Aus dem Universitétsklinikum Miinster
Klinik und Poliklinik fiir Anésthesiologie und operative Intensivmedizin
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. H. van Aken
Abteilung fiir Experimentelle und Klinische Himostaseologie
Leiterin: Prof. Dr. rer. nat. B. Kehrel

Einfluld der nichtionischen Kontrastmittel
lopentol, lodixanol und lohexol auf die
Thrombozyten- und Leukozytenaktivierung wahrend
Koronarangiographie und perkutaner transluminaler

Koronarangioplastie (PTCA)

INAUGURAL-DISSERTATION
zur

Erlangung des doctor medicinae

der Medizinischen Fakultit

der Westfalischen Wilhelms-Universitit Miinster

vorgelegt von Daniel Bodeker
aus Miinster

2004



Gedruckt mit freundlicher Genehmigung der Medizinischen Fakultit der Westféalischen
Wilhelms-Universitdt Miinster



Dekan: Univ.-Prof. Dr. H. Jiirgens

1. Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. B. Kehrel
2. Berichterstatter: PD. Dr. med. T. Wichter
Tag der miindlichen Priifung: 13.01.2004



Aus dem Universitatsklinikum Minster
Klinik und Poliklinik fur Anéasthesiologie und operative Intensivmedizin
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. H. van Aken
Abteilung fiir Experimentelle und Klinische Hamostaseologie
Referentin: Prof. Dr. rer. nat. B. Kehrel
Koreferent: PD Dr.med. T.Wichter

Zusammenfassung

EinfluB der nichtionischen Kontrastmittel
lopentol, lodixanol und lohexol auf die
Thrombozyten- und Leukozytenaktivierung wahrend Koronarangiographie und
perkutaner transluminaler Koronarangioplastie (PTCA)

Daniel Bodeker

In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, in wie weit es bei Koronarangiographie und
PTCA unter Verwendung dreier nichtionischer Kontrastmittel zu einer Zellaktivierung kommt.
Blutentnahmen aus den Einfiihrbestecken erlaubten es, Aussagen iiber den ex-vivo-Aktivierungszustand
und die Aktivierungsbereitschaft der Thrombozyten und Leukozyten zu machen. Hierzu wurde eine
schonende Blutprobenvorbereitung der Zellen verwandt, die priparativ bedingte Zellartefakte minimiert
und somit Verhédltnisse in-vivo simuliert. In dieser Arbeit konnte durch durchflulzytometrische
Untersuchungen gezeigt werden, dall sich der ex-vivo-Aktivierungszustand der Thrombozyten und der
Leukozyten durch Applikation von Iopentol, Iodixanol oder Iohexol wahrend Koronarangiographie nicht
andert. Die Untersuchungen zur thrombin-induzierten Thrombozytenaktivierung zeigen, dafl Iopentol
starker als Iohexol die a-Granula-Sekretion der Thrombozyten wahrend Koronarangiographie inhibiert,
wohingegen die dimere Substanz lodixanol die thrombin-induzierte a-Granula-Sekretion nicht veréndert.
Die thrombin-induzierte CD63-Expression wird am stirksten von Iopentol gefolgt von Iohexol und
Iodixanol inhibiert; die Mepacrine-Sekretion der ,,dense-bodies bleibt von der Kontrastmittelgabe unter
Koronarangiographie unbeeinflufit.

Es zeigten sich fiir das gesamte Patientenkollektiv ex-vivo erhohte Thrombozyten-Leukozyten-
Assoziationsraten, wobei die Thrombozyten bevorzugt mit Monozyten assoziiert sind. Dies mag die
Beteiligung entziindlicher Prozesse und die Bedeutung der Zellinteraktion an der Entstehung und dem
Progress arteriosklerotischer Erkrankungen unterstreichen. Die thrombin-induzierte
Leukozytenaktivierung wurde durch Verwendung eines der drei Kontrastmittel wihrend
Koronarangiographie ebenfalls inhibiert.

Die durchflulzytometrischen Untersuchungen zeigten einen unverdnderten ex-vivo Thrombozyten-
Aktivierungszustand nach PTCA mit nichtionischen Kontrastmitteln. Die Thrombozyten zeigten sich
allerdings nahezu refraktir auf die Thrombin-Stimulation in-vitro. Hier scheint die Dilatation mit der
damit verbundenen kurzzeitigen Ischimie und der Endothelverletzung den Sekretionsmechanismus der
Zellen zu inhibieren und zwar in einem stirkeren Maf als die alleinige Kontrastmittelapplikation wahrend
Koronarangiographie. Dieses refraktire Verhalten auf die Thrombin-Stimulation in-vitro konnte auch bei

den Untersuchungen zum Aktivierungsverhalten der Leukozyten nach PTCA beobachtet werden.
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1 Einleitung

1.1 Morphologie der Thrombozyten

Die kernlosen Thrombozyten, im allgemeinen auch als ,,Blutplédttchen* bezeichnet, sind
die kleinsten korpuskuldren Bestandteile des Blutes. Sie werden im Knochenmark aus
polyploiden Megakaryozyten gebildet. Die physiologische Thrombozytenzahl im
peripheren Blut betrdgt 150 000 bis 400 000 pro pl Blut. Thr mittlerer Durchmesser
betrdgt in der unstimulierten, diskoiden Form 2-4 pm [Morgenstern, 1999], ihr
Volumen 4-7,6 fl [Frojmovic; Milton, 1982] und das Gewicht eines einzelnen
Thrombozyten ist mit 10 pg angegeben [Iyengar et al., 1979]. Thrombozyten haben
keinen Zellkern, aber ihr Rest an mRNA und Mitochondrien der Megakaryozyten
befdhigt sie noch begrenzt zur Neusynthese von Proteinen [Gawaz, 1999]. Die
physiologische Uberlebenszeit eines Thrombozyten im peripheren Blut betriigt ca. 7
Tage, wobei etwa 20% der Gesamtplattchenzahl tiglich erneuert wird. Thr Abbau erfolgt
im retikuloendothelialen System von Milz und Leber, 1/3 der Thrombozyten werden in
der Milz gespeichert und steht im Austausch mit dem zirkulierenden Anteil [Schrér,
1993]. Wie bereits oben erwihnt, liegen Thrombozyten im nichtaktivierten Zustand in
einer typischen diskoiden Form, mit einer durchschnittlichen Oberfliche von 8 pm?
[Morgenstern, 1997] vor. Durch Aktivierung der Thrombozyten durch Agonisten wie
Thrombin, ADP oder Kollagen verindern die Thrombozyten ihre Form (,,shape
change®). Durch Ausstiilpung ihrer Zytoplasmamembran runden sie sich ab und bilden
sogenannte Pseudopodien, die mit einer Oberflichenvergroferung auf 13 pm?®

einhergehen (Echinosphirozyten) [Morgenstern, Kho,1977].

Ultrastrukturell 148t sich der Thrombozyt in vier verschiedene Zonen unterteilen
[Gawaz, 1999; White, 1994] — in die periphere Zone, strukturelle Zone, in die Zone der
Zellorganellen und die Zone der Membransysteme. Jede dieser Zonen iibernimmt

jeweils die fiir sie spezifischen Aufgaben.
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Die periphere Zone besteht aus der Zytoplasmamembran, aus verschiedenen
Glykoproteinen (GP), Proteinen und Mukopolysaccariden. Wie bei anderen Zellen auch,
besteht die zytoplasmatische = Membran des Thrombozyten aus einer
Phospholipiddoppelschicht (,,bilayer), mit nach aulen gelagertem Phosphatidylcholin
und Phosphatidylethanolamin und nach innen gerichtetem Phosphatidyinositol und
Sphingomyelin. Dazwischen sind Membranproteine, die u.a. als Rezeptoren oder

Adhisionsproteine fungieren, eingelassen [Suzuki et al., 1996].

Die strukturelle Zone, bestehend aus Strukturproteinen (Aktin und Myosin) und
submembrands gelegenen Mikrotubuli, hdlt maBigeblich die diskoide Form des
ruhenden Thrombozyten aufrecht und ist an der Forméinderung des Thrombozyten

beteiligt [Fox, 1993].

Im Zytoplasma eingebettet liegt die Zone der Organellen, bestehend aus drei
verschiedenen Speichergranula, den a-Granula, den dichten Graula (,,dense bodies®)
und den Lysosomen. Neben diesen Speichergranula sind Mitochondrien und
Glykogenspeicher im Zytoplasma eingebettet [Morgenstern, 1997, 1999; Gawaz, 1999;
Suzuki et. al. 1996]. Mit Hilfe der Inhaltsstoffe (Tab.1.1) der drei Speicherorganellen

werden viele Funktionen und Reaktionen des Thrombozyten gesteuert.

