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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Koronarstenosen

Kommt es zu einer Verkleinerung des Lumens eines Koronargefdfes, spricht man von einer
Koronarstenose. Solche iiberwiegend arteriosklerotisch bedingten Stenosen sind die
Hauptursache einer koronaren Insuffizienz, d. h. das Herz ist nicht in der Lage, den ndtigen
Blutfluss fiir die metabolischen und funktionalen Bediirfnisse des Organismus zu gewahrleisten

(Himbert et al., 1990).

Die perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA) stellt heute einen wesentlichen
Therapiezweig in der Behandlung koronarer Stenosen dar. Unter Verwendung -eines
Ballonkatheters wird das zu behandelnde Gefdfl gedehnt. Der hierbei genutzte Ballon ist in den
Katheter integriert und kann von auflen aufgeblasen werden. Durch den ausgeiibten Druck kann
das Gefal prazise gedehnt und so die Lumenreduktion durch die Stenose vermindert werden.
Andreas Roland Griintzig entwickelte die Methode der Ballondilatation, welche er zunéchst in
Tierversuchen erprobte und 1977 auch erstmals an einem verengten Herzkranzgefdll beim

Menschen anwendete (Kaltenbach, 2005).

In tiber 90 % der Félle kann mittels PTCA eine Koronarstenose erfolgreich behandelt werden,
das Auftreten einer erneuten Gefdlverengung — einer Restenose — stellt jedoch immer noch ein

bedeutendes Problem dar (Pan et al., 2005).

In zunehmendem Mafle kommen Stents wiahrend einer PCTA zum Einsatz (Krakau & Lapp,
2005). Dabei handelt es sich um gitterartige GeféaBstlitzen aus Metall, die im Bereich der
Zielldsion implantiert werden und diese offenhalten. Im Vergleich zur reinen PTCA reduziert
eine zusétzliche Stentimplantation das Risiko fiir die Entwicklung einer Restenose (Mercado et
al.,2001). Dieser Effekt der Stents wird auf den — im Vergleich zur alleinigen PCTA — initial
groBeren GefdBlumengewinn und die Blockierung der elastischen Riickstellkréifte der
Arterienwand zuriickgefiihrt (Fischman et al., 1994; Serruys et al., 1994). Trotzdem tritt eine
In-Stent-Restenose bei der Verwendung von Edelstahl-Stents bei 15-35 % der Patienten auf

(Krakau & Lapp, 2005).
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Die sogenannten Drug-Eluting-Stents (DES) stellten eine weitere Neuerung dar, die im
Vergleich zu Bare-Metal-Stents (BMS) die Notwendigkeit einer wiederholten
Revaskularisierung vermindern (Garro et al., 2008). Studien wie die von Dangas ef al. zeigen,
dass durch Verwendung von beschichteten Stents die Inzidenz einer In-Stent-Restenose und

somit auch das erneute Auftreten von kardialen Beschwerden zuriickgeht (Dangas et al., 2005).

1.2 Restenosen

Eine Restenose ist definitionsgemal eine angiographisch nachgewiesene Stenose bei einem
Koronarsegment, welches zuvor dilatiert worden ist, bei dem das Gefd8lumen mehr als fiinfzig
Prozent eingeschriankt ist. Obwohl sich die interventionelle Kardiologie schneller entwickelt
hat als jede andere Art der Behandlung im kardiovaskuldren Bereich, ist die Inzidenz einer
Restenose nahezu unverdndert hoch geblieben. Sie tritt nach PCTA bei 30 — 50 % der Patienten
und nach Stentimplantation bei 15-30 % der Patienten innerhalb des ersten halben Jahres

postoperativ auf (Erdmann, 2011).

Die Schidigung des Endothels und der glatten Muskelzellen durch koronare Interventionen gilt
als Hauptursache fiir eine Restenose (Kastrati et al., 1993). Sie fiihren zu {iberschieenden
Reparaturvorgéngen wihrend der ersten Monate nach der Intervention (Gruberg et al., 2000).
Drei Faktoren sind an einer Restenose beteiligt: Die Riickstellkréifte des GefaBes (Recoil), das
nachfolgende arterielle Remodeling (GefiaBwandverdnderung) im Léasionsbereich und die

Neointimabildung (Bhargava et al., 2003).

Der Pathomechanismus von Restenosen ist noch nicht vollstindig aufgeklart (Mintz et al.
1996). Es wird jedoch davon ausgegangen, dass es sich um einen multifaktoriellen Prozess
handelt, der sich in mehrere Phasen aufteilt (Poon et al., 2002). Gefdlverletzungen wéahrend
der PCTA oder der Stenteinfiihrung stellen einen Reiz fiir eine beschleunigte Intimahyperplasie
dar (Hoffmann et al., 2004; Rogers et al., 1996). Dabei proliferieren und migrieren mediale
glatte Muskelzellen (smooth muscle cells; SMCs) in die Region der Erweiterung nahe der
Gefaflinnenwand und filhren zur neointimalen Hyperplasie. Zusdtzlich fordern

Entziindungszellen — wie beispielsweise Monozyten und Makrophagen - die Proliferation der
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SMCs und die Sezernierung von extrazelluldrer Matrix. Im weiteren Verlauf kommt es zu
einem arteriellen Remodeling im Bereich der Lision, wodurch es innerhalb weniger Monate
postoperativ dazu kommt, dass die Gesamtzellmasse in der Intima und Media, durch eine
gestorte Apoptose und eine gesteigerte Mitoserate der SMCs, gesteigert und damit das
Gefidflumen zusétzlich eingeengt wird. Der Umfang des arteriellen Remodeling korreliert mit

der Schwere der primiren GefaBwand-Schidigung (Lafont et al., 1995; Schwartz, 1997).

Die Verwendung von Stents kann die neointimale Hyperplasie zwar nicht verhindern, da es
auch bei der Stentimplantation, wie bei der PTCA, zu einem GefdB3trauma kommt. Verglichen
mit einer PCTA als alleiniger Eingriff wird die Proliferation der Neointima durch Verwendung

von Stents sogar gefordert (Mintz et al., 1996).

1.3 Zirkulierende vaskuliire Progenitorzellen

Zirkulierende vaskulédre Progenitorzellen stammen aus dem Mark des Knochens und gelangen
tiber die GefdBe in die Peripherie. Sie sind noch nicht ausgereift und besitzen pluripotente
Eigenschaften (Hristov et al, 2008). Studien zeigen, dass zirkulierende vaskulére
Progenitorzellen bei verschiedenen arteriosklerotischen Erkrankungen eine Rolle spielen
(Hristov et al. 2008). Aufgrund ihres therapeutischen Potentials erfahren sie grof3e
Aufmerksamkeit. So wurde gezeigt, dass zirkulierende vaskuldre Progenitorzellen bei der
Regeneration der GefdBwand nach Verletzungen oder einer Ischdmie eine Rolle spielen. Neben
den gut untersuchten endothelialen Progenitorzellen (EPCs), spielen auch Vorldufer vaskuldrer
glatter Muskelzellen (SPCs) eine Rolle bei vaskuldren Reparaturvorgingen und

Arteriosklerose.

EPCs und SPCs scheinen dabei gegensdtzliche Auswirkungen auf Arteriosklerose,
Vaskulopathie und Neointimabildung nach Gefdlverletzung zu haben (Hristov & Weber,
2008). Wihrend zirkulierende EPCs die Angiogenese fordern und ihnen eine atheroprotektive

Wirkung zugeschrieben wird, scheinen SPCs die Lésionsbildung zu fordern.
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1.3.1 Endotheliale Progenitorzellen (EPCs)

EPCs zirkulieren im Blut, proliferieren und konnen zu Endothelzellen ausreifen (Schattemann
et al., 2007). Diese sind Bestandteil der Intima und bilden somit die innerste Gefaschicht aus.
Neben immunologischen und vasomotorischen Aufgaben spielen sie auch eine Rolle in der
Angiogenese. Eine Verletzung von Endothelzellen kennzeichnet viele pathologische Zustdnde,

so auch Arteriosklerose und Thrombosen (Sumpio et al., 2002).

In den letzten Jahren wurde in zahlreichen Studien die Funktion von EPCs bei der
Neovaskularisation untersucht. Erstmals publizierte Asahara ef al. eine Arbeit mit dem Begriff
»endothelial progenitor cell“ im Jahr 1997 (Asahara et al., 1997). Seither ist die Zahl der
Publikationen zum Thema stetig gestiegen und lag Ende 2014 bei iiber 15.000 Eintrdgen in der
medizinischen Datenbank PubMed.

EPCs spielen eine entscheidende Rolle bei der Endothelialisierung und Neoangiogenese
(Hirschi et al., 2008; Zampetaki et al., 2008). Sie wandern bei Bedarf in hypoxische und
ischdmische Endothelgebiete zur Neovaskularisation und differenzieren dort in situ zu

Endothelzellen (ECs) (Timmermans et al., 2009) .

Im Mausmodell wurde die Eingliederung aus dem Knochenmark stammender Zellen in
heilende Wunden (Tepper et al., 2005), Gebiete endothelialer Denudation (Ii et al., 2006) und
experimentellem Myokardinfarkt (Jackson et al., 2001) gezeigt. Uber Chemotaxis und
Adhidsion am Zielort migrieren die Zellen ins Gewebe und differenzieren sich dort zu
Neoendothel (Langer et al., 2007). Diese Funktionen machen ihr bedeutendes therapeutisches

Potenzial aus.

