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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Nach Angaben des Statistischen Bundesamtes siddhnme 2006 43,7% der Todesfélle in
Deutschland auf Erkrankungen des Herz-Kreislaute3ys zurtickzufihren. Insgesamt
stellen die chronisch ischdmische Herzkrankheit 97686 der Sterbefélle und der akute
Myokardinfarkt mit 7,3% die beiden haufigsten Tadsachen dar. Als gemeinsame
pathophysiologische Ursache des akuten Myokarditdarsowie der instabilen Angina
pectoris ist die Ruptur der atherosklerotischenqéda anzusehen (GAWAZ 1999;
STRAUER 2001). Die Beseitigung der Arterienokklusimittels Ballondilatation und

Stentimplantation sowie medikamentdser Thrombolgs®ad gangige Therapieansatze
(STRAUER 2001). Da bei diesen Eingriffen eine Satpdicly des GefalRendothels auftritt
und somit die Gefahr einer Restenose besteht, sstdenkbar, ha&matopoetische

Stammzellen einzusetzen, um den Heilungsprozessteustutzen.

Die vorliegende Arbeit soll an zwei verschiedeneerl®zungsmodellen der Maus
Aufschluss Uber die Interaktionen von héamatopoetisc Stammzellen mit dem

GefalRendothel geben. Dariber hinaus soll untersmuetden, ob durch die Verwendung
des bispezifischen Adhasionsmolekiils GPVI-aCD133e eivermehrte Adhasion

hamatopoetischer Stammzellen an geschadigte Geféifdatie erzielt werden kénnte. Um
dieser Fragestellung nachzugehen, wird die Adhasionhamatopoetischen Stammzellen
an GefalRendothel mit Hilfe der intravitalen Fluaeswzmikroskopie optisch dargestellt

und ausgewertet.
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2 SCHRIFTTUM
2.1 Aufbau und Funktion der Blutgefal3e
2.1.1 Wandaufbau von Arterien, Venen und Kapillaren

Das Kreislaufsystem besteht aus Arterien, Arteniplapillaren, Venolen, Venen und dem
Herzen. Seine Aufgaben umfassen den Gas- und N&hrsttausch sowie die Regulation
des Thermohaushaltes und den Transport von untediichen Stoffen, wie Hormonen

und Enzymen.

Arterien verzweigen sich mehrfach, wobei ihr Duresser kontinuierlich abnimmt. lhre
kleinste Einheit, die Arteriolen, miinden nach weiteAufzweigung in die eng vernetzten
Kapillaren, in welchen der Gas- und Stoffwechsdkusch mit dem Gewebe stattfindet.
Die postkapillaren GefaRabschnitte sammeln sictieim Venolen, und diese gehen unter

stetiger GroRenzunahme in kleine, mittelgrof3e un@g Venolen Uber.

Entsprechend den kreislaufdynamischen Anforderungeind die GefalRwande
unterschiedlich aufgebaut. Die Innenwand einer Kaxei besteht aus einem einschichtigen
Endothel. Dem Endothel liegt auRen die Basalmemiaian welche vollstdndig oder
unterbrochen sein kann. AulRerdem liegen den meisagillaren auf3en Perizyten an,
welche teilweise noch von einer Basalmembran etidessen sind. Es gibt je nach
Funktion der Gewebe drei Kapillartypen. Kapillaremt einem zusammenhangenden
Endothel sind der haufigste Typus und kommen ini@ehunge, Muskulatur und Retina
vor. Der Stoffaustausch zwischen Blut und GewebbdsKapillaren dieser Art erschwert.
Weiterhin gibt es Kapillaren mit fenestriertem Etidd, bei denen zwischen
Endothelzellen Licken bestehen. Dieser Kapillartyig bevorzugt in Geweben mit
erhohtem und beschleunigtem Flissigkeitsaustausthurad kommt beispielsweise im
Dunndarm, in der Niere und in endokrinen Organen Bei den sinusoiden Kapillaren,
dem dritten Typus, ist der Austausch zwischen Bhd Gewebe erheblich erleichtert, da
sie ein diskontinuierliches Endothel aufweisen maklreiche intrazellulare Poren besitzen.
Sinusoide Kapillaren finden sich hauptsachlich er deber sowie in hdmatopoetischen
Organen wie Milz und Knochenmark (JUNQUEIRA und OMEARRO 1996; LIEBICH
1999).
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Bei den Arterien unterscheidet man je nach Funktes Gefalies den elastischen (Aa.
elastotypicae) und den muskularen Typ (Aa. myobg)c Sie besitzen jedoch einen
gemeinsamen Grundbauplan, welcher mit drei ineieagésteckten Roéhren vergleichbar
ist. Die Intima (Tunica intima) bildet die innerst&chicht und lasst sich in das
einschichtige Endothel (Lamina endothelialis) mmtarlagerter Basalmembran, das
bindegewebige Subendothel (Stratum subendothelizlé)die Membrana elastica interna
unterteilen. Die Media (Tunica mediajellt die mittlere Schicht dar. Sie besteht aus
mehreren Lagen glatter Muskulatur mit darin eingetten elastischen und kollagenen
Fasern in unterschiedlich hohem Gehalt. Am Ubergamg duReren Schicht liegt die
Membrana elastica externa. Die Adventitia (Tuniggema) steht als duf3ere Schicht mit
dem angrenzenden Gewebe in Verbindung und istiaemeNetzverband fibroelastischer
Fasern des Kollagen-Typs | aufgebaut. Die GefaReawdrden von sympathischen
Nervenfasern innerviert. Die Erndhrung erfolgt iar dAdventitia sowie den &uf3eren
Schichten der Media Uber Vasa vasorum. Die Intimé die inneren Schichten der Media

sind hingegen gefalRlos und werden tUber Diffusiendmm zirkulierenden Blut ernahrt.

Zu den Arterien vom elastischen Typ gehoren die téAound ihre Hauptéste.
Charakteristisch fur diese Gefale ist ein breitest$n subendotheliale, dessen kollagene
Bindegewebsfasern mit den elastischen Fasern deliaMia Verbindung stehen. Die
elastischen Fasern der Media nehmen mit den gldfteskelzellen Verbindung auf,
wodurch ein elastisch-muskulares System entstelbseDherznahen Gefal3e wandeln die
pulsatorisch ausgestof3ene Blutmenge in eine kaatlmne Strémung um, was auch als
Windkesselfunktion bezeichnet wird. Die Arteriennvomuskularen Typ weisen den
typischen dreischichtigen Wandaufbau auf und ze&iohsich durch einen hohen Gehalt an
glatten Muskelzellen in der Media aus. Diese Musktakht dient dazu, den intravasalen
Druck zu erhalten und die Pulswelle im arteriellelochdrucksystem zu regulieren
(LIEBICH 1999).

Die Venen haben ebenfalls einen dreischichtigen d&afibau, jedoch ist die Schichtung
weniger deutlich. Das Stratum subendotheliale ¢etvach ausgepragt und an Stelle der
Membrana elastica interna ist ein diinnes Netzistdsr Fasern ausgebildet. Die Media
besteht Uberwiegend aus kollagenen und elastis€lasern, wobei der Anteil glatter

Muskelzellen gering ist. Durch die rAumliche Anandg fibro-muskuléarer Elemente erhalt
die Venenwand ihre Fahigkeit zur flexiblen Dehnubjese Dehnungsfahigkeit ist das
vorherrschende Merkmal der Venenwand (JUNQUEIRA uGARNEIRO 1996;
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LIEBICH 1999). Kleine und mittelgrol3e Venen weiséenenklappen auf, die sich in das
GefalRlumen vorwolben und den vendsen Blutflussiamteang Herz lenken. 1Abbildung

1 ist der Aufbau der GefalBwand von Arterie, Vene Kagillare dargestellt.

inkirma ! media

Arterie Yene
Tunica Tunica Tunica Tunica Tunica Tunica
e - Erndhrende | inkima i media ™ externa’|
| | |

1 exkerna
| | Gefélke und |
MNerven

1
1
1
1 I
1 ) 1 I I
1 1 a
1 1 :

Taschenklappen

Enu:lu:uth;,j

Endul.:lf-.el-] . B

Basalmembran Eindegewehe mit Basalmembran
Membrana elastica kollagenen Fasern Glakte Muskulatur
interna (elastisches Membrana elastica externa und elastische Fasern

Bindegewebe)

{elastisches Bindegewebe) Bindegewebe mit
Glatke Muskulatur

kollagenen Fasern

Kapillare )
i .
Endothel _._ ’ ,:;'-ﬁ"'- W.H _|_ Basalmembran
L W, ;

Abbildung 1: Aufbau einer Arterie, einer Vene und einer Kapélar
(http://images.encarta.msn.com/xrefmedia/dencmegtslillus/ilt/ T978430A.gif).

2.1.2 Funktion des GefalRendothels

Das einschichtige Endothel kleidet die Gefallwarsl und trennt den Blutstrom von den
thrombogenen Strukturen des Subendothels (VANH. t990). Zu den Funktionen des
Endothels gehort die Regulation des Gefalstonusdinigtabolismus und Angiogenese.
AulRerdem sind Endothelzellen an inflammatorischezéssen beteiligt, kontrollieren die
Thrombozytenaktivierung und Thrombusformation urekibflussen die Adh&sion und
Transmigration von Leukozyten (DZAU et al. 1993;BBONS und DZAU 1994;
CELERMAYER 1997).

Im physiologischen, antithrombotischen Zustand weldrt das Endothel die Adh&sion
und Aktivierung von Thrombozyten und Leukozyterrdirt die Vasodilatation und wirkt
Fibrinablagerungen und Thrombinbildung entgegeriolgee inflammatorischer oder
physikalischer Reize nimmt das Endothel einen pootibotischen Zustand an. Auler

einer vermehrten Leukozytenaktivierung und Vasokdai®on werden Hamostase und
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Thrombusbildung erleichtert. Zusatzlich wird dieoleration glatter Muskelzellen im
Bereich der Media gefordert (BECKER et al. 2000).

Das Endothel sezerniert eine Reihe von antithrombeg Faktoren sowie vasoaktive
Substanzen (CELERMAYER 1997; GAWAZ 1999). Vasoditaten wie Prostazyklin
(PGL) und Stickstoffmonoxid (NO) regulieren Uber einecldation der glatten
Muskelzellen den Gefal3tonus (LIAO 1998; GAWAZ 199®GL und NO stellen
aulBerdem Hemmstoffe der Thrombozyten dar und wirleemer UberschielRenden
intravasalen Thrombozytenaktivierung entgegen. \Adtie Thrombozyten hingegen
setzen vasokonstriktorische Substanzen wie die iAdakleotide Adenosindiphosphat
(ADP) und Adenosintriphosphat (ATP), Serotonin umbromboxan A frei, die in
Endothelzellen die Synthese von zyklischem Guamesiophosphat (cGMP) stimulieren.
Ein erhdhter cGMP-Spiegel hat die vermehrte Bildwog NO zur Folge und fihrt in
einem Feedback-Mechanismus zu Vasodilatation umdriihozyteninhibierung (VANE et
al. 1990; LIAO 1998; GAWAZ 1999).

2.1.3 Endothelverletzung

Durch eine Verletzung des Gefallendothels werdarktBten der extrazellularen Matrix
freigelegt. Diese subendothelialen Strukturen, eneth Proteoglykane, von-Willebrand-
Faktor (VWF), Kollagen und Laminin gehéren, induere den Prozess der Hamostase
(RUGGERI 2002). Die Adhasion der Thrombozyten a& exponierte Matrix wird als
initialer Schritt der Thrombusformation angeseh@ktiviertes Endothel exprimiert P-
Selektin, welches mit dem Glykoprotein PSGL-1 (Festn glycoprotein ligand-1) der
Thrombozyten interagiert und das erste Anheftermiutgglt (GAWAZ et al. 2005b).
Thrombozyten adharieren Uber den membranéaren Aatgisizeptor Glykoprotein Ib/IX/V
an VWF und Uber Glykoprotein VI an Kollagen (NIESWBT et al. 2001a; RUGGERI
2002; MASSBERG et al. 2003a; NIESWANDT und WATSONO03). Eine feste
Adhasion des Thrombozyten am Endothel wird allegslirerst Uber diggs-Integrine
vermittelt (GAWAZ et al. 1997). Auf die Adhasion rd&hrombozyten folgt ihre
Aktivierung und im weiteren Verlauf die Thrombozayéggregation. Auf diese Vorgange

wird in Kapitel 2.3. nédher eingegangen.
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2.2 Ischdmie und Reperfusion

221 Mechanismen wahrend der Ischamie

Unter Ischamie versteht man eine verminderte atterDurchblutung eines Organs oder
Gewebes infolge unzureichender (relative Ischaraggr fehlender (absolute Ischamie)
Blutzufuhr (ROESSNER et al. 2001a). Ischamie kamchaals Ungleichgewicht zwischen
Sauerstoff- bzw. Substratangebot und -bedarf dafimierden. Wenn die Unterversorgung
des Gewebes zu lange anhalt, kommt es zu einenerbest der Zellen durch Apoptose
und Nekrose (REIMER und JENNINGS 1992; HEARSE e1883).

Da weder Sauerstoff noch Nahrstoffe zu den Zellerelarggen und
Stoffwechselendprodukte nicht mehr abtransportiestden, entstehen funktionelle und
strukturelle Veranderungen dieser Zellen. DurchMiiederversorgung mit Sauerstoff wird
der Stoffwechsel von aerober auf anaerobe Glykolysgestellt. Im Rahmen dieser
anaeroben Stoffwechsellage kommt es zu einer Aohguivon Laktat, Protonen und
anorganischem Phosphat und somit zu einer Zellagi@ENNINGS et al. 1981; REIMER
und JENNINGS 1992). Es entwickelt sich ein gestrMembranpotential, da die
zellularen lonenpumpen nicht mehr in der Lage sulid, Homdostase der Elektrolyte
aufrecht zu erhalten. Die intrazellulare Ansammluagn Kalziumionen hat die
Aktivierung endogener Phospholipasen zur Folge didePlasmamembran schéadigen. Es
kommt zu einem Membranédem und im weiteren Verlauf einer Zellschwellung
(NAYLER und ELZ 1986; FORMAN et al. 1990). Die Plpbsitverbindungen ATP, ADP
und Kreatininphosphat, die den Zellen als Energmmeen dienen, sind in wenigen
Minuten verbraucht (JENNINGS et al. 1981).

FUr den Reperfusionsschaden ist auch der VerlustSahutzmechanismen gegen freie
Radikale von Bedeutung. Dazu gehéren die Enzyme eSypldismutase, die
Gluthationperoxidase und die Katalase, sowie enumgentioxidantien wie Vitamin E,
Ascorbinsdure und Cysteine (FERRARI et al. 1985).

2.2.2 Reperfusionsschaden

Im Rahmen der Reperfusion wird der durch einen @eaféschluss ischamische Bezirk
wieder mit sauerstoffreichem Blut versorgt. Durdbk Reperfusion entsteht jedoch eine

zusatzliche Schadigung der Zellen, daher auch degriB8 ,Reperfusionsschaden*

6
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(NAYLER und ELZ 1986). Diese Bezeichnung beinhattet zahlreichen zellularen und
biochemischen Mechanismen, die infolge einer vaggaggenen Ischamie stattfinden
(NAYLER und ELZ 1986; MAXWELL und LIP 1997). Maxwelind Lip beschreiben die
Schwierigkeit, abzugrenzen, ob die durch eine Istbphase geschadigten Zellen erst
infolge der Reperfusion zugrunde gehen, oder obSdigadigungen durch die Ischamie
bereits so weit fortgeschritten sind, dass sie lddie einsetzende Reperfusion nicht mehr
kompensiert werden kénnen (MAXWELL und LIP 1997).

Im Wesentlichen werden fiir den Reperfusionsschadess Mechanismen verantwortlich
gemacht: zum einen ein vermehrter Einstrom von ikaizin die Zelle und zum anderen
die Bildung von Sauerstoffradikalen, die von derlefenicht abgebaut werden kdnnen
(MAXWELL und LIP 1997). Im Rahmen eines IschamiepBdusionsgeschehens im
Darm, wie es in den nachfolgenden Versuchen veshtswird, kommt es zu einer
endothelialen Dysfunktion mit erhéhter Permealiilitde aus der Mucosaschadigung
resultiert, und einer Einwanderung von neutrophi&anulozyten. Histologisch ist eine

Ablésung der Mucosa sowie eine Ulzeration der \éitkennbar (CHEN et al. 2004).

Aus der erneuten Zufuhr von Sauerstoff und zelkwiaKomponenten im Rahmen der
Reperfusion resultiert eine weitere Verletzung Badothels in der Mikrozirkulation, die

mit einer Verlegung des Kapillarlumens durch nepitite Granulozyten einhergeht
(FORMAN et al. 1990). Dies verursacht eine kontmiche Verminderung der

Durchblutung in Bereichen potentiell tiberlebengiahizellen und wird als ,no-reflow" -

Phanomen beschrieben (KLONER et al. 1974).

2.2.3 Die Rolle der Thrombozyten wéhrend Isch&dmie und Regrfusion

Auch aktivierte Thrombozyten tragen erheblich zusp&fusionsschaden bei, indem sie
chemotaktisch Reaktionen von Leukozyten und Gefddeel vermitteln (GAWAZ et al.
2004). Im Rahmen der Ischamie-Reperfusionsvorgéaregden die Interaktionen zwischen
Thrombozyten und Endothelzellen Gber den endotkeliR-Selektin Rezeptor vermittelt,
wohingegen das thrombozytare P-Selektin die Intemakvon Thrombozyten und
Leukozyten unterstitzt (LEFER et al. 1998; MASSBERGal. 1998; KOGAKI et al.
1999).
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Aus den dichten Granula der Thrombozyten wird umtederem Serotonin freigesetzt,
woraufhin Leukozyten, Monozyten und Lymphozyten den Entzindungsprozess
miteinbezogen werden (GAWAZ et al. 2004).

Thrombozyten tragen, wie irAbbildung 2 dargestellt, auf vielfaltige Weise zum
Ischamiegeschehen bei. Ein Thrombus stellt bempaise einen mechanischen
Verschluss im Bereich einer Plaqueruptur dar. Wiaitekann der Thrombus nach distal
embolisieren. Diese Mikroembolisation fihrt zu emgerminderten regionalen Blutfluss
distal der Stenose und somit zu voriuibergehendbésie (LANGER und GAWAZ 2006).

Abbildung 2: Einfluss der Thrombozyten auf die Ischdmie (nactiNGER und GAWAZ
2006).

2.3 Die Rolle der Thrombozyten in Hamostase und Atherognese

23.1 Morphologie der Thrombozyten

Thrombozyten werden im Knochenmark aus Megakargoeyebildet und stellen die
kleinsten korpuskuldren Bestandteile des zirkutidem Blutes dar. Sie weisen keinen
Zellkern auf. Ihre durchschnittliche Lebensdaudrdug sieben bis zehn Tage. Der Abbau
der Thrombozyten erfolgt im retikuloendothelialeys®m der Leber und Milz (GAWAZ
1999; GEORGE 2000). Thrombozyten weisen im nichivegdtten Zustand eine diskoide

Form auf. Nach Aktivierung durch Adhasion oder ikki®# Agonisten wie ADP oder
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Thrombin kommt es zu einer Formverdnderung mit @&sgpodienbildung. Die

Pseudopodien stellen Ausstllpungen der Plasmamandana wodurch eine vergroRRerte
Oberflache entsteht (GAWAZ 1999)Abbildung 3 zeigt ruhende und aktivierte
Thrombozyten in einer elektronenmikroskopischennahime.

Abbildung 3: Ruhende (links) und aktivierte (rechts) Thromboayi{@ach GAWAZ
1999).

Die Ultrastruktur eines Thrombozyten kann in vieorphologische Bereiche unterteilt
werden (GAWAZ 1999):

* Periphere Zone
e Strukturelle Zone
* Zone der Organellen

*  Membransystem

Die periphere Zone besteht aus einer Zytoplasmamamind der Glykokalix, die aus
verschiedenen Glykoproteinen, Proteinen und Mulkggamichariden aufgebaut ist. Die
thrombozytdre Plasmamembran weist zahlreiche iietegrProteine auf, die Rezeptoren
fur Adhasionsproteine oder fur l6sliche Agonisteae wWDP und Thrombin darstellen.

Die strukturelle Zone setzt sich aus Mikrotubuldwanderen Strukturproteinen zusammen,
welche die diskoide Form des ruhenden Thrombozwdmlten, aber auch an der
Formverédnderung des aktivierten Thrombozyten bgteind. Das Zytoskelett wird von
den Strukturproteinen gebildet und besteht hauplisficaus Aktin.
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Die Zone der Organellen ist im Zytoplasma lokafisiend besteht aus Mitochondrien,
Glykogenspeicher und Speichergranula. Die Granulad scharakteristisch fur
Thrombozyten, und ihre Inhaltsstoffe spielen eineichtige Rolle fir die

Thrombozytenfunktion (GAWAZ et al. 2004). Es gibtred Untergruppen von

Speichergranula:

« Dichte Granula (dense bodies): ADP, ATP?Qand Serotonin

* o-Granula: Enzyme, Wachstumsfaktoren, adhasive irmt&oagulationsfaktoren

und zytokinahnliche Proteine

* Lysosomen: hydrolytische Enzyme (wie Elastase uolteijenase)

Den vierten Bereich der Thrombozytenstruktur stils Membransystem dar, welches aus
einem offenen kanalikularen und einem dichten tugd System besteht. Das offene
kanalikulare System ist durch seine bis ins Thrazgteninnere reichenden Kanale
gekennzeichnet, die mit der Plasmamembran verbusiddnDas tubuldare System ist einer
der Hauptspeicherorte fur freie Kalziumionen, dignee wichtige Rolle im
Thrombozytenmetabolismus und der Aktivierung spiel#/ird der Schwellenwert der
zytoplasmatischen freien Kalziumkonzentration Ublergten, tritt die Formverédnderung
mit Pseudopodienbildung sowie die Degranulation@AWAZ 1999; GEORGE 2000).

2.3.2 Priméare und sekundére Hamostase

Die Hamostase erfordert ein enges Zusammenspiaichemn Gefaliwand, Thrombozyten
und plasmatischen Gerinnungsfaktoren (GAWAZ 1988hildung 4 gibt einen Uberblick

Uber die Stadien der Hamostase.
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Abbildung 4: Uberblick tiber die Stadien der Hamostase (nach GAW299).