Die o-Granula sind mit einem Anteil von etwa 15% am Gesamtvolumen des
Thrombozyten am héufigsten und liegen in nichtaktiviertem Zustand von Zytoplasma
von einander getrennt vor [Morgenstern, 1997]. Thnen kommen die verschiedensten
Aufgaben des Blutpléttchens, wie Adhésion, Aggregation, Koagulation [Morgenstern,
1997], Proliferation, Chemotaxis und Inflammation [Preissner, de Groot, 1993] zu. In
der Membran der o-Granula konnten weiterhin Glykoprotein IIbllla, sowie P-Selektin
[Harrison, Cramer, 1993] und kleine Mengen GPIb, GPIX und GPV gefunden werden
[Berger, 1996].

Der Volumenanteil der ,,dense bodies® am Thombozyten ist mit etwa 1% wesentlich
geringer, man findet etwa nur 5-6 Granula pro Thrombozyt [Morgenstern, 1999; White,
1994]. Thr im Vergleich zu den a-Granula elektonendichter Inhalt wird auf den Anteil
Kalzium, Magnesium und anorganisches Phosphat zuriickgefiihrt [White, 1992]. Neben
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anderen Inhaltsstoffen (Tab. 1.1) ist in der Membran der ,,dense bodies* das Protein
Granulophysin (CD63) vorhanden [Nishibori, 1993]. Bei Thrombozytenaktivierung
wird dieses Protein an der Oberfliche, dhnlich wie das P-Selektin der a-Granula,

exprimiert.

Die nur vereinzelt vorkommenden Lysosomen der Thrombozyten haben einen
Durchmesser von 175-250 nm [Suzuki et.al., 1996]. Sie enthalten verschiedene Enzyme
(Tab. 1.1), die wihrend der thrombozytiren Sekretionsphase in das

Extrazellulirmedium abgegeben werden [Holmsen, Day, 1970].

Tab 1.1 Inhaltstoffe thrombozytarer Speicherorganellen [Gawaz, 1999]
,dense bodies” a-Granula Lysosomen
ATP Enzyme a-Arabinoside
ADP as-Antitrypsin B-Galaktosidase
Kalzium ax-Makroglobulin B-Glucuronidase
Serotonin ax-Antiplasmin Elastase
Phosphat C1-Esteraseinhibitor Kollagenase
Guaninnukleotide adhéasive Proteine Kathepsin

Fibrinogen, Fibronektin

VWEF, TSP-1

Vitronektin, GPlIbllla

Wachstumsfaktoren

Platelet-derived-growth-factor
Epidermal growth factor-3
Endothelial cell growth factor
Zytokine

Interleukin 1

CD40-Ligand

Plattchenfaktor 4; B-Thromboglobulin
Transforming growth factor-$
Koagulationsfaktoren
HMWK; Plasminogen

PAI-1; Faktor V/IX/XIII
Fibrinogen; Protein S
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Die vierte morphologische Zone ist das Membransystem der Thrombozyten. Hier
unterscheidet man das offene kanalikuldre System (surface connected open system,

SCS) und das dichte tubuldre System (dense tubular system, DTS).

Das SCS ist ein verzweigtes Membransystem, das mit der Thrombozytenoberfldche
verbunden ist [White, Clawson, 1980]. Wihrend des Sekretionsprozesses gelangen
Granulainhaltsstoffe durch das SCS an die Membranoberfliche [Suzuki et al. 1996].
Beim Formwandel des Thrombozyten, im Rahmen der Aktivierung beispielsweise,
dient das SCS als Membranreservoir, durch Evagination desselben kommt es zur

Oberfliachenvergroflerung des Thrombozyten [White et al., 1990].

Das DTS entstammt dem rauhen endoplasmatischen Retikulum des Megakaryozyten
und ist Hauptspeicherort fiir freie Kalziumionen, welche bei dem Aktivierungsvorgang
des Thrombozyten eine entscheidene Rolle spielen [Gawaz, 1999]. Hierzu wird es aus
dem DTS freigesetzt und so der zytoplasmatische Kalziumspiegel erhoht, der

verschiedene Aspekte der Thrombozytenaktivierung reguliert [Ware et al., 1986].
1.2 Thrombozytare Membranglykoproteine

Fiir die thrombozytiren Reaktionsschritte, auf die ich im Kapitel 1.3 noch ndher
eingehen werde, ist ein enges Zusammenspiel zwischen Thrombozyten, Endothel,
plasmatischen Gerinnungsfaktoren und Strukturen der GefiBwand erforderlich. Als
Informationstriger dienen hierbei membranstdndige Glykoproteine der Thrombozyten,
die nach Bindung an spezifische Liganden eine thrombozytire Stoffwechselantwort
hervorrufen. Geméil ihrer charakteristischen Molekiilstruktur unterteilt man die
thrombozytidren Rezeptoren in verschiedene Klassen. Hierzu gehdren: Integrine,
Glykoproteine, mit leuzinreichen = Wiederholungssequenzen, Selektine und

Membranrezeptoren vom Immunglobulintyp.
1.2.1 Integrine

Rezeptoren vom Integrintyp sind neben Thrombozyten ubiquitir auf fast allen Zellen

reprisentiert. Sie dienen der Zell-Zell-Interaktion und —-Kommunikation. Integrine sind
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nichtkovalent verbunden, heterodimer aus einer o-Kette und einer [-Kette
zusammengesetzt und werden von Thrombozyten in 5 verschiedenen Klassen
exprimiert [de Groot, Sixma, 1999]. Als Liganden der Integrine dienen u.a. der von-
Willebrand-Faktor, Fibrinogen, Vitronektin, Thrombospondin und Kollagene [Bennett,
1991]. Sowohl die a- als auch die B-Kette besteht aus einem extrazelluldr gelegenen
aminoterminalen Ende, einer transmembranésen Doméne und einem intrazelluldren
carboxyterminalen Anteil [Gawaz, 1999]. Klassifiziert werden die Integrine anhand
ithrer B-Kette, die mit der korrespondierenden, spezifischen a-Kette den Rezeptor bildet.

Folgende thrombozytire Integrine sind bekannt (Tab. 1.2):

Tab. 1.2 Thrombozytare Beteiligung an der Integrin-Superfamilie (modifiziert)
[Gawaz, 1999]

Integrine Glykoprotein Ligandenspezifitat

021 GPlalla Kollagen

s GPlIclla Fibronektin

06+ GPIc*lla Laminin

QupPs3 GPlibllla Fibrinogen, VWF
Thrombospondin

avPs Vitronektin, Thrombospondin

1.2.1.1 Fibrinogenrezeptor (Glykoprotein I1bll1a)

Der Fibrinogenrezeptor, das Glykoprotein IIbIlla gehort zu den Bs-Integrinen und ist
sowohl Bestandteil der Thrombozytenmembran, als auch des offenen kanalikuldren
Systems und der a-Granula. Mit 1-2% des Gesamtproteingehalts des Thrombozyten
[Jennings, Phillips, 1982] ist es das hédufigste Membranglykoprotein mit einer
Oberfldachenbesetzung von 60 000 bis 100 000 Rezeptoren pro Blutplittchen [Gawaz,
1999]. Etwa 70% der Rezeptoren liegen an der Membranoberflache vor, die restlichen
30% werden erst nach Aktivierung des Thrombozyten aus den intrazelluldren
Speicherorten (SCS und a-Granula) exprimiert [Woods et al., 1986; Bennett, 1991;

Gawaz, 1999]. GP IIbllIa besteht aus einer ay,-Kette mit einer molaren Masse von 136
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kDa, die aus einer grofen Untereinheit (heavy chain) und einer kleinen Untereinheit
(light chain) zusammengesetzt ist. Die Bs;-Kette besteht nur aus einer Einheit und besitzt
ein Molekulargewicht von 90-105 [Bennett, 1991; Carrell et al., 1985]. Aufgabe des GP
IIbIIIa ist es, losliches Fibrinogen, vVWF und Fibronectin [Clemetson, 1995] an die
aktivierte  Thrombozytenoberfliche zu binden, der primdre Schritt der
Thrombozytenaggregation. Im ruhenden Zustand des Thrombozyten dient das GP
IIbIIIa der begrenzten Aufnahme von Fibrinogen in die a-Granula [Kieffer et al., 1992].
Bei Patienten mit Thrombasthenie Glanzmann (M. Glanzmann) resultiert die erhohte
Blutungsneigung aus einem fehlenden, oder fehlerhaft exprimierten Fibrinogenrezeptor

auf der Thrombozytenmembran [Philipps et al., 1991].

