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I. Einleitung
.1 Klinik und Biologie von Herzinfarkt und Herzinsuffizienz

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems gehdren in den westlichen Landern zu den
haufigsten Krankheits- und Todesursachen. Die Entwicklung einer Insuffizienz des
Herzmuskels - insbesondere durch Herzinfarkt bedingte Gewebezerstérung -
verursacht allein in Deutschland bei fast 1 Mio. Menschen erhebliche Einschrankungen
von Leistungsfahigkeit und Lebensqualitat. Ursache sind meist Gefalischaden im
Sinne einer Arteriosklerose. Sie findet im Rahmen des natirlichen Alterungsprozesses
statt, wird aber durch verschiedene endo- und exogene Faktoren wie z.B. Lebens- und
Ernahrungsgewohnheiten,  Stoffwechselerkrankungen (Diabetes mellitus und
Hyperhomocysteinamie), Nikotinabusus, Bluthochdruck und Fettstoffwechselstorungen
wesentlich beeinflusst und kann schon in jungen Jahren zu Erkrankungen des
Gefalsystems flihren. Bereits im Kindes- und Jugendalter sind atheromatdse Plaques
in den Karotiden nachweisbar. Ein weiterer nicht zu unterschatzender Faktor bei
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems ist die familiare und damit genetische
Pradisposition. Arteriosklerose befallt die arteriellen Geféalle (meist unter Aussparung
der A. pulmonalis und intramuskular verlaufender Koronargefal3e) und ist somit eine
diffuse Erkrankung und selten isoliert in einzelnen Organen oder Regionen anzutreffen.
Sie schreitet mit unterschiedlicher Geschwindigkeit aber in der Regel langsam Uber
Jahre bei oft vollstandiger Beschwerdefreiheit fort. Kommt es im Laufe der Zeit zu
Plaqueruptur und/oder GefalRokklusion in den Koronargefallen kénnen Angina pectoris
Beschwerden bis hin zum Myokardinfarkt mit Untergang von Herzmuskelgewebe
entstehen, in dessen Folge Komplikationen wie plotzlicher Herztod,
Rhythmusstérungen, Herzinsuffizienz, Septumperforation und Papillarmuskelabri} mit
Mitralklappeninsuffizienz nicht selten sind.

Weitere seltenere Ursachen einer chronischen Herzinsuffizienz kénnen z.B. dilatative
Kardiomyopathien unterschiedlicher Genese (alkoholtoxisch, Tachykardien, Cor
hypertonicum, Chagas-Infektion, Blei- und Kupferverwertungsstérungen) und
Herzrhythmusstérungen (chronisches Vorhofflimmern, arrhythmogenic right ventricular
disease) sein.

Wurde myokardiales Gewebe dauerhaft geschadigt, ist es nach aktueller Datenlage
dem Herzen nicht moglich, untergegangenes Gewebe in groRerem Malstab
eigenstandig zu regenerieren oder komplett neues Gewebe zu bilden. Auch reparative

und unterstitzende Behandlungsmethoden konnten bislang keine dauerhafte



Wiederherstellung von Gewebe und Herzleistung bewirken. Symptomatische
Therapiestrategien der chronischen Herzinsuffizienz sind sowohl medikamentoser (z.B.
ACE-Hemmer, Betablocker, Diuretika, Digitalis-Praparate) als auch chirurgischer
Natur. Operativ kdnnen Ventrikelreduktionsplastiken (Batista-OP bei Chagas-Infektion,
Aneurysmaresektionsplastik nach Dor 0.a. bei ischamischer Herzerkrankung) oder die
Implantation von Kreislaufunterstiitzungssystemen (uni- oder biventrikular, pulsatil oder
nicht-pulsatil, extrakorporal oder intrathorakal) das geschadigte Herz entlasten.
Unterstlitzungssysteme finden vornehmlich Verwendung in der Pratransplantations-
phase als ,Bridge-to-Transplant® bzw. bei akuter Dekompensation und werden nur in
Einzelfallen als endglltige Palliation eingesetzt (,Destination therapy“). Als einzige
kurative Therapie der schweren Herzinsuffizienz steht derzeit die Herztransplantation
zur Verfligung, welche durch Mangel an Spenderorganen nur bei ca. 400 Patienten pro
Jahr in Deutschland durchgefiihrt werden kann und durch Abstossungsreaktionen,
Transplantatvaskulopatien sowie unerwlnschte Wirkungen der immunsuppressiven
Therapie ein eigenes breites Morbiditatsspektrum besitzt.

Auf der Suche nach alternativen Behandlungsmethoden rickten in den letzten Jahren
die durch intensive Forschung auf dem Sektor der Zelltherapie und des kinstlichen
Gewebeersatzes entstandenen Moglichkeiten der Geweberegeneration in den
Mittelpunkt des Interesses. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die
Therapiemdglichkeiten mit adulten und embryonalen Stammzellen gelegt. In Folge

wurden zahlreiche Studien unterschiedlichster Art und Fragestellung durchgefuhrt.

.2 Experimentelle und klinische Grundlagen der kardialen Stammzelltherapie

[.2.1 Transplantation myozytarer Vorlauferzellen

Initiale Forschungen auf dem Gebiet des regenerativen kardialen Gewebeersatzes
begannen ungefahr zeitgleich unter Verwendung von autologen Skelettmyoblasten
(Progenitorzellen, die normalerweise in Skelettmuskelzellen differenzieren™ ) und
allogenen Kardiomyozyten®”.

Trotz widersprichlicher Studienergebnisse stellte sich heraus, dal} Skelettmyoblasten
im Allgemeinen nur Skelettmuskelzellen bilden und eine Transdifferenzierung in
Kardiomyozyten nicht erreicht werden kann® (mit einigen wenigen Ausnahmen®).
Adulte Skelettmyoblasten exprimieren nicht die Adhasions- oder Gap Junction-Proteine

N-cadherin und connexin43, die zur elektromechanischen Kopplung mit



umgebenden Kardiomyozyten notwendig waren'®. Es zeigte sich, dass die
transplantierten Zellen nicht synchron zum restlichen Myokard arbeiteten und es in
mehreren Fallen zu ventrikularen Rhythmusstérungen kam. Trotz dieser Erkenntnisse
Uber das arrhythmogene Potential der Skelettmyoblasten konnte sowohl in Grof3- als
auch Kleintierversuche mit Skelettmyoblastentransplantation nach Myokardinfarkt ein
positiver Einflul auf die Herzfunktion im Sinne einer Kontraktilitatssteigerung und damit
Verbesserung der Pumpfunktion' dokumentiert werden. Es wird vermutet, dass eine
verringerte linksventrikulare Dilatation diesem Effekt zu Grunde liegt'.

Erste klinische Studien mit Skelettmyoblasten wurden bei Patienten nach Herzinfarkt in
Verbindung mit Bypassoperationen von Menasché'® durchgefiihrt. Phase I-Studien mit
chirurgischer und interventioneller intramyokardialer Injektion belegten die Erzeugung
von Skelettmuskelgewebe in der Herzwand'*. Behindert wurde die weitere Forschung
in der Mpyoblastentherapie primar durch arrhythmogene Nebenwirkungen (u.a.
Kammerflimmern), die zur prophylaktischen Defibrillator-Implantation flhrten. Eine
grol’e europdische Phase II-Studie (MAGIC-Trial) unter Beteiligung mehrerer
deutscher Zentren sollte vor kurzem Sicherheit und Effizienz der Myoblasten-Therapie

bei Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt klaren.

Im Gegensatz zu den Skelettmyoblasten werden allogene Kardiomyozytengrafts in
tierexperimentellen Modellen morphologisch und elektrophysiologisch in das

umgebende Myokard integriert'>"®

, sind dort jedoch dem gleichen Risiko des
ischamischen Zellunterganges ausgesetzt wie native Herzmuskelzellen. Daruber
hinaus unterliegen allogene Kardiomyozytengrafts Abstossungsreaktionen. Autologe
Kardiomyozyten aus dem adulten Organsimus kénnen bislang nicht suffizient in Kultur

vermehrt werden.

[.2.2 Myokardregeneration durch Zellen aus dem Knochenmark

[.2.2.a Allogene Organ- und Knochenmarktransplantation

Erkenntnisse zur Funktion von Stammzellen im kardialen Gewebeersatz ergaben sich
aus Beobachtungen in der autologen Organ- und Knochenmarkiransplantation. So
konnte das Phanomen des Chimerismus (Verhdlinis von Spender- zu
Empfangerzellen) unter anderem bei der autologen KM-Transplantation (nach nicht-

myeloablativer Therapie) im Sinne eines gleichzeitigen Vorliegens von Wirts- und



Spenderzellen' oder nach einer geschlechtsabweichenden Herztransplantation naher
untersucht werden®. Durch genetische Identifikation von Spender- und Empfangerzelle
im Transplantat waren hier Untersuchungen von Zellwanderung und Regeneration
moglich?’. Es zeigte sich, dass ein erheblicher Anteil des MikrogefaRsystems nach
Transplantation aus dem Empfianger-Knochenmark ersetzt wird®®??. Der Ersatz von
Kardiomyozyten aus dem Knochenmark wird kontrovers diskutiert?®. Jedoch ist der
Nachweis von Empfanger-Kardiomyozyten im allogenen Herztransplantat in
verschiedenen Studien als seltenes Ereignis mit einer Haufigkeit von 1/1000-10000

Kardiomyozyten bestatigt worden?%?#24+%

. Im Speziellen konnten bei mannlichen
Patienten nach Transplantation eines weiblichen Spenderherzens mannliche
Empfanger-Knochenmarkstammzellen im Herzmuskel nachgewiesen werden
(Nachweis des Y-Chromosoms mittels Fluoreszenz in situ hybridisierung (FISH))%.
Quintessenz dieser Befunde ist der Nachweis, dall, im Gegensatz zur bisherigen
Lehrmeinung, nach der das Saugetiermyokard keinerlei zelllulares Proliferations- oder
Regenerationspotential besitzt, im menschlichen Herzen unter bestimmten
Bedingungen durchaus ein Zellumsatz besteht. Dieser scheint nicht nur Zellen des
kardialen Gefallsystems und Bindegewebes zu betreffen, sondern in geringem Malde

auch Kardiomyozyten.

[.2.2.b Knochenmarkstammzellen

[.2.2.b.1 Differenzierung

Die vaskulare oder myogene Differenzierung zirkulierender Progenitorzellen aus dem
Knochenmark wurde erstmalig Ende der neunziger Jahre von Ferrari et al*’
(Skelettmuskelregeneration aus dem Knochenmark der Maus) und nachfolgend von
weiteren Gruppen beschrieben®?%?°_ Danach sind in den letzten Jahren eine Vielzahl
von Untersuchungen zur kardialen Zelldifferenzierung und Regeneration publiziert®
und vaskulare und myogene Differenzierungen festgestellt worden, die zu einer

Verbesserung der Herzfunktion nach experimentellem Herzinfarkt fiihrten.

Zu unterscheiden sind mesenchymale und hamatopoetischen Stammzellen.
Mesenchymale Stammzellen aus dem Stroma des Knochenmarkes haben
vornehmlich, aber nicht ausschlieRlich die Potenz, sich in Fett-, Knorpel-, Knochen,

Sehnen- oder (Herz-)Muskelzellen differenzieren kénnen. Die Transdifferenzierung



mesenchymaler Stammzellen in Adipozyten, Osteoblasten, und Knorpelzellen ist ein
Standardverfahren in der spezifischen Qualitatskontrolle. Auch Neoangiogenese und
die Fahigkeit, die Pumpleistung und die Compliance des Herzens nach Myokardinfarkt
zu verbessern wurde in aktuellen Studien erneut nachgewiesen®*,
Oberflachenmarker sind u.a. CD-13, CD-29, CD-44, CD-73, CD-90, CD-105, CD-106,
CD-166 und MHC-I. Da allerdings keiner dieser Marker fur sich weder absolut
spezifisch fur mesenchymale Stammzellen ist noch robust genug exprimiert wird,
eignen sie sich nicht fir ein Routineverfahren zur Zellisolation. Standard ist daher die
Separation mesenchymaler Stammzellen tber deren Adharenz.

Hamatopoetische Stammzellen differenzieren primar in Blutzellen. Gangige
Oberflachenmarker friiher unreifer hamatopoetischer Stammzellen sind z.B. CD133,
CD34 oder VEGF-R2, erstere werden auch flr klinisch zugelassene Verfahren zur
Antikdrper-basierten Zellseparation verwendet. Eine Potenz zur Kardiomyogenese wird
vermutet, jedoch sehr kontrovers diskutiert. Deutlich starker scheint aber die Fahigkeit

zur endothelialen Differenzierung und Neoangiogenese zu sein.

In experimentellen Modellen des Myokardinfarktes wurde bislang hauptsachlich die
Bildung von mikrovaskuldrem und interstitiellem Gewebe nachgewiesen. Nur in
wenigen Fallen konnte man tatsachlich von einer Differenzierung in Kardiomyozyten
ausgehen. Die funktionelle Verbesserung der Herzfunktion resultiert im Wesentlichen
aus der Regeneration des Infarktrandgewebes. Die kardiale Differenzierung von
Knochenmarkstammzellen wird in verschiedenen Berichten widersprichlich
beschrieben. Dabei ist zu bedenken, dass die Auswahl des Stammzell-Typs wenig
Kontinuitat aufweist und mitunter deutliche Unterschiede festzustellen sind. Die
Selektion von hamatopoetischen und nicht-hdmatopoetischen Stammzellen obliegt der
Bindung von Antikérpern an spezifische Oberflachenmarker (u.a. CD34, CD133).
Neues Potential birgt auf diesem Gebiet das Voranschreiten der Entwicklung der
Zellcharakterisierung, um hamatopoetische, nicht-hamatopoetische und mesenchy-

male Stammzellen differenzierter einsetzen und erforschen zu kénnen.



[.2.2.b.2 Isolation

Die Stammzelltherapie kann auf eine weit fortgeschrittene Technologie zur
Zellisolierung und Purifizierung zurlckgreifen. Ausgehend von mononukledren
Knochenmarkszellen kdnnen mittels der magnetischen Isolationstechnologie CD34+
oder CD133+ Stammzellpopulationen (weniger als 1% der Knochenmarkszellen)
angereichert werden. Hierbei kommen Herstellungsauflagen flr Zelltherapieprodukte
gemal des Arzneimittelgesetzes zur Anwendung (Reinraumbedingungen, GLP/GMP-
Standards). Prinzipiell erfolgt die Anreicherung der Stammzellen aus autologem

Zellmaterial, in einigen Studien kommen aber auch allogene Stammzellen zum Einsatz.

1.2.2.b.3 Zellapplikation
Von besonderer Wichtigkeit in der Zelltherapie ist die Applikationstechnik, mit der die

Stammzellen in das geschadigte Gewebe eingebracht werden. Ziel ist die sichere
Transplantation effektiver Zellzahlen intrakardial in bestimmte Erkrankungsbereiche
unter Erhalt der Zellfunktionen. Hierbei kommen Parametern wie Gewebemilieu,
Regulationsfaktoren fur Stammzelladhasion, -migration und —interaktion sowie
Hypoxie- und Inflammationsbedingungen eine besondere Bedeutung zu. Aufgrund des
hohen Bedarfs an weiterfihrenden wissenschaftlichen Ergebnissen hinsichtlich des
Verhaltens von Stammzellen nach Transplantation und mit Augenmerk auf ihre
Apoptose- und Differenzierungsmuster sowie auf die Interaktion mit kardialen Zellen
sind sie Forschungsthematik einer Vielzahl experimenteller Untersuchungen.

Es stehen im Wesentlichen zwei Applikationstechniken zur intrakardialen
Stammzelltransplantation zur Verfiigung. Man unterscheidet intravaskulare und

intramyokardiale Techniken:

1) Die intravaskulare Applikation erfolgt entweder in das periphere Venensystem
oder intrakoronar nach Ballonokklusion in die Koronararterien. Bei der peripher-
venosen Infusion wére ein Ansiedeln der zirkulierenden Zellen im Herzen von Noéten,
was im gesunden Korper nicht zu beobachten ist. Vielmehr wird durch den stromal-
derived-factor 1 (SDF-1) eine selektive Ansiedelung der infundierten Zellen im
Knochenmark initilert. Es konnte aber gezeigt werden, dass nach Herzinfarkt auch im
ischamischen Herzmuskelgewebe SDF-1 exprimiert wird, was zu einer Adh&sion von

Stammzellen im Infarktrandgebiet filhrt**. Die Anzahl der (durch SDF-1 initiert) aus der



Blutbahn in das Herzmuskelgewebe auswandernden Stammzellen im Herzen ist
jedoch sehr gering und auf kurze Zeit nach dem Infarkt begrenzt®. Die periphervendse
Zellapplikation hat daher derzeit keinen wesentlichen Stellenwert in der myokardialen
Stammzelltherapie.

Die selektive Zellapplikation in die Herzkranzgefalde ist ein Ansatz, die Spezifitat der
Stammzelladhasion flir das Herz zu erhdéhen. Applikationen (ber das
Koronarsinussystem waren ineffektiv. Die intrakoronare Infusion mit temporarer
Ballonokklusion des arteriellen InfarktgefalRes erwies sich hingegen als praktikabel und
suffizient und stellt neben der intramyokardialen die bislang am haufigsten praktizierte

36,37

Applikationsart (oft auch bei Z.n. aktuem Myokardinfarkt) dar

2) Die intramuskulare und damit kardiochirurgisch koordinierte Stammzell-
applikation findet bei chronischer Herzinsuffizienz, insbesondere der chronischen
Ischdmie nach Myokardinfarkt Verwendung'*®**'. Der Charakter der primar
chronischen Myokarderkrankungen ist hier im Wesentlichen bedingt durch eine relative
Kontraindikation eines herzchirurgischen Eingriffs innerhalb der ersten Wochen nach
einem Infarktereignis. Die Spannweite der verwendeten Zellarten ist hier groRer als bei
der intravaskularen Infusion und umfasst u.a. primar isolierte
Knochenmarkstammzellen, mononukleare Knochenmarkzellen, kultivierte
mesenchymale Stammzellen und Skelettmyoblasten. Die Applikation erfolgt meist im
Rahmen einer Herzoperation epikardial. Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode ist die
Ortliche Orientierung und damit bessere Bolusplatzierung (z.B. Infarktrandgebiet).

Weiterhin kdnnen Zellen interventionell (iber das Koronarsinussystem intramyokardial*?
oder mittels eines spezifischen Injektionskatheters intraventrikular endokardial

appliziert werden®.

[.2.2.b.4 Stammzellmobilisierung durch Zytokine (G-CSF)

Die Mobilisierung von Stammzellen aus dem Knochenmark in die Zirkulation durch

Zytokine ist ein seit einigen Jahren bekannter und inzwischen vielfach untersuchter
Effekt. Eins der am besten untersuchten Zytokine ist der Granulozyten-Kolonien
stimulierende Faktor G-CSF. Aus der Erkenntnis, dall G-CSF wu.a. nach
Myokardischamie ausgeschuttet wird erwuchsen zahlreiche Studien. So zeigten z.B.

