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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Biomaterialien

In den letzten Jahrzehnten ist durch die Etablierung und Weiterentwicklung
moderner Therapieverfahren die Nachfrage nach synthetischen Materialien in
vielen Bereichen der Medizin enorm gestiegen. Zu diesen Bereichen gehdren
insbesondere die Kardiochirurgie bzw. Kardiologie mit der extrakorporalen
Zirkulation (EKZ) und den verschiedenen Katheterverfahren, aber natirlich auch
die Hamodialyse und die Implantologie im allgemeinen. Entsprechend wurden
zahlreiche neue Materialien entwickelt; zunachst handelte es sich jedoch um
Materialien, die ursprunglich fir den industriellen Einsatz entwickelt wurden
(Ratner und Bryant, 2004; Salzmann et al., 1994; Yianni, 1992). Diese ,medical
devices" umfassen eine breite Palette an verschiedenen Kunststoffen wie z. B.
Polyethylen, Polypropylen, Polyvinylchlorid, Polyester, Polystyrol, Polysulfon,
Polyamid, Polyurethan, Silikon etc., sowie deren Derivate. An die im klinischen
Bereich verwendeten Biomaterialien werden hdchste Anspriiche bezuglich ihrer
Qualitat gestellt, dazu gehoéren unter anderem Anwendbarkeit, Haltbarkeit,
Sicherheit, Vertraglichkeit, etc. Dabei stellt noch immer die haufig unzureichende
Hamokompatibilitat, d.h. die Blutvertraglichkeit der Kunststoffe ein ungelostes
Problem dar, da der Kontakt des Blutes mit den verschiedenen Fremdoberflachen
verschiedene pathophysiologische Reaktionen des Organismus induzieren kann,
was im folgenden detaillierter angesprochen werden wird (Colman et al., 1987;
Hamsten, 1993; Miller und Levy, 1997).

Die Biokompatibilitat von Devices, die mit Blut in Kontakt kommen, wird
unter anderem malgeblich durch die thrombogenetische Antwort bestimmt,
die durch die jeweiligen Materialien induziert wird (Sefton et al., 2000).
Hamolytische, toxische und immunologische Reaktionen sind Probleme, die
unter Umstanden im Rahmen der Entwicklung der Materialien zu I6sen waren, in
der Anwendung jedoch eigentlich keine Rolle mehr spielen. Thrombotische und
thromboembolische Komplikationen allerdings sind ebenso wie Blutungsrisiken,

insbesondere im Rahmen der notwendigen antikoagulativen Therapie, stets ein
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Thema, wenn es um kardiovaskulare Devices geht. Klinische Manifestationen
von Bioinkompatibilitdaten sind zahlreich, dazu gehdéren z. B. die Obstruktion
von Stents innerhalb einiger Wochen (Bittl, 1996), embolische Komplikationen
im Zusammenhang mit Kunstherzen, Kathetern oder kinstlichen Herzklappen
(Edmunds Jr., 1996; Geiser et al., 1998) oder thrombotische Komplikationen
wahrend der extrakorporalen Zirkulation (Edmunds Jr., 1996; Geiser et al.,
1998).

Angesichts dieser Probleme ist eine Minimierung der durch die Fremdoberflachen
induzierten Aktivierungsmechanismen zu fordern. Um die Hamokompatibilitat
kardiovaskularer Devices zu verbessern, wurden verschiedene Strategien
entwickelt. Es wurden Modifikationen an ihren Oberflachen vorgenommen: Dazu
gehorendie Variation der hydrophoben/ hydrophilen Eigenschaften, hydrogelartige
Strukturen, Phospholipidbeschichtungen und ,bioaktive“ Beschichtungen. Diese
bioaktiven Oberflachen sind z. B. mit Prostaglandinen, Urokinase, Hirudin oder
Heparin beschichtet (Forbes und Courtney, 1994; Larm et al., 1983; Ohshiro und
Kosaki, 1980; Phaneuf et al., 1997). Verschiedene Heparinbeschichtungen sind
im Bereich der EKZ (Wendel und Ziemer, 1999) bereits im Handel bzw. in der
Anwendung.

Die Beurteilung und Einschatzung der Interaktionen zwischen Blut und
Fremdmaterialien wird allerdings erschwert durch die Tatsache, dass unser
Verstandnis von den hamostatischen Ablaufen immer noch limitiert ist. Man
weild nicht, welches Ausmal an inflammatorischer und thrombotischer Antwort
akzeptiert werden kann und wie schadlich die Alterationen der physiologischen
Hamostase sind, die durch ein Device induziert werden.

Zusatzlich zu den Strategien im Bereich der Biomaterialien werden auch
pharmakologische Ansatze verfolgt. Dazu gehdren beispielsweise eine
Komplementinhibierung mit einem Anti-C5a-Antikdrper (Fitch et al., 1999), die
Verwendung von Serinproteaseninhibitoren wie Aprotinin (Murkin, 1997) oder
von Plattchenrezeptorantagonisten wie Anti-GPlIb/llla (Kondo et al., 2004; Rao et
al., 1999; Tabata et al., 2004). Trotz teilweise vielversprechender Ergebnisse sind
Schlussfolgerungen und Aussagen in bezug auf die ,Gesamtbiokompatibilitat*
von Devices schwierig. Da aul’erdem viele Mittel nur auf eine Komponente

im komplizierten Zusammenspiel der Hamokompatibilitatsantwort wirken, ist
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nicht sicher, ob sie immer effektiv genug sind, um in einem klinischen Nutzen
zu resultieren. Andererseits kdnnen mit ihrer Hilfe wertvolle Informationen tber
die Mechanismen gewonnen werden, die bei thrombotischen Komplikationen im
Zusammenhang mit kardiovaskularen Devices eine Rolle spielen.

Unter physiologischen Bedingungen trifft Blut auf ein Endothel mit antikoagulativen
und antithrombotischen Eigenschaften. Interaktionen zwischen Blut und
Fremdmaterialien hingegen triggern eine komplexe Serie von Ablaufen, zu denen
die Proteinadsorption, Thrombozyten- und Leukozytenaktivierung und -adhasion,
die Komplementaktivierung und die Gerinnung gehdren. Diese Ablaufe sind
vielfaltig miteinander vernetzt und sollen im weiteren besprochen werden, wobei,
wie bereits angesprochen, die Aktivierungsprozesse im Vordergrund stehen
sollen, die durch den direkten Kontakt von Humanblut mit Fremdmaterialien

(Biomaterialien) induziert werden.

1.2 Hamokompatibilitat

Blut ist in allen Organen vorhanden, es kann aufgrund seiner zahlreichen
Aufgaben und Funktionen dabei aber auch selbst als ,flissiges Organsystem®
bezeichnet werden. Es dient als Transport- und Kommunikationsmedium,
das fur die Aufrechterhaltung der normalen Koérperfunktionen essentiell ist.
Es transportiert Gase (O, CO,), Warme, Nahrstoffe, Stoffwechselprodukte,
Hormone, Elektrolyte, etc. Durch die Bestimmung der jeweiligen spezifischen
Parameter kdnnen wichtige Informationen Uber normale und pathologische
Organfunktionen erhoben werden.

Blut setzt sich aus zelluldren Bestandteilen (Erythrozyten, Leukozyten,
Thrombozyten) und Plasma zusammen. Der Anteil der zellularen Blutelemente
am Gesamtblutvolumen wird als Hamatokrit bezeichnet und betragt ungefahr
42%. Wahrend die Hauptaufgabe der Erythrozyten im Gastransport liegt, erfullen
die Leukozyten als hochspezialisierte Gruppe von Blutzellen verschiedene
Abwehrfunktionen durch die Erkennung und Zerstorung fremder Pathogene
(Viren, Bakterien, Pilze, Parasiten), aber auch pathologisch veranderter
Kérperzellen. Das Blutplasma besteht zu 90% aus Wasser und zu 10% aus

gelésten Substanzen, von denen die Proteine 70%, niedermolekulare Stoffe
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20% und Elektrolyte 10% ausmachen. Hinter diesen Zahlen stehen viele
hundert Molekularten, wobei insbesondere die Plasmaproteine eine erstaunliche
Funktionsvielfalt aufweisen. Sie sind an Transport- und Abwehrfunktionen
beteiligt und, zusammen mit den Thrombozyten, insbesondere fur die
Gerinnungsfunktion des Blutes verantwortlich. Dieses wichtige Teilsystem des
Blutes, das Gerinnungssystem, soll im weiteren im Mittelpunkt der Ausfihrungen
stehen.

Ein intaktes Gerinnungssystem schitzt den Korper einerseits vor Blutverlusten
und verhindert andererseits intravaskulare Gerinnselbildungen. Dabei muss
stets eine feine Balance gehalten werden; einerseits soll das Blut flussig bleiben,
andererseits im Falle einer Verletzung jedoch schnell und lokal begrenzt in
einen festen Zustand Uberfihrt werden. Dies wird anhand eines durch vielerlei
Aktivatoren und Inhibitoren der Gerinnung bzw. Fibrinolyse aufeinander
abgestimmten Systems bewerkstelligt, das durch zahlreiche Positiv- und
Negativ-Feedback-Mechanismen die hamostatische Balance aufrecht erhalt.
Dieser Gleichgewichtszustand zwischen Gerinnung und Fibrinolyse darf jedoch
nicht als statisches System angesehen werden, da es durch standige Umsetzung
der einzelnen Faktoren dynamisch bleibt. Noch ist dieses komplexe Netzwerk,
in dem Gefallwandzellen (Endothel, Fibroblasten, glatte Muskelzellen),
zirkulierende Zellen (Thrombozyten, Erythrozyten, Monozyten, Neutrophile),
plasmatische Gerinnungsfaktoren, Proteine der Fibrinolyse und Faktoren des
Komplementsystems zusammenspielen, nicht vollstandig entschlisselt.

Unter physiologischen Bedingungen findet sich eine eng aufeinander
abgestimmte Regulierung des vaskularen, des thrombozytaren und des
plasmatischen Systems, durch die eine Gleichgewichtsreaktion zwischen Blutung
und Thrombose gewahrleistet ist.

Interne Veranderungen (kongenitale und erworbene Gerinnungsdefekte,
Storungen infolge von Organschadigungen oder malignen Erkrankungen,
etc.) oder externe Einflisse (Medikamente, extrakorporale Zirkulation) konnen
den Gerinnungsablauf stéren. Extrakorporale Zirkulationssysteme (z.B. Herz-
Lungen-Maschine, HLM) greifen massiv in das Gleichgewicht der Hamostase
ein, da das Blut in diesen Systemen mit bis zu 3 m? Fremdoberflache in

Kontakt kommt (Reservoir, Oxygenator, Warmetauscher, Entschaumer,
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Filter, Schlauchsysteme, etc.). Durch die Kontaktaktivierung werden Uber die
verschiedenen Kaskadensysteme humorale und zellulare Mechanismen initiiert,
die zu einer pathophysiologischen, dem traumatischen Schock ahnlichen Antwort
des Organismus fuhren (Colman et al., 1987; Hamsten, 1993; Wachtfogel et al.,
1993). Diese Mechanismen und ihre Folgen werden fur einen Teil der klinischen
Probleme verantwortlich gemacht, die im postoperativen Management solcher
Patientenim Vordergrund stehen. Dazu gehoéren z.B. das Postperfusionssyndrom
mit kardiopulmonalen, renalen und hamostatischen Dysfunktionen, zerebrale
Storungen, Veranderungen der Immunreaktion und nicht-operationsbedingte
Nachblutungen (Gans et al., 1967; Kirklin et al., 1983; Mammen, 1968; Moriau
et al., 1977). Dabei werden als mogliche Ursachen Faktoren wie Heparineffekte,
Plasmaproteindenaturierung, = metabolische Azidose, @ Thrombozytopenie,
Hamolyse, exzessive Fibrinolyse und Verbrauchskoagulopathie diskutiert
(Bachmann et al., 1975; Bick et al., 1976; Boldt et al., 1991; Deklerk et al., 1977;
Hoffmeister et al., 1975; Mc Intire et al., 1976).

Obwohl viele in der Medizin und insbesondere in der kardiovaskularen Medizin
verwendeten Vorrichtungen und Gerate bereits seit langerer Zeit mit niedrigem
oder akzeptablem Komplikationsrisiko im Einsatz sind, kann keines der
Materialien als wirklich biokompatibel bezeichnet werden.

Dievorliegende Arbeitbeschaftigt sich mit Untersuchungen zurHamokompatibilitat
von Polymerwerkstoffen, die in extrakorporalen Kreislaufsystemen zum
Einsatz kommen. Durch die Anwendung immunologischer Methoden wurde
das Adsorptions- und Aktivierungsverhalten von Plasmaproteinen an den
Fremdoberflachen untersucht.

Nachfolgend wird auf die extrakorporale Zirkulation eingegangen und es werden
die in diesem Zusammenhang essentiellen Ablaufe in den Reaktionssystemen
des Blutes erlautert. Die ausflihrliche Beschreibung aller bekannter
Regulationsmechanismen der Hamostase ware aufgrund der Komplexitat im
Rahmen der vorliegenden Arbeit zu umfangreich, so dass auf umfassende
Literatur verwiesen wird (Bloom et al., 1994; Bauer, 1996; Silbernagl und Lang,
1998; Spaethe und Kolde, 1992). Es sollen in den Ausfliihrungen daher speziell
die Aktivierungsprozesse im Vordergrund stehen, die durch den direkten Kontakt

von Humanblut mit Fremdmaterialien (Biomaterialien) induziert werden.
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1.3 Die extrakorporale Zirkulation

Ein zentrales Instrument der Herzchirurgie ist die Herz-Lungen-Maschine
(HLM), mit der die extrakorporale Zirkulation (EKZ) durchgefuhrt wird. Dadurch
kénnen Herz und Lunge aus dem Kreislauf ausgeschaltet und Korrekturen am
stillgelegten Herzen durchgefuhrt werden. Durch die extrakorporale Zirkulation
werden die Pumpfunktion des Herzens und die Gasaustauschfunktion der
Lunge vorubergehend ersetzt. Bei Operationen am offenen Herzen werden
die Herzhohlen oder die herznahen grolien GefalRe eroffnet (intrakardiale
Korrekturen, Klappenersatz, etc.). Bei Operationen am geschlossenen Herzen
erfolgt der Eingriff z.B. an den Koronararterien, am Perikard oder an den

thorakalen Gefalien.

1.3.1 Hintergrund

Die erste erfolgreiche Operation am offenen Herzen unter Zuhilfenahme der
HLM, der Verschluss eines Vorhofseptumdefektes, wurde von Gibbon 1953
durchgefuhrt (Gibbon, 1954; Gibbon; 1959; Litwak, 2003). Nach diesem ersten
Erfolg waren jedoch einige Misserfolge zu verzeichnen, die zunachst einen
gewissen Pessimismus Uber den Einsatz der HLM zur Folge hatten. Lillehei fuhrte
daraufhin Korrekturen von angeborenen Herzfehlern mit Hilfe der kontrollierten
~Kreuzzirkulation“ durch, wahrend der der Patient an eine ,Spenderzirkulation®
(normalerweise ein Elternteil) angeschlossen wurde, wodurch die Pump- und
Gasaustauschfunktion von Herz und Lunge fur die Dauer der Herzoperation
vom ,Spender® ibernommen wurde. Der grol3e Erfolg dieser Operationen flhrte
zu einer intensiven Forschungsarbeit mit dem Ziel, einen kardiopulmonalen
Bypass zu etablieren, ohne auf einen Lebendspender angewiesen zu sein.
Ein Durchbruch bei diesen Bestrebungen waren die ersten erfolgreichen
Operationsserien mit verschiedenen Oxygenatoren im Jahr 1955 (Mayo Clinic-
Gibbon Screen Oxygenator, DeWall-Lillehei Oxygenator).

Durch den Einsatz der Herz-Lungen-Maschine wurden wegweisende
Operationen mdglich — teilweise spektakulare Pionierleistungen — die bisweilen
die einzige kurative Therapie bestimmter Erkrankungen darstellen (orthotoper

Herzklappenersatz 1961, Venenbypassoperation 1964, Herztransplantation
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1967). Es wurde eine Entwicklungsphase eingeleitet, die heute auch
beispielsweise eine Versorgung sehr komplexer angeborener Herzfehler
ermoglicht.

Herzchirurgische Eingriffe insgesamt sind heute Routine geworden, im Jahr
2003 wurden in Deutschland ungefahr 94.712 Herzoperationen unter Einsatz
der EKZ durchgefihrt (Kalmar und Irrgang, 2004). Neben den chirurgisch-
technischen Anforderungen und der Beeinflussung der pathophysiologischen
Zusammenhange stehen heute das Streben nach einer Optimierung der

Ergebnisse und die Ausweitung der Indikationen im Vordergrund.

1.3.2 Durchfiihrung der extrakorporalen Zirkulation

Zu den Grundkomponenten der EKZ gehoéren die vendse Abflussleitung, ein
Reservoir, eine Pumpe, ein Oxygenator mit integrietem Warmetauscher, ein
arterieller Filter und die arterielle Zuflussleitung.

Der extrakorporale Bypass-Kreislauf wird zundchst mit einer ausgeglichenen
Salzlésung “geprimed®, um den Hamatokrit auf 20-25 % zu verdunnen. Diese
Hamodilutionverringertden Bedarfan Blutkonserven, reduziertdie Traumatisierung
von Blutzellen und Plasmaproteinen und erhoht die Urinausscheidung und die
Kreatininclearance. Sie senkt allerdings den intravaskularen onkotischen Druck
und flihrt somit zu einer starkeren interstitiellen Odembildung.

Vor der Kanulierung fur die EKZ muss eine Antikoagulation mit ungefahr 400 IE
Heparin/kg KG durchgefuhrt werden.

Uber die drainierenden Kaniilen im rechten Vorhof, in den beiden Hohlvenen
oder der V. femoralis fliel3t das Blut mittels Schwerkraft Gber ein Reservoir
in einen Gasaustauscher, in dem Kohlendioxid aus dem Blut entfernt und
Sauerstoff zugesetzt wird. Das Oxygenatorsystem ist mit einem Warmetauscher
ausgestattet, der das Blut abkuhlen und erwarmen kann. Das sauerstoffreiche
Blut wird Uber eine Pumpe in die Aorta bzw. die A. femoralis geleitet. Bei normaler
Korpertemperatur liegt der notwendige Flussindex bei ca. 2,5-3,0 I/min/m?2.
Kurzdauernde Eingriffe werden Uberwiegend in Normothermie durchgefuhrt.
Langerdauernde Eingriffe werden in Hypothermie durchgeflihrt, wobei der Grad

der Hypothermie von der Art, Komplexitat und der voraussichtlichen Dauer des
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Eingriffs abhangig ist (moderate Hypothermie von 26-32°C normalerweise bei
Routineoperationen, tiefe Hypothermie unter 20°C bei Korrekturen angeborener
Vitien bei Neugeborenen und Kleinkindern). Die Hypothermie fuhrt zu einer
vorteilhaften Verlangsamung der Stoffwechselprozesse, so dass weniger
Sauerstoff- und Substratangebot notwendig ist. Daher kann, in Abhangigkeit
von der Temperatur, das Flussvolumen der Herz-Lungen-Maschine erheblich
reduziert werden, was zugleich den Vorteil hat, dass das Operationsgebiet
blutleerer und Ubersichtlicher wird.

Wahrend der EKZ mussen in kurzen Abstanden die Gerinnungsparameter
kontrolliert werden, ebenso wie Blutfluss, systemarterieller und -vendser Druck,
Temperatur, Urinausscheidung, Blutgase, Elektrolyte, Blutzucker, Hamatokrit.
Nach Beendigung der EKZ wird das Herz dekanuliert und die Antikoagulation
wird durch die Gabe von Protaminsulfat aufgehoben (Lange, 2001; von der Emde
und Cesnjevar, 1999; Yun und Burdon, 1998).

1.3.3 Auswirkungen der extrakorporalen Zirkulation

Die EKZ flUhrt immer zu einer pathophysiologischen Reaktion des Organismus
(Colman et al., 1987; Wachtfogel et al., 1993). Durch den mechanischen
Transport wird das Blut erhdhten Scherkraften ausgesetzt, wodurch Erythrozyten
hamolysiert werden. Durch den Kontakt mit den Fremdoberflachen werden vor
allem Thrombozyten in ihrer Funktion und Gesamtzahl reduziert. Zahlreiche
humorale Systeme wie die plasmatische Blutgerinnung, die Fibrinolyse, das
Komplementsystem und das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System werden
aktiviert. Durch Leukozytenaktivierungwerdenspezifische Mediatorenwie Zytokine
und Adhasionsmolekule exprimiert, was zu einer generalisierten Abwehrreaktion
des Organismus, vergleichbar einer systemischen Entzindungsreaktion, fuhrt
(Hill, 1998; Wan et al., 1997).

Klinisch auRert sich dies in Temperaturanstieg, Leukozytose und einer
gesteigerten Kapillarpermeabilitat (,capillary leak syndrome“) mit Odemneigung
und sekundaren Organfunktionsstérungen (Lunge, Niere, Gehirn, Darm).
Diese Effekte sind von der Dauer der EKZ abhangig und betreffen Sauglinge,

Kleinkinder und altere Menschen besonders stark.
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1.4 Gerinnungs- und Fibrinolysesystem

1.4.1 Plasmatische Blutgerinnung

Die Blutgerinnung setzt sich aus einer Reihe proteolytischer Reaktionen
zusammen, die in der Bildung eines Fibringerinnsels munden. Dabei sind
15 bekannte Gerinnungsfaktoren beteiligt, bei denen es sich um Kofaktoren
sowie um Proenzyme von Serinproteasen handelt, die durch eine ,limitierte
Proteolyse® in Serinproteasen transformiert werden kdnnen. Der inaktive Teil des
Proenzyms wird abgespalten und das aktive Zentrum des Enzyms freigelegt. Die
kaskadenartigen Gerinnungsreaktionen laufen dabei teilweise an Komplexen ab,
die aus Gerinnungsfaktoren, Ca2*-lonen und Phospholipiden bestehen. Thrombin
ist das zentrale Gerinnungsprotein, da es die Reaktion von Fibrinogen (Faktor I)
zu Fibrin katalysiert. Der auslésende Mechanismus fur die Gerinnung ist entweder
eine Kontaktaktivierung (intrinsisches System) oder eine Gewebsverletzung mit
Freisetzung von Gewebefaktor (tissue factor, TF) durch Zellen (extrinsisches
System der plasmatischen Gerinnung). Beide Reaktionswege unterscheiden sich
in ihrem Ablauf bis zur Bildung des Prothrombinaktivators (Aktivierung von Faktor
X), munden dann aber in einen gemeinsamen Weg ein, so dass Fibrinogen durch
die Thrombinwirkung in Fibrin umgewandelt wird. Anschlieend verbindet und
stabilisiert der thrombinaktivierte Faktor Xlll das monomere Fibrin zu stabilen
Fibrinpolymeren und bewirkt seine Vernetzung mit aggregierten Thrombozyten,

so dass ein fester Thrombus entsteht.