* Primare Hamostase: GefalRwandverletzung, die voanilozyten abgedeckt wird,
Thrombozytenadhésion, -aktivierung und -aggregationt Bildung eines

plattchenreichen, primaren Thrombus, der noch lfrsii

* Sekundare Hamostase: Aktivierung der GerinnungsideskFestigung des initial

gebildeten Thrombus durch Fibrinbildung

* Fibrinolyse: Hamolytischer Thrombus teils wiedegabaut, Heilungsphase

2.3.2.1  Primare Hamostase mit Thrombozytenadhasion und -agggation

Im Rahmen der primaren Hamostase kommt es nach skathaind Aggregation von
Thrombozyten zur Bildung eines plattchenreichenofiibus. Dieser initial gebildete
primare Thrombus dient der Blutstillung, ist jedaudch relativ instabil. Nach Aktivierung
der Gerinnungskaskade kommt es zur Bildung vonirkilwelches zur Festigung des
Thrombus beitragt. Es entsteht ein stabiler, filwicher sekundarer Thrombus, der die

GefalRwandverletzung abdichtet und den Heilungspeoemleitet (GAWAZ 1999).
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Nachfolgend wird die Thrombozytenadhasion und -@gation ndher beschrieben. Der
erste Schritt der primaren Hamostase wird als penfdhasion bezeichnet und umfasst
die Adhéasion von noch ruhenden Thrombozyten an \didetzte GefalRwand. Als

sekundare Adhasion wird die Anlagerung schon aktigi Thrombozyten an

subendotheliale Strukturen bezeichnet (GAWAZ 19%Xyukturen der extrazellularen

Matrix wie Kollagen, elastische Fibrillen und vWFermden durch Gefal3verletzungen
freigelegt und dienen als Triggerfaktoren fur diedmbozytenaktivierung (GAWAZ et al.

2005a).

Der erste Kontakt zirkulierender Thrombozyten matr dsefal3wandlasion (,tethering®)
wird Uber die Interaktion des thrombozytaren RezeptGlykoprotein Ib-V-IX mit
kollagengebundenem vWF vermittelt (SAVAGE et al989 GAWAZ 1999). Neueren
Untersuchungen zufolge spielt auch der thromboeytdollagenrezeptor GPVI eine
entscheidende Rolle bei der frihen Bindung (MASSBER al. 2003a), indem er direkt
die Adhasion an subendotheliales Kollagen und dietivlerung weiterer
Adhasionsrezeptoren wie GPllb-llla ungB; vermittelt. Diese beiden Integrinrezeptoren
sind wiederum fur die feste Adhasion von Thromberytedeutend (GAWAZ et al. 1991).

Eine Stabilisierung der Thrombozytenadhasion etfaldper Integrinrezeptoren wie
Kollagen-, Laminin- und Fibronektinrezeptor (s. lauKapitel 2.4.1.) und fuhrt zur
weiteren Aktivierung der Thrombozyten. Es kommt Eormveranderung der adhéarenten
Thrombozyten mit Ausbildung von Pseudopodien, dreere effektiven Verschluss der
GefalRlasion bewirken (GAWAZ 1999; LANGER und GAWARN06). Weitere Agonisten
wie Thrombin und ADP sind ebenfalls an der Thronyeazaktivierung beteiligt
(STEINHUBL und MOLITERNO 2005). Auf3erdem werden wetid der Adhasion
Inhaltsstoffe aus den Granula der Thrombozytengésetzt, die sowohl autokrin den
Aktivierungsvorgang verstarken, als auch auf panakn Weg Thrombozyten rekrutieren.
Zu diesen Mediatoren gehoéren proinflammatorische prokoagulatorische Faktoren wie
zum Beispiel die Zytokine Interleukil3Blund CD40-Ligand, au3erdem Plattchenfaktor 4
und verschiedene Wachstumsfaktoren wie PDGF (GAWA&R9; MASSBERG et al.
2002).

Als Aggregation bezeichnet man die Anlagerung vbnombozyten an bereits adharente
Thrombozyten (BORN und CROSS 1963) oder den VorgdrgKoadhasion zwischen
zwei Thrombozyten (GAWAZ 1999). Mit der Freisetzungn Granulainhaltsstoffen

gelangen prokoagulatorische Substanzen in die Unmgedes adharenten Thrombozyten,
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die weitere Thrombozyten aktivieren. Fur die Thromydenaggregation sind Scherkraft,
Kalzium (C&") und Fibrinogen entscheidend. Sowohl im Plasma alsh in den
thrombozytdren Granula ist ausreichend Kalzium &itatinogen vorhanden (GAWAZ
1999). Eine zentrale Bedeutung bei der Aggregatimmmt dem Glykoprotein-Iib-llla-
Komplex auf der Thrombozytenoberflache zu (GAWARA9MASSBERG et al. 2002).
Fibrinogen kann in einer kalziumabhangigen Reakéinrden GPIIb-Illa-Komplex binden
und Uber Fibrinogenbricken mit anderen Thrombozwgggregieren (PHILLIPS et al.
1988). Diese Phase ist reversibel und wird als @mmAggregation bezeichnet. Im
weiteren Verlauf kommt es zur Degranulation derohfibozyten und es erfolgt die
irreversible Stabilisierung der Fibrinogenbindung den GPIIb-Illa-Komplex (GAWAZ
1999; STEINHUBL und MOLITERNO 2005).

2.3.2.2 Sekundare Hamostase

Nach der Bildung eines thrombozytenreichen weil3dmwofibus in der primaren

Hamostase, kommt es im Rahmen der sekundéren Ha#geogur Stabilisierung des
Thrombus. Die GefaRwandverletzung sowie der Kontaki Thrombozyten mit dem

Subendothel aktivieren die Gerinnungskaskade. AmleEder Gerinnungskaskade erfolgt
aus der Vorstufe Fibrinogen die Bildung von Fibnivelches zur Festigung des fragilen
Thrombozytenaggregates fuhrt (FALK 1991; GAWAZ 1299

2.4 Die Glykoproteinrezeptoren der Thrombozytenmembran

Um die Interaktionen der Thrombozyten mit dem Ehdbht mit der subendothelialen
Matrix, mit plasmatischen Gerinnungsfaktoren, Letken oder Thrombozyten zu
vermitteln, sind spezifische Adhé&sionsrezeptoretwandig. Diese membranstandigen

Glykoproteinrezeptoren werden anhand ihrer Molekiiksur in vier Gruppen eingeteilt:

* Integrine,
* leuzinreiche Glykoproteine,
» Selektine und

* Rezeptoren vom Immunglobulintyp.

13
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Diese vier Gruppen werden im Folgenden naher eftBu(GAWAZ 1999). Die
nachfolgend@abelle 1 gibt einen Uberblick tiber ausgewéhite Rezeptoren.

Klassifizierung Elektrophoretische | CD Liganden
Einteilung Nomenklatur

Integrine

aP1 GPla-lla CD49b Kollagen

asP1 GPlIc-lla CD49c Fibronektin

allbfs GPllb-llla CD41-CD61 Fibrinogen,
Fibronektin, vWF,
Vitronektin

a3 GPuav-llla CD51-CD61 Fibrinogen,
Fibronektin,
Vitronektin

Leuzinreiche

Glykoproteine

- GPIb-V-IX CD42a-b-c VWF

- GPIV CD36 Kollagen,
Thrombospondin

Selektine

- P-Selektin CD62P PSGL-1

Adhasionsrezeptoren

vom

Immunglobulintyp

- GPVI p62 Kollagen

- ICAM-2 CD102 LFA-1

- PCAM-1 CD31 ?

Tabelle 1: Ausgewéhlte Membranglykoproteine auf der Thromlb@zmnembran
(verandert nach GAWAZ 1999).

2.4.1 Integrine

Integrine sind Adhasionsrezeptoren, die auf nahelfan Zellen vorkommen. Sie
verbinden Strukturen des Zytoskeletts mit der eltalaren Matrix. Integrine sind neben
Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen von @&sm auch an der
Thrombozytenadhasion und —aggregation beteiligt.vi@&isen eine heterodimere Struktur
auf, wobei diea-Untereinheit die Spezifitat determiniert und dieUntereinheit der
strukturellen Unterscheidung dient (GAWAZ 1999; NEMIN 2006).
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Auf Thrombozyten sind bisher funf verschiedene dnteezeptoren identifiziert, von
denen drei der Bi-Klasse zugeordnet werdenuoyB; (Kollagenrezeptor), ospa
(Fibronektinrezeptor)pep: (Lamininrezeptor) und zwei dd¥s-Klasse angehoérenyps
(Fibrinogenrezeptor) und,f3 (Vitronektinrezeptor) (GAWAZ 1999; NEWMAN 2006).

Der Glykoproteinrezeptor llb-llla (IntegriapPs) ist der am haufigsten vorkommende
Membranrezeptor der Thrombozyten (PHILLIPS et &@88). Er ist spezifisch fur
Thrombozyten und Megakaryozyten. Seine zentraletiam besteht in der Bindung von
|6slichem Fibrinogen, wobei die Bildung von Fibrgembriicken zwischen den
Thrombozyten die Voraussetzung fur die Aggregatiarstellt. Durch die Aktivierung der
Thrombozyten kommt es zu einer Konformitatsénderdeg GPIlb-llla-Komplexes von
einem niedrig affinen in einen hoch affinen Funk&ipustand, der die Bindung von
l6slichem Fibrinogen ermdglicht. Daher wird dieBazeptor auch als Fibrinogenrezeptor
bezeichnet (PHILLIPS et al. 1988; GAWAZ 1999).

Durch die Bindung von Thrombozytenagonisten, wierohtbin und ADP, an ihre

thrombozytdren Membranrezeptoren wird Uber inttalgeke Signalwege eine

Konformitatsanderung der Integrinrezeptoren undisdme Aktivierung erreicht. Dieser

Prozess wird ,inside-out signaling® genannt. Die nding von Liganden an

Integrinrezeptoren fihrt ebenfalls zu einer Konf@tsanderung mit anschlielRender
Aktivierung intrazellularer Signalvorgdnge. Man nendiesen Mechanismus auch
woutside-in signaling (PHILLIPS et al. 1988; GAWAI®99; MASSBERG et al. 2002).

2.4.2 Leuzinreiche Glykoproteine

Eine weitere Gruppe thrombozytarer Adhasionsrezeptostellen die leuzinreichen
Glykoproteine dar, die durch ihren hohen Gehalt der Aminosaure Leuzin
gekennzeichnet sind. Dazu gehoren der GlykoprdteM-IX-Komplex und das
Glykoprotein IV (GAWAZ 1999).

Im Rahmen der primaren Hamostase spielt der Glykepr-1b-V-IX—Komplex, der den
Adhasionsrezeptor fiir VWF darstellt, eine wichtiRyelle. Uber die Interaktion des GPlb-
V-IX mit in Kollagenfibrillen immobilisiertem vWF wd der initiale Kontakt der
Thrombozyten mit der Gefal3wandlasion hergesteli. libch affine Bindung von vWF
mit GPIb-V-IX ermdglicht die Adhésion der Thromboey an die Gefallwand in
Bereichen mit hoher Scherkraft, wie sie im artéiel Stromungsgebiet auftreten
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(SAVAGE et al. 1996; STEINHUBL und MOLITERNO 2003)iese Bindung ist jedoch

instabil und bewirkt das Rollen der Thrombozyten Bnalothel. Uber diesen intensiveren
Kontakt mit dem Kollagen wird die Adhasion Uber tge2 Kollagenrezeptoren wie
IntegrinayBi und GPVI erméglicht (JACKSON et al. 2001; RUGGERD3).

Der Glykoproteinrezeptor IV bindet an Kollagen Typer spielt jedoch keine grof3e Rolle
bei der Thrombozytenaktivierung (MOROI und JUNG 798IXMA et al. 1997).

2.4.3 Selektine

Selektine sind vaskulare Adhasionsrezeptoren, elierbtypische Interaktionen von Zellen
vermitteln. Ihre Molekulstruktur ist durch eine eadellulare Lektindomane mit einer
benachbarten ,epidermal growth factor-like“-Domdayekennzeichnet. P-Selektin kommt
auf Thrombozyten sowie auf Endothelzellen vor. Efindet sich in deru-Granula der
Thrombozyten und den Weibel-Palade-Kdrperchen dawlothelzellen und wird erst bei
Aktivierung auf der Zelloberflache exprimiert. Awktivierten Endothelzellen kommt
aul3erdem E—Selektin vor, das die Granulozytenaoihdsrmittelt. Leukozyten besitzen
das L-Selektin, welches an der Adhasion von Leut@rzyn Endothelzellen beteiligt ist
(TEDDER et al. 1995; GAWAZ 1999).

244 Adhasionsrezeptoren vom Immunglobulintyp

Zu diesem Rezeptortyp gehoren das ,platelet-entlatheell adhesion molecule-1*
(PECAM-1) und das ,intercellular adhesion molec2tedCAM-2), deren Bedeutung flr
die Thrombozytenfunktion noch weitgehend unklarustd daher hier nicht weiter auf

diese eingegangen wird.

Einen weiteren Vertreter der Adhasionsrezeptorem vionmunglobulintyp stellt das
Glykoprotein VI (GPVI) dar (CLEMETSON et al. 1999ANDROT-PERRUS et al.
2000). Da dieser Rezeptor in der vorliegenden Arbmie zentrale Rolle spielt, wird im

weiteren Verlauf ndher auf dessen Bedeutung eimgega

Glykoprotein VI ist ein Thrombozytenoberflachenneie fur Kollagen (Typ I, 11 und III)
und spielt eine entscheidende Rolle in der kollaghizierten Thrombozytenaktivierung
und —aggregation (WATSON und GIBBINS 1998; NIESWANDnd WATSON 2003;
MOROI und JUNG 2004). Neben Kollagen stellt Fibrkine einen weiteren
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Bindungspartner fir GPVI dar (BULTMANN et al. sulited). Erstmals wurde GPVI
1982 durch Clemetson et al. mittels Gel-Elektropieridentifiziert (CLEMETSON et al.
1982). Megakaryozyten und Thrombozyten sind diezigen Zellen, in denen eine
signifikante Menge an fur GPVI kodierender RNA ngewiesen wurde (JANDROT-
PERRUS et al. 2000).

Eine Studie an einem Patienten mit einer autoimradimgten Thrombozytopenie,
verursacht durch ein fehlendes 65-kDa-Protein bdagesunden Menschen vorhanden ist,
lieferte den ersten Hinweis darauf, dass diesesteidfro(GPVI) ein wichtiger
Kollagenrezeptor ist (SUGIYAMA et al. 1987). Patiem mit GPVI-Mangel weisen eine
geringgradig verzogerte Blutungszeit auf, die jédodcht als Gerinnungsstérung zu
bezeichnen ist (SUGIYAMA et al. 1987; MOROI et K989).

Eine Thrombozytenaktivierung Uber GPVI kann duran@ilxin, das Gift der tropischen
Klapperschlange Crotalus durissus terrificus, sosiech einige weitere Schlangengifte
ausgelost werden, die als spezifische AgonisteiiiY1 dienen (JANDROT-PERRUS et
al. 1997; POLGAR et al. 1997, ZHENG et al. 2001).

2.4.4.1  Struktur des Glykoproteinrezeptors GPVI

GPVI ist ein thrombozytarer Kollagenrezeptor (NIEAMDT et al. 2001a), dessen
Struktur von Clemetson et al. mittels cDNA-Kloniegu identifiziert wurde. Sein
Molekulargewicht betréagt circa 60 kDa (CLEMETSONa¢t 1999; JANDROT-PERRUS
et al. 2000).

Des Weiteren weist GPVI eine dimere Struktur aufursl et al. konnten zeigen, dass
ausschliel3lich die dimere und nicht die monomeramFdes GPVI eine hohe Affinitat
gegenuber fibrillarem Kollagen aufweist und GPVInso in dimerer Form auf der
Thrombozytenoberflache vorliegt (MIURA et al. 200@PV1 ist nicht-kovalent an die Fc-
Rezeptory-Kette an der Thrombozytenoberflache gebunden (®NEBet al. 1997;
NIESWANDT et al. 2001a). Demnach sind zwei GPVI-Blalle mit einer FciRKette
verbunden (CLEMETSON et al. 1999).

GPVI bildet Gber lonenbindung zwischen der Aminesdrginin am GPVI-Molekul und
der Aminoséaure Aspartat der FeRette im Bereich der transmembranaren Domane einen
Komplex mit der FcR-Kette (CLEMETSON et al. 1999; MIURA et al. 200@ghlreiche
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Studien belegen, dass die Bindung von GPVI an Igella eine Aktivierung von
Thrombozyten (ber Tyrosinphosphorylierung der {&Rtte induziert, was darauf
hindeutet, dass GPVI eine Schlusselrolle in der lagehinduzierten
Thrombozytenaktivierung einnimmt (GIBBINS et al. 9 WATSON et al. 2000;
MIURA et al. 2002). InAbbildung 5 ist der Komplex aus Glykoprotein VI und der FeR
Kette graphisch dargestellt.

FeR -chain

Abbildung 5: Aufbau des Glykoprotein VI-FcRchain-Komplexes (nach MOROI und
JUNG 2004).

2.4.4.2  Signalubermittlung und Funktion des GPVI

Bei humanen und murinen Thrombozyten bildet GPVIdar Thrombozytenmembran
einen Komplex mit der FcRKette, der eine wesentliche Funktion in der
Signalubermittlung besitzt (GIBBINS et al. 1997; EMETSON et al. 1999;
NIESWANDT et al. 2000; ZHENG et al. 2001). Der kKagkenrezeptor GPVI induziert die
Thrombozytenaktivierung durch einen ahnlichen tyrkisase-abhangigen Mechanismus,
wie er auch bei Immunorezeptoren auftritt (WATSOM GIBBINS 1998).
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Die verschiedenen Kollagene sind wichtige Thrombezgktivatoren der Gefallwand
(BAUMGARTNER 1977). Indem GPVI an Kollagen der Ggfgand bindet, wird die
Zusammenlagerung der FgRette ausgeldst. Es folgt die Phosphorylierung IdéxM-
Doméne (immunoreceptor tyrosine-based activatiotifjreon zytoplasmatischen Ende der
FcRy-Kette, wobei verschiedene Tyrosinkinasen wie die-l8nase beteiligt sind
(GIBBINS et al. 1996). Dieser Prozess fuhrt zur iktrung der Tyrosinkinase Syk. In
einem weiteren Schritt wird die Phospholipase CQRR) phosphoryliert und aktiviert
(GIBBINS et al. 1996; CLEMETSON et al. 1999; PASQUEt al. 1999, NEWMAN
2006). Die aktivierte PLCy2 spielt eine entscheidende Rolle im Rahmen der
Thrombozytenaktivierung, welche letztendlich zueisetzung von Granula sowie zur
Thrombozytenaggregation fuhrt (WATSON und GIBBINSD®).

GPVI-defiziente Thrombozyten zeigen eine vermineléxtllageninduzierte Adhasion und
Aggregationin vitro und in vivo (SUGIYAMA et al. 1987; MOROI et al. 1989). Die
kollageninduzierte Thrombozytenaktivierung kann I6&VI-negativen Thrombozyten
weder bei Mausen noch bei Menschen ausgeltst weidEESWANDT et al. 2001a;
GOTO et al. 2002). Masshberg et al. konnten =zeigelass fiur die erste
Thrombozytenbindung (platelet tethering) die GP\dHKgen-Interaktion entscheidend ist
und somit die Adhasion und Aggregation von Thronybez an geschadigtes Endothel
ermoglicht (MASSBERG et al. 2003a). Des Weiteremrke bei Mausen in einem
Verletzungsmodell der Arteria carotis gezeigt werdtass durch eine Hemmung oder das
Fehlen von GPVI die Adhasion von Thrombozyten ass @&mdothel beinahe vollig
aufgehoben  ist. Diese  Vorgdnge wurden sowohl  muittelintravitaler
Fluoreszenzmikroskopie als auch elektronenmikroskbpdargestellt (MASSBERG et al.
2003a; MASSBERG et al. 2003b).

AulRerdem vermittelt GPVI die Aktivierung verschiede Adhasionsrezeptoren, wie
Integrin apbs undayP; (GIBBINS et al. 1997; NIESWANDT und WATSON 2003).
2.4.4.3 Losliches Glykoprotein Vi

Da die Regulierung der Thrombozytenaktivierung eimatscheidenden Schritt bei der
Abgrenzung zwischen physiologischer Hamostase atftbfpgischer Thrombose darstellt,
bieten die Interaktionen zwischen Thrombozyten Hdlagen wichtige Angriffspunkte
fur die pharmakologische Intervention (CLEMETSONaét 1999; CLEMETSON und
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CLEMETSON 2001). Aufgrund der gewonnenen Erkensmigber den Kollagenrezeptor
GPVI, seine Struktur und Funktion vitro undin vivo, ergeben sich neue Optionen in der

Pravention und Therapie der Atherosklerose und Koenplikationen.

Neben dem Einsatz monoklonaler Antikbrper gegen IGRNVESWANDT et al. 2001b;
SCHULTE et al. 2006) besteht eine weitere Moglichder Hemmung von GPVI in der
Anwendung von GPVI in einer loslichen dimeren Foretiura et al. konnten GPVI
klonieren und nachweisen, dass losliches GPVI nudimerer Form gebunden an die

Immunglobulin-Fc-Domane eine Affinitat zu Kollageaigt (MIURA et al. 2002).

Unabhangig davon entwickelten Massberg et al. Eiskche Form des GPVI, wobei der
extrazellulare Anteil von humanem GPVI kloniert umit der humanen Immunglobulin-
Fc-Doméane verbunden wurde. Sowahlvitro als auchin vivo konnte die Adhasion des
l6slichen GPVI-Fc an Kollagen nachgewiesen werdBARSBERG et al. 2003b).

Massberg et al. konnten zeigen, dass losliches Giastelle von Thrombozyten an durch
einen Endothelschaden freiliegendes Kollagen birdetch die verhinderte Bindung der
Thrombozyten an freiliegendes Kollagen Gber GP\tetbieibt die Aktivierung, Adhasion

und Aggregation der Thrombozyten (MASSBERG et @03b).