Experimente in Maus, Ratte und Schwein eine funktionelle Myokardverbesserung nach



experimentellem Infarkt***®. Andere Studien hingegen ergaben weniger eindeutige
Ergebnisse bzw. einen geringeren EinfluR von G-CSF auf die Herzfunktion*’*%. Als
primare Wirkmechanismen von G-CSF werden sowohl der mobilisierende Effekt auf
Progenitorzellen (< 1%), als auch der stimulierende Einfluss auf Granulozyten und
Monozyten (> 99%) diskutiert. Diese Leukozyten sind als wesentliche Effektoren bei
der Regeneration von infarziertem Gewebe bekannt. So konnte im Kaninchenmodell
nach G-CSF-Stimulation ein erhéhter Makrophageninflux und eine damit beschleunigte
Abheilung und Verminderung der Infarktnarbe gezeigt werden. Allerdings bestehen bei
der Therapie mit Zytokinen auch Sicherheitsbedenken auf Grund der unvermeidlichen
hochgradigen Leukozytose und den damit verbundenen inflammatorischen
Nebeneffekten und Re-Stenosen nach Stent-Applikation. In diesem Zusammenhang
untersuchte die Rostocker FIRSTLINE-AMI Studie den Effekt von G-CSF an 50
Probanden mit STEMI nach Reperfusionstherapie. Im Verlauf konnte ein Anstieg von
CD34+ Knochanmarkstammzellen und eine deutliche Steigerung der LVEF
nachgewiesen werden. Unerwinschte Nebeneffekte wie Beeintrachtigung der
rheologischen Eigenschaften, In-Stent-Stenosen, Entzindungsreaktionen oder

linksventrikulares Remodelling wurden nicht beobachtet*®*",

[.2.2.b.5 Klinische Studien

Das Interesse an klinischen Studien auf dem Gebiet der myokardialen

Stammzelltherapie hat in den letzten 7 Jahren stark zugenommen und insbesondere in
Deutschland sind eine Fillle von Studien sowohl von kardiologischen als auch
herzchirurgischen Gruppen durchgefihrt worden. Die weltweit ersten Studien mit
Knochenmarkstammzellen erfolgten in Deutschland bereits 2001, als in Rostock
erstmalig aus dem Knochenmark isolierte Stammzellen bei einer Bypassoperation
direkt in den infarzierten Herzmuskel transplantiert wurden®’. In einer Diisseldorfer
Studie wurden erstmalig nach akutem Herzinfarkt Knochenmarkszellen in das
InfarktgefdR intravasal Uber einen Herzkatheter injiziert®*. Die Sicherheit beider
Techniken wurde inzwischen in klinischen Phase |- und II-Studien validiert und ist

durch viele weitere Zentren tberpriift und bestatigt worden**°°2%4,



[.2.3 Die Stammzellstudie der Rostocker Herzchirurgie

Eine Vielzahl durchgefiihrter Pilotstudien konnte bislang ermutigende® aber auch
weniger eindrucksvolle®® Ergebnisse in der myokardialen Stammzelltherapie
hervorbringen. Besonders im Zusammenhang mit der intrakoronaren Applikation wurde
eine Verbesserung der Herzfunktion festgestellt. Dieser Therapieansatz ist vornehmlich
akuten Myokardinfarkten vorbehalten. Mit Blick auf bereits langer zuriickliegende
Herzinfarktgeschehen und damit verbundene manifeste Beeintrachtigungen von
Herzmuskel und Hamodynamik wurde in Rostock 2001 eine Studie ins Leben gerufen,
die besonders Patienten mit chronisch-ischamischer Herzerkrankung mit
Herzinsuffizienz neue Therapieoptionen bieten konnte. Es startete eine erste klinische
Phase |-Studie (Safety-Trial, eine Stammzellgruppe), der dann 2003 im Anschluss eine
Phase II-Studie (Efficacy-Trial, eine Stammzell- und eine Kontrollgruppe) folgte. In
beiden Studien wurden zum Zeitpunkt einer Bypassoperation autologe, gereinigte und

aufbereitete CD133+ Stammzellen in die Infarktrandbereiche injiziert.

Die vorliegende Arbeit wird sowohl die komplette Phase | als auch grétenteils Phase

Il im Kurz- und Langzeit-Follow Up darstellen. Sie wurde im Marz 2007 publiziert®®. In

den Jahren 2003 und 2004 wurden bereits Phase | und Il in Teilen veroffentlicht*®,



Il. Studiendesign und Methodik

Die vorliegende Arbeit umfasst sowohl Phase | (retrospektiv) als auch Phase I

(prospektiv) der Stammzellstudie der Klinik flir Herzchirurgie der Universitat Rostock.

Fir beide Phasen galten die gleichen Bedingungen im Hinblick auf Abbruchkriterien,
Untersuchungs-, Follow Up- und Behandlungsverfahren. Bei der Patientenrekrutierung
(EinschluBkriterien, AusschluRkriterien) gab es im Verlauf der Studie zwischen Phase |
und Phase Il Veranderungen. Diese werden im jeweiligen Abschnitt detailliert

dargestellt (s. 11.3).

1.1 Patienten

In die Studie wurden stationare Patienten der Klinik fiir Herzchirurgie eingeschlossen.
Die Zuweisung der Patienten erfolgte in erster Linie durch die Abteilung fir Kardiologie
der Universitatsklinik Rostock sowie im weiteren durch die umliegenden

Krankenh&user und niedergelassenen Arzte.

In Phase | wurden die Patienten ausschliellich in eine Stammzellverumgruppe
rekrutiert. In Phase Il wurde neben der Verum-Gruppe auch eine Kontrollgruppe
geflhrt, die zwar eine Bypass-Operation aber intraoperativ keine Zellinjektion erhielt.

Dementsprechend entfiel in der Kontrollgruppe auch die praoperative Zellgewinnung.

.2 Aufklarung und Einverstandniserklarung

Alle Patienten wurden zu Beginn Uber Ziel und Zweck der klinischen Studie ausfihrlich
schriftlich und muindlich aufgeklart. Bei Teilnahmebereitschaft gaben die Patienten ihre
schriftliche Einwilligung (s. Anhang). Die Einwilligung konnte wahrend der Studie
jederzeit ohne Angabe von Grinden von den Probanden widerrufen werden. Die
Patienten erhielten keinerlei Vergutung fir ihre Teilnahme. Fir alle Probanden wurde
vor Studienbeginn eine zusatzliche Versicherung abgeschlossen. Sowohl Phase | als
auch Phase Il wurde von der Ethikkommission der Universitdt Rostock geprift und

genehmigt.
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1.3 Studienkriterien

11.3.1

EinschluRkriterien

Vor Aufnahme in die Studie wurden alle Patienten auf ihre Probandentauglichkeit

anhand der folgenden Kriterien Uberpriift:

11.3.2

11.3.3

Koronare Herzerkrankung mit Indikation zur aortokoronaren Bypassoperation
Eingeschrankte linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF < 50) nach akutem
Myokardinfarkt oder im Sinne einer ischamischen Cardiomyopathie

Phase [: Infarktalter > 10 Tage, < 3 Monate

Phase II: Infarktalter > 10 Tage
Einwilligung des Patienten
Alter > 18 Jahre

AusschluRkriterien

Notfalloperation

Kombinationseingriff bei gleichzeitig vorliegendem Klappenvitium (nur Phase |,
in Phase Il wurden Vitien der Mittralklappe und somit Kombinationseingriffe
akzeptiert)

Wesentliche Nebenerkrankungen (z.B. neurologische Erkrankungen, terminale
Niereninsuffizienz, Z.n. Organtransplantation)

Maligne ventrikulare Rhythmusstérungen in der Anamnese

Eingeschrankte Einwilligungsfahigkeit

Fehlende Einwilligung

Abbruchkriterien

Kriterien flir den Abbruch der Studie und aufierplanmaRige Zwischenauswertung sind:

Statistisch nachweisbar vermehrte Komplikationen der CTC Klasse |l
(Nebenwirkungen gemal® CTC [Common Toxicity Criteria] Version 2.0 vom
30.04.1999, s. Tabelle 1 im Anhang)

Abbruch bei Komplikationen Grad Ill oder IV bei 2/6 Patienten

11



.4 Studienaufbau

[1.4.1 Phase |

[I.4.1.a Studiendesign

Phase | der Stammzellstudie wurde in Rostock im Zeitraum 07/2001 bis 05/2003 (22
Monate) mit 15 Patienten durchgefiihrt. Es handelte sich um eine

Vertraglichkeitsprifung; es wurde keine Kontrollgruppe rekrutiert.

[1.4.1.b Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS, Version 14.0.
Quantitative Merkmale wurden durch die Angabe der Mittelwerte und
Standardabweichungen beschrieben; flr qualitative Parameter wurden absolute und
prozentuale Haufigkeiten angegeben. Die Analyse des =zeitlichen Verlaufs der
Funktionsdaten (LVEF, LVEDD, LVEDV) erfolgte mittels des globalen
nichtparametrischen Friedmann-Tests. Auf dem Signifikanzniveau von P < 0,05 wurde
geprift, ob Unterschiede existieren. Wenn dieser Test signifikante Unterschiede
aufzeigte, wurde mittels Wilcoxon-Test auf paarweise Unterschiede getestet

(Signifikanzniveau P < 0,017 nach Bonferroni-Korrektur).

[1.4.2 Phase ll

I1.4.2.a Studiendesign

Phase Il wurde als randomisierte, kontrollierte klinische Studie im Zeitraum 05/2003 bis
11/2005 (30 Monate) mit einer Stammzellgruppe C+ (20 Patienten, CABG mit
Stammzelltransplantation) und einer Kontrollgruppe K (20 Patienten, CABG ohne
Stammzelltransplantation) durchgefihrt.

Die Zuteilung zu den Gruppen erfolgte primar nach einem computergestitzten
Randomisierungsplan, der mit Hilfe eines im Internet als Freeware zur Verfiigung
stehenden Programms basierend auf 100 Probanden mit 5 Untereinheiten entworfen
wurde. Dieser Plan wurde fiir die ersten 12 Patienten beibehalten. Durch Engpasse bei
der Zellpraparation aufgrund von begrenzter Verflgbarkeit des Hamatologie-
Reinraums Klasse B wurde der Randomisierungsplan dahingehend geandert, daf}
Patienten in die Stammzellgruppe rekrutiert wurden, wenn der Reinraum fir die

Zellpraparation zur Verfugung stand. War dies nicht der Fall und war der Reinraum
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belegt, wurde der Patient der Kontrollgruppe zugeordnet. Da die Belegung des
Reinraums von der Studienleitung nicht beeinflusst werden konnte, kam es zur
folgenden zufalligen Randomisierungssequenz: 01000011001110010001
01010100101011110111 (0 = CABG, 1 = CABG + Stammzellen).

[1.4.2.b Statistik

Basierend auf den Ergebnissen der Phase | wurde mittels Power Analyse eine Anzahl
von 20 Patienten pro Gruppe errechnet, um einen relativen Unterschied der LVEF von
10% zwischen den einzelnen Gruppen nachweisen zu koénnen (vorrausgesetzte
Standardabweichung 8%, effect size = 1,25/ a = 0,05/ = 0,2 / version 6.0, nQuery
Advisor, Statistical Solutions, Saugus, MA). Quantitative Merkmale wurden durch die
Angabe der Mittelwerte und Standardabweichungen beschrieben; fir qualitative
Parameter wurden absolute und prozentuale Haufigkeiten angegeben. Innerhalb der
Gruppen wurde mittels des nichtparametrischen Friedmann-Tests auf Unterschiede im
zeitlichen Verlauf getestet (P < 0,05) und gegebenenfalls mittels des Wilcoxon-Tests (P
< 0,017 Bonferroni-Korrektur) zwischen zwei Zeitpunkten die Signifikanz beurteilt. Zur
Uberprifung der Normalverteilung der Parameter wurde der Kolmogoroff-Smirnoff-Test
angewendet; die Bestimmung der Unterschiede zwischen den Gruppen (Stammzell-
vs. Kontrollgruppe) erfolgte mittels t-Test fiir unabhangige Stichproben (P < 0,05). Die
Ubereinstimmung der LVEF aus Herzecho und Kardio-MRT wurde mit Hilfe der Bland-
Altman-Methode gepriift’’. Zur Bestimmung negativer oder positiver Korrelation wurde
der Koeffizient nach PEARSON berechnet.

[1.4.3 Ablauf
Die Patienten wurden anhand der Einschlusskriterien ausgewahlt und aufgeklart. Bei

Einwilligung wurden praoperativ Untersuchungen gemaf} Protokoll durchgefiihrt:

Routineuntersuchungen (Labor, Ruhe EKG, Réntgen-Thorax)
Koronarangiographie

Transthorakale Echokardiographie in Ruhe (Kardio-MRT in Teilen der Phase II)
Thallium Perfusions-Szintigraphie (SPECT)

24h Langzeit-EKG (Holter)

o > wbdh =
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Am Tag vor der OP erfolgte bei der Stammzellgruppe C+ eine
Knochenmarksentnahme aus dem Beckenkamm, bei der Kontrollgruppe wurde keine
Punktion vorgenommen. Die Verumgruppe erhielt am OP-Tag die geplante Bypass-
Versorgung und intraoperativ die Stammzellgabe in Infarktrandbereiche (dys- oder
akinetische bzw. minderperfundierte Areale). Postoperativ verblieben die Patienten fir
einen Tag auf der Intensivstation und wurden dann auf die Normalstation verlegt. Hier
betrug die mittlere Aufenthaltsdauer flir Patienten der Phase | 14 £+ 3 Tage und flr
Patienten der Phase Il 13 + 3 Tage. An die Entlassung aus der stationaren Pflege der
Normalstation schlof3 sich eine mehrwdchige Reha-Malinahme an.

Postoperativ wurden bei allen Patienten erneut die geforderten Untersuchungen
durchgefiihrt:

Routineuntersuchungen (Labor, Ruhe EKG, Réntgen-Thorax)

Transthorakale Echokardiographie in Ruhe (Kardio-MRT in Teilen der Phase II)
Thallium Perfusions-Szintigraphie des Myokards (SPECT)

24h Langzeit-EKG (Holter)

>N =

Die weiteren Follow Up-Untersuchungen fanden zu festgelegten Zeitpunkten statt (s.
auch Tabelle 2 im Anhang):

1. 2 Wochen postoperativ, unmittelbar vor Entlassung (Untersuchung 1.-4.)

2. 6 Monate postoperativ (Untersuchung 2. und 3., Wiedereinbestellung der
Patienten)

3. 1 Jahr postoperativ (Untersuchung 2. und 3., Wiedereinbestellung der

Patienten)

Im Hinblick auf die primaren und sekundaren Zielparameter wurde als
ausschlaggebender Follow Up-Termin die zweite Nachuntersuchung (6 Monate
postoperativ) definiert. Bei Wiedereinbestellung erfolgten die Untersuchungen

ambulant innerhalb eines Tages.
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1.5 Untersuchungsparameter

Die Untersuchungsparameter wurden fachibergreifend erfasst und ausgewertet:

11.5.2

11.5.3

11.5.4

[1.5.5

[1.5.6

Echokardiographie

Linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) in Prozent [%]

= primarer outcome Parameter

Linksventrikularer Enddiastolischer Diameter (LVEDD) in Millimetern [mm]
Linksventrikulares Enddiastolisches Volumen (LVEDV) in Millilitern [ml]
Verklrzungsfraktion (FS) in Prozent [%]

Akinesie (Messung der wall movement velocity) bzw. subjektive Einschatzung

Kardio-MRT
Linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) in Prozent [%]

Die Messung der LVEF mittels MRT wurde im Verlauf der Phase |l zusatzlich
zur echokardiographischen Methode zu Kontrollzwecken eingefuhrt. Dabei
sollten Faktoren wie Gerate- und Untersucherabweichungen minimiert und die

echokardiographischen Messungen validiert werden.

Thallium Perfusions-Szintigraphie

Kontrastmittelanreicherung farbcodiert
Perfusionskoeffizient praoperativ zu postoperativ in absoluten Zahlen

abweichend von 1 (praoperativ)

Holter-EKG
Ventrikuldre und supraventrikulare Extrasystolie, Tachyarrhythmia absoluta,

Haufigkeit in Prozent [%]

Knochenmarkspunktion
Zellzahl (CD133+ Zellen) in Millionen [Mio.] absolut
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1.6 Geratetechnik/Methoden
[1.6.1 Echokardiographie
Die Echokardiographie wurde mit einem Philips SONOS 5500 durchgeflhrt. Untersucht

wurde in Ricken- bzw. Linksseitenlage, die Darstellung erfolgte jeweils in langer und

kurzer Achse, im apikalen 3-, 4- und 5 Kammerblick, in 2D-Projektion und mittels
Farbdoppler. Die Ejektionsfraktion wurde mit der Simpsons-Methode berechnet.
Hierbei wird bei verschiedenen Darstellungen der kurzen Achse der linke Ventrikel
entlang der langen Achse in mehrere Scheiben von bestimmter Dicke und
Durchmesser zerlegt und das Volumen jeder einzelnen Scheibe berechnet (Flache x
Dicke). Die Sitzungen wurden auf mobilen Datentrdgern oder auf der internen
Geratefestplatte gespeichert. Die Untersuchungen wurden von 2 erfahrenen

Mitarbeitern durchgefihrt.

[1.6.2 Kardio-MRT

Um Validitdt und Reproduzierbarkeit der echokardiographie-basierenden LVEF-Daten
beurteilen zu kdénnen, wurde die Ejektionsfraktion bei einer Untergruppe von
Probanden (n = 13) zusatzlich zu der Echokardiographie mittels Kardio-MRT Uberpruft.
Die Durchfuhrung erfolgte bei EKG-gesteuerten Sequenzen in einem 1,5 T Scanner
(Siemens Avanto). Die linksventrikulare Ejektionsfraktions wurde Uber das
linksventrikuldre enddiastolische und endsystolische Volumen errechnet (Cine True
Fisp). Sequenz-Parameter waren: TR 40,05 ms, TE 1,3 ms, Flip Angle 80-65°, Matrix
192 x 156, Schichtdicke 8 mm, Gesichtsfeld 34-40 cm. Der linke Ventrikel wurde in
kontinuierlich geschichteten short-axis-Schnitten dargestellt, welche anhand eines
enddiastolischen, endexspiratorischen 4-Kammerblicks (Referenz) geplant wurden.
Analyse und Interpretation erfolgten mittels Argus Software (Siemens) verblindet und

ohne Kenntnis der bereits echokardiographisch ermittelten LVEF.