In der Zirkulation tragen die Thrombozyten unter physiologischen Bedingungen einen
nicht aktivierten GP IIbllla- Rezeptor auf ihrer Oberfliche. Thrombozytenaktivierung
fiihrt zu einer Konformationsinderung des Thrombozyten, die Bindungsstelle fiir
Adhisivproteine wie z.B. Fibrinogen und, vor allem bei hohem Scherstress, vVWF wird
zuginglich, so daB3 es durch Bindung von loslichem Fibrinogen zu einer stabilen
Thrombozytenbindung kommen kann [de Groot, Sixma, 1999; Phillips et al., 1991].
Hierzu besitzt Fibrinogen im wesentlichen zwei Bindungsstellen, mit denen es mit dem
GPIIblIIa-Rezeptor in Verbindung treten kann: zwei Sequenzen, bestehend aus der
Aminosduresequenz Arg-Gly-Asp (RGD) auf der o-Kette, wobei eine Sequenz am
aminoterminalen und die andere am carboxyterminalen Ende gelegen ist. Welche hier
als Hauptbindungsstelle fungiert, ist noch umstritten, Smith et al. (1990) beispielsweise
betrachten die N-terminale Sequenz als Hauptbindungssequenz fiir GP IIbllla. Eine
weitere Bindungsstelle ist eine aus 12 Aminosduren bestehende Sequenz im Bereich des
C-Terminus der y-Kette des Fibrinogenmolekiils, welche spezifisch fiir Fibrinogen ist
[Kloczewiak et al., 1982; de Groot, Sixma, 1999]. Auf dem Glykoprotein IIbllla
wurden bisher drei Fibrinogenbindungsstellen lokalisiert, hier greifen synthetische
Fibrinogenrezeptorantagonisten, sogenannte Disintegrine, an. Diese Inhibitoren wurden
u.a. im Giftsekret bestimmter Schlangenarten gefunden [Shebuski et al., 1989] und
waren Ausgangspunkt der Entwicklung synthetischer Antagonisten. Substanzen wie
Abciximab, Eptifibatide und Tirofiban binden kompetitiv im Bereich der RGD-
Erkennungsregion des GPIIbllla-Rezeptors [Gawaz, 1999], und konnen so die

Fibrinogenbindung und die Ausbildung eines Thrombus verhindern.



1 Einleitung Seite 7

1.2.2 Glykoproteine mit leuzinreichen
Wiederholungssequenzen

Die Gruppe der Glykoproteine mit leuzinreichen Wiederholungssequenzen ist eine
inhomogene Gruppe, deren Gemeinsamkeit jedoch aus einer typischen 24 Aminoséduren
langen Konsensussequenz (LRG-Sequenz), mit Haufung der Aminosidure Leuzin,
besteht. Ein Vertreter ist der Glykoprotein Ib-V-IX-Komplex, der einen der
thrombozytidren Adhésionsrezeptoren fiir den von-Willebrand-Faktor bildet [Herrmann
et al., 1997; Clemetson, 1995; Kehrel et al., 1998; Weiss, 1991]. Dieser Komplex spielt
eine wichtige Rolle in der primdren Hadmostase (s. Kap. 1.3), wobei der Thrombozyt,
entgegen den hohen, im arteriellen Strombett auftretenden Scherkriften an
subendothelialer Matrix des verletzten Endothels fixiert werden muf3 [Sixma, de Groot,
1991]. Das GP Ib-V-IX dient als Bindeglied zwischen dem an Kollagenfibrillen
adhirenten Glykoprotein vWF und dem Thrombozyt (Abb 1.1).

Abb.1.1 Kollagenvermittelte Adhasion des GP |b-V-IX an vVWF [Gawaz, 1999]

Subendotheliale Matrix

Thrombozyt

Der heterodimere GPIb-V-IX Rezeptor besteht aus vier Untereinheiten: GPIb, mit einer
molaren Masse von 145kDa ist mit GPIbg (27kDa) tiber Disulfidbriicken verbunden [de
Groot, Sixma, 1999; Gawaz, 1999]. Mit dem GPIX-Moleliil ist jeweils ein GPIb-
Molekiil im Verhiltnis 1:1 verbunden [Clemetson, 1995]. Zwei GPIb-GPIX-Molekiile
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sind um ein zentral liegendes GPV-Molekiil, mit einem Molekulargewicht von 82,
nicht-kovalent verbunden [Modderman et al., 1992]. Die GPIba-Untereinheit weist zum
einen die Bindungsstellen fiir vWF und Thrombin auf [Ruggeri, 1991], zum anderen
verankert sie das Molekiil mit ihrer zytoplasmatischen Doméne im Zytoskelett.
Wihrend der Thrombozytenaktivierung wird GPIb ,,downreguliert [Rohrer et al.,
1992]. Auch fiir diesen Rezeptor ist ein Defekt oder génzliches Fehlen mit einer
erhohten Blutungsneigung verbunden. Patienten mit diesem Bernard-Soulier-Syndrom
kénnen vWF nicht an die Thrombozyten binden, damit ist eine ausreichende
Pléattchenadhision nach einer GefalBverletzung nicht gewéhrleistet [Clemetson, Scharf,

1999].
1.2.3 Thrombozytare Adhasionsrezeptoren vom Selektintyp

Strukturell sind diese drei vaskuldren Adhisionsrezeptoren charakterisiert durch eine
aminoterminale extrazelluldre Lektindomine, in deren Nachbarschaft eine ,,epidermal-
growth-like“-Doméne (EGF) lokalisiert ist. Daran anschlieBend finden sich kurze
Regionen, die homolog zu regulatorischen Komplementfaktoren sind. Insgesamt
wurden drei Selektine beschrieben, wobei jedoch nur das P-Selektin auf Thrombozyten

exprimiert wird [McEver, 1991; Stenberg et al. 1985] (Tab. 1.3).

Tab.1.3 Adhasionsrezeptoren vom Selektintyp, modifiziert [Gawaz, 1999]
Selektin Vorkommen Funktion
L-Selektin Leukozyten Adhasion von Leukozyten an

Endothelzellen

E-Selektin aktivierte Adhasion von Leukozyten
Endothelzellen am Endothel

P-Selektin Thrombozyten Adhasion von Leukozyten an
Endothel Thrombozyten und Endothel

P-Selektin, welches urspriinglich als ,,granula membrane protein-140* (GMP-140), oder

,platelet activation dependent granule-external membrane protein“ (PADGEM-Protein)
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bezeichnet wurde, [Stenberg, 1985; McEver, 1991; Larson et al., 1990], besitzt heute in
der CD-Nomenklatur die Bezeichnung CD62P. P-Selektin ist im unaktivierten Zustand
der Thrombozyten in der Membran der a-Granula gespeichert und gelangt nach
Thrombinstimulation innerhalb von Sekundenbruchteilen durch Fusion der
Granulamembran mit der Plasmamenbran an die Thrombozytenoberfliche [Redlich et
al., 1997; Stenberg et al., 1985, Spangenberg et al., 1993]. In Endothelzellen findet sich
P-Selektin in den Weibel-Pallade-Kdrperchen [Bonfanti et al., 1989]. Nach in-vitro
Aktivierung mit Thrombin verbleibt dieses Protein fiir mindestens eine Stunde auf der
Thrombozytenmembran [George et al., 1986]. P-Selektin auf der Oberfldche aktivierter
Thrombozyten und stimulierter Endothelzellen vermittelt kalziumabhingig die
Adhésion von Monozyten und Neutrophilen (PMNL) (Abb. 1.2, 1.3, 1.4) [Furie, Furie,
1997]. Diese Leukozytensubtypen, aber auch Lymphozyten und Thrombozyten
exprimieren dazu den P-Selektin-Rezeptor PSGL-1 [Sako et al., 1993; Palabricia et al.,
1992; Tedder et al., 1995, Frenette et al., 2000]. Somit diirfte P-Selektin auf aktivierten
Thrombozyten die Rekrutierung von Monozyten und Neutrophilen an Stellen der

Thromboseentstehung begiinstigen [Gawaz, 1999, Frenette et al., 2000].

