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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Atherosklerose, welche umgangssprachlich auch als Arterienverkalkung bezeichnet wird,
stellt eine der bedeutendsten Zivilisationskrankheiten dar. Sie fiihrt nicht selten zu
Verschlusserkrankungen wie dem akuten Myokardinfarkt oder dem Schlaganfall.

Im Bericht des Statistischen Bundesamtes von 2006 werden die Herz-Kreislauferkrankungen
als haufigste Todesursache in Deutschland genannt. An oberster Stelle sind auch dort die
ischamische Herzerkrankung mit 9,5% und der akute Myokardinfarkt mit 7,3% zu finden.
Gawaz et al. sehen die Ruptur der atherosklerotischen Plaque als Hauptursache des akuten
Myokardinfarktes®’.

Die Behandlung der Atherosklerose kann nach heutigem Wissensstand chirurgisch
(Ballondilatation, Stentimplantation) oder medikamentell erfolgen. Der FEinsatz von
Stammzellen zur Regeneration dieser Gefderkrankung konnte hierbei zukiinftig eine

alternative oder zumindest eine ergiinzende Therapiemethode darstellen.

In der vorliegenden Arbeit wird zundchst eine GefidB3verletzung der A. carotis mittels
Drahtdenudation im Mausmodell induziert und anschlieBend werden endotheliale
Progenitorzellen systemisch verabreicht. Die Stammzellen sind an ein Adhisionsmolekiil
GPVI-Fc-CD133 gekoppelt. In fritheren Arbeiten in unserer Arbeitsgruppe® konnte mit Hilfe
der Intravitalmikroskopie gezeigt werden, dass durch diese Kombination eine verbesserte
Adhision der Stammzellen im verletzten GefdBareal erreicht werden kann.

In dieser Arbeit soll nun gezeigt werden, ob man durch die Anreicherung der Stammzellen am
geschidigten Gefdlendothel eine verringerte Neointimabildung und daraus resultierend eine
schnellere Reendothelialisierung herbeifiihren kann und somit die Gefahr der Thrombosierung
des verletzten Gefédlles reduziert werden kann.

Diese Erkenntnisse sind von entscheidender Bedeutung fiir die Therapie der Atherosklerose
im Rahmen einer Angioplastiebehandlung.

Da in unserer Arbeitsgruppe das Myokardinfarkt-Modell kiirzlich etabliert worden ist, wurden
auch hierzu erste Untersuchungen im Hinblick auf die Regenerationsfihigkeit des Myokards
im Rahmen der Stammzelltherapie in Kombination mit dem Adhésionsmolekiils GPVI-Fc-
CD133 durchgefiihrt. Zum jetzigen Zeitpunkt sind erst wenige Tiere in die Untersuchungen

eingeschlossen.
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2.1

SCHRIFTTUM

GefiBsystem

Das GefiBsystem dient der Versorgung des Organismus mit Sauerstoff und Nahrstoffen
iber das Blut. Dabei wird das Blut innerhalb eines Kreislaufsystems durch den Korper
geleitet. Dieser wird in einen kleinen Kreislauf, auch Lungenkreislauf genannt, welcher
fiir die Sauerstoffanreicherung des Blutes zustindig ist, und in einen groBen Kreislauf,
welcher der Versorgung des Gesamtorganismus dient, eingeteilt. Beide sind iiber das
Herz miteinander verbunden. Das Herz fungiert innerhalb dieses Kreislaufes als Pumpe,
welche den kontinuierlichen Blutfluss gew'aihrleistet13 %,

Dabei herrschen in den Arterien und Venen beider Kreisldufe unterschiedliche
Druckverhiltnisse. Diese werden im Falle des Korperkreislaufes als Hochdrucksystem
und im Lungenkreislauf als Niederdrucksystem bezeichnet'*’.

Als Arterien bezeichnet man Gefdle, welche das Blut vom Herzen in Richtung
Peripherie leiten; im Gegensatz dazu werden Gefidlle, welche das Blut zum Herzen
hinfithren, Venen genannt139.

Im Hinblick auf den Sauerstoffgehalt fithren Arterien in der Regel sauerstoffreiches
Blut, wihrend in Venen sauerstoffarmes Blut fliet. Lediglich im Lungenkreislauf
stellen sich diese Verhiltnisse umgekehrt dar'*”.

Allerdings unterscheiden sich die Gefid3e nicht nur durch ihre Flussrichtung und in der
Qualitidt des darin flieBenden Blutes, sondern auch durch ihren Aufbau. In dem
folgenden Kapitel wird aufgrund der Bedeutung fiir die nachfolgenden Untersuchungen

nur auf den Aufbau der Arterien eingegangen'’.

2.1.1 Aufbau der arteriellen Blutgefil3e

Der Aufbau einer Arterie ist sehr charakteristisch und besteht im Prinzip aus 3
Schichten, der Tunica intima (Intima), der Tunica media und der Tunica adventitia.

Die Intima liegt dem Lumen direkt an und besteht im Wesentlichen aus
Endothelzellen, einer subendothelialen Bindegewebsschicht und der Lamina elastica

interna. Die Elastica interna stellt eine Schicht aus einer bis z.T. zwei kriftigen

2



SCHRIFTTUM

elastischen Membranen dar und ist am besten bei mittelgroBen Arterien in
histologischen Schnitten sichtbar' ™.

Die Tunica media, welche sich der Intima nach auflen hin anschlieBt, enthilt
tiberwiegend zirkuldr angeordnete glatte Muskelfasern und Bindegewebe. Sie kann in
ihrer Dicke je nach Gefalityp (auf diese wird im Folgenden noch eingegangen) und
Beanspruchung sehr variieren'™.

Die Tunica adventitia geht ohne scharfe Begrenzung in das umliegende Gewebe iiber
und wird von Kollagenfasern, Fibroblasten und zahlreichen elastischen Fasern
gebildet. Die Lamina elastica externa, welche sich an der Grenze zwischen Media und
Adventitia befindet, ist in vielen Arterien weniger klar abgrenzbar.

Bei den Arterien unterscheidet man zwei GefidBtypen. Zum einen spricht man von
GefidBlen vom elastischen Typ, zu denen z.B. die Aorta gehort, und zum anderen von
GefiBen vom muskuliren Typ'®.

Die Arterien vom elastischen Typ befinden sich im herznahen Kreislautbereich und
weisen zahlreiche Elastinlamellen auf, die vorwiegend in der Tunica media zu finden
sind. Diese Lamellen sind durch Liicken unterbrochen, was zu einer vermehrten
Elastizitét fiihrt. Diese ist besonders wichtig, da es wihrend der Systole und Diastole
zu groflen Druckschwankungen kommt'?’.

In der Systole werden diese Lamellen gedehnt und wihrend der Diastole fiihren sie zu
einer Aufrechterhaltung der Spannung und gewihrleisten so einen gleich bleibenden
Blutfluss. Dieses Phidnomen nennt man Windkesselfunktion; ohne diese Gegen-
regulation wiirde der Blutstrom in der Diastole verlangsamt oder sogar sistieren. Die
Tunica media weist dariiber hinaus eine geringere Zahl an glatten Muskelzellen auf'?,
Im Gegensatz dazu verfiigen die Arterien des muskuldren Typs iiber eine sehr
ausgepragte Tunica media, die sehr zahlreich an glatten Muskelzellen ist. Diese dienen
nicht nur als kontraktile Elemente, sondern spielen eine entscheidende Rolle bei der
Produktion der Kollagenfasern, des Elastins und der Proteoglykane (Bestandteile der
extrazelluldren Matrix)139.

Allerdings ist der Ubergang zwischen den Arterientypen flieBend. Somit nimmt die

A. carotis hinsichtlich ihrer Wandstruktur eine Intermediérstellung ein. Die Anzahl der
Elastinlamellen ist geringer als in der Aorta, die Auspriagung der glatten Muskelzellen
hingegen ist hoher als in anderen mittelgroen oder kleineren Geféal3en.

In den GefiBen vom muskuldren Typ ist die Lamina elastica interna sehr gut

ausgeprigt und in der Histologie durch ihren gewellten Verlauf leicht zu erkennen'”.
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GefiBverletzung
Art der Gefalverletzung bzw. mogliche Verletzungsmodelle

Die Atherothrombose ist eine komplexe Erkrankung, welche zwei verschiedene
Pathomechanismen verfolgt. Zum einen stellt die Atherosklerose, welche durch den
Prozess der Plaqueformation gekennzeichnet ist, ein wichtiger Wegbereiter der
Erkrankung dar. Zum anderen kommt es durch eine Ansammlung eines Blutkoagels
durch eine rupturierende Plaque zu einer intraluminalen Thrombose'**.

Um die Verletzung des GefidBendothels bei atherosklerotischen Erkrankungen
nachzuempfinden, bestehen in der derzeitigen Forschung zahlreiche Verletzungs-

modelle, welche entweder auf die Thrombose oder die Atherosklerose abzielen.

Thrombosemodelle

Thrombosemodelle dienen der Untersuchung und der Evaluierung von
antithrombotischen Therapien’’. Die Modelle konnen einerseits durch Applikation
prothrombotischer Substanzen’ oder durch das Anlegen einer GefiBverletzung
herbeigefiihrt werden. Die Verletzungen konnen entweder mechanisch'®, chemisch'?!
oder mittels Lasereinwirkung90 erreicht werden. Dieses Prozedere resultiert in einer
Endothelschdadigung und initiiert ein Entziindungsgeschehen im betroffenen

GefiBareal.

Atherosklerosemodelle

Da die Atherosklerose in engem Zusammenhang mit hohen Serumcholesterol-
konzentrationen steht, konnen zur Generierung von Atherosklerosemodellen fettreiche
Fiitterungen verwandt werden. Der Prozess der Atherogenese kann dabei durch
Defekte im physiologischen Stoffwechsel verstidrkt werden.

In der heutigen Forschung spielen sowohl Kaninchen als auch Maiuse eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung solcher Modelle. Bei Kaninchen konnte
nachgewiesen werden, dass diese nach einer cholesterinreichen Fiitterung innerhalb
von 4-16 Wochen deutliche Plaqueformationen entwickeln. Diese Ablagerungs-
prozesse sind in erster Linie in Bereichen der Aorta zu finden'*.

Innerhalb der Méusestimme konnten sich zwei verschiedene Linien im Hinblick auf

die Atheroskleroseentstehung etablieren. Bei beiden Mauslinien handelt es sich um
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Knockouts beziiglich eines Proteins (Apolipoprotein E, LDL;-Rezeptor), welches in
den Atheroskleroseprozess eingebunden ist. Bei beiden Knockout-Stimmen kdnnen
deutlich erhohte Serumcholesterolwerte festgestellt werden. Zusitzlich treten
atherosklerotische Verdnderungen des Gefidlendothels schon zu einem frithen

Zeitpunkt in Erscheinung”.

Pathophysiologie der vaskuldren Regeneration

Bei dem Begriff der Regeneration unterscheidet man zwischen der physiologischen
und der reparativen Regeneration. Laut Definition handelt es sich bei der
physiologischen Regeneration um einen Ersatz von Zellen oder Geweben im Rahmen
des normalen VerschleiBBes. Dieser Ersatz kann sowohl permanent (Epidermis,
Darmepithel, GefidBendothel, etc.), zyklisch (Endometrium nach der Menstruation)
oder einmalig (Ersatz des Milchzahngebisses durch bleibendes Gebiss) erfolgen.

Eine reparative Regeneration wird dann vollzogen, wenn in einem Zellsystem oder
einem Gewebe Defekte entstanden sind. Diese Defekte werden durch Proliferation von

Ersatzgewebe ausgeglichen103.

Dabei kann der Vorgang in zweierlei Richtung
vollzogen werden.

Von einer vollstindigen pathologischen Regeneration spricht man, wenn die
geschidigten Zellen durch Zellen desselben Typs ersetzt werden. Dabei wird die
Histoarchitektur des Gewebes vollstindig wiederhergestellt. Eine vollstdndige
Regeneration ist daher nur moglich, wenn die Basalmembran und/oder das
perivaskuldre Bindegewebsgeriist in Gestalt des ,,formativen Mikroenvironments
erhalten ist'®.

Anders verhilt es sich bei der unvollstindigen pathologischen Regeneration; hierbei
wird das geschidigte, urspriinglich spezialisierte Gewebe durch kollagenreiches
Bindegewebe ersetzt. Es entsteht das sogenannte Narbengewebe, welches in seiner
Funktion oftmals eingeschrinkt ist'®.

Betrachtet man diese Mechanismen im Hinblick auf die vaskuldre Regeneration, so
sind am Heilungsprozess der GefdBwand sowohl Endothelzellen als auch glatte
Muskelzellen beteiligtlo.

Unter dem Begriff der ,,Endothelialen Dysfunktion* versteht man verschiedene

Formen von potentiell reversiblen Verdnderungen des Funktionszustandes des
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Endothels. Die Endothelzellen konnen auf pathologische Reize reagieren, indem sie
thre Funktion modulieren und auch neue Eigenschaften entwickeln. Im Anschluss
daran kommt es zu einer Erhohung der Gefidlpermeabilitit, einer Inhibierung der
Stickoxid-Freisetzung und zu einer Umverteilung der P-Selektine durch Thrombin und
Histaminstimulation. Die Proteinneusynthese durch das Gefillendothel bleibt dabei
unveridndert. Die Endothelaktivierung dagegen fithrt zu einer Veridnderung der
zellulidren Genexpression und damit auch der Proteinbiosynthese'’.

Die Aktivierung wird durch inflammatorische Prozesse, himodynamischen Stress und
Lipidablagerungen, wie sie bei atherosklerotischen Veridnderungen vorzufinden sind,
gefordert. Dabei konnen die Endothelzellen ein neues Spektrum an Adhisions-
molekiilen, Zytokinen, Wachstumsfaktoren, pro- und antikoagulatorischen Substanzen
sowie andere Genprodukte freisetzen'’.

Vaskuldre Schéadigungen stimulieren auBlerdem das Wachstum der glatten
Muskelzellen. Dies fiihrt zu einer Migration der Muskelzellen aus der Media in die
Intima und einer anschlieBenden Proliferation dieser Intimazellen. Zusétzlich werden
extrazellulire Matrixproteine synthetisiert und abgelagert. Im Rahmen des
Heilungsprozesses der Gefdawandldsion entsteht auf diese Weise die sogenannte
Neointima'’.

Die Zellen der Neointima weisen im Gegensatz zu den iiblicherweise , kontraktilen®
Muskelzellen einen ,,proliferativ-synthetisierenden Phianotyp auf. Dies zeigt sich in
einer Abnahme der kontraktilen Elemente und der gesteigerten Mitosefrequenz.

Eine iiberschieBende Proliferation der glatten Muskelzellen fithrt zu einer
Intimaverdickung, welche als Komplikation des Heilungsprozesses zu Stenosen und
Verschliissen kleinerer Gefdlle fithren kann. Dieser Pathomechanismus spielt bei
verschiedenen GefidBlerkrankungen, wie der Restenose nach Angioplastie, der
Transplantatvaskulopathie und der Atherosklerose eine entscheidende Rolle. Erst nach
Wiederherstellung der Endothelintegritit konnen die neointimalen Myozyten wieder in

ihren nicht proliferierenden Zustand zuriickkehren'’.

Einsatz von Stammzellen im Hinblick auf die vaskulidre Regeneration

In der derzeitigen Forschung ist der Einsatz von Stammzellen zur Verbesserung der
Regenerationsfihigkeit von BlutgefiBlen nach Endothelschdadigung ein vielseitig

untersuchtes Themengebiet. Allerdings ist es in diesem Zusammenhang nicht nur

6
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entscheidend die verwendeten Stammzellen und deren Applikationsart zu
charakterisieren, sondern es ist ebenso von Bedeutung das Verletzungsmodell zu

beriicksichti gen13 0,

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die
Schiadigung des GefidBlendothels und der darunterliegenden Schicht aus glatten
Muskelzellen zu einer verstirkten Proliferation derselben fuhrt, was als
Neointimabildung bezeichnet wird. Diese GefidBBverletzung ist demnach je nach
eingesetztem Verletzungsmodell sehr unterschiedlich. So konnten Tanaka et al. nach-
weisen, dass bei einer Drahtdenudation die Alterationen an der Gefi3wand am grofiten
sind und daraus eine starke Neointimabildung resultiert'”. In diesem Zusammenhang
konnten sie auBerdem zeigen, dass zur Rekrutierung der Stammzellen die Apoptose
der glatten Muskelzellen eine entscheidende Rolle spielt. So scheint die daraus
resultierende Zelllosigkeit der Tunica media zu einem verstirkten Homing der
Progenitorzellen zu fiihren. Bei einer Ligatur des Gefdlles bleiben diese Beo-
bachtungen weitestgehend aus'.

Bei Werner et al. wird von einer Reduzierung der Neointimabildung infolge einer
intravenosen Transfusion von endothelialen Progenitorzellen berichtet. Demnach fiihrt
die Anreicherung der Stammzellen im verletzten Gefilwandareal zu einer
verbesserten Reendothelialisierung und somit zu einem verminderten Stenosegrad des
GefiBlumens'*'.

Sahara et al. legten bei ihren Untersuchungen ihr Augenmerk auf das Regenerations-
potential von himatopoetischen Stammzellen (HSC)''2.

Wie bereits bei Yeh et al. beschrieben, konnen sich hdmatopoetische Progenitorzellen
nicht nur zu jeder Art von Blutzellen, sondern auch zu Kardiomyozyten und

Endothelzellen differenzieren'*®.

Bei den Untersuchungen zeigte sich, dass
unfraktionierte Zellen des Knochenmarks ein hoheres Regenerationspotential besitzen
als spezialisierte HSCs. Sie konnten zusitzlich zeigen, dass sich die Zellen vermehrt in
der Neointima und der Tunica media anreichern'*.

Allerdings konnen Stammzellen auch aus bestimmten Ressourcen des Korpers durch
Applikation bestimmter Zytokine rekrutiert werden und sich in geschidigten Bezirken
anreichern.

So konnten Zernecke et al. zeigen, dass eine Freisetzung von Stromal-derived Factor 1
(SDF-1), welcher bei der Apoptose der glatten Muskelzellen vermehrt exprimiert
wird, zu einer verstirkten Rekrutierung von Entziindungszellen, wie z.B.

Makrophagen, Leukozyten, aber auch Thrombozyten und letztlich Progenitorzellen
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aus dem Knochenmark fiihrt'™

. Durch diese zunehmende Entziindungsreaktion kann
eine verstirkte Neointimabildung beobachtet werden. SDF-1 fungiert in diesem
Zusammenhang als Mobilisationsmediator fiir die im Knochenmark befindlichen
Progenitorzellen'’.

Einer neuen Studie zur Folge fiihrt eine kombinierte Gabe von SDF-1 und Statinen zu

einer 9 bis 18-fach gesteigerten Anzahl an zirkulierenden EPCs'*

. Die Arbeitsgruppe
um Shao et al. konnte im ,,Hindlimb-Modell* an der Maus zusitzlich zeigen, dass
durch eine zuvor durchgefiihrte intraperitoneale Injektion von Fluvastatin und eine
nach Ischdmie der HintergliedmaB3e intramuskulédr verabreichte Injektion von SDF-1
die Regenerationsfihigkeit des ischimischen Gewebes verbessert werden konnte. Die
endothelialen Progenitorzellen fiihrten zu einer deutlichen Erhohung der
Kapillardichte und somit zu einer verbesserten Reperfusion der betroffenen
GliedmaBe, da keines der mit dieser Kombinationstherapie behandelten Tiere eine
postoperativ auftretende FuBBnekrose zeigtem.

In fritheren Veroffentlichungen von Werner et al. wurden Statine als Stimulatoren fiir
die Angiogenese bei normocholesterinimischen Tieren angesehen'*.

Ein weiteres Zytokin, welches im Rahmen der Mobilisation von Stammzellen
diskutiert wird, ist der Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF)'%.

Es konnte gezeigt werden, dass die prdoperative Injektion von G-CSF in
Drahtdenudationsversuchen die Zahl der zirkulierenden CD34" Zellen im peripheren
Blut erhoht. In den verletzten Gefdallen kommt es infolgedessen zu einer verminderten
Neointimaformation und einer verbesserten Reendothelialisierung. Zusitzlich zeigen
die Gefidle eine erhohte Fihigkeit zur Vasodilatation, welche auf eine verbesserte
Ansprechbarkeit auf Stickoxide zuriickgefiihrt werden kann'%.

Allerdings ist der Einsatz von G-CSF nicht ohne Risiken zu sehen, da eine erhohte
Expression von G-CSF  und daraus resultierend die Anlockung zahlreicher
Entziindungszellen im Umkehrschluss zu einer verringerten Heilungstendenz fithren
kann'®. Die positiven Effekte im Hinblick auf die Neointimaformation und die
Rekrutierung der Stammzellen sind daher dosisabhédngig.

Die Neointimahyperplasie infolge Gefidlverletzung kann auflerdem durch bestimmte
Chemokine, welche in das Entziindungsgeschehen eingebunden sind, beeinflusst
werden. So zeigen Ott et al., dass durch einen Defekt des Tissue Factor (TF), welcher

ein wichtiger Faktor in der Gerinnungskaskade darstellt, eine verringerte Neointima-

bildung erreicht werden kann. Die Anhaftungsfihigkeit vieler Entziindungszellen ist
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2.3.1

durch den Verlust der zytoplasmatischen Doméne des Tissue Factors nicht mehr
gewéihrleistet%.

Ein gegenteiliges Phidnomen spiegelt sich bei Fas-defizienten Miusen wider’”. Fas
gehort zu der Familie der Tumornekrose-Faktoren und wird von Lymphozyten,
Makrophagen, glatten Muskelzellen und Endothelzellen freigesetzt. Er induziert die
Apoptose der geschidigten Zellen. Fehlt nun dieser Faktor selbst bzw. ist der
jeweilige Rezeptor nicht vorhanden, so verringert sich die Apoptoserate und es kommt
zu einer iberschieBenden Proliferation, welche durch eine verstirkte Neointima-

formation charakterisiert ist’".

Atherosklerose/ Arteriosklerose
Definition

Bei der Atherosklerose bzw. Arteriosklerose, welche umgangssprachlich auch als
Arterienverkalkung bezeichnet wird, handelt es sich um eine krankhafte Verinderung
der Arterien, welche mit Verhidrtung, Verdickung und Elastizititsverlust der
Arterienwand einhergeht98.

Die entziindlich bedingte Atherosklerose fiihrt fokal zu einer Dickenzunahme der
Intima mit einer Akkumulation von Lipiden und lipidreichen Makrophagen
(Schaumzellen) und einer ausgeprigten Bildung einer kollagenreichen
Bindegewebsschicht (atherosklerotischer Plaque). Die Erkrankung manifestiert sich
vor allem an Pridilektionsstellen mit hdmodynamischen Besonderheiten, wie z.B.
Bifurkationen und Abzweigungen von Gefidisten sowie sonstige Engpésse innerhalb
des GefidBsystems. Héaufig von der Atherosklerose beim Menschen betroffen sind die
A. carotis interna, die A. femoralis, die Bauchaorta, die Koronargefile und der

Circulus arteriosus cerebri' '°.
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2.3.2 Pathogenese der Atherosklerose

Verschiedenste Erkrankungen und Pridispositionen werden mit der Entstehung der
Atherosklerose in Verbindung gebracht. Allerdings wird ihr Einfluss innerhalb des
Entziindungsgeschehens in der Literatur viel und z.T. kontrovers diskutiert. Vielfach
in diesem Zusammenhang benannte FErkrankungen sind Hypercholesterindmie,
Hypertonielg, Diabetes mellituss, aber auch Alkoholabusus, Ubergewicht und das
Rauchen von Tabakzigaretten'® ¢+ %7,

Die Entstehung der Atherosklerose ist ein sehr komplexes Geschehen, in welches eine
Reihe hochspezifischer zelluldrer und molekularer Reaktionen involviert sind. Sie ist
in erster Linie als entziindliche Erkrankung des Gefidsystems zu verstehen'* 1°% 107,
An ihrem Beginn steht eine rein entziindliche Lision des Endothels, welche als Fatty
streak bezeichnet wird. Sie ist histologisch durch ihren Reichtum an Makrophagen und
T-Lymphozyten deutlich vom restlichen intakten Endothel abzugrenzen'?’.

Bei Personen mit Hypercholesterinimie werden diese Zellen durch extrazellulidre
Ablagerungen von Lipiden an der GefiBwand angelockt®. Die erhohte
Serumkonzentration von Cholesterol, den modifizierten Lipiden und deren
Lipoproteinen im peripheren Blut wird auch vielfach als einer der Risikofaktoren fiir
die Atherogenese diskutiert. Das Low Density Lipoprotein (LDL) wird als
Hauptursache fiir die Entstehung der Endothelverletzung und der nachfolgenden
Schidigung der glatten Muskelzellen angesehen®. Nach Anreicherung der LDL-
Partikel am lumenseitigen GefiBwandbereich kommt es zu einer progressiven
Oxidationsreaktion. Die oxidierten Lipoproteine (z.B. oxLDL) werden iiber
Scavenger-Rezeptoren auf der Oberfliche von Makrophagen gebunden und
anschlieBend von diesen phagozytiert®”’. Die dabei entstehenden Schaumzellen
migrieren in die Intima des Gefid3es und fithren dort zu Fatty streaks.

Allerdings gibt es auch Lipoproteine, die eine protektive Wirkung innerhalb des
Entziindungsgeschehens besitzen. Wie bei Libby et al. beschrieben, weist das High
Density Lipoprotein (HDL) eine solche Funktion auf. Dieses fiihrt einerseits zu einem
reversen Transport von Cholesterol und andererseits transportiert es antioxidative
Enzyme, welche die oxidierten Lipide spalten konnen und so deren proinflam-
matorischen Effekt auBer Kraft setzen® .

