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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Koronare Herzkrankheit (KHK)
Erkrankungen des Herz- und Kreislaufsystems gehéren weltweit zu den

haufigsten Todesursachen. Vor allem in den Gesellschaften der
Industrienationen, aber auch in den Entwicklungslandern steigt die Zahl der
Herz-Kreislauf-Erkrankten zunehmend. So sind ,, Herz-Kreislauf-Erkrankungen
[...] in den westlichen Landern fir 45% und in den Entwicklungslandern fir
24 5% der Gesamtmortalitat verantwortlich® (34). Im européischen Vergleich
zeigen die osteuropaischen Staaten die hdchsten Sterblichkeitsraten, allen
voran Russland (87) und Ungarn, wahrend die Lander des Mittelmeerraumes
die niedrigsten Raten zu verzeichnen haben (34).

Auch in der Bundesrepublik Deutschland z&hlen die Herz-Kreislauf-
Erkrankungen zu den fihrenden Mortalitatsursachen. Besonders die chronisch
ischamische oder koronare Herzkrankheit, der akute Myokardinfarkt und die
Herzinsuffizienz gehdren zu den Spitzenreitern in der Todesursachenstatistik.
Laut statistischem Bundesamt in Wiesbaden verstarben im Jahre 2007 9,4%
der Menschen an der chronisch ischamischen Herzkrankheit, 6,9% an einem
akuten Myokardinfarkt und 6% an einer Herzinsuffizienz (131). Der Anteil von
Méannern und Frauen an den jeweiligen Krankheitsbildern ist dabei sehr
unterschiedlich. So erlagen 8,9% der Manner und 9,8% der Frauen der
Koronaren Herzerkrankung, wahrend 7,8% der Manner und 6% der Frauen
einen akuten Herzinfarkt erlitten und starben. Die Herzinsuffizienz flhrte bei
Frauen in 7,8% der Falle zum Tod. Bei den Mannern hingegen steht die
Herzinsuffizienz mit 4,1% in der Todesursachenstatistik lediglich an Platz vier,
obwohl sie der haufigste Behandlungsanlass und damit die haufigste Diagnose
fur Manner in der Bundesrepublik Deutschland ist (131). Auch die vorlaufigen
Zahlen aus Wiesbaden fir das Jahr 2008 lassen die drei genannten
Erkrankungen an der Tabellenspitze der Todesursachenstatistik stehen und

zeigen damit den stetigen Aufwartstrend kardiovaskularer Ereignisse.
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1.1.1 Entwicklung, Diagnostik und Therapie der KHK

Eine Koronare Herzkrankheit kann sich klinisch entweder als stabile Angina
pectoris ohne wesentliche Beschwerden oder aber als akutes Koronarsyndrom
(instabile Angina pectoris beziehungsweise akuter Myokardinfarkt) mit
entsprechender Symptomatik prasentieren (36). Die Ursache daflr liegt in der
so genannten  Koronarinsuffizienz, einem  Missverhaltnis  zwischen
Sauerstoffangebot und -bedarf im Herzmuskel (111), verursacht durch
atherosklerotische Stenosen in den jeweiligen Koronararterien (Ein-, Zwei- oder
DreigefaB-KHK).

Der erste Schritt in der Pathogenese einer Atherosklerose ist die durch
kardiovaskulare Risikofaktoren ausgel6ste endotheliale Dysfunktion (111), eine
lokale Veranderung der innersten Schicht der Arterienwand bei ansonsten
intaktem Endothel (response to injury -Hypothese) (111). Kann sich das
Endothel nicht wieder regenerieren, kommt es durch kompensatorische
Mechanismen, wie die Veranderung von Adhésions- und
Permeabilitdtseigenschaften oder die Bildung lokaler und proinflammatorischer
Zytokine (TNF a, IL 1, IL 6, CRP) (78, 88), zu weiteren Entziindungsprozessen
und einer Proliferation im subintimalen Raum (78, 111), die sich makroskopisch
als weiBliche Fettablagerungen (fatty streaks) (111, 148) zeigen. AuBerdem
wandern glatte Muskelzellen, Lymphozyten, Neutrophile, Mastzellen und
besonders Makrophagen ein (78, 88), die sich durch die Speicherung von
oxidiertem und modifiziertem Cholesterin in  Schaumzellen (foam cells)
umwandeln (78, 111, 148). Auch Leukozyten und Thrombozyten lagern sich
durch die veranderten Oberflacheneigenschaften des Endothels an (78).

Diese atherosklerotischen Veranderungen lassen sich bereits im frihen Kindes-
und Jugendalter nachweisen (148). Im Laufe der Jahre entsteht aus diesen fatty
streaks Uber fibrés-fetthaltige Intermediarldsionen (111) eine komplizierte
Plaque (22), die zunehmend das GefaBlumen einengt (Stenose) und so zu
entsprechenden Beschwerden fuhren kann. Die Lebenszeitpravalenz fir die
Entwicklung einer KHK betragt in Deutschland flr Manner zirka 30% und fir
Frauen zirka 15% (61) und héngt vom Vorhandensein verschiedener

kardiovaskularer Risikofaktoren und ihrer Potenz Uber die Jahre und Jahrzehnte
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ab. Zu den wahrscheinlich wichtigsten Risikofaktoren gehért neben dem
Zigarettenkonsum (27, 36, 50, 53, 60) das metabolische Syndrom (138).
Hierunter versteht man eine Kombination aus ,abdomineller Adipositas,
Hypertriglycerinamie, vermindertem HDL-Cholesterin, Hypertonie und einer
gestérten  Glucosetoleranz  und  -regulation® (24). Weitere wichtige
Risikofaktoren sind Alter, Geschlecht, bereits vorgekommene Angina pectoris
Beschwerden, eine positive Familienanamnese beziglich einer KHK oder
Herzinfarkten und die einzelnen Werte von LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin
und den Triglycerinen (27, 138) sowie der Konsum von Alkohol und die
Haufigkeit sportlicher Aktivititen (50). Des Weiteren eine atherogene
Erndhrung, Hyperhomocysteinamie, Thromboseneigung (Thrombophilie) und
Entziindungszustande.

Auch die soziale Klasse und die Schulbildung werden zu den kardiovaskularen
Risikofaktoren gezéhlt. So gibt es nach Greiser et al (1989) eine negative
Assoziation zwischen der Pravalenz der KHK und der Lange der
Schulausbildung (53). Auch das Rauchen und die sportliche Aktivitat
unterliegen einem sozialen Gradienten zu Ungunsten der unteren sozialen
Schichten (61).

Der Goldstandard zur Sicherung einer koronaren Herzerkrankung ist die
Koronarangiographie (61, 111, 123). Neben dem direkten Nachweis
stenosierter GefaBe lassen sich Abnormalitdten der GefaBe und Abweichungen
der Herzfunktion sofort diagnostizieren (111). Ergeben sich aus den Befunden
schlieBlich Interventionsmdglichkeiten, kénnen diese sofort ergriffen werden.
Auch eine begleitende intravaskulare Ultraschalluntersuchung kann zusatzlich
durchgefuhrt werden.

Das Standardverfahren in der Revaskularisierungstherapie ist die
Ballondilatation (PTCA/percutaneous transluminal coronary angioplasty) (67).
Sie wurde 1974 durch Andreas R. Grlntzig in Zirich eingefihrt. Nachdem
Grintzig 1976 eine Ballonkoronardilatation bei einem Hund vorstellte, verlief der
erste Versuch einer PTCA bei einem inoperablen Patienten im Endstadium der
KHK noch im gleichen Jahr aufgrund technischer Schwierigkeiten erfolglos. Die
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weltweit erste erfolgreiche Ballondilatation erfolgte am 16. September 1977 im
Universitatsspital Zirich durch Andreas R. Grintzig.

Im Jahre 1978 wurde die Methode in den USA eingeflihrt und verbreitete sich
weltweit mit einem geometrischen Zuwachsmuster (62). Bei der PTCA beruht
die Erweiterung des GeféBlumens auf einem EinreiBen der atherosklerotischen
Plaques, einer Uberdehnung der GefaBwand, einschlieBlich Media und
Adventitia sowie in der Kompression von atherothrombotischem Material (119).
Eine PTCA wird dann als erfolgreich angesehen, wenn die Stenose um mehr
als 20% abnimmt, die verbleibende Reststenose nicht mehr als 50% betragt
und ,keine interventionsbezogenen Komplikationen (Infarkt, Notfall-OP, Tod)
auftreten” (119).

In 90-96% der Falle kénnen ein oder mehrere GeféBe wieder erdffnet werden,
wahrend akute Komplikationen wie prolongierte Angina pectoris, Myokardinfarkt
oder okklusive Dissektionen (35) bei 1% der Patienten und weniger vorkommen
und tédliche Ausgange sogar weit unter 1% liegen (67).

Restenosen entwickeln sich bei zirka einem Drittel der Patienten (51) und
schmélern dadurch die Langzeit-Effektivitat (57). Sie entstehen meist innerhalb
der ersten sechs Monate ,als Folge initialer elastischer Riickstellkrafte (recoil),
narbiger Schrumpfung von Media und Adventitia sowie einer chronischen
Inflammation mit Proliferation von GefaBmuskelzellen (Intimaproliferation) und
Produktion extrazellularer Matrix“ (67, 113, 119). Auch hier scheinen die
bekannten Risikofaktoren eine bedeutende Rolle zu spielen. Vor allem
Patienten mit Mehr-GefaB-KHK, Hypertonie, Hyperlipoproteinamie (57) und
erhdhter Plattchenaggregabilitat (51) haben ein erhdéhtes Risiko fur die
Ausbildung einer Restenose.

Die perkutane Koronarintervention (PTCA) schliet heute in der Regel eine
Stentimplantation ein (125). Ziel ist es dabei, Akutverschliisse nach PTCA zu
minimieren, eine bessere GefaBdurchgangigkeit nach unzureichender PTCA zu
gewahrleisten und Restenosen zu verhindern (61). Die Erfolgsrate nach
gelungener Stentimplantation betrdgt heute weit Uber 95% (62). Limitationen
ergeben sich lediglich durch kritische anatomische Verhéltnisse (62) oder durch

ausgedehnte pathologische Befunde. Restenosen treten meist als so genannte
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Instent-Restenosen mit einer Haufigkeit von 20-30% auf. Sie sind Zeichen einer
Hyperplasie der Intima und kdnnen entweder den ganzen Stent oder nur
dessen Rander befallen. Besonders bei Patienten mit kleinen GefaBen,
Diabetes mellitus oder multiplem Stenting sind Instent-Restenosen zu finden
(119).

Ein weiteres Problem nach erfolgreichem Stenting stellt die akute
beziehungsweise subakute Stentthrombose dar. Sie tritt in 80% der Félle
innerhalo  der ersten 14 Tage auf. Aufgrund standardisierter
Implantationstechniken und einer Thrombozytenaggregationshemmung konnte
die akute/subakute Stentthrombose von 25% auf 1% in ihrer Haufigkeit gesenkt

werden.

1.2 Koronarendoprothesen (Stents)

Als endoluminale GeféaBprothese (Koronarendoprothese) beziehungsweise
Stent bezeichnet man ein aus Metall gefertigtes Gitterrdhrchen, das ein durch
PTCA aufdilatiertes GefaB offen halten und Folgekomplikationen wie die
Restenose verhindern soll.

Der Begriff ,Stent” oder ,Stenting” besteht bereits seit dem 14. Jahrhundert und
bedeutet Verstarkung. Damals dienten Stents zum Trocknen und Reinigen der
Fischernetze Uber Flissen. Der Ausdruck Stenting war bei den Hausfrauen
gleichbedeutend mit dem Stéarken von Kleidungsstliicken (119).

Lange Zeit wurde der Begriff irrtimlich auf den Londoner Zahnarzt Charles
Stent zurlckgefihrt, der im 19. Jahrhundert eine plastische Masse zur
Stabilisierung von Hauttransplantaten verwendet hatte. Die so genannte ,Stents
mass*“ war nach dem Erwarmen verformbar und wurde nach Abkthlung wieder
hart (119).

Im Jahre 1912 implantierte Carrel erstmals ein Glasréhrchen in die Aorta eines
Hundes und lautete damit das Zeitalter der modernen
Revaskularisierungstherapie und -chirurgie ein. ,Dotter ersetzte 1969 das
Prinzip der Rbéhre durch flexible Metallspiralen“. In den folgenden Jahren
wurden mehrere experimentelle Untersuchungen von Gianturco, Amplatz,

Senning und Palmaz vorgenommen.
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Die erste bei einem Menschen vorgenommene Stent-Implantation erfolgte am
12. Juni 1986 durch Ulrich Sigwart im Rahmen eines PTCA-Kurses in
Lausanne. Der damalige Patient entwickelte nach zunachst erfolgreicher PTCA
einen subakuten GeféBverschluss des Ramus interventrikularis anterior, so
dass sich Sigwart zu dieser ,gewagten“ Methode entschloss.

Seither ist das Einbringen von Stents bei einer PTCA das Standardverfahren in
der Revaskularisierungstherapie (125, 126). Im Durchschnitt werden bei 80%
aller Katheterintervention ein oder mehrere Stents implantiert (125, 126).
Besonders Patienten mit Rezidivstenosen und Patienten, bei denen das PTCA-
Ergebnis aufgrund des elastischen Recoils nicht zufrieden stellend ist, kommen
fir eine Stent-Implantation in Frage (62). Aber auch Bypass-Stenosen,
Koronarperforationen und symptomatische Dissektionen bedlrfen der
Behandlung durch einen Stent (62).

Zurzeit sind Uber 30 verschiedene Stent-Modelle auf dem Markt, die sich durch
folgende Kriterien unterscheiden:

Es gibt selbstexpandierende und ballonexpandierbare Stents. Die meisten
Stents sind ballonexpandierend und entweder bereits industriebedingt auf
einem Ballonkatheter vormontiert oder kénnen durch den Operateur selbst
aufgebracht werden.

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal ist die Herstellung der Stents. Dabei
kénnen die Stents aus einem fortlaufenden Metallfaden hergestellt (coil-Stent)
oder mittels Lasertechnik aus einer Metallréhre herausgeschnitten werden
(slotted tube stents). Die Mehrzahl der Stents wird heute durch Lasertechnik
produziert.

Der wichtigste Unterschied besteht aber in der Verwendung des Materials.
Hauptsachlich werden Stents aus chirurgischem Edelstahl hergestellt (316 L
stainless steel). Andere Mdglichkeiten sind Tantal, Legierungen aus Platin und
Iridium beziehungsweise Kobalt-Chrom (125, 126) oder Nitinol, das aus Nickel
und Titan gemischt wird. Die Beschichtung der Stents mit Gold verbessert ihre
Sichtbarkeit bei der Durchleuchtung und erleichtert damit eine exakte

Plazierung.
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Um ihre primédre Thrombogenitat zu reduzieren, sind die Stents teilweise mit
ployvalent-gebundenem Heparin, Hirudin und Prostazyklin oder aber auch seit
neuestem mit Immunsuppressiva wie dem Mitosehemmer Paclitaxel oder dem
T-Zell-Inhibitor  Sirolimus beschichtet. Aufgrund dieser medikamentdsen
Beschichtung bezeichnet man sie als drug-eluting-Stents (DES).

Die Streben der Stents (struts) weisen je nach ,Stent-Architketur® einen
Durchmesser zwischen 0,025 und 0,18mm auf und sollten mdglichst
gleichmaBig in die betroffene Lasion einmodeliert werden, so dass jede Strebe
Wandkontakt hat. Nach der Implantation bedecken sie zwischen 10 und 40%
der GefaBoberflache, wahrend die elastische Rulckstellung maximal 10%
betragt.

Auch die Langen und Breiten der Stents variieren stark. So kénnen selbst
kleinste Lasionen von 7mm bis hin zu groBen Verschllissen mit einer Lange von
50mm mit einem Stent behandelt werden. Der kleinste Durchmesser beginnt
bei 2,5mm.

Das Einbringen der Stents erfolgt nach standardisiertem Schema. Der Stent
wird unter Durchleuchtung in das KoronargefaB3 eingebracht und in der Plaque
entfaltet. Die Stents verbleiben zeitlebens im GefaBlumen. Der Patient bemerkt
die Intervention oftmals durch pectanginése Beschwerden, die entweder aus
Spasmen in benachbarten GefaBabschnitten oder Uberdehnungen im gerade
aufgedehnten GefaB3 resultieren. Komplikationen sind neben den im Kapitel
1.1.1 genannten PTCA- Komplikationen der Verlust des Stents bei
unsachgemaBem Vorgehen oder bei Abbruch des Interventionsvorgangs
aufgrund ausgedehnter pathologischer Befunde.

(119)

1.2.1 Studien zu Sirolimus-Stents und nichtbeschichteten Stents

Bereits ein Jahr nach seiner ersten erfolgreichen Stent-Implantation brachte
Ulrich Sigwart erste Veréffentlichungen heraus, in denen er schrieb, dass ,diese
vaskularen Endoprothesen eine sinnvolle Mdoglichkeit bieten,
GefaBverschlissen vorzubeugen und eine Restenose nach PTCA verhindern
kénnen“ (124).
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Seither wurden unzdhlige Studien mit Stents vorgenommen. Zwischen 1991
und 1993 wurde in Europa die BENESTENT-Studie und in den USA die
STRESS-Studie zur Effektivitat der Stents durchgefiihrt (101). Dabei zeigte sich
in der BENESTENT-Studie der deutliche Vorteil einer Stent-Implantation
gegenilber der Standard-Koronarangioplastie (122). Auch die Arbeitsgruppe um
Savchenko et al (2000) zeigte, dass ,die Implantation eines Stents in die
Koronararterien den antiischamischen Effekt der Koronarangioplastie
verlangern und die Notwendigkeit von Reinterventionen, aufgrund von
Restenosen oder wiederkehrender Angina pectoris, reduzieren kann“ (115) und
so deutlich effektiver ist als eine alleinige PTCA ohne Stenting (64).

Auch die Einfiihrung der drug-eluting Stents zog weitere Studien nach sich, um
den Vorteil der Medikamentenbeschichtung gegenliber den bisherigen Stents
festzustellen. Die ersten klinischen Pilotstudien mit sirolimusbeschichteten
Stents (FIM-First in Man) wurden im Jahr 2000 in Sao Paulo (Brasilien) und
Rotterdam (Niederlande) durchgefthrt. Hier wurden 45 Patienten mit stabiler
Angina pectoris mit zwei verschiedenen Sirolimus-Stents behandelt. Der einen
Gruppe wurden so genannte slow release Stents implantiert, die den Wirkstoff
nur langsam abgaben, wahrend die andere Gruppe einen fast release Stent
erhielt (schnelle Wirkstoffabgabe). Alle Stents hatten die gleiche Lange und den
gleichen Durchmesser. Nach erfolgreicher Behandlung wurden alle 45
Patienten beschwerdefrei aus dem Krankenhaus entlassen und nach vier, acht
und zwolf Monaten mittels Angiographie und intravaskularem Ultraschall erneut
kontrolliert. Nach vier Monaten zeigte sich in beiden Gruppen lediglich eine
minimale Hyperplasie der Intima, wahrend schwerwiegende Komplikationen wie
Restenosen oder Instentstenosen nicht zu beobachten waren. Auch nach acht
und zwolf Monaten zeigten sich keine weiteren Veranderungen oder kardiale
Ereignisse (113)

In der RAVEL-Studie von 2001 wurde bei 238 Patienten mit neu aufgetretener
KHK die Sicherheit und Effektivitat der Sirolimus-Stents mit unbeschichteten
Stents verglichen. Dabei zeigte sich in der Kontrolle nach sechs Monaten, dass
es in der Sirolimus-Gruppe zu keiner Restenose kam, wahrend bei 26% der

Patienten, die einen unbeschichtetem Stent erhielten, eine Restenose auftrat
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(113). Auch andere kardiale Ereignisse traten nach Einsatz eines drug-eluting-
Stents zunachst deutlich weniger haufig auf als beim unbeschichteten Stent
(52, 64).

Sechs Jahre nach Erscheinen dieser Ergebnisse zeigt sich nun, dass durch den
Einsatz der sirolimusbeschichteten Stents die Restenoserate und somit die
Notwendigkeit erneuter Reinterventionen (77) durch das Unterdriicken der
neointimalen Hyperplasie zwar reduziert wird, gleichzeitig aber der
Einheilungsprozess der Stents in die Endothelwand (Endothelialisierung)
deutlich verzdgert wird und dadurch die Stents langer einen thrombogenen
Fremdkdrper im GefaB darstellen (76, 125, 126). Besonders die
Beeintrachtigung der intimalen Heilungsphase (68, 76) wird als die
Hauptursache fur das vermehrte Auftreten von akuten/subakuten und auch
spaten Stentthrombosen nach Implantation der Sirolimusstents angesehen (37,
68, 76, 82, 84). Bei bis zu 2,7% aller Implantationen eines Sirolimusstents
entstehen Stentthrombosen. Akute und subakute Stentthrombosen treten in der
Regel innerhalb der ersten 14 Tage auf (76, 82). Aber auch schon nach sechs
Stunden beziehungsweise 375 Tagen bis hin zu 17 Monaten postinterventionell
wurden spéate Stentthrombosen beobachtet (76). Neben den bereits bekannten
Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, akuten Nierenfunktionsstérungen oder
chronischen Nierenschaden, dem akuten Koronarsyndrom, einer reduzierten
Pumpfunktion der Ventrikel, Mehr-GefaB-KHK, Bifurkationslasionen, stark
atherosklerotischen Regionen und der gleichzeitigen Behandlung mehrerer
Lasionen, steht vor allem die inadaquate antithrombotische Therapie im
Vordergrund der Diskussion (37, 76, 82, 130, 141). Um die Rate an
Stentthrombosen zu reduzieren, wird eine doppelte antithrombotische Therapie
mit Aspirin und dem Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel gefordert
(125, 126, 129). Da Clopidogrel fir die Vor- beziehungsweise Nachbehandlung
einer Stentimplantation aber nicht zugelassen ist und somit in dieser Indikation
einen ,off-label use® darstellt, fihrte es bei den niedergelassen Vertragsarzten
teilweise zu einer fehlenden oder ungenigenden Versorgung der Patienten
nach koronarer Stentimplantation (125, 126) mit der Folge ansteigender Zahlen

an (spaten) Stentthrombosen (68). Clopidogrel ist ein Adenosinphosphatat
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(ADP) Antagonist aus der Klasse der Thienopyridine und blockiert selektiv die
Bindung von ADP an seine Rezeptoren auf den Thrombozyten und verhindert
somit die ADP-induzierte Vernetzung der Thrombozyten Uber den gpllb/llla
Rezeptorkomplex. Die Eliminationshalbwertszeit betragt zirka acht Stunden.
Aufgrund seiner irreversiblen Bindung an den Rezeptor dauert es [ungeféhr]
finf bis sieben Tage nach Absetzen von Clopidogrel, bis sich die
Thrombozytenfunktion wieder normalisiert hat (125, 126). Basierend auf den
Datenlagen verschiedener Studien gilt heute die allgemeine, leitlinienorientierte
Empfehlung, dass nach Implantation eines unbeschichteten Stents Uber vier
Wochen, nach Implantation eines medikamentenbeschichteten Stents
mindestens sechs Monate lang Clopidogrel als Zweifachtherapie zusammen mit
Aspirin gegeben werden soll. Bei komplexen Lasionen (Bifurkationsstenosen)
kann die Therapiedauer auf bis zu ein Jahr erweitert werden (125, 126). Unter
doppelter Plattchenhemmung betragt heute die Rate an Stentthrombosen bei
unbeschichteten Stents zirka 1% (125, 126).