Dariiber hinaus scheint die Anzahl zirkulierender EPCs negativ mit der Neigung zur
Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen zu korrelieren. So wurde gezeigt, dass niedrige
EPC-Konzentrationen im Blut ein Marker fiir die Progression der Koronaren Herzerkrankung
(KHK) sind (Choi et al., 2004; Liu & Velazquez, 2008; Schmidt-Lucke ef al., 2005). Dafiir
spricht auch, dass Patienten mit mehreren arteriosklerotisch verdnderten Herzkranzgefdl3en

niedrigere EPC-Konzentrationen aufweisen (Makin et al., 2004).
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1.3.2 Glattmuskel-Progenitorzellen (SPCs)

Die bei einer Restenose gebildete Neointima besteht hauptsidchlich aus vaskuldren SMCs und
Leukozyten (Farb et al., 2002). Unabhédngig von der Proliferation neointimaler SMCs nach
einer GefdBverletzung, flihrt die Rekrutierung und Differenzierung zirkulierender SPCs
zusitzlich zu einer Akkumulierung von SMCs in der Neointima (Schober et al., 2003; Simper
et al., 2002; Zernecke et al., 2005). Diese sind hochspezialisierte Zellen, (Liu et al., 2011; van
Oostrom et al., 2009) (Abb. 1) die in der GefaBwand mittels Kontraktion Gefa3tonus und -
widerstand regulieren. Voll ausdifferenzierte, residente SMCs proliferieren extrem selten und
bilden wenig Matrix-Komponenten, im Gegensatz zu SMCs in der Vaskulogenese (Owens,

1995).
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Abbildung 1: Mechanismus der SMC Differenzierung; Migration PDGF-stimulierter SMCs in
die Intima (modifiziert nach Alexander & Owens, 2012)

SPCs sind ebenfalls entscheidend an der Neointimabildung und Restenose beteiligt (Schober et
al., 2011). So konnte 1im Maus-Modell bei Restenose nach Angioplastie,
Transplantatvaskulopathie und Hyperlipiddmie-induzierter Arteriosklerose gezeigt werden,
dass Progenitorzellen aus dem Knochenmark zu einem Ansteigen der neointimalen SMCs im

erkrankten Gefdl fiihren (Sata et al., 2002). Ebenfalls im Maus-Modell wurde gezeigt, dass
5
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zirkulierende SPCs zu Neointimabildung und Reendothelialisierung nach mechanischer

Gefidliverletzung beitragen (Tanaka et al., 2008).

Yu et al. (2011) fand in fortgeschrittenen arteriosklerotischen Plaques aus dem Knochenmark
stammende SMC-dhnliche Zellen, die proinflammatorische Cytokine und Mitogene
sezernieren und so Arteriosklerose fordern (Yu et al., 2011). Bei Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung besteht ein Zusammenhang zwischen dem Ausmal der Gefa3verletzung und
der Konzentration von SPCs im peripheren Blut. Mit zunehmender Endothelverletzung zeigte
sich eine hohere Konzentration der SPCs (Jie et al., 2010a). Basierend auf solchen Studien wird
die Steuerung der Bildung von SPCs auch als vielversprechende Behandlungsstrategie fiir

verschiedene arteriosklerotische Krankheiten angesehen.

1.3.3 Detektion zirkulierender vaskulirer Progenitorzellen

CD34 wird vorwiegend in hdmatopoetischen Stammzellen exprimiert. Auch die aus dem
Knochenmark freigesetzten Vorlauferzellen fiir EPCs und SMCs sind CD34 positiv (CD34")
(Simper et al., 2002). Viele Studien, die sich mit der Rolle der aus dem Knochenmark
freigesetzten Zellen in der GefdBreparatur beschéftigten, verwenden daher CD34 als

Oberflachenmarker (Inoue et al., 2007) .

Zahlreiche in vivo Studien zeigten Unterschiede in der Proliferation der zirkulierenden CD34"
Zellen bei Patienten mit und ohne Restenose. Die Mobilisierung von CD34"-Zellen nach Stent-
Implantation ist assoziiert mit der Ausbildung einer In-Stent-Restenose (Inoue et al., 2007;
Schober et al., 2005) und der gesteigerten Vermehrung von SMCs (Inoue et al., 2007). Wéhrend
bei Restenose-Patienten die Zahl der CD34"-Zellen im peripheren Blut im Vergleich zum
Ausgangswert signifikant stieg, sank sie bei Patienten ohne Restenose (Schober ef al., 2005)
Auch Inoue et al. fand eine signifikant erhohte Freisetzung von CD34'-Zellen aus dem
Knochenmark bei Patienten mit In-Stent-Restenose im Gegensatz zu Patienten ohne Restenose
(Inoue et al., 2007). Dagegen wies George et al. niedrigere Konzentrationen von CD34" EPCs
bei Patienten mit diffuser In-Stent-Restenose im Vergleich zu Patienten ohne Restenose nach

(George et al., 2003).
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Zur Unterscheidung von EPCs und SPCs werden verschiedene Oberflichenmarker bei der
Detektion verwendet. In vielen Untersuchungen wurden EPCs anhand ihrer Oberflachenmarker
CD34 und VEGF-A (KDR) identifiziert (Bonello et al., 2012; Fadini et al., 2008; Schober et
al., 2011). Fiir die Identifizierung von SPCs wird als zusdtzlicher Marker das Stammzell-
spezifische Antigen PDGF- (CD140b) verwendet (Schober ef al., 2011). CD140b wird nicht
in EPCs exprimiert (Raines, 2004) und ist fiir die Rekrutierung von SMCs wéhrend der

embryonalen Blutgefalentwicklung essentiell (Hellstrom et al., 1999).

In zahlreichen Versuchen konnte eine deutliche Steigerung der Expression des PDGF--
Rezeptors nach Gefdfverletzung nachgewiesen werden, wihrend die Expression von PDGF-a
unverandert blieb. (Giese et al., 1999) Wird dieser Rezeptor blockiert, kann die Bildung der
Neointima inhibiert werden. (Giese et al., 1999; Song et al., 2008)

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Untersuchung

In der vorliegenden Studie sollte die Rolle der Subpopulationen hdmatopoetischer CD34"
Stammzellen beim Menschen bei der Ausbildung von Restenosen nach Stentimplantation
untersucht werden. Dabei sollte gekliart werden, ob der Anteil von EPCs und SPCs an den
CD34" Zellen im peripheren Blut mit dem Risiko einer Restenose nach der Implantation eines
Stents korreliert. Zur Unterscheidung von SPCs und EPCs wurden spezielle Oberflichenmarker
detektiert. Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob ein Zusammenhang zwischen dem Anstieg
der SPC-Zellzahl im peripheren Blut und dem Auftreten von Restenosen nach

Stentimplantation vorliegt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialen und Verbrauchsmittel

2.1.1 Antikorper

Monoklonaler Antikdrper Maus IgG; anti-CD34-FITC, Becton Dickinson GmbH
Monoklonaler Antikdrper Maus I1gGza anti-PDGFRB (CD140b)-PE, Becton Dickinson GmbH
Monoklonaler Antikdrper Maus IgGi anti-VEGFR2 (KDR)-PE, R&D Systems
Monoklonaler Antikdrper Maus IgGi x anti-human IFN-y, Becton-Dickinson Pharmingen
Monoklonaler Antikdrper Maus 1gG2a, Becton-Dickinson Pharmingen

Monoklonaler Antikdrper Maus IgGi, AbD Serotec

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Butterfly, Abbott, Irland

FACS-Rohrchen, Becton Dickinson GmbH
Filterpapier, Schleicher & Schnell BioScience
Monovetten® EDTA 7.5 ml, Sarstedt, Niimbrecht
Parafilm ,,M*, Brand

Pipettenspitzen, Gilson

Sterile Filter (Porengrofle 0,20 um, Minisart), Sartorius Biotech GmbH

2.1.3 Losungen

Lysis-Puffer:

829¢ Ammoniumchlorid
lg Kaliumhydrogencarbonat
37 mg Natrium-EDTA

ad 100 ml Aqua dest.

PBS 0,5 % BSA (pH 7,0 — 7,6; 0,01 M):
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0,74 g Dinatriumhydrogenphosphat
3,6 ¢g Natriumchlorid

0,21 g Kaliumdihydrogenphosphat
25¢g BSA

ad 500 ml Aqua dest.

2.2 Gerate und Zubehor
2.2.1 Geriite

Durchflusszytometer (FACSCalibur ), Becton Dickinson GmbH
Pipetman P20, P200, P1000, Gilson

Kiihlzentrifuge (Mikro200R), Hettichlab

Magnetriihrer, Heidolph

Rithrmagnet, Roth

Waage (Adventurer " Balances), Ohaus GmbH

Vortex

2.2.2 Software

Excel 2007, Microsoft
Prism 5.04, GraphPad
Win MDI 2.8%, J. Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, Ca, USA

2.3 Patientenkohorte und Studiendesign

Achtundfiinfzig Patienten mit koronarer Herzerkrankung unterzogen sich im Zeitraum von
November 2006 bis Juli 2007 einer PCTA mit Stentimplantation in der kardiologischen
Abteilung der Medizinischen Poliklinik, Klinikum der LMU Miinchen. Bei 25 dieser Patienten
erfolgte in einem Beobachtungszeitraum von zwei Jahren nach der Intervention eine Re-

Angiographie. Diese Patienten stellen die Kohorte dieser Arbeit dar.
9
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Zum Zeitpunkt der Implantation (T0) und 12 h nach Stent-Implantation (T1) wurde den in die
Studie eingeschlossenen Patienten Vollblut zur Bestimmung der EPC- und SPC-Zellzahl
entnommen. Bei allen 25 Patienten erfolgte drei bis 15 Monate spiter eine erneute

Koronarangiografie zur Bestimmung des Lumendurchmessers.

