Aus der
Medizinischen Klinik und Poliklinik I der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Direktor: Professor Dr. med. S. Massberg

Priklinische und klinische Ansiitze zur Verbesserung von Diagnostik und Therapie der

Herzinsuffizienz

Kumulative Habilitationsschrift

Zum Erlangen der Lehrbefugnis (venia legendi)
fiir das Fach Innere Medizin

vorgelegt von

Dr. med. Ulrich Grabmaier

(2018)



Dr.med. Ulrich Grabmaier — Kumulative Habilitationsschrift

Inhaltsverzeichnis

. Verzeichnis der in der Habilitationsschrift zusammengefassten Publikationen

. Einleitung

. Ergebnisse und Diskussion

- Die Rolle von vascular cell adhesion molecule I in priklinischen
Kardiomyopathiemodellen

- Die duale Stammzelltherapie nach akutem Myokardinfarkt

- Die nicht-selektive priahospitale Gabe von Aspirin und Heparin bei

Patienten mit extrahospitaler kardiopulmonaler Reanimation

. Ausblick

. Zusammenfassung

. Literaturverzeichnis

. Abkiirzungsverzeichnis

. Danksagung

. Lebenslauf

S.2

S. 4

S.6

S.6

S. 25

S. 31

S.33

S. 39

S. 42



Dr.med. Ulrich Grabmaier — Kumulative Habilitationsschrift

1. Verzeichnis der in der Habilitationsschrift zusammengefassten Publikationen

Brunner S, Theiss HD, Leiss M, Grabmaier U, Grabmeier J, Huber B, et al. Enhanced stem
cell migration mediated by VCAM-1/VLA-4 interaction improves cardiac function in virus-

induced dilated cardiomyopathy. Basic Res Cardiol. 2013;108(6):388.

Grabmaier U, Kania G, Kreiner J, Grabmeier J, Uhl A, Huber BC, et al. Soluble Vascular Cell
Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) as a Biomarker in the Mouse Model of Experimental

Autoimmune Myocarditis (EAM). PLoS One. 2016;11(8):e0158299.

Brenner C, Adrion C, Grabmaier U, Theisen D, von Ziegler F, Leber A, et al. Sitagliptin plus
granulocyte colony-stimulating factor in patients suffering from acute myocardial infarction: A
double-blind, randomized placebo-controlled trial of efficacy and safety (SITAGRAMI trial).

Int J Cardiol. 2016;205:23-30.

Gross L, Theiss HD, Grabmaier U, Adrion C, Mansmann U, Sohn HY, et al. Combined

therapy with sitagliptin plus granulocyte-colony stimulating factor in patients with acute
myocardial infarction - Long-term results of the SITAGRAMI trial. Int J Cardiol.

2016;215:441-5.

Grabmaier U, Clauss S, Gross L, Klier I, Franz WM, Steinbeck G, Wakili R, Theiss HD,
Brenner C. Diagnostic and prognostic value of miR-1 and miR-29b on adverse ventricular
remodeling after acute myocardial infarction - The SITAGRAMI-miR analysis.

Int J Cardiol. 2017 Oct 1;244:30-36.



Dr.med. Ulrich Grabmaier — Kumulative Habilitationsschrift

Grabmaier U*, Rizas KD*, Berghof J, Huflaender Y, Wiegers C, Wakili R, Kaspar M,

Angstwurm M, Massberg S, Weckbach LT, Brunner S. Association between survival and non-
selective prehospital aspirin and heparin administration in patients with out-of-hospital cardiac
arrest: a propensity score-matched analysis.

Intensive Care Med. 2018 Mar 9. doi: 10.1007/s00134-018-5111-2. [Epub ahead of print]



Dr.med. Ulrich Grabmaier — Kumulative Habilitationsschrift

2. Einleitung

Herzinsuffizienz ist ein klinisches Syndrom welches durch typische Symptome wie
Kurzatmigkeit, Miidigkeit und Beinddeme charakterisiert ist und durch unterschiedliche
strukturelle oder funktionelle Herzerkrankungen verursacht werden kann, welche einen
verminderte Herzleistung oder einen erhdhten intrakardialen Druck bedingen.!

Die Diagnose der Herzinsuffizienz stiitzt sich zuallererst auf das Vorhandensein von typischen
Symptomen und klinischen Zeichen. Diese sind jedoch unspezifisch und vermdgen nicht
zwischen Herzinsuffizienz und anderen Erkrankungen mit &hnlichem klinischem Bild zu
differenzieren.> Zudem sind sie, je nach Komorbidititen wie z.B. Ubergewicht oder
Lungenerkrankungen, schwierig zu identifizieren.> Die Bestimmung der natriuretischen
Peptide (BNP und NT-proBNP) sowie das Elektrokardiogramm und die Echokardiographie
sind diagnostische Grundlagen, um dann das Vorliegen einer Herzinsuffizienz zu beweisen
oder auszuschliefen.** Weiterhin konnen nicht-invasive diagnostische Verfahren wie die
Stressechokardiographie, die Computertomographie oder die myokardiale MRT-Diagnostik
sowie invasive Katheterverfahren (Links- und Rechtsherzkatheterverfahren und
Myokardbiopsie) zur Eingrenzung der Ursache der vorliegenden Herzinsuffizienz genutzt
werden.” 1

Die Einteilung der Herzinsuffizienz erfolgt gemd3 den neuesten ESC-Leitlinien anhand des
Grades der Ejektionsfraktionseinschrankung: So wird eine Herzinsuffizienz mit erhaltener
Ejektionsfraktion (linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LVEF) >50%; HFpEF) von einer
Herzinsuffizienz mit moderat reduzierter LVEF (40-49%, HFmrEF) sowie einer
Herzinsuffizienz mit reduzierter LVEF (<40%, HFrEF) unterschieden.!-!?

