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1. Einleitung

1. Einleitung

Laut des Statistischen Bundesamts starben allein 2007 in Deutschland 76.915
Menschen an den Folgen der chronisch ischamischen Herzkrankheit." Damit ist die
koronare Herzkrankheit (KHK) die haufigste Todesursache in Deutschland (siehe
Tab. 1), gefolgt vom akuten Myokardinfarkt und der Herzinsuffizienz.

Es ist zu erwarten, dass bis zum Jahr 2020 die ischdmische Herzkrankheit auch
weltweit die haufigste Todesursache darstellen wird.?

Unter dem Begriff der ,ischamischen Herzkrankheit® werden Krankheitsbilder
zusammengefasst, die auf einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und
Sauerstoffbedarf des Myokards beruhen. Dabei wird die Sauerstoffversorgung der
Herzmuskulatur vor allem durch Stenosen im koronaren Gefél3system gedrosselt,
was als Koronarinsuffizienz bezeichnet wird.

Der klinische Begriff ,koronare Herzkrankheit® (KHK) bezeichnet die durch
Arteriosklerose der Herzkranzgefale entstandene ischdmische Herzkrankheit. Die
dadurch bedingte Myokardischamie manifestiert sich in  verschiedenen
Erkrankungsbildern. Eine Form der Manifestation einer Myokardischamie ist die
Angina pectoris, die sich durch das Auftreten eines thorakalen bzw. retrosternalen
Druck- oder Engegeflihls mit Ausstrahlung in Arme, Kiefer, Schultern oder Ricken
auszeichnet. Als Ursache spielen kérperliche und/oder psychische Belastungen eine
Rolle, die zu einer Sauerstoffbedarfserhéhung des Myokards fiihren. Prinzipiell
unterscheidet man die AP in eine stabile und in eine instabile Form. Bei der stabilen
AP kdnnen die Beschwerden bei entsprechender Belastung reproduziert und durch
Ruhe oder Gabe von Nitroglycerin sublingual schnell wieder gelindert werden. Die
instabile AP wird durch neu, in Ruhe oder haufiger und intensiver auftretende AP-
Anfélle charakterisiert, welche nur verzdgert oder gar nicht auf die Gabe von
Nitroglycerin ansprechen.?

Eine weitere Form der Manifestation einer Myokardischémie ist der Herzinfarkt. Ein
Groliteil der Myokardinfarkte entsteht im Rahmen einer koronaren Herzkrankheit.
Wie beinahe alle akuten Koronarsyndrome beim Menschen werden sie fast immer
durch eine Minderdurchblutung in einem Herzkranzgefald hervorgerufen, die auf eine
atherosklerotische Verédnderung der GeféalBe mit zuséatzlichen Blutgerinnseln
(,Koronarthrombose®)  zurlickzufihren sind und von einer krampfartigen

GefaRverengung (Koronarspasmus) begleitet sein konnen.*®

1



1. Einleitung

Das sich daraus entwickelnde Krankheitsbild hangt von der Schwere, der
Lokalisation und der Dauer der Durchblutungsstdérung des Herzmuskels ab.

Weiterhin kénnen durch Myokardischdmien, die im Bereich des Erregungsbildungs-
und Erregungsleitungssystems des Herzens entstehen, Rhythmusstérungen
ausgeldést werden. Der plétzliche Herztod ist ebenfalls eine mégliche Folge von

Myokardischamien.

Tab. 1: Die 10 haufigsten Todesursachen 2007 in Deutschland

(Quelle: Statistischen Bundesamt Deutschland; www.destatis.de/Todesursachen)

ICD-10 Todesursache Gestorbene’
Anzahl Anteil in %

' Ohne Totgeborene und ohne gerichtliche Todeserklarungen.

125 Chronische ischdamische Herzkrankheit 76 915 9,3
121 Akuter Myokardinfarkt 57 788 7,0
150 Herzinsuffizienz 49 970 6,0
C34 Bosartige Neubildung der Bronchien und der Lunge 41 495 5,0
164 Schlaganfall, nicht als Blutung oder Infarkt bezeichnet 26 911 3,3
J44 Sonstige chronische obstruktive Lungenkrankheit 21716 2,6
J18 Pneumonie, Erreger nicht naher bezeichnet 21079 2,5
111 Hypertensive Herzkrankheit 18 553 2,2
C18 Bdsartige Neubildungen des Dickdarms 18 072 2,2
C50 Bosartige Neubildung der Brustdriise (Mamma) 17 029 2,1

Fir das Auftreten einer KHK wurde eine Reihe von Risikofaktoren gefunden, die sich
additiv verstarken koénnen. Zu den Hauptrisikofaktoren zahlen der arterielle
Hypertonus, Nikotinabusus, Hyperlipoproteinamie, Lebensalter, genetische
Belastungen und Diabetes mellitus. Als sekundare Risikofaktoren kénnen genannt
werden die koérperliche Inaktivitat, Adipositas, erhdéhte Serumentzindungswerte,
Hyperhomozysteinamie, eine Thromboseneigung und Stress (Disstress).*

Das heutige Behandlungsschema der weit verbreiteten Erkrankung beruht, neben
dem  Risikofaktorenmanagement, lediglich auf einer  Steigerung des
Sauerstoffangebotes und einer Senkung des Sauerstoffbedarfs.°

Das Risikofaktorenmanagement besteht insbesondere in der Ausschaltung der
Risikofaktoren Nikotin und Ubergewicht sowie der optimalen Therapie der Hypertonie
und des Diabetes mellitus. RegelméRige koérperliche Aktivitat, Stressreduktion und
diatetische Mallnahmen wie ballaststoffreiche Kost mit méglichst geringem Anteil an

ungesattigten Fetten und geringem Cholesteringehalt verbessern die Prognose.




1. Einleitung

Bei bestehender Hypertriglyceriddmie kann durch Gewichtsabnahme sowie durch
den Verzicht auf Alkohol und schnell verfigbaren Kohlenhydrate eine Senkung
dieses Risikofaktors erreicht werden.’

Die medikamentdse Therapie besteht gem&R den aktuellen Leitlinien aus der
Behandlung und Prophylaxe der Angina pectoris. Nitrate wirken sich auf die
Symptomatik der Angina pectoris ginstig aus, da sie die Vor- und Nachlast des
Herzens reduzieren und somit den myokardialen Sauerstoffverbrauch senken.” 8
Weiterhin sind Beta-Rezeptorenblocker und Kalziumkanalblocker zur Behandlung der
Angina pectoris indiziert. Beta-Rezeptorenblocker hemmen die Katecholaminwirkung
auf das Herz und reduzieren dadurch die Herzfrequenz, Blutdruck und Kontraktilitat,
was ebenfalls zu einer Senkung des myokardialen Sauerstoffbedarfes flhrt.
Kalziumkanalblocker erzielen insbesondere durch die Verringerung der Nachlast und
der Kontraktilitdt eine Verbesserung der Beschwerdesymptomatik bei der
Behandlung der Angina pectoris.” 8

Zur Sekundar- und Tertidarprophylaxe sollten alle Patienten mit einer KHK zusatzlich
mit den antithrombotisch wirkenden Thrombozytenaggregationshemmern behandelt
werden. Als Mittel der ersten Wahl dient Acetylsalicylsdure, welches aber beim
Auftreten von Unvertraglichkeiten und Kontraindikationen durch Clopidogrel ersetzt
werden kann. Weiterhin wird gleichzeitig eine cholesterinsenkende Therapie mit
HMG CoA-Reduktasehemmern (Statine) als Mittel der ersten Wahl empfohlen. Sie
senken das kardiovaskuldre Risiko und reduzieren nachweislich die Sterblichkeit der
Patienten mit KHK.° Zusatzlich werden ACE-Hemmer bei Patienten mit
Linksherzinsuffizienz  und bei Myokardinfarkt-bedingter Linksherzinsuffizienz
empfohlen, da sie die Senkung der Morbiditdt und Sterblichkeit dieser Patienten
belegen.”® Bei einer Unvertraglichkeit von ACE-Hemmern sollen AT-1-
Rezeptorantagonisten eingesetzt werden.®

Revaskularisierende Malnahmen sind indiziert, wenn die Angina pectoris
medikamentds nicht beherrschbar ist bzw. es sich um das Vorliegen einer instabilen
Angina pectoris handelt. Hierbei unterscheidet man zwischen einer minimalinvasiven
Vorgehensweise, der PCI, und der koronaren Bypass-Operation als Maximalvariante.
Die Ergebnisse der diagnostischen Koronarangiographie und die Gesamtsituation

des Patienten entscheiden Uiber das zu wéhlende Verfahren.




1. Einleitung

Laut den deutschen Leitlinien zur Therapie der KHK richtet sich die Indikation zur
Koronarintervention nach der Anzahl, Lage und Morphologie der Stenosen, der
linksventrikuldren Funktion, Symptomatik, Ischamiezeichen und Prognose des
Patienten. Dartber hinaus mussen signifikante Stenosen (> 70 % GefalRdurch-
messer) eines oder mehrerer Koronargefdlde vorliegen, die ein relevantes
Myokardareal versorgen.’

Verbunden mit einem erhéhten Risiko ist die Koronardilatation auch bei
Dreigefalierkrankungen und/oder hochgradig eingeschrankter linksventrikularer
Funktion mdglich. Weiterhin besagen die Leitlinien, dass alle Koronarinterventionen
unter abgesprochenem kardiochirurgischen Stand-by erfolgen missen und die
Patienten anschliellend fir mindestens 24 Stunden sorgfaltig Uberwacht werden.
Liegt eine instabile Angina pectoris oder eine Risikosituation vor, ist fur die
Koronarintervention eine strikte OP-Bereitschaft nétig.”

Die chirurgische Behandlung durch eine aortokoronarer Bypass-Operation ist laut
den Leitlinien Therapie der Wahl, wenn eine signifikante (= 50%) linkskoronare
Hauptstammstenose und/oder eine Mehrgefalderkrankung mit hochgradigen
proximalen Stenosen (= 70%) vorliegt.”

Neben den leitliniengerechten Therapiesdulen der KHK wird zurzeit die Therapie
mittels Stammzelltransplantation erforscht. Diese hat vor allem das Ziel den Folgen
eines Myokardinfarkts entgegenzuwirken und somit Uber eine Verbesserung der
linksventrikuldren Funktion und einer Revaskularisation die koronare Herzkrankheit
zu therapieren.

Das Hauptproblem nach einem Myokardinfarkt ist das so genannte Remodeling, bei
dem sich die Struktur, Grélke und Form des Ventrikels beginnen zu verandern. Dies
ist ein entscheidender Faktor fir das Auftreten einer Herzinsuffizienz als Folge des
Infarktes.! Der segmentale Verlust an kontraktiler Masse fiihrt in der Regel bei
groRen transmuralen Infarkten innerhalb der ersten Woche zur Dehnung und
Ausdiinnung des Infarktgebietes, was auch als Expansion bezeichnet wird.'* '
Patienten mit Infarktexpansion besitzen eine hdéhere Pradisposition fir das Auftreten
von Aneurysmen, Myokardrupturen und fir die Entwicklung einer Herz-
insuffizienz.'*'*>'® An die Infarktexpansion schlieft sich eine fortlaufende Erweiterung
des nichtinfarzierten Ventrikelabschnittes an, die abhangig von der Grél3e des

Infarktes, von der ventrikularen Wandbelastung und von der Infarktheilung ist."




1. Einleitung

Die gréRte Wandbeanspruchung im infarzierten Ventrikel liegt an der Grenze
zwischen infarziertem und nichtinfarziertem Myokard."

Die Dilatation des Ventrikels dient als Kompensationsmechanismus bezuglich der
Dysfunktion des Ventrikels, um das Schlagvolumen trotz abnehmender
Ejektionsfraktion aufrechtzuerhalten."

Als weiterer Pathogenitatsfaktor setzen eine Hypertrophie und Fibrose des
verbleibenden nichtinfarzierten Restmyokards ein. Hierdurch wird zun&chst die

Kontraktionskraft gesteigert und die Wandspannung gemindert.

LV-Dilatation

akuter Infarkt Infarkt-Fxpansion {Remodeling)

{Stunden) (Stunden bis Toge) ({Tage bis Monate)

Abb. 1: Schema des linksventrikularen Remodeling nach Myokardinfarkt
(Quelle: V. Schachinger, B. Assmus, A.M. Zeiher. Die Herzfunktion wieder regenerieren?
Stammzelltherapie bei ischadmischer Herzkrankheit. Klinikarzt 2004; 33(3):68-73)

Trotz modernster Therapie mit Medikamenten und schneller Revaskularisation
mittels Herzkatheter oder ACVB-OP kann die Herzinsuffizienz nur unzureichend
verhindert werden. Das Herz ist nicht in der Lage sich vollstdndig zu regenerieren
und den Gewebsverlust funktionsgerecht zu ersetzen. Eine dauerhafte
Wiederherstellung des Myokards im Infarktgebiet und der Herzleistung ist mit der
derzeitigen Standardtherapie (Medikamente, interventionelle Verfahren, Bypass-

Operation) nach einem Herzinfarkt nicht méglich.




1. Einleitung

1.1 Entwicklung der myokardialen Stammzelltherapie

Aufgrund der fehlenden Selbstregeneration des Herzens nach Infarkt und der
unbefriedigenden Ergebnisse der Standardtherapie hat die myokardiale
Regeneration mittels Stammzellen in den letzten Jahrzehnten grolles Interesse
geweckt.’ ' Dabei stellt sich die Frage, welche Stammzellen fur die kardiale
Regeneration am besten geeignet sind. Am Anfang der Forschungen transplantierte
man autologe Skelettmyoblasten ins Herz, die die Fahigkeit besitzen, sich in
Skelettmuskelzellen zu differenzieren.?*23

Zunachst zeigte sich ein positiver Effekt auf die linksventrikuldre Herzfunktion in
Rattenmodellen und in Pilotstudien.?® % Doch dann traten lebensbedrohliche
Arrhythmien auf, deren Ursache die fehlende Expression von Connexinen (Gap
junctions) war. Dadurch kam es nicht zu einer elektromechanischen Kopplung
zwischen den transplantierten Skelettmuskelzellen sowie zwischen den residenten
kardialen Zellen und den Skelettmuskelzellen.?® ?’

Wesentlich vielseitiger und flexibler sind embryonale Stammzellen, welche aber in
Deutschland nur eingeschrankt zur Verfligung stehen. Nach dem deutschen
Embryonenschutzgesetz ist es verboten, menschliche Embryonen fir
Forschungszwecke herzustellen, zu klonen oder zu zerstéren. Das Stammzellgesetz
sieht vor, dass nur an importierten embryonalen Stammzellen unter Berlicksichtigung
zahlreicher Auflagen geforscht werden darf. Seit dem 11. April 2008 dirfen
Stammzellen, die vor dem 1. Mai 2007 gewonnen wurden, nach Deutschland
importiert werden.

Neben den embryonalen Stammzellen haben auch die adulten (somatischen)
Stammzellen ein gewisses Potential zur Differenzierung und sind somit ebenfalls von
Interesse fir die regenerative Medizin.?

Die Hauptquelle fir adulte Stammzellen ist das Knochenmark. Zu diesen
somatischen Vorlauferzellen gehéren hdmatopoetische Stammzellen, endotheliale
Progenitorzellen, mesenchymale Stammzellen und so genannte side-population
Zellen (Erlduterungen siehe 1.2). Diese vom Knochenmark abstammenden Zellen
zeigen eine Expression von endothelialen und kardiomyogenen Oberflachenmarker

anhand derer sie selektiert werden kénnen.?®
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Gegen Ende der neunziger Jahre beobachtete die erste Forschergruppe das
Potential von zirkulierenden Progenitorzellen aus dem Knochenmark zur
Neovaskularisation und myogenen Differenzierung.*

Weitere Wissenschaftler beobachteten nachfolgend ebenfalls dieses Potential.®!: *2
Seitdem sind weiterhin Untersuchungen zur Differenzierung der Knochenmark-
stammzellen am Herzen veréffentlicht worden, die zur Verbesserung der

Herzfunktion nach Myokardinfarkt fiihrten.?%3°

1.2 Adulte Stammzellen

Stammzellen sind Kérperzellen, die sich noch nicht differenziert haben. Das heil3t, sie
liegen noch nicht in einer Form vor, die sie fur ihre Verwendung im Organismus
spezialisiert, vielmehr ist ihre spatere Verwendung noch offen.

Stammzellen sind in der Lage, stédndig neue, organspezifische Tochterzellen zu
erzeugen und sich dabei selbst zu erhalten. Im Laufe der Embryogenese verlieren
die Stammzellen ihr Entwicklungspotential, so dass letztendlich die sogenannten
fetalen und adulten Stammzellen entstehen.

Bis heute konnten in mehr als 20 Organen und Organsystemen, wie unter anderem
in Knochenmark, Blut, Herz und Leber, adulte Stammzellen nachgewiesen werden.
Sie haben die Aufgabe, lebenslang unterschiedliche organspezifische Ersatzzellen
Zu produzieren.

Adulte Stammzellen lassen sich in endotheliale, hamatopoetische und
mesenchymale Stammzellen sowie in Side-Population-Zellen und gewebesténdige
Stammzellen unterscheiden. Die einzelnen Zellen haben ein unterschiedliches
Spektrum an Fahigkeiten.

Endotheliale Progenitorzellen (Angioblasten) kénnen sich in reife Endothelzellen
differenzieren und bilden KollateralgefaRe in ischamischen Geweben aus.>®°
Mesenchymale Knochenmarkstammzellen haben neben der F&higkeit zur
Differenzierung in Knorpel-, Knochen- und Fettzellen*® auch das Vermégen sich in
Kardiomyozyten und vaskuladre Zellen zu transdifferenzieren.*! #?

Hamatopoetische Stammzellen des Knochenmarks hingegen differenzieren sich im
Vergleich dazu kaum zu Kardiomyozyten.*> Sie kénnen zwar Kardiomyozyten durch

Zellfusion formen, aber sie fiihren nicht zu einer Transdifferenzierung.*+*°
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Die myokardiale Regeneration nach Transplantation von hamatopoetischen
Stammzellen ist hauptsachlich die Folge der von ihnen hervorgerufenen
Neovaskularisation und der Reduktion von Apoptose.*” 8

Die neu geformten Gefél3e in der Infarktregion resultieren aus den transplantierten
Stammzellen und den residenten Zellaktionen.*® Dadurch kommt es zur Rettung von
sogenanntem ,hibernating® (winterschlafendem) Myokard im Infarktrandgebiet, was
wiederum zu einer funktionellen Verbesserung der Wandbewegung fuhrt.

Bei der Erforschung der Stammzellen konnte eine weitere Untergruppe identifiziert
werden, die sogenannte ,Side-Population-Zellen“ (Nebenpopulationszellen), kurz SP-
Zellen. Diese Zellen besitzen die Fahigkeit, die Farbstoffe Hoechst 33342 und
Rhodamin aktiv mit Hilfe eines ATP-bindenden Transporters aus der Zelle
auszuschleusen. Durch diese Eigenschaft bilden sie eine Nebenpopulation in der
FACS-Analyse.*® SP-Zellen werden neben dem Knochenmark in vielen Gewebearten
gefunden, so dass es Hinweise gibt, dass sie mit gewebestadndigen Stammzellen
identisch sind.*® Interessanterweise kénnen sich SP-Stammzellen auch zu
Kardiomyozyten und Endothelzellen differenzieren.?

Weitere Mechanismen, die ebenfalls im Zusammenhang mit der Regeneration
stehen, sind Aktionen von Rezeptoren des sogenannten ,steel factor® oder ,stem cell
factor® c-kit. Dieser Rezeptor induziert eine zusatzliche Progenitorzellbereitstellung
nach einem Infarkt und fuhrt so ebenfalls zu einer Verbesserung der Perfusion und
der Herzfunktion.*'

Insgesamt zeigten klinische Untersuchungen eine wichtige Rolle fur zirkulierende
Vorlauferzellen hinsichtlich der Neovaskularisation und in geringerem Male fur den

Ersatz myokardialer Zellen nach Transplantation von Stammzellen in das Herz

Abb. 2: Stammzellen im Knochenmark

(Quelle: Klinik und Poliklinik fir Herzchirurgie, Universitat Rostock)
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1.3 Isolationsverfahren und Applikationsmethoden

Die Herstellung von Zelltherapieprodukten ist nach dem Arzneimittelgesetz geregelt
und unterliegt strengen Auflagen. Fur die Aufarbeitung der Stammzellen sind
Reinraumbedingungen und ein hoher GLP/GMP-Standard erforderlich.

Bei dem GMP-Standard handelt es sich um Richtlinien zur Qualitatssicherung der
Produktionsablaufe und -umgebung bei der Herstellung von Arzneimitteln,
Wirkstoffen und Medizinprodukten. Die GLP legt den organisatorischen Ablauf und
die Bedingungen, unter denen Laborprifungen geplant, durchgefuhrt und Gberwacht
werden, fest.

Stammzellen kénnen bis zu einem gewissen Volumen direkt in den Herzmuskel
eingebracht werden, wobei die Applikation von endo- wie auch von epikardial
erfolgen kann (siehe Abb.3).

Viele Studiengruppen verwenden zurzeit den immunomagnetischen
Zellseparationsprozess zur Anreicherung von Zellen mit CD133" oder CD34"
Oberflachenmarkern. Diese primdren CD133"-Stammzellen des Knochenmarks
wurden Uber einen langen Zeitraum erfolgreich bei der hamatopoetischen
Knochenmarktransplantation im Bereich der Hamatologie/Onkologie genutzt. Des
Weiteren haben sie in praklinischen Studien gezeigt, dass sie die Fahigkeit zur
kardiovaskularen Differenzierung besitzen.*® Auch ein hoherer Reinigungsgrad der
Zellsuspension fuhrte zu spezifischeren Effekten nach der intramyokardialen
Transplantation.

Andere Kklinische Studien verwendeten die CD34" Stammzellenselektion oder
ungereinigte mononukleédre Zellen des Knochenmarks.

Gegenwartig kénnen die Effekte der intramyokardial transplantierten
Knochenmarkstammzellen  keinen  spezifischen zelluldren  Subpopulationen
zugeschrieben werden, aber es zeigt sich eine starke Ubereinstimmung zwischen der
Sicherheit und der dosisabhangigen Wirksamkeit.??>°

Bei der intrakoronaren Stammzellinfusion wird mittels temporarer Ballonokklusion
des arteriellen Infarktgefdfes Uber einige Minuten die Knochenmarkzellpopulation
distal in das Infarktgefal® mit geringem Fluss appliziert (siehe Abb. 3). Hierbei handelt
es sich um die bisher am meisten praktizierte klinische Applikation, besonders nach

akutem Myokardinfarkt.*® %
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Die Technik der selektiven Stammzellisolation und Anreicherung ist bereits sehr weit
fortgeschritten (siehe 2.5.8). Zur Gewinnung von Stammzellen wird patienteneigenes
(autologes) Knochenmark aufgrund der besseren Vertréaglichkeit bevorzugt.

Die besten Ergebnisse bezilglich der Zellmenge wurden bei der Gewinnung von
Knochenmark aus dem Beckenkamm erzielt. Das Sternum ware eine alternative
Lokalisation zur Gewinnung von Knochenmark.

Neben der direkten Applikation von Stammzellen gibt es weiterhin die Methode der
Mobilisation von Knochenmarkstammzellen durch Zytokine. Das am erfolgreichsten
verwendete Zytokin ist der Granulozyten-Kolonien stimulierende Faktor (G-CSF),
durch den Stammzellen aus dem Knochenmark in die Blutzirkulation mobilisiert
werden. Dieser Effekt wurde nach Herzinfarkten beobachtet und als Teil des
Regenerationsprozesses interpretiert.’® % % Daraufhin wurde diese Mdglichkeit der
Regenerationsverstdrkung als Therapieversuch diskutiert und die Wirkung in

Tierexperimenten untersucht.® 3

In den Versuchen zeigten sich funktionelle
Myokardverbesserungen, aber auch Sicherheitsbedenken bezluglich mdglicher

Nebenwirkungen traten auf.

Abb. 3: Darstellung der transendokardialen, epikardial intramyokardialen, intrakoronaren und

intravendsen Stammzellapplikation (nach Strauer et al.)56
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1.4 Nebenwirkungen der Stammzelltherapie

Uber die Nebenwirkungen der Stammzelltherapie ist bisher nur wenig bekannt. Bei
den bisher beobachteten Komplikationen handelt es sich vor allem um das Auftreten
eines arrhythmogenen Potentials durch SkeIettmyoblastentransplantation61 (z.B.
ventrikulire Tachykardien), durch VEGF induzierte Tumorbildungen® (z.B. vaskulare
Tumoren) und intramyokardiale Kalzifizierungen nach Transplantation unselektierter
Knochenmarkzellen.®®

Die Sicherheit der mesenchymalen Stammzelltherapie wird seit der Beobachtung von
ausgedehnten Ossifikationen in diesem Zusammenhang ebenfalls kritisch
betrachtet.®*

Bei der Mobilisation von Knochenmarkvorlduferzellen mittels Zytokinen (G-CSF)
besteht ebenso Bedenken hinsichtlich der Sicherheit, da eine durch den G-CSF
hervorgerufene Leukozytose inflammatorische Nebeneffekte erzeugt und in
Verbindung mit einer Stentapplikation vermehrt Restenosen auftraten.® %8

Ein bakteriell oder viral infiziertes Punktat stellt gleichfalls ein Risiko dar, welches
aber durch eine mikrobiologische Untersuchung vor der Injektion in das Myokard
nahezu ausgeschlossen werden kann.

Bevor die Stammzelltherapie als unbedenklich eingestuft werden kann, missen die

mdglichen Nebenwirkungen in Langzeituntersuchungen ausgeschlossen werden.
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1.5 Die Rostocker Studie

2001 begann in der Klinik und Poliklinik fir Herzchirurgie der Universitatsklinik
Rostock die klinische Studie zur myokardialen Stammzelltherapie. Die Rostocker
Arbeitsgruppe konzentriert sich auf die Transplantation von selektierten adulten
Stammzellen direkt in den Herzmuskel im Rahmen einer indizierten Bypassoperation
bei Patienten nach einem Myokardinfarkt. Beim Einschluss der Patienten in die
Studie war darauf zu achten, dass das Infarktareal weder interventionell noch
kardiochirurgisch anschlussfahig war.

Fir die Transplantation wurden adulte Stammzellen mit dem Oberflachenantigen
CD133 verwendet. CD133 wurde auf sehr frihen Stammzellen mit hoher Plastizitat
(Wandlungsfahigkeit) nachgewiesen und es gibt zahlreiche experimentelle Hinweise
auf eine Schliisselrolle der CD133"-Zellen, beispielsweise bei der Neubildung von
Blutgefalien.

Zwischen 2001 und 2003 wurden zunachst 15 Patienten im Rahmen einer
Sicherheits- und Vertraglichkeitsuntersuchung mit diesem Verfahren behandelt.
Hierbei wurden innerhalb von 6 bis 18 Monate nach der Operation keine auf die
Stammzellinjektion zurtckzufihrenden Komplikationen beobachtet, und es ergaben
sich erste Hinweise auf eine Verbesserung der Herzdurchblutung und der
Pumpleistung des linken Ventrikels.>?

Auf dieser Basis wurde 2003 eine kontrollierte Phase-II-Studie begonnen, bei der
speziell die Langzeiteffektivitdt und die Sicherheit der myokardialen
Stammzelltherapie beurteilt werden sollte.

Die 2007 durch Stamm et al. veréffentlichten Kurzzeitergebnisse der Phase 1 und 2

Patienten (6-18 Monate postoperativ) waren viel versprechend.
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1.6 Zielstellung

Um einen dauerhaften Effekt der myokardialen Stammzelltherapie, beziiglich der
linksventrikuldren Funktionsverbesserung und der Sicherheit beurteilen zu kénnen,
war die Auswertung der Langzeitergebnisse von grof3er Bedeutung.

In dieser Arbeit erfolgt die Darstellung und Auswertung der Langzeitergebnisse der
Phase-1- und Phase-2-Patienten der ,Studie zur myokardialen Regeneration nach
Stammzelltransplantation in Kombination mit einer Bypassoperation® bis zu 5 Jahre
postoperativ. Im Vordergrund stehen die Bewertung der Sicherheit und der mégliche
dauerhafte funktionelle Vorteil der neuen Therapiemethode. Fiur die Beurteilung des
Therapieerfolges werden die Ergebnisse der funktionellen Herzuntersuchungen wie
Echokardiographie, Kardio-MRT, Perfusionsszintigramm und ein 24h-EKG
herangezogen. Zusatzlich zu den funktionellen Parametern wird erstmals die
subjektive Lebensqualitat der Patienten in die Beurteilung des Therapieergebnisses
mit einbezogen.

Folgende Fragen sollen mittels der Ergebnisse geklart werden:

= FUhrt die intramyokardiale Injektion von autologen Knochenmarkzellen zu
einer anhaltenden Verbesserung der Ejektionsfraktion des linken Ventrikels
nach einem Myokardinfarkt im Vergleich zu einer Kontrollgruppe?

= Welchen Einfluss hat eine autologe Knochenmarkzelltherapie auf das
Remodeling nach einem Myokardinfarkt (endsystolische und enddiastolische
Volumina)?

= Fdhrt die autologe Stammzelltransplantation zu einer anhaltenden
Verbesserung der Durchblutung des Infarktareals in der Langzeitbetrachtung?