Als Ausschlusskriterien galten eine Krebserkrankung, ein akutes entziindliches Geschehen und
ein Herzinfarkt innerhalb der letzten zwei Wochen. Das Ethikkomitee der Medizinischen
Fakultdt der Universitit Miinchen stimmte dem Studienprotokoll zu. Nach Aufklarung der

Patienten wurde deren schriftliche Zustimmung eingeholt.

2.4 Diagnostik, Operation
2.4.1 Anamnese

Bei einer Eingangsanamnese wurden Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index (BMI),
Vorerkrankungen (Diabetes mellitus, Dyslipiddmie, Bluthochdruck), Rauchverhalten,
Auftreten eines akuten oder fritheren Herzinfarktes und die Medikation (B-Blocker, ACE
Inhibitor, ASS + Clopidogrel, Statin) der Probanden erfasst.

2.4.2 Stentimplantation

Die Implantation der Stents erfolgte nach Standardprotokollen mittels Fiihrungskatheter meist

iiber die Arteria femoralis, welche in der Leistengegend punktiert wurde.

2.4.3 Quantitative Koronarangiografie

Die koronaren Angiogramme wurden von erfahrenen Kardiologen an einer digitalen biplanen

Rontgenanlage (Polydiagnost C LARC, Philips) durchgefiihrt. Zur Sondierung des Ostiums der

10



Material und Methoden

rechten und linken Herzkranzarterie wurden in der Regel ein 6F Koronarkatheter (JR/JL 4
Cordis, Haan) und Iopromid (Ultravist® 370, Schering) als Réntgenkontrastmittel benutzt.

Nach steriler Abdeckung des Punktionsbereichs wurde unter lokaler Infiltrationsanésthesie der
Leistenregion mit 1 %iger Xylocainlosung die Femoralarterie punktiert und eine Schleuse
eingebracht. Nach intravendser Applikation von durchschnittlich 5000 IE Heparin und
Entliiftung der angeschlossenen Systeme, wurde unter Rontgenkontrolle ein Koronarkatheter
zum Ostium der Koronararterien vorgeschoben. Zum Ausschluss von Koronarspasmen und um
eine maximale Weitstellung der Gefial3e sicherzustellen, wurden intrakoronar durchschnittlich

0,25 mg Nitroglycerin appliziert.

Zur Darstellung der Gefile wurde iiber den Katheter durchschnittlich 10 ml
Rontgenkontrastmittel als Bolus injiziert. Durch multiple, standardisierte Angulationen und
Rotationen der zwei mdglichst orthogonalen Durchleuchtungsebenen wurde eine verkiirzungs-
und iiberlagerungsfreie Darstellung der betreffenden Koronararteriensegmente angestrebt. Die
so erhaltenen Angiografiesequenzen wurden gespeichert und standen digital zur Analyse zur

Verfiigung.

Um die Lumen-Dimensionen moglichst vergleichbar zu ermitteln, wurde ein automatisches
Grenzerkennungssystem (QCA Version 1.0) angewandt. Nach Kalibrieren der Spitze des
kontrastmittelgefiillten Katheters (meist 6 French) erfolgte die erste Auswertung kurz vor (Abb.
2A), die zweite unmittelbar nach der Stentimplantation (Abb. 2B). Die dritte Messung wurde
im Anschluss an die Kontroll-Angiografie nach 3 bis 15 Monaten ausgewertet (Abb. 2C).

Es wurde versucht, fiir alle Messungen die gleichen Projektionen zu verwenden. Als Werte
wurden minimaler Lumendurchmesser (MLD), Referenzdurchmesser (RD), sowie der
prozentuale Wert der Stenose ermittelt. Eine Lumenzunahme nach der Intervention wurde
anhand der Differenz zwischen dem MLD vor und nach der Intervention ermittelt. Ein spiterer
Lumenverlust wurde durch die Differenz zwischen dem MLD nach erfolgter Intervention und

dem MLD bei der Follow-Up Angiografie ermittelt.

11
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12

Abbildung 2: Auswertung der quantitativen
Koronarangiografie.

(A) Analyse einer Koronarstenose unmittelbar
vor der Intervention. Die hochgradige Stenose
wurde zur Ermittlung des Stenosegrads
markiert. (B) Koronarangiografie nach
erfolgreicher Stentimplantation. Das verengte
Lumen ist deutlich erweitert und die
Durchblutung des Gefil3es sichtbar verbessert.
(C) Erneute Einengung des Lumens iiber 50%
im Bereich des implantierten Stents (sog. In-

Stent-Restenose).
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Die Beurteilung der Sequenzen sowie die Quantifizierung des Stenosegrades fand verblindet
und ohne Kenntnis der Vorbefunde statt. Dabei entsprach Grad 1 einem Normalbefund, Grad 2
geringen  WandunregelmiBigkeiten mit einer Lumenreduktion <30%, Grad3
WandunregelméBigkeiten mit einer Lumenreduktion <50%, Grad 4 einer signifikanten
GefidBstenose > 50% und Grad 5 einer hochgradigen Gefifistenose > 75%. Als Restenose

wurde eine Lumenreduktion von mindestens 50% in der Kontroll-Angiografie definiert.

2.4.4 Blutabnahme

Das Vollblut wurde mit EDTA-Monovetten (7,5 ml) entnommen. Die ersten Proben (TO)
stammten aus dem Herzkatheter-Labor und wurden tiber den arteriellen Zugang unmittelbar vor
der Stentimplantation abgenommen. Eine Heparinisierung erfolgte bedarfsgerecht und

gewichtsadaptiert nach dem iiblichen Schema.

Die zweite Blutprobe (T1) wurden zwischen 12 und 72 h nach der Stent-Implantation auf der

jeweiligen Station entnommen. Es wurden ebenfalls EDTA-Monovetten verwendet.

Beide Blutproben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert. Eine Weiterverarbeitung

fand innerhalb von 7 h statt.

2.5 Durchflusszytometrie

2.5.1 Farbung der Proben

Zur Identifizierung einzelner Zellpopulationen mit dem Durchflusszytometer (fluorescent
activated cell sorting, FACS) wurden die Epitope mittels monoklonaler Antikérper in direkter
Farbung mit den Fluoreszenzfarbstoffen Fluoresceinisothiocyanat (FITC — Kanal 1) oder

Phycoerythrin (PE — Kanal 2) gekoppelt. (Tabelle 1).

13
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Die Farbstoffe haben unterschiedliche Absorptions- und Emissionsmaxima. Dies macht die
Differenzierung verschiedener Zellpopulationen abhédngig von den Bindungseigenschaften der

Zelle moglich.

Fiir die Farbungen wurden je 100 pl Vollblut aus EDTA-Monovetten mit Gilson Pipetman
(20-200 pl) Pipetten in 5 FACS-Rohrchen aliquotiert und die entsprechenden Antikorper
zugegeben (siche Tabelle 1):

Tabelle 1: Bei der Doppelfarbung verwendeten Antikorper und Konzentrationen

Iso-Kontrolle Iso-Kontrolle Kontrolle
CD34+CD140b | CD34+KDR CD34+CD140b | KDR
100 ul Vollblut | 100 ul Vollblut | 100 ul Vollblut | 100 ul Vollblut | 100 ul Vollblut
10 ul CD34 10 ul CD34 10 pl Isotyp 10 pl Isotyp -
(FITC) + (FITC) + anti-mouse IgG; | anti-mouse IgG;
10 ul CD140b 10 ul VEGFR2/ | (FITC) + (FITC) +
(PE) KDR (PE) 10 pl Isotyp 5 ul Isotyp

anti-mouse anti-mouse 1gGi

IgGaa (PE) (PE)

Die Autofluoreszenzkontrolle (Rohrchen 5) wurde der kompletten Prozedur unterzogen. Nach
Zugabe der Antikorper-Losung wurden die Rohrchen mit Parafilm verschlossen, jeweils ca.
eine Sekunde mit dem Vortex suspendiert und anschlieBend zur Antikérperbindung 30 Minuten

auf Eis im Dunklen inkubiert.

Nach erfolgter Inkubation zur Lyse der Erythrozyten wurden die Proben mit BD FACS Lysing

Solution 10x, das zuvor 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt wurde, aufgefiillt und gespiilt.

Nach einer zehnminiitigen Inkubationszeit, wurden die Zellen fiir 5 Minuten gewaschen. Zuerst
wurden die Proben bei 350g (RCF; relative centrifugal force) ungekiihlt zentrifugiert. Dadurch
konnte der Uberstand abgetrennt und entsorgt werden. Dann wurden die Probe zweimal mit
1 ml PBS 0,5 % BSA (bovines serum albumin) gespiilt, um die unspezifischen Bindungsstellen

zu blockieren, bevor sie erneut zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde ebenfalls verworfen
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und das am Boden des Glasrohrchens verbliebene Zellmaterial wurde anschlieBend nach

Resuspendierung durchflusszytometrisch untersucht.