1.4.1.1 DIE INTRINSISCHE AKTIVIERUNG

Das ,Intrinsische System® wird durch Kontaktaktivierung tber die FXII-Aktivierung
initiiert. AuBerdem sind in dieser ersten Phase die Proenzyme FXI, Prakallikrein
und als Kofaktor hochmolekulares Kininogen (HMWK) beteiligt (Fuhrer et al.,
1990). Es wird allgemein angenommen, dass diese Molekiile fur die Aktivierung
der Proenzyme in vitro den Kontakt mit negativ geladenen Oberflachen bendtigen
(Schmaier, 1997), so dass das adsorbierte Proenzym FXIlI durch sofortige
Autoaktivierung in die aktiven Serinproteasen a- und B-FXlla umgewandelt
wird (Griffin, 1978; Revak und Cochrane, 1976; Revak et al., 1978). Faktor

17




Einleitung

Xlla wandelt Prakallikrein in Kallikrein um und aktiviert, mit HMWK als Kofaktor,
Faktor XI zu Faktor Xla. Faktor Xla aktiviert Faktor IX zu Faktor |Xa. Da Kallikrein
selbst a- und B-FXIlla aktivieren kann (positives Feedback), kommt es zu einer
massiven Aktivierung von FXIl. Die beiden FXII-Fragmente sind aulRerdem
uber die zusatzliche Aktivierung der extrinsischen Gerinnung Uber Faktor
VII (Osterud, 1990; Radcliffe et al., 1977), der Fibrinolyse Uber Plasminogen
(Binnema et al., 1991; Bouma et al., 1980) und des Komplementsystems Uber
den Komplementfaktor C1 mit den anderen hamostaseologischen Systemen
verknupft.

Die Bedeutung der intrinsischen Aktivierung fur die physiologische Blutgerinnung
ist nicht ganz klar, da das Auftreten negativ geladener Oberflachen in vivo limitiert
ist. Nach einer Gefallasion aus dem Subendothel ausgetretenes Kollagen
konnte die fur diesen Reaktionsweg bendtigte Oberflache darstellen (Furie und
Furie, 1988). Die unter physiologischen Bedingungen eher untergeordnete Rolle
der intrinsischen Aktivierung konnte durch die Tatsache bestatigt werden, dass
ein Mangel an den beteiligten Proteinen HMWK, Prakallikrein und FXII in vivo

nicht mit einer abnormen Blutungsneigung verbunden ist.

1.4.1.2 DIE EXTRINSISCHE AKTIVIERUNG

Der physiologische Initiator der Gerinnung ist der Gewebefaktor (,tissue factor®,
TF), der in den Zellmembranen von Endothelzellen enthalten ist und nach einer
Gefallasion aus den verletzten Zellen freigesetzt wird. TF bildet daraufhin in
Anwesenheit von Plattchenfaktor 3 und Ca?* mit Faktor VII aus dem Plasma
einen Komplex, den TF-Vlla Komplex, der FX zu FXa aktiviert (Nemerson
und Bach, 1982; Osterud, 1984). FVII selbst wird durch geringe Mengen von
Thrombin, FIXa, FXa und TF-Vlla Komplex aktiviert. Sehr geringe Mengen
von FVlla im Picomol-Bereich zirkulieren stets im Blut, es wird angenommen,
dass sie als Primer in der Initierung der Gerinnungskaskade wirken, da sie
bei einer TF-Freisetzung die sofortige Bildung von TF-VlIla Komplex erlauben.
Der TF-Vlla Komplex aktiviert auRerdem FIX zu FIXa und stellt damit einen
wichtigen Ruckkopplungsmechanismus zur intrinsischen Gerinnung dar (s.o.).

In entgegengesetzter Richtung kann eine Aktivierung des intrinsischen Systems
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auch zu einer Aktivierung des extrinsischen Systems flhren, da FXlla auch FVII
aktiviert (Osterud, 1990; Radcliffe et al., 1977). Die extrinsische und intrinsische
Aktivierung sind also nicht unabhangig voneinander, es bestehen Verbindungen
zwischen den beiden Systemen. Wird die Gerinnung Uber den ,tissue-factor
pathway“ initiiert, ist auch der intrinsische Tenase-Komplex FIXa-FVllla von
Bedeutung, da die durch ihn induzierte FXa-Produktion signifikant zur Thrombin-
Bildung beitragt (Lawson et al., 1994). Es scheint, dass der extrinsische Tenase-
Komplex TF-FVlla fur den Start der Gerinnung verantwortlich ist, wahrend der

intrinsische Tenase-Komplex fur die weitere Fortsetzung maf3geblich ist.

1.4.2 Fibrinolyse

Dem Vorgang der Blutgerinnung steht ein ahnlich komplexes System gegenuber,
das fibrinolytische System, das am Endprodukt der Blutgerinnung, dem Fibrin,
angreift. Es handelt sich prinzipiell um zwei eigenstandige Systeme, die jedoch
durch mehrere positive und negative Feedback-Mechanismen miteinander
verknulpft sind (Bachmann, 1987; Paques und Heimburger, 1986). Die Fibrinolyse
ist ein enzymatischer Prozess, bei dem die durch die Blutgerinnung entstandenen
Fibringerinnsel abgebaut werden. Das zentrale Enzym ist die Serinprotease
Plasmin, die unldsliches Fibrin in I0sliche Fibrinopeptide spaltet. Plasmin spaltet
aulderdem die Faktoren V und VIl und Fibrinogen. Aktives Plasmin entsteht aus
derinaktiven Vorstufe Plasminogen, fur die Plasminogenaktivierung existieren wie
bei der Blutgerinnung ein intrinsischer und ein extrinsischer Weg. Der wichtigste
Plasminogenaktivator des Blutes ist Faktor Xlla, der aus Prakallikrein das Kallikrein
freisetzt, das Plasminogen in Plasmin Uberfuhrt; auRerdem kann die intrinsische
Aktivierung Uber FXla erfolgen. Die extrinsische Fibrinolyseaktivierung erfolgt
hauptsachlich durch zwei Typen von Aktivatoren: Durch den Gewebetyp (t-PA)
und den Urokinasetyp (u-PA). Die Gewebeaktivatoren des Plasminogens werden
u.a. von Endothelzellen, Leukozyten und Epithelzellen der Harnwege gebildet.
Reize zur Freisetzung der Gewebefaktoren sind u.a. GefaRdehnung und erhdhte
Katecholaminfreisetzung. Die Gewebefaktoren selbst werden durch spezifische
Inhibitoren im Plasma kontrolliert (Koh et al.,1991; Kruithof, 1988).
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1.4.3 Inhibitoren

Das Plasma enthalt eine Reihe von physiologischen Serinprotease-Inhibitoren,
die eine entscheidende Rolle in der Gerinnung und Fibrinolyse wie auch in
der Regulation inflammatorischer Prozesse spielen (Scott et al., 1986). Der
C1-Esterase-Inhibitor hemmt die Faktoren Xla, Xlla und Kallikrein. Weitere
Serinprotease-Inhibitoren sind o -Antitrypsin, o,-Antiplasmin, o.,-Makroglobulin
und Antithrombin Ill. Die Inhibierung erfolgt Uber die Bildung von Enzym-
Inhibitor-Komplexen, wodurch das aktive Zentrum des Enzyms blockiert wird.
Der wichigste Inhibitor der Blutgerinnung ist wahrscheinlich Antithrombin ll, das
FXa und Thrombin inhibiert, aber auch FIXa, FXla und FXlla inhibieren kann
(Hirsh, 1991; Perry, 1994). Seine Aktivitat wird in Anwesenheit von Heparin bis
zu 1000-fach gesteigert, Antithrombin 11l wird deshalb auch als Heparin-Kofaktor
bezeichnet.

Der TF-Vlla Komplex wird durch Antithrombin Ill nicht effektiv inhibiert, sein
Inhibitor ist der ,Tissue factor pathway-Inhibitor® (TFPI). Er befindet sich zu
einem geringeren Teil im Plasma, zu einem groferen Teil auf Gefallendothel
und kann auch von Thrombozyten und aktivierten Monozyten freigesetzt werden.
TFPI hat zwei Bindungsstellen, eine fur FXa und eine fir den TF-Vlla Komplex.
Die Inaktivierung von FXa durch die Bindung an TFPI ist Voraussetzung fur die
Inhibierung des TF-Vlla Komplexes.

Ein weiterer wichtiger Inhibitor der plasmatischen Gerinnung ist Protein C
(Dahlback, 1995), das zusammen mit seinem Kofaktor Protein S (Vitronectin)
proteolytisch FVa und FVllla inaktiviert. Aulierdem kann aktiviertes Protein C
(APC) den Plasminogen-Aktivator-Inhibitor aus Endothelzellen und Thrombozyten
abbauen und dadurch fibrinolyseférdernd wirken (Fouw et al., 1987; Hinsbergh et
al., 1985; Sakata et al., 1985). Eine APC-Resistenz stellt daher einen wichtigen
Risikofaktor fur thromboembolische Erkrankungen dar.

Schliel3lich fordert Fibrin selbst eine Aktivierung der Fibrinolyse, indem
Plasminogen und der Plasminogen-Aktivator an Fibrin binden und dadurch eine
erhebliche Steigerung der Plasminogenaktivierung bewirken.

Die Inhibierung des fibrinolytischen Systems erfolgt vorwiegend durch
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Antiplasmine, die im Blut vorhandenes freies Plasmin schnell inaktivieren. Dazu
gehoren o, -Antitrypsin, o,-Antiplasmin, o,-Makroglobulin und Antithrombin [lI.
Die Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA werden von spezifischen Inhibitoren
im Plasma (PAI) kontrolliert (Koh et al., 1991; Kruithof, 1988).

1.4.4 Komplementsystem

Das Komplementsystem spielt eine wichtige Rolle in der kdrpereigenen Abwehr
gegen Infektionen und ,korperfremde” Elemente. Es stellt ein lytisches System zur
Beseitigung pathogener Organismen dar und ist das entwicklungsphysiologisch
alteste Abwehrsystem des Menschen. Es besteht aus uber 20 verschiedenen
Plasmaproteinen, die als Komplementfaktoren und als verschiedene Zellfaktoren
fungieren. Das Komplementsystem lasst sich Uber zwei Aktivierungskaskaden
initiieren, die als klassischer und als alternativer Pathway bezeichnet werden
(Vogt, 1982). Der klassische Weg wird normalerweise durch Antigen-Antikorper-
Komplexe getriggert, die an den C1-Komplex binden. Die Aktivierung des
alternativen Pathways erfordert keine Antikorper- oder Immunkomplexe und wird
durch verschiedene Fremdoberflachen wie Pilz- und Bakterienpolysaccharide,
Lipopolysaccharide oder Oberflachen von Biomaterialien induziert. Beide
Wege fuhren zur Bildung eines C3-spaltenden Enzyms. Die generierten C3-
Fragmente sind an der Bildung eines weiteren Enzyms beteiligt, das die
Aktivierung von C5 bewirkt. Am Ende beider Kaskaden steht die Bildung des
terminalen Lysekomplexes (C5b-9, TCC), der auch als ,membrane attack
complex® (MAC) bezeichnet wird. Dieser Komplex baut sich in die Lipidmembran
der entsprechenden Zelle ein und fuhrt schliel3lich zur vollstandigen Lyse der
attackierten Zelle (Ward et al., 1985).

Die Komplementaktivierung spielt aulRerdem eine entscheidende Rolle in der
Blutgerinnung, da das Komplementsystem mit dem Kontaktphasensystem und
dem SchlUsselsystem der Fibrinolyse, Plasmin, verbunden ist (Kirklin et al.,
1983; Mammen 1968; Tennenberg et al., 1990). FXlla bewirkt durch Proteolyse
von C1 die Aktivierung der ersten Komponente des Komplementsystems.
Auch Plasmin und Thrombin, die durch FXIlI generiert werden, kénnen C1

aktivieren. Die Aktivierung von C3 zu C3a durch Plasmin stellt eine weitere
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Verbindung zum Fibrinolysesystem dar. Kallikrein aktiviert C1 und C5 und
Faktor B des alternativen Komplementweges. Aktivierte Komplementfaktoren
konnen wiederum den chemotaktischen Effekt von Kallikrein auf Leukozyten
verstarken. Auch geringe Mengen an C5b-9 kdnnen Leukozyten aktivieren
(Kazatchkine und Carreno, 1988), so dass auch ein Material mit einer
verhaltnismallig niedrigen terminalen Komplementaktivierung eine signikante
inflammatorische Antwort induzieren kann. Das Komplementsystem ist demnach
nicht nur ein humorales Abwehrsystem, sondern kann zusatzlich als Vermittler
der zellularen Abwehrkaskade wirken. Die Leukozytenaktivierung selbst fuhrt
zur Aktivierung von Gerinnungs- und Kontaktphasensystem, die wiederum das
Komplementsystem aktivieren konnen. Dieser stark ausgepragte Feedback-
Mechanismus kann insbesondere auch infolge fehlender Rickkopplung des
Komplementsystems mit seinem terminalen Endprodukt pathophysiologisch
zu ausgepragten inflammatorischen Reaktionen bis hin zu Sepsis und akutem

Lungenversagen fuhren (Heimburger, 1994; Muller, 1991).

1.4.5 Thrombozyten

Die Hauptaufgabe der Thrombozyten liegt in der raschen und
zuverlassigen Abdichtung eines verletzten Blutgefalles durch Bildung eines
Thrombozytenpfropfes. Thrombozyten sind kernlose, scheibchen- bzw.
linsenférmige Zellen mit einem Durchmesser von 3-4 um. Sie entstehen durch
Abschnurungen aus den Megakaryozyten des Knochenmarks, die normale
Thrombozytenkonzentration im Blut betragt 150.000 bis 400.000/ml Blut. Die
Plattchenaktivierung erfolgt Uber Kontakt mit thrombogenen Oberflachen wie
verletztem Endothel, Subendothel oder kunstlichen Oberflachen. Sie wird
durch die Interaktion eines extrazellularen Stimulus mit der Plattchenoberflache
gestartet. Dabei bindet ein Agonist an einen spezifischen Rezeptor auf der
Plasmamembran der Thrombozyten. Zu diesen Plattchenaktivatoren gehoren
Plasmaproteine wie Thrombin und Fibrinogen, Kollagen oder Molekile, die
aus Leukozyten oder Plattchen selbst stammen, wie z.B. der platelet activating
factor (PAF). Die Plattchenaktivierung fuhrt zu mindestens funf physiologischen

Antworten. Es werden Stoffe aus intrazellularen Granula freigesetzt wie z.B.
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B-Thromboglobulin, Plattchenfaktor 4, Thrombospondin, ADP und Serotonin.
Nach dieser a-Granula-Sekretion wird P-Selektin freigesetzt und auf der
Thrombozytenmembran exprimiert. Es spielt eine wichtige Rolle in der Vermittlung
der Thrombozytenadhasion an Neutrophile, Monozyten und Lymphozyten
(Rinder et al., 1991; Rinder et al., 1994). Die Plattchenaktivierung fuhrt zu einer
deutlichen Anderung der dufReren Form, es entstehen kugelige Gebilde mit
langen Fortsatzen, wodurch die Plattchen in engen und verzahnten Kontakt treten
und aggregieren konnen. Die Aktivierung resultiert aul’erdem in der Bildung von
Plattchen-Mikropartikeln (PMPs), die u.a. FVa und Plattchenfaktor 3 enthalten,
an Fibrinogen und Fibrin adharieren kdnnen und mit Plattchen ko-aggregieren
konnen. Unter den verschiedenen Plattchenrezeptoren haben GPIb und GPIIb/
[lla die hdchste Dichte auf den Plattchen. GPIb vermittelt die Plattcheninteraktion
mit von Willebrand Faktor (vWF). GPlIb/llla befindet sich auf ruhenden Plattchen
in einer inaktiven Form und zeigt eine niedrige Bindungsaffinitat zu adsorbiertem
Fibrinogen. Durch Plattchenaktivierung wird eine Bindungsstelle mit hoher
Affinitat fur geldstes Fibrinogen prasentiert. Die Bindung von Fibrinogen an
GPlIb/llla fuhrt sowohl zur Thrombozytenaggregation als auch zur Bildung von
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten (Gorbet und Sefton, 2004).

Wahrend der EKZ kommt es zur Thrombozytenaktivierung und -adhasion
(Hanson, 1993; Ratner, 1993), womit die in diesem Gebiet assoziierten
thrombotischen Komplikationen verbunden sind, so dass diese Verknupfungen

in Untersuchungen zur Biokompatibilitat miteinbezogen werden.

1.4.6 Leukozyten

Zur Gruppe der Leukozyten gehdren die neutrophilen, basophilen und
eosinophilen Granulozyten, die Monozyten und die Lymphozyten. Im weiteren
wird nur auf die Neutrophilen und die Monozyten eingegangen werden, da
sie die Hauptbeteiligten in der inflammatorischen Antwort auf kardiovaskulare
Devices sind. Werden sie im Rahmen inflammatorischer Prozesse freigesetzt,
erhoht sich ihre Halbwertszeit auf mehrere Tage (die der Neutrophilen betragt
normalerweise 8-20 h, die der Monozyten 36-104 h). Neutrophile und Monozyten

besitzen Rezeptoren fur verschiedene Molekile des Komplementsystems und
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andere proinflammatorische Substanzen wie PAF oder Zytokine. Fur freigesetzte
Plattchensubstanzen wie B-Thromboglobulin und PDGF konnte in vitro ebenfalls
eine Neutrophilenaktivierung gezeigt werden (Bazzoni et al., 1992; Del Maschio
et al., 1989; Del Maschio et al., 1993). Die Leukozytenaktivierung fuhrt zu
bestimmten physiologischen Antworten. Die Expression von Membranrezeptoren
verandert sich. Es kommt zu einer Freisetzung inflammatorischer Mediatoren, zu
denen u.a. Elastase, Kathepsin G und Laktoferrin gehéren. Des weiteren werden
Zytokine (IL-1, IL-6, IL-8, TNFa, etc.) freigesetzt. Arachidonsauremetaboliten
wie Leukotrien B, und PAF werden von aktivierten Neutrophilen hergestellt. Die
freigesetzten Mediatoren wirken chemotaktisch auf Leukozyten, unterstitzen
die Anlagerung an Endothelzellen und fihren zu einer weiteren Leukozyten-
und Plattchenaktivierung. Die Aktivierung kann auflerdem eine Freisetzung
von Radikalen (O,, H,O,) bewirken, die Gewebe und aktivierte Zellen zerstéren
konnen. Aktivierte Neutrophile und Monozyten haben eine erhéhte Fahigkeit, sich
an Endothel oder anderen Oberflachen anzulagern, eine wichtige Eigenschaft im
Rahmen der inflammatorischen Antwort.

Der Kontakt mit kardiovaskularen Devices aktiviert sowohl Neutrophile als auch
Monozyten, dies wurde fir den kardiopulmonalen Bypass (Cameron, 1996; El
Habbal et al., 1995; Rinder et al., 1996), aber auch fir die Angioplastie (Inque et
al., 1996; Neumann et al., 1996) und Hamodialyse (Christol et al., 1994; Rousseau
et al., 1990; Von Appen et al., 1994) gezeigt. Die Leukozytenaktivierung durch
Biomaterialien fuhrt auch zu einer gesteigerten Adhasion, beispielsweise an
Oxygenatoren (Jobes, 1998). Die genauen Mechanismen der Leukozytenadhasion
auf Fremdoberflachen sind noch nicht geklart, gezeigt werden konnten jedoch
Beteiligungen von Komplementfaktoren (iC3b (Anderson, 1993; Remes und
Williams, 1992)) und Fibrinogen (Tang et al., 1993; Tang und Eaton, 1993). Ob
die Leukozyten direkt durch den Kontakt mit den Fremdoberflachen oder Uber
das Komplementsystem, Kallikrein oder eine Thrombozytenaktivierung aktiviert
werden, steht noch nicht sicher fest. Es ist dabei durchaus denkbar, dass die
Leukozytenaktivierung durch mehrere Mediatoren bewerkstelligt wird (Gorbet
und Sefton, 2004).
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1.5 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Die Komplexitat der Interaktionen von Blutbestandteilen mit Biomaterialien
fuhrt dazu, dass die Mechanismen in ihrer Gesamtheit bis heute viele Fragen
offen lassen. Die Diskussionen um diese Interaktionen kehren jedoch zu einem
initialen Punkt zurtck, namlich der Rolle der adsorbierten Plasmaproteine. Die
Plasmaproteinadsorption ist vom zeitlichen Ablauf her gesehen der erste und auch
der schnellste Schritt in der Interaktion zwischen Blut und Biomaterial. Es wird
daher heute davon ausgegangen, dass die Adsorption und Aktivierung bestimmter
Plasmaproteine (z. B. Faktor Xll, Fibrinogen, Vitronectin, Komplementfaktor C3, u.
a.)durch den Kontakt mitFremdoberflachen eine entscheidende Rolle fur samtliche
nachfolgenden Aktivierungsreaktionen (Gerinnungssystem, FXIlI-Kallikrein-Kinin-
System, Komplementsystem, Zellstimulierungen, Fibrinolyse) spielen und so
letztendlich den Grad der Hamokompatibilitat einer Fremdoberflache bedingen
(Cornelius und Brash, 1993; Salzmann et al., 1994; Santerre et al., 1992; Tsai et
al., 1999; Weber et al., 2000). Neben den aktivatorischen Adsorptionsproteinen
gibt es jedoch auch Adsorptionsproteine, denen ,passivierende Eigenschaften
zugeschrieben werden (z.B. Albumin, HMWK) (Wendel et al., 1999). Die
Adsorption dieser Proteine an die Fremdoberflachen bewirkt eine reduzierte
Adhasion und Aktivierung von Blutzellen (v. a. Thrombozyten, Granulozyten,
Monozyten) (Khan et al., 1998; Yung et al., 1996; Yung et al., 2000), woraus eine
verbesserte Hamokompatibilitat resultieren kann.