Die medikamentdse Therapie der Herzinsuffizienz richtet sich je nach Zugehorigkeit zu einer
der oben genannten Gruppen HFpEF, HFmrEF oder HFrEF. Fiir die Gruppe HFpEF stehen

Mineralokortikoidrezeptorantagonisten (MRA) sowie Diuretika zur symptomatischen Therapie
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zur Verfiigung. Fiir MRA gibt es zudem Hinweise, dass diese die Hospitalisierungsraten von
Patienten mit HFpEF reduzieren konnten.!'* Fiir die neu definierte Gruppe der HFmrEF stehen
noch keine durch Studien belegte Therapieoptionen zur Verfiigung. Retrospektive Daten
weisen jedoch darauf hin, dass auch diese Gruppe z.B. von Inhibitoren des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) profitieren konnten.!> Dies hochste Evidenz besteht derzeit fiir
die medikamentose Therapie der Patienten mit HFrEF. Betablocker, ACE-Hemmer bzw.
Angiotensin-Rezeptor-Blocker sowie MRA stellen dabei neben einer begleitenden Therapie
mit Diuretika die 3 Sdulen der Herzinsuffizienztherapie dar.! Die neuartige
Wirkstoffkombination der Angiotensinrezeptor-Neprilysin-Hemmer bietet dariiber hinaus
einen Zusatznutzen bzgl. der Hospitalisationsrate sowie Tod durch Herzinsuffizienz.!¢

Trotz erwiesener Wirksamkeit der einzelnen medikamentdsen Ansétze auf die Morbiditit und
die Sterblichkeit ist die Herzinsuffizienz volkswirtschaftlich ein weiterhin hochst relevantes
Thema: Ca. 1-2% aller Erwachsenen in entwickelten Landern leiden an Herzinsuffizienz, unter
den > 70-jdhrigen mehr als 10%.' Laut statistischem Bundesamt ist die Herzinsuffizienz unter
den 3 héufigsten Todesursachen in Deutschland zu finden(Stand 2015).!7 Dabei stellt die
ischdmische Kardiomyopathie (ICM) neben der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) die
héufigste Ursache der Herzinsuffizienz dar. Die DCM fiihrt noch vor der ICM als hédufigste
Ursache fiir die Herztransplantation. !-!%1?

Dies erkldrt die Notwendigkeit zur Erforschung weiterer diagnostischer und therapeutischer
MaBnahmen um Morbiditdt und Sterblichkeit von Patienten mit ICM und DCM weiter
reduzieren zu konnen. In der vorliegenden Habilitationsschrift soll auf priklinische und
klinische Ansidtze zur Verbesserung von Diagnostik und Therapie der ICM sowie der DCM

eingegangen werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Rolle von vascular cell adhesion molecule 1 in priklinischen Kardiomyopathie-
modellen:

Etablierte Therapiekonzepte zur Regeneration von kontraktilem Gewebe stehen derzeit noch
nicht zur Verfiigung.?? Priklinischen Daten zeigen, dass CD34+ Knochenmarkstammzellen in
Reparaturmechanismen des Herzens nach Myokardinfarkt involviert sind.?! Zur Migration in
das Myokard nutzen sie dabei den Rezeptor CXC chemokine recptor type 4 (CXCR4), der an
den auf dem Endothel exprimierten und ins periphere Blut ausgeschiitteten stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1) bindet.?? Bei Patienten mit DCM konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der
CD34+ Knochenmarkstammzellen im peripheren Blut ebenfalls erhoht ist, obwohl SDF-1 im
Gegensatz zu Patienten mit ICM im peripheren Blut nicht erhdht war. Es zeigte sich, dass ein
anderes Adhesionsmolekiil, ndmlich vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) im
peripheren Blut von Patienten mit DCM im Trend erhdht war.?* Um zu untersuchen, ob VCAM-
1 fiir die Migration von Stammzellen bei Patienten mit inflammatorischer DCM (DCMi) eine
Rolle spielen konnte, untersuchten wir die Expression von VCAM-1 bei Patienten mit virus-
induzierter DCMi und verglichen sie mit Patienten mit einer nicht-inflammatorischen Genese
der DCM. Hierbei zeigte sich eine deutliche Uberexpression von VCAM-1 im Herzen von
DCMi-Patienten im Vergleich zu Patienten mit einer nicht-inflammatorischen Ursache der
DCM (Abb. 1). Zur weiteren Untersuchung, ob VCAM-1 eine Rolle bei der Migration von
CD34+ Stammzellen in das entziindete Myokard spielt, verwendeten wir das Coxsackievirus
B3 (CVB3)-induzierte DCMi-Tiermodell.>* Hierbei zeigte sich, dass in Mausherzen mit CVB3-
induzierter DCMi VCAM-1 als einziges der untersuchten Adhesionmolekiile verstarkt

exprimiert wird (Abb. 2).
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Abbildung 1: Immunhisto-chemische Fdrbung auf
VCAM-1 in menschlichen Herzen von Patienten mit (A)
DCMi  (oben  beschriftet als  virus-induced
inflammatory  cardiomyopathy) und (B) DCM
(beschriftet als chronic dilated cardiomyopathy). Das
obere Bild zeigt die jeweilige Féarbung auf VCAM-1,
das untere Bild die korrespondierende

Quantifizierung.”

copyright protection

Abbildung 2: Expression von Adhesionsmolekiilen im murinen Herzen. (A) mRNA-Expressionslevels in gesunden
murinen Herzen (weifSer Balken) und in Mdusen mit CVB3-induzierter DCMi (schwarze Balken). (B) Proteinlevel
von VCAM-1 ermittelt mittels ELISA. Reprdsentative Schnitte fiir die immun-histochemische Fédarbung auf VCAM-