2.5 Hamatopoetische Stammzellen

251 Einteilung der hamatopoetischen Stammzellen

Stammzellen stellen die Grundform jeglicher Zellar und sind verantwortlich fur die
Entwicklung samtlicher Gewebe und OrgansystemeKk@epers. Die Hamatopoese findet
beim adulten Organismus im Mikromilieu des Knocharka statt, in welchem eine kleine
Population pluripotenter hamatopoetischer Stammazelvorkommt und hier zu
Selbsterneuerung und Proliferation oder Differemig in lymphatische oder myeloische
Progenitorzellen programmiert wird. Die lymphatisohund myeloischen Progenitorzellen
differenzieren sich weiter in eine der neun hamagtischen Zelllinien.Abbildung 6
veranschaulicht diese Differenzierungsvorgange. TR@ entstehen mehr als eine Billion
Blutzellen, die somit das gesamte Blutsystem eimebelang erhalten (WEISSMAN 2000;
CHAN und WATT 2001).
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Abbildung 6: Hamatopoetische Stammzellen und Progenitorzelfiinie

Hamatopoetische Stammzellen (hematopoietic stefs, ¢¢5C) lassen sich unterteilen in
LT-HSC (long term), die sich selbst erneuern und Hi&matopoese ein Leben lang
aufrecht erhalten, und in ST-HSC (short term),sildd nur Uber eine begrenzte Zeitspanne
erneuern konnen. ST-HSC differenzieren sich in imoténte Progenitorzellen, die
letztendlich in einem irreversiblen Differenziergsghritt zu ausgereiften Zellen werden.
Aus lymphatischen Progenitorzellen (common lymphmidgenitors, CLP) gehen T- und
B-Lymphozyten sowie Naturliche Killerzellen hervoMyeloische Progenitorzellen
(common myeloid progenitors, CMP) differenzierenchsi in Myelomonozyten
Progenitorzellen (GMP) mit Monozyten, Makrophagend uGranulozyten und in
Megakaryozyten/Erythroide Progenitorzellen (MEP)s adenen Thrombozyten und
Erythrozyten entstehen. Eine Differenzierung in digische Zellen kann sowohl aus
CLPs, als auch aus CMPs erfolgen. Mit Hilfe vonlastrflachenmarkern kénnen diese
Stamm- und Progenitorzellpopulationen als reine uRdnen determiniert werden
(verandert nach PASSEGUE et al.).

Des Weiteren wird eine Differenzierung von CD3Rrogenitorzellen in endotheliale
Progenitorzellen in mehreren Arbeiten beschrieb@nbei dieser Prozess durch die
Anwesenheit von Thrombozyten begunstigt wird (YEHak 2003; DAUB et al. 2006;

LANGER et al. 2006; STELLOS et al. 2008).

Hamatopoetische Stammzellen befinden sich beimteurganismus Uberwiegend im
Knochenmark, wahrend lediglich eine kleine Popalatim peripheren Blut zirkuliert
(DAR et al. 2006). Verschiedene Ereignisse wie &mizingen, Verletzungen oder Stress

fuhren zu einer Mobilisierung von Progenitorzellams dem Knochenmark zum Zielort,
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wo sie proliferieren und sich differenzieren (LARD und PETIT 2002). Eine
Mobilisierung von Stammzellen kann auch medikamentérbeigeflihrt werden. Haufig
wird das Zytokin G-CSF (granulocyte colony-stimulgt factor) eingesetzt, um die
Freisetzung von Stammzellen aus dem Knochenmadasperiphere Blut zu bewirken
(TO et al. 1997).

2.5.2 Adhé&sionsmolekile der hdmatopoetischen Stammzellen

Hamatopoetische Progenitorzellen exprimieren eidz®hl von Zelladhasionsmolekiilen,
Uber die sie Kontakt mit benachbarten Zellen aufmah Zu diesen Adhasionsmolekilen
zahlen zum Beispiel die Immunglobulin Superfamiliégtegrine, Selektine und
Sialomucine (SIMMONS et al. 1997).

Sialomucine sind glykosylierte Proteine, zu denateuanderem auch CD34 und CD162
(PSGL-1) gehoren (SIMMONS et al. 1997, LEVESQUE BIMMONS 1999). CD34
(cluster of differentiation 34) wird als Marker fudie frihe hamatopoetische
Stammzellentwicklung angesehen (WEISSMAN 2000). €Dihteragiert mit P-Selektin
der Thrombozyten und ist fiir den Prozess des Rollenantwortlich (ZANNETINO et al.
1995; LEVESQUE und SIMMONS 1999).

Einen weiteren bedeutenden Stammzellmarker stabt 5 Transmembran-Glykoprotein
CD133 (cluster of differentiation 133) dar (YIN &t 1997; MILLER-KASPRZAK und
JAGODZINSKI 2007). Sowohl CD34 als auch CD133 werdmuf hamatopoetischen
Stamm- und Progenitorzellen exprimiert, wobei sith beiden Populationen zum grof3en
Teil Gberschneiden (YIN et al. 1997; LANG et al.020 HICKS et al. 2007; WU et al.
2007). Die Expression dieser beiden Oberflachenamarkerliert sich jedoch mit
zunehmender Reife und Differenzierung. Daher ist Dalpopulationen, die sowohl
CD34 als auch CD133sind, gewahrleistet, dass es sich um unreife Rtipaken
hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen ha(lIEICHEV et al. 2000)Tabelle 2
gibt einen Uberblick iber die verschiedenen Obehntmarker auf hamatopoetischen

Stamm- und Progenitorzellen.
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Zelltyp Herkunft Oberfachenmarker
Hamatopoetische Knochenmark CD133, CD34
Stammzellen (HSCs)

Hamatopoetische Knochenmark Linienspezifische Marker,
Progenitorzellen (HPCs) CD133

Endotheliale Knochenmark, CD133, CD34

Progenitorzellen (EPCs) | Gefal3parenchym,
Nabelschnurblut,
organspezifische EPCs
Zirkulierende endotheliale| Peripheres Blut CD133CD34
Progenitorzellen (CEPSs)

Tabelle 2: Uberblick tiber charakteristische Merkmale von ERCEPs, HSCs und HPCs
(verandert nach RAFII und LYDEN 2003)

Eine weitere Familie der Adhasionsmolekiile stetlenSelektine dar. P-Selektin (platelet,
CD62P) kommt auf aktivierten Thrombozyten und Ehedttellen vor. Auf aktivierten
Endothelzellen wird neben P-Selektin auch E-Selelgndothelial, CD62E) exprimiert.
Auf Leukozyten und auch auf hamatopoetischen Staeflemz kommt L-Selektin
(leucocyte, CD62L) vor (GONZALEZ-AMARO und SANCHEMADRID 1999;
SANCHEZ-MADRID und DEL POZO 1999).

Die Integrine spielen ebenfalls eine wesentlichelleRals Adhéasionsmolekile der
hamatopoetischen Stammzellen. Sie setzen sichvaischt kovalent assoziiertenund

B heterodimeren Untereinheiten zusammen (GONZALEZARD und SANCHEZ-
MADRID 1999). CD34 hamatopoetische Progenitorzellen exprimieren iel@peise das
Integrin a4B; (Very Late Antigen/ VLA-4) und das Integrimsp; (VLA-5), welche an
Fibronektin bindenof; geht au3erdem eine Bindung mit VCAM-1 (CD106) eias auf
Stromazellen/Endothelzellen vorkommt und der Imntoioglin Superfamilie angehort
(LEVESQUE et al. 1995; LEVESQUE und SIMMONS 1999).

Des Weiteren sind Selektine und Integrine am Adinigirozess der CD34
Progenitorzellen an immobilisierte Thrombozyten ebgt. Wahrend aktivierte
Thrombozyten uber P-Selektin mit PSGL-1 (P-selegtytoprotein ligand-1) der CD34
Progenitorzellen interagieren und den Prozess ddierR vermitteln, sind dif;1- und f3,-
Integrine flr die feste Adhasion der Progenitoegelerantwortlich (CHAVAKIS et al.
2005; DAUB et al. 2006; LANGER et al. 2006; HRIST@Val. 2007).
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2.5.3 Herkunft und Aufgabe der endothelialen Progenitorzéden

Endotheliale Progenitorzellen stellen eine zirkalimle, vom Knochenmark stammende,
Zellpopulation dar. Sie wandern infolge verschiesteStimuli, wie beispielsweise eines
ischamischen Geschehens oder der Stimulation daytbkine, aus dem Knochenmark
zum verletzten Gewebe und tragen dort zur Neovaskidrung und Angiogenese bei
(ASAHARA et al. 1997; TAKAHASHI et al. 1999; GILLtal. 2001; KAMIHATA et al.
2001). Eine wesentliche Aufgabe der endothelialengénitorzellen besteht in der
Reparatur des GefalRendothels nach EndothelvernufHRISTOV et al. 2003; RAFII
und LYDEN 2003; URBICH und DIMMELER 2005b; XU 2006)

Neueren Untersuchungen zufolge besitzen Patientgnemem erhohten Risiko fur
koronare arterielle Erkrankungen eine geringere ahzan zirkulierenden EPCs, die
zudem eine verringerte Aktivitdt aufweisen. Die Abme der zirkulierenden EPCs fihrt
nicht nur zu einer verschlechterten Angiogenesegdaam auch zu einem Fortschreiten der
Atherosklerose (VASA et al. 2001; HILL et al. 20BAUSCHER et al. 2003; URBICH
und DIMMELER 2005b).

2.6 Pathophysiologie der Atherosklerose

2.6.1 Definition der Atherosklerose

Die Welt-Gesundheits-Organisation definiert den iBeétherosklerose ,als eine variable
Kombination von Veranderungen der Intima, bestehemgs einer herdférmigen
Ansammlung von Fettsubstanzen, komplexen Kohlergdtgdr Blut und Blutbestandteilen,
Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden meranderungen der
Arterienmedia“ (ROESSNER 2004).

In der westlichen Welt stellen kardiovaskulare Brikungen, in erster Linie die koronare
Herzerkrankung, die haufigste Todesursache dar. Hathophysiologie der koronaren
Herzerkrankung bezieht sich im Wesentlichen aufEestehung und das Fortschreiten
atherosklerotischer Plaques (MURRAY und LOPEZ 199WBJRRAY und LOPEZ
1997b). Ein Modell der Atherogenese istiobildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Modell derAtherogenese (nach GAWAZ et al. 2005b).

2.6.2 Risikofaktoren

Die Faktoren, die die Atherosklerose beglnstigemj gum groRen Teil bekannt und
werden je nach Bedeutung fiir die Progression deerdsklerose in Risikofaktoren erster
und zweiter Ordnung eingeteilt (ROESSNER et al.1200Zu den Risikofaktoren erster
Ordnung z&hlen Hyperlipidamie, Hypertonie, Nikobnaus und Diabetes mellitus. Neben
diesen Faktoren werden allgemeine Adipositas, Hyge€mmie, hormonelle Faktoren,

Stress und Bewegungsmangel zu den RisikofaktoresiteswvOrdnung gerechnet. Eine
familiare Belastung spielt ebenfalls eine Rolle FHER et al. 1998; LUSIS 2000;

ROESSNER et al. 2001b).

2.6.3 Pathogenese

Pathophysiologisch kann die Atherosklerose als Kergp inflammatorischer Prozess
betrachtet werden (ROSS 1999; ZERNECKE und WEBERO5R0 welcher ein
Zusammenspiel zwischen Endothelzellen, Monozytekfdfghagen, glatten Muskelzellen
und Thrombozyten sowie verschiedenen Mediatorenoragft. Die einzelnen

Mechanismen sind jedoch noch nicht im Detail geklar

Atherosklerotische Veranderungen findet man voremll in Bereichen von
Arterienaufzweigungen, in denen turbulente Stréneangvorherrschen und einen
mechanischen Reiz auf die GefalBwand ausiuben (GIMMERQ999; TOPPER und
GIMBRONE 1999).
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Die Entstehung einer atherosklerotischen Plaqua kamehrere Stufen eingeteilt werden.
Am Anfang des Prozesses steht eine endothelialefubktson. Die gesteigerte
Permeabilitdt des Endothels fur Lipoproteine flduteiner vermehrten Ablagerung von
cholesterinreichen Lipoproteinen in der Intima (FBD$999). Monozyten adhérieren am
Endothel, transmigrieren in die Intima und werdenMakrophagen. Diese nehmen mit
Hilfe von ,scavenger-Rezeptoren“ modifizierte Lipofeine auf und werden zu
Schaumzellen. Die Schaumzellen lagern sich in dém& ab und bilden die ,fatty
streaks”. Die Bildung der ,fatty streaks” stelltsdarste Stadium der Atherosklerose dar
und gilt als reversibel (ROESSNER et al. 2001b).

Durch die Vermehrung der Schaumzellen wachst dierasklerotische Plaque, wodurch
das Endothel zusatzlich geschéadigt wird. Diese @ghag beginstigt wiederum die
Adhasion von Thrombozyten, die den platelet derigemivth factor (PDGF) sezernieren.
PDGF und von Makrophagen und Endothelzellen getaildachstumsfaktoren fordern
die Proliferation glatter Muskelzellen (ROESSNERie2001b). Die glatten Muskelzellen
synthetisieren verschiedene Kollagene, Proteoglykard elastische Fasern, wodurch die

atherosklerotische Plaque weiter wachst und esnem Eibrosierung der Plaque kommt.

Das zweite Stadium ist durch die Entstehung eilhedgen Kappe gekennzeichnet, die ein
nekrotisches Zentrum umgibt. Nach massiver Aufnaluxielierter lipidreicher Partikel
sterben die Schaumzellen nach einiger Zeit ab uidérbeinen lipidreichen nekrotischen
Kern. Dieses nekrotische Zentrum aus Zelldetritygiden und Cholesterinkristallen wird
von einer fibrdsen Schicht begrenzt, die von peoidrenden Muskelzellen gebildet wird
(LUSIS 2000). Solange die atherosklerotische Plagqueeiner fibrosen Kappe bedeckt ist,
und dadurch das thrombogene Material vom Blutstedigekapselt ist, spricht man von
einer stabilen Plaque (FALK 1991; LIBBY 1998).

Das dritte Stadium ist erreicht, wenn die fibrosapfe an Stabilitat verliert und zu
rupturieren droht. In diesem Stadium wird die Plqgals instabil oder vulnerabel
bezeichnet (ROSS 1999; LUSIS 2000). Die Wahrsciohikéit einer Plaqueruptur wird
von mehreren Faktoren beeinflusst, die zu eingitedm Vulnerabilitdt und Instabilitat der
Plaque beitragen (FUSTER et al. 1998; MAJESKY 2002 fibrose Kappe wird dinner,
wenn das Gleichgewicht zwischen Degradation undoNgwung der extrazellularen Matrix
gestort ist (LUSIS 2000). Bei der Plaqueruptur watebendotheliale Matrix freigelegt,
wodurch es zu einer Thrombozytenadhasion und -ggto: im betroffenen Bereich

kommt (LIBBY 2002). Die Folgen kénnen arterielleef@Rverschlul? und Ischamie des
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nachgeschalteten Gewebes sein. Bei dem thrombetisclefalRverschluss als
Komplikation der fortgeschrittenen Atherosklerosgielen daher Thrombozyten eine
wichtige Rolle (ROSS 1999Abbildung 8 zeigt die Atherogenese im zeitlichen Verlauf.

normales JFatty Plaque - Plaque - Plaque -
Gefald Streak" bildung wachstum ruptur

—

zeitlicher Verlauf der Atherosklerose-Entwicklung ( Uber Jahre)

Abbildung 8: Die Atherogenese im zeitlichen Verlauf (nach GAWAZ)

Bei bestehender Atherosklerose mit deutlicher Luvbsetruktion werden Ballondilatation
und Stentimplantation zur Aufdehnung des entspredde GefaRabschnittes als
Therapiemethoden eingesetzt (LUSIS 2000). Das étgitr von Komplikationen, wie eine
Restenose aufgrund einer Neointimabildung oder Emembosierung, ist jedoch mdglich
(WERNER et al. 2003; CHOI et al. 2004). Dem wird t mantithrombotischen
Medikamenten entgegen gewirkt (FUSTER et al. 1298BY 1998).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Zielsetzung

Endothelschadigungen haben durch die freiliegendbéersdotheliale Matrix eine

Aktivierung der Gerinnungskaskade mit anschlieRentlerombusbildung zur Folge,

welche zu einem Gefaldverschluss fihren kann. Dechgeligte Gefal3abschnitt weist
solange einen thrombogenen Charakter auf, bis meuerendothelialisiert ist. Solche
Endothelverletzungen kdnnen nach Plaqueruptur ihmfea atherosklerotischer Prozesse,
nach Ballondilatation oder nach Stentimplantatiofiraten. Daher ist es wichtig, dass eine
schnelle Endothelialisierung eintritt, die beispwe¢ise mit Hilfe von Stammzellen erreicht

werden konnte.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Rglerung von hamatopoetischen CD34
Progenitorzellen an Endothelverletzungen in zwesat@edenen Mausmodellen. Mit Hilfe
der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie werdenldieraktionen der Progenitorzellen mit
der GefaBwand optisch dargestellt. Ein ligaturineides Verletzungsmodell der Arteria
carotis communis steht einem Ischamie-Reperfusiodstham Dinndarm von C57BL/6J
Mausen gegeniber. In der durchgefihrten Studie derdNutzen eines rekombinanten
Adhasionsmolekils untersucht, das sich aus demich&sl thrombozytéren

Kollagenrezeptor Glykoprotein VI und einem Antikérpgegen den Stammzellmarker

CD133 zusammensetzt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu klaren, alrath den Einsatz des bispezifischen
Adhasionsmolekiils GPVI-aCD133 ein verbessertes Hgraon CD34 Progenitorzellen

an Endothelverletzungen erreicht werden kann.
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3.2 Untersuchungsgut und Methoden

3.2.1 Wahl und Durchfiihrung der Narkose

Die Tiere sind wéahrend der gesamten Zeit der Hiegrisowie wahrend der
intravitalmikroskopischen Aufnahmen bis zur To6tung Narkose. Es wird eine
Kombinationsanasthesie aus 0,5 mg/kg KGW Medetam{@iomitor®, Pfizer GmbH,

Karlsruhe), 5,0 mg/kg KGW Midazolam (Midazolam-cgtharm 5 mg/1nfl, ratiopharm

GmbH, Ulm) und 0,05 mg/kg KGW Fentanyl (Fentanys @ng curamed, CuraMED

Pharma GmbH, Karlsruhe) intraperitoneal appliZiENKE und ERHARDT 2004).

Diese Injektionsnarkose sichert die chirurgischéefiemz und wird durch die Inhalation
von Isofluran (Isobd ESSEX Pharma GmbH, Miinchen) und Sauerstoff (LiAG
Pullach) Uber eine Nasenmaske wahrend der gesdangniffszeit aufrecht erhalten. In
regelmafigen Abstanden werden die Puls- und Atejuéez sowie der Atemtypus und
das Fehlen der Flexorreflexe Uberpruft. Eine Wéaratemsorgt fur die Homothermie des
Tieres wahrend der Narkose.

3.2.2 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere werden mannliche Wildtypmause 7@56J) verwendet, die auf
Bestellung im Alter von vier bis funf Wochen von &les River Laboratories (Charles
River Deutschland GmbH, D-97633 Sulzfeld) geliefeerden. Im Alter von sechs bis acht
Wochen werden sie fur die Versuche herangezogenMause werden in Gruppen bis zu
funf Tieren in Kafigen vom Makrolon-Typ Il long galen. Als Einstreu dient entkeimtes
und entstaubtes Weichholzgranulat aus Espenholz AB&EDD-LAB & VET Service
GmbH, Wien, Osterreich), welches einmal wdchentlpéwechselt wird. Die Tiere
erhalten aufRerdem ein Stiick sterilisierten Zelistd$ Nestbaumaterial (Nestlets, Fa.
Indulab AG, Gams, Schweiz). Die Einstreu und dastriNaterial dienen auch der
Beschaftigung der Tiere. Die Raumtemperatur in d@@arhaltung betrdgt 21°C bei
konstanter Entliftung und einer Luftfeuchtigkeitizehen 50 und 60%. Frisches Futter
(Fa. Provimi Kliba, Kaiseraugst, Schweiz) und Wasgeht den Mausen ad libitum zur
Verfigung. FiUr einen geregelten Hell-Dunkel-Rhytsmaorgt eine Beleuchtungsanlage,

wobei in der Helligkeitsphase 50 Lux im Ké&fig eotei werden.
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Das vorliegende Versuchsvorhaben wurde am 27.09.2@n Regierungsprasidium
Tubingen gemall 8 8 Tierschutzgesetz (Neufassung 2&n98.1998) unter der

Versuchsnummer M3/05 genehmigt.

3.23 Ubersicht iiber den Ablauf der Versuche

Die Interaktion von fluoreszenzmarkierten Zellent dem Gefaliendothel wird anhand von
zwei unterschiedlichen Verletzungsmodellen untdrsudas erste Modell ist ein
ligaturinduziertes Verletzungsmodell der Arteria rats und steht fur die
Makrozirkulation. Die Verletzung wird durch einenfUMinuten andauernde Ligatur der
Arteria carotis dextra bzw. sinistra erreicht. Flig Mikrozirkulation wird hingegen ein
Ischamie-Reperfusionsmodell am Dinndarm der Mausverdet. Die Ischamiephase
betragt eine Stunde und wird durch Verhinderung Beritzufuhr in diesem Bereich
erreicht. Nach Ablauf dieser Stunde werden die tuigan geldst und die Reperfusion setzt
ein. Intravitalmikroskopische Aufnahmen werden sbinr als auch nach der Verletzung

durchgefuhrt und im Anschluss ausgewertet.