In der westlichen Welt gewinnt das Ubergewicht als Zivilisationskrankheit immer

mehr an Bedeutung und wird als weiterer Risikofaktor vielfach in wissenschaftlichen
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Kreisen diskutiert. Die Obesitas priadisponiert nicht nur fiir eine Insulinresistenz,
sondern fiihrt auch zu einer Dyslipidimie'*’. Die Lipoproteine werden dabei in ihrem
physiologischen Verhiltnis zueinander negativ beeinflusst. Hohe Konzentrationen an
freien Fettsduren stimulieren die Freisetzung von triglycerid-reichen Lipoproteinen,
wie das Very Low Density Lipoprotein (VLDL) durch die Hepatozyten. Dieser
Anstieg der VLDL fiihrt zu einer Abnahme der HDL, da diese gegen VLDL
ausgetauscht werden und somit wird deren protektive Wirkung reduziert. Zusitzlich
synthetisiert das Fettgewebe TNFa und Interleukine, welche die Entziindung
vorantreiben und die Atherogenese begiinstigen'®.

Burke et al. konnten in Studien an Patienten mit koronarer Herzerkrankung zeigen,
dass abnorme Serumkonzentrationen von Cholesterol, insbesondere niedrige Werte an
HDL, zu einem erhdhten Risiko fiir Plaquerupturen fiihren'.

Die Integritit des Gefdllendothels ist von entscheidender Bedeutung fiir die
Verhinderung der Plaqueerosion bzw. -ruptur und somit der Prdvention eines
ischdmischen Gewebeschadens, wie z.B. dem Myokardinfarkt oder dem Schlag-

anfall"

. AuBlerdem konnten sie eine Pridisposition der Zigarettenraucher fiir das
Auftreten einer akuten Thrombose nachweisen'.
Wie bereits bei Ross et al. beschrieben, handelt es sich um eine response-to—injury

197 Dies bedeutet, dass der Erkrankung eine Gefdlschidigung vorausgeht,

Erkrankung
welche eher als Dysfunktion, weniger als Verletzung des Endothels zu verstehen ist.
Durch die anschlieBende Entziindungsreaktion steigt die Adhéasivitit der
Endothelzellschicht, in deren Folge zahlreiche Zellen, besonders Thrombozyten und
Lymphozyten, anhaften konnen. Zusitzlich werden von den Endothelzellen
Mediatoren freigesetzt, die prothrombotisch wirksam sind®” '“” Eine unkontrollierte
plattchenassoziierte Thrombusformation fiihrt zu einer akuten Gefidfeinengung und
kann infolgedessen durch Anlagerung weiterer Entziindungszellen zur Entstehung
einer atherosklerotischen Plaque fithren*”.

Fithren die Entziindungsmechanismen nicht zu einer Neutralisation bzw. einer
Eliminierung des auslosenden Agens, so migrieren glatte Muskelzellen ins
entziindliche Gewebe ein und proliferieren. Durch eine iiberschieBende oder ldnger
andauernde Proliferation der glatten Muskelzellen kommt es zu einer Wandverdickung

des betroffenen Gefdles. Reichen die Energiereserven nicht mehr aus, entsteht eine

GefiBdilatation**. Dieser Prozess wird als Remodeling bezeichnet'*°.

11
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Die fortschreitende Entziindungsreaktion fiihrt schlieBlich zu einer Fibrosierung der
Endothelldsion; es entsteht eine fibrose Kappe. Unter dieser befinden sich
Lipidablagerungen und nekrotisches Gewebe. Durch den daraus resultierenden
Elastizitdtsverlust ist es dem Gefdal nicht mehr moglich die Dysfunktion zu
kompensieren und die Plaque kann sich weiter ins GefidBlumen erstrecken und
schlimmstenfalls zum GefiBverschluss fiihren® '

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Atherosklerose stellen die Stromungsverhiltnisse
innerhalb des Gefidfles dar. Die atherosklerotischen Verianderungen treten vermehrt an
Aufzweigungen von Gefillen auf. Gotlieb et al. konnten zeigen, dass im Bereich von
GefidBaufzweigungen verminderte Scherkrifte auftreten, wihrend die Turbulenzen
innerhalb des GefiBlumens an diesen Stellen erhoht sind*®. Dies fiihrt zu
charakteristischen Veridnderungen des Blutstroms. Durch die Stromungsverhiltnisse
werden vom Endothel bestimmte Adhisionsfaktoren freigesetzt, die mit Rezeptoren
auf der Oberfliche anderer Zellen in Kontakt treten konnen'”. Die Adhirenz von
Thrombozyten und Leukozyten fiihrt ihrerseits ebenfalls zu einer Expression von
Chemokinen, welche chemotaktisch wirksam sind und weitere Zellen rekrutieren'?.
Wie bei Daub et al. beschrieben, stellen Makrophagen, die sich zu Schaumzellen
differenzieren, einen weiteren wichtigen Zelltyp bei der Atherogenese dar®. Sie
entwickeln sich aus Monozyten des peripheren Blutes. Nach Aktivierung sind
Makrophagen iiber den Molecular Histocompatibility Complex-II-Rezeptor (MHC 1I)
befidhigt Antigene an ihrer Oberfldache zu prisentieren. Sie konnen auf diese Weise
sowohl CD4- als auch CDS8-T-Lymphozyten stimulieren™. Bei Folcik et al. wird in
diesem Zusammenhang oxLLDL als mogliches Antigen diskutiert’. Die entziindlichen
Reaktionen fiithren aber nicht nur zur Entstehung der atherosklerotischen Plaque,
sondern sie fordern auch die sich daraus ergebenden Risiken fiir akute thrombotische
Ereignisse®’.

Komplikationen bzw. Folgeerscheinungen der Atherosklerose treten durch Erosion
oder Plaqueruptur in Erscheinung®. Dabei kommt es zum Einreifen der fibrosen
Kappe und nekrotisches Gewebe, sowie die subendotheliale Matrix werden freigelegt.
Durch T-Zellen und Makrophagen kann dieser Prozess beschleunigt werden, da sie
Metalloproteinasen produzieren, welche fiir die Auflosung der fibrosen Bedeckung der

Plaque nétig sind®’.
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Endotheliale Dysfunktion

Fatty Streak-Formation

Atherosklerotische Plaque

Fibrose Plaque—>Rupturgefahr

Abbildung 1: Darstellung der verschiedenen Endothelverinderungen bei der

Atheroskleroseentwicklung (Ross, 1999)
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2.3.3 Folgeerscheinungen der Erkrankung
ACS (akutes Koronarsyndrom)

Diese Erkrankung weist sowohl thrombotische als auch vasokonstriktorische
Verinderungen der GefidBle auf. Infolgedessen kommt es zu einer Verengung des
GefidBlumens und daraus resultierend zu einer Minderdurchblutung des durch das
jeweilige Gefall versorgten Gebietes. Durch die lokale Thrombusformation kommt es
zu einer massiven Freisetzung von Serotonin, Thromboxan A, und Thrombonin. Alle
diese Substanzen wirken vasokonstriktorisch, nicht nur in den thrombotischen
Bezirken sondern auch in entfernteren Arterien- und Kapillargebieten49. Problem
dieser Erkrankung ist es, dass trotz vasodilatatorischer Therapie oftmals die
Einengung nicht vollig behoben werden kann. Daher kommt es bei 12 bis 16% der

Patienten zu erneutem Auftreten von kardialen Problemen'¢.

AMI (akuter Myokardinfarkt)

Beim akuten Myokardinfarkt handelt es sich um eine ischdmische Gewebsnekrose des
Myokards. Diese Mangeldurchblutung kann durch ldnger anhaltende Gefdl3spasmen
oder auch eine GefiBokklusion, z.B. infolge einer Plaqueruptur entstehen®®.

Bei den meisten Patienten erscheint der Myokardinfarkt als Folge einer Erosion der
Plaque oder einer Ruptur derselben. Dabei kommt es durch Freisetzung von
Metalloproteinasen durch Entziindungszellen allmihlich zu einer Auflosung der
fibrosen Kappe und somit zu einem Austritt des nekrotischen Materials in das
GefiBlumen™. Zusitzlich kénnen Gefifthromben infolge Erosion bzw. Ruptur der
atherosklerotischen Plaque entstehen, was letztlich eine Einengung des Gefidlumens

hervorrufen kann™.

Schlaganfall (Apoplexie, Stroke)

Der sogenannte Schlaganfall stellt einen ischdmischen Hirninfarkt dar. Dieser wird

meist durch eine Embolie, ausgehend von atherosklerotischen Veridnderungen
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extrakranieller Gefiale oder vom Herzen, ausgelost. Hiufig betroffen ist das
Versorgungsgebiet der A. cerebri media. Typische Symptome der Apoplexia cerebri

sind Hemiparesen, Sensibilisations- und Sprachstérungen%.

Therapieansitze

Der Atherosklerose kann durch unterschiedliche therapeutische Ansdtze begegnet
werden. Zum einen ist es moglich bei symptomlosen Patienten bzw. bei milden
klinischen Fillen eine medikamentelle Therapie einzuleiten. Diese ist in erster Linie in
Richtung auf eine antithrombotische Behandlung72 mit Aspirin und Clopidogrel
gerichtet. Ein weiterer Ansatzpunkt stellt die Reduktion der Lipidablagerungen®* im
GefidBlumen dar, welche durch Verabreichung von Statinen erreicht werden kann.
Afilalo et al. konnten in einer klinischen Studie zeigen, dass eine intensive Therapie
mit Statinen nach einem akuten Koronarsyndrom die Mortalitit um 25% reduziert'.
Zusitzlich konnen Antihypertensiva®eingesetzt werden. Eine Umstellung der
Lebensgewohnheiten, wie z.B. ein maBiger Alkoholkonsum wund eine
Nikotinentwshnung'* kénnen die Therapie unterstiitzen.

Die Substitution von Omega-3 Fettsduren bei atherosklerotischen Erkrankungen wird
bei Rosendorff et al. beschrieben. Demnach fiihren die ungesittigten Fette zu einer
Senkung des Blutdrucks und =zu verringerten Triglyceridkonzentrationen.
Infolgedessen wird das HDL mit Hilfe dieser Fettsiuren erhoht'*,

Bei schweren klinischen Fillen von Atherosklerose im Bereich mittelgroB3er bis grof3er
Gefil3e ist allerdings eine chirurgische Intervention anzuraten, um weitere Risiken
eines ischamischen Gewebeschadens zu verringern. Es stehen zwei chirurgische
Eingriffe zur Wahl. Bei der bereits 1954 von Eastcott et al. beschriebenen
Endarterektomie der A. carotis handelt es sich um eine Entfernung der intraluminal
gelegenen Plaque und der angrenzenden Endothelzellschicht. Barnett et al. konnten
zeigen, dass eine Endarterektomie bei symptomatischen Patienten mit einem
Stenosegrad von iiber 70% einer medikamentellen Therapie deutlich iiberlegen ist*.
Allerdings ist der chirurgische Eingriff mit nicht unerheblichen Risiken®, wie
Wundhidmatomen, Nervenverletzung oder -reizung, sowie Hyperperfusions-

Syndromen® behaftet.
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Eine zweite Moglichkeit der chirurgischen Therapie stellt die Angioplastie und das
Stenting der betroffenen GefidBle dar. Diese wurde von Mathias et al. erstmals
beschrieben und bietet eine gute Alternative zur Endarterektomie’®. Durch zahlreiche
Studien konnte belegt werden, dass die Angioplastie ohne Stentimplantation einen
weniger hohen Erfolg verspricht, als wenn beide Verfahren miteinander kombiniert
werden. Der Vorteil der Stentimplantation ist dabei nicht nur in der Dilatation des
GefiBes, sondern auch in der mechanischen Stabilisierung der Plaque zu sehen’.
Allerdings birgt das Stenten die Gefahr einer anschlieBenden Embolisierung von
Plaqueanteilen oder Thromben, welche letztendlich das Schlaganfallrisiko erhoht™.
Daher ist diese Methode nicht als Mittel der ersten Wahl anzusehen und wird nur in
schweren Fillen angewendet.

Als letzter, aber nicht unbedeutender Therapieansatz ist die zellbasierte
Transplantation infolge einer Gefialschadigung anzusehen. In den letzten Jahren wurde
auf diesem Gebiet sehr intensiv geforscht und in zahlreichen Studien konnte der

. . 141, 130, 5
regenerative Effekt bewiesen werden ™ 0. 53

. Dabei wurde hauptsichlich der
inhibierende Einfluss der nach Endothelverletzung verabreichten EPCs auf die
Neointimaproliferation beurteilt.

In weiteren Studien konnte belegt werden, dass aufgrund der Applikation von
Zytokinen, wie G-CSF* 2% 27 oder SDF-10""" 7 eine verstiirkte Rekrutierung von
Stammzellen aus dem Knochenmark erfolgt. Diese siedeln sich vermehrt im verletzen
GefiiBareal an und differenzieren sich zu maturen Endothelzellen®"- %,

Die Behandlung des akuten Myokardinfarktes (mogliche Folge der Atherosklerose)
sieht &dhnliche Therapiemanahmen vor. Zunichst erfolgt je nach Schwere der
Symptome eine medikamentose Versorgung des Patienten mit Hilfe von
gefillerweiternden und herzstabilisierenden Préaparaten (Nitroglycerin, ACE-Hemmer,
B-Rezeptoren-Blocker, Antiarrhythmika u.a.)”®. Nach Abschluss der Akuttherapie
wird eine Koronarangiographie durchgefiihrt, um die Notwendigkeit weiterer
MaBnahmen, wie eine Angioplastie oder eine Bypass-Operation, einschitzen zu
konnen.

Bei der Bypass-Operation handelt es sich um eine Umgehungsplastik’®. Hierbei wird
der GefdlBverschluss mittels anlegen von Anastomosen durch GefédBtransplantation

umgangen bzw. iiberbriickt. Es entsteht somit ein Kollateralkreislauf, welcher die

Blutversorgung der minderdurchbluteten Areale wiederherstellt.
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24.1

Thrombozyten
Aufbau der Thrombozyten

Wie bereits bei Ruggeri et al. beschrieben, handelt es sich bei Thrombozyten um
kernlose Zellen, welche sich aus Megakaryozyten aus dem Knochenmark und dem

peripheren Blut entwickeln konnen'”

. Die Blutplittchen zirkulieren bis zu 10 Tagen
im Blutstrom, bevor sie von Makrophagen phagozytiert und in Leber und Milz
abgebaut werden'””. Innerhalb des Kreislaufsystems dienen die Thrombozyten dem
Erhalt der Integritit des Endothels. Beim Auftreten von Lisionen aggregieren sie am
verletzten Endothel und an durch die Verletzung freigelegten Strukturen der
extrazelluliren Matrix'®. Sie besitzen auf ihrer Oberfliche verschiedene
Membranproteine (niher erldutert in Kapitel 2.4) mit denen sie mit anderen
zirkulierenden Zellen oder auch der subendothelialen Matrix in Kontakt bzw.
Wechselwirkung treten konnen*'.

Die Blutplittchen sind durch ihre Kernlosigkeit nur eingeschrinkt zur Neusynthese
von Proteinen befihigt. Auferdem wird tédglich ein Drittel der Thrombozytenzahl
erneuert und portionsweise iiber die Milz mit dem peripheren Blut ausgetauscht. Die
Thrombozyten weisen in nicht aktiviertem Zustand eine diskoide Form auf, welche
sich durch Aktivierung dahingehend verdndern lédsst, dass die Blutpldttchen
sogenannte Pseudopodien ausbilden, mit welchen sie mit anderen Zellen in Kontakt
treten und auch migrieren konnen. Die Oberfliche der Thrombozyten wird durch

diesen Prozess entscheidend vergroflert. Sie konnen somit eine Gréfe von bis zu 13

um erreichen (inaktiver Thrombozyt 8 um)*.

Abbildung 2 : Ruhende (links) und aktivierte (rechts) Thrombozyten (Gawaz, 1999)
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Das Innere der Thrombozyten ldsst sich in 4 verschiedene Regionen einteilen:
1. periphere Zone

2. strukturelle Zone

3. Zone der Organellen
4

. Membransystem

Die periphere Zone wird von der zytoplasmatischen Membran gebildet. Diese
exprimiert an ihrer Oberfldche zahlreiche Rezeptoren, welche als Bindungsstellen fiir
verschiedene Substanzen aus dem peripheren Blutstrom dienen.

In der strukturellen Zone sind zahlreiche Strukturproteine zu finden, welche in ein
Netzwerk von Mikrotubuli eingebunden sind. Durch dieses Zytoskelett erhalten die
Thrombozyten ihre diskoide Form. Bei Aktivierung der Thrombozyten durch ADP,
Thrombin oder deren Adhision ans Endothel werden die Mikrotubuli in ihrer Struktur
verdndert und ermoglichen dem Thrombozyten auf diese Weise dessen
Eigenbewegung40.

Die Zone der Organellen besteht aus Mitochondrien, Glykogenvesikel und weiteren
Speichergranula. Die Speichergranula werden je nach Inhalt in verschiedene
Granulatypen eingeteilt.

Die Dense bodies, welche aufgrund ihrer Dichteerscheinung im Elektronenmikroskop
benannt wurden, dienen als Speicher fiir niedermolekulare Proteine, wie ADP, ATP,
Serotonin, etc.®,

Die alpha-Granula hingegen stellen die groBite Gruppe der Speichergranula dar. Sie
beinhalten Proteine, die fiir die Funktion der Thrombozyten von Bedeutung sind.

In den Lysosomen werden hydrolytische Enzyme gespeichert, welche durch Exozytose
an der Oberflichenmembran freigesetzt werden™.

Das Membransystem der Thrombozyten besteht aus einem kanalikuldren und einem
tubuldren Anteil. Das kanalikuldre System dient der Kontaktaufnahme mit anderen
Zellen und ist nach auflen hin offen. Der tubuldre Anteil der Blutpléttchen besteht aus
dem rauen endoplasmatischen Retikulum, welches ein Residuum der Megakaryozyten
darstellt. Das endoplasmatische Retikulum dient als Calciumionen-Speicher.
Calciumionen sind ein wichtiger Trigger fiir die Membranregulation und die
Aktivierung der Thrombozyten; diese fiihrt zur Pseudopodienausbildung und

Degranulation der zytoplasmatischen Speicher™.
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24.2

243

Rolle der Thrombozyten bei Gefial3verletzung

Infolge einer GefidBlverletzung kommt es zur Aggregation der Thrombozyten und zur
anschlieBenden  Thrombusbildung. Bei diesem physiologischen Reaktions-
mechanismus konnen die Blutplittchen allerdings nicht zwischen traumatischem und
pathologischem Gefdlschidden differenzieren. Infolgedessen konnen okklusive
Thromben entstehen, welche Ursache von vaskulédren Erkrankungen sein konnen und
schlussendlich einen ischimischen Gewebeschaden herbeifiihren konnen''®.
Physiologischerweise dienen Thrombozyten dem Wundverschluss nach akuter
GefialBverletzung. Dabei lagern sich die Blutplidttchen dem Gefddefekt an und setzen
Mediatoren frei, welche wiederum Thrombozyten, aber auch andere Zellen, wie z.B.
Leukozyten, an den Ort des Geschehens locken®®. Durch die Adhision der
Thrombozyten an das Endothel kommt es zu einer Aktivierung der Zellen und einer
Aggregation der Blutpldttchen. Der daraus resultierende Thrombus fiihrt zur
Abdichtung des Defekts und eventuell zu einem GefiBverschluss''™ "' Die
Aggregation der Thrombozyten wird dabei sowohl durch Calcium- als auch durch
ADP-Freisetzung, welches bei Schiadigung des Gefidles durch Spaltung von ATP
entsteht, induziert''. Infolge der ADP-Sekretion aggregieren die Blutplittchen und
setzen an ihrer Oberfliche Thrombin frei. Dieses fiihrt zu einer Umwandlung von
Fibrinogen zu unl6slichem Fibrin und es entsteht ein weiller Plattchenthrombus, der

auch Agglutinationsthrombus genannt wird''.

Rolle der Thrombozyten bei der Atheroskleroseentstehung

Die Arteriothrombose ist ein akuter GefidBBverschluss, welcher durch chronische
GefdaBwandschiddigung und atherosklerotische Verdanderungen entstehen kann. Diese
Komplikation fiihrt nicht selten zu einem akuten Herzinfarkt oder Schlaganfall®’.

Sowohl bei der Entstehung der Atherosklerose als auch der Thrombose spielen

" Die Thrombozyten sind dabei in ein

Blutplittchen eine entscheidende Rolle
komplexes Entziindungsgeschehen involviert, in welchem zahlreiche Zellen, wie z.B.
neutrophile Granulozyten, Monozyten und Endothelzellen, miteinander interagieren™.
Dadurch wird deutlich, dass den Thrombozyten, welche nach Verletzung als erster

Zelltyp adhirieren, nicht nur eine entscheidende Rolle im Hinblick auf die Hamostase
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zukommt, sondern sie auch in das Entziindungsgeschehen und ganz besonders in die
Atheroskleroseentstehung eingebunden sind™®.

Durch eine Schiddigung des Gefdendothels werden subendotheliale Strukturen, wie
z.B. Kollagen, freigelegt, an welche sich Thrombozyten iiber bestimmte
Oberflichenrezeptoren anlagern konnen''" *" *®. Bei dieser initialen Kontaktaufnahme
sind zwel Rezeptoren von entscheidender Bedeutung fiir die Adhésion der
Thrombozyten. Das Glykoprotein GPIb-V-IX, welches auch als Rezeptor des van
Willebrandt-Faktors bekannt ist, fiihrt iiber die Bindung von P-Selektin zu einer eher
lockeren Bindung der Plittchen an die extrazellulidre Matrix. Uber das Glykoprotein
GPVI, welches an der Oberfliche der Thrombozyten exprimiert wird, treten diese mit
den Kollagenfibrillen in Kontakt und werden dadurch aktiviert. Diese Aktivierung
fiilhrt zu einer Freisetzung von weiteren Chemokinen, welche hauptsédchlich
Leukozyten an die geschiddigte GefdBwand rekrutieren. Diese konnen dann in das
geschidigte Gewebe migrieren, proliferieren und somit eine Inflammation
hervorrufen®. AuBerdem bedingt die Thrombozytenaktivierung eine Modulation der
Integrine (oppP3 und opP;) auf der Pliattchenmembran. Die Thrombozyten zeigen
auBerdem das sogenannte ,,spreading*; es werden Pseudopodien sichtbar, welche den

Thrombozyten eine Migrationsfihigkeit verleihen .

Intact vessel Atherosclerotic lesion

Blood flow

— 1. Physiologic
5. Aggregation
Flow gereg
—
——
. 4. Activation/
— 2. Tethering )
i Secretion
. . Fibrinogen
— 3. Firm adhesion

Endothelium GPp.1ia

Interaktionen von Thrombozyten bei der Atheroskleroseentstehung

Abbildung 3: Interaktionen von Thrombozyten bei der Atherogenese (Langer 2008)
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2.5

2.5.1

Massberg et al. konnten zeigen, dass aktivierte Thombozyten am intaktem Endothel
adhirieren und als eine Art Entziindungsmediator fungieren, welcher als moglicher
Ausloser der Atherogenese angesehen werden kann. Dabei exprimieren die
Blutplittchen an ihrer Oberflaichenmembran P-Selektine und setzen CD40-Liganden
und Interleukin-1p frei, welche die Endothelzellen stimulieren und somit zu einer

proatherosklerotischen GefiBwandverinderung fiihren”.

Oberflichenrezeptoren der Thrombozytenmembran

Die Mechanismen der Hdmostase und Thrombose sind sehr komplex und in deren
Prozess sind sehr viele verschiedene Faktoren involviert. Hierbei spielen auch die
Interaktionen zwischen den Blutpldttchen, dem Endothel und der extrazelluldren
Matrix, zu der auch das Kollagen gehort, eine entscheidende Rolle. Fiir die Adhision
der Thrombozyten sind hierbei spezielle Adhésionsrezeptoren erforderlich. Diese
werden von den Blutplittchen an deren Oberflache exprimiert und konnen schlieSlich
mit Oberfldchenstrukturen anderer Zellen oder auch mit dem Endothel in Kontakt
treten. Diese Oberfldchenrezeptoren werden anhand ihrer Molekiilstruktur in 4 Gruppen

eingeteilt41 .

1. Integrine
2. Glykoproteine
3. Selektine

4. Glykoproteine vom Immunglobulin-Typ

Integrine

Integrine treten mit Strukturen des Zytoskeletts und der extrazellularen Matrix in
Kontakt. Sie sind ubiquitdr und somit auf den meisten Zellen zu finden. Diese
Oberflichenrezeptoren sind bei zahlreichen Zellinteraktionen, wie z.B. bei der
Adhésion und Aggregation von Thrombozyten, der Entwicklung und Differenzierung
von Geweben (besonders auch im Hinblick auf das Tumorwachstum), aber auch bei

der Anlagerung, Migration und Anreicherung von Leukozyten im Gewebe, beteiligt*'.
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252

253

Die Integrine stellen ein Dimer aus einer a- und B-Untereinheit dar, welche iiber eine
nicht-kovalente Bindung miteinander verkniipft sind. Die o-Untereinheit dient dabei
der strukturellen Klassifizierung, wihrend die B-Untereinheit der Spezifitit des
Molekiils dient. Die Untereinheiten bestehen jeweils aus einer endstdndigen Amino-
gruppeneinheit, welche die extrazellulire Doméne darstellt, einem transmembraniren
Abschnitt und einem N-terminalen Ende. Die Integrine konnen mit zahlreichen
Molekiilen interagieren, wie z.B. mit Glykoproteinen der extrazelluldren Matrix. Ein
weiterer Effekt der Integrine ist es, dass sie ihre Konformation @dndern konnen und

somit eine schnelle Regulation und eine Verbesserung deren Affinitit moglich ist*'.