1 (oberes Bild) sowie die korrespondierende Quantifizierung (unteres Bild) von (C) nicht-infizierten Kontrollen

und (D) Mdiusen mit CVB3-induzierter DCMi. %
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Analog zur verstdrkten Expression von VCAM-1 im Herzen, zeigten Mduse mit CVB3-
induzierter DCMi eine erhdhte Mobilisation von endothelialen Progenitorzellen (EPC; definiert
als CD45+CD34+CD31+) sowie CD45+CD34+VLA-4+ Stammzellen in das periphere Blut
mit gleichzeitiger Depletion im Knochenmark (Abb. 3A+B). Um zu untersuchen, ob diese
Stammzellen bei Miusen mit CVB3-induzierter DCMi in das entziindete Myokard migrieren,
filhrten wir auch FACS-Analysen von Méuseherzen durch. Hierbei konnten wir eine verstérkte
Migration von EPC und CD45+CD34+VLA-4+ Stammzellen in das Myokard nachweisen

(Abb. 3C).
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Abbildung 3: FACS-Analysen von Knochenmarkstammzellen in gesunden Mdusen (weifse Balken) und Mdusen mit
CVB3-induzieter DCMi (schwarze Balken). (4) Erkrankte Tiere zeigen eine deutlich erhohte Anzahl von EPC
sowie CD45+CD34+VLA-4+ Stammzellen im peripheren Blut bei (B) gleichezeitiger Depletion im Knochenmark
auf. (C) Im entziindeten Myokard zeigen sich signifikant mehr Stammzellen als in Herzen von gesunden Kontrollen

(modifiziert nach Brunner, Theiss et al. — Basic Research in Cardiology 2013).

Hierauf untersuchten wir, ob mittels Gabe von granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)
die Anzahl der in das Herz migrierenden Knochenmarkstammzellen gesteigert und dieser
Ansatz therapeutisch genutzt werden konnte. Nach Gabe von G-CSF zeigte sich im Vergleich
zur Placebogabe eine deutlich stirkere Migration von EPC in das entziindete Myokard. G-CSF
behandelte Miuse zeigten dabei eine signifikant reduzierte Apoptose sowie Fibrosierung des

Myokards (Abbildung 4).
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Dariiber hinaus wiesen G-CSF behandelte Tiere auch eine verbesserte myokardiale Funktion
auf. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die VCAM-1-/VLA-4 Achse fiir die
Mobilisation und die Rekrutierung von Stammzellen in das Myokard im Rahmen der virus-
induzierten DCMi eine wichtige Rolle spielt. Die Forderung dieser Migration mittels G-CSF
zeigte dabei positive Effekte auf Apoptose, Fibrose und die myokardiale Funktion und kdnnte

ein mdgliches neues Therapiekonzept fiir Patienten mit DCMi darstellen.
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Abbildung 4: Immunhistochemische Fdrbung auf Marker fiir Apoptose und
Fibrose. (1) G-CSF-therapierte Tiere wiesen eine deutliche Reduktion von
Apoptosemarkern wie Caspase 3 sowie (B) in situ oligo ligation auf. (C) Tiere
wiesen nach einer Behandlung mit G-CSF eine deutliche Reduktion
myokardialer fibrotischer Areale in der Masson-Trichrom-Féirbung auf

(modifiziert nach Brunner, Theiss et al. — Basic Research in Cardiology 2013).
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In einem néchsten Schritt untersuchten wir, ob die verstirkte myokardiale Expression von
VCAM-1 abhidngig von einer viralen Infektion ist oder auch eine Reaktion auf eine autoimmun
getriggerte Inflammation darstellt. Zu diesem Zweck untersuchten wir die myokardiale
Expression von VCAM-1 im Tiermodell fiir experimentelle Autoimmunmyokarditis (EAM).
In diesem Tiermodell fiihrt die subkutane Applikation von kardialem Myosin-Peptid zusammen
mit einem starken T-Zell-Aktivator (complete Freund's adjuvant, CFA) zu einer T-Zell-
vermittelten Autoimmunmyokarditis, welche an Tag 21 der Erkrankung einen
inflammatorischen Hohepunkt erreicht und ab Tag 32 in ein chronisches Stadium iibergeht.?

Wihrend VCAM-1 in Herzen von gesunden Tieren mittels ELISA nicht nachweisbar ist, zeigen
EAM-Tiere eine starke Uberexpression von myokardialem VCAM-1 (cVCAM-1) sowohl im
akuten Stadium (Tag 14, Tag 21) als auch im chronischen Stadium (Tag 49 bzw. Tag 77, Abb.
5A). Analog hierzu zeigt sich bei erkrankten Tieren im Vergleich zu gesunden Tieren eine
erhohte Konzentration von 16slichem VCAM-1 (sVCAM-1) im peripheren Blut (Abb. 5B).
Dies zeigte, dass VCAM-1 bei Myokarditis - unabhiingig von viralen Infektionen - myokardial
iiberexprimiert wird. Da die 16sliche Form (sVCAM-1) mit der Erkrankungsaktivitit in
unterschiedlichen autoimmunen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis?” oder Systemischer
Lupus Erythematosus®® einhergeht, untersuchten wir im EAM-Modell, ob die Konzentration

von sVCAM-1 mit der Erkrankungsauspriagung korreliert.

10
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Abbildung 5: Erhohte kardiale und losliche VCAM-1-Konzentrationen in Tieren mit EAM. (4) ELISA von Herzen
zeigte eine ausgeprigte Uberexpression von cVCAM-1 mit Beginn der Leukozyteninfiltration (Tag 14) und zu
spdteren Zeitpunkten. (B) Analog hierzu zeigt sich eine erhéhte Plasmakonzentration von sVCAM-1 zu allen
Zeitpunkten der EAM. n = 3-9 fiir cVCAM-1; n = 6—12 fiir sVCAM-1.* = p <0,05; ** = p <0,01; *** =p <

0,001; n. d. = nicht nachweisbar.”’