Aber auch das Sirolimus selbst soll eine gewisse Thrombogenitat besitzen, die
zur Entwicklung der Stentthrombosen beitragt. So haben Babinska et al (1998)
in ihren Studien zeigen kénnen, dass durch Sirolimus (Rapamycin) behandelte
Thrombozyten eine deutlich hdéhere ADP-induzierte Aggregationsneigung
aufweisen als normale Thrombozyten (9) und sich infolge eine ausgepragte
Thrombozytopenie  mit  Verschlechterung  der  Nierenfunktion  und
Blutungszeichen einstellen kann (9, 18, 109). Damit bleibt die akute/subakute
und spate Stentthrombose eine ernsthafte Komplikation dieser Technologie
(82). Vor allem die Rate an Myokardinfarkten und tédlichen kardiovaskularen
Ereignissen zeigt eine deutliche Assoziation zum Auftreten der Stentthrombose
(84, 125, 126). So fuhren Stentthrombosen bei 80% aller Patienten zu einem
akuten Mpyokardinfarkt, wahrend die Mortalitdt, vor allem der spaten
Stentthrombosen, bis zu 45% betragt” (125, 126).

Die Debatte, ob sirolimusbeschichtete Stents thrombogener sind als
unbeschichtete Stents, ist in vollem Gange und letztendlich noch nicht
vollstandig geklart (20, 37, 77, 84, 93, 121, 130, 132). Trotz allem scheint die
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Sterblichkeitsrate insgesamt nach einem Jahr verglichen mit nichtbeschichteten

Stents &hnlich zu sein (64).

1.2.2 Wirkung auf Gerinnungssystem und Inflammation

Die Wirkungen beziehungsweise Pathomechanismen nach erfolgreicher
Stentimplantation, die sowohl an der GefaBwand als auch im gesamten
Kreislauf stattfinden, sind bis heute nicht vollstandig geklart. Aus diesem Grund
beschaftigen sich weltweit zahlreiche Arbeitsgruppen mit dieser Thematik,
wobei besonders die Wirkung der verschiedenen Stents auf das
Gerinnungssystem und die Entzindungsvorgange (Inflammation) im
Vordergrund steht.

Die Arbeitsgruppe um Tepe et al (2002) hat in einem in vitro Modell die
Thrombogenitat verschiedener Stentmodelle untersucht. Dabei hat sich gezeigt,
dass eine Aktivierung des Gerinnungssystems unter anderem vom Design der
Stents (Oberflache) abhangt. Elektronisch geschliffene Stents wiesen die
geringste Thrombogenitat auf. Dennoch wurde bei allen untersuchten Stents
eine Aktivierung des Gerinnungssystems durch Anstieg des Thrombin-
Antithrombin-lll-Komplex, einem Parameter der Thrombinaktivierung, sowie
einem Abfall der Thrombozyten festgestellt. Somit stellen die Stents selbst
bereits einen entscheidenden Faktor dar, der die Gerinnung und ihre
Aktivierung beeinflusst (136).

Auch die Verwendung verschiedener Beschichtungen hat eine erhebliche
Wirkung auf das Gerinnungssystem. So kommt es nach der Implantation eines
heparinbeschichteten Stents deutlich weniger haufig zur Aktivierung von
Thrombozyten und damit zur Expression des gpllb/llla-Rezeptors an dessen
Oberflache (56). Sirolimus, was ebenfalls zur Beschichtung von Stents
eingesetzt wird, beeinflusst die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation (9).
Auch auf Ebene der Inflammation kann man spezifische Veranderungen
feststellen. Nach der Implantation eines Stents kommt es nicht nur zur
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten (42, 73), sondern auch zur
Ausschuttung der inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8, und IL-11 sowie einem
Anstieg des Akut-Phase Proteins CRP (3, 31, 42). Besonders das CRP zeigt im
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Anstiegsverhalten keine Unterschiede zwischen der Verwendung eines drug-
eluting Stent und eines nicht beschichteten Stents (52), stellt aber dennoch
einen Marker fir die Abschatzung einer Entzindung nach erfolgreicher
Stentimplantation dar (72).

Die genannten inflammatorischen Reaktionen ziehen wiederum weitere
Entziindungskaskaden nach sich und korrelieren daher ebenfalls mit der
Entstehung einer  akuten/subakuten [und spaten] Stentthrombose
beziehungsweise Restenose (31).

Auch zelluldre Interaktionen zwischen Neutrophilen und Thrombozyten
scheinen flr eine Progression der neointimalen Proliferation eine
entscheidende Rolle zu spielen (73).

Durch einen Anstieg des B-Zell- und Makrophagen-Liganden CD 40 zirka 10
Minuten nach Stentimplantation (2) sowie durch eine Erhéhung von IL-6
innerhalb der ersten Stunde (3), lassen sich zwei weitere Parameter definieren,
die als friher Marker eine Entziindungsreaktion auf den Stent zeigen kénnen.
Aber auch hier gibt es weitere inflammatorische Wirkungen, die durch das
Einbringen eines Stents beeinflusst werden.

1.3. Sirolimus (Rapamycin)

Im Dezember 1964 isolierten Forscher der Canadian Medical Research
Expedition auf der Osterinsel Rapa Nui aus einer Bodenprobe die Substanz
Rapamycin (91, 107, 113). Rapamycin gehért zu den Makrolid-Antiobiotika und
wird von dem Bakterium Streptomyces hygroscopius produziert. Urspringlich
waren die Forscher an der antimykotischen Wirkung des Naturstoffes
interessiert, bis sie eine nicht akzeptable Nebenwirkung herausfanden:
Rapamycin blockiert das Immunsystem (107).

Rapamycin bindet an den intrazellularen Rezeptor FK506, der zur Familie der
immunophilen Proteine gehort (91), und bildet so den Komplex FKBP12. Dieser
Komplex inhibiert die Kinase ,mammalian target of rapamycin (mTOR)*, die
eine wichtige Komponente in der Regulation und Progression des Zellzyklus ist
(91). Dadurch wird der Ubergang von der G1- zur S-Phase verhindert. ,In der

Folge werden mehrere spezifische Signaltransduktionswege blockiert® (107),
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darunter die Freisetzung von Interleukin 2 und 4 (113). Dadurch wird die
Interleukin-gesteuerte T-Zell-Proliferation (Inflammation) sowie die Migration
und Proliferation von glatten Muskelzellen unterdrickt (113).

Beide Vorgange spielen eine wichtige Rolle bei Tumorwachstum und
Metastasenbildung, diabetischer Retinopathie, Arthritis (91) und besonders bei
Veranderungen arterieller GefaBe nach Organtransplantation, PTCA oder
Koroanarstenting (113).

Seit September 1999 ist Rapamycin in den USA unter dem Handelsnamen
Sirolimus von der US Food and Drug Administration als Immunsuppressivum
zur Pravention einer OrganabstoBung nach Nierentransplantation bei
Erwachsenen zugelassen (107, 109). In der Bundesrepublik Deutschland
erfolgte die Einfihrung und Zulassung am 15. April 2001. (107)

Als Monotherapie eingesetzt, ist Sirolimus nicht nephrotoxisch, was ein
bedeutender Vorteil gegenlber anderen Immunsupressiva ist (107).

Zu den haufigsten Nebenwirkungen gehéren Stérungen des Lipidstoffwechsels
wie Hyperlipidamie, Hypertriglycerindmie oder Hypercholesterinamie (109),
weshalb eine Begleittherapie mit Statinen meist unerlasslich ist (107).
AuBerdem kdnnen Hypertonie, Lungenemphyseme, Polyarthralgien, Diarrhd,
Magenschleimhautentziindungen, = Thrombozyto- und  Leukozytopenien,
Anamien, Epistaxis, Erhéhung der Leberenzyme, Odeme an den Extremitéten,
Wundheilungsstérungen, Harnwegsinfektionen und Hautunreinheiten wie Akne
vorkommen (18, 107, 109, 113).

Dank seiner antiproliferativen und antimigrativen Wirkungen findet Sirolimus
nicht nur in der immunsuppressiven Therapie einen festen Platz, sondern auch
in der Revaskularisierungstherapie bei KHK oder akuten ischamischen
Ereignissen in Form von sirolimusbeschichteten Stents.

In den drug-eluting Stents wird Sirolimus fest an die Metallstrukturen des Stents
gekoppelt, so dass ein Abrieb wahrend der Implantation kaum méglich ist. Uber
einen Zeitraum von mehreren Wochen wird das Sirolimus dann langsam wieder
freigesetzt, wobei 80% des Wirkstoffs vor allem in den ersten 30 Tagen, die
restlichen 20% in den folgenden drei Monaten freigesetzt werden sollen (75).

Durch die Reduzierung der Hyperplasie sowie der Aktivitdtshemmung von
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glatten  Muskelzellen und Entziindungszellen soll eine natirliche
Reendothelialisierung erreicht werden, was wiederum das Risiko einer
Restenose/Instentstenose und die damit verbundenen Reintervention minimiert
(113).

1.4 Zielsetzung

Die Erfolgsrate und Langzeiteffektivitat nach primar erfolgreicher Intervention
mittels PTCA wird durch die haufige Restenosierung nach wenigen Monaten
erheblich gemindert. Durch den Einsatz von Koronarendoprothesen (Stents)
konnte die Restenoserate zwar deutlich verbessert werden, aber durch das
vermehrte Auftreten von Instentstenosen ergaben sich neue Komplikationen in
der Revaskulariersierungstherapie. Diese konnten durch die Weiterentwicklung
der Stents zu drug-eluting Stents (DES), allen voran der mit dem
Immunsuppressivum Sirolimus beschichtete Stent, weiter reduziert werden.
Jedoch zeigen sich durch die verzdégerte Einheilungsphase ins GefaBbett
(Endothelialisierung) und eine teilweise inadaquate antithrombotische Therapie
vermehrt akute/subakute und spéte Stentthrombosen nach deren Implantation.
Die Diskussion, ob sirolimusbeschichtete Stents thrombogener sind als
Nichtbeschichtete Stents ist in vollem Gange.

Von groBer Bedeutung ist insbesondere, ob mit Sirolimus beschichtete Stents
eine ,Eigenthrombogenitat aufweisen. In der Literatur gibt es kaum Daten, die
den Effekt der Sirolimusstents auf Entzindung, Plattchenaktivierung, Gerinnung

und Komplementaktivierung bertcksichtigen.

Das Ziel dieser Studie ist es, die Thrombogenitat von unbeschichteten und mit
dem Immunsuppressivum  Sirolimus (Rapamycin) beschichtete Stents
(Cypherstents) in einem in vitro Modell zu untersuchen.

Dabei sollen vor allem die Wirkungen beider Stents auf die Thrombozyten, das
Gerinnungssystem, die Komplementaktivierung und die Inflammation genauer
untersucht und verglichen werden, um einen Zusammenhang mit dem Auftreten

einer akuten/subakuten und spaten Stentthrombose herauszufinden.
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2. Material und Methoden

2.1 Probanden
Die vorliegende Studie wurde in der Zeit von August 2004 bis Marz 2005 an der

Medizinischen Universitatsklinik in Zusammenarbeit mit der
Forschungsabteilung der Herz-, Thorax und GeféaBchirurgie der Eberhard Karls
Universitat Tabingen durchgeflhrt.

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der
Universitat Tlbingen geprift und genehmigt.

Aufgrund des begrenzten Materials wurden fir diese Studie neun Probanden
ausgewabhlt, die folgende Einschlusskriterien zu erflllen hatten: Die Probanden
sollten mannlich und nicht alter als 40 Jahre alt sein (das Durchschnittsalter
betrug 26,5 Jahre). AuBerdem sollten sie Nichtraucher sein, sich wahrend des
Studienzeitraums gesund fiihlen und keine internistische Grunderkrankung
haben. Des Weiteren sollten sie keine regelméaBige Medikamenteneinnahme
und besonders 14 Tage vor Studienbeginn keine Aspirineinnahme aufweisen,
da sich beides auf die in der vorliegenden Studie gemessenen Parameter
auswirken kann.

Aufgrund der geringen Anzahl an Probanden und der wahrscheinlichen
Einnahme oraler Kontrazeptiva, die wegen der Thrombozytenaktivierung als
Ausschlusskriterium definiert war, wurden keine Frauen in die Studie
einbezogen.

Die Probanden wurden mindlich Uber den Ablauf der Studie informiert. lhr
Einverstandnis zur einmaligen Blutentnahme vor Studienbeginn gaben sie
durch mindliche Zusage und in schrifticher Form durch Unterschrift des
Studienprotokolls.
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2.2. Material

2.2.1 Blutenthahme

Die Blutentnahme erfolgte nach dem internationalen Standard. Nachdem eine

desinfizierte Unterarmvene punktiert war, wurde die Stauung des Oberarmes
sofort gelést, um eine Irritation und Aktivierung der im Blut enthaltenen und fur
die Studie relevanten Parameter zu vermeiden.

Als Abnahmesystem wurde das VENISYSTEMS™ Butterfly®-19 und der Multi-
Adapter der Firma SARSTEDT (NUrnbrecht, Deutschland) verwendet, da es
besonders eine Aktivierung der Thrombozyten so gering wie mdglich halten soll.
Allen Probanden wurden zirka 63ml Blut in sieben Neutralmonovetten a 9ml
(Firma  SARSTEDT, Nurnbrecht,  Deutschland) entnommen. Die
Neutralmonovetten wurden zuvor mit 0,9ml Liqguemin Roche® zur
Antikoagulation (Heparinisierung) beflllt, so dass pro entnommenem Milliliter
Blut eine internationale Einheit Liquemin enthalten war.

Nach Abnahme des Blutes wurden die Neutralmonovetten vorsichtig
geschittelt, um eine komplette Vermischung des Blutes mit dem enthaltenen
Liguemin zu gewahrleisten. AnschlieBend wurden die Neutralmonovetten
gebffnet und das Blut zur Weiterverarbeitung gepoolt, das hei3t der Inhalt aller

sieben Neutralmonovetten wurde in einem GefaB zusammengefiihrt.

2.2.2 Schlauche

Um die Koronarendoprothesen (Stents) in ihrer Funktion testen zu kdnnen,

mussten sie in eine Art GefaBimitation implantiert werden. Dazu wurden
spezielle Schlauche der Firma Medtronic (Heerlen, Niederlande) verwendet, die
wahrend kardiopulmonalen oder anderen Bypass-Eingriffen als extrakorporaler
Kreislauf dienen.

Die Schlauche gehéren zur Produktlinie Carmeda® (Bioactive Surface
Component(s) Inside) und haben die MaBe 1/4 x 1/16 x 185cm. Sie sind an
ihrer Innenseite speziell mit einer Heparinbeschichtung ausgestattet, die eine
Koagulation des Blutes verhindern soll.

Die 185cm langen Schlauche wurden unter sterilen Bedingungen aus ihrer
Verpackung entnommen, mittels Markierungsstift in 50cm lange Abschnitte
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unterteilt und anschlieBend mit einem Schlauchschneider auf oben genannte
Lange zurecht geschnitten. Als  Schlauchschneider diente eine
Ritzmesserklinge, die in einer auf- und zuklappbaren Halterung befestigt war.
Danach wurden von einem Silikonschlauch, dessen Innendurchmesser ein
bisschen gréBer als der Gesamtdurchmesser des Carmeda®-Schlauches war,
zirka 2,5-3cm kleine Sticke, ebenfalls mit dem Schlauchschneider,
abgeschnitten.

Das kleine Silikonschlauchstick wurde nun bis zur Halfte auf das eine Ende
des Carmeda®-Schlauches gesteckt. Die andere Seite des Carmeda®-
Schlauches wurde in die noch freie Halfte des Silikonschlauchstiicks gedrtickt,
so dass ein geschlossenes Ringsystems mit dem Silikonschlauchstiick als
Abdichtung entstand.

Fir jeden Probanden wurden drei solcher praparierten Schlauche benétigt, so
dass insgesamt fUr die Studie 27 Schlauche & 50cm hergestellt wurden.

Damit beim spateren Einbringen der Stents keine Verwechslungen zwischen
den beschichteten und unbeschichteten Stents entstehen konnten, wurden die
Schldauche bereits im Vorfeld nach folgender Systematik beschriftet: Die
Probanden wurden von eins bis neun durchnumeriert. Jedem Probanden
wurden drei Schlduche zugeteilt und entsprechend seiner Nummer beschriftet.
Der Schlauch, in den kein Stent eingebracht werden sollte, bekam zusatzlich
das Kurzel Probandenummer /1. Der Schlauch fir den unbeschichteten Stent
wurde mit /2 und der fir den beschichteten Stent mit /3 gekennzeichnet.

Die so vorbereiteten Schlauche wurden bis zur Implantation der Stents

beziehungsweise bis zur Beflllung mit Blut bei -12°C im Kihlraum gelagert.

2.2.3 Koronarendoprothesen (Stents)

In dieser Studie wurden jeweils zehn unbeschichtete und zehn beschichtete
Stents der Marke Cordis® von der Firma Johnsons und Johnson (Roden,
Niederlande) untersucht.
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2.2.3.1 Unbeschichteter Stent (BMS; bare metal Stent)
Als Vertreter fir den unbeschichteten Stent (BMS) wurde das BX Sonic™

ballonexpandierbare Stentsysten ausgewahlt. Dieses System umfasst einen

140cm langen Katheter, auf dessen Spitze ein 24mm langer Ballon angebracht
ist, der aus DURALYN besteht. Durch Inflation einer Kochsalzlésung kann der
Ballon in die gewlinschte Lange und den gewlnschten Durchmesser gebracht
werden. Allerdings sollte der so genannte rated-burst Druck von 16
Atmosphéaren (Stentbreite hier 3,78mm) nicht Uberschritten werden, da der
Ballon sonst platzen kann (Ergebnisse aus in-vitro-Tests). Uber dem Ballon ist
der noch zusammengefaltete 23mm lange Stent vormontiert, der sich
schlagartig entfaltet, sobald der Ballon mit Kochsalzlésung geflllt wird. Der
Stent selber besteht aus 316L chirurgischem Edelstahl und wird aus nahtlosem
Rohrmaterial lasergeschnitten und elektrolytisch poliert. Er ist am Ballon von
zwei rdntgensichtbaren Platin-Iridium Markern umgeben, so dass die genaue
Position des Stents in vivo beim Rdntgen-Durchleuchten angeben werden kann.
Abhangig vom Inflationsdruck des Ballons, in Atmospharen (atm) gemessen,
kann der Stent eine minimale Breite von 2,98mm bei 4atm und eine maximale
Breite von 3,9mm bei 20atm annehmen. Mit zunehmender Breite wird allerdings
auch die Standardlange des Stents von 23mm kleiner. Um ein optimales
Ergebnis zu erzielen, wird ein Druck von 10atm empfohlen, bei dem der Stent
zirka 3,5mm breit und 23mm lang wird. (44)

FOr die Studie wurden neun dieser Stents in die Carmeda®-Schlauche
implantiert und im Chandler Loop Modell mit Probandenblut in Verbindung
gebracht.

Der zehnte Stent dieser Gruppe wurde zwar in einen Schlauch implantiert, aber
ohne Blutkontakt fir die Rasterelektronenmikroskopie prapariert.

2.2.3.2 Beschichteter Stent (SES; sirolimus-eluting Stent)
Als beschichteter Stent (SES) wurde fiir diese Studie das Cypher™ Sirolimus-
eluting Stentsystem verwendet.

Auch hier sitzt auf einem 140cm langen Katheter ein Ballon aus DURALYN, auf

dessen Spitze ein 23mm langer Stent vormontiert ist.
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Der Ballon an der Katheterspitze hat bei diesem System eine Lange von 25mm.
Der Stent besteht auch hier aus 316L chirurgischem Edelstahl und wurde aus
nahtlosem Rohrmaterial lasergeschnitten und elektrolytisch poliert. Auch die
Position der zwei Platin-lIridium Marker um den Stent ist, wie beim oben
beschriebenen System, identisch.

Durch einen Inflationsdruck vom 6atm lasst sich der Stent auf eine minimale
Breite von 2,91mm expandieren. Bei einem Druck vom 20atm betragt die
maximale Breite 3,9mm. Als Standard wird hier ein Druck von 12atm
empfohlen, bei dem der Stent eine Ladnge vom 23mm und eine Breite von
3,5mm annimmt. Der rated-burst Druck, bei dem der Ballon platzen kann, liegt
bei diesem System bei 16atm und einer Stentbreite von 3,76mm. (45).

Die Besonderheit dieses Stentsystems ist die Beschichtung der Innenflache mit
dem Immunsuppressivum Sirolimus (Rapamycin).

Der Medikamentenanteil von Sirolimus auf einem Cypherstent betragt zirka
140pg/cm? (45).

Auch hier wurden neun Stents fir die Studie verwendet und ein Stent ohne
Blutkontakt flr die Rasterelektronenmikroskopie vorbereitet.

2.2.3.3 Einbringen der Stents in die Carmeda®-Schlauche

Das Einbringen der Stents in die bereits vorbereiteten 50cm langen Carmeda®-

Schlauche erfolgte unter sterilen Bedingungen unter einer LAF-Box. Die
Katheter wurden ausschlieBlich mit gebrauchsfertigen, sterilen Handschuhen
(Firma Semperit, Vienna, Osterreich) angefasst. Die auf dem Ballon
vormontierten und noch nicht entfalteten Stents selber wurden nicht berthrt.
Das Einbringen aller 18 Stents erfolgte nach demselben Schema. Grundsétzlich
musste darauf geachtet werden, dass die unbeschichteten Stents in die
praparierten Schlduche mit dem Kuirzel /2 und die beschichteten Stents
entsprechend in /3 implantiert wurden.

Das jeweilige Stentsystem wurde aus der Verpackung entnommen und
zunachst  von  Schutzhdllen und  sonstigen  umgebenden  oder
zusammenhaltenden Materialien befreit. AnschlieBend wurde der mit dem

Silikonstiick verschlossenen Carmeda®-Schlauch gedéffnet und der Katheter in
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den Schlauch eingeflihrt. Der Stent sollte nicht vollstandig in der Schlauchmitte,
sondern zirka 5-10cm von einem der beiden Schlauchenden entfernt
positioniert werden. Das Katheterende wurde mit einer Pumpe, die den Ballon
mit FlUssigkeit inflatieren sollte, verbunden. Die Pumpe bestand aus einer
Halterung, in deren Mitte ein FlUssigkeitsreservoir in Spritzenform angebracht
war. Das Reservoir war vorne mit einer Druckanzeige, in Atmospharen (atm)
skaliert, verbunden. Am hinteren Ende befand sich ein drehbarer Griff, mit dem
man FlUssigkeit aus dem Reservoir verdrangen und so einen beliebigen Druck
aufbauen konnte. Durch entgegengesetztes Drehen lie3 sich der Druck wieder
abbauen. Als inflatierbare Fllissigkeit wurde destilliertes Wasser der Firma
Fresenius Kabi (Bad Homburg, Deutschland) verwendet.