Leuzinreiche Glykoproteine

Diese Glykoproteine zeichnen sich durch ihren Reichtum an der Aminosdure Leuzin
aus und werden als GPIb-V-IX und GPIV bezeichnet. Sie bestehen aus mehreren
Untereinheiten, die iiber Disulfid-Briicken miteinander verbunden sind. Das Protein
GPIb-V-IIX spielt besonders bei der Adhésion von zirkulierenden Blutplidttchen nach
Aktivierung von van Willebrandt-Faktor durch freiliegende Kollagenfibrillen eine

Rolle. Es ist somit ein wichtiger Mediator fiir die priméire Himostase*'.

Selektine

Selektine haben ihre herausragende Bedeutung in der Interaktion mit anderen Zellen.
Sie sind aus einer extrazelluliren lektinhaltigen Domine, welche einer Region
benachbart liegt, die dem EGF sehr dhnlich ist und zahlreicheren kleineren Bezirken,
die dem Komplementsystem homolog sind, aufgebaut. Man unterscheidet drei
verschiedene Typen von Selektinen®'.

Die E-Selektine treten bei der Aktivierung durch Zytokine in Erscheinung, werden
vom Endothel exprimiert und fithren zu einer Adhésion von Granulozyten am
geschidigten Gewebe'.

Die L-Selektine hingegen werden lediglich in Leukozyten gefunden. Diese werden an
der Oberfldache der weillen Blutzellen nach Aktivierung und Anhaftung am Endothel

freigesetzt*.
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Die letzte Gruppe der Selektine, welche als P-Selektine bezeichnet wird, werden
sowohl von Thrombozyten als auch von Endothelzellen exprimiert. Allerdings kommt
es erst nach Aktivierung dieser Zellen zu einem raschen Anstieg der Freisetzung und
daraus resultierend zu einer Anlagerung von Leukozyten an der Endothelldsion.

P-Selektin ist somit malgeblich an der sekundidren Hidmostase beteiligt und ein

wichtiger Mediator im Entziindungs geschehen“.

2.5.4 Glykoproteine der Immunglobulin-Superfamilie

Zu den wichtigsten Adhédsionsmolekiilen vom Immunglobulin-Typ gehoren die
Molekiile Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecul 1 (PECAM-1) und Intercellular
Adhesion Moleculel 1 (ICAM-1). Beide Rezeptoren werden bei Thrombozyten
gefunden. PECAM-1 wird von Endothelzellen, neutrophilen Granulozyten und auch
Monozyten exprimiert. Dieses Protein spielt eine wichtige Rolle bei der Adhésion von
Blutplédttchen an der subendothelialen Matrix und scheint bei der Interaktion von
Thrombozyten mit Leukozyten beteiligt zu sein'’. Dem interzelluliren
Adhisionsmolekiil ICAM-1), welches bei aktivierten Plittchen zu finden ist, kommt
eine entscheidende Bedeutung beim Entziindungsgeschehen zu; dort trigt es zu einer
Adhision sowohl von Thrombozyten als auch von Leukozyten bei*.

Ein weiterer Vertreter dieser Gruppe stellt das Glykoprotein VI dar'®. Es wird von den
Blutplidttchen und Megakaryozyten auf deren Oberfliche exprimiert und dient der
Adhision an Kollagen, welches einen entscheidenden Schritt bei der Aggregation der
Thrombozyten an der GefiBwand darstellt*>. GPVI mit einem Molekulargewicht von
62kDa ist der bedeutendste Kollagenrezeptor'”. Es besteht aus zwei immunglobulin-
dhnlichen extrazelluliren Dominen, welche durch Disulfid-Briicken miteinander
verbunden sind. Dariiber hinaus besitzt es ein muzin-dhnliches Zwischenstiick, eine

transmembranire Region und einen kurzen zytoplasmatischen Teil'*®.

2.5.4.1 Bedeutung des Glykoproteins VI

Moroi et al. konnten durch Untersuchung einer Patientin mit Glykoprotein VI-

Defiziens zeigen, dass der Verlust dieses Oberflichenrezeptors auf der
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Thrombozytenmembran zu einer Adhdsions- und Aggregationshemmung an Kollagen
fiihrt®. Kollagen ist ein wichtiger Bestandteil der extrazelluliren Matrix, welche bei
Verletzungen des Endothels freigelegt wird.

Die Patientin zeigte im Gegensatz zu Patienten, deren Thrombozyten ein Defizit im
GPIb-Komplex besitzen, lediglich eine milde Blutungsneigung, was auf eine
untergeordnete Rolle des GPVI-Rezeptors bei der Himostase schlieBen lédsst. Dariiber
hinaus bleiben die Adhidsion und die anschlieBende Aggregation durch andere
Mediatoren, wie ADP oder sonstige thrombogenen Substanzen unbeeinflusst.

Diese frithen Erkenntnisse lassen vermuten, dass das Glykoprotein VI als ein wichtiger
Kollagenrezeptor fungiert®.

Durch die Bindung an Kollagen werden die Thrombozyten aktiviert und der Tyrosin-
Kinase-Signaltransduktionsweg wird eingeschlagen. Dabei tritt der GPVI-Rezeptor
mit dem FcR y-Fragment in Kontakt, was zu einer Phosphorylierung der FcR-Kette
filhrt ** ®. Dieser Schritt leitet somit die Aktivierung weiterer Enzyme ein und das
Entziindungsgeschehen schreitet auf diese Weise voran. Es ist allerdings zu bemerken,
dass das Glykoprotein VI zu den non-Fc Rezeptoren gehort, aber trotzdem mit der FcR
y-Kette in Kontakt tritt* .

Nieswandt et al. konnten zeigen, dass durch die spezifische Blockade des GPVI-
Rezeptors iiber einen monoklonalen Antikdrper (mAB JAQ-1) die Adhédsion der
Thrombozyten an Kollagen deutlich reduziert, aber zu keiner Zeit vollstindig blockiert
wird™.

Ein interessanter Aspekt dieser Untersuchungen ist aulerdem, dass die Applikation
des mAB JAQ-1 zu einem kompletten Knockdown des GPVI-Rezeptors auf der
Thrombozytenmembran fithren kann, welcher erst nach einigen Wochen wieder
behoben ist. Die Thrombozytenzahl und deren Funktion sind dabei nicht beeinflusst.
Daher stellt der Glykoprotein VI-Rezeptor einen guten Angriffspunkt fiir die
antithrombotische Therapie dar®.

Die Interaktion des GPVI-Rezeptors der Thrombozyten mit Kollagen ist essentiell fiir
die Aktivierung der Integrine, besonders von o,f;-Integrin, und fiihrt dadurch zu einer
stabileren Anhaftung der Blutplittchen an der GefiBwand®’. GPVI kann dabei zwei
verschiedene Signalwege beschreiten. Zum einen kann GPVI an fibrilldres Kollagen
binden und dadurch die Plittchen-Kollagen-Interaktion durch die Integrine triggern.
Dabei gewinnt der Rezeptor im Hinblick auf die Kollagenbindung mit Zunahme der

Scherkriifte innerhalb des GefiBsystems an Bedeutung®’. Ein anderer Weg spielt im
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Zusammenhang mit l6slichem Kollagen eine Rolle, welches auch oft bei in vitro-
Versuchen verwandt wird. Hierbei ist der GPVI-Rezeptor auf die Kooperation mit den
Integrinen angewiesen. Dieser Reaktionsmechanismus ist auch notwendig, wenn der
Rezeptor z.B. durch JAQ-1 blockiert wird®. In diesem Fall wird die Bindungsstelle
des C-reaktiven Proteins (CRP) blockiert, was zu einer mangelhaften Bindung
desselben fiihrt.

In einer Studie von Massberg et al. wird die Bedeutung von GPVI im Hinblick auf die
Rekrutierung der Thrombozyten an das GefdBendothel beschrieben. Demnach stellt
die Adhédsion der Blutpliattchen an die extrazellulire Matrix (ECM) eine Art
Schliisselereignis dar. Es werden weitere Thrombozyten an den Ort der
Endothelverletzung rekrutiert und die Aggregation der Zellen fiihrt zur
Thrombusformation”™ ’°.

Das Ausmal} der Adhésion und der Aggregation der Thrombozyten, sowie die Stirke
der Rekrutierung aus dem zirkulierenden Blutstrom ist von der Schidigung des
GefiBBendothels abhingig. So konnten Dubois et al. in verschiedenen
Verletzungsmodellen  zeigen, dass die Art und die Ausprigung der
GefiBwandverletzung auf die Interaktion des GPVI-Rezeptors mit der ECM einen
entscheidenden Einfluss nimmt. Bei massiver Freilegung von Kollagen kommt es
innerhalb kiirzester Zeit zu einer starken Thrombusbildung, welche dann zu einem

GefiBverschluss fithren kann>2.

2.5.4.2 Rekombinantes 16sliches Glykoprotein VI

Bei dem in dieser Arbeit verwandten Glykoprotein VI handelt es sich um ein 16sliches
Dimer. Wie bei Massberg et al. beschrieben, wurde die extrazellulire Doméne des
humanen Glykoprotein VI kloniert und anschlieBend mit dem Fc-Anteil des humanen
Immunglobulins fusioniert’’. Die Herstellung erfolgte durch Integration der
Gensequenz in ein bakterielles Plasmid und dessen Klonierung. Anschlieend wurde
das Plasmid in Zellen transfiziert. Das Molekulargewicht des Dimers betriigt 85 kDa’’.
Das Protein wurde anschlieend in verschiedenen Versuchsansitzen untersucht. Die
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Bindung des GPVI-Dimers an Kollagen
spezifisch erfolgt und sich somit der extrazelluldren Matrix anlagert. Diese Versuche

wurden sowohl unter statischen als auch Flussbedingungen iiberpriift. Die Bindung
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des GPVI-Fc-Molekiils an Kollagen fiihrt zu einer verminderten Anlagerung von
Thrombozyten, da weniger freiliegendes Kollagen vorhanden ist. Dieser Prozess ist

allerdings von der Konzentration der GPVI-Fc-Lsung abhingig’’.

S

&
Platelet GPVI &y

/ 5
e f‘—"f’ S50

Endothe\lia] cell “Platelet

* __/Soluble GPVI-Fc¢

Collagen GPVI recognition sequence

Abbildung 4: Interaktionen des loslichen GPVI-Fc mit der subendothelialen Matrix
(Massberg, 2003)

Im Tierversuch beschreiben Massberg et al. nach Verletzung der A. carotis durch
Drahtdenudation und anschlieBender Gabe von GPVI-Fc eine Abnahme der
Plittchenrekrutierung und eine daraus resultierende Reduktion der Adhision und
Aggregation der Plittchen am verletzten Endothel. Zusitzlich konnte gezeigt
werden, dass die Tiere nach Applikation des Fusionsprotein eine verldngerte
Blutungszeit aufwiesen, was ebenso auf die verminderte Thrombozytenaggregation
zuriickzufiihren ist’’.

Durch die spezifische Bindung des Fusionsmolekiils an der GefdBBverletzung stellt
dieses ein vielversprechendes Werkzeug zur Detektion und Therapie von
GefiBverletzungen dar®™ ', Es ist allerdings noch zu iiberpriifen, ob es mit einem
weniger hohen Risiko fiir das Auftreten von Hadmorrhagien behaftet ist, als der

Einsatz von monoklonalen Antikdrpern gegen das Glykoprotein VI.

2.6  Stamm- und Progenitorzellen

2.6.1 Einteilung der Stammzellen

Definitionsgemil} sind Stammzellen in der Lage sich unendlich oft zu teilen und sich

wenigstens in einen ausgereiften Zelltyp zu differenzieren. Stammzellen werden nach

der Spezies und dem Gewebe, aus dem sie stammen, und nach ihrem Potential, sich in
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eine oder mehrere Arten ausgereifter Zellen differenzieren zu konnen, klassifiziert>>.
Verschiedene Untersuchungen der vergangenen Jahre konnten zeigen, dass
Stammzellen in jedem adulten Organ des Korpers zu finden sind. Stamm- und
Progenitorzellen finden sich im Knochenmark, in der peripheren Zirkulation,
insbesondere dann, wenn sie durch eine lokale Gewebsschdadigung mobilisiert wurden,
und in peripheren Organen, wie z.B. Leber, Herz, Niere und Gehirn®® ®'. Im
Knochenmark findet man verschiedene Arten von Stammzellen, unter anderem
himatopoetische Stammzellen, die sich in jeden beliebigen Typ ausgereifter Blutzellen
differenzieren konnen. Auflerdem findet man endotheliale Progenitorzellen,
pluripotente adulte Stammzellen und mesenchymale Stammzellen, welche zu
Chondrozyten, Osteoblasten, Fibroblasten, Adipozyten, Kardiomyozyten, Neuronen,
Endothelzellen und Monozyten ausreifen konnen’>® '*®. Mesenchymale Stammzellen
kommen auBlerhalb des Knochenmarks auch in anderen Geweben vor, wie dem
Fettgewebe, dem peripheren Blut, dem Nervensystem, der Leber und im fetalen
Gewebe’. Die Leber, die Muskulatur, das zentrale Nervensystem, die Niere, das
Pankreas, die Lunge, die Haut und der Gastrointestinaltrakt besitzen grundsétzlich die
Fahigkeit ihr Gewebe aus zirkulierenden und residenten Stamm- bzw. Progenitorzellen
zu regenerieren’> ** %,

Progenitorzellen sind definiert als Vorlduferzellen zahlreicher verschiedener
ausgereifter Zelltypen. Sie stammen von pluripotenten Stammzellen ab, zu denen
sowohl die hidmatopoetischen, die mesenchymalen als auch die gewebsstindigen
Stammzellen gehoren. Sie werden entsprechend ihres Differenzierungsgrades in
Richtung einer bestimmten adulten Zellart oder ihrer Lokalisation in peripheren
Organen eingeteilt als endotheliale Progenitorzelle, Progenitorzelle glatter
Muskelzellen, kardiale Progenitorzelle oder hepatische Progenitorzelle. Durch
zahlreiche Studien konnte gezeigt werden, dass die Progenitorzelle fiir die
Geweberegeneration und den Gewebeumbau eine entscheidende Rolle spielt. So
stammt etwa 25% des Endothels in transplantierten Herzen aus extrakardialen Quellen
und bis zu 90% der glatten Muskelzellen in der Neointima stammen aus
Progenitorzellen des Knochenmarks'". Jiingste priklinische und klinische Studien
benutzten Stammzell- und Progenitorzelltransplantation zur Organvaskularisation und
—regeneration99. Sie konnten zeigen, dass aus dem Knochenmark stammende
hiamatopoetische und endotheliale Progenitorzellen die Vaskularisation nach

ischamischen Ereignissen in den Extremitdten, in der Retina und im Myokard
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2.6.2

wiederherstellen konnen”. Endotheliale Progenitorzellen sind dabei die am besten
untersuchten Progenitorzellen, da sie in der Lage sind sich zu Endothelzellen zu
differenzieren und einen Gefdl- und Gewebeschaden wieder riickgéngig zu machen,
indem sie z.B. an der Regeneration und Angiogenese mitwirken und diese Prozesse
fordern™*. Die Interaktion von Thrombozyten mit Vorliuferzellen wurde ebenfalls

- - 73,61, 62,29, 6
vor allem an endothelialen Progenitorzellen untersucht’> ' ©%2- ¢

Bedeutung der Stammzellen in der regenerativen Medizin

In den letzten Jahren wurden viele Studien im Rahmen der Regenerationsmedizin mit
Stammzellen durchgefiihrt. Dabei kamen verschieden Stammzelltypen, wie z.B.
Stammzellen aus dem Knochenmark, adulte kardiale, mesenchymale oder auch
embryonale Stammzellen zum FEinsatz.

Das Knochenmark stellt das am besten untersuchte Organ im Hinblick auf den
Ursprung von Stammzellen dar. In zahlreichen Studien konnte eine Regeneration des
Myokardgewebes nach einem ischdmischen Infarkt durch diese Art von Stammzellen

. 194,95
erreicht werden °' °*°

. Dabei unterscheiden sich die Untersuchungen meist sowohl in
der Art der verwandten Stammzelltypen als auch in der Applikationsart.

Eine intrakoronare oder transkoronare Applikation z.B. fiihrt zu einer moderaten, aber
dennoch signifikanten Verbesserung der myokardialen Funktion, was sich besonders
in der Zunahme der Ejektionsfraktion widerspiegelt 2115

Die Skelettmuskelzelle per se verfiigt iiber eine hohe Regenerationsfihigkeit, wodurch
sie fiir die regenerative Medizin an Bedeutung im Hinblick auf die zellbasierte
Therapie gewinnt”’. Der Myoblast stellt die Vorlduferzelle der Skelettmuskelzelle dar
und ist einer der ersten Kandidaten im Rahmen klinischer Studien und der Behandlung
von Herzerkrankungen gewesen97. In diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass die Applikation von Myoblasten zu einer funktionellen Wiederherstellung der
Herzen nach Myokardinfarkt fiihrt’.

Im Herzmuskelgewebe selbst konnten allerdings ebenfalls Progenitorzellen gefunden
werden, welche sich zu Kardiomyozyten, aber auch Blutgefden differenzieren

konnen. Diese Zellen besitzen unterschiedliche Oberflichenmarker, wie c—kité,

Sca-1°%, Abc2g * und/oder Isl-1".
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Allerdings fiihren diese Zelltypen unter physiologischen Umstdnden nicht zu einer
Regeneration des geschidigten Gewebes. Dieses Phidnomen ist bis heute
weitestgehend ungeklirt.

Eine weitere wichtige Gruppe von Stammzellen stellen die mesenchymalen
Vorlduferzellen dar. Sie gehen aus dem Knochenmark hervor und kénnen sich zu
Knochen, Knorpel, Bindegewebe, Muskulatur, Fett und anderen mesenchymalen
Geweben differenzieren. Makino et al. konnten zeigen, dass sie sich zusitzlich zu
Kardiomyozyten entwickeln konnen’', so dass Shake et al. daraufhin eine lokale
Applikation dieser Zellen bei Schweinen nach Myokardinfarkt durchfiihrten'*'. Man
bewies, dass die mesenchymalen Stammzellen zum Infarktbezirk rekrutiert werden'?!
und dort lokal SDF-1"° freisetzen, was zu einer Forderung der Angiogenese fiihrt.
Wihrend sich all die vorher genannten Stammzelltypen auch im adulten Organismus
finden lassen, handelt es sich bei den embryonalen Stammzellen um Zellen, welche
lediglich in der fritlhen Fetalphase zu finden sind. Embryonale Stammzellen von
Maiusen wurden im Rahmen von Untersuchungen in der Tumorbiologie bereits in den
50er Jahren gefunden'**. Die undifferenzierten Stammzellen zeichnen sich durch die
Expression von charakteristischen Markern aus, welche im Verlaufe der Entwicklung
rasch verschwinden. Doetschman et al. konnten erstmalig 1985 das kardiogene
Potential der embryonalen Mauszellen nachweisen®'. Allerdings birgt der Einsatz
embryonaler Stammzellen die Gefahr der Entstehung von Teratomen'*°. Bei der
Applikation von embryonalen Stammzellen von Méausen bei anderen Tierarten, sowie
beim Einsatz am Menschen muss eine mehr oder weniger heftige Immunreaktion
beriicksichtigt werden®. Die Isolation von humanen embryonalen Stammzellen
erfolgte erstmals durch Thomson et al. im Jahre 1998'*%. Auch bei diesen Zellen
konnte die Differenzierung zu Kardiomyozyten nach Myokardinfarkt™ und deren
Aktivierung durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. dem Insulin-like Growth Factor

(ILGF) nachgewiesen werden®.

Endotheliale Stammzellen

Friilhe Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) exprimieren auf ihrer Oberfldche
verschiedene Oberfldachenrezeptoren, wie z.B. CD133, CD34 und VEGF2 (Vascular

Edothelial Growth Factor 2). Sie besitzen die Fihigkeit zu proliferieren und sich zu
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maturen Endothelzellen zu differenzieren'*” >*. Ein Zeichen fiir die Entwicklung hin

zur maturen Endothelzelle sehen Yin et al.

in dem Verlust von CD133. Dieser

Oberflaichenmarker ist

lediglich  bei

EPCs aus

dem Knochenmark, dem

Nabelschnurblut und in frither Phase in der peripheren Zirkulation zu finden.

bone marrow stromal cells
hematopoietic
bone marrow =
hemangioblast P
. red blood cells
MMP-9 lymphoid cell
—_— ——— lymphoid cells
eNOS 3 myeloid cells
c-kit* "‘ .
VEGFR* F
activation by
peripheral iy
signals
(eg. VESF) bone marrow Tatire
angioblast “as3 T y
endothelial
. cells
CD133
o
CD133* %%3;14-
CD34* early EPC late EPC endothelial
VEGFR-2* @ ~------- » «———> marker **
CD133* wWF CD133  vWF*
CD34* VE-cadhern CD34*  VE-cadhenn*
VEGFR-2* E-selectr VEGFR-2* E-selectin*
cD31* eNOS- CD31* eNOS*

Abbildung 5: Mobilisation und Differenzierung von Stammzellen aus dem

Knochenmark (Hristov, 2003)

Nach Verlust des CD133-Oberflichenantigens kann die Expression von CD3l1,
Cadherin und vWF beobachtet werden. Diese Umwandlungsprozesse sind Zeichen der
Ausdifferenzierung der EPCs zu maturen Endothelzellen'*’

Zur Isolation der endothelialen Stammzellen aus dem Knochenmark bzw. dem
peripheren Blut dienen, wie bereits bei Asahara et al. beschrieben, die Marker CD133
und CD34°,

Die CD34" Zellen konnen ihrerseits wiederum iiber weitere Oberflichenantigene mit
anderen Zellen in Kontakt treten; in besonderem MalBe ldsst sich dies bei der
Interaktion mit Blutplittchen beobachten *°

Interessanterweise konnen endotheliale Progenitorzellen nicht direkt mit Kollagen
interagieren, sondern deren Adhidsion am verletzten Endothel erfolgt iiber die
Thrombozyten*. Diese sind nicht nur fir das Homing, sondern auch fiir die

Proliferation dieser Zellen von entscheidender Bedeutung®. Lev et al. konnten
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auBerdem zeigen, dass dieser Prozess wahrscheinlich calciumabhéngig ist, da der
Effekt bei Verabreichung von EDTA nicht auftrat. Des Weiteren lésst sich durch deren
Untersuchungen zeigen, dass die P-Selektine fiir die Interaktion von entscheidender
Bedeutung sind. Durch die Blockade der P-Selektine wird die Adhidsion der
endothelialen Progenitorzellen an den Thrombozyten und letztendlich an der
geschidigten GefiBBwand verhindert®.

Die Anzahl der zirkulierenden endothelialen Stammzellen scheint in direkter
Korrelation zu dem anschlieBenden Entziindungsgeschehen zu stehen. So konnten
Werner et al. in einer Studie nachweisen, dass bei Patienten mit einer geringen
Progenitorzahl die Entziindung am verletzten Gefal deutlich verstirkt auftritt, was zu
einer verminderten Regeneration fiihrt'*%.

Hill et al. konnten auBerdem zeigen, dass die Anzahl der endothelialen Progenitor-
zellen bei Patienten mit Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen, wie z.B.
Diabetes mellitus, Hyperlipidimie oder Hypertonie deutlich verringert ist™. Die Zellen
werden zusitzlich in ihrer Funktion und ihrer Migrationsfihigkeit durch die
Risikofaktoren negativ beeinflusst, so dass sie sich infolgedessen weniger zu Kolonien
zusammenschlieen, was wiederum die Heilungstendenzen verschlechtert'*.

Daub et al. konnten zeigen, dass sich die EPCs nicht nur in den endothelialen
Phinotyp differenzieren konnen, sondern einige der CD34" Zellen zu groBen
lipidreichen Zellen, welche zahlreiche Granula in ihrem Zytoplasma besitzen,
transformieren. Dieses Erscheinungsbild ist charakteristisch fiir Schaumzellen. Diese
entstehen aus Makrophagen nach Aktivierung durch oxidiertes LDL*" %,

Bereits frithere Studien lassen vermuten, dass es einen engen Zusammenhang
zwischen der Differenzierung von EPCs zur endothelialen Zelllinie und der
Monozyten/Makrophagen-Linie gibt. Ribatti et al. fithren dies auf einen gemeinsamen
Ursprung im Knochenmark und auf die beiden Linien gemeinsame Vorlduferzelle,
dem Himangioblasten, zuriick'**. Die einzelnen Zelltypen unterscheiden sich in ihren
Oberflachenantigenen. Demnach exprimieren Monozyten und Makrophagen unter

anderem CD14-Antigen, welches den maturen Endothelzellen vollig fehlt'™.
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2.6.3.1 Interaktionen von Thrombozyten mit endothelialen Stammzellen

Physiologischerweise binden zirkulierende Thrombozyten nicht am Endothel'*” ¥/,
Wie bei Gawaz et al. beschrieben, bedarf es einer Aktivierung des Endothels, wie dies
z.B. durch erhohten ,Scherstress® vorkommt®®, Die Thrombozyten adhirieren
anschlieend am Endothel und werden dadurch ebenfalls aktiviert. Sie setzen weitere
Mediatoren frei, die zu einer Anlockung weiterer Entziindungszellen fiihren. Eine
wichtige Triggerfunktion bei der Aktivierung nehmen Kollagen und vWF ein''.
Infolgedessen kommt es zu einer Modulation der Integrine, besonders der [33-
Untergruppe, wodurch eine stirkere Anhaftung der Thrombozyten an das Endothel
erfolgt. Die Interaktion der Blutplittchen mit dem GefdBendothel stellt einen
mehrstufigen Prozess dar, welcher durch Adhésion, Rollen der Zellen entlang des
Endothels, Aggregation und Thrombusbildung gekennzeichnet ist’®. Die Anhaftung
der Blutplittchen an die Endothelzelle und die anschlieBende Freisetzung von weiteren
Botenstoffen fithrt zu einer Aktivierung anderer Entziindungszellen. Interleukin-1g
scheint hierbei eine wichtige Rolle zu spielen. Es wird nach Adhision durch den
Thrombozyten freigesetzt und initiiert die Expression von Monocyte Chemoattractant
Protein 1 (MCP-1) und Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) auf der
Oberfliche von Endothelzellen®®. Durch diese Molekiile werden Leukozyten,
insbesondere Monozyten, zum Gefidf3schaden gelockt, welche sich dann im Gewebe zu
Makrophagen differenzieren und letztendlich zu Schaumzellen werden konnen.
Dariiberhinaus scheint die Freisetzung von P-Selektinen zu einer transienten Adhésion
der Thrombozyten ans Endothel zu fiihren. Dieser Prozess wird als ,,Rolling*
bezeichnet™.