Hierfiir korrelierten wir die Konzentration von sVCAM-1 im peripheren Blut von Tieren mit
EAM mit der akuten Entziindung (abgebildet durch den semiquantitativen und histologisch
erhobenen EAM-Score) sowie mit inflammatorischen und profibrotischen Zytokinen (Abb. 6).
Weder der Grad der myokardialen Inflammation gemessen am EAM-Score noch die
Konzentration an Interleukin-6 (IL-6) oder des profibrotischen Zytokins tumor growth factor
p (TGFpB) zeigten eine positive Korrelation mit sSVCAM-1. Vielmehr zeigte sich eine
Korrelation mit dem Quotienten aus Herzgewicht und Kdérpergewicht — einem MaB fiir die

Dilatation des Herzens im chronischen Stadium (Abb. 7).

11



Dr.med. Ulrich Grabmaier — Kumulative Habilitationsschrift

copyright protection

Abbildung 6: sVCAM-1 korreliert nicht mit dem Grad der akuten Inflammation oder mit proinflammatorischen
oder profibrotischen Entziindungsmarkern. (4) Reprisentative Schnitte des Myokards nach H&E-Férbung. Es
zeigt sich keine Korrelation des histologischen EAM-Scores mit sVCAM-1. (B) Zudem zeigt sich keine Korrelation
mit myokardialen Proteinkonzentrationen des proinflammatorischen Zytokins IL-6 oder des profibrotischen
Zytokins TGE B Balken stellt Imm in der Ubersicht bzw. 100um in der Vergroferung dar. n = 9 fiir EAM-Score

und n = 10 fiir Zytokin-ELISA.**
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Abbildung 7: sVCAM-1 korreliert mit dem Quotienten aus Herz- und Korpergewicht zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Erkrankung. (A) Korrelation von sVCAM-1 an Tag 49 sowie (B) an Tag 77 der Evkrankung.

N = 12 fiir Tag 49, n = 10 fiir Tag 77%°.

12
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Um zu verifizieren, ob sVCAM-1 somit mit dem Grad der kardialen Dilatation korreliert,
fiihrten wir eine Positronen Emissionstomographie (PET)-Untersuchung mit einem dezidierten
Kleintier-PET-Gerét (micro-PET) bei Tieren mit EAM durch. Hierbei konnte die Korrelation
mit der myokardialen Dilatation nicht verifiziert werden. Zudem zeigte sich keine Korrelation

mit der myokardialen Funktion bei Tieren mit EAM (Abb. 8).
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Abbildung 8: sVCAM-1 korreliert nicht mit der im micro-PET gemessenen kardialen Dilatation oder der kardialen
Funktion. (A) Reprisentative Darstellung des im micro-PET ermittelten kurze-Achse und lange-Achse-Schnittes
in der enddiastolischen (ED) und endsystolischen (ES) Phase. (B) sVCAM-1 korreliert nicht mit dem im micro-
PET gemessenen enddiastolischen Volumen (EDV). Zudem zeigt sich keine Korrelation mit der linksventrikuldren

Ejektionsfraktion (LVEF) oder mit dem Schlagvolumenindex (SVI). N = 7. %

13
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Die duale Stammzelltherapie nach akutem Myokardinfarkt:

In Tiermodellen fiir den akuten Myokardinfarkt (AMI) fiihrte die Gabe von G-CSF sowie einem
Dipeptidylpeptidase 4 (DPP4)-Inhibitor (im folgenden duale Stammzelltherapie genannt) zu
einer verstirkten Migration von Knochenmarkstammzellen in das Myokard iiber die SDF-
1/CXCR4-Achse und damit verbunden zu einem verbesserten kardialen Remodeling, einer
verbesserten myokardialen Funktion und einem verbesserten Uberleben.?! Aufgrund der
eindeutigen préklinischen Daten initiierte unsere Arbeitsgruppe eine prospektive,
randomisierte, doppelblinde, placebo-kontrollierte Studie um zu untersuchen, ob eine
Kombination aus G-CSF mit dem DPP4-Inhibitor Sitagliptin im Vergleich zu Placebo zu einer
besseren myokardialen Funktion 6 Monate nach Myokardinfarkt fiihrt (Safety and efficacy of
SITAgliptin plus GRanulocyte-colony-stimulating factor in patients suffering from Acute
Mpyocardial Infarction, SITAGRAMI-Studie).

In der SITAGRAMI-Studie wurden Patienten mit einem relevanten AMI (Creatin-kinase > 540
U/l sowie regionale Wandbewegungsstorungen im MRT nachweisbar) zwischen Mérz 2008
und Juni 2013 eingeschlossen und jeweils 12 Monate beobachtet. Nicht-ST-
Hebungsmyokardinfarkt-Patienten wurden nur eingeschlossen, wenn in der initialen
Koronarangiographie ein kompletter Verschluss des Zielgefdfles festgestellt werden konnte.
Patienten wurden nach einem initialen MRT spétestens 6 Tage nach AMI im Falle des
Zutreffens aller Einschlusskriterien und keiner Ausschlusskriterien randomisiert und erhielten
10uk/kg/Tag s.c. G-CSF fiir 5 Tage und Sitagliptin 100mg p.o. fiir 28 Tage (GS) oder jeweils
Placebo. Der primire Endpunkt bestand aus der absoluten Verdnderung der linksventrikuldren
und rechtsventrikuldren Ejektionsfraktion (ALVEF, ARVEF), die im MRT zwischen Einschluss
und 6-Monatsverlaufskontrolle gemessen werden konnte. Unterschiede in der globalen und
regionalen Myokardfunktion, der Myokardperfusion, des Infarktvolumens, ein kombinierter

sekundérer Endpunkt zur Evaluation der maximalen Erholung beider Ventrikel sowie major

14
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adverse cardiac events (MACE) stellten jeweils sekundidre Endpunkte dar. Abbildung 9 zeigt

den Flowchart der SITAGRAMI-Studie auf.

copyright protection

Abbildung 9: Flowchart der SITAGRAMI-Studie.”’

Tabelle 1 zeigt die Patientencharakteristika der intention-to-treat Population. Die Patienten

zeigten eine vergleichbare Verteilung hinsichtlich Alter, Geschlecht, kardiovaskuldrer

Risikofaktoren, Zielldsion, invasiver Infarktbehandlung und der Medikation.