[1.6.3 Thallium Perfusions-Szintigraphie

Die Myokardszintigraphie wurde in Ruhe mit 100 MBq TI-201-Chlorid an einer Irix-3-
Kopf-Kamera der Firma Philips durchgefihrt. Die Rekonstruktion erfolgte unter

Anwendung einer nichtuniformen, nichtlinearen Schwéachungskorrektur (Beacon®).
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Zur quantitativen  Auswertung (Zirkumferenzmethode) wurde die relative
Aktivitatsanreicherung im Infarktbereich vor und nach OP gemessen und der

Koeffizient berechnet ([C] Zeitpunkt X / [C] praoperativ).

[1.6.4 Knochenmarkspunktion

Am Tag vor der Operation wurden den Patienten, die eine Stammzelltransplantation
erhalten sollten, in Lokalanasthesie unter sterilen Kautelen und unter Verwendung von
heparingefillten 20ml-Spritzen 100-200 ml Knochenmark aus dem Beckenkamm

entnommen.

[1.6.5 Zellpraparation

Nach der Punktion erfolgte die weitere Aufbereitung des Aspirats im GMP-Labor der
Hamatologie (Klinik far Innere Medizin der Universitdt Rostock) unter sterilen
Bedingungen in partikelreduzierter Umgebung (EuGMP Level B). Mononukleare Zellen
wurden mittels Ficoll Dichtezentrifugation isoliert und in einem Cobe 2991
Zellprozessor mit Phosphat-Puffer (PBS, Miltenyi Biotec) resuspendiert. Die Zellen
wurden mehrfach zentrifugiert, vom Uberstand getrennt, erneut mit PBS gewaschen
und schlieBlich mit an hochmagnetische Eisenkristalle gekoppelten monoklonalen
CD133-Antikérpern Uber 30 Minuten inkubiert. Nach weiteren Wasch- und
Zentrifugierungsvorgangen wurde die finale Zellauftrennung mit dem CliniMACS
Magnetic Cell Separation Device (Miltenyi Biotec) durchgefihrt. Unter dem Einflufd
eines starken Magnetfeldes wurden die mit dem Antikorper beladenen CD133+ Zellen
im Inneren der Trennsaule zuriickgehalten, nicht mit dem eisengekoppelten Antikérper
beladene Zellen passierten das Magnetfeld und wurden verworfen. Nach mehrfachem
Durchlauf der Suspension wurden die CD133+ Zellen schlielllich bei deaktiviertem
Magneten herausgesplilt. Die so erhaltene reine CD133+ Suspension wurde in
vorsterilisierte 2 ml Behalter gefiillt und bei 4°C Gber Nacht gelagert.

Vor und nach jedem Praparationsschritt wurden anhand einer Probe Zellzahl und
Sterilitat Gberprift. Um kompetitives Bindungsverhalten zwischen dem CD133+
Antikérper und dem Markierungs-Antikdrper zur Zellzahlbestimmung zu vermeiden,

wurden CD34-Antikdrper zur Zellzahlung verwendet.
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Im Verlauf der Phase Il konnte die Knochenmarkspunktion und Zellpraparation in den
Operationsbereich verlegt werden. Hierbei wurde am Tag der Bypass-Operation den
bereits narkotisierten Patienten das Knochenmark entnommen und wahrend der
laufenden Operation in einem im OP befindlichen CliniMACS Magnetic Cell Separation
Device aufbereitet. Es wurde das von Ghodzisat et al. beschriebene Verfahren der
intraoperativen CIliniMACS Zellisolation ohne vorhergehende Dichtegradienten-

zentrifugation adaptiert®®.

[1.6.6 Operation
Die aortokoronare Bypassoperation wurde mittels medianer Sternotomie, Anschluf} an

die Herz-Lungen-Maschine und kardioplegischem Herzstillstand durchgefihrt. Zur
Bypassversorgung wurde routinemafig die linke A. mammaria interna prapariert und
Teile der V. saphena magna aus dem Bein enthommen. Alternativ stand auch die A.
radialis zur Verfugung. Bei bekannter oder intraoperativ mittels transdsophagealer
Echokardiographie festgestellter Mitralinsuffizienz Grad 1ll oder hoher wurde die
Mitralklappe rekonstruiert bzw. eine Ring-Anuloplastie durchgefihrt. Alle Koronarien
mit kritischen Stenosen wurden bei Anschlussfahigkeit mit Bypassen versorgt. Nach
Fertigstellung der Koronaranastomosen wurde die infarzierte Region dargestellt und
die Infarktrandbereiche mit 10 x 0,2 ml Zellsuspension injiziert. Fiel die Lokalisation von
infarziertem Gewebe intraoperativ schwer, so erfolgte die Versorgung mit Zellen nach
Méglichkeit in den Bereichen, die sich zuvor im Echo, im Herzkatheter und in der
Myokardszintigraphie als hypo- bis akinetisch dargestellt hatten. Um einen Reflux der
Stammzellsuspension aus dem Stichkanal zu verhindern, wurden die Einstichstellen
kurzzeitig mit Stieltupfern komprimiert. Direkt im Anschluss wurde die Aortenklemme
geodffnet und die Operation wie gewohnt zu Ende geflihrt. Patienten der Kontrollgruppe
erhielten keine Zellen, es wurde auch keine Placeboinjektion vorgenommen. Nach
erfolgter OP wurden alle Patienten auf der Intensivstation tGberwacht und nach 24h auf
die Normalstation verlegt. Von dort wurden sie nach Abschlul®3 der Routine- und
studienspezifischen Untersuchungen ca. am 8. Tag auf die zuweisenden
kardiologischen Stationen zuriickverlegt oder nach ca. 12 Tagen in die Rehabilitation
entlassen. Alle Patienten erhielten postoperativ als Standardmedikation ASS, [-

Blocker, Statine und ACE-Hemmer.
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lll. Ergebnisse
Sowohl fur Phase | als auch fur Phase Il wurde die linksventrikulare Ejektionsfraktion

(LVEF) als primarer Zielparameter definiert. Sekundare Parameter sind (1) Perfusion
im Infarktareal, (2) LVEDV, (3) LVEDD und (4) Kinetikstérungen (wall movement

velocity) des Myorkards.

.1 Phasel

[11.1.1  Praoperativ

In Phase | wurden initial 19 mannliche Patienten rekrutiert. Vier von ihnen wurden
gemal der Ausschlusskriterien wieder exkludiert, so dal 15 Patienten CABG +
Zelltherapie erhielten und im Rahmen der Follow Up-Untersuchungen erfasst wurden.

Das Infarktalter lag zum Zeitpunkt der

Operation im Mittel bei 7 £+ 3 Wochen,
das Alter der Patienten betrug im Mittel
65 £ 9 Jahre. Die durchschnittliche Dauer
des stationaren Krankenhausaufenthalts
lag bei 14 Tagen. Die NYHA/CCS

Einstufung stellte sich bei Aufnahme in

die Klinik folgendermalien dar:
[1° = 13%, lI-11I° = 60%, 1lI° = 27%.

NYHA/CCS

0 10 20 30 40 50 60 70

Patienten [%)]

Abb. 1: Verteilung der NYHA/CCS-Stadien bei Patienten der Phase I-Studie zum Zeitpunkt

der stationdren Aufnahme. Angabe der relativen Haufigkeit in Prozent.

[11.1.1.a Primarer Outcome-Parameter LVEF

Die praoperativ echokardiographisch festgestellte Ejektionsfraktion betrug im Mittel
39,5 + 8,6%.
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11.1.1.b Sekundére Parameter

Praoperativ stellten sich die Mittelwerte der Parameter wie folgt in der
Echokardiographie dar: LVEDV 147 £+ 38,4 ml, LVEDD 54,7 + 3,9 mm. Bei 9 der 15
Patienten waren akinetische Areale in den Infarktbereichen nachweisbar, bei den

restlichen 6 Patienten zeigten sich die betroffenen Wandbereiche hypokinetisch.

[11.1.2 Intra- und friih postoperativ

Wahrend der Operation erhielten je 5 Patienten 1 Mio. und 1,5 Mio. Zellen, die
restlichen Probanden zwischen 2,5 Mio. und 6 Mio. Zellen (s. Abb. 2). Auf der
Intensivstation erhielten die Patienten zur Stabilisierung der Hamodynamik 0-6
Mg/kg/min Dopamin und wurden im Mittel 6,8 + 2,3 Std. beatmet.

In Tabelle 3 (s. Anhang) sind ausgewahlte Parameter dargestellt, die in der unmittelbar
postoperativen Phase erfalt wurden. Bis zur Entlassung in die Reha-Klinik ist es bei
keinem der 15 Patienten zu auffalligen Labor- oder EKG-Befunden im Sinne von
Enzymerhdhungen bzw. relevanten Rhythmusstérungen gekommen. Es liegen keine
CRP-Entgleisungen vor. Als Komplikationen traten Pneumonien, h&amodynamisch
irrelevante Perikarderglsse und nicht revisionsbedurftige Nachblutungen auf. Derartige
Komplikationen treten auch nach routinemaRigen Herzoperationen nicht selten auf. Die

Frihmortalitatsrate liegt bei 0%.

Abb. 2: Verteilung der Dosis CD133+-
isolierter Zellen bei Patienten der Phase I-
Studie.

Patienten [n]

1,0 1,5 25 2,8 5,0 6,0

Zellzahl [Mio.]
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[11.1.3 Postoperativ
Das Follow Up der Phase | wurde bis Mai 2005 durchgefiihrt, dabei resultierte eine

durchschnittliche Nachuntersuchungsdauer von 34,8 + 9,1 Monaten. 14 der 15
Patienten konnten bis Studienabschlu® an den Nachuntersuchungen teilnehmen. Ein
Patient erschien nicht zum dritten Nachuntersuchungstermin. Initiale Nachfragen am
Wohnsitz, beim Hausarzt und bei der zuweisenden Klinik erbrachten keine
Informationen Uber seinen Verbleib, er wurde daher als ,lost-to-follow-up“ klassifiziert.
Spatere Nachforschungen ergaben, dass der Patient vermutlich aufgrund eines

Apoplex verstarb, der keine Kausalitat zur Stammzelltransplantation aufwies.

[11.1.3.a Primarer OQutcome-Parameter LVEF
Bis zur zweiten Nachuntersuchung konnte eine deutliche Steigerung der

Ejektionsfraktion beobachtet werden, nach 12 Monaten halt sich die erreichte

Verbesserung auf nahezu unverandertem Niveau.

e LVEF 1,10 Tage p.o.: 46,9 £ 6,8% (Mittelwert), P = 0,005 (Wilcoxon-Test)
e LVEF 2, 6 Monate p.o.: 51,6 + 8,8% (Mittelwert), P = 0,006 (Wilcoxon-Test)
e LVEF 3, 12 Monate p.o.: 50,1 + 6% (Mittelwert), P = 0,009 (Wilcoxon-Test)

70 54,0

52,0%

50,01

48,01

46,04

44,01

42,04

LVEF [%]
LVEF Mean [%]

40,0 ]
pre-op 2Wochen 6 Monate 12 Monate pre-op  2Wochen 6 Monate 12 Monate

20

Follow Up Follow Up

Abb. 3 und 4: Darstellung der LVEF von préaoperativ bis 12 Monate postoperativ. Links:
Boxplot-Graphik mit Darstellung von Minimum, unterem Quartil, Median, oberem Quartil
und Maximum in Prozent sowie Streuung der zu Grunde gelegten Werte. Rechts: Balken-

Diagramm mit Darstellung der LVEF-Mittelwerte in Prozent.
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11.1.3.b Sekundare Parameter
Bei dem enddiastolischen Volumen LVEDV konnte zwar eine deutliche Verbesserung

gegenlber dem praoperativen Ergebnis gezeigt werden, eine dauerhafte signifikante

Verbesserung bis > 12 Monate liel sich jedoch nicht erreichen.

e LVEDV 1, 10 Tage p.o.: 123 = 32 ml (Mittelwert), P = 0,002 (Wilcoxon-Test)
e LVEDV 2, 6 Monate p.o.: 127 + 29 ml (Mittelwert), P = 0,075 (Wilcoxon-Test)
e LVEDV 3, 12 Monate p.o.: 128 £ 19 ml (Mittelwert), P = 0,541 (Wilcoxon-Test)
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Abb. 5 und 6: Entwicklung des linksventrikularen enddiastolischen Volumens uiber 4

Zeitpunkte von praoperativ bis 12 Monate postoperativ.

Im weiteren zeigte sich auch bei dem Enddiastolischen Diameter eine signifikante

Verbesserung sowohl nach 2 Wochen als auch nach 6 Monaten.

e LVEDD 1, 10 Tage p.o.: 51,1 £ 5,3 mm (Mittelwert), P = 0,033 (Wilcoxon-Test)

e LVEDD 2, 6 Monate p.o.: 52,8 + 3,6 mm (Mittelwert), P = 0,036 (Wilcoxon-Test)

e LVEDD 3, 12 Monate p.o.: 53,2 £ 2,7 mm (Mittelwert), P = 0,138 (Wilcoxon-
Test)
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Abb. 7 und 8: Entwicklung des linksventrikuldren enddiastolischen Diameters tliber 4

Zeitpunkte von praoperativ bis 12 Monate postoperativ.

Die mittels Thallium SPECT Untersuchung evaluierte Myokardperfusion konnte als
Quotient ,postoperativ-zu-praoperativ® gemessen und dargestellt werden. Hier zeigte
sich bei 13 Patienten in Arealen, die sich praoperativ als niedrig bis gar nicht
perfundiert prasentierten und daraufhin intraoperativ mit Zellen injiziert wurden, eine
verbesserte  Durchblutung. Die mittlere Perfusionsrate nach CABG und
Stammzellinjektion stieg auf 1,14 nach 2 Wochen (P = 0,002), 1,18 nach 6 (P = 0,005)
und 1,21 nach 12 Monaten (P = 0,05).

e Abb. 9: Entwicklung der Myokardperfusion

im Zeitraum von 2 Wochen p.o. bis 12
1,17 9

Monate p.o. als Sztintigraphiekoeffizient.
1,164

1,151

1,14 ¢

Szintikoeffizient Mean [abs.]

1,13

2 Wochen 6 Monate 1 Jahr

Follow Up
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.2 Phase ll

[11.2.1 Allgemein

In Phase Il wurden 40 Patienten rekrutiert (31 mannliche und 9 weibliche Probanden).
Dabei sind je 20 Patienten der Stammzellgruppe C+ und der Kontrollgruppe K
zugeteilt. Das Infarktalter lag zum Zeitpunkt der Operation im Mittel bei 166 Wochen,
das Alter der Patienten betrug 63 + 9 Jahre. Die Dauer des Krankenhausaufenthaltes

belief sich im Durchschnitt auf 13 Tage.

Die NYHA/CCS Klassifizierung stellte sich bei Aufnahme in der Klinik folgendermafRen
dar: 1I° = 8%, lI-llI° = 75%, llI° = 18%.

Kein Graft
2,5%
1-fach

2,5%
2-fach

5-fach

10,0%

[0}

O

o

<

I

>

pz4

Patienten [%)]

Abb. 10: Verteilung der NYHA/CCS-Stadien Abb. 11: Bypass-Graft-Verteilung,
in Phase Il bei Aufnahme Phase Il

Der Uberwiegende Anteil der Patienten wurde im Rahmen der Indikationsstellung mit 3
bzw. 4 Bypass-Grafts versorgt. Eine kleinere Gruppe erhielt 5 koronare Bypasse. Eine
Patientin erhielt keine Bypassoperation. Sie bekam aufgrund einer hochgradigen
Mitralinsuffizienz bei Z.n. ausgedehntem Vorderwandinfarkt mit interventioneller
Akutrevaskularisation einen Mitralklappenersatz und wurde aufgrund ihrer deutlich
reduzierten LVEF in die Studie aufgenommen. Sie erhielt CD133+ Zellen in akinetische

Myokardareale.
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Initial wurden in der Phase Il 51 Patienten in die Studie eingeschlossen. Von diesen
wurden 8 exkludiert (Ausschlukriterien n=3, Verweigerung der Teilnahme n=3,
einsetzende instabile Angina pectoris n=2). In der Stammzellgruppe waren 22
Patienten fir CABG + Zelltherapie vorgesehen, davon erhielten 21 die geplante OP,
bei einem Patienten konnte eine Zellinjektion aufgrund von Keimnachweis im primaren
Knochenmarkaspirat nicht durchgeflihrt werden. In der Kontrollgruppe waren 21
Patienten zur CABG-OP vorgesehen. Alle wurden wie geplant operiert. Im Rahmen der
Follow Up-Untersuchungen wurde in der Stammzellgruppe ein Patient aufgrund einer
tiefen Infektion der Sternotomiewunde exkludiert, in der Kontrollgruppe verweigerte ein
Patient weitere Nachuntersuchungen. Zur Analyse standen am Ende 40 Patienten (20
in jeder Gruppe) zur Verfligung.

Zwei Patienten aus der Phase Il sind im Verlauf an ihrer kardiovaskularen
Grunderkrankung verstorben (Spatmortalitdt, Todesereignis > 6 Monate p.o.)
Ansonsten wurden keine weiteren Komplikationen (Tod, Myokardinfarkt, Re-

Interventionen) beobachtet.

[11.2.2 Statistik nach Gruppen

[ll.2.2.a praoperativ
Stammzellgruppe: Die linksventrikulare Ejektionsfraktion LVEF betrug praoperativ im

Mittel 37,4 + 8,4%. Sekundare echokardiographisch ermittelte Zielparameter stellten
sich wie folgt dar: LVEDV 153 + 27,6 ml, LVEDD 57,1 £ 5,4 mm, bei 16 Patienten

zeigten sich akinetische und bei 4 der Patienten hypokinetische Myokardareale.

Kontrollgruppe: LVEF 37,9 + 10,3 %, LVEDV 153 + 35,1 ml, LVEDD 58,9 + 6,3 mm, bei

14 Patienten zeigten sich akinetische, bei 6 Patienten hypokinetische Myokardareale.

[11.2.2.b Intra- und frih postoperativ

Die Menge an aus dem Beckenkamm gewonnenem Knochenmark lag zwischen 91 ml
und 265 ml (Mittelwert 156 ml). Im Mittel fanden sich 2,95 Mrd. CD34+ Zellen. Nach
Selektion betrug die Zellzahl der AC133+ Zellen zwischen 1,2 und 10 Mio. (Mittelwert
5,80 Mio.), in einem Einzelfall wurden 80 Mio. Zellen isoliert (Purity im Mittel 75,8%,
Recovery 18,3%).
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Bei der Kontrollgruppe wurde nur die Bypass-Operation durchgeflhrt, es wurden keine
Stammzellen injiziert. Auf der Intensivstation erhielten die Patienten in beiden Gruppen
nach individuellen Bedurfnissen 0-6 pg/kg/min Dopamin und wurden im Mittel 6 Std.
beatmet.

Unmittelbar postoperativ kam es in der Stammzellgruppe bei 6 der 20 Patienten zu
rhythmologischen Komplikationen im Sinne einer Tachyarrhythmia absoluta, die
grolienteils bis zur Entlassung in die AnschluBheilbehandlung medikamentés
beherrscht wurde. Gleiches war in der Kontrollgruppe bei 5 Patienten zu beobachten.