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten verwandte ich P-Selektin
(CD62) zusammen mit Granulophysin (CD63) und Thrombospondin-1 (TSP-1) als

Aktivierungs- und Degranulationsmarker des Thrombozyten.
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Abb. 1.2 P-Selektin-vermittelte Interaktion von aktiviertem Thrombozyt mit einem
Leukozyt [Gawaz, 1999]

P-Selektin
PSGL-1
Leukozyt
Abb. 1.3 P-Selektin-vermittelte Interaktion von Leukozyten mit einer Endothelzelle
[Gawaz, 1999]
Leukozyt
— PSGL-1

P-Selektin

é )

Endothelzelle ‘

\. y,
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Abb. 1.4 PSGL-1-vermittelte  Interaktion von  Thrombozyten mit einer
Endothelzelle [Frenette et al., 2000]

PSGL-1

P-Selektin ﬂ
4 )

Endothelzelle -

1.2.4 Adhasionsrezeptoren vom Immunglobulin-Typ

Aus dieser Familie wurden bislang im Thrombozyten zwei Typen, ICAM-2 und
PECAM-1, beschrieben. Die Bedeutung dieser zwei Adhisionsrezeptoren ist noch
weitestgehend unklar. Das ,,platelet-endothelial-cell-adhesion-molecule-1“ (PECAM-1)
mit einer molaren Masse von 130kDa kommt neben Thrombozyten auch in Monozyten,
Endothelzellen und neutrophilen Granulozyten vor [Newman et al., 1990]. PECAM-1
scheint bei der Bindung des Thrombozyten an das Endothel ebenso wie bei der
Interaktion von Thrombozyten und Leukozyten eine Rolle zu spielen. Das
mintracellular-cell-adhesion-molecule-2“ (ICAM-2) ist auf aktivierten Thrombozyten
beschrieben worden und scheint seine Funktion in der thrombozyten-vermittelten
Inflammation, sowie bei der Thrombozyten-Leukozyten Adhdsion zu haben [Gawaz,

1999].
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1.3 Thrombinrezeptor (PAR-1)

Thrombin ist eine Serinprotease, die im Plasma als inaktives Prothrombin vorliegt, im
Verlauf der Gerinnungskaskade aktiviert wird und durch die Spaltung von Fibrinogen
die Bildung von Fibrin katalysiert. Daneben kann Thrombin durch Stimulation eines G-
Protein-gekoppelten Rezeptors die Signaltransduktion einer Vielzahl von Zellen
einschlieBlich Thrombozyten aktivieren. Humanes o-Thrombin besteht aus zwei
Polypeptidketten, welche {iber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind und spaltet
den G-Protein-gekoppelten Rezeptor PAR-1 am aminoterminalen Ende zwischen den
Aminosduren Arginin (Arg4l) und Serin (Ser42) [Siess, 1997; Harbrecht, 1999,
Do6rmann et al., 2001].

Der Thrombinrezeptor PAR-1 besteht aus 452 Aminosduren mit 7 transmembranen
Doménen. Vor der ersten transmembranen Doméne liegt ein relativ langer,
extrazelluldrer Anteil des Proteins mit der oben beschriebenen Thrombinspaltungsstelle,
die die Sequenz LDPR-S enthilt, und einer weiter aminoterminal lokalisierten
hirudindhnlichen Domine [Harbrecht, 1999; de Groot, Sixma, 1999]. Das
Thrombinmolekiill bindet mit seiner speziellen S1-S4-Region an die
Thrombinspaltungsstelle und mit seiner anionischen Bindungsstelle an die
hirudindhnliche Domine des Thrombinrezeptors. Thrombin spaltet den Rezeptor
anschlieBend nach Arginin an Position 42 innerhalb der LDPR-S-Sequenz. Hierdurch
entsteht im Rezeptor ein neues aminoterminales Ende, welches den Rezeptor tiber den
»tethered ligand® aktiviert, zusdtzlich wird ein proteolytisches freies Polypeptid
(SFLLRN-x) gebildet [Coughlin, 1993; Brass, 1994; Siess, 1997; Gawaz, 1999; de
Groot, Sixma, 1999].

Thrombozyten besitzen im wesentlichen drei Bindungstellen fiir Thrombin: eine
hochaffine Bindungsstelle im Bereich des Glykoprotein Ib (GPIb) mit einer niedrigen
Rezeptordichte von ca. 50 pro Thrombozyt, eine miBigaffine, die durch einen G-
Protein-gekoppelten Rezeptor mit 7 transmembranen Domédnen gebildet wird und eine
hohe Rezeptordichte aufweist (ca. 2000 Kopien pro Thrombozyt) [Siess, 1997; Gawaz,

1999, Harbrecht, 1999]. Thrombozyten und Monozyten besitzen einen weiteren durch
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Thrombin aktivierbaren Rezeptor, PAR-4, der wie PAR-1 durch proteolytische Spaltung
mittels Thrombin aktiviert wird [Kahn et al., 1999]

Mit Hilfe bestimmter monoklonaler Antikorper, die gegen den NH,-Terminus des
Thrombinrezeptors gerichtet sind, lassen sich Aussagen iliber den Spaltungs- und
Internalisierungszustand des Thrombinrezeptors machen. Der Antikorper anti-PAR-1
Klon SPANI2 beispielsweise erkennt das aminoterminale Ende mit der
Thrombinspaltungsstelle LDPR-S und bindet nur an den ungespaltenen, intakten
Thrombinrezeptor. WEDE15-Antikorper bindet spezifisch im Bereich der Aminosduren
51-64 der hirudindhnlichen Domine des Thrombinrezeptors und ist somit
spaltungsinsensitiv und bindet sowohl an den gespaltenen als auch ungespaltenen

Thrombinrezeptor [Brass, 1994].
1.4 Thrombospondin-1 (TSP-1)

Das Glykoprotein Thrombospondin-1 (TSP-1), mit einer molaren Masse von 450 kDa,
wird aktivierungsabhingig an die Oberfldche der Thrombozyten riickgebunden, bindet
spezifisch an Phagozyten und ermdglicht die Thrombozyten-Leukozyten Interaktion
[Silverstein, Nachman, 1987]. Es wird, dhnlich wie P-Selektin, in den a-Granula der
Thrombozyten gespeichert und bei Aktivierung freigesetzt und kann so als Marker fiir
in vivo-Thrombozytenaktivierung herangezogen werden [Kehrel et al., 1996].
AulBlerdem wird TSP von einer Reihe anderer Zellen, so z.B. den Leukozyten, glatten
Muskelzellen, Gliazellen, Keratinozyten und Endothelzellen synthetisiert [Frazier et al.,
1987, LeGrand et al., 1988] und bindet teilweise an die Zelloberfliche der
Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozyten zuriick [Santoro, 1987]. TSP bindet aber
auch an mehrere Makromolekiile, die zum Teil Bestandteil der extrazelluldren Matrix
sind, so z.B. Fibrinogen, Fibronektin, Kollagen und Heparin [Frazier et al., 1987;
LeGrand et al, 1988; Kehrel et al., 1991]. Thrombospondin vermittelt die
Thrombozytenadhdsion an das Subendothel, die Aggregation der Thrombozyten
untereinander, sowie die Adhédsion zwischen Leukozyten und Thrombozyten
[Nieuwenhuis, 1999; Silverstein, Nachman, 1987; Lahav, 1993; Santoro, 1987; Leung,
1984].
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1.5 Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion

Arteriosklerose bezieht neben der Thrombose auch Entziindungsprozesse mit ein, bei
denen zelluldre Aktivierung eine wichtige Rolle spielt [Furman et al., 1998].
Proteolytische Enzyme, wie Elastase, Sauerstoffradikale und Superoxydanionen, die
von Neutrophilen freigesetzt werden, besitzen direkte zytotoxische Wirkung und sind in
der Lage, Endothelzellen zu zerstéren [DeServi et al., 1990] und so den
arteriosklerotischen Prozess voranzutreiben. In letzter Zeit riickten somit die
Interaktionen zwischen Thrombozyten und Leukozyten in das Interesse, wobei vorher
die zwei zelluldren Aktivierungsvorgidnge unabhingig voneinander untersucht wurden.
[Rinder et al., 1991]. Erhohte Thrombozyten-Leukozyten-Assoziationsraten wurden
hiufig bei Prozessen gefunden, die auch mit Thrombozytenaktivierung einhergehen, so
z.B. sowohl bei Patienten mit stabiler [Furman et al., 1998] und instabiler Angina
Pectoris [Ott et al., 1996], als auch nach PTCA [Mickelson et al., 1996],
Bypassoperation [Rinder et al., 1992] und Himodialyse [Gawaz et al., 1994]. Weiterhin
zeigten Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe deutlich erhohte Assoziationsraten
zwischen Thrombozyten und Monozyten bei Patienten mit akutem Schlaganfall
[,,Untersuchung zur Aktivierung von Thrombozyten, Monozyten, neutrophilen
Granulozyten und deren Wechselwirkung untereinander®, Dissertation, Jurk, K., 1999].
P-Selektin ist, wie bereits erwihnt, Inhaltstoff der thrombozytiren o-Granula und wird
nach Thrombozytenaktivierung an der Oberfliche exprimiert [Stenberg et al., 1985],
dort vermittelt es neben Tissue Factor-Expression des Monozyten [Celi et al., 1994;
Furie, Furie, 1997], bei Bindung an den PSGL-1-Rezeptor des Monozyten [Furie, Furie,
1997], auch die Leukozytenadhdsion [Hamburger, McEver, 1990]. An Stellen von
Gefdlverletzungen kann durch die P-Selektin-vermittelte Bindung zwischen
Thrombozyten und Monozyten eine Thrombose eingeleitet werden [Celi et al., 1994],
zum anderen wird durch Thrombozytenadhdsion an Leukozyten die Fibrinablagerung
innerhalb eines wachsenden Thrombus gefordert [Palabricia et al., 1992]. Die
Thrombozyten-Leukozyten-Adhdsion wird zum einen auf leukozytérer Seite durch den
PSGL-1-Rezeptor, einem muzindhnlichen transmembranen Protein, das neben
Kohlenhydratstrukturen auch Sialinsdure enthilt [Furie, Furie, 1997; Frenette et al.,

