochenmarkstammzellen.

3. Die Knochenmarkspender dieses Altersbereiches und mit den zuvor genannten
Vorerkrankungen erhalten am haufigsten die Medikamente ASS, Simvastatin, Bisoprolol und

Ramipril.

4. Die Medikation mit ASS kann die Proliferation von MSC hemmen, was vor allem bei Frauen

als Spender zu beachten ist.

5. ASS als Medikation hat auch einen hemmenden Einfluss auf die osteogene Differenzierung

von MSC des Spenders, was vor allem bei Méannern der Fall zu sein scheint.

6. Die medikamenttse Behandlung mit Simvastatin sollte bei der Gewinnung von MSC aus
dem Knochenmark ebenfalls Beachtung geschenkt werden. In vitro Experimente an
Tiermodellen haben gezeigt, dass Simvastatin die osteogene Differenzierung von MSC fordert,
aber die Proliferation hemmt. Allerdings kann ein in vivo Effekt in unserer Arbeit bei den

Patienten nicht festgestellt werden.

7. Insgesamt sind Vorerkrankungen der Stammzellspender nicht kritisch fiir die funktionellen
Eigenschaften der Knochenmarkstammzellen. Bei der Medikation sind allerdings Effekte von

ASS und maglicherweise von Simvastatin zu beachten.

8. Bei einem therapeutischen Einsatz von Stammzellen aus dem Knochenmark sind diese
Effekte durch Medikation in Hinblick auf das Differenzierungspotential, sowie Zahl der

einzusetzenden Zellen aufgrund unterschiedlichen Proliferationsverhaltens zu bedenken.
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8 Abkirzungsverzeichnis

ACE
ALP
AS
ASS
AT
BMP-2
cAMP
CFU
COX
DMEM
EDTA
ESC
ESH
FCS
HDL
HLA
HLP
HMG — CoA
KDG
LDL
MgATP
MSC
NF-kB
NSAID
PBS
PFA
PTCA
RAAS
RCA
RCX
RIVA
Saos-2
TXA2
VLDL

Angiotensin Converting Enzyme
Alkalischen Phosphatase
Aortenklappenstenose
Acetylsalicylsdaure

Angiotensin

Bone morphogenetic protein 2
Cyclisches Adenosinmonophosphat
Colony forming units

Cyclooxygenase

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Ethylendiamintetraessigsaure
European Society of Cardiology
European Society of Hypertension
Fetal Calf Serum

High Density Lipoprotein

Human Leukocyte Antigen
Hyperlipoproteinamie
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
Koronare DreigefaBerkrankung

Low Density Lipoprotein

Magnesium — Adenosintriphosphat
Mesenchymale Stammzellen

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Nichtsteroidale Antiphlogistika
Phosphate-buffered saline
Paraformaldehyde

perkutane transluminaler Angioplastie
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Arteria coronaria dextra

Ramus circumflexus

Ramus interventricularis anterior
Sarcoma steogenic

Thromboxan A2

Very Low Density Lipoprotein
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