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Kapitel 1

Einleitung

Mit einer 5 Jahres-Inzidenz von 80 Erkrankungen auf 1000 Personen (Widmer et al., [1983)
und einer Gesamtpriavalenz von 3-10% der Bevolkerung iiber 60 Jahre, gehort die peri-
phere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) zu den héufigsten Gefaflerkrankungen. Die
Privalenz ist altersabhéngig und steigt nach dem 60. Lebensjahr auf iiber 10% an (Criqui
et al.| [1985; |Diehm et al., 2004)). Ménner sind viermal haufiger betroffen als Frauen. Ab dem
75. Lebensjahr zeigt sich allerdings eine hohere Préavalenz in der weiblichen Bevolkerung
(Diehm et al., [2004). Die haufigste Ursache fir die Erkrankung ist die Entstehung einer
Atherosklerose im peripheren Gefésystem (Duvall and Vorchheimer, 2004)).

In den letzten Jahren entwickelte sich bei der Behandlung der pAVK ein Trend
zur ,endovascular-first“-Therapie. Das bedeutet, dass auch bei bei komplizierten
GefiaBpathologien eine primér endovaskuldre Therapie angestrebt wird (Norgren et al.|
2007a). Das Therapieverfahren der Wahl stellt hierbei die perkutane transluminale An-
gioplastie (PTA) dar. Hiermit ist die minimalinvasive Aufdehnung eines atherosklerotisch
verschlossenen Gefdafles mit Hilfe eines in Seldinger Technik eingefithrten Katheters mit
oder ohne Stentimplantation unter radiologischer Kontrolle gemeint (Hirsch et al., [2006).
Aufgrund der zunehmenden Erfahrung mit der PTA-Technik konnen derzeit primére
Erfolgsraten von iiber 90% erreicht werden (Kandarpal, 2008; Morgenstern et al. [1989).
Sowohl die Ballonangioplastie, als auch das Einbringen einer zusétzlichen Gefafiprothese
(Stent) in die aufgedehnte Stenose, zeigen je nach Lokalisation, Linge und Art der
Obstruktion Offenheitsraten von ca. 70% nach 12 Monaten (Norgren et al., [2007a)).

Die Langzeitergebnisse nach erfolgreicher Intervention werden am héaufigsten durch die
Entstehung einer Restenose limitiert (Rosenfield et al., [2015)). Die Restenose ist ein pa-
thologischer Prozess, der in verschiedene Mechanismen unterteilt werden kann (Schillinger
et al., 2006). Dazu gehoren sowohl das Zusammenspiel elastischer Riickstellkréifte (Recoi-
ling) mit Vasospasmus ca. 24 Stunden nach PTA (Block, [1990), das negative Remodeling
und die Neointima-Formation (Mintz et all |1996; |Rosanio et al., [1999; Schillinger et al.,
2006). Nach der Aufdehnung eines Gefifles durch eine PTA besitzt dieses immer noch
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eine gewisse Elastizitét, was zu einer Lumeneinengung durch Riickstellkriifte (Recoiling)
bis hin zur Restenose fithren kann (Popma et al. [1991)). Unter dem negativen arteriellen
Remodeling versteht man den lumenreduzierenden Umbau der externen elastischen Mem-
bran (Mintz et al., (1996} |Rosanio et all|1999). Unter der neointimalen Hyperplasie ist eine
trauma-induzierte Proliferation glatter Muskelzellen und ihre Migration von der Media
in die Intima der Gefafiwand mit darauffolgendem Lumenverlust gemeint (Clagett et al.,

1986) (s. Abb. -1).

Monozyten akkumulieren und infiltrieren nach PTA durch den Einfluss von Zytokinen
wie Monocyte Chemoattractant Proteine-1 (MCP-1), IL-8 und IL-6 in die geschédigte
GefdBwand (Rollins, |1996). Dort sezernieren sie Wachstumsfaktoren, Zytokine und Che-
mokine, die durch Migration und Proliferation glatter Muskelzellen in die Intima zu einer
neointimalen Hyperplasie und einem Lumenverlust mit Progress bis zur Restenose beitra-
gen (Kling et al., |1995)).

Monozyten wurden lange Zeit als eine homogene Population betrachtet. Bei der Maus und
beim Menschen konnte jedoch eine eindeutige Heterogenitéit von im Blut zirkulierenden
Monozyten nachgewiesen werden. Sie unterscheiden sich im Phénotyp und spielen verschie-
dene Rollen in der Entstehung und Progression atherosklerotischer Léasionen (Libby et al.|
2013). Es konnten zwei Monozytensubpopulationen anhand ihrer ungleichen Expression
der Oberflaichenantigene CD14 und CD16 identifiziert werden. Durch die unterschiedlich
starke FExpression von CD16 ist noch eine weitere Unterteilung in eine dritte Subpopula-
tion moglich (Libby et al., 2013). In vielen bisherigen Studien wurde bereits ausfiihrlich
die Rolle der Monozytensubpopulationen in Bezug zu kardiovaskuldren Erkrankungen und
der Entstehung eines Myokardinfarktes untersucht (Hristov et al., 2010; Rogacev et al.|
2012; Tsujioka et al., [2009a). Ergebnisse von Untersuchungen bei Patienten nach korona-
rer Stentimplantation weisen auf eine potentielle Rolle zirkulierender Monozyten in der
Restenoseentstehung hin (Fukuda et al., 2004). Zusétzlich konnte ein signifikanter Zusam-
menhang zwischen der Monozytenzahl und dem Ereignis einer Restenose bei Patienten mit
PAVK festgestellt werden (Schillinger et al., 2003)). Die Rolle von Monozytensubpopulatio-
nen bei der Restenoseentstehung nach peripherer Angioplastie wurde bisher jedoch nicht
ausfiihrlich erforscht.

Das Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob Monozyten und ihre Subpopulationen
prognostische Biomarker fiir die Restenoseentwicklung nach einer PTA bei pAVK darstel-
len. Dariiber hinaus wurden weitere Oberflichenmarker (CD11b, MPO, CD106, CD162)
und Chemokinrezeptoren (CCR2, CX3CRI1) auf ihre potentielle Rolle im Rahmen der Res-
tenoseentstehung hin untersucht.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Atherosklerose

2.1.1 Bedeutung der Atherosklerose

Unsere heutige Erkenntnis der Atherogenese griindet unter anderem auf der ,,Response-to-
injury“-Theorie von Russel Ross aus den 70-er Jahren. Sie hat bisher die meiste Akzeptanz
in der Forschung gefunden (Ross and Glomset, |1976]). Daneben gibt es unter anderem
noch die ,,Lipoprotein-induced artherosclerosis“-Hypothese von Joseph Leonard Goldstein.
In ihr wird die Endothelldsion nur als Teilschritt der Atherogenese diskutiert (Steinberg
et al., 1989).

2.1.2 Response-to-injury-Theorie

Die Vorstufe der Atherosklerose wird laut Ross als ,,initial injury“ bezeichnet. Durch eine
krankhafte Dysfunktion des Endothels wird die regulatorische Fihigkeit der Gefafiwand
beeintrachtigt und die endotheliale Permeabilitit gegeniiber Plasmabestandteilen erhoht
sich (Ross, [1999)). Die initiale Phase setzt eine Kaskade von Ereignissen in Gang, die zur
Entstehung und Progression der Atherosklerose fiihrt. Als Ursache fiir die Storung der
Endothelfunktion gelten mechanische und funktionelle Schadigungen. Dazu gehéren zum
Beispiel erhohte Low Density Lipoprotein (LDL)-Spiegel, Diabetes mellitus, arterieller Hy-
pertonus, freie Radikale im Blut durch Nikotinabusus und Infektionen mit Herpes oder
Chlamydiae pneumoniae (Ross, [1999). Die erhohte Endothelpermeabilitét fithrt zu einer
vermehrten passiven Diffusion modifizierter (minimal-oxidierter) Lipoproteine iiber soge-
nannte ,junctions® der Endothelzellen in die Gefaiintima (Lusis, 2000; Steinberg, 2009).
LDL wird durch freie Radikale, die von glatten Muskelzellen der Gefédffintima als Abbau-
produkte hergestellt werden oxidiert, sowie unter anderem durch Myeloperoxidase, Ceru-
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loplasmin und 15-Lipoxygenase oxidiert (Carr et al., 2000). Das oxidierte LDL kann erst
dann iiber Scavenger-Rezeptoren in Makrophagen aufgenommen werden und aktiviert die
Bildung von Schaumzellen (lipidbeladene Phagozyten) (Caligiuri et al.,|[2002; |Li and Glass,
2002).

Im weiteren Verlauf der Atherogenese kommt es in der Intima der Gefafiwand durch
Schaumzellen, T-Lymphozyten, und der Proliferation glatter Muskelzellen zur Bildung
von sogenannten ,fatty streaks“ (Lipidflecken). Sie stellen die frithste Form einer athero-
sklerotischen Lésion dar (Stary et al) 1994; Thomas et al.| 2003)). In der menschlichen
Aorta konnen bereits ab der ersten Lebensdekade Schaumzellen und ,fatty streaks“ ohne
klinische Relevanz festgestellt werden (Napoli et al. 1997).  Fatty streaks“ konnen sich
dariiber hinaus zu einem stabilen atheromatosen Plaque mit fibroser Kappe entwickeln
(Ross, [1999).

Histologisch betrachtet setzt sich ein atherosklerotischer Plaque aus Cholesterinkristal-
len, Schaumzellen und extrazelluldrer Bindegewebsmatrix zusammen (Stary et al., [1994).
Die fibrose Kappe besteht aus einer Ansammlung von glatten Muskelzellen, dichtem Bin-
degewebe und wenigen Leukozyten. Der Randbereich ist eher zellreich und enthélt glatte
Muskelzellen, akkumulierte Makrophagen und T-Lymphozyten (Stary et al.,{1994; Thomas
et al., | 2003). Unterhalb der zellreichen Region kann durch die Apoptose von Schaumzellen
ein zentraler nekrotischer Kern mit zellularem Débridement entstehen (Ross and Glomset,

1976)).

Eine atherosklerotische Léasion wird als kompliziert bezeichnet, wenn es zu Verkalkungen, ei-
nem Defekt der Plaqueoberfliche, Blutungen ins Atherombeet oder einer Thrombenbildung
kommt (Ross, |1999). Instabilitdt und mechanischer Scherstress fithren zu einer Ruptur der
diinnen fibrésen Kappe (Van Der Wal and Becker|, [1999; Zarins et al.,|1983). Darauffolgend
kommt es zu einer zentralen Einblutung ins Lumen. Kollagenfasern und andere Plasmabe-
standteile fordern die Thrombozytenadhésion im Lumen und der entstandene Thrombus
verschlieBt das Gefafl ganz oder teilweise (Davies et al., |1988)). Die Minderperfusion distal
der Lision kann zu einem myokardialen Infarkt, Schlaganfall oder einer kritischen Extre-
mitéitenischdmie fithren (Fuster et al.,|{1992; |Lee and Libby, |1997; [Van Der Wal and Becker)
1999).

2.1.2.1 Atherosklerose als inflammatorische Reaktion

Der Berliner Pathologe Rudolph Virchow stellte bereits im 19. Jahrhundert die Theorie
auf, dass die Atherosklerose ein entziindlicher Prozess sei (Libby, 2012). In bisherigen
Studien wurde bestétigt, dass Immunzellen als zellulare Mediatoren in allen Phasen der
Atherogenese beteiligt sind. Russel Ross iiberarbeitete darauthin 1986 seine ,, Response-to-
injury“-Hypothese und erkannte die Atherosklerose als eine inflammatorische Erkrankung
an (Ross, 1986). Die Inflammationshypothese wurde in den letzten Jahren besonders von
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Dr. med. Peter Libby, einem Kardiologen aus Boston weitererforscht und entwickelt (Libby
et al., 2002).

2.1.2.2 Inflammation durch zellulire und nicht-zellulire Mediatoren

Die inflammatorische Antwort auf eine Endothelldsion beginnt mit der verminderten Pro-
duktion des atheroprotektiv wirkenden Stickstoffmonoxids (NO). Zusétzlich kommt es zu
einer verstirkten Aktivitdt von Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) Oxidase
sogenannten (NOX) Enzymen in der Gefafiwand (Channon) 2004). Zu den NOX-Enzymen
gehoren die NADPH-Oxidase, NO-Synthase und Xanthin-Oxidase. Sie werden auf Neu-
trophilen Granulozyten, Monozyten, Mastzellen und Makrophagen exprimiert (Muzaffar
et al., 2005). Ihre Aufgabe besteht in der Produktion reaktiver Sauerstoff Spezies (ROS),
insbesondere Superoxidanionen (O3 ). Besonders Superoxidanionen forcieren durch ihre
vasokonstriktive Wirkung und der Proliferation glatter Muskelzellen die Bildung athero-
sklerotischer Plaques (Muzaffar et al., 2005).

Bevor es zur atherosklerotischen Plaquebildung und Leukozyteninvasion in die Geféa3wand
kommt, binden Thrombozyten an das geschiadigte Endothel. Dabei stimulieren P-Selektin,
Fibrin und Gewebethromboplastin die Aggregation und Adhésion von Thrombozyten
(Massberg et al., 2002; Ross, 1999). Nach der Adhésion setzen Thrombozyten inflam-
matorische Faktoren, Proteasen und vasoaktive Substanzen frei. Diese wiederum fiithren
zu einer Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten in die Gefafiwand
(Langer and Gawaz, 2008). Auflerdem sezernieren Thrombozyten den Plittchenfaktor-4
(PF-4), der fur die Bildung von Schaumzellen entscheidend ist (Nassar et al., 2003} |Pit-
silos et al., 2003)). PF-4 induziert innerhalb von 72 Stunden konzentrationsabhéngig die
Umwandlung von Monozyten in LDL aufnehmende Makrophagen (Scheuerer et al., [2000).
Die Differenzierung geschieht durch die Zunahme des Gréfenwachstums, der Bindekraft
und Ausbildung von Pseudopodien von Monozyten unter PF-4 Einfluss und der Hochregu-
lierung von Carboxypeptidase M/MAX1 und dem Transferrin Rezeptor CD71 (Scheuerer
et al., 2000).

Die Schéddigung des Endothels fiihrt dariiber hinaus zu einer Hochregulierung von
Adhésionsmolekiilen, wie Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) und Intercellu-
lar Adhesion Molecule-1 (ICAM-1). Adhésionsmolekiile sind zusammen mit Selektinen
fiir die Leukozytenadhésion und ihre Invasion in die Geféffintima zustidndig (Huo and
Ley, 2001). Monozyten und T-Lymphozyten setzen nach dem Heranreifen in der Intima
pro-inflammatorische Chemokine wie MCP-1 frei, welche den Prozess der Atherosklerose
fordern (Barlic et al.| 2006). Die Chemokinliganden 9, 10 und 11 fithren auflerdem zur
Infiltration und Akkumulation von T-Zellen in die atherosklerotische Lésion (Boring et al.
1998; \Gosling et al., |1999)). Dort setzen sie pro-inflammatorische Zytokine wie Interferon-v
(INF-7), Tumornekrosefaktor-o« (TNF-«), IL-1 und IL-2 frei (Tedgui and Mallat} 2006).
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2.1.2.3 Schaumzellenbildung

Schaumzellen entstehen mit Hilfe von Wachstumsfaktoren (MCS-F) und Zytokinen (TNF-
a und IFN-v), die die Differenzierung von Monozyten in aktivierte Makrophagen bewirken
(Li and Glass, 2002)). Beim Heranreifen von Makrophagen kommt es zu einer Expressi-
on von Scavenger-Rezeptoren A (SR-A), B1 und CD36. Erst mit Hilfe dieser Rezeptoren
konnen Makrophagen oxidiertes LDL aufnehmen (Li and Glass|, 2002; [Libby et al., [2002).
Schaumzellen konnen wiederum auch pro-inflammatorische Zytokine und Wachstumsfak-
toren freisetzen. Schaumzellen, T-Lymphozyten und glatte Muskelzellen bilden schlieflich
zusammen , fatty streaks® (Hansson and Libby, |20006).