2000] bewirkt. Dieser bindet kalziumabhingig an P-Selektin des Thrombozyten [Xiao
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et al., 1999]. Eine andere Mdoglichkeit der Bindung von Thrombozyten an Leukozyten
ist der CD11b/CD18 (Mac-1)-Komplex, ein Heterodimer der [B,-Intergrin-Familie. Hier
dient Fibrinogen als Bindeglied zwischen dem thrombozytiren Glykoproteinrezeptor
IIbllla und dem beschriebenen Mac-1-Komplex [Ruf, Patscheke, 1995; Diamond,
Springer, 1993; Spangenberg et al., 1993]. CD11b/CD18 wird in sekretorischen Granula
der Leukozyten gespeichert und wird bei Aktivierung an der Zelloberflache exprimiert
[Mickelson et al., 1996]. Hierbei erhoht sich die Anzahl der Bindungsstellen von
50000/Zelle im ruhenden Zustand [Hughes et al., 1992] auf 250000/Zelle nach
Aktivierung. Die durchfluzytometrische Detektion der Oberflachen-Exprimierung von
CD11b auf Monozyten und PMNL kann hierbei als leukozytirer Aktivierungsmarker
verwendet werden [Redlich et al.,, 1997]. Eine andere Moglichkeit der Interaktion
zwischen Thrombozyten und Monozyten wird {iber das Glykoprotein IV vermittelt, das
als Thrombospondinrezeptor auf Zelloberflichen identifiziert wurde [Silverstein et al.,

1989]. (s.0.)
1.6 Thrombozytare Beteiligung an der Hamostase

Das Blut zirkuliert in physiologischem Zustand im GefaBsystem, ohne dall es zum
Sistieren des Blutstroms oder zum Austritt des Blutes in das umgebende Gewebe
kommt. Bei Authebung der GefdBwandintegritit, im Rahmen von Schnittwunden etwa,
kommt es zum Austritt von Blut und Plasmabestandteilen in das umliegende Gewebe,
hier sorgen Thrombozyten mit 19slichen Plasmabestandteilen fiir eine Abdichtung der
verletzten GefdBwand [Clemetson, Polgar, 1997]. Unter physiologischen Bedingungen
bildet sich ein Thrombus, der auf den Bereich der GefaBwandldsion beschrinkt bleibt,
ohne den Blutflu und die Versorgung abhingiger GefdBabschnitte zu beeintrachtigen.
Unter Hamostase versteht man diese Bildung eines GefaBwandthrombus, der den
verletzten GefdaBwandabschnitt abdichtet [Schror, 1993]. In einem ersten Schritt, der
primdren Himostase, kommt es zur Adhésion von ruhenden Thrombozyten im Bereich
der Lasion [Sixma, Wester, 1977] (Abb 1.4). Die primire Adhision fiihrt zu einer
Spreizung [van Zanten et al., 1997] (Echinosphirozyten), durch Uberschreitung der
zytoplasmatischen Kalziumkonzentration zu einer Formverdnderung und Aktivierung

der Thrombozyten. Auf diesen Reiz hin kommt es zu einer Sekretion der
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thrombozytiren Granulainhaltsstoffe [Gawaz, 1999] und weiterer Anlagerung von
bereits aktivierten Thrombozyten an freigelegte Strukturen der subendothelialen Matrix
(sekundidre Adhédsion) [Ruf et al, 1997] (Abb. 1.4). Die Formverdnderung der
Thrombozyten wird, dhnlich wie in der glatten Muskulatur, durch die Strukturproteine
der strukturellen Zone, Aktin und Myosin gesteuert [Schror, 1993]. Der aktivierte
Thrombozyt reichert Mikrotubuli in den Pseudopodien an. Durch Polymerisation von
Aktin kommt es zur Stabilisierung der Plasmamembran im Bereich der Pseudopodien,
im weiteren Verlauf interagiert Aktin mit Myosin (Aktomyosin). Dieses bildet den
kontraktilen Apparat und sorgt fiir die weitere Formverdnderung des aktivierten
Thrombozyten. Fiir den Adhédsionsvorgang sind malgeblich die bereits oben
beschriebenen Membranglykoproteine verantwortlich, die in der Lage sind, mit
bestimmten Strukturen der extrazelluldiren Matrix des Subendothels und der
GefilBwand-Media zu interagieren. Die extrazelluldre Matrix besteht aus Kollagenen,
vor allem Typ I und III [Kehrel et al. 1998], und elastischen Fibrillen, die fiir die
biomechanische Stabilitit verantwortlich sind. Unter den nicht-kollagenen
Bestandteilen der extrazelluldren Matrix finden sich vor allem Fibronektin, Laminin,
Thrombospondin und vWF, der iiber den GP Ib-V-IX-Komplex den ersten Kontakt des
Thrombozyten mit dem Subendothel herstellt [Ikeda et al., 1991, Kehrel, et al., 1998].
Uber Integrin-Rezeptoren (Kollagen-, Fibronektin- und Lamininrezeptoren) erfolgt die
weitere Stabilisierung der Thrombozytenadhdsionen. Wihrend der Aktivierungsphase
des Thrombozyten wird ein Enzym, die Phospholipase A, aktiviert, das zu einer
Freisetzung von Arachidonsdure aus Membranphospholipiden fiihrt [Faili et al., 1994].
Aus der Arachidonsdure entstehen unter Zyklooxigenase-Wirkung Prostaglandin H,
(PGH;) und Prostaglandin G, (PGG;), wobei Prostaglandin H, in einem weiteren Schritt
zu Thromboxan A, (TXA;) umgewandelt wird [Halushka et al., 1997]. TXA,, nach
Abgabe in den Extrazelluldrraum, verstirkt zum einen den Aktivierungsvorgang, zum
anderen bewirkt es durch eine Vasokonstriktion eine Verlangsamung des Blutstromes

und erlaubt eine weitere Anlagerung von Thrombozyten [Schror, 1993].

Durch Thrombozytendegranulation wird die Adhdsion von Thrombozyten
untereinander, die Aggregation, begiinstigt. Anfangs werden Thrombozyten durch
Fibrinogenbriicken untereinander locker verbunden [Wencel-Drake et al., 1996].

Diesem reversiblen Vorgang folgt die sekundire, irreversible Aggregation nach
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Freisetzen der Granulainhaltstoffe. Bei Patienten mit einem Defekt der Speichergranula
(storage-pool-disease) kommt es durch unvollstindige oder vollstindig fehlende
sekunddre Aggregation zu einer erhdhten Blutungsneigung [Nieuwenhuis, 1999]. Dem
bereits oben beschriebenen Glykoproteinrezeptor GPIIbllla der Thrombozyten kommt
bei dem Aggregationsvorgang zentrale Bedeutung zu [Kieffer, Phillips, 1990]. Im
Ruhezustand sind die Fibrinogenbindungsstellen des Rezeptors unzugénglich. Erst nach
Thrombozytenaktivierung kommt es zur Freigabe dieser Bindungsstelle, und sie erlaubt
die fibrinogenvermittelte Anlagerung weiterer Thrombozyten [Ruf et al., 1997; de Groot
Sixma, 1999; Phillips et al., 1990]. (Abb.1.4, 1.5)

Abb. 1.4 Ablauf der normalen Hamostase [Akkerman et al., 1987]

a) intaktes Blutgefal b) Endothellasion mit Adhasion von
weiteren Thrombozyten

c) Thrombozytenaggregation d) Fibrinbildung und Retraktion des
Thrombus
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Nach dem Adhésionsvorgang finden im Thrombozyten weitere morphologische und
funktionelle Verdnderungen statt. Die Aktivierung, die zur Ausbildung eines kompletten
Thrombus vonnéten ist, ist ein komplex gesteuerter Vorgang, bei dem mehrere

Steuerungsmechanismen zum Tragen kommen:

Abb. 1.5 Thrombozytenaggregation durch GPllbllla (modifiziert) [Harbrecht,
1999; Gawaz, 1999]

GP libllla (inaktiv) GP libllla (aktiv)