= |st die autologe Knochenmarkzelltherapie im Hinblick auf das Vorkommen von
Arrhythmien, Kalzifizierungen des Myokards und auf maligne Entartung
sicher?

= Hat die myokardiale Stammzelltherapie einen Einfluss auf die subjektive

Lebensqualitat der Patienten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe?
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2. Studiendesign und Methodik

Im Juni 2001 begann die myokardiale Stammzellstudie der Klinik und Poliklinik far
Herzchirurgie der Universitdt Rostock mit der Phase | der klinischen Prufung, zur
Untersuchung der Durchfihrbarkeit und Vertraglichkeit der intramyokardialen
mesenchymalen Stammzelltransplantation zur Myokardregeneration bei
Herzinsuffizienz®.

Unter einer klinischen Prifung versteht man einen definierten wissenschaftlichen
Versuchsansatz zur Untersuchung z.B. der Wirkung und Sicherheit eines
Medikamentes. Die Phase | ist durch die Erstanwendung des Medikamentes am
Menschen zur Prifung von Sicherheit, Toleranzgrenzen oder Pharmakokinetik ohne
Therapieziel charakterisiert.”® In die Phase | wurden in einem Zeitraum von 22
Monaten 15 Patienten in Rostock eingeschlossen. Alle Patienten wurden mit einer
aortokoronaren Bypassoperation in Kombination mit einer Injektion von CD133"
Knochenmarkstammzellen aus autologem Knochenmarkaspirat behandelt. Eine
Kontrollgruppe war in dieser Studienphase nicht vorgesehen.

Die Nutzen-Risiko-Abwagung der Phase | dient der Feststellung, ob die Substanz mit
den bis dahin vorliegenden Untersuchungsergebnissen aus praklinischen Studien
Uberhaupt am Menschen angewendet werden kann oder ob die potentiellen Risiken
zu groly sind. Sollten die Ergebnisse der Phase | eine weitere Prifung des
Praparates rechtfertigen, so kann die nachste Phase (lI) begonnen werden.

Das Ziel der Phase Il ist es, zum einen an kleinen Patientenzahlen erste Hinweise
zur Wirksamkeit des Medikamentes zu erhalten und zum anderen den optimalen
therapeutischen Dosisbereich zu ermitteln. Diese Fragen missen somit vor Beginn
des 2. Studienabschnittes definiert und sukzessive abgearbeitet werden, denn auf
der Grundlage dieser Studien wird die gesamte Phase Il aufgebaut.65

Um die Effektivitat der Zelltherapie im Kontext der aortokoronaren Bypassoperation
beurteilen zu kénnen, begann 2003 eine randomisierte, kontrollierte klinische Studie
(Phase II). In dieser 2. Phase der Studie wurde parallel zur Stammzellgruppe eine
Kontrollgruppe rekrutiert. Die Stammzellgruppe erhielt eine aortokoronare
Bypassoperation in Kombination mit einer CD133" Knochenmarkstammzellinjektion
analog zur Phase |. Die Kontrollgruppe hingegen erhielt lediglich eine aortokoronare
Bypassoperation als derzeitige Standardtherapie zur Behandlung einer schweren

koronaren Herzkrankheit (KHK) bzw. eines Myokardinfarktes.

14



2. Studiendesign und Methodik

Damit war ein Vergleich der beiden Therapieformen (Standardtherapie vs.
Stammzelltherapie) mdglich, da beide Gruppen bis auf die Stammzellinjektion die
gleiche Therapie erhielten.

Im Verlauf der Studie machte 2004 eine durch die EU bestimmte Gesetzgebung eine
Anpassung des Arzneimittelgesetzes an die EU-Richtlinien notwendig.

Hierbei ging es um das Bestreben das AMG europaweit zu harmonisieren und die
Handhabung fur Planung, Durchfihrung und Ausschluss Kklinischer Prifungen
einheitlich zu regeln.®® Die Anforderungen an klinische Studien waren dadurch
deutlich gestiegen.

Diese Novellierung wurde in der vorliegenden Studie nicht berlicksichtigt, da beide
Phasen bereits vor dem 1. Mai 2004 (Inkraftsetzung) durch die Ethikkommission

genehmigt wurden und somit nicht den neuen Bestimmungen unterlagen.

2.1 Patienten

In die Studie ,Intramyokardiale CD 133" Stammzelltransplantation zur
Myokardregeneration bei Herzinsuffizienz“ wurden Patienten der Klinik und Poliklinik
fur Herzchirurgie der Universitat Rostock eingeschlossen. Sie wurden in erster Linie
von der Klinik fur Innere Medizin der Universitdt Rostock zugewiesen, aber es
erfolgte auch eine Einweisung von umliegenden Krankenh&usern.

Bei allen Patienten lag eine koronare Herzkrankheit (NYHA II, Ill, 1V) vor, die eine
Indikation zur Bypassoperation darstellte. Hierflir mussten hAmodynamisch relevante
Koronarstenosen mit Beteiligung des Hauptstammes, des proximalen RIVA oder eine
Dreigefalierkrankung vorliegen (siehe 1.). Weiterhin war eine Bypassoperation
indiziert bei begleitenden Herzklappenerkrankungen oder Herzwanderkrankungen
(Aneurysmen). Diese Patienten wurden nach Genehmigung eines Sonderantrages
ebenfalls mit einer Stammzelltransplantation behandelt. Da sie eine Sonderstellung
einnehmen werden sie in dieser Arbeit nicht berticksichtigt (siehe 2.3.3).

In Phase | wurden 15 Patienten und in der laufenden Phase Il 40 Patienten im Alter
von 41 bis 84 Jahre eingeschlossen. Bei den 40 Phase-IlI-Patienten handelte es sich
um Patienten, die sich bis Oktober 2007 bereits im 2-5-Jahres-Follow up befanden.
20 der 40 Patienten gehéren zur Stammzellgruppe und die anderen 20 Patienten zur

Kontrollgruppe.
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Stammzellstudie

Phase 1 Phase 2
EK Reg.-Nr. EK Reg.-Nr. Phase 3 in Antragstellung
I HV 01/2001 Il HV 08/2003

4_
» pre-OP pre-OP
1. Ergénzungsantrag
> KMP KMP N
A 4
» peri-OP peri-OP N - MRT zusatzlich

- Zellaufbereitung im OP
- Einschluss Mitralklappen

» Entlassung| | Entlassung [

A 4

4 Wochen 3 Monate [*] v
2. Ergénzungsantrag

\ 4

3 Monate 6 Monate [+

A4
alleinige
6 Monate 12 Monate [*] Stammzell-

transplantation

A 4

| 12 Monate | | Langzeit [
» Langzeit
Anderung zum || Nicht geplant || geplant in in
Hauptantrag in EK-Antrag EK-Antrag Planung
Phase 2

Abb. 4: Ubersicht der Studienphase und deren Aufbau einschlieRlich der Ergédnzungsantrage
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2.2 Aufklarung und Einverstédndniserklarung

Vor Beginn der Behandlung wurden alle Patienten ausfihrlich tGber das Ziel der
klinischen Studie in schriftlicher (Aufklarungsbogen siehe 7.3.1) und mindlicher Form
aufgeklart. Mégliche Komplikationen und Nutzen der Therapie sowie zuséatzliche
Risiken wurden mit den Patienten besprochen. Zuséatzliche Risiken der
Stammzelltherapie in dieser Studie sind:

= Komplikationen bei Knochenmarkentnahme (Infektion, Blutverlust, Einblutung

in das umliegende Gewebe, Nervenlasion)

= Einblutung in das Myokard bei Injektion der Stammzellen

= Herzrhythmusstérungen

= Allgemeine Infektion oder durch Injektion verursachte Infektion

= Nicht organtypische Differenzierung der injizierten Stammzellen

(z.B. Neoplasien, Kalzifikationen)

Die Patienten gaben daraufhin bei Teilnahmebereitschaft mittels Unterschrift ihre
Einwilligung, die sie wahrend der gesamten Zeit der Studie ohne Angabe von
Grinden jederzeit widerrufen konnten. Fur alle Teilnehmer wurde vor Beginn der
Studie eine zusatzliche Versicherung fiur klinische Studien abgeschlossen. Eine
Vergutung fir ihre Teilnahme erhielten die Patienten nicht. Die

Aufklarungsgespréache beinhalteten folgende Punkte:

= Hintergrund, Ziele und Bedeutung der Studie

= Forschungsaspekt der Studie (Darstellung der Wissensliicke)

= Gro6Re der Studie (Patientenzahl) und Studiendesign

= Behandlungsablauf im Rahmen der Studie einschlieRlich des zeitlichen
Aufwandes fir die Nachuntersuchungen

= Diagnostische MalRhahmen im Rahmen der Studie

» Mdgliche Risiken (medizinische und zusétzliche Kosten)

= Mogliche Vorteile, Versicherung, Datenschutz

= Freiwilligkeit der Teilnahme und Mdglichkeit, jederzeit das Einverstandnis zu
widerrufen mit der Garantie, keinerlei nachteiliger Folgen

= Studienabbruchmdéglichkeit durch den Arzt bzw. der Gesamtstudie

= Kontaktpersonen

Beide Phasen wurden von der Ethikkommission der Universitat Rostock geprift und

genehmigt.
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2.3 Studienkriterien

Zur Aufnahme in die Studie mussten die Patienten bestimmte Ein- und
Ausschlusskriterien erfiillen. Diese Kriterien wurden vor Beginn der Studie definiert

und waren fur jeden einzuschlieRenden Patienten zu prifen.

2.3.1 Einschluss- und Ausschlusskriterien Phase |

Als Einschlusskriterien fir Patienten in die Phase | wurden die in Tab. 2 aufgefiihrten
Punkte definiert. Im Gegensatz dazu wurden die Patienten die die
Ausschlusskriterien erfullten nicht in die Phase | der Studie aufgenommen (siehe
Tab. 2).

Tab. 2: Einschluss- und Ausschlusskriterien Phase 1

Einschlusskriterien
Patienten mit einem 10 Tage bis 6 Monate
alten Herzinfarkt, regionaler Kontraktions-
stérung und Indikation zur operativen
Revaskularisation
Vorliegen eines definierten Infarktareals,
welches echokardiographisch eindeutig zu
vermessen ist
Infarktareal weder interventionell noch

kardiochirurgisch anschlussfahig
Alter = 18 Jahre (Volljahrigkeit)

Aufkldrung und Einwilligung des Patienten

Ausschlusskriterien

Frauen im gebarfahigen Alter mit

unwirksamer Kontrazeption

schwerwiegende internistische

Begleiterkrankungen

voroperierte Herzen

psychiatrische Begleiterkrankungen
Ablehnung der Teilnahme oder einer
weiteren Teilnahme

eingeschréankte mentale
Beurteilungsfahigkeit
Komplikationen durch aortokoronare

Bypass-Operation

18



2. Studiendesign und Methodik

2.3.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien Phase Il

Fur den Einschluss bzw. Ausschluss in die Phase Il der Studie galten die in Tab. 3
aufgefthrten Kriterien.

In einem Erganzungsantrag im Rahmen der Phase |l wurden mehrere Modifikationen
der laufenden Studie beantragt und daraufhin genehmigt.

Ein wesentlicher Punkt war die Aufnahme von Patienten mit Zustand nach
Myokardinfarkt und Insuffizienz der Mitralklappe in die laufende Studie (Phase II).
Diese Patienten sollten neben der Stammzellinjektion und Bypassanlage auch einen
Klappenersatz erhalten. Die Auswertung der Ergebnisse der Klappenpatienten wurde
in dieser Arbeit nicht bertcksichtigt.

Weiterhin erfolgten die Genehmigung einer zusatzlichen Untersuchung der
Stammzellpatienten mittels eines Kardio-MRT und die Zustimmung zur

intraoperativen Stammzellaufbereitung.

Tab. 3: Einschluss- und Ausschlusskriterien Phase 2

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

= koronare Herzerkrankung mit Indikation Notfalloperation

zur aortokoronaren Bypassoperation

= eingeschrankte linksventrikulére = wesentliche Nebenerkrankungen
Funktion nach akutem Myokardinfarkt (z.B. neurologische Erkrankungen,
oder ischamische Kardiomyopathie terminale Niereninsuffizienz, Z.n.

Organtransplantation)
= Kombinationseingriff bei gleichzeitig = maligne ventrikuldre Rhythmus-
vorliegendem Klappenvitium stérungen in der Anamnese
(Ergénzungsantrag Phase 2)
= Einwilligung des Patienten = eingeschrankte Einwilligungs-
fahigkeit oder fehlende Einwilligung
= Alter = 18 Jahre (Volljahrigkeit)
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2.3.5 Abbruchkriterien

In der Deklaration von Helsinki des Weltarztebundes heildt es: ,Arzte missen den

Versuch abbrechen, sobald sich herausstellt, dass das Risiko den méglichen Nutzen

Ubersteigt.“”” Dem entsprechend erfolgte ein Studienabbruch, sobald einer der

folgenden Abbruchkriterien erfillt wurde:

= Statistisch nachweisbar vermehrte Komplikationen der CTC Klasse i

(Nebenwirkungen gemals Common Toxicity Criteria Version 2.0 vom
30.04.1999, Tab. 4)
= Abbruch bei Komplikationen Grad Ill oder IV bei 2 von 6 Patienten

Tab. 4: Kardiovaskuldre Nebenwirkungen laut CTC

(Common Toxicity Criteria) Version 2.0 vom 30.4.99 als Dosisfindungs- und Studienabbruchkriterien

Ventrikulére
Arrhythmien
(VT, Bigeminus,
Trigeminus)
Kardiale
Ischamie/

Infarzierung

LV-Funktion*®

Myokarditis

Perikarderguly/
Perikarditis

Periphere oder
zentrale

Ischamie

Asymptomatisch,
keine Behandlung

notwendig

unspezifische T-
Wellenabflachung

oder Verénderung

Asympt. Abfall der
Ruheauswurffraktion
von = 10% aber < 20%
des Ausgangswertes,
Verkurzungsfraktion

= 24% aber <30%

Asymptomatischer
Ergu ohne Therapie-

relevanz

Il
Symptomatisch,
keine Behandlung

notwendig

Asymptomatische ST und T

Wellen Veranderungen,
die auf eine Ischamie

schliel3en lassen

Asymptomatisch, aber

anhaltende EF unter LLN,
oder Abfall der Ruhe EF =
20% des Ausgangswertes,

< 24% Verklrzungsfraktion

Perikarditis (Auskultato-

risch, EKG-Veranderungen

u./o. Brustschmerzen)

Kurze ischamische Episode

die kein chirurgisches /

interven. Vorgehen verlangt

und kein permanentes

Defizit hinterlasst

]
Symptomatisch,
Behandlung

erforderlich

AP oder Anhalt

fur Infarzierung

Therapie-
reagible CHF

CHF
therapiereagibel
Physiologische
Folgen

Chirurgisches/
Interven. Vor-
gehen erforder-
lich

* definiert durch die Ublichen Kriterien der postoperativen Intensiviiberwachung

v

Lebensbedrohlich
(z.B. Arrhythmien

i. Z. mit CHF, Hypotension,

Synkopen, Schock)
Akuter Infarkt

Schwere oder therapie-
refraktare CHF oder die
Notwendigkeit von

Intubation

Schwere oder therapie-
refraktédre CHF

Tamponade, Drainage

oder Fensterung nétig

Lebensbedrohliches
oder permanentes

funktionales Defizit
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2.4 Studienaufbau

Vor und nach der Operation wurden mehrere Untersuchungen zur Gewinnung von
funktionellen Parametern durchgefiihrt. Diese Untersuchungsergebnisse dienten zur
objektiven Beurteilung des Therapieergebnisses.

Neben den funktionellen Parametern aus der Klinik wurden auch Parameter erfasst,
die durch Befragungen von Patienten und Hauséarzten ermittelt werden konnten. Dies
erfolgte mit Hilfe von selbst erarbeiteten Fragebdgen und 6ffentlich zuganglichen

Fragebdgen zur Lebensqualitat (siehe 2.6).

2.4.1 Studiendesign

Nach erfolgter Aufklarung und Einwilligung der Patienten wurde entsprechend dem
Studiendesign die festgelegten Untersuchungen (siehe Tab. 21 im Anhang)
eingeleitet. Sowohl Stammzellpatienten als auch Kontrollpatienten erhielten diese
Untersuchungen innerhalb von 1-7 Tagen vor der geplanten Bypass-Operation. Den
Patienten der Stammzellgruppe wurde einen Tag vor der Operation Knochenmark
aus dem Beckenkamm entnommen. Unmittelbar danach erfolgte im hamatologischen
Labor die Stammzellisolation (Vorgehen bei Knochenmarkaspiration und Zellisolation
siehe 2.5.7 und 2.5.8).

Am Operationstag erhielten beide Gruppen die geplante Bypassversorgung. Bei der
Verumgruppe wurden nach Anlage der Bypésse die autologen Stammzellen ins
Periinfarktgewebe injiziert (siehe 2.5.9).

Postoperativ befanden sich die Patienten fir einige Stunden im Aufwachraum.
Danach wurden sie fir einen Tag auf der Intensivstation tGberwacht, bevor sie wieder
auf die Normalstation verlegt wurden. Im Anschluss an die Entlassung erfolgte eine
dreiwdchige stationare Anschlussheilbehandlung.

Zum Zeitpunkt der Entlassung aus dem Krankenhaus wurden erneut
Untersuchungen entsprechend Tab. 21 durchgefihrt.

Nach 3-6 Monaten erfolgte die Einbestellung der Patienten fiir das erste Follow-up.
Hierbei beschrankte man sich auf ein transthorakales Echokardiogramm und eine
Thallium-Perfusionsszintigraphie des Myokards als Nachuntersuchungen.

Das gleiche Schema wiederholte sich beim zweiten Follow-up nach einem Jahr

postoperativ.
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Zur Beurteilung der Langzeitergebnisse und etwaiger Nebenwirkungen bzw.
unerwiinschter Ereignisse (Adverse Events), die im Zusammenhang mit der
Stammzelltherapie stehen kénnten, wurden noch einmal alle Patienten nacheinander
in die Klinik einbestellt und einem ausflhrlicherem Langzeit-Follow-up (2-5 Jahre)
unterzogen. Zunachst wurde die aktuelle NYHA-Klassifikation als subjektiver
Parameter flir die Leistungsfahigkeit des Patienten beurteilt. Weitere
Untersuchungen zu diesem Zeitpunkt waren eine transthorakale Echokardiographie
und eine Thallium-Perfusionsszintigraphie sowie ein Kardio-MRT.

Zusatzlich zu den bisherigen Follow-up-Untersuchungen erfolgte die Auswertung
eines 24h Langzeit-EKG’s und erstmals wurde eine CT-Untersuchung eingesetzt
(siehe 2.5.5).

Zur Erfassung haufiger Komplikationen nach Herzoperation (MACE) oder anderer
unerwiinschter Ereignisse (Adverse Events), die im Zusammenhang mit der Therapie
stehen kdénnten, wurden die Patienten und die behandelnden Hauséarzte bzw.
Kardiologen schriftlich befragt (siehe 2.7).

Mittels eines speziell fir Patienten mit Herzinsuffizienz entwickelten Fragebogens
(MLHFQ) wurde die Lebensqualitat der Patienten erfasst. Die Lebensqualitét ist ein
weiterer wichtiger Parameter zur Einschatzung des Erfolges der Therapie. Diesen

“68 erhielten alle Patienten im

,Minnesota Living with Heart Failure Questionaire
Rahmen der Langzeituntersuchungen (genauere Ausfiihrungen zum Inhalt, Aufbau

und Auswertung unter 2.6).

2.4.2 Datenaufnahme

Die Erfassung und Dokumentation der Daten erfolgte mittels Erhebungsbégen
(CRF’s), in denen entsprechend dem Studienprotokoll die erforderlichen Prifdaten
jedes Patienten festgehalten wurden. Die Bégen wurden fiir jeden Studienpatienten
vom behandelnden Arzt ausgefillit.

Zur weiteren Dokumentation und Auswertung erfolgte die Eingabe der Daten aus den
CRF’s in eine Excel-Tabelle. Hierbei wurden gleichzeitig die qualitativen Daten
(verbale Befunde) fiir die statistische Auswertung verschlisselt.

Bei der Langzeitnachuntersuchung wurden erstmals Fragebdgen zur Erfassung der
Lebensqualitdt und moglicher Adverse Events verwendet, die die Patienten

beantworten mussten.
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Um nachhaltig eine hohe Beteiligungsquote bei der Beantwortung der
Lebensqualitdtsfragebdgen zu erhalten, wurden zu Weihnachten 2006, an alle
Patienten, die MLHFQ-Fragebdgen und Adverse-Events-Fragebdgen verschick.

Die Hausérzte der Patienten erhielten zur gleichen Zeit einen Brief mit Fragen zum
gesundheitlichen Verlauf und erneuten Krankenhausaufenthalt der Patienten seit der

Bypassoperation in der Klinik flir Herzchirurgie der Universitat Rostock.
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2.5 Untersuchungsparameter und Gerétetechnik

Die folgenden Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit den entsprechenden
Fachdisziplinen (Klinik fur Innere Medizin, Klinik fir diagnostische und
interventionelle Radiologie, Klinik fir Nuklearmedizin) innerhalb der Universitatsklinik

Rostock durchgefihrt und ausgewertet.

2.5.1 Koronarangiographie

Die Angiographie der Herzkranzgefal3e wurde in der Klinik fir Innere Medizin der
Universitatsklinik Rostock durchgefihrt.

Mittels dieser Untersuchung wurden der Offenheits- bzw. Verschlussgrad der
Koronarien und die linksventrikuldre Funktion in Prozent beurteilt. Dementsprechend
konnte dann die Notwendigkeit und das Ausmal} der Bypassversorgung eingeschatzt

und die Indikation zur OP gestellt werden.

2.5.2 Echokardiographie

Die sonographische Untersuchung des Herzens erfolgte mit einem SONOS 5500
Gerat der Firma Philips. Der Untersucher hatte keine Information dariiber welcher
Gruppe (Stammzellgruppe oder Kontrollgruppe) der Patient angehérte. Die Patienten
wurden in Ricken- bzw. Linksseitenlage untersucht und die Darstellung fand jeweils
in langer und kurzer Achse, im apikalen 3-, 4- und 5 Kammerblick, in 2D — Projektion
und mittels Farbdoppler statt.

Infolgedessen wurde als primarer Outcome-Parameter die linksventrikulare
Ejektionsfraktion (LV-EF) in Prozent bestimmt.

Weiterhin wurden der linksventrikuldre enddiastolische Diameter (LVEDD) in
Millimetern und das linksventrikuldre enddiastolische Volumen (LVEDV) in Millilitern
sowie die Verkurzungsfraktion (FS) in Prozent und Akinesien (subjektiv) befundet.

Diese Parameter dienten der Beurteilung der Leistungsfahigkeit des Herzens.
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2.5.3 Holter - EKG

Zur Herzrhythmusdiagnostik wurde ein 24-Stunden-EKG geschrieben, um
ventrikuldre Extrasystolen (VES), supraventrikulare Extrasystolen (SVES) und eine
Tachyarrhythmia absoluta in Prozent erfassen zu kénnen. Bei einer normalen EKG-
Untersuchung kénnen Rhythmusstérungen, die nicht stdndig auftreten, Ubersehen
werden, da diese Untersuchung weniger als eine Minute dauert.

Daher gehért zur Diagnostik von Rhythmusstdérungen ein so genanntes 24-Stunden-
EKG (Holter). Wahrend der Untersuchte seinem Ublichen Tagesablauf nachgeht,
werden Uber aufgeklebte Elektroden standig die Herzstrome abgeleitet. Die
gemessenen Daten werden in einem umgehangten Gerat gespeichert und am
nachsten Tag ausgewertet. Die Anlage und Auswertung des Holter-EKG erfolgte in
der Klinik fur Innere Medizin der Universitat Rostock.

Die Ergebnisse der Auswertung wurden mittels des von dem US-amerikanischen
Kardiologen Bernard Lown eingefihrten Schemas klassifiziert (Lown-Klassifikation,
siehe Tab. 5).

Tab. 5: Lown-Klassifikation

Klasse Haufigkeit und Art der VES

0 keine VES

1 gelegentliche, einzelne VES
haufige VES (>1/min. oder 30/Std.)
multiforme VES

repetitive VES
Couplets

Salven

frih einfallende VES

g T o0 A WO N

25



2. Studiendesign und Methodik

2.5.4 Kardio - MRT

Mindestens 24 Stunden vor Durchfiihrung der Kardio-MRT-Untersuchung erfolgte
eine Aufklarung des Patienten Uber mogliche Risiken und Nebenwirkungen der
Untersuchung durch den Radiologen. Fir die Untersuchung wurde das Gerat
»2Avanto 1,5 T* der Firma Siemens (Deutschland) verwendet.

Die Dokumentation Uber die Aufklarung wurde schriftlich, mit Hilfe von
handelslblichen standardisierten Aufklarungsbégen vorgenommen (siehe Anhang
7.3.3). Die Ublichen Kontraindikationen fir den Einsatz einer MRT-Untersuchung
(Schrittmacherimplantate, implantierbarer Kardioverter, Stents und andere
metallische Implantate) wurden dabei bertcksichtigt.

Vor der Untersuchung wurden unter Berlcksichtigung der Herstellerangaben
Elektroden zur Ableitung eines Elektrokardiogramms (EKG) angebracht. Bei nicht
ausreichender Ableitungsqualitdt durch das EKG konnte man die Herzaktivitdt auch
durch Anlage eines Pulsoxymeters registrieren.

Die Ermittlung der linksventrikuldren Auswurffraktion (LV-EF) erfolgte durch
Mehrphasen-Cine-Sequenzen des linken Ventrikels im 2- und 4-Kammerblick sowie
durch kurze Achsen.

Die kurzen Achsen wurden auf dem enddiastolisch gewonnenen 4-Kammerblick
geplant. Die am weitesten basal gelegene Schicht sollte dabei so gelegt werden,
dass die nach apikal weisende Seite des Schichtblockes durch die Insertion der
Mitralklappe und Trikuspidalklappe an der jeweiligen lateralen Herzwand des rechten

und linken Ventrikels gelagert wird (siehe Abb. 5).

Abb. 5: Planung der ersten kurzen Achse auf dem 4-Kammerblick

(Quelle: Klinik fur diagnostische und interventionelle Radiologie, Universitat Rostock)
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Anschliel3end wird ein Stapel von kurzen Achsen Uber den linken Ventrikel akquiriert.
Zur Messung der Ruheperfusion im linken Ventrikel in der kurzen Achse wurden
mindestens 3 Schichten herangezogen. Vorzugsweise sollten hierzu vollstandig
refokussierte Gradienten-Echosequenzen (z.B. TrueFisp) zum Einsatz kommen.
Geplant wurden die Schichten auf dem enddiastolisch gewonnenen 4-Kammerblick.
Die Schichten wurden so gelegt, dass der linke Ventrikel gleichmaRig von den
Schichten erfasst wird. Die Messzeit betragt 50 Sekunden. Der Patient wurde
aufgefordert, so lange wie mdglich die Luft anzuhalten und dann flach
weiterzuatmen. Zeitgleich mit dem Start der Messung erfolgte die intravenése Gabe
von 0,05 mmol Gadolinium DTPA/kg Koérpergewicht mit einem Flow von 3-4 ml/s.
Unmittelbar im Anschluss erhielten die Patienten einen Kochsalz-Bolus von 20 ml mit
gleichem Flow. Daraufhin wurde nochmals Kontrastmittel intravends gegeben, so
dass jeder Patient eine Gesamtmenge von 2 mmol Gadolinium-DTPA pro kg
Koérpergewicht erhalten hat. Um Zeit zu sparen, war es zuldssig, die
Perfusionsmessungen vor Durchfihrung der Cine-Sequenzen anzufertigen.

Nach intravendéser Gabe von 2 mmol Gadolinium-DPTA pro kg Koérpergewicht
musste mindestens 10 min gewartet werden, um die Spataufnahme des linken
Ventrikels zu beginnen. Die Wartezeit sollte 30 min nicht tGberschreiten. Zunéchst ist
mit Hilfe eines TI-Scoutes in der kurzen Achse die optimale Inversionszeit bestimmt
worden, bei der sich das Myokard im Nulldurchgang befand. Anschliel3end erfolgte
die Akquisition von Bildern im 2- und 4-Kammerblick sowie in den kurzen Achsen.
Fur die Auswertung der Bilder am PC wurde die Software ,,Argus” der Firma Siemens

(Deutschland) verwendet.