2.1.2.4 Plaquebildung

An der Weiterentwicklung von , fatty streaks“ in einen stabilen atherosklerotischen Plaque
sind zwei Typen von Makrophagen beteiligt (M1 und M2). Sie werden auch als pro-
inflammatorische ,klassisch aktivierte (M1) und anti-inflammatorische ,nicht-klassisch
aktivierte* (M2) Makrophagen bezeichnet. Thre phéanotypische Ausprigung wird sowohl
von TH-1 Zytokinen (IFN-v, IL1-4 und Lipopolisaccharide (LPS)), als auch TH-2 Zytoki-
nen (IL-4 und IL-13) induziert (Bouhlel et al.| [2007). Makrophagen sind in der Lage ihren
Phénotyp zu wechseln und spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Atheroskle-
rose (Bouhlel et al. 2007; Mantovani et al., |2007)).

Ein weiterer entscheidender Schritt in der Atherogenese ist die Migration von glatten Mus-
kelzellen von der Media in die Intima. Es kommt aulerdem zur Ausbildung einer fibrésen
Kappe mit extrazellularer Matrix (Jonasson et al.| [1986). Die Entstehung der fibrésen
Kappe wird von ,, Platelet-derived Growth Factor® (PDGF), , Fibroblast Growth Factor-2¢
(FGF-2) und ,, Transforming Growth Factor-5* (TGF-f) beeinflusst, diese werden von Ma-
krophagen, Schaumzellen und Gefafimuskelzellen sezerniert (George and Beeching, 2006}
George and Dwivedi, 2004; Newby [2006)). Inflammatorische Zytokine fiihren unter ande-
rem zu einer Apoptose von Makrophagen, die daraufhin einen nekrotischen Kern unterhalb
der fibrosen Kappe bilden (Van Der Wal and Becker, |1999).

2.1.2.5 Plaqueruptur

Ein Plaque mit hohem Lipidgehalt und einer fehlenden oder sehr diinnen fibrésen Kappe
gilt als instabil bzw. vulnerabel (Van Der Wal and Becker} 1999). Die Neovaskularisation
und Ausdiinnung der fibrosen Kappe gehoren dabei zu den Hauptrisikofaktoren der Plaque-
ruptur. Die Ausdiinnung geschieht unter anderem durch die von Makrophagen freigesetzten
pro-inflammatorischen Serinproteasen, Cathepsinen und Matrix-Metalloproteasen (MMP)
(Lusis, [2000; Shah et al. 1995). Diese extrazelluliren Proteasen fiithren zu einem Ab-
bau von Kollagen im Plaque und der Degeneration extrazellularer Matrix (Clarke and
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Bennett, 2006; Fay et al., 2007). Eine Neovaskularisation an der vulnerablen Schulter-
region wird von pro-angiogenetischen Zytokinen der T-Zellen und Mastzellen begiinstigt
(Norrby, 2002)). Fiir die Plattchenaktivierung und Aggregation hoch thrombogenen Ma-
terials nach einer Plaqueruptur sind sowohl kollagene Strukturen als auch Tissue Faktor
(TF), von Willebrand-Faktor (vWF), Thrombin, Fibrin/Fibronektin, Laminin und beson-
ders Proteinkinase-C verantwortlich (Harper and Poole, 2007; Monroe and Hoffman), 2006}
Penz et al.| 2005, Rother et al., 2003} Siess|, 1989).

2.2 Monozyten

Monozyten sind ein Bestandteil sowohl des angeborenen als auch des erworbenen Im-
munsystems, genauer gesagt des mononukleiren Phagozytensystems (MPS). Sie machen
ca. 3-8% der Leukozyten im menschlichen Blut aus (van Furth et al., [1972)). Thre Ent-
wicklung findet iiber CD34" myeloide Vorlduferzellen aus pluripotenten himatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark statt. Nach der Bildung im Knochenmark werden Mono-
zyten in die Blutbahn freigesetzt und zirkulieren dort ca. 1-3 Tage, danach migrieren sie
sowohl unter homeostatischen als auch inflammatorischen Bedingungen ins Gewebe (Shi
and Pamer|, 2011; Whitelaw), [1972). Unter dem Einfluss von lokalen Wachstumsfaktoren und
pro-inflammatorischen Zytokinen differenzieren sie entweder weiter zu Makrophagen oder
reifen zu verschiedenen inflammatorisch-dendritischen Zellen heran (Gordon and Taylor,
2005}, Shi and Pamer} [2011)). Monozyten spielen eine zentrale Rolle in der Bekdmpfung von
bakteriellen, viralen, mykotischen und protozoischen Infektionen (Shi and Pamer} 2011). Sie
phagozytieren Mikroorganismen mit Hilfe von Enzymen und endosomalen Radikalen wie
Stickstoffmonoxid und Wasserstoff. Die Beeinflussung immunologischer Prozesse geschieht
unter anderem durch die Sekretion pro- und anti-inflammatorischer Substanzen (Shi and
Pamer| 2011)). Dank ihrer Féhigkeit zur Antigenprasentation iiber MHC-II Molekiile neh-
men sie auBlerdem eine Schliisselrolle zwischen zelluldrer und humoraler Immunitét ein
(Diegelmann et al., 1981).

2.2.1 Rolle von Chemokinrezeptoren bei der Monozytenrekru-
tierung

Die Rekrutierung von Monozyten im Rahmen der Atherogenese wird von einer Vielzahl
von Mediatoren beeinflusst. Der Chemokin (C-C motif) Rezeptor 2 (CCR2) ist unter pro-
inflammatorischen Bedingungen auf die Rekrutierung und Chemotaxis von mononukledren
Zellen spezialisiert (Ross, [1999). Er wird auf der Oberfliche von Monozyten im Knochen-
mark exprimiert. Wahrend der Atherogenese schiitten Leukozyten MCP-1 aus. Im Maus-
modell fithrte die Bindung von MCP-1 an CCR2 zu einer Emigration von Monozyten in die
Blutbahn (Serbina and Pamer} 2006). Mause mit einer CCR2-Defizienz und experimentell
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induzierter Atherosklerose zeigten eine 64%-ige Reduktion der intimalen Hyperplasie durch
eine verminderte Monozytenrekrutierung (Roque et al.l |2002).

Beim Menschen exprimieren pro-inflammatorische Monozyten hauptséchlich den membran-
gebundenen CX3C Chemokin-Rezeptor 1 (CX3CR1) (Galkina and Ley|, |2009). Dieser indu-
ziert die Chemotaxis von Monozyten in atherosklerotische Lésionen, indem er die Bindung
an Fraktalkin Liganden férdert. CX3CR1 wird auflerdem auf glatten Muskelzellen, Endo-
thelzellen und Makrophagen gebildet (Mantovani et al., [2007). Interleukin 8 (CX3CL1)
bendtigt ebenfalls den CX3CR1-Rezeptor, um Neutrophile Granulozyten anzulocken, die
durch LPS stimulierte Monozyten generiert wurden (Yoshimura et all |1998). AuBlerdem
aktiviert Interleukin 8 (CX3CL1) die Monozytenadhésion an Endothelldsionen und spielt
somit eine Rolle in der Monozytenrekrutierung (Gerszten et al., |1999).

2.2.2 Rolle anderer Mediatoren bei der Monozytenrekrutierung

Zu anderen Mediatoren der Monozytenrekrutierung gehort das CD11b/Mac-1 Integrin.
Es wird auf der Oberfliche von Monozyten, Granulozyten, Natiirlichen Killerzellen und
Makrophagen exprimiert (Arnaout, [1990)). CD11b/Mac-1 spielt wéhrend der Atheroge-
nese durch die Bindung an ICAM-1 und ICAM-2 eine wichtige Rolle als Regulator der
Monozytenadhésion und Migration in die Intima (Shang and Issekutz, [1998).

CD162 bzw. P-Selektin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1) ist ein weiterer wichtiger Li-
gand fiir Adhésionsmolekiile. An ihm binden P-Selektine und Glykoprotein 1ba, die von
Thrombozyten als Reaktion auf Gefédfischdden ausgeschiittet wurden. Monozyten kénnen
dann iiber PSGL-1 an P-Selektin andocken und in inflammatorisches Gewebe rekrutieren
(de Gaetano et al. 1999). Die Expression von CD162 findet auf Leukozyten und Endo-
thelzellen statt, die durch T-Zellen stimuliert wurden (Furie and Furie, [2004; Sarma et al.
2002).

VCAM-1 (CD106) wird unter anderem auf der Oberfliche von kleinen und grofien Blut-
gefaflen exprimiert (Ramana et al., [2004)). Es ist ein Zelladhésionsmolekiil, das mit dem
Intergrin ,, Very Late Antigen-4“ (VLA-4) auf der Oberfliche von Leukozyten wihrend ei-
ner inflammatorischen Reaktion interagieren kann (Elices et al., |1990). Es vermittelt die
Adhésion von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten. Zusétzlich ist VCAM-1 an
der Signaltransduktion zwischen Endothel und Leukozyten beteiligt. Bei Monozyten be-
einflusst es das Rollen auf der GeféaBoberfliche und ihre Migration durch das Endothel in
die GefaBintima (Gerszten et al., 1998).

Leukozyten stellen im Rahmen von Entziindungsprozessen auflerdem Myeloperoxidase
(MPO) her, welches an der Herstellung reaktiver Sauerstoff Spezies (ROS) beteiligt ist.
Die Fahigkeit von Makrophagen MPO zu bilden, wird in vitro von GMCS-F reguliert
(Sugiyama et al., 2001)). Superoxidanionen (O ) férdern die Proliferation glatter Muskel-
zellen und induzieren eine pro-inflammatorische Signalkaskade, die zu einer vermehrten
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Monozytenrekrutierung wéhrend der Atherogenese fithrt (Juni et al [2013). In rupturier-
ten atherosklerotischen Plaques konnte man einen hohen Gehalt von MPO exprimierenden
Makrophagen finden. Biasucci et al.| (1996) fanden heraus, dass Patienten mit koronarer
Herzerkrankung (KHK) einen signifikant hoheren intrazellularen MPO Anteil in Leukozy-
ten zeigen. Hohe MPO Plasma- und Serumlevel stellen des Weiteren Pradiktoren kardio-
vaskulérer Ereignisse dar (Nicholls and Hazen| 2005). AuBerdem entwickeln Patienten mit
totaler oder subtotaler MPO-Defizienz seltener eine kardiovaskulidre Erkrankung (Nicholls
and Hazen| 2005)). Somit spielt MPO eine wichtige Rolle bei der Initiation atheroskleroti-
scher Plaques und den daraus folgenden Komplikationen. (Nicholls and Hazen, 2005).

2.3 Monozytensubpopulationen

2.3.1 Monozytensubpopulationen im Mausmodell

Bei der Maus konnte eine eindeutige Heterogenitédt von im Blut zirkulierenden Monozy-
ten nachgewiesen werden. Im Wesentlichen existieren zwei Monozytensubpopulationen zu
mengenméfig vergleichbaren Anteilen. Sie wurden anhand ihrer unterschiedlichen Expres-
sion der Antigene Ly6C/Gr — 1, CX3CR1 und CCR2 identifiziert (Geissmann et al., [2003;
Nahrendorf et al., 2007).

Die Ly6Ch /Gr — 17 Population zeigt eine starke CCR2 und schwache CX3CR1 Expressi-
on (Palframan et al| 2001)). Sie ist an Entziindungsprozessen und der Rekrutierung von
Monozyten in Gewebeldsionen beteiligt und wird deshalb als pro-inflammatorische Su-
population eingeordnet (Auffray et al), 2007). Die Ly6C"/Gr — 1~ Population, die die
Antigene CCR2 schwach, CX3CR1 und CCR5 verstérkt exprimiert, zirkuliert eher unter
homdoostatischen Bedingungen im peripheren Blut (Palframan et al., 2001)). Sie hat eine
langere Lebensspanne, patrouilliert entlang des vaskuldren Endothels und wird deshalb als
sresidential“ (anwohnende) Population klassifiziert (Auffray et al., 2007).

Nahrendortf et al.| (2007) untersuchten die Rolle der Monozyten fiir die Atherogenese im
Mausmodell. Sie fanden heraus, dass die frithe Phase der Atherogenese eine besonders hohe
Expressionsrate von Ly6Chi/Gr-1+ aufweist und in der spiiten Phase die Ly6C" /Gr — 1~
Expression ansteigt. Dies lédsst sich durch die heterogene Funktion der Monozyten erkléren.
Wihrend Ly6C" /Gr — 17 Monozyten eher auf die Initiation der Atherosklerose durch Pha-
gozytose, Proteolyse und Zytokinfreisetzung spezialisiert sind, fordern Ly6C*"/Gr — 1~
Monozyten die Angiogenese und die Akkumulation von Kollagen und Myofibroblasten
wéhrend der Plaquebildung (Nahrendorf et al., 2007).

Bei ApoE~/~, CCR5~/~-Knockout-M#usen konnte ein milderer Verlauf der Atherosklerose
und niedrigere Monozytenlevel festgestellt werden (Braunersreuther et al., 2007)). Dariiber
hinaus zeigte sich nach der Inhibition von MCP — 1, CX3CR1 und CCR5 in ApoE~/~-
Maéusen, eine signifikante Reduktion der Atheroskleroserate (Combadiere et al., 2008).
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Eine induzierte Hypercholesterindmie bei Mausen fiithrt auflerdem zu einer Stérung der
Konversion von Ly6C" /Gr — 1+ zu Ly6C'" /Gr — 1~ Monozyten. Die daraus resultieren-
de Ly6C™ /Gr — 17 Monozytose, férdert eine effektiveren Akkumulation von Monozyten im

Plaque und begiinstigt die Exazerbation einer bestehenden Atherosklerose (Tacke et al.,
2007)).

2.3.2 Humane Monozytensubpopulationen

In den 80-er Jahren wurden zwei mafigebliche humane Monozytensubpopulationen an-
hand ihrer ungleichen Expression der Oberflichenantigene CD14 und CD16 identifiziert
(Ziegler-Heitbrock, 2007). CD14 ist ein Glykoprotein, welches iiber einen Glycosylphos-
phatidylinositol (GPI)-Anker mit der Zellmembran verbunden ist und zusammen mit Toll-
like Receptor-4 (TLR-4) und Lymphozytenantigen 96 einen Lipopolisaccarid (LPS- Re-
zeptor bildet. CD16 gehort zur Familie der Ig-G Rezeptoren (Ziegler-Heitbrockl [2007).
Ziegler-Heitbrock (2007) zeigten das Monozyten, die den LPS Rezeptor CD14 exprimie-
ren, aufgrund ihrer unterschiedlichen Expression des FcyR-III Rezeptors CD16, in noch-
mals mindestens 2 Subgruppen unterteilt werden konnen. Eine eindeutige Heterogenitét
wurde auch aufgrund der verschiedenen Grofle, Granularitdt und nuklediren Morphologie
der Populationen festgestellt (Ziegler-Heitbrock, 2007).

Die , klassische® CD14"+/CD16~ Subpopulation macht im gesunden Zustand 80-90% der
im peripheren Blut zirkulierenden Monozyten aus. Sie #@hnelt phénotypisch der muri-
nen Ly6C™/Gr — 17 Population. , Klassische* Monozyten exprimieren einen hohen Anteil
MCP-1, CCR2 und L-Selektin und einen niedrigen Anteil CX3CR1 und MHC-IT (Geiss-
mann et al., 2003} Ziegler-Heitbrock et al.,[1993). Die in-vitro Stimulation mit LPS fithrt zu
einer vermehrten Produktion von IL-10. Dieser ,,Zytokin-Synthese-Inhibitor-Faktor“ spielt
eine entscheidende Rolle bei der Unterdriickung der Sekretion pro-inflammatorischer Zyto-
kine (Belge et al.; 2002). Die CD14*"+/CD16~ Monozytensubpopulation hat auBerdem eine
hohe Phagozytoseaktivitiat, kann LDL aufnehmen und ROS bilden (Mosig et al., [2009).

Die ,nicht-klassische CD14"/CD16™* Subpopulation macht 10-20% der zirkulierenden
Monozyten aus. Sie gleicht phiinotypisch der murinen Ly6C'°"/Gr — 1~ Population. Im
Gegensatz zu den CD147+/CD16~ Monozyten, exprimiert sie einen hohen Anteil CX3CR1
und CCR5 und einen niedrigen CCR2 Anteil (Geissmann et al., 2003). Wenn man die
,nicht-klassischen“ Monozyten in-vitro mit LPS stimuliert, iiberwiegt die Ausschiittung
pro-inflammatorischer Zytokine wie beispielsweise TNF-a und IL-1 (Belge et al., [2002).
Des Weiteren konnen , nicht-klassische* Monozyten in-vivo und in-vitro zu Dendritischen
Zellen differenzieren und Human Leukocyte Antigen-DR isotype (HLA-DR) exprimieren
(Peters et al.l 1991). Folglich spielen sie eine wichtige Rolle in der Antigenprasentation
(Ziegler-Heitbrock, 1996)).