Das selektive Adsorptionsverhalten bzw. der Aktivierungsgrad der Plasmaproteine
und das Ausmall der Zellaktivierungen beeinflussen entscheidend die
Hamokompatibilitat einer Fremdoberflache. Durch die Aufklarung dieser
Mechanismen und Zusammenhange konnen neue Impulse fir die Entwicklung

hamokompatibler Materialien gegeben werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden anhand verschiedener Methoden vergleichende
Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten von Plasmaproteinen an modifizierten
Fremdoberflachen durchgefuhrt.

Der erste Teil befasste sich mit der Analyse der auf den Fremdoberflachen

adsorbierten Plasmaproteine mit Hilfe eines kirzlich entwickelten modifizierten
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ELISA-Verfahrens (Wendel et al.,1999).

Im zweiten Teil wurden die von den Fremdoberflachen abgeldsten
Adsorptionsproteine durch ,Western Blotting“ analysiert.

Imdritten Teilwurden Konzentrationsanderungen derldslichen Aktivierungsmarker
des Gerinnungs- und des Komplementsystems und der Thrombozyten im Plasma
untersucht.

Mit diesen Methoden konnen maogliche Korrelationen zwischen selektiv
adsorbierten Plasmaproteinen und der Thrombogenitat von Fremdoberflachen
untersucht werden. Anhand des Adsorptionsverhaltens sollten Aussagen uber
die Hamokompatibilitdt von Polymerwerkstoffen, die in der extrakorporalen
Zirkulation eingesetzt werden (konnten), ermoglicht werden. Neben der
Heparinbeschichtung, die bereits im klinischen Einsatz ist und bekanntermal3en
eine ausgesprochen gute Hamokompatibilitat aufweist, wurden auch andere
Beschichtungen, Polypeptidbeschichtungen, untersucht. Aullerdem wurden
verschiedene unbeschichtete Kunststoffe untersucht.

Zusatzlich zu den Aussagen uber die Hamokompatibilitat konnten sich auflerdem
neue Erkenntnisse bezlglich der Interaktionen zwischen Proteinadsorption,
Zellaktivierungsmechanismen und den thrombogenen Eigenschaften eines

Materials ergeben.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

Art Firma Katalog-Nr.
Acrylamidmix (rotiphorese® Gel 30) Roth, Karlsruhe 3029
LAmpuwa“ (aqua ad iniectabilia) Boehringer
Ingelheim Delta-
Pharma, Pfullingen
APS (Ammoniumperoxodisulfat) Merck, Darmstadt 101201
Sigma FAST™ BCIP/NBT Buffered Substrate | Sigma, B-5655
Tablet Deisenhofen
Bromphenolblau Sigma, B-0126
Deisenhofen
BSA (Bovine Fraction V Powder) Sigma, A-9647
Deisenhofen
Coomassie Brilliant Blue G-250 Merck, Darmstadt 115444
CWES Gelatine Aurion Biotrend, 900033
Kdln
Dithiothreitol Merck, Darmstadt 111474
Donkey Serum Sigma, D-9663
Deisenhofen
Essigsaure 100 % (Eisessig) Merck, Darmstadt 100066
Ethanol (pro analysi absolut) Merck, Darmstadt 100983
Fast Green FCF Merck, Darmstadt 104022
Glycerin Merck, Darmstadt 159522
Glycin (Puffersubstanz fur die Elektrophorese) | Merck, Darmstadt 104169
Goat Serum Sigma, G-9023
Deisenhofen
HCI (1 N) Merck, Darmstadt 109057
HCI (rauchend 37 %) Merck, Darmstadt 100317
HMW-Marker (SDS-PAGE Molecular Weight | Bio-Rad, Miinchen 161-0303
Standards, High Range)
Liquemin® N 25000 Hoffmann-La
Roche, Basel,
Schweiz
Methanol (zur Analyse) Merck, Darmstadt 106009
NaCl (pro analysi) Merck, Darmstadt 106404

Isotonische Natriumchlorid-Losung

Boehringer
Ingelheim Delta-
Pharma, Pfullingen
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NaN., (Natriumazid) Merck, Darmstadt 106688
Natronlauge (NaOH, 2 N) Merck, Darmstadt 109136
Nonfat-Dried Milk (Bovine) Sigma, M-7409
Deisenhofen
PBS Special GIBCO BRL Life Technologies, 14190-169
Karlsruhe
PFA (Para-Formaldehyd) Merck, Darmstadt 104005
Phosphorsaure (ortho-Phosphorsaure 85 %) | Merck, Darmstadt 100573
Sigma FAST™ pNPP Tablet Sets Sigma, N-2770
Deisenhofen
SDS (Natriumdodecylsulfat) Sigma, L-3771
Deisenhofen
TEMED Sigma, T-7024
Deisenhofen
Titriplex® 111 (pro analysi) Merck, Darmstadt 108418
Tris (Trizma® Base) Sigma, T-1503
Deisenhofen
Tween® 20 Merck, Darmstadt 822184
2.2 Verbrauchsmaterial
Art Firma

Neutrale Monovette® (ohne Praparierung),
9,0 ml

Sarstedt, NUmbrecht

Kunststoffspritzen

Braun, Melsungen

Plastikbecher

Sarstedt, NUmbrecht

Mikrotiterplatten

Greiner, Nurtingen

Eppendorf-Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

Falcon®-Roéhrchen (Falcon® Blue Max™),
50 ml

Becton Dickinson, New Jersey,
USA

Centriprep®10

Amicon, Beverly, USA

Filterpapier (Extra Thick Filter Paper, 15 x
20 cm, 30 Stuick)

Bio-Rad, Minchen
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Nitrocellulosemembran (Trans-Blot®
Transfer Medium, 0,45 mm)

2.3 Antikorper

Bio-Rad, Miinchen

2.3.1 ELISA: Primére polyklonale Antikérper

Antikorper Spezies | Verdiin- | Verwende- | Sekundarer | Firma Kat.-Nr.
nung tes Serum | Antikorper
Anti-Human Goat 1:1000 Donkey Anti-Sheep | Sigma, F-2506
Fibrinogen IgG-AP (aus | Deisenhofen
Donkey)
Anti-Human C3- | Goat 1:1000 Donkey Anti-Sheep [ ICN (Cappel), 55-117
Komplement IgG-AP Aurora, USA
Anti-Human Goat 1:1000 Donkey Anti-Sheep | Sigma, A-8904
Antithrombin 1lI IgG-AP Deisenhofen
Anti-Human Goat 1:1000 Donkey Anti-Sheep | Sigma, C-8159
C1-Esterase- IgG-AP Deisenhofen
Inhibitor
Anti-Human Goat 1:1000 Donkey Anti-Sheep [ ICN (Cappel), 55-125
Fibronectin IgG-AP Aurora, USA
Sheep anti- Sheep [ 1:500 Donkey Anti-Sheep | Biodesign, K95002S
Human IgG-AP Kennebunk,
Thrombin USA
Anti-Human Goat 1:1000 - Anti-Sheep | ICN (Cappel), 66-106
High-Molecular- IgG-AP Aurora, USA
Weight-
Kininogen
Anti-Human Rabbit | 1:500 Goat Anti-Rabbit | Sigma, A-0433
Albumin IgG-AP (aus | Deisenhofen
Goat)
2.3.2 ELISA: Sekundare Antikorper
Antikorper Spezies | Konjugat Verdiin- | Serum Firma Kat.-Nr.
nung
Anti-Sheep Donkey | Alkalische 1:400 Donkey Sigma, A-5187
IgG-AP Phosphatase Deisenhofen
Anti-Rabbit Goat Alkalische 1:800 Goat Sigma, A-9919
IgG-AP Phosphatase Deisenhofen
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2.3.3 ,,Western Blotting“: Primédre Antikérper

Antikdrper | Spezies | Verdiin- | poly-/mono- | Sekundarer | Firma Kat.-Nr.
nung klonal Antikorper
Anti-Human | Goat 1:2000 | polyklonal Anti-Sheep | Sigma, F-2506
Fibrinogen IgG-AP (aus | Deisenhofen
Donkey)
Anti- Goat 1:2000 | polyklonal Anti-Sheep |ICN 55-117
Human C3- IgG-AP (Cappel),
Komplement Aurora, USA
Anti-Human | Goat 1:2000 | polyklonal Anti-Sheep | Sigma, A-8904
Antithrombin IgG-AP Deisenhofen
1]
Anti-Human | Goat 1:2000 | polyklonal Anti-Sheep | Sigma, C-8159
C1-Esterase- IgG-AP Deisenhofen
Inhibitor
Anti-Human | Goat 1:2000 | polyklonal Anti-Sheep |ICN 55-125
Fibronectin IgG-AP (Cappel),
Aurora, USA
Anti-Human | Goat 1:2000 polyklonal |Anti-Sheep |ICN 66-106
High- IgG-AP (Cappel),
Molecular- Aurora, USA
Weight-
Kininogen
Anti-Human | Rabbit |1:2000 [ polyklonal Anti-Rabbit | Sigma, A-0433
Albumin IgG-AP (aus | Deisenhofen
Goat)
Anti-Human | Mouse [1:2000 [monoklonal [Anti-Mouse [Immunotech 0539
CD 41 IgG-AP (aus | (Beckmann/
Goat) Coulter),
Marseille,
Frankreich
Anti-Human | Mouse |[1:2000 [monoklonal |Anti-Mouse | Dianova, MA3-
Hsp 70 IgG-AP (aus | Hamburg 006
Goat)
2.3.4 ,Western Blotting*: Sekundédre Antikérper
Antikorper | Spezies | Konjugat Verdiinnung | Firma Kat.-Nr.
Anti-Sheep | Donkey | Alkalische 1:10.000 Sigma, Deisenhofen | A-5187
IgG-AP Phosphatase
Anti-Rabbit | Goat Alkalische 1:10.000 Sigma, Deisenhofen A-9919
IgG-AP Phosphatase
Anti-Mouse | Goat Alkalische 1:20.000 Immunotech 0818
IgG-AP Phosphatase (Beckmann/Coul-
ter), Marseille,
Frankreich
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2.4 ELISA Kits

Kit

Beschreibung

Firma

Asserachrom® B-TG

Enzymimmunologischer in-vitro
Test zur quantitativen Bestimmung
von B-Thromboglobulin

Roche
Diagnostics,
Mannheim

Enzygnost® F 1+2 micro

Enzymimmunoassay zur
Bestimmung von Human-
Prothrombinfragment F 1+2

Dade Behring
Marburg
GmbH,
Marburg

Enzygnost® TAT micro

Enzymimmunoassay zur Be-
stimmung von Human-Thrombin/
Antithrombin Ill-Komplex

Dade Behring
Marburg
GmbH,
Marburg

PMN Elastase 2 h Version

Heterogener Enzymimmunoassay
zur spezifischen Bestimmung der
PMN Elastase

Merck,
Darmstadt

SC5b-9 Komplex ELISA Kit

Enzymimmunoassay zum
quantitativen Nachweis von SC5b-
9 Komplexen im Serum/Plasma

2.5 Puffer und Losungen

Lésung

INNOGENE-
TICS GmbH,
Heiden

Ansatz

Heparinlésung flr
Neutralmonovetten

Neutralmonovetten 9 ml: Zugabe von 900 pl Liquemin®-
Losung mit 10 IU Liquemin®/ml Lésung, verdinnt in
physiologischer NaCl 0,9 % (d.h. 9 IU Liquemin®/9 ml
Endvolumen Blut)

Modifizierter
ELISA

4 % Para-
Formaldehyd-
Losung

4 % Para-Formaldehyd in PBS, pH 7,4

TBS-Stammldsung
(0,5 M)

Tris und NaCl 0,5 M in H,O

TBS-Losung
(0,05 M)

TBS-Stammlésung (0,5 M) in H,O,
pH 7,4
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Glycin-Lésung

Glycin 0,05 M in TBS (0,05 M)

(0,05 M)

Blockierungs- 80 ml Ansatz:

Losung 80 mlI TBS (0,05 M)
4,0 g BSA

80 ml CWFS-Gelatine

8 ml Esel- oder Ziegen-Normalserum (je nach Spezies

des sekundaren Antikérpers der Immuninkubation)

Antikorper-Puffer
(fur alle Antikorper
mit Ausnahme
des Anti-Human
HMWK)

200 ml Ansatz:
200 ml TBS (0,05 M)
2,0 g BSA

2 ml Esel- oder Ziegen-Normalserum (je nach Spezies

des sekundaren Antikorpers der Immuninkubation)

Antikérper-Puffer
fur den Versuch
mit anti-Human-
HMWK)

200 ml Ansatz:

200 mI TBS (0,05 M)
10,0 g BSA

2 ml Esel-Normalserum

pNPP-Substrat-
Lésung (ELISA)

1 Puffertablette und
1 Substrattablette in
20 ml H,O I6sen

Western Blotting

EDTA-LGsung
(20 mMol)

EDTA (20 mMol) in PBS,
pH 7,4

1 % SDS-L6sung

1% SDS in TBS (0,05 M)

Bradford-Losung

250 ml Ansatz:

25 mg Coomassie Brilliant Blue G 250 wurden in
12,5 ml Ethanol p.a. (99 %) sowie

25 ml Phosphorsaure p.a. (85 %) vorgeldst und mit
H,O auf 250 ml aufgefullt

Gelpuffer

100 ml Ansatz:

18,8 g Tris

0,4 g SDS

80 ml NaN,

mit HCI auf pH 8,8 titrieren und mit
H,O auf 100 ml aufflllen

Reduzierender
Probenpuffer

100 ml Ansatz:

2,5 ml Gelpuffer

2,0 g SDS

0,5 g Dithiothreitol

10 mg Bromphenolblau

20 ml Glycerin (87 %)

mit H,O auf 100 ml aufflllen

Tris (Trenngel),
1,875 M

Tris 1,875 M in H,0,
pH 8,8
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Tris (Sammelgel),
0,625 M

Tris 0,625 M in H,0,
pH 6,8

10 % APS

10 % APS in H,0

10 % SDS-LOsung

10 % SDS in H,0

Trenngel (8 %),
0,375 M Tris
pH 8,8

0,1 % SDS

6,7 ml Acrylamidmix (30 %),

5 ml Tris (5fach) und

13,3 ml H,O gut mischen

250 ml SDS (10 %),

12,5 ml TEMED (100 %) und

250 ml APS (10 %) hinzuflgen, gut mischen und das Gel
sofort gielden

Sammelgel (4 %),

3,3 ml Acrylamidmix (30 %),

0,125 M Tris 5 ml Tris (5fach) und
pH 6,8 16,6 ml H,O gut mischen
0,1 % SDS 250 ml SDS (10 %),
25 ml TEMED (100 %) und
350 ml APS (10 %) hinzufigen, gut mischen und das Gel
sofort gielden
Elektrodenpuffer 500 ml Ansatz:
1,5 g Tris,
7,2 g Glycin und
0,5 g SDS in 500 ml H,O Isen
Transferpuffer 1000 ml Ansatz:

3,0 g Tris,

14,4 g Glycin,

1 g SDS und

200 ml Methanol mit H,O auf 1000 ml auffillen

0,1 % Fast Green
in 1 % Essigsaure
(100 %)

200 ml Ansatz:

0,2 g Fast Green und

2 ml Eisessig mit

198 ml H,O auffillen und mischen

NaOH (0,2 M) NaOH 0,2 M in H O

Blockierungs- Wie vom Hersteller angegeben:

Lésung 100 ml Ansatz:
Trockenmilchpulver (Nonfat-Dried Milk from Bovine) durch
Zufugen von 100 ml H O und Rihren vollstéandig auflosen

TBS, PH7,5

20 mM Tris

500 mM NaCl

TTBS, 1000 ml Ansatz:

20 mM Tris 1000 mI TBS,

500 mM NaCl 0,5 ml Tween® 20 hinzufligen und gut mischen

0,05 % Tween® 20
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BCIP/NBT-
Substrat-Lésung

Wie vom Hersteller angegeben:

10 ml Ansatz:

1 Tablette in

10 ml ,Ampuwa“ auflésen, Substrat-Losung sofort
verwenden

Tris-Puffer 0,1 M Tris ultra Pure in H,O

Zitratpuffer 2,1 g Zitronensaure-Monohydrat auf 11 H,0, pH 6,0
2.6 Gerate

Typ Hersteller Geratename
Chandler-Loop-|Eigenbau Universitats-

Modell Klinikum TUbingen
Magnetruhrer/|Heidolph MR 3001
Heizplatte

Vortex Scientific Industries Vortex-Genie 2™
Zentrifuge (klein) Eppendorf Centrifuge 5415 C
Zentrifuge (groR) Heraeus Cryofuge 8000
Brutschrank MELAG Incubat
Mikrotiterplatten-| Dynatech MR 7000
Lesegerat

Heizblock UNITEK HB-130

Power Supply Bio-Rad Model 200/2.0 Power Supply
Apparatur zum | Bio-Rad

Gelgielien

Gelelektrophorese- | Bio-Rad Mini-PROTEAN® ||
Apparatur

Blotting-Apparatur | Pharmacia LKB Multiphor 2
,Blot-Schuttler” Heidolph Rotamax 120
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2.7 Ubersicht

Inder vorliegenden Arbeit wurden anhand verschiedener Methoden vergleichende
Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten von Plasmaproteinen an modifizierten
Fremdoberflachen durchgefuhrt.

Der erste Teil befasste sich mit der Analyse der auf den Fremdoberflachen
adsorbierten Plasmaproteine mit Hilfe eines kurzlich entwickelten modifizierten
ELISA-Verfahrens.

Im zweiten Teil wurden die von den Fremdoberflachen abgeldsten
Adsorptionsproteine durch ,Western Blotting“ analysiert.

Imdritten Teil wurden Konzentrationsanderungen derldslichen Aktivierungsmarker

des Gerinnungs- und des Komplementsystems im Plasma untersucht.

2.8 Herstellung der Proben

2.8.1 Probanden

Die Untersuchungen erfolgten mit Blut von Nichtrauchern (Alter: 20-30 Jahre), die
gesund waren und bei denen keine Stérungen der Blutgerinnung bekannt waren.
Die Probanden nahmen keine Medikamente regelmafig ein, insbesondere keine
oralen Kontrazeptiva und nichtsteroidalen Antiphlogistika. Die letzte Einnahme

von Acetylsalicylsdure (Aspirin®) lag mindestens zwei Wochen zurtick.

2.8.2 Blutentnahme

Nach Hautdesinfektion und kurzer Stauung wurde eine grof’e Kubitalvene
mit einem Butterfly-M19 (Venisystems™) punktiert, das Blut wurde mit einer
Monovette aspiriert. Die 9 ml fassenden Neutralmonovetten (Sarstedt, Numbrecht)
waren vorher mit 900 pl Heparinlésung (9 IE/ 900 pl, Liquemin®, Hoffmann La
Roche, Basel, Schweiz) geflllt worden, so dal} eine Heparinkonzentration von 1
IE/ ml Vollblut resultierte.
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2.8.3 Chandler-Loop-Modell

2.8.3.1 PrinziP

Das Chandler-Loop-Modell ist ein in-vitro-System, das eine Rezirkulation von
kleineren Blutvolumina ermdglicht. In kreisformig geschlossenen Schlauchsticken
von 50 cm Lange wurden jeweils 20 ml frisches Humanblut Uber einen Zeitraum
von 15, 60 und 120 Minuten lang rezirkuliert. Diese Rezirkulation erfolgte unter
konstanter Umdrehungszahl (15 U/min) in einem 37°C warmen Wasserbad und
erlaubte so eine hinreichende Annaherung an die physiologischen intrakorporalen
Bedingungen. Durch den dynamischen Fluss wurde das Blut kontinuierlich
an der Innenoberflache der Schlauche vorbeigeleitet, so dald ein standiger
Oberflachenkontakt und damit die entsprechenden Wechselwirkungen zwischen
Fremdoberflache und Blutbestandteilen
gewabhrleistet waren.

Das Chandler-Loop-Modell bot sich daher
fur die vergleichenden Untersuchungen zum
Adsorptionsverhalten von Plasmaproteinen
an unbeschichteten und beschichteten

Fremdoberflachen an.

Modifizierter Chandler-Loop:
Hamokompatibilitats-Testmodell

=)
+*

d

. Water 37

L S
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2.8.3.2 DURCHFUHRUNG

Das heparinisierte Vollblut wurde sofort in einem Plastikgefal ,gepoolt® und
gemischt. AnschlieRend wurden jeweils 20 ml Blut in die entsprechenden
Kunststoffschlauche (Polyvinylchlorid (PVC)- bzw. Silikon-Schlauche mit
unbeschichteten oder beschichteten Oberflachen) gefllit (siehe Abbildung links).
Die Enden der Schlauche (3/8 X 3/32 inch, 50 cm Lange, Innenoberflache 150
cm?) wurden mit kurzen Silikonschlauchstlicken konnektiert und sofort in einem
modifizierten Chandler-Loop-Modell (15 Umdrehungen/min, 37°C, siehe Schema
links) rezirkuliert (Chandler, 1958).

Von jedem der sechs Schlauchmaterialien wurden pro Versuch drei Schlauche
bendtigt, einer fur den 15-Minuten-, einer fir den 60-Minuten- und einer fur den
120-Minuten-Wert. Da in das Chandler-Loop-Modell maximal 10 Schlauche
eingesetzt werden kénnen, wurden pro Versuch immer drei Materialien, also
insgesamt neun Schlauche verwendet.

Die entsprechenden Schlauche wurden nach 15, 60 und 120 Minuten aus der
Apparatur entnommen. Nach Entfernung der Konnektoren wurden aus den
Schlauchen Blutproben zur Messung der I6slichen Aktivierungsmarker gewonnen
[siehe 2.11], der Rest des Blutes wurde verworfen. Die Schlauche wurden gesplilt,
in 2 cm-Stlcke geschnitten, fixiert und eingefroren. Diese Schlauchstiucke wurden
zur Analyse der Adsorptionsproteine durch ELISA verwendet [siehe 2.9].

Fur die Detektion der adsorbierten Plasmaproteine mittels ,Western-Blotting“
wurden pro Material neun Schlauche 120 Minuten lang im Chandler-Loop

rezirkuliert, entnommen, gespult und entsprechend weiterbehandelt [siehe 2.10].