Die Untersuchung der Proben fand innerhalb eines Zeitraums von sieben Tagen statt. In der

Zwischenzeit wurden die Proben bei 4 °C Grad Celsius gelagert.

2.5.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Mittels Durchflusszytometrie (Fluorescence-Activated Cell Sorting - FACS) ist es moglich,
eine molekulare Charakterisierung intakter Zellen vorzunehmen. Die suspendierten Zellen

werden innerhalb eines Hiillstroms im rechten Winkel an einer Lichtquelle vorbeigefiihrt. (
particle or cell delivery tube
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|
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Abbildung 3: Prinzip der Durchflusszelle. Zellen passieren optischen Messpunkt

(www.cytometryforlife.org)

Ein langsam flieBender Probenstrom und ein schneller Hiillstrom stellen sicher, dass die Zellen
einzeln und hydrodynamisch fokussiert detektiert werden. AnschlieBend wurden die Zellen

verworfen.
Bei dem verwendeten FACS-Gerat werden zwei Kanile erfasst:

Kanal 1 (FL-1): Emission bei 530 nm, z. B. FITC
Kanal 2 (FL-2): Emission bei 580 nm, z. B. PE

Da in dieser Studie sehr kleine Zellpopulationen Gegenstand der Untersuchung waren, wurde

verstirkt Wert daraufgelegt, potentielle Storfaktoren auszuschlieBen.

Da das Farbspektrum eines Farbstoffes (z. B. FITC) auch zu einem gewissen Teil in den fiir
,,PE“ vorgesehenen Kanal strahlt (sogenannte spektrale Uberlappung), wurde das FACS-Geriit
mittels Calibration-Beads kalibriert und so die korrekte Kompensation eingestellt. Es konnte so
ein fiir das verwendete FACSCalibur spezifischer Wert ermittelt werden, um welchen ein

Signal rechnerisch korrigiert werden muss, damit ein korrektes Ergebnis erhalten wird:

Kanal 1 (FL-1): Emission — 0,5 % (FL-2)
16
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Kanal 2 (FL-2): Emission — 25,4 %  (FL-2)
Kanal 3 (FL-3): nicht belegt

Mittels Isotypkontrollen wurde die Spezifitit der markierenden Antikdrper tiberpriift. Dafiir
wurden Antikorper aus der gleichen Spezies eingesetzt, die den gleichen Subtyp aufweisen wie
der markierende Antikdrper. Sie binden jedoch nicht spezifisch an die Zielzellen und markieren
somit auch nicht die zu detektierende Zellpopulation. Folgende Isotypkontrollen wurden
verwendet: Als Negativkontrollen fiir Maus anti-human CD34-FITC-konjugierten und fiir die
PE-konjugierten Maus anti-human CD140b und KDR wurden anti-mouse IgG1 (FITC) und
IgG2 (PE) Isotypkontrollen fiir die Doppelfarbungen verwendet. Die Einstellungen fiir die
FITC und PE Kanile wurden mit Hilfe der Isotypenkontrollen so justiert, dass sich alle
gemessenen Zellen im unteren linken Quadranten befinden. Zum Ausschluss unspezifischer
Bindungen des proteinfreien Waschpuffer PBS am Fc-Fragment, wurde dem PBS 0,5 %

bovines Serumalbumin (BSA) beigemengt.

2.5.3 Auswertung der FACS-Daten

Die Auswertung der Durchflusszytometrie erfolgte mit dem Programm WinMDI, Version 2.8
(Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA). Zunéchst wurde in einem
farbigen Punktdiagramm (Dotplot) der Forward (FSC)- und Sidescatter (SSC) die
Lymphozytenpopulation ermittelt (Abb. 4A). Der Zelldetritus wurde bei Erstellung der Grafik
durch Einstellen eines Schwellenwertes, der sich auf die Kontroll-Proben bezog, ausgeblendet.
Die detektierten Zellen liegen auf der FSC-Achse rechts davon. Bei jeder Messung wurden

insgesamt 50.000 Zellen gemessen.
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1023

Zelldetritus

Granulozyten

Monozyten

Lymphozyten

Gate ,,Gesamtpopulation“: Diese Zellen
wurden analysiert. FL-1 und FL-2

stellen durch das Gate keinen

Zelldetritus mehr dar.

0.3%

1023

Doppelt positiv fiir
CD34 und CD140b
sind 0,3 Prozent der
Lymphozyten im
Gate R1

SSC

10" 10° 10° 10
CD34 0.5%

Abbildung 4: Exemplarische Darstellung durchflusszytometrischer Analysen nach
Doppelfirbung mit CD34 (FITC) und CD140b (PE).
Exemplarisch am Beispiel der Doppelfirbung mit CD34 (Fluorochrom FITC) und CD140b

(Fluorochrom PE) wurden die SPCs, die sich durch diese Oberflachenantigene auszeichnen, detektiert.
(A) Gesamtzellpopulation; (B) Zellfraktion (Gate R1), die weiter analysiert wurde; (C) CD34*-CD140"-
positive Zellen. Der grau markierte Bereich zeigt die doppelt positiven Zellen. SSC = Side scatter; FSC
= Forward scatter

Es wurde die Lymphozyten-Population durch setzen eines Gates (R1) ausgewéhlt und
hinsichtlich der Fluoreszenzintensititen der Farbstoffe FITC und PE ausgewertet (Abb. 4B).
Die Fluoreszenzintensititen in Gate R1 wurden in der Y (PE)- und X-Achse (FITC) eines

Punkt-Diagramms aufgetragen und die Zellzahl in den vier Quadranten bestimmt (Abb. 4C).
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Die Quadranten enthielten entweder CD34'/CD140b- bzw. KDR™, CD34"/CD140b" bzw.
KDR", CD347/CD140b" bzw. KDR", CD34/CD140b" bzw. KDR" definiert. Die Aufteilung in
CD34" und CD140b" (oder KDR") Zellen ergibt sich aus der Doppelfirbung mit beiden
Farbstoffen (FITC, PE). Die in der CD34"/CD140b" Population enthaltenen Zellen wurden als
SPCs und die in der CD34"/KDR" Population als EPCs definiert. Zundchst wurde aus dem
Differentialblutbild (x 106/1) die Gesamt-Lymphozytenzahl bestimmt. Diese Gesamtmenge
wurde mit 100 Prozent gleichgesetzt. Dann wurden hieraus in den Quadranten jeweils 50.000
Zellen detektiert, der prozentuale Anteil CD34+ bestimmt und auf die absolute Zellzahl
bezogen. Bei der Auswertung ging es um die Quantifizierung der Anderung der

Konzentrationen von SPCs und EPCs.

2.6 Statistische Auswertung

Fiir paarweise Vergleiche wurde der t-Test fiir gepaarte Stichproben angewandt. p-Werte < 0,05
wurden als statistisch signifikant angesehen. Es wurde von einer Normalverteilung der Daten
und einem ausreichend groflen Stichprobenumfang ausgegangen. Ebenso wurde bei dem Test
vorausgesetzt, dass die Varianz — das MaB fiir die Streuung der Stichproben — fiir beide

Grundgesamtheiten gleich ist.

Mit dem exakten Fisher-Test (auch Fisher-Yates-Test und exakter Chi-Quadrat-Test genannt)
wurde die statistische Signifikanz der Unabhidngigkeit von Haufigkeiten in einer
Kontingenztafel getestet. Als ,,exakt™ bezeichnet man diesen Test, da er im Gegensatz zu vielen
anderen statistischen Verfahren auch bei kleinem Stichprobenumfang exakte Werte liefert,
wohingegen viele andere Tests sich erst mit einer steigenden Probenzahl dem gesuchten

Signifikanzwert ndhern.

Uber den Korrelationskoeffizienten nach Pearson wurde auf den linearen Zusammenhang
(bzw. Korrelation) zweier Variablen geschlossen. Die erhaltenen, dimensionslosen Werte
liegen zwischen -1 und 1, wobei 0 keinerlei linearem Zusammenhang entspricht, der Wert 1

(bzw. -1) fiir einen vollstindig positiven (bzw. negativen) Zusammenhang.

19



Material und Methoden

Die statistische Auswertung dieser Tests wurde mittels GraphPad Prism 5.04 fiir Windows

(©1992-2010 GraphPad Software, Inc.) sowie Microsoft Excel 2007 fiir Windows erstellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patientencharakteristika

Die Daten von achtundfiinfzig Patienten die sich im Zeitraum dieser Arbeit einer Behandlung
mit Stentimplantation in der kardiologischen Abteilung der Poliklinik Miinchen unterzogen,
wurden initial gesichtet. In einem Beobachtungszeitraum von zwei Jahren nach der Intervention
erfolgte allerdings nur bei 25 Patienten eine Re-Angiographie. Es konnten also letztendlich nur

diese 25 Patienten ausgewertet werden.