Die ,intermedidren“ CD147*/CD16™" Monozyten machen die kleinste Subpopulation im
peripheren Blut aus (Hristov and Weber, 2011 [Ingersoll et al., [2010). Eine wichtige
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Funktion der ,intermedidren“ Subpopulation, ist ihre Fahigkeit, groBe Mengen des pro-
inflammatorischen TNF-« zu sezernieren (Schlitt et al., [2004]).

2.3.3 Monozytensubpopulationen als potentielle humane Bio-
marker

Humane Monozyten wurden bisher in vielen Studien als Biomarker entziindlicher Prozesse
untersucht. Dabei konnte bestétigt werden, dass sowohl die , klassische”, | intermedidre®
und ,,nicht-klassische* Monozytensubpopulation in unterschiedlichem Ausmafl an akuten
und chronischen Erkrankungen beteiligt sind (Sanchez-Torres et al., [2001)).

Die ,klassischen“ CD14%"/CD16~ Monozyten sind bei Patienten mit chronischer Hyper-
cholesterindmie und genetisch bedingter familidrer Pradisposition fiir eine KHK im peri-
pheren Blut erhoht (Hristov et al., 2010). AuBlerdem korreliert ihre Expression positiv mit
der Groflenzunahme atherosklerotischer Plaques (Combadiere et al., |2008; Swirski et al.
2007). Eine signifikant negative Korrelation zeigte sich zwischen den CD14%*"/CD16~ Mo-
nozytenleveln und dem Myocardial Salvage Index (MSI) und der linksventrikuldren Ejek-
tionsfraktion 6 Monate nach Myokardinfarkt (Tsujioka et al., |2009b). Eine tiberméBige
Expression von CD147*/CD16~-Monozyten ist zudem mit einer hoheren Mortalititsrate
und einer erhthten Anzahl schlaganfallassoziierter Infektionen (SAls) nach Apoplex ver-
bunden (Hristov and Weber}, 2011; [Urra et al., 2009)).

Die ,nicht-klassische® Monozytensubpopulation dagegen Kkorreliert positiv mit der
LDL-, Triglycerid- und Cholesterol-Konzentration im Blut und negativ mit der HDL-
Konzentration bei Patienten mit stabiler KHK (Krychtiuk et al., 2015). Weitere Studien
ergaben, dass eine iiberméfiige CD14%/CD16"" Monozytenexpression mit einem erhéhten
Body-Mass-Index (BMI) und erhohter Intima-Media-Dicke von Gefiflen gesunder
Probanden einhergehen (Rogacev et al., |2010).

Bei Dialysepatienten besteht ein Zusammenhang zwischen der intermedidren®
CD14"*/CD16"*-Expressionsrate und kardiovaskuldren Ereignissen (Heine et al., 2008;
Hristov et al., [2010)). Hristov et al. (2010) bestatigten zudem eine Korrelation kardiovas-
kuldrer Risikofaktoren und einer vermehrten CD147+/CD167" Monozytenexpression bei
Patienten mit KHK. Dariiber hinaus wurde in einer Studie von Rogacev an Tag 3 und 5
nach Myokardinfarkt eine signifikant erhéhte Expression der ,intermedidren* Monozyten-
subpopulation bei Patienten mit klinisch manifester KHK diagnostiziert (Rogacev et al.,
2010). [Schlitt et al.| (2004)) zeigten einen ebenso signifikanten Zusammenhang zwischen
CD16™" Monozyten und der Vulnerabilitidt atherosklerotischer Plaques in Koronarar-
terien. In Anbetracht der Datenlage scheinen besonders CD14%+/CD16%"-Monozyten
unabhéngige Prédiktoren kardiovaskulédrer Ereignisse zu sein.
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2.4 Periphere arterielle Verschlusskrankheit

2.4.1 Definition

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) bezeichnet eine okkludierende und ste-
nosierende Verdnderung der Extremitéitenarterien, seltener auch der Aorta (Lawall et al.,
2015)). Bei 95% der Patienten ist die Erkrankung durch eine chronisch obliterierende Athe-
rosklerose bedingt (Duvall and Vorchheimer, 2004)). Nur 5% der pAVK-Erkrankungen sind
entziindlichen, traumatischen oder kongenitalen Ursprungs (ACC/AHA et al., 2006). Bei-
spiele fiir die entziindliche Genese sind die Thrombangitis obliterans und das Takayasu-
Syndrom (Vaskulitis) (ACC/AHA et al., 2006). Mit steigendem Alter riicken arterio- oder
kardio-embolische Ereignisse in den Vordergrund (ACC/AHA et al., 2006). Nikotinabusus
und Diabetes mellitus spielen eine entscheidende Rolle bei der Atherogenese und tragen
deshalb als Hauptrisikofaktoren zur Entstehung einer pAVK bei (Beach et al., |[1982). Mehr
als 80% der pAVK Patienten sind Raucher oder Ex-Raucher (White, 2007). Arterieller
Hypertonus, Dyslipiddmie und Hyperhomocysteindmie sind Faktoren, die die Entwicklung
einer pAVK begiinstigen (ACC/AHA et al., 20006).

Die pAVK prisentiert sich als Variation eines eigentlich generalisierten Krankheitsprozesses
der arteriellen Gefafle im Korper. Die Prognose ist abhéngig vom Stadium der Erkrankung
und die pAVK kann als Indikator fiir eine niedrigere Lebenserwartung angesehen werden.
Mindestens 10% aller pAVK Patienten haben zusétzlich eine zerebrovaskuliare Verschluss-
krankheit, 28% leiden an einer koronaren Herzerkrankung (Cetin and Baumgartner, 2004).
Im Vergleich zu gesunden Personen ist das Risiko fiir pAVK Patienten an einem kardio-
vaskuldren Ereignis zu versterben, dreifach erhoht (Cetin and Baumgartner, [2004)).

Die Diagnose der pAVK, sowie deren Schweregrad und Lokalisation kann mit Hilfe einer
Anamnese und klinischen Untersuchung gestellt werden. Am Anfang der klinischen Un-
tersuchung stehen die Inspektion und Palpation mit dem Augenmerk auf Farbe der Haut,
Schweiflbildung, Temperatur, Pulsstatus und Deformitédten oder trophische Lésionen der
Fiie (Jonason and Ringqvist, 1985)). Die klinische Symptomatik der pAVK wird in Eu-
ropa héaufig in vier Stadien nach Fontaine (s. Tab. eingeteilt. Im angelsichsischen
Raum erfolgt die Klassifikation nach einem siebenstufigen System nach Rutherford (s.
Tab. (ACC/AHA et al. 2006). Als Parameter wird hierbei zunéchst das Symptom
der Claudicatio intermittens (CI), der sogenannten ,Schaufensterkrankheit” herangezo-
gen. CI ist ein reproduzierbarer ischdmischer Muskelschmerz unter Belastung, der in Ruhe
bzw. beim Stehenbleiben verschwindet. Weitere Kriterien fiir dir Stadieneinteilung sind der
Ischémieschmerz in Ruhe sowie das Auftreten trophischer Lésionen oder einer gestorten
Wundheilung der unteren Extremitéten (ACC/AHA et al., [2006]).

Die ,,Schaufensterkrankheit® tritt bei 40-jahrigen Patienten in 3% der Félle auf und erhoht
sich ab dem 60. Lebensjahr auf 6% (Fowkes et al.,|[1991; Norgren et al., [2007a)). Die relativ
niedrige Inzidenz der Claudicatio intermittens ist hierbei abhéngig von der Linge des
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vorhandenen Geféfiverschlusses, der Anzahl der betroffenen Geféfletagen und der Tatsache
ob sich ein Kollateralkreislauf gebildet hat (ACC/AHA et al., [2006).

Fontaine Stadium Klinik Rutherford Grad/Kategorie Klinik

I Asymptomatisch 0/0 Asymptomatisch

ITa Gehstrecke >200m 1/1 Leichte Claudicatio
1/2 MiBige Claudicatio

IIb Gehstrecke <200m 1/3 Schwere Claudicatio

111 Ischédmischer Ruheschmerz 11/4 Ischédmischer Ruheschmerz

v Ulkus, Gangrén, Nekrose 111/5 Distal trophische Lésion
11/6 Ub?r das motartf}rsalc Ni\foau

reichende trophische Lésion

Tabelle 2.1: Fontaine und Rutherfordstadien

2.4.2 Diagnostische Verfahren

Zu den apparativen Basisuntersuchungen gehort die nicht-invasive Messung des arteriellen
Dopplerverschlussdruckes iiber den Arterien (A.) dorsalis pedis und A. tibialis posteri-
or beim liegenden Patienten und die darauffolgende Berechnung des Knochel-Arm-Index
(engl. Ankle-Brachial-Index, ABI) (ACC/AHA et all [2006). Der ABI ist der systolische
Knocheldruck dividiert durch den systolischen Blutdruck iiber der A. brachialis. Hierbei
wird ein Mittelwert an beiden Armen verwendet, es sei denn die Blutdruckdifferenz ist
groffer als 10mmHg, dann wird der groflere Wert herangezogen. Wenn der ABI in Ruhe
<0,9 betragt, liegt mit einer Sensitivitdt von 95% und einer Spezifitdt von 100% eine min-
destens 50%-ige GefdBstenose vor (Bernstein and Fronek, 1982 Lawall et al., 2015; |Xu
et al., [2013). Als gesichert gilt die pAVK, wenn nach einem Laufbandtest der ABI um
15-20% im Vergleich zum Ruhewert abfillt (Norgren et al., 2007a).

Unter den diagnostisch bildgebenden Verfahren gilt die Farbkodierte Duplexsonografie
(FKDS) derzeit als Methode der ersten Wahl, zur Darstellung der Becken und Beinarterien
vor einer moglichen Intervention (Bostrom et al., [2001). Sie ist ein nicht-invasives, unter-
sucherabhéngiges Verfahren, welches eine Darstellung der Morphologie und Hamodynamik
von Gefafiwénden, Gefafivolumen und dem umliegenden Gewebe ermdoglicht (Collins et al.|
2007)). Die FKDS kann unabhéngig von der Schilddriise oder Nierenfunktion des Patienten
durchgefiihrt werden, ist uneingeschréankt wiederholbar und weist keine Strahlenbelastung
auf.

Die intraarterielle Digitale Subtraktionsangiographie (DSA) gilt als Goldstandard
beziiglich der Genauigkeit der GefaBdarstellung, wurde aber grofitenteils von der Ma-
gnetresonanzangiographie (MRA) abgelost (Lawall et al, |2015]). Nachteile der DSA sind
unter anderem die Strahlenbelastung, Invasivitdt und die Verwendung von jodhaltigem
Kontrastmittel. Die DSA gibt die Moglichkeit zur prézisen Evaluierung von In-Stent-
Stenosen, wird aber nur noch in Féllen von nicht ausreichender Bilddiagnostik eingesetzt
(Norgren et al. 2007a).
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Die Magnetresonanzangiographie (MRA) und computertomographische Angiographie
(CTA) sind weitere nicht-invasive bildgebende Verfahren, die zum Einsatz kommen kénnen
und einen Uberblick iiber das gesamte Gefifisystem verschaffen (Collins et al., 2007).
Ein Vorteil der MRA gegeniiber dem CTA ist die Verwendung von Kontrastmitteln wie
Gadolinium-Chelaten in nicht-nephrotoxischen Dosen. Zusammen mit der FKDS kann die
MRA eine optimale Aussage fiir eine interdisziplindre Therapieplanung geben.

2.4.3 Therapieoptionen der pAVK
2.4.3.1 Konservative Therapieverfahren

Die Therapie der pAVK wird je nach Stadium in eine konservativ-medikamentose und eine
endovaskulér-operative Séule eingeteilt (ACC/AHA et all 2006). Das kausale Behand-
lungsziel der konservativen Therapie besteht besonders im Stadium I nach Fontaine aus
der Beseitigung kardiovaskuldrer Risikofaktoren. Die Einhaltung einer Nikotinkarenz gehort
darunter zu den wichtigsten Mafinahmen. Die Anzahl der ,pack years*’ (Zahl der Zigaret-
tenpackungen pro Tag multipliziert mit der Anzahl der Raucherjahre) ist mit dem Schwere-
grad de pAVK, einer erhohten Amputationsrate und Mortalitdt verbunden (Hirsch et al.
1997). Des Weiteren wird zur Sekundédrpriavention eine Senkung des LDL-Cholesterins
unter 100mg/dl durch CSE-Hemmer empfohlen. Eine Behandlung zu hoher Triglyzerid-
und zu niedriger HDL-Cholesterinwerte sollte mit Fibraten oder Niacin therapiert werden
(ACC/AHA et all 2006; Norgren et al., 2007a).

Bei pAVK Patienten sollte auflerdem ein HbAlc von <7% angestrebt werden, da Diabetes
mellitus das pAVK Risiko um das 3-4-fache steigert (Adler et al.; [2002; Association et al.|
2003)). Des Weiteren sollte laut Leitlinien bei Patienten mit pAVK und arteriellem Hy-
pertonus ein Zielblutdruckbereich von <140/90 mmHg und bei Diabetikern von <130/80
mmHg angestrebt werden, da hohe Blutdruckwerte das pAVK Risiko verdoppeln (Lawall
et al., | 2015; Norgren et al.; 2007b)). Die Einnahme langwirksamer ACE-Hemmer hat dabei
laut der HOPE-Studie den meisten Erfolg, auch §-Blocker sind indiziert (Ahimastos et al.|
2008; |Bendermacher et al., 2005; [Mehler et al., 2003). Die Gabe von Thrombozytenfunk-
tionshemmern ist zufolge der CAPRI-Studie und STIMS-Studie sowohl bei asymptoma-
tischen als auch symptomatischen Patienten zur sekundéren Pravention kardiovaskulérer
und zerebrovaskuldrer Ereignisse empfohlen (Bhatt et al., 2006; Sobel and Verhaeghe, |2008;
Trialists” Collaboration et al., [2002). Es werden ASS (100-300mg/d) oder bei ASS- Unver-
traglichkeit Clopidogrel (75mg/d) eingesetzt, da sie die vaskulér ischdmischen Ereignisse
um ca. 20% verringern kénnen (Clagett et al., [2004]).

Im Stadium II nach Fontaine ist die Optimierung der Belastbarkeit, Gehleistung und
Lebensqualitéit von entscheidender Bedeutung (ACC/AHA et al., 2006; Ouriel, 2001).
Zur Behandlung der Claudicatio intermittens ist das Gehtraining die konservative The-
rapie der Wahl (Hiatt], |2001; Steinacker et al.. 2002)). Es besteht aus einem iiberwachten
selbststéandigen ca. 60-miniitigem Intervall-Training von 5-15 Minuten, wobei die Intensitét
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nicht iiber den Claudicatio Schmerz reichen sollte (Gardner et al.| 2001} Steinacker et al.,
2002)). Kontrollierte Studien konnten bei konsequentem Gehtraining eine Steigerung der
Gehstrecke um 200% nach 12 Wochen erheben (Katzel et al., 2001). Die medikamentdse
Therapie der Claudicatio mit vasoaktiven Substanzen wie Cilostazol oder Naftidrofuryl
wird nur bei Patienten empfohlen, die keine Revaskularisationstherapie erhalten koénnen.
In der APIEC-Studie zeigte Naftidrofuryl in der Verumgruppe eine signifikante Steigerung
der schmerzfreien, maximalen Gehstrecke um 107% (Boccalon et al., [2001)). Die téglich
2-malige Einnahme von 100mg Colistazol {iber 12 Wochen konnte die Gehstrecke von Pa-
tienten mit Claudicatio Beschwerden um 76% verbessern (Ishii et al.; 2008; [Regensteiner
et al., 2002).

Der Erhalt der Extremitdten und die Reduktion von Schmerzen durch Analgetika sind im
Stadium IIT und IV nach Fontaine priméres Ziel der konservativen Therapie (ACC/AHA
et al., 2000).