Nachdem das Kathetersystem Uber einen Verbindungsschlauch an die Pumpe
angeschlossen war, wurde in gleichméaBigem Tempo der Griff bis zu dem Druck
gedreht, an dem sich der Stent automatisch auf eine Lange von 23mm und eine
Breite von 3,5mm entfaltete. AnschlieBend wurde der Druck bis zum rated-burst
Druck von 16atm erhoht, so dass der Stent nun eine Breite von zirka 3,8mm
annahm. Der Ballon wurde nun wieder vollstdndig deflatiert und der Katheter
langsam und vorsichtig zurlickgezogen, ohne den Stent mit hinaus zu ziehen.
Da der Stent aber die Innenwand des Carmeda®-Schlauches nicht vollsténdig
erreichte und somit noch beweglich war, musste mit einem zweiten
Ballonkatheter nachdilatiert werden. Hierzu wurde der PALMAZ CORINTHIAN
IQ Transhepatische Gallengangsstent mit Implantationssystem der Marke
Cordis® (Johnson und Johnson, Roden, Niederlande) verwendet, bei dem der
Ballon mit einem Druck von 8atm eine Breite von zirka 8mm annehmen kann
(rated-burst Druck 10atm). Der Stent war bei diesem System nicht mehr
vorhanden, da er bereits anderweitig implantiert worden war.

Der zweite Katheter wurde nun in den Schlauch eingefihrt und der maximal
deflatierte Ballon vorsichtig in den entfalteten Stent vorgeschoben. Nachdem
der Stent zwischen den Platin-Markierungen des Ballons positioniert war, wurde
mittels Pumpe gleichmaBig ein Druck von 8atm aufgebaut, so dass der Stent
nun auf zirka 6,4mm gedehnt wurde und so die Innenwand des Carmeda®-

Schlauches fest berlihrte und nicht mehr beweglich war. AnschlieBend wurde
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der Ballon wieder deflatiert und der Katheter zurtickgezogen. Der Carmeda®-
Schlauch wurde mittels eines Silikonschlauchstiickes erneut fest zum
Ringsystem verschlossen und bis zum Studienbeginn im Kihlraum bei -12°C
aufbewabhrt.

2.2.4 Chandler Loop Modell

Eines der wichtigsten Gerate dieser Studie war das modifizierte Chandler Loop

Modell. Dieses Gerat wurde von der Forschungsabteilung der Herz-, Thorax-
und GefaBchirurgie der Universitat Tlbingen modifiziert und ist dazu gedacht,
den menschlichen Kreislauf mit 37°C Koérpertemperatur nahezu realistisch zu
simulieren. Seine Funktionsweise soll anhand der unten aufgefiihrten Abb. 1
erklart werden.

Das Becken 1 wird bendtigt, die der Kérpertemperatur entsprechende Wéarme
von zirka 37°C zu erzeugen. Dazu ist es nahezu komplett mit Leitungswasser
gefullt und wird GOber eine integrierte Heizspirale, die durch einen An- und
Ausschalter gesteuert wird, auf 37°C erwarmt. Zwei an den AuBenseiten des
Beckens angebrachte Thermometer Uberwachen die Wassertemperatur. Sollte
die Temperatur des Beckens Uber 37°C steigen, ist es méglich, diese Uber eine
Klhlung wieder zu senken.

Das Becken 2 ist zu fast 75% ebenfalls mit 37°C warmem Leitungswasser
gefillt. Uber eine zu- und abfilhrende Leitung ist es mit dem Becken 1
verbunden, so dass das Wasser in Becken 2 sich in stdndiger Umwalzung
durch das Becken 1 befindet. Dadurch wird eine konstante Temperatur von
37°C in Becken 2 gewabhrleistet.

Im Becken 2 wird auch der menschliche Kreislauf simuliert. Dazu ist am Becken
2 ein Generator angebracht, der eine drehbare Scheibe mit aufgesetzten
Staben bewegt. Die senkrecht zur Scheibe stehenden Stabe sind auBerdem so
angeordnet, dass sich die aufgereihten Carmeda®-Schlauche stets zu 80% im
37°C warmen Wasser befinden. Die Schlauche werden mittels Gummib&ndern,
welche in Kreuztechnik an den Stében befestigt werden, fixiert. Durch Betatigen
des An-Schalters beginnt nun die Scheibe, sich in gewlnschter

Geschwindigkeit (15 Umdrehungen pro Minute) zu drehen. Durch die
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kontinuierliche Bewegung wird eine FlieBgeschwindigkeit von zirka 12,5cm/sec
erreicht, so dass das Blut in den Schlauchen nicht zum Stillstand kommt und so

das DurchflieBen der glattwandigen GefaBe im Kdrper simuliert.

Drehbare Scheibe - -
(mit Stében) Mit Blut gefllter

Generator Carmeda®-Schlauch

Thermometer

.........

Zu- und abfiihrende
Leitungen zu Becken 1

Heizspirale

Becken 1

Abb. 1: schematische Darstellung des Chandler Loop Modells.

2.3 Labormethoden

2.3.1 Ablauf am Chandler Loop Modell

Nachdem die Blutentnahme erfolgt war, wurde das Blut zur Weiterverarbeitung

gepoolt. Das heiBt, dass alle sieben Neutralmonovetten gedffnet und das Blut in
einem gemeinsamen GefaB (LabormaBbecher) zusammengeflihrt wurden.

Da alle Blutparameter als 0-oder Ausgangswert, das hei3t vor Durchlauf im
Chandler Loop Modell, zu bestimmen waren, wurden zun&chst folgende
Monovetten aus dem gepoolten Blut beflllt: eine Citratmonovette 5ml fiir die
Gerinnungsparameter, eine EDTA-Monovette 2,7ml fir die hamatologischen
Untersuchungen und eine Heparinmonovette 2,7ml fir die Durchflusszytometrie
(FACS-Analyse). Diese Monovetten wurden von der Firma SARSTEDT
(NOrnbrecht, Deutschland) bezogen. AuBerdem wurde eine
Vacutainermonovette mit  4,5ml CTAD  (Citrat/Theophyllin/Adenosin/
Dipyridamol) der Firma BD (Becton and Dickinson, Erembodegem, Belgien) fur
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die Bestimmung des B-Thromboglobulins verwendet, die nach dem Beflllen
sofort in Eis geklUhlt wurde. Alle Monovetten bekamen die Aufschrift
Probandenummer /0 und wurden bis zur Weiterverarbeitung wieder fest
verschlossen.

Danach wurden die vorbereiteten drei Carmeda®-Schlauche pro Proband aus
dem Kuihlraum geholt und mit zirka 15ml gepooltem Blut gefillt. Um
Blasenbildung im Schlauch und Verschitten beim Fllen zu vermeiden, wurde
als Trichter eine 20ml Spritze ohne Stempel der Firma Braun (Melsungen,
Deutschland) zu Hilfe genommen. Nachdem die gefillten Carmeda®-Schlauche
wieder zum Ringsystem verschlossen waren, wurden sie in den Chandler Loop
eingebracht. Dazu wurden sie, wie im Kapitel 2.2.4 bereits beschrieben,
hintereinander auf die Stabe aufgereiht und mit Gummibandern fixiert. Dann
wurde das Chandler Loop Modell gestartet. Mit einer Geschwindigkeit von 15
Umdrehungen pro Minute sollten die Schlauche genau 90 Minuten im Chandler
Loop den Kreislauf simulieren.

Nach Ablauf der vorgegebenen Zeit wurde der Chandler Loop angehalten und
die Schlauche heraus genommen. AnschlieBend wurden die Schlauche wieder
gedffnet und das enthaltene Blut auf folgende beschriftete Monovetten zur
Weiterverarbeitung und Messung verteilt: Das Blut aus dem Schlauch ohne
Stent kam in die Monovetten mit dem Kirzel Probandenmummer /1. Das Blut,
das mit dem unbeschichteten Stent Kontakt hatte, wurde in die Monovetten mit
/2 und das des beschichteten Stents in die mit der Aufschrift /3 gegeben.

Aus jedem Schlauch wurde erneut eine Citratmonovette 5ml fir die
Gerinnungsuntersuchungen, eine  EDTA-Monovette 2,7ml  fir die
hamatologischen Parameter und eine Heparinmonovette 2,7ml fur die
Durchflusszytometrie beflillt. Diese Monovetten wurden ebenfalls von der Firma
SARSTEDT (Ndrnbrecht, Deutschland) geliefert. Auch eine
Vacutainermonovette mit  4,5ml CTAD  (Citrat/Theophyllin/Adenosin/
Dipyridamol) der Firma BD (Becton and Dickinson, Erembodegem, Belgien) fur
die Bestimmung des B-Thromboglobulins, die nach dem Beflillen in Eis gekinhlt

werden musste, wurde wieder verwendet.
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Nachdem das Blut in die Monovetten abgeflllt war, wurden diese wieder fest

verschlossen.

2.3.2 Bestimmung von Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten

Die Bestimmung von Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten erfolgte
sowohl vom 0-oder Ausgangswert als auch von den drei Schlauchen nach der
Simulation. Dazu wurden aus dem gepoolten Blut beziehungsweise aus den
jeweiligen Schlauchen das Blut in EDTA-Monovetten geflllt und zur
Bestimmung in den Hamocytometer der Firma Axon Lab AG (Baden-Dattwill,
Schweiz) eingebracht. Die Auszahlung der jeweiligen Zellen erfolgte
automatisch im Geréat.

Als Referenzbereiche wurden fir die jeweiligen Zelllinien folgende Werte
angegeben:

Erythrozyten 4,4-59 x 10%pl (Referenzbereich nur fir Manner, da alle
Probanden mannlich waren)

Leukozyten 4300-10000/pl

Thrombozyten 150000-350000/ul (33).

2.3.3 Bestimmung verschiedener Blutparameter (ELISA)

Um die entsprechenden ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
durchfihren zu kénnen, wurden das Plasma der EDTA-, der Citrat- und der
CTAD-Monovette bendétigt. Dazu wurden die Monovetten fir 20 Minuten bei
3000U/min zentrifugiert (Zentrifuge Varifuge RF). AnschlieBend wurde das
Plasma in entsprechend beschriftete Eppendorfhiitchen zu je 300ul abpipettiert
und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Bestimmung wurden die
Proben bei -20°C gelagert.

Auch hier wurden die unten genannten Parameter vor und nach Durchlauf im

Chandler Loop bestimmt.

2.3.3.1 PMN-Elastase
Die PNM-Elasatase wurde mit dem Kit PMN-Elastase der Firma MERCK

(Darmstadt, Deutschland) bestimmit.
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Testprinzip
Mit diesem heterogen aufgebauten Enzymimmunoassay lasst sich die PMN-

Elastase aus polymorphnucledren Leukozyten im Komplex mit PMN-Elastase
ay Proteinaseinhibitor (PI) bestimmen.

Dazu wird im ersten Inkubationsschritt der PMN-Elastase a; Pl-Komplex mit
seinem PMN-Elastase Teil an die Antikbrper gebunden, die an die
Réhrchenwand des Kits gekoppelt sind. Im zweiten Schritt werden mit
alkalischer Phophatase (AP) markierte Antikdrper zugegeben, die mit dem aj.
Pl-Teil reagieren. Die ungebundenen AP-Antikérper werden ausgewaschen.
Uber die markierten AP-Antikdrper wird die enzymatische Aktivitit des

Immunkomplexes photometrisch bestimmit.

Testreagenzien

1. Kalibratoren 1-4 (Phophatpuffer pH 7,5, Stabilisatoren, Konservierungsstoffe,
PMN-Elastase a4 PI-Komplex)

. Kontrollplasma vom Schaf versetzt mit PMN-Elastase ay PI-Komplex

. Probenverdinnungsmedium (Phosphatpuffer pH 7,5 mit Stabilisatoren)

. Waschlésung

. AP-Substrat (4-Nitrophenylphosphat)

. AP-Puffer (Diethanolamin, pH 9,8)

. Stopplésung (NaOH)

0 N o O~ WODN

. Antikérper beschichtete Réhrchen (anti PMN-Elastase Antikérper vom
Schaf)
9. Antikdrper-Enzym-Konjugat (Tris-Puffer pH 7,5, anti a4 Pl Antikérper
vom Kaninchen gekoppelt mit alkalischer Phosphatase)
10. Antikérper-Enzym-Konjugat-Puffer (Borat Puffer pH 8,0)

Testdurchfiihrung

Zunachst wurden 50ul der zu untersuchenden Probe und einer Kontrolle mit
2,5ml  Verdinnungslésung in separaten GefaBen gemischt. Die
antikérperbeschichteten Réhrchen wurden mit 1ml Waschlésung gefillt und fur

5-20 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Nachdem die Zeit abgelaufen
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war, wurden die Rdhrchen vollstandig abgesaugt und die verdinnte Probe
beziehungsweise die verdinnte Kontrolle hinein gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 60 Minuten bei Zimmertemperatur wurden die Réhrchen
wieder vollstandig abgesaugt und dreimal mittels Waschlésung gewaschen.
AnschlieBend wurden 500ul der Antikérper-Enzymlésung hinzu gegeben und
fir 30 Minuten inkubiert. Nach zwei weiteren Waschvorgangen wurden 500ul
Substratlésung hinzugefigt und alles noch einmal fir 30 Minuten bei
Zimmertemperatur lichtgeschitzt inkubiert. Nach Stoppen der Reaktion mit
100pl NaOH wurden die Proben innerhalb einer Stunde gegen ein
Leerwertgemisch aus 500ul Substratlésung und 100ul Stopplésung bei einer
Wellenlange von 405nm gemessen.

Der Referenzbereich liegt nach Angaben des Herstellers zwischen 12 und 32
ug/l (Mittelwert: 22ug/l, Standardabweichung 10ug/l) fir gesunde Erwachsene.

2.3.3.2 sP-Selectin
Die Bestimmung von sP-Selectin erfolgte mit dem Test Kit der Firma R&D
(Minneapolis, USA).

Testprinzip
Dieser zur Bestimmung von sP-Selectin verwendete Enzymimmunoassay ist

nach dem Sandwichprinzip aufgebaut. Dazu sind in den Vertiefungen der
Mikrotitrationsplatte monoklonale Antikérper gegen sP-Selectin fixiert, an die
das in der Probe enthaltene sP-Selectin im ersten Inkubationsschritt bindet.
Nach Zugabe von peroxidasekonjugierten Antikbrpern gegen das bereits
gebundene sP-Selectin werden die ungebundenen Antikérper durch
wiederholtes Waschen entfernt. Zuletzt wird eine Lésung zugesetzt, die Uber
eine Peroxidasereaktion eine Farbentwicklung auslést. Diese lasst sich

photometrisch bestimmen und ist proportional zur gesuchten Konzentration.

Testreagenzien

1. sP-Selectin Mikrotitrationsplatte (mit Mausantikdrper gegen sP-Selectin)

2. sP-Selectin Standardlésung
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3. Probenverdinnung

4. sP-Selectin konjugiertes Konzentrat (peroxidasekonjugierte Antikérper vom
Schaf gegen sP-Selectin)

. Konjugationslésung

. sP-Selectin Standard

. Waschlésung

. Substrat (Tetramethylbenzidine)

© 00 N O O

. Stopplésung

Testdurchflihrung

In die Vertiefungen der Mikrotitrationsplatte wurden jeweils 100ul der bereits
verdiinnten Probe beziehungsweise der Standardiésung pipettiert. Nach
kurzem Warten und Absaugen der Platte wurden jeweils 100ul der konjugierten
Antikdrper hinzugeflgt und flr 60 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden die Platten erneut vorsichtig abgesaugt und die nicht
gebundenen Antikérper durch dreimaliges Waschen entfernt. Dann wurden
100ul der Substratlésung hinein pipettiert und fir weitere 15 Minuten inkubiert.
Durch Zugabe von 100ul Stopplésung wurde die Reaktion beendet und die
Proben innerhalb von 30 Minuten bei einer Wellenlange von 450nm am
Photometer gemessen. Durch Erstellen einer Bezugskurve aus den
Standardwerten konnten die sP-Selectin-Werte der Proben anschlieBend aus
der Kurve abgelesen werden.

Die Referenzwerte variieren fir Erwachsene laut Hersteller zwischen 18 und
40ng/ml.

2.3.3.3 B-Thromboglobulin (B-TG)

Die Konzentration von B-TG wurde mit dem Enzymimmunoassay der Firma

Roche (Mannheim, Deutschland) gemessen.

Testprinzip
Auch dieser Enzymimmunoassay ist nach dem Sandwichprinzip aufgebaut. Im

ersten Inkubationsschritt wird das in der Probe enthaltene B-TG an die in den
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Vertiefungen des Mikrotitrationsstreifens enthaltenen Antikérper gebunden. Im
zweiten Inkubationsschritt binden peroxidasekonjugierte Antikérper an weitere
Bindungsstellen des B-TG-Molekils. Im  Anschluss an wiederholte
Waschvorgange, in denen die nicht gebundenen Antikdrper entfernt werden,
wird Harnstoffperoxid und das Chromogen Ortho-Phenyldiamin hinzugeflgt. Die
daraufhin einsetzende Farbreaktion wird nach Beendigung einer festgelegten
Zeitspanne durch Saurezugabe beendet und die Konzentration an B-TG
photometrisch bestimmt.

Testreagenzien

. Mikrotitrationsstreifen (mit Anti-human-B-TG vom Kaninchen)
. Anti-human-B-TG vom Kaninchen, gekoppelt mit Peroxidase
. Ortho-Phenyldiamin (2mg)

. Harnstoffperoxid (5mg)

. Konzentrierter Phosphatpuffer

. Konzentrierte Waschlésung

. Kalibrator mit humanem B-TG

0o N OO 0o &~ ON =

. Kontrolllésung

Testdurchfiihrung

Zunachst wurden 200ul des verdinnten Probandenplasmas beziehungsweise
einer verdinnten Kontrolle in die Vertiefungen des Mikrotitrationsstreifens
hinein pipettiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit von einer Stunde bei 18-25°C
wurden die Streifen abgesaugt und mit konzentrierter Waschlésung finfmal
gewaschen. AnschlieBend wurden jeweils 250ul der peroxidasekonjugierten
Antikdrper hinzugefligt und erneut far 60 Minuten bei 18-25°C inkubiert. Nach
weiteren funf Waschgangen wurden das Harnstoffperoxid sowie das
Chromogen Ortho-Phenyldiamin zugegeben. Diese Reaktion wurde nach drei
Minuten durch die Zugabe von Salzsaure gestoppt und die Proben am
Photometer bei einer Wellenlange von 492nm gemessen.

Nachdem eine Standardkurve aus den Werten der Kontrolle auf doppelt-

logarithmischem Papier erstellt wurde, konnten die B-TG-Werte aus dem
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Plasma der Patientenproben direkt aus der Kurve abgelesen werden.
Nach Angaben des Herstellers sollen die B-TG-Werte flir erwachsene Personen

in Bereich zwischen 10 und 501U/I liegen.

2.3.3.4 SC5b-9
Der in den Proben enthaltene SC5b-9-Komplex wurde mit dem

Enzymimmunoassay der Firma QUIDEL (San Diego, USA) erfasst.

Testprinzip
Dieser Enzymimmunoassay funktioniert ebenfalls nach dem Sandwichprinzip

und lauft in drei Phasen ab.

In der ersten Phase binden die in den Proben enthaltenen SC5b-9 Komplexe an
die entsprechenden Antikérper in den Vertiefungen der Mikroassayplatte, wobei
nicht gebundene Komplexe durch einen anschlieBenden Waschvorgang
entfernt werden.

Im zweiten Schritt werden an Meerrettichperoxidase gebundene Antikdrper
gegen den SC5b-9-Komplex hinzu gegeben. Auch hier werden die
ungebundenen Antikérper durch Waschen entfernt.

Zuletzt wird in die Vertiefungen ein chromogenes Enzymsubstrat eingebracht,
welches durch die Peroxidasereaktion eine Griinfarbung erhalt. Nach Stoppen
der Reaktion mit Oxalsdure wird die Konzentration an SC5b-9 anhand der
Farbintensitdt photometrisch gemessen und mittels einer Eichgeraden

bestimmt.

Testreagenzien
1. SC5b-9-Standardlésung (mit definierter Menge von SC5b-9)
2. Kontrollldsungen (mit hohen und niedrigen Mengen an SC5b-9)

3. Beschichtete Teststreifen (monoklonale Antikérper gegen SC5b-9 von der
Maus)

4. Stopplésung (250mmol/l Oxalsaure)

5. konzentrierte Waschlésung

6. Probenverdiinnungsmittel (phosphatgepufferte Kochsalzlésung)
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7. Substratverdiinnung (Zitratpuffer)

8. konzentriertes Substrat

9. SC5b-9-Konjugat (an Meerrettichperoxidase gebundene Antikdrper gegen
SC5b-9 von der Ziege)

Testdurchflihrung

Die Vertiefungen der Mikroassayplatte wurden zunachst angefeuchtet, mit
100ul Probenverdinnung beflllt und schlieBlich die Proben oder Kontrollen
hinein pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten bei 15-30°C folgten
finf Waschvorgédnge, in denen die nicht gebundenen SC5b-9-Komplexe
entfernt wurden.

AnschlieBend wurden je 50ul der SC5b-9-Konjugatlésung hinzu gegeben und
erneut fir eine Stunde inkubiert. Nach weiteren funf Waschvorgangen wurden
jeweils 100ul der Substratlésung in die Vertiefungen pipettiert. Nach 30 Minuten
wurde die Reaktion durch Zugabe von je 50ul Oxalsdure gestoppt und die
Proben am Photometer bei einer Extinktion von 405nm gemessen.

Nach Auftragen der Standardwerte in ein entsprechendes Diagramm konnten
die ermittelten Werte direkt abgelesen und entsprechend ihrer Verdinnung
berechnet werden.

Die Nachweisgrenze fiir SC5b-9 liegt laut Herstellerangaben bei einem Wert
von 7,9ng/ml. Allerdings wird als untere Bestimmungsgrenze ein Wert von
40ng/ml festgelegt, der den Kriterien Genauigkeit und Prazision dieses Tests
somit gerade noch gerecht wird.

Einen Norm- oder Referenzbereich fir Erwachsene gibt es nicht.

2.3.3.5 Thrombin-Antithrombin-lll-Komplex (TAT)
Mit dem Enzymimmunoassay Enzygnost® TAT der Firma Behringwerke AG

(Marburg, Deutschland) erfolgte die Bestimmung des Thrombin-Antithrombin-I11-
Komplex (TAT).

Testprinzip
Auch die Mikrotitrationsplatten zur Bestimmung der TAT-Komplexe folgen dem
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Sandwichprinzip. Dazu binden die in den Proben enthaltenen TAT-Komplexe an
entsprechende Antikérper in den Vertiefungen der Mikrotitrationsplatte. Nach
Auswaschen der Uberschlssigen und nicht gebundenen TAT-Komplexe werden
in einem weiteren Schritt peroxidasekonjugierte Antikdrper gegen humanes AT
[Il hinzugefligt, wobei auch hier die ungebundenen Antikdrper durch einen
Waschvorgang entfernt werden. Die sich anschlieBende enzymatische
Umwandlung von Wasserstoffperoxid und einem Chromogen wird mittels
Schwefelsaure unterbrochen. Die Konzentration von TAT, die proportional zur

Farbintensitat ist, kann nun photometrisch bestimmt werden.