2.5.5 Kardio-CT

Die Kardio-CT-Untersuchung ist eine spezielle computertomographische
Untersuchung, die neben der Kalkbestimmung die dreidimensionale Darstellung des
Herzens ermdglicht. Im Rahmen des sogenannten Calcium-Screenings kénnen
Verkalkungen der GefalRwand, der HerzkranzgefaBe und der Weichteile
nachgewiesen bzw. das Ausmal} dieser Verkalkungen als Kalkscore, Calciummasse

oder -volumen quantifiziert werden.
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Der sogenannte Agatston-Score (Calcium-Score, siehe Tab. 6) eignet sich dazu,
gemeinsam mit anderen Risikofaktoren wie Alter, Ubergewicht, Blutfette/Cholesterin,
Diabetes usw., das individuelle Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse wie Angina
pectoris oder Herzinfarkt zu ermitteln und die Notwendigkeit einer mehr oder weniger

aggressiven (medikamentdsen) Therapie abzuschatzen.®®

Tab. 6: Agatston-Score (Calcium Score)

0 keine nachweisbaren Verkalkungen; KHK unwahrscheinlich
1-10 minimale Verkalkungen; Koronarstenose unwahrscheinlich
11-100 geringgradige Verkalkung; KHK mdglich

100-400 maRige Verkalkung; stenosierende KHK mdglich

=400 ausgedehnte Verkalkung; hohe Wahrscheinlichkeit fir signifikante Stenose

Primar diente diese Untersuchung dem klinischen Interesse bezlglich der
Durchlassigkeit der Bypéasse, was von grolder Bedeutung flir die Therapieergebnisse
war. Sekunddr war es moglich, eventuelle intramyokardiale Verkalkungen
nachzuweisen, da in der Publikation von Yoon et al.®® signifikante intramyokardiale
Verkalkungen bei einer direkten Transplantation unselektierter Knochenmarkzellen in
akut infarziertes Myokard beschrieben wurden. Vor jeder CT-Untersuchung erfolgte
eine Aufklarung des Patienten Uber mdgliche Risiken und Nebenwirkungen der
Untersuchung, die schriftich mit Hilfe von handelstblichen standardisierten
Aufkldrungsbdgen dokumentiert wurde.

Insgesamt dauerte diese Untersuchung ca. 5 Minuten. Der Patient befand sich dabei
in Ruckenlage, um die Untersuchung in Atemruhe durchfihren zu kénnen. Dabei war
es erforderlich, dass der Patient zweimal kurz die Luft anhielt. Das Herz wurde
spiralférmig mit hoher Geschwindigkeit und in mehreren Schichten gleichzeitig mittels
Réntgenstrahlen aufgenommen.

Durch die gleichzeitige Aufnahme von jeweils 64 sehr diinnen Schichten konnte das
gesamte Herz abgebildet werden. Die einzelnen Schichten wurden anschlieRend
mittels Computertechnik wieder zu einem Bild zusammengefigt. Im Wesentlichen
muss beim Kardio-CT die Herzfrequenz moglichst niedrig gehalten werden. Optimal

ist eine Frequenz von 70 Schlagen pro Minute und niedriger.
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2.5.6 Thallium-Perfusions-Szintigraphie

Die Perfusions-Szintigraphie diente dem Nachweis von relativen und absoluten
Verminderungen des Blutflusses in bestimmten Myokardarealen. Dazu injizierte man
intravends ein geeignetes Radiopharmakon vor der Szintigraphie. Dieses
Radiopharmakon besitzt die Fahigkeit, die Verteilung des myokardialen Blutflusses
zur Eigenversorgung des Herzens darzustellen. Eine Verminderung des Blutflusses
kann einer moglichen Ischamie oder einer Narbe zugeschrieben werden.”®

Die Durchfihrung der Myokardszintigraphie erfolgte in Ruhe mit 100 MBq TI-201-
Chlorid an einer Irix-3-Kopf-Kamera der Firma Philips (USA).

Die Rekonstruktion wurde unter Anwendung einer nichtuniformen, nichtlinearen
Schwachungskorrektur (Beacon®) durchgefiithrt. Mittels quantitativer Analyse der
Aktivitat in der ,Area of risk“ (Infarktzone) wurde die relative Aktivitatsanreicherung
vor und nach OP gemessen und der Koeffizient unter Verwendung folgender Formel
berechnet: [(C) pre-OP — (C) post-OP]/2

Die praoperative Aktivitdt wurde auf 1,00 festgelegt. Anschliel’end erfolgte ein

Vergleich der Perfusionskoeffizienten zwischen den Untersuchungszeitrdumen.

Abb. 6: Thallium-Perfusionsszintigraphie des Myokards mit Aktivitdtsanreicherung
vor und nach Stammzelltherapie

(Klinik fir Nuklearmedizin, Universitdt Rostock)
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2.5.7 Knochenmarkpunktion

Einen Tag vor der Operation wurde den Patienten, die eine Stammzelltransplantation
erhalten sollten, Knochenmark aus dem Beckenkamm entnommen (Abb. 7). Dies
geschah in Lokalanadsthesie unter sterilen Kautelen und unter Verwendung von
heparingespilten 20ml Spritzen. Im Verlauf der Phase Il wurde die
Knochenmarkaspiration und Isolation in den OP verlegt (siehe 2.5.8).

Nach Einleitung der Narkose, Lagerung, Desinfektion und sterilem Abdecken gemaf}
den Standards der routinemafligen Bypasschirurgie wurde zunédchst die
Knochenmarkaspiration am Beckenkamm durchgefiihrt.

Die Vorteile dieses Vorgehens sind zum einen die Verkirzung der Zeit zwischen
Aspiration, Isolation und Applikation, zum anderen entfallt die zusatzliche Belastung
des Patienten durch die Knochenmarkaspiration in Lokalandsthesie am Vortag der
OP. Durch die intraoperative Gewinnung und Aufbereitung der Stammzellen wurde

eine Lagerung der Zellprodukte vermieden.

Abb. 7: Knochenmarkaspiration am Beckenkamm

(Klinik und Poliklinik fur Herzchirurgie, Universitdt Rostock)
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2.5.8 Zellpraparation

Das Aspirat wurde fir die Phase | und anfénglich fir Phase Il nach der Entnahme
(am Vortag der OP) im GMP-Labor der Hadmatologie (Klinik fir Innere Medizin der
Universitdt Rostock) aufbereitet. Dies geschah unter sterilen Bedingungen in einer
partikelreduzierten Umgebung (EuGMP Level B).

Aufgrund verbesserter und neuer CliniMACS-Gerate konnte im Verlauf der Phase |l
die Zellpraparation (Abb. 8) in den OP verlegt werden. In einem im OP befindlichen
CliniMACS® Magnetic Cell Separation Device (Miltenyi Biotec, Deutschland) wurde
das Knochenmark aufbereitet, was zu einer erheblichen Zeitersparnis fihrte.
Zunachst wurde das Aspirat gefiltert und mit Prozesspuffer (Miltenyi Biotec,
Deutschland) aufgeflllt. Eine hier entnommene Probe von 1,5 ml (jeweils 0,5 ml fur
die Mikrobiologie, die klinische Chemie und die Zellzahlbestimmung) wurde fiir 20
min zentrifugiert und anschlieRend mit Prozesspuffer auf 95 ml aufgefiillt.

Zur Markierung der CD133"-Zellen erfolgte die Zugabe von speziellen Antikérpern
(IgG + Eisen) und daraufhin die Inkubation auf dem Schuttler fir 30 min.

Das inkubierte Material wurde zwei weitere Male mit dem Prozesspuffer aufgefiillt,
zentrifugiert und ausgepresst. Nach der letzten Zentrifugation erfolgte wieder die
Entnahme einer Probe von 1,5 ml (je 0,5 ml fir die Mikrobiologie, klinische Chemie
und  Zellzahlbestimmung). Die finale Zellauftrennung (Abb. 9) ist mit dem
CliniMACS® Magnetic Cell Separation Device (Miltenyi Biotec, Deutschland)
durchgefiihrt worden, wobei die mit dem Antikdrper beladenen CD133%-Zellen im
Inneren der Trennséaule unter Einwirkung eines starken Magnetfeldes zuriickgehalten
wurden. Die nicht mit dem eisengekoppelten AK beladenen Zellen passierten das
Magnetfeld und konnten verworfen werden.

Nach mehrfachem Durchlaufen der Suspension wurden die CD133"-Zellen
schliel3lich bei deaktiviertem Magneten herausgesplilt. Dieser Separationsvorgang
dauerte ca. 60 min. Das Endprodukt wurde in eine 50 ml Flakontube umgefullt und
nochmals far 15 min zentrifugiert. Aus dem Negativbeutel (ausgewaschene, nicht
markierte Zellen) erfolgte eine 3. Probenentnahme (je 0,5 ml fur Mikrobiologie,
klinische Chemie und Zellzahlbestimmung), bevor das Konzentrat mit 5 ml 0,9%
NaCl Infusionslésung resuspendiert und sorgféltig durchmischt wurde. Zum Schluss

ist eine 4. und letzte Probe aus dem Endprodukt entnommen worden.
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Erzielte das mikrobiologische Labor keinen Nachweis von Bakterien, konnte das

Zellpraparat in den Patienten injiziert werden.

Abb. 8: Zellpréaparation Abb. 9: Finale Zellauftrennung mit dem
(Universitatsklinik Rostock, Klinik und Poliklinik fir CliniMACS®-Gerat
Herzchirurgie) (Universitat Rostock, Klinik und Poliklinik fir

Herzchirurgie)

2.5.9 Operation

Die Operation begann mit der Einleitung der Narkose durch den Anasthesisten. Nach
Abdeckung und Desinfektion des OP-Gebietes (Thorax, beide Beine incl.
Leistenregion) wurde die intakte Haut mit Folie abgeschlossen, woraufhin die
Hautinzisionen in der sternalen Medianlinie und Uber der Vena Saphena Magna am
Bein erfolgten. Danach wurde das subkutane Fettgewebe in beiden Wundbereichen
durchtrennt.

Die Saphenektomie sowie die mediane Sternotomie wurden parallel von zwei
Chirurgen durchgefihrt. Die Entnahme der Vena saphena magna in erforderlicher
Lange erfolgte in sorgfaltiger Spaltung des adventitiellen Gewebes und Ligatur der
Seitendste proximal am Gefélpréparat und peripher im verbleibenden Gewebe.
Daraufhin ist das Venenpraparat mittels heparinisierten Blutes auf Dichtheit Uberprift
worden. Zur Entnahme musste das Gefald am proximalen und distalen Venenstumpf
unterbunden werden. Durch subkutane Vicryl (4x0) Einzelknopfnéhte und
intrakutaner fortlaufender Vicryl-Naht (4x0) wurde die Wunde am Bein verschlossen,
mit einem sterilen Wundverband abgedeckt und ein Kompressionsverband angelegt.

Bei der medianen Sternotomie erfolgte die Durchtrennung des xyphoidalen Knorpels

und des kompletten sternalen Knochens. Dies konnte mit Hilfe einer Verbandsschere
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und gefiihrter Stichsdge in temporarer Abwesenheit der Beatmung durchgefihrt
werden.

Die Darstellung der Vena brachiocephalica sinistra diente zur Sicherung der
Spannungsfreiheit zum Spreizen des Thorax. Nach dem Aufhadngen des Perikards
mittels Einzelknopfnaht am Thoraxspreizer konnte die Arteria mammaria sinistra
prapariert werden, inklusive ihrer Begleitvenen.

Im Anschluss an die Praparation der Arteria mammaria sinistra wurde die Herz-
Lungen-Maschine angeschlossen, um eine volle kardiale Entlastung zu erzielen.

Am noch schlagenden Herzen konnte die Praparation der Zielgefalle fir die
Bypassversorgung erfolgen, um deren Wandbeschaffenheit und Kaliber zu
beurteilen.

Im Anschluss daran entschied man sich fur die Strategie der bestmdglichen
Koronarversorgung. Nach dem Entschluss wurde die Aorta ascendens proximal mit
der Aortenkanlle abgeklemmt und die Kardioplegie eingeleitet. Bei komplettem
Herzstillstand erfolgte die Anlage der koronaren Bypassanastomosen.

Entsprechend der préoperativen Ventrikulographie und der praoperativen
Echokardiographie fand die intraoperative ldentifizierung der Injektionsorte fur die
Stammzellen durch den Operateur statt. Dabei war die Kenntnis des akinetischen
Areals, die Bypassfreiheit und ggf. das Vorliegen einer definitiven Narbenzone
entscheidend, welche aus den Voruntersuchungsbefunden entnommen werden
konnten. Das Stammzellpréparat wurde in 10 Einzeldosen in die Grenzzone des
ausgewahlten Areals, ins so genannte ,hibernating” (winterschlafendem) Myokard,

injiziert (Abb. 10). Die maximale Flachendosis betrug dabei 0,5 ml/cm?2.

Abb. 10: Intramyokardiale Stammzellinjektion

(Klinik und Poliklinik fir Herzchirurgie, Universitat Rostock)
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Im weiteren Verlauf der Operation erfolgte die myokardiale Reperfusion durch
Er6ffnung der Aortenklemme und gleichzeitiger Ausleitung der Kardioplegie.

Alle Patienten erhielten einen epimyokardialen temporaren Schrittmacher im Bereich
der rechtsventrikuldren Basis und am rechten Vorhof im Bereich des Sinusknotens.
Zum Abschluss wurde die extrakorporale Zirkulation beendet und der Patient konnte
von der HLM getrennt werden. Sternumdrahtzerclagen und Wundnéhte dienten zum
Verschluss des Thorax.

Im Anschluss kamen die Patienten unter kompletter Uberwachung des Kreislaufes in

den Aufwachraum und von dort auf die ITS.
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2.6. Lebensqualitat

In  der Medizin spielt der Begriff ,Lebensqualitdt”, insbesondere die
gesundheitsbezogene Lebensqualitat, eine zunehmende Rolle. Die Beurteilung eines
Therapieerfolges wird nicht mehr nur an physikalisch und chemisch messbaren
Grolen festgemacht. Mittlerweile werden die Verbesserung der Leistungsfahigkeit,
der Vitalitat und auch des psychischen Wohlbefindens miteinbezogen.””

Die WHO definiert die Lebensqualitat als die subjektive Wahrnehmung einer Person
Uber ihre Stellung im Leben in Relation zur Kultur und den Wertesystemen, in denen
sie lebt und in Bezug auf ihre Ziele, Erwartungen, Standards und Anliegen.”?

Zur Erfassung der Lebensqualitét sollten Veranderungen dieser Wahrnehmung aus
Patientensicht gemessen werden. Dies wurde ermdglicht mit Hilfe von allgemein
verstandlichen und vom Patienten leicht erfassbaren Fragebdgen, die in einer
akzeptablen Zeit zu beantworten waren. Die Bdgen enthalten Fragen zu allen
Bereichen, wie Gesundheit, Familie, Beruf und Freizeit.

Ein solcher Fragebogen ist der ,Minnesota Living with Heart Failure Questionaire* ©
welcher in dieser Studie angewandt wurde, um die Lebensqualitdt der Patienten zu
erfassen und Ruckschlisse auf den Therapieerfolg ziehen zu kénnen.

Beim MLHFQ handelt es sich um einen krankheitsspezifischen Fragebogen, der

speziell fur Herzinsuffizienzpatienten entwickelt wurde.®®

2.6.1 Minnesota Living with Heart Failure Questionaire (MLHFQ)

Zur Einschatzung der Lebensqualitat der Patienten mit einer Herzinsuffizienz und
deren Behandlung wurde ein speziell fir diese Problematik entwickelter Fragebogen
angewandt. Hierbei handelt es sich um den ,Minnesota Living with Heart Failure*®
Fragebogen (siehe Abb. 29 im Anhang)

Die Qualitat des Lebens ist bei Patienten mit Herzinsuffizienz und auch nach
Behandlung der Herzinsuffizienz haufig beeintrachtigt. Um die Schwere der
Beeintrachtigung objektivieren zu kdnnen, wurde 1984 durch Rector et al.®® der
MLHFQ entwickelt. Sowohl der englische Fragebogen als auch die Ubersetzung sind
validiert. Der Inhalt der Fragen wurde so ausgewahlt, dass er reprasentativ fir die
Auswirkungen der Herzinsuffizienz und deren Behandlung auf physischer,

emotionaler, sozialer und mentaler Ebene ist.
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Es wurden Fragen zum Auftreten haufiger kérperliche Symptome und deren Einfluss
auf den Alltag gestellt, wie Kurzatmigkeit, schnelle Ermidung, Auftreten von
peripheren Odemen und Schlafstérungen.

Die psychische Verfassung wurde ebenfalls mit erfasst, vor allem in Bezug auf Angst
und Depressionen, welche die haufigsten psychischen Stérungen bei
Herzinsuffizienz darstellen. Weiterhin sind in den Fragen die Effekte der
Herzinsuffizienz auf physische und soziale Funktionen beriicksichtigt worden, wie
Gehen, Treppen steigen, Hausarbeit, Lebensunterhalt verdienen, Notwendigkeit
Pausen zu machen, das Haus zu verlassen, Unternehmungen mit Familie oder
Freunden, Erholungsaktivitdten, sexuelle Aktivitdt, Essen sowie mentale und
emotionale Funktionen wie Konzentration, Gedachtnisfunktionen, Verlust der
Selbstkontrolle und der Gedanke ,eine Last fir die Anderen zu sein®.

Um die Einwirkung der Behandlung auf die Lebensqualitdt zu erfassen, wurden
Fragen in Bezug auf die Medikamente, den Krankenhausaufenthalt und die
Bezahlung der Kosten mit eingeschlossen.

Der MLHF-Fragebogen besteht insgesamt aus 21 Fragen mit jeweils 6
Antwortmdéglichkeiten, 0-5 (Likert scale). Die Likert scale ist ein von Rensis Likert
entwickeltes Skalierungsverfahren zur Messung von Einstellungen.”® Dabei wird
folgendermalien verfahren: Den Befragten wird eine Reihe von Aussagen (oft auch
als Statements oder Items bezeichnet) vorgelegt, zu denen sie Zustimmung oder
Ablehnung aufiern kénnen, und zwar in abgestufter Form.

Die Befragten sollen also beispielsweise angeben, ob sie der geduferten Ansicht
"vollig" - "Uberwiegend" - "teilweise" - "eher nicht" - "gar nicht" zustimmen oder ob
ihrer Meinung nach ein Sachverhalt "ganz und gar" - "weitgehend" - "teilweise" -
"eher nicht" - "gar nicht" zutrifft, ob man etwas flir mehr oder weniger wichtig halt,
usw. Oft werden nur die dulReren Punkte verbal vorgegeben und die Abstufungen
durch Zahlen gekennzeichnet.”

»,Null“ bedeutet, dass keine Einschrankungen vorliegen und ,funf‘ besagt, dass die
Einschrankungen sehr stark sind. Dazwischen hat der Patient die Mdglichkeit, seine
Einschrankungen genau zu differenzieren, um mdglichst realistisch sein Befinden
wiederzugeben.

Es wird somit das Ausmal® der Einwirkung auf einen bestimmten Aspekt (z.B.
Schwierigkeiten bei Haus- und Gartenarbeit) sichtbar und die Summe der Antworten

reflektiert die Gesamteinwirkung auf die individuelle Lebensqualitét.
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Diesen Fragebogen erhielt jeder Studienpatient zusammen mit einem Fragebogen
zum gesundheitlichen Verlauf, sowie einer WeihnachtsgruRkarte zum Weihnachtsfest
2006. Die Karten wurden von Schilern der ,Don-Bosco-Grundschule® in der
Vorweihnachtszeit mit viel Mihe angefertigt. Die Patienten wurden gebeten den
vollstdndig entsprechend der beigelegten Anleitung ausgefilliten Fragebogen, mittels

des frankierten Rickumschlags, zurlickzusenden.

2.6.1.1 Patientenanleitung

Der Fragebogen musste von den Patienten vor anderen Untersuchungen oder
Interaktionen ausgeflllt werden, um etwaige Einflisse auf die Antworten
auszuschliefen. Der Patient sollte wahrend des Ausflllens ungestért sein und genug
Zeit bekommen. Bei jedem Ausfillen sollte der Patient durch eine Anleitung (in
schriftlicher Form erfolgt) unterstitzt werden. Gleichfalls ist die Erlauterung der
Verwendung der Skala von 0 — 5 erfolgt.

Mit Fertigstellung des Fragebogens war darauf zu achten, dass alle Fragen
vollstdndig und eindeutig beantwortet waren. Will der Patient einige Fragen nicht
beantworten, sollte dies auf dem Bogen gekennzeichnet werden.

Zum Ende muss geprift werden, ob die Studiennummer und das Ausfulldatum auf
dem Fragebogen vermerkt wurden, so dass eine Zuordnung fur die Auswertung bzw.

fir nachfolgende Eintragungen méglich war.

2.6.1.2 Auswertung des MLHFQ

Der Fragebogen besteht aus 21 Fragen mit jeweils 6 Antwortmdéglichkeiten (0-5). Die
Fragen kann man 3 verschiedenen Gruppen zuordnen. Die erste Gruppe
(Dimension) enthalt Fragen zur physischen Funktion (Frage 2, 3, 4, 5, 6, 7, 12, 13),
die zweite Gruppe beinhaltet Fragen zur emotionalen Verfassung des Patienten
(Frage 17,18,19,20,21). Zur dritten Gruppe gehdren Fragen, die keiner der
vorherigen Gruppen zugeordnet werden kénnen (1, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 16), aber
trotzdem sehr wichtig fur die Gesamtbeurteilung sind.

Anhand der unterschiedlichen Fragendimensionen kann der Fragebogen auf
verschiedene Weise ausgewertet werden. Zum einen gibt es die globale
Punktezahlung (= global score), wobei alle Antworten der 21 Fragen summiert

werden. Die maximale Punktzahl liegt bei 105.
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Die zweite Méglichkeit wére die Summierung der Antwortpunkte der physischen und
emotionalen Fragengruppe. Es wird aber empfohlen, die physischen und
emotionalen Fragen nicht extra zu werten, sondern nur zusammen mit dem ,global
score” (Gesamtpunktezahl).

Zur Analyse und Interpretation der Ergebnisse bei fehlenden Antworten werden 2
Mdoglichkeiten beschrieben. Fehlende Antworten werden durch eine 0 ersetzt, um
den Effekt von fehlenden Daten zu neutralisieren.

Fehlen mehr als 50% der Antworten bei den physischen/emotionalen Fragen, dann
sind die Punkte verloren und die Messung ist ungiltig. Fehlen weniger als 50% der
Antworten in dieser Fragengruppe, so kdnnen die fehlenden Fragen folgendermalien

berechnet werden:’*"®

- Physische Dimension:  Sp/ Ag X Ap
- Emotionale Dimension: Se/ Afe X Ae

- globale Dimension: S/Ax21

S = Summe der nicht-fehlenden Antworten im gesamten Fragebogen
Sp= Summe der nicht-fehlenden physischen Antworten

S.= Summe der nicht-fehlenden emotionalen Antworten

A= Anzahl der nicht-fehlenden Antworten

A,= Anzahl der physischen Fragen

As= Anzahl der emotionalen Fragen

A= Anzahl der nicht-fehlenden physischen Antworten

As.= Anzahl der nicht-fehlenden emotionalen Antworten

Der Gesamtpunktebereich erstreckt sich von 0-105. Je héher die Gesamtpunktzahl
ist, um so schlechter ist die Lebensqualitat der jeweiligen Patienten bzw. je niedriger
die Gesamtpunktezahl, um so besser ist die Lebensqualitat der jeweiligen Patienten

einzuschatzen.
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2.7 Serious Adverse Events / Adverse Events

Ein Serious Adverse Event (SAE) ist innerhalb einer klinischen Prifung ein
~Schwerwiegendes unerwinschtes Ereignis®. Dazu zahlen der Tod eines Probanden,
lebensbedrohliche Ereignisse, Hospitalisationen oder Verldangerung bestehender
Hospitalisationen, Ereignisse, die zu bleibenden Behinderungen, kongenitalen
Anomalien oder Geburtsfehlern fihren, und Ereignisse, die Invaliditat zur Folge

haben. Tritt ein SAE auf, muss dies gemeldet und ausfiihrlich dokumentiert werden.”’

In dieser Studie sind unter ,adverse events® alle unerwinschten gesundheitlichen
Ereignisse zusammengefasst, die bei einem Patienten nach Stammzell-
transplantation auftreten kénnen.

Bei allen Patienten, sowohl Stammzellpatienten als auch Kontrollpatienten, wurde
der gesundheitliche Verlauf nach der Operation am Herzen kontrolliert und
dokumentiert, um etwaige Zusammenhdnge mit der Therapie erfassen und
untersuchen zu kdnnen.

Zu diesen ,adverse events® zéhlten zum einen die Komplikationen, die wahrend des
Krankenhausaufenthaltes postoperativ auftraten sowie Erkrankungen nach
Entlassung aus der Klinik.

Die Erfassung der AE’s erfolgte Gber einen Zeitraum von bis zu 5 Jahre postoperativ
zur Dokumentation der Sicherheit der Stammzelltherapie. Zunachst wurden die
Komplikationen  wahrend des Krankenhausaufenthaltes mit Hilfe der
Dokumentationsformulare (CRF) ermittelt, in denen durch den behandelnden Arzt
unter anderem die friilhen postoperativen Komplikationen notiert wurden.

Zur Erfassung der gesundheitlichen Ereignisse nach der Entlassung aus unserer
Klinik wurden alle Patienten und deren Hausarzte zum gleichen Zeitpunkt
angeschrieben (Dezember 2006) und mit Hilfe eines Fragebogens nach etwaigen
Ereignissen befragt.

Des Weiteren war es von Bedeutung zu erfahren, wie viele Patienten eventuell
bereits verstorben waren, um eine Uberlebensanalyse durchzufiihren. Hierbei wurde
das Ereignis  ,Tod“ auf seine Haufigkeit  untersucht und  die
Uberlebenswahrscheinlichkeit geschétzt. Die verwendete Methode wurde 1958 von
Kaplan und Meier vorgeschlagen und gehdrt heute zum Standardrepertoire der

statistischen Methoden zur Analyse von Uberlebenszeiten.

39



2. Studiendesign und Methodik

Dieses Verfahren beriicksichtigt die Informationen aller Patienten solange, wie diese
beobachtet worden sind. Sie eignet sich besonders fiir klinische Studien mit relativ
wenig Patienten.”®

Die Einteilung der ,adverse events® erfolgte in 3 gro3e Gruppen, die kardialen und
die nicht-kardialen Ereignisse sowie der Tod eines Patienten. Die nicht-kardialen
Ereignisse wurden noch einmal in die einzelnen Organsysteme unterteilt, um eine
Haufung von etwaigen Ereignissen in einem bestimmten System deutlich zu
erkennen.

Da die injizierten Stammzellen aus dem Injektionsort auswandern kénnen und so ins
Blut gelangen, bestand das Risiko, dass sie sich in anderen Organen bzw.
Organsystemen anreicherten. Um damit verbundene Veranderungen zu erkennen,

wurden alle Organe in der Ereigniserhebung bertcksichtigt.

Tab. 7: Einteilung der Adverse Events

Kardiale Ereignisse Nicht-kardiale Ereignisse Tod
Myokardinfarkt Kreislaufsystem (au3er Herz)
Herzklappenfehler Atmungssystem
Rhythmusstérungen Verdauungssystem
Herzinsuffizienz ZNS
Infektion Bewegungsapperat
Perikarditis Urogenitalsystem
Re-OP am Herzen Haut
Immunsystem

Sinnesorgane
Endokrines Organsystem

Neoplasien

Wichtig bei den nicht-kardialen Ereignissen war vor allem die Erfassung von
Neoplasien innerhalb der einzelnen Organe. Diese wurden als héaufige
Nebenwirkungen von embryonalen Stammzellen beschrieben.”

Bei den MACE ,major adverse cardiac events“ handelt es sich um die wichtigsten,
speziell das Herz betreffenden Ereignisse, die erfasst und dokumentiert werden
mussten. Dazu z&hlt das Auftreten eines Myokardinfarkts, einer 2. Intervention bzw.

Reoperation, ventrikulare Arrhythmien und der Herztod.
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Diese sind bereits zusammen mit weiteren kardialen Komplikationen unter dem
Begriff kardiale Ereignisse zusammengefasst.

Da es sich bei dem Herztod um einen Tod kardialer Ursache handelt und nicht alle
verstorbenen Patienten obduziert wurden, ist es nicht méglich, eine genaue Aussage
Uber die Todesursache zu treffen. Daher konnte bei den MACE keine Zuteilung zum
Punkt ,Herztod“ vorgenommen werden, zumal es sich bei diesem Begriff um eine
ungenaue Todesursache handelt, da alle zum Tode fiihrenden Ereignisse am Ende

zu einem Herztod fihren.
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2.8 NYHA-Klassifikation

Die NYHA-Klassifikation ist ein urspriinglich von der New York Heart Association
veroffentlichtes Schema zur Einteilung der Herzinsuffizienz. Daneben gibt es
Anpassungen an andere Erkrankungen, wie z.B. die pulmonale Hypertonie.

Verschiedene Versionen und Ubersetzungen der NYHA-Klassifikation unterscheiden
sich im Wortlaut geringfligig, im deutschsprachigen Raum ist derzeit die 2005 in den
Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Kardiologie verwendete Version am

gebrauchlichsten:’

I. Herzerkrankungen ohne kérperliche Limitation. Alltédgliche korperliche
Belastung verursacht keine inaddquate Erschdpfung, Rhythmusstérungen,
Luftnot oder Angina pectoris

Il. Herzerkrankungen mit leichter Einschrédnkung der kérperlichen Leistungsféahig-
keit. Keine Beschwerden in Ruhe. Alltdgliche kérperliche Belastung verursacht
Erschoépfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris

Ill.  Herzerkrankung mit héhergradiger Einschrénkung der kérperlichen Leistungs-
féhigkeit bei gewohnter Tétigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Geringe
kérperliche Belastung verursacht Erschépfung, Rhythmusstérungen, Luftnot
oder Angina pectoris

IV. Herzerkrankungen mit Beschwerden bei allen kérperlichen Aktivitaten und in
Ruhe (Bettlagerigkeit).

Die NYHA-Klassifikation liefert keine Hinweise auf die Ursache der kardialen
Stérung. Die zur Beurteilung herangezogenen Symptome beinhalten Dyspnoe,
Nykturie, Zyanose, allgemeine Schwache und Mudigkeit, Angina pectoris oder kalte
Extremitaten.