2.4.3.2 Interventionelle Therapieverfahren

Bei Patienten mit symptomatischer pAVK sollte laut Leitlinien unabhéngig vom Trans-
Atlantic Inter-Society Consensus (TASC)-Stadium eine endovaskulédre Intervention
yendovascular-first“-Therapie der operativen vorgezogen werden, wenn die gleiche sym-
ptomatische Verbesserung zu erwarten ist (Lawall et al) 2015). Zu den wichtigsten
interventionellen Therapieverfahren gehort die perkutane transluminale Angioplastie
(PTA). Hiermit ist die minimalinvasive Aufdehnung eines atherosklerotisch verschlossenen
GefidBes mit Hilfe eines in Seldinger-Technik eingefithrten Katheters mit oder ohne
Stentimplantation unter radiologischer Kontrolle gemeint (Hirsch et al.) [2006). Man
unterscheidet bei der Angioplastie mit Stentimplantation nochmal unter priméren und
sekundédrem Stenting.

Eine primére Stentimplantation als initiale Therapie wird bei ldngeren aorto-iliakalen Ste-
nosen und Verschliissen empfohlen (Lawall et al., 2015). Sie erweist sich effektiver, als
eine Ballonangioplastie mit sekunddrem Stenting (Lawall et al., [2015). Femoropoplietale
Liasionen mittlerer und groflerer Lénge sollten primér mit einem Nitinol Stent behandelt
werden (Lawall et al.| 2015)). Bei poplietalen und infrapoplitealen Lésionen sollte laut Leitli-
nien eine primére Ballonangioplastie erfolgen und nur bei unzureichenden angiographischen
Ergebnissen eine Stentimplantation (Lawall et al., 2015). Die priméren und sekundéren
Offenheitsraten fiir rekanalisierende endovaskulédre Therapiemafinahmen haben sich in den
letzten Jahren durch eine verbesserte Technik stark erhoht. Nach einem Jahr liegt die Of-
fenheitsrate iliakaler Gefdafie nach interventioneller Therapie bei 70-80% (Norgren et al.
2007b)).

Bei Stenosen werden bessere Ergebnisse erzielt als bei Verschliissen (Garasic and Crea-
ger, 2001; [Wagner| |2002). Die 5-Jahres-Offenheitsrate nach einer Angioplastie von femoro-
poplietalen Gefiflen durch eine PTA liegt dagegen nur bei 55% (Norgren et al., [2007D).
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Eine selektive Stentimplantation nach PTA kann besonders in den Beckenarterien nétig
werden, wenn die PTA ein suboptimales Ergebnis zeigt (Hirsch et al., 2006). Unter einem
suboptimalen Ergebnis versteht man eine Reststenose >50%, ein elastischer Recoil oder
eine flusslimitierende Dissektion (Bosch and Hunink, 1997).

2.4.3.3 Operative Therapieverfahren

Geféfichirurgische Verfahren werden nur nach erfolgloser oder ungeeigneter endovaskulérer
Therapie bei Patienten mit CI und CLI (kritischer Extremitdtenischdmie) und hohem Lei-
densdruck eingesetzt (Lawall et al| 2015)). Aorto-iliakale, femoro-poplietale und infrapop-
lietale Verschliisse sollten unabhéngig vom TASC-Stadium primér endovaskulédr behandelt
werden (Lawall et al., 2015). Beim Versagen dieser Therapieformen wird bei hohen Aor-
tenverschliissen oder Stenosen mit beidseitiger/-m Beckenarterienstenose/-verschluss die
Anlage eines aorto-bifemoralen bzw. biiliacalen Y-Bypass empfohlen. Die Prothese be-
steht hierbei am haufigsten aus Kunststoff wie Polytetrafluorethen (PTFE) oder Dacron-
Doppelvelour. Die Offenheitsraten der Y-Prothese nach 10 Jahren liegen bei CI bei >80%
und bei CLI bei >70% (de Vries and Hunink, [1997).

Verschlussprozesse der Femoralisgabel (A. femoralis communis, profunda-, superficialis-
Abgang) sollten geméf Leitlinien primér operativ behandelt werden (Lawall et al., 2015)).
Zum Standardverfahren gehort hierbei die Thrombendarterioektomie (TEA) mit Patch-
Plastik (GeféaBflicken), bei der der Thrombus inklusive Gefalintima ausgeschélt wird (Kang
et al., [2008). Bei Patienten mit hohem perioperativen Risiko wird in diesem Fall auch ein
femoro-femoraler Crossover-Bypass vorgezogen. Die Offenheitsrate des Crossover-Bypasses
liegt nach 5 Jahren bei 70% (Norgren et al., [2007a).

Bei komplexen Mehretagenverschliissen kann eine Kombination gefafichirurgischer und en-
dovaskulédrer Verfahren sinnvoll sein und das perioperative Risiko senken (sog. Hybridein-
griff) (Lawall et al. 2015). Hierbei liegen bisher noch keine Langzeitergbenisse fiir die
Offenheitsraten vor (Lawall et al., 2015).

2.5 Restenoseentstehung

2.5.1 Restenose

Eine Restenose bezeichnet eine erneute itber 50%-ige Lumeneinengung eines Gefifies im An-
giogramm nach einer zuvor erfolgreich durchgefiihrten endovaskuldren Intervention (Yos-
himura et al., 1998). Die Restenose gilt neben der chronischen Entziindung von Stents und
der Spatthrombose als eine der grofiten Einschrankungen der Revaskularisationstherapie
(Califf et al, 1991} |Gruberg et al., 2000).
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Die Restenose ist ein pathologischer Prozess, der in verschiedene Mechanismen unterteilt
werden kann (Schillinger et al.,[2006). Dazu gehoren sowohl das Zusammenspiel elastischer
Riickstellkrifte (Recoiling) mit Vasospasmus ca. 24 Stunden nach PTA (Block, 1990), das
negative Remodeling und die Neointima-Formation (Mintz et al., {1996} Rosanio et al.,[1999;
Schillinger et al., 2006)). Nach der Aufdehnung eines Gefifles durch PTA besitzt dieses im-
mer noch eine gewisse Elastizitédt, was zu einer Lumeneinengung durch Riickstellkréfte
(Recoiling) bis hin zur Restenose fithren kann (Popma et all) [1991). Unter dem negati-
ven arteriellen Remodelling versteht man den lumenreduzierenden Umbau der externen
elastischen Membran (Mintz et al., |1996; Rosanio et al., [1999). Unter der neointimalen Hy-
perplasie ist eine trauma-induzierte Proliferation glatter Muskelzellen und ihre Migration
von der Media in die Intima der Gefaflwand mit darauffolgendem Lumenverlust gemeint
(Clagett et all, [1986) (s. Abb.[2.1)).

Man unterscheidet die postangioplastische Restenose nach alleiniger Ballongangioplastie
und die In-Stent-Restenose (ISR) nach Stentimplantation. Die In-Stent-Restenose (ISR)
tritt mit einer geringeren Hiufigkeit als die postangioplastische Restenose auf und ist allein
durch die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen und der Herstellung extrazel-
luldrer Matrix zur luminalen Seite des Stents bedingt (Mehran et al., [1999).

. % ;2
Lumen { A / :
Intima  ————— > . < | ‘ .
GefaBwand _..7/ / \
\ ’ ~ ®
elastische /
Membran |
GefaBwand kontrahiert externe elastische Membran Intimadicke
schrumpft nimmt zu
direkt nach elastischer negatives neointimale
Revaskularistion Recoil Remodeling Hyperplasie

Abbildung 2.1: Restenose, modifiziert nach (Juliard, [2009)

2.5.1.1 Prozess der neointimalen Hyperplasie

Pathophysiologisch kommt es bei der Implantation eines Stents oder bei der Inflation eines
Ballons zu einem Barotrauma der Gefafiwand (Devlin, 2015). Die starke Dehnung der
Media kann zu einer Dissektion fithren (Norton et al., |2012)). Das Endothel, als innerste
Schicht der GefaBwand, wird verletzt und es kommt zum Aufbrechen von Zellverbédnden
und Freisetzung intrazellularer Bestandteile wie Endothelin (Block et al., (1981} (Geary and
Clowes, 2007)).

Endothelin hat eine vasokonstriktive und blutdruckerhohende Wirkung (Pearson, (1991)).
Des Weiteren ist das Endothel nicht mehr in der Lage thrombozytenaggregationshemmende
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und vasodilatierende Faktoren wie Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF), Stick-
stoffmonoxid (NO) und Prostazyklin zu bilden (Loscalzo and Vital 2000; Rolland et al.
1984). Folglich fehlen wichtige vasoprotektive Bestandteile und es kann schneller zur Bil-
dung eines Thrombus kommen (Geary and Clowes| 2007; Radomski et al., |1987)).

Das entstandene sogenannte Pseudoendothel besteht aus glatten Muskelzellen und ist
durchgéngig fiir Makromolekiile (Clowes and Geary, 1994). Endothelin ist auflerdem fiir
die Freisetzung inflammatorischer Mediatoren zustédndig. Diese Mediatoren sind fiir die
Rekrutierung von Leukozyten, die Thrombozytenaggregation und Fibrinablagerung in die
beschidigte Gefafiwand verantwortlich (Waltham and Harris|, 2004)). Thrombozyten, glatte
Muskelzellen und Leukozyten setzten wiederum Wachstumsfaktoren frei, die fiir die weite-
re Proliferation glatter Muskelzellen und ihre Migration von der Media in die Neointima
verantwortlich sind (Welt and Rogers| 2002)). Eine Schliisselrolle bei der Lumeneinengung
spielt daher die Intimaproliferation durch einwandernde glatte Muskelzellen aus der Me-
dia, Proliferation von T-Zellen, Makrophagen und der Produktion extrazellularer Matrix
(Rogers et al., [1993). Die neointimale Hyperplasie entsteht Wochen bis Monate nach der
Gefaflintervention durch die Rekrutierung von Monozyten und der Proliferation glatter
Muskelzellen in der Intima (Welt and Rogers, [2002).

2.5.1.2 Potentielle Rolle von Monozyten fiir die Restenose

Monozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Restenoseentwicklung nach PTA ([Libby and
Gangzl, 1997). Studien zeigen sowohl eine Infiltration und Akkumulation von Monozyten in
die geschidigte Gefdawand, als auch eine positive Korrelation der Monozytenlevel im Blut
mit der Proliferation glatter Muskelzellen und der Dicke der Neointima (Fukuda et al.,
2004)). Das Integrin Molekiil Mac-1 (CD11b/CD18) ist fiir die Leukozytenrekrutierung
nach vaskuldren Verletzungen zustdndig und wird auf der Oberflaiche von Monozyten und
Neutrophilen Granulozyten gebildet (Furman et al.; [1998)).

Eine weitere zentrale Rolle fiir das Anlocken von Leukozyten bei der Restenose spielen
die Zytokine MCP-1, IL-8 und IL-6. Sie werden von glatten Muskelzellen, Makrophagen,
Fibroblasten und Endothelzellen gebildet (Rollins, 1996). Besonders IL-8 und MCP-1 sind
fiir die Monozytenrekrutierung verantwortlich. Monozyten docken iiber P-Selektin an die
geschidigte Gefalwand an und sezernieren im Verlauf eine Vielzahl von Wachstumsfakto-
ren, Zytokinen und Metalloproteinasen. Diese Mediatoren fithren zu einer Migration und
Proliferation glatter Muskelzellen in die Intima und einer neointimalen Hyperplasie (Libby
et al., 1992).

In Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Blockade der Monozytenrekrutierung
durch anti-inflammatorische Mittel zu einer verminderten Verdickung der Neointima fiihrt
(Rogers et al.,1993). Eine weitere effektive Moglichkeit zu Unterdriickung der Monozyten-
rekrutierung stellt die Blockade des MCP-1 Rezeptors dar (Mori et al., [2002). Sowohl bei
Patienten mit Restenose nach Koronarangioplastie, als auch bei Patienten mit Restenose-
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entwicklung nach peripherer Angioplastie, waren die Plasma-Level von MCP-1 signifikant
erhoht (Cipollone et al., |2001}; Heider et al., 2006). Man nimmt an, dass MCP-1 die Ent-
stehung einer Restenose fordert, indem es zirkulierende Monozyten zur Produktion von
Superoxiden (Oj ) veranlasst (Cipollone et al., 2001). Die Unterdriickung der Expression
von MCP-1 durch Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) zeigte folglich eine verminderte
Rekrutierung und Migration von Monozyten in geschidigte GefdBwéande und somit eine
merklich reduzierte neointimale Hyperplasie (Kopp et al., 2004).



Kapitel 3

Fragestellung der Arbeit

Bisherige Arbeiten haben gezeigt, dass Monozyten eine wichtige Rolle im inflammatori-
schen Prozess der Atheroskleroseentwicklung spielen. Durch die Produktion von Matrix-
Metalloproteasen und Cathepsinen kénnen Monozyten zudem zu einer Destabilisierung
atherosklerotischer Plaques fithren. Des Weiteren sind die Monozytenrekrutierung und das
Ausschiitten von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Metalloproteasen durch Monozyten,
fiir die Restenoseentwicklung nach PTA mitverantwortlich.

Bislang wurde in Studien untersucht, ob die , klassische®, , nicht-klassische* oder ,,interme-
didre* Monozytensubpopulation im Blut entziindliche Erkrankungen oder kardiovaskulére
Ereignisse vorhersagen kénnen. Ob Monozytensubpopulationen auch ein prognostischer
Biomarker fiir die Entstehung einer Restenose nach PTA bei pAVK sind, wurde jedoch
bisher nicht eingehend untersucht.

Die Hypothese dieser Arbeit ist deshalb, dass Monozyten und ihre Subpopulationen bei Pa-
tienten mit pAVK einen Einfluss auf die Entwicklung einer Restenose nach endovaskulérer
Rekanalisation haben und einen wichtigen prognostischen Biomarker fiir die Zukunft dar-
stellen konnen. Des Weiteren soll gezeigt werden, dass die Oberflichenantigene (CCR2,
CX3CRI1, CD11b, CD106, CD162) einen Einfluss auf die Entstehung einer Restenose nach
peripherer perkutaner transluminaler Angioplastie haben. Die Expression von Myeloper-
oxidase der zirkulierenden Monozytensubopopulationen wird zusétzlich im Zusammenhang
mit der Entstehung einer Restenose angeschaut.

Ein Ziel fiir die Zukunft ware es, mit Hilfe der Bestimmung von Monozytensubpopulatio-
nen, Oberflichen- und intrazellularen Markern im Blut, friithzeitiger in den Entstehungs-
prozess der Restenose bei pAVK Patienten eingreifen zu konnen. So wére es moglich einen
erneuten Verschluss von Gefélen nach PTA zu verhindern und die Offenheitsraten von
Stents entscheidend zu verlédngern.



Kapitel 4

Patienten und Methoden

4.1 Patienten

Bei dem durchgefiihrten Forschungsprojekt handelte es sich um eine klinisch-experimentelle
prospektive Kohorten-Studie. Im Zeitraum von Januar 2012 bis Oktober 2014 wurden 67
Patienten mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit mit Indikation zur Angioplastie
der Becken-Bein-Geféafle eingeschlossen. Die Rekrutierung fand iiber die Klinik und Poli-
klinik fiir Vaskuldre und Endovaskuldre Chirurgie am Klinikum rechts der Isar der Tech-
nischen Universitdt Miinchen statt. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission
der medizinischen Fakultét der TU Miinchen (Protokollnummer: 5147/11) genehmigt.

Im Rahmen der ambulanten Vorstellung oder der stationédren Patientenaufnahme wur-
den alle Patienten ausfiihrlich iiber den Sinn und Ablauf des Studienvorhabens informiert.
Ihre Einverstandniserkldrung wurde schriftlich dokumentiert. Bei Aufnahme auf Station
oder einer ambulanten Vorstellung fand eine griindliche Anamnese und klinische Untersu-
chung statt. Die Einteilung der Patienten entsprechend ihrem klinischen Beschwerdebild
bzw. Auspragung der pAVK erfolgte in die Fontaine- und Rutherfordstadien. Eine routi-
neméfige Duplexsonografie wurde durch den behandelnden Gefafichirurgen durchgefiihrt
und dokumentiert. Zur Einteilung der Gefafllasionen in die TASC-Stadien und der weiteren
Therapieplanung, erhielt jeder Patient vor der geplanten Intervention eine MRA oder CTA.
Auflerdem wurde zu jedem Zeitpunkt die schmerzfreie Gehstrecke mittels standardisiertem
Laufbandtest evaluiert, der ABI bestimmt und venoses Blut zur Isolierung der Monozyten
abgenommen.