Zernecke et al. konnten zeigen, dass SDF-1,, welches von apoptotischen glatten
Muskelzellen der GefiBBwand gebildet wird, an die Thrombozyten bindet und dann die
Interaktion mit den EPCs iiber P-Selektine und den CXCR4-Rezeptor gesteuert wird.
SDF-1, stellt dabei den spezifischen Ligand fiir den CXCR4-Rezeptor dar'’.
Allerdings treten die Blutplittchen nicht nur mit den Endothelzellen in direkten
Kontakt, sondern sie nehmen auch Einfluss auf deren Chemotaxis und Migration.
Langer et al. konnten zeigen, dass sich murine endotheliale Progenitorzellen nach
Inkubation mit Thrombozyten vermehrt anreichern und sich anschlieBend zu maturen
Endothelzellen differenzieren. Somit spielen die Thrombozyten eine entscheidende

Rolle fiir das Homing der EPCs an geschidigten GefiBwinden®" .
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Bei Massberg et al. konnte gezeigt werden, dass bei der Rekrutierung von aus dem
Knochenmark stammenden CD34" Zellen den Blutplittchen eine entscheidende Rolle
zukommt™. Dabei fijhren die Thrombozyten nicht nur zu einem Homing der
endothelialen Progenitorzellen, sondern sie erhohen auch deren Uberlebensfihigkeit.
Nach Kokultivierung von Blutpliattchen mit EPCs werden deutlich weniger
apoptotische Zellen gefunden®. AuBerdem konnte die Arbeitsgruppe um de Boer
nachweisen, dass die Migrationsbereitschaft der CD34" Zellen unter dem Einfluss von
Thrombozyten und Fibrin enorm verstirkt wird®.

Die Interaktion von Thrombozyten mit Endothelzellen ist auch von entscheidender
Bedeutung was die Entstehung und das Voranschreiten der Atherosklerose betrifft. An
Stellen, an denen atherosklerotische Verdnderungen entstehen, findet man eine
Dysfunktion des Endothels und auch Gefaschiadigungen, welche groBtenteils durch

Fettablagerungen hervorgerufen werden®.
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3.1

EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Herstellung des bispezifischen Adhésionsmolekiils GPVI-Fc-CD133

Das Adhisionsmolekiil setzt sich aus dem 16slichen GPVI-Fc-Dimer und einem
Antikorper zusammen. Dieser Antikorper ist gegen den Oberflichenmarker CD133,
wie er auf hdmatopoetischen Stammzellen zu finden ist, gerichtet. Massberg et al.
haben die Entwicklung der 16slichen Form des GPVI bereits beschrieben; hierbei wird
der extrazelluldire Anteil des humanen GPVI kloniert und anschlieBend mit der
humanen Immunglobulin-Fc-Domine verbunden. Zur Produktion des Proteins werden
Hela Zellen herangezogen. Diese produzieren das Protein, welches nach
Zentrifugation dem Uberstand entnommen werden kann’’. Der monoklonale
Antikorper W6B3C1 gegen CDI133 wurde von Biihring et al. entwickelt und aus
Uberstinden von Hybridomzellen gewonnen (Biihring CD133 cluster report). Durch
die Konjugation dieser beiden Proteine erhilt man das Konstrukt GPVI-Fc-CD133%,
welches in Kombination mit den CD34" Zellen den Miusen iiber die Schwanzvene
injiziert wird. In Abbildung 6 ist das Adhdsionsmolekiil schematisch dargestellt. Es
zeigt zum einen die Bindung an die Progenitorzelle und zum anderen an freiliegende

Strukturen der extrazelluldren Matrix, wie z.B. Kollagen.

Anti-CD133mAb bridge GPVI-Fc

Abbildung 6: Bispezifisches Adhisionsmolekiil GPVI-Fc-CD133 (nach Langer,

unveroffentlicht).
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Isolation und Vorbereitung der CD34" Zellen aus Leukapherisat

Isolation der Zellen

Das Leukapherisat wird zu gleichen Teilen mit PBS versetzt und in einen 50 ml
Falcon verbracht und gut vermischt. AnschlieBend wird in 15 ml Ficoll-Losung
(Biocoll Separating Solution; Biochrom AG, Berlin) 20 ml des verdiinnten Blutes
gegeben und bei 900g fiir 15 Min. ohne Bremse zentrifugiert. Danach wird die
Interphase abgenommen und erneut zentifugiert (600g, 10 Min., mit Bremse).
AnschlieBend werden die Zellen mittels CD34" Progenitor Cell Isolating Kit (Direct
CD34" Progenitor Cell Isolating Kit, human; Miltenyi Biotec Reagents; Bergisch
Gladbach) aus dem Zellpellet isoliert. Bis zum Gebrauch am nichsten Tag werden die
Zellen schlieBlich in eine Glaspetrischale verbracht und mit Kulturmedium IMDM
(Zusammensetzung: Grundmedium IMDM + Glutamax , 1x; Gibco, invitrogen
GmbH, Karlsruhe; 10% FCS (bovines fetales Serum Gold); PAA, Osterreich; 1%
PenStrep( Penicillin-Streptomycin) Gibco, invitrogen GmbH, Karlsruhe; 1% MEM
NEAA, 100x (nicht essentielle Aminosduren) Gibco, invitrogen GmbH, Karlsruhe;
MEM Vitamins (Vitamine) Gibco, invitrogen GmbH, Karlsruhe) tiberschichtet.

Féarbung der Zellen mit PKH26

Um die Zirkulation der CD34" Zellen im Blutstrom und besonders im Bereich der
verletzten A. carotis communis mit Hilfe der Intravitalmikroskopie iiberpriifen zu
konnen, erfolgt eine Firbung mit einem Fluoreszensfarbstoff. Zur Firbung der CD34"
Zellen mit dem Farbstoff PKH 26 (Red Fluorescent Cell Linker Kit, Sigma, USA)
werden die Zellen zunéchst bei 1200ppm fiir 8 Min. zentrifugiert. AnschlieBend wird
das Pellet in 1 ml Diluent C aufgenommen, 1 ml des Farbstoffs hinzugegeben und fiir
4 Min. inkubiert.

Nach dieser ersten Inkubation erfolgt eine zweite nach Zugabe von 1% igem bovinem
Serumalbumin und Vollmedium (IMDM-Medium) unter Bewegung. Die Zellen
werden danach erneut zentrifugiert und dreimal mit Vollmedium gewaschen und

anschlieend einer erneuten Zentrifugation unterzogen.
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3.3

Das Zellpellet wird in Tyrodepuffer bei einem pH 7,4 resuspendiert und schlielich in

die benotigten Injektionsdosen aufgeteilt.

Inkubation der CD34" Zellen mit GPVI-Fc-CD133-Konstrukt bzw. den

Einzelkomponenten

Die isolierten bzw. die gefirbten CD34" Zellen werden, falls notig, durch mehrmaliges
Resuspendieren vom Untergrund, auf welchem sie adhériert haben, abgelost und in

15 ml Falcons (PP-Test tubes, Greiner bio- one, Cellstar, Frickenhausen) verteilt.
Anschlieend werden die Zellen bei 1200pm 5 Min. zentrifugiert und in 1 ml Medium
iberfiihrt, in welchem sie bis zur endgiiltigen Verarbeitung gelagert werden. Zur
Zellinjektion befinden sich die Zellen in PBS.

Das Adhisionsmolekiil GPVI-Fc-CD133 wird in einer Konzentration von 10 pg/ml
bzw. fiir die Versuche mit Totung 3 Wochen post operationem in einer Konzentration
von 20 pg/ml zugegeben. AnschlieBend folgt die Inkubation mit dem GPVI-Fc-
CD133- Konstrukt bzw. den Einzelkomponenten GPVI-Fc und a-CD133 fiir 30 Min.
Nach dieser Inkubationsphase konnen die Zellen schlieBlich iiber die Schwanzvene
appliziert werden und ihre Zirkulation im peripheren Blutkreislauf durch

Intravitalmikroskopie an der A. carotis communis kontrolliert werden.

Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Sowohl zur Drahtdenudation bzw. Verletzung durch Ligatur der A. carotis als auch
zum Myokardinfarkt-Modell werden ausschlieBlich NOD/Scid-Méuse der Firma
Jackson Laboratory (Bar Harbour, USA) herangezogen. Es handelt sich dabei um eine
immundefiziente Mausstamm-Linie, welche einen B- und T-Zelldefekt besitzt. Die
Miuse werden meist in Gruppen zu je 5 Tieren in IVC-Kifigen (isoliert ventilierten
Makrolonkéfigen vom Typ II long) gehalten. Als Einstreu dient entkeimtes und
entstaubtes Weichholzgranulat aus Espenholz (Abedd-Lab & Vet Service GmbH,
Wien), welches einmal wochentlich gewechselt wird. Die Tiere erhalten auBerdem ein
Stiick sterilisierten Zellstoff als Nestbaumaterial (Nestlets, Indulab AG, Gams,

Schweiz). Die Einstreu und das Nistmaterial dienen auch der Beschiftigung der Tiere.
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Die Raumtemperatur in der Tierhaltung betrdgt 21°C bei konstanter Entliiftung und
einer Luftfeuchtigkeit zwischen 50 und 60%. Frisches Futter (Provimi Kliba,
Kaiseraugst, Schweiz) und Wasser steht den Miusen ad libitum zur Verfiigung. Fiir

einen geregelten Hell-Dunkel-Rhythmus sorgt eine Beleuchtungsanlage, wobei in der

Helligkeitsphase 50 Lux im Kifig erreicht werden.

Das vorliegende Versuchsvorhaben wurde am 27.09.2005 vom Regierungsprésidium
Tiibingen gemidB § 8 Tierschutzgesetz (Neufassung vom 25.08.1998) unter der
Versuchsnummer M3/05 genehmigt. Die Untersuchungen zum Myokardinfarkt

wurden vom Regierungspriasidium unter der Genehmigungsnummer M3/06 am

5.10.06 genehmigt.

Versuchsablauf
Ligatur Denudation Denudation Denudation
Totung nach 2 Wo | Tétung nach 2 Wo | Tétung nach 5 Wo | Tétung nach 3 Wo
Verumgruppe |50 000 CD34* 50 000 CD34" 50 000 CD34" 500 000 CD34"
+ GPVI-Fc- + GPVI-Fc- + GPVI-Fc- + GPVI-Fc-

CD133 (10ug/ml)

1.v.(Schwanzvene)

CD133 (10ug/ml)

i.v.(Schwanzvene),

CD133 (10ug/ml)

1.v.(Schwanzvene),

CD133 (20ug/ml)

i.v.(Schwanzvene),

(n=4) Wiederholung Wiederholung Wiederholung
3 Tage post Op 3 Tage post Op 3Tage post Op
(n=5) (n=3) (n=7)
Kontrollgruppe | 50 000 CD34* 50 000 CD34" 50 000 CD34" 500 000 CD34"
+ GPVI-Fc + GPVI-Fc + GPVI-Fc + GPVI-Fc
+aCD133 +aCD133 +aCD133 +aCD133
i.v.(Schwanzvene) |i.v.(Schwanzvene), |i.v.(Schwanzvene), |i.v.(Schwanzvene),
(n=3) Wiederholung Wiederholung Wiederholung
3 Tage post Op 3 Tage post Op 3 Tage post Op
(n=4) (n=3) (n=7)

Tabelle 1: Ubersicht des Versuchsablaufs
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Vorbereitung der Méuse zur Operation

Die Miuse werden im Alter von ca. 12 Wochen und mit einem Gewicht von ca. 32 g
der nachfolgenden Operation unterzogen.

Die Miuse werden mittels einer Narkosekammer (Plexiglasrohre; Eigenbau), in die
5% Isofluran in reinem Sauerstoff (Isoflo®; Albrecht GmbH, Aulendorff) eingeleitet
wird, kurzzeitig anisthesiert, so dass die eigentliche Injektionsnarkose (nach Henke
und Erhardt, 2004)5 ! verabreicht werden kann. Die Injektionsnarkose besteht aus einer
Kombination aus Midazolam (5 mg/kg; Midazolam-ratiopharm®; ratiopharmGmbH,
Ulm), Medetomidinhydrochlorid (0,5 mg/kg; Domitor®; Pfizer, Karlsruhe) und
Fentanylcitrat (0,05 mg/kg; CuraMed Pharma GmbH, Karlsruhe) und wird
intraperitoneal verabreicht. Nach einer kurzen Einschlafphase wird der ventrale
Halsbereich der Maus grof3ziigig mit Enthaarungscreme bestrichen und nach wenigen
Minuten Einwirkzeit mit Wattestdbchen von Haarresten befreit. Zur Vermeidung einer
Austrocknung der Cornea wird Bepanthen-Augensalbe® (Roche, Grenzach) auf die
Augen aufgetragen. AnschlieBend wird die Maus in Riickenlage (Kopf liegt in
Richtung Operateur) auf eine Heizmatte verbracht und mit Klebeband (Leukopor®,
BSN medical GmbH, Hamburg) an allen vier Fiien auf der Unterlage befestigt. Dabei
wird die Schnauze des Tieres in eine Kopfkammer, welche aus einem
zurechtgeschnittenen Spritzenkorper besteht und in welche reiner Sauerstoff
eingeleitet wird, vorgeschoben. Der OP-Bereich wird anschlieBend mit NaCl gereinigt
und schlieBlich mit Povidon-Jod (Braunol®; Braun, Melsungen) desinfiziert. Die
Operation wird unter einem Stereo-Mikroskop (Carl Zeiss, Goéttingen) bei einer 10-
fachen VergroBerung durchgefiihrt. Eine Kaltlichtquelle (Carl Zeiss, Gottingen) dient
der optimalen Ausleuchtung des kompletten Operationsfeldes. Nun wird im mittleren
Halsbereich median eine ca. 1 cm lange Inzision gesetzt und das Gewebe vorsichtig
prapariert. Wichtig dabei ist es, das umliegende Gewebe moglichst nicht zu verletzen.

Besonders der N. vagus muss unbedingt geschont werden.

3.4.1.1 Carotis-Ligatur-Verletzungsmodell

Die linke A. carotis communis wird in ihrem Verlauf freiprdpariert und mit einem

Faden fiir 5 Min. ligiert, dabei wird der Faden (Prolene® 7-0; Ethicon, Norderstedt)
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lediglich iiber eine Schlaufe zugezogen, so dass die Ligatur anschlieBend leicht wieder
erdffnet werden kann. Nach Eroffnen der Ligatur erfolgt die Zellinjektion (CD34"
Zellen, entweder vorinkubiert mit den Einzelkomponenten GPVI-Fc und aCD133 oder
dem GPVI-Fc-CD133-Dimer in einer Konzentration von 10ug/ml) iiber die
Schwanzvene. Im Anschluss wird unter die A. carotis communis ein schwarzes,
flexibles Stiick Plastikfolie vorgeschoben und die Maus zur weiterfithrenden
Untersuchung unter das Fluoreszensmikroskop (Axiovert 200;Carl Zeiss, Gottingen)

gelegt.

LNy

Abbildung 7: Ligatur der linken A. carotis

3.4.1.2 Verletzung der A. carotis mittels Drahtdenudation

Nach Freilegen der linken A. carotis communis und deren Aufzweigung in die A.
carotis interna und externa werden sogenannte Haltefiden (Prolene® 6-0; Ethicon,
Norderstedt) vorgelegt. Einer wird zunédchst um die A. carotis communis, der zweite
weit proximal an der A. carotis externa unter dem Gefill hindurchgezogen und mit
Klemmen (Pean- Kocher), zunidchst ohne Zug auf die Gefalle auszuiiben, fixiert. Ein
dritter Faden (Prolene® 7-0; Ethicon, Norderstedt) wird unter die A. carotis interna
gelegt und weit proximal ligiert, ein weiterer wird nahe der Bifurkation lediglich als

Schleife vorgelegt.
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Die Haltefiden an der A. carotis externa und communis werden unter Spannung
gesetzt, so dass der Blutfluss fiir kurze Zeit im vorgelagerten Bereich sistiert. Nun
kann mittels Scherenschlag die A. carotis interna erdffnet werden. Das austretende
Blut wird mit Hilfe von Wattestdbchen beseitigt und anschlieBend wird ein diinner
Angioplastie-Fiihrungsdraht (HI- Torque Floppy II Guide Wire; 0,014%; Abbott
Vascular, USA) in die Arterie vorgeschoben. Der Draht wird dreimal an der
GefidBwand entlang gefiihrt, wobei durch die angeraute Drahtoberfliche das Endothel
des Gefidlles deutlich verletzt wird. Die Gewebeschidigung wird durch die Ausbildung
eines mehr oder weniger groBen Thrombus im Gefid3 sichtbar. Nach Entfernung des
Drahtes wird die vorgelegte Schleife an der A. carotis interna festgezogen und mit
einem chirurgischen Knoten verschlossen. AnschlieBend wird das Gefdl auf
Dichtigkeit iiberpriift. Tritt aus der GefdBinzision kein Blut mehr aus, werden die
Haltefiden entfernt. Es folgt die Injektion der Zellen iiber die Schwanzvene (CD34"
Zellen, entweder vorinkubiert mit den Einzelkomponenten GPVI-Fc und aCD133 oder
dem GPVI-Fc-CD133-Dimer in einer Konzentration von 10ug/ml fiir die Versuche
mit Tétung der Tiere nach 2 bzw. 5 Wochen post operationem; bei den 3-Wochen-
Versuchen wurde eine Konzentration von 20ug/ml gewéhlt). Die Maus wird
anschlieBend auf der Wirmematte liegend unter das Fluoreszensmikroskop (Axiovert

200; Carl Zeiss, Gottingen) geschoben.

Abbildung 8: Drahtdenudation an linker A. carotis
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3.4.2 Myokardinfarkt-Modell

Nach Erhalt der Injektionsnarkose und grofziigigem Scheren und Enthaaren des
ventralen Halsbereiches und der linken Thoraxseite, wird die Maus zunichst in
Riickenlage auf einer Wirmematte (5 x 12,5 cm) an allen vier Pfoten fixiert. Zur
Uberpriifung der Korperinnentemperatur wird eine Sonde in das Rektum eingefiihrt.
Sowohl Wirmematte als auch Rektalsonde sind an ein Thermomessgerit (temperature
control; Frederik Haer & Co, Bowdoingham, USA) angeschlossen, bei welchem bei
Abfall der Temperatur jederzeit manuell gegengesteuert werden kann.

Am ventralen Halsbereich wird eine kleine Schnittinzision gesetzt und die Trachea
vorsichtig freipripariert. Die parallel verlaufenden Muskelbduche des M. sterno-
hyoideus werden vorsichtig von der Trachea getrennt und jeweils mit Haltefdden
(Prolene® 5-0; Ethicon, Norderstedt) seitlich fixiert. Die Trachea wird anschlieend
zwischen erster und zweiter Trachealspange erdffnet und die caudale Knorpelspange
mit Hilfe eines weiteren Haltefadens (Prolene® 7-0; Ethicon, Norderstedt) erfasst.
Nach Uberpriifung der Durchgingigkeit des Tubus (Intubation Cannula for mouse OD
1,1 mm, L 28 mm) wird dieser bis zur Verjiingung desselben vorgeschoben. Die Maus
wird liber ein Beatmungsgerit (Mini Vent Typ 845; Hugo Sachs, March) konstant mit
einem Atemzugvolumen von 180 pl, einem Sauerstoffflow von 0,8-1 1/Min. und einer
Atemfrequenz von 120/Min. beatmet. Zusétzlich zur Injektionsnarkose wird Isofluran
(Isoflo; Albrecht GmbH, Aulendorff) in einer Konzentration von 1% zugeleitet.
AnschlieBend wird die Maus in die rechte Seitenlage verbracht und die linke
Thoraxseite mit Povidon-Jod (Braunol®; Braun, Melsungen) desinfiziert. Die Haut
wird im Bereich der 3. bzw. 4. Rippe in einer Linge von ca. 2 cm eroffnet. Das
Unterhautfettgewebe wird stumpf préapariert und anschlieend die Muskulatur mittels
Schere durchtrennt. Der Zugang zum Thorax wird iiber den 3. Interkostalraum gewdhlt
und ebenfalls mit der Schere vorsichtig eroffnet. Die craniale Rippe wird mit einer
Pinzette erfasst und schlieBlich ein Rippenspreizer (17008-07; FST, Heidelberg)
eingefiihrt, welcher anschlieBend vorsichtig aufgeschraubt wird.

Nach Freilegen des Herzens aus dem Herzbeutel wird dieses mittels Saugtupfer
(Ethikeil®; Ethicon, Norderstedt) geringgradig vorgelagert. Die Arteria coronaria
sinistra (LAD) ist zumeist an der ventrolateralen Seite des Herzens zu finden und
nimmt ihren Ursprung in einer Kuhle unter dem Herzohr. Mit einem Vicryl® 8-0

Faden (Ethicon, Norderstedt) wird das Gefdl vorsichtig 1-2 mm unterhalb des
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ventralen Herzohrrandes unterstochen und anschlieBend ein chirurgischer Knoten
vorgelegt. Zur einfacheren Losung des Knotens nach Beendigung der Ischidmiezeit
wird unter den Knoten ein kurzes Polyethylenschlauchstiick (Polyethylen tubing, ID
0,28 mm; OD 0,61 mm, SIMS, Portex, UK) gelegt und der Knoten schlieSlich
festgezogen und mittels zwei weiterer Knoten fixiert. Die Ligatur wird fiir 1 Stunde

belassen.

Abbildung 9: vorgelagertes Herz mit Ligatur der LAD (links: Blick auf

Herzohrrand)

Nach Ablauf der Ligaturzeit wird der Knoten entfernt und die Reperfusion des
GefiBles beobachtet. AnschlieBend werden die Rippen mittels Einzelhefte (Vicryl® 6-
0; Ethicon, Norderstedt) und die dariiberliegende Muskelschicht mit einer
fortlaufenden Naht (Vicryl® 6-0; Ethicon, Norderstedt) verschlossen. Die Hautnaht
erfolgt mit einem Prolene® Faden der Stirke 6-0 (Ethicon, Norderstedt) iiber
Einzelhefte.

Die Naht wird mit Povidon-Jod (Braunol®;Braun, Melsungen) abgedeckt und die
Maus erneut in Riickenlage verbracht.

Nach Ausleiten der Isoflurannarkose und gleichzeitigem Anfluten von reinem
Sauerstoff wird um die caudale Trachealspange ein Vicryl® 8-0 (Ethicon,
Norderstedt) vorgelegt. Sobald die Maus mit der Spontanatmung beginnt, wird sie

extubiert und die Trachea anschlieBend mittels Knopfheft verschlossen. Die Hautnaht
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343

erfolgt ebenfalls mit 1-2 Einzelheften. Die Maus erhilt abschlieBend 0,5 ml Glucose-
Ringerlosung und das Antidot bestehend aus Flumazenil (0,5 mg/kg, Flumazenil;
Fresenius Kabi, Bad Homburg) und Atipamezolhydrchlorid (2,5 mg/kg, Antisedan®;
Pfizer, Karlsruhe) subkutan. Die Analgesie erfolgt mit Buprenorphinhydrochlorid
(Temgesic; Essex Pharma, Miinchen) in einer Dosierung von 0,05-0,1 mg/kg (nach
Henke, Erhardt, 2004). Zusitzlich erhalten die Tiere 2-3 Tage Trimethoprim/
Sulfamethazol (Cotrim E-ratiopharm Saft®; ratiopharmGmbH, Ulm) in einer

Dosierung von 5 ml auf 150 ml H,O {iiber das Trinkwasser.