Aktivierung

GPIllbllla
Fibrinogen

Bei der Aktivierung durch die meisten Agonisten, diese konnen sowohl im Plasma
geldst, im umliegenden Gewebe vorliegen, oder vom Thrombozyten autokrin gebildet

worden sein, kommt es durch Bindung der Agonisten an die ensprechenden Rezeptoren
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auf der Thrombozytenmembran iiber Signaltransduktionswege zur Bildung von
Signalfaktoren, ,second messenger”, die ihrerseits =zahlreiche metabolische
Verdnderungen des Thrombozytenstoffwechsels hervorrufen. Begleitet wird der
Aktivierungsvorgang von einem Anstieg des zytoplasmatischen Kalziumspiegels, zum
einen durch Kalziumfreisetzung aus intrazelluldren Depots, zum anderen durch Influx
aus dem Extrazelluldrraum [Authi, 1997]. Desweiteren kommt es zu einer Aktivierung
des Phosphoinositidstoffwechsels. Bei einer Aktivierung des Thrombozyten kommt es
zur Spaltung von Phosphoinositol-4,5-biphosphat (PIP;) durch die Phospholipase C.
Hierbei entsteht Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3), welches Kalziumfreisetzung aus dem
dichten tubuldren System induziert, und Diacylglycerid (DG) [Nakashima et al., 1997].
DG aktiviert ihrerseits die Proteinkinase C, die die Phosphorylierung weiterer
Signalproteine steuert und so die Freisetzung von Graulainhaltstoffen und die
Expression des Fibrinogenrezeptors GPIIbllla induziert [Gawaz, 1999]. Durch die oben
beschriebene Kalziumfreisetzung wird zum einen der Arachidonsdurestoffwechsel
angestoflen, der letztenendes das oben erwihnte TXA, als proaggregatorische Substanz
produziert [Nakashima et al., 1997]. Bei Uberschreitung einer bestimmten Schwelle des
zytoplasmatischen Kalziums, wird der Formwandel des Thrombozyten iiber Bildung
von Pseudopodien mit Hilfe des kontraktilen Apparates hervorgerufen [Schror, 1993].
Diese Formverdnderung fithrt durch eine VergroBerung der Thrombozytenoberfliche
sowohl zur erhohten Interaktion der Thrombozyten untereinander, als auch zu
plasmatischen Reaktionen. Nach Adhésion und Formwandel beginnt der Thrombozyt
seine Granulainhaltsstoffe an die Umgebung abzugeben. Hier kann es durch
Verschmelzung mit dem offenen kanalikulidren System zu einer Abgabe in den
Extrazellulirraum kommen [White, 1974], zum anderen besteht die Moglichkeit, die
Inhaltsstoffe durch Exozytose direkt auszuschleusen [Morgenstern, 1997]. Je nach
intrazelluldrer Kalziumkonzentration degranulieren zuerst die ,,dense bodies®, die a-

Granula und schlieBlich die Lysosomen [Gawaz, 1999].

Der energieabhingige Sekretionsprozel3 verstirkt den Aktivierungsprozel und leitet,
durch Rekrutierung weiterer ruhender Thrombozyten in das Plittchenaggregat (Abb.
1.4) die irreversible Phase der Aggregation ein. Zentrale Bedeutung kommt hier dem in
»~dense bodies” enthaltenen ADP zu. Nach seiner Freisetzung aus Thrombozyten,

geschiadigtem Endothel und Erythrozyten [Schrér, 1993] bindet es an seine
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Membranrezeptoren auf den Thrombozyten und fiihrt neben Anstieg der intrazelluldren
Kalziumkonzentration zur Aktivierung des GP IIbllla-Rezeptorkomplexes [Harbrecht,
1999]. Die Bedeutung des ADP fiir die Thrombusbildung ist auch durch die
Wirksamkeit von ADP-Rezeptorantagonisten der Thienopyridingruppe, wie Ticlopidin
und Clopidogrel, bewiesen [Quinn, Fitzgerald, 1999].

1.7 Koronarangiographie

1.7.1 Zielsetzung, Indikation und Kathetertechnik

Ziel der Koronarangiographie ist die bildliche Darstellung der epikardialen
Herzkranzgefdle, ihrer Kollateralen, sowie ggf. aorto-koronarer Bypasses nach
entsprechender Operation. Zur Zeit existiert kein Verfahren, welches dhnlich exakte
Aussagen iiber den Status der Herzkranzgefdle erlaubt [Krakau, 1999]. In
Zusammenhang mit anderen kardiologischen Funktionspriifungen, wie Ergometrie,
Stressechokardiographie und Myokardszinigraphie dient die Koronarangiographie der
therapeutischen Entscheidungsfindung bei Patienten mit vermuteter oder bekannter
koronarer Herzerkrankung. Die Indikationen zur Koronarangiographie sind in Tabelle

1.4 zusammengestellt.

Tab. 1.4 Indikationen zur Koronarangiographie (modifiziert) [Krakau, 1999]

Indikationen der Koronarangiographie

= Koronare Herzerkrankung
Stabile / instabile Angina pectoris
Akuter Myokardinfarkt
Postinfarktphase
= Ausschlul3diagnostik
= Diagnostik vor Operation angeborener oder erworbener
Vitien
= Kontrollangiographie nach PTCA

= Kontrollangiographie nach Myokardrevaskularisation bei
erneuten Beschwerden nach beschwerdefreiem Intervall

= Ventrikulare Tachykardien
= Herzinsuffizienz
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Die Katheter, die bei der Koronarangiographie Verwendung finden, werden aus
Polydthylen oder Polyurethan gefertigt und von der Industrie in verschiedenen
Schaftgrofen und Durchmessern angeboten. Um den Kathetern Torsionsstabilitidt zu
verleihen, ist in der Katheterwand ein feines Drahtgeflecht verarbeitet [Windecker et al.,
2000], die Katheterspitze selbst ist weich, um GefaBBwand und Koronarostium nicht zu
beschiadigen, der Katheter ist von geringer Thrombogenitét. Koronarkatheter werden in
Liangen von 100-125 cm angeboten. Das Katheterkaliber betrdgt heutzutage 4F bis 7F,
was im Vergleich zu den frither verwendeten 8F-Kathetern eine kleinere Punktionsstelle
und  kiirzere  Bettruhephasen nach  der  Diagnostik  mit  geringeren
Blutungskomplikationen bedingt [Krakau, 1999]. Nachteilig an den geringeren
Innenlumina (Innendurchmesser: 5F: 0,045 in., 6F: 0,056 in., 8F: 0,064 in.) ist jedoch
der geringere KontrastmittelfluB3 und die damit verbundene geringere Kontrastierung der

Koronarien [Krakau, 1999].

Nach arterieller Punktion der A. femoralis bzw. A brachialis oder A. radialis und
Einfiihren des Schleusenbesteckes (siche Kapitel 2) wird der Katheter zusammen mit
dem Fiihrungsdraht, der etwa 5-10 cm aus dem Katheter herausragt, vorsichtig unter
Durchleuchtungskontrolle bis zur Aorta descendens vorgeschoben. Nach Riickzug des
Drahtes und Spiilung des Systems erfolgt dann die Positionierung in der Aorta
ascendens. Bei Kontrolle der simultan abgeleiteten Druckkurve und des EKG erfolgt
mit Hilfe einer Testinjektion einer geringen Menge Kontrastmittel zur Lokalisation des
Koronararterienostiums die Sondierung desselben. Bei korrekter Katheterlage wird nun
per Hand Kontrastmittel mit der an eine Hahnbank angeschlossenen 10 ml-Spritze bei
tiefer Inspiration des Patienten injiziert. Die Kontrastmittelmenge und die
Injektionsgeschwindigkeit sollten hierbei so gewéhlt werden, dall sich das
darzustellende Gefdll kurzzeitig komplett mit Kontrastmittel fiillt bei leichtgradigem
Kontrastmitteliiberlauf in die Aorta wéahrend der Injektion. So sollte die Injektionsdauer
ca. 1-2 s, die Kontrastmittelmenge fiir die rechte Koronararterie 4-8 ml, fiir eine
Darstellung der linken Koronararterie 7-10 ml betragen [Krakau, 1999]. Eine zu zarte
Injektion fiihrt durch schlierenartige Vermischung von Blut und Kontrastmittel zu einer
unzureichenden Geféalfiillung, der GefdBzustand 146t sich so nicht beurteilen,
andererseits resultiert hdufig aus einer zu kréiftigen Injektion eine Dislokation des

Koronarkatheters mit der Gefahr der Gefadissektion [Krakau, 1999]. Abschlieend
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oder zu Beginn der Untersuchung erfolgt {iber einen sogenannten Pigtail-Katheter
mittels einer mechanischen Injektionspumpe die Darstellung des linken Ventrikels in

zwel Ebenen.