Die Monozytensubpopulationen und Biomarker wurden im weiteren Verlauf mit dem Ver-
fahren der Durchflusszytometrie identifiziert und der MPO-Gehalt durch intrazelluldre
Farbung festgestellt. Die im Verlauf endovaskuldr behandelten Probanden wurden je nach
Aufnahmezeitpunkt zu weiteren Follow-up Untersuchungen nach 3, 6 und 12 Monaten
inklusive erneuter Anamnese, klinischer Untersuchung und Blutentnahme in das Klini-
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kum rechts der Isar einbestellt. Eine Angiographie mit darauffolgender Angioplastie wurde
leitliniengerecht durchgefiihrt. 30 Patienten wurden mittels einfacher Ballonangioplastie
behandelt. 37 Patienten bendtigten im Bereich der Geféflverengung zusétzlich eine Ni-
tinol Gefafiprothese (Stent). Wahrend des Eingriffs wurden 5000 Einheiten Heparin zur
Antithrombose-Prophylaxe appliziert. Postoperativ wurden fiir 6 Wochen 75mg/d Clopi-
dogrel und 100mg/d Acetylsalicylsdure lebenslanglich angeordnet.

4.2 Methoden

4.2.1 klinische Datenerhebung
4.2.1.1 Anamnese

Die klinischen Daten wurden wihrend der Anamneseerhebung sowie durch die Einsicht in
Krankenakten und elektronische Patientenakten aus dem Klinik Informationssystem (KIS)
erhoben. Dazu gehorten die quantitativen Parameter Alter, Hypertonus (>140/90), Hy-
perlipiddamie (Gesamtcholesterin >225mg/dl, Triglyceride >180mg/dl, LDL >180mg/dl),
BMI und Adipositas (>30kg/m?). AuBlerdem wurden die qualitativen Angaben Geschlecht,
Risikofaktoren der Atherosklerose, Begleiterkrankungen und Medikamenteneinnahme er-
mittelt. Einschlusskriterien waren das pAVK Stadium IIa/b bis III nach Fontaine bzw.
1-4 nach Rutherford und ein ABI <0,9. Ausschlusskriterien waren die Einnahme anti-
inflammatorischer Medikamente oder Immunsuppressiva, hidmatologische Grunderkran-
kungen, Vaskulitiden oder instabile Angina Pectoris sowie eine pAVK im Stadium IV nach
Fontaine da Letzteres im Rahmen der Strukturdefekte des Weichgewebes die Spiegel der
zu messenden Biomarker verfilscht hétte.

4.2.1.2 Evaluierung der Gehstrecke

In der Studie wurde der ABI sowohl vor als auch nach dem Laufbandtest evaluiert. Beim
liegenden Patienten wurde zuerst der systolische Blutdruck beider Oberarme in Ruhe ge-
messen. Dann wurden die Verschlussdriicke der A. tibialis posterior und A. dorsalis pe-
dis beidseits mit Hilfe einer Dopplersonde (5-7 MHz) erfasst. Die Dopplersonde wurde
dabei in einem Winkel <60° zum Gefaf§ gehalten. Der ABI wurde mittels Division des
jeweils niedrigsten Knochelverschlussdruckes durch den jeweiligen systolischen Blutdruck-
wert berechnet. Nach der Evaluation des ABI mussten die Patienten einen Laufbandtest
mit einem standardisierten Programm (3,5km/h und 10% Steigung) absolvieren. Hier wur-
de die maximale schmerzfreie Gehstrecke erhoben. Wobei die maximale Gehstrecke beim
Uberschreiten von 1 km beendet wurde. Direkt im Anschluss wurde dann ein weiteres Mal
der Kndéchelverschlussdruck im Liegen gemessen.
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4.2.1.3 Duplexsonografie und Therapieverfahren

Nach der Anamnese und klinischen Untersuchung wurde bei jedem Patienten eine Duplex-
sonographie durchgefithrt. Hier wurden die Gefédfle von der Aortenbifurkation bis zu den
Becken- und Beinarterien von einem Geféafichirurgen des Klinikums rechts der Isar beur-
teilt. Gefafiverdnderungen lielen sich durch die Darstellung der Intima-Media-Dicke und
dem perivaskuldren Gewebe festhalten. Durch den Pulsed-wave-(Pw-)Doppler lieflen sich
genaue Aussagen iiber das Flussprofil von Stenosen und Verschliissen treffen. Bei gesunden
Geféaflen zeigte sich in der Duplexsonografie ein triphasisches FluBBprofil mit steilem systoli-
schem Anstieg. Bei mittelgradigen (50-60%) und hochgradigen (70%) Stenosen zeigte sich
ein biphasischer oder monophasischer Kurvenverlauf, mit einem geringen Riickflussanteil.
Das sogenannte Peak Velocity Ratio (PVR) wurde zur Quantifizierung der Stenosen von
Studienpatienten angewandt. Dabei wurde die maximale Geschwindigkeit innerhalb der
Stenose durch die systolische Maximalgeschwindigkeit vor der Stenose geteilt. Es wurden
Stenosen und Verschliisse der arteriellen Gefaflbahn sowie deren Lénge erfasst, um danach
iiber weitere Therapiemafinahmen entscheiden zu kénnen.

Im weiteren Verlauf der Follow-up Studie wurde ein besonderes Augenmerk auf Restenosen
nach Ballonangioplastie mit ggfs. sekundérem Stenting gelegt. Vor jeder Intervention wurde
ein MRA oder CTA gemacht. Die Bilder wurden darauthin im Gefiiboard des Klinikums
rechts der Isar besprochen und im Konsens iiber ein leitliniengerechtes Therapieverfahren
entschieden. Das Therapieverfahren bestand aus einer Angiographie mit darauffolgender
Angioplastie der Gefdafie mittels Ballonkatheter und wenn notig einer zusétzlichen Stentim-
plantation eines selbstexpandierenden Nitinol Stents.

4.2.2 Probengewinnung und Probenverarbeitung mittels Dich-
tegradientenzentrifugation

Zur Gewinnung der Monozytensubpopulationen wurden den Probanden zwei NH4-Heparin
Blutmonovetten abgenommen. Die Proben wurden entweder sofort im Labor aufbereitet
oder fiir maximal 2 Stunden in einem 4°C Kiihlschrank auf der Station der GeféBchirurgie
oder dem Gefafizentrum gelagert und unmittelbar anschliefend verarbeitet.

Als Verfahren fiir die Isolierung der Monozyten wurde die Ficoll-Hypaque Dichtegradien-
tenzentrifugation verwendet. Es handelt sich um ein physikalisches Trennverfahren mittels
Zentrifuge (Zentrifuge 5804 R, Eppendorf, D).

Bei diesem Verfahren werden Makromolekiile anhand ihrer Dichte durch die Zentrifugal-
kraft in unterschiedlichen Phasen formiert. Ficoll (Ficoll-Paque TM Plus, GE Healthcare,
Uppsala, Schweden) ist ein stark verzweigtes synthetisches Polysaccharid, dessen Saccha-
rosemonomere iiber Epichlorhydrin vernetzt sind. Die Ficoll-Hypaque Losung besitzt eine
grofere Dichte (1.077g/ml) als Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten. Daher rei-
chern sich durch Zentrifugation mononukleére Zellen in der Interphase zwischen Ficoll und
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Abbildung 4.1: Dichtegradientenzentrifugation. 1. Mit PBS verdiinntes Vollblut auf LSM (Lympho-
cyte Separation Medium) geschichtet 2. Nach Zentrifugation reichern sich die mononukleire Zellen in der
Interphase zwischen LSM und Plasma an. Erythrozyten lagern sich als Sediment am Boden ab. PBMCs:
mononukledre Zellen des peripheren Blutes, PBS: Phosphate Buffered Saline.

Plasma an. Granulozyten, Erythrozyten und tote Zellen bleiben als Sediment am Boden der
Roéhrchen zuriick. Zu den mononukleéren Zellen gehoren B-Lymphozyten, T-Lymphozyten,
Natiirliche Killerzellen (NK) und Monozyten. Die Plasmaphase liegt iiber der Interphase
und beinhaltet die Thrombozyten (s. Abb. [4.1).

Das heparinisierte ventse Vollblut wurde zuerst 1:1 in 50ml-Roéhrchen mit 15ml DPBS
verdiinnt. Das antikoagulierte Probenmaterial (30ml) wurde dann langsam auf 15ml eines
Separationsmediums (Ficoll-Paque Plus, Dichte 1,077g/ml, GE Healthcare, NJ) pipettiert.
Dabei musste beachtet werden, dass sich der Dichtegradient und das Probenmaterial nicht
sofort miteinander vermischen. Der Trennungsprozess durch Zentrifugalkréafte erfolgte im
Ausschwingrotor ohne Bremse bei 1600rpm fiir 20 Minuten bei 18°C (Zentrifuge 5804 R,
Eppendorf, Deutschland). Nach der Zentrifugation zeigte sich folgende Phasenschichtung
von oben nach unten: Plasma in der obersten gelblichen Schicht. In der Interphase darunter
befanden sich die mononukleére Zellen des peripheren Blutes (PBMCs). Ganz unten am
Boden des Rohrchens sammelten sich Granulozyten und Erythrozyten (s. Abb. .

Der Interphasenring mit den mononukledren Zellen wurde abpipettiert und in ein neues
50ml Réhrchen mit ca. 10ml PBS {iberfiihrt und 5 Minuten gewaschen. Nach zwei weiteren
Waschschritten wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in ein Ndhrmedium mit
5001 DMEM (DMEM, Dulbecco’s, PAA, Pasching, Osterreich) und 50041 Einfriermedium
(80% FCS (FCS, PAA, Pasching, Osterreich) und 20% DMSO (DMSO, BioChemika, Buchs,
CH) resuspendiert.

Die resuspendierten Zellen wurden mit der Zahlkammer nach Neubauer (Heinz Herenz
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Medizinbedarf, Hamburg, D) ausgezéhlt. Die isolierten Monozyten wurden dann zunéchst
einen Tag bei -20°C eingefroren und den Tag darauf in einen -80°C Gefrierschrank
iiberfiihrt.

4.2.3 Aufbereitung der Zellen fiir die Durchflusszytometrie

Die bei -80°C eingefrorenen peripheren mononukledren Zellen wurden fiir die Durchflusszy-
tometrie in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Jede Probe wurde mit 1ml Medium (90%
DMEM, 10% FCS) aufgetaut und danach Tropfen fiir Tropfen in ein 15ml Falcon-Rohrchen
mit demselben 10ml Medium (90% DMEM, 10% FCS) tiberfiihrt. Wichtig war hierbei, dass
das Probenmaterial mit dem Auftaumedium von dem Zeitpunkt an immer in einem 4°C
Eisbehilter aufbewahrt wurde. So sollte die Anzahl an toten Zellen so gering wie moglich
gehalten werden. Die 15ml Falcon-Rohrchen mit dem Probenmaterial wurden zentrifugiert
(9min, 2500rpm, 4°C), der Uberstand abgekippt und das zuriickbleibende Pellet mit 5ml
DPBS/ 2% FCS aufgefiillt. Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 2500rpm
wurde der Uberstand verworfen.

Bei 4 Farbereihen fiir 10 Patientenproben wurde jedes 15ml Falcon-Rohrchen mit 1,5ml
DPBS/ 2%FCS resuspendiert. Eine Kompensationsreihe war zur Uberpriifung der Kali-
brierung des FACS-Gerétes und Antikorperfirbung gedacht. In einem néchsten Schritt
wurde das Probenmaterial in die Rohrchen fiir die Durchflusszytometrie transferiert und
die Farbung der Zellen mit Fluoreszenzantikorpern begonnen.

4.2.4 Farbung der Zellen mit FluoreszenzantikGrpern

4.2.4.1 Oberflichenmarker

Fluoreszenzantikorper sind sogenannte sekundéire Antikorper, die an Konjugate oder Fluo-
reszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Fluoreszenzfarbstoffe binden an Fc- oder Fab-Antikorper,
die gegen bestimmte Merkmale gerichtet sind (Wessendorf 1993). Durch die fluoreszie-
rende Gruppe werden Signale ausgesendet, die mit Hilfe eines Durchflusszytometers auch
Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) genannt, detektiert werden kénnen.

In dieser Studie wurde die Zellsuspension mit an Fluoreszenzen gebundene Antikorper,
im Verhéltnis 1:100 gefarbt. Alle im Versuch benutzten Antikorper wurden von BD,
Biosciences, San Diego, USA bezogen. Bei den monoklonalen Antikérpern handelte
es sich um CD11b-V450/ICRF44, CD14-PerCP-Cy5.5/M5E2, CD16-PE-Cy7/3GS8,
CCR2-Alexa-647/48607, CX3CRI-FITC/2A9-1, MPO-FITC/5B8, CD162-PE/KPL-1
und CD106-PE/51-10C9. Die Buchstaben hinter den Schriagstrichen stehen jeweils fiir die
monoklonalen Antikorper.
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Der Versuch bestand aus 4 Féarbereihen mit je einem definierten Antikorpermix fiir jeweils
10 verschiedene Patientenproben. Das in der Dichtegradientenzentrifugation gewonnene
Probenmaterial (1,5ml DPBS/ 2% FCS und PBMCs) eines Patienten wurde mit 300ul
auf 4 FACS Tubes verteilt. Der Antikorpermix wurden dann mit 500l DPBS/2% FCS
angesetzt, um spater 50ul auf 10 FACS Tubes aufteilen zu konnen.

Die Fluoreszenzantikorper wurden nach einem Farbeplan hinzupipettiert und die Proben
fiir 30 Minuten zur Inkubation in einem auf -4°C eingestellten Kiihlschrank gelagert. Im
Anschluss folgten der Waschschritt und die Zentrifugation, bei denen zu jeder Probe und
jeder Kompensation 1ml DPBS/ 2%FCS hinzugefiigt wurde. Der Uberstand wurde da-
nach abgekippt und die Proben mit 400ul DPBS/2% FCS aufgefiillt. Das Probenmaterial,
welches keine intrazelluldre Farbung mit MPO erhalten sollte, wurde mit Hilfe von Cell
Strainer Caps gefiltert und bei -4°C gelagert.

4.2.4.2 Intrazellulire Farbung

Um den Myeloperoxidase (MPO)-Gehalt der Monozytensubpopulationen herauszufinden,
wurde eine intrazelluldare Farbemethode angewendet. Bevor das Probenmaterial jedoch
intrazellular gefarbt wurde, musste es mit Formalin (Formaldehyd) permeabilisiert und
fixiert werden.

Formalin (4%) wird dabei benutzt, um die urspriingliche Morphologie der Zelle zu erhal-
ten und das Gewebe zu stabilisieren. Die Proteine werden durch die Aldehydgruppen des
Formalins quervernetzt (cross-linking), so ist man in der Lage sowohl intrazelluldre als
auch intranukledre Proteine mit dem Durchflusszytometer zu erfassen. Bei zu langer Fi-
xierung vernetzen die Zellen und Antigene und sind schwer oder gar nicht fiir Antikorper
zuganglich.

Die Proben fiir die intrazelluldre Férbung wurden in dieser Studie in 25041 Formalin (BD
Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences, San Diego, USA) resuspendiert und gemischt. Nach 20
Minuten Lagerung in einem 4°C Kiihlschrank, wurden die Proben mit 1ml Saponin, Perm-
Wash Solution (BD Perm/Wash tm, Buffer, BD Biosciences, San Diego, USA) und einer
1:10 Konzentration Aquadest (Aqua B. Braun, Melsungen, D) fiir 5 Minuten bei 2500rpm
in 4°C gewaschen. Saponin ist ein Detergenz, welches die Zellmembran permeabilisiert und
fiir Antikorper durchgéingig macht.

Der Uberstand wurde verworfen und die fixierten Zellen mit 30041 PermWash Solution
gemischt. Im néchsten Schritt wurde MPO-FITC/5B8 mit 500u1 Permwash Solution ange-
setzt und mit je 50ul auf die FACS Tubes verteilt. Die Inkubation erfolgte fiir 20 Minuten
in einem 4°C Kiihlschrank. Im Anschluss wurden die Zellen ein letztes Mal mit einer 1ml
Permwash Solution gewaschen und in 400ul DPBS/FCS2% resuspendiert.
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4.2.4.3 Lebend-tot-Firbung mit Propidiumiodid

Propidiumiodid (PI) ist ein kationischer Farbstoff, der lebende von toten Zellen differen-
zieren kann. Er markiert die DNA toter Zellen indem er durch die zerstorte Zellmembran
toter Zellen dringt und an die doppelstringige DNA oder rRNA im Zellinneren bindet. Bei
Zellen, die vorher mit Formaldehyd fixiert wurden, funktioniert die Unterscheidung von le-
benden und toten Zellen nicht mehr, da durch die Fixierung jede Zellmembran durchléssig
fiir PI wird.