Applikation der Zellen und Intravitalmikroskopie

Die Applikation der CD34" Zellen erfolgt bei den hier durgefiihrten Tiermodellen iiber
die Schwanzvene mittels einer feinen Insulinspritze (BD-Micro-Fine, U-40, 0,33x 12,7
mm; Becton Dickinson, Heidelberg); beim Myokardinfarkt-Modell werden die Zellen
allerdings erst in der Aufwachphase verabreicht. Je nach Versuchsgruppe wurden die
Zellen zuvor mit dem GPVI-Fc-CD133-Konstrukt oder den jeweiligen
Einzelkomponenten in einer Konzentration von 10ug/ml (Carotis-Ligatur, Denudation
der A. carotis mit Tétung nach 2 bzw. 5 Wochen post operationem) oder 20ug/ml
(Denudation der A. carotis mit Totung nach 3 Wochen und im Myokardinfarkt-
Modell) inkubiert. Die Zellinjektion wurde bei den 2-, 3- bzw. den 5-Wochen-
Versuchen nach 3 Tagen wiederholt. Lediglich bei den Tieren, die der
GefiBverletzung unterzogen wurden, wird die Ansammlung der Zellen in der
verletzten A. carotis interna mittels Intravitalmikroskopie dargestellt. Dazu wird
zundchst unter das verletzte Gefdl ein schwarzes flexibles Stiick Plastikfolie
vorgeschoben um einen besseren Kontrast fiir die nachfolgende Aufnahme im
Fluoreszensmikroskop (Axiovert 200; Carl Zeiss, Gottingen) zu erzeugen. Die zuvor
mit dem Fluoreszensfarbstoff PKH 26 gefdrbten Zellen lassen sich nun als
aufleuchtende Punkte im Blutfluss unter dem Mikroskop darstellen und konnen mit
der angeschlossenen CCD-Kamera (Charged Coupled Device-Kamera, FK 6990-1Q-S,
Pieper GmbH, Schwerte) aufgezeichnet werden. Somit kann sichergestellt werden,
dass die Zellen in der Blutzirkulation wiedergefunden werden und schlieflich am

GefiB3schaden adhirieren konnen.
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3.4.4 Rekonvaleszensphase der Maus nach Gefalverletzung

Nach Abschluss der Intravitalmikroskopie kann die Hautinzision durch 2-3
Einzelhefte (Prolene® 6-0; Ethicon, Norderstedt) verschlossen werden und die Maus
erhélt ein Andidot, bestehend aus Flumazenil (0,5 mg/kg, Flumazenil; Fresenius Kabi,
Bad Homburg) und Atipamezolhydrochlorid (2,5 mg/kg, Antisedan®; Pfizer,
Karlsruhe), welches subkutan im Nackenbereich appliziert wird’'. Danach wird die
Maus noch einige Minuten am Sauerstoff belassen, bis sie sich aus eigener Kraft
wegbewegt und sie in den Kifig zuriickgesetzt werden kann. Vor dem Kifig wird eine
Wirmelampe platziert, so dass die Maus in der Aufwachphase nicht auskiihlt.

Die Analgesie erfolgt mit Buprenorphinhydrochlorid (Temgesic; Essex Pharma,
Miinchen) in einer Dosierung von 0,05-0,1 mg/kg, auBerdem wird die Maus mit
Trimethoprim/Sulfamethazol (Cotrim E-ratiopharm Saft; ratiopharm GmbH, Ulm) in
einer Dosierung von 5 ml auf 150 ml H,O iiber das Trinkwasser fiir mehrere Tage

abgedeckt.

3.4.5 Doppler-Ultraschall nach Denudation der A. carotis

Die Doppler-Sonographie erfolgt entweder 2, 3 oder 5 Wochen post operationem,
jeweils vor der Totung des Tieres. Die Ultraschallmessung erfolgt mit einem
humanmedizinischen Ultraschallgerdt (Acuson CV 70, Diagnostic Ultrasound
System, Model 7848513; Siemens AG, Erlangen). Die Maus wird fiir die
Untersuchung erneut mit der 3er-Kombinationsnarkose (sieche Kap. 3.4.1)
andsthesiert und nach groBziigiger Enthaarung der ventralen Halsseite mittels
Enthaarungscreme in Riickenlage verbracht. Dabei wird sie auf einer Heizmatte an
allen vier Fiilen mit Klebeband (Leukopor®, BSN medical GmbH, Hamburg)
fixiert. Ein 10x10 cm groBes Gelpad (Sonopad, Sonotec Ultraschallsensorik GmbH,
Halle) wird als Vorlaufstrecke vorsichtig auf die Maus gelegt und mit Ultraschallgel
bedeckt. Nun wird mit einem 10MHz-Linear-Schallkopf die A. carotis communis
durch die Vorlaufstrecke hindurch im Ultraschallbild dargestellt. Es ist wichtig
diese Untersuchung sehr vorsichtig und mit wenig Druck durchzufiihren, da die
Mause sonst sehr schnell mit Dyspnoe bzw. Atemstillstand reagieren und dann

unverziiglich Gegenmallnahmen eingeleitet werden miissen. Um die A. carotis gut
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im Sonographiebild darstellen zu konnen, wird der Farb-Doppler zugeschaltet.
Zunichst wird das Herz aufgesucht und dann der Schallkopf in Richtung Kopf
weitergefiihrt. Auf diese Weise lassen sich die Stromungsverhiltnisse beurteilen.
Anschliefend wird der Widerstandsindex (RI) berechnet. Dieser berechnet sich aus
den systolischen und diastolischen Volumina mittels Formel RI= (Vys — Vigia) / Vigys.
In den Tabellen im Anhang sind zusitzlich die systolischen und diastolischen
Volumina aufgelistet, welche bei der Messung an den jeweiligen Gefid3en erhoben
wurden. Die Messung erfolgte jeweils dreimal pro eingestellter Sequenz und wurde

anschliefend gemittelt.
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Abbildung 10: Doppler-Sonographie der linken A. carotis

Nach Abschluss der Untersuchung wird die Narkose antagonisiert (siehe Kapitel 3.3.4)
und die Maus in Brustlage auf einer Wirmematte platziert. Sobald die Maus aus der

Narkose erwacht ist und sich fortbewegen kann, wird sie in ihren Kifig zuriickgesetzt.
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3.4.6 Totung und Gefill- bzw. Organentnahme

3.4.6.1 GefdBverletzungsmodelle

Die Maus wird zur T6tung in einen moglichst luftundurchlédssigen Kifig gesetzt und
anschliefend in diesen CO; eingeleitet. Die GefdBentnahme erfolgt am getoteten Tier.
Dabei wird es erneut in Riickenlage verbracht, auf der Unterlage fixiert und eine
Inzision im ventralen Halsbereich gesetzt, welche bis zum Ende des Sternums
fortgefiihrt wird. Die A. carotis communis wird bis zur Aufzweigung in A. carotis
externa und interna auf beiden Halsseiten freiprédpariert. AnschlieBend werden die
beiden Abginge jeweils durchtrennt und nach Er6ffnung des Brustkorbes vom Herzen
her mit isotonischer Kochsalzlosung (NaCl 0,9%; Fresenius Kabi, Bad Homburg) und
schlieBlich mit Formalinlosung (Formaldehyd 4%; Otto Fischar GmbH, Saarbriicken)
perfundiert.

Nach Entfernung jeglicher Blutreste werden die Gefidl3e vorsichtig entnommen und in
Eppendorf-Cups (Save-Lock Tube 1,5 ml; Eppendorf AG, Hamburg) verbracht. Die
Proben werden unverziiglich in fliissigen Stickstoff gegeben und dann bei -80°C bis

zur weiteren Aufarbeitung eingefroren.

3.4.6.2 Myokardinfarkt-Modell

Bei den Miusen, die der Myokardinfarkt-Operation unterzogen wurden, erfolgt die
Totung der Tiere 1 Woche postoperativ. Dazu werden die Tiere erneut wie in Kapitel
3.4.1 narkotisiert, intubiert und in Riickenlage verbracht. Anschlieend erfolgt die
Inzision der Haut vom Xyphoid bis zum caudalen Abdomen. Nach Eroffnung des
Peritoneums in der Linia alba werden zunichst die Gedirme vorgelagert und die A.
abdominalis vorsichtig von Fettgewebe und der unmittelbar anliegenden V. cava
caudalis freiprdpariert. Die A. abdominalis wird mit einer gebogenen mikro-
chirurgischen Pinzette erfasst und mittels Scherenschlag eroffnet. Nach dem Entbluten
wird ein 0,61 mm dicker Katheter mit einem Innendurchmesser von 0,28 mm in die
Arterie vorgeschoben und diese nach Eroffnen der V. cava mit NaCl (NaCl 0,9%;
Fresenius Kabi, Bad Homburg) gespiilt. AnschlieBend wird eine 50 ml

Perfusionsspritze (BD Perfusion, Luer Lock PP, steril; Becton Dickinson, Drogheda,
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3.5

3.5.1

Irland) iiber eine Heidelberger Verldngerung (Perfusionsleitung D 1,5 mm x 2,8 mm
Luer Lock; Oriplast GmbH, Neunkirchen/Saar) an einen Perfusor (Braun, Melsungen)
mit einer Flussgeschwindigkeit von 100 ml/h angeschlossen. Die Perfusion erfolgt
mittels einer 1%igen TTC-Losung (2,3,5-Triphenyltetrazolium-chloride; Sigma-
Aldrich GmbH, Steinheim). Da der Farbstoff lediglich von vitalen Zellen
aufgenommen werden kann, ist es moglich den Infarktbezirk vom umliegenden
Gewebe abzugrenzen.

Nach Abschluss der Perfusion werden alle Organe einschlieBlich des Herzens

entnommen und bei -80°C gelagert.

Histologische Untersuchung

Probenaufarbeitung

Die Gefifle werden aus dem Gefrierschrank (-80°C) entnommen. Nun wird von den
GefiBlen unter dem Mikroskop (Carl Zeiss AG, Gottingen) Fett- und sonstiges Gewebe
vorsichtig abpripariert. Die Priparate werden dann fiir ca. 22 Stunden in Formalin
(Formaldehyd-Losung  4,0%; Otto Fischar GmbH, Saarbriicken) fixiert und
anschlieBend in Einbettkassetten (Neo Lab-Einbettkassetten, Neo Lab Migge
Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg) gelegt und diese zunéchst fiir 1 Stunde in
70%igen Ethanol (Ethanol S99% verg. mit 1% MEK; SAV LP Flintsbach) gegeben.
Daraufhin folgt eine aufsteigende Alkoholreihe. Die Priparate werden jeweils 1
Stunde im jeweiligen Alkohol belassen. Anschliefend werden die Proben zweimal fiir
je 1 Stunde in 100%igen Ethanol, danach gleichermafen in Xylolersatz (Roti-Histol;
Carl Roth, Karlsruhe) eingelegt. Abschliefend werden sie einem Paraffinbad von ca.
60°C fiir mindestens 2 Stunden unterzogen. Ist dieses Prozedere vollzogen, kdnnen die
Proben in Paraffin eingebettet werden und nach vollstindiger Aushidrtung mit einem
Mikrotom (Modell: 2045 Multicut; Leica Instruments GmbH, Nussloch) zu 5 um
dicken histologischen Schnitten verarbeitet werden. Die Schnitte werden in ein
sogenanntes Streckbad gegeben und dann vorsichtig auf Objekttriger aufgezogen. Die
Schnitte werden, nachdem sie trocken sind, vor der jeweiligen Férbung einer

Entparaffinierung unterzogen. Die Objekttrager werden dabei in absteigender
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Reihenfolge in Xylolersatz (Roti-Histol; Carl Roth, Karlsruhe) bzw. Ethanol fiir je 10
bzw. 5 Min verbracht. Der Entparaffinierung folgt dann das jeweilige Féarbeprotokoll.

3.5.2 Farbungen der histologischen Schnitte

3.5.2.1 Elastica van Gieson-Firbung

Zur Elastica van Gieson-Firbung werden die Objekttriager direkt aus dem 70%igen
Ethanol in Resorcsinfuchsin (Resorcsin-Fuchsin, Weigert; Waldeck GmbH & Co KG,
Miinster) iiberfiihrt und fiir 30 Min. belassen. Anschliefflend werden die Schnitte drei-
mal in 80%igem Ethanol gespiilt und dann fiir 15 Min. mit Weigert-Losung, die zu
gleichen Teilen aus einer handelsiiblichen Weigert’s Himatoxylinlosung A (Carl Roth,
Karlsruhe) und Weigert's Hamatoxylinlosung B (Carl Roth, Karlsruhe) hergestellt
wird, versetzt. Danach werden die Schnitte mit H,O gewaschen und kurz in HCI-
Alkohol fixiert. Die Objekttriger werden unter flieBendem Leitungswasser fiir 10 Min.
gebldut und dann fiir 2 Min. in eine Firbeschale mit Picrofuchsin (Pikrinsaure-Losung
1,2%i1g; Applichem GmbH, Darmstadt, 2%ige wéssrige Fuchsinsdure (Fuchsin Acid;
Sigma-Aldrich, Steinheim) und 1%ige Essigsdure (Essigsdure; 100%; Merck KGaA,
Darmstadt) gegeben. Diesem Férbeschritt folgt eine aufsteigende Alkoholreihe, wobei
die Proben allerdings in den niederen Konzentrationen nur kurz geschwenkt werden
und lediglich im 100%igen Ethanol und im Xylolersatz fiir einige Minuten verbleiben.
Die Objekttrager konnen anschlieBend mit Deckgldsern versehen und mit Eukitt

(Eukitt; O. Kindler GmbH, Freiburg) luftdicht verschlossen werden.

3.5.2.2 Hamatoxylin-Eosin-Firbung

Bei der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung schlieft ein etwas anderes Firbeprotokoll
an. Hier werden die Schnitte nach der Alkoholreihe zunichst in Aqua dest. gespiilt und
mit Himalaunlosung (Himalaunlosung sauer nach Mayer; Carl Roth, Karlsruhe) fiir
15 Min. gefdarbt. AnschlieBend werden die Hadmalaunreste unter flieBendem Wasser
entfernt und danach fiir 15 Min. gebldut. Danach werden die Objekttréager fiir 3 Min. in
1%iges Eosin (Eosin G; Carl Roth, Karlsruhe) verbracht und dann in Aqua dest.
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3.6

3.6.1

gespiilt. Diesem Prozedere folgt, wie oben beschrieben, eine aufsteigende

Alkoholreihe und das Eindecken der Objekttriager mit Eukitt.

Histomorphometrische Auswertung

Gefille

Zur Auswertung der Histomorphometrie werden jeweils die Elastica van Gieson
gefdrbten Schnitte herangezogen.

Die Objekttrager werden unter einem Mikroskop (Nikon- Optiphot-2; Nikon GmbH,
Diisseldorf) mit einer integrierten Kamera (Nikon Digital-Sight DS-U1; Nikon GmbH,
Diisseldorf) in der 10-fachen VergroBerung fotografiert und im JPEG-Format
abgespeichert. Anhand dieser Fotos erfolgt mit Hilfe des Programms ,,NIS Elements*
(Version BR 2.10; Nikon GmbH Diisseldorf) die anschlieBende Auswertung. Dabei
werden jeweils die Flachen zwischen der Lamina elastica externa bzw. der Lamina
elastica interna und dem Lumen vermessen.

Am Computer konnen letztlich die Daten mit Hilfe des Programms ,,Microsoft Excel*
in Relation gesetzt werden und somit die Neointimafldche, die Mediadicke und der

Stenosegrad bestimmt werden.

Mediaflache

Lamina elastica interna

Neointimaflache

Lumen

Lamina elastica externa

Abbildung 11: Schematische Darstellung der histomorphologischen Gefia3daten
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3.6.2 Herz

Die tiefgefrorenen Herzen werden nach kurzfristigem Antauen mit einem gekiihlten
Schneidegeridt (Eigenbau), bei welchem 4 parallel zueinander angeordnete
Rasierklingen miteinander verbunden sind, in 6 ca. 1 mm dicke Herzscheiben
geschnitten. AnschlieBend werden die Herzscheiben in Eppendorf-Gefie (Save-Lock
Tube 1,5 ml; Eppendorf AG, Hamburg) mit Formalin (Formaldehyd-Losung 4,0%;
Otto Fischar GmbH, Saarbriicken) gegeben und fiir ca. 30 Min darin belassen.

Die Herzscheiben werden schlieBlich mittels Stereo-Mikroskop (Carl Zeiss AG,
Gottingen) und angeschlossener Digitalkamera von beiden Seiten fotografiert und
anschlieBend mit Hilfe des Computer-Programms ,,NIS- Elements* (Version BR 2.10;
Nikon GmbH Diisseldorf) histomorphometrisch ausgewertet. Dabei werden die
Gesamtfliche des Herzens, die Fliche des linken und rechten Ventrikels, deren

Lumina, sowie die Infarktgroe ausgemessen und in Relation gesetzt.

Linker Lumen rechter
Ventrikel Ventrikel

Lumen linker
Ventrikel

Rechter
Ventrikel

Infarktareal

Kammerseptum

Abbildung 12: Schematische Darstellung der morphologischen Daten der

einzelnen Herzscheiben
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3.7

3.8

3.8.1

Statistische Berechnungen

Die Ergebnisse sind, wenn nicht abweichend angegeben, als Mittelwerte =+
Standardfehler (SEM) angegeben. Der Standardfehler SEM (,,Standard Error of the
Mean*) dient zur Berechnung der Streuung der Mittelwerte und wird als Quotient aus
der Standardabweichung und der Wurzel des Stichprobenumfangs definiert.

Da wir zu Beginn unserer Studie aufgrund publizierter Daten von einer
Normalverteilung der Ergebnisse ausgegangen sind, wurde ein zweiseitiger, gepaarter
Student scher t-Test zur statistischen Berechnung herangezogen. Die Mittelwerte der
jeweiligen Versuchs- und Kontrollgruppe werden mit dem t-Test verglichen und auf
ithre Signifikanz hin tberpriift. Ein p-Wert von p<0,05 wird als signifikant definiert
und ist in den Schaubildern mit einem Stern markiert. Die statistischen Berechnungen
erfolgen mit dem Programm GraphPad Prism (Version 3.0; GraphPad Software

Incorporated).

Ergebnisse

Ergebnisse der Untersuchungen am Carotis-Ligatur-Modell

In diesem Abschnitt werden die Daten der Verumgruppe, welche nach Ligatur der
linken A. carotis das Adhisionsmolekiil mittels i.v. Injektion iiber die Schwanzvene
erhalten haben, der Kontrollgruppe gegeniibergestellt. Zur Auswertung dienen die
histomorphometrischen Daten, welche aus den histologischen Schnitten der linken

A. carotis erhoben wurden.
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3.8.1.1

Darstellung der histomorphometrischen Daten der linken A. carotis nach Gabe des

GPVI-Fc-CD133- Konstrukts im Vergleich zur Kontrollgruppe

NOD/Scid 4
GPVI-Fc + aCD133

NOD/Scid 9
GPVI-Fc-CD133

EvG HE

Abbildung 13: Histologische Schnitte der linken denudierten A. carotis bei
NOD/Scid 4 bzw. NOD/Scid 9 nach Ligatur. Es ist jeweils die EvG- und die HE-
Farbung dargestellt. Beide Tiere stehen dementsprechend fiir die restlichen Tiere

beider Gruppen.

Wie in den obigen Schaubildern zu sehen ist, kommt es bei dieser Art der
GefidBverletzung weder in der Verumgruppe (4 untersuchte Carotiden), noch in der
Kontrollgruppe (3 untersuchte Carotiden) zu einer Neointimabildung Daher kann
die Untersuchung dieses Parameters nicht zugrunde gelegt werden und der
Vergleich zwischen beiden Gruppen ist histomorphometrisch deshalb nicht méglich.
In einer anschlieBend durchgefiihrten insitu Hybridisierung (Ergebnisse nicht
gezeigt) konnte allerdings die Anhaftung der humanen Stammzellen nachgewiesen

werden.
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3.8.2 Ergebnisse der Untersuchungen am Verletzungsmodell mittels Drahtdenudation

In den nachfolgenden Abschnitten werden jeweils die Daten der Doppler-
Sonographie und der histomorphometrischen Auswertung der Verumgruppe mit der
jeweiligen Kontollgruppe verglichen. Dabei unterscheiden sich die Abschnitte in

den jeweiligen Zeitpunkten der Untersuchung und der T6tung der Tiere.

3.8.2.1 Untersuchungsergebnisse des Versuchsansatzes mit Ultraschalluntersuchung und

Totung 2 Wochen post operationem

3.8.2.1.1 Vergleich der Widerstandsindizes der Verumgruppe mit der Kontrollgruppe

Das folgende Schaubild zeigt die jeweils an der linken und rechten A. carotis
gemessenen Widerstandsindizes der Gruppe, welche das GPVI-Fc-CD133-
Konstrukt im Anschluss an die Operation erhalten hat, und der Kontrollgruppe mit

Applikation der Einzelkomponenten.

p=0,63

1.2 1

W liCar

OreCar

0.8 1

0.4

Widerstandsindex RI

0.0 4

T L

GPVI-Fc-CD133 GPVI-Fc + aCD133

Abbildung 14: Widerstandsindex RI in der Verumgruppe (GPVI-Fc-CD133, n=5)
und der Kontrollgruppe (GPVI-Fc + aCD133, n= 4), jeweils gemessen an linker und

rechter A. carotis
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In der Verumgruppe zeigt die linke denudierte A. carotis einen Widerstandsindex
von 1,123 + 0,228. In der rechten Carotis nimmt RI einen Wert von 0,874 + 0,043
ein. In der Kontrollgruppe weist die linke denudierte A. carotis einen Wert von
1,285 + 0,254. Der Widerstandsindex in der rechten A. carotis zeigt mit 0,921 +
0,036 einen dhnlichen Wert wie in der Verumgruppe. Beim Vergleich der linken
denudierten Gefdlle in Verum- (5 Tiere) und Kontrollgruppe (4 Tiere) ergibt sich

kein signifikanter Unterschied.

3.8.2.1.2 Darstellung der histomorphometrischen Daten der linken A. carotis nach Gabe des

GPVI-Fc-CD133- Konstrukts im Vergleich zur Kontrollgruppe

NOD/Scid 15
GPVI-Fc + aCD133

NOD/Scid 20
GPVI-Fc-CD133

Abbildung 15: Histologische Schnitte der linken A. carotis bei NOD/Scid 15 bzw.
NOD/Scid 20 nach Drahtdenudation. Die Schnitte sind jeweils EvG und HE gefirbt.

Beide Tiere stehen stellvertretend fiir die jeweilige Gruppe

Die folgenden Graphiken zeigen die histomorphometrischen Messdaten jeweils im
Vergleich der Gruppe, die GPVI-Fc-CD133 erhalten hat, zu der Kontrollgruppe.
Dabei findet die Mediadicke, die Fliche der Neointima und der Stenosegrad

Beriicksichtigung. Es wird jeweils nur die verletzte A. carotis vermessen.
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Abbildung 16: Vergleich der Flichenmalle der Media und Neointima bei Verum-
und Kontrollgruppe (GPVI-Fc-CD133, n=5; GPVI-Fc + aCD133, n=4)

In der oben eingefiigten Graphik werden die Fldchenausmafle der Media und der
Neointima in der Verumgruppe den Daten in der Kontrollgruppe gegeniibergestellt.
Die Mediafliche zeigt in der GPVI-Fc-CD133-Gruppe eine Grofle von 32.113,63
um’ * 3.155,61 und in der Kontrollgruppe, welche die Einzelkomponenten des
Konstruktes erhalten hat, ein Ausmaf von 25.351,84 pmzi 4.102,74.

Die Fliche der Neointima betrigt bei der Verumgruppe 17.920,52 pm2 + 7.641,04.
Ihre Ausprigung ist demnach in der Kontrollgruppe mit einer Fliche von
42.812,69pmzi 13.405,89 miBig stirker.

Es zeigt sich weder bei der Media- noch bei der Neointimafliche zwischen beiden

Gruppen ein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 17: Darstellung des Stenosegrades in der linken A. carotis bei Verum-
und Kontrollgruppe (GPVI-Fc-CD133, n=5; GPVI-Fc + aCD133, n=4)

In der angefiihrten Abbildung wird der Stenosegrad der linken denudierten A.
carotis in beiden Gruppen miteinander verglichen. Die Stenose tritt in der
Kontrollgruppe mit 58,92% + 15,33 im Vergleich zur Verumgruppe mit 31,39% =+

8,61 deutlich in Erscheinung. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen ist

allerdings nicht signifikant.

Untersuchungsergebnisse des Versuchsansatzes mit Ultraschalluntersuchung und

Totung 5 Wochen post operationem

Vergleich der Widerstandsindizes der Verumgruppe mit der Kontrollgruppe

Die angefiigte Graphik stellt die Widerstandsindizes in der linken und rechten A.

carotis der Verumgruppe den Daten der Kontrollgruppe gegeniiber.
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Abbildung 18: Widerstandsindex RI in der Verumgruppe (GPVI-Fc-CD133, n= 3)
und der Kontrollgruppe (GPVI-Fc + aCD133, n= 3), jeweils gemessen an linker und

rechter A. carotis

Bei der Verumgruppe liegen die Werte von RI in der linken A. carotis bei 0,929 +
0,047 und in der rechten A. carotis bei 0,928 + 0,042. In der Kontrollgruppe zeigen
sich @hnliche Verhiltnisse zwischen beiden GefidBen. Die linke A. carotis liegt mit
einem Widerstandsindex von 0,954 + 0,024 geringgradig oberhalb des RI in der
rechten A. carotis, welche einen Wert von 0,929 + 0,054 aufweist. Beim Vergleich
der Widerstandsindizes in Verum- und Kontrollgruppe zeigt sich kein signifikanter

Unterschied zwischen beiden Gruppen.

57



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.8.2.2.2 Darstellung der histomorphometrischen Daten der linken A. carotis nach Gabe des

GPVI-Fc-CD133-Konstrukts im Vergleich zur Kontrollgruppe

NOD/Scid 36
GPVI-Fc + aCD133

NOD/Scid 3
GPVI-Fc-CD133

EvG HE

Abbildung 19: Histologische Schnitte der linken A. carotis bei NOD/Scid 36 bzw.
NOD/Scid 3 nach Drahtdenudation. Es ist jeweils die EvG- und die HE-Firbung
aufgefiihrt. Jeweils ein Tier jeder Gruppe dient als Anschauungsobjekt fiir das

gesamte Kollektiv.