Testreagenzien

1. Enzygnost TAT (Mikrotitrationsplatten mit Kaninchen-Antikérpern gegen
humanes Thrombin)

. Anti-ATIIl (Peroxidasekonjugierte Antikdrper vom Kaninchen gegen ATIII)

. Konjugat-Puffer (Tris-Puffer, Serumalbumin vom Rind)

. TAT-Standardplasmen

. TAT-Kontrollplasmen

. Probenpuffer (TAT)

. Waschlésung POD (Phosphatpufferlésung)

. Puffer/Substrat POD (Wasserstoffperoxid in Citratpuffer)

. Chromogen POD (o-Phenylendiamin-dihydrochlorid)

= ©O© 00 N O 0o A W N

0. Stopplésung (0,5N Schwefelsaure)

Testdurchfiihrung

50ul Probenpuffer TAT wurden zunachst mit je 50ul Kontrolle, Standard oder
der eigentlichen Probe in den Vertiefungen der Mikrotitrationsplatte vermischt
und bei 37°C flr zirka 15 Minuten inkubiert. Nach kurzem Absaugen und
zweimaligen Waschen wurden je 100ul Konjugatldsung hinzugeftgt und erneut
far 15 Minuten inkubiert. Im Anschluss an drei weitere Waschvorgange wurden
100l der frisch angesetzten Chromogen-Puffer/Substrat-Lésung dazu pipettiert
und bei 25°C fir 30 Minuten lichtgeschitzt stehen gelassen. Durch Zugabe von

100pl Stopplésung POD wurde die enzymatische Reaktion gestoppt und die
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Proben bei einer Wellenldange von 492nm gegen destilliertes Wasser am
Photometer gemessen.

AnschlieBend erfolgte die Erstellung einer Bezugskurve auf doppelt-
logarithmischem Papier, aus der die ermittelten TAT-Werte direkt abgelesen
werden konnten.

Als Referenzbereich gibt der Hersteller fir gesunde Erwachsene Werte

zwischen 1,0 und 4,1pul/l an.

2.3.3.6 Factor Xlla
Zur Bestimmung der Konzentration von Factor Xlla wurde der FXIIA ELISA Kit

der Firma Axis-Shield (Dundee, Schottland, Vereinigtes Kdnigreich) eingesetzt.

Testprinzip
Bei diesem, nach dem Sandwichprinzip aufgebauten, Enzymimmunoassay wird

im ersten Schritt der in den Standards, Kontrollen oder Proben enthaltene
Factor Xlla an Maus-Antikérper in den Vertiefungen der Platte gebunden. Nach
mehrmaligem Waschen werden weitere Schaf-Antikérper gegen den humanen
Factor Xlla hinzugefligt und sollen binden. Im nachsten Schritt werden nach
erneuten Waschvorgangen enzymmarkierte Antikdrper gegen die bereits
gebundenen Schaf-Antikérper hinzugefligt, die nach Zugabe einer
Substratlésung eine Farbreaktion hervorrufen. Diese kann am Photometer
gemessen und somit die Konzentration an enthaltenem Factor Xlla bestimmt

werden.

Testreagenzien

1. FXlla Mikrotitrationsplatten (mit Maus-Antikérpern gegen Factor Xlla)
2. Anti-FXI1A-Konjugat (mit Antikdrpern vom Schaf gegen Factor Xlla)
3. Substrat (Phenolphtalein Monophosphat)

4. Stopplésung (Sodiumhydroxid, EDTA, Carbonat-Puffer)

5. FXlla Waschlésung (Borate -Puffer, Salzsaure)

6. FXlla-Standards

7. FXlla-Kontrollen
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Testdurchflihrung

In die Vertiefungen der Mikrotitrationsplatten wurden zuerst je 100ul Standard,
Kontrollen und Proben hinein pipettiert und fir 60 Minuten bei 18-25°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten finfmal mit 200ul Waschlésung
gewaschen und wieder mit je 100ul Anti-FXIIA beflllt. Nach einer
Inkubationszeit von weiteren 60 Minuten bei gleicher Temperatur folgten
weitere flinf Waschvorgange. Zuletzt wurden je 100yl des Substrates
hinzugeflgt und inkubiert. Die sich entwickelnde enzymatische Farbreaktion
wurde nach 15 Minuten durch Zugabe der Stopplésung angehalten. Die Proben
wurden dann am Photometer bei einer Wellenlange von 550nm gemessen.

Die Werte der Standards wurden zur Ermittlung einer Bezugskurve auf
logarithmischem Papier aufgetragen, so dass die Konzentrationen in den
Proben direkt der Kurve enthommen werden konnten.

Die Werte sind nach Angaben des Herstellers sowohl alters- als auch
geschlechtsabhangig. Fir beide Geschlechter gilt als Referenzwert fir
Erwachsene zwischen dem 18. und 68. Lebensjahr ein Wert von zirka
1,53ng/ml.

2.3.4 Durchflusszytometrie der Thrombozyten (FACS-Analyse)

Eine Durchflusszytometrie der Thrombozyten (FACS-Analyse, englisch:
fluorescene activated cell sorting) sollte sowohl vom 0- oder Ausgangwert als
auch von den jeweiligen drei Schlauchen nach Simulation im Chandler Loop
Modell erfolgen.

Ein Durchflusszytometer ist ein ,optisches MeBsystem, das Streulicht- und
Fluoreszenzsignale einzelner in einem FlUssigkeitsstrom fokussierter Partikel
analysiert®.

Dabei kann es sowohl Zellen des hdmatologischen Systems wie Lymphozyten,
Leukozyten, Thrombozyten oder Erythrozyten als auch Zellen in
Koérperflissigkeiten (Gelenkfllssigkeit, Liquor, Sperma und andere) erfassen.
Selbst Tumorzellen, virusinfizierte Zellen und Bakterien kdénnen mit dem

Durchflusszytometer sichtbar gemacht werden.
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,D0as Anwendungsspekitrum reicht von der Lymphozytentypisierung Uber
Zellzyklusanalysen bis zu funktionellen Untersuchungen wie beispielsweise
intrazellularen Stoffwechselvorgangen.®

Dazu ist ein Durchflusszytometer aus einem FlUssigkeitssystem, einem
optischen System, einer Signalverarbeitung und einem System zur Darstellung
der Messergebisse ausgestattet.

Das Flissigkeitssystem dient als Tragerldsung flr die enthaltenen Zellen und
leitet sie entsprechend an die Stellen des optischen Systems, das aus
Anregungs- und Detektionsteil besteht. Im Anregungsteil werden die Zellen
durch einen Laser auf ein héheres Energieniveau gebracht und damit angeregt.
Der Detektionsteil misst anschlieBend Uber die verschiedenen Richtungen des
abgehenden  Streulichts die  noch enthaltene  Energie. Diesen
Strahlungsiibergang auf das Grundniveau bezeichnet man auch als
Fluoreszenz.

Die vom Detektionsteil wahrgenommen Signale werden {ber Photoréhrchen
(PMT=photomutiple Tube) oder Photodioden weiter verarbeitet und
anschlieBend als Histiogramme oder Zweiparameterdiagramme am Bildschirm
sichtbar.

Um die Zellen fir den Durchflusszytometer besser anregbar machen zu
kénnen, werden sie mit speziellen Farbstoffen, so genannten Fluorchromen,
markiert. Diese sind meist an entsprechende Antikérper gegen die gesuchten
Zellen gekoppelt. Es gibt Farbstoffe flr die Immunfluoreszenz wie Fluorescein
(FITC) oder R-Phycoerythrin (PE), aber auch solche fir den Nachweis von DNA
oder RNA, Calcium, Mitochondrien, Membranpotentialen oder fir intrazellulare
pH-Messungen.

Besondere Madéglichkeiten ergeben sich durch den Einsatz verschiedener
Farbstoffkombinationen bei gleicher anregbarer Wellenlange. Durch die
unterschiedlichen Anregungs- und Emissionswellenldangen lassen sich zum
Beispiel heterogene Zellpopulationen genauer charakterisieren. (117)

Das in dieser Studie verwendete FACS-Gerat FACScan stammt von der Firma
BD (Becton and Dickinson, Erembodegem, Belgien). Der enthaltene Laser hat

einen Wellenlangenbereich von 325-752nm und I&sst sich entsprechend auf die
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verwendeten Fluorchrome einstellen. Der Farbstoff Fluorescein (FITC) wird bei
einer Wellenlange von zirka 530nm und R-Phycoerythrin (PE) bei zirka 585nm
angeregt. Beide Farbstoffe wurden in Verbindung mit Antikérpern in dieser
Studie verwendet.

2.3.4.1 Reagenzien fur die Durchflusszytometrie

Bevor das Blut fiir die Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) aufbereitet werden

konnte, mussten zunachst noch weitere Vorbereitungen getroffen werden.

Tyrode Puffer

Als erstes wurde ein Tyrode Puffer angesetzt, der bei der Aufbereitung des
Blutes fr die Durchflusszytometrie wichtig war.

Dazu wurden 4,388g NaCl, 0,09315g KCI, 0,1105g CaCl? und 0,504g NaHCO?®
mit einer Prazisionswaage der Firma Sartorius Research (Géttingen,
Deutschland, letzte Wartung April 2004) abgewogen und miteinander vermengt.
Diese Reagenzien wurden von der Firma MERCK (Darmstadt, Deutschland)
bezogen. AuBerdem wurden noch 0,203g MgCI? der Firma Molecular Sigma
Biology (Minchen, Deutschland) dazugegeben. AnschlieBend wurde das
Gemisch mit 500ml destilliertem Wasser (Fresenius Kabi. Bad Homburg,
Deutschland) aufgefillt. Nach vorsichtigem Schitteln wurden zusétzlich 0,5g
Glucose, ebenfalls von Molecular Sigma Biology (Munchen, Deutschland),
hinzugefligt, so dass die Lésung pro Milliliter ein Gramm Glucose enthielt.
Nachdem die Reagenzien auf dem Magnetrihrer nach zirka 30 Minuten
vollstandig geldst waren, wurde das Gemisch am pH-Meter auf 7,4 eingestellt.
Als letztes wurden 0,5g BSA hinzu gegeben, so dass auch hier pro Milliliter
Lésung ein Milligramm BSA enthalten war.

Nach erneutem RuUhren wurden ungefahr 30 Falcons (Cellstar®) der Firma
Greiner Bio One (Frickenhausen, Deutschland) mit jeweils 10ml Tyrode Puffer
beflllt (alliqoutiert) und bei -20°C bis zum Studienbeginn eingefroren.
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ADP (Adenosin-di-Phosphat)

Ein weiteres Reagenz bei der Durchflusszytometrie war das ADP (Adenosin-di-
Phosphat) der Firma MGLAB (Hilden, Deutschland). Es wurde nach
Gebrauchsanweisung mit 1ml destilliertem Wasser (Fresenius Kabi, Bad

Homburg, Deutschland) aufgelést, zu 20ul in zirka 50 Eppendorfhitchen
abpipettiert und ebenfalls bei -20°C tiefgefroren.

Vor jedem Versuch wurde die bendtigte Menge an ADP rechtzeitig aufgetaut.
Bevor das ADP aber fir den Versuch verwendet werden konnte, wurden pro
20ul noch 36,65ml destilliertes Wasser hinzu gegeben und anschlieBend alles

gut durchmischt (vortexen).

Cellfix™

Um nach Aufbereitung des Blutes von eventuell auftretenden Verzdégerungen
vor der Messung oder Fehlmessungen selbst unabhangig zu sein, wurden die
Zellen in so genanntem Cellfix™ (BD, Erembodegem, Belgien) fixiert. Dieser
Zusatz macht es mdglich, die Zellen fir zirka 24 Stunden zu konservieren.

Dazu wurde die entsprechend bendtigte Menge Zellfix mit destilliertem Wasser
(Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) auf eine Konzentration von 1:10
verdiinnt. Diese Mischung sollte nicht Ianger als 24 Stunden aufbewahrt werden

und wurde daher taglich frisch angesetzt.

2.3.4.2 Antikorper
Die Aufbereitung des Blutes zur Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) erfolgte

bei allen Antikérpern nach demselben Prinzip. Daher soll im Folgenden kurz auf
die Gemeinsamkeiten eingegangen werden, bevor die Antikdrper im Einzelnen

besprochen werden.

Nachdem das Blut vor Einbringen in die Schlauche beziehungsweise nach
Durchlauf im Chandler Loop Modell in die Heparinmonovetten abgeflllt war,
wurden diese vorsichtig geschuttelt, um eine komplette Durchmischung des
Blutes mit dem enthaltenen Heparin zur Antikoagulation zu erreichen.

AnschlieBend wurde 20ul des heparinisierten Blutes in ein Eppendorfhittchen
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abpipettiert und mit 980ul des zuvor vorbereiteten Tyrode-Puffers verdinnt.
Nach kurzem durchmischen (vortexen), wurden jeweils 50ul dieser Mischung in
5 Eppendorfhitchen umverteilt.

In eines der funf Eppendorfhitchen wurden keine Antikérper gegeben, um die
Zellen in ihrem nativen Zustand belassen und somit eine Negativkontrolle zu
erhalten.

In die anderen vier Eppendorfhitchen wurden die verschiedenen Antikdrper in
entsprechender Menge dazu gegeben und alles noch einmal gut durchmischt
(vortexen). Die hinzugefigten Volumen waren Standardmengen, die sich aus
Erfahrungen in anderen Studien mit diesen Antikérpern ergaben.

AnschlieBend wurden die Eppendorfhitchen samt Inhalt fir genau 30 Minuten
an einen dunklen und erschitterungsfreien Ort inkubiert. Nachdem die Zeit
abgelaufen war, wurde der Inhalt der Eppendorfhiitchen mit einer Pipette
(Eppendorf Reference) jeweils auf ein FACS-Réhrchen der Firma BD (Becton
and Dickinson, Erembodegem, Belgien) umpipettiert, weil nur diese Réhrchen
fir die Messung im FACS-Gerat genutzt werden kdénnen. Zuletzt wurden pro
Rdéhrchen 500ul des ebenfalls vorbereiteten Cellfix™ dazu gegeben, um die
Zellen flr eine spatere Messung zu konservieren. Die Réhrchen wurden mit
ihrem Deckel verschlossen und bis zur Messung am FACS-Gerat bei 7°C

dunkel und erschitterungsfrei im Kihlschrank gelagert.

Antikorper CD 45
Der Antikérper CD 45 der Firma BD (Becton and Dickinson, Erembodegem,

Belgien) ist ein Maus-Immunglobulin IgG1 (Kappa) und reagiert mit verschieden
schweren Isoformen des LCA (leucocyte common antigen). Das LCA ist auf
Leukozyten, Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten, Eosinophilen und
Thymozyten vorhanden, allerdings nicht auf zirkulierenden Erythrozyten,
Thrombozyten oder erythropoetischen Stammzellen des Knochenmarks.

CD 45 ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff R-PE gekoppelt und macht in der
Durchflusszytometrie alle die Zellen sichtbar, die das LCA aufweisen. (43, 117)
Der Antikérper wurde in dieser Studie mit einer Konzentration von 5pl

verwendet und gemeinsam mit CD 41 in einer Probe vermischt.
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Antikdrper CD 41
CD 41 ist ebenfalls ein aus der Maus isoliertes Immunglobulin der Klasse IgG1

und wurde von der Firma Immunotech (Marseille, Frankreich) bezogen.

Das eigentliche CD 41 bildet als allb Kette, auch gpllb genannt, zusammen mit
der B3 Kette (gpllla oder CD 62) den Glycoproteinkomplex gpllb/llla, der am
Fibrinogenrezeptor auf allen Thrombozyten zu finden ist (48) und bei deren
Aktivierung im Gerinnungsprozess eine groBe Rolle spielt. Der gplib/llla
Komplex gehért zur Familie der Cytoadhésine, die auch Integrin genannt wird.
Der Antikérper CD 41 reagiert unabhangig von der Anwesenheit des gpllla
ausschlieBlich mit der gpllb-Kette und somit nur mit normalen Thrombozyten
und Megakaryozyten.

Er verhindert nicht die durch Kollagen, Arachidonsdure oder Thrombin
ausgeléste Aggregation der Thrombozyten und auch nicht die Bindung von
Fibrinogen an den Plattchenaggregaten, die durch ADP, Arachidonsaure oder
PAF getriggert wird.

Durch die Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC kann man mit dem
Antikérper CD 41 also die Funktion der Thrombozyten Uberprifen und den
gpllb-Anteil des Glycoproteinkomplexes identifizieren (46, 117).

CD 41 wurde, wie oben bereits erwahnt, zusammen mit CD 45 in einer Probe

gemischt und mit einer Konzentration von 5ul gebraucht.

Antikorper PAC 1
PAC 1 ist ein Antikérper, der ein Epitop des gplib/llla Glycoproteinkomplexes

auf aktivierten Thrombozyten in der N&he beziehungsweise am
Fibrinogenrezeptor selbst erkennen und durch Kopplung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FITC markieren kann.

PAC 1 bindet somit also ausschlieBlich an aktivierte Thrombozyten und
verhindert durch seine Bindung auBerdem die Thrombozytenaggregation durch
Fibrinogen.

Der Antikérper ist ein Pentamer der Klasse IgM und kann fir folgende
Studienziele verwendet werden: Verstdndnis Uber Struktur und Funktion des

gpllb/llla-Komplexes sowie seiner Liganden, Hamostase und Thrombose bei
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GefaBverletzungen, metabolische Reaktionen infolge von Veranderungen der
Plattchenoberflache und therapeutische Strategien zur Verhinderung der
Plattchenaktivierung (48).

Das verwendete PAC 1 stammte von der Firma BD (Becton and Dickinson,
Erembodegem, Belgien) und wurde mit der Konzentration von 2l eingesetzt.
Um die korrekte Funktion des Antikérpers PAC 1 zu Uberprifen, wurde eine so
genannte Positivkontrolle angefertigt. Dazu wurden 2ul von PAC 1 und 10ul
ADP (Adenosin-di-Phosphat) zur Blut-Tyrode-Mischung dazu gegeben. Das
ADP induziert eine Aktivierung der Thrombozyten und erméglicht so die
Bindung von PAC 1 an die Thrombozyten.

Antikérper CD 62P (CLB Thromb/6)
CD 62P (auch P-Selectin genannt) ist ein Glycoprotein mit einem

lectindhnlichen Aminoende und einem EGF Bereich sowie anderen wichtigen
Doménen. Es ist in den a-Granula von zirkulierenden Plattchen und in
Endothelzellen enthalten und wird bei Aktivierung (in vivo und in vitro) auf die
Oberflachenmembran von Thrombozyten und auch Megakaryozyten
transloziert. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen aktivierten
Plattchen und Monozyten beziehungsweise Neutrophilen.

Der Antikdrper CD 62P (CLB Thromb/6) gegen das P-Selectin, verbunden mit
dem Fluoreszenzfarbstoff FITC, erkennt die Region zwischen Lectin und der
EGF-Domaéane und bindet an diese.

CD 62P ist somit also fir Studien an aktivierten Plattchen geeignet (47) und
wurde in dieser Studie mit einer Konzentration von 10ul verwendet. Der
Antikorper selbst gehort zur Klasse der Immunglobuline IgG1 (Maus) und wurde
von der Firma Immunotech (Marseille, Frankreich) geliefert.

2.4 Rasterelektronenmikroskopie der Stents
Wie im Kapitel 2.2.3.1 und 2.2.3.2 beschrieben, sollen die Stents im

Rasterelektronenmikroskop untersucht werden. Dazu wurden sowohl vom

unbeschichteten (BMS) als auch vom beschichteten Stent (SES) je einer ohne

Blutkontakt und einer nach Durchlauf im Chandler Loop préapariert.

39



Material und Methoden

Nachdem das Blut aus den Schlauchen zur weiteren Verarbeitung entnommen
worden war, wurden diese mit physiologischer Kochsalzlésung ausgewaschen,
um das noch anhaftende Blut zu entfernen. Das Schlauchstiick, in dem der
jeweilige Stent lag, wurde mit dem Schlauchschneider vom restlichen Schlauch
abgeschnitten und fir 60 Minuten bei 4-8°C in 2%igem Gilutaraldehyd fixiert.
AnschlieBend wurde der Stent mit einer kleinen Zange, einer Pinzette und
einem Skalpell aus dem Schlauchstlick herausprapariert und auf eine GréBe
von zirka 0,5 x 0,5cm zurechtgeschnitten. Es folgte die erneute Fixierung bei 4-
8°C in 2%igem Gilutaraldehyd fur weitere 30 Minuten. Das Glutaraldehyd wurde
dann durch Einlegen des Stents fur 10 Minuten in eine PBS-Lésung wieder
herausgewaschen. Der Stent wurde nun in aufsteigender Alkoholreihe
entwassert. Beginnend bei 40%igem Ethanol wurde dieser jeweils fir 10
Minuten in den in Zehnerschritten aufsteigenden Alkohollésungen belassen und
zuletzt einmal in 96%igem Ethanol, sowie zweimal fir 10 Minuten in absolutem
Alkohol eingelegt.

Die nun fixierten Stents wurden fiir den Transport einzeln in kleine Falcons
(Cellstar®) der Firma Greiner (Frickenhausen, Deutschland) verpackt und ihrem
Inhalt entsprechend beschriftet.

Die Stents ohne Blutkontakt wurden lediglich aus dem Schlauch
herausprapariert, auf die MaBe 0,5 x 0,5cm zurechtgeschnitten und in
beschriftete TransportgefaBe gelegt. Eine Fixierung oder Entwasserung in
aufsteigender Alkoholreihe war wegen des fehlenden Zellkontaktes nicht nétig.
Die Untersuchung der Stents am Rasterelekironenmikroskop erfolgte in
Zusammenarbeit mit dem Zoologischen Institut der Fakultat flr Biologie der
Universitat Ttbingen.

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte in Zusammenarbeit
mit Herrn Professor Klaus Dietz, Direktor des Instituts fir Medizinische
Biometrie der Eberhard Karls Universitat TUbingen.

FOr die Berechnungen wurde das Statistik-Software-Paket JMP® der Firma
SAS Institute Inc. (Cary, NC, USA) verwendet.
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Nicht normalverteilte Daten wurden vor der Analyse logarithmiert.

Um einen Vergleich zwischen dem Ausgangswert und den jeweiligen
Schlauchen zu erhalten, wurden die ELISA-Daten einem Tukey HSD-Test
unterzogen. Dieser Test ist ein Folgetest, der alle paarweisen Vergleiche nach
einer Varianzanalyse durchfihrt. Da der Tukey HSD-Test berilcksichtigt, dass
es sich um paarige Tests handelt und der Name des Individuums als zufalliger
Faktor in das Modell eingeht, finden sich auch dann signifikante Unterschiede,
wenn sich die Konfidenzintervalle stark Gberlappen.

Die Daten der FACS-Analyse wurden mit einer zwei-faktoriellen Varianzanalyse
verglichen, die den festen Faktor ,Nummer® und den =zufalligen Faktor
,Proband” einbezieht. Ein Tukey HSD-Test erfolgte anschlieBend nicht, da der
globale Test flr die Gleichheit der ,Nummern“ keine Signifikanz ergab und so
die Nullhypothese gleicher Mittelwerte flir die einzelnen ,Nummern® nicht
verworfen werden konnte.

Irrtumswahrscheinlichkeiten mit p < 0,05 wurden bei beiden Varianzanalysen
als statistisch signifikant angesehen.