Im Folgenden werden die einzelnen Versuchsgrupperz lerlautert, wobei jeweils
dieselben Versuche sowohl im Carotismodell als aunhDarmmodell durchgefiihrt
werden. Die verwendeten Zellen werden mit dem KEsmenzfarbstoff DCF (5 (and -6)-
carboxyfluorescein diacetate, Fa. Molecular Prohk3A) gefarbt und tber einen in der
Vena jugularis liegenden Katheter intravends vesiaht, wobei pro Maus 50.000 Zellen
injiziert werden. Die erste Versuchsgruppe wird mfiumanen Endothelzellen
durchgefiihrt, bei der zweiten Versuchsgruppe we@BB84 Progenitorzellen eingesetzt.
Diese ersten beiden Versuchsgruppen dienen als e¥&uehe. In der dritten
Versuchsgruppe werden CD34Progenitorzellen, die mit dem bispezifischen
Adhasionsmolekil GPVI-aCD133 (10ug/ml) 30 Minutesrimkubiert wurden, appliziert.
Die vierte Versuchsgruppe stellt die Kontrolle zinitten Versuchsgruppe dar. Dabel
werden CD34 Progenitorzellen mit den beiden Einzelkomponentetes
Adhasionsmolekils, GPVI-Fc und dem Antikorper geden133 (jeweils 10pg/ml),

vorinkubiert und verabreicht.
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3.24 Herstellung des bispezifischen Adhasionsmolekils Gf-aCD133

Dieses Adhasionsmolekll setzt sich aus dem |6slicdBBVI-Fc und einem Antikorper
gegen den auf hAmatopoetischen Stammzellen aunftieteMarker CD133 zusammen. Die
Entwicklung der I6slichen Form des GPVI ist berdits Massberg et al. beschrieben,
wobei der extrazellulare Anteil von humanem GPVorkért und mit der humanen
Immunglobulin-Fc-Domane verbunden wird. Das Proteurd durch Hela Zellen
produziert und aus dem Uberstand gewonnen (MASSBERGal. 2003b). Der
monoklonale Antikérper W6B3C1 gegen CD133 wurde Bairing et al. entwickelt und
aus Uberstanden von Hybridomzellen gewonnen (BUHREY al. 2002). Die Herstellung
des Konstruktes GPVI-aCD133 erfolgt tber eine Kgajion dieser beiden Proteine
(JUNG et al. 1986). Eine schematische Darstelluresed Adhasionsmolekils ist in
Abbildung 9 dargestellt und zeigt die Bindung einerseits a@ HErogenitorzellen und

andererseits an freiliegende extrazellulare Strektwie Kollagen.

Anti-CD133mAb bridge GPVI-Fc

Abbildung 9: Bispezifisches Adhasionsmolekil GPVI-aCD133 (naciANGER,
unveroffentlicht).
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3.25 Isolierung und Farbung der verwendeten Zellen

3.25.1 Isolierung von humanen Endothelzellen

Humane arterielle Endothelzellen wurden aus Ante¢fe iliaca) von Patienten mit Leber-
oder Nierentransplantation wie nachfolgend besbbkneisoliert (AXEL et al. 1996), in
niederen Passagen eingefroren und vor Versuchsbegeder aufgetaut. Das Gefal3 wird
in eine sterile Praparationsschale gelegt und dsstgkt. Nach der Entfernung von
Geweberesten wird das Gefald der Lange nach aufgdsochund aufgeklappt. Um ein
Austrocknen des GefalRes zu verhindern, wird esDMEM Medium (Fa. invitrogen,
Karlsruhe) benetzt. Nun rollt man mit einem Watibshen vorsichtig Uber die
GefalRinnenwand und streicht das Material in eine Endothelzellmedium (Endothelial
Cell Growth Medium MVZ, PromoCell Academy, Heidelberg) gefiillte Petriehaus.
Nachdem eine Konfluenz nach sieben bis zehn Tageeiclet ist, werden die

Endothelzellen subkultiviert und auf typische Einddelleigenschaften tberpruft.

3.2.5.2 Isolierung von humanen CD34 Zellen

Es besteht die Mdglichkeit, hdmatopoetische Starflemrzaus Nabelschnurblut (DAUB et
al. 2006), Knochenmark oder aus dem peripheren &lusolieren. Auf medikamentésem
Wege, wie beispielsweise mit dem Zytokin G-CSF,rkdie Produktion von Stammzellen
angeregt werden, so dass vermehrt Stammzellennphpeen Blut auftreten.

Mit Hilfe der MACS-Technik (magnetic affinity cekorting) kdnnen Zellen separiert
werden, wobei das CliniMACS System als Standardverfahren gilt. Dabei werden
Antikorper, die mit Magnetpartikeln gekoppelt sirgkgen den Stammzellmarker CD34
eingesetzt. Diese AntikOrper binden spezifisch as @D34-Antigen. Auf diese Weise
gelingt eine Trennung der CD3Zellen von den ubrigen Zellen in einem Magnetfeld.
Durch mehrere hintereinander geschaltete Isolieungd Waschschritte wird eine sehr
hohe Reinheit der CD34Zellen erreicht. Die Zellen werden bis zum Gebhabei -80°C
aufbewahrt. Das Auftauen, die Bestimmung der Zblizowie die Farbung der Zellen
finden am jeweiligen Versuchstag statt.
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3.2.5.3 DCF-Farbung der verwendeten Zellen

Die Zellen, die in der intravitalen Fluoreszenzroddopie eingesetzt werden, werden mit
dem Farbstoff DCF (5-(and-6)-carboxyfluoresceincdtate, Fa. Molecular Probes, USA)
gefarbt. Die adharenten Zellen werden abtrypsin{@8 ml Trypsin) und mit PBS
(Phosphat Buffered Saline) gewaschen. Die Zellsuspe wird bei 270 x g fir sieben
Minuten zentrifugiert. Im Anschluss erfolgt die Zahlbestimmung. Die Zellsuspension
wird erneut abzentrifugiert (bei 270 x g, 7 Mindteand das Pellet in 1 ml PBS
resuspendiert. Nun folgen die Zugabe des Fluoresadrstoffes DCF (170 pl, in einer
Konzentration von 2,5 mg/ml) und eine Inkubationszeon 10 Minuten in einem
abgedunkelten Raum. Nach einem weiteren WaschischititPBS erfolgt eine erneute
Zentrifugation bei denselben Werten. Das Pelletdwir PBS resuspendiert und die
Zellsuspension ist bereit fur die intraventése GabBeo Maus werden bei den
durchgefihrten Versuchen 50.000 Zellen verwendet,im 250 pl gelost sind. Diese
Farbung wird bei den in den Versuchen eingesetatenanen Endothelzellen sowie den

CD34 Zellen angewendet.

3.2.6 Vorbereitung der Mause fur die Intravitalmikroskopi e (IVM)

Das anasthesierte Tier wird in Ruckenlage auf ew&irmematte mit Hilfe von
Klebebandstreifen fixiert. Durch die Verwendungeziugensalbe (BepantH&mugen-
und Nasensalbe, Fa. Bayer, Leverkusen) werden dgei vor Austrocknung geschitzt.
Die Praparation des Tieres erfolgt unter einem eStarkroskop (Carl Zeiss AG,
Gottingen). Eine Kaltlichtquelle (Fa. Zeiss, Gagem) sorgt fur die optimale Ausleuchtung
des Operationsfeldes.

Der ventrale Halsbereich des Tieres wird enthgagaubert und mit Alkohol desinfiziert.
Nun fihrt man einen 1 cm langen medianen Hautdchoim Kinnwinkel beginnend nach
caudal aus. Nach der stumpfen Trennung der Spditisein werden diese seitlich aus dem
Eingriffsfeld herausgelagert. Kleinere Gefal3e weardettels Elektrokauter verschlossen,
groRere Gefal3e werden ligiert. Die Vena jugulansssa wird freiprapariert. Ein Faden
(Prolen&, 7-0 metric, Fa. Ethicon, Norderstedt) wird umseie Gefal vorgelegt, um den
Katheter (Polythene Tubing, 0,28 mm ID, 0,61 mmO¥&f. 800/110/100, Fa. Portex)
spater fixieren zu konnen. Nun wird eine kleineisnz der Jugularvene vorgenommen und

der Katheter in das Gefal} eingefuhrt. Mit Hilfe desgelegten Fadens ist es mdglich, den
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Katheter sogleich zu fixieren. Die korrekte Lages déenenkatheters wird durch eine
Spulung mit isotoner Natriumchloridlésung (Fa. leress Kabi Deutschland GmbH, Bad

Homburg) UberpriftAbbildung 10 zeigt die korrekte Lage des Venenkatheters.

Abbildung 10: Lage des Venenkatheters

3.2.6.1  Vorbereitung fur die Aufnahmen der Arteria carotis

Sobald der Venenkatheter in der richtigen Posiiegt, wird die Arteria carotis communis
vorsichtig freiprapariert. Um bei den Aufnahmenegirbesseren Kontrast zu erzielen, wird
ein schwarzes, flexibles Stick Plastikfolie untex Arterie gelegt. Die Gefalie werden
standig mit Natriumchloridlésung befeuchtet, um @instrocknen zu verhindern. Um
Versuchstiere einzusparen, werden jeweils beide otda@an einer Maus einer
ligaturinduzierten Verletzung unterzogen. Nachdema Maus unter das Mikroskop
(Fluoreszenzmikroskop, Axiovert 200, Fa. Zeiss,ti@gen) gelegt wurde, werden Uber
den Venenkatheter 50.000 DCF - markierte Zelle@560 ul gelost, applizieriébbildung

11 zeigt die fur die intravitalmikroskopischen Aufmaén freipréparierten Carotiden.
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Abbildung 11.: Freipraparierte Carotiden einer Maus

3.2.6.2  Vorbereitung fur die Aufnahmen des Dinndarmes

Die Bauchhohle wird in der Linea alba er6ffnet. dime bessere Ubersicht zu erhalten, ist
es hilfreich, die Blase manuell zu entleeren. Danaad der Dinndarm (Jejunum) auf
Parafiim (VWR International GmbH, Bruchsal) ausgeld. Um ein Austrocknen zu
verhindern, wird das Darmsegment mit korperwarmieig&injektionslésung befeuchtet.
Ein Darmsegment wird nun auf ein selbstgebauteofdy-Knet-Modell gelagert und mit
einem Objekttrager bedeckt. Die Rinne, in der darnbliegt, wird ebenfalls befeuchtet.
Die Maus wird nun unter das Mikroskop gelegt uneritlen Venenkatheter werden die
DCF - markierten Zellen appliziert. InAbbildung 12 st das fiur die

intravitalmikroskopischen Aufnahmen ausgelagerjenien dargestellt.
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Abbildung 12: Ausgelagertes Darmsegment einer Maus

3.2.7 Aufbau des Arbeitsplatzes

Der Arbeitsplatz kann in drei Untereinheiten eimgéetwerden. Die erste Einheit umfasst
das Versuchstier, das auf einer Warmematte liegtiesdessen Versorgung mit Sauerstoff
und Narkosegas Uber eine Nasenmaske. Mit der awéiteheit erfolgt die optische
Erfassung. Hierzu zahlen das Fluoreszenzmikroskamyert 200, Fa. Zeiss, Gottingen),
die Quelle fur das Anregungslicht (HBO 100, Fa.s&giGottingen) und eine CCD-Kamera
(Charged Coupled Device-Kamera, FK 6990-1Q-S, Hapdét GmbH, Schwerte). Die
Visualisierung und Aufzeichnung der Daten fir dogéitere Auswertung erfolgt mit Hilfe
eines Monitors mit angeschlossenem CD-Rekorder bifldet die dritte Einheit. In
Abbildung 13 ist der Aufbau des Arbeitsplatzes dargestellt.

36



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

I. . & Timer I

O ——————
=
“deorecorder
| I
kamera ).I ;;:?, ./ﬁ.
((/"' .-F:f i:r:
; &
Ao
}_"_.-' _\:_‘::__ =HHH
Stage hanitor

i Lo Midrmematts '
% T ﬂ-”ﬂ
’ T-Sonde

'3
___________________________________________________
! Objehtiv
1 Intestinum
:Mesenteﬁum Yiias sermmersion
| _=I_i//

i
whdackfalie Diechkglaz
i

Superfusion

Abbildung 13: Aufbau des Arbeitsplatzes (modifiziert nach htgdfc.hu-
berlin.de/habilitationen/lehmann-christian-2001-07-
17/HTML/lehmann_html_11290526.gif).

3.2.8 Methode und Durchflihrung der Intravitalmikroskopie

Mit Hilfe der Epifluoreszenzmikroskopie gelingt eZellen, die zuvor mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert wurdem vivo zu untersuchen. Diese Technik basiert
darauf, dass Fluorophore kurzwelliges Anregungslatbsorbieren und als langwelliges
Licht wieder emittieren. In der vorliegenden Arbeierden humane Endothelzellen und
CD34 Progenitorzellen verwendet, die jeweils mit dembBtoff DCF gefarbt sind. Durch
den Einsatz spezieller Filter kann das Fluoreszéamskop auf bestimmte
Spektralbereiche (Anregung: 495 nm, Emission: 5&ij mingestellt werden. Durch die
Verwendung eines 20x Objektivs mit Wasserimmersiard ein ausreichender Kontakt

mit dem Gewebe gesichert.
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3.2.8.1 Intravitalmikroskopie an der Arteria carotis

Zu Beginn erfolgt eine Ubersichtsaufnahme der jeégen Arteria carotis communis mit
einem 10x Objektiv. Diese Aufzeichnung dient spataru, den Gefal3durchmesser zu
bestimmen. Im Anschluss folgen Aufnahmen in 200uacVergréRerung von jeweils 30
Sekunden Dauer. Es werden vier Aufnahmen pro Zwité aufgenommen. In der
vorliegenden Arbeit werden die Aufnahmezeitpunktdgéndermallen gewahlt: vor
ligaturinduzierter Verletzung sowie 5, 10, 30 uridMginuten nach Ldsen der Ligatur. Die
Endothelschadigung wird durch eine finfminutigedtig erzielt.

Auf dem Monitor kdnnen die aktuell durchgefuhrtenfdahmen betrachtet werden, die

auf CD aufgezeichnet werdeAbbildung 14 zeigt die A. carotis communis wahrend der

Ligatur.

Abbildung 14: Ligatur der A. carotis communis
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3.2.8.2 Intravitalmikroskopie am Dunndarm

Am Dunndarm wird in &hnlicher Weise verfahren. Bigfnahmen werden in 200-facher
VergroRerung mit Wasserimmersion aufgenommen. Esgen ebenfalls jeweils vier
Aufnahmen von Arteriolen und Venolen pro Zeitfenstelier sind die Zeitpunkte
folgendermal3en gewahlt: vor Ischamie sowie 5, 10, & und 90 Minuten nach
Reperfusion. Die Ischdmiedauer betragt eine Stwmte wird durch die Ligatur des
versorgenden Mesenterialgefdl3es sowie beider Eddenbetroffenen Darmabschnittes
erreicht. Nach einer Stunde werden die Ligaturdadsgeind die Reperfusion setzt ein. Um
ein zusatzliches Auskihlen und Austrocknen des Bagmentes zu verhindern, wird der
Darm wéhrend der Ischamiephase reponiert. Um derslauf des Tieres zu unterstitzen

erfolgt eine Infusion mit Ringerlactatlosung (Fae$enius Kabi Deutschland GmbH, Bad

Homburg). InAbbildung 15 ist der Dinndarm wahrend der Ischamiephase zunsehe

Abbildung 15: Dunndarm wéahrend der Ischamiephase
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3.2.9 Dokumentation und Auswertung der IVM-Aufnahmen

Fur jeden Versuch und jedes Tier wird ein Datenlaagelegt, in dem Informationen Uber
das Versuchstier wie Tierstamm, Geschlecht, ARéitterung sowie das Versuchsdatum
eingetragen werden. Aulerdem ist ein kurzes Vesguolokoll enthalten und ein

Vermerk, ob eine Organentnahme oder Farbung si@tfi soll. In dieses Datenblatt
kénnen auch Besonderheiten oder Komplikationen,wti@rend der Durchfiihrung des

Versuches auftreten, eingetragen werden.

Durch die Angabe des Zahlerstandes der Aufzeicheukgnnen die einzelnen Sequenzen
dem entsprechenden Tier zugeordnet werden. Die @Pslen ebenfalls mit dem
Versuchsdatum und der Projektbezeichnung gekermzticum eine genaue Zuordnung
zu gewabhrleistet. Die Auswertung der Aufnahmenlgtfm einem abgedunkelten Raum.
Der GefalRdurchmesser wird mit Hilfe einer Schablmiteangepasstem Malistab auf dem
Monitor ausgemessen. Im Anschluss daran werden eitieelnen Videosequenzen
ausgewertet. Die Auszéahlung der Zellen erfolgt &dentber eine Schablone mit einem
Fenster, welches bei 200-facher Vergrol3erung e@fmidrte GroRe von 150um Lange
und 100pum Breite hat.

Es werden zuerst die adhéarenten Zellen gezahlt.adlsirente Zellen werden hierbei
diejenigen Zellen, die 15 Sekunden oder langereargttichen Stelle am Endothel haften,
definiert. Zellen, die kirzer als 15 Sekunden arddEmel haften, werden in die Gruppe der
transient adharenten Zellen eingestuft. Letztehdlierden noch alle Zellen ausgezahlt,
die Uber die gesamte Strecke des AuszahlfenstéBi(d) rollen. Somit erhalt man eine
Einteilung der Zellen in drei Gruppen: adharentangient adharente und rollende Zellen.

Die Werte werden in eine Tabellenvorlage eingetmaged beurteilt.

3.2.10 Histologische Untersuchung

Nach der Totung der Tiere erfolgt die Entnahme dearotiden bzw. der
Dunndarmsegmente fir die histologische UntersuchDiggjeweiligen Gewebe werden in
Paraffin eingebettet, geschnitten und gefarbt. Wiite der verschiedenen Farbungen kann

das verletzte Endothel dargestellt werden.

Die Entwéasserung der mit Formalin fixierten Gewedréolgt Uber eine aufsteigende

Alkoholreihe. Nach der Wasserverdrangung ist auf$aretin Intermedium wie Xylol
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erforderlich, da Alkohol und Paraffin nicht misclnbsind. Das Untersuchungsmaterial
verbleibt zwei Stunden in einem Xylolbad und windsehlie3end fiir mindestens zwei
Stunden in flissiges, ca. 60°C warmes Paraffin lgege Somit wird eine vollsténdige
Durchtrankung erreicht, bevor die Gewebeproben araffinblécke eingebettet werden.
Dabei ist darauf zu achten, dass die Gefal3e undh®&@enkrecht zur Schnittrichtung
eingebettet werden. Nach dem Erkalten der Pardfithkle werden die eingebetteten
Gewebe mit Hilfe eines Mikrotoms (Fa. Leica Instants GmbH, Modell: 2045 Multicut,

Nussloch) in 5um dicke Schnitte geschnitten. Jeamilei Schnitte in Folge werden nach
kurzem Einbringen in ein 35°C warmes Streckbad deistilliertem Wasser auf einen
Objekttrager aufgezogen. Nachdem die Objekttragetrogknet sind, folgt die

Entparaffinisierung mit Hilfe einer absteigendenkatiolreihe sowie die gewilnschte
Farbung. Die durchgefuhrten Farbungen erfolgen nagtem gangigen Protokoll

(WEYRAUCH und SMOLLICH 1998).

3.2.10.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Hamatoxylin ist ein basischer Farbstoff, der miirea Bestandteilen der Zelle, wie den
Nukleinséduren des Zellkerns oder des rauen endopléschen Retikulums reagiert. Diese
Strukturen stellen sich demnach blaulich dar. Dideme Komponente dieser Farbung ist
der saure Farbstoff Eosin, der mit basischen Bdstden der Zelle wie dem Zytoplasma

und der Interzellularsubstanz reagiert, die rotéckcheinen.

Abbildung 16: A. carotis communis, HE, 20er Objektiv
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Abbildung 18: Dunndarm, HE, 10er Objektiv
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Abbildung 19: Dinndarm, HE, 40er Objektiv

3.2.10.2 Elastica van Giesson Farbung (EvG-Farbung)

Bei dieser zu den Trichrom-Farbungen gehdrendebur@r stellen sich die Zellkerne
schwarz, das Zytoplasma gelb und das Interstitiomdar. Besonders deutlich ist bei
dieser Farbung die Unversehrtheit der Gefallwancerkennen. Die Lamina elastica

interna und externa ist bei den Schnitten deudistdunkle wellenférmige Linie zu sehen.

Abbildung 20: A. carotis communis, EvG, 20er Objektiv
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3.2.11 Statistische Berechnungen

Die Ergebnisse sind, wenn nicht abweichend angegetie Mittelwerte + Standardfehler
(SEM) angegeben. Der Standardfehler SEM (,Standardr of the mean®) dient zur
Berechnung der Streuung der Mittelwerte und wird aer Quotient aus der
Standardabweichung und der Wurzel des Stichprobfamgs definiert.

Ein nicht parametrischer, unverbundener Test dmmt statistischen Berechnung. Die
Mittelwerte der jeweiligen Versuchs- und Kontroligpe werden mit dem t-Test
verglichen und auf ihre Signifikanz hin UberpriBEin p-Wert von p<0,05 wird als
signifikant definiert und ist in den Schaubilderrt sinem Stern markiert. Die statistischen
Berechnungen erfolgen mit dem Programm GraphPaimP{Version 3.0, Fa. GraphPad

Software Incorporated).
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Allgemeine Darstellung der Versuche

Fur die intravitalmikroskopischen Untersuchungerrdea sechs bis acht Wochen alte
mannliche C57BL/6J Mause herangezogen. Mit Hilfe r dentravitalen
Fluoreszenzmikroskopie konnen Interaktionen vonorBgzenzmarkierten Zellen am
GefalRendothel optisch dargestellt werden. Die éwereVersuche werden gruppenweise
jeweils an einem ligaturinduzierten Verletzungsmiboder Arteria carotis sowie an einem
Ischamie-Reperfusionsmodell des Dinndarms durchgefiDadurch kdnnen die

Ergebnisse beider Modelle spater verglichen werden.

Innerhalb der beiden Modelle werden wiederum Umtgngen gebildet, bei denen mit
unterschiedlichen Zellen gearbeitet wird. In destem Versuchsgruppe werden humane
Endothelzellen eingesetzt, in der zweiten Versuchszge humane CD34
Progenitorzellen. Diese beiden Gruppen werden wdrigh. In der dritten Gruppe werden
die CD34 Progenitorzellen mit einem Konstrukt vorinkubiemd eine Kontrolle dazu

durchgefuhrt. Diese Vorgehensweise ist in beidenl®llen identisch.