Jeder Patient wurde bei Aufnahme in die Stammzellstudie entsprechend der NYHA-
Klassifikation vom Studienarzt eingeteilt. Im Rahmen der
Langzeitnachuntersuchungen erfolgte eine erneute Einteilung der Patienten
entsprechend den NYHA-Kriterien.

Bei dieser Einteilung handelt es sich um einen subjektiven Parameter, da er
abhangig ist von der persdnlichen Einschatzung des untersuchenden Arztes und den
Angaben des Patienten. Aus diesem Grund erfolgte eine zuséatzliche Objektivierung

der Lebensqualitat und Leistungsfahigkeit des Patienten mit Hilfe des MLHFQ.
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2.9 Statistik

Die statistische Auswertung der unterschiedlichen Parameter erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogramms SPSS 15.0. Zunachst wurde eine rein deskriptive Statistik fur die
quantitativen und qualitativen Parameter durchgefuhrt. Bei der weiteren Bearbeitung
der quantitativen Daten wurde deren Verteilung bestimmt und nachfolgend mit
unterschiedlichen Testverfahren die Signifikanz der Mittelwerte der einzelnen
Stichproben Uberprift.  Aufgrund der insgesamt kleinen  Stichprobenzahl
(Patientenzahl) erfolgte die Testung des Signifikanzniveaus mit Hilfe parameterfreier
Tests, um valide Ergebnisse zu erhalten.

Parameter, die im gesamten Studienverlauf zu unterschiedlichen Zeitpunkten
vorlagen (vor und nach Therapie), wurden unter 2 verschiedenen Aspekten
ausgewertet. Zum einen im zeitlichen Verlauf innerhalb einer Gruppe (abhangige
Stichproben) und zum anderen zu einem bestimmten Zeitpunkt zwischen zwei
Gruppen (unabhangige Stichprobe). Der verwendete parameterfreie Test fir
abhéangige Stichproben war der Wilcoxon-Test. Dieser diente zum Vergleich zweier
abhangiger Stichproben bezlglich ihrer zentralen Tendenzen, wobei die Differenzen
zusammengehoriger Messwertpaare nicht normalverteilt sein mussten.®

FUr den nichtparametrischen Vergleich zweier unabhangiger Stichproben kam der
Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung, welcher auf der Vergabe von Rangzahlen
basiert (Rangsummentest).®’ Zu diesen unabhangigen Stichproben gehérten auch
Parameter, die nur zu einem Zeitpunkt wahrend der gesamten Studie vorlagen
(MLHFQ) und dementsprechend ebenfalls mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen

wurden.
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3. Ergebnisse

Fur die Beurteilung der Herzfunktion nach Stammzelltransplantation wurden
verschiedene Untersuchungen des Patienten zu bestimmten Zeitpunkten
durchgeflihrt (siehe 2.4).

In dieser Arbeit handelt es sich vorrangig um die Auswertung der Langzeitergebnisse
(2-5 Jahre nach Stammezelltransplantation) der Phase 1 und 2 Patienten unter
besonderer Berucksichtigung unerwinschter Ereignisse und Nebenwirkungen,
einschliellich der Lebensqualitat der Patienten nach der Transplantation.

Zur Beurteilung der Herzleistung wurde das Echokardiogramm mit den funktionellen
Parametern linksventrikuldre Ejektionsfraktion, linksventrikuldres enddiastolisches
Volumen und linksventrikuldrer enddiastolischer Durchmesser ausgewahlt. Dabei war
es mdglich, die praoperativen Daten mit den Langzeitdaten zu vergleichen. Die 6- und
18 Monatsdaten unserer Studie wurden bereits zu einem frilheren Zeitpunkt publiziert
(Stamm et al.).®" Zur besseren Darstellung des Verlaufes wurden die schon
verdffentlichten Daten noch einmal im Zusammenhang mit aufgefihrt.

Als zusatzliche funktionelle und auch morphologische Untersuchung erfolgte innerhalb
der Langzeitnachuntersuchungen die Durchfiihrung eines Kardio-MRT.

Fur die Auswertung von Adverse Events, Nebenwirkungen und Lebensqualitat wurden
das Kardio-CT (Darstellung der Gefa3-und Gewebesituation im Herzen), das
Langzeit-EKG (Ausschluss bzw. Nachweis méglicher Rhythmusstérungen), die NYHA-
Klassifikation sowie die Fragebégen zum gesundheitlichen Verlauf (Adverse Events)

und zur Lebensqualitét herangezogen.
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3.1 Allgemeines

Insgesamt wurden 55 Patienten in die Phase 1 und 2 der Rostocker Stammzellstudie
eingeschlossen. Von diesen 55 Patienten erhielten 35 Patienten die
Stammzellinjektion in Kombination mit der Bypassoperation. Die
stammzellbehandelten Patienten sind noch einmal zu unterteilen in Patienten der
Phase 1 (n=15) und Patienten der Phase 2 (n=20).

Demgegenlber stehen 20 Kontrollpatienten, die nur eine Bypassoperation ohne
Stammzellinjektion erhalten haben.

Das Alter der Patienten zeigte eine normale Verteilung (p=0,200), im Mittel betrug das
Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Studie 64,52 + 8,42 Jahre. Das
Infarktalter der meisten Patienten lag durchschnittlich bei 12,65 + 24,65 Wochen und
die mittlere stationare Krankenhausaufenthaltsdauer betrug 14 Tage postoperativ.

Von den insgesamt 55 Patienten erhielten 35 Patienten eine Stammzellapplikation in
Kombination mit einer Bypassoperation.

Die 15 Patienten der Phase 1 bekamen im Durchschnitt 2,1 + 1,5 Mio. CD133" Zellen
(Min. 0,6 Mio.; Max. 6,0 Mio.) injiziert und die 20 Stammzellpatienten der Phase 2
erhielten im Mittel 5,9 + 2,4 Mio. CD133" Zellen (Min. 1,2 Mio.; Max. 10,0 Mio.).

Bei der Betrachtung beider Stammzellgruppen (Phase 1 und 2) zusammen ergab sich
eine mittlere applizierte CD133" Zellzahl von 4,3 + 2,8 Mio.

Tab. 8: Mittelwerte der applizierten Stammzellzahlen in den einzelnen Phasen

N Mittelwert Standardabweichung

Anzahl applizierter Zellen Phase 1 15 2,157 1,59
Anzahl applizierter Zellen Phase 2 20 5,918 2,43
Anzahl applizierter Zellen P 1+ P 2 35 4,306 2,81
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3.2 Uberleben

Bis Oktober 2007 waren innerhalb der Phase-1-Gruppe 2 der 15 Patienten verstorben.
Ein 75-jahriger mannlicher Patient verstarb 9 Monate nach der Operation an einem
zerebrovaskuldren Apoplex (Obduktionsbefund nicht vorliegend). Der zweite
mannliche Patient erkrankte im Alter von 70 Jahren 73 Monate nach der Operation an
einer aplastischen Anamie bei der es zu einer Sepsis kam und im Verlauf zum Tod
fuhrte. Ein Zusammenhang der Todesursache mit der Stammzelltransplantation
konnte nicht nachgewiesen werden.

Bei den 20 Stammzellpatienten der Phase 2 wurde ein Patient wdhrend des
postoperativen Krankenhausaufenthaltes wegen einer tiefen sternalen Wundinfektion
und einer schlechten Compliance aus dem weiteren Studienverlauf ausgeschlossen.
Des Weiteren verstarb eine 68-jahrige weibliche Patientin 21 Monate nach der
Operation. Die Todesursache ist unbekannt.

Insgesamt waren von den 35 stammzellbehandelten Patienten (Phase 1 und 2) 3
verstorben (8,6 %) und einer ausgeschlossen worden.

Der Langzeitnachuntersuchungszeitraum beziiglich der Uberlebenszeit fir die
Stammzellpatienten lag im Mittel bei 44 Monaten (Max. 74 Monate, Min. 3 Monate).

In der Kontrollgruppe (20 Patienten der Phase 2) schieden 6 Patienten auf eigenen
Wunsch aus und haben nicht an den Langzeitnachuntersuchungen teilgenommen.
Zwei weitere Patienten waren verstorben. Dabei handelte es sich zum einen um einen
mannlichen Patienten, der im Alter von 74 Jahren 18 Monate nach der Operation an
einem Multiorganversagen infolge einer Sepsis verstarb. Zum anderen erlitt eine 70-
jahrige weibliche Patientin 15 Monate nach der Operation einen plétzlichen Herztod.
Fur diese Patientin lagen keine Nachuntersuchungsergebnisse vor, da sie an keiner
Nachuntersuchung teilgenommen hatte.

Insgesamt wurden von den 20 Kontrollpatienten 6 Patienten exkludiert und 2
Patienten waren verstorben. Die mittlere Nachuntersuchungszeit in der Kontrollgruppe

betrug im Langzeit-Follow-up 36 Monaten (Max. 52 Monate, Min. 1 Monat).
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Tab. 9: Anzahl der Verstorbenen mit Todesursache und deren Uberlebensmonate

innerhalb der einzelnen Patientengruppen

Uberlebensmonate

1. zerebrovaskularer Apoplex 9 Monate

2. aplastische Anamie/Sepsis 73 Monate

1. Todesursache unbekannt 21 Monate

1. plétzlicher Herztod 15 Monate

2. Multiorganversagen infolge Sepsis 18 Monate

Die Abb. 11 zeigt, wie viele Patienten in beiden Gruppen prozentual innerhalb des
Nachbetrachtungszeitraumes berlebt haben. In der Stammzellgruppe waren nach im
Mittel 44 Monaten 91,4 % der Patienten und in der Kontrollgruppe 90 % (nach im

Mittel 36 Monaten) der Patienten am Leben.

Uberleben in Prozent %

Stammzellpatienten Kontrollpatienten

Abb. 11: Patientenlberleben in Langzeitbetrachtung

Die Abb. 12 zeigt hingegen die Anzahl der verstorbenen Patienten in Prozent beider
Gruppen im Vergleich. In der Stammzellgruppe belief sich die Sterberate auf 8,6 %

nach 44 Monaten und in der Kontrollgruppe auf 10 % nach 36 Monaten.




3. Ergebnisse

12

10

Verstorbene in Prozent %

Stammzellpatienten Kontrollpatienten

Abb. 12: Anzahl der Verstorbenen in Prozent

Die Analyse der Uberlebenswahrscheinlichkeit mittels der Kaplan-Meier-Methode
ergab bei den Stammzellpatienten eine 4-Jahres-Uberlebensrate von 93,65 % und in
der Kontrollgruppe von 88,54 %. Der Log-Rank-Test konnte keinen signifikanten
Unterschied nachweisen (p=0,34).

Die Uberlebenskurve der Stammzellgruppe (griin) und der Kontrollgruppe (lila) ist in
Abb.13 dargestellt.

1.1

1,01
——H-
9- KOHORTE
o
O Kontrollpat.
+ Kontrollpat.
8 -zensiert
-

5 Phase1+2-Pat.

+ Phase1+2-Pat.

7 -zensiert

-20 0 20 40 60 80

Kum. Uberleben

Uberlebensmonate

Abb. 13: Uberlebenskurven der Stammzell- und Kontrollpatienten im Vergleich nach Kaplan-Meier
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3.3 NYHA-Klassifikation

Die Einschatzung der Leistungsféhigkeit der Patienten nach der ,New York Heart
Association” erfolgte bei jedem Patienten zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Klinik
und bei der Langzeit-Nachuntersuchung.

Fur die stammzellbehandelten Patienten (n=34) lag das praoperative NYHA-Stadium
im Mittel bei 2,6 + 0,3 und verbesserte sich nach 43 Monaten (n=25) auf 1,6 £ 0,8.

Bei den Kontrollpatienten (n=20) zeigte sich eine ahnliche Aufteilung der NYHA-
Klassifikation. Hier lag die mittlere praoperative NYHA-Klassifikation bei 2,5 + 0,2 und

verbesserte sich nach 36 Monate (n=13) auf 1,8 £ 0,9.

Tab. 10: Mittelwerte und Standardabweichungen der NYHA-Klassifikation préaoperativ

und im Langzeit-Follow-up

n Mittelwert £ Standardabweichung

Stammzellpatienten 34 26 +0,3
Kontrollpatienten 20 25+£0,2
Stammzellpatienten 25 1,6 +0,8
Kontrollpatienten 13 1,8 +£0,9

In beiden Gruppen fand sich eine statistisch signifikante Verbesserung der NYHA-
Klassifikation von préaoperativ bis zur Langzeithachuntersuchung (Wilcoxon
p<0,001Stammzelipat. 5= gpgKentrelipaty - jedoch zeigte sich beim Vergleich der beiden
Gruppen gegeneinander im Langzeit-Follow-up kein signifikanter Unterschied
(ANCOVA mit praoperativer NYHA-Klassifikation als Kovariable p=0,647).
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2,5 1

NYHA-Stadium
o

Stammzellpatienten Kontrollpatienten

B Préoperativ B Langzeit -FU

Abb. 14: NYHA-KIlassifikation beider Gruppen praoperativ und Langzeit-FU im Vergleich
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3.4 Echokardiographie

Bei der Auswertung der Echokardiographieergebnisse wurden nur die Patienten in die
Berechnungen eingeschlossen, bei denen zu jedem Follow-up-Zeitpunkt Befunde
vorlagen. Aufgrund des Versterbens und des fortgeschrittenen Alters der Patienten
Uber den langen Beobachtungszeitraum sank die Teilnahmebereitschaft an den
Nachuntersuchungen. Somit umfasste die Auswertung 15 stammzellbehandelte
Patienten (6 Phase 1 und 9 Phase 2 Patienten) und 11 Kontrollpatienten.

Als priméarer Zielparameter wurde die linksventrikulare Ejektionsfraktion definiert. Flr
die Stammzellpatienten ergab sich im Mittel eine préaoperative LVEF von 40,7 + 7,0%,
die nach 6 Monaten auf 48,8 * 8,4% signifikant anstieg (Wilcoxon; p=0,013).

Nach 18 Monaten lag die LVEF bei den gleichen Patienten im Mittel bei 45,5 + 10,3%
(p>0,05) und nach 42 Monaten bei 42,3 £ 6,7% (p>0,05).

In der Kontrollgruppe betrug die praoperative LVEF im Mittel 36,9 + 11,5%. Nach 6
Monaten verbesserte sich die LVEF signifikant um 3,2% auf 40,1 + 8,8% (Wilcoxon;
p=0,020). Beim Follow-up nach 18 Monaten lag die LVEF im Mittel bei 43,4 + 8,0%
(p>0,05) und nach 39 Monaten bei 36,9 £ 11,6% (p>0,05).

Tab. 11: Mittelwerte und Standardabweichungen der LVEF zu allen Follow-up-Zeitpunkten in beiden

Gruppen
Mittelwert £ Tendenz im
Standardabw. Vergleich zu pra.

LVEF praoperativ 40,7 £ 7,0%

LVEF 6 Monate 48,8 + 8,4% +8,1%
LVEF 18 Monate 455+ 10,3% +4.,8%
LVEF 42 Monate 42,3 +6,7% +1,6%
LVEF praoperativ 36,9 + 11,5%.

LVEF 6 Monate 40,1 + 8,8% + 3,2%
LVEF 18 Monate 43,4 + 8,0% +6,5%
LVEF 39 Monate 36,9 + 11,6% + 0,0%
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Beim Vergleich der Stammzellpatienten versus Kontrollpatienten beziglich der LVEF
nach 6 Monaten konnte ein statistisch signifikanter Unterschied beobachtet werden
(ANCOVA mit praoperativer LVEF als Kovariable; p=0,020). Im Langzeit-Follow-up
konnte hingegen kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden
(ANCOVA mit praoperativer LVEF als Kovariable; p=0,495).
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LVEF in %
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LVEF pra LVEF 6 Mo. LVEF 18 Mo. LVEF LZFU
Follow-up-Zeit

\l Stammzellpatienten W Kontrollpatienten \

Abb. 15: Darstellung der Entwicklung der LVEF in beiden Gruppen im zeitlichen Verlauf der Studie

Des Weiteren wurden fir die Auswertung der linksventrikulare enddiastolische
Durchmesser und das linksventrikulare enddiastolische Volumen als sekundéare
Zielparameter definiert.

In der Stammzellgruppe betrug der préoperative LVEDD im Mittel 56,4 + 4,3 mm und
sank nach 6 Monaten auf 55,3 £ 5,6 mm (Wilcoxon; p>0,05). Nach 18 Monaten lag der
LVEDD bei 55,0 £ 6,3 mm und nach 42 Monaten bei 55,2 + 6,9 mm (Wilcoxon;
p>0,05).

Fur die Kontrollgruppe ergab sich ein mittlerer préoperativer LVEDD von 59,2 £ 6,1
mm, der nach 6 Monaten auf 57,4 + 6,1 mm (Wilcoxon; p>0,05) abfiel. Nach 18
Monaten lag der mittlere LVEDD bei 55,5 + 5,0 mm und nach 39 Monaten bei 57,4 +
4,7 mm (Wilcoxon; p>0,05).

Der Vergleich der LVEDD-Langzeitergebnisse zwischen Stammzellgruppe und

Kontrollgruppe ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,2).
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Tab. 12: Mittelwerte und Standardabw. des LVEDD zu allen Follow-up-Zeiten beider Gruppen

Mittelwert £ Tendenz im

Standardabw. Vergleich zu préaop.

LVEDD préoperativ 56,4 + 4,3 mm

LVEDD 6 Monate 55,3+ 5,6 mm -1,1 mm
LVEDD 18 Monate 55,0 + 6,3 mm - 1,3 mm
LVEDD 42 Monate 55,2 6,9 mm -1,2 mm

Kontrollpatienten (n=11)

LVEDD préaoperativ 59,2 + 6,1 mm

LVEDD 6 Monate 57,4 + 6,1 mm -2,9 mm
LVEDD18 Monate 55,5+ 5,0 mm -4,8 mm
LVEDD 39 Monate 57,4 4,7 mm -2,9 mm

70
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Follow-up-Zeit

B Stammzellpatienten B Kontrollpatienten

Abb. 16: Darstellung der Entwicklung des LVEDD in beiden Gruppen im Studienverlauf

Fur den praoperativen Parameter LVEDV konnte in der Stammzellgruppe ein mittlerer
Wert von 150,5 + 28,4 ml ermittelt werden, der nach 6 Monaten auf 139,4 + 34,4 ml
absank (p>0,05). Im weiteren Verlauf ist dieser wieder angestiegen, nach 18 Monaten
auf einen mittleren Wert von 144,9 + 47,5 ml und nach 42 Monaten auf 157,8 + 51,3
ml (p>0,05).
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In der Kontrollgruppe betrug das mittlere praoperative LVEDV 154,6 + 40,2 ml und
sank nach 6 Monate auf 141,0 + 37,4 ml (p>0,05). Im Verlauf stieg das LVEDV nach
18 Monaten wieder an auf 151,2 + 39,9 ml und nach 39 Monaten lag es mit 198,2 +
63,3 ml (p>0,05) um 43,6 ml Gber dem praoperativen Ausgangswert.

Der Vergleich der LVEDV-Langzeitergebnisse zwischen der Stammzellgruppe und der

Kontrollgruppe ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,2).

Tab. 13: Mittelwerte und Standardabweichungen des LVEDV zu allen Follow-up-Zeiten
in beiden Gruppen

Mittelwert £ Tendenz im

Standardabw. Vergleich zu praop.

LVEDYV praoperativ 150,5 + 28,4 ml

LVEDV 6 Monate 139,4 + 34,4 ml -11,1 ml
LVEDV 18 Monate 144,9 £ 47,5 ml -5,6 ml
LVEDV 42 Monate 157,8 £ 51,3 ml +7,2ml

LVEDYV praoperativ 154,6 + 40,2 ml

LVEDV 6 Monate 141,0 + 37,4 ml -13,6 ml
LVEDV 18 Monate 151,2 £ 39,9 ml -3,4ml
LVEDV 39 Monate 198,2 £ 63,3 ml +43,6 ml
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Abb. 17: Darstellung der Entwicklung des LVEDV in beiden Gruppen im Studienverlauf
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3.5 Kardio-MRT

Im Rahmen der Langzeituntersuchung wurde bei 18 Stammzellpatienten und 7
Kontrollpatienten eine Kardio-MRT-Untersuchung durchgeftihrt. Bei allen untersuchten
Patienten wurden im Rahmen dieser Untersuchung keine Gewebeveranderungen
festgestellt.

Die funktionellen Ergebnisse (LVEF, LVEDVI und LVESVI) entsprachen einer
Normalverteilung (p>0,05). Die mittlere LVEF in der Stammzellgruppe (n=18) betrug
52,8 £+ 13,8 % nach einem mittleren Follow-up von 42 Monaten. Bei den
Kontrollpatienten (n=7) ergab sich eine mittlere LVEF von 47,3 + 11,5 % nach einer
durchschnittlichen Follow-up-Zeit von 39 Monaten. Es zeigte sich kein statistisch

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen beziglich der MR-LVEF (p=0,304)

Tab. 14: Mittelwert und Standardabweichung des Parameters MR-LVEF innerhalb der einzelnen

Gruppen im Langzeit-Follow-up

MR-LVEF N Mittelwert +
Standardabweichung

Stammzellpatienten 18 52,8+ 13,8 %

Kontrollpatienten 7 473+11,5%

55
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MR-LVEF
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40 -

Stammzellpatienten Kontrollpatienten

Abb. 18: Gegenuberstellung der MR-LVEF der Stammzellpatienten und Kontrollpatienten im Langzeit-

Follow-up
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Fur die zwei weiteren funktionellen Parameter LVEDVI und LVESVI wurden ebenfalls
die Mittelwerte bestimmt. Der mittlere LVEDVI in der Stammzellgruppe betrug 68,6 +
14,6 ml und fur den LVESVI ergaben sich im Mittel 31,7 + 14,8 ml 42 Monate
postoperativ.

In der Kontrollgruppe lag nach 39 Monaten der mittlere LVEDVI bei 90,5 + 14,3 ml und
der mittlere LVESVI bei 53,7 = 8,3 ml. Beim Vergleich beider Gruppen fiel ein
signifikant geringerer LVEDVI und LVESVI in der Stammzellgruppe auf gegentber der
Kontrollgruppe (Mann-Whitney; p=0,017 fur beide Parameter).

Tab. 15: Mittelwerte und Standardabweichungen der Parameter MR-LVEDVI und MR-LVESVI innerhalb

der Gruppen im Langzeit-Follow-up

n Mittelwert * Standardabweichung
Stammzellpatienten 18 68,6 = 14,6 ml
Kontrollpatienten 7 90,5+ 14,3 ml
Stammzellpatienten 18 31,7 +14,8 ml
Kontrollpatienten 7 53,7+ 8,3 ml

Volumeninml

MR-LVEDVI MR-LVESVI

\I Stammzellpatienten B Kontrollpatienten \

Abb. 19: Gegeniberstellung des diastolischen und systolischen Volumenindexes der Stammzellgruppe

und der Kontrollgruppe im Langzeit-Follow-up

57



3. Ergebnisse

3.6 Thallium-Perfusionsszintigraphie

Zur Darstellung der Perfusionsverhaltnisse im Infarktgebiet wurden eine pra- und zwei
postoperative (12 Monate und 36 Monate postoperativ)  Thallium-
Perfusionsszintigraphie-Untersuchungen durchgefuhrt. Zu diesen Zeitpunkten lagen
von 24 Stammzellpatienten und 11 Kontrollpatienten auswertbare Ergebnisse vor. Die
Ergebnisse der Follow-up-Untersuchungen fir beide Gruppen waren normal verteilt
(p>0,05).

Der praoperativ festgelegte Wert von 1,00 wurde in der Stammzellgruppe zu keinem
Zeitpunkt unterschritten. Nach 12 Monaten stieg er auf 1,04 + 0,15 und nach 36
Monaten auf 1,13 + 0,25.

Im Gegensatz dazu zeigten die Kontrollpatienten keine Zunahme des
Perfusionskoeffizienten. Nach 12 Monaten lag der mittlere Perfusionskoeffizient bei
0,98 £ 0,13 und nach 36 Monaten bei 0,95 £ 0,13.

Tab. 16: Mittelwerte und Standardabweichungen der Perfusionskoeffizienten zu den jeweiligen Follow-

up-Zeitpunkten innerhalb der Gruppen

Mittelwert £

Standardabweichung

Perfusion pra 1,00

Perfusion 12 Mo. 1,04 £ 0,15

Perfusion 36 Mo. 1,13+ 0,25
Kontrollpatienten (n=t1)

Perfusion pra 1,00

Perfusion 12 Mo. 0,98 +0,13

Perfusion 36 Mo. 0,95+0,13

Beim Vergleich der Perfusionskoeffizienten in beiden Gruppen nach einer mittleren
Nachuntersuchungszeit von 36 Monaten ergab sich ein signifikant besserer
Perfusionskoeffizient in der Stammzellgruppe (p=0,024). Der Verlauf der Perfusion ist

in Abb. 20 graphisch dargestellt.
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Perfusionskoeffizient
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Abb. 20: Gegenlberstellung des Perfusionsverlaufes in beiden Gruppen
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3.7 MLHFQ
Zum Weihnachtsfest 2006 erhielten 52 der insgesamt 55 Patienten den MLHFQ (siehe

2.6.1) im Rahmen der Langzeitnachuntersuchung (im Mittel 40 Monate postoperativ,
Max. 67 Monate, Min. 22 Monate postoperativ). Zu diesem Zeitpunkt war bereits
bekannt, dass zwei Patienten (einer Phase 1 und einer Phase 2/Kontroligruppe)
verstorben waren und einer wurde postoperativ ausgeschlossen.

Von den 52 angeschriecbenen Patienten sendeten 40 Patienten (26
Stammzellpatienten und 14 Kontrollpatienten) den Fragebogen ausgefillt zuriick. Zwei
weitere Patienten waren inzwischen verstorben, was der Grund fur die fehlende
Beantwortung der Fragebdgen war. Weitere 10 Fragebdgen wurden aus unbekannten
Grinden nicht zuriickgesendet.

Fur jeden Patienten wurde die Punktezahl des Fragebogens (Summe aller Antworten)
ermittelt (siehe 2.6.1.2). Diese wurden wiederum innerhalb der beiden Gruppen zu
einer Gesamtpunktezahl summiert. In der Stammzellgruppe ergab sich fur die
Gesamtpunktezahl ein Mittelwert von 19,9 + 17,3, wobei die geringste Punktezahl
(=Minimum) 1 und die héchste Punktezahl (=Maximum) 81 war.

Innerhalb der Kontrollgruppe wurde ein Mittelwert von 28,4 + 23,3 ermittelt, hier lag

das Minimum bei 0 und das Maximum bei 75.

Tab. 17: Mittelwerte mit Standardabweichungen, Minimum und Maximum der MLHFQ-

Gesamtpunktezahl in beiden Gruppen

MLHFQ- Mittelwert Minimum Maximum
Gesamtscore Standardabweichung

Stammzellpatienten 19,85 £ 17,29 1 81
Kontrollpatienten 28,43 +£ 23,32 0 75

Beim Vergleich dieser Ergebnisse war zu erkennen, dass die Patienten der
Stammzellgruppe ihre Lebensqualitdt im Zusammenhang mit ihrer Herzerkrankung
besser beurteilten als die Patienten in der Kontrollgruppe (T-Test bei unabh&ngigen
Stichproben, p=0,19)
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Abb. 21: Vergleich des MLHFQ-Gesamtpunktezahl Stammzellpatienten vs. Kontrollpatienten

Die Auswertung des MLHFQ war auch auf differenzierte Weise moéglich. Dabei
betrachtete man nur die Fragen, die das physische bzw. das emotionale Befinden
betrafen (siehe 2.6.1.2).

Fur die Patienten der Stammzellgruppe ergab sich hierbei eine mittlere
Gesamtpunktezahl von 8,19 + 8,08 (Min. 0; Max. 35) fur die physischen Fragen und
3,27 + 4,34 (Min. 0; Max. 19) fur die emotionalen Fragen.

In der Kontrollgruppe lag die mittlere Gesamtpunktezahl fir die physischen Fragen bei
13,14 £ 10,41 (Min. 0; Max. 31) und fir die emotionalen Fragen bei 5,64 + 5,93 (Min.
0; Max. 18).

Tab. 18: Mittelwerte und Standardabweichung der physischen und emotionalen MLHFQ-

Gesamtpunktezahl innerhalb der Gruppen

MLHFQ- Mittelwert £ Mittelwert £ Standardabw.

Gesamtpunktezahl Standardabw. (emotionale)
(physisch)

Stammzellpatienten 8,19 + 8,08 3,27 + 4,34

Kontrollpatienten 13,14 + 10,41 5,64 £ 5,93
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Beim Vergleich der beiden Gruppen beziiglich des physischen Gesamtpunktezahl und
des emotionalen Gesamtpunktezahl ergab sich kein signifikanter Unterschied (T-Test
fur unabhangige Stichproben, p>0,05).