Die im Kapitel 3 dargestellten Diagramme und Tabellen zeigen den Mittelwert +
Standardfehler (siehe auch Tabellen Kapitel 7). Die Abklrzungen BMS (bare
metal Stent) und SES (Sirolimus-eluting Stent) stehen dabei fir die beiden

untersuchten Stents.
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3. Ergebnisse

3.1 Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten

3.1.1 Erythrozyten

Beim Vergleich der drei Schlauche mit dem Ausgangswert zeigt sich weder eine
deutliche Abnahme noch eine Zunahme der Erythrozytenzahl, so dass hier kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden kann. Auch die Ergebnisse der

Schlauche untereinander sind statistisch nicht signifikant.

Tab. 1: Zahl der Erythrozyten [106/ul] vor und nach Durchlauf im Chandler

Loop Modell.
Ausgangswert ohne Stent BMS SES
4,59 + 0,11 4,66 + 0,09 4,63 £ 0,28 4,58 £ 0,1

Erythrozyten

4.8

4,75

4,7

W Ausgangswert

@ ohne Stent

4,6

aBMS

4,55 1

Erythrozyten [10hexp6/ul]

451

445

Abb. 2: Vergleich der Erythrozytenzahl des Ausgangswertes mit den
jeweiligen Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop.
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3.1.2 Leukozyten

Bei der Leukozytenzahl konnte im Vergleich zum Ausgangswert eine
signifikante Abnahme bei allen drei Schlauchen gezeigt werden (p < 0,05).
Zwischen den Schlauchen selbst ergibt sich allerdings kein Unterschied zur
Irtumswahrscheinlichkeit, da sich die Zahl der Leukozyten nur gering
unterscheidet.

Tab. 2: Zahl der Leukozyten [10%/ul] vor und nach Durchlauf im Chandler

Loop Modell.
Ausgangswert ohne Stent BMS SES
5,27 £ 0,42 4,93 £ 0,38 4,93 + 0,38 4,96 + 0,44
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Abb. 3: Vergleich des Ausgangswertes mit den jeweiligen Schlauchen
nach Durchlauf im Chandler Loop Modell bezlglich der Leukozytenzahl
(* p < 0,05 vs. Ausgangswert).

3.1.3 Thrombozyten

Die Zahl der Thrombozyten nimmt im Vergleich zum Ausgangswert bei allen

drei Schlauchen deutlich ab. Dennoch stellt sich ein statistisch signifikantes

Ergebnis nur zwischen dem Ausgangswert und dem BMS beziehungsweise
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dem Ausgangswert und dem SES dar (p < 0,05). Eine Differenz zwischen dem
Ausgangswert und dem Schlauch ohne Stent konnte nicht gefunden werden.
Auch hier gibt es aufgrund der &ahnlichen Werte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Schlauchen.

Tab. 3: Zahl der Thrombozyten [10%/ul] vor und nach Durchlauf im Chandler
Loop Modell.

Ausgangswert ohne Stent BMS SES

238,89 + 12,72 228,44 + 11,88 218,56 + 12,09 222 + 13,06

Thrombozyten

300

250 | * *
=
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8 B Ausgangswert
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Abb. 4: Thrombozytenzahl im Vergleich zwischen dem Ausgangswert
und den jeweiligen Schlduchen nach Durchlauf im Chandler
Loop Modell (*p < 0,05 vs. Ausgangswert).

3.2 Verschiedene Blutparameter (ELISA)

3.2.1 PMN-Elastase

Bei der PMN-Elastase zeigt sich eine deutliche Zunahme der Werte bei den

jeweiligen drei Schlduchen nach Durchlauf im Chandler Loop Modell verglichen
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mit dem Ausgangswert. Dieses Ergebnis ist statistisch signifikant (p < 0,05). Bei
den drei Schlauchen untereinander konnte keine Differenz gefunden werden,
da die Messungen vergleichbar sind.

Tab. 4: Werte der PMN-Elastase [ug/l] vor und nach Durchlauf im
Chandler Loop Modell.

Ausgangswert ohne Stent BMS SES

100,96 + 4,62 173,21 £14,13 163,78 + 8,32 166,8 £10,12

PMN - Elastase

220

80 -

200 A * * *
180 -
T

= 160
g m Ausgangswert
— 140
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8 120
7] aBMS
S 100 |
<
=
o

60 -
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Abb. 5: Vergleich der PMN-Elastase zwischen den jeweiligen Schlauchen
nach Durchlauf im Chandler Loop und dem Ausgangswert (*p < 0,05
vs. Ausgangswert).

3.2.2 sP-Selectin
Im Vergleich zum Ausgangswert steigen die sP-Selectin-Werte bei allen drei

Schlauchen an. Ein statistisch signifikanter Unterschied besteht allerdings nur
zwischen dem Ausgangswert und dem BMS beziehungsweise dem
Ausgangswert und dem SES (p < 0,05). Ebenfalls statistisch signifikant ist die
Differenz zwischen dem Schlauch ohne Stent und dem BMS (p < 0,05).
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Zwischen dem Ausgangswert und dem Schlauch ohne Stent konnte ebenso
wenig ein Unterschied zur Irrtumswahrscheinlichkeit gefunden werden wie
zwischen dem BMS und dem SES.

Tab. 5: Werte von sP-Selectin [ng/ml] vor und nach Durchlauf im Chandler

Loop Modell.
Ausgangswert ohne Stent BMS SES
32,36 £ 2,61 34,85+2,8 38,92 + 3,86 36,22 + 2,69
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N
(6,

1

oS
o
L

W Ausgangswer
t
BEohne Stent

w
()]

w
o
|

QBMS
B SES

n
o
|

sP - Selektin [ng/ml]

—_
o
|

(6]
|

0,

Abb. 6: Vergleich von sP-Selectin zwischen dem Ausgangswert und
den jeweiligen Schldauchen nach Durchlauf im Chandler Loop
Modell (*p < 0,05 vs. Ausgangswert bzw. % < 0,05 vs. BMS).

3.2.3 Betathromboglobulin (B-TG)
Beim B-TG konnten deutlich hdhere Werte bei den jeweiligen drei Schlauchen

als beim Ausgangswert beobachtet werden, die auch statistisch signifikant sind
(p < 0,05). Der hoéchste Anstieg wurde beim BMS gemessen. Es besteht
ebenfalls eine Signifikanz zwischen dem Schlauch mit dem BMS und dem
Schlauch mit dem SES (p < 0,05). Beim Vergleich des Schlauchs ohne Stent
mit den Schlauchen, in denen Stents implantiert waren, zeigt sich kein
statistisch relevanter Unterschied.
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Tab. 6: Werte des B-TG [IU/ml] vor und nach Durchlauf im Chandler

Loop Modell.
Ausgangswert ohne Stent BMS SES
54,29 + 5,37 364,04 + 92,29 673,83 + 163,13 307,94 + 54,87
Betathromboglobulin
1000
[o]
900 * * *
800
E‘ 700 1
§ 600 W Ausgangswert
O 500 Eohne Stent
T T OBvs
o 400
° T BSES
m 300
200
100
O |

Abb. 7: Vergleich der B -TG Werte zwischen dem Ausgangswert und
den jeweiligen Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop
(*p < 0,05 vs. Ausgangswert bzw. % < 0,05 vs. SES).

3.2.4 SC5b-9

Beim Vergleich von SC5b-9 zeigt sich eine sehr deutliche Zunahme der Werte
vom Ausgangswert zu den jeweiligen drei Schlduchen nach Durchlauf im
Chandler Loop Modell, was sich auch als statistisch signifikant erweist (p <
0,05). Das héchste Ergebnis wurde beim SES gemessen. Zwischen den drei
Schlauchen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.

47



Ergebnisse

Tab. 7: Werte des SC5b-9 [ng/ml] vor und nach Durchlauf im Chandler

Loop Modell.

Ausgangswert

ohne Stent

BMS

SES

193,74 + 31,99

858,9 £ 106,98

848,88 + 76,62

1053,95 + 142,54

SC5b -9

1400

1200

1000

800 -

600

SC5b - 9 [ng/ml]

400 1

200 -

0

B Ausgangswert
Eohne Stent
aBMS

B SES

Abb. 8: Vergleich von SC5b-9 zwischen den jeweiligen drei Schlauchen
nach Durchlauf im Chandler Loop und dem Ausgangswert
(*p < 0,05 vs. Ausgangswert).

3.2.5 Thrombin-Antithrombin-lll-Komplex (TAT)

Auch die TAT Werte nehmen vom Ausgangswert zu den jeweiligen drei

Schlauchen sehr deutlich zu, so dass dieses Ergebnis daher auch statistisch
signifikant ist (p < 0,05). Der héchste Wert konnte dabei beim BMS gefunden

werden.

Zwischen den drei Schlauchen gibt es keine statistisch signifikante Differenz.

Tab. 8: Werte des TAT [ug/l] vor und nach Durchlauf im Chandler Loop

Modell.
Ausgangswert ohne Stent BMS SES
1,5+0,38 8,98 + 2,94 13,96 + 3,88 7,64 £1,26

48




Ergebnisse

Thrombin - Antithrombin - lll - Komplex (TAT)

n
o

* * *

18 -

16

14
= . B Ausgangswert
)
= 10 Eohne Stent
-
a: g T QBMS

6| B SES

2

0

Abb. 9: Vergleich zwischen dem Ausgangswert und den jeweiligen
Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop bezogen auf die
TAT -Werte (*p < 0,05 vs. Ausgangswert).

3.2.6 Faktor Xlla

Die Werte beim Faktor Xlla steigen im Vergleich zum Ausgangswert bei den

jeweiligen drei Schlduchen nach Durchlauf im Chandler Loop nur minimal an,
so dass lediglich ein signifikanter Unterschied zwischen dem Ausgangswert und
dem Schlauch ohne Stent besteht (p < 0,05). Zwischen dem Ausgangswert und
den Schlauchen mit den beiden implantierten Stents gibt es keine statistische
Signifikanz. Auch die drei Schlduche untereinander zeigen keinen Unterschied

zur Irrtumswahrscheinlichkeit.

Tab. 9: Werte des Faktor Xlla [ng/ml] vor und nach Durchlauf im Chandler

Loop Modell.
Ausgangswert ohne Stent BMS SES
0,63 £ 0,06 0,79 £ 0,07 0,7 £0,07 0,73 £ 0,07
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Abb. 10: Vergleich des Faktor Xlla zwischen dem Ausgangswert und den
jeweiligen Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop Modell
(*p < 0,05 vs. Ausgangswert).

3.3 Durchflusszytometrie der Thrombozyten (FACS-Analyse)

3.3.1 Negativkontrolle

Mit der Negativkontrolle (native Zellen) soll sichergestellt werden, dass die
Zellen nicht durch falsche Labormethoden vorzeitig aktiviert werden und damit
die eigentlichen Proben nicht mehr aussagekraftig sind. Beim Vergleich der
Negativkontrolle zwischen dem Ausgangswert und den jeweiligen drei
Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop Modell zeigen sich bezliglich der
Aktivierung keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Auch die Schlauche untereinander sind nicht statistisch signifikant
unterschiedlich.
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Tab. 10: Negativkontrolle [Aktivierung in %] vor und nach Durchlauf im
Chandler Loop Modell.

Ausgangswert

ohne Stent

BMS

SES

0,34 £0,09

0,26 £ 0,05

0,53 £0,09

0,41 +0,08

3.3.2 CD 45/CD 41

Nach Durchlauf im Chandler Loop sind bei allen drei Schlauchen nahezu
genauso viele Zellen aktiviert und binden die Antikdrper CD 41/CD 45 wie beim

Ausgangswert, so dass sich bei diesem Vergleich kein statistisch signifikantes

Ergebnis finden lasst. Auch die Werte zwischen den Schlauchen selbst sind

ahnlich und daher statistisch nicht signifikant.

Tab. 11: CD 41/CD 45 [Aktivierung in %] vor und nach Durchlauf im

Chandler Loop Modell.

Ausgangswert ohne Stent BMS SES
77,1 +7,183 76,1 + 2,36 76,91 +2,18 76,97 + 2,04
CD 45/CD 41
90
80 T
70
60
W Ausgangswert

50

40

Aktivierung in %

30

20

@ ohne Stent
= ISV

B SES

Abb. 11: Vergleich von CD 41/CD 45 zwischen dem Ausgangswert und
den jeweiligen Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop.
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3.3.3 PAC 1

Die aktivierten Zellen steigen beim Antikdérper PAC 1 nach Durchlauf im
Chandler Loop Modell verglichen mit dem Ausgangswert unterschiedlich stark
an. Die hdéchste Aktivierung konnte beim BMS gemessen werden. Dennoch
besteht keine statistisch signifikante Differenz zwischen dem Ausgangswert und
den drei Schlauchen. Die Werte der Schlduche untereinander sind hier

ebenfalls ahnlich und zeigen keinen signifikanten Unterschied.

Tab. 12: PAC 1 [Aktivierung in %] vor und nach Durchlauf im
Chandler Loop Modell.

Ausgangswert ohne Stent BMS SES
22,47 +2,43 33,92 + 6,98 35,92 + 8,17 28,52 + 5,74
PAC 1
50
45
40 T
i 85 1 I W Ausgangswert
é, 30 Eohne Stent
S 25 (= VIS
]
> 20 BSES
X
< 15 |
10 |
5 4
0 .

Abb. 12: Vergleich zwischen dem Ausgangswert und den jeweiligen
Schlduchen nach Durchlauf im Chandler Loop beziglich des
Antikérpers PAC 1.

3.3.4 PAC 1 mit ADP

Nach Durchlauf im Chandler Loop Modell wurden bei allen drei Schlauchen
weniger Zellen aktiviert und haben PAC 1 und ADP gebunden als beim
Ausgangswert. Dennoch ist dieser leichte Abfall nicht statistisch relevant.
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Zwischen den Schlauchen selbst ist die Aktivierung vergleichbar, weshalb sich

hier ebenfalls kein signifikanter Unterschied darstellen I&sst.

Tab. 13: PAC 1 mit ADP [Aktivierung in %] vor und nach Durchlauf im
Chandler Loop Modell.

Ausgangswert ohne Stent BMS SES
95,59 + 0,45 94,71 £ 0,56 94,54 +0,72 94,65 + 0,68

PAC 1 und ADP
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Abb. 13: Vergleich PAC 1 mit ADP zwischen dem Ausgangswert und den
jeweiligen Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop Modell.

3.3.5 CD 62P (CLB Thromb/6)
Beim Vergleich des Ausgangswerts mit den jeweiligen drei Schlduchen stellt
sich eine leichte Abnahme in der Aktivierung der Zellen bei CD 62P dar. Dieses

Ergebnis ist allerdings nicht statistisch signifikant. Zwischen den Schlauchen

selbst wurden etwa gleich viele Zellen aktiviert, so dass auch hier kein

Unterschied zur Irrtumswahrscheinlichkeit besteht.
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Tab. 14: CD 62P (CLB Thromb/6) [Aktivierung in %] vor und nach Durchlauf
im Chandler Loop Modell.

Ausgangswert ohne Stent BMS SES
56,92 + 1,66 54,02 £1,3 54,44 + 1,59 54,63 £ 1,42
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Abb. 14: Vergleich von CD 62P (CLB Thromb/6) zwischen den jeweiligen
Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop Modell und dem
Ausgangswert.

3.4 Rasterelektronenmikroskopie der Stents

3.4.1 Stents ohne Blutkontakt

Die dargestellten Abbildungenen zeigen den unbeschichteten Stent (BMS) und
den mit Sirolimus beschichteten Stent (SES) in der so genannten
Negativkontrolle. Das heiBt, dass diese beiden Stents nicht mit Probandenblut
in  Kontakt gekommen sind und daher im Originalzustand fir die

Rasterelektronenmikroskopie prapariert wurden.
Abgebildet sind jeweils eine Ubersichtsaufnahme sowie eine vergréBerte

Detailansicht.
In der Ubersicht lassen sich die einzelnen Streben (struts) sowie ihre
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Anordnung im Stentdesign gut erkennen. Die im Hintergrund befindlichen
Wassertropfen®* sind  Rilckstdnde des  Tragermaterials fir  die
Rasterelektronenmikroskopie.

Die VergréBerung zeigt eine Querstrebe mit ihrer nahezu glatt polierten
Oberflache beziehungsweise mit der Sirolimusbeschichtung.

In der Abb. 17 sieht man die Beschichtung mit Sirolimus nochmals vergréBert.

85w . . ™ 505 -
= 3 A

Abb. 15: BMS ohne Blutkontakt. Links eine Ubersichtsaufnahme, rechts die
VergréBerung einer Querstrebe.

Abb. 16: SES ohne Blutkontakt. Links wiederum die Ubersichtsaufnahme,
rechts eine vergréBerte Querstrebe.
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Abb. 17: VergréBerung der Sirolimusbeschichtung an verschiedenen Stellen
des Stents.

3.4.2 BMS nach Durchlauf im Chandler Loop Modell
Die Abb. 18 gibt eine bereits vergréBerte Ansicht einer Strebe (strut) mit

angrenzender Querstrebe des BMS wieder. Auf die Ubersichtsaufnahme wurde
hier bewusst verzichtet, da kein Unterschied zur Negativkontrolle zu erkennen
ist. Die Streben sind mit einem dichten Fibrinbelag bedeckt, auf dem sich
mehrere Zellaggregate abgelagert haben. An vielen Stellen ist die Fibrinschicht
bereits wieder aufgebrochen, was allerdings auch durch die Fixierungstechnik
der Stents bedingt sein kann.

Abb. 18: BMS nach Blutkontakt.
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In dieser Abbildung (Abb. 19) sind die aufgelagerten Zellaggregate auf dem
Fibrinrasen vergréBert dargestellt. Eine genaue Identifizierung ist bei dieser
VergréBerung aber noch nicht mdglich. Dennoch handelt es sich wahrscheinlich
um Thrombozytenaggregate, da bereits so genannte Podozyten (FlBchen) als

kleine ,Faden“ zwischen den einzelnen Ablagerungen zu erkennen sind.

Abb. 19: VergriBerte Darstellung der aufgelagerten Zellaggregate.

In dieser VergréBerung (Abb. 20) sieht man nun deutlich, dass die
Zellaggregate aus mehreren Thrombozyten aufgebaut sind und mittels der
Podozyten miteinander in Kontakt stehen beziehungsweise sich im Fibrinrasen
fest verankern.

=\ " \

Abb. 20: Detailansicht dreier Thrombozytenaggregate.
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3.4.3 SES nach Durchlauf im Chandler Loop Modell

In Abb. 21 ist ebenfalls eine Strebe des beschichteten Stents mit einer

abgehenden Querstrebe dargestellt. Eine genaue Unterscheidung zwischen
Sirolimusbeschichtung und Fibrinbelag ist in dieser VergréBerung nicht moéglich.
Man kann auBerdem vereinzelt aufgelagerte Zellen beziehungsweise

Zellaggregate erkennen.

Abb. 21: SES nach Blutkontak.

In dieser VergréBerung (Abb. 22) haften einige Erythrozyten sowie ein
Thrombozytenaggregat auf der Oberflache.

Abb. 22: Aufgelagerte Erythrozyten auf dem SES.
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Die Abb. 23 zeigt eine weitere VergréBerung des SES. Hier kann man nun eine
dinne Fibrinschicht mit auf gelagerten Zellen und Zellaggregaten deutlich
erkennen. Eine genaue Abgrenzung zur Sirolimusbeschichtung ist nicht
maoglich.

N

Abb. 23: Fibrinschicht mit aufgelagerten Zellen und Zellaggregaten.

In dieser Abbildung (Abb. 24) sieht man nochmals zwei
Thrombozytenaggregate in einer stark vergréBerten Detailansicht. Man erkennt
auBerdem den verbindenden Podozyten zwischen ihnen sowie ihre

Verankerung im Fibrinbelag.

Abb. 24: Thrombozytenaggregate in Detailansicht.
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4. Diskussion

4.1 Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten

4.1.1 Erythrozyten

In der Literatur lassen sich keine Angaben Uber die Zahl der Erythrozyten vor
beziehungsweise nach einer Stentimplantation finden. Ohba et al (2003)
beschreiben in ihrer Arbeit den Aufbau eines aspirierten Thrombus aus einer
Koronararterie. Dieser besteht vorwiegend aus ,Thrombozyten (100), irregular
geformten Erythrozyten und einer groBen Zahl an Leukozyten, hauptséachlich
Neutrophilen® (103). Die Arbeitsgruppe um Nagata et al (2004) fand sogar
heraus, dass Thromben der rechten Koronararterie deutlich mehr Erythrozyten
beinhalten als Thromben der linken Koronararterie (100).

In dieser Studie bildeten sich allerdings keine Thromben in den verwendeten
Schlauchen beziehungsweise in den Stents aus. Dennoch kann man in den
Bildern der Rasterelektronenmikroskopie beim beschichteten Stent nach
Durchlauf im Chandler Loop Modell einige aufgelagerte Erythrozyten auf einem
Fibrinrasen erkennen (siehe Abb. 22, Kapitel 3.4.3).

Diese Zahl ist allerdings so gering, dass sich kein Unterschied zwischen dem
Ausgangswert und den jeweiligen drei Schlauchen nach Durchlauf im Chandler
Loop Modell feststellen l&sst. Auch zwischen dem nichtbeschichteten Stent
(BMS) und dem Sirolimusstent (SES) beziehungsweise dem Schlauch ohne
implantierten Stent ist kein signifikantes Ergebnis erkennbar, so dass die
Erythrozytenzahl in dieser Studie insgesamt unbeeinflusst bleibt und sich alle
Werte im Normbereich befinden.

4.1.2 Leukozyten

Wie im Einleitungskapitel 1.1.1 bereits erwahnt, gehdren auch
Entzindungszustdnde zu den Risikofaktoren fir die Entstehung einer
Koronaren Herzkrankheit. So fanden Madjid et al (2004) heraus, dass sowohl
bei gesunden Menschen als auch bei KHK-Patienten erhndhte Leukozytenwerte
die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse erhéhen
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(89). Auch Patienten mit einem frischen, akuten Myokardinfarkt weisen héhere
Zahlen an Leukozyten im Blut auf als vergleichbare gesunde Probanden (15).
Die Leukozytose bleibt nach erfolgreicher PTCA weiterhin bestehen oder kann
sogar noch zunehmen (96), was wiederum mit einem erhéhten Risiko fur die
Sterblichkeit nach PTCA assoziiert ist (58). Der Anstieg der Leukozyten ist eine
nicht spezifische Antwort (58) auf eine Entziindungsreaktion im GefaB,
ausgeldst durch einen rupturierten Plague bei einem akuten Myokardinfarkt
oder die Verletzung durch die Intervention selbst. Die Leukozyten als priméare
Inflammationszellen werden durch verschiedene Mediatoren in die verletzte
GefaBwand rekrutiert und dienen dort als Reparaturmechanismus (29). Auch
das Einbringen eines Stents stellt eine starke Verletzung des GefaBendothels
dar und fahrt dadurch zu einer komplexen Entziindungsreaktion mit Erh6hung
der Leukozytenzahl (29). Aus diesem Grund spielt die Aktivierung der
Leukozyten eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von akuten/subakuten
oder spaten Stentthrombosen und Restenosen (29, 71).

In der vorliegenden Studie lagen sowohl die Leukozytenwerte des
Ausgangswertes als auch die Werte der drei Schlauche nach Durchlauf im
Chandler Loop Modell im Normalbereich fir gesunde Erwachsene. Dennoch
kam es zu einem signifikanten Abfall der Leukozytenzahl bei allen drei
Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop Modell, verglichen mit dem
Ausgangswert. Da es sich um ein Stent Modell ex vivo handelt, kénnen keine
Leukozyten aus dem zirkulierenden Blut beziehungsweise ihren Speicherorten
nachfolgen, auch wenn durch die Schlauche oder die Stents ausgeldst,
entsprechende Mediatoren ausgeschittet wurden.