Bei den Ubrigen Patienten wurden keine weiteren Komplikationen dokumentiert.

[11.2.2.c Follow-Up postoperativ

Das Follow-Up der Phase Il wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit bis November

2005 durchgefuhrt (mittlere Nachuntersuchungsdauer 17 Monate).

I11.2.2.c.1 Primarer Outcome-Parameter LVEF

Stammzellgruppe:
e LVEF 1,10 Tage p.o.: 39,2 £ 11,1% (Mittelwert), P = 0,462 (Wilcoxon-Test)
e LVEF 2, 6 Monate p.o.: 47,1 + 8,3% (Mittelwert), P = 0,0001 (Wilcoxon-Test)
e LVEF 3, 12 Monate p.o.: 46,2 + 6,1% (Mittelwert), P = 0,284 (Wilcoxon-Test)

Zum malRgeblichen Follow-Up Zeitpunkt 2 (6 Monate p.o.) ist die LVEF hochsignifikant
verbessert (P = 0,0001).

Kontrollgruppe:
e LVEF 1,10 Tage p.o.: 41,2 £ 10,5% (Mittelwert), P = 0,076 (Wilcoxon-Test)
e LVEF 2, 6 Monate p.o.: 41,3 + 9,1% (Mittelwert), P = 0,015 (Wilcoxon-Test)
e LVEF 3, 12 Monate p.o.: 43,8 + 8,3% (Mittelwert), P = 0,476 (Wilcoxon-Test)

Auch hier ist die LVEF im Vergleich bei der 2. Nachuntersuchung signifikant verbessert
(P =0,015).
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[11.2.2.c.2 Sekundare Outcome-Parameter

Stammzellgruppe:

e LVEDV 1,10 Tage p.o.: 145 + 37 ml (Mittelwert), P = 0,070 (Wilcoxon-Test)
LVEDV 2, 6 Monate p.o.: 142 £ 42 ml (Mittelwert), P = 0,234 (Wilcoxon-Test)
e LVEDV 3, 12 Monate p.o.: 140 £ 5 ml (Mittelwert), P = 0,575 (Wilcoxon-Test)

e LVEDD 1, 10 Tage p.o.: 56,0 £ 6,1 mm (Mittelwert), P = 0,087 (Wilcoxon-Test)

e LVEDD 2, 6 Monate p.o.: 54,5 + 7,0 mm (Mittelwert), P = 0,031 (Wilcoxon-Test)

e LVEDD 3, 12 Monate p.o.: 55,7 £ 7,6 mm (Mittelwert), P = 0,646 (Wilcoxon-
Test)

Der linksventrikulare enddiastolische Diameter hat sich vom Ausgangspunkt
praoperativ bis 6 Monate postoperativ verbessert bzw. verkleinert (P = 0,031).

Der Szintigraphie-Koeffizient steigt von absolut 1,00 praoperativ auf 1,01 nach 2
Wochen und 1,06 nach 6 Monaten.

Kontrollgruppe:
e LVEDV 1, 10 Tage p.o.: 157 = 34,7 ml (Mittelwert), P = 0,410 (Wilcoxon-Test)
e LVEDV 2, 6 Monate p.o.: 149 £ 34,5 ml (Mittelwert), P = 0,382 (Wilcoxon-Test)
e LVEDV 3, 12 Monate p.o.: 106 £ 62,5 ml (Mittelwert), P = 0,028 (Wilcoxon-Test)

e LVEDD 1, 10 Tage p.o.: 56,4 £ 9,2 mm (Mittelwert), P = 0,002 (Wilcoxon-Test)

e LVEDD 2, 6 Monate p.o.: 57,0 £ 5,1 mm (Mittelwert), P = 0,041 (Wilcoxon-Test)

e LVEDD 3, 12 Monate p.o.: 56,6 = 29,9 mm (Mittelwert), P = 0,444 (Wilcoxon-
Test)

Auch hier kam es postoperativ zu einer signifikanten Reduktion und damit
Verbesserung des enddiastolischen Diameters (2 Wochen Postoperativ: P = 0,002, 6

Monate postoperativ: P = 0,041).

Der Szintigraphie-Koeffizient steigt von absolut 1,00 praoperativ auf 1,01 nach 2

Wochen, fallt aber nach 6 Monaten wieder zurtick auf das Ausgangsniveau von 1,00.
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I11.2.3 Vergleichende Statistik

[11.2.3.a Primarer Outcome-Parameter LVEF

Die durchschnittliche LVEF stieg in der Stammzellgruppe von 37,4 + 8,4% praoperativ
auf 47,1 + 8,3% zum Zielzeitpunkt 6 Monate postoperativ (P = 0,0001). Bei der
Kontrollgruppe wurde ein Anstieg von 37,9 £ 10,3% auf 41,3 £ 9,1% (P = 0,015)

verzeichnet. Im direkten Vergleich der mittleren LVEF zwischen den Gruppen zum

Zeitpunkt 6 Monate postoperativ mittels t-Test betrug der P-Wert 0,042.

Unter der Pramisse, daf} die Irtumswahrscheinlichkeit wie vorgegeben <5% betragen
soll kann die Nullhypothese ( = kein Unterschied zwischen beiden Gruppen) abgelehnt
werden. Dies impliziert, dall die moderate Verbesserung der LVEF bei CABG mit
CD133+ Stammzellinjektion gegentiber einer alleinigen Bypass-Operation nicht zufallig

ist.
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Abb. 12 und 13: Gruppenvergleich der LVEF zu den Zeitpunkten praoperativ und 6
Monate postoperativ. Links: Balkendiagramm mit Darstellung der LVEF-Mittelwerte in

Prozent. Rechts: Boxplot-Graphik, Angaben in Prozent.

Die durchschnittliche Verbesserung der LVEF betrug in der Stammzell-Gruppe +9,7 +
8,8% versus +3,4 = 55% in der Kontrollgruppe (t-Test P = 0,02). Der Unterschied

zwischen den Gruppen betrug zum Zeitpunkt 6 Monate postoperativ im Mittel 6,3%.
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Am Zeitpunkt 12 Monate postoperativ ergaben die am Ende der Phase Il zur
Verfugung stehenden Daten keinen signifkanten Unterschied zwischen der
Stammzellgruppe und der Kontrollgruppe (46,2 + 6,1% versus 47,1 £ 8 3%, t-Test P =
0,716).

[11.2.3.b Sekundire Outcome-Parameter

Das durchschnittliche LVEDV fiel in der Stammzellgruppe von 153 + 27,6 ml
0,23) und

praoperativ auf 143 + 42,2 ml zum Zielzeitpunkt 6 Monate postoperativ (P
der LVEDD von 57,1 £ 5,4 mm auf 55,0 £ 7,0 mm (P = 0,031).

Bei der Kontrollgruppe wurde ein Abfall des LVEDV von 153 = 35,1 ml auf 149 £ 35,0
ml (P = 0,41) und des LVEDD von 58,9 £ 6,3 mm auf 57,0 £ 5,1 mm (P = 0,38)
verzeichnet.

Im direkten Vergleich von LVEDD und LVEDV zwischen den Gruppen konnte keine
signifikante Verbesserung fur die Gruppe ,Bypass + Stammzellinjektion® gezeigt

werden.

Mit Blick auf die myokardiale Perfusion in der ,area-of-interest* konnte zum Zeitpunkt 6
Monate postoperativ bei 11 Patienten aus der Stammzellgruppe eine verbesserte
Perfusion dargestellt werden, gleiches gelang in der Kontrollgruppe bei 4 Patienten (P
< 0,05). Die Perfusionsverbesserung in praoperativ hypo- bis akinetischen Arealen war
in der Stammzell-Gruppe moderat ausgepragter (mittlerer Koeffizient = 1,02,

praoperativ definiert als 1) als in der

13 Kontrollgruppe (mittlerer Koeffizient
=0,95).

Abb. 14: Boxplot-Graphik mit
Gruppenvergleich der Szintigraphie-

Koeffizienten, Angabe in absoluten

é 1,01 Zahlen. Fur jede Gruppe ist der
_g Ausgangswert (prdoperativ, per
% 94 definitionem = 1,0) und der Boxplot
f‘: [ Jpraoperativ fiir den Zeitpunkt ,6 Monate
f‘; 8 ] ] 6 Monate p.o. postoperativ® dargestellt.
C+ Gruppe K-Gruppe
Kohorte
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[11.2.3.c Allgemein
Es konnten in beiden Gruppen keine Zusammenhange zwischen dem OP-Benefit

(Definiert als Verbesserung der LVEF) und Patientenalter, Zellmenge oder Infarkt-OP-
Intervall nachgewiesen werden. Die einzige moderat-positive Korrelation zeigt sich im
pra- und postoperativen Verlauf der linksventrikularen Ejektionsfraktion bei ,CABG +
CD133+ Zelltransplantation (Pearson r = -0,53 / a = 0,15 / n = 20). Je niedriger die
praoperative LVEF lag, desto starker war der postoperative LVEF-Anstieg und damit
der Therapiebenefit (LVEF praoperativ < 35% vs. > 35%), d.h. Patienten mit einer

paoperativen LVEF < 35% profitierten von der Stammzelltherapie am meisten.
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LVEF >35% LVEF <35% LVEF pre-op

Abb. 15: A) Boxplot-Graphik zum Vergleich der postoperativen LVEF-Verbesserung bei
Patienten mit praoperativer LVEF >35% und <35%. B) Darstellung der Korrelation von
praoperativer Pumpleistung und postoperativer LVEF-Verdnderung als Scatterplot-

graphik.
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[11.2.4 Kardio-MRT

Bei 13 separaten Patienten mit ischamischer Herzerkrankung und erniedrigter
Pumpfunktion (LVEF 31 + 5%) wurde die Ejektionsfraktion sowohl mittels
Echokardiographie als auch im Kardio-MRT bestimmt. Es konnte eine signifikante
positive lineare Korrelation zwischen LVEFEsg und LVEFmrT (r2 = 0,84 / P < 0,001)
gezeigt werden. Demnach liegt die im Kardio-MRT gemessene LVEF im Durchschnitt

2,8% hoher als die in der Echokardiographie gemessene.
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IV. Diskussion
IV.1 Uberblick
In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen einer Phase |- und einer Phase II-Studie
gepruft, welchen Effekt die intraoperativ-intramyokardiale Injektion von autologen
CD133+ Knochenmarkszellen auf die Herzleistung bei Patienten mit chronisch

ischamischer Herzerkrankung hat.

In der initialen Phase | Studie (Safety-Trial) wurden Uber einen Zeitraum von 4 Jahren
keine transplantationsbezogenen Komplikationen beobachtet. Nachdem anfanglich
sechs Patienten behandelt worden waren und sich ermutigende Ergebnisse zeigten,
wurde die Gruppengrofie auf 15 Probanden erhoht. Es konnte eine deutliche
Verbesserung der linksventrikularen Pumpfunktion (LVEF) nach CABG +
Stammzelltransplantation beobachtet werden (LVEF praoperativ 39,5 + 8,6% zu 6
Monate postoperativ 51,6 + 8,8% = P < 0,05). Da der Studienaufbau der Phase | noch
keine Differenzierung zwischen dem Effekt der Bypass-Operation und einem
potentiellen Effekt der Stammzelltransplantation ermdglicht, wurde eine Phase II-Studie
(Efficacy-Trial) mit 40 Patienten gestartet. Hier konnte gezeigt werden, dal® die LVEF
zum Zeitpunkt 6 Monate postoperativ in der Stammzellgruppe moderat aber signifikant
hoher als in der Kontrollgruppe war (LVEFc+ cuppe 6 Monate p.o. 47,1 £ 8,3%, LVEF«-
ouppe 6 Monate p.o. 41,3 £ 9,1%). Die Resultate lassen den Schluf® zu, da} zum
mittelfristigen Zeitpunkt 6 Monate postoperativ aus der Therapiekombination CABG +
Stammzelltransplantation eine bessere Herzfunktion im Sinne einer LVEF-Erhéhung
resultiert als aus der alleinigen Bypass-Operation.

Ebenfalls besser als in der Kontrollgruppe war in der Phase Il die mittels SPECT-

Myokardszintigraphie gemessene Myokardperfusion in der Stammzellgruppe.

IV.2 Aktueller Wissensstand

Der Bereich der myokardialen Zelltherapie ist einer der derzeit am starksten
wachsenden in der gegenwartigen Stammzellforschung. Durch eine rasche
Weiterentwicklung steht die Technologie zur Gewinnung von adulten Progenitorzellen
aus Knochenmark und peripherem Blut bereits zur klinischen Anwendung zur
Verfligung, aber die Ergebnisse der bisherigen Studien lassen noch keinen eindeutigen

SchluB im Hinblick auf genaue Wirkmechanismen der Stammzelltherapie zu?>*%%°.
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So konnten einige Gruppen auch ohne Nachweis einer kardiomyozytaren
Differenzierung primar hamatopoetischer Stammzellen im Tiermodell eine verbesserte
Herzfunktion nachweisen®®*°. Haufig wurden in Klein- und GroRtiermodellen in diesem
Zusammenhang flr verschiedene Zelltypen eine deutliche Neomikrovaskularisation im

Sinne einer Neoangiogenese beobachtet*®*%,

[ 63 [ 28,43,64

Nach wegbereitenden experimentellen Studien von Murry et al.” und Orlic et a
wurden mittlerweile auch groRe klinische Multicenter-Untersuchungen wie die
TOPCARE-AMI- oder die BOOST-Studie®*®® durchgefiihrt. Selbst die Transplantation
von gemischten Knochenmarkszellen ohne nahere Spezifizierung resultierte in einer

verbesserten Herzfunktion®. Assmus et al.®’

prasentierten im September 2006 die
Daten ihrer vergleichenden Studie zur Wirkung von intrakoronar verabreichten
Stammzellen aus dem peripherem Blut und solchen aus dem Knochenmark. Es konnte
ein signifkanter Unterschied zwischen beiden Gruppen nachgewiesen werden. So
erzielte die Gruppe, die Knochenmarkstammzellen injiziert bekommen hatte ein
deutlich besseres Endergebnis nach 3 Monaten als die Gruppe mit Stammzellen aus
der Peripherie (P = 0,003) und eine hochsignifikante Verbesserung gegeniber der
Kontrollgruppe. Nach diesen Ergebnissen ist es von Relevanz fir den
Behandlungserfolg, ob man fir eine Stammzelltherapie Zellen aus dem Knochenmark
oder aus der Peripherie gewinnt. Zellen des Knochenmarks weisen anscheinend nach
wie vor eine hohere Potenz zur kardialen Regeneration auf als Zellen, die ihre
ursprungliche Bildungsstéatte einmal verlassen haben und in der Blutbahn zirkulieren. In
einer nationalen Multicenterstudie der gleichen Gruppe (REPAIR-AMI) an 2004
Patienten mit akutem Herzinfarkt wurde in der mit mononukleadren Knochenmarkzellen
behandelten Gruppe eine Steigerung der mittleren LEVF von 5.5 + 7.3% beobachtet®®.
Diese betrug 3.0 £+ 6.5% in der Placebo-behandelten Kontroligruppe (P=0,01). Die
statistische Analyse erlaubt die Schlussfolgerung, daf dieser Unterschied nicht zufallig
ist. Es ist jedoch fraglich, ob der geringe Unterschied der Kontraktilitat zu fassbaren
Unterschieden in Beschwerdebild und Krankheitsverlauf fihrt.

Doch nicht alle Studien haben positive Effekte der Knochenmarkstammzellen auf die
Myokardregeneration nachweisen kénnen. Lunde et al.?® applizierten knapp 50
Patienten im Rahmen einer Herzkatheterintervention nach Myokardinfarkt intrakoronar
nicht ndher selektierte mononukledre Zellen aus dem Knochenmark und verglichen sie
mit einer Kontrollgruppe. Als primarer Outcome-Parameter wurde die LVEF mittels

SPECT, Echokardiographie und Kardio-MRT gemessen. Nach 6 Monaten zeigten sich
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zwischen den Gruppen keine Unterschiede (P = 0,70). Diese wichtigen
Studienergebnisse weisen darauf hin, dall die Stammzelltherapie nicht flir eine
Breitspektrumbehandlung geeignet ist, sondern differenziert und sehr gezielt eingesetzt
werden mufd, damit fir den Therapieerfolg wichtige Vorgange bzw. Begleitumstande
nicht ibersehen werden. So wird z.B. bislang weiterhin kontrovers diskutiert, ob eine
besonders hohe Reinheit der Zellen, besonders viele Zellen, eine Mischung aus

beidem oder gar eine Mischung verschiedener Zellen den gréfliten Erfolg versprechen.

Verschiedene Studien beschaftigten sich mit der Frage, inwiefern eine kardiomyozytare
Neogenese aus Progenitorzellen mdglich ist. Hier lassen sich noch keine eindeutigen
Ruickschlisse ziehen. Einige Gruppen beschrieben bereits die Differenzierung von
mesenchymalen und hamtopoetischen Vorlduferzellen in Kardiomyozyten®"%"2 pei
anderen lieR sich dies nicht bestatigen®*’. Nur in wenigen Studien konnte bislang fiir
die Effekte der Neoangiogenese und Kardiomyogenese ein und dieselbe
Progenitorzellpopulation verantwortlich gemacht werden®"">,

Betrachtet man nur den Effekt der Funktionsverbesserung des Herzens, konnte eine

Vielzahl von Studien bereits positive Ergebnisse nachweisen. So zeigten Kamihata et

|.74 |.75

al.3® Olivares et al.”* und Lin et al.”® in Tiermodellen eine Verbesserung der
Pumpleistung und der Perfusion nach Injektion von  mononukledren
Knochenmarkstammzellen. Der Nachweis kardiomyozytarer Differenzierung gelang

3%6.76 yerwendeten mononukledre Knochenmarkzellen in

aber nicht. Andere Gruppen
klinischen Studien und konnten ebenfalls eine Verbesserung der myokardialen
Pumpleistung und Perfusion im Infarktareal nachweisen. Wenig malRgeblichen Einfluf}
hatte hierbei offenbar die Wahl der Zellen anhand ihrer Oberflachenmarker. In der hier
beschriebenen Studie der Rostocker Herzchirurgie’®®® konnten mit CD133+ Zellen
ebenso wie bei Leone et al.”” und Patel et al.>* mit CD34+ Zellen gute Ergebnisse im
Sinne einer deutlich gesteigerten Pumpleistung und Myokardperfusion bis 6 Monate
post injektionem erzielt werden.