Da, abhdngig von den anatomischen Verhiltnissen, bei  bestimmten
Rontgenprojektionen die proximalen Anteile der Koronararterien sich haufig iiberlappen
und so nicht eindeutig zu beurteilen sind, werden bei der selektiven
Koronarangiographie grundsitzlich mehrere Projektionen durchgefiihrt [Windecker et
al., 2000]. Allerdings sollte hier sowohl aus Griinden des Strahlenschutzes als auch auf
Grund der Menge des applizierten Kontrastmittels die Gesamtzahl der Injektionen und
die ausgesuchten Projektionen auf Standardprojektionen beschrinkt bleiben, die ggf.

durch zusitzliche Projektionen ergdnzt werden konnen.

1.8 Perkutane transluminale Koronarangioplastie
(PTCA)

1.8.1 Technik, Indikation und Ergebnisse der PTCA von
Koronarstenosen

Die Erweiterung von stenosierten Koronararterien mittels spezieller Ballonkatheter
basiert auf Arbeiten von Dotter, der 1964 in Zusammenarbeit mit Judkins erstmals ein
peripheres Gefdll mit einem koaxialen Kathetersystem dilatierte. In Europa modifizierte
Griinzig das einzufilhrende  Ballonkathethersystem  [King, 1996]. Nach
Koronardilatation im Tierversuch und Dilatationen an peripheren Arterien und
Nierenarterien am Menschen wurden 1977 mit Hilfe dieser Technik die ersten 6
Koronardilatationen in Ziirich und Frankfurt vorgenommen [Hurst, 1986; Griintzig et
al., 1979]. Das Verfahren fand auBlerordentliche Verbreitung, so dal mittlerweile in den
USA jéhrlich mehr als 300.000, in Deutschland 160.000 PTCA-Eingriffe vorgenommen
werden und somit die Zahl der Koronardilatationen die der Bypassoperationen

inzwischen deutlich libertroffen hat [Kadel, Kober, 1995; Mannebach et al., 2000].

Als Pramedikation erfolgt vor Beginn der PTCA zur Vermeidung thrombotischer
Komplikationen die intravendse oder orale Gabe von 100-1000 mg/die

Acetylsalicylsdure beginnend wenigstens einen Tag vor dem Eingriff [Schwartz et al.,
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1988]. Zusitzlich kommt hier auch die Gabe von Ticlopidin oder Clopidogrel in Frage
[White et al., 1987]. Fiir Patienten mit instabiler Angina Pectoris oder akutem
Myokardinfarkt konnte durch die zusdtzliche intravendse Gabe eines Glykoprotein
[IbIIIa-Rezeptorantagonisten die Zahl thrombotischer Komplikationen weiter reduziert
werden, allerdings auf Kosten einer erhdhten Blutungsgefahr [The EPIC Investigators,
1994]. Zusétzlich zur Acetylsalicylsdure erfolgt eine systemische Antikoagulation mit
Heparin vor der Intervention mit 5000 bis 20000 U [Vainer et al.,1996; Kadel, Kober,
1995]. Zur Vermeidung von Koronarspasmen wird die orale, systemische oder
intracoronare Gabe von Nitraten oder Kalziumantagonisten vor oder wahrend der PTCA

empfohlen.

Nach Lagerung des Patienten auf dem Untersuchungstisch erfolgt wie in Kapitel 2
beschrieben der arterielle Zugang iiber die A. femoralis (Technik nach Judkins), wobei
hier aber auch alternativ das Vorgehen iiber die rechte oder linke A. brachialis (Technik
nach Sones) bzw. A. radialis mdglich ist. Nach erfolgreicher Punktion und Einbringen
des Schleusensystems erfolgt in der Regel die angiographische Darstellung der
Koronararterien und eventueller Bypassgefile, um sich {ber den aktuellen
Koronarzustand Klarheit zu verschaffen. Nun wird mit Hilfe eines groBlumigen 5F-7F-
Fiihrungskatheters das Ostium des interventionsbediirftigen Gefd3es sondiert und nach
Darstellung des stenosierten Segmentes zumindest in zwei Ebenen ein flexibler
Fiithrungsdraht von 0.010-0.018 Zoll Durchmesser durch die Stenose in den distalen
Gefidlabschnitt gelegt. Anschliefend wird ein Ballonkatheter iiber den Fiihrungsdraht in
die Stenose gefiihrt und mit variablem Druck bis 24 bar vollstindig entfaltet, so daB die
durch die Stenose hervorgerufene Kerbe im Ballon unter Rontgenkontrolle verstreicht.
Dieses erfolgt iiber 10-120 s bis pectangindse Beschwerden, ST-Streckenverdnderungen
oder Rhythmusstérungen den Inflationsvorgang limitieren. Fiir die Lumenerweiterung
scheinen drei Hauptmechanismen verantwortlich zu sein: Zum einen die Zunahme des
duBeren  GefiBdurchmessers durch  Uberdehnung der  GefiBwand, die
Plaquekompression durch den Ballonkatheter und sogar der Plaqueeinrif3 mit Einri3 der
Intima im Sinne einer Dissektion [Puma et al., 1995]. Wurde durch ein- oder
mehrmalige Dilatation des betroffenen Segments die Stenose beseitigt, werden
nacheinander Ballonkatheter und Fiithrungsdraht entfernt und nach angiographischer

Kontrolle des Dilatationsergebnisses die Intervention beendet. Die in der A. femoralis
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oder den alternativen Zugangswegen platzierte Schleuse wird nach Abklingen der
systemischen Antikoagulation nach etwa 4 Stunden entfernt [Kadel, Kober, 1995] die

Punktionsstelle wird mit einem Druckverband versorgt.

Bei der Koronardilatation kommen zur Zeit drei verschiedene Techniken [Kadel, Kober,
1995] zur Anwendung: Zum einen die Langdrahttechnik, wobei ein zweilumiger
Ballonkatheter {iber seine ganze Linge {iber einen 3 m langen Draht gefiihrt wird. Die
heute am haufigsten eingesetzte Monorail-Technik verwendet einen vergleichsweise
kurzen Fiihrungsdraht (ca. 175 cm) iiber den nur die proximalen 20-30 cm des
Ballonkatheter gefiihrt wird. Dabei kann das Vorschieben des Ballonkatheters ohne
Durchleuchtungskontrolle geschehen, auflerdem ist das System im Gegensatz zur
Langdrahttechnik fiir einen einzelnen Untersucher einfacher zu handhaben. Bei beiden
Techniken kann der Fiihrungsdraht bei Auswechseln des Ballonkatheters in Position
verbleiben, so da} die Stenose nach Ballonkatheterwechsel nicht neu sondiert werden
muBl. Als drittes Sytem wird das ,fixed-wire“-System angeboten, das aus einem
Ballonkatheter mit integriertem, 1,5-2 cm langen, von auflen steuerbarem
Fiithrungsdraht an der Katheterspitze besteht. Durch die Mdéglichkeit, die Einheit Ballon
/ Fiihrungsdraht direkt in die Stenose vorzuschieben, wird die Durchleuchtungszeit
weiter reduziert, allerdings mit dem Nachteil, bei unzureichendem Dilatationserfolg das
komplette System auswechseln zu miissen, was insbesondere bei Dissektionen, oder
GefaBlverschliissen von Nachteil ist. ,,Fixed-wire*“-Systeme werden heute nur noch in

seltenen Ausnahmefillen eingesetzt.

Die Ballondurchmesser betragen je nach Fabrikat zwischen 1,5 — 4,0 mm in
Ballonldngen von 1 — 4 cm. In Abhingigkeit vom Material ist der Ballon dehnbar
(,,compliant®), so dal bei zunehmendem Druck der Ballondurchmesser etwas zunimmt,
oder nicht dehnbar unter Wahrung des Durchmessers, selbst unter hohen

Dilatationsdriicken. Die heute zumeist eingesetzten Ballone sind ,,semi-compliant®.

Definitionsgemaf ist ein Akuterfolg einer PTCA die Reduktion der Stenose auf unter
50% des GefaBdurchmessers ohne gravierende Komplikationen wie z.B.
Myokardinfarkt, notfallmédBige Bypassoperation oder Tod. Dieser Akuterfolg tritt
heutzutage bei mehr als 90% der Fille ein [Reifart, 1993; Hannan et al., 1992; Detre et
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al., 1988]. Bei etwa einem Drittel der Fille wird nach der Dilatation eine Dissektion
beobachtet [DeFeyter et al., 1991], die iiber die Bildung eines intraluminalen Thrombus
zu einem GefdBverschlul wihrend oder unmittelbar nach der PTCA fithren kann. Die
Dissektion ist die Hauptursache fiir schwere Komplikationen, die in ca. 3% der Fille
auftritt. Die Mortalitdt betrug in Studien etwa 0,3-0,6% [Harmjanz et al., 1994],
hiufiger ist mit 1-2% die Rate von Myokardinfarkten und mit 0,3-1,7% die Rate
notfallmiBiger Bypassoperationen [Hannan et al., 1992]. Zu den Faktoren, die die
Erfolgs- und Komplikationsrate beeinflussen, zdhlen neben der Stenosemorphologie
patientenbezogene Faktoren wie Alter, Geschlecht, kardiale und nichtkardiale
Begleiterkrankungen, linksventrikuldre Funktion und klinische Prédsentation der
koronaren Erkrankung und nicht zuletzt die Erfahrung des Untersuchers [Jollis et al.,
1994]. Die Komplikationsrate der PTCA lie8 sich in den letzten Jahren durch die

hiufige Implatation von Koronarstents deutlich senken.