Der Abfall der Leukozyten kann daher nur durch die thrombogene Oberflache
der Schlauche beziehungsweise der Stents erklart werden. So befinden sich
nach Ward et al (2002) Kollagen und Leukozyten hauptsachlich in den Streben
von implantierten Stents, wobei besonders die Leukozyten rund um die Streben
akkumulieren (143). Auch in den rasterelektronenmikroskopischen Bildern der
hier vorliegenden Studie sieht man eine starke Fibrinbeschichtung mit
aufgelagerten Zellen rund um die Streben der Stents (siehe Abb. 18, 19, 20,
Kapitel 3.4.2).
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Da allerdings die Leukozytenwerte der drei Schlauche nach Durchlauf im
Chandler Loop untereinander nicht signifikant unterschiedlich sind, kann der
Abfall der Leukozyten nicht allein durch die Anwesenheit der Stents erklart
werden. Darum ist es wahrscheinlich, dass auch die Oberflache der Schlduche
einen Einfluss auf die Leukozyten haben muss. Da das Material der Schlduche
trotz Heparinbeschichtung nicht physiologisch ist, war es am ehesten zu einer
Aktivierung des Gerinnungssystems mit Ablagerung von Kollagen, Fibrin und
entsprechenden Zellen, inklusive Leukozyten, auf der Oberflache gekommen.

4.1.3 Thrombozyten

Die Thrombozyten als wichtigste Komponente des Gerinnungssystems spielen

in der Pathogenese der Koronaren Herzkrankheit eine entscheidende Rolle
(120, 139). Besonders nach Ruptur einer stabilen Plaque werden sie aktiviert
und sind so flir den Komplettverschluss des GefaBes, also den akuten
Myokardinfarkt, verantwortlich. Da die Thrombozyten bereits vor einer
durchgefuhrten Intervention aktiviert sind (120), erklart sich auch das Auftreten
von Komplikationen wie der akuten/subakuten und spaten Stentthrombose nach
Stentimplantation (11, 63, 72). In den Studien von Inoue et al (2000) ist die
Aktivierung der Thrombozyten und auch der Leukozyten nach Stentimplantation
sogar groBer als nach einer Ballonangioplastie (73). Auch die Stentlange hat
einen Einfluss auf die Plattchenaktivierung. Beythien et al (1999) beobachteten
in ihren Studien, dass bei langeren Stents mehr Thrombozyten aktiviert werden,
als bei kurzeren Stents (11).

In dieser Studie fallen die Thrombozyten bei allen drei Schlauchen nach
Durchlauf im Chandler Loop Modell im Vergleich zum Ausgangswert ab. Als
statistisch relevant hat sich dabei allerdings nur der Unterschied bei den beiden
implantierten  Stents gezeigt. Die Thrombozyten werden durch das
unphysiologische Material der verwendeten Schlauche und in noch starkerem
MaBe durch die Oberflache der Stents aktiviert und lagern sich daher vor allem
auf den Stents ab. In den Bildern der Rasterelektronenmikroskopie sieht man
sowohl beim unbeschichteten Stent als auch beim sirolimusbeschichteten Stent

mehrere Thrombozytenaggregate auf einem Fibrinrasen (siehe Kapitel 3.4.2
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und 3.4.3). Aus diesem Grund ist der Abfall der Thrombozyten beim Schlauch
ohne implantierten Stent nicht so ausgepragt wie bei den Schlauchen, in denen
die Stents implantiert waren.

Tarnok et al (1999) beschreiben in ihren Ergebnissen, dass die
Plattchenaktivierung und auch die Bildung  von Leukozyten-
Thrombozytenaggregaten hauptsachlich von der Stentoberflache abhangt. So
weisen die heparinbeschichteten Stents in ihren Studien eine deutlich geringere
Plattchenaktivierung auf als vergleichbare unbeschichtete Stents der gleichen
Lange und Struktur (134). Auch die elektronenmikroskopischen Bilder aus den
Studien von Hietala et al (2004) zeigen, dass auf heparinbeschichteten Stents
weniger Thrombozyten aufgelagert sind als auf unbeschichteten Stents (63).

In der vorliegenden Studie fand sich ein etwas geringerer Abfall der
Thrombozyten beim SES im Vergleich zum BMS. Dieser Unterschied zwischen
den Stents ist jedoch statistisch nicht signifikant, so dass keiner der beiden
Stents bezliglich der Thromboyztenadhésion einen eindeutigen Vorteil hat.
Aber nicht nur die Stents allein fiihren zu einem Abfall der Thrombozyten. Wie
bereits erwahnt, muss auch das unphysiologische Material der verwendeten
Schlauche einen Einfluss auf die Aktivierung der Thrombozyten haben, denn
die Thrombozytenzahl ist beim Schlauch ohne implantierten Stent deutlich
niedriger als beim Ausgangwert. In einer vergleichbaren Studie von Beythien et
al (1999) war die Plattchenaktivierung ebenfalls in den
Kontrollschlauchsystemen ohne Stents weniger ausgepragt als in den
Schlduchen, in denen Stents implantiert waren (11). Die Differenz zwischen
Ausgangswert und Schlauch ohne Stent zeigt keinen Unterschied zur
Irrtumswahrscheinlichkeit, so dass das Chandler Loop Modell insgesamt keinen
signifikanten Einfluss auf die Thrombozytenaktivierung hat.

Die signifikant erniedrigten Thrombozytenzahlen bei den beiden Stents belegen

jedoch die Thrombogenitat der Stentoberflache.
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4.2 Verschiedene Blutparameter (ELISA)

4.2.1 PMN-Elastase
Die PMN-Elastase (polymorphnucledare Elastase) ist eine lysosomale

Serinprotease, die in Blut- und Gewebszellen vorkommt. Sie findet sich in
besonders hoher Konzentration aber in den azurophilen Granula der
polymorhkernigen, neutrophilen Leukozyten (PMN-Leukozyten) und Monozyten
(14, 87, 104).

Die Elastase und andere lysosomale Enzyme sind im Stoffwechsel der Zellen
physiologischerweise fir die Aufrechterhaltung des Proteinkatabolismus, flr
den Abbau von Stoffwechselendprodukten und fir die Zerstérung
phagozytierter ~ Fremdorganismen  verantwortlich. Im  Rahmen  von
Entzindungsreaktionen, zum Beispiel bei eindringenden Organismen oder bei
Gewebsverletzungen, kénnen diese Enzyme in hoher Konzentration in die
Blutbahn freigesetzt werden. Im Blut wiederum sind die Enzyme an ihre
natdrlichen Antagonisten, die Proteinase-Inhibitoren, gekoppelt. Bei der PMN-
Elastase findet zu 90% eine Kopplung an den ai-Proteinase-Inhibitor und zu
10% eine Bindung an a2-Makroglobulin statt.

Da die PMN-Elastase von allen lysosomalen Enzymen die beste enzymatische
Aktivitat besitzt, eignet sie sich besonders gut zur Verlaufsbeobachtung bei
entzndlichen  Prozessen. Vor allem bei chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen wie der Colitis ulcerosa und dem Morbus Crohn wird sie
haufig im weiteren Krankheitsverlauf bestimmt. Auch bei Sport- und
Polytraumata, Schock, Hamolyse, Sepsis, zystischer Fibrose, Pleuraergiissen,
Affektionen der mannlichen Anhangsgebilde und bei chronischen
Gelenkerkrankungen, beziehungsweise zur Unterscheidung zwischen
entzindlichen und nichtentziindlichen oder entzindlichen und malignen
Prozessen wird die PMN-Elastase herangezogen. (14, 104).

In den Studien von Kosar et al (1998) und Amaro et al (1995) zeigte sich, dass
die PMN-Elastase an der Entstehung der Arteriosklerose beteiligt ist und dass
es sogar einen Zusammenhang zwischen der Elastase-Konzentration und dem

Vorhandensein einer KHK gibt. So hatten Patienten mit einer Koronarstenose
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héhere Elastase-Konzentrationen im Blut als vergleichbare gesunde
Probanden. Auch bei komplexen Plaques im GefaB konnten hdhere
Konzentrationen an Elastase gemessen werden als bei Probanden mit
einfachen Plaques. Daher definierten beide Studiengruppen die Konzentration
an Elastase im Blut als einen Marker fir das Auftreten einer KHK und erhéhte
Werte als einen Parameter fir die Wahrscheinlichkeit komplizierter Plaques (5,
80). Nach erfolgreicher Intervention mittels PTCA kommt es ebenfalls zu einer
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten mit Freisetzung von Elastase in die
Blutbahn. In den Studien von Ikeda et al (1994) stiegen die Elastase-
Konzentrationen bei Patienten, die eine PTCA erhielten, deutlich an (69). Bei
den Patienten, bei denen lediglich eine Koronarangiographie durchgefiihrt
wurde, zeigte sich dagegen keine Veranderung der Elastase-Konzentration (42,
69). Auch das Einbringen eines Stents ist mit einer friihen Aktivierung der PMN-
Granulozyten assoziiert (42).

In der vorliegenden Studie steigen die Konzentrationen der PMN-Elastase vom
Ausgangswert zu allen drei Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop
Modell statistisch signifikant an. Die Ursache fir diesen Anstieg ist das
Chandler Loop Modell selbst. Durch das unphysiologische Material der
verwendeten Schlduche und die Oberflache der Stents kommt es zu einer
Reizung der PMN-Granulozyten (Leukozyten), die daraufhin vermehrt Elastase
in das zirkulierende Blut ausschitten. Dies bestatigen auch die Ergebnisse der
Leukozytenauswertung, wo es zu einem signifikanten Abfall der Leukozyten
vom Ausgangswert zu allen drei Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop
Modell, bedingt durch die Bildung vom Zellaggregaten, kommt.

Die Schlauche zeigen untereinander im statistischen Vergleich keinen
signifikanten Unterschied. Die Stents weisen im direkten Vergleich ahnliche
hohe Elastase-Konzentrationen auf, so dass hier keiner der beiden Stents einen
Vorteil bezlglich der Granulozytenaktivierung aufweist. Das bestatigen auch die
Studien von Tepe et al (2006), in denen verschiedene Stents bezliglich Material
und Oberflache miteinander verglichen wurden. Alle Stents zeigten hier
vergleichbare Werte an PMN-Elastase (135).
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4.2.2 sP-Selectin
Das  zellulare  P-Selectin, auch CD 62P genannt, ist ein

Zelloberflachenglycoprotein mit einem Molekulargewicht von 140 kDalton. Es
gehort zur Selectinfamilie der Adhasionsmolekile und spielt sowohl bei der
Hamostase als auch bei Inflammationsprozessen eine wichtige Rolle. Es ist in
der Membran von a-Granula in nicht-stimulierten Thrombozyten lokalisiert und
wird bei deren Aktivierung auf die Zelloberflache transformiert, wo es als
Rezeptor fir die Bindung von Leukozyten und Monozyten an die aktivierten
Thrombozyten im Rahmen der Thrombusbildung dient.

Auch in den Weibel Palade Ko&rperchen von Endothelzellen findet sich
zelluldares P-Selectin, das die Adhasion von verschiedenen Zellen an das
aktivierte Endothel, vor allem bei akuten Entziindungsprozessen, unterstitzt.
Nach der Stimulation wird das zellulare P-Selectin physiologischerweise wieder
zurlickgebildet, in intrazellularen Kompartimenten recycled und anschlieBend
erneut in die Membran der a-Granula beziehungsweise Weibel Palade
Kdrperchen eingebaut.

Die ausschlieBlich im Serum vorkommende |6sliche Variante des zellularen P-
Selectins wird als sP-Selectin (soluble P-Selectin) bezeichnet und findet sich
nur unter pathologischen Bedingungen. Das I@sliche sP-Selectin ist ein
proteolytisches Fragment des zelluldren P-Selectins, das durch so genanntes
lacking die Thrombozyten beziehungsweise Weibel Pallade Korperchen
verlasst und dann im Serum oder Plasma nachweisbar ist. Vor allem beim
ARDS, beim septischen Schock oder bei rheumatoiden Arthritiden finden sich
veranderte Werte des sP-Selectins (10)

Auch bei Patienten mit Koronarer Herzkrankheit lassen sich erhéhte sP-Selectin
Werte im Serum feststellen. Die Arbeitsgruppe von Mizia-Stec et al (2001) fand
in ihren Studien heraus, dass Patienten mit stabiler Angina pectoris
Symptomatik gleich hohe sP-Selectin Werte haben wie gesunde
Vergleichspersonen (98). In den Ergebnissen von Guray et al (2004) zeigte
sich, dass auch Patienten mit stabiler Angina pectoris héhere sP-Selectin
Levels aufweisen als vergleichbare Kontrollen (55).

Die Patienten mit instabiler Angina pectoris hatten in beiden Studien allerdings
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deutlich héhere sP-Selectin-Spiegel im Blut, bedingt durch die Aktivierung der
Thrombozyten und Leukozyten durch die rupturierten GefaBplaques (55, 98).
Yip et al (2006) wiesen in ihren Studien nach, dass das sP-Selectin nach einen
akuten Myokardinfarkt zwar ansteigt (146), aber im Vergleich zu Patienten, die
eine instabile Angina pectoris haben, nicht wesentlich erhéht ist (55). Auch nach
erfolgreicher PTCA und Stentimplantation finden sich regelmaBig erhéhte sP-
Selectin Werte (59, 105). In den Studien von Gutensohn et al (1997), in denen
der Effekt von Tantalum Stents auf verschiedene Plattchenantigene untersucht
wurde, stiegen die sP-Selectin Werte bei allen Stents deutlich an (59).

In der vorliegenden Studie finden sich bei allen drei Schlduchen nach Durchlauf
im Chandler Loop Modell héhere Werte an sP-Selectin als beim Ausgangswert.
Statistisch signifikant sind dabei die Ergebnisse der beiden implantierten Stents.
Durch die Stents selbst kommt es zu einer verstarkten Aktivierung der
Thrombozyten und damit zur Ausschittung von sP-Selectin in das zirkulierende
Blut der Schlauche. Diese Vermutung deckt sich mit den Ergebnissen der
Thrombozytenauswertung, wo es ebenfalls einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen dem Ausgangswert und den beiden Stents gibt. Der
Anstieg des sP-Selectin deutet hier auf eine Aktivierung der Thrombozyten hin
und erklart deren Abfall durch Organisation in den Plattchenaggregaten auf den
Stents. Der starkste Abfall in der Thrombozytenzahl, und damit die starkste
Aktivierung, konnte beim BMS nachgewiesen werden. Entsprechend findet sich
beim BMS auch der héchste sP-Selectin Wert. Dennoch weist keiner der beiden
Stents einen eindeutigen Vorteil bezlglich der Thrombozytenaktivierung und
damit auch der sP-Selectin Freisetzung auf, da im direkten Vergleich kein
Unterschied zur Irrtumswahrscheinlichkeit festgestellt werden konnte.

Das unphysiologische Material der verwendeten Schlduche hat auch hier
wiederum einen Einfluss auf den untersuchten Parameter, denn auch beim
Schlauch ohne implantierten Stent findet sich ein héherer sP-Selectin Wert als
beim Ausgangswert. Dieses Ergebnis entspricht ebenfalls der Auswertung der
Thrombozyten, wo ein Abfall in der Thrombozytenzahl beim Schlauch ohne
implantierten Stent gefunden werden konnte. Dieser Unterschied ist aber nicht

statistisch signifikant.
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4.2.3 Betathromboglobulin (B-TG)
Das Betathromboglobulin (B-TG) ist ein spezifisches Thrombozytenprotein, das

aus vier identischen Untereinheiten aufgebaut ist und ein Molekulargewicht von
36 kDalton hat. Es ist in den a-Granula der Thrombozyten lokalisiert (136) und
wird bei der Aktivierung der Thrombozyten zusammen mit dem Plattchenfaktor
4 ausgeschattet. Wechselwirkungen mit Subendothelstrukturen,
atherosklerotischen Plaques, Immunkomplexen, artifiziellen Oberflachen, aber
auch mit ADP (Adenosin-di-Phosphat), Kollagen und Thrombin sind dabei
aktivierende Stimuli. Die wichtigste Funktion des B-TG ist die chemotaktische
Rekrutierung und  Aktivierung von Immunzellen im Rahmen von
Entzindungsreaktionen. Einige molekulare Varianten des B-TG, die durch
limitierte Proteolyse der aktivierten Thrombozyten entstehen, haben auch
mikrobizide Wirkung gegen Bakterien und pathogene Pilze.

Die Halbwertszeit von B-TG im Plasma betragt zirka 100 Minuten. Bei schwerer
Niereninsuffizienz kann es zu einer verminderten B-TG-Clearance mit
konsekutiv erhdhten B-TG-Plasmaspiegeln kommen. (7, 41)

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten beweisen, dass das B-TG bei Patienten
mit Koronarer Herzkrankheit deutlicht verandert ist. Die ersten Studien aus den
Achtziger Jahren von Mehta et al (1982) und auch von de Bor et al (1983)
zeigten, dass KHK-Patienten signifikant héhere B-TG-Werte im Serum haben
als vergleichbare gesunde Probanden und dass das B-TG ein Marker flr die
Aktivierung der Thrombozyten in vivo ist (30, 95). Mc Gill et al (1989) sowie
Butkiewics et al (2003) differenzierten die KHK Patienten bezlglich der B-TG-
Levels weiter nach Patienten mit stabiler oder instabiler Angina pectoris. Auch
hier fanden sich in beiden Gruppen erhdhte B-TG-Werte verglichen mit den
Kontrollpersonen (19, 94).

Nach einem akuten Myokardinfarkt beziehungsweise direkt vor einer PTCA
haben die Patienten ebenfalls hohe B-TG-Spiegel im Blut (1, 21, 79). Diese
bleiben nach erfolgreicher Intervention entweder unverandert hoch (1, 21) oder
zeigen einen geringen Trend zum Abfall (79).

In der vorliegenden Studie steigen die B-TG-Werte nach Durchlauf im Chandler

Loop Modell im Vergleich zum Ausgangswert bei allen drei Schlauchen
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signifikant an. Der héchste Anstieg konnte dabei beim BMS gemessen werden.
Da es beim Schlauch ohne implantierten Stent zu einem signifikanten Anstieg
gegenlber dem Ausgangswert kam, scheint hier das Chandler Loop Modell
selbst einen Einfluss auf den untersuchten Parameter zu haben. Dennoch ist
dieses Ergebnis nur relativ zu betrachten, weil beim Vergleich zwischen dem
Schlauch ohne Stent und den beiden Schlduchen, in denen die Stents
implantiert waren, kein signifikanter Unterschied zu finden ist. Das bedeutet,
dass eine Aktivierung der Thrombozyten und damit eine Ausschittung von -
TG nach 90 Minuten im Chandler Loop Modell bei allen drei Schlauchen statt
gefunden hat, unabhangig von der Anwesenheit eines Stents. In einer
vergleichbaren Studie von Tepe et al (2002), in der verschiedene Stents
getestet wurden, stieg das B-TG im Kontrollschlauch ebenfalls signifikant an
(136).

Trotzdem zeigen gerade die beiden untersuchten Stents eine deutliche
Beeinflussung des B-TG-Levels. Besonders beim BMS werden die
Thrombozyten aktiviert und extrahieren groBe Mengen an B-TG in das
zirkulierende Blut des Schlauchs. Dieses Ergebnis lasst sich, wie beim sP-
Selectin auch, mit den Ergebnissen der Thrombozytenauswertung vergleichen,
wo die Thrombozyten durch den BMS am starksten aktiviert werden und daher
auch signifikant zum Ausgangswert abfallen.

Beim SES findet sich ebenfalls ein deutlicher B-TG-Anstieg, der aber nicht so
ausgepragt ist wie beim BMS oder dem Schlauch ohne Stent. Da im
statistischen Vergleich ein signifikanter Unterschied zwischen dem SES und
BMS gefunden werden konnte, kénnte hier die Beschichtung mit Sirolimus ein
Vorteil sein. In einer Genstudie von Nuhrenberg et al (2005) wurden
Endothelzellen der Nierenarterie nach einer Angioplastie mit und ohne
Sirolimus kultiviert. Einige Gene sind dabei direkt mit der Rekrutierung von
Immunzellen durch Chemokine assoziiert. Es zeigte sich, dass Sirolimus eine
Downregulierung dieser Gene und damit eine geringere Ausschittung der
Chemokine bewirken kann (102).
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4.2.4 SC5b-9

Das Komplementsystem ist ein wichtiger Bestandteil des Kérpers in der Abwehr
von eingedrungenen Fremdorganismen, aber auch bei der Zerstdrung
kérpereigener Zellen. Das Komplementsystem kann auf zwei Wegen aktiviert
werden: Zum einen Uber den klassischen Weg, der durch Antigen-Antikérper-
Komplexe vermittelt wird und zum anderen Uber den alternativen Reaktionsweg
ohne Komponenten des Immunsystems. Hier wird die Kaskade durch Kontakt
mit Lipopolysaccharidstrukturen, Proteinasen wie Plasmin und Trypsin oder
aber durch viele anderen Faktoren in Gang gesetzt. Am Ende beider
Aktivierungswege steht immer die Bildung des terminalen
Komplementkomplexes (TCC) C5b-9, der durch Zusammenlagerung der
Komplementfaktoren C5 bis C9, teilweise membrangebunden, entsteht. Ein
Dimer aus C5b-9 ist der so genannte membran attack complex (MAC), der
durch Kanéale in der Zellmembran die Permeabilitdtsbarriere der angegriffenen
Zelle aufhebt und so zur osmotischen Lyse der Zelle fihrt. Der membran attack
komplex 16st auBerdem die Bildung und Freisetzung verschiedener Mediatoren
wie Leukotriene, Prostaglandin E, Interleukin 1 und Thromboxan B2
beziehungsweise die Entstehung von Wasserstoffradikalen aus, die ihrerseits
wiederum das zelluldre Immunsystem aktivieren. Bei Abwesenheit einer
Targetmembran werden an den C5b-7-Komplex zwei bis drei Molekiile des
Serumprotein S gebunden. Dieses ist ein a-Glycoprotein mit einem
Molekulargewicht von zirka 80.000 Dalton und kommt in einer
Plasmakonzentration von 150-250mg/I vor. Durch die Bindung an das Protein S
entsteht der so genannte SC5b-9-Komplex (soluble C5b-9 Komplex), der die
I6sliche und nicht-lytische Form des terminalen Komplementkomplexes darstellt
und im Serum nachgewiesen werden kann. (108, 112). Neben dem Protein S
gibt es noch zahlreiche andere endogene Komplementinaktivatoren wie den
C1-Esteraseinhibitor (C1-INH), den Faktor H und | oder das C4-bindende
Protein (128).