2.9 Analyse der Adsorptionsproteine durch ELISA
(enzyme-linked-immunosorbent-assay)

Die auf der Innenflache der Schlauche adsorbierten Plasmaproteine wurden mit
einem ELISA-Verfahren semiquantitativ analysiert (Weber et al., 2000; Wendel
et al., 1999).
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2.9.1 Verarbeitung der Schldauche

Nach 15, 60 und 120 Minuten Rezirkulation wurden die Schlauchringe geoffnet,
das Blut wurde verworfen und die Schlauche sorgfaltig mit physiologischer
Kochsalzlésung (10-12 Schlauchvolumina) gespult. An den beiden Enden,
die mit den Konnektoren verbunden waren, wurden jeweils ungefahr 10 cm
abgeschnitten und verworfen; der restliche Schlauch wurde in 2 cm lange Stlcke
geschnitten. Zur Fixierung der Proteine wurden die kleinen Schlauchstlcke sofort
mit 4 %-iger Paraformaldehydlosung ([w/v] Merck, Darmstadt) in 0,05 M PBS
(phosphate buffered saline, Life Technologies, Karlsruhe, pH 7,4) fur eine Stunde
bei 4°C inkubiert, wobei die Losung nach einer halben Stunde ausgetauscht
wurde. Danach wurden die Schlauchsticke zweimal jeweils flr eine halbe
Stunde mit PBS (4°C) inkubiert. Nach Abgie3en der PBS-Ldsung wurden die

Schlauchstucke bei — 20°C eingefroren.

2.9.2 Das ELISA-Verfahren

2.9.2.1 VORBEREITUNG

Von den sechs verwendeten Schlauchsorten wurden jeweils drei Schlauchsticke
von jedem Zeitpunkt (15 Minuten, 60 Minuten und 120 Minuten Rezirkulation) fir
einen Ansatz vorbereitet. Die 2 cm langen Schlauchstlcke wurden zum Auftauen
zunachst in PBS-Losung inkubiert. Sie wurden auf einer Seite durch den Deckel
eines ,Eppendorf-Cups” verschlossen, um so ein Reaktionsgefal® zu bilden.

Die Schlauchstlicke wurden stets nach dem unten genannten Pipettierschema
geordnet. Als Kontrolle wurde fir jedes Material ein Schlauchstick ohne
Blutkontakt mit angesetzt. Eine 120-Minuten-Probe der PVC-Schlauche
wurde als interne Versuchskontrolle nicht mit dem primaren Antikorper befullt

(Versuchsanordnung siehe Abbildung Seite 40).

Pipettierschema:
PVC (159 PVC (60°) PVC (120°) PVC-Kontr. Versuchs-K.
Heparin (15°) Heparin (60°) | Heparin (120°) | Hep.-Kontr.
Silikon (15°) Silikon (60°) Silikon (120°) | Sil.-Kontr.
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Polypeptid (15°) | Polypeptid Polypeptid Polypeptid-

(60%) (1209 Kontr.
Gelatine (15°) Gelatine (60°) | Gelatine (120°) | Gel.-Kontr.
Polypeptid/ Polypeptid/ Polypeptid/ Polypeptid/

Heparin (15°) Heparin (60°) | Heparin (120°) | Heparin-Kontr.

Dieser Ansatz wurde pro Versuch, das heil3t fur jedes untersuchte Plasmaprotein,

dreimal durchgefuhrt.

2.9.2.2 ,BLOCKIERUNG" UNSPEZIFISCHER BINDUNGEN

Die Schlauchstlicke wurden zunachst mit 0,05 M Glycin (Merck, Darmstadt) in
0,05 M TBS (Tris-buffered saline, Sigma, Deisenhofen, pH 7,4) gefullt und 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die Aldehydreste aus der Fixierung zu
inaktivieren. Nach dem Absaugen der Glycinlosung wurden die Schlauchstlcke
zweimal mit 0,05 M TBS gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen wurden dann
durch eine zweistlindige Inkubation bei 37°C mit folgender Blockierungslésung
eliminiert: 0,05 TBS mit 5 % BSA (Bovines Serumalbumin [w/v], Sigma,
Deisenhofen) und 0,1% CWFS Gelatine ([v/v] Biotrend, KdIn) und 5 % Esel- oder
Ziegen-Normalserum ([v/v], Sigma, Deisenhofen).

Das verwendete Normalserum fur diese Blockierungslosung war von derselben

Spezies wie der im zweiten Schritt der Immuninkubation verwendete Antikorper.

2.9.2.3 DETEKTION DER ADSORBIERTEN PLASMAPROTEINE

2.9.2.3.1 Prinzip

Der primare Antikorper gegen das zu untersuchende Plasmaprotein bindet
an die jeweiligen auf der Innenoberflache der Schlauchstlicke immobilisierten
Adsorptionsproteine. Im zweiten Schritt bindet der Sekundarantikérper an
diese Primarantikorper. Als Sekundarantikdrper werden Gammaglobuline
gegen die Spezies, in der der Primarantikdrper gezuchtet wurde, verwendet.
Der Sekundarantikorper ist mit dem Enzym Alkalische Phosphatase konjugiert.
Dieses Enzym setzt ein anschlieRend hinzugefligtes chromogenes Substrat um,
es entsteht ein gelber Farbstoff. Die Lésung farbt sich proportional zur Menge

des an der Oberflache adsorbierten Proteins.
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Durch die photometrische Messung der entsprechenden Extinktionen
konnen daher semiquantitative Aussagen Uber das Adsorpionsverhalten der
verschiedenen Plasmaproteine an den unterschiedlichen Fremdoberflachen

gemacht werden.

2.9.2.3.2 Antikbrperreaktion

Der jeweilige primare Antikérper wurde entsprechend im Antikorper-Puffer
verdunnt und ungefahr 30 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert. Die
Blockierungslosung wurde aus den Schlauchsticken abgesaugt, diese
wurden dann zweimal mit 0,05 M TBS gewaschen. AnschlielRend erfolgte die
Beflllung der Schlauchsticke mit je 1 ml der primaren Antikorper-LOosung pro
Schlauchstlck. Der polyklonale Antikérper konnte nun an die immobilisierten
Plasmaproteine auf den Innenoberflachen der Schlauchstiicke binden, die eine
Stunde bei 37°C inkubiert wurden. Nach Ablauf dieser Stunde wurde die primare
Antikodrper-Losung abgesaugt, die Schlauchstlicke wurden sechsmal mit 0,05 M
TBS gewaschen, um moglichst alle ungebundenen primaren Antikorper aus den

Reaktionsgefallen zu entfernen.

Anordnung der einzelnen Schlauchstticke
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Auch der jeweilige sekundare Antikorper wurde entsprechend im Antikorper-
Puffer verdinnt und 30 Minuten vorinkubiert. Nach Absaugen der TBS-Lésung
des letzten Waschschrittes wurde in jedes Schlauchstick 1 ml der sekundaren
Antikorper-Losung gefullt. Wahrend der einstindigen Inkubation bei 37°C
konnte nun der mit Alkalischer Phosphatase konjugierte sekundare Antikorper
an den primaren Antikorper binden. Nach der Inkubation wurde der sekundare
Antikérper abgesaugt und es folgten wieder sechs Waschschritte mit 0,05 M

TBS, um Uberschussige ungebundene sekundare Antikérper zu entfernen.

2.9.2.3.3 Substratreaktion

Die adsorbierten Plasmaproteine konnten nun mit Hilfe des chromogenen
Substrates pNPP (p-Nitrophenyl-Phosphat, Sigma, Deisenhofen) detektiert
werden.

Nach dem Absaugen der 0,05 M TBS-Lésung wurde in jedes Schlauchstlck
je 1 ml Substratldsung pipettiert. Die Dauer der Substratreaktion hing vom
verwendeten Primarantikdrper ab und variierte zwischen sechs und zehn
Minuten. Bei subjektiv ausreichender Gelbfarbung der Lésung wurde die
Reaktion gestoppt. Dies erfolgte durch Abpipettieren von 900 ul der Lésung in
Eppendorf-Reaktionsgefalle, in die zuvor 250 ul 3 N NaOH-L6sung vorgelegt

worden waren.

2.9.2.3.4 Messung

Aus jedem Eppendorf-Reaktionsgefal® wurden drei Proben zu je 200 ul
entnommen und in die Wells einer Mikrotiterplatte (Greiner, Nurtingen) pipettiert.
Die Extinktionen wurden dann photometrisch im ELISA-Reader (Dynatech,
Modell MR 5000) bei 405 nm gemessen.

2.10 Analyse der Adsorptionsproteine durch ,,Western
Blotting“

Die auf der Innenflache der Schlauche adsorbierten Plasmaproteine wurden

abgeldst, konzentriert und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer
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auf eine Nitrozellulosemembran konnten die einzelnen Plasmaproteine durch

Reaktionen mit spezifischen Antikorpern detektiert werden.

2.10.1 Verarbeitung der Schlduche

Von jedem der sechs Schlauchmaterialien wurden neun Schlauche 120 Minuten
lang im Chandler-Loop-Modell mit je 20 ml Blut rezirkuliert. Die Schlauchringe
wurden geoffnet, das Blut wurde verworfen und die Schlduche mit physiologischer
Kochsalzlésung (10-12 Schlauchvolumina) sorgfaltig gespult. AnschlieRend
wurden sie mit einer Losung, die den organischen Komplexbildner EDTA
(Titriplex, Sigma, Deisenhofen, 20 mMol in 0,05 M PBS) enthielt, gespdlt (4-5
Schlauchvolumina).

Um die Adsorptionsproteine von den Fremdoberflachen zu eluieren, wurde 1 %-
ige SDS-L6sung (Sigma, Deisenhofen) in 0,05 M TBS verwendet. Dazu wurden
in jeden Schlauch 4 ml SDS-L6sung eingefullt, die Schlauchenden wurden mit
frischen Silikonkonnektoren wieder zu einem Schlauchring verschlossen. Die
SDS-Ldsung wurde fur 30 Minuten im Chandler-Loop-Modell (15 Umdrehungen
pro Minute) zirkuliert, um die Proteine von den Schlauchinnenflachen abzulésen.
AnschlieBend wurden die Schlauchringe geodffnet, die Eluate gepoolt (neun

Schlauche mit je 4 ml Eluat) und bei — 20°C eingefroren.

2.10.2 Konzentrierung der Eluate
Die Konzentrierung der Proben erfolgte mit Centriprep®-10-Réhrchen (Amicon,
Inc., Beverly, MA, USA) in der Zentrifuge (Cryofuge 8000, Heraeus, 3000 g,
25°C). Die 36 ml Eluat, die pro Schlauchmaterial gewonnen worden waren,
wurden in mehreren Zentrifugationsschritten auf eine Menge von jeweils ungefahr
1500 ul aufkonzentriert. Diese konzentrierten Proben wurden aliqotiert (35 ul pro

Eppendorf-Cup), in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei — 20°C gelagert.

2.10.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von
Bradford mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G 250 (Bradford, 1976).

Als Standard diente eine Lésung mit 0,2 mg/ml bovinem Serumalbumin. Von
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den zu bestimmenden konzentrierten Eluaten wurden 2 pul Probe vorgelegt
und mit 200 ul Bradford-Lésung versetzt. Die photometrische Messung wurde
in Mikrotiterplatten (Greiner, Nurtingen) durchgefthrt. Die Extinktionen wurden
in einem Mikrotiterplattenlesegerat (Dynatech, Modell MR 5000) bei 630 nm

gemessen.

2.10.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und

Immunoblotting

2.10.4.1 PROBENVORBEREITUNG

Die aufkonzentrierten Eluatproben wurden aufgetaut (von jedem Schlauchmaterial
eine, also insgesamt sechs Proben). Von jeder Probe wurden 10 ul in ein
Eppendorf-Cup vorgelegt und mit 25 ul reduzierendem SDS-Probenpuffer auf
35 ul aufgefullt. Die Proben wurden in einem Heizblock (HB-130, UNITEK) fur 5
Minuten auf 95°C erhitzt, um die Proteine vor der Elektrophorese zu denaturieren.
Die Proteine wurden durch diese Behandlung mit Sodiumdodecylsulfat (SDS)
markiert und erhielten eine negative Ladung, wodurch eine elektrophoretische
Trennung moglich wurde.

Zur Bestimmung der relativen Molekulmasse der Proteine diente ein HMW-Marker
(BioRad, Munchen). Der Marker enthielt folgende Eichproteine: Myosin (200
kDa), B-Galaktosidase (116,25 kDa), Phosphorylase b (97,4 kDa), Serumalbumin
(66,2 kDa), Ovalbumin (45 kDa). Vom Marker wurden wie von den Proben 10 pl
in ein Eppendorf-Cup vorgelegt und mit 25 ul reduzierendem Probenpuffer auf

35 ul aufgefullt.

2.10.4.2 SDS-PAGE
Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch SDS-PAGE nach Laemmli

(Laemmli, 1970). Es wurde eine vertikale Gelkammer (Bio-Rad) verwendet.
Das Gel bestand aus einem 8 %-igen Trenngel und einem 4 %-igen Sammelgel,
die Geldicke betrug 1 mm. Die aulieren Taschen des Gels links und rechts
wurden nicht belegt. Pro Geltasche wurden 35 ul Probe aufgetragen. Da zwei
Apparaturen ins Gerat passten, wurden bei jeder Elektrophorese parallel zwei

identische SDS-Gele hergestellt und nach dem selben Schema beladen. Die
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Elektrophorese wurde mit einem Elektrodenpuffer (siehe Tabelle) bei einer
Stromstarke von 20 mA durchgeflihrt. Es wurde zunachst eine Spannung von 70
Volt angelegt, die beim Ubergang der Proben ins Trenngel auf 200 Volt erhéht
wurde. Die Elektrophorese wurde beim Ubertritt der blauen Probenpufferlinie in

den Elektrodenpuffer gestoppt, dies war nach ungefahr 45 Minuten der Fall.

2.10.4.3 IMMUNOBLOTTING

Die Proteine wurden nach der Elektrophorese zunachst aus dem SDS-Gel auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Dadurch wurden die aufgetrennten
Makromolekule immobilisiert und gleichzeitig fir die weiteren Reaktionen mit den
spezifischen Antikdrpern gegen die jeweiligen Plasmaproteine exponiert.

Nach der Elektrophorese wurden Glasplatten und Spacer entfernt und das
Sammelgel mit einem Spatel abgetrennt und verworfen. Zwei Filterpapiere
(Extra Thick Filter Paper, Bio-Rad) und eine Nitrozellulosemembran (0,45
um PorengroRe, Bio-Rad) in der Grofle des Trenngels wurden zusammen
mit dem Trenngel 15 Minuten in Transferpuffer (siehe Tabelle) inkubiert. Die
Blottingapparatur wurde vorbereitet, indem ihre Graphitplatten mit Transferpuffer
gesattigt wurden. Dann wurden die folgenden Teile zur Anode orientiert
sandwichartig zusammengesetzt:

- Filterpapier

-  SDS-Gel

- Nitrocellulosemembran

- Filterpapier

Der Blotting-Vorgang erfolgte bei 15 V Uber einen Zeitraum von 30 Minuten.

2.10.4.4 »FasT-GREEN-FARBUNG«
Nach dem Blotten wurde die Nitrozellulosemembran (,Blot) zur richtigen
Seitenzuordnung fur die weiteren Versuche markiert. Der Blot wurde sofort in ein
Farbebad mit 0,1 % Fast Green (Merck, Darmstadt) in 1 % Essigsaure Uberfuhrt
und 5 Minuten unter leichtem Schutteln (Rotamax 120, Heidolph) inkubiert, um

eine ausreichende Farbung der Proteinbanden zu erreichen. Anschliel3end wurde
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die Reaktion durch grundliches Waschen des Blots mit destilliertem Wasser
gestoppt. Die Positionen der Banden des HMW-Markers wurden markiert. Das
Proteinmuster der verschiedenen Proben wurde durch Einscannen des Blots
in zwei Fallen dokumentiert. Zur Durchfuhrung der Antikrperreaktionen wurde
der Blot durch mehrere Waschschritte mit 0,2 M NaOH wieder entfarbt und mit

destilliertem Wasser gewaschen.

2.10.4.5 ,,BLOCKIERUNG" UNSPEZIFISCHER BINDUNGEN

Zunachst wurde durch Inkubation des Blots in 100 ml 3 %-iger Trockenmilch
(Sigma, Deisenhofen) Uber Nacht bei 4°C ein Blockierungsschritt durchgefuhrt.
Dadurch wurden freie Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran besetzt,
um bei der nachfolgenden Immunreaktion unspezifische Bindungen der

Antikorper auf der Oberflache der Membran zu verhindern.

2.10.4.6 ANTIKORPERREAKTION

Nach Entnahme aus der Blockierungslosung erfolgte eine Inkubation des Blots
in TTBS (0,05 % Tween® 20 in 20 mM TBS) fiir eine Minute, im Anschluss daran
drei jeweils funfminttige Waschschritte in TBS (20 mM) unter leichtem Schitteln.
Im ersten Schritt der Antikdrperreaktion wurde der Blot unter konstantem leichten
Schutteln flr zwei Stunden bei Raumtemperatur in 20 ml TBS inkubiert, denen
die entsprechende Menge des jeweiligen Primarantikorpers (siehe Tabelle)
hinzugefugt wurde.

Die verwendeten primaren und sekundaren Antikdrper entsprechen
weitgehend denen, die auch fur den modifizierten ELISA verwendet wurden.
Nach der zweistliindigen Inkubation mit dem primaren Antikdrper folgten
funf Waschschritte mit TBS zu jeweils zwei Minuten. Anschlielend
wurden 20 ml TBS zum Blot gegeben, zu denen der sekundare Antikorper
gemall den in der Tabelle angegebenen Konzentrationen gegeben wurde.
Nach zweistindiger Inkubation bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln

wurde der Blot funfmal fur jeweils zwei Minuten mit TBS gewaschen.
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2.10.4.7 SUBSTRATREAKTION

Nach der Bindung des primaren Antikorpers an das entsprechende auf dem
Blot fixierte Plasmaprotein konnte der sekundare Antikorper, der mit Alkalischer
Phosphatase (AP) konjugiert war, an den primaren Antikérper binden. Die
Alkalische Phosphatase katalysierte nach Hinzufigen der Substratlidsung
eine Farbreaktion, bei der stark gefarbte, unldsliche Produkte entstanden.
DurchdieFarbreaktionkonnteeine VisualisierungderAdsorptionsproteine erfolgen,
die entstandenen Produkte waren als Banden auf dem Blot zu sehen. Mit dieser
Methode konnen die Adsorptionsproteine, aber auch andere Makromolekile,
sehr spezifisch mit Hilfe verschiedener Antikérper identifiziert werden.
Das verwendete Substratsystem war 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/
nitro-blue tetrazolium (Sigma Fast™ BCIP/NBT, Sigma, Deisenhofen). Die
prazipitierende Substratldsung wurde wie vom Hersteller angegeben angesetzt,
20 ml Substratldsung wurden zum Blot gegeben. Nach ausreichender Farbung
wurde die Reaktion durch mehrmaliges Waschen mit destilliertem Wasser

abgestoppt, der Blot wurde luftgetrocknet und durch Einscannen dokumentiert.

2.11 Bestimmung der ldslichen Aktivierungsmarker im
Plasma

Um Konzentrationsanderungen der I0slichen Aktivierungsmarker des Gerinnung-
und des Komplementsystems zu erfassen, wurdenim Rahmen der Kinetikversuche
Blutproben aus den Schlauchen entnommen. Die Probenentnahmen erfolgten
vor der Rezirkulation des Blutes in den Schlauchen (Kontrolle), 15, 60 und 120
Minuten nach Beginn der Rezirkulation. Die Proben wurden mit herkdmmlichen
ELISA Kits gemal den Anweisungen der Hersteller auf die folgenden Marker hin
untersucht: B-Thromboglobulin (B-TG, Roche, Mannheim), Prothrombinfragment
1+ 2 (F 1+2, Dade Behring, Marburg), Thrombin/Antithrombin [lI-Komplex (TAT,
Dade Behring, Marburg), PMN-Elastase (Merck, Darmstadt), SC5b-9 Komplex
(INNOGENETICS, Heiden).
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3 ERGEBNISSE

Man nimmt an, dass die Adsorption und Aktivierung von Plasmaproteinen durch
den Kontakt mit Fremdoberflachen einen Einfluss auf samtliche nachfolgenden
Reaktionen des Gerinnungs-, Komplement- und Zellaktivierungssystems hat
und dadurch maRgeblich die Hamokompatibilitat von Biomaterialien beeinflusst.
Daher ist die Identifizierung der auf Biomaterialien adsorbierten Proteine
bezulglich ihrer Art und ihrer Quantitat von besonderem Interesse.

Durch die neue ELISA-Technik war es mdglich, immobilisierte Proteine auf
beschichteten und unbeschichteten Oberflachen zu vergleichen. Zusatzlich
wurden mit SDS-Eluaten Western Blots durchgefuhrt, um auch adsorbierte
Spaltprodukte und denaturierte Proteine zu detektieren. Des weiteren wurden mit
Hilfe kommerzieller ELISA-Kits die l6slichen Marker der Gerinnungs-, Komplement-
und Zellaktivierung bestimmt und mit den Proteinbindungskapazitaten korreliert.
An unbeschichteten Materialien wurden PVC und Silikon eingesetzt, bezlglich
der beschichteten Materialien wurden Beschichtungen mit Heparin (Carmeda
Bioactive Surface), Polypeptid, Gelatine und Polypeptid/ Heparin untersucht,

insgesamt wurden sechs verschiedene Biomaterialien verglichen.
3.1 Gerinnungssystem

3.1.1 Analyse der Adsorptionsproteine

3.1.1.1 FIBRINOGEN

Die Kinetik-Studie flur adsorbiertes Fibrinogen zeigt ein ahnliches
Adsorptionsmuster auf den beiden unbeschichteten Materialien PVC und Silikon
und den vier unterschiedlich beschichteten PVC-Schlauchen (siehe Abbildung
Seite 49). Es findet sich eine sehr schnelle Adsorption bereits 15 Minuten nach
Beginn des Blut-Biomaterial-Kontaktes. Nach 60 Minuten war eine Sattigung der
Oberflachen mit Fibrinogen erreicht. Dabei unterscheiden sich die verschiedenen
Materialien allerdings deutlich im Ausmalf ihrer Fibrinogenadsorption. Die beiden

unbeschichteten Materialien PVC und Silikon zeigten zu allen drei Zeitpunkten
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eine héhere Fibrinogenadsorption als die beschichteten Schlauche. Deutliche
Unterschiede waren zwischen den unbeschichteten Schlduchen PVC und Silikon
und den Beschichtungen Heparin und Polypeptid/ Heparin messbar, letztere
prasentierten im Vergleich zu den unbeschichteten Schlduchen signifikant

niedrigere Fibrinogenadsorptionen (p<0,05).