Weiterhin wurden in Studien auch mesenchymale Knochenmarkstammzellen”®"® und
Skelettmyoblasten® verwendet, wobei bei beiden eine gewisse Verbesserung der
Pumpleistung (primar Myoblasten) und Perfusion (primar mesenchymale Zellen)
erreicht werden konnte. Einige Gruppen versuchten, Unterschiede zwischen den

|81

einzelnen Zellen im direkten Vergleich zu erforschen. Kamihata et al.®" verglichen am

Schweineherzen mononukleare Zellen des Knochenmarks mit denen des peripheren
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Blutes und zeigten, dall die peripheren Zellen weniger EinfluR auf Remodelling-
Prozesse im Herzen oder auf die Pumpleistung haben, daflir aber gutes Potential zur
Angiogenese besitzen.

Um eventuelle Unterschiede bei der Wahl der Applikationsart zu erfassen,

verabreichten Barbash et al.?

im Rattenmodell mesenchymale Knochenmark-
stammzellen systemisch und lokal direkt in den linken Ventrikel und fanden heraus,
daf} bei systemischer Applikation das Gros der Zellen in der Lunge hangen bleibt und

so nicht bis an seinen Zielort gelangen kann.

Eine weitere im Rahmen der myokardialen Zelltherapie untersuchte Zellpopulation sind
die Skelettmyoblasten. Verschiedene Studien belegen den positiven Effekt dieser
Zellgruppe auf den geschadigten Herzmuskel®*®*%¢ Die Zellgewinnung gilt hier als
einfach und schnell®. Im direkten Vergleich scheinen die Skelettmyoblasten den
mesenchymalen Stammzellen im Hinblick auf die Funktionsverbesserung (iberlegen®,
eine verbesserte Wirksamkeit gegeniber hamatopoetischen Knochenmarkstamm-
zellen (z.B. CD34+, CD133+) konnte jedoch nicht nachgewiesen werden®"®?. Zu
bedenken sind bei der Myoblastentherapie das nicht unerhebliche Risiko flr
ventrikulare Arrhythmien®. Im Hinblick auf die Wirksamkeit bzw. das Gefahrenpotential
der Myoblastentherapie wurde die europaische Multicenter-Studie MAGIC (Myoblast
Autologous Grafting in Ischemic Cardiomyopathy) unter der Leitung von Philippe
Menasché, Paris, initiiert. Es handelte sich um eine randomisierte, placebokontrollierte
Phase II-Studie mit 97 Patienten verteilt auf 3 Gruppen (Highdose, Lowdose, Placebo).
Wahrend einer Bypass-Operation bekamen die Patienten autologe Skelettmyoblasten
in Infarktrandbereiche injiziert, die Placebogruppe erhielt lediglich inaktive autologe
Zellen. Die im November 2006 veréffentlichten Daten zeigten keine signifikante
Verbesserung der LVEF in den Zellgruppen gegenliber der Placebogruppe. Lediglich
In einer Untergruppe von knapp 50 Probanden konnte mittels Koronarangiographie
eine gesteigerte Ejektionsfraktion bei Patienten der Highdose-Gruppe nachgewiesen
werden. Desweiteren zeigte sich erniedrigt und damit verbessert das linksventrikulare
enddiastolische Volumen LVEDV bei Patienten der Highdose-Gruppe. Da es im Verlauf
der Studie jedoch gehauft zum Auftreten von Herzrhythmurstérungen mit

schrittmacherpflichtigkeit kam wurde die Studie inzwischen abgebrochen.
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Beim Vergleich der MAGIC- mit der vorliegenden herzchirurgischen Stammzellstudie
ist das sich ahnelnde Studiendesign untbersehbar. Sowohl Endparameter als auch
Untersuchungsmethodik zeigen viele Gemeinsamkeiten, die Zellprodukte beider
Studien sind jedoch grundsatzlich veschieden. Vorteile der MAGIC-Studie waren die
Verblindung, die konsequente Suche nach Rhythmusstérungen und die deutlich
hoheren Zellzahlen (zwischen 400 und 800 Mio. Myoblasten) pro Patient. Auch wenn
keine signifikanten Verbesserungen im Hinblick auf die LVEF durchgehend gezeigt
werden konnten, so ist der Myoblastentherapie ein postiver Effekt auf die
linksventrikulare Pumpfunktion nicht abzusprechen. Die weiter klinische Erprobung

wird sich aufgrund des arrhytmogenen Potentials jedoch schwierig gestalten.

Nach Untersuchung verschiendener Zellpopulationen erhoffte man sich eine
Steigerung der positiven Effekte der Stammzelltherapie unter Ausnutzung der
mobilisierenden Eigenschaften von Zytokinen wie G-CSF. Es konnte nachgewiesen
werden, dall G-CSF alleine oder in Kombination mit Progenitorzellen einen positiven
EinfluR auf das Remodelling und die linksventrikuldre Funktion besitzt*®*>*°% |m
Hinblick auf alte (> 1 Jahr) Myokardinfarkte konnte auch hier eine verbesserte
Wirksamkeit der Stammzelltherapie bei G-CSF-Gabe gezeigt werden*. Es traten
jedoch auch unerwiinschte Nebeneffekte bei der G-CSF-Therapie auf. Eine grofle
klinische Multicenter-Studie untersuchte das Zusammenspiel von peripheren
Stammzellen und G-CSF, die bei PCl und Stent-Implantation nach akutem
Myokardinfarkt injiziert wurden. Im Resultat kam es hier zu einer signifikanten
Verbesserung der kardialen Funktion und zu Neoangiogenese, allerdings wurden

gehauft instent Re-Stenosen beobachtet®

. Eine ausgepragte Leukozytose und damit
potentiell verbundene Entziindungsreaktionen kénnen unangenehme Nebenwirkungen
der Zytokin-Therapie sein und beeinflussen die weitere Forschung auf diesem Gebiet

zunehmend.

Seit einiger Zeit stehen die peripheren oder Knochenmarkstammzellen nicht mehr
allein im Zentrum des wissenschaftlichen Interesses. Einen neuen Fokus bilden die
organeigenen Stammzellen. Bis vor kurzem galt die Annahme, es handele sich beim
Herzmuskel um terminal differenziertes Gewebe, welches keine eigenen
Progenitorzellen besitzt und Verletzungen durch Hypertrophie bereits bestehender

Kardiomyozyten korrigiert. Aktuelle Studien konnten allerdings zeigen, dafl sowohl
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unter physiologischen als auch pathologischen Bedingungen kardiale Progenitorzellen

96-98

(CPC) entweder im kardialen Gewebe selbst oder im Blut zirkulierend zu finden und

u.a. im Herzen von Neugeborenen nachzuweisen sind®. lhnen wird ein additiver

positiver Effekt auf die Herzfunktion nach Myokardinfarkt zugeschrieben'?%'%2,

IV.3 Die Studie der Rostocker Herzchirurgie im internationalen Vergleich

Beim Vergleich der Daten und der Vielzahl von Studien mit positiven und negativen
Ergebnissen muss bericksichtigt werden, dass unter dem groRen Thema der
myokardialen Stammzellregeneration zahlreiche unterschiedliche Studienprotokolle
und damit auch unterschiedliche Applikations- und Messtechniken Verwendung
gefunden haben. Abweichungen ergeben sich im wesentlichen in der Zellpopulation
(z.B. CD133+ vs. mononukleare Knochenmarkstammzellen), in der Applikationsform
(intramyokardial vs. intrakoronar), in der Art der Eingriffe (Katheterintervention/PTCA
vs. CABG), bei Nachuntersuchungsmethoden (z.B. Echokardiographie vs. Cardio-MRT
zur LVEF-Bestimmung) und ganz besonders im Patientenkollektiv (z.B. im Intervall
zwischen Myokardinfarkt und Eingriff oder im Durchschnittswert der praoperativen
LVEF). Doch nur durch ein breites Spektrum an unterschiedlichen wissenschaftlichen

Studien ist es méglich, neue Therapiemdoglichkeiten und Wege zu erschlief3en.

Das Rostocker Stammzellprojekt gehort mit einem Patientenkollektiv von insgesamt 55
Probanden in beiden Phasen international zu den gréferen herzchirurgischen Studien.
Die CD133+ Zellpopulation wurde auch von anderen Gruppen verwendet, allerdings
bislang im wesentlichen bei intrakoronarer Applikation®***’®. Die Wahl dieser
Knochenmarkstammzellen begriindet sich auf einem Abwagen zwischen den zu
Beginn der Studie zur Verfliigung stehenden verschiedenen Zellgruppen. Im Gegensatz
zu mesenchymalen Stammzellen, bei denen bislang primar ein neoangiogenetischer

9103 '\vird den CD133+ Stammzellen sowohl die Potenz zur

Effekt nachgewiesen wurde
Angiogenese also auch zur Myogenese zugesprochen. Es sind bislang keine
transplantationsbezogenen Nebenwirkungen aufgetreten, besonders das
arrhythmogene Potenzial ist als gering einzustufen.

Interessant im Vergleich sind besonders die Ergebnisse der linksventrikuldren
Ejektionsfraktion, die in vielen Studien einen primaren Outcome-Parameter darstellt.

Der in der Phase | erzielte Effekt, der sich in der Phase |l immerhin noch als moderate
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Verbesserung dokumentieren lie3, spiegelt nationale und internationale Ergebnisse
wider. So konnte auch Patel** 2005 in einer Studie mit 20 Patienten demonstrieren, wie
sich die LVEF nach Bypass-OP plus CD34+ Knochenmarkstammzellen in der
Zellgruppe nach 6 Monaten signifkant gegeniber der Kontrollgruppe verbessert.
Design und Methodik waren groRenteils identisch zur vorliegenden Rostocker Studie.
Umso valider ist der Vergleich der Datenlage. Beide Studien belegen eine verbesserte
myokardiale Pumpleistung zum Zeitpunkt 6 Monate postoperativ nach Bypass-OP +

Stammzelltherapie.

Ahnlich wie beim Rostocker CD133+-Stammzell-Projekt verbesserte sich auch in
anderen Studien, die autologe Knochenmarkstammzellen verwendeten, neben der
Ejektionsfraktion die Myokardperfusion. In der Phase Il lie} sich zum Zeitpunkt 6
Monate postoperativ eine signifikante Verbesserung der Blutversorgung des Herzens
gegenlber der Kontrollgruppe nachweisen. Diese Beobachtung stitzt die Vermutung,
dal® nach Stammzellinjektion eine ausgepragte Mikrogefafineubildung stattfindet, wie

es schon friher beschrieben wurde®*®.

Trotz der signifikant besseren Ergebnisse der LVEF im mittelfristigen Follow Up (6
Monate postoperativ P = 0,0001) in der Stammzellgruppe und dem Hinweis aufgrund
der erhobenen Daten, dall die Bypass-OP mit Stammzellinjektion der alleinigen
Bypass-OP (berlegen scheint (SLVEF Stammzellgruppe +9,7 + 8,8% versus SLVEF
Kontrollgruppe +3,4 £ 5,5%, P = 0,02), darf nicht Gbersehen werden, dafl} auch in der
Kontrollgruppe der Phase Il die Verbesserung der LVEF mit P = 0,015 nach 6 Monaten
postoperativ signifikant war. Weiterhin ist in den zum Abschlul der Phase Il zur
Verfigung stehenden 12-Monats-Daten kein signifikanter Unterschied in der LVEF
zwischen der Stammzellgruppe und der Kontrollgruppe nachweisbar (P = 0,716).

Ahnliches zeigten die im ersten Halbjahr 2006 verdffentlichten 18-Monats-Daten der
BOOST Studie'®, die insgesamt 60 Probanden in einer Stammzell- und einer
Kontrollgruppe inkludierte. Im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung mit PTCA nach
Myokardinfarkt wurden autologe Knochenmarkstammzellen Uber den Herzkatheter
verabreicht. Zum Zeitpunkt 6 Monate post interventionem war die LVEF der
Stammzellgruppe signifikant besser als bei der Kontrollgruppe. Im Langzeit-Follow up

nach 18 Monaten war hingegen keine Signifikanz mehr nachweisbar. Die Zelltherapie
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brachte demnach keine langfristige Verbesserung, zeigte aber mittelfristig einen
positiven Effekt auf die myokardiale Regeneration nach Eingriff bzw. Intervention.

Dies sind wichtige Ergebnisse in mehrerer Hinsicht. Es kann daraufhin deuten, dal® die
bislang verwendeten Zellen in Qualitat und Quantitat nicht ausreichend waren oder die
Stammzellen in lhrer Potenz allgemein Gberschatzt werden. Auch kénnen methodische
Fehler oder eine Insuffizienz des primaren Outcome-Parameters LVEF als Ursache flr
eine lediglich moderate Signifikanz zwischen den Gruppen zum Zeitpunkt 6 Monate

postoperativ diskutiert werden.

Ein wesentlicher Gesichtspunkt in der Beurteilung der Ergebnisse ist die Durchflihrung
der Follow Up-Untersuchungen, welche zu definierten Zeitpunkten erfolgen sollten. Um
moglichst aussagekraftige Endergebnisse zu erhalten, wurden die Patienten beider
Phasen teilweise bis > 12 Monate nachuntersucht. So konnten nicht nur mittelfristige
Ergebnisse, sondern auch deren Konstanz bzw. Entwicklung verfolgt und beurteilt
werden. Dies hat sich besonders in der Phase | als interessant erwiesen, da sich hier
ein nur geringer Ruckgang der LVEF zum Zeitpunkt 12 Monate postoperativ (LVEF
50,1 £ 6%) gegenuber dem Zeitpunkt 6 Monate (LVEF 51,6 + 8,8%) zeigte. Es wird
sich nur in groRen Studien mit Langzeit-Follow Up nachweisen lassen, ob und
inwiefern eine Stammzelltherapie dauerhafte Wirkung zeigt. In diesem Zusammenhang
wurde kirzlich eine Multicenter-Studie von der Universitat Rostock ins Leben gerufen,
an der sich im weiteren das Deutsche Herzzentrum Berlin (DHZB) und die
medizinische Hochschule Hannover beteiligen.

Ebenfalls interessant bei der Frage nach bestandiger Funktionsverbesserung des
Herzens ist die Rolle des Intervalls zwischen Myokardinfarkt und Zelltherapie. Die
Zeitspanne vom stattgehabten Herzinfarkt bis zur Therapie betragt im Rostocker
Patientenkollektiv bis zu 3 Jahren, bezieht also in erster Linie chronisch-ischdmische
Herzerkrankungen mit ein, so dass zum Zeitpunkt der Stammzellgabe keine akute
Ischamie oder lokale entziindliche Infiltrate im Myokard vorherrschen; Umbauprozesse
der Infarktregion im Herzmuskel sind abgeschlossen. Es ist zu bedenken, dass die
zellularen Mechanismen, die im Rahmen der Stammzelltherapie bei chronisch-
ischamischer Herzerkrankung eine Rolle spielen, sich von zelluldren
Reparaturvorgangen unter akuter Ischamie und den unmittelbar nachfolgenden
Umbauprozessen komplett unterscheiden kénnen. Auch aus diesem Grunde sind

Unterschiede in den einzelnen Studiendesigns (PCl vs. CABG) von enormer
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Wichtigkeit, um die eventuell voneinander abweichenden Potentiale der Stammzellen
bei akuten Myokardischamien und beim chronischen Ischamieschaden untersuchen zu

kdbnnen.

IV.4 Kritische Betrachtung der Studie

Bei formaler Betrachtung sind an der vorliegenden Rostocker Studie neben
verschiedenen Diskussionsansatzen die fehlende Placebo-Kontrolle und die bislang
nicht durchfiihrbare histologische Aufarbeitung des stammzelltransplantierten
Herzmuskelgewebes wichtige Kritikpunkte. Ein generelles Problem der Kklinischen
Studien auf dem Gebiet der myokardialen Geweberegeneration ist der Mangel an
Méglichkeiten, den Verlauf der Stammzellen im Myokard nachzuverfolgen bzw.
feingeweblich aufzuarbeiten. Eine Myokardverlaufshistologie ohne weitere OP-
Indikation ware ethisch nicht vertretbar. Auch post mortem gewonnenes Gewebe
wurde bei den derzeitgen Studienprotokollen keine bedeutenden Erkenntnisse bringen,
da eine (z.B. radioaktive) Markierung der Stammzellen aktuell nicht durchgefuhrt wird
und daher der Verbleib der Zellen im evtl. sogar erneut infarzierten Myokard nicht
geklart werden konnte. Studien, die auch eine histopathologische Beurteilung
einbeziehen, liegen derzeit nicht vor.

Eine doppelte Verblindung der Studie und eine damit verbundene Verabreichung eines
Placebopraparates bei der Kontroligruppe (z.B. in die Infarktrandgebiete) war zum
Zeitpunkt der Studienplanung nicht umsetzbar. Bei einer placebokontrollierten Studie
lielen sich sowohl psychologische Effekte wie auch potentielle Verfalschungen der
Ergebnisse durch nur bei der Verumgruppe auftretende Nebeneffekte vermeiden. Eine
mogliche Fragestellung ware z.B., ob der angiogenetische Effekt im Myokard
ausschlie8lich durch die injizierten Stammzellen zustande kommt, oder ob der
Entziindungsreiz nach den Injektionsvorgadngen ebenfalls eine GefalRneubildung
induzieren kann. Als Placebopraparate waren z.B. NaCl oder denaturierte Proteine
denkbar.

Ein weiterer wesentlicher Kritikpunkt der Studie ist das Verlassen des urspriinglich
entwickelten Randomisierungsplanes im Rahmen der Phase Il. Hier war die Zuteilung
zunachst aufgrund eines computergestutzten Planes erfolgt. Durch nicht dauerhaft
gewahrleisteten Zugang zum Hamatologie-Reinraum Klasse B mulite die

Randomisierung nach den Verflgbarkeiten des Raumes durchgefihrt werden (s.
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Phase Il, Studiendesign). Eingriffe solcher Art in den strukturellen Aufbau einer Studie
reduzieren mafgeblich die Objektivitdt und damit die Bedeutung der Ergebnisse. Das
Risiko fur einen Typ-l Fehler kann sich betrachtlich erhéhen. Die Wahrscheinlichkeit
einer aufgrund von falsch-positiven Daten abgelehnte aber eigentlich zutreffende

Nullhypothese nimmt zu.

Bei der Aufstellung der Rostocker Studien wurden verschiedene Gesichtspunkte bei
der Wahl des jeweiligen Parameters bzw. der jeweiligen Technik bertcksichtigt. So
wurden, um mogliche proinflammatorische Nebeneffekte von mononuklearen Zellen zu
vermeiden, zur Injektion ausschliellich die bereits untersuchte CD133+ Population der
Knochenmarkprogenitorzellen verwendet. Nach anfanglich niedrigen Zellzahlen
zwischen 1 und 6 Mio. wurden in der Phase Il bis zu 10 Mio. Zellen injiziert. In einem
Einzelfall wurden im Knochmarkpunktat 80 Mio. Zellen dokumentiert. Es war stets das
Ziel im Rahmen der technischen und medizinischen Moglichkeiten ein Maximum an
Zellen zu gewinnen und zu isolieren.