Die folgenden Schaubilder geben einen Uberblick iiber die histomorphometrischen
Messdaten (Mediadicke, Neointimafliche und Stenosegrad) der linken A. carotis bei

Verum- und Kontrollgruppe.
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Abbildung 20: Vergleich der Flichenmalle der Media und Neointima bei Verum-
und Kontrollgruppe (GPVI-Fc-CD133, n=3; GPVI-Fc + aCD133, n= 3)

In dieser Graphik werden jeweils die Flachen der Media und der Neointima der
beiden Versuchsgruppen in Relation gesetzt. Die Mediafliche weist in der
Verumgruppe eine Gréfe von 19.471,47 me + 5.486,77 auf. Hingegen nimmt sie
in der Kontrollgruppe einen Wert von 22.704,99 um® + 1.590,59 an. Die
Neointimafliche in der Kontrollgruppe stellt sich mit einem Wert von 7.151,71 pm?
+ 7.151,71 etwas groBer als in der Konstruktgruppe dar (5.423,38 pm2 + 2.855,88).

Weder bei der Media- noch der Neointimafliche konnte ein signifikanter

Unterschied zwischen der Verum- und der Kontrollgruppe festgestellt werden.
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Abbildung 21: Darstellung des Stenosegrades in der linken A. carotis bei Verum-

und Kontrollgruppe (GPVI-Fc-CD133, n= 3; GPVI-Fc + aCD133, n=3)

Der Stenosegrad liegt in der Kontrollgruppe bei 27,57 % + 27,57 wihrend in der
Verumgruppe eine Stenose von 8,88 % * 6,15 erreicht wird. Der Unterschied ist

nicht signifikant.

Untersuchungsergebnisse des Versuchsansatzes mit Ultraschalluntersuchung und
Totung 3 Wochen post operationem mit Erhohung der Zellzahl auf 500 000 CD34*
Zellen pro Injektionsdosis

Vergleich der Widerstandsindizes der Verumgruppe mit der Kontrollgruppe

In dem folgenden Schaubild werden jeweils die Widerstandsindizes der linken und

rechten A. carotis der Verumgruppe mit den Daten der Kontrollgruppe verglichen.
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Abbildung 22: Widerstandsindex RI in Verum- (GPVI-Fc-CD133, n= 7) und
Kontrollgruppe (GPVI-Fc + aCD133, n= 7), jeweils gemessen an linker und rechter

A. carotis

In der Verumgruppe liegt der Widerstandsindex in der linken A. carotis bei 0,893 +
0,016, wahrend er in der rechten A. carotis einen Wert von 0,831 + 0,014 annimmt.
In der Kontrollgruppe liegen die Widerstandsindizes mit Werten von 0,916 + 0,0052
bzw. 0,855 + 0,0218 in einem #hnlichen Verhiltnis vor, wobei der RI im verletzten
Gefdl der Kontrollgruppe etwas hoher liegt. Es zeigt sich allerdings kein

signifikanter Unterschied im Vergleich der verletzten A. carotis beider Gruppen.
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3.8.2.3.2 Darstellung der histomorphometrischen Daten der linken A. carotis nach Gabe des

GPVI-Fc-CD133-Konstrukts im Vergleich zur Kontrollgruppe

NOD/Scid 11
GPVI-Fc + aCD133

NOD/Scid 14
GPVI-Fc-CD133

EvG HE

Abbildung 23: Histologische Schnitte der linken A. carotis bei NOD/Scid 11 und
NOD/Scid 14 nach Drahtdenudation. Es ist jeweils die EvG- und die HE-Firbung
dargestellt. Jeweils ein Tier jeder Gruppe steht stellvertretend fiir das Gesamt-

kollektiv.

Die folgenden Graphiken zeigen die histomorphometrischen Messgrofien

Mediadicke, Neointimafliche und Stenosegrad in Verum- und Kontrollgruppe.
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Abbildung 24: Vergleich der Flichenmalle der Media und Neointima bei Verum-
und Kontrollgruppe (GPVI-Fc-CD133, n=7; GPVI-Fc + aCD133, n=7)

In dieser Graphik werden jeweils die FlichenausmaBle der Media und Neointima
beider Gruppen miteinander verglichen. In der Verumgruppe nimmt die Media eine
Fliiche von 37.909,57 um” + 3.661,13 ein, wihrend sie in der Kontrollgruppe Werte
von durchschnittlich 31.746,89 pm2 + 3.972,55 erreicht. Die Neointimafldche liegt
in der Verumgruppe bei 35.613,61 pm® + 8.213,08 gegeniiber 37.237,3 um’ +
13.885,48 in der Kontrollgruppe. Es zeigt sich weder bei der Betrachtung der
Media- noch der Neointimafldche im Vergleich beider Gruppen miteinander ein

signifikanter Unterschied.
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Abbildung 25: Darstellung des Stenosegrades in der linken A. carotis bei Verum-
und Kontrollgruppe (GPVI-Fc-CD133, n=7; GPVI-Fc + aCD133, n=7)

Im obigen Schaubild ist der Stenosegrad der linken A. carotis der Verum- und
Kontrollgruppe gegeniibergestellt. Es zeigt sich in der Gruppe, die das GPVI-Fc-
CD133-Konstrukt erhalten hat, ein Stenosegrad von 46,6% + 10,89. In der
Kontrollgruppe liegt der Stenosegrad der denudierten A. carotis bei 60,33% + 12,66.

Es liegt kein signifikanter Unterschied vor.
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3.8.3 Einfluss des bispezifischen Adhidsionsmolekiils GPVI-Fc-CD133 auf die

Organregeneration am Beispiel des Myokardinfarkts

Da die Resultate, welche durch die Gabe des bispezifischen Molekiils GPVI-Fc-
CDI133 im Rahmen der Gefidlregeneration erreicht werden konnten, gewisse
Tendenzen in Richtung verbesserter Regenerationsfihigkeit aufzeigten, wollten wir in
unserer Arbeitsgruppe den Einfluss des Molekiils auf die Gewebe- bzw.

Organregeneration des Herzens nach akutem Myokardinfarkt untersuchen.

Im nachfolgenden Schaubild ist die InfarktgroBe in Abhéngigkeit zum linken
Ventrikel dargestellt.
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Abbildung 26: Vergleich der Infarktgrofen in Relation zur Fliche des linken
Ventrikels bei den 3 Versuchsgruppen: GPVI-Fc-CD133 (Konstrukt (n= 4)),
GPVI-Fc + aCD133 (Kontrolle (n= 4)) und Myokardinfarkt (MI) ohne Zellgabe (n= 2)

Im vorangehenden Diagramm ist die Infarktgrofe in Abhingigkeit zur Fliche des
linken Ventrikels dargestellt.

In der Verumgruppe liegt die InfarktgroBe bei 11,24% + 2,36, wihrend sie in der
Kontrollgruppe einen Wert von 16,97% + 3,72 annimmt. Dieser Unterschied ist
signifikant (p=0,02). In der Gruppe, welche nach akutem Myokardinfarkt keine Zellen
erhalten hat, erreicht die InfarktgroBBe FlichenausmaBle von 25,12% + 0,94.
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4.1.1

4.1.2

DISKUSSION

Diskussion der Versuchsdurchfiihrung

Das Mausmodell

In der derzeitigen Forschung stellt die Maus das wichtigste und hédufigste Versuchstier
dar. Aufgrund ihrer kurzen Generationszeit, ihrer kostengiinstigen Unterbringung und
ihrer wenig pflegeintensiven Haltung hat sie sich als Labortier bewéhrt. Ein weiterer
wichtiger Aspekt ist in der Zucht transgener Tiere und der Generierung von Knockout-
Tieren zu sehen. Beide MaBnahmen werden zu grofen Teilen an Mdéusen
durchgefiihrt.

Da in der vorliegenden Arbeit humane Stammzellen zum Einsatz kommen sollten und
durch diese heterologe Transplantation mit eventuell auftretenden Abwehrreaktionen
gerechnet werden musste, wurde in den Versuchen eine immundefiziente Maus
eingesetzt. Es handelt sich dabei um eine NOD-CB17-Prkd*“/J, kurz NOD/Scid

genannt. Diese weist einen B- und T-Zelldefekt auf.

Wahl des Verletzungsmodells

Um die Regenerationsprozesse, die sich aus einer atherosklerotischen Verdnderung der
GefiBwand oder infolge einer zuvor durchgefiihrten Ballonangioplastie nach
GefiBBverschluss ergeben, moglichst exakt nachahmen zu konnen, muss man sich eines
Verletzungsmodells bedienen.

Da in der vorliegenden Arbeit die Regenerationsfihigkeit der Gefilwand nach
Endothelverletzung untersucht werden sollte, erschien ein mechanisches Verletzungs-
modell als geeignet. Hierfiir stehen zum einen die Ligatur des Gefilles und zum
anderen die Drahtdenudation zur Verfiigung.

Die Drahtdenudation der A. carotis der Maus wurde erstmals 1993 von Lindner et al.
beschrieben. Sie konnten zeigen, dass die Schadigung, welche durch einen 0,35 mm
diinnen flexiblen Draht verursacht wurde, zu einer kompletten Denudation des
Endothels fiihrt®®. Infolgedessen beginnen die glatten Muskelzellen schon wenige

Tage nach der Verletzung von der Tunica media ausgehend in Richtung Intima zu
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migrieren und sich zu replizieren, was sich nach 14 Tagen in einer deutlichen
Neointimabildung widerspiegelt. Lindner et al. konnten auBlerdem bereits 3 Wochen
nach Drahtdenudation eine komplette Reendothelialisierung des GefidBlumens
beobachten®.

Diese Beobachtungen blieben bei einer an der Ratte durchgefiihrten Ballondenudation
weitestgehend aus. Hier konnte auch nach mehreren Wochen keine vollstindige
Wiederherstellung des Endothels festgestellt werden'?".

Somit zeigt sich, dass die Wahl des geeigneten Verletzungsmodells im Hinblick auf
die Fragestellung von entscheidender Bedeutung ist.

So konnten Tanaka et al. zeigen, dass die Verteilung und auch das Regenerations-
potential der applizierten Stammzellen von der Art der Gefdverletzung abhéngig
ist?". In deren Studie wurden verschiedene Verletzungsmodelle miteinander
verglichen und gezeigt, dass bei einer Drahtdenudation sowohl das Endothel als auch
die Media der GefidBwand stark geschidigt wird. Dies fiihrt zu einer deutlichen
Neointimabildung. Bei der Ligatur des Gefdlles oder auch der Cuff-off-Methode, bei
der das Gefall kurzzeitig durch Scherenschlag eroffnet und anschlieBend mittels
Ligatur wieder verschlossen wird, kommt es hingegen zu keiner oder allenfalls zu
einer sehr geringen Neointimaformation. Es konnten daher wesentlich weniger
Stammzellen im verletzten GefdBareal detektiert werden und auch die Expression von
vaskuliren Faktoren war deutlich verringert'*’.

Da sich diese Beobachtungen auch in der vorliegenden Arbeit bestitigten, wurde das
Verletzungsmodell gedndert und somit konnte die Neointima als Parameter fiir die
beginnende Reendothelialisierung herangezogen werden.

In der Literatur wird auch die Drahtdenudation an der A. femoralis beschrieben''* ''*,
Da allerdings in unserer Arbeitsgruppe das Verletzungsmodell an der A. carotis

etabliert ist, wurde dieses Modell zur Untersuchung der oben genannten Fragestellung

herangezogen.

Myokardinfarkt-Modell zur Untersuchung der Geweberegeneration

Das Herz stellt im Organismus das mitunter wichtigste Organ dar. Es ist
verantwortlich fiir die Aufrechterhaltung des Kreislaufes, ohne welchen alle

Korperfunktionen sistieren wiirden.
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Friither galt die Meinung, dass das Herzmuskelgewebe nicht zur Regeneration befahigt
sei. Es wurde als postmitotisches Gewebe angesehen, in welchem keine
Zellerneuerung moglich ist.

Diese Einschitzung konnte unter anderen die Arbeitsgruppe um Beltrami revidieren.
Denn Beltrami et al. konnten zeigen, dass im adulten Herzen cardiale Progenitorzellen
vorhanden sind, welche Schidigungen im Myokard regenerieren konnen. Es handelt
sich hierbei um eine heterogene Population multipotenter Stammzellen®.

Kurze Zeit spiter wurde von Yeh et al. das Regenerationspotential von EPCs néher
beleuchtet. Es hat sich gezeigt, dass sich aus diesen Zellen sowohl glatte Muskelzellen,
Endothelzellen, wie auch Kardiomyozyten entwickeln, die die geschéddigten Zellen
ersetzen konnen'*°.

Seither wurden zahlreiche Studien verschiedener Arbeitsgruppen durchgefiihrt um die
Regenerationsfihigkeit des Myokards zu untersuchen. Mehrheitlich diente das, wie
auch in der vorliegenden Arbeit verwendete, LAD-Ligatur-Modell als Modell fiir den
akuten Myokardinfarkt. Hierbei wird, wie unter Kap. 3.4.2 beschrieben, die LAD fiir
eine gewisse Zeitspanne ligiert und anschlieBend wiedereroffnet. Durch die
unterbundene Blutversorgung kommt es im betroffenen Herzmuskelgewebe zur
Ischdmie und schlieBlich zur Nekrose der Myozyten.

Da es sich beim akuten Myokardinfarkt um kein statisches Geschehen handelt, spielt
die anschlieBende Reperfusion eine entscheidende Rolle im Modell. Der
GefiBverschluss wird durch die Entfernung der Ligatur teilweise wieder aufgehoben.
Dies empfindet die Situation beim AMI nach, da hier durch
Entziindungszellrekrutierung Umbauprozesse in Gang gesetzt werden, welche die
Perfusion bestimmter Infarktbezirke wiederherstellen. Es entsteht somit ein eng
umschriebenes Areal kompletter Ischiamie, welches von minderdurchbluteten
Bereichen umschlossen wird, welche Periinfarktzone genannt wird.

Das Myokardinfarktmodell wird groBtenteils an der Maus und an der Ratte

durchgefiihrt.

Schwierigkeiten bei der Durchfithrung der Drahtdenudation an der A. carotis

Die A. carotis communis und ihre beiden Aste, die A. carotis externa und interna, sind

durch vorsichtiges Prédparieren seitlich der Trachea sehr gut zuginglich. Allerdings
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konnen auch hierbei Schwierigkeiten auftreten. So muss von Anfang an dafiir gesorgt
werden, dass alle umliegenden Strukturen weitestgehend geschont werden und die
Gefille selbst nicht bereits bei der Priparation verletzt werden. Nach Anlegen der
Haltefaden ist anschlieBend darauf zu achten, dass durch deren Spannung der Blutfluss
in der A. carotis kurzzeitig unterbunden wird, so dass bei der Inzision des Gefilles
keine groBeren Blutverluste auftreten.

Bei der Drahtdenudation selbst stellt die eigentliche Verletzung des Endothels die
grofite Schwierigkeit dar. So kommt es bei manchen Arterien bereits beim Einfiihren
des Drahtes in das GefdBlumen zu einer Denudation des Endothels. Die
Endothelzellschicht legt sich dabei an die Spitze des Drahtes und wird somit bei jeder
Rotation weiter in Richtung A. communis vorgeschoben. Demnach entwickelt sich
eine heftige Verletzung der GefdBwand und es kommt nicht selten zu einer verstarkten
Thrombusformation. Das Problem hierbei zeigt sich im mangelhaften Blutfluss,
wodurch auch die Versorgung mit den applizierten Stammzellen in solch einem Gefi3
fraglich erscheint, so dass von Fall zu Fall entschieden werden muss, ob solche

Préparate in die Auswertung miteinbezogen werden konnen.

Verwendung von endothelialen Stammzellen

Bei einer Verletzung des GefidBlendothels bedingt durch atherosklerotische
Veridnderungen oder auch infolge einer Ballonangioplastie kommt es zu einem Verlust
der antithrombotischen Eigenschaft des Endothels, was auch als Dysfunktion
bezeichnet wird'”’. An der durch die Verletzung freigelegten subendothelialen Matrix
konnen vermehrt Zellen adhérieren und auf diese Weise das Entziindungsgeschehen
unterhalten. Daher ist es von entscheidender Bedeutung, dass schnellstmoglich
Reparationsprozesse in Gang gesetzt werden, welche die Integritit des Endothels
wiederherstellen'”’. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass endotheliale
Progenitorzellen an diesen Vorgingen maBgeblich beteiligt sind'** *°. Zwar finden
sich im peripheren Blut auch zahlreiche mature endotheliale Zellen, aber deren
Proliferationspotential ~ ist aufgrund der fortgeschrittenen Differenzierung
eingeschrinkt; somit sind diese Zellen nur bedingt zur Gefaregeneration befihigt.

Asahara et al. gelang es 1997 erstmals endotheliale Progenitorzellen aus dem

peripheren Blut von Erwachsenen zu isolieren und diese in vitro zu kultivieren®. Zur
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Isolation wurden die fiir EPCs typischen Oberflichenmarker CD34, CD133 und
VEGF herangezogen147.

Die endothelialen Vorlduferzellen finden ihren Ursprung im Knochenmark und gehen
gemeinsam mit der Monozyten-Makrophagenzelllinie auf den Himangioblasten als
Ursprungszelle zuriick. Der Hamangioblast besitzt die Fahigkeit sich zu vaskuldren
und hiimatopoetischen Zellen zu differenzieren'®.

In der regenerativen Medizin stellt die endotheliale Progenitorzelle den am besten
untersuchten und auch am héufigsten eingesetzten Zelltyp dar. Sie diente auflerdem
der Erforschung der Interaktionen zwischen Stammzellen und Thrombozyten®” *" 7.
EPCs finden ihren Einsatz allerdings nicht nur im Hinblick auf die Gefal-

. 112, 12
regeneration' > '%

, sondern werden auch mit gutem Erfolg in der Therapie des akuten
Myokardinfarktes eingesetzt> 2 > ** °  Djese Untersuchungen wurden sowohl an
Tiermodellen durchgefiihrt als auch in neuerer Zeit in Patientenstudien belegt. Die
Applikation der Stammzellen nach Mpyokardinfarkt fiihrt zu einer verbesserten
Vaskularisierung des  betroffenen Infarktareals94, zu einer verbesserten

Ventrikelfunktion® 2% ©

und auch zu einer Risikoverringerung fiir erneut auftretende
kardiovaskulire Ereignisse'"”. In einer Studie von Yeh et al. konnte gezeigt werden,
dass EPCs, und hier besonders die CD34" Zellen, die Fihigkeit besitzen sich sowohl
zu Endothelzellen, Kardiomyozyten und glatten Muskelzellen zu differenzieren'*.

Da es in der vorliegenden Arbeit als Schwerpunktthema um die Gefidiregeneration
nach Verletzung geht, wurde daher ebenfalls die endotheliale Progenitorzelle als
Zelltyp verwendet. Zur Zellisolation wurde ebenso der Oberflichenmarker CD34

eingesetzt, so dass die applizierte Zellfraktion lediglich CD34" Zellen beinhaltet.

Einsatz des l6slichen bispezifischen Adhédsionsmolekiils GPVI-Fc-CD133

Das Glykoprotein VI stellt den wichtigsten Kollagenrezeptor auf der Oberfldche von
Thrombozyten dar '** *> %1 Ende der 80er Jahre entdeckten die Arbeitsgruppen um
Sugiyama und Moroi in ihrem jeweiligen Patientenkollektiv, dass Patienten mit milder
Blutungsneigung vorstellig wurden, welche allerdings lediglich bei einer Kollagen-
induzierten = Aggregation der  Thrombozyten  mit einer  verminderten

Thrombusformation reagierten'>* *%.
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In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass GPVI von entscheidender
Bedeutung fiir die Adhédsion und die Aggregation von Thrombozyten am
GefiBendothel ist® % 7° Dies spielt besonders nach Verletzung des Endothels eine
wichtige Rolle. Hier kommt es durch Zerstérung des Endothelzellverbandes zu einer
Freilegung der subendothelialen Matrix, welche zu groflen Teilen aus fibrillirem

Kollagen besteht' 10. 11

. Dieser Mechanismus liegt den folgenden Untersuchungen
zugrunde.

Massberg et al. entwickelten im Rahmen ihrer Forschungsarbeit ein 16sliches
Molekiil, welches durch Fusion des humanen GPVI-Proteins und des Fc-Fragments
generiert und anschlieBend durch Transfizierung in eine Zelllinie (HELA-Zellen)
kloniert werden konnte. Sie konnten zeigen, dass infolge der Bindung des 16slichen
GPVI an Kollagen, die Adhdsion von Thrombozyten im Bereich der Gefi3wandlidsion
und somit die Thrombosegefahr verringert wird’’.

Biiltmann et al. konnten diese Ergebnisse verifizieren. So konnte nach einer ballon-
induzierten Verletzung mit anschlieBender lokaler Applikation des GPVI-Dimers
ebenso eine verminderte Thrombusformation beobachtet werden'*. Daher erscheint
den Wissenschaftlern um Biiltmann die Gabe dieses 16slichen GPVI-Fusionsproteins
als eine erfolgversprechende Behandlung nach Stentimplantation oder auch
Ballonangioplastie'*.

Gawaz et al. sehen in der Verwendung dieses loslichen Kollagenrezeptors eine
Moglichkeit zur frithzeitigen Detektion von GefédBldasionen im Verlauf der
Atheroskleroseentstehung. Sie konnten durch Markierung des GPVI-Dimers mit
radioaktivem Jod zeigen, dass sich das verabreichte GPVI-Protein bereits an kleineren
GefiBwandschédden anlagert und so mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET)
nachgewiesen werden kann * .

In einer aktuellen Studie von 2008 konnte gezeigt werden, dass durch eine
Langzeitapplikation von 16slichem GPVI-Fc eine verminderte Plaqueentwicklung bei
Apo E-defizienten Miusen beobachtet werden konnte. Somit kommt dem medika-
mentellen Einsatz des 16slichen Glykoproteins VI im Rahmen der Atherosklerose-
behandlung eine entscheidende Bedeutung zu ''’.

In der vorliegenden Arbeit wird mit Verwendung des bispezifischen GPVI-Dimers,
welches an den Antikorper gegen den Oberflichenmarker CD133 gekoppelt ist, das

Ziel verfolgt, eine Rekrutierung der Progenitorzellen an den Ort der Verletzung zu

erreichen. Der Antikdrper dient dabei als Bindungsstelle fiir die CD34" Zellen, welche
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mit dem GPVI-Fc-CD133 vorinkubiert wurden. Durch die Adhision der GPVI-
Doméne an die subendotheliale Matrix wird somit gleichzeitig die Anreicherung der

Stammzellen im Verletzungsbereich erzielt.

Doppler-Sonographie zur Untersuchung des Gefi3flusses nach Drahtdenudation

Die Doppler-Sonographie stellt eine etablierte Methode zur Untersuchung der
Stromungsverhéltnisse im GefidBsystem dar. Es konnen hierbei Aussagen iiber die
Flussgeschwindigkeit des Blutes getroffen werden, aber auch Verdnderungen der
GefidBwand, wie z.B. atherosklerotische Plaque oder Wanddickenzunahmen, detektiert
werden. Im Rahmen von Ballonangioplastiebehandlungen oder auch bei
Stentimplantationen kann die Doppler-Sonographie als Diagnostikum zur Beurteilung
der Reendothelialisierung und somit der Erfolgskontrolle der Behandlung eingesetzt
werden. Die farbkodierte Darstellung des Ultraschallbildes dient dabei als
Orientierung, da mit deren Hilfe die Flussrichtung des Blutes erfasst werden kann.
Verschiedene Messfunktionen ermoglichen das Erfassen von Stenosen und

Widerstdnden im GefidBsystem.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Durchfiihrung der Doppler-Sonographie der A.
carotis ein humanmedizinisches Geridt herangezogen und der Widerstandsindex als
Vergleichsparameter fiir die verschiedenen Versuchsgruppen ermittelt. Bei der
verwandten Sonde handelt es sich um einen 10MHz-Linear-Schallkopf. Dieser besitzt
zwar eine hohe Eindringtiefe, allerdings zeigt sich aufgrund der niederen Frequenz
eine schlechtere Auflosung im Ultraschallbild. Um eine Diagnostik der Miuse-
Carotiden durchfithren zu konnen, vergleichbar der Untersuchung beim Menschen,
bedarf es einer Sonde mit wesentlich hoheren Frequenzen. Aufgrund der besseren
Sensitivitit des Ultraschallgerites konnten exaktere Messungen vorgenommen
werden. Ein solches Gerit steht unserer Arbeitsgruppe zurzeit leider noch nicht zur
Verfiigung. Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass ein
deutlicher Unterschied zwischen der verletzten und unverletzten A. carotis zu sehen
ist. Deshalb wurden die Untersuchungsergebnisse auch in die Auswertung

miteinbezogen.
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4.1.8 Charakterisierung der histomorphometrischen Auswertung im Hinblick auf die

4.2

4.2.1

GefiBregeneration

Zur histomorphometrischen Auswertung wurden die histologischen Schnitte der
linken denudierten A. carotis herangezogen. Dazu wurden diese in Serie angefertigt,
davon jeweils 6 Objekttriger, auf denen meist 3 Prédparate aufgezogen sind, mittels
Mikroskop und integrierter Kamera fotografiert und anschlieBend mit dem
Computerprogramm ,,NIS Elements* vermessen. Als Messgroflen dienten die Flache
innerhalb der Lamina elastica externa, die Fliache innerhalb der Lamina elastica
interna und das GefdaBlumen. Die Differenz zwischen Lamina elastica interna und
externa spiegelt die Mediafldche wider. Die Neointima lisst sich mit Hilfe der Fliche
innerhalb der Lamina elastica interna abziiglich des Gefa3lumens ermitteln.