Bei der Lebend-tot-Farbung mit PI wurde im Versuch zu drei der vier Antikoérpermixe
(die intrazelluldre Farbereihe erhielt kein PI) plus Kompensationen jeweils 2ul PI hinzu-
pipettiert. Dann folgte die Farbung der Zellen und die Proben wurden fiir 20 Minuten zur
Inkubation in einem auf -4°C eingestellten Kiihlschrank gelagert. Im Anschluss folgten der
Waschschritt und die Zentrifugation, bei denen zu jeder Probe und jeder Kompensation
1ml DPBS/ 2%FCS hinzugefiigt wurde. Der Uberstand wurde danach abgekippt und die
Proben mit 4001 DPBS/2% FCS aufgefiillt. Nach der Farbung erfolgte die FACS Analyse.

4.2.5 Durchflusszytometrie
4.2.5.1 Durchfiithrung

Die Durchflusszytometrie ist eine quantitative und qualitative Analysetechnik zur Charak-
terisierung von einzelnen Zellen. In diesem Projekt wurde die Durchflusszytometrie unter
anderem zur Bestimmung von Monozyten verwendet. Um den Zelltyp der Monozyten zu
detektieren wurden die Zellen in einer Spiilfliissigkeit einzeln an einem gebiindelten mo-
nochromatischen Laserstrahl (Argonlaser 488nm blau, He-Ne 633nm rot, Violet 405nm)
vorbeigeleitet. Hierbei kommt es zur Streuung des einfallenden Laserstrahls durch die
Zellen. Die Lichtstreuung wird dabei von der Querschnittsfliche, Struktur der Membran
und den intrazellulédren Bestandteilen der Zelle beeinflusst. Das (3-10° Vorwéartsstreulicht
(FSC)-Lichtbrechung) erlaubt eine Aussage iiber die Grofie der Zelle, wohingegen das (90°
Seitwértsstreulicht (SSC)-Lichtbrechung) die Granularitdt der Zelle detektiert. FSC und
SSC werden in einem linearen Fluoreszenzsignal iiber logarithmische Verstérkung aufge-
nomimen.

Durch einen Computer werden dann die digitalen Daten in ein Diagramm aufgetragen (FSC
tiber SSC) und somit die Unterscheidung der Leukozytensubpopulationen moglich gemacht.
Mit einer speziellen Software kann man die Ergebnisse entweder als zweidimensionalen Dot
Plot oder eindimensionales Histogramm darstellen lassen.

Des Weiteren wurde mit dem Durchflusszytometer die Expression der Oberflichenantigene
CD14 und CD16 auf den Monozyten gemessen. Somit war eine Unterscheidung der verschie-
denen Monozytensubpopulationen moglich. Hierfiir wurden CD14 und CD16 mit monoklo-
nalen Antikérpern markiert. CD14 mit dem Antikorper PerCP-Cy5.5 und CD16 mit PE-
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CyT7. PerCP-Cyb.5. wurde zusétzlich an das fluoreszierende Molekiil (FITC) Fluorescein-
Isothiocyanat gekoppelt und PE-CY7 an Phycoerthrin (PE). Die Zellen mit den fluores-
zenzgekoppelten Oberflichenantigenen wurden wiederum in Suspension einzeln an dem
gebiindelten monochromatischen Laserstrahl (Argonlaser 488nm blau, He-Ne 633nm rot,
Violet 405nm) vorbeigeleitet.

Werden FITC oder PE mit Strahlung einer bestimmten Wellenldnge in diesem Fall ei-
nem Argonlaser angeregt emittieren sie Licht in einer charakteristischen Wellenldnge. Die
Intensitédt des Fluoreszenzfarbstoffes ist abhéngig von der Zahl der markierten Bindun-
gen auf der Oberfliche der Zelle, und das emittierte Licht korreliert mit der Dichte der
Oberflachenantigene (Rezeptoren) der gemessenen Zelle. Das emittierte Fluoreszenzlicht
der verschiedenen Fluorochrome wird durch Teilspiegel und farbselektive Bandpassfilter in
Fluoreszenzspektren aufgeteilt. Die Photomultiplier (Bildverstiarkerrohrchen) detektieren
dieses Streulicht und leiten es weiter zu einem Digital-Wandler, der es in elektrische Signa-
le transformiert. Die Expression der Oberflichenantigene CD11b-V450, CCR2-Alexa-647,
CX3CRI1-FITC, MPO-FITC, CD162-PE und CD106-PE auf den Monozytensubpopulatio-
nen wurde in gleicher Weise mit dem Durchflusszytometer gemessen.

Bei dem in der Studie verwendeten Durchflusszytometer handelte es sich um einen Cyan
ADP Analyzer von Beckman Coulter (Cyan ADP Analyzer, Beckman Coulter, Fichtenhain,
Deutschland). Mit diesem Durchflusszytometer kénnen 11 verschiedene Fluoreszenzfarben
inklusive FSC, SSC und bis zu 10® Events pro Sekunde gemessen werden. Im angewendeten
Analysegerét standen 9 Filter (Fluoreszenzkanile) und 3 Laser (Argon, Violet, HeNe) zur
Verfiigung: fiir 488nm (FL1-FL5), 405nm (FL6-FL7) und 633nm (FL8-FL9).

4.2.5.2 Gating

Gating bezeichnet eine wichtige Auswertetechnik der Durchflusszytometrie. Dabei wird nur
die Zellpopulation untersucht, die von Interesse ist. In der Studie wurde die Region der
Monozyten manuell im Streulichtdiagramm eingezeichnet (siehe Kreis linker Dot Plot) und
mit R1 bezeichnet (s. Abb. [£.2). Im Fluoreszenzdotplot wurden dann die Monozytensub-
populationen aus R1 dargestellt (s. Abb. . In modernen FACS- Programmen koénnen
bis zu 16 Gates gesetzt werden. Durch die Gating-Technik konnte in der Studie die Expres-
sion der CD147*/CD16~, CD14*/CD16*" und CD14**/CD16%" Subpopulationen und
weitere Biomarker bestimmt werden.

4.2.5.3 Auswertung

Die FACS Ergebnisse wurden auf einem Apple Mac Computer mit Hilfe des Software-
Programms FlowJo v.8.5.2 (Tree Star, Inc., Ashland, Oregon, USA) ausgewertet.
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Abbildung 4.2: Gating. Der erste Dot-Plot (links) zeigt die Monozytenpopulation (eingekreist) im
Vorwérts/Seitwirtsstreulicht der Durchflusszytometrie. Der zweite Plot (rechts) zeigt die gegateten Mo-
nozytensubpopulationen

4.3 Statistik

Fiir die Statistik wurden die Ergebnisse des gesamten endovaskulér therapierten Studien-
arms herangezogen. Die gewonnen Daten wurden zuerst in Excel (Version 13, Microsoft
Corporation, Redmond, USA) erfasst und dann mit der Software Prism fiir Macintosh
Version 6.0c (GraphPad, LaJolla, USA) und SPSS (Version 21.0, IBM, Chicago, USA)
analysiert. Die statistische Auswertung fand in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Alex-
ander Hapfelmeier vom Institut fiir Medizinische Statistik und Epidemiologie (ISME) der
TU Miinchen statt.

Fiir alle Daten wurden jeweils der arithmetische Mittelwert (M), die Standardabweichung
und der Standardfehler berechnet. Die Haufigkeit des Vorkommens einer Maflzahl wurde
auflerdem in Prozent (%) angegeben. Nachdem die Daten auf Normalverteilung getestet
wurden, wurde fiir die Auswertung der klinischen Daten ein univariates Coxregressionsmo-
dell verwendet. Ein p-Wert <0,05 wurde als signifikant gewertet. Potentielle Confounder
konnten mithilfe einer Stratifizierung ausgeschlossen werden. Zum Vergleich der Mono-
zytengesamtzahl, Monozytensubpopulationen und Biomarker von Patienten mit und ohne
Restenoseentwicklung wurde nach der Uberpriifung der Normalverteilung ebenfalls ein uni-
variates Coxregressionsmodell zur Berechnung des Hazard Ratios (HR) durchgefiihrt. Die
grafische Darstellung erfolgte mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven, in der die Restenose-
freiheit der Patienten in Prozent in Zusammenhang mit der Zeit in Monaten nach der
GefafBliintervention abgebildet wurde.
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Ergebnisse

5.1 Patienten und Restenose

Es wurden 67 Patienten mit der Diagnose pAVK in die Studie eingeschlossen (Fontaine
Stadium 2a/b und 3, Rutherford 1-4), die im Zeitraum von 2012 bis 2014 mittels einer
peripheren transluminalen Angioplastie behandelt wurden. Tabelle 1 zeigt die untersuchten
Patientencharakteristika. Die Follow-Up Untersuchungen fanden 3,6 und 12 Monaten nach
PTA statt. Es gab 34 Drop-outs aus der Studie (18 nach 3 Monaten, 4 nach 6 Monaten
und 12 nach einem Jahr).

Innerhalb von einem Jahr entwickelten 16 Patienten eine Restenose an der priméren Stelle
der Angioplastie (5 Patienten nach 3 Monaten, 8 Patienten nach 6 Monaten und 3 Patienten
nach 12 Monaten). Die Studie machte keine Aussage zur Restenoserate nach alleiniger
Ballongangioplastie vs. zusétzlichem Stenting.

Patienten mit einer Hyperlipiddmie (Blutwerte des Low Density Lipoprotein (LDL) von
>160mg/dl) hatten ein signifikant erhohtes Risiko fiir die Entwicklung einer Restenose
(HR=1.7, 95% CI 0.7-2.9, p=0.001). Bei Patienten mit einem zusitzlich vorhandenen
Aortenaneurysma (HR=3.3, 95% CI: 1.0-10.4, p=0.038) war das Risiko fiir die Entste-
hung einer Restenose ebenfalls signifikant erhoht. Eine Carotisstenose als Nebendiagnose
erhohte das Risiko eine Restenose nach PTA zu bekommen um das 2,2-fache (HR=2.2,
95% CI: 0.7-7.7, p=0.220). Die anderen untersuchten demographischen Faktoren wie die
TASC-Klassifikation, Vormedikation etc. zeigten keine Korrelation fiir die Entwicklung ei-
ner Restenose (s. Tab. [5.1)).

30
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Patienten—Charakteristika Total (n =67) HR 95% CI p-Wert
Alter (in Jahren) 71,04+10,9 1,0 1,011 0,725
BMI (in kg/m?) 26,3+3,8 1,0 0811 0570
Geschlecht 0,9 0,324
Ménnlich 40 (59,7)

Weiblich 27 (40,3)

Risiko-Faktoren

Artieller Hypertonus 58 (86,6) 1,0 0,81,2 0,950
Nikotinabusus 20 (29,9) 1,0 09-12 0,572
Diabetes 21 (31,3) 10 0812 0,680
Hyperlipidiimie 26 (38,8) 1,7 0,729 0,001
Adipositas 11 (16,4) 1,1 0,9-1,5 0,287

Andere Erkrankungen

Chronische Erkrankungen 11 (16,4) 0,5 0,1-2,2 0,370
Niereninsuffizienz 18 (26,9) 09 081,1 0,294
Dialyse 25 (37,3) 1,2 0,6-2,6 0,591
Koronare Herzerkrankung 22 (32,8) 0,7 0,2-2,1 0470
Karotisstenose 7(10,4) 2,2 0,7-7.,7 0,220
Aortenaneurysma 7 (10,4) 3,3 1,0-10,4 0,038
Malignomerkrankung 13 (19,4) 1,0 0,3-34 0,960
Medikation

Statine 43 (642) 09 0811 0,360
ACE-Hemmer 25 (37,3) 1,0 0,9-1,1 0,870
[-Blocker 27 (40,3) 1,0 0,9-1,2 0,460
Cilostazol 2 (3) 09 07-1,2 0435
Warfarin 8 (11,9) 1,0 09-1,4 0,500

Thrombozytenaggregationshemmer 62 (92,5) 1,0 0,7-1,2 0,680
TASC-Klassifikation

ITliakal A 26 (38,8) 0,5 0,2-1,5 0,220
Tliakal B 14 (20,9) 1,8 0,6-5,2 0,269
Tliakal C 3 (4,5) 0,1 0,0-1,2 0,550
Iliakal D 2 (3) 0,1 0,0-1,1 0,630
Femoro-popliteal A 24 (35,8) 1,8 0,7-4,8 0,240
Femoro-popliteal B 24 (35,8) 0,6 0,2-1,8 0,360
Femoro-popliteal C 5(7,5) 0,7 0,1-5,4 0,740
Femoro-popliteal D 9 (134) 0,9 0,2-3,8 0,840
Gehstrecke (in m)

pra-PTA 234 + 264 1,0 0,9-1,0 0,860
bei Entlassung 750 £ 458 1,0 09-1,0 0,100
nach 3 Monaten 575 %+ 440 1,0 0,9-1,0 0,043
nach 6 Monaten 534 + 439 1,0 0,9-1,0 0,020
nach 12 Monaten 467 £ 368 1,0 0,9-1,0 0,073
ABI

pra-PTA 0,61 40,32 0,1 0-7,1 0,300
bei Entlassung 0,90 £ 0,37 1,4 0,1-24,7 0,800
nach 3 Monaten 0,76 £ 0,28 0,1 0,0-1,1 0,065
nach 6 Monaten 0,64 +0,23 0,6 0-44,8 0,810
nach 12 Monaten 0,72+0,28 0,1 0-3,4 0,160

Tabelle 5.1: Patienten-Charakteristika

!Daten sind angegeben als Mittelwert 4 Standardabweichung oder als absolute (n) und relative
Hiufigkeit (in %)
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5.2 Monozyten und Restenose

Die Gesamtmonozyten im peripheren Blut der beobachteten Studienpopulation wurden
mit Hilfe von Dot Plots im Vorwaértsstreulicht (FSC) gegeniiber Seitwétsstreulicht (SSC)
des Durchflusszytometers detektiert. Nach der Markierung der DNA toter Zellen mittels PI
wurden nur lebendige Monozyten in Prozent fiir die Auswertung herangezogen. Die Dar-
stellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe von Forest Plots, in denen die Hazard Ratios fiir
Entstehung einer Restenose zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten zu sehen
sind. Zum Untersuchungszeitpunkt vor der Gefaflintervention zeigte sich eine signifikanter
Zusammenhang zwischen der Monozytengesamtzahl (in %) und dem Risiko im Verlauf eine
Restenose zu bekommen (HR=4.95, 95%, KI: 1.3-8.6, p=0.047). Nach 6 und 12 Monaten
war ebenfalls ein positiver Zusammenhang mit einem erhéhtem Hazard Ratio zwischen
einer erhohten Monozytengesamtzahl und dem Restenoserisiko zu erkennen (s. Abb. .

Gesamtmonozytenzahl
p-Wert
Pra k 1 0.047
3 Monate «~— 0.481
6 Monate - 4 0.585
12 Monate + - 1+ 0.721
0 5 10 15 20

Hazard Ratio

Abbildung 5.1: Gesamtmonozytenzahl und Restenose. Die Abbildung zeigt einen Forest Plot mit
den Hazard Ratios auf der x-Achse und den Untersuchungszeitpunkten auf der y-Achse fiir den Zusammen-
hang erhohter Gesamtmonozyten und der Entstehung einer Restenose. Das Forest Plot zeigt den Mittelwert
fiir jedes Hazard Ratio und den zugehoérigen 95% Konfidenzintervall mit dem errechneten p-Wert.

In der graphischen Darstellung mittels Kaplan-Meier-Kurve zeigte sich eine deutliche Ab-
nahme der restenosefreien Zeit der Patienten bei erhohten Gesamtmonozytenzahlen. Uber
80% der Patienten hatten 6 Monate nach PTA noch keine Restenose entwickelt, wenn sie
eine Gesamtmonozytenzahl von 2% im peripheren Blut hatten. Im Gegensatz dazu, waren
zum selben Zeitpunkt nur noch ca. 50% der Patienten restenosfrei bei 6% Gesamtmonozy-
ten im Blut (s.Abb. [5.2).