Ein Schritt auf dem Weg zu einer groBen Zellzahl und gleichzeitig damit
einhergehender Optimierung des Zeitmanagements ist die Verlagerung der
Zellgewinnung in den OP-Saal, wie sie fur den weiteren Verlauf der Phase Il und der
neu angelaufenen Phase Il eingefihrt wurde. Die bisherige schmerzhafte
Knochenmarkgewinnung in Lokalanasthesie und die Zellpréaparation am Tag vor der
Operation fallen hierbei weg. Die Zellen werden zu Beginn des Eingriffs intraoperativ in
Vollnarkose aus beiden Beckenkdmmen entnommen und dber ein im OP befindliches
automatisches Zellisolationssystem (Clini-MACS) unter GMP-Bedingungen gereinigt
und angereichert und stehen innerhalb von 2 bis 3 Stunden zur Verfiigung®®. Vorteile
dieser Methode sind die praoperative Zeit- und Aufwandreduktion und die deutlich
grolkeren Mengen an Knochenmark, die in Vollnarkose problemlos gewonnen werden
kénnen. AuRerdem ist eine Vermeidung der Ubernachtlagerung (und damit eine
Minimierung des Kontaminationsrisikos) fur die Funktion der Zellen im weiteren eher
forderlich.

Um herauszufinden, ob im Vergleich zu aktuellen Zellzahlen eine héhere Anzahl von
Progenitorzellen mit einem besseren Outcome nach Stammzelltherapie korreliert,
soliten in Zukunft deutlich hdhere Zellzahlen von AC133+ Zellen (in der
GroRenordnung von 100 Mio. Zellen und mehr) angestrebt werden. Mit den derzeit

gebrauchlichen Isolationstechniken sind solche Zielbereiche jedoch nicht realisierbar.
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Neben den im Mittelpunkt des Interesses stehenden positiven Effekten der Therapie
sind bei deutlich gréReren als den im Moment mdglichen Zellzahlen auch potentiell neu
auftretende Nebenwirkung, welche bislang noch nicht im Zusammenhang mit der

Stammzellapplikation beobachtet werden konnten zu bedenken,

Zur Bestimmung der Ejektionsfraktion kam die Echokardiographie zum Einsatz, die zu
Beginn der Studien die am ehesten praktikable und valide Melimethode darstellte. Die
als noch genauer geltende Messung der LVEF im praoperativen Herzkatheter stimmte
stets mit den praoperativen Echokardiographieuntersuchungen tberein. Als lege artis
gilt inzwischen allerdings die MRT-Untersuchung des Herzens, die der
Echokardiographie u.a. im Hinblick auf die Bestimmung der LVEF Uberlegen ist.
Insofern wurde in der weiterlaufenden Phase Il die Kardio-MRT-Untersuchung als pra-
und postoperative Kontrolluntersuchung zur Echokardiographie eingeflihrt, was die
Validitdt der Ergebnisse der Phase Il im nationalen und internationalen Vergleich
unterstreichen und starken soll.

Beim Aufarbeiten der Daten der Phase Il fiel auf, dass die Durchschnittswerte der
praoperativen LVEF beider Gruppen (Kontroll-Gruppe 37,9 + 10,3%, und Stammzell-
Gruppe 37,4 £ 8,4%) noch verhaltnismaRig hoch liegen. Dadurch sind Signifikanzen im
postoperativen Verlauf schwieriger zu erreichen. Glinstiger waren praoperative
Durchschnittswerte von < 35%.

Im Hinblick auf Nebenwirkungen der Stammzelltherapie durch Extrasystolen mit der
Gefahr von Kammerflimmern erscheint es sinnvoll, nicht nur 2 Wochen postoperativ
sondern auch 6 und 12 Monate postoperativ eine Holter Langzeit-EKG Untersuchung
ins Follow Up mit einzubeziehen, um das arrhythmogene Potential im Verlauf
abschatzen zu kénnen. Weiterhin ist neben den bislang genannten Kritikpunkten zu
bedenken, dal} in zuklinftigen Studien zur Ischamieliberwachung nicht wie bislang nur
die Enzyme CK und CK-MB sondern auch Troponin | im Protokoll erfasst werden

sollte.
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IV.5 Fazit

Die myokardiale Stammzelltherapie hat in den letzten Jahren stark an Interesse
gewonnen, und es sind intensive Fortschritte sowohl in laborexperimentellen als auch
in klinischen Studien gemacht worden. Nach aktuellem Wissensstand und unter
besonderer Berlicksichtigung der vorliegenden Arbeit ist die Fortsetzung klinischer
Studien zur kardialen Stammzelltherapie als gerechtfertigt anzusehen. Positive Effekte
der Therapie im Sinne einer Funktionsverbesserung des Herzens konnten in vielen
Studien nachgewiesen werden.

Es ist anzunehmen, dal} nicht jeder Patient, der einen Herzinfarkt erleidet oder eine
chronisch-ischamische Herzerkrankung entwickelt, von der Stammzelltherapie
profitiert. Die bisherigen Ergebnisse lassen aber den Schluf3 zu, dal} die Wirksamkeit
der Therapie umso ausgepragter zu sein scheint, je schlechter die Ausgangsleistung
des Herzens ist.

Zur weiteren Einschatzung der Wirkungsweise der Stammzelltherapie, ihrer kurativen
und palliativen Potentiale und eventueller Risiken sind laufende Untersuchungen und

neue grofRe Multicenter-Studien abzuwarten.
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V. Zusammenfassung

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems mit haufig einhergehender Entwicklung einer
myokardialen Insuffizienz nach stattgehabtem Herzinfarkt gehéren weltweit aber
insbesondere in den westlichen Wohlstandslandern zu den haufigsten Krankheits- und
Todesursachen. Herzmuskelgewebe gilt bislang als terminal-differenziertes Gewebe
ohne Fahigkeit zur selbststindigen Regeneration. Bei der Suche nach neuen
Behandlungskonzepten riickte in den letzten Jahren verstarkt die autologe myokardiale
Stammzelltherapie in den Mittelpunkt des Interesses. Trotz intensiver kontroverser
Diskussionen ist der zelltherapeutische Ansatz als Behandlungsoption bei chronisch-

ischamischen Herzerkrankungen Forschungsgebiet vieler internationaler Gruppen.

Die vorliegende Arbeit untersuchte in einer Phase |- und Phase II-Studie den Effekt von
intraoperativ injizierten CD133+ Knochenmarkstammzellen in Kombination mit einer
koronarchirurgischen Bypass-Operation (CABG). In beiden Phasen wurde die
linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) als primarer Zielparameter definiert.

In einer Phase [-Sicherheitsstudie erhielten 15 Patienten mit reduzierter
Ejektionsfraktion zusatzlich zu ihrer Bypass-Operation autologe CD133+
Knochenmarkstammzellen. Diese wurden intramyokardial in Infarktrandbereiche
injiziert. In der sich anschlieRenden Phase II-Studie wurde anhand von zwei Gruppen
mit je 20 Patienten (Stammzellgruppe vs. Kontrollgruppe) die Hypothese untersucht, ob
die Therapie mit CD133+ Knochenmarkstammzellen und CABG zum Zeitpunkt 6
Monate postoperativ ein besseres Ergebnis im Hinblick auf die linksventrikulare
Ejektionsfraktion aufweist als die alleinige Therapie mit koronarer Bypass-Operation.

In der initialen Sicherheitsstudie verbesserte sich die LVEF signifikant von 39,5 + 8,6%
praoperativ auf 51,6 + 8,8% nach 6 Monaten (P = 0,006) und auf 50,1 £ 6% nach 12
Monaten (P = 0,009). Es wurden keine therapiebedingten Komplikationen —
insbesondere keine Rhythmusstdérungen- beobachtet. In der Phase Il wurden eine
Stammzell- (C+) und eine Kontrollgruppe (K) miteinander verglichen. Es zeigte sich bei
der Stammzellgruppe eine signifikante LVEF-Verbesserung von 37,4 + 8,4%
praoperativ auf 47,1 £ 8,3% nach 6 Monaten (P < 0,0001). Bei der Kontrollgruppe kam
es zu einer weniger signifikanten LVEF-Verbesserung von 37,9 £ 10,3% praoperativ
auf 41,3 + 9,1% nach 6 Monaten (P = 0,015). Die linksventrikulare Ejektionsfraktion

war damit zum Zeitpunkt 6 Monate postoperativ in der Gruppe mit Stammzell-
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Transplantation und CABG signifikant besser als in der Gruppe, die nur eine Bypass-
Operation erhalten hatte (P = 0,02).

Ebenfalls deutlich besser gegentiber der Kontroligruppe ist die mittels
Myokardszintigraphie gemessene Perfusion im Infarktareal der Stammzellgruppe.

Es sind keine unerwiinschten Nebenwirkungen im Zusammenhang mit der

Stammzelltherapie beobachtet worden.

Die intramyokardiale Knochenmarkstammzell-Injektion bei Bypass-Patienten ist als
sicher anzusehen. Der Therapie konnten wiederholt positive Effekte nachgewiesen
werden. Trotz der bereits vorliegenden Ergebnisse sind aber zahlreiche weitere und
grolkere Studien unabdingbar, um weiteren Fortschritt auf dem Gebiet der autologen
Stammzelltherapie moéglich zu machen. Es bleibt abzuwarten, ob der wissenschaftliche
Erfolg auch einen klinischen Fortschritt und damit die Mdéglichkeit zur verbesserten

Standardtherapie der chronisch-ischamischen Herzkrankheit mit sich bringt.
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VI. Anhang
V1.1 Tabellen/Abbildungen
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Abb. 17: Myokardszintigrapie-Bilder eines mit CABG und Stammzellen behandelten
Patienten praoperativ, 2 Wochen p.o., 6 Monate und 12 Monate p.o. Auf den Aufnahmen
stellt sich der linke Ventrikel in der langen Achse mit Vorderwand (oben), Herzspitze
(rechts) und Hinterwand (unten) dar. Farbcodierung der Perfusion: Griin = schlecht, Gelb
= maRig bis gut, Rot = sehr gut (normal). Praoperativ findet sich eine starke myokardiale
Minderperfusion iiber der Hinterwand und apikal sowie eine maRige
Perfusionsverschlechterung anterior. Im Gegensatz dazu findet sich in den
Nachuntersuchungsaufnahmen in allen Bereichen eine verbesserte Durchblutung des
linken Ventrikels.
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Tabelle 1: Nebenwirkungen gemaR CTC (Common Toxicity Criteria) Version 2.0 vom

30.04.1999

Ischamie

Episode, die kein
chirurgisches
linterventionelles
Vorgehen verlangt und
kein permanentes Defizit
hinterlaRt

interventionelles

Vorgehen erforderlich

0 | Il 1 [\
AV Uberleitungsstérung Keine Asymptomatisch, keine Symptomatisch, keine Symptomatisch, Behand- | Lebensbedrohlich  (z B.
Behandlung notwendig Behandlung notwendig lung erforderlich | Arrhythmien in
(beispielsweise Mobitz (beispielsweise  Mobitz | Zusammenhang mit
Typ | bei AV Block Il Typ Il bei AV Block Il, | CHF, Hypo-tension
Grades, Wenkebach sowie bei AV Block Il | Synkopen und Schock)
Grades
Verlangerte QTc- Keine Asymptomatisch, keine Symptomatisch, keine Symptomatisch, Lebensbedrohlich  (z B.
Intervalle Behandlung notwendig Behandlung notwendig Behandlung erforderlich Arrhythmien in
Zusammenhang mit
(QTe>0,48 sec) CHF, Hypotension
Synkopen und Schock)
Sinus Bradykardie -t -t - - -t -
Supraventrikulare -t -t - -t - - -t
Arrhythmien (SVT /
Vorhofflattern und -
flimmern
Ventrikulére Arhythmien - - - - - - - - - -
(VT, Bigeminus,
Trigeminus)
Vasovagale Episoden Keine - Vorhanden, ohne Verlust | Vorhanden, mit Verlust -
des BewuRtseins des Bewultseins
Kardiale Ischamie oder Keine Unspezifische T Asymptomatische ST Angina ohne Anhalt fir | Akuter Herzinfarkt
Infarzierung Wellenabflachung oder und T Wellen Infarzierung
Veranderungen Veranderungen, die auf
eine Ischamie schliefen
lassen
Linksventrikulare Normal Asymptomatischer Abfall | Asymptomatisch aber Therapiereagible CHF Schwere oder
Funktion der Ruheauswurf-fraktion | anhaltende EF unter therapierefraktare CHF,
von > 10% aber < 20 % LLN, oder Abfall der oder die Notwendigkeit
des Ausgangswertes. Ruhe EF > 20% des von Intubation.
Verkirzungs-fraktion > Ausgangswertes.
24% aber < 30% <24% Verkiirzungs-
fraktion
Kardiales Troponin T Normal > 0,03- <0,05ng/ml > 0,05 - <0,1ng/ml >0,1-<0,2ng/ml >0,2ng/ml
(cTnT)
Myokarditis Keine - - CHF therapiereagibel Schwere oder
therapierefraktare CHF
Perikardergu® oder Keine Asymptomatischer Ergul | Perikarditis Physiologische Folgen Tamponade (Drainage
Perikarditis ohne Therapierelevanz (Auskultatorisch, EKG oder Fensterung
Verén-derungen erforderlich)
und/oder
Brustschmerzen
Periphere oder zentrale Keine - Kurze ischamische Chirurgisches / Lebensbedrohlich  oder

permanentes

funktionales Defizit
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Tabelle 2: Schema zu Art und Zeitpunkt der Vor- und Nachuntersuchungen

prioperativ 2 Wochen | 3-6 Monate | >1 Jahr
p.o. p.o. p.o.

Routine (Labor, EKG, R6-Thorax) + +

Koronarangiographie +

Knochenmarkspunktion +

Echokardiographie + + + +
Szintigraphie + + + +
24h-Langzeit-EKG + +

Tabelle 3: Komplikationsverlauf friihpostoperativ

n Enzyme, EKG CRP VES (%) Komplikationen Frihmortalitat
1 o. B. 30,0 0,5 Pneumonie -
2 o. B. 14,9 0 Perikarderguf® -
3 o.B. 12,0 0 - -
4 o. B. 54,0 2,8 Nachblutung -
5 o. B. 27,0 0 - -
6 o. B. 36,1 0,2 - -
7 o.B. 39,6 0,1 - -
8 o. B. 11,6 0,1 Perikarderguf® -
9 o.B. 46,3 0,2 - -
10 o.B. 17,0 2,7 - -
11 o.B. 51,9 0,1 - -
12 o.B. 75,0 0,1 - -
13 o. B. 49,7 0 Pneumonie -
14 0. B. 48,8 0,1 - -
15 o.B. 23,0 0 - -
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Tabelle 4: Daten der Phase |

n 1 2 3 4
Geschlecht mannlich mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 7,00 4,57 10,43 8,17
Alter (Jahre) 64,30 73,09 54,66 69,56
NYHA 2 2 2 3
LVEDD | (mm) 59 54 53 49
LVEDV | (ml) 219 161 117 102
LVESD | 48 33 36 30
LVEF | (%) 21 42 39 47
Akinesie | anteroseptal, | keine posterior, apikal
anterolateral infer.med.,
inf.apikal,
sept. apikal
Hb | 7,2 5,8 8,6 7,7
Leukos | 8,15 4,99 5,08 11,3
Thrombos | 154 114 110 496
Grafts 3 3 3 3
Zellzahl (Mio) 0,6 1 1 1
Beatmung (Std.) 4 4 5 6
Katecholamine (mg/kg KG/min) 6 3 0 3
CK po 403 407 295 224
CK-MB po 12 28 14,5
Dauer (d) 17 15 16 14
Hb Il 6,9 7.4 6,7 6,6
Leukos Il 10,4 6,91 6,5 9,44
Thrombos Il 370 362 251 541
CRP po 30 14,9 12 54
LVEDD Il (mm) 57 48 42 49
LVEDV Il (ml) 178 131 99 111
LVESD Il 46 35 26 31
LVEF 1l (%) 46 45 58 48
Akinesie Il anteroseptal, | keine keine septoapikal
anterolateral
Szinti-Koeffizient 1. po 1,25 1,01 1,21 1,23
Komplikationen Pneumonie, | subfebr. °C, keine Rethorakotomie
Arrhyth.abs. | V.a. Pneumonie, am OP Tag wg.
Postperikardio- Nachblutung aus
tomiesyndr. IMA Seitenast
(Pleuraerguss li.)
LVEDD lll 59 53 53 49
LVEDV Il 196 106 97 147
LVEF 1l 33 62 56 50
Akinesie Il mediale VW, | keine keine apikal
anteroseptal
Koeffizient 2. po 1,19 1,06 1,06 1,08
LVEDD IV verweigert 56 52 53
LVEDV IV verweigert 143 92 146
LVEF IV verweigert 51 51 54
Akinesie IV verweigert keine keine apikal
Koeffizient 3. po verweigert 0,96 1,04 1,89
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n 5 6 7 8
Geschlecht mannlich mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 12,00 4,00 10,14 4,43
Alter (Jahre) 75,39 55,07 58,20 68,58
NYHA 3 2 2 2
LVEDD | (mm) 54 50 57 53
LVEDV | (ml) 131 102 105 185
LVESD | 45 34 25 40
LVEF | (%) 25 43 50 43
Akinesie | inferoseptal inferobasal keine keine
Hb | 8,3 8,8 9,2 8,7
Leukos | 9,42 6,57 4,67 8,8
Thrombos | 238 186 216 187
Grafts 4 3 4 4
Zellzahl (Mio) 1 1,5 1,75 1,5
Beatmung (Std.) 7 8 4 4
Katecholamine (mg/kg KG/min) 3 0 3 3
CK po 587 729 1476 536
CK-MB po 24,8 53,8 36,1 17
Dauer (d) 8 11 15 18
Hb Il 75 6,6 6,9 7,2
Leukos Il 14,6 10,5 7,91 8,14
Thrombos Il 280 366 431 250
CRP po 27 36,1 39,6 11,6
LVEDD Il (mm) 57 43 48 54
LVEDV Il (ml) 131 91 97 173
LVESD Il 50 29 24 41
LVEF 1l (%) 43 53 56 42
Akinesie Il anterolateral, keine keine keine
basal, medial

Szinti-Koeffizient 1. po 1,20 1,13 1,14 1,14
Komplikationen keine keine keine rezidiv.

Pleuraergisse,

Perikarderguss
LVEDD IlI verstorben 46 48 55
LVEDV llI verstorben 104 139 133
LVEF Il verstorben 54 42 50
Akinesie Il verstorben keine apikal keine
Koeffizient 2. po verstorben 1,63 1,03 1,14
LVEDD IV verstorben 49 49 47
LVEDV IV verstorben 122 139 121
LVEF IV verstorben 41 44 36
Akinesie IV verstorben inferior-basal., apikal septal, inferior

post.-lat.-bas.,
sept.-bas.