Zudem erfolgt eine Unterscheidung in fest adharemtensient adhérente und am

GefalRendothel entlang rollende Zellen. Die fest aagliten Zellen sind dadurch

gekennzeichnet, dass sie langer als 15 Sekundeleraelben Stelle des Gefal3endothels
haften bleiben, wohingegen die transient adharedfiglien weniger als 15 Sekunden

haften. Zu der Gruppe der rollenden Zellen werdendiejenigen Zellen gezahlt, die Uber

die gesamte Strecke der zur Auswertung verwendstbablone (150um) rolleiabelle 3

gibt einen Uberblick tiber den Ablauf der durchgefiéh Versuche.
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Ligaturinduziertes a)Versuche mit humanen Endothelzellen (n=12)
Verletzungsmodell der Carotis | b)Versuche mit CD34Progenitorzellen (n=6)
c)Versuche mit CD34Zellen, vorinkubiert mit dem
Adhasionsmolekul GPVI-aCD133 (n=9) bzw.
d)Versuche mit CD34Zellen, vorinkubiert mit den
Einzelkomponenten als Kontrolle (n=8)
Ischamie-Reperfusionsmodell | a)Versuche mit humanen Endothelzellen (n=6)
am Dunndarm b)Versuche mit CD34Progenitorzellen (n=6)
c)Versuche mit CD34Zellen, vorinkubiert mit dem
Adhéasionsmolekil GPVI-aCD133 (n=5)
d)Versuche mit CD34Zellen, vorinkubiert mit den
Einzelkomponenten als Kontrolle (n=5)

Tabelle 3: Ubersicht iiber den Versuchsaufbau.

3.3.2 Intravitalmikroskopische Untersuchungen im ligaturinduzierten

Verletzungsmodell der Arteria carotis communis

3.3.2.1  Vergleich humaner Endothelzellen mit CD34 Progenitorzellen

Die folgenden Schaubilder zeigen die Verteilung honer Endothelzellen im Vergleich zu
humanen CD3% Progenitorzellen im Carotismodell der Maus. Derst&ltung der
Schaubilder liegen die ausgewerteten intravitalogkopischen Aufnahmen zu Grunde,
wobei eine manuelle Auszahlung der Zellen erfoldie eine Interaktion mit dem
GefalRendothel eingehen. Hierbei wird zwischen destérenten, transient adharenten und
am Gefallendothel entlang rollenden Zellen untegsigm. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wird die Anzahl der Zellen pro mm?2 angegeben. DieStern (*) gekennzeichneten Werte

sind signifikant fur p<0,05. Dies trifft auf sanetie nachfolgende Schaubilder zu.
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Abbildung 21: Anzahl transient adharenter Zellen bei einem Veéglehumaner
Endothelzellen mit CD34Progenitorzellen im Carotismodell (hEC: n=12; CD3%6).
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Abbildung 22: Anzahl rollender Zellen bei einem Vergleich humartandothelzellemmit
CD34 Progenitorzellen im Carotismodell (hEC: n=12; CD3%=6).
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Abbildung 23: Anzahl adharenter Zellen bei einem Vergleich hum&melothelzellen mit
CD34 Progenitorzellen im Carotismodell (hEC: n=12; CD3%=6).

Sowohl bei den humanen Endothelzellen als auch den humanen CD34
Progenitorzellen machen die transient adharentéarzden grof3ten Anteil an Zellen aus,
die eine Interaktion mit dem GefalRendothel eingefiamsiente humane Endothelzellen
[vor Ligatur; 5 min; 10 min; 30 min nach Ligatuft4,363 + 5,947 (SEM); 406,242 +
57,724; 434,986 + 36,383; 474,559 + 51,837] undsiente CD324 Progenitorzellen [vor
Ligatur; 5 min; 10 min; 30 min nach Ligatur]: [34% £ 12,206; 1256,349 *+ 66,848;
1289,141 + 54,995; 1069,575 + 63,709]).

Die zweithaufigste Gruppe stellen bei beiden Zpbty die adhérenten Zellen dar
(adharente humane Endothelzellen [vor Ligatur; &;mi0 min; 30 min nach Ligatur]:
[7,136 = 3,304 (SEM); 223,733 * 43,085; 278,762 &386; 248,032 + 28,962] und
adharente CD34Progenitorzellen [vor Ligatur; 5 min; 10 min; 30mmach Ligatur]: [O;
634,315 + 39,788; 609,050 + 37,535; 442,424 + 4816

Zellen, die am Endothel entlang rollen, kommen Hugmnanen Endothelzellen sowie bei
humanen CD3% Progenitorzellen kaum bzw. gar nicht vor (rollendeimane
Endothelzellen [vor Ligatur; 5 min; 10 min; 30 rmach Ligatur]: [0; 3,669 + 2,492; 2,891
+1,949; 0] und rollende CD3#rogenitorzellen [vor Ligatur; 5 min; 10 min; 30mmach
Ligatur]: [O; O; O; Q]).
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3.3.2.2  Vergleich des bispezifischen Adhasionsmolekil mited Kontrollgruppe

In den nachfolgenden Schaubildern wird die Versgahspe, in der das bispezifische
Adhasionsmolekil zum Einsatz kam, mit der Kontmfgpe, bei der die
Einzelkomponenten des Konstruktes verwendet wurderglichen. Es erfolgt wiederum

eine Unterscheidung in adhérente, transient adteéuerd rollende Zellen.

—®— GPVI-aCD133 ===+ GPVI-Fc + aCD133

1400 H

1200 1

1000 1

800

600 1

Zellen/mm?2

400 -

200

vor Ligatur 5 min 10 min 30 min 60 min

nach Ligatur

Abbildung 24: Transient adharente Zellen bei einem Vergleich v@D34
Progenitorzellen mit GPVI-aCD133 und Kontrolle imrGtismodell (GPVI-aCD133: n=9;
GPVI-Fc und aCD133: n=8).
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120 —@®— GPVI-aCD133 =il GPVI-Fc + aCD133

100 1

80 1

60 1

Zellen/mm?2

40 1

20

vor Ligatur 5 min 10 min 30 min 60 min

nach Ligatur

Abbildung 25: Rollende Zellen bei einem Vergleich von CD3RBrogenitorzellen mit
GPVI-aCD133 und Kontrolle im Carotismodell (GPVIHaL33: n=9; GPVI-Fc und

aCD133: n=8).

1000 —@— GPVI-aCD133 e+ GPVI-Fc + aCD133

800

0,0524

600 1

400 1

Zellen/mm?2

200 A

vor Ligatur 5 min 10 min 30 min 60 min

nach Ligatur

Abbildung 26: Adharente Zellen bei einem Vergleich von CD3Zrogenitorzellen mit
GPVI-aCD133 und Kontrolle im Carotismodell (GPVIHaL33: n=9; GPVI-Fc und

aCD133: n=8).
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Den grof3ten Anteil an Zellen, die eine Interaktmoih dem GefalRendothel eingehen, macht
erneut die Gruppe der transient adharenten Zellsrfteansient adharente Zellen mit
GPVI-aCD133 [vor Ligatur; 5 min; 10 min; 30 min; &iin nach Ligatur]: [195,764 +
41,959; 897,503 £ 53,511; 963,075 + 42,617; 970;#2R,961; 888,063 + 72,599] versus
transient adhéarente Zellen mit GPVI-Fc und aCDMB [Ligatur; 5 min; 10 min; 30 min;

60 min nach Ligatur]: [80,126 + 33,259; 775,78420653; 713,321 + 88,114; 754,486 +
118,727; 612,924 + 111,442]).

Die fest adharenten Zellen weisen in beiden Grupfienzweithaufigste Verteilung auf

(adharente Zellen mit GPVI-aCD133 [vor Ligatur; 5nml0 min; 30 min; 60 min nach

Ligatur]: [5,820 + 4,113; 483,852 + 92,111; 571,2480,915; 499,073 + 62,219; 358,741
+ 56,758] versus Zellen mit GPVI-Fc und aCD133 [iaatur; 5 min; 10 min; 30 min; 60

min nach Ligatur]: [0, 240,017 + 65,531; 206,799%,833; 328,118 + 62,950; 265,198 +
57,819)).

Zellen, die am Endothel entlang rollen, stellen Kieimsten Anteil dar (rollende Zellen mit
GPVI-aCD133 [vor Ligatur; 5 min; 10 min; 30 min; 68in nach Ligatur]: [66,720 %
27,571; 38,147 + 15,050; 19,761 + 9,221; 28,726;848; 4,625 * 4,625] versus rollende
Zellen mit GPVI-Fc und aCD133 [vor Ligatur; 5 mifa0 min; 30 min; 60 min nach
Ligatur]: [0; 7,195 + 4,833; 7,405 £ 5,134, 2,872875; 5,776 £ 5,776]).

Die Einzeldaten der Versuche des Carotismodelts satistandig im Anhang aufgelistet.

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen Bilder intravnikroskopischer Aufnahmen. Auf
Abbildung 27 bis 32 ist die Arteria carotis einer Maus vor und naclgdtur zu sehen,
wobei die hellen Punkte die mit dem Fluoreszensfafb DCF gefarbten Zellen darstellen.
Die Pfeile markieren jeweils beispielhaft eine Aatlvan adharenten Zellen. Auf den
beiden oberen Bildern vor Verletzung (Ligatur) kaftkaum Zellen. Deutlich ist der
Unterschied an adharenten Zellen bei Verwendungddégsionsmolekiils GPVI-aCD133
im Vergleich zu der Kontrollgruppe, bei der die #8tkomponenten des Konstruktes zum

Einsatz kamen, zu erkennen.
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\ Cl

Abbildung 27: GPVI-aCD133 vor Ligatur.  Abbildung 28: GPVI-Fc + aCD133 vor
Ligatur.

~

Abbildung 29: GPVI-aCD133 5 Minuten Abbildung 30: GPVI-Fc + aCD133 5
nach Ligatur. Minuten nach Ligatur.

Abbildung 31: GPVI-aCD133 30 Minuten  Abbildung 32: GPVI-Fc + aCD133 30
nach Ligatur. Minuten nach Ligatur.

52



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.3.3 Intravitalmikroskopische Untersuchungen im Ischamie

Reperfusionsmodell des Dinndarmes

3.3.3.1  Vergleich humaner Endothelzellen mit CD34 Progenitorzellen in den

Arteriolen

In den nachfolgenden Schaubildern wird die Vertgglder humanen Endothelzellen im
Vergleich zu der Verteilung der humanen CD®R¥ogenitorzellen in den Arteriolen des
Dunndarmes dargestellt. Die einzelnen Zeitpunkteegedie Anzahl der Zellen pro mm?2
an, die entweder eine feste Adhasion zeigen, wahsadhdrent sind oder am
GefalRendothel entlang rollen. Die Darstellung basiauf der Auswertung der
intravitalmikroskopischen Aufnahmen, die die Inteéianen der Gefal3wand mit den

fluoreszenzmarkierten Zellen wiedergibt.

150 1 -— hEC --#*: CD34*

« 100 A
: .
5 X
B ------
D (T L e A

- o |

0

vor Ischamie 5 min 10 min 30 min 60 min
nach Reperfusion

Abbildung 33: Transient adharente Zellen bei einem Vergleich vioamanen
Endothelzellen mit CD34Progenitorzellen in den Arteriolen im Darmmod&EC: n=6;
CD34": n=6).
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—e— hEC  --#- CD34*

250 7

200 -

150 A

100 A

Zellen/mm?2

50 1

vor Ischamie 5 min 10 min 30 min 60 min

nach Reperfusion

Abbildung 34: Rollende Zellen bei einem Vergleich von humanen dimelzellen mit
CD34 Progenitorzellen in den Arteriolen im Darmmod&EC: n=6; CD3Z% n=6).

50 —-— hEC w=fs CD34*
40 -
€
g 30 -
<
2
& 20 A
10 T ““_.“ RRRCTTNNN {
0 qus® - . .
vor Ischamie 5 min 10 min 30 min 60 min

nach Reperfusion

Abbildung 35: Adharente Zellen bei einem Vergleich von humaneddimelzellen mit
CD34 Progenitorzellen in den Arteriolen im Darmmod&EC: n=6; CD3Z% n=6).

In den Schaubildern wird deutlich, dass sowohldsi humanen Endothelzellen als auch
bei den humanen CD34Progenitorzellen die rollenden Zellen den groRfemeil an
Zellen ausmachen, die eine Interaktion mit dem Gafidothel eingehen (rollende humane
Endothelzellen [vor Ischamie; 5 min; 10 min; 30 méD min nach Reperfusion]: [O;
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35,755 + 24,602; 56,406 + 25,919; 53,551 + 29,88N322 + 15,927] versus rollende
CD34 Progenitorzellen [vor Ischamie; 5 min; 10 min;r@th; 60 min nach Reperfusion]:
[5,053 + 5,053; 78,063 + 26,391, 56,750 + 22,028167 + 22,369; 57,741 + 20,615]).

Die zweithaufigste Gruppe stellen die transientaaehten Zellen dar, die weniger als 15
Sekunden an derselben Stelle am Gefal3endothelnhéfi@nsient adharente humane
Endothelzellen [vor Ischamie; 5 min; 10 min; 30 p®® min nach Reperfusion]: [13,726
+ 5,022; 19,768 + 10,044; 26,764 + 14,914; 16,53%,681; 13,328 + 4,801] versus
transient adharente CD3®rogenitorzellen [vor Ischamie; 5 min; 10 min;&d; 60 min
nach Reperfusion]: [24,204 = 7,728; 49,070 + 10,3B1494 + 12,247; 49,647 + 10,604;
63,517 + 14,228)).

Zellen, die langer als 15 Sekunden am Endothekhatfiilden die Gruppe der adhéarenten
Zellen und machen den geringsten Anteil aus (aditgéirbBumane Endothelzellen [vor
Ischamie; 5 min; 10 min; 30 min; 60 min nach Rep&dn]: [0; 3,537 + 3,537; 0; 0; 0]
versus adharente CD3#rogenitorzellen [vor Ischamie; 5 min; 10 min; ®@; 60 min
nach Reperfusion]: [0; 0; 4,175 + 2,648; 11,621,391, 6,029 + 4,392]).

3.3.3.2  Vergleich humaner Endothelzellen mit CD34 Progenitorzellen in den
Venolen

Die nachfolgenden Schaubilder zeigen den Vergleleh Interaktionen von humanen
Endothelzellen mit der GefaBwand und von humane4CProgenitorzellen mit der

GefalRwand in den Venolen des Dinndarmes.
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—e— hEC -+ CD34*

200

150

100

Zellen/mm?2

al
o
|

vor Ischamie 5 min 10 min 30 min 60 min

nach Reperfusion

Abbildung 36: Transient adharente Zellen bei einem Vergleich vioamanen
Endothelzellen mit CD34Progenitorzellen in den Venolen im Darmmodell (hEE6;

CD34": n=6).

—e— hEC  :+#- CD34*

300

250

200 +

-
F

150

Zellen/mm?2

100

50

0 I I
vor Ischamie 5 min 10 min 30 min 60 min

nach Reperfusion

Abbildung 37: Rollende Zellen bei einem Vergleich von humanen dimelzellen mit
CD34 Progenitorzellen in den Venolen im Darmmodell (hEE6; CD34: n=6).
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100 -— hEC -#- CD34*

80

60 -

Zellen/mm?2

40

20

0 T | \
vor Ischamie 5 min 10 min 30 min 60 min

nach Reperfusion

Abbildung 38: Adharente Zellen bei einem Vergleich von humaneddimelzellen mit
CD34 Progenitorzellen in den Venolen im Darmmodell (hEE6; CD34: n=6).

Auch in diesen Versuchen machen die am Gefal3erdethiang rollenden Zellen den
grofdten Anteil an Zellen aus (rollende humane Hmelaellen [vor Isch&mie; 5 min; 10
min; 30 min; 60 min nach Reperfusion]: [159,887&001; 183,931 + 10,401; 197,911 +
11,664; 188,406 + 11,837; 193,690 + 12,253] versiisnde CD32 Progenitorzellen [vor
Ischamie; 5 min; 10 min; 30 min; 60 min nach Repsdn]: [139,945 + 23,792; 165,913 +
19,103; 154,483 + 17,965; 149,016 * 8,231, 168228,576]).

Die transient adhérenten Zellen kommen bei beidelttypen am zweith&aufigsten vor
(transient adharente humane Endothelzellen [vdrasee; 5 min; 10 min; 30 min; 60 min
nach Reperfusion]: [100,164 + 23,848; 77,080 + 4;5%1,678 + 11,350; 71,419 * 6,995;
74,739 + 12,344] versus transient adharente C[P3dgenitorzellen [vor Ischamie; 5 min;
10 min; 30 min; 60 min nach Reperfusion]: [51,158,812; 73,580 *+ 9,943; 71,167 +
12,908; 58,899 + 7,629; 72,071 + 8,167]).

Den geringsten Anteil machen wie in den Arteriokch die adharenten Zellen aus
(adharente humane Endothelzellen[vor Ischamie; &, 10 min; 30 min; 60 min nach
Reperfusion]: [3,200 + 3,200; 30,650 * 6,035; 36,966,482; 35,507 + 4,895; 48,229 +
6,662] versus adharente CD3rogenitorzellen [vor Ischamie; 5 min; 10 min;r&; 60
min nach Reperfusion]: [0,804 + 0,804; 33,013 126,728,836 + 3,162; 26,445 + 3,867,
40,146 + 6,478]).
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3.3.3.3  Vergleich des bispezifischen Adhasionsmolekils naler Kontrollgruppe

in den Arteriolen

Bei dieser Versuchsgruppe werden humane CD3dllen verwendet, die mit dem
bispezifischen Adhasionsmolekil GPVI-aCD133 vorinikut wurden. Als Kontrolle
dienen ebenfalls humane CD3Zellen, die jedoch mit den Einzelkomponenten des
Adhasionsmolekils, GPVI-Fc und einem Antikorper ege@D133 vorinkubiert wurden.
Die Menge an zu injizierenden Zellen bleibt mit@m Zellen in 250ul gleich wie in den

vorherigen Versuchsgruppen.

Die nachfolgenden Schaubilder vergleichen die Ahzensient adharenter, adharenter
und rollender Zellen in der Gruppe, in der GPVI-AGB eingesetzt wurde, mit der

Kontrollgruppe.

150 —@®— GPVI-aCD133 wee-iif---- GPVI-Fc + aCD133
*
‘€ 100 {
£
c
Q@
©
N
50 |
0 .
vor Ischamie 5 min 10 min 30 min 60 min 90 min

nach Reperfusion
Abbildung 39: Transient adhérente Zellen bei einem Vergleich v@D34

Progenitorzellen mit GPVI-aCD133 und Kontrolle iend Arteriolen im Darmmodell
(GPVI-aCD133: n=5; GPVI-Fc und aCD133: n=5).
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—@— GPVI-aCD133 weeo === GPVI-Fc + aCD133
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200 1
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Zellen/mm?2
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50 1

vor Ischamie 5 min 10 min 30 min 60 min 90 min

nach Reperfusion

Abbildung 40: Rollende Zellen bei einem Vergleich von CD3Brogenitorzellen mit
GPVI-aCD133 und Kontrolle in den Arteriolen im Darmadell (GPVI-aCD133: n=5;
GPVI-Fc und aCD133: n=5).

50 - —@— GPVI-aCD133 seeedifere GPVI-Fc + aCD133

40 -

30

Zellen/mm?2

20 1

10 - af {

vor Ischamie 5 min 10 min 30 min 60 min 90min

nach Reperfusion

Abbildung 41: Adharente Zellen bei einem Vergleich von CD3Zrogenitorzellen mit
GPVI-aCD133 und Kontrolle in den Arteriolen im Dardell (GPVI-aCD133: n=5;

GPVI-Fc und aCD133: n=5).
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Die rollenden Zellen machen erneut bei beiden \&rsgruppen den gréf3ten Anteil aus
(rollende Zellen mit GPVI-aCD133 [vor Ischamie; tnml0 min; 30 min; 60 min; 90 min
nach Reperfusion]: [16,481 + 8,725; 130,089 + 38;2137,572 + 50,582; 138,909 *
33,036; 169,132 + 34,111; 131,162 + 34,359] veraliende Zellen mit GPVI-Fc und
aCD133 [vor Ischamie; 5 min; 10 min; 30 min; 60 M@0 min nach Reperfusion]: [49,338
+ 32,570; 38,273 £ 25,942; 59,411 + 12,620; 76,2115,779; 95,655 + 9,197; 85,624 +
21,600]).

Den zweitgroRten Anteil machen bei beiden Versuahgzen die transient adhérenten
Zellen aus (transient adharenten Zellen mit GPMVD&E3 [vor Ischamie; 5 min; 10 min;
30 min; 60 min; 90 min nach Reperfusion]: [8,488,488; 32,753 + 10,656; 89,944 +
12,736; 44,675 + 8,863; 66,176 + 12,045; 78,1021327] versus transient adharenten
Zellen mit GPVI-Fc und aCD133 [vor Ischamie; 5 mif® min; 30 min; 60 min; 90 min
nach Reperfusion]: [4,067 + 2,676; 28,421 + 8,581,336 + 11,576; 37,126 + 14,035;
23,853 + 10,414; 27,578 + 14,588)).

Als kleinste Gruppe sind auch hier die adharentelfe@ zu nennen (adharente Zellen mit
GPVI-aCD133 [vor Ischamie; 5 min; 10 min; 30 mi® &in; 90 min nach Reperfusion]:
[0; 4,244 + 4,244, 10,711 + 7,519; 7,074 £ 4,875,226 + 8,215; 8,544 + 3,963] versus
adharente Zellen mit GPVI-Fc und aCD133 [vor Isctgrd min; 10 min; 30 min; 60 min;
90 min nach Reperfusion]: [0; 0; 5,255 + 5,255;58,& 5,497; 4,850 + 4,850; 5,154 +
5,154]).

3.3.3.4  Vergleich des bispezifischen Adhésionsmolekuils miter Kontrollgruppe
in den Venolen

In den nachfolgenden Schaubildern wird die Vertgluler CD34 Zellen, die mit dem
Konstrukt vorinkubiert wurden, mit den CD3Zellen, die mit den Einzelkomponenten

vorinkubiert wurden, in den Venolen des Dinndarergchen.

60



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

—@— GPVI-aCD133 === GPVI-Fc + aCD133
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nach Reperfusion

Abbildung 42: Transient adhérente Zellen bei einem Vergleich v@D34
Progenitorzellen mit GPVI-aCD133 und Kontrolle iendvVenolen im Darmmodell (GPVI-
aCD133: n=5; GPVI-Fc und aCD133: n=5).