15
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Tabelle 1: Patientencharakteristika der intention-to-treat-Population.”’ GS =

Verumgruppe

In der Verlaufskontrolle nach 6 Monaten zeigten sich keine Unterschiede von primirem und
sekundédren Endpunkten zwischen den Gruppen. Tabelle 2 listet die im MRT-erhobenen
primdren und sekundidren Endpunkte auf. Auch hinsichtlich der MACE =zeigte sich

schlussendlich kein Unterschied zwischen den Gruppen (Abb. 10).

16
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Tabelle 2: MRT-Messungen der intention-to-treat-Population bei FEinschluss sowie der 6-Monats-
Verlaufskontrolle.?’ GS = Verumgruppe

a Mittelwerte (mit 95% CI) wurden fiir kontinuierliche Variablen und Proportionen (mit Clopper-Pearson 95%
ClI) fiir kategorische Variablen dargestellt.

b Prdspezifizierter kombinierter Endpunkt zur Evaluation des maximalen Unterschieds der EF fiir Patienten mit
late gadolinium enhancement bei Einschluss (Austausch von ALVEF mit ARVEF in 14 Patienten beider Gruppen)
¢ Odds Ratio (mit 95% CI) wurde mit gepaarten Gruppen kalkuliert

d Prispezifizierte Subgruppenanalyse gemdf3 Protokoll

17
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Abbildung 10: Time-to-event-Kurven fiir kombinierte MACE fiir Patienten in der Verum- (GS) und der

Placebogruppe.?’

Zusammenfassend zeigte die SITAGRAMI-Studie, dass die duale Stammzelltherapie bei
Patienten mit Z.n. AMI zu keiner Verbesserung der myokardialen Funktion oder zu einer
Reduktion der MACE fiihrte.

Zur weiteren Evaluation moglicher Langzeit-Effekte nach dualer Stammzelltherapie fiihrten
wir eine Langzeit-Verlaufsbeobachtung nach im Median 4,5 (3,6-6,0) Jahren durch. Fiir diese
Untersuchung wurden ein kombinierter primdrer Endpunkt bestehend aus Tod, AMI und
Schlaganfall sowie ein kombinierter kardiovaskuldrer Endpunkt bestehend aus Tod, AMI,
Schlaganfall, Bypass-OP, koronare Re-Intervention oder Hospitalisierung wegen instabiler AP
gewidhlt. Die Datenerhebung wurde dabei entweder mittels Visite oder per Telefonanruf

durchgefiihrt.

18
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Nach einer medianen Beobachtungszeit von 4,5 Jahren zeigte sich kein Unterschied im
kombinierten primiren Endpunkt bestehend aus Tod, AMI oder Schlaganfall. Ebenso zeigte

sich kein Unterschied in der Sterberate jeder Ursache (Abb. 11).
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Abbildung 11: Kaplan-Meier-Kurven fiir den primdren Endpunkt (links) sowie Tod jeder Ursache. GS =
Verumgruppe.>’

Auch bei dem kombinierten kardiovaskuldren Endpunkt (Tod, AMI, Schlaganfall, Bypass-OP,
koronare Re-Intervention oder Hospitalisierung wegen instabiler AP) zeigte sich kein
Unterschied zwischen den Gruppen (Abb. 12). Tabelle 3 fasst die unterschiedlichen

kardiovaskuldren Events fiir beide Gruppen zusammen.
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurve des kombinierten
kardiovaskuldren Endpunktes bestehend aus Tod, AMI,
Schlaganfall, Bypass-OP, koronare Re-Intervention oder
Hospitalisierung  wegen instabiler AP. GS =

Verumgruppe.>’
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Tabelle 3: Darstellung der einzelnen kardiovaskuldiren Events beider Gruppen. Die

statistische Auswertung erfolgte mittels Chi-Quadrat-Test oder Fisher's exact test. GS =

Verumgruppe.>’

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die duale Stammzelltherapie keine Auswirkung
auf die Langzeitprognose von Patienten mit AMI hat. Eine Limitation hierbei ist, dass die
SITAGRAMI-Studie nicht fiir klinische Endpunkte, sondern fiir MRT-Endpunkte gepowert
war. Trotz der negativen Ergebnisse ist die SITAGRAMI-Studie weiterhin die weltweite grofite
Studie zur pharmakologischen Mobilisation von Stammzellen zum Zweck der Forderung

kardialer Reparaturmechanismen.

Der AMI fiihrt zum Untergang von Herzmuskelgewebe, das durch Fibroblasten ersetzt wird.?
Parakrine und hormonelle Effekte sowie Verdnderungen von Druckverhéltnissen im Ventrikel
nach Myokardinfarkt fiihren zusdtzlich zu reaktiver Fibrose und komplettieren somit den
Prozess des negativen Remodelings.**-** In priklinischen als auch klinischen Studien konnte
gezeigt werden, dass die microRNAs miR-1, miR-21, miR-29b sowie miR-92a mechanistisch
in das negative Remodeling involviert sind.3*-® Wir untersuchten deshalb die diagnostische und
prognostische Relevanz dieser microRNAs fiir das negative Remodeling bei 44 Patienten mit
AMI aus dem SITAGRAMI-Kollektiv. Als Kontrollen wurden Probanden ohne KHK gewéhlt,
die in Bezug auf Alter, Geschlecht und kardiovaskulire Risikofaktoren mit dem AMI-Kollektiv
vergleichbar waren. Tabelle 4 zeigt die Patientencharakteristika der 44 Patienten mit AMI

sowie der 18 Kontrollen auf.
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Tabelle 4: Patientencharakteristika der Patienten mit AMI sowie der