5.3 Monozytensubpopulationen und Restenose

Nach der Identifizierung der Monozyten mittels Vorwirts- und Seitwartsstreulicht im
Durchflusszytometer, konnten unterschiedliche Exprimierungen der Subpopulationen bei
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Abbildung 5.2: Gesamtmonozytenzahl und Restenosefreiheit. Die Abbildung zeigt die Resteno-
sefreiheit in % auf der y-Achse in Zusammenhang mit der Gesamtmonozytenzahl in % iiber den Untersu-
chungszeitraum von 12 Monaten (x-Achse).

Patienten mit und ohne Restenose festgestellt werden. Die drei bekannten Monozytensub-
populationen wurden je nach Expression ihrer CD14- und CD16-Antikérper und beziiglich
ihrer Expression von CCR2 und CX3CRI1 eingeteilt. Die , nicht-klassische* Subpopulati-
on wurde als CD147/CD16™* definiert und lag im oberen linken Quadranten des FACS
Dot Plots. Die doppelt positiven CD14*+/CD16"*-Monozyten wurden als die , interme-
didre” Subpopulation identifiziert, und lagen im oberen rechten Quadranten des FACS Dot
Plots. Im rechten unteren Quadranten lag die ,klassische“ Monozytensubpopulation mit

charakteristischer CD147*/CD16~-Expression (s. Abb. [5.3).

Die univariate Cox-Regression ergab, dass ein 3,9-fach erhohtes signifikantes Risiko fiir
die Entstehung einer Restenose von der Expression der ,intermedidren® Monozytensub-
population vor Angioplastie ausgeht (95% KI: 2.4-6.5, p=0.029) (s. Abb. . Zudem
zeigte sich, dass zum Zeitpunkt 3 Monate (HR=5.7, 95% KI=0.7-44.7, p=0.013), 6 Mo-
nate (HR=6.5, 95% KI: 2.5-16.9, p=0.001) und 12 Monate (HR=1.5, 95% KI: 1.4-15.5,
p=0.015) nach GefaBlintervention, die CD14"+CD16"*-Monozyten das Restenose-Risiko
signifikant erhohen (s. Abb.. Die , nicht-klassischen* Monozyten zeigten ebenfalls einen
Zusammenhang zur Entstehung einer Restenose zum Zeitpunkt 3, 6 und 12 Monate nach
PTA, jedoch ohne Signifikanz. Der, klassischen® Monozytensubpopulation konnte in unse-
rer Studie keinen Einfluss auf das Risiko einer Restenosentwicklung nachgewiesen werden.
Siehe rechten Forest Plot Abbildung [5.4]

Als bessere Veranschaulichung zeigte sich in den Kaplan-Meier-Kurven, dass bei 3% ,,in-
termedidren Monozytengehalt im peripheren Blut zum Zeitpunkt 6 Monate nach PTA
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Abbildung 5.3: Monozytensubpopulationen und Restenose im Durchflusszytometer. Die Dot
plots in der ersten Reihe zeigen exemplarische Monozytensubpopulationen und Verteilungen bei Pati-
enten ohne Restenoseentwicklung. Die zweite Reihe zeigt die Verteilung der Monozytensubpopulationen
bei Patienten mit einer Restenose nach PTA. Die roten Histogramme zeigen die CCR2 und die griinen

Histogramme die CX3CR1 Expression.
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Abbildung 5.4: Monozytensubpopulationen und Restenose. Die Abbildung zeigt fiir alle Mono-
zytensubpopulationen (,,nicht-klassisch®, ,intermediir® und ,klassisch®) jeweils einen Forest Plot mit den
Hazard Ratios auf der x-Achse und den Untersuchungszeitpunkten auf der y-Achse fiir den Zusammenhang
mit der Entstehung einer Restenose. Der Forest Plot zeigt den Mittelwert fiir jedes Hazard Ratio und das
zugehorige 95% Konfidenzintervall mit dem errechneten p-Wert.

80% der Patienten restenosefrei waren. Mit 16% nachgewiesenen ,intermedidren“ Mono-
zyten im peripheren Blut waren nach demselben Zeitraum nur noch 40% der Patienten
restenosefrei (s. Abb. . Bei den ,nicht-klassichen® und , klassischen“ Monozyten konnte
kein signifikanter Zusammenhang mit der Entstehung einer Restenose festgestellt werden,
weder zum Zeitpunkt vor Intervention noch zu den anderen Untersuchungszeitpunkten.
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Abbildung 5.5: Monozytensubpopulationen und Restenosefreiheit. Die Abbildung zeigt fiir alle
Monozytensubpopulationen (,,nicht-klassisch®, ,intermedisir und ,klassisch*) Kaplan-Meier-Kurven der
restenosefreien Zeit der Patienten im Hinblick auf den Unteruchungszeitraum. Jedes Bild zeigt die Wahr-
scheinlichkeit der Restenosefreiheit in % auf der y-Achse in Zusammenhang mit den verschiedenen Mono-
zytensubpopulationen in % iiber den Untersuchungszeitraum von 12 Monaten (x-Achse).
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Abbildung 5.6: MPO-Expression und Restenose bei ,,nicht-klassischen*“ Monozyten. Die Ab-
bildung zeigt einen Forest Plot mit den Hazard Ratios auf der x-Achse und den Untersuchungszeitpunkten
auf der y-Achse fiir den Zusammenhang der MPO-Expression der ,nicht-klassischen* Monozyten und
der Entstehung einer Restenose. Der Forest Plot zeigt den Mittelwert fiir jedes Hazard Ratio und das
zugehorige 95%-Konfidenzintervall mit dem errechneten p-Wert.
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Abbildung 5.7: MPO-Expression und Restenose bei ,,intermediiren® Monozyten. Analog zu
Abb. aber fiir ,,intermedifire“ Monozyten.

5.4 MPO-Expression der Monozytensubpopulationen
und Restenose

Die , klassische® und ,intermediére“ Monozytensubpopulation zeigte in der Studie einen
hoheren MPO-Gehalt als die ,nicht-klassischen“ Monozyten. Zum Zeitpunkt vor der
GefaBlintervention konnte kein Zusammenhang zwischen der MPO-Konzentration mit dem

Risiko einer Restenoseentstehung festgestellt werden (s. Abb. und Abb. .

Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass der MPO-Gehalt der ,intermedidren” Mo-
nozytensubpopulation zum Zeitpunkt 6 Monate (HR=1.9, 95% KI: 0.8-2.3, p=0.051) und
12 Monate (HR=1.4, 95% KI: 1.0-1.8, p=0.052) nach PTA ein signifikantes Risiko fur die
Entstehung einer Restenose darstellt (s. Abb. [5.7). Die MPO-Expression 3 Monate nach
PTA ergab mit einem Hazard Ratio von 1,5 ebenfalls eine positive Korrelation fiir die
Entwicklung einer Restenose (HR=1.5, 95% KI: 0.8-2.1, p=0.214).

Bei der , klassischen“ Monozytensupopulation zeigte sich zum Zeitpunkt 3 und 12 Monaten
ebenfalls ein erh6htes Hazard Ratio fiir die Entstehung einer Restenose ohne eindeutige

Signifikanz (s. Abb. [5.8).
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Abbildung 5.8: MPO-Expression und Restenose bei ,,klassischen* Monozyten. Analog zu Abb.
aber fiir , klassische* Monozyten.

5.5 Chemokinrezeptoren CCR2 und CX3CR1 und
Restenose

Bei den Chemokinrezeptoren CCR2 und CX3CR1 konnte kein Zusammenhang zur Entste-
hung einer Restenose festgestellt werden, weder zum Zeitpunkt vor Intervention noch zu
den Follow-Up-Monaten.

5.6 Weitere Biomarker und Restenose

Zusitzlich untersuchte Biomarker wie (CD11b, CD106 und CD162) zeigten ebenfalls keinen
Einfluss auf die Restenoseentwicklung der unterschiedlichen Monozytensubpopulationen.
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Diskussion

6.1 Patienten und Restenose

Fiir die Entstehung einer Atherosklerose gibt es viele klassische Risikofaktoren wie den
Hypertonus, Diabetes mellitus Typ 2 und Hyperlipiddmie. Wobei sich in dieser Studie nur
bei dem Risikofaktor Hyperlipiddmie ein signifikanter Zusammenhang fiir die Entstehung
einer Restenose zeigte.

Generelle Risikofaktoren fiir die Atherosklerose gelten gleichzeitig auch als Risikofaktoren
fiir die Entstehung einer Restenose nach endovaskulidrer Therapie. Dabei wird Diabetes
mellitus Typ 2 als einer der Hauptrisikofaktoren angesehen. Bei Diabetes mit Insulinthera-
pie ist das Risiko sogar nochmals erhéht (Gilbert et al.,[2004). Eine Hypothese fiir die Kor-
relation von Restenose und Diabetes ist, dass Hyperglykdmie eine endotheliale Dysfunktion
der Gefaflwand und eine Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine und Wachstums-
faktoren induziert. Folglich kommt es zu einem schnelleren Wachstum der Neointima in
dem interventionell geschidigten Gefa8 (Gilbert et al., 2004)).

Ein hohes Alter und ménnliches Geschlecht sind weitere Risikofaktoren fiir die Entwick-
lung einer Restenose (Popma et al.| [1993; \Weintraub et al., [1993). In dieser Studie bestand
das Patientenkollektiv aus mehr Ménnern (59,7%) als Frauen (40,3%), mit einem Alters-
durchschnitt von 71+11 Jahren, welches die Entstehung einer Restenose beeinflusst haben
konnte.

Dass bei Patienten mit einer Restenoseentwicklung in dieser Studie auch signifikant haufiger
eine Hyperlipiddmie festgestellt wurde, ist nicht verwunderlich. Hyperlipiddmie fiihrt zu
einem vermehrten Einstrom minimal-oxidierter Lipoproteine in die Gefaflintima. Dort wird
LDL mit Hilfe von reaktiven Sauerstoffspezies und Endothelzellen oxidiert und danach
iiber Scavenger-Rezeptoren in zirkulierende Makrophagen aufgenommen, mit konsekutiver
Bildung von Schaumzellen (Caligiuri et al., [2002; Li and Glass, 2002)). Somit trégt eine
Hyperlipiddmie zur Atherogenese bei. Dieser Vorgang wurde ebenfalls in einer Studie von

38
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Ferns et al.| (1992) untersucht. Hier fand man heraus, dass Antioxidantien bei Kaninchen
die Einwirkung von Lipoproteinen auf die Bildung von Schaumzellen unterdriicken kénnen.
Fiinf Wochen nach der Gabe von Probucol, einem Antioxidanz, kam es bei den Tieren zu
einer Verminderung der Intimadicke um 51% und der ,Intima-Media Ratio“ (IMR) um
68% (Ferns et al., [1992).

Es wird zudem angenommen, dass Hyperlipiddmie einen Einfluss auf die Sekretion von
Chemokinen, pro-inflammatorischen Mediatoren und Adhésionsmolekiilen durch Monozy-
ten hat. Hyperlipiddmie, besonders aber Hypercholesterindmie wird als ein unabhéngiger
Risikofaktor fiir die Entstehung einer Atherosklerose angesehen (Sochnlein et al. 2009).
Paudel B. und Kollegen fanden heraus, dass Patienten mit einer Hyperlipiddmie nach per-
kutaner koronarer Intervention (PCI) signifikant haufiger eine Restenose entwickelten, als
Patienten ohne Hyperlipiddmie (Paudel et al., 2005). Bei Untersuchungen von Patienten
mit pAVK, stellte sich die Hyperlipidamie ebenfalls als ein Riskofaktor fiir eine Reste-
nose nach endovaskulédrer Therapie heraus. Gary und Kollegen untersuchten die Plasma
Cholesterin-, ApoB- und LDL-Level bei Patienten nach Stenting der A. femoralis superfi-
cialis, und bestétigten in Threr Arbeit eine signifikante Korrelation von Dyslipiddmie und
der Entwicklung einer Restenose und Reokklusion von Stents in der Arteria femoralis su-
perficialis (Gary et al., [2011)).

6.2 Monozyten und Restenose

Bei der neointimalen Hyperplasie, die nach einer endovaskulédren Gefaflintervention wie der
PTA entstehen kann, spielen Monozyten und Makrophagen eine grofie Rolle (Chaabane
et all 2013). Die Monozytenrekrutierung beeinflusst dabei die Entstehung einer neointi-
malen Hyperplasie (Cipollone et al., 2001; |Heider et al., 2006; [Mori et al., 2002). Rekru-
tierte Mononukledre Phagozyten unterstiitzen den Inflammationsprozess an der Stelle der
Gefafiverletzung, indem sie Mediatoren freisetzen. Diese Mediatoren wiederum beeinflus-
sen die Migration und Proliferation glatter Muskelzellen in die Intima. Die Vermehrung
glatter Muskelzellen in der Intima kann dann zu einer Lumeneinengung des Geféafles nach
Angioplastie fiihren.

Unsere Ergebnisse bestétigen, dass ein erhohter Gesamtmonozytengehalt bei Patienten mit
einer pAVK ein signifikanter Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Restenose nach PTA
ist und ein Prédiktor fiir das Ereignis einer Restenose darstellt (Schillinger et al., 2003).

Andere Studien konnten ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Anzahl
zirkulierender Monozyten bei Restenosepatienten mit pAVK und KHK beweisen (Fukuda;
et al., [2004; |Schillinger et al., |2003)). In der 2003 veroffentlichten Studie von Schillinger et.
al wurden endovaskulir behandelte Patienten mit pAVK untersucht. 55% der mit PTA the-
rapierten Probanden und 70% der Probanden mit zuséitzlicher Stenttherapie entwickelten
nach 6 Monaten eine Restenose. Thre Auswertung der Monozytenlevel vor Intervention zeig-
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te einen starken signifikanten Zusammenhang mit der Entwicklung einer Restenose nach
PTA und Stentimplantation. Patienten mit Monozytenleveln von > 0.4 x 10°/L hatten ein
2,3-fach erhohtes Risiko fiir die Entstehung einer Restenose (Schillinger et al., [2003). Fuku-
da et. al. bestitigten diesen Zusammenhang, indem sie die Monozytenlevel bei Patienten
nach Koronarstentimplantation mit dem Volumen der neonitimalen Hyperplasie verglichen.
Die maximale Monozytengesamtzahl zum Zeitpunkt 6 Monate korrelierte signifikant mit
dem Volumen der Neointima im Stent (Fukuda et al., 2004]).

6.3 Monozytensubpopulationen und Restenose

Monozyten werden in der Literatur als potentielle Biomarker bei der Entwicklung einer
Restenose betrachtet und nehmen eine wichtige Schliisselrolle ein. Sie sind jedoch nicht als
homogene Population zu sehen, da eine eindeutige Heterogenitét anhand ihrer Expression
der Oberflichenantigene CD14 und CD16, sowohl in M&usen als auch Menschen festgestellt
werden konnte (Libby et al., 2013} Weber et al., 2008).

Die murinen Ly6C"/Gr — 1t Monozyten entsprechen phinotypisch am ehesten
der humanen CDI147%/CD16~ Subpopulation, funktionell jedoch partiell den hu-
manen CD14%"/CD16*t"-Monozyten (Ingersoll et al) [2010; |Ziegler-Heitbrock,
1996). CD14"/CD16""-Monozyten dagegen &dhneln phénotypisch zwar der murinen
Ly6C'" /Gr — 1* Population, {ibernehmen aber eher pro-inflammatorische Aufgaben. Die
Rolle der ,intermediéiren® Monozytensubpopulation CD14"*/CD16*" wurde bisher wenig
erforscht.

Einige Studien brachten diese Monozytengruppe mit der Entstehung verschiedener athe-
rosklerotischer Erkrankungen in Zusammenhang (Heine et al., [2008; Rogacev et al., [2012;
Tsujioka et al., 2009a). Im Jahr 2004 untersuchten Schlitt, Heine et al. die Korrelati-
on von CD14%"/CD16"-und TNF-a-Leveln bei 247 Patienten mit Atherosklerose der
Koronaraterien (Schlitt et al. 2004). Die Hypothese, dass Patienten mit KHK erhohte
CD14%*"/CD16%"-Level im Blut zeigen wiirden und die ,intermediére“ Monozytensubpo-
pulation fiir die Herstellung von inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a zustdndig sei,
konnte dabei bestétigt werden (Schlitt et al., [2004). Dariiber hinaus fanden Rogacev, Cre-
mers et al. (2012) heraus, dass CD14%" /CD16"*-Monozyten unabhéngige Pradiktoren fiir
das Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse bei Patienten mit KHK sind (Rogacev et al.
2012)). Berg und seine Kollegen dagegen zeigten in einer Studie mit 700 Patienten, dass die
»Kklassische“ Monoyztensubpopulation kardiovaskuldre Ereignisse vorhersagt (Berg et al.
2012).