—@®— GPVI-aCD133 =il GPVI-Fc + aCD133
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O U T 1
vor Ischamie 5 min 10min 30 min 60 min 90 min

nach Reperfusion
Abbildung 43: Rollende Zellen bei einem Vergleich von CD3Brogenitorzellen mit
GPVI-aCD133 und Kontrolle in den Venolen im Darmrabbd(GPVI-aCD133: n=5;
GPVI-Fc und aCD133: n=5).
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—@&— GPVI-aCD133 w3l GPVI-Fc + aCD133
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nach Reperfusion

Abbildung 44: Adharente Zellen bei einem Vergleich von CD3Zrogenitorzellen mit
GPVI-aCD133 und Kontrolle in den Venolen im Darmrabd(GPVI-aCD133: n=5;
GPVI-Fc und aCD133: n=5).

Bei allen drei Anhaftungsarten liegt die blaue Kayrdie die Verwendung des Konstruktes
darstellt, Uber der rosafarbenen Kurve der Korgrafppe. Wie bei den vorangegangenen
Schaubildern stellen die rollenden Zellen den gmil3nteil dar (rollende Zellen mit
GPVI-aCD133 [vor Ischamie; 5 min; 10 min; 30 mi® &in; 90 min nach Reperfusion]:
[230,141 + 23,658; 267,010 + 9,065; 252,160 + 25,2221,743 + 20,834; 238,646 *
25,781; 228,766 + 19,335] versus rollende Zellert @PVI-Fc und aCD133 [vor
Ischamie; 5 min; 10 min; 30 min; 60 min; 90 min hd&eperfusion]: [146,339 * 6,805;
209,529 + 14,742; 180,251 + 18,419; 223,943 + 23,485,621 + 7,081; 179,413 +
12,489)).

Die transient adharenten Zellen machen bei beidersuéhsgruppen den zweitgré3ten
Anteil aus (transient adharente Zellen mit GPVI-d3B [vor Ischamie; 5 min; 10 min; 30
min; 60 min; 90 min nach Reperfusion]: [109,8764,945; 152,538 + 5,807; 128,420 +
17,298; 134,751 + 17,171; 118,262 + 13,181; 144;608,513] versus transient adharente
Zellen mit GPVI-Fc und aCD133 [vor Ischamie; 5 mif® min; 30 min; 60 min; 90 min
nach Reperfusion]: [63,196 + 14,600; 111,464 * 18,392,219 + 13,895; 114,448 +
20,189; 92,487 + 6,501, 81,316 + 12,705]).

62



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Die Gruppe der adharenten Zellen macht erneut le#ileh Versuchsgruppen den
geringsten Anteil aus (adharente Zellen mit GPVDAG3 [vor Ischdmie; 5 min; 10 min;
30 min; 60 min; 90 min nach Reperfusion]: [4,598598; 54,556 + 8,128; 70,259 +
14,076; 60,787 £ 7,751; 67,691 = 10,102; 66,6204 19] versus adharente Zellen mit
GPVI-Fc und aCD133 [vor Ischamie; 5 min; 10 min; 80n; 60 min; 90 min nach
Reperfusion]: [4,093 + 4,093; 31,709 + 11,096; 38,& 8,396; 31,118 + 9,487; 26,734 *
5,891; 27,647 £+ 7,230]).

Die Einzeldaten der Versuche des Ischamie-Reperfasiodells sind vollstandig im

Anhang zu finden.

Die Abbildungen 45 bis 50 zeigen Bilder intravitalmikroskopischer Aufnahmeon

Arteriolen und Venolen des Dunndarmes der Maus. Bfigile markieren beispielhaft
adharente Zellen. Auf den beiden oberen Bildern Eiottritt der Ischamie haften kaum
fluoreszenzmarkierte Zellen. Bei den folgenden Ahimen, die nach Einsetzen der
Reperfusion entstanden sind, adharieren bei Verwemdles Adhasionsmolekils GPVI-
aCD133 im Vergleich zu der Kontrollgruppe, bei ddie Einzelkomponenten des

Konstruktes eingesetzt wurden, deutlich mehr ZedienGefalRendothel.

Abbildung 45: GPVI-aCD133 vor Abbildung 46: GPVI-Fc + aCD133 vor
Ischamie. Ischamie.
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Abbildung 47: GPVI-aCD133 10 Minuten
nach Reperfusion.

ES T 'J‘- = v

Abbildung 49: GPVI-aCD133 60 Minuten

nach Reperfusion.
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Abbildung 48: GPVI-Fc + aCD133 10
Minuten nach Reperfusion.

Abbildung 50: GPVI-Fc + aCD133 60
Minuten nach Reperfusion.
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4 DISKUSSION

4.1 Diskussion der Versuchsdurchfiihrung

41.1 Das Mausmodell

Bei der Versuchsplanung stellt sich die Frage, altiiem Tiermodell die Untersuchungen
vorgenommen werden sollen. Da in der vorliegenddmei die Methode der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie angewendet wird, ist zu hiesc dass die Schichtdicke des zu
durchdringenden Materials (technisch) limitiert Bei der Maus ist die GefalBwand dinn
genug, um die Interaktionen der Zellen mit der Gefdnd optisch darstellen zu kénnen
(LINDNER et al. 1993; MASSBERG et al. 1998a).

Weitere Vorteile bei der Wahl der Maus als Verstiehsind die kurze Generationszeit,
platzsparende Haltung und geringe Kosten fir Hgltund Tiere sowie die einfache
Handhabung. Hinzu kommt, dass der Verbrauch anfostika und Therapeutika bei der
Maus deutlich geringer ist als bei grolBeren Saegmii AulRerdem bestehen die
Moglichkeit der genetischen Manipulation zur Geeemg verschiedener Knockout-
Stamme sowie die Verfugbarkeit einer Vielzahl vononwklonalen Antikérpern
(ZOLOTAREVA und KOGAN 1978; LINDNER et al. 1993; PBEN et al. 1994).

Fur die intravitalmikroskopischen Untersuchungemdea in dieser Arbeit Wildtypmause
C57BL/6J verwendet. Da die Tiere direkt nach déraintalmikroskopie getttet werden,
entstehen keine Unvertraglichkeiten aufgrund demvgadeten humanen Zellen. Falls
jedoch zusatzlich Langzeitversuche mit humanen hdpoatischen Stammzellen
durchgefuhrt werden sollen, sind immundefiziente ub& einzusetzen, um diese

Problematik zu umgehen.

4.1.2 Verwendung von hamatopoetischen Stammzellen

Géangige Therapiemethoden bei bestehender Atheroskle mit ausgepragter
Lumenobstruktion sind die perkutane Katheterangsg mit Dilatation des betroffenen
GefalRabschnittes mittels Ballon oder StentimplamaLUSIS 2000).
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Trotz kontinuierlicher Fortschritte in dieser Teoloygie, besteht die Gefahr der
Restenosierung aufgrund einer Neointimabildung (WER et al. 2003; CHOI et al.
2004). Diesen Komplikationen wird mit Hilfe antitmbotischer Medikamente wie
Aspirin® oder Clopidogrél entgegen gewirkt (FUSTER et al. 1998; LIBBY 1998).

Schadigungen des GefalRendothels, wie sie beisgisiswdurch Ballonkatheterisierung
oder Stentimplantation auftreten, fihren zu eingiti€genden extrazellularen Matrix. Dies
|6st Uber die Mechanismen der primédren und sekemdaHamostase eine
Thrombusbildung aus, infolge dessen es zu eineréffvefschluss kommen kann. Solange
die Endothelialisierung des verletzten GefaRendsthieht abgeschlossen ist, herrscht in
diesem Bereich eine thrombogene Situation. Um deuklgsprozess zu beschleunigen,
ist der Einsatz von hamatopoetischen Stammzelleklde. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass endotheliale Progenitorzellen einesckaidende Rolle bei vaskularen
Reparaturmechanismen spielen (ASAHARA et al. 1999ARMELIET 2003;
KAWAMOTO et al. 2003; WERNER et al. 2003; XU 2008yeben der Adhasion an
Endothelschadigungen spielt auch ihre parakrinekiiiy eine Rolle. Endotheliale
Progenitorzellen sezernieren zahlreiche angiogeaehdéfumsfaktoren, die unterstitzend
auf die Funktion und Uberlebensfahigkeit von reifEndothelzellen einwirken und
beispielsweise das Einwandern reifer Endothelzebers der Umgebung erleichtern
(URBICH et al. 2005a; HRISTOV et al. 2007).

Diese Arbeit gliedert sich in eine Reihe von Prtgek ein, die sich mit
Adhéasionsprozessen und Differenzierungsvorgangen Yvogenitorzellen befassen.
Langer et al. haben gezeigt, dass Thrombozyten Ghemotaxis, Adhasion und
Differenzierung von T17b Zellen (mouse embryonic 8P eEPCs) steuern. Unter
Flussbedingungen konnte dargestellt werden, dassinenueEPCs an adhéarente
Thrombozyten binden. Aul3erdem war eine Differenigr der murinen eEPCs in
Endothelzellen bei Anwesenheit von Thrombozytebeobachten. Aufgrund dieser Daten
lasst sich schlussfolgern, dass Thrombozyten wkdentu einer Rekrutierung von
zirkulierenden murinen eEPCs an Lasionen der Gedafivbeitragen (LANGER et al.
2006).

Daub et al. haben nachgewiesen, dass aktivierteahenThrombozyten ebenfalls mit
humanen CD34 Progenitorzellen interagieren, wobei P-Selektin @i@én Prozess des

Rollens verantwortlich ist, die feste Adhasion d@hd&ente Thrombozyten hingegen durch
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die B1- undp,-Integrine der Progenitorzellen vermittelt wird (DB et al. 2006; LANGER
et al. 2006).

Neuere Untersuchungen von Massberg et al. konntén Hiife der intravitalen

Fluoreszenzmikroskopie an einem VerletzungsmodsllAdteria carotis der Maus zeigen,
dass Thrombozyten am Rekrutierungsprozess endodergenitorzellen malfdgeblich
beteiligt sind (MASSBERG et al. 2006). Demnach slimlombozyten, welche nach einer
GefalRschadigung als erstes an das freiliegenden8atiel adharieren, sowohl an der
Blutstillung als auch an der Rekrutierung von Progezellen an Endothelschadigungen

und exponiertes Kollagen beteiligt.

4.1.3 Einsatz des Adhasionsmolekiils GPVI-aCD133

Um eine rasche Endothelialisierung zu erreichdressentscheidend, eine moglichst grol3e
Anzahl hamatopoetischer Progenitorzellen an die ébeachadigung zu dirigieren. Daher
wird nach neuen Mdglichkeiten gesucht, dieses Zielerreichen. In einigen Studien
werden bispezifische AntikOrper eingesetzt, um glfeziamatopoetische Stammzellen an
geschadigtes Myokard zu lenken (LUM et al. 2004ELdf al. 2007). Diese Strategie nutzt
die Vorteile bispezifischer Antikdrper, einerseitStammzellen und andererseits
Adhéasionsmolekile, die auf den geschadigten Zeligmimiert werden, binden zu kénnen
(LUM et al. 2004). Auf diese Weise werden mit biafischen Antikdrpern gerustete
Stammzellen eingesetzt, die mit Hilfe dieser bidmhen Antikrper an die
entsprechenden Strukturen gelenkt werden. Da thispezifischen Antikorper jedoch nur
auf bestimmte Strukturen ausgerichtet sind, uneies Vielzahl von Bindungspartnern
gibt, besteht die Schwierigkeit darin, eine geeigrgtruktur zu finden, die eine erhdhte
Adhasion von hamatopoetischen Stammzellen vergpuinth in moglichst vielen Geweben

vorhanden ist.

In der vorliegenden Arbeit wird das bispezifischelhdsionsmolekil GPVI-aCD133

eingesetzt, das aus dem loslichen thrombozytargko@totein VI und einem Antikdrper

gegen den auf h&matopoetischen Stammzellen auftiexteMarker CD133 besteht. Es
wird untersucht, ob es durch den Einsatz diesesigidhsmolekiils méglich ist, vermehrt
Progenitorzellen an Endothellasionen zu rekrutiawad somit zu einer beschleunigten
Endothelialisierung beizutragen. Die Bedeutung @esombozytenoberflachenrezeptors
Glykoprotein VI fur die Thrombozytenaktivierung sewir Adhésionsprozesse ist bereits
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durch zahlreiche Untersuchungen belegt (WATSON GHBBINS 1998; NIESWANDT
et al. 2001a; MASSBERG et al. 2003a; MASSBERG et28D3b; NIESWANDT und
WATSON 2003).

4.1.4 Charakterisierung der Zellinteraktionen mit der Gefal3wand mittels

Intravitalmikroskopie

In der vorliegenden Arbeit wird die Methode derrdwitalmikroskopie zur optischen
Darstellung von Zellinteraktionen mit dem GefaRehdb eingesetzt. Die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie ist eine gangige MethodeUntersuchung des Blutflusses und
wird bereits in verschiedenen Organsystemen anggteiMENGER und LEHR 1993;
GONZALEZ et al. 1994; FRENETTE et al. 1995; FRENHETdt al. 1998; MASSBERG et
al. 1998; ERIKKSON et al. 2000; VAJKOCZY et al. ZDOVOLLMAR et al. 2000;
BECKER et al. 2001; GRAYSON et al. 2001; KOSEKIatt 2001; READ et al. 2001;
VOLLMAR et al. 2001; EICHHORN et al. 2002). Von Meil bei dieser Methode ist die
direkte Visualisierung von sowohl physiologischenls aauch pathologischen
hamodynamischen Vorgangen am lebenden Tier. Umediemplexen Vorgénge
untersuchen zu konnen, reichenvivo Versuche in den meisten Féllen nicht aus. Der in
dieser Arbeit verwendete Fluoreszenzfarbstoff D@kddt in der Literatur vielfach
Verwendung (KOSEKI et al. 2001; MASSBERG et al. 20MASSBERG et al. 2003a;
MASSBERG et al. 2003b; MASSBERG et al. 2006).

Die Einteilung der fluoreszenzmarkierten Zellenmaer Art der Interaktion, die sie mit
dem GefalRendothel eingehen, ist in der Literatwclweeben (GONZALEZ et al. 1994,
MASSBERG et al. 1998a; MASSBERG et al. 1998b; EIGHRN et al. 2002). Es wird
zwischen sich frei bewegenden Zellen, rollenden adfttirenten Zellen unterschieden. Der
Prozess des Rollens ist dabei dahingehend defindass die Geschwindigkeit der
rollenden Zellen langsamer als der Blutfluss arh ssein muss. Uber die Anzahl an
Sekunden, die eine Zelle haften muss, bis sie & @ruppe der adhéarenten Zellen
eingestuft werden kann, gibt es in der Literatutetsthiedliche Angaben, die von 5
Sekunden bis 30 Sekunden reichen (GONZALEZ et 3941 MASSBERG et al. 1998a;
MASSBERG et al. 1998b; EICHHORN et al. 2002). NedenUnterscheidung in rollende
und adhéarente Zellen wird in der vorliegenden Arbdee Gruppe der adharenten Zellen in
transient adharente Zellen, die weniger als 15 &ado haften und in fest adharente
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Zellen, die langer als 15 Sekunden an derselbetie Stes Gefaliendothels haften,
gegliedert.

Da in Makro- und Mikrozirkulation unterschiedlicl&cherkrafte herrschen, werden in
dieser Arbeit zwei Verletzungsmodelle mit Hilfe detravitalmikroskopie untersucht. Fur
die Makrozirkulation wird ein ligaturinduziertes Netzungsmodell der A. carotis
communis der Maus herangezogen und fur die Mikkaition ein Ischamie-

Reperfusionsmodell am Dunndarm der Maus. So ish @il Vergleich beider Systeme

und der Art der Verletzung im Hinblick auf die Adiién von Progenitorzellen moglich.

Im Blutkreislauf herrscht eine weitgehend lamin&teomung mit einem parabolischen
Geschwindigkeitsprofil. Unter physiologischen Beaglingen koénnen bei hohen
FlieBgeschwindigkeiten in grol3en Gefallen Turbulenaeftreten. Turbulenzen treten
aul3erdem unter pathophysiologischen Bedingungenpeispielsweise bei Gefal3stenosen
oder Herzklappenfehlern auf (KUSCHINSKY 1999). B&omungsgeschwindigkeit des
Blutes ist in den grol3en arteriellen GefaRen wie Alecarotis communis hoch und im
Bereich der Kapillaren niedrig (KUSCHINSKY 1999 tlen Venolen als postkapillaren

GefalRen ist der Blutdruck noch geringer als in pigkapillaren Arteriolen.

4.1.5 Schwierigkeiten bei der intravitalen Fluoreszenzmikoskopie

Bei der Versuchsdurchfiihrung ergeben sich einigevi&eigkeiten. Da die Versuche vor
allem im Darmmodell durch die einstiindige Ischarmésge sowie die Aufnahmen bis 90
Minuten nach erfolgter Reperfusion einige Zeit insfruch nehmen, ist bei einzelnen
Tieren die Kreislaufsituation schlecht. Der Blusitusistiert oder kommt erst spat in Gang,
so dass keine Aufnahmen zeitnah zur Reperfusionichdgind. Selten kommt dies auch
bei Tieren im Carotismodell vor. Dadurch, dass dBlutfluss im Ischamie-
Reperfusionsmodell verzdgert einsetzt, werden vitabnikroskopische Aufnahmen im

Vergleich zum Carotismodell bis 90 Minuten nach &&psion durchgefihrt.

Des Weiteren fuhrt eine vermehrte Darmperistaltikundeutlichen Aufnahmen. Indem die
Befeuchtung des Darmes mit gednderter Wassertetupendolgt und die Warmematte
einige Minuten ausgeschaltet wird, kann in den terigéllen die Peristaltik eingedammt
werden. Bei den Tieren, die im Carotismodell eiegigtswerden, kann es durch zu starken
Zug wahrend der Ligatur in der Reperfusion zu eiflerombusbildung kommen. Diese
Thrombusbildung kann im Einzelfall so stark ausggpisein, dass der Blutfluss sistiert.
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Tiere, bei denen die genannten Schwierigkeiterreteft, werden nicht in die Auswertung
mit einbezogen, da in diesen Fallen keine beudrsih Aufnahmen mdglich sind.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Allgemeine Beobachtungen

Ein Vergleich der Gruppe humane Endothelzellenmdme CD3% Progenitorzellen mit
der Gruppe CD34Progenitorzellen mit GPVI-aCD133 / GPVI-Fc und &3B wird nicht
durchgefiihrt. Die Versuche mit humanen Endothedmelind CD34 Progenitorzellen
dienen als Vorversuche, um einen allgemeinen Uln&rtdu erhalten, ob die Zellen
Kontakt mit dem Endothel aufnehmen. Da die Vorvelngu und die Versuche mit
Verwendung des Adhasonsmolekils GPVI-aCD133 zkitémige Monate auseinander

liegen, kommt eine andere Zellcharge von CDBbgenitorzellen zum Einsatz.

Pro Versuchstag werden zwei Versuche durchgefiibig. dafiir benétigte Menge an
CD34 Progenitorzellen wird vorbereitet und die Zellmerigr eine Maus mit dem GPVI-
aCD133 Konstrukt vorinkubiert und die Zellmenge fdie zweite Maus mit den
Einzelkomponenten des Konstruktes als Kontrollenkubiert. Daher ist ein Vergleich
innerhalb der Gruppe sinnvoll, da die gleichen efelorbereitet und eingesetzt werden.

AulRerdem werden Wildtypmause aus einer Bestellgrdippdie Versuche verwendet.

4.2.2 Ergebnisse aus dem Carotismodell

4.2.2.1  Vergleich humaner Endothelzellen mit humanen CD34Progenitorzellen

im Carotismodell

Bei einem Vergleich der drei SchaubilderAhbbildung 21, 22 und 23 wird deutlich, dass
weitaus mehr humane CD3#rogenitorzellen eine Interaktion mit dem GefaRdinel
eingehen, als es bei humanen Endothelzellen dérigtaBei humanen Endothelzellen
handelt es sich um bereits ausdifferenzierte Zathéngeringem Proliferationspotential,
deren Fahigkeit, geschadigtes Endothel zu ersestark begrenzt ist (ASAHARA et al.
1997; PEICHEV et al. 2000; HRISTOV und WEBER 200€D34 Progenitorzellen
weisen bestimmte Oberflachenrezeptoren auf, die it zunehmender Differenzierung

verlieren (PEICHEV et al. 2000). AuRerdem exprirarer sie unterschiedliche
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Adhasionsmolekile wie Integrine und Selektine, dlee Interaktionen mit dem

GefalRendothel vermitteln (DAUB et al. 2006; LANGER al. 2006; HRISTOV et al.

2007). Endotheliale Vorlauferzellen verlieren alhfiéh ihre Progenitorzelleigenschaften
und beginnen mit der Expression von endothelialemkigrn wie vVWF und VE-Cadherin
(HRISTOV und WEBER 2004).

Dabei ist die Anzahl der transienten Zellen pro m@efallendothel sowohl bei den
humanen Endothelzellen als auch bei den humanerdCB®genitorzellen doppelt so
hoch wie bei den adharenten Zellen beider Zellty@awohl in der Gruppe der humanen
Endothelzellen als auch der humanen CDB#bgenitorzellen sind kaum rollende Zellen

vorhanden.

4.2.2.2  Vergleich der Versuche mit dem Adhasionsmolekil GPW¥aCD133 mit
der Kontrollgruppe

In den Schaubildern ifbbildung 24, 25 und 26 liegt die blaue Kurve, die die CD34
Progenitorzellen mit dem Konstrukt darstellt, debtl Gber der Kontrollkurve. Das
bedeutet, dass unter Verwendung des Konstruktdawgemehr Zellen eine Interaktion mit
dem GefalRendothel eingehen, als dies bei der Kigrtrppe der Fall ist. Obwohl nicht
alle untersuchten Zeitpunkte signifikante Untersedki zwischen den Gruppen aufweisen,
ist dennoch eine eindeutige Tendenz ersichtlich.

4.2.3 Ergebnisse aus dem Darmmaodell

4.2.3.1  Vergleich humaner Endothelzellen mit humanen CD34Progenitorzellen

in Arteriolen und Venolen

Bei einem Vergleich der Schaubilder der Arterioli@nAbbildung 33, 34 und 35 ist
erkennbar, dass die Anzahl der CDB%ogenitorzellen sowohl bei den rollenden als auch
den adharenten Zellen nur gering Uber der Anzahttuananen Endothelzellen liegt. Bei
den transient adharenten Zellen hingegen liegtkdieve der CD34 Progenitorzellen

deutlich Uber der Kurve der humanen Endothelzellen.