Kontrollgruppe sowie Infarktcharakteristika der AMI-Gruppe.®

copyright protection

Abbildung 13: Plasmakonzentrationen von miR-1, miR-21, miR-29b und mi-R92. Sowohl (A) miR-1 als auch
(B) miR-21 sowie (C) miR-29b zeigten einen dhnlichen Zeitverlauf mit der stirksten Expression 9 Tage nach
AMI sowie erhohte Konzentrationen auch 6 Monate nach AMI auf. (D) miR-92 wies im Vergleich zu gesunden
Kontrollen keine verdnderte Plasmakonzentration nach AMI auf. Kontrollen: n = 18; post-AMI-Gruppe: n

= 44. Fiir miR-1: * = p < 0,001; fiir miR-21 und miR-29b: *=p < 0,01.%’
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MicroRNA miR-1, miR-21 sowie miR-29b zeigten einen relevanten Anstieg nach AMI sowie
an allen gemessenen Zeitpunkten im Verlauf. miR-92 zeigte keine gesteigerte Expression in
unserem AMI-Kollektiv, weshalb im Folgenden nur miR-1, miR-21 sowie miR-29b mit
Parametern fiir negatives Remodeling und kardialen Endpunkten korreliert wurden (Abb. 13).
Alsdann untersuchten wir, ob die Plasmakonzentrationen von miR-1, miR-21 sowie miR-29b
mit dem Grad des negativen Remodelings korrelieren. Folgende MRT-Parameter wurden
hierfiir ausgewdhlt: die absolute Verdnderung des Infarktvolumens {iber die Zeit
(AIV = IV6mo-FU - [Vbaseline), die absolute Verdanderung des linksventrikuldren Volumens iiber
die Zeit (ALVEDV = LVEDV¢.moru - LVEDVpaseline) sowie die absolute Verdnderung der
linskventrikuldren Ejektionsfraktion iiber die Zeit (AEF = EF6.mo-Fu - EFvaseline)-

Es zeigte sich eine signifikante negative Korrelation der 6 Monate nach AMI gemessenen
Plasmakonzentrationen von miR-1 sowie miR-29b mit AIV. Patienten mit hoheren Werten von
miR-1 sowie miR-29b 6 Monate nach AMI wiesen somit ein reduziertes negatives Remodeling
— gemessen an der absoluten Zunahme des Infarktvolumens - auf (Abb. 14A). Die microRNA
miR-21 zeigte im Gegensatz zu miR-1 und miR-29b jedoch keinen diagnostischen Wert bzgl.
der absoluten Zunahme des Infarktvolumens auf (Abb. 14A). Es zeigte sich keine Korrelation
der Plasmakonzentrationen aller microRNAs mit der absoluten Verdnderung der EF nach 6
Monaten. (Abb. 14B). miR-29b wies auch einen prognostischen Wert 9 Tage nach AMI auf:
Es zeigte sich eine signifikante negative Korrelation mit der absoluten Zunahme der
linksventrikuldren enddiastolischen Volumina 6 Monate nach AMI auf. Patienten die demnach
hohere Plasmakonzentrationen von miR-29b an Tag 9 nach AMI aufwiesen, hatten eine

geringere Zunahme von LVEDV 6 Monate nach Infarkt zu verzeichnen (Abb. 14C)
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Abbildung 14: Regressionsanalysen. (4) Diagnostischer Wert von miR-1 und miR-
29b hinsichtlich der absoluten Zunahme des Infarktvolumens 6 Monate nach AMI. (B)
Es zeigt sich keine Korrelation der Plasmakonzentrationen mit der absoluten
Verdnderung der Ejektionsfraktion. (C) Prognostischer Wert von miR-29b
hinsichtlich der absoluten Verdinderung der linksventrikuldren enddiastolischen

Volumina. N = 44 fiir alle Korrelationen. N.s. = nicht signifikant.*
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Abbildung 15: Korrelation der microRNA-Plasmakonzentrationen mit einem kombinierten

kardiovaskuliiren Endpunkt. N = 44 fiir alle Korrelationen.>

Schlussendlich untersuchten wir mogliche Korrelationen der Plasmakonzentrationen der
microRNAs mit einem kombinierten kardiovaskuldren Endpunkt. Keine der untersuchten und
4 Tage (Abb. 15A) oder 6 Monate (Abb. 15B) nach AMI gemessenen microRNA-
Konzentrationen zeigte dabei eine Korrelation mit den klinischen Endpunkten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass miR-1 sowie miR-29b einen diagnostischen

Wert hinsichtlich des negativen Remodelings aufwiesen: Hohere Plasmakonzentrationen von
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miR-1 und miR-29b korrelierten mit reduziertem negativen Remodeling. Zudem konnte fiir
miR-29b ein prognostischer Wert nachgewiesen werden: Hohere Plasmakonzentrationen von
miR-29b 9 Tage nach AMI prognostizierten ein reduziertes negatives Remodeling 6 Monate
nach AMI. Es zeigten sich jedoch keine Korrelationen mit der LVEF-Verlauf sowie mit

klinischen Endpunkten.

Die nicht-selektive prihospitale Gabe von Aspirin und Heparin bei Patienten mit
extrahospitaler kardiopulmonaler Reanimation:

Patienten mit akuter Herzinsuffizienz schwerster Auspridgung konnen in einen kardiogenen
Schock geraten.! Der Herzstillstand mit Notwendigkeit der kardiopulmonalen Reanimation
stellt dabei die Maximalform dar. In westlichen Lindern werden jedes Jahr ca. 84-115
Individuen pro 100.000 Einwohner extrahospital reanimiert (out-of-hospital cardiac arrest,
OHCA), die Sterberate innerhalb des Krankenaufenthaltes liegt dabei in dieser Kohorte bei ca.
90%.%4! Bis dato konnte keine medikamentdse MaBgabe im prahospitalen Setting zeigen, dass
sie das Uberleben der Patienten verbessert. Epinephrin und Amiodaron, die einzigen
Medikamente, die namentlich im advanced life support- Algorithmus genannt werden, hatten
laut einer Metaanalyse (Epinephrin) sowie einer randomisierten Studie (Amiodaron) keine
positive Auswirkung auf das Uberleben.*>**

Der AMI ist die hdufigste Ursache fiir die extrahospitale kardiopulmonale Reanimation.*> Die
Gabe von Aspirin und Heparin ist essentiell in der Therapie des AMI. Zuletzt konnte gezeigt
werden, dass die prihospitale Gabe einer Kombination aus Aspirin und Heparin den koronaren
Fluss im ZielgefiB entscheidend verbessert. Ein Einfluss auf das Uberleben konnte bisher
jedoch nicht gezeigt werden.*¢

Wir untersuchten, ob die nicht-selektive prahospitale Gabe von Aspirin und Heparin (AH) das

Uberleben von Patienten mit OHCA verbessern kann und ob hierunter eine erhohte

Blutungsrate zu verzeichnen ist.