Wie bereits oben beschrieben wurden die oberflachengebundenen
Plasmaproteine, die mittels SDS eluiert werden konnten, mit Hilfe von ,Western
Blotting“-Methoden analysiert. Die Daten der Immunoblots zeigen, dass alle neun
verschiedenen Proteine, die getestet wurden, in den Eluaten nachweisbar waren.
Zusatzlich zu den Proteinen, fur die Kinetiken durchgefuhrt wurden, wurden zwei
weitere ,Western Blotting“-Versuche mit Hsp 70 und CD 41 durchgeflihrt, diese
Daten werden daher nicht im direkten Vergleich zu den jeweiligen Kinetiken
gezeigt, sondern extra aufgefuhrt.

Die SDS-Eluate sind von links nach rechts entsprechend der Beschriftung in
immer derselben Reihenfolge aufgetragen, ganz links und ganz rechts wurde
ein Proteinmarker mit definierten Molekulmassen aufgetragen. Zum Vergleich
herangezogen werden soll der ganz rechts aufgetragene Proteinmarker aufgrund
der besseren Qualitat. Zur Gesamtproteindarstellung auf dem Blot wurde eine

.Fast Green“-Farbung durchgefuhrt.

3.1.1.2 FIBRONEKTIN
Die Darstellung der Iﬂ'neti{( fi'ﬂ' dig A&isorgtiorl3 vop Fibrorl(%gn zeigt ein
Marker =M m

Polypeptid = 1 « —— 200
Gelatine = 2
Polypep/Hep = 3 —m _ 116
Heparin = 4 - —— 97
PVC =5 = —— 66

Silikon =6

Abbildung 1-0: Fast Green,
Gesamtproteinfarbung auf dem Western
Blot.
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Wie bereits in der Kinetik gezeigt, konnten auf den Heparin- bzw. Polypeptid/
Heparin-beschichteten Schlauchen signifikant niedrigere Mengen Fibrinogen
detektiert werden, dies gilt auch fir den Western Blot. Dort zeigt sich im Prinzip ein
ahnliches Bandenmuster im Vergleich der Eluate der verschiedenen Oberflachen,
wobei die Unterschiede in der Auspragung der Banden deutlich zutage treten und
die Banden der Eluate der Heparin- und der Polypeptid/ Heparin-Beschichtung

nur schwach zu sehen sind.

Fibrinogen [axt.]

2.507 Hw
2.25

2,001 Hepann
ol Silikon
1.501

1.25] | Polypep
1.001

075 Gelatine
0.50 B rolrilep

0.25]
0.00~

Abbildung 1-1: Zeitlicher Verlauf der Fibrinogenadsorption aus humanem Vollblut

an die sechs obengenannten Biomaterialien (Mittelwert + SD; n = 3).

Marker = M —r—ﬁﬁﬁm g}

Polypeptid =1 | s ,

Gelatine = 2 : ih |

Polypep/Hep = 3 } 1 |
Heparin = 4

PVC =5 — i |

Silikon =6 F !

Abbildung  1-2: Immunoblot Muster des
eluierten Fibrinogen nach Blutkontakt mit den

entsprechenden Biomaterialien (120 Minuten).

49




Ergebnisse

ahnliches Muster wie die der Fibrinogen-Adsorption. Es findet sich auch hier
eine sehr schnelle Fibronektin-Adsorption 15 Minuten nach Beginn des Blut-
Fremdoberflachen-Kontaktes. Nach 60 Minuten war ebenfalls wieder eine
Sattigung der Oberflache erreicht. Beim Vergleich der Materialien untereinander
zeigten sich wieder deutliche Unterschiede. Die unbeschichteten Materialien
PVC und Silikon unterschieden sich in ihrem Adsorptionsverhalten fur Fibronektin
nicht von der Heparin- und der Polypeptid/ Heparin-Beschichtung. Die Gelatine-
beschichteten Schlauche zeigten hingegen eine so hohe Adsorption von
Fibronektin, dass zur Auswertung eine 1:3 — Verdinnung des Versuchsansatzes
vor Einlesen im ELISA-Reader erfolgen musste. Entsprechend signifikant waren
die Unterschiede in der Fibronektin-Adsorption im Vergleich zu den funf anderen
Biomaterialien (p<0,05), letztere zeigten deutlich niedrigere Werte fur die
Fibronektin-Adsorption. Die Polypeptid-Beschichtung lag in ihrem Fibronektin-
Adsorptionsverhalten hoher als PVC, Silikon, Heparin- und Polypeptid/ Heparin-
Beschichtung, wobei p<0,05 nur fur die 15- und die 60- Minuten-Werte erfullt
war. Im Vergleich zur Gelatinebeschichtung lagen die Werte der Polypeptid-
Beschichtung jedoch stets signifikant niedriger.

Auch der Western Blot zeigte ein besonders stark ausgepragtes Bandenmuster
der Albumin- und Gelatine-Eluate, wobei interessanterweise die Banden des
Albumineluates nochmals deutlich starker waren. Die unbeschichteten PVC- und
Silikonschlauche waren inihrem Bandenmuster wesentlich schwacher, hoben sich
aber noch deutlich von der Heparin- und der Poplypeptid/ Heparin-Beschichtung
ab, die wie auch in der Kinetik die relativ niedrigste Fibronektinadsorption

zeigten.
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Fibronektin (Gel.: 1:3 verdunnt) [ext.]
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Abbildung 2-1: Zeitlicher Verlauf der Fibronektinadsorption aus humanem Vollblut

an die sechs obengenannten Biomaterialien (Mittelwert £ SD; n = 3).

Marker = M

Polypeptid = 1
Gelatine = 2 r
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Heparin = 4 :
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Abbildung 2-2: Immunoblot Muster des
eluierten Fibronektin nach Blutkontakt mit
den entsprechenden Biomaterialien (120

Minuten).
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3.1.1.3 HicH MoLecuLAr WEIGHT KininoGen (HMWK)

Bezuglich der Adsorption von HMWK an den verschiedenen Biomaterialien soll
in der Kinetik nur auf das Adsorptionsverhalten an den Heparin-beschichteten
Oberflachen eingegangen werden. Die anderen Materialien zeigten von Beginn
an und auch im zeitlichen Verlauf nur ,Baseline“-Konzentrationen an HMWK,
worauf in der Diskussion naher eingegangen werden wird. Fur die Heparin-
beschichtete Oberflache war nach 15minuatigem Blutkontakt ebenfalls keine
signifikante HMWK-Adsorption nachweisbar, wohl aber nach 60 und 120 Minuten.
Es zeigt sich im Verlauf eine kontinuierliche Zunahme der HMWK-Adsorption,
ohne dass eine Sattigung erreicht wurde. Die hochste Konzentration wurde am
Ende des Experiments (nach 120 Minuten) gemessen. Allerdings war auch erst
der 120-Minuten-Wert signifikant hoher als derjenige der anderen funf Materialien
(p<0,05). Auch darauf wird in der Diskussion naher eingegangen werden.

Deutlicher als in der Kinetik zeigt sich die Adsorption von HMWK an die Heparin-
beschichteten Schlauche in der Untersuchung der Eluate mittels des Western
Blot. Bei 100-110 kDa prasentiert sich, starker an der reinen Heparinbeschichtung,
schwacher an der Polypeptid/ Heparin-Beschichtung, eine immunoreaktive

»Hauptbande®, die mit dem intakten Molekul korrespondiert.

HMWEK [axt.]
1.507 e
1.25 Heparin
1.007 Silikon
0.73 [T rarypep
0.50 L Gelatine
0.25 [ 1 rorfHep

0.00~

Abbildung 3-1: Zeitlicher Verlauf der HMWK-Adsorption aus humanem Vollblut

an die sechs obengenannten Biomaterialien (Mittelwert £ SD; n = 3).
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Marker =M &= o —u
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Abbildung 3-2: Immunoblot Muster des
eluierten HMWK nach Blutkontakt mit
den entsprechenden Biomaterialien (120
Minuten).

3.1.1.4 ProTHROMBIN/ THROMBIN

Die Adsorption von Prothrombin/Thrombin an unbeschichteten PVC- und
Silikon-Schlauchen und den Beschichtungen mit Polypeptid, Gelatine und
Polypeptid/ Heparin ging nicht Uber ,Baseline“-Konzentrationen hinaus und
zeigte Uberdies auch im zeitlichen Verlauf keine Veranderungen. An den Heparin-
beschichteten PVC-Schlauchen zeigte sich eine sehr schnelle Prothrombin/
Thrombin-Adsorption, gleichzeitig war der 15-Minuten-Wert auch der hochste
Konzentrationswert, im weiteren fielen die Konzentrationen an adsorbiertem
Prothrombin/Thrombin signifikant ab. Dabei war der 120-Minuten-Wert — wie
auch der 15- und der 60-Minuten-Wert — im Vergleich zu den finf anderen

Materialien signifikant erhoht.
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Prothrombin/Thrombin [ext.]
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Abbildung 4-1: Zeitlicher Verlauf der Prothrombin/ Thrombin-Adsorption aus
humanem Vollblut an die sechs obengenannten Biomaterialien (Mittelwert + SD;
n=3).

3.1.1.5 AntitHrRomBIN 11T (AT 111)

Die Adsorption von Antithrombin Ill stellt sich ebenfalls als schneller, innerhalb
der ersten 15 Minuten nach Beginn des Experiments ablaufender Prozess dar. Im
weiteren Verlaufwurden nach 60 bzw. 120 Minuten keine hdheren Konzentrationen
mehr gemessen, so dass von einer Sattigung ausgegangen werden kann. Die
hochsten Konzentrationen wurden an den Heparin-beschichteten Schlauchen
gemessen, sie lagen signifikant hoher als die der anderen funf Materialien,
insbesondere auch als die der anderen heparinhaltigen Beschichtung, der
Polypeptid/ Heparin-Beschichtung. Diese zeigte die zweithdchsten AT IlI-
Konzentrationen, die sich ebenfalls signifikant von denen der restlichen vier
Materialien unterschieden. Wegen der hohen AT lll-Konzentrationswerte der
Kontrollen wird in der Diskussion naher auf diese Kinetik eingegangen werden.

Auch der Western Blot bestatigte die in der Kinetik dargestellten Ergebnisse
und erhartete sie vor allem in ihrer Aussagekraft, die aufgrund der hohen
Ausgangswerte der Kontrollen sonst fur sich betrachtet eingeschrankter ware.

So zeigen sich aber in den Eluaten der Heparin- und der Polypeptid/ Heparin-
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Beschichtung jeweils zwei deutliche Banden bei ca. 50 kDa, wahrend auf keinem
der Ubrigen Materialien Banden detektiert werden konnten. Korrespondierend zu
den Ergebnissen der Kinetik unterschieden sich die Heparin- und die Polypeptid/
Heparin-Beschichtung aber in der Intensitat der Banden, das Eluat der Heparin-
Beschichtung enthielt hohere AT-llI-Mengen als das der Polypeptid/ Heparin-
Beschichtung und fiihrte zu wesentlich intensiver gefarbten Banden.

AT [l [ext.]

2.257
2.00
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1.50
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Silikon
Albumin
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Abbildung 5-1: Zeitlicher Verlauf der Antithrombin [lI-Adsorption aus humanem

Vollblut an die sechs obengenannten Biomaterialien (Mittelwert £ SD; n = 3).
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Abbildung 5-2: Immunoblot Muster des
eluierten Antithrombin Ill nach Blutkontakt
mit den entsprechenden Biomaterialien
(120 Minuten).
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3.1.2 Losliche Aktivierungsmarker

3.1.2.1 THROMBIN-ANTITHROMBIN-KOMPLEX (TAT)

Nach 60 Minuten Kontakt des Blutes mit den Fremdoberflachen ist es zu
einer deutlichen Generierung von Thrombin-Antithrombin-Komplexen bei den
PVC-, Silikon- und den Heparin-beschichteten Schlauchen gekommen. Auf
die Werte aus den Heparin-beschichteten Schlauchen wird in der Diskussion
noch eingegangen werden. Im Vergleich zu den 120-Minuten-Werten kommt
es zu keiner signifikanten Konzentrationsanderung mehr. Dies gilt auch fur die
drei anderen Materialien Polypeptid, Gelatine und Polypeptid/ Heparin, fur die
ebenfalls keine signifikanten Veranderungen zwischen 60 und 120 Minuten
gemessen werden konnten. Die Beschichtung mit Polypeptid zeigte im Vergleich
zu den Kontrollen keine signifikanten Anstiege in den TAT-Konzentrationen. Gar
kein TAT-Konzentrationsanstieg konnte in den Polypeptid/ Heparin-beschichteten
Schlauchen erhoben werden. Im Vergleich der Materialien untereinander
unterscheiden sich PVC, die Heparin-Beschichtung und Silikon signifikant von

der Beschichtung mit Polypeptid/ Heparin.
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der TAT-Konzentration wahrend 120-minutiger
Zirkulation von humanem Vollblut in Schlauchen aus den sechs obengenannten

Biomaterialien (LS Means Plot; n = mind. 5, max. 13).
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3.2 Komplementsystem

3.2.1 Analyse der Adsorptionsproteine

3.2.1.1C3

Die Kinetik fur die Adsorption des Komplementfaktors C3 zeigte ein ahnliches
Muster wie die des Fibrinogen. Die Adsorption von C3 geschieht sehr schnell,
bereits 15 Minuten nach Beginn des Blut-Biomaterial-Kontaktes sind die
Oberflachen von PVC und Silikon und die der Gelatine-Beschichtung gesattigt.
Fur die Polypeptid-Beschichtung gilt dies nach 60 Minuten. Die Heparin-
Beschichtung zeigt keine eindeutige Kinetik, wahrend sich bei der Polypeptid/
Heparin-Beschichtung eine diskrete kontinuierliche Konzentrationszunahme
zeigt, wobei sich bei letzterer kein Sattigungspunkt ausmachen lasst, die hochste
Konzentration wurde am Ende des Experiments nach 120 Minuten gemessen.
Die verschiedenen Materialien unterscheiden sich deutlich im Ausmal} ihrer
C3-Adsorption. Die beiden unbeschichteten Materialien PVC und Silikon
und die Polypeptid-beschichteten PVC-Schlauche unterschieden sich in
ihrem Adsorptionsverhalten fur C3 kaum voneinander, zeigten zu allen drei
Zeitpunkten aber eine deutlich hohere C3-Adsorption als die Beschichtungen
mit Heparin, Polypeptid/ Heparin und Gelatine (p<0,05). Die C3-Konzentrationen
der Gelatine-Beschichtung lagen dabei hdher als die der Heparin- und der
Polypeptid/ Heparin-Beschichtung. Im Vergleich der letzteren untereinander
zeigte die Polypeptid/ Heparin-Beschichtung sogar signifikant niedrigere Werte
als die Heparin-Beschichtung und damit die niedrigsten C3-Konzentrationen der
sechs untersuchten Biomaterialien.

Das intakte C3-Molekul besteht aus einer schweren (a)-Kette (110 kDa) und
einer leichten (B) Kette (75 kDa). Der Western Blot zeigt, dass die leichte ()
Kette (75 kDa) von C3 auf allen sechs Biomaterialien adsorbiert wurde, aber die
Eluate aus den Heparin-haltigen Beschichtungen enthielten deutlich niedrigere
Mengen dieses Fragments als die unbeschichteten PVC- und Silikon- Schlauche

und die Gelatine-beschichteten Schlauche.
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Abbildung 7-1: Zeitlicher Verlauf der C3-Adsorption aus humanem Vollblut an die

sechs obengenannten Biomaterialien (Mittelwert + SD; n = 3).
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Abbildung 7-2: Immunoblot Muster des
eluierten C3 nach Blutkontakt mit den
entsprechenden  Biomaterialien (120

Minuten).

3.2.1.2 C1-ESTERASE-INHIBITOR

Die Konzentrationen an adsorbiertem C1-Esterase-Inhibitor zeigten fur die
unbeschichteten Materialien PVC und Silikon und fur die Beschichtungen
mit Polypeptid und Gelatine keine Uber ,Baseline“-Niveau hinausgehenden

Werte. Im zeitlichen Verlauf ergaben sich keine Anderungen, es kénnen keine
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Aussagen Uber Sattigungen gemacht werden. Dies ftrifft im Prinzip auch flr
die Polypeptid/ Heparin-Beschichtung zu. Die Heparin-Beschichtung hingegen
adsorbierte schnell eine signifikante Menge an C1-Esterase-Inhibitor, der Wert
nach 15 Minuten war der hochste, der Wert nach 120 Minuten lag niedriger. Die
C1-Esterase-Inhibitor-Konzentration auf der Heparin-Beschichtung war zu allen
Zeitpunkten hoher als die der anderen Biomaterialien.

Wesentlich deutlicher als die Kinetik kann der Western Blot die C1-Esterase-
Inhibitor-Adsorption auf den Heparin- und Polypeptid/ Heparin-beschichteten
Schlauchen abbilden. Die Banden der Eluate sind zwar ganz diskret auf
allen sechs Biomaterialien nachweisbar, die Banden der mit Heparin
versehenen Beschichtungen treten jedoch wesentlich deutlicher hervor,
wobei interessanterweise die Polypeptid/ Heparin-Beschichtung noch hdhere
Intensitaten der Banden zeigt als die Heparin-Beschichtung. Die zwei
Hauptbanden lagen bei ca. 90-100 kDa, was der Molekllmasse des intakten

Moleklls entspricht.
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Abbildung 8-1: Zeitlicher Verlauf der C1-Esterase-Inhibitor-Adsorption aus
humanem Vollblut an die sechs obengenannten Biomaterialien (Mittelwert £ SD;
n = 3).
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Abbildung 8-2: Immunoblot Muster des
eluierten  C1-Esterase-Inhibitor  nach
Blutkontakt mit den entsprechenden
Biomaterialien (120 Minuten).

3.2.2 Lésliche Aktivierungsmarker

3.2.2.1 TERMINALER KomPLEMENT KompLEx (TCC)

Zur Beurteilung der Komplementaktivierung wurden in der Gruppe der loslichen
Aktivierungsmarker die Konzentrationen des terminalen Komplementkomplexes
gemessen. Nach 60 Minuten waren die TCC-Konzentrationen aus PVC, Silikon
und den Beschichtungen mit Polypeptid und Gelatine signifikant gegentber
den Ausgangswerten vor dem Blut-Fremdoberflachen-Kontakt erhoht.
Zwischen 60 und 120 Minuten war keine weitere signifikante Zunahme der
TCC-Konzentrationen messbar. Fur die Polypeptid/ Heparin-Beschichtung war
kein signifikanter TCC-Wert gegenliber dem Ausgangswert messbar, fur die
Heparinbeschichtung erst nach 120 Minuten. Es zeigten sich grol3e Unterschiede
in der Bildung von TCC im Vergleich der verschiedenen Materialien untereinander.
Die TCC-Konzentrationen aus den unbeschichteten PVC- und Silikon-Schlauchen
waren sehr deutlich gegenltber denen der beschichteten Materialien erhoht und
unterschieden sich dabei signifikant von den beschichteten Materialien. PVC
und Silikon selbst unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Bei den
Beschichtungen unterschieden sich die TCC-Konzentrationen von Heparin und
Polypeptid/ Heparin kaum, ebenso lagen die TCC-Konzentrationen von Polypeptid

und Gelatine sehr nahe beeinander. Heparin und Polypeptid/ Heparin zeigten die
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niedrigsten Werte an TCC-Konzentrationen aller sechs Biomaterialien, dabei
bestanden allerdings keine Signifikanzen gegenuber den Werten von Gelatine

und Polypeptid.
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Abbildung 9: Zeitlicher Verlauf der Konzentration von TCC wahrend 120-minutiger
Zirkulation von humanem Vollblut in Schlauchen aus den sechs obengenannten

Biomaterialien (LS Means Plot; n = mind. 5, max. 13).

3.2.2.2 PMN-ELASTASE

Fur alle untersuchten Materialien konnte eine Zunahme der Konzentration an

PMN-Elastase im Versuchsverlauf festgestellt werden. Dabei war jedoch nur
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der Konzentrationsanstieg von PVC und Silikon nach 60 Minuten signifikant.
Fur PVC war der Anstieg zwischen 60 und 120 Minuten nochmals signifikant.
Ein statistisch relevanter Anstieg konnte nach 120 Minuten fur die Heparin-
und die Gelatine-Beschichtung festgestellt werden. Keinerlei signifikante
Konzentrationssteigerung an PMN-Elastase konnte fur Polypeptid und Polypeptid/
Heparin gemessen werden. Im Vergleich der Materialien untereinander lagen
das unbeschichtete Silikon und die verschiedenen Beschichtungen mit ihren
PMN-Elastase-Konzentrationen nahe beeinander, zwischen diesen Materialien
waren keine statistisch bedeutsamen Unterschiede zu verzeichnen. Von allen
Materialien zeigte PVC die hochsten PMN-Elastase-Konzentrationen, diese
waren im Vergleich zu den Ubrigen funf Materialien aber erst fur die 120-Minuten-

Konzentrationen signifikant.
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der Konzentration von PMN-Elastase wahrend
120-minudtiger Zirkulation von humanem Vollblut in Schlauchen aus den sechs

obengenannten Biomaterialien (LS Means Plot; n = mind. 5, max. 13).
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3.3 Weitere Bestimmungen

3.3.1 Analyse der adsorbierten Proteine

3.3.1.1 ALBUMIN

Alle sechs untersuchten Biomaterialien zeigten eine sehr schnelle Adsorption
von Albumin an ihren Oberflachen, mit Ausnahme von PVC ist bereits
nach 15 Minuten eine Sattigung eingetreten. Die PVC-Schlauche hingegen
demonstrieren eine leichte kontinuierliche Zunahme der Konzentration, deren
hdchster Wert am Ende des Experiments nach 120 Minuten gemessen wird,
so dass kein Sattigungszeitpunkt bestimmt werden kann. Entsprechend der
Zusammensetzung der Beschichtung zeigen die Polypeptid-beschichteten
und die Polypeptid/ Heparin-beschichteten Schlauche zu allen Zeitpunkten die
hdchsten Albuminkonzentrationen, die sich signifikant von den unbeschichten
Schlauchen und den Beschichtungen mit Gelatine und Heparin unterschieden.
Dabei liegen die Konzentrationen an den Polypeptid/ Heparin-beschichteten
Schlauchen nochmals signifikant Uber denen der Polypeptid-Beschichtung. Die
niedrigsten Adsorptionswerte fur Albumin wurden an den Heparin-beschichteten
Schlauchen gemessen, sie lagen dabei deutlich unter denen von PVC, Silikon
und der Gelatine-Beschichtung.