Bei flnf der 25 Patienten trat angiografisch eine Restenose auf (Tab. 2). Es wurden keine
signifikanten Unterschiede beziiglich des Alters, Geschlechts, Body Mass Index,
Zigarettenkonsum, aktutem Herzinfakt und Vorerkrankungen (Diabetis mellitus, Dyslipiddmie,
Bluthochdruck) zwischen Patienten mit und ohne Restenose gefunden. Dyslipiddmie war in der
Gruppe ohne Restenose etwas haufiger vorhanden (70 % gegeniiber 40 %), jedoch bestand kein
signifikanter Unterschied (Tab. 2). Auch die Einnahme von B-Blockern, ACE-Inhibitor, ASS
und Clopidogrel oder Statin beeinflusste die Ausbildung einer Restenose nicht signifikant.
Patienten mit Restenose hatten jedoch signifikant hdufiger einen fritheren Herzinfarkt als

Patienten ohne Restenose.
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Tabelle 2: Klinische Basisdaten aus Befunden und Anamnesebogen.

Variable oh:eaﬁeersltt;lllose milt) 2;{ieesrtlet:fll(l)se p Wert
n=20 n=>5

Klinische Basisdaten
Alter (Jahre) 65,8+ 11,0 59,8 £ 15,2 0,320
Geschlecht (%) 0,558
Miénnlich 18 (90 %) 4 (80 %)
Weiblich 2 (10 %) 1 (20 %)
Body Mass Index (kg/m?) 28,5+4.4 27,6 +3,2 0,687
Diabetes mellitus 11 (55 %) 3 (60 %) 0,848
Dyslipiddmie 14 (70 %) 2 (40 %) 0,228
Bluthochdruck 15 (75 %) 3 (60 %) 0,524
Raucher 9 (45 %) 3 (60 %) 0,567
Akuter Herzinfarkt 2 (10 %) 0 (0 %) 0,482
Fritherer Herzinfarkt 525 %) 4 (80 %) 0,021
Medikation
B-Blocker 18 (90 %) 4 (80 %) 0,558
ACE Inhibitor 11 (55 %) 4 (80 %) 0,328
ASS + Clopidogrel 17 (85 %) 4 (80 %) 0,796
Statin 16 (80 %) 4 (80 %) 1,000

18 der 25 Patienten hatten eine Mehrgefderkrankung (Tab. 3). Bei Restenosepatienten war nur
der Ramus circumflexus und die Arteria coronaria dextra betroffen, wihrend im Ramus
interventricularis anterior keine Restenose gefunden wurde (Tab. 3). Der Ramus

interventricularis anterior war jedoch das GefdB, das bei der Hélfte der Patienten ohne
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Restenose mit einem Stent versorgt wurde. Sowohl die Stentldngen (21,6 mm versus 18,8 mm)
als auch die Stentdurchmesser (3,1 mm versus 3,2 mm) waren in beiden Gruppen nahezu

identisch.

Tabelle 3: Lésions- und Behandlungsdaten (Die Prozentangaben beziehen sich auf die

Gesamtzahl der Patienten in der jeweiligen Gruppe).

. Patienten ohne | Patienten mit p-Wert

Variable
Restenose Restenose
n=20 n=>5
Ramus interventricularis
. 10 (50 %) 0 (0 %) 0,0613

anterior
Ramus circumflexus 3 (15 %) 2 (40 %) 0,252
Arteria coronaria dextra 7 (35 %) 3 (60 %) 0,357
Mehrere Gefille betroffen 15 (75 %) 3 (60 %) 0,597
Mittlere Stentlinge (mm) 21,6 £6,0 18,8 +5,1 0,823
Mittlerer
Stentdurchmesser (mm) 3,104 3,2£0,3 0,905

3.2 Peri-interventionelle Verinderung der SPC-Zahl bei Restenose

Der Anteil der SPCs und EPCs im Vollblut der Patienten vor (T0) und 12 h (T1) nach einer
PTCA mit Stentimplantation wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Als SPCs wurden
doppelt-positive CD347/CD140b* und als EPCs wurden doppelt-positive CD34/KDR"

mononukleidre Zellen definiert.

Zum Zeitpunkt TO war bei Patienten mit Restenose die Konzentration der EPCs etwas hoher
als bei Patienten ohne Restenose (0,34+0,12% versus 0,15£0,03%; p=0,037; n=25), wahrend
die SPC Konzentration in beiden Gruppen vergleichbar war (0,25+£0,12% versus 0,188%0,04%;
p=0,50; n=25).
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Mittels Isotypkontrollen wurde die Spezifitit der markierenden Antikorper iiberpriift. In beiden
Zellpopulationen lag der Anteil unspezifischer Bindungen bei weniger als 0,1% der

Gesamtpopulation (Siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Negativkontrollen der Doppelfirbungen in der Durchflusszytometrie.

Doppelfarbung fiir die Maus anti-human IgG1-FITC-konjugiert (A und B) und Maus anti-human IgG2-PE
konjugiert (A) und IgG1 — PE — konjugiert (B).

Um zu untersuchen, ob eine peri-interventionelle Mobilisierung von SPCs mit einem erhdhten
Risiko fiir die Entwicklung einer Restenose einhergeht, wurde der Anteil der zirkulierenden
SPCs mit dem Auftreten einer Restenose verglichen. Der Anteil der SPCs (CD34"/CD140b")
an mononukledren Zellen im Vollblut war in der Restenosegruppe 12 h nach der Intervention
signifikant hoher als in der Vergleichsgruppe ohne Restenose (0,260 = 0,067% versus
0,115+ 0,050%; p = 0,0083; n=25, Abb. 6).
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Anteil der SPCs an mononukleiren Zellen nach

Intervention
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Abbildung 6: Post-interventionelle SPC Zahl und die Entwicklung einer Restenose. Prozentualer
Anteil der SPCs an mononukledren Zellen ermittelt mittels Durchflusszytometrie im Vollblut nach

Intervention (T1) bei Patienten mit und ohne Restenose. *p<0,05, n=25.

Betrachtet man die absolute Anderung der SPC-Zahl zum Zeitpunkt T1 im Vergleich zum
Zeitpunkt TO (Abb. 7) zeigte sich, dass die mittlere SPC-Zahl in der Restenosegruppe zunahm
(0,134 + 0,080 x 10%1, n=5) und in der Gruppe ohne Restenose abnahm (-0,073 + 0,037 x 10%/1,
n=20). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch signifikant (p =0,0225).
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Abbildung 7: Absolute Anderung der Anzahl der SPC-Zellen (x 10%1) zum Zeitpunkt T1 im
Vergleich zu TO bei Patienten mit (n=5) und ohne (n=20) Restenose ermittelt mittels

Durchflusszytometrie. * p < 0,05.

3.3 Korrelation der EPC-Zellzahl mit dem Auftreten der Restenose

Der Anteil der EPCs (CD34"/KDR") an mononukledren Zellen im Vollblut war nach der

Intervention in beiden Gruppen etwa gleich (0,146 + 0,052 % in der Restenosegruppe versus

0,112+ 0,016 %; p =0,1133; Abb. 8).
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Anteil der EPCs an mononukleidren Zellen nach

Intervention
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Abbildung 8: Prozentualer Anteil der EPCs an mononukleédren Zellen im Vollblut nach Intervention

(T1) bei Patienten mit (n=5) und ohne Restenose (n=20) ermittelt mittels Durchflusszytometrie.

Die Abnahme der EPC-Konzentration zum Zeitpunkt T1 im Vergleich zum Zeitpunkt TO war
in der Restenosegruppe signifikant grof3er als in der Gruppe ohne Restenose (-0,266 + 0,165 x
10%/1 versus -0,038 = 0,024 x 10%/1; p = 0,0199; Abb. 9).

Absolute Anderung der EPC-Zellzahl

Anderung der EPC
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Abbildung 9: Absolute Anderung der Anzahl der EPCs (x 10%1) zum Zeitpunkt T1 im Vergleich zum
Zeitpunkt TO bei Patienten mit (n=5) und ohne Restenose (n=20) ermittelt mittels

Durchflusszytometrie. *p<0,05.
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Ferner wurde die prozentuale Anderung der EPC Zahl zwischen Zeitpunkt T1 und T0 bestimmit.
Die EPC Zahl nahm in der Restenosegruppe geringfiigig ab und stieg in der Nicht-
Restenosegruppe leicht an. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war jedoch nicht

statistisch signifikant. (-43,52 &+ 22,31% versus 15,63 &+ 14,97%; p = 0,0788; Abb. 10).

Prozentuale Anderung der EPC-Zellzahl
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Abbildung 10: Prozentuale Anderung der Anzahl der EPC-Zahl im Vollblut zwischen T1 und TO in

Patienten mit (n=5) und ohne Restenose (n=20) ermittelt mittels Durchflusszytometrie.

3.4 Korrelation der CD34%-Zellzahl mit dem Auftreten der Restenose

Die Konzentration CD34" himatopoetischer Progenitorzellen in der Zirkulation verénderte
sich zwischen Zeitpunkt TO und T1 signifikant in der Restenosegruppe (Abb. 11). Es zeigte
sich in dieser Gruppe ein Anstieg um 0,286 + 0,2741 x 10%/1 CD34+ Zellen. Im Unterschied
dazu nahmen die CD34+ Zellen in der Gruppe ohne Restenose nach der Intervention um
0,078 + 0,058 x 10%1 ab. Die Differenz zwischen den beiden Gruppen war statistisch
signifikant (p = 0,048).
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Abbildung 11: Absolute Anderung der Anzahl der CD34"-Zellen (x 10%1) nach Intervention im
Vergleich zu TO bei Patienten mit (n=5) und bei Patienten ohne Restenose (n=20) ermittelt mittels

Durchflusszytometrie. *p<0,05.