25



Dr.med. Ulrich Grabmaier — Kumulative Habilitationsschrift

Hierzu werteten wir retrospektiv die Daten von 527 Patienten mit OHCA aus, die zwischen den
Jahren 2003 bis 2016 an den beiden Standorten der Klinik der Universitdt Miinchen nach
Kreislaufstillstand behandelt wurden. Der primére Endpunkt war Uberleben bis zur Entlassung
aus dem Krankenhaus, der Sicherheitsendpunkt waren Blutungen mit einem Bleeding

Academic Research Consortium (BARC) Score von > 2.
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Abbildung 16: Studienflussdiagramm.*’

Die Gruppen wurden wie folgt definiert: Jene Patienten, die AH prdhospital erhalten hatten
wurden mit Patienten verglichen, die kein AH prihospital erhalten hatten. Aufgrund der

heterogenen Verteilung der Patienten hinsichtlich relevanter Variablen wie defibrillierbarer
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Rhythmus, Dauer der fehlenden Durchblutung sowie beobachteter Kollaps wurden die
Patienten mittels propensity score matching so auf die Gruppen verteilt, dass diese Variablen
sowie Alter und Geschlecht gleichmifBig verteilt waren. Auf diese Weise konnten insgesamt
384 Patienten ausgewertet werden. Abbildung 16 zeigt das Studienflussdiagramm.

Abbildung 17 zeigt das kumulative 30-Tage-Uberleben in der propensity-score-matched
Population stratifiziert nach AH Gabe. Das Uberleben bis zur Krankenhausentlassung war in
der AH-Gruppe signifikant hoher als in der nicht-AH-Gruppe (59.4% vs. 34.0%; p<0.001, Abb.

17).
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Abbildung 17: Die Kaplan-Meier-Kurve stellt das kumulative 30-Tage Uberleben

in beiden Gruppen dar.”’

In der uni- als auch in der multivariablen Cox-Regressionsanalyse zeigte sich, dass die
prihospitale AH-Gabe in dieser Kohorte den einzigen Pridiktor fiir Uberleben

darstellt (Tab. 5).
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Tabelle 5: Uni- und multivariable Cox-Regressionsanalyse. Sowohl in der uni- als auch in der multivariablen

Cox-Regressionsanalyse ist die prihospitale AH-Gabe der einzige Prdidiktor fiir Uberleben.?’

In der Subgruppenanalyse zeigte sich eine signifikante Interaktion mit einem Alter <65 Jahren

sowie mit der Diagnose AMI (Abb. 18).
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Abbildung 18: Subgruppenanalyse. Es zeigt sich eine signifikante Interaktion mit dem Alter < 65sowie mit der

Diagnose AMILY
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Es besteht also zusammenfassend eine Korrelation zwischen einer prdhospitalen, nicht-
selektiven AH-Gabe mit Uberleben bei Patienten mit OHCA. Aufgrund der lediglich
retrospektiven Datenanalyse ist die Aussage jedoch nur Hypothesen-generierend. Ob die
prihospitale, nicht-selektive Gabe von AH das Uberleben von Patienten mit OHCA tatséichlich

verbessert, muss mittels randomisierter klinischer Studien verifiziert werden.
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4. Ausblick

Die im Rahmen dieser Habilitation gewonnene Erfahrung mit dem EAM-Tiermodell wird fiir
die Evaluation neuer Therapiemechanismen fiir die DCMi verwendet. So untersucht unsere
Arbeitsgruppe gerade die Rolle des Zytokins Midkine im Rahmen der EAM. Midkine scheint
wesentlich am Entziindungsprozess sowie auch am durch die Entziindungsreaktion induzierten
negativen Remodeling sowie an der Verschlechterung der myokardialen Funktion beteiligt zu
sein. Erste Versuche mit einem Midkine-Antikdrper im EAM-Tiermodell zeigten hier bereits
protektive Effekte, miissen jedoch weiter verifiziert werden.

Zudem ist ein Antrag an das Deutsche Zentrum fiir Herzkreislaufforschung (DZHK) zur
Durchfiihrung einer randomisierten klinischen Studie zur Uberpriifung der Wirksamkeit einer
Immunsuppression bei Patienten mit DCMi in Planung. Hierdurch soll die Evidenz, die bis dato
durch eine kleine randomisierte doppelblinde monozentrische Studie sowie eine randomisierte
nicht verblindete Studie generiert wurde, weiter ausgebaut werden.*$4°

Schlussendlich sollen die vielversprechenden retrospektiven Ergebnisse zur Assoziation einer
nicht-selektiven prihospitalen Aspirin und Heparin -Gabe mit dem Uberleben von Patienten
mit OHCA anhand einer randomisierten, doppelblinden, placebo-kontrollierten Studie

verifiziert werden. Hierfiir ist ein Antrag an das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung

(BMBF) geplant.
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5. Zusammenfassung

Trotz deutlicher Fortschritte auf dem Feld der medikamentdsen sowie interventionellen
Therapie fiir Patienten mit Herzinsuffizienz bleibt die Herzinsuffizienz weiterhin eine der
héufigsten Todesursachen in westlichen Lédndern. Dies unterstreicht die Notwendigkeit neuer,
besserer Diagnostik- und Therapiemoéglichkeiten, insbesondere um die unterschiedlichen
Ursachen der Herzinsuffizienz besser adressieren zu kdnnen.