Entsprechend der unterschiedlichen Zusammensetzung der einzelnen
Beschichtungen zeigten sich im Immunblot ahnliche Ergebnisse wie in der
Kinetik. Die Eluate aller untersuchten Biomaterialien enthielten Albumin, was
sich in einer bei allen Materialien nachweisbaren Bande bei ungefahr 65 kDa
manifestierte, was der Molekulmasse von Albumin entspricht. Allerdings wurde
Albumin in unterschiedlichen Quantitaten adsorbiert, die Banden unterschieden
sich deutlich in ihrer Intensitat. Die hohen Werte der Kinetik der Polypeptid/
Heparin-Beschichtung lieRen sich auch in der Lane des Eluates aus diesen
Schlauchen nachweisen, zusatzlich zu obengenannter Bande war eine Farbung

der ganzen Lane detektierbar.
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Abbildung 11-1: Zeitlicher Verlauf der Albumin-Adsorption aus humanem Vollblut

an die

sechs obengenannten Biomaterialien (Mittelwert £ SD; n = 3).
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Abbildung 11-2: Immunoblot Muster des
eluierten Albumin nach Blutkontakt mit
den entsprechenden Biomaterialien (120

Minuten).
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3.3.1.2 HitzescHockproTEIN 70 (Hsp 70)

Bei ungefahr 75-85 kDa konnten Banden von adsorbiertem Hsp 70 in den Eluaten
aus Polypeptid, Gelatine, PVC und Silikon nachgewiesen werden. Aus den
Eluaten der Polypeptid/ Heparin- und der Heparin-Beschichtung wurden keine
Banden detektiert. Die detektierten Banden unterschieden sich in ihrer Intensitat
und damit in der Quantitat des adsorbierten Hsp 70, die Intensitat der Bande von

unbeschichtetem PVC war am hochsten.
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Abbildung 12: Immunoblot Muster des
eluierten Hsp 70 nach Blutkontakt mit
den entsprechenden Biomaterialien (120

Minuten).

3.3.1.3 CD41

Obwohl nur auf den Polypeptid- und den Gelatine-beschichteten Schlauchen
Zellen elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden konnten, fand sich
adsorbiertes CD41 auf den Oberflachen aller sechs Biomaterialien, wobei sich
deutliche Unterschiede im Bandenmuster fanden, die doch recht gut mit dem
Nachweis von Zellen korrespondieren. Polypeptid und Gelatine, auf denen
Zellen nachweisbar waren, zeigen ein gleiches Bandenmuster, wobei Gelatine
die hohere Bandenintensitat generierte. Die beiden Banden, die bei diesen
Materialien am starksten ausgepragt waren, lielen sich auch bei PVC und
Silikon, aber schwéacher, nachweisen. Die obere der Banden konnte auch bei
den Polypeptid/ Heparin- und Heparin-Beschichtungen nachgewisen werden,

allerdings deutlich schwacher. Diese obere Bande wurde bei 115 kDa detektiert,
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was der Molekulmasse des intakten Proteins entspricht. Die untere Bande,
die bei den ubrigen Materialien die jeweils starkste war, war bei diesen kaum
detektierbar. Die Polypeptid/ Heparin- und die Heparin-Beschichtung zeigten
damit die geringste Adsorption von CD41.
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Abbildung 13: Immunoblot Muster des
eluierten CD41 nach Blutkontakt mit
den entsprechenden Biomaterialien (120

Minuten).

3.3.2 Thrombozyten

3.3.2.1. THROMBOZYTENZAHL

Die verschiedenen Biomaterialien férdern in unterschiedlichem Male die Adhasion
von Thrombozyten aufihren Oberflachen, was sich in einer unterschiedlich grof3en
Depletion zirkulierender Thrombozyten nach der Rezirkulation zeigte. Zwischen
den Thrombozytenzahlen eines jeweiligen Materials zu den Zeitpunkten 60 und
120 Minuten waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar. Im Vergleich
der Materialien untereinander zeigten Heparin und Polypeptid/ Heparin nach
120 Minuten die hochsten Thrombozytenzahlen, es kam zu keiner statistisch
relevanten Anderung der Thrombozytenzahl gegeniiber dem Ausgangswert.
Heparin unterschied sich au3er von Polypeptid/ Heparin signifikant von den

Ubrigen vier Biomaterialien. Polypeptid/ Heparin unterschied sich statistisch
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relevant von Polypeptid, Gelatine und Silikon, nicht aber von Heparin und
PVC. Die niedrigste Thrombozytenzahl nach 120 Minuten Rezirkulation lief
sich fur Silikon nachweisen, dieser Wert war bei 60 Minuten gegenuber allen
anderen Materialien signifikant erniedrigt, nach 120 Minuten war allerdings kein

signifikanter Unterschied zu Gelatine mehr messbar.
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Abbildung 14: Zeitlicher Verlauf der Thrombozytenkonzentration wahrend
120-minutiger Zirkulation von humanem Vollblut in Schlauchen aus den sechs

obengenannten Biomaterialien (LS Means Plot; n = mind. 5, max. 13).

3.3.2.2 THROMBOZYTENAKTIVIERUNG, [3- THROMBOGLOBULIN

Die Konzentrationen eines weiteren Markers der Thrombozytenaktivierung, des
B-Thromboglobulin, waren innerhalb von 60 Minuten bei allen Biomaterialien
signifikantangestiegen. Furkeines der Biomaterialien war ein statistisch relevanter
Unterschied zwischen 60 und 120 Minuten festzustellen. Es fanden sich deutliche

Unterschiede im direkten Vergleich der verschiedenen Schlauchmaterialien.
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Die pB-Thromboglobulin-Konzentrationen aus den unbeschichteten PVC- und
Silikonschlauchen waren am hochsten und unterschieden sich dabei kaum
voneinander. Es bestanden auch keine Signifikanzen gegenuber den niedrigeren
Werten der Polypeptid- und Gelatine-Beschichtungen. Die niedrigsten (-
Thromboglobulin-Konzentrationen wurden fur die Beschichtungen mit Heparin
und Polypeptid/ Heparin gemessen. Heparin und Polypeptid/ Heparin
unterschieden sich darin aber nicht signifikant voneinander. Diese niedrigsten
Konzentrationen der Heparin- und Polypeptid/ Heparin-Beschichtungen waren
gegenuber PVC, Silikon und den Beschichtungen mit Polypeptid und Gelatine

signifikant niedriger.
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Abbildung 15: Zeitlicher Verlauf der Konzentration von B-Thromboglobulin
wahrend 120-minatiger Zirkulation von humanem Vollblut in Schlduchen aus den

sechs obengenannten Biomaterialien (LS Means Plot; n = mind. 5, max. 13).
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Wahrend der 120-minutigen Zirkulation des Blutes in den verschiedenen
beschichteten und unbeschichteten Schlauchmaterialien im Chandler-
Loop-Modell konnten Unterschiede im Anstieg der untersuchten humoralen
Aktivierungsmarker, in den Adsorptionsintensitaten der Plasmaproteine und in
der Spaltung bzw. Denaturierung bestimmter Adsorptionsproteine gemessen
werden.

Die Konzentrationen der humoralen Aktivierungsmarker stiegen in der
unbeschichteten Gruppe PVC und Silikon am deutlichsten an und lagen signifikant
hoher als die der Heparin-beschichteten Gruppe (Heparin bzw. Polypeptid/
Heparin). Die Beschichtungen mit Polypeptid und Gelatine fuhrten je nach
untersuchtem Marker teilweise zu ahnlich hohen Konzentrationsanstiegen wie die
der unbeschichteten Gruppe bzw. nur geringen Anstiegen und ahnlich niedrigen
Konzentrationen wie die Heparin-beschichtete Gruppe. Sowohl die Aktivierung
des Gerinnungssystems als auch die von Komplementsystem und Granulozyten
liel sich durch die Verwendung der Heparin-(haltigen) Beschichtungen erheblich
reduzieren.

Die Ergebnisse der Ioslichen Aktivierungsmarker lassen sich mit
den Adsorptionsintensitaten der jeweiligen, flir die verschiedenen
Kaskadenreaktionen/-systeme verantwortlichen Plasmaproteine korrelieren.
In den Untersuchungen zeigte sich fur die verschiedenen Plasmaproteine ein
Uberwiegend unterschiedliches Adsorptionsverhalten beztglich unbeschichteter,
Heparin-beschichteter und anders beschichteter Oberflachen. Auf den Heparin
bzw. Polypeptid/ Heparin-beschichteten Oberflachen konnten vergleichsweise
hohe Konzentrationen an adsorbiertem HMWK, C1-Esterase-Inhibitor und
AT Il nachgewiesen werden. Umgekehrt dazu stellte sich die Adsorption von
Fibrinogen, Fibronektin, C3 und CD41 dar, hier konnten auf den unbeschichteten
und Polypeptid- bzw. Gelatine-beschichteten Oberflachen vergleichbar
hohere Konzentrationen gemessen werden. Bezlglich des zeitlichen Ablaufs
konnte festgestellt werden, dass die Adsorption der Plasmaproteine an die
Fremdoberflachen ein relativ schneller Vorgang ist, der bereits in den ersten 15-

30 Minuten des Blut-Fremdoberflachenkontaktes stattfindet und haufig schon zu
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diesem Zeitpunkt einen Sattigungswert erreicht hat.

In den Western Blots zeigten sich teilweise fur die sechs untersuchten Materialien
weitgehend gleiche Bandenmuster, wobei sich die Banden dabei bisweilen
deutlich in ihrer Intensitat und damit in der relativen Menge an adsorbiertem
Protein unterschieden. Dies galt fur die Immunoblots von Fibrinogen, Albumin,
CD41 und Hsp 70. Teilweise fand sich jedoch eine hdhere Denaturierung
bestimmter Adsorptionsproteine durch unbeschichtete Oberflachen im Vergleich
zu den Heparin-Beschichtungen, so dass nicht nur unterschiedliche Intensitaten
der Banden, sondern auch unterschiedliche Bandenmuster detektiert werden
konnten. Dies war bei HMWK, Fibronektin und C3 der Fall. Die Detektion von
relativ kleinen adsorbierten C3-Fragmenten, die mit den Molekularmassen
bekannter Aktivierungsmarker des Komplementsystems korrelierten, wies auf
eine Komplementaktivierung durch unbeschichtete bzw. mit Polypeptid oder
Gelatine beschichtete Oberflachen hin. Auf den mit Polypeptid und Gelatine
beschichteten Oberflachen waren adharente Zellen sichtbar (REM), was
die hochsten Konzentrationen an CD41 erklart. Dennoch konnten auf den
unbeschichteten Oberflachen ebenfalls vergleichsweise hohe Konzentrationen
an CD41 nachgewiesen werden, obwohl keine adharierten Zellen zu sehen
waren. Die Polypeptid/ Heparin-beschichteten bzw. Heparin-beschichteten
Schlauche, auf denen ebenfalls keine adharierten Zellen gesehen wurden,

zeigten die niedrigsten CD41-Konzentrationen.
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4 DISKUSSION

Die Diskussion gliedert sich in drei Abschnitte. Im ersten Teil werden die im Rahmen
der Arbeit angewendeten Methoden erlautert und die Auswahl ihrer jeweiligen
Komponenten begrindet. Im zweiten Abschnitt sollen die erzielten Ergebnisse
diskutiert und in den Kontext bisher bekannter Ergebnisse und Sachverhalte
eingebunden werden. Dabei sollen auch mogliche Wirkmechanismen, die
entscheidend zur Hamokompatibilitat von Biomaterialien beitragen konnten,
diskutiert werden. Der dritte Teil befasst sich mit den Schlussfolgerungen, die

aus den in der Arbeit erzielten Ergebnissen gezogen werden kdnnen.

4.1 Konzeption

Der Kontakt von Blut mit Fremdoberflachen im Rahmen der extrakorporalen
Zirkulation ist mit einer Aktivierung von Blutzellen und den Systemen der
proteolytischen Enzyme im Plasma (Komplement-, Gerinnungs-, Fibrinolyse und
F Xll-Kallikrein-Kinin-Kaskade) verbunden (Hill, 1998; Wan et al., 1997; Yung et
al., 2000). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Hadmokompatibilitat
von Fremdoberflachen durch verschiedene Oberflachenmodifikationen deutlich
verbessert werden kann (Wendel und Ziemer, 1999). Dabeiwurden entscheidende
Erfolge bisher vor allem durch Heparinbeschichtungen erzielt. Gott et al. (Gott et
al., 1963) berichteten bereits 1963 von einer Heparinbeschichtung an Kunststoffen,
die mit Graphit vorbehandelt wurden. In den darauf folgenden Jahren wurde an
einer verbesserten ionischen Beschichtungstechnik Uber eine Bindung des
negativ geladenen Heparinmolekils an positiv geladene, festphasengebundene
Ammoniumionen gearbeitet (Grode et al., 1969, Lagergren und Erikson, 1971).
1983 wurde die derzeit etablierte Methode der Heparinbeschichtung vorgestellt,
die sich als stabilste und auch im Langzeiteinsatz wirksamste Methode erwiesen
hat (Larm et al., 1983). Es handelt sich hierbei um eine kovalente Bindung des
Heparins an die Oberflache, wobei durch die Technik der Endpunktbefestigung
die aktiven Pentasaccharidsequenzen des Heparinmolekuls nicht beeintrachtigt
werden und somit eine aulerst bioaktive Oberflachenstruktur resultiert. Diese

Heparinbeschichtung (CBAS = Carmeda Bioactive Surface) ist die bisher am

71




Diskussion

besten untersuchte Beschichtungstechnik. Es wurde seither eine Vielzahl
experimenteller und klinischer Studien durchgefuhrt, die die Vorteile der
heparinbeschichteten Systeme zeigen konnten. Hier sind die geringere humorale
und zellulare Aktivierung (Korn et al., 1996; Moen et al., 1996; Shigemitsu et al.,
1994; Wagner et al., 1994; Wendel et al., 1994) hervorzuheben, insbesondere die
reduzierte Komplementaktivierung (Fosse et al., 1994; Moen et al., 1996; Videm
et al., 1992). Bozdayi et al. (Bozdayi et al., 1996) sahen unter Verwendung von
CBAS eine verminderte Produktion von freien Sauerstoffradikalen. AuRerdem
konnte mit CBAS eine geringe Expression der Leukozytenadhasionsmolekule
CD 11b/c festgestellt werden, was auf eine verminderte Neutrophilen-Aktivierung
hinweist (Hogevold et al., 1997).

Dabei handelt es sich nicht nur um rein laborchemische Befunde, vielmehr
konnten klinische Untersuchungen deutliche Vorteile im klinischen Verlauf
und Outcome der Patienten nachweisen. Mit der Verwendung dieser CBAS-
Heparinbeschichtung kam es unter anderem zu geringeren Drainageblutungen,
reduzierten neurologischen Komplikationen und letztlich zu einer Verkurzung des
Klinikaufenthaltes (Svenmarker et al., 1997). Insgesamt kann durch den Einsatz
der CBAS-Beschichtung eine signifikante Reduzierung des inflammatorischen
Postperfusionssyndroms erzielt werden. Die genannten Vorteile sind bei
Langzeitanwendungen mit dieser Beschichtungstechnik von besonderer
Relevanz.

Die Heparinbeschichtung von Carmeda (CBAS) stellt also die derzeit am
besten untersuchte und gleichzeitig die am besten biokompatible Oberflache
dar, sie wurde daher bewusst als ,Positivkontrolle® gewahlt. So konnten
die Adsorptionseigenschaften der untersuchten Plasmaproteine an dieser
Oberflache mit den biokompatiblen bzw. hamokompatiblen Eigenschaften dieser
Heparinbeschichtung korreliert werden.

Als am haufigsten verwendetes und ebenfalls in fruheren Studien gut untersuchtes
unbeschichtetes Material (Weber et al., 2000; Wendel et al., 1999) wurde PVC
gewahlt. Als weiteres unbeschichtetes und auch im medizinischen Bereich bereits
haufig zur Anwendung gekommenes Material wurde Silikon mit untersucht.
Neben reinen Heparin-Beschichtungen sind auch ,Beschichtungsmischungen®

mit Heparin in Kombination mit anderen Stoffen und weitere Beschichtungen
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mit organischen Molekilen Gegenstand der aktuellen Forschung. Um diesen
gegenwartigen Entwicklungen Rechnung zu tragen, wurden aullerdem eine
Beschichtung mit Polypeptid/ Heparin, eine reine Polypeptid- und eine Gelatine-
Beschichtung ausgewahlt, so dass insgesamt sechs verschiedene Materialien in
dieser Arbeit untersucht wurden.

Man geht heute davon aus, dass die Adsorption und Aktivierung von
Plasmaproteinen wie auch die Aktivierung von Zellen durch den Kontakt des
Blutes mit Fremdmaterialien alle nachfolgenden Interaktionen beeinflussen, die
die Hdmokompatibilitat von Biomaterialien ausmachen.

Zur Untersuchung der Adsorptionseigenschaften der Plasmaproteine an
den jeweiligen Oberflachen wurde eine neue Methode zum Nachweis der
adsorbierten Proteine an Schlauchstlcken, die fur die Anwendung in der Herz-
Lungen-Maschine konzipiert sind, angewendet. Mit dieser Methode konnten
die verschiedenen Materialien in ihren Adsorptionseigenschaften fir die
verschiedenen Plasmaproteine direkt miteinander verglichen werden. Zusatzlich
zumdirekten Nachweis deradsorbierten Plasmaproteine aufden Innenoberflachen
der Schlauchstucke wurden die Aktivierungs- und Denaturierungszustande von
adsorbierten Kontaktphaseenzymen, Inhibitoren und anderen Proteinen durch
die Methode des Western Blottings bestimmt. Durch diese sehr sensitive Technik
konnten die Ergebnisse der Schlauchstlck-ELISA-Versuche erhartet und erganzt
werden.

Parallel zu den bereits genannten Untersuchungsverfahren konnten die I6slichen
Aktivierungsmarker durch konventionelle ELISA-Verfahren bestimmt werden
und mit den Adsorptionsintensitaten der fur die Aktivierung der verschiedenen

Kaskadenreaktionen verantwortlichen Plasmaproteine korreliert werden.

4.2 Methodische Voraussetzungen

Voraussetzung fur die Untersuchung der Adsorptionsproteine ist ein relativ
standardisiertes Verfahren, das einen guten Kontakt zwischen Plasmaproteinen
und Fremdoberflachen gewahrleistet und eine Adsorption der Plasmaproteine

Uberhaupt erst ermoglicht. Die Verwendung des bereits im Methoden-Teil
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angesprochenen ,Chandler-Loop-Modells“ bietet hier sich aus mehreren
Grinden an (Chandler, 1958). Durch dieses ,Closed-Loop-Modell“ kann ein
Ablauf wie der einer Operation an der extrakorporalen Zirkulation auf ideale Weise
simuliert werden. Es herrschen konstante, standardisierte und reproduzierbare
Stromungsverhaltnisse, durch die das Blut bestandig an den Fremdoberflachen
entlanggeleitet wird und so kontinuierlich in Wechselwirkung mit denselben
treten kann.

Die zum Einsatz kommenden Schlauche sind dieselben, die im klinischen
Alltag zum Einsatz kommen, nicht nur was die Materialien, sondern auch die
Male betrifft. Ein weiterer ausschlaggebender Vorteil dieses Verfahrens ist, im
Gegensatz zu manch anderen Untersuchungen, in denen nur mit Plasma oder
Serum gearbeitet wird, die Verwendung von Vollblut. Dadurch beinhaltet das
Testsystem alle Aktivierungs-, Inhibierungs- und Feedbackmechanismen auf
zellularer und nichtzellularer Ebene (Freisetzung von Gerinnungsfaktoren und
Komplementenzymen aus aktivierten Blutzellen wie Thrombozyten, Leukozyten
etc., Zytokin-Freisetzung, etc.) wie auch kompetitive Interaktionen zwischen
verschiedenen Plasmaproteinen und Oberflachen. Das Modell kommt so der
klinischen Situation im Blut-Fremdoberflachen-Kontakt sehr nahe.

Zum Nachweis der an den Schlauchen adsorbierten Plasmaproteine wurde eine
neu entwickelte, modifizierte ELISA (,enzyme linked immunosorbent assay®)
— Technik angewendet. So konnte das jeweilige Plasmaprotein direkt an den
Innenoberflachen der Schlauchsticke, die als ,Reaktionsgefal” verwendet
wurden, detektiert werden. Die Durchfuhrung wurde im Teil ,Methoden® in
dieser Arbeit ausfuhrlich beschrieben. Diese Technik zeichnet sich durch
eine hohe Reproduzierbarkeit aus, was durch die relativ niedrigen Werte der
Standardabweichungen gezeigt werden konnte. Diese Standardabweichungen
lagen zum Teil erheblich niedriger als diejenigen der kommerziell erhaltlichen
ELISA-Kits, die zur Messung der I0slichen plasmatischen Aktivierungsmarker
verwendet wurden.

Ein entscheidendes Kriterium fir eine erfolgreiche Durchfihrung der
Experimente schien die Auswahl der eingesetzten Antikorper und deren
teilweise auftretendes unspezifisches Bindungsverhalten darzustellen. Es

konnte zum Beispiel mehrfach beobachtet werden, dass Antikdrper gegen das
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gleiche Antigen, die aber von unterschiedlichen Herstellern bezogen wurden,
erhebliche Differenzen in ihrer Spezifitat aufwiesen, dies galt teilweise sogar
fur Antikorper desselben Herstellers, aber verschiedener Chargen, was auf
erhebliche Schwankungen der Antikdrperqualitaten schlieen lasst. Zum einen
lag dies sicher daran, dass die verwendeten Antikorper polyklonalen Ursprungs
sind und daher mit Kreuzreaktionen anderer Proteine bzw. mit unspezifischem
Bindungsverhalten gerechnet werden muss. Durch einen ,Blockierungsschritt” in
den Versuchsablaufen konnten diese Eigenschaften der polyklonalen Antikorper

jedoch auf ein vertretbares Mal} reduziert werden.