Die Verteilung der einzelnen Fragebogenpunkte aller Patienten der jeweiligen Gruppe

ist in den Abb. 22 und 23 dargestellt.
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Abb. 22: Verteilung der Einzelscores in der Stammzellgruppe
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Abb. 23: Verteilung der Einzelscores in der Kontrollgruppe

In einigen Fragebdgen kam es vor, dass die Patienten einzelne Fragen unbeantwortet
gelassen haben. Eine Darstellung der Haufigkeit nicht beantworteter Fragen ist der
Abb. 24 zu entnehmen. Hieraus ist zu erkennen, dass die Frage 8 (,Hat lhre
Herzinsuffizienz sie im vergangenen Monat an der von ihnen gewinschten
Lebensweise gehindert, dadurch, dass sie Schwierigkeiten hatten, Ilhren

Lebensunterhalt zu verdienen?“) die haufigste unbeantwortete Frage war.
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An zweiter Stelle der am haufigsten unbeantworteten Fragen steht die Frage 15 (,Hat
Ihre Herzinsuffizienz sie im vergangenen Monat an der von ihnen gewtlinschten
Lebensweise gehindert, dadurch, dass sie Geld fiur ihre medizinische Versorgung
bezahlen mussten?“) gefolgt von Frage 9 (Schwierigkeiten mit Freizeit, Sport und

Hobbys) und 14 (Schwierigkeiten mit Aufenthalt im Krankenhaus).

Anzahl der Nicht-Beantwortungen
(4

A1

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 F16 F17 F18 F19 F20 F21
MLHFQ-Fragen

Abb. 24: Haufigkeit der nicht-beantworteten MLHFQ-Fragen
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3. Ergebnisse

3.8 Adverse Events

Die Adverse Events wurden unter zwei verschiedenen Aspekten erfasst. Zum einen
erfolgte die Dokumentation von Ereignissen, die noch wahrend des postoperativen
Krankenhausaufenthaltes auftraten. Zum anderen wurden Ereignisse, die im weiteren

Verlauf (bis zu 76 Monate postoperativ) auftraten, erfasst.

3.8.1 Komplikationen wahrend des Krankenhausaufenthaltes

In der Zeit des postoperativen Krankenhausaufenthaltes ereigneten sich bei einzelnen
Patienten Komplikationen. Diese beobachteten Komplikationen sind in Tab. 19
aufgefiihrt. Innerhalb der Stammzellgruppe zeigten 12 von 35 Patienten (= 34%)

wéhrend ihres stationédren Aufenthaltes postoperative Komplikationen (siehe Abb. 25).

\l Komplikationen W keine Komplikationen\

Abb. 25: Komplikationsrate in der Stammzellgruppe in %

Ein Patient entwickelte ein VHF und eine Pneumonie. Bei einem weiteren Patienten
trat ebenfalls eine Pneumonie auf und zuséatzlich ein Pleuraergul3. Der dritte Patient
mit Komplikationen hatte Nachblutungen im Wundgebiet, weshalb eine
Rethorakotomie zur Blutstillung durchgefiihrt wurde. Bei dem vierten Patienten bildete
sich ein Pleura- und Perikardergul3 und beim finften Patienten wurde ein neu
aufgetretenes VHF postoperativ diagnostiziert. Zwei weitere Stammzellpatienten
bekamen eine Wundinfektion der frischen OP-Narbe. Bei einem dieser Patienten war
der Befund starker ausgepragt, so dass er von der Studie ausgeschlossen wurde. Bei

funf anderen Patienten trat ein VHF auf.
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Einer dieser funf Patienten entwickelte zuséatzlich eine kardiale Dekompensation mit
Pleuraergul3, die medikamentés behandelt wurde, und bei einem zweiten Patienten
bildete sich das VHF zusammen mit einem Low-Output-Syndrom, einem akuten
Nierenversagen sowie einer Gastritis aus.

In der Kontrollgruppe wurden bei 4 von 20 Patienten postoperative Komplikationen
beobachtet (= 20%, siehe Abb. 35). 3 Patienten bekamen ein VHF, wobei sich bei
einem der 3 Patienten zusatzlich ein Hamatom Uber dem Sternum ausbildete. Ein
anderer Patient der Kontrollgruppe infizierte sich mit einem multiresistenten

Staphylokokkus aureus Keim im Thorakotomiebereich.

‘l Komplikationen M keine Komplikationen‘

Abb. 26: Komplikationsrate innerhalb der Kontrollgruppe in %

Prozentual zeigte sich die héchste Komplikationsrate in der Stammzellgruppe mit 34

%. In der Kontrollgruppe lag die Komplikationsrate bei 20 % (siehe Abb. 27).
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Abb. 27: Gruppenubersicht der Komplikationsraten
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3. Ergebnisse

Die Tab. 19 zeigt die Verteilung der Komplikationsarten auf die Gruppen und deren
Haufigkeit insgesamt (N). Hieraus ist zu erkennen, dass das VHF (n=10) die haufigste

Komplikationsart war, die beobachtet werden konnte.

Tab. 19: Beobachtete Komplikationen wahrend des postoperativen Krankenhausaufenthaltes und deren

Verteilung auf die Gruppen

Stammzellpatienten  Kontrollpatienten N
Pneumonie 2 0 2
PleuraerguR 3 0 3
Perikardergu 1 0 1
Nachblutungen 1 0 1
Wundinfektion 1 1 2
Rethorakotomie 1 0 1
VHF 7 3 10
Endokarditis 0 0 0
Reoperation 1 0 1
Kardiale Dekompensation 1 0 1
Low-Output-Syndrom 1 0 1
Akutes Nierenversagen 1 0 1
Gastritis 1 0 1
Motor. Aphasie 1 0 1
LungenerguR 0 0 0
Perikardreiben 1 0 1
multiresist. Staph. Aureus 0 1 1
Sternumh@amatom 0 1 1
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3.8.2 Langzeit AE’s

Zum Langzeit-Follow-up gehdérte auch die Erfassung von unerwarteten Ereignissen
(AE) im gesamten postoperativen Verlauf. Es erfolgte des Weiteren eine
Unterscheidung in Ereignisse, die nur das Herz (kardiale AE’s) betrafen, und
Ereignisse aulRerhalb des Herzens (nicht- kardiale AE’s).

In der Stammzellgruppe traten bei zwei Patienten jeweils ein kardiales Ereignis auf
und bei zwei weiteren Patienten konnte ein nicht-kardiales Ereignis diagnostiziert
werden (siehe Tab.20).

Bei den Kontrollpatienten waren ebenfalls zwei kardiale und zwei nicht-kardiale

Ereignisse zu verzeichnen (siehe Tab. 20)

Tab. 20: Verteilung der Adverse Events innerhalb der Gruppen

kardiale AE’s nicht kardiale AE’s
Stammzellpatienten 2 2

Kontrollpatienten 2 2

Bei dem kardialen Ereignis des einen Stammzellpatienten handelte es sich um eine
Endokarditis der Aorten-, Mitral-und Trikuspidalklappe, die 11 Monate nach der
aortokoronaren Bypassoperation in Kombination mit einer Stammzellinjektion auftrat.
Daraufhin erfolgte ein Doppelklappenersatz (Aorten-und Mitralklappe) sowie
Valvuloplastie und Anuloplastie der Trikuspidalklappe.

Ein weiterer Patient unterzog sich 17 Monate nach seiner Bypassoperation mit
Stammzelltransplantation einer geplanten Linksherzkatheteruntersuchung wegen
zunehmender Stenosierung des linken Hauptstammes und des RIVA. Bei diesem
Eingriff wurden ihm zwei Stent in die entsprechenden Gefalde eingesetzt, um eine
Verbesserung seiner Angina pectoris zu erzielen und um einen drohenden
Myokardinfarkt zu verhindern.

Bei den beiden nicht-kardialen Ereignissen handelte es sich zum einen um einen 79
Jahre alten ménnlichen Patienten, der eine milde Episode einer Lungenembolie
Uberlebt hat, die aus einer tiefen Beinvenenthrombose der unteren Extremitat
resultierte. Zum anderen litt ein weiterer Patient an einer aplastischen Anamie, die 73
Monate nach seiner Herzoperation im Zusammenhang mit einer Sepsis zum Tode
fuhrte (siehe auch 3.2).
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In der Kontrollgruppe erlitt eine weibliche Patientin (siehe auch 3.2) einen plétzlichen
Herztod, welcher als ,major adverse cardiac event angesehen wurde. Zu dieser
Patientin lagen keine weiteren Informationen vor.

Ein anderer 78-jahriger mannlicher Patient Uberlebte eine globale Herz-
dekompensation nach Durchfiihrung einer anti-kongestiven Herzfehlertherapie.
Insgesamt gab es keinen signifikanten Unterschied in der Haufigkeit der Adverse
Events zwischen den beiden Behandlungsgruppen (exakter Test nach Fisher, p=0.607
fur die kardialen und nicht-kardialen Ereignisse zwischen Stammzellgruppe und

Kontrollgruppe).

3.8.3 Holter

Im Rahmen der Langzeituntersuchung konnte von 16 Stammzellpatienten ein 24-
Stunden-EKG aufgezeichnet und ausgewertet werden. Hinsichtlich der Lown-
Klassifikation konnte bei diesen 16 Patienten keine signifikante Verdnderung nach
durchschnittlich 42 Monaten festgestellt werden. Die mittlere préoperative Lown-
Klassifikation betrug 0.9 £ 1.0 und nach 42 Monaten 1.1 + 0.9 (p=0.524). Es traten
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes keine andauernden malignen
ventrikuldren Arrhythmien auf.

In der Kontrollgruppe (n=7) konnte eine etwas gréliere Differenz (siche Abb. 28)
zwischen der praoperativen Lown-Klasse (1,2 = 0,5) und der Lown-Klasse nach
durchschnittlich 39 Monaten (1,5 £ 0,8) im Vergleich zur Stammzellgruppe beobachtet
werden (p=0,356). Auch in dieser Gruppe traten keine andauernden malignen

Arrhythmien wahrend des gesamten Nachuntersuchungszeitraumes auf.
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1,5

Lown-Klasse
|

0,5 A

Holter praoperativ Holter LZFU

B Stammzellpatienten B Kontrollpatienten

Abb. 28: Gegenuberstellung Lown-Klassifikation beider Gruppen pra-und postoperativ

3.8.4 Kardio-CT

Von den 35 Stammzellpatienten unterzogen sich 15 Patienten nach durchschnittlich
49 Monaten einer Kardio-CT-Untersuchung.

In der Kontrollgruppe lagen von 7 der 20 Patienten nach im durchschnittlich 43
Monaten Kardio-CT-Befunde vor.

In beiden Gruppen konnten keine unerwarteten Gewebeveranderungen, wie
intramyokardiale Kalzifizierungen oder Tumorbildungen, in der Region der

Stammzellinjektion festgestellt werden.

3.9 Korrelation

Bei der Korrelationsanalyse ergab sich zwischen den Parametern der Herzleistung
und der Herzdimensionen zum Zeitpunkt des Langzeit-Follow-up (in der
Echokardiographie und Kardio-MRT) und den Parameter applizierte Stammzellzahl,
Alter des Patienten, Infarktalter, NYHA praoperativ, Perfusion keine signifikanten

Korrelationen.
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4. Diskussion

Wegen ihrer guten angiogenetischen und anti-apoptotischen Eigenschaften stellen
die Knochenmarkstammzellen eine attraktive Quelle flur die myokardiale
Stammzelltherapie dar. Diese Idee wurde bereits erfolgreich in klinischen Studien
eingesetzt, in denen es haufig zu einer Verbesserung der Herzfunktion kam % 8183,
Heute sind aktuelle Langzeitergebnisse der myokardialen Stammzellbehandlung
notwendig, um die Sicherheit und lang anhaltende funktionelle Vorteile dieser
Therapie zu gewahrleisten und um ein routiniertes, standardisiertes Procedere der
Myokardregenerationstherapie zu entwickeln.

Das alte Dogma, das es sich bei den Herzmuskelzellen um enddifferenzierte
Myozyten handelt ohne Regenerationspotential scheint strittig. Nadal-Ginard et al.
zeigten 2003, dass ein Teil der Kardiomyozyten durch die Rekrutierung von
residenten und zirkulierenden Stammzellen den Zellzyklus wiederaufnehmen und
eine Regeneration des Herzens in einem geringeren Ausmaf maglich ist.®*

Dieser  Reparaturmechanismus  deutet auf ein  viel versprechendes
Stammzelltherapiekonzept nach Myokardinfarkt hin. Ob sich die transplantierten
Stammzellen zu Kardiomyozyten transdifferenzieren wird kontrovers diskutiert. Einig
ist man sich aber, dass es durch die Stammzelltransplantation zu einer
Funktionsverbesserung des Myokards kommen kann. Fraglich ist nur ob dies direkt
durch Transdifferenzierung der Zellen geschieht oder indirekt durch eine
Neovaskularisation.

Uber die Sicherheit der myokardialen Stammzelltherapie ist bisher wenig bekannt,
vor allem im Langzeitverlauf. Bislang galten adulte Stammzellen bezlglich der
Tumorentstehung als risikoarm im Gegensatz zu den embryonalen Stammzellen.
Inzwischen konnte aber gezeigt werden, dass auch adulte Stammzellen unter
bestimmten Bedingungen eine Tumorbildung auslésen koénnen.®* Houghton et al.
konnten 2004 nachweisen, dass eine chronische Infektion von Mauseméagen mit
einem tumorverursachendem Bakterium (Helicobacter felis) zu einer durch die
kdrpereigenen Knochenmarkstammzellen verursachten Tumorbildung kam.® Tumor-
und Stammzellen besitzen groRe Ahnlichkeit. Ihr Wachstum wird Uber &hnliche
Signalwege gesteuert und genetische wie auch epigenetische Veranderungen

kénnen aus einer Stammzelle eine Tumorzelle entstehen lassen.” 88 8% 90
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In den bisher durchgeflihrten klinischen Studien konnte kein erhéhtes Neoplasierisiko
durch die Stammzelltherapie festgestellt werden.

Weiterhin wurde auch ein erhéhtes arrhythmogenes Potential vor allem bei der
Therapie mit Skelettmyoblasten beobachtet, da es nicht zu einer elektromechanichen
Kopplung zwischen den transplantierten und den residenten Zellen kam.?® ?” In
Therapiestudien die hamatopoetische oder mesenchymale Stammzellen
transplantierten konnte bisher kein vermehrtes Auftreten von Arrhythmien und auch
Neoplasien nachgewiesen werden.®"2 Bei den in diesen Metaanalysen untersuchten
Studien handelt es sich aber lediglich um Kurzzeitdaten von im Mittel 6 bis 18
Monate postoperativ. Bisher fehlten entsprechende Langzeitverlaufsdaten, um die
Auswirkung der Stammzelltherapie bezuglich der langfristigen Sicherheit zu
beurteilen. Eine definitive Aussage Uber das Auftreten moglicher spaterer

Komplikationen ist zurzeit nicht méglich.

4.1 Ergebnisse

Die fihrenden Langzeitergebnisse dieser Studie zur myokardialen Regeneration

nach Herzinfarkt mittels intramyokardialer Stammzelltransplantation lauten:

* Intramyokardiale autologe Transplantation von CD 133"
Knochenmarksstammzellen in  Verbindung mit  einer  koronaren
Bypassoperation ist machbar, sicher und zeigt exzellentes Langzeitiiberleben

und Sicherheit in unseren Nachuntersuchungsergebnissen bis zu 5 Jahren.

= Trotz limitierter Patientenbeteiligung bei den Nachuntersuchungen beziiglich
der Myokardleistung verschlechterte sich die Herzleistung im Vergleich zu
praoperativ nicht und war in der Stammzellgruppe hdéher als in der

Kontrollgruppe.

= Die Perfusion der Infarktregion war nach im Mittel 36 Monaten in der
Stammzellgruppe signifikant héher im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dartber
hinaus konnte eine weitere Zunahme der Perfusion innerhalb der

Stammzellgruppe beobachtet werden im Vergleich zum 12-Monats-Follow-up.
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4.1.1 Lebensqualitat und Adverse Events

Die guten Langzeitergebnisse beziiglich des Uberlebens und der Adverse Events in
der Stammzellgruppe bestdtigen die Sicherheit der Strategie und Technik in der
intramyokardialen Stammzelltransplantation mit CD 133" Knochenmarkstammzellen
in einer Dosis von bis zu 10 x 10° Zellen.

Es konnten keine definitiven Adverse Events in der Stammzellgruppe aufgezeigt
werden. Lediglich ein Patient erlitt 11 Monate nach der Transplantation eine
Endokarditis, bei der eine bakterielle Infektion als Ursache nachgewiesen werden
konnte. Aufgrund des zeitlichen Verlaufs (11 Monate nach Operation) und des
mikrobiologischen Nachweises einer Streptokokkeninfektion bei nachgewiesener
Keimfreiheit der Stammzellsuspension war kein direkter Zusammenhang mit der
Stammzelltransplantation auszuschlieRen. Ein pradisponierender Faktor fiir eine
bakterielle Endokarditis (z.B. Angina tonsillaris, Schrittmacherimplantation etc.)
konnte ebenfalls nicht ermittelt werden.

Des Weiteren verstarb ein Patient 6 Jahre (73 Monate) nach der
Stammzelltransplantation. Die Klinikeinweisung erfolgte aufgrund einer Panzytopenie
unklarer Genese. Zytomorphologisch zeigte sich bei der Knochenmarkpunktion ein
hypoplastisches Mark was am ehesten mit einer aplastischen Anémie vereinbar war.
Ein Anhalt fur eine akute Iymphatische Leukdmie fand sich nicht. Die
DurchfluBzytometrie und die Zytogenetik erbrachten keinen Anhalt fir eine maligne
Grunderkrankung. Die direkte Todesursache war eine bakterielle pulmonale
Infektion, die sich aufgrund der ausgepragten Neutropenie auch durch eine
antibiotische Therapie nicht beherrschen liel3. Ein Einfluss der Stammzellen auf die
pathologische Veranderung des Knochenmarks konnte nicht ausgeschlossen
werden. Die Annahme, dass es sich dabei um ein stammzellunabhéngiges
Geschehen handelte, liegt aufgrund des groRen Zeitfensters zwischen
Stammzelltransplantation und Erkrankung nahe.

Ein Stammzellpathologiescreening zum Ausschluss von Morphologieverdanderungen
(okkulte Knochenmarkerkrankungen) vor der Transplantation ist zweifellos von
Bedeutung aber in der Klinik nur bei einer Verdachtsdiagnose praktisch umsetzbar.
Eine Analyse des peripheren Blutes und ein anamnestischer Ausschluss von
Knochenmarkerkrankungen wurden in dieser Studie bei jedem Patienten prdoperativ
durchgefuhrt.
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Bei keinem der eingeschlossenen Patienten fand sich eine vorbestehende
Knochenmarkerkrankung, weder in der Anamnese noch bei der Blutuntersuchung.
Mdgliche beschriebene Nebeneffekte der Behandlung wie Gewebeveranderungen,
Tumorbildungen oder Kalzifizierungen im Injektionsgebiet wurden in den Kardio-CT
und MRT-Untersuchungen nicht beobachtet.?® 7% &

Weiterhin traten keine relevanten malignen oder anhaltenden ventrikuldren
Arrhythmien im Langzeitverlauf in beiden Gruppen auf. In der Langzeitbetrachtung
der Lown-Klassifikation gab es keine signifikanten Veranderungen zur préoperativen
Lown-Klasse. Bei den wahrend des Krankenhausaufenthaltes aufgetretenen VHF’s
handelte es sich um typische Nebenwirkungen der Bypassoperation, die reversibel
waren. Bis zu 40% der Patienten die sich jahrlich einer ACVB-Operation unterziehen
entwickeln in der postoperativen Krankenhausphase ein Vorhoffimmern oder
Vorhofflattern.®* ° Lebensbedrohliche ventrikulare Arrhythmien traten zu keinem
Zeitpunkt der Nachbetrachtung auf.

Zur Beurteilung der Leistungsfahigkeit wurde ein Vergleich der pra- und
postoperativen NYHA-Klassifikation in beiden Patientengruppen durchgefiihrt, wobei
sich in beiden Gruppen eine signifikante Verbesserung der NYHA-Klasse im
Langzeitverlauf (Stammzellgruppe 42 Monate postoperativ, Kontrollgruppe 39
Monate postoperativ) zeigte. Darliber hinaus schatzten die Patienten ihre subjektive
Lebensqualitdt mit Hilfe des MLHFQ ein. Die MLHFQ-Gesamtpunktzahl der
stammzellbehandelten Patienten deutete auf einen besseren klinischen Verlauf
bezuglich der Herzfunktion und der Lebensqualitat im Vergleich zur Kontrollgruppe
hin. Somit war es erstmals mdglich den Therapieverlauf nicht nur anhand von
Funktionsdaten sondern auch mittels der Einbeziehung der gesundheitsbezogenen
Lebensqualitat des Patienten zu bewerten. Die hdhere MLHFQ-Gesamtpunktzahl der
Stammzellpatienten gegentber den Kontrollpatienten erwies sich statistisch aber als
nicht signifikant was vermutlich auf die geringe Zahl an Patienten zurtckzufuhren ist.
Fur die geplante Phase 3 der Studie wird eine préoperative Analyse der
Lebensqualitédt mittels des MLHFQ beabsichtigt. Somit ist nicht nur ein Vergleich
zwischen den Gruppen zu einem Zeitpunkt méglich, sondern es kann auch eine
Verlaufsbetrachtung der Lebensqualitdt der einzelnen Patienten erfolgen. Des
Weiteren wird sich durch die grélere Anzahl an Patienten eine signifikante

statistische Aussage erhofft.
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4.1.2 Funktionelle Ergebnisse

In der Langzeitbetrachtung schlossen wir ebenfalls noch einmal die 6-Monats-Daten
unserer beobachteten Patienten in die Analyse mit ein und konnten eine signifikante
Verbesserung der LVEF zu diesem Zeitpunkt bestatigen.?’ Zu den spateren Follow-
up-Untersuchungen war die LVEF in der Stammzellgruppe stets héher als in der
Kontrollgruppe. Hierbei handelte es sich aber nicht um einen statistisch signifikanten
Unterschied, was wahrscheinlich ebenfalls auf die kleiner gewordene Patientenzahl
zurUckzufUhren war.

Der LVEDD hat sich nicht statistisch signifikant verédndert wahrend des Langzeit-
Follow-up. Ebenso gab es keine signifikante Verbesserung des LVEDV in der
Stammzellgruppe bis zur Beendigung der Follow-up-Untersuchungen, aber
interessanterweise zeigte das LVEDV in der Kontrollgruppe eine statistisch
signifikante Erhéhung in der echokardiographischen Langzeit-Nachuntersuchung.
Fur diese Zunahme der LVEDV Uber den praoperativen Wert hinaus in der
Kontrollgruppe konnten wir bisher keine Ursache feststellen.

Trotz der kleinen Anzahl an Patienten, die an den Langzeit-Nachuntersuchungen teil-
nahmen, lassen diese Beobachtungen eine begilinstigende Rolle der Stammzellen
bei der Behandlung der chronisch ischdmischen Herzkrankheit erkennen. Diese
Ergebnisse wurden bestétigt durch die LVEF-Messung mittels Kardio-MRT. Bei
dieser Untersuchung ergab sich eine héhere mittlere LVEF in der Stammzellgruppe
als in der Kontrollgruppe im Langzeit-Follow-up.

Zusatzlich waren der LVEDV-Index und der LVESV-Index in der Stammzellgruppe
signifikant geringer im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dieser Aspekt verdeutlicht
ebenfalls die beglnstigende Rolle der Stammzelltherapie bezlglich des
.,Remodeling“ durch das ischdmische Myokard.

Insgesamt weisen die Echokardiographie- und MRT-Ergebnisse auf eine bessere
linksventrikulédre Herzfunktion und verbesserte Herzdimensionen 42 Monate nach
Stammzellbehandlung hin.

Es ist vorstellbar, dass der funktionelle Vorteil in der Stammzellgruppe im
Zusammenhang steht mit der signifikanten Verbesserung des szintigraphisch
nachgewiesenen Myokard-Perfusionsscores in der Infarktzone im Vergleich zur

Kontrollgruppe.
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Die schon in den Kurzzeitergebnissen beschriebene signifikante
Perfusionsverbesserung konnte in der Langzeitbetrachtung ebenfalls bestatigt
werden. In einem Zeitraum von bis zu 36 Monaten postoperativ kam es gegeniber
den 12 Monatsergebnissen zu einem weiteren Anstieg des Perfusionsscores in der
Stammzellgruppe. In der Kontrollgruppe konnte keine Perfusionsverbesserung
beobachtet werden, sondern der Perfusionsscore lag noch tiefer im Vergleich zum

12-Monats-Follow-up.

4.2 Vergleich mit internationalen Studien

Tse und Kollegen arbeiten an einer Studie, die sich mit einer alternativen
Stammzellapplikation beschaftigt, bei der ebenfalls intramyokardial injiziert wird.*
Diese Gruppe berichtete Uber Ihre Langzeitergebnisse bei der katheterbasierten
autologen Transplantation von mononukledren Knochenmarkzellen in 12 Patienten.
Bei ihnen war die injizierte Zahl von CD34" -Zellen erheblich geringer als in der
Rostocker Studie. In dieser Studie gab es gleichfalls keine Tumorentstehungen,
Kalzifizierungen oder Bildung neuer Narben im Bereich der Injektionsregion. Die
Wissenschaftler beobachteten keine neu entstandenen ventrikuldren Arrhythmien.
Bei diesen Patienten war die LVEF relativ normal mit 60 £+ 10% im Vergleich zu
unseren Patienten, die eine mittlere praoperative LVEF von 40,7 £ 7 % hatten. Dies
kénnte ein Grund fiir die ausgebliebene signifikante LVEF-Verbesserung sein.

Patel et al. demonstrierten vergleichbare Kurzzeitergebnisse in einer randomisierten
Studie von 20 Patienten mit einer intramyokardialen Injektion autologer CD34"
Knochenmarkstammzellen in Verbindung mit einer Bypassoperation. Es konnte eine
signifikante Verbesserung der LVEF um 16,7 % in der Stammzellgruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Steigerung um 6,5 %) nach 6 Monaten beobachtet werden.??
Weiterhin wurden bei katheterbasierten intramyokardialen Injektionen von
mononukledren Knochenmarkzellen durch Perin et al.*® und Fuchs et al.®” ebenfalls
deutliche Verbesserungen der linksventrikulédren Funktion bei chronisch ischdmischer
Herzkrankheit beobachtet, zum Teil auch im Langzeit-Follow-up.

Uber einige der transkoronaren Infusionsmethoden des Knochenmarks oder
zirkulierender Progenitorzellen des Blutes wurde berichtet, dass sie einen

funktionellen Vorteil bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt haben.?®

75



4. Diskussion

Die 1-Jahres- Ergebnisse der TOPCARE-AMI Pilotstudie bestatigen die Sicherheit
und einen positiven Effekt auf das linksventrikulare Remodeling durch die
Stammzelltherapie.  Eine andere kontrollierte, randomisierte Studie zeigte im
Kurzzeit-Follow-up bei Patienten mit chronisch ischamischer Herzkrankheit nach
Myokardinfarkt eine moderate Verbesserung der linksventrikuldren Funktion nach
intrakoronarer Applikation von Knochenmarkstammzellen.®

Bartunek et al. prasentierte im 4-Monats-Follow-up ebenfalls eine verbesserte
linksventrikuldre Funktion und eine gesteigerte Myokardperfusion nach intrakoronarer
Applikation von angereicherten CD 133+ Progenitorzellen. Trotz der
nachgewiesenen funktionellen Verbesserung war die Behandlung mit einer
gesteigerten Inzidenz von koronaren Ereignissen in der Stammzellgruppe
verbunden.'®

In einer kirzlich durchgefuihrten Metaanalyse von Knochenmarkstammzellstudien
berichteten Abdel-Latif et al. von der Sicherheit der eingeschlossenen Studien nach
einer mittleren Follow-up-Zeit von 18 Monaten.?” Die Studien, die in dieser Analyse
beriicksichtigt wurden, beschéftigen sich Uberwiegend mit der intrakoronaren
Stammzellapplikation (15 von 18 Studien). In der statistischen Analyse der
Knochenmarkstammzelltransplantation ergab sich eine Steigerung der LVEF um 3,66
% (95 % CI, 1,93 % auf 5,40 %), wahrend sich die Narbengrée moderat und das
linksventrikulare endsystolische Volumen deutlich verbesserte, aber in einer
erheblich geringeren mittleren Follow-up-Zeit von 4 Monaten (3-18 Monate).

Einige Studien, die eine mittlere Follow-up-Zeit von 18 Monaten erreichten, konnten
keine Verbesserung in der LVEF zeigen. Bei ihnen gab es ebenfalls eine fehlende
Einheitlichkeit der verwendeten Stammzelltypen und der Indikationen fir eine
Stammzelltherapie, z.B. akute und chronische Ischamie. Deshalb scheint es sehr
schwierig zu sein, aus dieser Analyse ein Fazit zu ziehen, bis auf die nachgewiesene

Sicherheit im Kurzzeit-Follow-up und die moderate funktionelle Verbesserung.
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4.3 Kritische Betrachtung der Studie

Die vorliegende Rostocker Studie zur myokardialen Regeneration nach Herzinfarkt
birgt verschiedene Diskussionsansatze beziiglich ihrer Durchfihrung in sich. Einer
der gréBten Kritikpunkte ist die fehlende Injektion eines Placebos (NaCl, denaturierte
Proteine) in das Infarktrandgebiet des Myokards der Kontrollpatienten, welche zum
Studienbeginn 2001 nicht umsetzbar war. Somit kénnen eventuelle Nebeneffekte auf
die Angiogenese wie lokale Entzindungsreaktionen nach dem Injektionsreiz nicht
ausgeschlossen werden. Eine durch die Placebogabe machbare doppelte
Verblindung der Studie wirde weiterhin psychologische Effekte minimieren.