Auch bei Patienten mit Koronarer Herzkrankheit kann man den SC5b-9
Komplex im Serum bestimmen. Yasuda et al (1990) konnten in ihren Studien

zeigen, dass bei Patienten mit instabiler Angina pectoris eine milde Aktivierung
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des Komplementsystems stattfindet, bei Patienten mit stabiler Angina pectoris
aber keine Reaktion zu beobachten ist (144). Hoffmeister et al (2002) dagegen
konnten auch bei Patienten mit stabiler Angina pectoris eine Beteiligung des
Komplementsystems nachweisen (65). Besonders nach einem akuten
Myokardinfarkt steigt die Serumkonzentration von SC5b-9 stark an, so dass
eine Myokardschadigung wahrscheinlich auch mit der Aktivierung des
Komplementsystems assoziiert ist (144). AuBerdem konnte die Arbeitsgruppe
um Yasuda et al (1990) nachweisen, dass Patienten mit kongenitalem
Herzfehler und zusatzlichem akutem Myokardinfarkt héhere SC5b-9 Werte
haben als vergleichbare Patienten mit Myokardinfarkt ohne Herzfehler (144).
Auch eine PTCA scheint Einfluss auf das Komplementsystem zu haben.
Kowalksi et al (1997) folgerten aus ihren Studienergebnissen, dass die durch
PTCA ausgeléste Ischamie den alternativen Komplementweg aktiviert und
darauf wiederum eine Reaktion der Neutrophilen zu erwarten ist (81).

In der vorliegenden Studie steigt die Konzentration von SC5b-9 im
Probandenserum vom Ausgangswert zu den drei Schlauchen nach Durchlauf
im Chandler Loop Modell signifikant an. Der Grund dafir ist, wie bei vielen
anderen Parametern zuvor, das Chandler Loop Modell selbst. Durch die
unphysiologische Oberflache der verwendeten Schlduche und der Stents
kommt es zu einer Aktivierung des Komplementsystems beziehungsweise
letztendlich zur Inaktivierung der entstandenen Komplementfaktoren und
Bildung des SC5b-9 Komplexes. Die drei untersuchten Schlauche dagegen
zeigen im statistischen Vergleich keinen signifikanten Unterschied. Auch die
direkte Gegentberstellung von SES und BMS ergibt keinen Vorteil fiir einen der
beiden Stents. Dennoch konnte beim SES ein héherer SC5b-9-Wert gemessen
werden als beim BMS oder beim Schlauch ohne implantierten Stent. Die
Ursache daflir kdnnte die Beschichtung des Stents mit Sirolimus sein, die eine
starkere Aktivierung des Komplementsystems auslést. In der Literatur lassen
sich diesbeziglich allerdings keine Aussagen finden, die diese Theorie

bestatigen.
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4.2.5 Thrombin-Antithrombin-lll-Komplex (TAT)
Ein zentrales Ereignis in der Gerinnungskaskade ist die Umwandlung von

Prothrombin zu Thrombin durch die verschiedenen Gerinnungsfaktoren.
Thrombin wiederum hat nicht nur Einfluss auf die Spaltung von Fibrinogen zu
Fibrin, sondern auch auf andere physiologische Substrate wie das Protein C
oder die Thrombozyten. Durch Bindung an das in der Leber synthetisierte
Antithrombin Il (ATIIl) wird Thrombin zlgig neutralisiert und es bildet sich der
inaktive Thrombin-Antithrombin-lll-Komplex (TAT). Dieser ist ein Indikator far
die Endprodukte des Gerinnungssystems und wird meist zur Abschatzung der
Gerinnungsaktivierung, beispielsweise bei thrombembolischen Ereignissen,
herangezogen und unterliegt keinem zirkadianen Rhythmus. Vor allem bei
Patienten mit genetischer Thromboseneigung oder disseminierter intravasaler
Gerinnung (DIC), aber auch bei einer Heparin- oder Lysetherapie sind die
Werte des TAT-Komplexes im Plasma erhéht. Bei einigen malignen
Erkrankungen finden sich unabhéngig vom Tumorstadium ebenfalls hohe TAT-
Konzentrationen. Eine ebenso groBe Rolle spielt der TAT-Komplex auch bei
Patienten mit Polytrauma, Leberfunktionsstérung, Sepsis oder bei schwangeren
Frauen mit Verdacht auf eine Praeklampsie. (38, 142)

Bei Patienten mit Koronarer Herzkrankheit finden sich in der Literatur keine
eindeutigen Aussagen Uber die Konzentration des TAT-Komplexes. Die
Studienergebnisse von Giannitsis et al (1999) zeigten, dass KHK -Patienten mit
angiographisch nachgewiesener Stenose deutlich h6here TAT-Werte haben als
vergleichbare Kontrollen (140), so dass der TAT-Komplex als ein Marker fir
hyperkoagulatorische = Zustdnde mit Tendenz zur Entstehung von
Koronarthrombosen zu werten ist (49). Andere Studien dagegen konnten
beweisen, dass Patienten mit stabiler Angina pectoris keine veranderten TAT-
Konzentrationen aufweisen und daher folglich entweder keine Aktivierung des
Gerinnungsysystems stattfindet oder aber der TAT-Komplex als Marker der
aktiven Gerinnung eine zu schwache Sensitivitat besitzt, weil das neu gebildete
Thrombin mdéglicherweise anderweitig im Kérper gebunden oder verbraucht
wird (142). Auch bei Patienten mit instabiler Angina pectoris oder frischem

akuten Myokardinfarkt konnten die Arbeitsgruppen um Fiqueras et al (2000)
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und Hoffmeister et al (1999) trotz eines prokoagulatorischen Zustandes keine
erhdhten TAT-Konzentrationen nachweisen (39, 66). Biasucci et al (1996)
fanden dagegen heraus, dass es bei einer ischamischen Periode durchaus zu
einem Anstieg des TAT-Levels kommt, mit einem Maximum bei ungefahr fanf
Minuten und einem Rickgang auf den Ausgangswert nach zirka 15 Minuten
(13). Den neuesten Studien von Morange et al (2006) zufolge ist das Risiko, an
einer kardiovaskularen Erkrankung zu versterben, zwar mit erhéhten TAT-
Werten assoziiert, es besteht aber kein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von veranderten TAT-Konzentrationen und nicht tdédlichen kardialen
Ereignissen (99).

Auch bezlglich der Interventionsméglichkeiten gibt es keine definitiven
Aussagen Uber das Verhalten des TAT-Komplexes. Nach einer erfolgreichen
PTCA finden sich erhdhte TAT-Konzentrationen (114), wahrend es nach
Einsetzen eines Stents wiederum verschiedene Ergebnisse gibt. Die Studien
von Dittel et al (1995) ergaben, dass die TAT-Werte nach Stenting unverandert
blieben, unabhangig davon, welches Antikoagulationsregime verwendet wurde
(32). Christensen et al (2001) konnten dagegen in ihrer Stentstudie zeigen,
dass es bei unmodifizierten Stents und Stents, die heparinbeschichtet sind,
aber keine behandelte Membran aufweisen, zu deutlichen Anstiegen des TAT-
Levels kommt (23). Auch bei Tepe et al (2002) waren die TAT-Werte bei allen
getesteten Stents um ein vielfaches héher als bei der Kontrolle (136).

In der hier vorliegenden Studie steigen die Konzentrationen des TAT-
Komplexes vom Ausgangswert zu allen drei Schlauchen nach Durchlauf im
Chandler Loop Modell, bedingt durch das Modell selbst, signifikant an, wobei
der hochste Wert beim BMS gemessen werden konnte. Trotz
Heparinbeschichtung der Schlduche kommt es zu einer Aktivierung des
Gerinnungssystems mit anschlieBender Inaktivierung durch ATl und Bildung
des TAT-Komplexes. Diese Vermutung bestatigt sich durch den Schlauch 1, in
dem es trotz Abwesenheit eines Stents zu einem Anstieg des TAT-Komplexes
gekommen ist. Da es zwischen dem Schlauch ohne Stent und den beiden
Schlauchen, in denen die Stents implantiert waren, keinen Unterschied zur

Irrtumswahrscheinlichkeit gibt, wird die Gerinnung vermutlich sowohl durch das
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unphysiologische Material der Schlduche als auch durch die Oberflache der
Stents aktiviert. Obwohl es zwischen dem BMS und dem SES statistisch keinen
Unterschied gibt, ist der TAT-Wert beim BMS fast doppelt so hoch wie beim
SES. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Auswertung der Thrombozyten und
Thrombozytenproteine sP-Selectin und B-TG als Gerinnungsmarker, wo es
ebenfalls beim BMS zu einer starkeren Aktivierung kam. Da beim SES die
geringste Menge an TAT im Plasma gemessen werden konnte, scheint hier die
Beschichtung mit Sirolimus einen Vorteil beztglich der Gerinnung zu haben.

4.2.6 Factor Xlla

Der Faktor Xll, auch Hageman Faktor genannt, ist neben Prekallikrein und dem

high molecular weight kininogen (HMWK) eines der drei Plasmaproteine, das
die Gerinnungskaskade durch die so genannte intrinsische Oberflachen- oder
Kontaktaktivierung auslésen kann. Der Faktor Xlla stellt dabei die aktivierte
Variante des Faktor Xl dar und ist zum einen an der weiteren Aktivierung der
verschiedenen Gerinnungsfaktoren bis zur Bildung von Fibrinthromben und zum
anderen Uber das Kallirein-Kinin-System an der Fibrinolyse beteiligt. Alle drei
genannten Plasmaproteine sind an der Oberflache von GefaBendothelzellen
lokalisiert und haben somit Einfluss sowohl auf lokale und systemische
Entzindungsgeschehen als auch auf die Gerinnung selbst. Besonders bei
Schwangerschaft, Sepsis, SIRS, Entziindungen, Odemen, endotoxischem
Schock, Hypotension, Arthritis, akuten Lungenerkrankungen oder dem ARDS
spielt die Kontaktaktivierung eine groBe Rolle. (8, 26, 142)

Ein positiver Zusammenhang besteht ebenfalls zwischen dem Faktor Xlla und
der Koronaren Herzkrankheit. So haben Patienten mit einem hohen Risiko fir
eine KHK, gemessen an den Risikoparametern Cholesterin, Trigylceride,
Blutdruck, BMI, Tabakrauch sowie Alkoholkonsum, haufig erhéhte Werte an
aktiviertem Faktor Xl im Plasma (25, 97, 147). Auch Patienten mit bereits
vorhandener KHK, die unter stabiler beziehungsweise instabiler Angina pectoris
oder sogar einem akuten Myokardinfarkt leiden, haben héhere Faktor Xlla-
Konzentrationen als vergleichbare Kontrollen, wahrend die Werte zwischen den

einzelnen KHK-Varianten aber wiederum vergleichbar sind (4, 26). Grundt et al
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(2004) fanden sogar heraus, dass Patienten nach akutem Myokardinfakt
haufiger ein Re-ACS bekommen, wenn der Faktor Xlla weiterhin auf einem
hohen Niveau bleibt, so dass man den Faktor Xlla als Vorhersagemarker flr
koronare Ereignisse nach akutem Myokardinfakt verwenden kénnte (54).

Nach Dilatation einer Koronararterie mittels PTCA (16) oder Stenting wird das
Gerinnungssystem ebenfalls aktiviert. Vor allem die Stents stellen dabei eine
sehr thrombogene Oberflache dar (133). Dennoch finden sich in der Literatur
keine genauen Angaben Uber den Faktor Xlla nach einer koronaren
Intervention.

In der hier vorgelegten Stentstudie steigen die Konzentrationen an aktiviertem
Faktor XII vom Ausgangswert zu den drei Schlduchen nach Durchlauf im
Chandler Loop Modell nur geringfligig an. Ein signifikanter Unterschied konnte
lediglich zwischen dem Ausgangswert und dem Schlauch ohne implantierten
Stent gefunden werden. Sowohl zwischen dem Ausgangwert und den beiden
Schlauchen, in denen die Stents implantiert waren, als auch zwischen den drei
untersuchten Schlauchen untereinander, besteht kein Unterschied zur
Irrtumswahrscheinlichkeit. Trotzdem 16st das Chandler Loop Modell durch die
unphysiologische und damit thrombogene Oberflache der verwendeten
Silikonschlauche und Stents eine Kontaktaktivierung aus, wobei es durch die
Stents zu keiner starkeren Aktivierung kommt. In den Studien von Arvidsson et
al (2007) zeigte sich, dass neben Titanium vor allem Silikon das Gerinnungs-
und auch das Komplementsystem beeinflussen kann (6). Auch die Stents
fuhren, wie bereits erwahnt, zu einer deutlichen Aktivierung der
Gerinnungskaskade (133), wobei wir in der vorliegenden Studie keinen
signifikanten Unterschied bezlglich der Faktor Xlla Konzentration und damit der
Komplementaktivierung zwischen dem BMS und dem SES finden konnten.

4.3 Durchflusszytometrie der Thrombozyten (FACS-Analyse)

4.3.1 Negativkontrolle

Wie in Kapitel 3.3.1 bereits beschrieben, dient die Negativkontrolle (native

Zellen) als Qualitadtsnachweis der eigenen Labormethoden. Mit ihr soll Gberprift
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werden, ob die Zellen bereits bei der Blutentnahme oder bei der weiteren
Aufbereitung vorzeitig aktiviert worden sind und somit die eigentlichen Proben
keine Aussagekraft mehr besitzen. Trotz standardisierter Venenpunktions- und
Laborprotokolle werden dennoch immer einige wenige Zellen aktiviert und vom
FACS-Gerét registriert.

In der hier vorgelegten Studie findet sich sowohl beim Ausgangswert als auch
bei den drei Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop Modell eine
Aktivierung der nicht praparierten Zellen deutlich unter 1%. Ein Unterschied
zwischen den Schlduchen konnte nicht gefunden werden.

4.3.2 CD 45/CD 41
Der Antikérper CD 45 ist ein in der Wissenschaft und Forschung, aber auch in

der klinischen Praxis (117) haufig eingesetzter Antikdrper. Mit ihm kann man die
verschieden schweren Isoformen des so genannten leucocyte common antigen
(LCA) auf allen humanen Leukozyten, Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten,
Eosinophilen und Thymozyten identifizieren. Auf zirkulierenden Erythrozyten
und Thrombozyten sowie auf erythropoetischen Stammzellen des
Knochenmarks ist das LCA allerdings nicht nachweisbar.

CD 41 wiederum ist sowohl ein Antikérper als auch ein Antigen. Das 135
kDalton schwere Antigen CD 41 (cluster of differentiation 41) ist eine integrin
allb-Kette (gpllb), die zusammen mit der nicht kovalent gebundenen integrin
B3-Kette (gpllla) den so genannten gplibllla Glycoproteinrezeptorkomplexes
bildet, der auf allen Thrombozyten nahe dem Fibrinogenrezeptor zu finden ist
und so die Quervernetzung der Thrombozyten und damit die eigentliche
Gerinnung auslost. Der gpllb/llla Komplex (gp fir Glycoprotein) gehort zur
Familie der Cytoadhésine, die auch Integrin genannt wird (83).

Der Antikdrper CD 41 (clusterdesignation 41) reagiert unabhangig von der
Anwesenheit des gpllla ausschlieBlich mit der a-Kette des gpllb-Anteils und
daher nur mit normalen, nicht aktivierten Thrombozyten und Megakaryozyten.
Die Bindung des Antikérpers hat keinen Einfluss auf die Plattchenfunktion.
Weder die Fibrinbindung an die Thrombozyten noch die Aggregation derselben

wird durch den Antikérper inhibiert.
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Mit der Antikérperkombination CD 45/CD 41 kann man den Anteil der
Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate im Plasma erfassen.

Patienten mit Koronarer Herzkrankheit weisen dabei mehr Leukozyten-
Thrombozyten-Aggregate auf als gesunde Kontrollpersonen. Bei stabiler Angina
pectoris finden sich zirka 16% mehr Aggregate im Blutkreislauf, wahrend es bei
Patienten mit instabiler Angina pectoris sogar ungefahr 22% sind (106). Nach
einem akuten Myokardinfarkt ist die Interaktion zwischen Leukozyten und
Thrombozyten ebenfalls deutlich erhéht (17, 28). Jaster et al (2003) konnten in
ihren Studien nachweisen, dass sich die Zahl der Leukozyten-Thrombozyten-
Aggregate nach koronarer Intervention mittels PTCA im Vergleich zum
Ausgangsstatus nicht verandert (74). AuBerdem konnte die Arbeitsgruppe in
einer Stentstudie zeigen, dass nach 24 Stunden weniger Aggregate gebildet
werden, wenn heparinbeschichtete Stents zum Einsatz kommen (74). In den
Stentstudien von Gutensohn et al (1997) und Beythien et al (1999), in denen
verschiedene Beschichtungen getestet und miteinander verglichen wurden, gab
es keinen signifikanten Anderungen beziiglich des Antikdrpers CD 41 (11, 59).
Bei den untersuchten Stents von Tarnok et al (1999) dagegen kam es zu einer
deutlichen Leukozytenaktivierung mit Anstieg von CD 45 (134). Eine
Kombination der Antikérper CD 45 und CD 41 verwendeten beide
Arbeitsgruppen allerdings nicht. AuBerdem wurde bei diesen Studien kein Test
mit einer Sirolimus- oder Paclitaxelbeschichtung untersucht.

In der hier durchgeflhrten Stentstudie fielen die Leukozyten-Thrombozyten-
Aggregate von 77,1% beim Ausgangswert zu den drei Schlauchen nach
Durchlauf im Chandler Loop Modell um maximal 1% ab. Der geringste Abfall
konnte bei den beiden implantierten Stents gezeigt werden. Da alle vier
Ergebnisse aber insgesamt miteinander vergleichbar sind, konnte statistisch
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Insbesondere zwischen den
beiden Stents fand sich kein Unterschied hinsichtlich der Bildung von

Leukozyten-Thrombozyten-Aggregaten.
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4.3.3 PAC 1

Der Glycoproteinrezeptorkomplex gplibllla befindet sich auf der Oberflache
inaktiver, zirkulierender Thrombozyten nahe dem Fibrinogenrezeptor. Bei der
Aktivierung der Thrombozyten kommt es zu einer calciumabhangigen
Konformationsédnderung des gpllbllla  mit Bildung einer weiteren
Ligandenbindungsstelle. Hier kdnnen sich neben Fibrinogen auch die
Makromolekulle Fibronectin, Vitronectin oder der von Willebrand Factor
anlagern. Der Antikérper PAC 1 kann ein Epitop des gplibllla-Rezeptors
erkennen. Die Bindung erfolgt ausschlieBlich an bereits aktivierte Thrombozyten
und verhindert damit auch die durch Fibrinogen ausgeléste Aggregation (48).
Aus diesem Grund kann man mit dem Antikdrper PAC 1 in der klinischen
Forschung eindeutige Aussagen Uber die Zahl von aktivierten Thrombozyten
machen. So konnten Singh et al (1995) beispielsweise zeigen, dass es
zwischen KHK-Patienten mit instabiler Angina pectoris und vergleichbaren
gesunden Probanden keinen Unterschied beziglich der PAC 1 Werte gibt
(127). Matsumoto et al (2002) wiesen dagegen nach, dass Patienten nach
akutem Myokardinfarkt mit zirka 14% deutlich mehr PAC 1-tragende
Thrombozyten haben als Patienten mit stabiler Angina pectoris, wo lediglich nur
9,3% aktivierte Thrombozyten im Blutkreislauf waren (92). Auch KHK-Patienten
mit Restenose weisen im Vergleich zu restenosefreien Patienten eine
gesteigerte Aktivierung und damit héhere PAC 1-Konzentrationen auf (90).
Scharf et al (1992) beobachteten in ihren Studien, dass es wahrend und 30
Minuten nach einer PTCA zu einem massiven Anstieg von PAC 1 kommt und
folgerten daraus, dass die Thrombozyten vermutlich erst dann aktiviert werden,
wenn sie durch die verletzte Koronararterie flieBen (116). In einer Stentstudie
von Gurbel et al (2003) wurden beim heparinbeschichteten Stent weniger
gplibllla-Rezeptoren lokalisiert als bei einem nichtbeschichteten Stent (56).

In der hier vorgelegten Studie steigen die PAC 1-Konzentrationen und damit der
prozentuale Anteil der aktivierten Thrombozyten vom Ausgangswert zu den drei
Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop Modell deutlich an, ohne dass
jedoch ein signifikanter Unterschied gefunden werden konnte. Auch beim

Vergleich der drei Schlauche untereinander konnte kein Unterschied zur
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Irrtumswahrscheinlichkeit festgestellt werden. Dennoch wurden mit nahezu 36%
beim BMS die meisten Thrombozyten aktiviert. Dieses Ergebnis lasst sich
sowohl mit den Thrombozyten selber, als auch mit den Thrombozytenmarkern
B-TG und sP-Selectin vergleichen, bei denen es ebenfalls beim BMS zur
starksten Aktivierung kam. Aber auch beim Schlauch ohne implantierten Stent
finden sich ungefahr 34 % PAC 1-tragende Thrombozyten. Trotz der
Heparinbeschichtung der Schlduche werden die Thrombozyten durch das
unphysiologische und fremde Material aktiviert. Die wenigsten Thrombozyten
wurden beim SES aktiviert, so dass die Beschichtung mit Sirolimus, unabhangig
von der Anwesenheit des thrombogenen Schlauches, bezlglich der
Thrombozytenaktivierung von Vorteil sein kann. Ein Vergleich lasst sich auch
hier mit den Thrombozyten und den B-TG- beziehungsweise sP-Selectin-
Werten ziehen, da die geringste Aktivierung dort jeweils beim SES

nachgewiesen werden konnte.

4.3.4 PAC 1 mit ADP
Die Probe PAC 1 mit ADP (Adenosin-di-Phosphat) stellt eine Positivkontrolle fur
die korrekte Funktion des Antikérpers PAC 1 dar und wird in der Regel in

standardisierten Protokollen empfohlen. Das hinzugefligte ADP I[6st eine
Aktivierung der Thrombozyten aus (137), so dass der Antikdrper PAC 1 an den
gpllbllla-Rezeptorkomplex binden kann.

In dieser Stentstudie fallen die durch ADP aktivierten Thrombozyten von zirka
96% beim Ausgangswert zu den drei Schlduchen nach Durchlauf im Chandler
Loop Modell um maximal 1% ab. Da die Messergebnisse alle ahnlich und damit
miteinander vergleichbar sind, konnte bei der statistischen Auswertung kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden.

4.3.5 CD 62P (CLB-Thromb/6)
P-Selectin beziehungsweise CD 62P, GMP-140 oder PADGEM protein (platelet

activation antigen P-Selectin), ist ein 140 kDalton schweres Gylcoprotein mit

einer komplexen biochemischen Struktur. Es besitzt ein lectindhnliches

Aminoende, einen EGF-Bereich sowie mehrere andere wichtige Doméanen und

79



Diskussion

Ligandenbindungsstellen. Neben P-Selectin sind noch die Varianten E-Selectin
und L-Selectin bekannt. Das P-Selectin ist in der Membran der a-Granula von
inaktiven, zirkulierenden Thrombozyten und Megakaryozyten, aber auch in
Endothelzellen von Weibel Palade Kérperchen, eingebaut und wird bei
Aktivierung auf deren Zelloberflache transformiert, wo es als Rezeptor fur die
Bindung von Leukozyten und Monozyten an die aktivierten Zellen im Rahmen
der Hamostase oder bei Inflammationsprozessen eine wichtige Rolle spielt.
Nach der Stimulation wird P-Selectin wieder recycled und erneut in die
Membran der a-Granula der entsprechenden Zellen eingebaut.