4.3 Hamokompatibilitat: Adsorption von Plasmaproteinen
und Zellaktivierungen

Mit den oben genannten und beschriebenen Techniken liel3en sich flr die sechs
verschiedenen Biomaterialien deutliche Unterschiede im Adsorptionsverhalten
bestimmter Plasmaproteine nachweisen. Dabei konnten die kinetischen
Untersuchungen nicht nur Aussagen am Ende der Experimente nach 120-
minutiger Rezirkulation liefern, sondern ermdglichten auch eine differenziertere
Beurteilung sehr schnell ablaufender Vorgange innerhalb der ersten 15-30
Minuten nach Beginn der Versuche. Diese Aussagen erlaubten die Western
Blotting-Ergebnisse nicht, sie hingegen lieferten haufig eine genauere Aussage
Uber die Verhaltnisse am Ende der Versuche nach 120 Minuten, da die
Untersuchungsmethode an sich differenzierter, sensitiver und spezifischer ist und
damit letztendlich aussagekraftiger ist. Dies war insbesondere bei den Versuchen
von Bedeutung, bei denen wahrscheinlich aufgrund der bereits angesprochenen
Problematik in den Spezifitaten der polyklonalen Antikdrper wahrscheinliche oder
zum Teil bereits bekannte Ergebnisse trotz Wiederholungen und eines sonst
sehr gut funktionierenden Ansatzes nicht erzielt oder nicht reproduziert werden
konnten.

Dazu zahlt beispielsweise der Kinetik-ELISA von HMWK, wo kaum Signifikanzen
zu den Kontrollen — Schlauchstliicke ohne Blutkontakt — gemessen werden

konnten. Im direkten Vergleich konnten signifikante Unterschiede zwischen
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den einzelnen Materialien sicher erst nach 60 bzw. 120 Minuten gemessen
werden, die bereits veroffentlichten Daten waren hier eindeutiger (Weber et
al., 2002, Weber et al., 2000; Wendel et al., 1999). Deutlich hingegen traten
die Unterschiede zwischen den Heparin-haltigen und den unbeschichteten
Materialien im Western Blot hervor und kdnnen somit die im Kinetik-ELISA nur
angedeuteten Unterschiede erharten.

Eine ahnliche Problematik lag auch dem Kinetik-Versuch mit C1-Esterase-
Inhibitor zugrunde, wo die gemessenen Extinktionen des ELISA insgesamt
auf niedrigem Niveau lagen und Schwankungen innerhalb der Werte, die von
besonderem Interesse waren, eine statistische Aussage erschwerten und sich
lediglich Tendenzen ausmachen liellen. Demgegenuber zeichnete sich der
Western Blot auch hier durch eine prazisere Abbildung der C1-Esterase-Inhibitor-
Adsorption aus.

Schwankungen innerhalb der Extinktionswerte stellten in den ELISA-Versuchen
zur Kinetik der Adsorptionen der verschiedenen Plasmaproteine meist kein
grol3es Problem dar, wie bereits zu Anfang erwahnt stellte sich der Ansatz des neu
entwickelten ELISA als gut reproduzierbar dar. Die Standardabweichungen lagen,
wie schon angesprochen, im allgemeinen deutlich unter denen kommerzieller Kits.
Aufgrund der wegen der Komplexitat des Ansatzes nicht beliebig zu steigernden
Probenzahl fur die Durchfihrung der ELISA-Versuche schlugen sich dann jedoch
einzelne ,Ausreierwerte” in hohen Standardabweichungen nieder, wodurch
die im Ergebnisteil und dem obigen Abschnitt angesprochene Problematik
einzelner Kinetiken erklarbar ist. Wie oben bereits konkret gezeigt, konnten
diese Unscharfen durch die Western Blot-Ergebnisse kompensiert und erganzt
werden. Denn gleichzeitig konnte durch diese Beschrankung der Probenzahl ein
breiter Grundansatz gewahlt werden, wodurch es maéglich war, in einem Ansatz
alle sechs verschiedenen Biomaterialien unter den gleichen Bedingungen zu
testen. Nur so war eine direkte Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Materialien
gewahrleistet.

Aufgrund der in dieser Arbeit beschriebenen Messergebnisse der adsorbierten
Proteine mittels ELISA und Western Blotting kann angenommen werden,
dass die Konzentrationen bestimmter adsorbierter Plasmaproteine an einer

Fremdoberflache ein entscheidendes Kriterium flr deren Biokompatibilitat
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darstellen. Dabei ist neben der Konzentration an sich ausschlaggebend,
um welches Adsorptionsprotein es sich handelt. Der Adsorption einiger
Plasmaproteine werden Uberwiegend positive Eigenschaften zugeschrieben
(HMWK, C1-Esterase-Inhibitor, AT Ill). Im Gegensatz dazu wird die Anlagerung
anderer Plasmaproteine wie Fibrinogen, Fibronektin, CD41 und C3 mit einer
schlechteren Hamokompatibilitat in Verbindung gebracht.

Durch die selektive Adsorption dieser Plasmaproteine an die Fremdoberflache
kann die weitere Aktivierung der Blutzellen wie auch der Kontaktphasensysteme
eingeleitet bzw. reduziert werden. Viele Forschergruppen konnten zeigen, dass
die auf den Fremdoberflachen adsorbierten Plasmaproteine ein signifikantes
Kriterium fur die weitere Thrombogenitat darstellen (v. a. Vroman und Brash,
(Brash und ten Hove, 1989; Vroman, 1988). Diese hangt, wie beispielsweise
von Didisheim und Watson (Didisheim und Watson, 1989) vetreten, maf3geblich
davon ab, wie sehr die Aktivierung und Inhibierung von Plattchenadhasion und

-aggregation stimuliert werden kann.

In der Untersuchung der Kinetik der Fibrinogenadsorption auf die sechs
verschiedenenen Biomaterialien fanden sich sehr schnell nach Beginn des Blut-
Material-Kontaktes erhohte Fibrinogenkonzentrationen, die unbeschichteten
Materialien PVC und Silikon waren bereits nach 15 Minuten mit Fibrinogen
gesattigt. Die Fibrinogenkonzentrationen auf diesen unbeschichteten
Biomaterialien lagen zu allen Zeitpunkten signifikant hoher als die der beiden
Heparin-haltigen Beschichtungen (Carmeda, Polypeptid/ Heparin), die zu allen
Zeitpunkten die niedrigsten Fibrinogenkonzentrationen zeigten.

Solides phasengebundenes Fibrinogen flhrt zu einer starken Plattchenaktivierung
und damit zu Adhasion und Aggregation und in fortgeschrittenem Stadium zu
thromboembolischen Prozessen (Gluszko et al., 1987; Stanford et al., 1983;
Vroman, 1983; Wenger et al., 1989). Dabei legen in letzter Zeit veroffentlichte
Daten nahe, dass weniger die absolute Menge an adsorbiertem Fibrinogen von
Bedeutung zu sein scheint als vielmehr die Konformation oder Ausrichtung der
Proteine auf dem Biomaterial (Balasubramanian et al., 2000). Die reduzierte
Thrombogenitat der Heparin-haltigen Oberflachen hingegen wurde in der

Vergangenheit aus den katalytischen Effekten auf AT Il und der begleitenden
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Bildung von Thrombin-Komplexen abgeleitet. Diese Hypothese kann so
nicht aufrecht erhalten werden. Der Vorteil der Heparin-Beschichtungen liegt
vielmehr in der reduzierten oder selektiven Adhasion von Plasmaproteinen,
woraus zum einen die schnellere Bildung einer blutfreundlichen Sekundar-
Oberflachenmembran resultiert und andererseits eine weitere Denaturierung
und damit Aktivierung der adharierten Proteine verhindert wird. Wir nehmen
daher an, dass die Fibrinogenadsorption alleine nicht der wichtigste Schritt zu
einer Thrombogenitat von kiinstlichen Devices ist. Eine Uberlagerung oder ein
Ersetzen von Fibrinogen durch andere Plasmaproteine (Vroman, 1987) scheint
fur das weitere Ausmal® der Aktivierung thrombogener Kaskadereaktionen

verantwortlich zu sein.

Speziell High Molecular Weight Kininogen (HMWAK) scheint hier eine
entscheidende Rolle zu spielen. Hohe Konzentrationen von HMWK fanden
sich nur auf den Heparin-haltigen Oberflachen und wir nehmen an, dass dies
malgeblich die bessere Hamokompatibilitat dieser Verbindungen bewirkt. In
Experimenten (Cornelius und Brash, 1997; Yung et al., 1996) konnte gezeigt
werden, dass eine Vorbehandlung/-beschichtung von Oberflachen eine reduzierte
Neutrophilen- und Bakterienadhasion zur Folge hat.

In unseren Experimenten fiel im Western Blot auf, dass sich die Banden nicht nur
in ihrer relativen Starke unterscheiden, sondern dass sich je nach Biomaterial
ein auffallend anderes Bandenmuster zeigte, was fur das Vorhandensein
von Spaltprodukten und aktivierten Formen spricht. Auf den Heparin-haltigen
Oberflachen konnten Eluate gewonnen werden, die eine immunoreaktive ,Haupt-
Bande® bei 100-110 kDa ergaben und die von der Masse her dem intakten Molekul
entspricht (Scott et al., 1985). Diese konnte auf den anderen Oberflachen kaum
oder nicht detektiert werden. Es zeigte sich aullerdem eine weitere Bande bei 55-
65 kDa, die nur auf den Heparin-haltigen Oberflachen detektiert werden konnte.
Spaltprodukte des hochmolekularen Kininogen kdnnen auf verschiedene Weise
entstehen. Kallikrein spaltet HMWK in drei aufeinander folgenden Schritten.
Zuerst verursacht Kallikrein einen Knick im HMWK-Molekul, wodurch ein
zweikettiges Molekul entsteht, das durch eine Disulfidbricke in Verbindung steht.

Dann setzt Kallikrein Bradykinin frei und im dritten Schritt resultiert ein stabiles,
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kininfreies Protein, das sich aus zwei Ketten zu 64 und 45 kDa zusammensetzt,
die Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Es wurde berichtet,
dass das zweikettige HMWK-Molekdul ein potentes ,Anti-Zell-Adhasions-Protein®
ist (Asakura et al., 1992). Zusatzlich zu diesen Mechanismen bewirkt auch Faktor
Xla eine Spaltung des HMWK, allerdings an anderen Stellen, wodurch eine
schwere Kette (65 kDa) und eine leichte Kette (45 kDa) entstehen (Reddigari
und Kaplan, 1988). Da keine dieser Ketten eine Kofaktor-Aktivitat austibt, wurde
geaulert, dass F Xla durch diese Spaltung des HMWK zur Kontrolle Gber den
Kontaktaktivierungsprozess beitragt (Scott et al., 1985). Ferner konnte gezeigt
werden, dass eine Vorbehandlung/-beschichtung von Oberflachen mit HMWK
die Adhasion von Neutrophilen und Bakterien reduzieren kann (Cornelius und
Brash, 1997; Khan et al., 1998; Yung et al., 1996; Yung et al., 2000). Es wurde
gefolgert, dass HMWK und gespaltenes HMWK Bindungsstellen flr anionische
Oberflachen und Neutrophile in der selben Domane besitzen. Sobald sie nun an
einer Oberflache adsorbiert sind, steht die Bindungsstelle fur Neutrophile nicht
mehr zur Verfligung und es resultiert ein anti-adhasiver Effekt (Yung et al., 2000).
Wir nehmen daher an, dass die erhdhte Adhasion von HMWK auf den Heparin-
beschichteten Oberflachen durch die anti-adhasive Wirkung auf andere Zellen

malfdgeblich zur besseren Hamokompatibilitat dieser Verbindungen beitragt.

Fibronektin hatein Molekulargewichtvon440.000 kDa (Dimer), intaktes Fibronektin
erscheint in der reduzierten SDS-PAGE als Bande von 200 kDa (Sekiguchi und
Hakomori, 1983). Wahrend aus den Eluaten der Heparinbeschichtungen kaum
Fibronektin detektiert werden konnte, zeigten die unbeschichteten Materialien
PVC und Heparin dasselbe Bandenmuster, allerdings war die relative Intensitat
der Banden bei Silikon héher. Das Augenmerk muss aber auf den Beschichtungen
mit Polypeptid und Gelatine liegen. In den Kinetik-Versuchen konnten fur diese
Beschichtungen die héchsten Extinktionen aller sechs Biomaterialien gemessen
werden, zur Bestimmung der Extinktionen innerhalb des Messbereiches
mussten die Ansatze aus den Gelatine-beschichteten Schlauchstiicken sogar
im Verhaltnis 3:1 verdinnt werden. Die Ergebnisse der SDS-PAGE bestatigen
diese Messungen auf eindrickliche Weise, zeigen diese beiden Beschichtungen

doch ein anderes Bandenmuster als die Ubrigen Materialien, allerdings sind hier
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die Intensitaten der Banden der Polypeptid-Beschichtung deutlich intensiver als
die der Gelatine-Beschichtung. Die Bedeutung des Matrixproteins Fibronektin
liegt in seiner Fahigkeit, eine Verbindung zwischen Zelloberflachen und einer
Substratoberflache herzustellen. Dies erlaubt das Anheften und Ausbreiten
von Zellen und vermittelt die Bindung von Teilchen an Zellen (Opsonierung),
wobei sich das Fibronektin an Bakterien und andere Partikel anlagert und diese
an Zellen bindet, die die Teilchen dann aufnehmen und abbauen. Es konnte
gezeigt werden, dass adsorbierter von Willebrand-Faktor und Fibronektin
die Adhasion und Aktivierung von Thrombozyten férdern (Grunkemeier et
al., 2000). Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen des Western
Blotting, wo hohere Mengen an adsorbiertem Fibronektin auf Silikon und
insbesondere auf Beschichtungen mit Polypeptid und Gelatine als auf den
ubrigen Materialien nachgewiesen werden konnten. Interessanterweise waren
diesen beiden Beschichtungen Polypeptid und Gelatine die einzigen der sechs
Schlauchmaterialien, auf denen elektronenmikroskopisch das Vorhandensein von
Zellen nachgewiesen werden konnte. Der Western Blot zeigte aul3erdem in den
Eluaten von Polypeptid und Gelatine viele diffuse Banden im Bereich unter 200
kDa, so dass von kleineren Fragmenten denaturierten Fibronektins ausgegangen
werden kann. Solch unspezifische Degradierung kann durch das Vorhandensein
von Proteasen erklart werden, die durch Zellzerfall oder Zellausschittung
wahrend der Versuche freigesetzt wurden. Zum einen wurde berichtet, dass ein
Zusammenhang zwischen dem Denaturierungsgrad von adsorbierten Proteinen
und der Adhasion und Aktivierung von Thrombozyten besteht (Ito et al., 1990).
Zum anderen zeichnet Fibronektin bereits unter physiologischen Bedingungen
fur die Thrombozytenadhasion verantwortlich. Es ist daher anzunehmen, dass
(denaturiertes) Fibronektin zumindest teilweise fur die Hamokompatibilitat von
Fremdoberflachen verantwortlich ist. In diesem Zusammenhang mussen die
Ergebnisse der Beschichtungen mit Polypeptid und Gelatine kritisch beurteilt

werden.
Der Komplementfaktor C3 spielt eine zentrale Rolle im Komplementsystem,

da hier der klassische und der alternative Weg der Komplementaktivierung

zusammentreffen. Das intakte C3-Molekll besteht aus einer schweren (o)
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Kette (110 kDa) und einer leichten (B) Kette (75 kDa) (Sim et al., 1981). Die
Aktivierung des Komplementfaktors C3 fuhrt zur Spaltung der (o) Kette in die
Produkte 3a und 3b (Cornelius und Brash, 1993). Der Western Blot zeigt, dass
die leichte (B) Kette auf allen Oberflachen adsorbiert war, aber dass die Eluate
von den Heparin-beschichteten Oberflachen deutlich niedrigere Mengen dieses
Fragmentes enthielten als die Ubrigen Materialien und insbesondere Silikon. Im
Gegensatz dazu war die schwere (o) Kette (110 kDa) nicht auf allen Oberflachen
adsorbiert. Zusatzlich fanden sich auf den unbeschichteten Materialien PVC und
Silikon und den Beschichtungen mit Polypeptid und Gelatine einige deutliche
Banden mit niedrigerem Molekulargewicht. Bei diesen Fragmenten handelt es
sich wahrscheinlich um aktivierte C3-Komponenten, da ihre Molekularmassen
mit ungefahr 30 kDa ungefahr denen von C3d entsprechen (Gemmell, 1997).
Diese ,kontaktaktivierten® C3-Fragmente kdnnten eine direkte oder indirekte
Aktivierung des Komplementsystems induzieren, was sich durch die hohen
Konzentrationen an generiertem terminalem Komplementkomplex (TCC)
belegen lasst. Fruhere Versuche konnten eine Korrelation herstellen zwischen
der Kapazitat der C3-Adsorption an unterschiedliche Oberflachen und der
Fahigkeit dieser Oberflachen, die Bildung von TCC zu initiieren (Weber et al.,
2000). So ergeben sich deutliche Hinweise daflr, dass durch die Adsorption von
C3 an unbeschichteten Oberflachen eine starke Komplementaktivierung erfolgt.
Aulerdem folgerten einige Studien, dass das adsorbierte C3 ein entscheidender
Parameter fur die Adhasion von Monozyten und Granulozyten sei (Kao et al.,
1996; McNally und Anderson, 1994). Dies konnte durch Untersuchungen bestatigt
werden, die eine deutlich reduzierte Aktivierung von Monozyten durch Heparin-
Beschichtungen zeigen konnten (Weber et al., 2001). Es ist daher anzunehmen,
dass die Menge an adsorbiertem und aktiviertem C3 eine Schllsselrolle in der
weiteren Aktivierung des Blutes einnimmt. Die bereits oben erlauterte Analyse
des adsorbierten C3 durch den Western Blot kann mit den Ergebnissen der
Kinetik-Studie korreliert werden, in der fur die unbeschichteten Materialien
PVC und Silikon zu allen Zeitpunkten eine hohe und fir die Beschichtungen mit
Heparin und Polypeptid/ Heparin stets eine niedrige C3-Adsorption festgestellt
wurde. Diese Ergebnisse lielten sich direkt mit den Messungen des terminalen

Komplementkomplexes in Verbindung setzen, dessen Konzentration in den
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unbeschichteten PVC- und Silikon-Schlduchen deutlich erhéht war. Die
niedrigsten Konzentrationen konnten in den Heparin- und den Polypeptid/
Heparin-beschichteten Schlauchen gemessen werden. Die vorliegenden
Ergebnisse bestatigen die bisher bekannten Beobachtungen zu unbeschichteten
PVC- und Heparin-beschichteten Schlauchen und erlauben im Vergleich eine
zuverlassige Aussage Uber das Ausmal} der Komplementaktivierung durch die
ubrigen Materialien.

Als logische Konsequenz zu den Untersuchungen Uber Komponenten des
Koagulationssystems und Indikatoren der Komplementaktivierung wurden
Versuche mit den Inhibitoren des Gerinnungssystems und des Kontaktsystems
durchgefuhrt. Als Inhibitor der prokoagulatorischen Serinproteasen des
Gerinnungssystems wurde Antithrombin 1ll untersucht. Zur Beurteilung der
Inhibitoren der aktivierten Komponenten des Kontaktsystems wurde mit dem
C1-Esterase-Inhibitor der wesentliche Inhibitor des Faktor Xlla gewahlt. Aus den
bisherigen Ausfuhrungen, d.h. den Ergebnissen zu Aktivatoren der Gerinnung
und des Komplementsystems ist zu postulieren, dass diejenigen Materialien,
fur die eine geringe Aktivierung dieser Systeme nachgewiesen werden konnte,
einen hohen Nachweis von Inhibitoren der beiden Systeme nach sich ziehen
mussten und umgekehrt.

Antithrombin IIl ist der wichtigste Inhibitor der Gerinnungsenzyme. Es hat eine
besonders starke Affinitat zu Thrombin und Faktor Xa, wahrend Faktor IXa wie
auch Faktor Xlla, Xla und Kallikrein schlechter inhibiert werden. AT Il ist ein
Glykoprotein mit einer einzigen Polypeptidkette von 65 kDa. Die Bindung an
Heparine aktiviert AT Ill, wobei Pentasaccharide eine Konformationsanderung
bewirken, durch die besonders Faktor Xa inaktiviert wird. Die Aktivitat von AT I
kann durch die Bindung an Heparine bis zu 1000fach gesteigert werden, AT Il
wird daher auch als ,Heparin-Kofaktor bezeichnet (Perry, 1994; Spaethe und
Kolde, 1992).

Der C1-Esterase Inhibitor ist ein Proteaseninhibitor mit einem Molekulargewicht
von 110 kDa, der die aktivierten Subkomponenten des ersten Komplementfaktors,
des Faktors Xlla, Xla, Kallikrein und Plasmin hemmt. C1-Esterase-Inhibitor ist der
wichtigste Inhibitor von a-FXlla, B-FXlla und Kallikrein (Schapira et al., 1988).

In Korrelation zu den oben genannten Ergebnissen und Erwartungen waren
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die Oberflachen mit der hoéchsten AT llI- und C1-Inhibitor-Bindungskapazitat
die Heparin-beschichteten Oberflachen. AT Ill konnte in den Eluaten aus den
Ubrigen vier Materialien nicht nachgewiesen werden. Es fand sich auf dem
Western Blot das gleiche Bandenmuster fur die Eluate aus den Heparin-
beschichteten Schlauchen, die Intensitat war fur die Heparin-beschichteten
Schlauche jedoch deutlich héher als fir die Polypeptid/ Heparin-Beschichtung.
Die Ergebnisse der AT llI-Kinetik wiesen dieselben Tendenzen auf, es fanden
sich jedoch bereits auf den Kontrollen hohe Extinktionswerte, die nicht erklarbar
waren, zusammenfassend konnten die Ergebnisse jedoch durch die SDS-PAGE
verifiziert werden. C1-Esterase Inhibitor lie3 sich ebenfalls nur auf den Heparin-
haltigen Beschichtungen deutlich nachweisen, auf den Ubrigen Materialien konnte
kaum C1-Inhibitor detektiert werden. Die Polypeptid/ Heparin- und die Heparin-
Beschichtung prasentierten ebenfalls wieder ein einheitliches Bandenmuster,
wobei die Intensitat der Banden des Polypeptid/ Heparin-Eluates in diesem Fall

die hohere war.

Wie bereits oben angesprochen muss zur Beurteilung der Thrombogenitat
von Fremdoberflachen das Mall an Aktivierung von Platichenadhasion
und -aggregation berUcksichtigt werden. Zur Beurteilung der Einflisse des
Fremdoberflachenkontaktes auf die Thrombozyten wurden die Thrombozytenzahl,
das B-Thromboglobulin und CD41 untersucht.