Ein zweiter wichtiger Kritikpunkt ist die bislang nicht mogliche histologische
Aufarbeitung des stammzelltransplantierten Myokards, um den Verbleib der
Stammzellen zu verfolgen. Hierflir ware ein ethisch nicht vertretbarer zuséatzlicher
Eingriff (Herzmuskelbiopsie) mit einem erhdhten gesundheitlichen Risiko fir den
Patienten notwendig.

Aulerdem misste fur eine Identifikation der Stammzellen im histologischen Praparat
eine Markierung der injizierten Zellen vor der Applikation erfolgen.

Die Wahl der zu verwendenden Stammzellpopulation fur die Transplantation fiel auf
die bereits gut untersuchten CD133+ Knochenmarkprogenitorzellen. Hierbei wurde
ein hoher Reinheitsgrad angestrebt, um madgliche proinflammatorische Nebeneffekte
mononukledrer Zellen zu vermeiden. In der Phase 1 erfolgte eine langsame
Steigerung der Zellzahl, um eventuelle Nebenwirkungen der Stammzellen rechtzeitig
zu erfassen. In der Phase 2 gelang es, weitaus héhere Zellzahlen zu gewinnen und
aufzureinigen, die dann transplantiert wurden, um eine Dosis-Wirkung-Beziehung
ableiten zu kénnen. Hierbei war die Verlagerung der Zellgewinnung und Aufbereitung
in den OP ein wesentlicher Fortschritt. Zum einen wurde so das Zeitfenster zwischen
Zellgewinnung und Injektion minimiert und zum anderen der Aufwand reduziert. Eine
Lagerung der Zellen uber Nacht im Labor entfiel, so dass auch das
Kontaminationsrisiko und die Gefahr des Funktionsverlustes der Zellen geringer
waren. Des Weiteren blieb den Patienten eine schmerzhafte Punktion in
Lokalanasthesie erspart, da sie sich zum Zeitpunkt der Punktion im OP bereits in

Vollnarkose befanden.
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4. Diskussion

In Zukunft sollten wesentlich héhere Zellzahlen bei der Isolierung angestrebt werden,
um festzustellen ob eine gréRere injizierte Stammzellzahl mit einem deutlichen
Anstieg der linksventrikuldren Ejektionsfraktion korreliert.

Gleichzeitig ist damit aber auch ein erhéhtes Risiko fir moégliche neu auftretende
Nebenwirkungen verbunden, auf die verstarkt geachtet werden muss und eine enge
Uberwachung und Dokumentation erfordern.

Um einem internationalen Vergleich der Studie standhalten zu kénnen, wurde im
Verlauf der Phase 2 zuséatzlich zur Echokardiographie die MRT-Untersuchung des
Herzens eingefihrt. Diese hat sich inzwischen als Standarduntersuchung v.a. in
Bezug auf die Bestimmung der linksventrikuldren Ejektionsfraktion etabliert und ist
der Echokardiographie diesbeziglich tiberlegen. Durch die nachtrégliche Einflihrung
des Kardio-MRT erhielten nicht alle Studienpatienten eine préoperative MRT-
Untersuchung. Ein Vergleich zwischen praoperativen und postoperativen MRT-
Ergebnissen war somit nicht méglich.

Um vorbestehende okkulte Knochenmarkerkrankungen vor dem Studieneinschluss
der Patienten feststellen zu kénnen, sind zytomorphologische und zytogenetische
Untersuchung des Knochenmarks notwendig. Diese sind mit einem hohen Aufwand
sowohl organisatorisch als auch finanziell verbunden. Im Rahmen der Studie stellt
dies haufig ein praktisches Problem dar und ist daher nur begrenzt umsetzbar.
Patienten, bei denen das Knochenmark vorgeschéadigt ist haben somit ein héheres
Risiko an Nebenwirkungen zu erkranken bzw. die Funktionsfahigkeit der
Stammzellen ist eingeschrankt oder sogar aufgehoben. Eine Analyse des peripheren
Blutes und ein anamnestischer Ausschluss von Knochenmarkerkrankungen wurden
in dieser Studie bei jedem Patienten préaoperativ durchgefihrt.

Ein grol3es Problem bei der Langzeituntersuchung von 4-5 Jahre stellte die Abnahme
der Teilnehmerzahl bei den Nachuntersuchungen und somit die Aussagekraft der
Ergebnisse dar. Zum einen sank mit zunehmendem Lebensalter und einsetzender
Multimorbiditat die Compliance der Studienpatienten beziiglich der Teilnahme an den
Follow-up-Untersuchungen, zum anderen sind einige Patienten im Studienverlauf
verstorben. Diese Bedingungen filhrten zu den kleinen Patientenzahlen bei den
Langzeitnachuntersuchungen, wodurch statistische Signifikanzen schwer zu
erreichen waren. Daher ist es flr nachfolgende Studien, vor allem mit dem Anspruch
einer Langzeitbetrachtung, von gréfter Bedeutung, mdglichst viele Patienten im

Rahmen einer Multicenterstudie einzuschlieRen.
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4. Diskussion

Fehlende deutliche Effekte der Stammzelltransplantation kénnen auch auf eine
sogenannte Stammzellalterung zuriickzufiihren sein. Es gibt zunehmend Hinweise,
dass die Funktion adulter Stammzellen im Laufe der Alterung abnimmit.

Die dafur verantwortlichen molekularen Mechanismen sind derzeit noch wenig
bekannt. Es konnte nachgewiesen werden, dass Telomerverkirzungen den Erhalt
und die Funktion von adulten Stammzellen begrenzen und damit den Erhalt und die
Regenerationsfahigkeit von Organen im Rahmen der Alterung limitieren.’®" Arbeiten
von Rudolphs et al. haben gezeigt, dass Telomerverkirzungen zu Verédnderungen in
der Stammzellnische und im Environment von Stammzellen fuhren, wodurch das
Anwachsen von transplantierten Stammzellen gestért wird. Ein Verstandnis der
altersabhangigen Veranderungen der Stammzellnische bietet die Chance, diese
Verénderungen therapeutisch anzugehen und effetive Zelltherapien kinftig mdglich

zu machen.'%% 103
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5. Zusammenfassung

Nach einem Myokardinfarkt kommt es im Bereich des Ischamiegebietes zur
Ausbildung einer Infarktnarbe. Der Ventrikel beginnt sich im Bereich der Narbe zu
dehnen und auszudiinnen und es kommt zur Infarktexpansion. Im Verlauf setzt sich
dieses Remodeling auch im nichtinfarzierten Myokard fort. Trotz moderner
medikamentdser und interventioneller Therapie steigt das Risiko fur die Ausbildung
einer chronischen Herzinsuffizienz durch das Remodeling stark an. Die
Stammzelltherapie soll durch den Ersatz von Kardiomyozyten und Erzeugung einer
Neovaskularisation die linksventrikuldre Herzfunktion dauerhaft verbessern. Bisher
sind kaum Langzeitergebnisse bekannt die auf eine andauernde Verbesserung der
Herzfunktion schlielRen lassen und vor allem die Sicherheit der Patienten bestétigen.
In der vorliegenden Arbeit konnte eine dauerhafte Verbesserung der Herzfunktion bei
Patienten mit einer myokardialen Stammzelltransplantation im Vergleich zur
Kontrollgruppe und zu préaoperativ nachgewiesen werden.

Nach 6 Monaten stieg die LVEF in der Stammzellgruppe im Vergleich zu praoperativ
um 8,1 % signifikant an. Nach 42 Monaten war die LVEF immer noch hdher als
préoperativ, aber eine signifikante Verbesserung konnte aufgrund der geringen
Patientenzahl im Langzeit-Follow-up nicht nachgewiesen werden. Die
Perfusionsergebnisse zeigten trotz sinkender Teilnahme der Patienten an den
Nachuntersuchungen eine sich weiter signifikant verbessernde Durchblutung in der
Infarktrandregion bis zu 42 Monate postoperativ. Unsere Langzeit-Follow-up
Ergebnisse bestatigen auRerdem die Sicherheit der intramyokardialen Stammzellbe-
handlung bei chronischer myokardialer Ischémie bis zu 5 Jahre nach der Operation.
Wir betrachten diese Daten als einen weiteren positiven Impuls die gegenwartigen
Stammzelltherapien am Herzen weiter zu optimieren, um funktionelle oder klinische
Vorteile  fur den  Patienten zu erreichen. Um die myokardiale
Knochenmarkstammzelltransplantation als begleitende Therapie im Management der
chronisch ischédmischen Herzkrankheit durchzusetzen, sind weitere klinische und
funktionelle Langzeitergebnisse aus doppelblinden, kontrollierten, randomisierten,
prospektiven Phase llI-Studien erforderlich. Trotzdem sind wir zuversichtlich, dass
der positive Trend der linksventrikuldren Funktion und der Lebensqualitat
ernstzunehmenden und andauernden Vorteil fur die stammzellbehandelten Patienten

widerspiegelt.

80



6. Literaturverzeichnis

6. Literaturverzeichnis

1

Deutsches Statistisches Bundesamt (2008): Sterbefélle insgesamt 2007 nach
den 10 haufigsten Todesursachen der International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems (ICD-10).
www.destatis.de/jetspeed/Portal/cms/Sites/destatis/Internet/DE/Content/Statis-
tiken/Gesundheit/Todesursachen/Tabellen/Content75/Sterbeféllelnsgesamt.ps
ml (15.07.2009, 09:23 Uhr).

Selwyn AP, Braunwald E. Ischemic heart disease. Harrison’s principles of
internal medicine 2005; 16:1434-1444.

Baer, Rosenkranz: Koronare Herzkrankheit und akutes Koronarsyndrom
(S.19). In: Erdmann E: Klinische Kardiologie — Krankheiten des Herzens, des
Kreislaufs und der herznahen GefalRe. 7. Aufl. Springer Verlag, Heidelberg
(2009).

Assmann G, Schulte H, Cullen P: New and classical risk factors — the Minster
heart study (PROCAM). Eur J Med Res 1997;2(6):237—42.

Lip GYH, Ray KK, Shiu MF. Coronary spasm in acute myocardial infarction.
Heart 1998; 80:197-199.

Forth W, Henschler D, Rummel W, Férstermann U, Starke K (Hrsg.):
Allgemeine und spezielle Pharmakologie und Toxikologie, 8. Auflage, Urban &

Fischer, Minchen-Jena 2001.

Hoppe UC, Bohm M, Dietz R, Hanrath P, Kroemer HK, Osterspey A, Schmaltz
AA, Erdmann E, in Zusammenarbeit mit der Arzneimittelkommission der
Deutschen Arzteschaft. Leitlinien zur Therapie der chronischen
Herzinsuffizienz. Z Kardiol 2005; 94:488-509.




6. Literaturverzeichnis

10

11

12

13

14

15

Donner-Banzhoff N, Held K, Laufs U, Trappe HJ, Werdan K, Zerkowski HR.
Nationale Versorgungsleitlinie chronische KHK. Version 1.8, 2008.
www.leitlinien.net (24.01.2009, 18:35 Uhr).

Scandinavian Simvastatin Survival Study Group. Randomised trial of
cholesterol lowering in 4444 patients with coronary heart disease: the
scandinavian simvastatin survival study (4S). Lancet 1994; 344(8934):1383-
1389.

Yusuf S, Sleight P, Pogue J, Bosch J, Davies R, Dagenais. Effects of an
angiotensin-converting-enzyme inhibitor, ramipril, on cardiovascular events in
highrisk patients. The Heart Outcomes Prevention Evaluation Study
Investigators. N Engl J Med 2000; 342(3):145-153.

Swynghedauw B. Molecular mechanisms of myocardial remodeling. Physiol
Rev 1999; 79:215-62.

Hutchins G, Bulkley BH. Infarct expansion versus extension: two different
complications of acute myocardial infarction. Am J Cardiol 1978; 41(7):1127-
32.

Pfeffer M, Braunwald E. Ventricular remodeling after myocardial infarction.
Experimental observations and clinical implications. Circulation 1990; 81(4):
1161-72.

Schuster E, Bulkley B. Expansion of transmural myocardial infarction: a

pathophysiologic factor in cardiac rupture. Circulation 1979; 60(7):1532-8.

Erlebacher J, Weiss JL, Eaton LW, Kallman C, Weisfeldt ML, Bulkley BH. Late
effects of acute infarct dilation on heart size: a two dimensional
echocardiographic study. Am J Cardiol 1982; 49(5):1120-6.

Xl



6. Literaturverzeichnis

16

17

18

19

20

21

22

23

Jugdutt B, Michorowski BL. Role of infarct expansion in rupture of the
ventricular septum after acute myocardial infarction: a two-dimensional
echocardiographic study. Clin Cardiol 1987; 10(11):641-52.

Bogen D, Rabinowitz SA, Needleman A, McMahon TA, Abelmann WH. An
analysis of the mechanical disadvantage of myocardial infarction in the canine
left ventricle. Circ Res 1980; 47(5):728-41.

Anversa P, Kajstura J. Ventricular myocytes are not terminally differentiated in
adult mammalian heart. Circ Res 1998; 83:1-14.

Beltrami AP, Barlucchi L, Torella D, Baker M, Limana F, Chimenti S, Kasahara
H, Rota M, Musso E, Urbanek K, Leri A, Kajstura J, Nadal-Ginard B, Anversa
P. Adult cardiac stem cells are multipotent and support myocardial
regeneration. Cell 2003; 114:763-776.

Marelli D, Desrosiers C, el-Alfy M, Kao RL, Chiu RC. Cell transplantation for
myocardial repair: an experimental approach. Cell Transplant 1992; 1(6):383-
90.

Chiu RC, Zibaitis A, Kao RL. Cellular cardiomyoplasty: myocardial
regeneration with satellite cell implantation. Ann Thorac Surg 1995; 60(1):12-
8.

Koh GY, Klug MG, Soonpaa MH, Field LJ. Differentiation and long-term
survival of C2C12 myoblast grafts in heart. J Clin Invest 1993; 92(3):1548-54.

Taylor DA, Atkins BZ, Hungspreugs P, Jones TR, Reedy MC, Hutcheson KA,
Glower DD, Kraus WE. Regenerating functional myocardium: improved
performance after skeletal myoblast transplantation. Nat Med 1998; 4(8):929-
33.

Xl



6. Literaturverzeichnis

24

25

26

27

28

29

30

31

Murry CE, Wiseman RW, Schwartz SM, Hauschka SD. Skeletal myoblast
transplantation for repair of myocardial necrosis. J Clin Invest 1996; 98:2512-
2523.

Menasche P, Hagege AA, Scorsin M, Pouzet B, Desnos M, Duboc D,
Schwartz K, Vilquin JT, Marolleau JP. Myoblast transplantation for heart
failure. Lancet 2001; 357:279-280.

Reinecke H, MacDonald GH, Hauschka SD, Murry CE. Electromechanical
coupling between skeletal and cardiac muscle. Implications for infarct repair. J
Cell Biol 2000; 149(3):21-8.

Leobon B, Garcin |, Menasche P, Vilquin JT, Audinat E, Charpak S. Myoblasts
transplanted into rat infracted myocardium are functionally isolated from their
host. Proc Natl Acad Sci USA 2003; 100:7808-7811.

Hirschi KK, Goodell MA. Hematopoietic, vascular and cardiac fates of bone
marrow-derived stem cells. Gene Ther 2002; 9:648-652.

Jackson KA, Majka SM, Wang H, Pocius J, Hartley CJ, Majesky MW, Entman
ML, Michael LH, Hirschi KK, Goodell MA. Regeneration of ischemic cardiac
muscle and vascular endothelium by adult stem cells. J Clin Invest 2001;
107:1395-1402.

Ferrari G, Cusella-De Angelis G, Coletta M, Paolucci E, Stornaiuolo A, Cossu
G, Mavilio F. Muscle regeneration by bone marrow-derived myogenic
progenitors. Science 1998; 279(5356):1528-30.

Orlic D, Kajstura J, Chimenti S, Jakoniuk I, Anderson SM, Li B, Pickel J,
McKay R, Nadal-Ginard B, Bodine DM, Leri A, Anversa P. Bone marrow cells
regenerate infarcted myocardium. Nature 2001; 410(6829):701-5.

Xl



6. Literaturverzeichnis

32

33

34

35

36

37

38

39

Kocher AA, Schuster MD, Szabolcs MJ, Takuma S, Burkhoff D, Wang J,
Homma S, Edwards NM, Itescu S. Neovascularization of ischemic
myocardium by human bone-marrow-derived angioblasts prevents
cardiomyocyte apoptosis, reduces remodeling and improves cardiac function.
Nat Med 2001; 7(4):430-6.

Kawamoto A, Tkebuchava T, Yamaguchi J, Nishimura H, Yoon YS, Milliken C,
Uchida S, Masuo O, lwaguro H, Ma H, Hanley A, Silver M, Kearney M,
Losordo DW, Isner JM, Asahara T. Intramyocardial transplantation of
autologous endothelial progenitor cells for therapeutic neovaskularization of
myocardial ischemia. Circulation 2003; 107:461-468.

Yeh ET, Zhang S, Wu HD, Korbling M, Willerson JT, Estrov Z.
Transdifferentiation of human peripheral cells, and smooth muscle cells in
vivo. Circulation 2003; 108:2070-2073.

Leri A, Kajstura J, Anversa P. Cardiac stem cells and mechanisms of
myocardial regeneration. Physiol Rev 2005; 85(4):1373-416.

Asahara T, Murohara T, Sullivan A, Silver M, Van der Zee R, Li T,
Witzenbichler B, Schatteman G, Isner JM. Isolation of putative progenitor

endothelial cells for angiogenesis. Science 1997; 275:964-7.

Folkman J. Therapeutic angiogenesis in ischemic limbs. Circulation 1998;
97:108-10.

Kalka C, Masuda H, Takahashi T. Transplantation of ex vivo expanded
endothelial progenitor cells for therapeutic neovascularization. Proc Natl Acad
Sci USA 2000; 97:3422-7.

Takahashi T, Kalka C, Masuda H. Ischemia-and cytokine-induced mobilization
of bone marrow-derived endothelial progenitor cells for neovascularization.
Nat Med 1999; 5:434-8.

XV



6. Literaturverzeichnis

40

41

42

43

44

45

46

47

Pittenger M, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK, Douglas R, Mosca JD,
Moorman MA, Simonetti DW, Craig S, Marshak DR. Multilineage potential of

adult human mesenchymal stem cells. Science 1999; 284:143-7.

Makino S, Fukuda K, Miyoshi S, Konishi F, Kodama H, Pan J, Sano M,
Takahashi T, Hori S, Abe H, Hata J, Umezawa A, Ogawa S. Cardiomyocytes
can be generated from marrow stromal cells in vitro. J Clin Invest 1999;
103(5):697-705.

Schuleri KH, Boyle AJ, Hare JM. Mesenchymal stem cells for cardiac
regenerative therapy. Handb Exp Pharmacol 2007; 180:195-218.

Vieyra DS, Jackson KA, Goodell MA. Plasticity and tissue regenerative
potential of bone marrow-derived cells. Stem Cell Rev 2005; 1(1):65-9.

Nygren JM, Jovinge S, Breitbach M, Sawén P, Roéll W, Hescheler J, Taneera
J, Fleischmann BK, Jacobsen SE. Bone marrow-derived hematopoietic cells
generate cardiomyocytes at a low frequency through cell fusion, but not
transdifferentiation. Nat Med 2004; 10(5):494-501.

Murry CE, Soonpaa MH, Reinecke H, Nakajima H, Nakajima HO, et al.
Haematopoietic stem cells do not transdifferentiate into cardiac myocytes in
myocardial infarcts. Nature 2004; 428:664-8.

Balsam LB, Wagers AJ, Christensen JL, Kofidis T, Weissman IL, Robbins RC.
Haematopoietic stem cells adopt mature haematopoietic fates in ischaemic
myocardium. Nature 2004; 428:668-73.

Tse HF, Yiu KH, Lau CP. Bone marrow stem cell therapy for myocardial

angiogenesis. Curr Vasc Pharmacol 2007; 5(2):103-12.

XV



6. Literaturverzeichnis

48

49

50

51

52

53

54

Ma N, Ladilov Y, Moebius JM, Ong L, Piechaczek C, David A, Kaminski A,
Choi YA, Li W, Egger D, Stamm C, Steinhoff G. Intramyocardial delivery of
human CD133+ cells in a SCID mouse cryoinjury model: Bone marrow vs.
cord blood-derived cells. Cardiovasc Res 2006; 71(1):158-169.

Goodell, M., Brose K, Paradis G, Conner AS, Mulligan RC. Isolation and
functional properties of murine hematopoietic stem cells that are replicating in
vivo. J Exp Med 1996; 183(4):1797-806.

Dimmeler, S., Zeiher AM, Schneider MD. Unchain my heart: the scientific
foundations of cardiac repair. J Clin Invest 2005; 115(3):572-583.

Ayach BB, Yoshimitsu M, Dawood F, Sun M, Arab S, Chen M, Higuchi K,
Siatskas C, Lee P, Lim H, Zhang J, Cukerman E, Stanfort WL, Medin JA, Liu
PP. Stem cell factor receptor induces progenitor and natural killer cell-
mediated cardiac survival and repair after myocardial infarction. Proc Natl
Acad Sci USA 2006; 103(7):2304-2309.

Stamm C, Westphal B, Kleine HD, Petzsch M, Kittner C, Klinge H,
Schimichen C, Nienaber CA, Freund M, Steinhoff G. Autologous bone-

marrow stem-cell transplantation for myocardial regeneration. Lancet 2003;
361(9351):45-46.

Stamm C, Kleine HD, Westphal B, Petzsch M, Kittner C, Nienaber CA, Freund
M, Steinhoff G. CABG and bone marrow stem cell transplantation after
myocardial infarction. Thorac Cardiovasc Surg 2004; 52(3):152-158.

Nagamine H, Watanabe G, Shiobara S, Takemura H, Arai S, Tomita S. Heart
Surg Forum. Intramyocardial CD34+ cell transplantation combined with off-

pump coronary artery bypass grafting. Heart Surg Forum 2004; 7(4):E285-7.

XVI



6. Literaturverzeichnis

95

56

S7

58

59

60

61

Ahmadi H, Baharvand H, Ashtiani SK, Soleimani M, Sadeghian H, Ardekani
JM, Mehrjerdi NZ, Kouhkan A, Namiri M, Madani-Civi M, Fattahi F, Shahverdi
A, Dizaji AV. Safety analysis and improved cardiac function following local
autologous transplantation of CD133(+) enriched. Curr Neurovasc Res 2007;
4(3):153-160.

Strauer BE, Brehm M, Zeus T, Kdstering M, Hernandez A, Sorg RV, Kdgler G,
Wernet P. Repair of infarcted myocardium by autologous intracoronary
mononuclear bone marrow cell transplantation in humans. Circulation 2002;
106(15):1913-8.

Assmus B, Schéachinger V, Teupe C, Britten M, Lehmann R, Dobert N,
Grunwald F, Aicher A, Urbich C, Martin H, Hoelzer D, Dimmeler S, Zeiher AM.
Transplantation of progenitor cells and regneration enhancement in acute
myocardial infarction (TOPCARE-AMI). Circulation 2002; 106:3009-17.
Laflamme MA, Murry CE. Regenerating the heart. Nat Biotechnol 2005;
23:845-856.

Shintani S, Murohara T, lkeda H Ueno T, Honma T, Katoh A, Sasaki K,
Shimada T, Oike Y, Imaizumi T. Mobilization of endothelial progenitor cells in

patients with acute myocardial infarction. Circulation 2001; 103:2776-2779.

Orlic D, Kajstura J, Chimenti S, Limana F, Jakoniuk I, Quaini F, Nadal-Ginard
B, Bodine DM, Leri A, Anversa P. Mobilized bone marrow cells repair the
infarcted heart, improving function and survival. Proc Natl Acad Sci USA 2001;
98:10344-10349.

Menasche P, Hagege AA, Vilquin JT, Desnos M, Abergel E, Pouzet B, Bel A,
Sarateanu S, Scorsin M, Schwartz K, Bruneval P, Benbunan M, Marolleau JP,
Duboc D. Autologous skeletal myoblast transplantation for severe
postinfarction left ventricular dysfunction. J Am Coll Cardiol 2003; 41:1078-
1083.

XVII



6. Literaturverzeichnis

62

63

64

65

66

67

68

69

Lee RJ, Springer ML, Blanco-Bose WE, Shaw R, Ursell PC, Blau HM. VEGF
gene delivery to myocardium: deleterious effects of unregulated expression.
Circulation 2000; 102:898-901.

Yoon YS, Park JS, Tkebuchava T, Luedeman C, Losordo DW. Unexpected
severe calcification after transplantation of bone marrow cells in acute
myocardial infarction. Circulation 2004; 109:3154-3157.

Breitbach M, Bostani T, Roell W, Xia Y, Dewald O, Nygren JM, Fries JW,
Tiemann K, Bohlen H, Hescheler J, Welz A, Bloch W, Jacobsen SE,
Fleischmann BK. Potential risk of bone marrow cell transplantation into
infarcted hearts. Blood 2007; 110(4):1362-9.

Eberhardt R, S6hngen M. Monitoring und Management klinischer Studien. 3.
Aufl. Editio Cantor Verlag, Aulendorf (2004).

Bundesgesetzblatt Jahrgang 2004 Teil | Nr. 41, Zwélftes Gesetz zur Anderung
des Arzneimittelgesetzes. www.bgblportal.de/BGBL/bgbl1f/bgbl104s2031.pdf
(13.08.2008, 19:35 Uhr).

Weltérztebund (deutsche Version vom Auslandsdienst der
Bundesarztekammer). Handbuch der Deklarationen 2000.
www.biometry.de/Handbuch_Deklarationen_deutsch_2000.pdf Abschnitt 17.C
(13.08.2008, 20:05 Uhr).

Rector TS, Kubo SH, Cohn JN. Patients’ self-assessment of their congestive
heart failure. Part 2: content, reliability and validity of a new measure, the
Minnesota Living with Heart Failure questionnaire. Heart Failure 1987; 198-
209.

Uder M 2007. Was ist das Kardio-CT?
www.idr.med.uni-erlangen.de/untersuchung/kardioct.html. (24.09.2008, 18:45
Uhr).

XVIII



6. Literaturverzeichnis

70

71

72

73

74

75

76

77

78

Knapp WH. Leitlinie zur Myokard-Perfusions-Szintigraphie.
www.nuklearmedizin.de/publikationen/leitlinien/myo_perf szin.php.
(05.10.2008, 16:15 Uhr).

Gugg A (2008). Lebensqualitat in der GefédBmedizin allgemein.
www.gefaesschirurgie.net/fragen/lebensqualiallg.htm (05.01.2009, 17:05 Uhr).

WHO (1993). Definition ,Lebensqualitat”.
www.drnawrocki.de/empfehlung/lebensqualitaet%20.html (06.10.2008, 17:15
Uhr).

Ludwig-Mayerhofer W, Jacob R, Eirmbter WH (2004). Likert Skala. www.Irz-
muenchen.de/~wim/ilm_|5.htm. Definition Likert scale. (19.11.2008, 15.34
Uhr).

Fayers PM, Curran D, Machin D. Incomplete quality of life data in randomized
trials: missing intems. Statistics in Medicine 1998; 17:679-696.

Schaffer JL, Graham JW. Missing data: our view of the state of the art.
Psychological Methods 2002; 7:147-177.

Raghunathan TE, Lepkowski, JM, VanHoewyk J, Solenberger P. A
multivariate technique for multiply imputing missing values using a sequence

of regression models. Survey Methodology 2001; 27:85-95.

Doérschmann M, Rothe A. Definition SAE.
www.imise.uni-leipzig.de/Projekte/eSafetyNet/index.jsp (08.10.2008, 21.13
Uhr).

Kundt G, Krenz H. Epidemiologie und Medizinische Biometrie. Shaker Verlag
Aachen 2006, S. 185.

XIX



6. Literaturverzeichnis

79

80

81

82

83

84

85

86

87

Thomson JA, ltskovitz-Eldor J, Shapiro SS, Waknitz MA, Swiergiel JJ,
Marshall VS, Jones JM. Embryonic stem cell lines derived from human
blastocysts. Science 1998; 282:1145-7.

Krenz H. Statistische Analysen mit SPSS in der Medizin, Band 2: Schliellende
Statistische Analysen. Shaker Verlag 2005, S.108.

Stamm C, Kleine HD, Choi YH, Dunkelmann S, Lauffs JA, Lorenzen B, David
A, Liebold A, Nienaber C, Zurakowski D, Freund M, Steinhoff G.
Intramyocardial delivery of CD133+ bone marrow cells and coronary artery
bypass grafting for chronic ischemic heart disease: safety and efficacy
studies. J Thorac Cardiovasc Surg 2007; 133:717-725.

Tse HF, Kwong YL, Chan JK, Lo G, Ho CL, Lau CP. Angiogenesis in ischemic
myocardium by intramyocardial autologous bone marrow mononuclear cell
implantation. Lancet 2003; 361:47-49.