In der vorliegenden Habilitationsschrift wurden sowohl préiklinische als auch klinische Ansétze
zur Verbesserung von Diagnostik und Therapie der Herzinsuffizienz ausgearbeitet.

Zundchst untersuchten wir die Rolle der VCAM-1/VLA-4 Achse fiir das Homing von
Knochenmarkstammzellen im Rahmen der murinen CVB3-induzierten Kardiomyopathie. Wir
konnten zeigen, dass EPC diese Achse zur Migration in das entziindete Myokard nutzen und
eine gesteigerte Mobilisation dieser Stammzellen in das periphere Blut mittels G-CSF im
Tiermodell der CVB3-induzierten DCMi zu einer reduzierten Apoptose, Fibrosierung sowie zu
einer gesteigerten myokardialen Funktion fiihrt.

Zudem konnten wir zeigen, dass VCAM-1 im Myokard auch bei rein immunologisch
getriggerten myokardialen Entziindungen — wie z.B. im Rahmen der EAM — verstérkt
exprimiert sowie in seiner 16slichen Form sVCAM-1 in das periphere Blut abgegeben wird. Zur
Beantwortung der Frage, ob diese Expression sowie Ausschiittung mit dem Grad der
myokardialen Inflammation korreliert, wurden die Konzentrationen von VCAM-1 sowie
sVCAM-1 mit unterschiedlichen Parametern einer akuten Inflammation sowie Chronifizierung
der Erkrankung korreliert. Dabei konnte keine Korrelation der VCAM-1-Expression oder
Ausschiittung mit histologischen, serologischen oder funktionellen Parametern im EAM-
Tiermodell gezeigt werden.

Bis dato gibt es keine therapeutischen Moglichkeiten kontraktiles Gewebe zu regenerieren, um

nach Myokardinfarkt die Ausbildung einer Herzinsuffizienz zu verhindern. Wir evaluierten
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préklinisch erhobene Ergebnisse zur Effektivitét einer endogenen Stammzelltherapie nach AMI
anhand einer randomisierten klinischen Studie. Hierzu schlossen wir 174 Patienten in die
SITAGRAMI-Studie ein und verglichen eine Therapie mit Sitagliptin plus G-CSF (duale
Stammzelltherapie) mit einer Placebotherapie. Funktionelle und klinische Parameter wurden
nach 6 Monaten mittels MRT erhoben. Die duale Stammzelltherapie zeigte im Vergleich zu
Placebo keine Besserung der myokardialen Funktion sowie klinischer Endpunkte im 6-Monats-
Follow-Up sowie im Langzeit-Follow-Up.

Anhand des SITAGRAMI-Kollektivs sowie eines kardial gesunden Kontrollkollektivs konnten
microRNAs bestimmt werden, die in Bezug auf das negative Remodeling diagnostische und
prognostische Aussagekraft besitzen. So zeigten miR-1 sowie miR-29b eine negative
Korrelation mit Parametern fiir das negative Remodeling 6 Monate nach AMI. Hohe miR-29b
Plasmakonzentrationen wenige Tage nach Infarkt konnten zudem mit reduziertem negativen
Remodeling nach 6 Monaten korreliert werden.

Der plotzliche Herzkreislaufstillstand stellt die Maximalform des kardiogenen Schocks im
Rahmen einer akuten Herzinsuffizienz dar. Die extrahospitale Reanimation von Patienten mit
plotzlichem Herzkreislaufstillstand geht mit einer hohen Sterblichkeit einher. Der
Myokardinfarkt ist die hdufigste Ursache fiir eine extrahospitale Reanimation, wird jedoch im
prihospitalen Setting nicht regelhaft mit Aspirin und Heparin therapiert, obwohl beide
Medikamente Eckpfeiler der Herzinfarkttherapie darstellen. In einer retrospektiven Analyse
von 527 Patienten mit extrahospitaler Reanimation konnten wir zeigen, dass die nicht-selektive
prihospitale Gabe von Aspirin und Heparin zu einem verbesserten Uberleben fiihrte, ohne dabei
die Blutungsrate zu erhohen. Subgruppenanalysen zeigten dabei auf, dass wie erwartet v.a.
Patienten mit Myokardinfarkt als Ursache fiir den Herzkreislaufstillstand von dieser Therapie
zu profitieren schienen. Es bedarf jedoch weiterer randomisierter klinischer Studien, um den
Effekt einer nicht-selektiven préhospitalen Gabe von Aspirin und Heparin bei Patienten mit

extrahospitaler Reanimation {iberpriifen zu konnen.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

AH Aspirin und Heparin

AMI Akuter Myokardinfarkt

BARC Bleeding Academic Research Consortium

CFA komplettes Freund‘s Adjuvant

CVB3 Coxsackievirus B3

cVCAM-1 kardiales VCAM-1

CXCR4 CXC chemokine receptor type 4

DCM dilatative Kardiomyopathie

DCMi inflammatorische DCM

DPP4 Dipeptidylpeptidase 4

EAM Experimentelle Autoimmunmyokarditis

EDV enddiastolisches Volumen

EPC endotheliale Progenitorzellen

G-CSF granulocyte-colony stimulating factor

HFmrEF Herzinsuffizienz mit moderat reduzierter Ejektionsfraktion
HFpEF Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion
HFrEF Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion
ICM ischdmische Kardiomyopathie

IL-6 Interleukin 6

ISHLT The International Society for Heart & Lung Transplantation
LVEF linksventrikulére Ejektionsfraktion

LVEDV linksventrikulédres enddiastolisches Volumen
MACE major adverse cardiac events

MMF Medetomidin, Midazolam, Fentanyl
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factor in patients suffering from Acute Myocardial Infarction
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