Entsprechend der absoluten Anderung der Zellkonzentration, zeigte auch die Auswertung der
prozentualen Anderung der CD34"-Zellen (Abb. 12) einen Anstieg zwischen T1 und TO in der
Restenosegruppe (118,4 +73,8%) und einen Abfall in der Gruppe von Patienten ohne
Restenose (-11,5 +7,7%). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch

signifikant (p=0,002).
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Abbildung 12: Prozentuale Anderung der Anzahl der CD34*-Zellen im Vollblut nach Intervention im
Vergleich zu TO bei Patienten mit (n=5) und ohne Restenose (n=20) ermittelt mittels

Durchflusszytometrie. **p<0,01.

3.5 Korrelation der CD140b*-Zellzahl mit dem Auftreten der Restenose

Die Anzahl der platelet derived growth factor receptor B'-(CD140b") Zellen im Vollblut der
Patienten der Restenosegruppe nahm von TO auf T1 um 0,79 £ 1,1 x 10%1 zu, wihrend sie in
der Nicht-Restenosegruppe um 0,63 + 0,5 x 10%1 abnahm (Abb. 13). Dieser Unterschied war
jedoch nicht statistisch signifikant (p=0,231).
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Abbildung 13: Absolute Anderung der Anzahl der CD140b"-Zellen (x 10%1) nach Intervention im
Vergleich zu TO bei Patienten mit (n=5) und bei Patienten ohne Restenose (n=20) ermittelt mittels

Durchflusszytometrie.

Die Auswertung der prozentualen Anderung der Anzahl zirkulierender CD140b*-Zellen nach
der Intervention (Abb. 14) ergab ebenfalls eine groflere Zunahme in der Restenosegruppe als in
der Nicht-Restenose-Gruppe (244,1 + 233,1% versus 6,93 £ 19,9%). Trotz eines niedrigen p
Wertes von 0,052 erreichte die Differenz der Werte der zwei Gruppen nicht die

Signifikanzgrenze von p = 0,05.
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Abbildung 14: Prozentuale Anderung der Anzahl der CD140b*-Zellen im Vollblut nach Intervention
im Vergleich zu TO bei Patienten (n=5) mit und ohne Restenose (n=20) ermittelt mittels

Durchflusszytometrie.

3.6 Korrelation der KDR*-Zellzahl mit dem Auftreten der Restenose

Die Konzentration von zirkulierenden KDR" Zellen (Abb. 15) war zum Zeitpunkt T1 in der
Restenosegruppe um 0,65 £ 0,2 x 10%1 vermindert und in der Nicht-Restenose-Gruppe um
1,3+ 0,5 x 10%1 angestiegen. Die Differenz zwischen den beiden Gruppen war jedoch nicht

statistisch signifikant (p=0,074).
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Abbildung 15: Absolute Anderung der KDR" -Zellzahl (x 10%1) nach Intervention im Vergleich zu TO

bei Patienten mit (n=5) und ohne Restenose (n=20) ermittelt mittels Durchflusszytometrie.

Betrachtet man die prozentuale Anderung ergibt sich ein #hnliches Ergebnis (Abb. 16).
Wihrend in der Restenosegruppe die KDR'-Zellzahl nach der Intervention um 41,1 = 13%
abnahm, kam es in der Gruppe von Patienten ohne Restenose zu einem Anstieg der KDR'-
Zellen um 40,5 +13%. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch

signifikant (p=0,0062).
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Abbildung 16: Prozentuale Anderung der KDR-Zellzahl nach Intervention im Vergleich zu TO bei

Patienten mit (n=5) und ohne Restenose (n=20) ermittelt mittels Durchflusszytometrie. *p<0,05.
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3.7 Korrelation des Restenosegrad mit der Anderung der CD34"-, CD140b*-
und KDR"-Zellzahl

Die absolute Anderung der CD34'-Zellekonzentration in der Zirkulation zwischen dem
Zeitpunkt T1 und TO korrelierte gering mit dem Restenosegrad (Pearson r = 0,3684; Abb. 17)
ermittelt im Zielgefdl der Stentimplantation bei der Follow-up Koronarangiographie. Diese

Korrelation lag mit einem Wert von p=0,07 knapp unterhalb der Signifikanzgrenze.

Korrelation zwischen CD34"-Zellzahl und Stenosegrad
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Abbildung 17: Korrelation zwischen der Anderung der CD34*-Zellzahl (x 10°/1) zwischen
Zeitpunkt T1 und T0 und dem Stenosegrad im Stent ermittelt bei der follow-up

Koronarangiographie (n=25).

Ein Zusammenhang zwischen dem Restenosegrad und der Anzahl der CD140b"-Zellen war

nicht nachweisbar (Pearson r = 0,200; p = 0,33; Abb. 18).
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Abbildung 18: Korrelation zwischen der Anderung der CD140b*-Zellzahl (x 10%/1) und

Stenosegrad ermittelt bei der follow-up Koronarangiographie.

Die Anzahl der KDR"-Zellen war negativ korreliert mit dem Stenosegrad (Pearson r =-0,3737.

Allerdings war diese Korrelation gering und erreicht nicht das geforderte Signifikanzniveau
(p =0,0658; Abb. 19).
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Abbildung 19: Korrelation zwischen der Anderung der KDR*-Zellzahl (x 10%1) und dem

Stenosegrad ermittelt bei follow-up Koronarangiographie.
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3.8 Korrelation von Stenosegrad und der Anzahl der SPC- und EPC-Zellen

Die Anzahl der SPC-Zellen war signifikant positiv mit dem Stenosegrad, der mittels
quantitativer Koronarangiographie bestimmt wurde, korreliert (Pearson r=0,43; p <0,03;

Abb. 20).
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Abbildung 20: Korrelation zwischen der Anderung der SPC-Zahl (x 10%1) zwischen T1 und T0

und dem Stenosegrad ermittelt bei follow-up Koronarangiographie.

Ein Zusammenhang zwischen dem Stenosegrad und der Anzahl der EPC-Zellen konnte nicht

ermittelt werden (Pearson r = -0,12; p = 0,560; Abb. 21).
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Korrelation zwischen EPC-Zellzahl und Stenosegrad

o-z-
s ke [ ] . -r.-l--l-

8 0.0 iy it B e i .
& ..2(] a0 g0 80
o 021 . o Stenosegrad{(%)*
v L
o 0-4-
C
e 06
L]
2
S 0.8 .

1.0

Abbildung 21: Korrelation zwischen der Anderung der EPC-Zahl (x 10°/1) zwischen T1 und T0

und dem Stenosegrad ermittelt bei der follow-up Koronarangiographie.
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4. DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit untersuchte inwieweit bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit, die
mittels PCTA behandelt wurden, ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Restenosen
nach Stentimplantation und SPC- bzw. EPC-Spiegel besteht. Es wurde mittels CD34/KDR
(EPCs) und CD34/CD140b (SPCs) Doppelfarbung untersucht, ob ein Zusammenhang anhand
der Anzahl bzw. der Verdanderung der Zellzahlen zwischen dem Interventionszeitpunkt und
mindestens 12 h spiter nachweisbar ist. Dabei soll geklart werden, ob die Bestimmung der
Anzahl der SPC- und EPC-Zellen im peripheren Blut tatsédchlich helfen kann, das Risiko einer
Restenose nach Stentimplantation abzuschidtzen und ob ein hoher EPC-Spiegel die

Gefélreparatur positiv beeinflusst und eine liberschieende Intimahyperplasie verhindern kann.

CD34 wird iiberwiegend in himatopoetischen Stammzellen exprimiert. Zirkulierende CD34*-
Zellen stellen Progenitorzellen fiir Endothelzellen und SMCs dar (Simper et al., 2002). Deshalb
erlaubt die alleinige Bestimmung der CD34 Expression nicht zwischen EPCs und SPCs zu
unterscheiden. Da diese beiden Zelltypen vermutlich gegensitzliche Effekte auf die
Restenoseentwicklung haben, ist es erforderlich mittels zusétzlicher Marker, wie CD140b und

KDR, die Verdanderung von Subpopulationen der CD34+ Zellen zu untersuchen.

Einige der bisher verdffentlichten Studien zeigten Unterschiede in der Mobilisierung der
CD34*-Zellen nach einer Stentimplantation bei Patienten mit und ohne Restenose. Schober et
al. (2005) fanden nach Bare-Metal-Stent-Implantation eine signifikant erhohte Freisetzung von

CD34"-Zellen bei Patienten mit In-Stent-Restenose im Vergleich zu Patienten ohne Restenose.