Patel AN, Geffner L, Vina RF, Saslavsky J, Urschel HC, Kormos R, Benetti F.
Surgical treatment of congestive heart failure with autologous stem cell
transplantation: a prospective randomized study. J Thorac Cardiovasc Surg
2005; 130:1631-1638.

Nadal-Ginard B, Kajstura J, Leri A, Anversa P. Myocyte death, growth and
regeneration in cardiac hypertrophy and failure. Circ Res 2003; 92:139-150.

Clarke M, Becker M. Krebs-sind Stammzellen Schuld? Spektrum der
Wissenschaft 2007; 1:56-63.

Houghton JM, Stoicov C, Nomura S, Rogers AB, Carlson J, Li H, Cai X, Fox
JG, Goldenring JR, Wang TC. Gastric cancer originating from bone marrow-
derived cells. Science 2004; 306(5701):1568-1571.

Al-Hajj M, Clarke MF. Self-renewal and solid tumor stem cells. Oncogene
2004; 23(43):7274-7282.

XX



6. Literaturverzeichnis

88

89

90

91

92

93

94

95

Trounson A. Stem cells, plasticity and cancer - uncomfortable bed fellows.
Development 2004; 131(12): 2763-2768.

Yilmaz OH, Valdez R, Theisen BK, Guo W, Ferquson DO, Wu H, Morrison SJ.
Pten dependence distinguishes haematopoietic stem cells from leukaemia-
initiating cells. Nature 2006; 441(7092):475-82.

Rossi DJ, Weissman IL. Pten, tumorgenesis and stem cell self-renewal. Cell
2006; 125(2):229-231.

Lipinski MJ, Biondi-Zoccai GG, Abbate A, Khianey R, Sheiban |, Bartunek J,
Vanderheyden M, Kim HS, Kang HJ, Strauer BE, Vetrovec GW. Impact of
intracoronary cell therapy on left ventricular function in the setting of acute
myocardial infarction: a collaborative systematic review and meta-analysis of
controlled clinical trials. J Am Coll Cardiol 2007; 50:1761-1767.

Abdel-Latif A, Bolli R, Tleyjeh IM, Montori VM, Perin EC, Hornung CA, Zuba-
Surma EK, Al-Mallah M, Dawn B. Adult bone marrow-derived cells for cardiac
repair: a systematic review and meta-analysis. Arch Intern Med 2007; 167:
989-997.

Fuller JA, Adams GG, Dicomp MS, Buxton B. Atrial fibrillation after coronary
artery bypass grafting-is it a disorder of the elderly? J Thorac Cardiovasc Surg
1989; 97:821-825.

Leitch JW, Thomson D. The importance of age as a predictor of atrial
fibrillation and flutter after coronary artery bypass grafting. J Thorac
Cardiovasc Surg 1990; 100:338-42.

Tse HF, Thambar S, Kwong YL, Rowlings P, Bellamy G, McCrohon J, Bastian
B, Chan JK, Lo G, Ho CL, Lau CP. Safety of catheter-based intramyocardial
autologous bone marrow cells implantation for therapeutic angiogenesis. Am J
Cardiol 2006; 98:60-62.

XXI



6. Literaturverzeichnis

96

97

98

99

100

101

Perin EC, Dohmann HF, Borojevic R, Silva SA, Sousa AL, Mesquita CT, Rossi
MI, Carvalho AC, Dutra HS, Dohmann HJ, Silva GV, Belem L, Vivacqua R,
Rangel FO, Esparcatte R, Geng YJ, Vaughn WK, Assad JA, Mesquita ET,
Willerson JT. Transendocardial, autologous bone marrow cell transplantation
for severe, chronic ischemic heart failure. Circulation 2003; 107:2294-2302.

Fuchs S, Satler LF, Kornowski R, Okubagzi P, Weisz G, Baffour R, Waksman
R, Weissmann NJ, Cerqueira M, Leon MB, Epstein SE. Catheter-based
autologous bone marrow myocardial injection in no-option patients with
advanced coronary artery disease-A feasibility study. J Am Coll Cardiol 2003;
41:1721-1724.

Schachinger V, Assmus B, Britten MB, Honold J, Lehmann R, Teupe C,
Abolmaali ND, Vogl TJ, Hofmann WK, Martin H, Dimmeler S, Zeiher AM.
Transplantation of progenitor cells and regeneration enhancement in acute
myocardial infarction: final one-year results of the TOPCARE-AMI Trial. J Am
Coll Cardiol 2004; 44:1690-1699.

Assmus B, Honold J, Schéachinger V, Britten MB, Fischer-Rasokat U,
Lehmann R, Teupe C, Pistorius K, Martin H, Abolmaali ND, Tonn T, Dimmler
S, Zeiher AM. Transcoronary transplantation of progenitor cells after
myocardial infarction. N Engl J Med 2006; 355:1222-1232.

Bartunek J, Vanderheyden M, Vandekerckhove B, Mansour S, De Bruyne B,
De Bondt P, Van Haute |, Lootens N, Heyndrickx G, Wijns W. Intracoronary
Injection of CD133" enriched bone marrow progenitor cells promotes cardiac
Recovery after recent myocardial infarction: feasibility and safty. Circulation
2005; 112(9):1178-183.

Ju Z, Jiang H, Jaworski M, Rathinam C, Gompf A, Klein C, Trumpp A,
Rudolph KL. Telomere dysfunction induces environmental alterations limiting

hemato- poietic stem cell function and engraftment. Nat Med. 2007; 13:742-7.

XXl



6. Literaturverzeichnis

102 Ju Z, Rudolph KL. Telomere dysfunction and stem cell ageing. Biochimi 2007,
90:24-32.

103 Song Z, Ju Z, Rudolph KL. Cell intrinsic and extrinsic mechanisms of stem

cellaging depend on telomere status. Exp Gerontol. 2008; 44:75-82.

XXII



7. Anhang

7. Anhang

7.1 Thesen

1. Eine chronische Ischdmie im Myokard flihrt zur Ausbildung einer chronischen
Herzinsuffizienz vor allem nach einem Myokardinfarkt, durch die Ausbildung einer

Infarktnarbe und dem daraus resultierendem Remodeling des linken Ventrikels.

2. Die bisherige Therapie aus Arzneimitteln, interventionellen Methoden (PCI) und
ACVB fuhrt bisher nicht zu einer vollstdndigen Regeneration des Myokards im

Infarktbereich und somit nicht zur Verhinderung der chronischen Herzinsuffizienz.

3. Einen neuen Therapieansatz stellt die myokardiale Stammzelltherapie dar. Diese
hat vor allem das Ziel den Folgen eines Myokardinfarkts entgegenzuwirken und
somit Uber einen funktionsféahigen Zellersatz des Narbengewebes und einer

Revaskularisation die linksventrikuldre Funktion zu verbessern.

4. In dieser Studie wurden wahrend einer indizierten koronaren Bypassoperation
mittels einer intramyokardialen Injektion CD133"-Knochenmarkstammzellen ins
Infarktrandgebiet (hibernating Myokard) appliziert. Diese Stammzellen wurden zuvor
aus dem Knochenmarkpunktat des Patienten entnommen und im Reinraumlabor

intraoperativ isoliert.

5. In den Nachuntersuchungen zeigte sich, dass die intramyokardiale Transplantation
von CD 133"-Knochenmarkstammzellen machbar ist. Dariiber hinaus konnte ein
exzellentes Langzeitiberleben und hohe Sicherheit bis zu 5 Jahre postoperativ
verzeichnet werden. Es konnte kein erhdhtes Risiko fir das Auftreten von
Nebenwirkungen wie Kalzifizierungen, Neoplasien, maligne Rhythmusstérungen,

Reinfarkt nachgewiesen werden.

6. Trotz limitierter Patientenbeteiligung bei den Nachuntersuchungen nach 42
Monaten zeigte sich in den stammzellbehandelten Patienten keine Verschlechterung

der Herzleistung (LVEF) im Vergleich zu praoperativ.
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Verglichen mit den nicht stammzellbehandelten Patienten ist die LVEF im Mittel

héher aber statistisch nicht signifikant.

7. Die Echokardiographieergebnisse zeigten 42 Monate nach der Transplantation
bezlglich der Herzdimension (LVEDD, LVEDV) keine signifikante Verschlechterung
in der Stammzellgruppe. Dagegen kam es in der Kontrollgruppe zu einer
signifikanten Zunahme des LVEDV 39 Monate nach der Transplantation tGber das
praoperative LVEDV hinaus.

8. Der LVEDV-Index und der LVESV-Index im MRT waren in der Stammzellgruppe

signifikant geringer im Vergleich zur Kontrollgruppe.

9. Insgesamt weisen die Echokardiographie- und MRT-Ergebnisse auf eine bessere
linksventrikuldre Herzfunktion und verbesserte Herzdimensionen 42 Monate nach
Stammzelltransplantation hin. Es zeigt sich ein positiver Effekt der Stammzellen auf

das Remodeling.

10. Die Myokardperfusion der Infarktregion war nach im Mittel 36 Monaten bei den
stammzellbehandelten Patienten signifikant besser im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Darliber hinaus konnte eine weitere Zunahme der Perfusion innerhalb der

Stammzellgruppe beobachtet werden im Vergleich zum 12-Monats-Follow-up.

11. Eine Korrelation zwischen Anzahl der transplantierten Zellen und einer

Verbesserung der LVEF innerhalb der Stammzellgruppe liegt nicht vor.

12. Zur besseren Beurteilung des Transplantationsverfahrens bezlglich seiner
Effekte auf die linksventrikuldre Funktion und mdglicher Nebenwirkungen sind

placebokontrollierte Studien notwendig.

13. Die intraoperative Zellgewinnung und —aufbereitung ist &konomisch,
patientenfreundlich und risikodrmer beziglich der Qualitdt der Zellsuspension.

Daruber hinaus bietet sich die Mdglichkeit der Verblindung.
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7.2 Tabellen und Abbildungen (Ergédnzung)

"im Verlauf der Phase Il wurde das Kardio-MRT als weitere Untersuchungsmethode eingefiihrt

Tab. 21: Tabellarische Ubersicht vom Studiendesign Phase | und II

2im Verlauf der Phase Il wurde die Knochenmarkaspiration und die Zellpraparation in den OP verlegt

Ablaufpunkte

Aufklarung
Anamnese
Routine
Randomisierung

Ein-u. Ausschluss-

kriterien
NYHA-Kriterien
Echo
Kardio-MRT
Holter
Myokardszinti
Herzkatheter
Vitalparameter
Labor (Blut)
KM-Aspiration

Zellpraparation

Stammzellinjektion
Entlassung

MACE

Adverse events
CT (Gewebe-Ca)
MLHFQ

1-7d
pre
X

X

1d

pre

(oder)

(oder)

intra-

op.

x2

x2

1d
Post

10-14d
post

3-6 Mo.
post-Op

21 J.
post

2-5J.
post
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Tab. 22: Ein- und Ausgang Arzt-Patienten-Befragung

Ausgang (A) | Ausgang (P) Arztantwort Patientenantwort LQ AE
C1 X X X X X X
C2 X X X X
C3 X X X X X
C4 X X X X X
C5 verstorben
Cé6 X X X X
c7 X X X X
cs X X X X X X
Cc9 X X X
C10 X X X X
C11 X X X X
C12 X X X X X X
C13 X X
C14 X X X X X
C15 X X X X X X
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Minnesota Living with Heart Failure

Leben mit Herzinsuffizienz

Diese Fragen sollen dariiber Aufschluss geben, wie lhre Herzinsuffizienz Sie im vergangenen Monat an der von lhnen

gewlinschten Lebensweise gehindert hat.

Die unten aufgelisteten Punkte beschreiben verschiedene Arten von

Beeintrdchtigungen. Wenn Sie sicher sind, dass ein Punkt nicht auf Sie zutrifft oder in keinem Zusammenhang mit lhrer

Herzinsuffizienz steht, kreuzen Sie ,0“ (,Nein“) an und beantworten Sie dann die ndchste Frage. Wenn ein Punkt Sie betrifft,

kreuzen Sie die Zahl an, die widerspiegelt, wie stark Sie an der von lhnen gewlinschten Lebensweise gehindert wurden.

Hat lhre Herzinsuffizienz Sie im vergangenen Monat an der von lhnen gewiinschten Lebensweise
gehindert, dadurch dass ...

Nein

1. Schwellungen lhrer Kndchel, Beine etc. auftraten?

N o o b~ W

®

9. Sie bei Freizeitbeschaftigungen, Sport oder Hobbys

10.
1"
12.
13.
14.
15.
16
17.
18.
19.
20.

21.

. Sie sich tagsuber hinlegen oder setzen mussten,

. Sie beim Gehen oder Treppensteigen Schwierigkeiten hatten?
. Sie bei der Haus- oder Gartenarbeit Schwierigkeiten hatten?

. Sie Schwierigkeiten hatten, auBer Haus zu gehen?

. Sie Schwierigkeiten hatten nachts zu schlafen?

. Sie Schwierigkeiten hatten, mit Familie oder Freunden Kontakt

. Sie weniger von dem essen konnten, was Sie mégen?

. Sie unter Nebenwirkungen lhrer Medikamente litten?

o

um sich auszuruhen?

o O © o o

zu halten?

Sie Schwierigkeiten hatten, Ihren Lebensunterhalt zu verdienen?

o O

Schwierigkeiten hatten?

Sie in Inrem Sexualleben beeintrachtigt waren?

Sie unter Kurzatmigkeit litten?
Sie mude, erschopft oder energielos waren?
Sie im Krankenhaus bleiben mussten?

Sie Geld fir Ihre medizinische Versorgung bezahlen mussten?

Sie sich als Belastung fiur lhre Familie oder Freunde empfanden?
Sie das Gefuihl hatten, weniger Kontrolle tber Ihr Leben zu haben?

Sie sich Sorgen machten?

o ©O © ©O o © © O o ©o o

Sie Schwierigkeiten hatten, sich zu konzentrieren oder
sich an etwas zu erinnern?

Sie sich deprimiert fuhlten? 0

Sehr

wenig
1
1

N N G

N NN NN N

N

NN NN O NN NN

w W W w w w

w

W W W W W W oy Wow w W

A~ b

IN PO O O N

N

PO O N O N N S

Sehr

stark
5
5
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[¢;]
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Abb. 29: MLHFQ deutsche Version

(Nutzungserlaubnis)
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7.3 Einverstandniserklarungen

7.3.1 Einwilligung in Stammzellstudie

VI.3 Einverstandniserklarung

V1.3.1 Blatt 1
UNIVERSIT AT ROSTOCK

Medizinische Fakultat
Universitat Rostock

i i i Medizinische Fakultat
Patienteninformation Klinik und Poliklinik fur Herzchirurgie

Schillingallee 35
Postfach 10 08 85
18055 Rostock

Therapiestudie bei koronarer Bypassoperation nach Herzinfarkt:

AUTOLOGE KNOCHENMARK-ST AMMZELL TRANSPLANT ATION 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 Herzkranzgefallen diese notwendig werden lassen. Wir bedanken uns vorab fur lhr
Vertrauen und werden Sie mit den besten zur Verfligung stehenden Verfahren operieren und
behandeln.

In Ihrem speziellen Fall ist bei den Voruntersuchungen zusétzlich 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 Mdglichkeit, das einmal
abgestorbene Herzmuskelgewebe wieder zu beleben. Die geschwachten Herzmuskelareale
erschweren die Muskelarbeit fiir das restliche Herz. Das kann zu einer Uberforderung lhres
Herzens flihren. 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 Vorlduferzellen 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 méglich ist, und dadurch sowohl die Pumpfunktion als auch die Durchblutung des
Herzmuskels verbessert wird.

Wir haben in den Jahren 2001 bis 20086 Untersuchung an insgesamt 45 Patienten in
verschiedenen Studien durchgefihrt, bei der speziell die Durchfuhrbarkeit und Sicherheit der
Injektion bestimmter Zellen aus dem Knochenmark in das erkrankte Herzmuskelgewebe
Uberprift wurde. Die Zellen werden am Tag vor der Operation in értlicher Betaubung aus dem
Beckenkamm entnommen und entsprechend fir 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 kénnen, flihren
wir eine zweite Untersuchung durch, bei welcher bei 50 Patienten zusammen mit der
Bypassoperation die Injektion von Knochenmarkzellen in den erkrankten Herzmuskel
durchgefihrt, wahrend bei 50 weiteren Patienten die Bypassoperation ohne Zellinjektion
vorgenommen wird.
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Falls Sie sich fur die Teilnahme an dieser Studie entschlielen, werden wir zusatzlich zu den
regularen Voruntersuchungen fir die Operation noch ein Langzeit-EKG, eine Spiroergometrie,
eine Myokardszintigraphie, Magnetresonanztomographie (MRT) und eine Echokardiographie
durchfihren.

Am Tag vor der Operation wird dann aus dem Beckenkamm Knochenmark entnommen. Dafiir
wird diese Stelle betdubt. Mit einer entsprechenden Nadel punktiert der H&amatologe 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 fir 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 Untersucbungen (wiederum
Langzeit-EKG, eine Spircergometrie, eine Myokardszintigraphie, Magnetresonanztomographie
(MRT) und eine Echokardiographie) werden vor Verlegung in lhr Heimatkrankenhaus bzw. in die
Anschlussheilbehandlung durchgefiihrt. Darliber 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 Aufkldrungsbogen beschrieben. Zusatzlich kann es durch
die Knochenmarkspunktion in seltenen Fallen zu Komplikationen kommen (Infektionen,
GeféalRverletzung, Blutverlust, Einblutung in umliegendes Gewebe Nervenverletzung). Bei der
Injektion der Zellen kénnte es theoretisch zu Komplikationen wie der Einschleppung von Keimen
(Infektion), Einblutung in den Herzmuskel oder Herzrhythmusstérungen kammen. 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 zuséatzlich zur Bypassoperation die Zellbehandlung durchgefihrt wird. Die o. a.
Untersuchungen werden in jedem Fall vorgenommen, um spéter die Befunde von Patienten mit
zusatzlicher Zellbehandlung mit denen von Patienten ohne zuséatzlicher Zellbehandlung
vergleichen zu kdnnen.

Sie sind als Patient flir jegliche Folgen aus dieser Studie zuséatzlich zu ihrer als Patient liblichen
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 flr |hre weitere Behandlung
bedeuten.

Daten, die wahrend der Studie Gber Sie erhoben werden, werden ebenso vertraulich behandelt,
wie es unsere arztliche Schweigepflicht flir Sie als nicht an der Studie teiinehmenden Patienten
vorsieht.

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

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

Unterschrift des Prifarztes
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V1.3.2 Blatt 2

UNIVERSIT AT ROSTOCK
Medizinische Fakultat
Universitdt Rostock

Medizinische Fakultat

Klinik und Poliklinik fir Herzchirurgie

Patienteneinwilligung Schiingalles 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 tber Wesen, Bedeutung
und Tragweite der klinischen Prifung mit dem o.g. Titel aufgeklart. Ich habe den Aufklarungstext
gelesen und verstanden. Ich hatte die Mdoglichkeit, 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 méglichen Nutzen informiert.

Ich bin Ober die geplanten Untersuchungen und die Aufbewahrung nicht benétigter
Knochenmarkzellen fir etwaige Folgeuntersuchungen aufgeklart worden und gebe auch hierfir
meine Zustimmung.

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

Ich weilk, dass ich gegen Schéden, die auf das in der Studie eingesetzte Verfahren
zurlckzufihren sind, durch eine gesonderte Studienversicherung versichert bin.

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

Mir ist bekannt, dass meine perstnlichen Daten gespeichert werden fiir Uberpriifungen im
Rahmen der Aufsicht durch die Gesundheitshehérden (Arzneimittelaufsicht) sowie flr
Qualitatssicherungsmalnahmen (source data verification). Mir wurde versichert, das dabei die
Grundséatze des Datenschutzes und der &rztlichen Schweigepflicht beachtet werden, d.h. meine
personen bezogenen Daten vertraulich behandelt und nicht an andere als die nachfolgend
genannten Personen und Stellen weitergegeben werden:

Klinik fur Herzchirurgie, Klinik fur Innere Medizin, Abtlg. Hamatologie, Abtlg. Kardiclogie

SchlieBlich erkldre ich auch mein Einverstandnis zur wissenschaftlichen Veréffentlichung der
Forschungsergebnisse unter Beachtung der datenschutzrechtlichen Bestimmungen.

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

Rostock, den

Unterschrift des Patienten Unterschrift des aufklarenden Studienarztes
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7. Anhang

7.3.2 Einverstandniserklarung Knochenmarkspunktion

Seile 1/3
104 JonT
Oudebohoirg__ | Punktion/Biopsie von
e | Knochen bzw. Knochenmark
Schingales 35
18057 |Roslock
Patiertl Paliert | Behardsirdsr Azt Engrilfadatum
- ] J Il || |
gebaten 4% | Anders, entzchedungsbemschiighs Persan
| | I | Il Il |
Erankenkazse arsichamungsnummer WVarsandschaltagiad zum Patisrien

| = ] {1 |
Zusalziche Informatiaren

[ |

Liebe Patientin, lieber Patient, liebe Eltern,
die Entnabme von Knochen bew. Knochenmark und die anschifeBende mikroskopische Umersuchung emmbiglicht o der
Arstin/dem Arzt (im Folgenden nur Arerh, An und Umfang threr Erkrankung/der Erkrankung [hres Kindes genauer feststellen
und somit die 1l Sie/lr Kind gecigpete Behandlung muswiithlen s kinnen. Yor dem EingrifT wird der Ara mit Thnen dber
die Worwendigkeit und Drchfibrung des geplanten MaBinnhme sprechen, Se missen typische Risiken uind Folgen kerfien,
dnmil S sich entscheiden und in den Ihnen vorgeschisgenen Eingriff einwilligen kiinnen, Dheses Aufklirungsblat soll
halfen, das Gesprisch vorsuberalien wed die wichtigsten Punkte ru dokumentieren.

Wie wird der EingrifT durchgel’llhrt_? Schmerz umdoder  Beruhigungsspritze sinnvoll - sein,
|finger andavsernde Schmerzen siid nichl 2 ervarte.

Mach Desmfektion der  Haut  wird  die  vorgeseheme [n der Regel erfolgt die Knochenmarkpunktion aus dem

Punktionsstelle drtlich betfubi. Heckenkamm (Abk. la), Mair in Ausnahmefillen wird des

(] Zur Untersichung der blihildenden Zelien (xyiologische | _ Brustbein punkticrt (Siemalpuektion, Abb. Lbj,
Untersuchung) punkiiai der Arsl sumdchst den Krochen [0 #ur Gewdnnwig einer Geweheprobe (Knochan- ndér

mil ener  Spezmlnadel wnd saugl  Uber cine  der Knochenmarkhispsie) fikr .d't feingeweblichs
Pugktiensnndel sufgesetrie Sprive eine keine Mege {histologische] Uniersuchung eninimmi der Arl mit ginem
Knnchenmarkblul | Knochemmarkpunktion | an speziellen Schneid gewinde einen kleinen Knocherzylinder
(a4 Einfohren der Punktionsnadel  s1 wellgelend (i der Regel [9-20 mn) mit Knochenmark (Myebotomle).
schmerdrel das Ansaugen des Knochenmarks selbst kam Die Emnchme der Gewebeprobe selbsl ist weilgehend
meisl einen schr kurzen, heftigen Schmerz auslisen, In schmerzfrel. Lediglich das Einfithren des Schieid-

Eirzelfillen kann deshalb die Verabrelchung einer

Yervinfachte schematische Darstellung
YereinTachie Miigliche Miigliche
schematische e Pundktionsstidlen e # Purktionssiells
¥ E'BI:E“IJI:IH " r am Beckenkanim § sty Hnasibeiii
ey ] e A
[| wiewaste — 5 Af o, / e s R
% .%}i Ry (MR AR T T
Becheat- = i| g i Rippen 1 . + \
slanile] . ot i "‘_-,H-'_—_ iy e N
al k3 3 A & - = }
e 1 oS- -
Oberschenkel- PP N T ,
koachen "-\7\?-‘-__'_'._4:__\‘_ "I 5! s ) ;
il - !
Abb. Th: Sternalpunkiion
Abb. lai Beckenkammpunk i
T LIsQomer proLamphnmos arag Gmbn - et -Lie | CHEAIGE + Aur Bl Or med. C. BN Juristssh geprt darch MAs O fur B Jech O
B A Schwmrdtinger, Kansdsi Sowan Kekwing Wicke YWeesplaohl Minchen + & 2084 by proCompliasce Verlag Oeds, 91058 Efangea -
Machoruck - uch smIugswese - ind fotokas oren e infurrali i proComglance Yedag GmbH, Wener, To, #1053
Ermeges, Tal 0813153 408-40, Fas D6 3193 406-T0 + E-mal’ imogiproCompliance de « wwe proComplend i
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7. Anhang

gewindes konn  unmpenehm  oder  gar  schrmerzhaft

emplunden  werden,  Auich  lder kamm  eing  Schmers

undioder Beruhigungsspritze verabreicht werden.
Trotz groler Erfahrung mmd Hulerser Sorgfalt des Arzies
kiimnen fn selienen Fillen kbrpediche Besonderheilen (2B
Vepwachsungen) oder technmche Probbeme (2B, Stdmigen der
Schneidegewinde) das vollsiindige Gelingen der Unlersuchung
verhirderts Je nach Auemna® der Erkrankinig sfid dann eine
Wiederhohmg  der  Untersuchung  oder  ein anderes
Untersuchungeverfahren erforderlich

Gibt es Alternativen?

Mt Hille ven Blut- und Urimemersuchungen und sogenannlen
bildgebenden Verfahren {e.B. Lllir aschall oder
Computeriomographia) lassen sich viele Beschwerden oder
| Erkrunkungen mufkliren, [n lhrem Falllm Fall lhres Kindes
hilt e behandelnder Arm nber die Knochen- biw
Knochenmarkspunkton'-biopsie filr erforderlich. Hierfir gibi
g5 keane Alternative,

Ist mit Komplikationen zu rechnen?

Die PunktionBiopsle des Knochens baw. des Knochenmarks
ist hewtnitege ein nsikcarmes Routineverfabren. Trotz grishiter
Sorgfalt kann o in Elmzelfillen deanoch a Komplikationen
kommen, die  in AwsaehmefBlen  woch  m Vedauf
| lebenshedrohlich sein kinnen Das Risiko st erhihe bei
| besonderen kdmperlichen Vedhiilinissen (z.B. nach Vompera-
ticdient). Fu penien sind

o seltem Bluterglsse, Machblugungen oder Infektionen an der
Punktionsselle, die meiss keiner Behandlung hediirfen oder
durch einfiche blustillende Malnahmen (=B, Drack muf
die Einstichsizlle) bew. durch die Gabe von Antibiotika il
belserrschbar sind;

+ sehr seltem Howi-, Weig } (.1, Spritzenahsiess,
Absterbten wvon Gewehe) infolge ven  Einaprtzunpen
wndfoder Verlemungen (=B, Drackschiden an Nerven), die
meist moch einiger Zeit vin selbst verschwinden bew. gut
behandelbar snd, Swe kinmen jedoch m ngimstigen Fillen

Soin 23
20 414 20T

Herzp und nur in uber seltencn Fallen (2.8, bei starkeren
Blitmgen ode Aufireten  eines  Preumothorax)
weilergehende  Behandlung, wie 2B eine Opemtion,
erfordern,
[ber speziclle Risiken und mbgliche Komplikticae in Threm
Fall'bei Threm Eind ki Sie D Azt im Gesprich niiher auf

| Worauf ist zu achten?

Vor der Untersechan g sollien Mad ikamente mur in Absprache
mit dem Arzt verwender werden, Falls vom Aret nicht anders
angeordnet umd medizinisch verretbar, soliten Medikumente,
wie £B. Aspirin, mindestens & Tage vor der Untersuchung
abgesazi bzw, nicht eingenommen werden Falls andere
blutgerimungsfiersmende Modikamente  (zB.  Marcumar,
Hepem) cingenommen brw. pesprita werden, teilen Sie dies
hitte Threm At mit.

Mach der Entnabme einer Gewebopeobe soliten  am
Untersuchungsiag grilere Belastungen vermieden werden
Duschion oder badea 50 aur bei vitllig reizloser Punkiionsselle
bew. nuch drrtlicher Kontrodle erinbt

Fragen Sie lhren Aretauch nach genaven Verhaltensregeln,
2B, (Wieder-)Einnahme von Medikamenten, sisbasonden: von
hlutgerimiungshemmenden Miteln

Hach ene Beruhipungs- wnd'oder Schmerzsprieee, dilrfen
SieMdarf Thr Kind 24 Stunden losng nicht akidvy am
Strubenverkehr toilnchmen dh kein Fahreewg oder Zweirad
{lhren, keine wichtigen Prtscheidungen treffen wad niche an
gefibriichen Maschinen arbeiten.

Beim ambuifanten Eingrill lsce Sie sich/Thr Kind hitte
abholen md fragen Sie Dhren Aret, ob zu House fie emne
bestimmite Zeit cine Aufsichtspersan erforderdich ist.