Der Antikérper CD 62P kann die Region zwischen Lectin und der EGF-Doméane
erkennen und bindet daher ausschlieBlich an bereits aktivierte Thrombozyten,
Megakaryozyten oder Weibel Pallade Kérperchen. (47)

Besonders bei Patienten mit Koronarer Herzkrankheit kann man mittels
Durchflusszytometrie Antikérper CD 62P-beladene Thrombozyten nachweisen.
In den Untersuchungen von Patel et al (2004) hatten Patienten mit stabiler
Angina pectoris 49% CD 62P-positive Thrombozyten im entnommenen Blut,
wahrend es bei Probanden mit instabiler Angina pectoris sogar 94% waren
(106). Auch nach einem akuten Myokardinfarkt finden sich deutlich héhere CD
62P-Expressionen, verglichen mit gesunden Kontrollen oder Risikopatienten
(118, 145). Inoue et al (1996 und 2000) konnten in ihren Studien zeigen, dass
es durch PTCA oder Stenting ebenfalls zu einem Anstieg der CD 62P-Werte
kommt, wobei besonders das Einbringen eines Stents eine starke Aktivierung
der Thrombozyten auslést als die Dilatation der Koronararterie bei PTCA (70,
73).

In dieser Stentstudie ergab sich hinsichtlich der aktivierten und CD 62P-
tragenden Thrombozyten kein signifikanter Unterschied zu den drei Schlauchen
nach Durchlauf im Chandler Loop Modell. Insbesondere zwischen den beiden
Stents konnte kein signifikanter Unterschied bezlglich der CD 62P-Expression
auf den Thrombozyten gefunden werden.

In den Stentstudien von Gutensohn et al (1997) und Beythien et al (1999), in
denen das Blut nach Kontakt mit heparinbeschichteten Stents und Tantalum

Stents mittels Durchflusszytometrie untersucht wurde, zeigten sich dagegen
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schon kurz nach Beginn der Zirkulation mehr CD 62P positive Thrombozyten
bei beiden Stents als bei der Kontrolle (11, 59).

Auch beim Vergleich mit der léslichen Variante des P-Selectin (sP-Selectin)
zeigt sich hier keine Ubereinstimmung der Ergebnisse, da beim sP-Selectin
nicht nur eine Signifikanz sowohl zwischen dem Ausgangswert und den beiden
implantierten Stents als auch zwischen dem Schlauch ohne Stent und dem
BMS festgestellt werden konnte, sondern auch ein deutlicher Anstieg der
Werte, verglichen mit dem Ausgangswert, stattgefunden hat.

4.4 Rasterelektronenmikroskopie der Stents

Nach Durchlauf im Chandler Loop Modell wurden jeweils ein unbeschichteter
(BMS) und ein beschichteter Stent (SES) fiir die Rasterelekironenmikroskopie
prapariert, um die eventuell vorhandenen Unterschiede zwischen den beiden
Stents sichtbar machen zu kénnen. Um einen besseren Vergleich zu haben,
wurden zusétzlich ein BMS und ein SES ohne Blutkontakt als so genannte
Negativkontrolle untersucht. Die Bilder der Rasterelektronenmikroskopie sind im
Kapitel 3.4 sowie im Anhang 7.3 zu finden.

4.4.1 Unbeschichteter (BMS) und beschichteter Stent (SES) nach
Durchlauf im Chandler Loop Modell

In dieser Studie l6ste der BMS nach Durchlauf im Chandler Loop Modell
insgesamt eine starkere, wenngleich statistisch nicht signifikant erhéhte
Aktivierung der gemessenen Parameter aus, als der SES oder der Schlauch
ohne implantierten Stent. Besonders bei den Thrombozytenparametern war
dieser Effekt tendenziell zu beobachten. In den
rasterelektronenmikroskopischen Bildern der hier vorliegenden Studie kann
man bei beiden Stents nach Blutkontakt eine dicke Fibrinschicht mit
aufgelagerten Zellaggregaten erkennen. Vor allem an den Querstreben ist der
Fibrinrasen dicker als an den UObrigen Strukturen. Neben vereinzelten
Erythrozyten und Leukozyten finden sich hautsachlich Thrombozytenaggregate,
die sich untereinander, aber auch im Fibrinuntergrund mit ihren Podozyten

verankern. Ahnliche Ergebnisse konnten auch Beythien et al (1994) und
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Fontaine et al (1996) aufweisen. In den mikroskopischen Bildern der von ihnen
untersuchten unbeschichteten Stents zeigte sich, dass eine extreme
Thrombozytenakkumulation besonders an den Kreuzungsstellen der
Stentstreben stattgefunden hat und dass das Lumen meist durch Fibrin-
Thrombozyten-Aggregate verengt war (12, 40). Bei den mit Polyetherurethanel
und Parylene beschichteten Stents dagegen konnten Fontaine et al (1996) nur
wenige aufgelagerte Thrombozyten nachweisen (40). Auch Hietala et al (2004)
bestatigten durch ihre Studien, dass auf heparinbeschichteten Stents weniger
Thrombozyten zu finden sind als auf unbeschichteten Stents (63). In der
vorliegenden Studie lassen sich in der Ubersichtsaufnahme der Querstrebe des
SES nach Blutkontakt nur wenige Zellen auf einem dinnen Fibrinbelag
vermuten, der allerdings nicht von der eigentlichen Beschichtung mit Sirolimus
zu unterscheiden ist. Auch in den vergrdBerten Aufnahmen finden sich weniger
Thrombozytenaggregate als beim BMS. Dieses Ergebnis deckt sich ebenfalls
wiederum mit den Auswertungen der Thrombozytenparameter, wo der SES in

der Regel die geringste Aktivierung ausldste.
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5. Zusammenfassung

Die Koronare Herzkrankheit (KHK) gehért weltweit zu den haufigsten
Todesursachen. Neben der medikamentdésen Therapie stehen vor allem die
Dilatation der betroffenen KoronargefaBe mittels perkutaner transluminaler
Koronarangioplastie (PTCA) und das Einsetzen von Koronarendoprothesen,
den so genannten Stents, im Vordergrund. Allein in Deutschland werden
jahrlich Gber 150.000 Koronarinterventionen vorgenommen, wobei in zirka 80%
der Falle ein oder mehrere Stents implantiert werden. Die Erfolgsaussichten
werden aber leider haufig durch das Auftreten von akuten/subakuten und
spaten Stentthrombosen oder Restenosen gemindert. Daher gibt es seit einigen
Jahren medikamentds beschichtete Stents auf dem Markt, die gerade diese
postinterventionellen Komplikationen noch weiter reduzieren sollen. In den
ersten klinischen Studien erzielten die drug-eluting Stents (DES) bisher gute
Ergebnisse. Aber gerade nach DES-Implantation spielt die akute/subakute oder
spate Stentthrombose eine groBe Rolle. Die Diskussion beziglich einer
héheren Thrombogenitat der DES ist in vollem Gange.

In der vorliegenden Studie wurde die Thrombogenitat von DES im Vergleich zu
unbeschichteten Stents (BMS) experimentell untersucht. Dazu wurden neun
unbeschichtete (BMS) und neun mit dem Immunsuppressivum Sirolimus
(Rapamycin) beschichtete Stents (SES) in Silikonschlauche implantiert und mit
dem Blut von gesunden, jungen méannlichen Probanden in einem modifizierten
Chandler Loop Modell in Kontakt gebracht, das Uber 90 Minuten den
menschlichen Kreislauf simulieren sollte. Silikonschlauche ohne Stents dienten
gleichzeitig als Kontrolle. Fir die Leukozyten, die PMN-Elastase, den
Komplementsystemkomplex SC5b-9 und den Gerinnungsparameter Thrombin-
Antithrombin-1ll-Komplex (TAT) konnte dabei ein Einfluss durch das gesamte
Chandler Loop Modell, das heiBt sowohl durch die Schlauche als auch durch
die Stents, nachgewiesen werden. Der Gerinnungsfaktor Xlla und die
Erythrozyten blieben allerdings unveréndert.

Die Thrombozyten beziehungsweise die Thrombozytenproteine sP-Selectin und
B-Thromboglobulin (B-TG) wurden dagegen hauptsachlich durch die jeweils
verwendeten Stents beeinflusst. Vor allem der unbeschichtete Stent wies einen
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Trend zu einer starkeren Aktivierung auf als der mit Sirolimus beschichtete
Stent. Dennoch konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Stents lediglich beim Thrombozytenmarker 3-Thromboglobulin (3-TG) gefunden
werden.

Auch in den Bildern der Rasterelektronenmikroskopie nach Blutkontakt, die zur
Visualisierung der Ergebnisse gemacht wurden, finden sich mehr
Thrombozytenaggregate und eine dickere Fibrinschicht auf dem
unbeschichteten Stent, was die Ergebnisse der molekularen Marker stltzt.

In  einem weiteren Studienteil, in dem die Thrombozyten mittels
Durchflusszytometrie vor und nach Durchlauf im Chandler Loop Modell
untersucht wurden, konnte ebenfalls kein relevanter Unterschied festgestellt
werden.

Aus den Ergebnissen der hier vorliegenden Studie lasst sich in vitro kein
eindeutiger Unterschied hinsichtlich der Thrombogenitdt zwischen dem
unbeschichteten Stent (BMS) und dem sirolimusbeschichteten Stent (SES)

nachweisen.
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7. Anhang
7.1 Original Diagramme FACS-Analyse (CD 41/CD 45)

In diesem Kapitel sind Ausziige aus einer Original FACS-Analyse dargestellt.

Stellvertretend fir alle analysierten Parameter sind die Diagramme und die so
genannte Quadranten-Statistik fur die Antikérperkombination CD 41/CD 45 des
Probanden 1 sowohl vom Ausgangswert als auch von den jeweiligen drei
Schlauchen nach Durchlauf im Chandler Loop aufgefiihrt.

Ausgangswert
(Abb. 25)

Worhen'CD 4142045 026

104

s50H
1w
1

Die Graphik zeigt die vom FACS-Gerat erfassten Zellen, in diesem Fall
Thrombozyten. Die Umrandung um den Zellhaufen ist variabel einstellbar. Nur
die Zellen innerhalb des Kreises werden vom FACS-Gerat fir die Auswertung
herangezogen. So kann man eventuell unerwlinschte Zellen oder Zelltrimmer

aus der Messung herausfiltern.
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Yorher'CD 4142045 026 Vorhen'CD 414045 026
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Die linke Graphik gibt die Fluoreszenz 1 und damit den Farbstoff FITC
(Fluorescein) wieder. Alle Zellen, die einen Antikérper mit dem genannten

Farbstoff gebunden haben, werden hier erfasst und in Logarithmusschritten
gezahilt.

Ebenso verhalt es sich mit dem Farbstoff PE (R-Phycoerythrin), der durch die
rechte Graphik 2 (Fluoreszenz 2) dargestellt ist.

Da in der Antikdrperkombination CD 41/CD 45 beide Farbstoffe vertreten sind
(siehe auch Kapitel 2.3.4.2), finden sich auch in beiden Graphiken positive

Ausschlage.

- Worhen' G0 4142045 026

0
FL1H

In dieser Graphik werden die Fluoreszenzen 1 und 2 nochmals gemeinsam in
Form von aktivierten Zellen aufgetragen. Die X-Achse steht fir die Fluoreszenz
1 und damit flr FITC-tragende Zellen, die Y-Achse gibt die Fluoreszenz 2, also
den Farbstoff PE, wieder. Zusatzlich sind Trennlinien bei 10" eingezeichnet, die
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die Graphik in vier Felder (Quadranten oder Quads) unterteilen. Zum einen
werden  nur die Zellen als aktiviert und  antikbérper-  oder
fluoreszenzfarbstofftragend gewertet, die rechts (X-Achse) beziehungsweise
oberhalb (Y-Achse) der 10'-Grenze liegen. Zum anderen dienen die vier Felder
der einfacheren Auswertung in der so genanten Quadrantenstatistik.

Da die Antikérperkombination CD 41/CD 45 beide Farbstoffe beinhaltet, gibt es
auch in dieser Graphik bei beiden Fluoreszenzen positive und damit aktivierte
Zellen, die die genannten Antikérper tragen.

Mit der Quadrantenstatistik (siehe Quadrant statistics) kann man, wie bereits
erwahnt, eine detaillierte Auswertung der Vier-Felder-Graphik vornehmen.

Die Abkirzungen UL, UR, LL und LR stehen fiir die vier Felder (Quads). UL
(upper left) ist das Rechteck links oben, UR (upper right) das rechte groBe
Quadrat daneben. Das linke untere Feld wird mit LL (lower left) bezeichnet und
LR (lower right) ist wiederum das Rechteck rechts daneben. Fir alle vier Felder
werden in der Quadrantenstatistik nun die verschiedenen aufgeflihrten Faktoren
mit Zahlen belegt. So sind mit Events die Ereignisse beziehungsweise die Zahl
der Zellen gemeint, die in jedem Feld ausgezahlt werden. Da das FACS-Gerat
insgesamt nur zehntausend Zellen auswerten soll (total events), ergibt die
Summe der vier Felder genau die vorgegebene Zahl. Die Spalte %Total ist der
wichtigste Faktor bei der Auswertung der FACS-Analyse. Sie gibt die aktivierten
Zellen in den Feldern UL, UR und LR in % an und stellt im Grunde nur eine
andere Schreibweise der Eventspalte dar. In diesem Fall befinden sich im Feld
UR, welches beide Fluoreszenzen reprasentiert, 90,81% aktivierte Zellen, die
damit beide Antikdrper und die Farbstoffe tragen.

Der X Geo Mean beschreibt die Fluoreszenz, die von den im Feld enthaltenen
Zellen ausgeht.

Die anderen Faktoren sind fiir die Auswertung zu vernachlassigen.
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Quadrant statistics

File: Vorher/CD 41+CD 45.026 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: Vorher/ CD 41+CD 45 Patient ID:

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List
Acquisition Date: 16-Mar-05 Gate: No Gate

Gated Events: 10000 Total Events: 10000

X Parameter: FL1-H(log) Y Parameter: FL2-H(log)

Quad Location: 11,8

Quad Events %Gated %Total XMean XGeo Mean Y Mean YGeo Mean

UL 86 0.86 0.86 4.32 3.17 54.99 25.28
UR 9081 90.81 90.81 344.87 299.8 70.99 50.4
LL 69 0.69 0.69 3.66 2.5 2.13 1.62
LR 764 7.64 7.64 199.9 164.46 3.51 2.7

Hinweis: Die Quadrantenstatistik konnte nicht im Original Gbernommen werden, da kein
vorhandenes Programm das Format unterstitzt hat.

Die folgenden Abschnitte zeigen die Graphiken und Quadrantenstatistiken der
drei Schlauche nach Durchlauf im Chandler Loop. Die Auswertung und

Betrachtung erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie beim Ausgangswert.

Schlauch ohne Stent nach Durchlauf im Chandler Loop Modell
(Abb. 26)

ESICD 4142045 026
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KSNCD 4140045 026 ESICD 4140045026
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100
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Counts

ESICD 4140045 026

10

Quadrant statistics

File: KS/ CD 41+CD 45.026 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: KS/CD 41+CD 45 Patient ID:

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List
Acquisition Date: 16-Mar-05 Gate: No Gate

Gated Events: 10000 Total Events: 10000

X Parameter: FL1-H(log) Y Parameter: FL2-H(log)

Quad Location: 11,8

Quad Events %Gated %Total XMean XGeo Mean Y Mean YGeo Mean

UL 76 0.76 0.76  4.02 2.88 44 .47 26.23
UR 9116  91.16 91.16 533.53 463.69 61.2 44.45
LL 54 0.54 0.54 4.26 2.85 2.65 1.96
LR 754 7.54 7.54  328.85 266.1 3.75 2.9
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Schlauch mit dem BMS nach Durchlauf im Chandler Loop Modell

(Abb. 27)
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Quadrant statistics

File: NS/CD 41+CD 45.031 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: KS/CD 41+CD 45 Patient ID:

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List
Acquisition Date: 16-Mar-05 Gate: No Gate

Gated Events: 10000 Total Events: 10000

X Parameter: FL1-H(log) Y Parameter: FL2-H(log)

Quad Location: 11,8

Quad Events %Gated %Total XMean XGeo Mean Y Mean YGeo Mean

UL 66 0.66 0.66  4.33 2.91 24.79 21.3
UR 9123 91.23 91.23 540.26 478.53 69.46 45.2
LL 49 0.49 0.49 4.86 3.42 3.53 2.63
LR 762 7.62 7.62  323.99 261.74 3.59 2.75

Schlauch mit dem SES nach Durchlauf im Chandler Loop Modell
(Abb. 28)
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- CSICD 414420 d5.036
=

Quadrant statistics

File: CS/CD 41+CD 45.036 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: CS/CD 41+CD 45 Patient ID:

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List
Acquisition Date: 16-Mar-05 Gate: No Gate

Gated Events: 10000 Total Events: 10000

X Parameter: FL1-H(log) Y Parameter: FL2-H(log)

Quad Location: 11,8

Quad Events %Gated %Total XMean XGeo Mean Y Mean YGeo Mean

UL 147 1.47 1.47 415 2.95 39.32 26.06
UR 8986  89.86 89.86 528.32 454.99 58.22 44.73
LL 102 1.02 1.02  3.58 2.46 2.66 2.11
LR 765 7.65 7.65  319.11 234.88 3.61 2.76
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7.2 Tabellen

Erlauterung zu den dargestellten Tabellen:

0 = Ausgangswert oder Messung vor Durchlauf im Chandler Loop Modell

1 = Schlauch ohne Stent nach Durchlauf im Chandler Loop Modell
2 = Schlauch mit nicht beschichtetem Stent (BMS) nach Durchlauf im Chandler

Loop Modell

3 = Schlauch mit Sirolimus-beschichtetem Stent (SES) nach Durchlauf im

Chandler Loop Modell

Die angegebenen Werte wurden auf zwei Stellen nach dem Komma gerundet.

7.2.1 Tabellen Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten

Tab. 15: Erythrozyten [10%/ul]

Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 4,59 0,32 0,11 4,50 432 |5,35
1 4,66 0,27 0,09 4,57 4,39 |5,29
2 4,63 0,28 0,09 4,61 4,36 |5,28
3 4,58 0,30 0,1 4,53 4,26 |5,27
Tab. 16: Leukozyten [10%/pl]
Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 5,27 1,25 0,42 53 3,5 8
1 4,93 1,13 0,38 4,9 3,3 7,4
2 4,93 1,15 0,38 5,1 3 7,2
3 4,96 1,32 0,44 5 3,1 7,9
Tab. 17: Thrombozyten [10%/ul]
Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 238,89 38,17 12,72 239 195 | 291
1 228,44 35,63 11,88 235 174 | 280
2 218,56 36,28 12,09 221 156 | 260
3 222 39,18 13.06 211 159 | 269
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7.2.2 Tabellen der ELISA-Werte

Tab. 18: PMN-Elastase [ug/I]

Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. Max.
0 100,96 13,86 4,62 99,86 |82,98 | 116,33
1 173,21 42,40 14,13 180,18 | 108,53 | 247,25
2 163,78 24,97 8,32 171,92 | 118,42 | 189,62
166,80 30,37 10,12 170,29 | 119,65 | 210,63
Tab. 19: sP-Selectin [ng/mi]
Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 32,36 7,83 2,61 33,38 | 21,24 | 41,94
1 34,85 8,41 2,8 35,98 | 22,72 | 46,26
2 38,92 11,57 3,86 40,12 | 22,06 | 51,98
3 36,22 8,07 2,69 38,84 | 24,88 | 46,44
Tab. 20: 3-TG [IU/ml]
Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. Max.
0 54,29 16,11 5,37 54,39 |32,4 76,96
1 364,04 276,87 92,29 280,75 | 119,19 | 1035,92
2 673,83 489,38 163,13 612,62 | 154,09 | 1488
3 307,94 164,60 54,87 302,46 | 129,17 | 689,51
Tab. 21: Sc5b-9 [ng/ml]
Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. Max.
0 193,74 95,98 31,99 177,92 | 106,46 | 414,05
1 858,9 320,93 106,98 795,03 | 436,47 | 1488,86
2 848,88 229,87 76,62 778,35 | 570,83 | 1283,48
3 1053,95 | 427,62 142,54 1000,65 | 446,08 | 1614,64
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Tab. 22: TAT [ug/I]

Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 1,50 1,13 0,38 1,19 0,92 |4,49
1 8,98 8,82 2,94 4,94 2,37 | 29,19
2 13,96 11,64 3,88 6,64 2,99 |34,83
3 7,64 3,76 1,26 7,49 3,77 | 15,90
Tab. 23: Factor Xlla [ng/ml]
Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 0,63 0,17 0,06 0,65 0,29 |0,84
1 0,79 0.20 0,07 0,80 0,54 |1,09
2 0,70 0,21 0,07 0,71 0,42 | 0,99
3 0,73 0,20 0,07 0,72 0,43 |1,08
7.2.3 Tabellen der FACS-Analyse
Tab. 24: Negativkontrolle (Aktivierung in %)
Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 0,34 0,28 0,09 0,22 0,1 0,89
1 0,26 0,15 0,05 0,18 0,06 |0,46
2 0,53 0,27 0,09 0,39 0,26 |1,12
3 0,41 0,24 0,08 0,32 0,22 |0,92
Tab. 25: CD 41/CD 45 (Aktivierung in %)
Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 77,1 7,13 2,38 76,04 | 67,38 | 90,81
1 76,1 7,08 2,36 75,4 65,91 | 91,16
2 76,91 6,55 2,18 75,76 | 67,85 | 91,23
3 76,97 6,12 2,04 75.76 | 67,33 | 89,86
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Tab. 26: PAC 1(Aktivierung in %)

Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 22,47 7,3 2,43 21,4 12,89 | 36,41
1 33,92 20,94 6,98 23,67 | 18,91 | 82,23
2 35,92 24,52 8,17 25,69 |15,24 | 75,5
3 28,52 17,21 5,74 81,07 |9,45 |60,79
Tab. 27: PAC1/ADP (Aktivierung in %)
Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 95,59 1,34 0,45 95,8 93,74 | 97,12
1 94,71 1,69 0,56 95,22 |91,43 | 96,74
2 94,54 2,17 0,72 95,61 |90,5 |96,91
3 94,65 2,03 0,68 96,1 91,67 | 96,62
Tab. 28: CD 62P (CLB Thromb/6) (Aktivierung in %)
Mittelwert | Std.-Abw. | Std.-Fehler | Median | Min. | Max.
0 56,92 4,97 1,66 58,6 50,07 | 64,14
1 54,02 3,89 1,3 51,55 |50,83 | 60,32
2 54,44 4,76 1,59 52,41 | 49,87 | 64,49
3 54,63 4,27 1,42 53,52 |50,35 | 63,14

114



Anhang

7.3 Bilder der Rasterelektronenmikroskopie

Die folgenden Abbildungen zeigen weitere rasterelekironenmikroskopische
Bilder, die von den Stents gemacht wurden. Dargestellt sind sowohl
Ubersichtsaufnahmen als auch detaillierte Ausschnitte der Stents mit einzelnen
Zellen (Erythrozyten) und Zellaggregaten (Thrombozytenaggregaten). Auch die
abgelagerte Fibrinschicht lasst sich meist sehr gut erkennen und kann in den
Bildern des SES nicht von der Sirolimusbeschichtung unterschieden werden.

7.3.1 Bilder der Negativkontrollen

7.3.1.1 BMS (Abb. 29)
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7.3.1.2 SES (Abb. 30)

f,
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7.3.3 Bilder des SES nach Blutkontakt (Abb. 32)
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