In den Schaubildern der Venolen Abbildung 36, 37 und 38 ist kaum ein Unterschied
zwischen humanen Endothelzellen und CD3ogenitorzellen zu erkennen, da die
Kurven in den einzelnen Schaubildern nahezu dedglagh erscheinen. Die Kurve der
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humanen Endothelzellen ist jedoch im Schaubildrdbenden Zellen leicht oberhalb der
Kurve, die die CD34 Progenitorzellen darstellt, gelegen und stellt is@imen Einzelfall

im Vergleich zu den tbrigen Schaubildern dar.

Auffallig ist, dass in den Arteriolen sowohl beirdeumanen Endothelzellen, als auch bei
den humanen CD34Progenitorzellen deutlich weniger Zellen eine flakdéion mit dem
GefalRendothel eingehen als in den Venolen, wasutlaaiickzufiihren ist, dass der
Blutstrom in den Arteriolen eine hohere Geschwikdigals in den Venolen aufweist.
AulRerdem ist der Druck in den prakapillaren GefaRarteriolen) hoher als in den

postkapillaren Venolen.

4.2.3.2  Vergleich der Versuche mit dem Adh&asionsmolekil miter

Kontrollgruppe in den Arteriolen und Venolen des Dinndarmes

Bei einem Vergleich der Schaubilder der Arterioldrd deutlich, dass unter Verwendung
des Konstruktes deutlich mehr Zellen eine Inteoakinit dem GefalRendothel eingehen,
was an den blauen Kurven in den drei Schaubildermdbildung 39, 40 und 41 sichtbar

ist, als dies bei der Kontrollgruppe der Fall Bti einigen Zeitpunkten ist der Unterschied

zwischen Konstrukt- und Kontrollgruppe jedoch diebttr ausgepréagt als bei anderen.

Anhand der Schaubilder der Venolen Abbildung 42, 43 und 44 ist der Unterschied

zwischen Zellen, die mit dem Konstrukt vorinkubigvtirden, und der Kontrollgruppe
noch deutlicher erkennbar. AuRerdem stellen siehKdirven auf alle Zeitpunkte bezogen
gleichmaliger dar, als bei den Schaubildern deerfaen. Obwohl auch hier nicht bei
allen Zeitpunkten signifikante Unterschiede voréirg ist eine deutliche Tendenz
erkennbar, dass der Einsatz des Konstruktes GPBIE8R eine vermehrte Adh&sion von

CD34 Progenitorzellen zur Folge hat.

4.2.4 Vergleich der beiden Verletzungsmodelle

Bei der Auswertung der Versuche aus dem Carotisthistl@uffallig, dass kaum rollende
Zellen vorhanden sind. Im Darmmodell stellen dideralen Zellen jedoch den grof3ten
Anteil an Zellen dar, die eine Interaktion mit d&efallendothel eingehen. Dadurch, dass
in groRen GefalRen wie der Arteria carotis die Gesuttigkeit des Blutflusses hdher ist als
in Arteriolen und Venolen des Diinndarmes, ist dez€ss des Rollens vermehrt in den

langsam flieRenderen GefaRabschnitten zu findemalrenswert ist zudem, dass bei allen
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drei Anhaftungsarten in den Venolen deutlich meletleh eine Interaktion mit dem
GefalRendothel eingehen als in den Arteriolen.

Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Vaulegsmodellen ist die absolute
Anzahl an Zellen pro mmz2 GefaRendothel. Aufgrund elastiindigen Ischamiephase im
Darmmodell sind die eingesetzten Zellen bereitdigdm Kreislauf zirkuliert und zum
Teil in unterschiedlichen Gefal3en sowie in versdfien Organen wie beispielsweise der
Milz (GRAYSON et al. 2001; TEMPLIN et al. 2006) exi geblieben. Im Carotismodell
dagegen findet eine 5-mindtige Ligatur statt, besim Aufnahmen erfolgen. In dieser

vergleichsweise kurzen Zeit sind noch die meistelted im Blutvolumen anzutreffen.

Eine Erklarung fir die abweichende Anzahl an Zglldie eine Interaktion mit dem
GefaRendothel eingehen, kénnte auch die unterdutiedArt der Verletzung in den
beiden Mausmodellen sein. Im Carotismodell wird \dexletzung mechanisch durch eine
Ligatur erzielt. In diesem verletzten GefaRabst¢hnifinden auch die
intravitalmikroskopischen Aufnahmen statt. Bei dégrsuchen im Darmmodell wird die
Verletzung indirekt durch eine induzierte Ischamidnervorgerufen. Die
intravitalmikroskopischen Aufnahmen finden im Betedes ischamisch geschéadigten und
im Anschluss reperfundierten Gewebes statt undt rdaiekt an der Stelle, an der die

Blutzufuhr mittels Ligatur unterbunden wurde.

Die mechanische Verletzung im ligaturinduziertenrdlamodell hat eine freiliegende
extrazellulare Matrix zur Folge (MASSBERG et al.02@; MASSBERG et al. 2003b),
wobei der Verlust der Endothelzellbarriere zwiscB#rukturen der extrazellularen Matrix
und dem Blutfluss einen Auslosemechanismus der Idtase darstellt (RUGGERI 2002).
Beim Darmmodell unterliegt das Endothel einer fiorktllen Stérung durch die
postischamische Reperfusion und geht in einen mwthotischen Zustand Uber
(BECKER et al. 2000) (siehe auch Kapitel 2.1.3.asDaktivierte Endothel entwickelt
adhasionsvermittelnde Eigenschaften (SIEGEL-AXEL &t 2006) und zahlreiche
Rezeptoren wie P-Selektin, vVWF und ICAM-1 werdepreriert (BECKER et al. 2000).
Es ist ersichtlich, dass im Carotismodell eine k&dg Schadigung am GefalRendothel
erzielt wird und dadurch auch insgesamt geseheAmzahl an Zellen, die eine Interaktion
mit dem GefalRendothel eingehen, deutlich hoheraist,bei der indirekten Schadigung
durch den Ischamie-Reperfusionsprozess im Darmrhodel
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Eine Gemeinsamkeit beider Modelle stellt der Antadharenter Zellen pro mm?
GefalRendothel dar, der jeweils die am wenigstetratene Anhaftungsart ausmacht. Die
Kontaktaufnahme der Zelle mit dem GefaRendothelebésius mehreren Stufen. Zuerst
findet das tethering als erster loser Kontakt stggfolgt vom Prozess des Rollens, der Uber
P-Selektin/PSGL-1 vermittelt wird. Die feste Adtagisihingegen wird Ubep-Integrine
vermittelt (GAWAZ et al. 2005b). Da fur die festediasion mehrere Mechanismen
nacheinander ablaufen missen, wird klar, dass ¥ellen solange der Kontakt noch lose
ist, vorher abgeschwemmt werden, bevor eine fedtégion eintritt. Dies erklart, weshalb

adharente Zellen die am wenigsten vertretene Anhg$art ausmachen.

4.2.5 Homing der CD34" Progenitorzellen

Mehrere Untersuchungen der eigenen Arbeitsgrupperhaich mit dem Homing von
hamatopoetischen Progenitorzellen beschéftigt, webe allem die Rekrutierung dieser
Zellen als Voraussetzung fur spatere Adhasionspeez&egenstand der Untersuchungen
war. Langer et al. haben nachgewiesen, dass adéarerombozyten an der Rekrutierung
und Differenzierung muriner embryonaler Stammze(@elllinie T17b)in vitro beteiligt
sind (LANGER et al. 2006). Desweiteren konnten Ndasg et al. auchn vivo zeigen, dass
der von Thrombozyten sezernierte stromal cell @erifactor & (SDF-In) fiur die
Rekrutierung von humanen hamatopoetischen Progeeiten an Endothelldsionen eine
entscheidende Rolle spielt (MASSBERG et al. 2006).

Die Verwendung unterschiedlicher bispezifischer ikirper mit dem Ziel, das homing
hamatopoetischer Stammzellen zu verbessern, igtitbemehrfach in der Literatur
beschrieben (LUM et al. 2004; LEE et al. 2007). Dasder vorliegenden Arbeit
eingesetzte rekombinante Adhasionsmolekil GPVI-&&3D1 zeigt in  beiden
Verletzungsmodellen der Maus eine Steigerung demasion hamatopoetischer CD34
Progenitorzellen an geschadigtes Endothel undakedein weiteres Indiz dafir, diese

neuen Ansatze weiter zu verfolgen.
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4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Die fruhzeitige Wiederherstellung einer intakten d&thmelzellschicht nach einer
GefaBwandverletzung  trdgt zur  Pravention einer hitwasbildung  und
Neointimaproliferation bei. Nachdem zirkulierendedetheliale Progenitorzellen als
wichtiger Faktor fir die Reendothelialisierung exdkt worden sind, kbnnen endotheliale
Progenitorzellen, die die Fahigkeit besitzen, sicheife Endothelzellen zu differenzieren,
dazu dienen, thrombogene Strukturen abzudeckereunedintakte Endothelzellschicht zu
bilden.

Im Anschluss an vorangegangene Untersuchungen ribeitégruppe kann die vorliegende
Arbeit mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikkapie anhand zweier verschiedener
Verletzungsmodelle der Maus zeigen, dass die Vetwey des bispezifischen
Adhasionsmolekiils GPVI-aCD133 eine vermehrte Adiviision CD324 Progenitorzellen
zur Folge hat. Als Vorversuche dienen humane Emidimglien sowie humane CD34
Progenitorzellen, um das Verhalten der Zellanvivo darzustellen und beurteilen zu
konnen. Obwohl diese Studie nicht im Bereich defivEBntivmedizin angesiedelt ist,
kommt sie jedoch bei bereits geschadigtem Gewebe Tmagen. Indem die Adhasion an
geschadigte GefalRareale durch die Verwendung dksestruktes erhdht werden kann,
besteht die Aussicht auf einen beschleunigten Hg#prozess und somit ein intaktes
GefalRendothel.

Des Weiteren ist Uber eine Verbesserung des bisgm®n Adhasionsmolekils
dahingehend nachzudenken, statt der Fusion zwedgiRe ein rekombinantes Protein zu
entwickeln. Dies bietet den Vorteil einer stabilalllinie, au3erdem ist dadurch eine

hohere Ausbeute an Protein sowie eine hochreinguRtion moglich.

Als weiterer Schritt bleibt in Langzeitversuchert mimundefizienten Mausen abzuklaren,
wie sich die CD34 Progenitorzellen weiter entwickeln und in welch&taRe mit einer
Differenzierung in Endothelzellen zu rechnen istv@ an einen therapeutischen Einsatz
am Menschen gedacht werden kann, sind zudem umtisdéntersuchungen im Bereich
der Histologie und Immunhistochemie sowie Langzgguche und hohere Tierzahlen
erforderlich. Mdglicherweise resultieren aus dieEekenntnissen neue Angriffspunkte fir

medikamentdses Eingreifen.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Endothelschadigungen, wie sie auch im Rahmen dgioftastie auftreten kénnen, fihren
aufgrund einer freiliegenden extrazellularen Matrzu einer Aktivierung der
Gerinnungskaskade mit anschlieRender ThrombuslgldDmeser thrombogene Zustand
halt solange an, bis eine erneute Endothelialisgedieses GefalRabschnittes stattgefunden
hat. Daher wird nach Mdéglichkeiten gesucht, die dhelialisierung zu beschleunigen,

und somit wieder einen antithrombogenen Zustanschaffen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode derawitalen Fluoreszenzmikroskopie im
Mausmodell eingesetzt, um die Interaktionen der dtapoetischen CD34
Progenitorzellen mit der GefalBwand optisch daestelind auswerten zu kénnen. Die
Untersuchungen erfolgten an zwei verschiedenen Madsllen: zum einen an einem
ligaturinduzierten Verletzungsmodell an der Artezaotis der Maus und zum anderen an
einem Ischamie-Reperfusionsmodell am Diunndarm derausM In beiden
Verletzungsmodellen wurden humane Endothelzellen Wergleich zu CD34
Progenitorzellen verwendet. Im weiteren Versuchaa#fblvurden CD34 Progenitorzellen
mit dem bispezifischen Adhéasionsmolekil GPVI-aCD18&Iches aus dem loslichen
thrombozytdren Kollagenrezeptor GPVI und einem Kirber gegen den
Stammzellmarker CD133 besteht, vorinkubiert um rroitteln, ob dadurch eine vermehrte

Adhasion erreicht werden kann.

In beiden Mausmodellen gelang der Nachweis, dads die Anzahl hdmatopoetischer
Stammzellen, die eine Interaktion mit dem Gefal3dmel@ingehen, unter Verwendung des
bispezifischen Adhéasionsmolekils GPVI-aCD133 velgin mit dem Einsatz der
Einzelkomponenten erhoht. Aufgrund der vermehrtedhdsion hamatopoetischer
Stammzellen an geschadigtes Gefaliendothel konnteinkatz dieses Adhasionsmolekiils
eine Moglichkeit darstellen, die Endothelialisieguru beschleunigen und somit Grundlage

neuer therapeutischer Strategien sein.
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6 SUMMARY

The influence of the adhesion molecule GPVI-aCD138n hematopoietic progenitor

cell adhesion in two different mouse models

Vascular lesions, for example caused by angioplésag to exposed extracellular matrix.
As a consequence thrombus formation is followingeSe thrombogenic conditions exist
until endothelialization has happened. Therefoeimhportant to find out new options for
an accelerated endothelialization to restore vasciultegrity and an antithrombotic

situation.

In this study intravital fluorescent microscopy wased in a mouse model to show
interactions between hematopoietic CD3#ogenitor cells and the endothelium. Two
different mouse models were used: a mouse caratidryainjury model and an
ischemia/reperfusion model in small intestine. bthbinjury models human endothelial
cells were compared with CD34rogenitor cells. Furthermore CD34rogenitor cells
incubated with the GPVI-aCD133 construct, whichsisis of the soluble platelet collagen
receptor glycoprotein VI and an antibody to CD138re used to examine the
enhancement of cell adhesion.

In both mouse models it was possible to recruit €08ogenitor cells to sites of vascular
lesions. While using the GPVI-aCD133 constructéheas an increase in cell-endothelium
interaction compared to the single components efctimstruct as control. Because of the
increased adhesion of hematopoietic progenitos @tlivascular injury sites this bispecific
adhesion molecule represents an option for an eatetl endothelialization and could be a

possibility for new therapeutic strategies.
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7 ANHANG
7.1 Daten des Carotismodells
7.1.1 Verwendung von humanen Endothelzellen (hEC)
vor Ligatur
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm2 mean SEM 1/mm2 mean SEM 1/mm2 mean SEM
Nr.1re 17,375 14,363 | 5,947 0,000 0,000 0,000 0,000 7,136 | 3,304
Nr. 1 1i 17,303 0,000 17,303
Nr. 2 re 17,203 0,000 0,000
Nr. 2 i 0,000 0,000 34,223
Nr. 3 re 0,000 0,000 0,000
Nr. 3 1i 69,248 0,000 0,000
Nr. 4 re 0,000 0,000 0,000
Nr. 4 i 0,000 0,000 0,000
Nr.5re 17,252 0,000 0,000
Nr. 51i 33,981 0,000 16,991
Nr. 6 re 0,000 0,000 0,000
Nr. 6 li 0,000 0,000 17,111
5 Min. nach Ligatur
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm2 mean SEM 1/mm2 mean SEM 1/mm2 mean SEM
Nr.1re 555,985 406,242]57,724 0,000 3,669 2,492 | 590,734 ]223,733] 43,085
Nr. 1 1i 622,904 0,000 294,149
Nr. 2 re 756,913 0,000 172,026
Nr. 2 [i
Nr. 3 re 225,869 0,000 156,371
Nr. 3 1i 461,654 23,083 276,992
Nr. 4 re 181,706 0,000 113,566
Nr. 4 i 224,814 0,000 86,467
Nr.5re 276,025 0,000 224,271
Nr. 51i 543,701 0,000 288,841
Nr. 6 re 328,193 17,273 103,640
Nr. 6 li 290,893 0,000 154,002
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10 Min. nach Ligatur

Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm2 mean SEM 1/mm2 mean SEM 1/mm2 mean SEM
Nr.1re 469,112 434,986] 36,383 0,000 2,891 1,949 | 608,109 |278,762] 38,306
Nr. 1 1i 622,904 0,000 449,875
Nr. 2 re 653,697 0,000 258,038
Nr. 2 i 530,452 0,000 290,893
Nr. 3 re 416,989 17,375 225,869
Nr. 3 i 519,361 17,312 259,680
Nr. 4 re 425,873 0,000 323,663
Nr. 4 i 363,161 0,000 224,814
Nr.5re 322,030 0,000 230,021
Nr. 51i 288,841 0,000 135,925
Nr. 6 re 299,404 0,000 184,249
Nr. 6 li 308,004 0,000 154,002

30 Min. nach Ligatur

Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm?2 mean SEM 1/mm?2 mean SEM 1/mm2 mean SEM
Nr. 1re 642,858 474,559]51,837 0,000 0,000 0,000 | 260,618 1248,032] 28,962
Nr. 1 1i 484,481 0,000 397,966
Nr. 2 re 688,102 0,000 292,444
Nr. 2 i 462,007 0,000 273,782
Nr. 3re 451,738 0,000 243,243
Nr. 3 li
Nr. 4 re
Nr. 4 li 501,508 0,000 224,814
Nr.5re
Nr. 51i 254,860 0,000 135,925
Nr. 6 re 310,919 0,000 155,460
Nr. 6 li
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7.1.2 Verwendung von humanen CD34 Progenitorzellen
vor Ligatur I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm2 mean SEM
Nr. 1bre 68,699 37,549 | 12,206 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 | 0,000
Nr. 1b i 17,175 0,000 0,000
Nr. 2b re 17,203 0,000 0,000
Nr. 2b i 0,000 0,000 0,000
Nr.1re 52,449 0,000 0,000
Nr. 1 i 69,769 0,000 0,000
5 Min. nach Ligatur I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr.lbre | 1339,634 |1256,349] 66,848 0,000 0,000 | 0,000 790,041 | 634,315 39,788
Nr. 1b i 1305,284 0,000 618,293
Nr.2bre | 1192,711 0,000 550,482
Nr. 2b i 1465,582 0,000 572,493
Nr.1re 979,041 0,000 559,452
Nr. 1 i 1255,839 0,000 715,131
10 Min. nach Ligatur I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr.lbre | 1459,858 |1289,141] 54,995 0,000 0,000 | 0,000 618,293 | 609,050 37,535
Nr. 1b i 1322,459 0,000 583,943
Nr. 2b re
Nr. 2b i 1253,760 0,000 480,894
Nr.1re 1118,904 0,000 699,315
Nr. 1 i 1290,724 0,000 662,804
30 Min. nach Ligatur I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 1b re 978,963 ]1069,575] 63,709 0,000 0,000 | 0,000 566,768 | 442,424 46,162
Nr. 1b i 961,788 0,000 343,496
Nr.2bre | 1100,964 0,000 430,064
Nr. 2b i 1236,585 0,000 429,370
Nr.1re
Nr. 1 li
[60 Min. nach Ligatur I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 1b re 807,215 | 871,961 | 59,594 0,000 0,000 | 0,000 | 463,719 | 365,089 43,945
Nr. 1b i 1047,662 0,000 412,195
Nr. 2b re 842,926 0,000 309,646
Nr. 2b i 790,041 0,000 274,797
Nr.1re
Nr. 1 i
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7.1.3 Verwendung von humanen CD34 Progenitorzellen, die mit GPVI-
aCD133 vorinkubiert wurden
vor Ligatur I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 2 li 117,033 | 195,764 | 41,959 83,595 66,720 | 27,571 0,000 5,820 4,113
Nr.5re 175,025 35,005 17,503
Nr. 5 li 488,249 69,750 34,875
Nr.9re 119,779 0,000 0,000
Nr. 9 li 256,670 256,670 0,000
Nr. 12 re 260,182 0,000 0,000
Nr. 12 i 137,620 34,405 0,000
Nr. 1b re 86,258 0,000 0,000
Nr.1b li 121,054 121,054 0,000
5 Min. nach Ligatur I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 2 li 819,234 897,503 | 53,511 16,719 38,147 | 15,050 167,191 483,852 | 92,111
Nr.5re 746,774 0,000 280,040
Nr. 5 li 871,874 52,312 348,749
Nr.9re 1043,792 136,891 1112,238
Nr. 9 li 1072,311 68,445 684,454
Nr. 12 re 676,473 17,345 416,291
Nr. 12 i 774,115 51,608 412,861
Nr. 1b re 931,586 0,000 414,038
Nr. 1b li 1141,364 0,000 518,802
10 Min. nach Ligatur I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 2 li 902,830 | 963,075 | 42,617 0,000 19,761 | 9,221 317,662 | 571,242 | 80,915
Nr.5re 927,633 17,503 455,065
Nr. 5 li 854,436 17,437 401,062
Nr.9re 975,347 85,557 1163,572
Nr. 9 li 838,456 34,223 650,231
Nr. 12 re 948,218 23,127 578,182
Nr. 12 i 894,533 0,000 516,077
Nr. 1b re 1081,100 0,000 552,051
Nr. 1b i 1245,124 0,000 507,273
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30 Min. nach Ligatur

Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm2 mean SEM 1/mmz2 mean SEM 1/mm2 mean SEM
Nr. 2 i 970,772 | 20,961 28,727 | 16,348 499,073 | 62,219
Nr.5re 927,633 35,005 647,593
Nr.51li
Nr.9re 906,902 102,668 290,893
Nr. 9 li
Nr. 12 re 1023,382 34,691 676,473
Nr. 12 li 1032,154 0,000 550,482
Nr. 1bre 948,838 0,000 448,541
Nr. 1b i 985,723 0,000 380,455
[60 Min. nach Ligatur I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm?2 mean SEM 1/mm?2 mean SEM 1/mm?2 mean SEM
Nr. 2 li 888,063 | 72,599 4,625 4,625 358,741 | 56,758
Nr.5re
Nr. 5 1i
Nr.9re 661,639 0,000 182,521
Nr. 9 li 912,605 0,000 342,227
Nr. 12 re 1017,600 23,127 508,800
Nr. 12 i
Nr. 1b re 793,573 0,000 310,529
Nr. 1b li 1054,897 0,000 449,628
7.1.4 Verwendung von humanen CD34 Progenitorzellen, die mit GPVI-Fc und
aCD133 vorinkubiert wurden
vor Ligatur I
Tier trans. adh. CD34- rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 6 re 34,405 80,126 | 33,259 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Nr. 6 li 0,000 0,000 0,000
Nr. 10 re 155,964 0,000 0,000
Nr. 10 i 17,252 0,000 0,000
Nr. 11 re 225,869 0,000 0,000
Nr. 11 i 190,227 0,000 0,000
Nr. 1b re 0,000 0,000 0,000
Nr. 1b li 17,293 0,000 0,000
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5 Min. nach Ligatur I