Trelen Banger andavermnde Schmereen, Blotengen aus dem
Punktionsksnal und andere Befimdlichketsstirmngen {(z.B.
Sehwindel, Ubelkeit, Schweillamsbruch) oo, informieren Sie

| bitte umvergiglich den behandelnden Aret, die Nomufnohme

lmgandauernde ader sopnr daverhafle Beschwerden (2B. |

driliche Entalndungen, MNorben, schmerehnfie
Missempfindungen, Tauhheitsgefithl) zur Foloe haben;

« selten allergiiche Reskrionen (Uberempfindlichksit]
empespritae  Medikameniz  hzw
Betiubungsmitiel, die sich = B. als Brechrew, Juskreir cder
Huiinusschlag fulern, %ie klingen in den meisien Fillen
von selbst wieder ah und Bediifen in der Regel keiner
weiteren Behandlung:

o sehr selien becintrichiigls Alemfunktion his hin zum
Atemstillstand, sowie Here-brssloufSdrmmeen bei der
Crabe von Beruhigungs- und/oder Schmerzmitteln ader als
schwere  plleruische  Reakiion suf  eingespritme
Mediknmente bew, das drtliche Betiubmasmutel, Sie
kfinnen eine intensiv-mediznische Behandlung erfordern.
Inlin[gl. Mangeldirchblutung  kam e ru bleibenden

Ovgnschiden (2B Nierenversupen, Himschidigung mit
F\runqslanﬂ.lll.n:lilsrnmeﬁ [k L'hemwchmg wiihnend und
awch mach der Untersuchung durch den Arzi und selne
Assistenten reduzien dicse Gefahr jedoch erheblich, gef
notwendig  werdende  BehandlungsmaBnahmen  kiinnen
sofon eingelerlel werden;

o extrem selten V) die der
Punk:mmmlle nahe liegen (2.B. Darm, MitelTell, Lunge.

auf

aufl  das  drihche |

der Klinik oder auch Threm Hasard.

Fragen zum Aufklirungsgespriich?

Im AufkBrengsoespeich sollien Sie nach allem fragen. was
[hnen wichtig oder noch unkler erschednt, Hier haben Sie dic
Mdglichkeit Ihee Frogen zu notieren:

Wichtige Fragen,

die Sie sorpfiltipy beantworten sollten, damit der Ara die
Gefahrenguellen rechizeitig erkennen und in threm Fall bei
Ihrem Kind spezielle Risiken besser abschatren konn:

| Besteht eine erhidbte Blutongsneigung 8 [0 ]2

héasligas Masenbiinen Meigung @ mrglmz=m adar
blauen Finckan ohne tesondeen Anlassl?

£ 200 by i Camplasos GmoH, B1GGRE

~un i Nitprps wminr prolenpiancs Veitag

Werlag uch
Gembt, \Wmbail, 70, D058 Erisngen + Teleion 08134783 4I:-E-4GFl|c l:IBi:If'N #0070 + B~ Wd:wr\nlrlhlh m&jﬂﬁm
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7. Anhang

2, Werden  Mediknmente
diinnuag (cB Aspiin, Macuma . Heparn) oder

e Blupere- []080 ]I

repelmiliBig andera Medikamente
eingenominen?

3. Besweln  cine Allergie 22 Asthma, PHH-D”':i" DJ'
schnupien| (Uberempfndlichkeits-

resktiom $B gegen Maikamenta, Flasir Latex,
trilichg Betsubungsmitiel)”

4, Besteht  cine  Here,  Krelslauf-  oder [J090 )10
Lusigenerkrankung {2 B Hegppen-arkrankung,
Blutheehdnick adar Beoncl ymal?

3, Besteht eing whutefeh ronische 7910 ]

Infektionskrankheil (28 Hepatils, ADS) oder
ein  anderes  schwermcgendes ehronisches
Leiden (2B gruner Siar, Eplepsia. Lahmungen) !

6 5ind  Stieungen des  Stoffwechsels 5 []7<10 1
Diabelns) halannt?

1. Froven im gebiirfShigen Adter:
Rtknten Sie schwanger sein?

‘Arztliche Anmerkungen zum
Aufklirungsgesprich

j2 B indivdodle Emben und damit veibeniéni idgliche KIII;IIFII-IIIIJH
Mehene wnd Folgreeibnihinien, mnglche Mahmile m Palle einer Ablsnong de
Urigisuicliing, Gride for &2 Ablehnung, Dervsungshdl)

Dmin. D_i:n

Lt Daium Lhizeii Cresprictedsory

Urbencirill dor Arstin'des Sranes

Seie 311
20.04- 2007

- lm Falle ciner Ablehnung der Untersuchung:

Dig vorgeschlagene Untersuching wurde nach ausfithrlichem
Aufklarngspesprich  shgelehnt.  (Iber  die  sich  doraus
ergebenden  moglichen Machicile (2B, Versigerung der

Krankheitserfmsung  wndioder  der Behandlung)  wards
Informier.
O AL et

| Uinierseant der Armrides Ares

: Ll brifl dex Puti ides P der Elierr*iggl. dos Faugen

I Einwilligungserklirung:

[ Uher die geplante Untersuchung wurde{n] xhiwir in zinem
Aufklirungspespriich mit

Fraw/Herm Dr. | |

ausfithelich informiert. Dabel konme(n) ehfwie slle minuns
wichtig emscheinenden Fragen dber An und Bedeutung der
Untersuchung, Ober  sperielle  Risken und migliche
Komplikatimm sowie (ber Nebens und Folgemalnalanen
{z.B. Injektionen) und ihre Risiken stellon,

leh/Wir habein} dieses Aulklirungshlat (3 Seiten) pelesen und
verstanden beh/Wir habe(n) keine weiteren Fragen, fihlein)
mickh/uns genbgend informiert und willigeny hicomit rach
anpemessener Hedenkeelt in die geplante Untersuchung ein.
Wi medizinisch erforderlichen, auch unvorhersehbaren N ehen-
| und Folgemafnahmen bin ich'sind wir ebenfalls einverstanden.
| Ich"Wir habe(n) die Verhalienshinwelse fGr ambulanie
Untersuchung sur Kenrdnis geosionens wd versichere’n sic
| einzuhalten. Bei Gesundheilsstirungen werdein) ich'wir sofor
| den behandelnden Arzt oder den Hausarzt verstiindigen.
| Bollte sich im Raimen des derzeitipen Uniersuchungs vorganzs
| herausstellen. dass eine Wiederholung dersalben Lintersuching
! notwendig 151, gebeln) ichfwir hierzu chenfnlls meine/unsers
{ Fustimmung.

Ot ThatumT beeen

Umezrschnh dar Patiestm'dus Psienten'dei Elpm®

I *(inaidmzlich Feliien Leide Lhem smivnshrifen Lisgt dic Untencleill e
| mmgs Fieminls ver, so edlien dig’der Umerszichnends zugleich, dass sielor im
| Einvensisdns micdem anderen Eliemail bandell oder das sasied des allzinige
| Borgarochi e dis Kind bai

€1 200 by piance Vertag Gmbr, 81080 Erdstgen » Rechd ruch - auch

oo, ]
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7. Anhang

7.3.3 Einverstandniserklarung MRT

Stand 01/2005

Basisinformation zum Aufklarungsgespréch

pro -
T

Fatiemtenaten Autkletea

rnspintomographie
(Magnet-Resonanz-Tomographie, MAT)

- Liebe Patientin, lieber Patient, liebe Eltern,

Ire Aretin/The Arel hait Thoen eine Kemspintomographie vorgeschlagen, wm domii eine Erkrnkung genau-
er diagnostigieren oder sogar ausschlielien o kiimnen, Vor der Untersuchung werden Sie diber den Ahlif,
iie mitglichen Risiken wtd Folpen, sowie die bestehenden Allemativen der geplamten Malinahme infor-
mier, damit Sie sich enischeiden kinnen, Dieses Aufkidrungsblon soll belfen, des personliche Gesprach
mit dem Arer verzubereiten und die wichtigsten Punkte wu dokumentieren.

ist eine Kemnspintomographie?

e Kemspmtomwograpiie (MET) dient zor buldlichen
Dursiellung des Kirpers ohne Rimgenstrahben. Mit
Hilte eines  Magnetfeldes werden  Radowellen  er-
seugt, sul bestimone Kimperbereiche geschickt und
dic entsichenden Echosignale gemessen. Ein Compu-
ter erstellt daraus Querschmtishilder der umersuchien
Kirperregion, So kimnen - ohne Rintgenstrablen -
krankhafte  Verinderungen (2B, emn Bandscheiben-
vorlull, Brusitmnor, Ochimverinderungen wa) ex-
akt machgewiesen wenlen. Die MET konn s eine
Gewebeentnahme oder Operation  esparen und  se
crisubd gine Merloufskontrolke mch einer Cpemition
oder  Sirphlenbehomdling.

erfolgt die Untersuchung?

Drer Ablauf einer MET hangt i.a. vom Gerdietyp und
dem jeweiligen Untersuchungsziel oh, In der Regel
werden Sie im Liegen langsam in eine ca. 70 -100
cm probe (ffnung des rihrenfimmigen Magneien
{ Kermspuntomographen)  hineinbewegi (s Ahh )
Sollten Swe #u Platsangst neigen. kann vorab ein Be
rithipungsimticl  versbreicht  werden

Lavte  Klopfgerinsche wihrend der Untersochung
rihren von  den  elekimmpgnetischen  Schalmmgen
her und smd visllig nermul, Bei Bedarf konnen Sie
Whrstipsel oder Kopfhirer erhalien.

Withrenad der Umersuchung mitssen Sie vollkommen
ruhig bleiben und glewchmathy atmen (hesonders bet
Untersuchungen im Brusibereich), Die gerngsie HBe-
wegneng venosacht Bildstorungen und beeinflusst die
Muokplichkeil die Bilder genau su beineilen. Bei der
Untersuglumg von Kindern miissen hese deshalb ge-
legenilich  medikamentis beruhigt werden. Um dee
Eimder dann withrend der Untersuchunyg  suverdissig
au Oberwachen, wird  meist  om Finger  elie
Messsomde (Pulsoximetrie) schmersfoel belestig,

I manchen Flillen it es notwendig, spezielle Kon-
trastmitie]l u versbreichen, um bestimmie Strukiu-
ren besser beuneilen zu kinnen

e durchschnitilichie  Untersuchungseedi  liegl  bei
etwa 2040 Minuen. In dieser Zeit werden mehrnens
Dutgend Bilder sufzenommen.

Alternativ oder ergiineend zur Kermspintomogrphie
kimmen auch  Untersuchungen mit  Rintgensimshlen
(el Rintgenuniersuchung,  Angiographie),  Ulima-
schall (Sonogmaphie), REsdinaktivitt  {Szintigramm,
die Compuwenomographic (eine sperielle  Ronigen-
untersuchung) oder clne Spiegelung (Endoskopiel in
Fruge kommen. Auf Thren Wunsch informien Sie Thr

Arzt perme niher Ober die Altemotiven.

’ mit Komplikationen zu rechnen?

D Kemspintomographie gilt heote allgemein als
riskoarmes  Routmeverfabren, Dennoch  kimnen in

.lhll.nlrm-h Fatantenmufkiirung = Hecsusgeter poComplonce
B iy BAS Or, e B Jocn. O T Seiwaiiiage S Sdlmm Wicke
E | = Wachdne ruh:an.

Gbi + Fach Mhutar Prol O med. ¥ Harth » Jurssksoh gapriit
poCompianos

hi Minchan « © 2004 by Voriag GmiH 01058

. W= puch au = lind hoaakagpisnen
m e s Mm iy b, Werslr T 51050 Lru'qn'.. T 913160 S06-40, Foe B 40810 + mwwypepd omplarod o8
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7. Anhang

pro!

. DOKUMENTIERTE PATIENTENAUFKLARUNG

Kernspintomographie

Einzelfllen Komplikationen aufireten, die eine wei-

tere Behandlung erfocderlich machen. Zu nennen sind

»  Huwsreigungen bis hin_zu Nerbrenpungen. durch
metllhaltige Farbstolfe in Make-up oder TGt
wierungen;

= leichie bis milige Koplschmerzen khingen meist
vin selbst wieder alby;

= extrem selten. CHugeniosche (Tinnits), e m der
Regel nach der Untersuchung wieder verschwin-
den. extrem schien aber puch blgiben kOnnen;

* sehr selten: im geschlossenen Kemspintomogra-
phen kinn erstmuils eine noch unerkannie Furcht

vor engen Riumen (Klaustrophohie) offenkun-

dig werden und forn immer wieder puftreten:

» extrem sehen:  Houi-. VWeichicil- w.l:r_.‘.qr:r.'cs:n:
schilden (2B, Spnteenabseess, Ahsterben von G-
wehe, Nerven- und Venenrersung) miolge von Ein-
speitrungen, die medilkamentis oder openitiv - be-
handelt werden missen und w0l langandaivermle
nder doverhafie Beschwerden (Narben, Schmereen,
Taubbedisgefihl) wur !nlpt haben kitnnen:

= sehr selten: |o - '
meuﬂmﬂhuﬂnhmmm u.nl
Konrrstimined (o8, Brechreie, Juckreiy, Hsomus-
schilag ) klingen meist von selbst wicder ab und be-
tikrfem bm e Rup:l Kener H-L-ImruJIlll:lu:

+ extrem selien: schwere allermische Reakiionen o
Hembigumngs-Romtrastmimiiel Tl 'id'llulﬂll.nll
schwellung  m Kelilkopl, HereHneishinlvirsigei,
Alemstirungen und Reimplen erfordem eine anten-
sivinedisfisische  Behondiing  ond Kivoen oL e
bensbedroblich sen oder mifilee mangeknilier Ckizin-
durchbliiting  2u  Bleibenden  Schliden [ Mierei
versagen.  Hirnschadigung, KompGanfilleny  fibaen

B-:nlhlgungk—-

Mellen Sie plieliches Unwohlsein  wibremdl/nsch
der Untersuchung oder o den Tagen danach (2.8.
Iuckeeiz,  Miesreir,  Schwindel,  Kopfschmereen,
| Ubelkeit, Atembeschwerden, Durchill, Schmerzen
bite sofon dem Arat

I\Fgen zum Aufklarungsgesprach:
Im Aufklirungspesprikch sollien Sie nach allem fra-
pen, wik lhnen wichiig oder poch wnklar escheint
Hiier haben Sie dic Miglichkeit, e Frgen @o nobic-
ren, damit Swe digse beim Gespriich nleht verpessen:

'Orcluf ist zu achten?

Reachten Sie dic Anordnungen des Arzles genaw,
v, i Bezug nof die Emnohme von Medikamenten,

Vor der Untersuchung:

Metallivile. die in dos Moagnetield gelmgen. kiinnen

. Verlebmunpen und Bildartefakien fihren! Legen

Sie deshalb lle metllenen oder mognetischen Ge-

genstiinde vor dem Betreten des  Unterswehumgsron-

mes ab {s1e werden in einem eigenen Schrdnkchen fur

Sie aufbewaki ):

= Uhr. Bnlle, Schiliissel, {(Prercmg-schmuck, Haoar-
midelnd-spangen,  Kugelschreber  und  andere
Metallteile:

»  Geldbewtel, lose Geldminzen, Brelmsche el
Breditkarien (8vppnesreifon wenden pelisehi!);

= Metallterle an der Kleidung (2B Gilrtelschnol
len): Klewunpsstilcke min eingm Keilbverschliss,
Metallknipfen oder Ahnlichem (2B, Metallver
schluss am BH) aber auch Makeap dirfen micht
petragen  werden;

¢ hermusnehmbarer  Zahnersal,

= Horhilfe,  Akupunkturnadeln.

Zuhnspangen:

Nach der Untersuchung:

Fulls Si¢ cin Beruhigungsmitiel crhalien haben. Lissen
Sie sich bie unbedingt abholen. Aofprund der vor-
berpehenden Einschriinkung der Strallenverkehrs-
tauglichkeit dearfens Sie in den nichsien 24 Stunden
kein Fihreeug stewem, sollien nichi an geEibrdichen
Mhschinen arbeien ok koinen -"||.L1I|:I|.l| mnken

.ﬂs der Arzt wissen sollte...

Bivte peben S ouf die unten sufgefilren Fragen
gengy und ausfibriich  Aopskunft,  dami miehche
Getahrenguelben rechizedtie erkannt werden konnen:

1. Trogen Sie einen Herzschrittmacher
ider g hilinstliche Hereklappe® dunein J ja

I Befinden sich Metallielle im Kérper
(2B, Cefibelips, Gelenkprothese
Metallstilte. Zahospange, Granat- oder
sonstige Metallsphitter, Spale.
Akupunkiur-Nadel,  Insulimpumpe,
Intrziport,  Titowienmgen, etco?
Wenn ja. hine anpeben:

Achtung: e MRT durf bei allen Persomen, dee ir-
gendeine Am von Metall im Kirper hiben (Here-
sehrittmucher, kiinstliche Herzklappe, Metallpro-
thesen, chimurgische Clips, Spirule, Metillsplier,
ety nicht in jedem Fall durchgefithet werden.
Informieren Sie bitie unbedingl den Arel, wenn
Sie mu dieser Risikogruppe pehiren!

dnein Jdja

1, Wurden Sig/lhr Kind schon einmuail ami

Herren rder am Kopl operiert!  doem o

4, Bestehit eine Allergie (2.B. Asthma,
Hewschnupfen) oder eine f’hnrzmpv
findlichkelt, £B. pegen Medikamente
(msbesondere Jod oder Pemicilling
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Pllaster, Latex, Nahningsmitiel,
{MRT-vEomrasimminel, Ortliche
Betivbungsmaiel, erc.)”
5. Fraven b gebirfiblgen Alter:
[ RKimnten Sie schwanger sein?
6, Welches Kirpergewicht haben Sief
han U Kind derzeir”

D onein 2 ja

dnein dja

kg

iche Armrimﬁgen Zum ALf—
klarungsgesprach

(B mlveduedle Risikes und damot veshundeos misghche Romph
Lativanen, spesifische Nehopwirkungen des Konrstmutiels, besonde l
e Frajen des Paticnsen, magliche MNecheeile an Falbe ciner Abichmomg?
Werschivhuny der Uniersschung, Gininde des Pabenies fiirdie Allech
ning, Betremmestall)

Ot/ Dhitumd Gresprichsduver

l...fnll:r!-r.'hrlﬂ der Arstinides Arzies [

willigungserklarung:

Uher die peplante Uniersuchung hat michiuns

FrawfHerr [,

in cinem  Aunfklirungsgesprich  ausfilhrlich  infor-
miert. Dabei konntefn) ich/wir alle mirfuns wichiiz
erscheimenden Frugen. z.B. ither die A und Bedeu-
tung der Untersuchung, idber spezielle Ristken und
mégliche Komplikationen, fiber MNeben- umd Folge-
mabinzbimen und ihre Risiken sowie auch dber alier-
native  Untersuchungsmethoden  stellen.

leh™Wir labeiny keine weiteren Fragen, fiihleing
mich/uns auwsreichend awfgeklit und  willlpein)
hiermit nach susreichender Bedenkeeit m die pge-
plante Untersuchung eim, Mit einer evil. Konlist-
miftelgabe bin jchisiod wir ebenfalls einverstanden

Ber Bedor! hube doh gegen eine Femibibermgung dier
Daten  rur Befunderhebung  { Telerdiologicd  keine
Eimwiinde.

Sollte eme Wiederholung desselben Uniersuchungs-
verfahrens notwendig werden. gebe ich hierzu ehen-
Talls meme Fustmiming.

O Dty L et

Unterschrifi der Pabentin/des Putientendder Ellem®
*Grumidsatzlsch sollien beide Eliernieale umerschesben. Liegtdie L
terschrifl mar emes Eermieils vor, soversichert deefiler Unierzreachneie
etplich, dass saefir o BEaveriindnis mib dem andenen Elemeeil hin-
el ey dass sheder diis allemipe Soegenocht fir dos Kied hat

v
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7.4 Lizenz- MLHFQ
) a* L10920-0559
\\f‘ HECE-”..-"ED ‘:{;\
o My =

By

6 2000 jeol
Ore L__,J
Ucensiye, ~ LICENSE # 4/4/2008 8:13 AM
CENTen

[Tal Minnesota LIVING WITH HEART FAILURE® Questionnaire
COPYRIGHT USER’S LICENSE

The Regents of the University of Minnesota (hereafter referred to as “UNTVERSITY™), a constitutional corporation
of the State of Minnesota having an office and principal place of business at 450 McNamara Alumni Center, 200 Oak St.
SE, Minneapolis, MN 55455 has created a copyrighted WORK entitled the Minnesota LIVING WITH HEART
FAILURE® Questionnaire intended for use by authorized health care professionals and researchers, and desires to
make the WORK available for use worldwide,

Completion of this COPYRIGHT USER'S LICENSE (“LICENSE"), whereby the LICENSEE agrees to the terms
specified herein, is required to use the WORK. Users must legibly complete items 1.3, 6.1, 6.2 and 7.2, if
applicable. A signature and date on also required on the last page prior to submitting this document as directed in
item 7.1. ’

ARTICLE I - DEFINITIONS

1.1 WORK. means the Minnesota LIVING WITH HEART FAILURE® Questionnaire and Inﬁt;'uctluns for
Data Collection and Scoring, This WORK is in the English language, and Is identified as U/M Docket
#94019. An electronic copy of the WORK and supplemental information including information about
translations is available at www.mihfy.org. el

¥

1.2 APPROVED COPIES means duplicates of the WORK. that shall include the following statements:

©1986 Regents of the University of Minnesota, All rights reserved. Do not copy or
reproduce without permission. LIVING WITH HEART FAILURE® is a registered
trademark of the Regents of the University of Minnesota.

1.3 LICENSEE means {complete all of the following) "
Name of peraon or organizetion: Prof. Dr. med. Gustav Steinhsff g
Address: Universitit Rostock B Dgg .} B

Klinik und Polikdinik fiir Herzchirurgie
Schillingallee 35
18057 Rostock

Einge gaﬂ'[.!e“

1 6, April 2008

Telephone number: 0049~ 381-4946101

Facsimile number: 0049-381-4946102

: ﬂer}l1nungse1'1'|gnngshem‘:ml'mn{_l

Electronic mall address: gusts

ARTICLE IT - LICENSE

2 UNIVERSITY grarts to LICENSEE the right to reproduce the WORK and use APPROVED COPIES of
the WORK for purposes described below in Article 6.1 upon, (i) submission of a completed LICENSE to
the UNIVERSITY, (ii) payment to the UNIVERSITY of the applicable nonrefundable LICNESE FEE
specified below in Article 6.2, and (jii) notification of acceptance of (i) and (ii) by the UNIVERSITY. The
EFFECTIVE DATE of this LICENSE is the date of (jii).

22 LICENSEE is granted no other license to or rights in the WORK other than as expressly stated in Article
2.1.

0

-1 of 4-
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2.3

24

2.5

LICENSE # 4,/4/2008 8:13 AM

UNIVERSITY retains all rights in the WORK not granted to the LICENSEE under 2.1, UNIVERSITY
retains ownership of the copyright to the WORK,

UNIVERSITY does not grant to LICENSEE any right to use the name or marks of the UNIVERSITY in
any manner except as may be éxpressly provided in this LICENSE,

LICENSEE may not assign its license rights under this LICENSE to any entity other then a wholly-owned
subgidiary of the LICENSEE,

ARTICLE II - TERM AND TERMINATION

i

3.2

33

The term of this LICENSE shall ke fiom the EFFECTIVE DATE of this LICENSE specified in Article
2.1 until the LICENSEE completes or ceases use of the WORK described below in Article 6.1, or the
UNIVERSITY terminates the LICENSE as described below in Article 1.2, However, in no event shall the
term of this license exceed ten (10) years.

UNIVERSITY may terminate this LICENSE upon breach of the LICENSE by LICENSEE,
UNIVERSITY shall give LICENSEE written notice of the breach and notice of the intent to terminate, If
LICENSEE does not cure the breach within thirty (30) days of the notice, the LICENSE shall terminate,
Upon such tefmination, LICENSEE's right to use the WORK zhall terminate,

Termination of this LICENSE shali not extinguish any of LICENSEE's obligations under this LICENSE
which, by their terms, continue after the date of such termination or expiration,

ARTICLE IV - PROTECTION OF PROPRIETARY RIGHTS

4.1

42

LICENSEE shall take ail steps reasonable fo protect UNIVERSITY's ownership rights in the WORK.
LICENSEE shall not distribute copies of the WORK to third parties or employees without appropriate
notice, agresment, and/or instruction with respect to use, copying, modification, and copyright protection
of the WOREL

LICENSEE will not remove the INJVERSITY copyright notice andfor other proprietary notices.

ARTICLE V - WARRANTIES AND LIMITATIONS; INDEMNIFICATION

il

5.2

5.3

UNIVERSITY and LICENSEE warrant that they have the right to enter into this LICENSE and the
ability to comply with its terms,

UNIVERSITY MAKES NO REPRESENTATIONS OR WARRANTIES, EXPRESS OR IMPLIED, BY
WAY OF EXAMPLE, BUT NOT LIMITATION, UNIVERSITY MAKES NO REPRESENTATIONS OR
WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR ANY PARTICULAR PURPOSE OF THE
WORK, UNIVERSITY SHALL NOT BE HELD LIABLE FOR ANY LIABILITY OR FOR ANY
INDIRECT OR CONSEQUENTIAL DAMAGES RESULTING FROM THE USE OF THE WORK,

LICENSEE agrees to indemnify and hold UNIVERSITY harmless against any claims or damages
resulting from LICENSEE’s use of the WORK including all liahility to third parties arising from the
negligence of LICENSEE. LICENSEE assumes no responsibility for any third party claims that the
WORK, unmadified by LICENSEE, infringes a copyright of the third party, or for darnages arising from
the willful or negligent behavior or conduct of UNIVERSITY.

-2 of 4-
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LICENSE # 4/4/2008 8:13 AM

ARTICLE VI - LICENSED USE OF WORK AND FEE

6.1.1  The LICENSEE"s use of the WORK under thiz LICENSE is restricted to uses indicated by an “X* in a
box preceding each intended use. LICENESE FEES are in U.S. dollars.

[] The LICENSEE is a student or teacher who will use the WORK only for a student project(s) or didactic
purpases. LICENSE FEE is waived,

[] The LICENSEE is a health care professional or health care organ_jzaticm who will use the WORK only in
the care of patients or to evaluate in-house services. LICENSE FEE 45 3500,

<] The LICENSEE is a principal investigator who will use the WORK in not-for-profit research projecis.
LICENSE FEE is 3500 per project. Type the title(s) of each profect to be covered by this LICENSE in the
following space:

INTRAMYOCARDIAL TRANSPLANTATION OF BONE MARROW STEM CELLS FOR
IMPROVEMENT OF POST-INFARCT MYOQCARDIAL REGENERATION IN ADDITION TO CABG
SURGERY

L] The LICENSEE is a pharmaceutical, medical device, bictechnology, disease management or other for-

profit entity who will use the WORK to evaluate 4 product or service that is in development or on the market,
LICENSE FEE is 32,500 per protocol. Type the title and number of each protocol to be covered by this
LICEMNSE in the following space.

6.2 Enter the total of all applicable LICENSE FEES from Article 6.1. § 500

ARTICLE VII - SUBMISSION OF LICENSE & PAYMENT; NOTIFCATION OF ACCEPTANCE

7.1 The fully completed LICENSE including signature and LICENSE FEE listed above in Article 6.2 should
be sent (o the following address. An incomplete or illegible LICENSE will not be accepted, The
UNVERSITY will not send a separate invoice. Please keep a copy of your submission for vour records.
Payment should be sent as a check for ULS, doilars made payable o the University of Minnesota. [f you do
not send the completed LICENSE and paymeni together, make sure your payment idenfifies the
LICENSEE and the Minnesota LIVING WITH HEART FAILURE® Questionnaire as the reason sending
the payment to the UNIVERSITY.

Send completed LICENSE and LICEMSE FEE to;

Minnesota LIVING WITH HEART FAILURE® Questionnaire
Patents & Technology Marketing P
University of Minnesota L oag BT

450 McMamara Alumni Center
200 Oak 8t. S8E ; ;
Minneapolis, MN 53435-2070 f

-3 of 4-
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LICENSE # 4/4/2008 8:13 AM

1.2 An electronic notification of acceptance will be sent b:,- the UNIVERISTY when both a completed LICENSE
and LICENSE FEE are received. [fthis notification is to be sent to an electronic address other than the one
listed above in article 1.3, fype the person’s name and electronic address here:

Mame: Dr, Dagmar Greiner Email address: dagmar. greinen@med. uni-rostock.de

ARTICLE VIII - MISCELLANEOQUS

8.1 All questions about the LICENSE or WORK. should be sent to info@mthfg.org. The UNIVERSITY is
under no obligation to provide support for the WORE.

8.2 This LICENSE contains the entire agreement of the parties concerning this subject matter and supersedes
all other previous understandings and statements, written or oral, concerning this matter,

8.3 This LICENSE is binding upon and shall inure to the benefit of the LICENSEE's successors andior
asSigns.

8.4 This LICENSE shail be interpreted and applied in accordance with the laws of the State of Minnesota
8.5 Headings are for convenience only and are not to be used in interpreting this LICENSE.

8.6 The terms of this LICENSE cannot be orally modified. A modification is not effective unless it is in
writing and signed by the LICENSEE and the UNIVERSITY,

IN WITNESS WHEREOF, the LICENSEE agrees to the above terms by the signature below of their duly
authorized representatives.

{LICENSEE)

f/rww

(authorized signature) '

flov . Gdsrav SW(WPLBF{"

(print name and title)

Date: w }‘t 2‘@@‘3

LIVING WITH HEART FAILURE® is a registered trademark of the Regents of the University of Minnesota,

~4 of 4-
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