Ein sehr einfach zu untersuchender, aber aussagekraftiger Parameter
ist die absolute Thrombozytenanzahl, die im Normalfall beim Menschen
zwischen 150.000 und 400.000/ul Blut liegt. Durch den Kontakt des Blutes
mit den Fremdmaterialien im Rahmen der EKZ kommt es einerseits zur
Thrombozytenaktivierung und -adhasion, andererseits wird ein Teil der
Thrombozyten auch durch die mechanische Traumatisierung aus dem Blutstrom
eliminiert, beide Mechanismen fuhren zu einer Reduzierung der Thrombozytenzahl
bis hin zu einer klinischen relevanten Thrombopenie, die teilweise flur die
postoperativ auftretenden Blutungskomplikationen verantwortlich zeichnet und
unter Umstanden eine Thrombozytensubstitution erforderlich macht. Nach 120-
minutiger Rezirkulation konnte flr die Heparin-haltigen Beschichtungen keine

Anderung der Thrombozytenzahl festgestellt werden. Die deutlichste Reduktion
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der Thrombozytenzahl wurde in den unbeschichteten Schlauchen aus Silikon
festgestellt. In anderen Untersuchungen konnte auch eine starke Aktivierung von
Monozyten durch Silikon-Schlauche beobachtet werden (Weber et al., 2001).
Dieses Verhalten kdonnte mit der Oberflachenchemie von Silikon erklart werden,
die nahelegt, dass hydrophobe Polymere wie Silikon zu einer hdheren Adsorption
von Plasmaproteinen neigen, die Zelladhasion und Zellaktivierung nach sich
ziehen konnen, was sich mit den bereits angesprochenen beschriebenen
(Anderson et al., 1995; Fabrizius Homan und Cooper, 1991; Jenney und
Anderson, 2000) und eigenen Beobachtungen deckt. Materialien mit hydrophilen
Eigenschaften wird demgegenuber aufgrund ihrer geringeren Adsorption von
Plasmaproteinen eine verbesserte Biokompatibilitat zugesprochen (Altankov et
al., 1996; Desai und Hubbell, 1991; Horbett et al., 1988). Da auf den Silikon-
Schlauchen elektronenmikroskopisch keine Zellen nachgewiesen werden
konnten, muss davon ausgegangen werden, dass sie im Rahmen der bereits
angesprochenen Waschschritte verloren gegangen sind, ein anderer Teil konnte
durch die mechanische Alteration entfernt worden sein.

Interessanterweise konnten auf allen sechs Oberflachen adsorbierte CD41-
Proteine nachgewiesen werden, obwohl, wie bereits oben genannt, nur auf der
Polypeptid- und der Gelatine-Beschichtung elektronenmikroskopisch Zellen
gefunden werden konnten. Es ist jedoch denkbar, dass durch die Rezirkulation
oder die darauf folgenden intensiven Waschschritte der Schlauche urspringlich
adharierte Zellen abgewaschen wurden, so dass das weiterhin adharierte CD41
auf den Oberflachen nachgewiesen werden konnte, wahrend die Thrombozyten
im Rahmen des Waschens verloren gegangen sind. Ubereinstimmend dazu
wurde von Wenger et al. (Wenger et al., 1989) ein signifikanter Verlust an CD41
im Rahmen von Operationen an der Herz-Lungen-Maschine beschrieben.
In den vorliegenden Experimenten konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Eluate der Heparin-haltigen Beschichtungen deutlich weniger CD41 enthielten
als die der Ubrigen vier Materialien, die hochsten Intensitaten zeigten die
Banden der Eluate von den Polypeptid- und den Gelatine-Beschichtungen. Die
,Hauptbande®, die in unterschiedlichen Intensitaten von allen Fremdoberflachen
detektiert werden konnte, lag bei 110-120 kDa, was in etwa der beschriebenen

Molekulmasse dieses Proteins entspricht (Calvete et al., 1989). In den Eluaten
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der ubrigen Materialien, insbesondere denen der Beschichtungen mit Polypeptid
und Gelatine konnten CD41-Fragmente niedrigerer Molekllmasse detektiert
werden, die sich nur ganz diskret oder gar nicht in den Eluaten der Heparin-
haltigen Beschichtungen fanden.

Bei der Bestimmung der p-Thromboglobulin-Konzentrationen waren die
Werte, die aus den PVC- und Silikon-Schlauchen und den Polypeptid- und
Gelatine-Beschichtungen gemessen werden konnten, deutlich héher als die -
Thromboglobulin-Konzentrationen der Heparin-haltigen Beschichtungen.

Die bei der Untersuchung des Thrombozytenverhaltens gewonnen Ergebnisse
lassen sich gut mit den Werten der Fibrinogenadsorption korrelieren, so dass
Ruckschlusse auf die Bedeutung der Fibrinogenadsorption bei der Vermittlung
der Thrombozytenadhasion gezogen werden koénnen (Tsai et al., 1999).
Dabei ist fraglich, ob nicht vielmehr die Konformation und Ausrichtung der
Fibrinogenmolekile als ihre absolute adsorbierte Menge ausschlaggebend
ist (Balasubramanian et al., 2000). Nach ihrer Aktivierung erfahren die
Thrombozyten eine Reihe physikalischer, biochemischer und morphologischer
Veranderungen, was letztendlich zu einer spezifischen, von der Intensitat des
Stimulus abhangigen Freisetzung ihrer Granula fuhrt. Mit der Veranderung ihrer
Form, kommt es zu einer weiteren Exposition des Glykoprotein-Rezeptor IIb-
[lla-Komplexes und weiterer Fibrinogen-Bindung. Fibrinogen kann als Dimer
(Mulzer und Brash, 1990) eine direkte Verbindung zwischen den Thrombozyten
herstellen, so dass letztendlich ein Thrombozytenaggregat entsteht. Die
Thrombozytenaggregate fuhren wiederum zu weiteren Aktivierungs- und
Freisetzungsmechanismen weiterer Thrombozyten und anderer Blutzellen,
so dass ein sich selbst unterhaltender Zyklus angeregt wird, der schlieBlich
in der Bildung eines Thrombozytenthrombus mindet. Gleichzeitig mit diesen
zellularen Veranderungen werden inaktive Vorstufen von Gerinnungs- und
Komplementfaktoren durch Spaltung von Peptidbricken in ihre entsprechenden
aktiven Formen umgewandelt. Diese klassischen Kaskadenhypothesen fur
die Aktivierung des Gerinnungs- und Komplementsystems flihren zur Bildung
des mehrfach erwahnten Membranangriffkomplexes (TCC) und zur Bildung

von Fibrin, was wiederum in der Lyse der Zielzelle und der Generierung eines
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Thrombus resultiert (Weber et al., 2002).

Neuen Daten von Asea et al. folgend, wurde ein Western Blot zur Detektierung
von Hitzeschockprotein 70 (Hsp 70) durchgefuhrt. Asea et al. konnten zeigen,
dass sich Hsp 70 nicht auf der Oberflache intakter Monozyten findet, aber
nachgewiesen werden kann, wenn die Monozyten aktiviert sind (Asea et al.,
2000). Zusatzlich zeigten sie, dass exogenes Hsp 70 als Zytokin funktioniert
und die Aktivierung von Monozyten induziert. Auf diesen Kenntnissen basierend
nahmen wir an, dass Hsp 70 im Plasma nachgewiesen werden kann, wenn es zu
einer fremdoberflachenvermittelten Aktivierung von Blutzellen gekommen ist. In
der vorliegenden Arbeit konnte mit dem Western Blot eine selektive Adsorption
von Hsp 70 an die sechs untersuchten Biomaterialien festgestellt werden. In
anderen Untersuchungen wurden auch materialabhangige Levels von Hsp 70
im Plasma gefunden (Weber et al., 2003). Allerdings konnte beobachtet werden,
dass die Expression von Hsp 70 mRNA in oberflachen-aktivierten Monozyten
nicht mit diesen Hsp 70 Niveaus im Plasma korrelierte, was eine mechanistische
Erklarung uber den Ursprung des Hsp 70 schwierig macht. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die erhohten Hsp 70 Niveaus im Plasma durch
andere oberflachen-aktivierte Zelltypen wie Granulozyten und Thrombozyten
verursacht sind, die Hsp 70 ins Plasma abgegeben haben. Zuvor wurde ja
bereits ausgefuhrt, dass Granulozyten und Thrombozyten auf die Aktivierung
durch Biomaterialien mit einer schnellen Freisetzung von Elastase oder -
Thromboglobulin reagieren konnen. So ist es durchaus denkbar, dass auch
Hitzeschockprotein in diesen Zellen gespeichert wird und nach einer Aktivierung
schnell freigesetzt wird. Konkret konnte in der SDS-PAGE auf der Polypeptid-
und der Gelatinebeschichtung und den unbeschichteten Materialien PVC und
Silikon Hsp 70 detektiert werden, dabei zeigte sich eine Bande bei ca. 80 kDa,
die sich je nach Material in ihrer Intensitat unterschied und fur PVC am starksten
war. In den Eluaten der Heparin-Beschichtungen konnte kein Hsp 70 detektiert
werden. Diese Ergebnisse lassen eine bisher unerkannte Funktion von Hsp
70 als extrazellulares Protein mit mdglichen regulatorischen Einflissen auf die

Hamokompatibilitat von kunstlichen Oberflachen vermuten.
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4.4 Schlussfolgerungen

Die selektive Anlagerung von Plasmaproteinen an Biomaterialien hat eine
Einleitung bzw. Reduzierung der weiteren Aktivierung der Blutzellen sowie
der Kontaktphasensysteme zur Folge. Das Adsorptionsverhalten bestimmter
Plasmaproteine wie beispielsweise Fibrinogen, Fibronektin, C3, HMWK, etc.
wird deshalb als Schlisselmechanismus fur die weitere Bluttraumatisierung an
Fremdoberflachen betrachtet. Durch die Untersuchung des Adsorptionsverhaltens
der Plasmaproteine und die materialabhangigen Unterschiede konnen Aussagen
Uber die Hamokompatibilitdt von Biomaterialien gemacht werden. Nach der
Auswertung und Diskussion des Adsorptionsverhaltens der verschiedenen
Materialien stellen sich die Materialien mit deutlichen Unterschieden bezuglich
ihrer Biokompatibilitat dar. Als ,Positivkontrolle® mit bekannten Ergebnissen,
die fur eine gute Biokompatibilitat sprechen, wurde die Carmeda Heparin-
Beschichtung eingesetzt. Als ,Standard®, wurden die PVC-Schlauche gewahlt, die
wie die Heparin-beschichteten Schlauche haufig im klinischen Alltag verwendet
werden und zu denen ebenfalls schon Untersuchungsergebnisse vorliegen.
In der Zusammenschau der Ergebnisse konnte die gute Hamokompatibilitat
der Carmeda Heparin-Beschichtung bestatigt werden. Eine &hnlich gute
Hamokompatibilitat kann fir die Polypeptid/ Heparin-Beschichtung festgestellt
werden. Im direkten Vergleich dieser beiden Materialien lief3en sich keine grofden
Unterschiede bezlglich der Hamokompatibilitat feststellen. Beide Beschichtungen
legten im Vergleich zu den ubrigen vier untersuchten Biomaterialien die beste
Hamokompatibilitat an den Tag.

Die schlechteste Hamokompatibilitat muss fur die Silikonschlauche festgestellt
werden. In ihrem Adsorptionsverhalten von der Tendenz her den unbeschichteten
PVC-Schlauchen ahnlich, war die Aktivierung der Blutzellen und der
Kontaktphasensysteme durch die Silikonschlauche aber meist hdher als die der
PVC-Schlauche. Die Beschichtungen mit Gelatine und Polypeptid zeichneten sich
durch ein inhomogenes Adsorptionverhalten aus, das bisweilen eine Zuordnung
zu den ,guten“ Heparin-haltigen Beschichtungen ermdglichte, meist aber war
das Adsorptionsverhalten dem der unbeschichteten Materialien ahnlich. Auf

beiden Beschichtungen konnten elektronenmikroskopisch Zellen nachgewiesen
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werden. Deshalb und weil ihr Adsorptionsverhalten insgesamt nur teilweise und
dann auch nur graduell flr eine bessere Hamokompatibilitat, bisweilen sogar
fur eine schlechtere Hamokompatibilitat als die der unbeschichteten Materialien

sprach, scheint sich kein Vorteil aus ihrer Verwendung zu ergeben.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Operative Eingriffe am offenen Herzen und den groRen herznahen Gefalien
erfordern haufig die Verwendung der Herz-Lungen-Maschine zum passageren
Ersatz der Pump- und Oxygenierungsfunktionen von Herz und Lunge. Der
Einsatz dieser extrakorporalen Zirkulationssysteme ist durch den Kontakt des
Blutes mit bis zu 3 m? Fremdoberflache (Oxygenator, Warmetauscher, Filter,
Schlauchsysteme, etc.) mit einer ausgepragten Bluttraumatisierung assoziiert. Das
Gleichgewicht der Hamostase, zu dem das Endothel, die zellularen Bestandteile
des Blutes, Gerinnungsfaktoren, Proteine der Fibrinolyse und Faktoren des
Komplementsystems beitragen, wird durch die extrakorporalen Zirkulationssysteme
massiv beeintrachtigt. Durch die Kontaktaktivierung werden Uber die verschiedenen
Kaskadensysteme humorale und zellulare Abwehrmechanismen in Gang gesetzt.
Esresultiert eine pathophysiologische, dem traumatischen Schock ahnliche Antwort
des Organismus, die auch als ,Postperfusionssyndrom® bezeichnet wird. Klinisch
kénnen unspezifische inflammatorische Symptome, Blutungskomplikationen
oder neurologische Beeintrachtigungen im Vordergrund stehen. Es bestand
daher bereits fruh das Anliegen, den massiven Eingriff in das Gleichgewicht
der Hamostase zu reduzieren. Ein Ansatzpunkt dafur ist die Entwicklung von

Materialien, die sich durch eine bessere Hamokompatibilitat auszeichnen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Untersuchungen zur Hamokompatibilitat
von Polymerwerkstoffen, die in extrakorporalen Zirkulationssystemen zum Einsatz
kommen. Die Hamokompatibilitat einer Fremdoberflache wird maligeblich
durch ihre Fahigkeit, Zellaktivierungsmechanismen in Gang zu setzen,
bestimmt. Diese Zellaktivierungen werden wiederum durch das Adsorptions-
und Aktivierungsverhalten von Plasmaproteinen initiert und determiniert.
Zur Beurteilung der Hamokompatibilitat in der Herzchirurgie verwendeter
Biomaterialien wurden daher in der vorliegenden Arbeit das Adsorptionsverhalten
von Plasmaproteinen an Fremdoberflachen und die daraus resultierenden
Zellaktivierungen untersucht. Unter Anwendung immunologischer Methoden

wurden vergleichende Untersuchungen zu sechs verschiedenen Biomaterialien
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vorgenommen. Dabei standen Aktivierungsprozesse, die durch den direkten
Kontakt von Humanblut mit Fremdmaterialien induziert werden, im Vordergrund.
Untersucht wurden sechs verschiedene Biomaterialien, die unbeschichteten
Schlauche aus PVC und Silikon, eine Beschichtung mit kovalent gebundenem
Heparin (CBAS), eine gemischte Beschichtung aus Polypeptid und Heparin und
Beschichtungen aus Polypeptid bzw. Gelatine.

Das ,Chandler Loop Modell, ein ,Closed Loop Modell“, erwies sich als ideal fur
die Untersuchungen zur Hamokompatibilitat, weil das System eine extrakorporale
Zirkulation unter standardisierten Bedingungen simuliert. Ein weiterer Vorteil lag in
der Verwendung von Vollblut, so dass alle Feedbackmechanismen wie die Zytokin-
Freisetzungunddie Freisetzung von Gerinnungsfaktoren und Komplementenzymen
aus aktivierten Blutzellen wie Thrombozyten und Leukozyten involviert waren.
AulRerdem konnten so auch kompetitive Interaktionen zwischen verschiedenen
Plasmaproteinen und den Fremdoberflachen bertcksichtigt werden. Es handelte
sich um Vollblut gesunder nicht rauchender Probanden ohne Dauer- oder das
Gerinnungssystem beeinflussende Medikation, das direkt vor der Rezirkulation
venos abgenommen wurde.

Mit Hilfe eines neu entwickelten ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
konnten die an der jeweiligen Fremdoberflache adsorbierten Plasmaproteine
direkt im Schlauchstlick, das als Reaktionsgefall verwendet wurde, semiquantitativ
bestimmt werden. Aus dem zirkulierten Blut wurden mit Hilfe konventioneller ELISA-
Kits die I6slichen Aktivierungsmarker bestimmt. In einer weiteren Untersuchung
wurden die an den verschiedenen Biomaterialien adsorbierten Plasmaproteine
mittels SDS von den Fremdoberflachen abgeldst. Die Eluate wurden dann mittels
Western Blotting analysiert.

Es zeigten sich fiur die verschiedenen Biomaterialien deutliche Unterschiede in
ihrem Adsorptionsverhalten fur die jeweiligen Plasmaproteine. Fir die untersuchten
sechs Biomaterialien konnten selektive Adsorptionsmuster festgestellt werden.
Dabei erlaubten die Versuche einerseits eine relative Bestimmung der Menge an
adsorbiertem Protein. Andererseits konnten auch Aussagen uber den zeitlichen
Ablauf der Plasmaproteinadsorption gemacht werden. Ergénzend konnten durch
die Western Blot-Untersuchungen unter anderem denaturierte Proteine und

Spaltprodukte in die Analyse mit einbezogen werden. Die Bestimmung der [6slichen
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Aktivierungsmarker lieferte Zusatzinformationen Uber Reaktionsteilnehmer
des Gerinnungs- und Komplementsystems und der Thrombozytenaktivierung.
Alle Ergebnisse in der Zusammenschau ermdglichten Aussagen Uber die
Hamokompatibilitat der verschiedenen Biomaterialien. Die Adsorption von
einigen Plasmaproteinen konnte mit einer besseren Hamokompatibilitat korreliert
werden, dazu gehéren HMWK, C1-Esterase Inhibitor und AT Ill. Uberwiegend
schlechte Eigenschaften im Zusammenhang mit der Hamokompatibilitat missen
fur Fibrinogen, Fibronektin, CD41 und C3 gesehen werden. Eine signifikant
bessere Hamokompatibilitat konnte fur die Heparin-haltigen Beschichtungen
Carmeda und Polypeptid/ Heparin festgestellt werden. Es ist anzunehmen, dass
die selektive Aufnahme und Spaltung bestimmter Plasmaproteine, Enzyme und
Kofaktoren des Kontaktsystems und ihre sofortige Inaktivierung durch adsorbierte
Inhibitoren fir diese gute Hamokompatibilitdt verantwortlich ist. Demgegentber
muss den unbeschichteten Materialien PCV und Silikon eine deutlich schlechtere
Hamokompatibilitdt zugesprochen werden. Insbesondere die Silikonschlauche
zeigten, was fur hydrophobe Materialien bekannt ist, eine sehr schnelle und
hohe Plasmaproteinadsorption, durch die eine Zelladhasion, Zellaktivierung und
Initiierung der Gerinnungskaskade vermittelt werden. Die Beschichtungen mit
Polypeptid und Gelatine waren in ihrem Adsorptionsverhalten inhomogener als die
Heparin-haltigen und die unbeschichteten Materialien. Sie adsorbierten allerdings
grof3e Mengen an Fibronektin und CD41 und waren die einzigen der untersuchten
Materialien, auf denen elektronenmikroskopisch Zellen nachgewiesen werden
konnten. lhre Hamokompatibilitat ist sicher als bedeutend schlechter als die
der Heparin-haltigen Beschichtungen zu beurteilen. Dabei ist es insgesamt
nicht einfach zu beurteilen, wie Unterschiede in der Proteinkonzentration, der
Konformation oder anderer Parameter die Thrombogenitat beeinflussen und in
welchem Malie welcher Parameter von Bedeutung ist. Die Ausfihrungen machen
deutlich, welch komplexes Netzwerk verschiedener Systeme die Hamostase
ist. Die zahlreichen Interaktionen der unterschiedlichen Komponenten muissen
dabei immer bericksichtigt werden. Die Mechanismen, die die Systeme in einem
standigen dynamischen Gleichgewicht halten, sind nicht trivial und werden teilweise

kontrovers diskutiert, einige sind auch noch nicht vollstandig entschlisselt.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Ausmalf3 der Adsorption
bestimmter Plasmaproteine ein direktes Maly flr die Hamokompatibilitat von
Fremdmaterialien darstellt. Mit Hilfe dieser Daten konnten die untersuchten
Biomaterialien in ihrer Biokompatibilitat eingeschatzt werden, so dass sich
Empfehlungen fur den klinischen Einsatz schlief3en lassen. Zusatzlich ergeben
sich weitere Anwendungsmaoglichkeiten der in der Arbeit verwendeten Ansatze
und Methoden. Andere, neu entwickelte Biomaterialien konnten bereits vor ihrer
klinischen Anwendung auf ihre Qualitat hin beurteilt werden. Konkret kdnnen
in ihrem Adsorptionsverhalten bekannte Biomaterialien anhand der genannten
Methoden wahrend des Herstellungsprozesses auf ihre Qualitat hin untersucht
werden und somit auch einer Sicherheitskontrolle unterzogen werden. Ferner
lassen sich anhand der Daten Kriterien und Zielvorgaben fir die Entwicklung
neuer Biomaterialien formulieren. Von Bedeutung werden in diesem Kontext
sicher Oberflachen sein, denen es gelingt, physiologische Gegebenheiten
zu mimikrieren. Anhand der speziellen Oberflacheneigenschaften soll hierbei
den fur die Hamokompatibilitdit essentiellen Systemen des Blutes statt der
tatsachlichen Fremdumgebung ein physiologisches Umfeld angeboten werden.
Diese Fremdoberflachen wirden bei Blutkontakt nicht mehr die kaskadenartigen
Fremdkorperreaktionen initiieren, sondern korpereigenes Material adharieren und
so eine korpereigene Sekundaroberflache bzw. ,Neointima“ bilden.

Es wird sich zeigen, inwieweit es einerseits gelingen wird, das hochkomplexe
System der Hamostase, das nicht statisch ist, sondern sich in dynamischen
Gleichgewichtsreaktionen befindet, zu verstehen und andererseits, inwieweit es
gelingen kann, in diesem komplexen Umfeld ein ,perfektes“ synthetisches Material

herzustellen.
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