Tier trans. adh. CD34- rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 6 re 154,823 | 775,784 | 120,653 0,000 7,195 4,833 0,000 240,017 | 65,531
Nr. 6 i 518,291 0,000 117,033
Nr. 10 re 883,796 0,000 86,647
Nr. 10 i 966,089 34,503 396,787
Nr. 11 re 573,360 0,000 191,120
Nr. 111 830,083 23,058 184,463
Nr. 1b re 1196,110 0,000 529,049
Nr. 1b i 1083,719 0,000 415,041
10 Min. nach Ligatur I
Tier trans. adh. CD34- rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 6 re 326,849 | 713,321 ] 88,114 0,000 7,405 5,134 17,203 206,799 | 45,833
Nr. 6 i 652,044 0,000 150,472
Nr. 10 re 901,126 17,329 207,952
Nr. 10 i 931,586 34,503 327,780
Nr. 11 re 573,360 0,000 121,622
Nr. 11 1i 639,856 0,000 259,401
Nr. 1bre
Nr. 1b i 968,430 0,000 363,161
30 Min. nach Ligatur I
Tier trans. adh. CD34- rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 6 re 361,254 | 754,486 | 118,727 0,000 2,875 2,875 206,431 | 328,118 | 62,950
Nr. 6 i
Nr. 10 re
Nr. 10 i 931,586 17,252 569,303
Nr. 11 re 573,360 0,000 138,996
Nr. 11 1i 570,682 0,000 276,694
Nr. 1b re 1017,844 0,000 379,535
Nr. 1b i 1072,190 0,000 397,748
[60 Min. nach Ligatur I
Tier trans. adh. CD34- rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 6 re 612,924 | 111,442 5,776 5,776 265,198 | 57,819
Nr. 6 li
Nr. 10 re 970,443 34,659 467,892
Nr. 10 i 874,081 0,000 414,038
Nr. 11 re 277,993 0,000 138,996
Nr. 111 363,161 0,000 155,641
Nr. 1bre 569,303 0,000 172,516
Nr. 1b i 622,562 0,000 242,108
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7.2 Daten des Darmmodells - Arteriolen
7.2.1 Verwendung von humanen Endothelzellen (hEC)
vor Ischamie I
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 24,252 13,726 | 5,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Nr. 2 22,736 0,000 0,000
Nr. 3 8,842 0,000 0,000
Nr. 4 26,526 0,000 0,000
Nr. 5 0,000 0,000 0,000
Nr. 6 0,000 0,000 0,000
5 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 0,000 19,768 | 10,044 52,344 35,755 | 24,602 21,221 3,537 3,537
Nr. 2 8,842 0,000 0,000
Nr. 3 65,683 151,576 0,000
Nr. 4 20,210 0,000 0,000
Nr. 5 23,873 10,610 0,000
Nr. 6 0,000 0,000 0,000
10 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 10,610 26,764 | 14,919 21,221 56,406 | 25,919 0,000 0,000 0,000
Nr. 2 0,000 49,515 0,000
Nr. 3 95,746 149,808 0,000
Nr. 4 37,726 117,893 0,000
Nr. 5 16,505 0,000 0,000
Nr. 6 0,000 0,000 0,000
30 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 29,709 16,534 | 7,681 16,977 53,551 | 29,880 0,000 0,000 0,000
Nr. 2 8,488 110,819 0,000
Nr. 3 13,263 0,000 0,000
Nr. 4 0,000 176,839 0,000
Nr. 5 0,000 6,063 0,000
Nr. 6 47,746 10,610 0,000
[60 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 10,610 13,328 4,801 23,873 32,322 | 15,927 0,000 0,000 0,000
Nr. 2 0,000 23,579 0,000
Nr. 3 21,221 109,640 0,000
Nr. 4 28,294 0,000 0,000
Nr. 5 19,843 23,579 0,000
Nr. 6 0,000 13,263 0,000
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7.2.2 Verwendung von humanen CD34 Progenitorzellen
vor Ischamie I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 26,526 24,204 7,728 0,000 5,053 5,053 0,000 0,000 0,000
Nr. 2 11,789 0,000 0,000
Nr. 3 17,684 0,000 0,000
Nr. 4 35,368 0,000 0,000
Nr. 5 53,855 0,000 0,000
Nr. 6 0,000 30,315 0,000
5 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm2 mear SEM 1/mms? mear SEM
Nr. 1 23,873 49,070 | 10,304 0,000 78,063 | 26,391 0,000 0,000 0,000
Nr. 2 35,368 26,526 0,000
Nr. 3 69,851 87,535 0,000
Nr. 4 76,630 182,733 0,000
Nr. 5 68,083 63,662 0,000
Nr. 6 20,614 107,922 0,000
10 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 47,746 56,494 | 12,247 0,000 56,750 | 22,023 0,000 4,175 2,648
Nr. 2 51,873 35,368 11,789
Nr. 3 58,946 41,262 0,000
Nr. 4 72,630 158,523 13,263
Nr. 5 99,282 41,683 0,000
Nr. 6 8,488 63,662 0,000
30 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm2 mear SEM 1/mms? mear SEM
Nr. 1 46,989 49,647 | 10,604 0,000 63,157 | 22,369 0,000 11,621 | 7,391
Nr. 2 29,382 53,052 0,000
Nr. 3 55,409 0,000 31,831
Nr. 4 55,578 128,840 37,894
Nr. 5 92,840 106,103 0,000
Nr. 6 17,684 90,946 0,000
|60 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 32,841 63,517 | 14,228 0,000 57,741 | 20,615 0,000 6,029 4,392
Nr. 2 67,038 9,646 9,646
Nr. 3 83,114 97,261 26,526
Nr. 4 120,250 70,736 0,000
Nr. 5 51,329 39,961 0,000
Nr. 6 26,526 128,840 0,000
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90 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 31,831 55,309 | 12,084 0,000 60,337 | 21,396 0,000 11,838 | 6,858
Nr. 2 53,266 10,610 10,610
Nr. 3 89,430 128,334 17,684
Nr. 4 75,746 46,273 42,736
Nr. 5 70,971 63,662 0,000
Nr. 6 10,610 113,143 0,000
7.2.3 Verwendung von humanen CD34 Progenitorzellen, die mit GPVI-
aCD133 vorinkubiert wurden
vor Ischamie I
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34- Adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 42,441 8,488 8,488 16,977 16,481 8,725 0,000 0,000 0,000
Nr. 2 0,000 0,000 0,000
Nr. 3 0,000 0,000 0,000
Nr. 4 0,000 47,746 0,000
Nr. 5 0,000 17,684 0,000
5 Min. nach Reperfusion |
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34- Adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 17,684 32,753 | 10,656 | 226,943 | 130,089 | 31,218 0,000 4,244 4,244
Nr. 2 21,221 42,441 21,221
Nr. 3 70,736 97,261 0,000
Nr. 4 41,262 165,050 0,000
Nr. 5 12,861 118,750 0,000
10 Min. nach Reperfusion |
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34- Adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm?2 mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 115,366 89,944 | 12,736 | 296,416 | 137,572 | 50,582 0,000 10,711 | 7,519
Nr. 2 111,156 0,000 15,158
Nr. 3 97,261 132,629 0,000
Nr. 4 80,841 187,954 38,399
Nr. 5 45,094 70,862 0,000
30 Min. nach Reperfusion |
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34- Adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm?2 mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 75,788 44,675 | 8,863 263,742 | 138,909 | 33,036 0,000 7,074 4,875
Nr. 2 26,526 66,315 0,000
Nr. 3 35,368 118,735 0,000
Nr. 4 33,347 117,724 24,757
Nr. 5 52,344 128,031 10,610
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|60 Min. nach Reperfusion |
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34- Adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 76,925 66,176 | 12,045 198,944 169,132 | 34,111 42,441 25,276 8,215
Nr. 2 21,221 51,578 11,789
Nr. 3 92,209 145,260 35,368
Nr. 4 75,451 254,648 0,000
Nr. 5 65,077 195,230 36,782
90 Min. nach Reperfusion |
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34- Adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 83,064 78,102 | 11,327 | 160,368 | 131,162 | 34,359 20,614 8,544 3,963
Nr. 2 55,409 21,221 0,000
Nr. 3 113,935 155,871 8,842
Nr. 4 52,041 224,333 0,000
Nr. 5 86,062 94,019 13,263
7.2.4 Verwendung von humanen CD34+ Progenitorzellen, dimit GPVI-Fc und
aCD133 vorinkubiert wurden
vor Ischamie I
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34+ Adh. CD34+
1/mma2 mean SEM 1/mma2 mean SEM 1/mm2 mean SEM
Nr. 1 0,000 4,067 2,676 0,000 49,338 | 32,570 0,000 0,000 0,000
Nr. 2 13,263 161,808 0,000
Nr. 3 0,000 0,000 0,000
Nr. 4 0,000 84,883 0,000
Nr. 5 7,074 0,000 0,000
5 Min. nach Reperfusion I
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34+ Adh. CD34+
1/mm?2 mean SEM 1/mm?2 mean SEM 1/mm?2 mean SEM
Nr. 1 52,715 28,959 | 8,591 139,197 38,273 | 25,942 0,000 0,000 0,000
Nr. 2 28,421 0,000 0,000
Nr. 3 0,000 21,221 0,000
Nr. 4 37,136 0,000 0,000
Nr. 5 26,526 30,947 0,000
10 Min. nach Reperfusion I
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34+ Adh. CD34+
1/mm?2 mean SEM 1/mm?2 mean SEM 1/mmz2 mean SEM
Nr. 1 73,565 31,336 | 11,576 97,817 59,411 | 12,620 26,273 5,255 5,255
Nr. 2 13,263 37,136 0,000
Nr. 3 17,684 42,441 0,000
Nr. 4 38,905 81,346 0,000
Nr. 5 13,263 38,315 0,000
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30 Min. nach Reperfusion I
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34+ Adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 1 51,738 37,126 | 14,035 120,453 76,212 | 15,779 26,273 8,650 5,497
Nr. 2 34,761 36,884 0,000
Nr. 3 81,447 64,470 16,977
Nr. 4 0,000 53,995 0,000
Nr. 5 17,684 105,261 0,000
|60 Min. nach Reperfusion I
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34+ Adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 1 59,014 23,853 | 10,414 91,754 95,655 | 9,197 24,252 4,850 4,850
Nr. 2 10,610 80,462 0,000
Nr. 3 34,484 96,377 0,000
Nr. 4 0,000 79,577 0,000
Nr. 5 15,158 130,103 0,000
90 Min. nach Reperfusion I
Tier Trans. Adh. CD34+ Rollende CD34+ Adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 1 82,356 27,578 | 14,588 64,672 85,624 | 21,600 25,768 5,154 5,154
Nr. 2 0,000 23,873 0,000
Nr. 3 9,431 104,756 0,000
Nr. 4 15,158 80,714 0,000
Nr. 5 30,947 154,102 0,000
7.3 Daten des Darmmodells - Venolen
7.3.1 Verwendung von humanen Endothelzellen (hEC)
vor Ischamie I
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 116,655 | 100,164 | 23,848 | 126,558 | 159,887 | 40,001 0,000 3,200 3,200
Nr. 2 204,123 308,306 19,200
Nr. 3 53,115 37,199 0,000
Nr. 4 108,343 222,227 0,000
Nr. 5 45,683 85,472 0,000
Nr. 6 73,067 179,559 0,000
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5 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm¢? mear SEM 1/mm¢? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 96,318 77,080 | 4,594 182,498 | 183,931 ] 10,401 30,534 30,650 | 6,035
Nr. 2 84,722 222,013 46,782
Nr. 3 67,814 153,691 26,709
Nr. 4 74,272 199,533 46,273
Nr. 5 68,871 158,910 7,074
Nr. 6 70,483 186,944 26,526
10 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 94,962 74,678 | 11,350 | 207,786 | 197,911 ] 11,664 37,667 30,965 | 6,482
Nr. 2 122,019 238,732 31,831
Nr. 3 62,731 169,951 30,342
Nr. 4 55,092 220,368 26,526
Nr. 5 52,508 173,026 5,305
Nr. 6 60,753 177,599 54,121
30 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 65,947 71,419 | 6,995 192,568 | 188,406 | 11,837 30,549 35,507 | 4,895
Nr. 2 66,749 190,343 21,864
Nr. 3 79,687 162,828 36,568
Nr. 4 45,192 157,190 41,262
Nr. 5 73,957 188,565 27,178
Nr. 6 96,982 238,942 55,620
|60 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. hEC rollende hEC adh. hEC
1/mm¢? mear SEM 1/mm¢? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 65,020 74,739 | 12,344 | 158,619 | 193,690 | 12,253 | 36,440 48,229 | 6,662
Nr. 2 132,532 248,546 73,845
Nr. 3 49,845 182,591 41,722
Nr. 4 78,353 188,809 61,123
Nr. 5 52,835 199,222 30,267
Nr. 6 69,851 184,354 45,978
7.3.2 Verwendung von humanen CD34 Progenitorzellen
vor Ischamie I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 36,172 51,154 | 8,812 120,744 | 139,945 | 23,792 4,823 0,804 0,804
Nr. 2 31,740 175,206 0,000
Nr. 3 57,009 107,956 0,000
Nr. 4 40,673 102,567 0,000
Nr. 5 50,385 90,678 0,000
Nr. 6 90,946 242,522 0,000
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5 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. CD344 rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 60,177 73,580 | 9,943 139,139 165,913 | 19,103 35,692 33,013 | 6,726
Nr. 2 75,167 150,130 56,293
Nr. 3 33,865 92,234 33,865
Nr. 4 81,598 207,828 43,452
Nr. 5 85,454 207,205 12,861
Nr. 6 105,219 198,944 15,915
10 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 44,631 71,167 | 12,908 125,808 154,483 | 17,965 23,579 28,836 | 3,162
Nr. 2 42,063 116,725 23,184
Nr. 3 41,262 108,068 33,403
Nr. 4 93,842 193,344 23,343
Nr. 5 108,192 214,198 42,477
Nr. 6 97,009 168,755 27,031
30 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 54,234 58,899 | 7,629 171,716 149,016 | 8,231 39,004 26,445 | 3,867
Nr. 2 53,405 147,307 34,130
Nr. 3 69,817 138,371 26,067
Nr. 4 26,251 119,150 26,251
Nr. 5 75,311 171,398 12,243
Nr. 6 74,376 146,152 20,978
{60 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 43,957 72,071 | 8,167 181,891 168,226 | 12,576 28,799 40,146 | 6,478
Nr. 2 64,570 166,247 42,895
Nr. 3 64,841 132,629 53,052
Nr. 4 104,335 219,280 62,778
Nr. 5 78,925 167,138 33,032
Nr. 6 75,801 142,171 20,319
90 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. CD344 rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 45,069 71,159 | 9,837 118,204 151,381 | 14,999 25,793 36,941 | 6,005
Nr. 2 53,845 151,277 23,635
Nr. 3 50,104 97,261 47,157
Nr. 4 84,756 174,565 61,388
Nr. 5 97,198 191,253 35,452
Nr. 6 95,979 175,724 28,218
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7.3.3 Verwendung von humanen CD34 Progenitorzellen, die mit GPVI-
aCD133 vorinkubiert wurden
vor Ischamie I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 1 128,031 | 109,876 | 14,945 256,770 | 230,141 | 23,658 0,000 4,598 | 4,598
Nr. 2 119,745 300,626 22,989
Nr. 3 70,104 168,628 0,000
Nr. 4 150,313 235,785 0,000
Nr. 5 81,185 188,896 0,000
5 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 1 167,317 152,538 | 5,807 259,817 | 267,010 | 9,065 84,339 54,556 | 8,128
Nr. 2 160,334 297,089 51,873
Nr. 3 132,856 263,445 55,319
Nr. 4 152,460 272,963 36,252
Nr. 5 149,724 241,736 44,996
10 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 1 76,041 128,420 | 17,298 171,534 252,160 | 25,271 31,831 70,259 | 14,076
Nr. 2 102,374 247,189 63,662
Nr. 3 151,576 323,362 116,208
Nr. 4 171,846 282,526 56,935
Nr. 5 140,265 236,187 82,659
30 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM 1/mm? mean SEM
Nr. 1 80,167 134,751 | 17,171 155,618 221,743 | 20,834 51,873 60,787 7,751
Nr. 2 158,230 261,830 83,939
Nr. 3 113,833 198,129 37,484
Nr. 4 143,803 225,227 64,323
Nr. 5 177,723 267,911 66,315
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|60 Min. nach Reperfusion

Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm?2 mean SEM 1/mm?2 mean SEM 1/mm?2 mean SEM
Nr. 1 100,174 | 118,262 | 13,181 ] 181,624 | 238,646 | 25,781 35,576 67,691 | 10,102
Nr. 2 107,144 250,695 90,292
Nr. 3 114,945 240,501 69,851
Nr. 4 169,765 327,152 86,651
Nr. 5 99,282 193,260 56,083
90 Min. nach Reperfusion I
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm?2 mean SEM 1/mm?2 mean SEM 1/mm?2 mean SEM
Nr. 1 78,548 144,606 | 24,513 ] 168,884 | 228,766 | 19,335 50,344 66,622 | 10,179
Nr. 2 221,710 283,062 83,319
Nr. 3 116,208 206,522 64,672
Nr. 4 133,892 237,153 39,789
Nr. 5 172,670 248,206 94,988
7.3.4 Verwendung von humanen CD34 Progenitorzellen, die mit GPVI-Fc und
aCD133 vorinkubiert wurden
vor Ischamie I
Tier trans. adh. CD344 rollende CD34+ adh. CD34+
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 30,505 63,196 | 14,600 | 164,460 | 146,339 | 6,805 0,000 4,093 4,093
Nr. 2 97,422 158,190 0,000
Nr. 3 81,438 132,767 20,463
Nr. 4 25,969 146,467 0,000
Nr. 5 80,646 129,811 0,000
5 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm?2 mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 89,721 111,464 | 18,313 ] 192,303 | 209,529 | 14,742 43,789 31,709 | 11,096
Nr. 2 67,199 187,449 0,000
Nr. 3 176,343 266,958 54,604
Nr. 4 117,733 193,393 10,307
Nr. 5 106,322 207,543 49,845
10 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm?2 mear SEM 1/mm? mear SEM
Nr. 1 99,244 92,219 | 13,895 187,342 | 180,251 | 18,419 51,444 36,654 | 8,396
Nr. 2 57,026 136,200 9,549
Nr. 3 134,093 245,278 54,343
Nr. 4 104,419 175,491 25,936
Nr. 5 66,315 156,944 41,999
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30 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 93,549 114,448 | 20,189 177,727 223,943 | 23,445 47,126 31,118 9,487
Nr. 2 53,141 196,934 0,000
Nr. 3 148,545 302,748 38,905
Nr. 4 109,893 190,312 19,158
Nr. 5 167,113 251,995 50,399
|60 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 93,881 92,487 | 6,501 170,759 | 185,621 | 7,081 50,228 26,734 | 5,891
Nr. 2 75,687 191,340 20,867
Nr. 3 86,932 177,844 22,065
Nr. 4 90,505 177,564 21,221
Nr. 5 115,428 210,599 19,292
90 Min. nach Reperfusion |
Tier trans. adh. CD34+ rollende CD34+ adh. CD344
1/mm? mear SEM 1/mm? mear SEM 1/mm¢? mear SEM
Nr. 1 66,663 81,316 | 12,705 177,911 | 179,413 ] 12,489 33,439 27,647 | 7,230
Nr. 2 41,620 131,492 27,473
Nr. 3 114,073 196,268 40,214
Nr. 4 100,227 193,924 37,109
Nr. 5 83,998 197,470 0,000
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A.: Arteria (lat.)

Abb.: Abbildung

Abk.: Abklrzung

ADP: Adenosindiphosphat

ATP: Adenosintriphosphat

°C Grad Celsius

ca™: zweiwertiges Kalzium

CCD: charged-coupled-device

CD: Differenzierungsmarker (cluster of diffenation)
cDNA: copy Desoxyribonukleinsaure

cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat

DCF: 5-(and-6)-carboxyfluorescein diacetate
eEPC: embryonale Endotheliale Progenitorzellen
EPC: Endotheliale Progenitorzellen (endothgralgenitor cells)
EVG: Elastica van Giesson

Fa.: Firma

g: relative Zentrifugalbeschleunigung
G-CSF: granulocyte colony-stimulating factor
GmbH: Gesellschaft mit beschrankter Haftung
GP: Glykoprotein
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HE:
hEC:
HSC:

ICAM:

IVM:

kDa:

kg:

KGW:

ug:

pum:

MACS:

min:

mil:

mg:

MW:

nm:

NO:

Hamatoxylin-Eosin

humane Endothelzellen
Hamatopoetische Stammzellen (hematopa@tdin cells)
intercellular adhesion molecule
intraperitoneal
Immunoreceptor tyrosine-based activationtiino
intravends
Intravitalmikroskopie

Kilodalton

Kilogramm

Kdrpergewicht

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

magnetic affinity cell sorting
Minute

Milliliter

Milligramm

Mittelwert

Anzahl

Nanometer

Stickstoffmonoxid
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p: Irrtumswahrscheinlichkeit

PBS: phosphat buffered saline

PDGF: platelet derived growth factor

PECAM: platelet-endothelial cell adhesion molecul

PGL: Prostazyklin

PLC: Phospholipase C

PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand-1

RNA: Ribonukleinsaure

S: Sekunde

SD: Standardabweichung (standard deviation)

SEM: Standardabweichung der Mittelwerte (stad@aror mean)

Src-Kinase: rous sarcoma oncogen kinase (erstmaligous sarcoma virus
entdeckt)

Syk: spleen tyrosine kinase

V.: Vena (lat.)

VCAM: vascular cellular adhesion molecule

VLA: very late antigen

VWF: von-Willebrand-Faktor
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