Diese Neointimabildung ist Ausdruck fiir die Regenerationsprozesse, welche nach
einer Verletzung des Endothels in Gang gesetzt werden. Sie wird zu einem groBen

139 Im Verlauf der

Teil durch die Proliferation der glatten Muskelzellen hervorgerufen
Heilung kommt es dann zu einer Progression der Reendothelialisierung. Eventuell
vorhandene Gefdlthromben werden organisiert und das Lumen wieder vollstindig

passierbar.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Applikation von

endothelialen Stammzellen und deren verbesserte Anreicherung im geschidigten
Gefillbezirk, durch die zusitzliche Gabe des Adhisionsmolekiils GPVI-Fc-CD133,
die Neointimaformation tendenziell zuriickgedringt werden konnte und so die

Reendothelialisierung angesto3en bzw. beschleunigt werden kann.

Diskussion der Ergebnisse

Allgemeine Beobachtungen

Bei den Versuchen mit Ligatur der A. carotis sinistra wurden keine postoperativen
Ultraschalluntersuchungen durchgefiihrt. Die Beurteilung der Ergebnisse dieses
Versuchsansatzes erfolgt lediglich anhand der histologischen Priparate der verletzten

GefiBabschnitte.
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Erst im Laufe der Untersuchungen ergab sich die Moglichkeit der Durchfithrung einer
Doppler-Sonographie zur Erfassung der Stromungsverhiltnisse im verletzten GefaB.

Alle Tiere eines Versuchstages, meist vier Tiere, erhielten Zellen derselben Charge.
Dabei wurden in den meisten Fiéllen zwei Zelldosen mit dem Adhisionsmolekiil
GPVI-Fc-CD133 vorinkubiert, wihrend zu den beiden anderen Zelldosen die Einzel-

komponenten zugegeben wurden.

Betrachtung der Einzelergebnisse

Nachfolgend werden jeweils die Ultraschalldaten bzw. die histomorphometrischen

Parameter der einzelnen Versuchsansdtze der Verum- und Kontrollgruppen

miteinander verglichen.

4.2.2.1 Vergleich der Widerstandsindizes nach Drahtdenudation in Verum- und

Kontrollgruppe

4.2.2.1.1 Untersuchung nach 2 Wochen

Bei Betrachtung des Schaubildes ist zunidchst ersichtlich, dass sowohl in der
Kontrollgruppe als auch in der Verumgruppe die Widerstandsindizes der rechten Aa.
carotidae anndhernd gleich sind. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass jeweils die
rechten Carotiden bei beiden Gruppen unverletzt sind. Sie weisen demnach
physiologische Werte auf. Diese dienen jeweils als Kontrolle fiir die denudierte linke
A. carotis. Es zeigt sich demnach in beiden Versuchsgruppen ein deutlicher
Unterschied zwischen den verletzten und unverletzten Gefdflen. Durch die Draht-
denudation wird an der GefidBwand eine Endothelzellschidigung hervorgerufen,
welche aufgrund der freigelegten extrazelluldiren Matrix zu einer verstirkten
Thrombusformation fiihrt "' "', Im Anschluss daran werden regenerative Prozesse in
Gang gesetzt, welche durch Einwanderung von Entziindungszellen im histologischen
Bild nachgewiesen werden konnen®. Dariiberhinaus kann im GefiBlumen bereits 1

Woche post operationem eine deutliche Neointimabildung vorgefunden werden® '°"

”4, welche zu einer Erhohung des GefalBwiderstandes fiithren kann.
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Beim Vergleich der Indizes der linken Carotiden wird deutlich, dass in der
Kontrollgruppe die Widerstinde einen hoheren Wert annehmen als in der
Verumgruppe. Dies ldsst vermuten, dass die Stenose in den Kontrollgefden deutlich
ausgepragter ist und somit die Flussgeschwindigkeit innerhalb des Gefilles stirker
eingeschrankt wird.

Es ist daher moglich, dass das applizierte Adhédsionsmolekiil bereits 2 Wochen post
operationem zu einer verbesserten Anreicherung der Stammzellen im betroffenen
GefiBareal gefiihrt hat und somit die Regenerationsfihigkeit des Endothels positiv
beeinflusst werden konnte. Diese Vermutung soll mit Hilfe der
histomorphometrischen Messung der histologischen Schnitte der linken A. carotis

bestdtigt werden (siehe Kapitel 4.2.2.2.1).

4.2.2.1.2 Untersuchung nach 5 Wochen

Im zweiten Versuchsansatz, in welchem die Tiere jeweils 5 Wochen post operationem
einer Ultraschalluntersuchung unterzogen wurden, zeigen sich bei der Betrachtung des
Schaubildes kaum Unterschiede. Beim Vergleich zwischen beiden Gruppen ergeben
sich lediglich minimal erhohte Werte des Widerstandsindex in den linken Carotiden
der Kontrollgruppe. Es ist aulerdem auffillig, dass keine deutlichen Unterschiede
zwischen verletzter und unverletzter A. carotis vorzufinden sind. Es liegt die
Vermutung nahe, dass bereits nach 5 Wochen das betroffene Gefid3areal abgeheilt ist.
Diese Art der spontanen Abheilung wurde bereits von Sata et al. am
Verletzungsmodell der A. femoralis beschrieben''®. Sie konnten zeigen, dass die
Neointimaformation lediglich bis zu 4 Wochen nach Denudation voranschreitet und
sich anschlieBend zuriickbildet. Durch die Regression der Neointimaformation kommt
es letztlich zum Abfall des GefidBwiderstandes im einst verletzten Gefd3 und somit
konnen erneut physiologische Werte erreicht werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein weiterer Versuchsansatz mit Ultra-

schalluntersuchung und Totung der Tiere 3 Wochen post operationem aufgegriffen.

75



DISKUSSION

4.2.2.1.3 Untersuchung nach 3 Wochen und Erh6hung der Zellzahl

Zunichst ist zu erwihnen, dass bei den 3-Wochen-Versuchen vorab die Zellzahl der
CD34" Zellen von 50 000 auf 500 000 Zellen pro Injektionsdosis erhht wurde.

Die urspriingliche Zellzahl ist auf frithere Versuche in unserer Arbeitsgruppe
zuriickzufiihren®®. Es hat sich gezeigt, dass mit einer Zellzahl von 50 000 CD34"
Zellen und der anschlieBenden Inkubation mit dem Adhisionsmolekiil GPVI-Fc-
CD133 eine deutliche Anreicherung im Bereich der Gefallverletzung erzielt werden
kann. Da in der vorliegenden Arbeit das Augenmerk auf das Regenerationspotential
dieser Zellen gelegt werden soll, erscheint es von Vorteil groere Zelldosen
einzusetzen, weil im Laufe der Regenerationsprozesse zahlreiche Zellen erneut
abgeschwemmt werden. Diese Zellen reichern sich letztlich in anderen Geweben, wie

z.B. Milz und Lunge ab und stehen somit dem Ko6rper nicht mehr zur Verfiigung.

In der Graphik ist jeweils bei beiden Versuchsgruppen ein deutlicher Unterschied
zwischen der linken und rechten A. carotis zu beobachten. Es zeigt sich demnach, dass
die Denudation des jeweiligen Gefidlles zu einer deutlich sichtbaren Einengung des
GefiBlumens durch die voranschreitende Neointimahyperplasie fiihrt und letztlich eine
Erhohung des GefidBBwiderstandes hervorruft.

Beim Vergleich beider Gruppen miteinander sind lediglich minimale Unterschiede
erkennbar. Demnach liegen die Widerstandsindizes sowohl im gesunden als auch
verletzten Gefill etwas hoher als bei der Verumgruppe. Dies ldsst sich eventuell auf
die mangelhafte Sensitivitit des humanmedizinischen Gerites beim Einsatz an der
Maus zuriickfiithren. Daher ist in diesem Fall die Aussage iiber die Effektivitit des
Adhiésionsmolekiils im Hinblick auf die Beeinflussung des GefiBBwiderstandes
schwierig.

In erster Linie sollten also auch hier die histomorphometrischen Daten betrachtet

werden.

4.2.2.2 Vergleich der histomorphometrischen Daten der denudierten A. carotis sinistra

in Verum- und Kontrollgruppe

4.2.2.2.1 Tétung nach 2 Wochen
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Bei der Betrachtung der Ergebnisse der histomorphometrischen Auswertung der
linken Carotiden im Rahmen der 2-Wochen-Versuche, ergeben sich deutliche
Unterschiede zwischen Verum- und Kontrollgruppe.

In der Konstruktgruppe nimmt die Mediafliche einen hoheren Wert als in der
Kontrollgruppe ein, was wahrscheinlich auf die stirker in Gang gesetzten
Regenerationsprozesse zuriickzufiihren ist. So konnten Lindner et al. zeigen, dass
schon bereits 1 Woche nach durchgefiihrter Drahtdenudation an der A. carotis eine
verstirkte Replikation der glatten Muskelzellen (SMCs) nachweisbar ist. Diese
proliferierenden SMCs migrieren anschlieBend aus der Tunica media in Richtung
Intima und fiihren dort zu einer Neointimaformation®.

Dies konnte auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden. Sowohl in der
Konstrukt- als auch in der Verumgruppe ist eine Neointimabildung vorzufinden.
Allerdings ist bei ndherer Betrachtung auffillig, dass in der Kontrollgruppe die
Neointimafliche fast doppelt so stark ausgeprigt ist. Dies ldsst vermuten, dass der
Einsatz des GPVI-Fc-CD133-Molekiils zu einer Reduktion der Neointimaformation
und somit zu einer verbesserten Regenerationsfihigkeit des verletzten GefidBareals
fiihrt.

Des Weiteren fiihrt diese Neointimahyperplasie, wie auch im zweiten Schaubild
ersichtlich, zu einer deutlichen Einengung des GefidBBlumens, welches sich in einem
hoheren Stenosegrad widerspiegelt.

Allerdings sind die Ausprigungen bei den einzelnen Tieren der Gruppen sehr
unterschiedlich, so dass der ,,Standard Error of the Mean* ebenfalls einen hdheren
Wert annimmt. Es ist jedoch tendenziell in der Verumgruppe eine verbesserte
Regenerationsfihigkeit zu erkennen. Um diese Tendenz verifizieren zu konnen, wire
eine Erhohung der Tierzahl notig gewesen. Dies konnte aber aufgrund der mangelnden
Zeit nicht umgesetzt werden. Auflerdem wurde bei den Untersuchungen nach 2
Wochen hdufig ein noch nicht vollig organisierter Thrombus gesehen, so dass eine

Verldangerung des Untersuchungsintervalles auf 3 Wochen sinnvoll erschien.

4.2.2.2.2 Tétung nach 5 Wochen

Beim Vergleich der Mediafliche der linken Carotiden 5 Wochen post operationem

zeigt sich in den Gefdlen der Kontrollgruppe eine Zunahme der Mediadicke.
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Auffillig allerdings dazu ist, dass die Neointimafldche in beiden Gruppen sehr gering
ist. Des Weiteren ergibt sich bei der histomorphometrischen Ausmessung eine
deutliche Verddung der GefdBe, besonders in der Konstruktgruppe. Diese zeigt sich
durch den z.T. vollstindigen Verlust der Wandstrukturen (Lamina elastica interna und
externa) und der fehlenden Durchlissigkeit der Gefidlle. Es ist daher schwierig diese
Daten exakt miteinander zu vergleichen. Lediglich der Stenosegrad weist einen
deutlichen Unterschied zwischen Kontroll- und Verumgruppe auf. Hier liegt der Wert
tiber dem 2-fachen Wert der Verumgruppe. Allerdings weisen auch zwei der verletzten
Gefil3e tiberhaupt keine Stenose auf (Auflistung aller Daten in Tabelle im Anhang).
Verwunderlich ist allerdings, dass diese starken Verddungen und auch Stenosen zu
keiner funktionellen Einschrinkung gefiihrt haben (vgl. Kapitel 4.2.2.1.2).

Diese Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Ultraschalluntersuchung und der
anschlieBenden Histologie konnen moglicherweise auf die mangelhafte Sensitivitédt der
Sonograhiesonde beim Einsatz an einem kleinen Untersuchungsobjekt, wie einer
Maus, zuriickzufiihren sein.

Aufgrund ausfiihrlicher Literaturrecherche und der Erkenntnis, dass bereits 4 bis 5
Wochen post operationem die Umbauprozesse weitestgehend abgeschlossen sein

20, 21, 22, 101, 118, 119, 120

miissten , wurde von diesem Versuchsansatz Abstand genommen.

Es wurde ein neuer Zeitpunkt zur Untersuchung gewéhlt.

4.2.2.2.3 Tétung nach 3 Wochen

Die histomorphometrische Auswertung der linken Carotiden der 3-Wochen-Versuche
ergibt in der Kontrollgruppe eine verringerte Mediaflache. Die Neointimaformation
hingegen weist im Vergleich zur Verumgruppe einen hoheren Wert auf. Der
Stenosegrad der linken A. carotis ist in der Kontrollgruppe deutlich erhort. Es zeigt
sich auch in diesem Versuchsansatz der Trend, dass durch Gabe des GPVI-Fc-CD133-
Fusionsmolekiil die Neointimabildung reduziert werden konnte und somit die Stenose

des GefiBles verringert wird.
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4.2.3 FEinfluss der verabreichten Zellen auf die GefidBBheilung

Die Endothelzellschdadigung ist ein entscheidendes Ereignis im Rahmen der
Atheroskleroseprogression, spielt aber auch eine wichtige Rolle bei der Ausbildung
einer Restenose nach Angioplastie oder Stentimplantation.

Daher wird zurzeit in renommierten Forscherkreisen intensiv nach Moglichkeiten der
beschleunigten Reendothelialisierung gesucht.

Werner et al. konnten im Carotis-Verletzungsmodell an der Maus zeigen, dass die
Applikation von endothelialen Progenitorzellen zu einer verringerten Neointima-
bildung fiihrt und somit die Reendothelialisierung gefordert wird""!. AuBerdem ist es
bewiesen, dass ein schwerwiegender Gefid3schaden zu einem deutlichen Anstieg von
Stammzellen im zirkulierenden Blut fiihren kann und somit die Reaktivitdt des
GefiBes entscheidend verbessert wird”. Des Weiteren ist es moglich durch eine
Applikation von Cytokinen, wie G-CSF’* '** oder SDF-1"* ' Progenitorzellen aus
dem Knochenmark oder auch dem peripheren Blut zu mobilisieren und diese verstérkt
zum verletzten Gefdaendothel zu rekrutieren.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Fusionsmolekiil GPVI-Fc-CD133 kann
ebenso als eine Art Aktivator fiir die Rekrutierung der endothelialen Progenitorzellen
angesehen werden. Uber den Antikorper, welcher gegen den Oberflichenmarker
CD133 gerichtet ist, konnen Stammzellen an das Molekiil gebunden werden und
werden iiber den Bindungspartner GPVI, welcher verstirkt an Kollagenstrukturen
bindet, direkt zur GefidBverletzung geleitet. Demzufolge kommt es an der
Endothellésion zu einer vermehrten Anreicherung der CD34" Zellen™.

In der Literatur ist an zahlreichen Stellen beschrieben, dass Stammzellen an
Endothelverletzungen rekrutiert werden und dort Umbauprozesse in Gang setzen '*"
130 112 Tanaka et al. konnten auBerdem zeigen, dass die Rekrutierung bzw. das
Homing der Progenitorzellen von der Art und der Schwere der Verletzung abhingig
ist'’. Ein wichtiges Schliisselereignis fiir die Proliferation der Zellen scheint die
Apoptose und in diesem Zusammenhang besonders das Zugrundegehen der glatten
Muskelzellen zu sein *°.

Diese Beobachtungen konnten auch in der vorliegenden Arbeit gemacht werden.
Demnach entwickelte sich in den sehr schwer durch die Drahtdenudation verletzten
GefiBlen eine deutliche Neointima, wihrend die Media weniger stark ausgeprigt

erscheint. Die Media ist zudem relativ zellarm. Dies ist besonders in der
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4.2.4

Kontrollgruppe zu beobachten. In der Konstruktgruppe hingegen ist die
Neointimaformation geringer, was sich meist durch eine deutliche Reorganisation des
Gewebes innerhalb des Gefdlumens &duBert. Das GefdBlumen wird zusehends
durchldssiger und die Stenose des Gefilles wird dabei fortschreitend reduziert oder
auch komplett aufgehoben.

Die Mediadickenzunahme innerhalb der Verumgruppe diirfte auf die massive
Proliferation der glatten Muskelzellen im Rahmen der Regeneration zuriickzufiihren

sein.

Beeinflussung der Myokardregeneration mit Hilfe der kombinierten Gabe von CD34"

Zellen und dem GPVI-Fc-CD133-Fusionsprotein

Bei der Betrachtung des Schaubildes zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen. Demnach stellt sich die Infarktgrofle bei den Tieren,
die nach Ligatur der linken Koronararterie keine Zellen erhalten haben, deutlich
grofer dar als in Verum- und Kontrollgruppe. Beim Vergleich der Infarktgrofe
bezogen auf den linken Ventrikel zwischen Verum- und Kontrollgruppe zeigt sich ein
signifikanter Unterschied. Die InfarktgroBe ist somit in der Kontrollgruppe annihernd
1,5-fach so stark ausgeprigt. Dies ldsst den Riickschluss zu, dass durch die
kombinierte Gabe von Stammzellen mit dem Adhésionsmolekiil GPVI Fc-CD133 eine
verbesserte Regenerationsfihigkeit erreicht werden kann. Wir vermuten, dass die
Zellen stirker zum Infarktareal rekrutiert werden, da durch die voranschreitende
Fibrosierung des Herzmuskelgewebes im Rahmen der Umbauprozesse nach erfolgtem
Verschluss der Koronararterie vermehrt Kollagenstrukturen freigelegt werden, an
welche sich das Protein GPVI binden kann. Somit stehen mehr Stammzellen zur
Ausdifferenzierung zu intaktem und funktionsfihigem Herzmuskelgewebe zur
Verfiigung. In diesen ersten Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Infarktgrofe
durch die Applikation von CD34" Zellen unter Zuhilfenahme des Adhiisionsmolekiils
deutlich verkleinert werden kann. Die Uberpriifung der tatsichlichen Funktionalitit
des neu regenerierten Gewebes muss allerdings in zukiinftigen Studien erfolgen. Dazu
konnte sowohl die Echokardiografie als auch die MRT-Untersuchung ihren Beitrag

leisten.
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4.2.5 Bedeutung der Stammzelltherapie im Rahmen der Behandlung des akuten

Myokardinfarktes

Wie bereits bei Orlic et al. beschrieben, fiihrt die Minderdurchblutung in den distalen
Myokardarealen zu einem Zelluntergang der betroffenen Kardiomyozyten und

infolgedessen kommt es zur Nekrose dieser infarzierten Bezirke’* *

. Yang et al.
konnten in Untersuchungen am Herzen nach akutem Mpyokardinfarkt zeigen, dass
bereits nach 1 bis 2 Tagen eine Infiltration von neutrophilen Granulozyten und im
Anschluss daran eine Einwanderung von Makrophagen stattfindet'”. Diese Zellen
sind verantwortlich fiir das beginnende Entziindungsgeschehen. Nach 7 bis14 Tagen
beginnen anschlieBend die Umbauprozesse im geschidigten Myokardgewebe. Dies
zeigt sich in einer massiven Einwanderung von Lymphozyten und Fibroblasten.
Letztere fithren zu einer Fibrosierung des betroffenen Myokardareals, welche durch
Ausbildung von Kollagenfibrillen charakterisiert werden kann'®,

Da das Glykoprotein VI einen bedeutenden Kollagenrezeptor'™ ¥ darstellt, kann
dieses an kollagenreiche Strukturen, wie sie z.B. bei Umbauprozessen infolge eines
Myokardinfarktes vorliegen, binden. Da es sich bei dem in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Protein um ein Fusionsmolekiil aus dem humanen GPVI-Fc und dem
mAb anti-CD133 handelt, konnte iiber den GPVI-Fc-Anteil des Molekiils eine
Anreicherung der CD34" Zellen im Infarktareal erzielt werden. Anhand der
InfarktgroBenmessung konnte anschlieBend gezeigt werden, dass die adhérierenden
Progenitorzellen zu einer verbesserten Regenerationsfihigkeit im Myokardgewebe
beitragen.

In zahlreichen Veroffentlichungen wird die Differenzierung von Progenitorzellen
verschiedenen ~ Ursprungs, wie z.B. cardiale  Progenitorzellen®™  '*,
Stammzellfraktionen aus dem Knochenmark’” * ' oder endotheliale Progenitor-
zellen (CD34%),% 2 jp Kardomyozyten, Endothel- und glatte Muskelzellen
beschrieben.

Die applizierten Stammzellen fithren demnach im geschiddigten Myokard zu einer
verbesserten Vaskularisierung, welche durch Erhohung der Kapillardichte
charakterisiert ist, und einem Ersatz des infarzierten Gewebes durch funktionell
kompetentes Herzmuskelgewebe’ > ' Diese Regenerationsfihigkeit fiihrt nicht
selten zu einer deutlichen Steigerung der Ventrikelfunktion®® ** % 1%, Es konnte in

einer Patientenstudie nach durchgefiihrter Zellinjektion von cardialen Stammzellen
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4.2.6

eine erhohte linksventrikuldre Ejektionsfraktion, eine Wanddickenzunahme und eine
verringerte Dilatation des Ventrikels beobachtet werden®.

Schichinger et al. untersuchten in einer Langzeitpatientenstudie inwiefern die
intrakoronare Gabe von Stammzellen einen Einfluss auf die Genesung des Patienten
nimmt. Dabei wurde das Risiko fiir das erneute Auftreten eines Myokardinfarktes, die
Notwendigkeit einer abermals durchzufiihrenden Katheterintervention und das
Auftreten von Todesfillen innerhalb eines Jahres nach Infarkt erfasst Alle diese
Folgeerscheinungen des AMI zeigten eine positive Korrelation zur Applikation der
Progenitorzellen''.

In der vorliegenden Arbeit wurde allerdings lediglich die Beeinflussung der
InfarktgroBe durch das Adhésionsmolekiil beriicksichtigt. In nachfolgenden Arbeiten
ist es demnach erforderlich Funktionsmessungen des Herzens nach erfolgter
Stammzelltherapie mit und ohne Gabe des Konstruktes vorzunehmen, um Aussagen
tiber den Effekt des GPVI-Fc-CD133 auf die Ventrikelfunktion machen zu konnen.
Denn nicht nur eine Reduktion der InfarktgroBe, sondern auch die Verbesserung der
Ventrikelfunktion tragen entscheidend zu der Uberlebensfihigkeit des Patienten bei.
Daher sollte der Einfluss des Adhésionsmolekiils auf die Regenerationsfahigkeit des

Herzens in Langzeitstudien iiberpriift werden.

Schlussfolgerung und Ausblick

In unserer Arbeitsgruppe haben frithere Studien gezeigt, dass mit Hilfe des 16slichen
GPVI-Fc-CD133-Fusionsprotein eine gesteigerte Adhidsion der Progenitorzellen im
geschidigten Gewebe erreicht werden kann™.

In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass die Applikation von
CD34" Zellen in Kombination mit dem Adhiisionsmolekiil GPVI-Fc-CD133 nach
Drahtdenudation an der A. carotis bereits innerhalb von 2 Wochen tendenziell zu einer
verminderten Neointimabildung des verletzten GefidBBabschnittes fiithrt und somit
Stenosen verringert werden konnen.

Dies bietet einen entscheidenden Beitrag zur Behandlung der Restenose nach
Stentimplantation und Ballonangioplastie im Rahmen der Atherosklerosebehandlung.
Der Einsatz des Adhisionsmolekiils GPVI-Fc-CD133 bietet somit moglicherweise

eine unkompliziertere Applikationsmoglichkeit von Stammzellen. Durch die
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verbesserte Anreicherung der Stammzellen im geschiddigten Gewebe kann die
injizierte Menge an Stammzellen auf ein Minimum reduziert werden oder sogar auf
den Einsatz exogen zugefiihrter Stammzellen vollkommen verzichtet werden. Es ist
erwiesen, dass in der peripheren Zirkulation von Personen mit Myokardinfarkt die
Anzahl an Progenitorzellen deutlich erh6ht istm, so dass es denkbar wiire, dass alleine
durch den Einsatz des Adhédsionsmolekiills GPVI-Fc-CD133 und daraus folgend der
Rekrutierung korpereigener Progenitorzellen eine verbesserte Anreicherung der Zellen
im geschédigten GefidlBareal oder auch ischdmischen Gewebe erreicht werden kann.
Der Einfluss des bispezifischen Dimers auf die Regeneration nach akutem
Myokardinfarkt wird 1in unserer Arbeitsgruppe derzeit ausfiihrlich am
Myokardinfarktmodell an der Maus untersucht. Erste Ergebnisse hierzu werden bereits
in der vorliegenden Arbeit erwidhnt. Auch hier zeigen sich mit Hilfe der
Kombinationstherapie aus Progenitorzellen und dem Adhisionsmolekiill GPVI-Fc-
CD133 deutliche Erfolge im Hinblick auf die Reduktion der InfarktgroBe. Es bleibt
allerdings zu klédren, ob die Regression des Infarktareals ebenso zu einer Verbesserung
der Ventrikelfunktion fiihrt. Dazu miisste auch beim Myokardinfarktmodell eine
Ultraschalluntersuchung pra- und postoperativ angeschlossen werden. Denn nur so
kann eine Aussage iiber die tatsdchlich vorliegende Ventrikelfunktion gemacht
werden. Ein weiteres Diagnostikum zur Erfassung der Herzfunktion stellt die MRT-
Untersuchung dar; diese Methode ist allerdings in Tiibingen im Bereich der
experimentellen Forschung noch nicht vollstindig etabliert.