Koeffizient 3. po verstorben 1,06 1,1
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n 9 10 11 12
Geschlecht mannlich mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 3,43 2,57 7,14 9,29
Alter (Jahre) 63,76 67,58 67,50 77,22
NYHA 2 2 3 3
LVEDD | (mm) 57 56 51 49
LVEDV | (ml) 155 178 113 117
LVESD | 47 47 34 40
LVEF | (%) 41 35 47 44
Akinesie | inferobasal sep.apik., med., apik.ant. keine
inf.basal

Hb | 9,4 79 8,6 8,1
Leukos | 7,3 8,18 715 6,82
Thrombos | 221 354 217 319
Grafts 5 5 5 3
Zellzahl (Mio) 1,5 1,5 25 2,8
Beatmung (Std.) 10 8,5 7 9
Katecholamine (mg/kg KG/min) 6 3 0 0
CK po 336 346 3478 155
CK-MB po 12,2 251 60,5 11,6
Dauer (d) 15 15 12 11
Hb Il 8,5 9 6,7 7.4
Leukos Il 11,9 8,26 7,87 13,6
Thrombos I 379 422 310 532
CRP po 46,3 17 51,9 75
LVEDD Il (mm) 56 56 55 47
LVEDV Il (ml) 145 140 106 90
LVESD Il 47 35 40 40
LVEF 1l (%) 44 55 42 53
Akinesiell keine keine keine keine
Szinti-Koeffizient 1. po 1,18 1,26 0,96 1,04
Komplikationen keine keine keine keine
LVEDD lll 50 52 55 56
LVEDV llI 140 105 130 | n.b.
LVEF 1l 49 54 43 69
Akinesie Il inferior-basal keine keine n.b.
Koeffizient 2. po 1,01 1,48 0,95 | verweigert
LVEDD IV 52 54 52 | verweigert
LVEDV IV 149 113 121 | verweigert
LVEF IV 50 51 43 | verweigert
Akinesie IV keine keine septal- verweigert

medial,

septal-apikal,

inferior
Koeffizient 3. po 0,85 1,48 1,3 | verweigert
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n 13 14 15
Geschlecht mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 5,86 10,14 7,86
Alter (Jahre) 44 83 75,86 62,77
NYHA 2 1 1
LVEDD | (mm) 59 62 57
LVEDV | (ml) 161 201 172
LVESD | 43 48 42
LVEF | (%) 44 26 38
Akinesie | sept.bas. keine apikal
Hb | 9,1 10,2 7,9
Leukos | 7,36 8,11 11,1
Thrombos | 215 143 77
Grafts 3 4 4
Zellzahl (Mio) 6 5
Beatmung (Std.) 6 10 9
Katecholamine (mg/kg KG/min) 3 0 3
CK po 3409 1816 435
CK-MB po 84,8 40,2 49,6
Dauer (d) 13 18 14
Hb Il 7.4 7,5 7,8
Leukos Il 10,3 7,37 10,4
Thrombos Il 302 395 454
CRP po 49,70 48,80 23,00
LVEDD Il (mm) 53 45 56
LVEDV Il (ml) 156 70 122
LVESD Il 34 37 31
LVEF 1l (%) 46 35 38
Akinesie Il septal-basal keine apikal
Szinti-Koeffizient 1. po 0,99 1,16 1,29
Komplikationen keine Vorhofflimmern keine
LVEDD lll 52 57 54
LVEDV Il 150 85 112
LVEF 1l 49 46 45
Akinesie Il keine keine apikal
Koeffizient 2. po 1,02 1,04 1,14
LVEDD IV 54 58 53
LVEDV IV 141 112 | n.b.
LVEF IV 53 56 45
Akinesie IV keine inferior-basal apikal
Koeffizient 3. po 1,02 1,04 1,14
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Tabelle 5: Daten der Phase Il

n 1 2 3 4
Kohorte CABG+Zellen | CABG+Zellen | CABG+Zellen | CABG+Zellen
Geschlecht mannlich mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 6,00 3,43 38,57 8,00
Alter (Jahre) 66,35 71,03 56,65 76,30
NYHA 2 1 3 2
LVEDD | (mm) 50 57 59 46
LVEDV | (ml) 135 153 163 109
LVESD | 33 41 41 33
LVEF | (%) 50 44 51 50
Akinesie | keine keine inferior keine
Hb | 9 7,7 10,6 8
Leukos | 8,89 6,51 5,96 5,11
Thrombos | 301 164 160 141
Grafts 3 3 3 4
Zellzahl (Mio) 10 1,2 6 |n.b.
Beatmung (Std.) 3 7 5 6
Katecholamine (mg/kg KG/min) 3 0 0 0
CK po 347 251 592 351
CK-MB po 28,9 15,1 22,4 36,2
Dauer (d) 13 15 14 14
Hb Il 7.4 6,3 8 7.4
Leukos Il 10,1 6,86 7,53 6,08
Thrombos I 381 230 340 349
CRP po 12 36,6 20,2 54,9
LVEDD II (mm) 49 50 55 45
LVEDV Il (ml) 114 115 132 91
LVESD Il 28 38 42 37
LVEF 1l (%) 57 50 48 52
Akinesie Il keine Hypok.: Hypok.: Hypok.: apikal,
anteroseptal |septal, inf. inf.basal,
post.lat.basal
Szinti-Koeffizient 1. po 1,09 1,11 0,96 1,09
Komplikationen 0 0 0 1
LVEDD IlI 50 59 65 46
LVEDV lll 101 192 192 113
LVEF Il 57 47 54 57
Akinesie IlI keine inferior posterior apikal
Koeffizient 2. po 1,04 1,2 1,1 0,86
LVEDD IV 51 60 66 47
LVEDV IV 91 177 216 110
LVEF IV 52 30 49 62
Akinesie IV inferobasal inferior post.-basal keine

Koeffizient 3. po
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n 5 6 7
Kohorte CABG+Zellen CABG+Zellen |CABG+Zellen
Geschlecht mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 10,14 152,29 6,00
Alter (Jahre) 54,94 53,26 43,23
NYHA 2 2 3
LVEDD I (mm) 58 63 60
LVEDV | (ml) 182 147 171
LVESD | 40 47 51
LVEF | (%) 42 48 36
Akinesie | post.med, inferior-lateral | keine

basal
Hb | 10,3 9,5 9,1
Leukos | 6,23 9,03 6,08
Thrombos | 266 231 191
Grafts 3 3 5
Zellzahl (Mio) n.b. 6 6
Beatmung (Std.) 7 5 3
Katecholamine (mg/kg KG/min) 0 0 3
CK po 1675 504 2966
CK-MB po 100 24,4 67,4
Dauer (d) 11 13 10
Hb Il 6 7,3 7,6
Leukos Il 6,17 12,1 8,29
Thrombos I 440 509 282
CRP po 54,5 20,7 39,2
LVEDD II (mm) 63 60 61
LVEDV Il (ml) 147 143 135
LVESD Il 45 48
LVEF 1l (%) 31 51 38
Akinesie || Hypo.: ant., Akin.: inf.basal, |Hypok.: inf.post.

apical, ant.septal inf.post.ant-

sept

Szinti-Koeffizient 1. po 1,02 0,93 0,77
Komplikationen 1 0 0
LVEDD IlI 63 60 61
LVEDV llI 147 139
LVEF Il 44 50 45
Akinesie IlI Akin.: inf.-basal, Hypok.: Hypok.:

Hypok.: septal, inf., post., inf., post.

inf.-med., apikal anteroseptal
Koeffizient 2. po 1,04 1,01 1,01
LVEDD IV 49 57 62
LVEDV IV 119
LVEF IV 52 44 45
Akinesie IV keine inf keine

Koeffizient 3. po
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n 8 9 10 11
Kohorte CABG+Zellen | CABG+Zellen | CABG+Zellen | CABG+Zellen
Geschlecht weiblich mannlich mannlich weiblich
Infarktalter (Wo.) 2,71 | n.b. 13,14 | n.b.
Alter (Jahre) 64,21 60,64 48,35 64,94
NYHA 3 2 2 2
LVEDD I (mm) 62 61 64 58
LVEDV | (ml) 173 180 166 160
LVESD | 47 52 46
LVEF I (%) 28 34 40 35
Akinesie | septal, medial, | septal-basal, |apikal VW
inferior-basal | inferiorbasal
Hb | 7.1 7,6 9,4 8,4
Leukos | 6,97 5,91 9,18 5,28
Thrombos | 967 148 247 236
Grafts 4 5 4 4
Zellzahl (Mio) 6 8 7
Beatmung (Std.) 5 4 2 4,5
Katecholamine (mg/kg KG/min) 6 0 0 3
CK po 2370 395 419 2065
CK-MB po 72,4 18,6 19,3 49,9
Dauer (d) 1 10 14 15
Hb Il 7,7 6,7 6,8 7,4
Leukos Il 8,8 7,45 11 8,39
Thrombos I 402 166 574 419
CRP po 56,5 136 42,2 83
LVEDD II (mm) 58 59 69 55
LVEDV Il (ml) 170 172 232 149
LVESD Il 58 49
LVEF I (%) 34 38 30 37
Akinesie Il inferobasal septal, basal | apikal apikal, post
Szinti-Koeffizient 1. po 1,15 1,15 0,96
Komplikationen 0 0 1 0
LVEDD llI 62 57 50 52
LVEDV lll 188 173 114 130
LVEF Il 29 38 52 58
Akinesie IlI keine keine ant keine
Koeffizient 2. po 1,24
LVEDD IV 64 57 44
LVEDV IV 220 105 87
LVEF IV 22 48 58
Akinesie IV lat, antsept, inf | keine keine

Koeffizient 3. po
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n 12 13 14 15
Kohorte CABG+Zellen | CABG+Zellen | CABG+Zellen | CABG+Zellen
Geschlecht mannlich mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 310,57 | n.b. 2,29 734,00
Alter (Jahre) 56,83 63,64 74,82 63,75
NYHA 2 2 2 2
LVEDD I (mm) 65 58 55 62
LVEDV | (ml) 189 179 138 200
LVESD | 39 48 52
LVEF | (%) 35 44 33 34
Akinesie | AW apikal apikal, VW, inferior-basal,
septal inferior-
medial
Hb | 9,8 8,3 8,2 8,7
Leukos | 9,56 7,13 8,47 7,65
Thrombos | 182 216 79 226
Grafts 4 4 2 2
Zellzahl (Mio) 6 8 8
Beatmung (Std.) 5 13 7 4
Katecholamine (mg/kg KG/min) 3 6 0 3
CK po 516 3698 450 387
CK-MB po 32,6 421 17,7 19,2
Dauer (d) 1 15 13 8
Hb II 7.9 7.8 7 7,3
Leukos Il 9,92 12,3 12,2 8,4
Thrombos I 270 517 347 290
CRP po 27,9 50 14,7 58,2
LVEDD II (mm) 58 52 58
LVEDV Il (ml) 200 180 115
LVESD Il 42 38
LVEF Il (%) 39 29 59 37
Akinesie Il VW apikale HW, keine inferior, basal
inferoapikal
Szinti-Koeffizient 1. po 0,85 1 1,05 1,05
Komplikationen 0 1 0 0
LVEDD IlI 60 58 53 57
LVEDV llI 234 172 123
LVEF Il 41 39 55 38
Akinesie IlI anterolateral, |septal keine infero-basal
anteroseptal | medial+apikal,
ant+inf.

Koeffizient 2. po

LVEDD IV

LVEDV IV

LVEF IV

Akinesie IV

Koeffizient 3. po
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n 16 17 18 19
Kohorte CABG+Zellen | CABG+Zellen | CABG+Zellen | CABG+Zellen
Geschlecht mannlich weiblich mannlich weiblich
Infarktalter (Wo.) 1215,43 | n.b. 3,00 2,57
Alter (Jahre) 65,55 67,90 70,52 75,90
NYHA 2 2 2 2
LVEDD I (mm) 50 56 47 56
LVEDV I (ml) 103 126 149 110
LVESD | 43 41 39 39
LVEF I (%) 22 31 33 33
Akinesie | anterior, inferior, HW apikal inferior,

inferior posterior
Hb | 9 6,4 9,3 8,1
Leukos | 6,74 6,44 6,28 10,4
Thrombos | 132 361 158 206
Grafts 1 3 3 5
Zellzahl (Mio) 3,8 8 8 8
Beatmung (Std.) 3 9 7 8
Katecholamine (mg/kg KG/min) 3 3 3 4.5
CK po 867 390 181 931
CK-MB po 17,2 31,6 16 22,5
Dauer (d) 1 22 19 16
Hb Il 6,2 7,6 6,6
Leukos Il 6,3 7,46 8,9 10,5
Thrombos I 231 415 252 369
CRP po 71,2 41,7 16,2 25,7
LVEDD II (mm) 49 55
LVEDV Il (ml) 109 130
LVESD Il 41
LVEF 1l (%) 24 26
Akinesie || apikal, post | septal, inf.,

post.

Szinti-Koeffizient 1. po
Komplikationen 0 1 0 1
LVEDD IlI 46 50 37 54
LVEDV llI 101 117 78 113
LVEF Il 44 41 58 54
Akinesie IlI septal,lat.,inf.

Koeffizient 2. po

LVEDD IV

LVEDV IV

LVEF IV

Akinesie IV

Koeffizient 3. po
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n 20 21 22
Kohorte CABG+Zellen CABG CABG
Geschlecht weiblich mannlich weiblich
Infarktalter (Wo.) 243,14 8,29 47,14
Alter (Jahre) 40,92 68,09 59,92
NYHA 2 2 1
LVEDD I (mm) 55 46 55
LVEDV | (ml) 145 94 97
LVESD | 33 38 41
LVEF 1 (%) 25 52 45
Akinesie | anterior,apical, inf.-basal, inferior-basal,
lateral post.lateral, posterior
post.basal

Hb | 9,1 9,4 9,6
Leukos | 9,04 7,49 9,23
Thrombos | 259 199 265
Grafts 0 4 3
Zellzahl (Mio) 80
Beatmung (Std.) 45 8,5 6
Katecholamine (mg/kg KG/min) 45 0 3
CK po 466 423 331
CK-MB po 23,3 18,2 12,3
Dauer (d) 17 14 10
Hb Il 6,5 9.1 6,6
Leukos Il 9,02 11,7 9,39
Thrombos I 435 277 339
CRP po 47,5 16,3 14
LVEDD II (mm) 45 50
LVEDV Il (ml) 122 85
LVESD Il 26 35
LVEF 1l (%) 25 44 55
Akinesie Il Akinesie VW | Akinesie

post.-lat.-apexnah,

Hypok.: post.-lat. Basal
Szinti-Koeffizient 1. po 1,04 1,02
Komplikationen 0 0 0
LVEDD IlI 50 49 53
LVEDV llI 97 90
LVEF Il 41 51 51
Akinesie llI septal anterolteral post.apical,

Hypok.: post.lat.med.

und basal
Koeffizient 2. po 0,98
LVEDD IV 49 50
LVEDV IV 97 84
LVEF IV 51 51
Akinesie IV keine keine
Koeffizient 3. po 1,21
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n 23 24 25
Kohorte CABG CABG CABG
Geschlecht mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 682,86 6,43 3,86
Alter (Jahre) 62,85 51,20 59,39
NYHA 3 2 1
LVEDD I (mm) 59 59 55
LVEDV | (ml) 153 189 154
LVESD | 41 51 45
LVEF | (%) 52 47 51
Akinesie | keine inferior-basal, | keine
medial

Hb | 8,1 9,4 55
Leukos | 7,95 7,58 5,17
Thrombos | 257 192 143
Grafts 3 3 4
Zellzahl (Mio)
Beatmung (Std.) 8 5 9
Katecholamine (mg/kg KG/min) 0 0 3
CK po 1166 653 417
CK-MB po 26,3 26,2 29,1
Dauer (d) 1 13 14
Hb Il 6,2 7 7,8
Leukos Il 14,5 13,1 8,34
Thrombos I 357 327 342
CRP po 24 28,6 30,4
LVEDD II (mm) 56 61 53
LVEDV Il (ml) 188 196 144
LVESD Il 50 37
LVEF I (%) 60 44 58
Akinesie Il Hypokinesie nicht ableitbar | Hypok.: inf.-medial,

inf.-basal, AKkin.:inf.-basal

medial, post.
Szinti-Koeffizient 1. po 1,15 0,98 0,84
Komplikationen 0 0 0
LVEDD llI 59 59 59
LVEDV llI 170 193 136
LVEF Il 49 45 53
Akinesie IlI Hypok.: inf.basal, |keine Hypok.:

septal med.apical, inferior medial+basal

anterolat.
Koeffizient 2. po 1,16 0,93
LVEDD IV 58 58
LVEDV IV 184 142
LVEF IV 43 49
Akinesie IV keine keine

Koeffizient 3. po
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n 26 27 28
Kohorte CABG CABG CABG
Geschlecht weiblich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 7,86 | n.b. n.b.
Alter (Jahre) 70,67 65,07 54,78
NYHA 2 2 2
LVEDD I (mm) 56 63 58
LVEDV | (ml) 138 145
LVESD | 43 49 45
LVEF I (%) 34 40 27
Akinesie | keine keine inferior-basal,
medial

Hb | 8,6 8,7 8,5
Leukos | 10,4 5,86 10,4
Thrombos | 352 171 243
Grafts 3 4 3
Zellzahl (Mio)
Beatmung (Std.) 6 4 5
Katecholamine (mg/kg KG/min) 3 0 6
CK po 735 476 418
CK-MB po 43,3 29,5 29,5
Dauer (d) 12 10 11
Hb Il 7,8 7,2 6,6
Leukos Il 13,1 7,8 9,2
Thrombos I 519 437 260
CRP po 18,9 31,2 43
LVEDD II (mm) 53 63 55
LVEDV Il (ml) 135 179
LVESD Il 35 52 40
LVEF 11 (%) 39 42 41
Akinesie Il septal,apical, Hypok.: post., inf-post,

Hypok.: inf.post. inf. Apikal basal, medial
Szinti-Koeffizient 1. po 0,9 0,89
Komplikationen 0 0 0
LVEDD llI 56 63 58
LVEDV llI 165 175 177
LVEF Il 47 42 30
Akinesie IlI AKkin.: inferobasal, keine HW, apical

Hypok.:

inf.,med.,septal
Koeffizient 2. po 0,91
LVEDD IV 54 62 56
LVEDV IV 124 172
LVEF IV 55 50 48
Akinesie IV post, inf

Koeffizient 3. po
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n 29 30 31
Kohorte CABG CABG CABG
Geschlecht mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) n.b. n.b. 452,86
Alter (Jahre) 75,12 67,30 76,37
NYHA 3 2 2
LVEDD I (mm) 60 59 69
LVEDV | (ml) 161 136 210
LVESD | 49 41 63
LVEF | (%) 41 46 23
Akinesie | inferior-basal inf.basal,med. | posterior, inferior,
inferobasal
Hb | 8,7 8,6 7,8
Leukos | 8,53 7,23 5,72
Thrombos | 266 222 152
Grafts 4 2 2
Zellzahl (Mio)
Beatmung (Std.) 7 4,5 6
Katecholamine (mg/kg KG/min) 0 6 4.5
CK po 195 545 449
CK-MB po 21,7 19,4 25,5
Dauer (d) 10 12 10
Hb Il 6,2 8,1 6,7
Leukos Il 10,7 10,2 7,4
Thrombos I 337 425 197
CRP po 113 26,6 63,7
LVEDD II (mm) 34 58 68
LVEDV Il (ml) 170 138 212
LVESD Il 46 46 60
LVEF Il (%) 39 48 26
Akinesie || post+inf.basal inf. keine
Szinti-Koeffizient 1. po 1,08 1,07 1,29
Komplikationen 0 0 0
LVEDD llI 50 56 62
LVEDV llI 120 142 215
LVEF Il 52 45 29
Akinesie IlI inferior basal keine inferior
Koeffizient 2. po 1,04
LVEDD IV 59 54 48
LVEDV IV 126 141 180
LVEF IV 47 52 32
Akinesie IV keine keine lat.