Im Hinblick auf die Differenzierung der Rolle von Monozytensubpopulationen in der Ent-
stehung einer Restenose und neointimalen Hyperplasie hat man bisher noch keine grofle
Erkenntnis gewinnen kénnen. 2010 verdffentlichten Liu et al. eine Studie iiber den Zu-
sammenhang von Monozytensubpopulationen bei Patienten mit einer In-Stent Restenose
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(ISR) der Koronarien nach Therapie eines St-Hebungs-Infarkts (Liu et al.,2010). Sie fanden
heraus, dass Patienten 9 Monate nach Bare-Metal Stent (BMS) Implantation signifikant
erhohte CD147/CD161- Monozytenlevel zeigten, wenn sie auch gleichzeitig eine ISR ent-
wickelt hatten. Allerdings wurde in dieser Studie nicht zwischen der ,,intermedidren® und
,nhicht-klassischen“ Monozytensubpopulation differenziert.

Unsere Daten zeigen, dass die ,intermedidren® Monozyten zu allen Untersuchtungszeit-
punkten das Risiko fiir eine Restenose nach peripherer PTA signifikant erhéhen.

Wir konnten in unserer Studie keinen signifikanten prognostischen Charakter der ,klas-
sischen® Monozyten bestitigen und es bleibt ungeklédrt, warum sich die Ergebnisse der
Studien von Berg et al. und unserer Studie unterscheiden. Eine Grund konnte sein,
dass sowohl die ,klassische“ als auch ,intermediédre* Monozytensubpopulation eine pro-
inflammatorische Wirkung haben. Des Weiteren ist bisher nicht geklért, ob diese beiden
Monozytensubpopulationen von unterschiedlichen Vorlduferzellen ausgehen oder die eine
Population aus der anderen heraus entsteht. Ein tiefgriindigeres Verstéindnis iiber die he-
terogene Rolle der verschiedenen Monozyten konnte in Zukunft mehr Klarheit dariiber
bringen.

6.4 MPO-Expression der Monozytensubpopulationen
und Restenose

Von Makrophagen stammendes MPO (Myeloperoxidase) spielt eine wichtige Rolle bei der
Progression atherosklerotischer Lésionen (Sugiyama et al.; 2001). Auflerdem beeinflusst
MPO durch die Produktion von ROS das Wachstum der Neointima und die Entwicklung
einer Restenose (Sugiyama et al., |2001)). Juni, Duckers et al. fanden heraus, dass reaktive
Sauerstoffspezies, wie Superoxidanionen O, durch die Proliferation glatter Muskelzellen
und die Induktion pro-inflammatorischer Signalkaskaden einen entscheidenden Einfluss im
Voranschreiten der neointimalen Hyperplasie haben (Juni et al., 2013]).

In unserer Studie stellte sich heraus, dass die CD14%" /CD16*"-Monozyten bei Patienten
mit Restenoseentwicklung eine vermehrte MPO-Expression zu den Zeitpunkten 3, 6 und
12 Monate nach PTA aufwiesen. Der MPO-Gehalt der ,intermedidren® Monozyten zeigte
zu den Zeitpunkten 6 und 12 Monate nach PTA einen signifikanten Zusammenhang mit
der Entstehung einer Restenose. Somit war bei Patienten mit einer Hyperlipiddmie die
Expression der ,intermedidren® Monozyten signifikant erhéht und die CD14%" /CD16*-
Monozytose fiihrte wiederum zu einer vermehrten MPO-Expression. Dies kénnte fiir die
inflammatorische Reaktion in der geschiadigten Gefafiwand nach PTA verantwortlich gewe-
sen sein und so den Prozess der neointimalen Hyperplasie und den spéteren Lumenverlust
gefordert haben. Da MPO als Katalysator fiir die LDL-Modifikation gilt und die Aufnahme
von LDL in Makrophagen vereinfacht, bestétigen unsere Daten den Zusammenhang zwi-
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schen den beiden Faktoren der Hyperlipiddmie und Myeloperoxidase und der Entwicklung
einer Restenose (Exner et al., [2006).

Der MPO-Gehalt war zu den Zeitpunkten 3 und 12 Monate nach PTA auch bei der ,klas-
sischen® Monozytensubpopulation prozentual erhoht. Diese Beobachtung wiirde auch mit
anderen Studien iibereinstimmen, die zeigen konnten, dass , klassische“ Monozyten im Ge-
gensatz zu ,,nicht-klassischen“ Monozyten besonders reich an MPO sind (Wildgruber et al.,

2009).

6.5 Chemokinrezeptoren CCR2 und CX3CR1 und
Restenose

Obwohl in unserer Studie ein signifikanter Zusammenhang der ,intermedidren“ Mono-
zytensubpopulation und der Entwicklung einer Restenose zu beobachten war, und die
CD147*/CD16""-Monozyten am héaufigsten CX3CR1 auf ihrer Oberfliche exprimieren,
zeigte CX3CR1 keine signifikanten Verdnderungen im Hinblick auf eine Restenose.

Der Chemokinrezeptor CCR2 wird am hé&ufigsten auf der Oberfliche von ,klassischen®
Monozyten exprimiert (Geissmann et al., 2003; Ziegler-Heitbrock et all [1993)). In unserer
Studie konnte zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Zusammenhang zwischen der CCR2-
Expression und Entwicklung einer Restenose festgestellt werden. Ein Grund koénnte sein,
dass auch die ,klassischen“ Monozyten keine signifikante Verédnderung in dieser Studie
zeigten, und dementsprechend auch CCR2 keine wirkliche Korrelation mit einer Restenose
erkennen lief3.

Jerath et al| (2010) fanden heraus, dass CX3CR1 und CCR2 einen wichtige Rolle in der
Entstehung einer Restenose spielen. CX3CR1-Knockout-Méuse zeigten zum Beispiel eine
58%-ige Reduktion der intimalen Hyperplasie nach vaskuldarem Schaden. Sie entdeckten
auch, dass sein Antagonist MRL-677 in der Lage ist, die Monozytenmigration durch CCR2
zu verhindern. Laut Jerath et al.| (2010) sei deshalb CCR2 ein gutes Targetziel um eine
Restenose nach Angioplastie zu verhindern. Die gleichzeitige Blockade von CCR2 und
CX3CRI1 sollte dabei den grofiten protektiven Effekt auf das inflammatorische Geschehen
bei endoluminaler Schédigung der Femoralarterien haben.

6.6 Weitere Biomarker und Restenose

6.6.1 CD11b Intergrin (MAC-1)

In einer experimentellen Studie an Kaninchen von Rogers et al.| (1998) wurde die Hypo-
these belegt, dass CD11b (Mac-1) als Biomarker fiir das Restenoserisiko nach Angioplastie
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angesehen werden kann. In angioplastierten Geféaflen ist das Endothel zerstort, worauthin
sich reichlich Fibrinogen und Thrombozyten ablagern (Rogers et al. |1998)). Die Mac-1
abhéngige Adhésion von Leukozyten an Fibrinogen ist deshalb ein entscheidender Faktor
fiir die Rekrutierung von Leukozyten in die Intima. Unter dem Einfluss von Zytokinen
wie IL-8 und IL-6 kommt es via GP1ba zu einer engen Bindung von Leukozyten an das
Leukozytenintegrin CD11b (Mac-1).

Die Einwanderung von Leukozyten iiber die Plattchen und Fibrinogenschicht in die Intima
findet dann unter dem weiteren Einfluss von Zytokinen und einem chemischen Gradienten
statt (Welt and Rogers, 2002). Die experimentelle Blockade von Mac-1 durch M1/70 zeigte
bei Kaninchen, deren iliakale Gefédfle mittels Ballonagioplastie therapiert worden waren, ei-
ne 60-70%-ige Reduktion des Wachstums der Neointima (Rogers et al., [1998]). Rahimi et al.
(2003)) bestétigten in einer Pilotstudie von 2003 mit 24 Patienten nach Koronarangioplastie
die Ergebnisse von Rogers et al.. Auch hier zeigte sich die CD11b-Expression besonders
auf Monozyten und Neutrophilen Granulozyten bei Patienten mit Restenoseentwicklung
pradiktiv erhoht.

Bei der Auswertung des CD11b-Antigens in unserer Studie ergab sich kein signifikanter
Zusammenhang fiir die Entwicklung einer Restenose. Trotzdem scheint CD11b als Regu-
lator der Leukozytenadhésion eine pradiktive Rolle in der Entstehung einer Restenose zu
spielen.

6.6.2 Selektin Ligand CD162

CD162 ist ein Ligand fiir die Rekrutierung von Leukozyten in inflammatorisches Gewebe.
Bei Gefafischiaden, die durch Angioplastie oder Stentimplantation entstehen, schiitten ak-
tivierte Thrombozyten P-Selektin und Glykoprotein Iba aus, die iiber den PSGL Ligand
zirkulierende Leukozyten binden und rekrutieren kénnen (de Gaetano et al., 1999).

Bienvenu et al.| (2001) zeigten in einer Studie, dass sich der P-Selektin Antagonist rPSGL-
Ig dazu eignet, die Restenoserate bei Schweinen nach doppelter Karotisangioplastie zu
reduzieren. Dies geschieht durch eine Blockade von CD162 und einer daraus resultierenden
Verminderung der Zelliadhésion von Thrombozyten und Leukozyten an die geschidigte
Gefiwand (Bienvenu et al., 2001). Die Blockade der Leukozytenadhésion durch anti-
P-Selektin Antikérper oder PSGL-1 Immunglobulin erwies sich bereits in anderen For-
schungsprojekten iiber die tiefe Beinvenethrombose und Entwicklung einer neointimalen
Hyperplasie nach Angioplastie als sehr effektiv (Barron et al., |1997)).

Bei der Untersuchung der CD162 (PSLG-1) Expression in unserer Studie ergaben sich keine
signifikanten Verdnderungen bei Patienten mit einer Restenose.
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6.6.3 Adhisionsmolekiil CD106

CD106 (VCAM-1) ist ein Zelladhésionsmolekiil, welches bei Monozyten das Rollen auf
der Gefaoberfliche und ihre Migration durch das Endothel in die Gefaffintima beeinflusst
(Gerszten et al., [1998). Bayata et al.| (2010) untersuchten die VCAM-1 und ICAM-1 Le-
vel von Patienten vor und nach koronarer Bare-Metal Stent-(BMS-)Implantation mittels
Durchflusszytometrie. Nach 6 Monaten zeigte sich ein signifikanter Anstieg der VCAM-1
Level im Gegensatz zu den ICAM-1 Leveln bei Patienten mit neu aufgetretener Restenose.
Des Weiteren ergaben andere Studien, dass die Blockade von VCAM-1 durch bestimmte
Antikorper die Formation der Neointima und die Infiltration von Monozyten und Makro-
phagen in die verletzte Gefafiwand reduziert (Foster, [1996; Ramos et al., [1999)). Unsere
Studie konnte diesen Zusammenhang nicht bestéatigen.

6.7 Limitationen der Studie

Die vorliegende Studie weist eine Anzahl von Limitationen auf, die bei der Interpretation
der Ergebnisse beriicksichtigt werden miissen.

Da die Studie aus einem relativ kleinen Patientenkollektiv bestand (n = 67), herrscht eine
gewisse Einschriankung der Représentativitdt der Stichprobe. Bei einer Gesamtzahl von
67 Patienten hatten 16 Patienten eine Restenose und 51 blieben frei von Restenose. Die
Moglichkeit zur Aufdeckung von Gruppenunterschieden war somit eingeschrankt. Aufler-
dem muss zuséatzlich die relative hohe Anzahl von Patienten beriicksichtigt werden, die
im Beobachtungszeitraum von 12 Monaten aus unterschiedlichen Griinden aus der Studie
ausschieden. Alleine 4 Patienten starben und 9 waren im Verlauf nicht mehr bereit, zu
einem Follow-up-Termin zu erscheinen.

Eine weitere Einschrankung kénnte gewesen sein, dass das Verfahren der Duplexsonografie
zur Diagnose einer Restenose nach PTA von unterschiedlichen Arzten der GeféBchirurgie
durchgefiihrt und beurteilt wurde. Obwohl eine Restenose immer leitliniengerecht nach
den gleichen Kriterien diagnostiziert wurde, ist die Methode der Duplexsonografie stark
untersucherabhéngig. Diese Tatsache konnte zu Fehldiagnosen gefiihrt haben und zu einer
falschen Einteilung von Patienten in die Gruppen mit oder ohne Restenose. Die Definiti-
on einer Restenose in dieser Studie war eine erneute Lumeneinengung eines Geféfles von
> 50%. Das heisst alle Patienten die nur wenige Prozent davon abwichen wurden jeweils
untersucherabingig einem Kollektiv zugeteilt, obwohl sie die gleichen pathophysiologischen
Prozesse zeigten.

Entnommene Blutproben fiir die weitere Untersuchung mittels Dichtegradientenzentrifuga-
tion und Durchflusszytometrie im Labor waren moglichweise auch limitierenden Faktoren
ausgesetzt. Obwohl die Proben in den meisten Féllen so schnell wie moglich im Labor
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verarbeitet wurden, kann eine Beeintrichtigung der Proben durch eine zwischenzeitlich
stattfindende Hamolyse nicht ausgeschlossen werden.

Zwischen den Patienten mit alleiniger PTA und denen, die ein sekundéres Stenting erhiel-
ten, wurde nicht unterschieden. Somit konnte die Studie die Entstehung einer Restenose
nach Stenting versus Ballon-PTA nicht differenzieren.

Letztlich ist auch zu erwéhnen, dass neben Monozyten viele andere zellulére wie auch nicht-
zelluldre Mediatoren einen signifikanten Einfluss auf den Prozess der Restenoseentwicklung
haben, in unserer Studie aber nur ein kleiner zellularer Anteil betrachtet wurde.



Kapitel 7

Zusammenfassung

Unter Berticksichtigung der bereits existierenden Datengrundlage kénnte man die Ergeb-
nisse dieser Studie wie folgt interpretieren. Patienten mit Hyperlipiddmie exprimieren ho-
he Level der ,intermedidren” CD14%" /CD16""-Monozyten, die iiber aktivierte Endothel-
zellen in die Gefaffwand nach PTA oder Stentimplantation rekrutieren. Die vermehrte
Expression von Myeloperoxidase (MPO) auf CD14%/CD16"*- Monozyten, verstéirkt die
Herstellung reaktiver Sauerstoffspezies. Superoxidanionen (O ) foérdern die Proliferation
glatter Muskelzellen und induzieren eine pro-inflammatorische Signalkaskade, die zu einer
vermehrten Monozytenrekrutierung wéahrend der Restenoseentwicklung fithrt. Durch die
Induktion einer pro-inflammatorischen Signalkaskade hat die Myeloperoxidase einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Stimulation der neointimalen Hyperplasie und kénnte so zu
einem Versagen der endovaskuldren Therapie durch eine Restenose beitragen.

Zusammenfassend zeigen die erhobenen Ergebnisse, dass Monozyten und speziell ihre inter-
medidre Subpopulation als potentielle Biomarker fiir die Entstehung einer Restenose nach
PTA geeignet sind. Eine Hyperlipidamie stellt sich dabei als ein unabhéngiger Risikofaktor
fiir den Prozess der Restenose heraus. Da sie ein Trigger fiir die Rekrutierung von Monozy-
ten in geschadigte Geféilwéande zu seien scheint und fiir den Ablauf einer inflammatorischen
Antwort nach Geféfiverletzungen mitverantwortlich ist.

Potentiell sind somit erhohte intermedidre Monozytenlevel und ihre MPO-Expression ein
moglicher therapeutischer Angriffspunkt fiir die Pravention einer Restenose nach endovas-
kuldrer Therapie. Dies sollte in weiteren Studien experimentell untersucht werden. Au-
Berdem sollte herausgefunden werden, ob es sich bei den Ergebnissen um reproduzierbare
Beobachtungen handelt, die in einem groferen Kollektiv bestétigt werden konnen.
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