Der mogliche Verzicht einer autologen Knochenmarksspende zur Isolation von
Stammzellen und die anschlieBende Reinjektion dieser Zellen konnte die Belastung
des Patienten nach Katheterintervention reduzieren und somit moglicherweise einen

Beitrag zur besseren Rekonvaleszenz des Patienten leisten.
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Die Atherosklerose stellt in der westlichen Welt eine hiufig diagnostizierte Gefal3-
erkrankung dar. Sie fiihrt nicht selten zu schwerwiegenden Verschlusskrankheiten wie
dem akuten Mpyokardinfarkt oder dem Schlaganfall. Die atherosklerotischen
Veridnderungen selbst, aber auch die therapeutisch angewandten Verfahren, wie z.B.
die Ballonangioplastie und die Stentimplantation, fithren zu einer Endothelschidigung,
in deren Folge es zur Freilegung der extrazelluliren Matrix kommt. Dieser Prozess
stellt ein Schliisselereignis in der Aktivierung der Gerinnungskaskade mit
anschliefender Thrombusformation dar. Da dieser thrombogene Zustand erst nach
vollstindiger Wiederherstellung der Endothelzellschicht wiederaufgehoben wird, wird
in der derzeitigen wissenschaftlichen Forschung intensiv nach Moglichkeiten gesucht
diese Reendothelialisierung zu beschleunigen. Im Rahmen der Regenerationsprozesse
kommt es zu einer starken Neointimabildung, welche hauptsdchlich durch eine
Proliferation der glatten Muskelzellen hervorgerufen wird. Diese fiihrt nicht selten zu
einer Restenose des betroffenen Gefifles, so dass vielfach versucht wird, diese

Neointimaformation weitestgehend durch Zelltherapie zuriickzudréangen.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand zweier Verletzungsmodelle an der A. carotis
eine Endothelschadigung herbeigefiihrt und anschlieend eine Injektion von humanen
CD34" Progenitorzellen durchgefiihrt. Die CD34" Zellen wurden zuvor entweder mit
dem Adhidsionsmolekiil GPVI-Fc-CD133 oder den jeweiligen Einzelkomponenten,
welche als Kontrolle dienen, vorinkubiert. Das GPVI-Fc-CD133- Molekiil stellt dabei
ein Fusionsprotein aus dem humanen GPVI-Fc und einem Antikorper dar, der gegen
den auf Progenitorzellen befindlichen Oberflichenrezeptor CD133 gerichtet ist. Es
filhrt zu einer verbesserten Anreicherung der Stammzellen an der jeweiligen
GefilBverletzung.

Die Beurteilung der Regenerationsfihigkeit des geschiadigten Gefdllendothels infolge
der Stammzelltherapie wurde anhand histomorphometrischer Daten vorgenommen.
Dabei wurden unterschiedliche Totungszeitpunkte beriicksichtigt. Zusitzlich erfolgte

am Tag der Totung eine Doppler-Sonographie.
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Als einen weiteren Einsatzbereich der kombinierten Stammzelltherapie ist die
Behandlung des akuten Myokardinfarkts zu nennen. In der vorliegenden Arbeit
werden erste Ergebnisse im Rahmen der Untersuchungen am Myokardinfarktmodell
an der Maus angefiihrt.

In den jeweiligen Versuchen zur GefiB3verletzung konnte gezeigt werden, dass durch
die kombinierte Gabe von CD34" Progenitorzellen und dem Adhisionsmolekiil GPVI-
Fc-CD133 tendenziell eine verbesserte Regenerationsfihigkeit des geschidigten
Gewebes herbeigefiihrt werden kann.

Im Myokardinfarkt-Modell fiihrt die Applikation von EPCs und dem Fusionsmolekiil
GPVI-Fc-CD133 zu einer deutlichen Verringerung der InfarktgroBe. Zukiinftige
Studien miissen allerdings zeigen, ob diese Infarktgroenreduktion ebenso zu einer
verbesserten Funktionalitit des Herzmuskelgewebes nach akutem Myokardinfarkt
fiihrt.

Somit stellt der Einsatz des Adhésionsmolekiils GPVI-Fc-CD133 eine neue Strategie
in der Stammzelltherapie dar, da durch die Gabe des Fusionsproteins auch eine
verbesserte Anreicherung korpereigener zirkulierender Progenitorzellen denkbar ist

und daher moglicherweise auf eine Stammzellinjektion verzichtet werden konnte.
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SUMMARY

The influence of progenitor cells to vascular regeneration in mouse model

Atherosclerosis is one of the most frequently diagnosed vascular diseases in the
western civilization. It often results in severe arterial occlusive diseases, such as
infarction of the myocardium or stroke.

Atherosclerotic lesions, and therapeutic intervention (e.g. balloon dilatation and stent
implantation) induce a vascular injury, which uncovers extracellular matrix. This
process plays a key role in the activation of coagulation and thrombus formation. Until
the endothelial monolayer has been repaired, the thrombogenetic state will remain. For
this reason scientists are searching for new ways to expedite the reendothelialisation.
The regeneration proceedings lead to a neointima formation, which is mainly caused
by proliferation of smooth muscle cells. In many cases the consequence is restenosis
of the injured vessel. Therefore, it is often tried to repress this neointima formation by

cell therapy.

In this study two different mouse models of vascular injury were used to induce a
endothelial damage, afterwards human CD34" progenitor cells were injected. The
CD34" cells were either incubated with the adhesion molecule GPVI-Fc-CD133 or its
single components which were used as controls. GPVI-Fc-CD133 is a fusion protein.
It is designed by the human soluble GPVI-Fc and an antibody against CD133 which is
an important surface marker of endothelial progenitor cells. This adhesion molecule
leads to an improved homing of stem cells at the endothelial lesion.

The evaluation of the regeneration process of the injured vessel is based on
histomorphometric data. Therefore, different time points were considered.
Furthermore, a doppler ultrasound was carried out before sacrification.

A further application of the combined cell therapy could be the myocardium
infarction. In this study, first results of the experiments on this mouse model are
published.

In the different injury models in mice it could be shown that by combined
administration of CD34" progenitor cells and the adhesion molecule GPVI-Fc-CD133

the regeneration of the injured vessel wall can be advanced.
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In the model of infarcted myocardium the application of EPCs within the fusion
protein GPVI-Fc-CD133 leads to a clear reduction of the infarct area. Future studies
will have to show if this reduction can also lead to improved functionality of the
cardiac muscle after an acute myocardium infarction.

The application of the adhesion molecule GPVI-Fc-CD133 could be a new strategy in
stem cell therapy. Its administration could possibly increase the number of circulating

progenitors and improve their enhancement without heterologous stem cell injection.
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Abb. 25:

Abb. 26:

Verum- und Kontrollgruppe S. 63

Darstellung des Stenosegrades in der linken A. carotis bei

Verum- und Kontrollgruppe S. 64

Vergleich der InfarktgroBe in Relation zur Fliche des linken Ventrikels

bei den 3 Versuchsgruppen S. 65
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ml:
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oxLDL:
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TF:
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Stromal-derived Factor
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Vascular Endothelial Growth Factor
Very Low Density Lipoprotein
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zum Beispiel

zum Teil

Mikrometer
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11 ANHANG

11.1 Ultraschalldaten nach Denudation der linken A. carotis

11.1.1  Ultraschalldaten der Tiere mit Untersuchung und To6tung 2 Wochen post

operationem
Maus ID | Injektion V sys V dys RI re Carotis Rl | SEM Li Carotis Rl | SEM
2re GPVI-Fc-CD133 | 24,1 3,8 0,84 10,85 0,0191
GPVI-Fc-CD133 | 22,6 2,4 0,89
GPVI-Fc-CD133 |226 3,8 0,83
14 re GPVI-Fc-CD133 33,8 5,6 0,83 0,73 0,1097 |1 0
GPVI-Fc-CD133 |37,9 5,6 0,85
GPVI-Fc-CD133 [13,8 6,7 0,51
14 i GPVI-Fc-CD133 | 62,5 0 1
GPVI-Fc-CD133 | 11,3 0 1
GPVI-Fc-CD133 |39,9 0 1
16 re GPVI-Fc-CD133 | 22,5 0 1 0,88 0,0685 |0,83 0,0231
GPVI-Fc-CD133 |21,5 5,1 0,76
GPVI-Fc-CD133 | 27,6 3,1 0,89
16 i GPVI-Fc-CD133 | 26,6 4,1 0,85
GPVI-Fc-CD133 | 24,1 5,1 0,79
GPVI-Fc-CD133 | 37,9 5,1 0,87
20 re GPVI-Fc-CD133 | 353 5,1 0,86 0,91 0,0475 [1,8 0,0073
GPVI-Fc-CD133 | 33,8 0 1
GPVI-Fc-CD133 |39,9 5,6 0,86
20 i GPVI-Fc-CD133 |-10,8 |8,7 1,81
GPVI-Fc-CD133 |92 -7,2 1,78
GPVI-Fc-CD133 | 10,2 -8,2 1,80
24 re GPVI-Fc-CD133 | 46,1 0 1 1 0 0,86 0,0197
GPVI-Fc-CD133 | 41 0 1
GPVI-Fc-CD133 (43,5 0 1
24 i GPVI-Fc-CD133 | 39,9 5,1 0,87
GPVI-Fc-CD133 |45 5,1 0,89
GPVI-Fc-CD133 |23 4,1 0,82
MW=0,874 MW=1,123
SEM=0,043 SEM=0,228
1re GPVI+ aCD133 18,3 3,4 0,81 0,84 0,91 0,91 0,0041
GPVI+ aCD133 | 16,8 1,9 0,89
GPVI+ aCD133 [18,3 2,9 0,84
1 i GPVI+ aCD133 |38,5 3,4 0,91
GPVI+ aCD133 |37,5 3,4 0,91
GPVI+ aCD133 |37,5 2,9 0,92
12re GPVI+ aCD133 |50,2 5,1 0,90 0,88 0,0100 |0,79 0,0193
GPVI+ aCD133 49,7 6,7 0,87
GPVI+ aCD133 | 46,6 5,1 0,90
12 i GPVI+ aCD133 | 26,6 6,7 0,75
GPVI+ aCD133 | 34,8 6,7 0,81
GPVI+ aCD133 | 26,1 5,1 0,80
15re GPVI+ aCD133 |38,9 0 1 0,96 0,0415 [1,75 0,1957
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GPVI+ aCD133 |45 5,6 0,88
GPVI+ aCD133 | 48,6 0 1
15 i GPVI+ aCD133 |154 -14,3 1,93
GPVI+ aCD133 |20 -7,2 1,36
GPVI+ aCD133 13,8 -13,3 1,96
17 re GPVI+ aCD133 |41,5 0 1 1 0 1,69 0,1280
GPVI+ aCD133 |38,9 0 1
GPVI+ aCD133 | 35,3 0 1
17 li GPVI+ aCD133 |11,3 -9,7 1,86
GPVI+ aCD133 9,2 -7,2 1,78
GPVI+ aCD133 13,8 -6,1 1,44
MW=0,921 MW=1,285
SEM=0,036 SEM=0,254
11.1.2  Ultraschalldaten der Tiere mit Untersuchung und Totung 5 Wochen post
operationem
Maus ID | Injektion Vsys [Vdys |RI re Carotis Rl | SEM li Carotis Rl | SEM
7re GPVI-Fc-CD133 |23 0 1 0,93 0,07 1 0
GPVI-Fc-CD133 | 26,6 5,6 0,79
GPVI-Fc-CD133 (215 |0 1
7 i GPVI-Fc-CD133 |34,8 0 1
GPVI-Fc-CD133 | 32,3 0 1
GPVI-Fc-CD133 | 34,8 0 1
9re GPVI-Fc-CD133 | 292 4.1 0,86 0,85 0,03 0,84 0,27
GPVI-Fc-CD133 | 26,1 3,1 0,88
GPVI-Fc-CD133 |23 41 0,82
9li GPVI-Fc-CD133 | 29,2 3,1 0,89
GPVI-Fc-CD133 | 28,7 5,1 0,82
GPVI-Fc-CD133 | 39,9 7,7 0,81
10 re GPVI-Fc-CD133 |18,9 0 1 1 0 0,95 0,055
GPVI-Fc-CD133 | 29,8 0 1
GPVI-Fc-CD133 |25 0 1
10 lj GPVI-Fc-CD133 | 32,8 0 1
GPVI-Fc-CD133 |23 0 1
GPVI-Fc-CD133 [28,7 4,7 0,84
MW=0,928 MW=0,929
SEM=0,042 SEM=0,047
8re GPVI+ aCD133 |[83,9 0 1 0,96 0,36 0,92 0,041
GPVI+ aCD133 |43,3 0 1
GPVI+ aCD133 |50,1 54 0,89
8 li GPVI+ aCD133 |[41,3 0 1
GPVI+ aCD133 |[39,9 4.1 0,90
GPVI+ aCD133 |[39,9 54 0,86
13 re GPVI+ aCD133 |31,8 0 1 1 0 1 0
GPVI+ aCD133 |38,6 0 1
GPVI+ aCD133 |31,8 0 1
13 li GPVI+ aCD133 |37,9 0 1
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GPVI+ aCD133 | 35,2 0 1
GPVI+ aCD133 39,9 0 1
36 re GPVI+ aCD133 | 24,9 4,9 0,80 0,82 0,0126 | 0,94 0,0073
GPVI+ aCD133 |244 4,4 0,82
GPVI+ aCD133 | 25,4 3,9 0,85
36 li GPVI+ aCD133 |57,6 2,9 0,95
GPVI+ aCD133 | 53,7 2,9 0,95
GPVI+ aCD133 45,9 3,4 0,93
MW=0,929 MW=0,954
SEM=0,054 SEM=0,024
11.1.3  Ultraschalldaten der Tiere mit Untersuchung und To6tung 3 Wochen post
operationem
Maus ID | Injektion Vsys |[Vdys |RI re Carotis Rl | SEM li Carotis Rl | SEM
1re GPVI-Fc-CD133 0,9 0,85 0,0206 | 0,89 0,063
GPVI-Fc-CD133 0,86
GPVI-Fc-CD133 0,81
GPVI-Fc-CD133 0,82
1 i GPVI-Fc-CD133 0,89
GPVI-Fc-CD133 0,88
GPVI-Fc-CD133 0,89
GPVI-Fc-CD133 0,9
2re GPVI-Fc-CD133 0,8 0,81 0,0065 | 0,90 0,0041
GPVI-Fc-CD133 0,82
GPVI-Fc-CD133 0,81
GPVI-Fc-CD133 0,79
21i GPVI-Fc-CD133 0,9
GPVI-Fc-CD133 0,89
GPVI-Fc-CD133 0,91
GPVI-Fc-CD133 0,9
13 re GPVI-Fc-CD133 0,75 0,82 0,0248 | 0,81 0,0065
GPVI-Fc-CD133 0,82
GPVI-Fc-CD133 0,86
GPVI-Fc-CD133 0,85
13 li GPVI-Fc-CD133 0,81
GPVI-Fc-CD133 0,8
GPVI-Fc-CD133 0,82
GPVI-Fc-CD133 0,83
14 re GPVI-Fc-CD133 0,74 0,77 0,0147 10,92 0,0082
GPVI-Fc-CD133 0,8
GPVI-Fc-CD133 0,79
GPVI-Fc-CD133 0,75
14 i GPVI-Fc-CD133 0,94
GPVI-Fc-CD133 0,9
GPVI-Fc-CD133 0,92
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GPVI-Fc-CD133 0,92
8re GPVI-Fc-CD133 32,8 |36 0,89 0,86 0,0108 |0,93 0,0085
GPVI-Fc-CD133 29,7 |46 0,84
GPVI-Fc-CD133 (30,7 |46 0,85
GPVI-Fc-CD133 445  |6,1 0,86
8li GPVI-Fc-CD133 48,1 |26 0,95
GPVI-Fc-CD133 44,0 |26 0,94
GPVI-Fc-CD133 |51,7 |36 0,93
GPVI-Fc-CD133 47,6 | 4,1 0,91
17re  |GPVI-Fc-CD133 [29,8  [6,3 0,79 10,83 0,0165 | 0,87 0,0168
GPVI-Fc-CD133 38,0 |48 0,87
GPVI-Fc-CD133 332 |53 0,84
GPVI-Fc-CD133 20,2 |34 0,83
171i GPVI-Fc-CD133 265 |24 0,91
GPVI-Fc-CD133 (23,6 |29 0,88
GPVI-Fc-CD133 20,2 |34 0,83
GPVI-Fc-CD133 27,9 |38 0,86
9re GPVI-Fc-CD133 [28,2 |36 0,87 10,88 0,0091 |0,93 0,0041
GPVI-Fc-CD133 28,7  |3,1 0,89
GPVI-Fc-CD133 (36,3 |5,1 0,86
GPVI-Fc-CD133 29,7  |3,1 0,9
9li GPVI-Fc-CD133 46,1 |3,1 0,93
GPVI-Fc-CD133 46,1 | 3,1 0,93
GPVI-Fc-CD133 47,6 |3,1 0,94
GPVI-Fc-CD133 49,1 | 4,1 0,92
MW=0,831 MW=0,893
SEM=0,014 SEM=0,016
3re GPVI+aCD133 (41,9 |58 0,86 10,86 0,0041 {0,91 0,0132
GPVI+aCD133 |39 5,8 0,85
GPVI+aCD133 39,4 |53 0,87
GPVI+aCD133 (41,9 |58 0,86
3li GPVI+aCD133 (49,1 |58 0,88
GPVI+aCD133 |53,4 |48 0,91
GPVI+aCD133 |582 |34 0,94
GPVI+aCD133 |54,4 |58 0,89
4re GPVI+aCD133 (394 |53 0,87  [087 0,0082 | 0,91 0,0041
GPVI+aCD133 (351 |53 0,85
GPVI+aCD133 |342 |38 0,89
GPVI+aCD133 |37 4,8 0,87
41i GPVI+aCD133 41,4 |38 0,91
GPVI+aCD133 428 |43 0,9
GPVI+aCD133 (43,3 |34 0,92
GPVI+aCD133 255 |24 0,91
11 1i GPVI+aCD133 |32,8  |3,1 0,91 0,92 0,0225
GPVI+ aCD133 | 44 2 1
GPVI+aCD133 |415 |41 0,9
GPVI+aCD133 | 41 3,1 0,93
12re |GPVI+aCD133 [225  |3,1 0,86 0,84 0,0119 /0,92 0,0041
GPVI+aCD133 |225 | 4,1 0,82
GPVI+aCD133 (26,6 |36 0,87
GPVI+aCD133 |24,1 |41 0,83
121i GPVI+aCD133 (33,8 |26 0,92
GPVI+aCD133 |312 |26 0,92
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GPVI+ aCD133 33,8 3,1 0,91
GPVI+ aCD133 43,5 3,1 0,93
5re GPVI+ aCD133 |31,7 6,1 0,81 0,78 0,0255 | 0,90 0,0619
GPVI+ aCD133 | 16,9 3,6 0,79
GPVI+ aCD133 |22 3,6 0,84
GPVI+ aCD133 | 16,9 5,1 0,72
5 i GPVI+ aCD133 | 26,1 4,1 0,84
GPVI+ aCD133 | 27,6 0 1
GPVI+ aCD133 20,5 5,1 0,75
GPVI+ aCD133 | 29,2 0 1
6 i GPVI+ aCD133 | 28,7 0 1 0,91 0,0303
GPVI+ aCD133 | 28,2 3,6 0,87
GPVI+ aCD133 | 25,6 3,1 0,88
GPVI+ aCD133 | 28,7 3,1 0,89
7re GPVI+ aCD133 41,5 3,6 0,91 0,92 0,0085 | 0,94 0,0306
GPVI+ aCD133 |43 2,6 0,94
GPVI+ aCD133 39,9 3,1 0,92
GPVI+ aCD133 42,5 4,1 0,9
7 li GPVI+ aCD133 |45 4,6 0,9
GPVI+ aCD133 48,5 4,1 0,92
GPVI+ aCD133 | 35,3 0 1
MW=0,855 MW=0,916
SEM=0,0218 SEM=0,0052

Bei den Miusen 1, 2, 13 und 14 fehlen die Einzelwerte fiir Vg und Vg, da Widerstandsindex

vom Ultraschallgerit berechnet wurde.

11.2

Histomorphometrische Daten der linken A. carotis

11.2.1T6tung 2 Wo post operationem

CD34 * Zellen + GPVI-Fc-CD133

Tier Media Neointima
mean SEM mean SEM
Nr. 14 34902,72 32113,63 3155,612 13692,81 17920,52 7641,037
Nr. 16 25700,02 46291,02
Nr. 20 35334,17 2814,26
Nr. 24 23955,27 19563,49
Nr. 2 40675,97 7241,02
Tier Lumen Stenosegrad
mean SEM mean SEM
Nr. 14 51,57 68,61 8,614 48,43 31,39 8,614
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Nr. 16 49,03 50,97
Nr. 20 94,82 5,18
Nr. 24 67,96 32,04
Nr. 2 79,69 20,31
CD34 * Zellen + GPVI + aCD133
Tier Media Neointima
mean SEM mean SEM
Nr. 12 13786,23 25351,84 4102,739 4583,89 42812,68 13405,893
Nr. 15 31730,94 58072,54
Nr. 17 25291,46 44334,09
Nr. 1 30598,72 64260,22
Tier Lumen Stenosegrad
mean SEM mean SEM
Nr. 12 79,72 41,08 15,334 20,28 58,92 15,334
Nr. 15 42,84 57,16
Nr. 17 36,85 63,15
Nr. 1 4,92 95,08
11.2.2 Totung 5 Wo post operationem
CD34 * Zellen + GPVI-Fc-CD133
Tier Media Neointima
mean SEM mean SEM
Nr. 7 26058,59 19471,47  |5486,768  |269.27 542338 2855,882
Nr. 9 8577,17 10132,23
Nr. 10 23778,65 5868,64
Tier Lumen Stenosegrad
mean SEM mean SEM
Nr. 7 99,18 91,12 6,155 0,82 8,88 6,155
Nr. 9 95,14 4,86
Nr. 10 79,03 20,97
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CD34 * Zellen + GPVI + aCD133

Tier Media Neointima

mean SEM mean SEM
Nr. 8 23850,86 22704,99 1590,590 0,000 7151,71 7151,710
Nr. 13 24702,10 0,000
Nr. 36 19562,00 21455,13
Tier Lumen Stenosegrad

mean SEM mean SEM
Nr. 8 100,00 72,43 27,567 0,00 27,57 27,567
Nr. 13 100,00 0,00
Nr. 36 17,30 82,70
11.2.3 Totung 3 Wo post operationem
CD34 * Zellen + GPVI-Fc-CD133
Tier Media Neointima

mean SEM mean SEM
Nr. 1 54073,58 37909,57 3661,128 33481,98 35613,61 8213,077
Nr.2 40850,88 66564,23
Nr. 13 39341,15 18931,10
Nr. 14 43031,50 19420,48
Nr. 8 30623,28 10245,68
Nr. 17 24092,60 61587,60
Nr. 9 33354,00 39064,18
Tier Lumen Stenosegrad

mean SEM mean SEM
Nr. 1 79,19 53,40 10,888 20,81 46,60 10,888
Nr. 2 20,60 79,40
Nr. 13 72,81 27,19
Nr. 14 67,67 32,33
Nr. 8 77,92 22,08
Nr. 17 8,49 91,51
Nr. 9 47,09 52,91
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CD34 * Zellen + GPVI + aCD133

Tier Media Neointima
mean SEM mean SEM
Nr. 11 36135,62 31746,89 3972,547 69733,55 37237,30 13885,476
Nr. 12 37612,09 27537,44
Nr. 3 35212,43 102590,70
Nr. 4 43701,58 6598,57
Nr. 5 33450,24 2798,54
Nr. 6 24245,10 13747,39
Nr. 7 11871,20 37654,94
Tier Lumen Stenosegrad
mean SEM mean SEM
Nr. 11 5,94 39,67 12,658 94,06 60,33 12,658
Nr. 12 35,13 64,87
Nr. 3 10,88 89,12
Nr. 4 90,25 9,75
Nr. 5 68,99 31,01
Nr.6 58,16 41,84
Nr. 7 8,32 91,68
11.3 Ausmessung der InfarktgroBen

11.3.1 CD34" Zellen + GPVI-Fc-CD133

Nod/Scid InfarktgréBe (LV) Infarktgré Be (Gesamt)
2 8,5 5,7

9 6,9 5,01

22 17,58 10,26

29 11,96 8,5

MW 11,24 7,37

SD 4,728 2,449

SEM 2,364 1,224

118




ANHANG

11.3.2 CD34 " Zellen + GPVI-Fc + aCD133

Nod/Scid Infarkigr( LV) Infarktgr.( Gesamt)
1 12,39 7,4

5 9,5 6,8

10 25,85 18,68

23 20,15 14,66

MW

SD
SEM

11.3.3 Myokardinfarkt ohne Zellgabe

Nod/Scid Infarktgr( LV) Infarktgr.( Gesamt)
X 24,18 16,08

44 26,05 18,42

MW

SD
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