Koeffizient 3. po
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n 32 33 34
Kohorte CABG CABG CABG
Geschlecht mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 7,14 509,86 6,29
Alter (Jahre) 53,98 61,02 62,33
NYHA 2 2 2
LVEDD I (mm) 64 58 68
LVEDV | (ml) 162 151 207
LVESD | 51 48 60
LVEF I (%) 40 47 23
Akinesie | inferior keine ant.-medial-apikal,
lat.med.apikal, septal,

Hb | 94 9,6 7,5
Leukos | 5,3 5,74 8,56
Thrombos | 205 167 242
Grafts 5 3 4
Zellzahl (Mio)
Beatmung (Std.) 3,5 4 6
Katecholamine (mg/kg KG/min) 6 6 6
CK po 336 539 571
CK-MB po 37,7 22,1 324
Dauer (d) 7 12 14
Hb Il 75 7.3 7,6
Leukos Il 6,7 6,15 9,85
Thrombos I 261 233 266
CRP po 26,4 18,1 18,9
LVEDD II (mm) 64 54 62
LVEDV Il (ml) 172 113 203
LVESD Il 50 53
LVEF 1l (%) 38 50 30
Akinesie Il AKin.: Hypok.: post.lat. | Apex, inferoapical

inferior
Szinti-Koeffizient 1. po 1,02
Komplikationen 0 0 1
LVEDD IlI 63 44 64
LVEDV llI 126 115 122
LVEF Il 43 50 28
Akinesie llI post., lat. post. Septum, anteroseptal,

Apex, inferior medial und
apikal

Koeffizient 2. po

LVEDD IV

LVEDV IV

LVEF IV

Akinesie IV

Koeffizient 3. po
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n 35 36 37

Kohorte CABG CABG CABG

Geschlecht weiblich mannlich weiblich

Infarktalter (Wo.) 19,86 829,57 2,14

Alter (Jahre) 59,29 72,87 69,50

NYHA 2 2 2

LVEDD | (mm) 67 62 47

LVEDV | (ml) 190 107

LVESD | 62 43

LVEF | (%) 37 37 37

Akinesie | posterior, inferior-basal, apikal anterolateral,
inferomedial apikal

Hb | 8,6 9,5 8,2

Leukos | 8,06 6,35 7,49

Thrombos | 193 196 312

Grafts 4 4 4

Zellzahl (Mio)

Beatmung (Std.) 55 5 6,5

Katecholamine (mg/kg KG/min) 3 0 3

CK po 455 633

CK-MB po 23,1 40,4

Dauer (d) 9 9 20

Hb Il 7,4 7,4 9,3

Leukos Il 14,4 9,3 10,1

Thrombos I 259 230 254

CRP po 23,2 17,9 2,79

LVEDD II (mm) 66 57 45

LVEDV Il (ml) 187 157 140

LVESD Il 59

LVEF Il (%) 34 36 35

Akinesie I post., inf-basal, inf-med. apikal apikal

Szinti-Koeffizient 1. po 0,83 1,03

Komplikationen 1 0 1

LVEDD Il 60 58

LVEDV Il 156

LVEF Il 37 36 30

Akinesie IlI Apex

Koeffizient 2. po

LVEDD IV

LVEDV IV

LVEF IV

Akinesie IV

Koeffizient 3. po
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n 38 39 40
Kohorte CABG CABG CABG
Geschlecht mannlich mannlich mannlich
Infarktalter (Wo.) 0,29 3,86 | n.b.
Alter (Jahre) 49,18 54,57 76,67
NYHA 2 3 3
LVEDD I (mm) 55
LVEDV I (ml) 166
LVESD I
LVEF | (%) 18 36 25
Akinesie | n.b. n.b. VW
Hb | 8,6 9,9 9,8
Leukos | 10,6 6 5,73
Thrombos | 265 150 192
Grafts 4 5 4
Zellzahl (Mio)
Beatmung (Std.) 6 4 10
Katecholamine (mg/kg KG/min) 3 0 6
CK po 679 843
CK-MB po 32,2 33,3
Dauer (d) 14 8 13
Hb I 9,1 6,7 8,5
Leukos Il 10,7 9,52 10,2
Thrombos Il 479 388 236
CRP po 34,7 70,7 43,3
LVEDD II (mm) 74 53
LVEDV Il (ml) 143
LVESD Il 65 41
LVEF 11 (%) 19 46
Akinesie Il globale Hypok: septal-apikal,

Hypokinesie anterolat.-apikal,

Akin.: inf.-basal

Szinti-Koeffizient 1. po
Komplikationen 1 0 1
LVEDD IlI 58 56 56
LVEDV Il 173 166
LVEF Il 30 48 30
Akinesie IlI septum basal+medial, |keine apex

post.basal

Koeffizient 2. po

LVEDD IV

LVEDV IV

LVEF IV

Akinesie IV

Koeffizient 3. po

64




VI.2 Thesen

10.

Die Therapie der chronisch-ischamischen Kardiomyopathie mit autologer CD133+-
Stammzelltransplantation und CABG-Operation resultiert zum Zeitpunkt 6 Monate p.o. in
einer signifikant besseren linksventrikularen Ejektionsfraktion als die alleinige Therapie

mit koronarer Bypass-Operation.

Die myokardiale Perfusion ist bei Patienten mit Stammzelltransplantation + CABG-
Operation besser als bei Patienten, die ausschlieBlich eine Bypassoperation erhalten

haben.

Patienten mit einer Ausgangs-LVEF <35% profitieren in hdherem MafRe von einer

Stammzell-Therapie als Patienten mit einer paroperativen LVEF >35%.

Bei Patienten mit Stammzelltransplantation + CABG-Operation ist der linksventrikulare
enddiastolische Durchmesser (LVEDD) zum Zeitpunkt 6 Monate p.o. deutlich geringer als

bei Patienten mit alleiniger Bypassoperation.

Zum Zeitpunkt 12 Monate nach myokardialer Stammzell-Therapie ist im direkten
Vergleich der Gruppen (Stammzell- vs. Kontrollgruppe) kein signifikanter Unterschied in

der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) oder im LVEDD mehr nachweisbar.
Bei Bestimmung der linksventrikuladren Ejektionsfraktion ist die Echokardiographie durch
erfahrene Untersucher der LVEF-Messung mittels MRT bei niedrigerem finanziellem und

technischem Aufwand &quivalent.

Eine Korrelation zwischen Infarktalter und Verbesserung der LVEF nach CABG-Operation

mit oder ohne Stammzelltransplantation liegt nicht vor.

Transplantationsbezogene Nebenwirkungen werden bei Zellzahlen bis zu 80 Mio. Zellen

nicht beobachtet.

Zur besseren Einschatzung und Bewertung des Transplantationsverfahrens bzgl. seiner

Wirkungen und Nebenwirkungen sind placebokontrollierte Studien notwendig.

Die intraoperative Zellgewinnung und —aufbereitung ist 6konomisch, patientenfreundlich

und bietet die Moglichkeit der Verblindung.
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VI.3 Einverstindniserklarung
VI.3.1 Blatt 1

UNIVERSITAT ROSTOCK
Medizinische Fakultat

. . . Universitat Rostock
Patienteninformation Medizinische Fakultat

Klinik und Pol klinik fir Herzchirurgie
Schillingallee 35

Postfach 10 08 88

18055 Rostock

Therapiestudie bei koronarer Bypassoperation nach Herzinfarkt:

AUTOLOGE KNOCHENMARK-STAMMZELLTRANSPLANTATION ZUR MYOKARDIALEN
REGENERATION IM RAHMEN DER AORTOKORONAREN BYPASSOPERATION

Eine randomisiert, geblindete, kontrollierte klinische Studie
Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient !

Sie wurden in unserer Klinik zur Bypassoperation aufgenommen, da hochgradige Verengungen
von HerzkranzgefalRen diese notwendig werden lassen. Wir bedanken uns vorab fir I|hr
Vertrauen und werden Sie mit den besten zur Verfligung stehenden Verfahren operieren und
behandeln.

In Ihrem speziellen Fall ist bei den Voruntersuchungen zusatzlich aufgefallen, das es im
Rahmen eines vorangegangenen Herzinfarktes zum Untergang eines Teiles des
Herzmuskelgewebe gekommen ist, so dass die Pumpfunktion der linken Herzkammer in einem
bestimmten Bereich beeintrachtigt ist. Durch die Bypassoperation wird zwar die Durchblutung
des Herzmuskel verbessert bzw. wieder hergestellt, allerdings gibt es zur Zeit keine Moglichkeit,
das einmal abgestorbene Herzmuskelgewebe wieder zu beleben. Die geschwéachten
Herzmuskelareale erschweren die Muskelarbeit fir das restliche Herz. Das kann zu einer
Uberforderung Ihres Herzens filhren. Es kann aber auch geschehen, dass das erlahmte Gebiet
nicht dem Blutdruck im Inneren lhres Herzens standhalt und sich zu einer Aussackung
aufweitet.

Mit einem neuen Behandlungsverfahren wird nun an verschiedenen Zentren weltweit versucht,
durch Einbringen von so genannten Stammzellen oder Vorlauferzellen in das erkrankte
Herzmuskelgewebe ein Wachstum von neuen BlutgefalRen und Herzmuskelzellen zu erreichen.
Umfangreiche Experimente haben in den vergangenen 10 Jahren gezeigt, dass dies im Tier
prinzipiell moglich ist, und dadurch sowohl die Pumpfunktion als auch die Durchblutung des
Herzmuskels verbessert wird.

Wir haben in den Jahren 2001 bis 2006 Untersuchung an insgesamt 45 Patienten in
verschiedenen Studien durchgefiihrt, bei der speziell die Durchflihrbarkeit und Sicherheit der
Injektion bestimmter Zellen aus dem Knochenmark in das erkrankte Herzmuskelgewebe
Uberprift wurde. Die Zellen werden am Tag vor der Operation in ortlicher Betaubung aus dem
Beckenkamm entnommen und entsprechend flir die Injektion vorbereitet.

Hierbei wurden keine durch das neue Behandlungsverfahren bedingten Komplikationen
beobachtet, sowohl wahrend des Krankenhausaufenthaltes als auch bis zu einem Jahr nach
der Bypassoperation.

Um nun die speziell die Wirksamkeit dieses Verfahrens besser einschatzen zu kdonnen, flhren
wir eine zweite Untersuchung durch, bei welcher bei 50 Patienten zusammen mit der
Bypassoperation die Injektion von Knochenmarkzellen in den erkrankten Herzmuskel
durchgefiihrt, wahrend bei 50 weiteren Patienten die Bypassoperation ohne Zellinjektion
vorgenommen wird.
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Falls Sie sich fur die Teilnahme an dieser Studie entschlieen, werden wir zusatzlich zu den
regularen Voruntersuchungen fiir die Operation noch ein Langzeit-EKG, eine Spiroergometrie,
eine Myokardszintigraphie, Magnetresonanztomographie (MRT) und eine Echokardiographie
durchfiihren.

Am Tag vor der Operation wird dann aus dem Beckenkamm Knochenmark entnommen. Dafir
wird diese Stelle betdubt. Mit einer entsprechenden Nadel punktiert der Hamatologe das
Knochenmark und gewinnt einige Zellen. Die Zellen werden dann speziell aufgearbeitet und am
nachsten Tag im Rahmen der Bypassoperation in den erkrankten Herzmuskel eingespritzt. Die
Operation, welche ca. 4 Stunden dauert, wird hierdurch um ca. 2-3 Minuten verlangert. Evtl.
Uberbleibende Knochenmarkzellen werden aufbewahrt und flr weitere wissenschaftliche
Untersuchungen verwendet.

Sobald Sie sich gut von der Operation erholt haben, werden wir durch eine Wiederholung der
Untersuchungen von vor der Operation feststellen, ob sich eine Verbesserung von
Pumpfunktion und Durchblutung des Herzmuskels einstellt. Die entsprechenden
Untersuchungen (wiederum Langzeit-EKG, eine Spiroergometrie, eine Myokardszintigraphie,
Magnetresonanztomographie (MRT) und eine Echokardiographie) werden vor Verlegung in Ihr
Heimatkrankenhaus bzw. in die Anschlussheilbehandlung durchgefiihrt. Dariiber hinaus wirden
wir die genannten Untersuchungen nach 3 Monaten und 1 Jahr gerne nochmals im Rahmen
einer ambulanten Nachuntersuchung wiederholen.

Die Bypassoperation wird in jedem Fall wie geplant durchgefiihrt, und die entsprechenden
Risiken sind im beiliegenden speziellen Aufklarungsbogen beschrieben. Zusatzlich kann es
durch die Knochenmarkspunktion in seltenen Fallen zu Komplikationen kommen (Infektionen,
Gefalverletzung, Blutverlust, Einblutung in umliegendes Gewebe Nervenverletzung). Bei der
Injektion der Zellen konnte es theoretisch zu Komplikationen wie der Einschleppung von
Keimen (Infektion), Einblutung in den Herzmuskel oder Herzrhythmusstérungen kommen. Wir
haben, wie erwahnt, in der vorangegangenen Studie nichts dergleichen beobachtet, werden
aber trotzdem engmaschig die entsprechenden Befunde kontrollieren. Ob die Behandlung den
erhofften Erfolg hat, werden wir erst nach Abschluss dieser Untersuchung wissen. Falls Sie lhre
Einwilligung zu dieser Untersuchung geben, wird mittels eines Computerprogramms
(Zufallsgenerator) entschieden, ob zusatzlich zur Bypassoperation die Zellbehandlung
durchgefuhrt wird. Die o. a. Untersuchungen werden in jedem Fall vorgenommen, um spéater die
Befunde von Patienten mit zusatzlicher Zellbehandlung mit denen von Patienten ohne
zusétzlicher Zellbehandlung vergleichen zu kdnnen.

Sie sind als Patient fiir jegliche Folgen aus dieser Studie zusatzlich zu ihrer als Patient tblichen
Versicherung versichert.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig, auch nach Zusage kénnen Sie zu jeder Zeit ohne
Angabe von Grinden diese widerrufen. Dies wird keine Nachteile fiir Ihre weitere Behandlung
bedeuten.

Daten, die wahrend der Studie uber Sie erhoben werden, werden ebenso vertraulich behandelt,
wie es unsere arztliche Schweigepflicht fir Sie als nicht an der Studie teilnehmenden Patienten
vorsieht.

Notfalladresse bei unerwiinschten Ereignissen wahrend der Studie:
Klinik fur Herzchirurgie der Universitat Rostock. Telefon : 0381-494-6120

Ich erklare hiermit, dass ich den Patienten ausfiihrlich Uber die o. g. Studie informiert und
aufgeklart habe.

Unterschrift des Prifarztes
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VI.3.2 Blatt 2

UNIVERSITAT ROSTOCK

Medizinische Fakultat
Universitat Rostock

= = TR Medizinische Fakultat
Patienteneinwilligung Klinik und Poliklinik fiir Herzchirurgie
Schillingallee 35
Postfach 10 08 88
18055 Rostock

AUTOLOGE KNOCHENMARK-STAMMZELLTRANSPLANTATION ZUR MYOKARDIALEN
REGENERATION IM RAHMEN DER AORTOKORONAREN BYPASSOPERATION

Eine randomisiert, geblindete kontrollierte klinische Studie

Ich, (Name des Patienten), wurde vom unten genannten Arzt vollstandig tGber Wesen,
Bedeutung und Tragweite der klinischen Priifung mit dem o.g. Titel aufgeklart. Ich habe den
Aufklarungstext gelesen und verstanden. Ich hatte die Méglichkeit, Fragen zu stellen, und habe
die Antworten verstanden und akzeptiere sie. Mein Arzt hat mich Gber die mit der Teilnahme an
der Studie verbundenen Risiken und den moglichen Nutzen informiert.

Ich bin dber die geplanten Untersuchungen und die Aufbewahrung nicht bendétigter
Knochenmarkzellen fiir etwaige Folgeuntersuchungen aufgeklart worden und gebe auch hierfur
meine Zustimmung.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zur Teilnahme an dieser Studie zu entscheiden und weil}, dass
die Teilnahme an dieser klinischen Prifung freiwillig ist. Ich weil}, dass ich jederzeit und ohne
Angabe von Griinden diese Zustimmung widerrufen kann, ohne dass sich dieser Entschluss
nachteilig auf meine spatere Behandlung auswirken wird. Die Einwilligung zur Aufbewahrung
nicht bendtigter Zellen kann ebenfalls jederzeit widerrufen werden.

Ich weil3, dass ich gegen Schaden, die auf das in der Studie eingesetzte Verfahren
zurtckzuflhren sind, durch eine gesonderte Studienversicherung versichert bin.

Datenschutzrechtliche Patienteneinwilligung (§ 40 Abs.1, Satz 2 und Abs. 2, AMG 1998):

Mir ist bekannt, dass meine persénlichen Daten gespeichert werden fiir Uberpriifungen im
Rahmen der Aufsicht durch die Gesundheitsbehdrden (Arzneimittelaufsicht) sowie fur
QualitatssicherungsmalRnahmen (source data verification). Mir wurde versichert, das dabei die
Grundsatze des Datenschutzes und der arztlichen Schweigepflicht beachtet werden, d.h. meine
personenbezogenen Daten vertraulich behandelt und nicht an andere als die nachfolgend
genannten Personen und Stellen weitergegeben werden:

Klinik far Herzchirurgie, Klinik fir Innere Medizin, Abtlg. Hdmatologie, Abtlg. Kardiologie

SchlieRlich erkléare ich auch mein Einverstandnis zur wissenschaftlichen Verdffentlichung der
Forschungsergebnisse unter Beachtung der datenschutzrechtlichen Bestimmungen.

Ich habe eine Kopie der Patienteninformation und dieser Einwilligungserklarung erhalten. Ich
erklare hiermit meine freiwillige Teilnahme an dieser klinischen Studie.

Rostock, den

Unterschrift des Patienten Unterschrift des aufklarenden Studienarztes
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