Das Problem, dass eine genauere Differenzierung zwischen CD34+ SPCs und CD34+ EPCs in
vielen Studien fehlt, fiihrt dazu, dass die Ergebnisse oftmals schlecht zu vergleichen sind.
Wihrend sich die Bestimmung der EPCs durch gleichzeitigen Nachweis von CD34 und KDR
weitgehend durchgesetzt hat und anerkannt ist, war die Definierung der CD34" SPCs lange

schwierig.
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4.1 Korrelation der EPC- Zellzahl mit einer Restenose

4.1.1 EPCs

Seit 1997 (Asahara et al. 1997) gibt es eine steigende Zahl an Studien, die die Rolle von EPCs
bei kardiovaskuldren Erkrankungen untersuchen. Tierversuche zeigen, dass EPCs an der
endothelialen Homoostase beteiligt sind und die Formation neuer Blutgefdfle stimulieren
(Wermer et al, 2002). Der EPC-Spiegel im peripheren Blut ist bei Patienten mit
kardiovaskuldrem Risiko und/oder Arteriosklerose reduziert (Fadini et al., 2007). Aus diesem
Grund wird der EPC-Spiegel als Marker fiir fortschreitende vaskuldre Schidden betrachtet
(Rosenzweig et al., 2005). Auch ist ein niedriger EPC-Spiegel ein unabhingiger Priadikator fiir

zukiinftige kardiovaskulire Ereignisse (Werner et al., 2005).

Ein Beschleunigen der Heilung behandelter GefdBBabschnitte wird in der Praxis gewlinscht, um
Komplikationen wie Restenosen oder Thrombosen vorzubeugen. Ein erhdhter EPC-Spiegel
(z. B. durch EPC-Infusionen) wird mit einer beschleunigten Wundheilung in Verbindung
gebracht (Zampetaki et al., 2008). So zeigten beispielsweise Jie et al., dass EPCs, die aus dem
Knochenmark freigesetzt werden, in die Reparaturfunktion des Korpers nach Ischdmie
eingebunden sind (Jie et al., 2010b). Umgekehrt scheint ein zu niedriger EPC-Spiegel zu
Problemen bei der Gefdlneubildung zu fiihren, was sich nicht nur auf den kardiovaskulidren

Bereich auszuwirken scheint (Garolla et al., 2009).

Zelltherapien, die den EPC-Spiegel wiederherstellen, wurden erfolgreich bei Patienten mit

koronaren und periphidren Herzerkrankungen angewandt (Assmus et al., 2002).

4.1.2 EPCs in der Restenose

George et al. zeigten anhand der EPC Quantifizierung mittels Bestimmung von colony forming
units, dass die zirkulierende EPC Konzentration bei Patienten mit diffuser In-Stent-Restenose

im Vergleich zu Patienten ohne Restenose verringert ist (George et al., 2003).
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In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ebenfalls in der Restenosegruppe eine Abnahme der
EPC-Konzentration nach der Stentimplantation im Vergleich zur Gruppe ohne Restenose.
Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit den Daten von George et al., in der die EPCs
allerdings mit einer anderen Methode quantifiziert wurden (George et al., 2003). Eine verstédrkte
Abnahme der EPC-Zellzahl konnte zu einer verlangsamten Re-endothelialisierung nach der
Stentimplantation fithren und dadurch die Bildung einer In-Stent-Restenose fordern. Allerdings
zeigte sich keine Korrelation zwischen der Verdnderung der EPC-Zellzahl nach der
Stentimplantation und dem Stenosegrad. Ferner war in der aktuellen Studie die EPC-
Konzentration bereits vor der Intervention in der Restenosegruppe deutlich héher als in der
Gruppe von Patienten ohne Restenose. Diese Daten stehen in Widerspruch zu den Ergebnissen
von Haine et al., die bei 124 Patienten keinen Zusammenhang zwischen der EPC Zellzahl vor
der Stentimplantation und der Entwicklung einer Neointima gefunden haben (Haine et al.,

2014).

Betrachtet man die Oberflichenmarker CD34 und KDR unabhéngig voneinander, zeigt sich,
dass KDR"-Zellen nach der Intervention in der Restenosegruppe abnehmen, wihrend sie in der
Gruppe ohne Restenose zunehmen. Dahingegen steigen CD34" Zellen, wie SPCs, in der
Restenosegruppe signifikant an. Dies deutet darauthin, dass sich die Mehrzahl der CD34"
Zellen entsprechend den SPCs verhalten und die Doppelbestimmung von KDR und CD34 zur
Analyse der EPCs im Vergleich zur alleinigen Quantifizierung der KDR+ Zellen wenig zur

Steigerung der Spezifitdt beitrigt.

Die sich wiedersprechenden Ergebnisse aus verschiedenen Studien konnen teilweise darauf
beruhen, dass es bis heute kein universell akzeptiertes Durchflusszytometrieprotokoll zur
spezifischen Detektion von EPCs gibt. Die verschiedenen verwendeten Protokolle fithren dazu,
dass die Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Methoden zur EPC-Quantifizierung

moderat bis schlecht ist (Van Craenenbroeck et al., 2008).

In der Zusammenschau der Ergebnisse kristallisiert sich die Erkenntnis heraus, dass ein
Nachweis von EPCs ausschlieSlich mit Hilfe des KDR-Markers alleine, also ohne die
Doppelfarbung mit CD34, mindestens genauso gut, wenn nicht sogar besser zu funktionieren

scheint.
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4.2 Korrelation der SPC-Zellzahl mit einer Restenose

4.2.1 SPCs

Vorlduferzellen von glatten Muskelzellen scheinen eine Rolle bei der Zusammensetzung

arteriosklerotischer Plaques zu spielen (Zoll et al., 2008).

In gesunden GefdBlen lduft die Proliferation und Migration von SMCs kontrolliert ab. Eine
Uberzahl an SMCs scheint einen negativen Einfluss auf die Heilung eines beschidigten
Gefidlles zu haben. Die Revaskularisierung eines arteriosklerotisch verdnderten Gefélles mit
Stenose fiihrt zwar meistens zu einer Vergrof3erung des Lumens und damit einem verbesserten
Blutfluss, gleichzeitig aber auch zu einer Beschiddigung des Endothels. Bypass-Gefile
hingegen sind frei von Endothelzellen (Vallieres et al., 2009).

Betrachtet man die Komplikationen, die mit einem erhohten SMC-Spiegel einhergehen, so wire
es ideal die SMC-Proliferation zu reduzieren und trotzdem die GefdBheilung und

Endothelialisierung zu fordern.

Auch die vorliegende Arbeit bestdtigte den Zusammenhang zwischen einem Ansteigen der
SPCs und dem Vorkommen von Restenosen. Nicht nur der Ausgangsspiegel der SPCs ist
signifikant erhoht gegeniiber der Nicht-Restenosegruppe. Auch steigt die SPC-Zellzahl in der
Restenosegruppe signifikant an, wihrend in der Vergleichsgruppe am Tag nach der
Intervention ein Riickgang der CD347/CD140"-Zellzahl zu verzeichnen ist. Zahlreiche Studien
zeigen dhnliche Ergebnisse (Sata et al., 2002).

Allerdings spielen nicht SPCs alleine eine Rolle bei der Arteriogenese oder beeinflussen die
Reparaturmechanismen. MCP-1/CCR2, RANTES/CCRS5 sowie Fractalkine/CX3CR1 sind
Chemokin-Chemokin Rezeptor-Paare und regeln die Leukozyteninfiltration. MCP-1/CCR2
und Fractalkine/CX3CR1 beschleunigt die SMC-Expansion der Neointima, wie Schober et al.
gezeigt haben (Schober, 2008).
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Die Reparaturmechanismen sind gerade im Zusammenspiel der einzelnen Systeme noch zu
wenig analysiert und verstanden. Gerade um umfassende therapeutische Konzepte hinsichtlich
der vielen beteiligten Komponenten entwickeln und gezielt sowie differenziert die Angiogenese
beeinflussen zu kdnnen, bedarf es noch erheblicher Forschungsanstrengungen in diesem Sektor.
Neben SPCs und EPCs scheinen auch Chemokine eine Rolle bei der Angiogenese und
Gefdlreparatur zu spielen. So wurde gezeigt, dass die Hauptstimuli fiir ihre Proliferation und
Freisetzung VEGF, GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony stimulating factor),
Erythropoietin, HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren und eine Gewebe-Ischidmie sind (Gross &
Herbrig, 2004). Es gilt die Mechanismen und Zusammenhinge genau zu analysieren und
Moglichkeiten zu finden, in die Abldufe einzugreifen, um therapeutische Konzepte ableiten zu

konnen. Dazu bedarf es jedoch noch erheblicher Forschungsanstrengungen.

4.2.2 SPC in der Restenose

Einen ersten Hinweis darauf, dass zirkulierende CD34'CD140b* Zellen vorwiegend SPCs
enthalten konnte in der Arbeit von Schober et al. gewonnen werden (Schober ef al., 2011). In
dieser Studie wurde anhand von 187 Patienten untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den
zirkulierenden SPC- und EPC-Zahlen und arteriosklerotischen Verdnderungen in Herz-
Transplantaten besteht. Es konnte bei 87 Patienten eine Transplantatvaskulopathie
nachgewiesen werden. Das Auftreten einer Transplantatvaskulopathie war mit erhohten SPC-
Konzentrationen (CD34'/CD140b") korreliert. Ein Zusammenhang mit der EPC-Zellzahl
(CD34"/KDR") konnte nicht festgestellt werden (Schober et al., 2011). Pelliccia et al. (2010)
zeigten eine hohere Zellzahl von CD34"/KDR/CD45 -Zellen bei Patienten mit verglichen mit
Patienten ohne In-Stent-Restenose. Inoue et al. (2007) fanden 3-fach erhéhte CD34"-Zellzahlen
7 Tage nach Bare-Metal-Stent-Implantation und einen um 30% reduzierten CD34+-Spiegel 7
Tage nach Implantation eines Drug-Eluting-Stents. Die Mobilisierung von CD34"-Zellen nach
Stent-Implantation war mit der gesteigerten Vermehrung von SMCs assoziiert (Inoue et al.,

2007).

In der vorliegenden Studie stieg bei den Restenosepatienten die CD34'-Zellzahl nach

Stentimplantation signifikant, wéhrend sie bei Nicht-Restenosepatienten nicht signifikant sank.
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Dabei korrelierte der Stenosegrad stark mit der CD34"-Zellzahl. Je ausgeprigter die Stenose
war, umso hoher war der CD34"-Spiegel. Die CD140b"-Zahl zeigte keine signifikanten
Anderungen nach der Intervention. Sie stieg bei Resteneosepatienten und sank bei Patienten

ohne Restenose. Die CD140b"-Zahl korrelierte auch nicht mit dem Stenosegrad.

Die SPC-Zellzahl stieg bei Patienten mit Restenose nach der Intervention signifikant an,
wihrend sie bei Patienten ohne Restenose im Vergleich zur Zellzahl vor der Intervention leicht
verringert war. Ferner wurde eine positive Korrelation zwischen dem Stenosegrad und der
Anderung der SPC-Zellzahl nach der Stentimplantation gefunden. Diese Resultate geben
Hinweis darauf, dass, dhnlich wie im Mausmodell, die Mobilisierung von SPCs durch die akute
GefiaBlverletzung wéhrend der Stentimplantation zu einer vermehrten Neointimabildung fiihrt
und auf diese Weise zu einer Restenose beitrdgt. In Mausmodellen wurde gezeigt, dass die
zirkulierenden SPCs in die verletzte GefiBBwand rekrutiert werden und dort in SMCs
differenzieren (Schober et al. 2003).

Insgesamt hat sich im Rahmen dieser Arbeit die Doppelfarbung mit CD34/CD140b fiir den
Nachweis von SPCs bewihrt.

4.3 Therapeutische Implikationen

Koronare Stentimplantationen haben zum Ziel eine addquate Durchblutung des Gefdf3es
wiederherzustellen. Eine hdufige Komplikation nach Stentimplantation ist die Restenose, die
eine hohe Mortalitdtsrate mit sich bringt. Trotz zahlreicher Forschungsvorhaben in den letzten
Jahrzehnten ist der Mechanismus der In-Stent-Restenose noch nicht vollstindig verstanden.
Auch verléssliche Biomarker, anhand derer Patienten, die eine Reintervention bendtigen
identifiziert werden konnen, sind noch nicht bekannt. EPCs und SPCs scheinen dabei eine
wichtige Rolle zu spielen. Jedoch ist der Einsatz von EPCs bei der Behandlung von KHK-
Patienten noch nicht ausgereift (Barsotti et al, 2009). Um eine Restenose zu verhindern,
scheinen hohe EPCs positiv zu sein, wihrend sich hohe SPCs negativ auszuwirken scheinen.
Dies mag ein Grund sein, warum die neu auf dem Markt verfiigbaren CD34-Antikorper-Stents

nicht gut funktionieren und keine guten Resultate liefern. Das Institut fiir Qualitdt und
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Diskussion

Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen (IQWiG) kommt nach einer aktuellen Analyse der
verfligbaren Studienlage zu dem Thema zu der Erkenntnis: ,,Der Nutzen oder Schaden einer
Behandlung mit antikorperbeschichteten medikamentenfreisetzenden Stents (AK-DES) im
Vergleich zu nur medikamenten-freisetzenden Stents (DES) bei koronarer Herzerkrankung ist

unklar (Deutsches Arzteblatt, 2015).

4.4 Limitation der Studie

In die vorliegende Studie wurden nicht genug Patienten eingeschlossen, um auszuschlie3en,
dass keine grundlegenden Gruppenunterschiede in den Baseline-Charakteristika vorlagen. Dies
ist besonders im Hinblick darauf wichtig, dass die Zahl zirkulierender EPCs bei Patienten mit
dem Alter und kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Rauchen, erhohtem LDL, Cholesterin,
Diabetes mellitus und Bluthochdruck sinkt. Die einzelnen Risikofaktoren scheinen auch
kumulativ zu wirken. Zudem bedingen die sehr geringen Zellzahlen, um die es bei den

CD34/KDR und CD34/140b geht, ein Quantifizierungsproblem.

Die Oberflichenmarker CD34 und KDR werden auch von ausgereiften Endothelzellen
exprimiert. Da die Identifizierung der EPCs nur anhand dieser Oberflichenmarker erfolgte und
nicht zusitzlich z.B. durch CDI133, ist nicht auszuschlieBen, dass auch ausgereifte
Endothelzellen detektiert wurden, was die Ergebnisse verfalschen haben konnte (Grisar et al.,

2005, Gill et al., 2001).
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Zusammenfassung
5 Zusammenfassung

Arteriosklerosebedingte Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind die Haupttodesursache in der
deutschen Bevolkerung. Die PCTA ist eine anerkannte Strategie, um im Lumen stark reduzierte
Gefdlle wieder ausreichend zu 6ffnen. Trotz groB3er Erfolge kann es zu einem Wiederverschluss
- einer Restenose - des Gefilles kommen. EPCs und SPCs sind in die Reparaturfunktion des
Korpers, in die Angiogenese und in der Neointimabildung eingebunden. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war herauszufinden, ob bestimmte Spiegel dieser Zellen mit einem
erhohten bzw. verminderten Restenoserisiko post Stentimplantation einhergehen. Es wurde
jeweils vor und nach der Intervention Blut abgenommen. 25 Patienten wurden im Nachgang
reangiografiert und die Untersuchungen mittels Durchflusszytometer durchgefiihrt. Es wurde

die Methode der Doppelfarbung CD34/CD140b (SPCs) und CD34/KDR (EPCs) angewandt.

Bei der Auswertung ging es um die Quantifizierung der Anderung der Konzentrationen von
SPCs und EPCs. Es konnte gezeigt werden, dass die SPC-Zellzahl bei Patienten mit Restenose
nach Stentimplantation signifikant anstieg, wéahrend die SPC Anzahl bei Patienten ohne
Restenose leicht sank. Es wurde eine positive Korrelation des Stenosegrades mit der SPC-
Zellzahl gefunden. Die EPC-Zellzahl sank dagegen bei Patienten mit Restenose nach
Stentimplantation signifikant, wihrend sie bei Patienten ohne Restenose nahezu unveréndert
blieb. Es wurde keine Korrelation des Stenosegrades mit der EPC-Zellzahl gefunden. Die
Zellzahl der CD34" Zellen stieg zwar mit geringerem Restlumen des betroffenen Gefdles an,

allerdings sankt die KDR+-Konzentration erheblich.

Es erscheint sinnvoll die Konzentration der SPCs gering zu halten bzw. deren Proliferation zu
verhindern um moglicherweise dem Ziel eines geringeren Restenoseaufkommens néher zu

kommen.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Aquadest. Aqua destillata (destilliertes Wasser)
BD Becton Dickinson
BM Bone marrow (Knochenmark)
BMI Body mass index (Einheit: kg/m?)
BMS Bare metal stents (unbeschichtete Metall-Stents)
BSA Bovine serum albumin (Albumin aus Rinderserum)
Bzw. Beziehungsweise
CAV Coronary artery vasculopathie
___________________________________________________________________ (Koronararterienvaskulopathie)
cCcR.. B-Chemokine receptor
¢co. Cluster of differentiation (System zur Unterscheidung
von Oberflichenmerkmalen auf Zellen)
CXCR a-Chemokine receptor
G Indotricarbocyanin
DES Drug eluting stents (Wirkstoft-freisetzender Stent)
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure
ELAM Endothelium leukocyte adhesion molecule
EPCs Endothelial progenitor cells
FACS Fluorescence activated cell sorting
FITC Fluorescein-Isothiocyanat
FSC Forwardscatter
Gl Gegeniiber
GEP Green fluorescent protein
(griin fluoreszierendes Protein)
GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
HMG-CoA 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
ICAM Inter-Cellular Adhesion Molecule
IE Internationale Einheiten
IeG Immunglobulin G
kDa Kilodalton
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Abkiirzungsverzeichnis

KDR Kinase insert domain receptor
KHK Koronare Herzkrankheit
LacZ Laktose Z Gen
LDL Low density lipoprotein
MCP-1 Monocyte chemotactic protein-1
MLD Minimaler Lumendurchmesser
PBS Phosphate buffered saline
(0,01 M phosphatgepufferte, isotone Kochsalzlosung)
PDGF Platlet-derived growth factor
PE Phycoerythrin
PTCA Percutaneous transluminal coronary angioplasty

(Perkutane transluminale koronare Angioplastie)

QCA Quantitative coronary angiography
(Quantitative Koronarangiographie)

R Referenzdurchmesser

S Scatter

SMCS Smooth muscle cells

SPCS Smooth muscle progenitor cells

SSC Sidescatter

VCAM Vascular cell adhesion molecule

VEGF Vascular endothelial growth factor

VSOMC Vascular smooth muscle cell

YEP Yellow fluorescent protein

(gelb fluoreszierendes Protein)
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