Bei der Indikationstellung zur PTCA miissen neben Symptomatik des Patienten, der
funktionelle Befund, die koronare Anatomie und Stenosemorphologie und nicht zuletzt
die linksventrikuldre Funktion und der Allgemeinzustand des Patienten in Betracht
gezogen werden [Kober, 1990]. Griinzig postulierte 1979 die klassische PTCA-
Indikation bei Patienten mit Angina Pectoris-Symptomatik trotz medikamentdser
Therapie. Bei asymptomatischen Patienten ist die PTCA nur bei eindeutigem,
reproduzierbarem elektrokardiographischem oder nuklearmedizinischem
Ischdmienachweis indiziert. Eine Koronardilatation sollte generell in Abwigung von
Erfolgschancen, Nutzen und Risiken nur bei Vorliegen von ein, zwei, oder in
Ausnahmefillen auch mehreren dilatierbaren und himodynamisch wirksamen Stenosen

in Betracht gezogen werden [Kadel, Kober, 1995].

1.9 Kontrastmittel

1.9.1 Ubersicht Uber die heute verwendeten
Rontgenkontrastmittel

Die derzeit verwendeten wasserloslichen Rontgenkontrastmittel besitzen als

gemeinsame Grundstruktur alle einen symmetrisch substituierten Trijodbenzolring, mit
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Jod als rontgenkontrastgebender Substanz. Fiir die diagnostische und interventionelle
Kardiologie stehen sowohl ionische als auch nicht ionische Kontrastmittel zur

Verfiigung.

Die alteste Kontrastmittelgeneration stellen die ionischen Kontrastmittel dar, sie
dissoziieren in wdssriger Losung in eine jodtragende Sdure (Anion) und eine
kontrastfreie Base (Kation). Alle ionische Kontrastmittel, wie zum Beispiel Diatrizoat,
Ioxitalmat und Iothalamat, zeichnet eine hohe Osmolaritit aus, durch die es zu
Fliissigkeitsverschiebungen kommt. Eine Ausnahme bildet das niederosmolare ionische
Kontrastmittel loxaglat, welches aus zwei dimer verkniipften Trijodbenzolringen

besteht.

Nichtionische Kontrastmittel hingegen besitzen eine deutlich niedrigere Osmolaritét,
tragen [Krakau, 1999] im Gegensatz zu oben genannten keine elektrische Ladung und
sind hydrophiler als ionische Kontrastmittel. Im Vergleich zu Blut, dessen Osmolaritét
290 mosm/kg Wasser betrdgt, sind jedoch auch diese, wie die meisten in der
Kardiologie verwendeten Kontrastmittel, hyperton. Nichtionische Kontrastmittel
besitzen im Gegensatz zu ionischen Kontrastmittel auf Grund ihrer chemisch-
physikalischen Eigenschaften eine wesentlich bessere Allgemeinvertriglichkeit und

zeichnen sich durch eine geringere Zahl an Nebenwirkungen aus [Krakau 1999].

Allen in der Kardiologie verwendeten Kontrastmitteln gemeinsam ist die Notwendigkeit
eines ausreichend hohen Iodgehalts von mindestens 300 mg/ml, um eine gute
Kontrastierung der Koronararterien zu gewihrleisten. Gleichzeitig muf3, um einen
ausreichenden FluB durch die heutzutage verwendeten Katheter mit geringem
Innendurchmesser (siche oben) sicherzustellen, die Viskositdt moglichst gering sein. Da
die Viskositdt temperaturabhédngig ist, sollten Kontrastmittel nur bei ca. 37°C appliziert

werden.
1.9.2 Nebenwirkungen der verwendeten Kontrastmittel

Wie bereits oben erwihnt, ist die Vertrdglichkeit eines Kontrastmittels u.a. von

Osmolaritét, Ionengehalt [Simon, Lins, 1999] und der Viskositit abhingig. Bekannte
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Nebenwirkungen von  Kontrastmitteln sind z.B. immer noch schwere
Unvertrdglichkeitsreaktionen, die {iber Freisetzung vasoaktiver Substanzen, wie z.B.
Histamin, [Windecker et al., 1999] Komplementaktivierung und Verdnderungen im
Histamin-Kallikrein-Metabolismus getriggert werden. Symptome dieser
anaphylaktischen Reaktion, wie Urtikaria, Flush, Bronchospasmus und Glottisodem,
dhneln der klassischen IgE-vermittelten Anaphylaxie. Auswirkungen konnen sich aber
auch mit ST-Strecken-Verdnderungen, Rhythmusstorungen, bis hin zum Herzstillstand
[Simon et al., 1989] zeigen. Unter der Gabe von Kontrastmitteln kann es zu einer
Verschlechterung der Nierenfunktion bis hin zum akuten Nierenversagen kommen. Die
meisten Nebenwirkungen sind Folge hoher Osmolaritit und werden demnach bei dem
Einsatz ionischer Kontrastmittel héufiger beobachtet. Bei vorausgegangenen
Kontrastmittelreaktionen ist zur Vermeidung einer erneuten Unvertriaglichkeitsreaktion
eine Pridmedikation mit H;- und Hj-Rezeptorantagonisten 5-10 min vor
Kontrastmittelgabe anzuraten [Lautin et al., 1991]. Fiir eine effektivere Prophylaxe kann
zusitzlich eine mehrmalige Kortikosteroid-Applikation von 40 mg Methylprednisolon
oral 24, 12 und 2 Stunden vor Untersuchungsbeginn zum Einsatz kommen [Lasser,
1988]. In letzter Zeit wird den Kkontrastmittelinduzierten thrombotischen
Komplikationen vermehrt Augenmerk geschenkt, wobei es scheint, dafl die
thrombotischen Komplikationen bei ionischen Kontrastmitteln seltener beobachtet
wurden [Stormorken et al., 1986]. Wiinschenswert wére hierbei eine systematische
Charakterisierung der verfiigbaren und eingesetzten Kontrastmittel, um mit Hilfe neuer
Erkentnisse iiber Interaktion von Thrombozyten, GefiBwand sowie anderer
korpuskuldrer Blutbestandteile des Blutes den differenzierten Einsatz von
Kontrastmitteln zu gewiéhrleisten. In Zukunft konnten dann so z.B. Hochrisikopatienten,
Patienten mit geplanter Stentimplantation etc. durch die Wahl des geeignetsten

Kontrastmittel optimal versorgt werden.
1.10 Zielsetzung der Arbeit

In letzter Zeit wurde die Rolle der derzeit verwendeten Rontgenkontrastmittel und ihre
Bedeutung in der Enstehung akuter Koronarthrombosen wéhrend der PTCA kontrovers
diskutiert. In-vitro Daten =zeigen, dall nichtionische Kontrastmittel direkte

prothrombotische Effekte auf die Hdmostase haben und so z.B. das Risiko einer
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Koronarthrombose wéhrend Koronarangiographie bzw. PTCA erhdhen konnten. Mit
den vorliegenden, teils widerspriichlichen in-vivo Studien 148t sich die Frage, ob und in
wie weit nichtionische Kontrastmittel zu einer Thrombozytenaktivierung fiihren, nicht
beantworten, so dafl es angeraten scheint, durch weitere Studien zu einer Klirung der

Frage beizutragen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen nun drei nichtionische Kontrastmittel, die Monomere
Tohexol (Accupaque™) und Topentol (Imagopaque®) , sowie das dimer verkniipfte nicht
ionische Kontrastmittel Iodixanol (Visipaque®) auf ihr thrombogenes Potential

untersucht und miteinander verglichen werden.
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Alle in diesem Kapitel nicht aufgefiihrten Materialien, Chemikalien, Lésungen und

Antikdrper sind im Anhang in Kapitel 7 erwéhnt.
2.1 Patientenrekrutierung und Auswahlkriterien

Fiir die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Untersuchungen wurden
systematisch alle konsekutiven Patienten, die der Medizinischen Klinik und Poliklinik C
der Westfdlischen Wilhelms-Universitdit Miinster zur Durchfiihrung einer elektiven
PTCA oder Koronarangiographie zugewiesen wurden, auf AusschluBkriterien fiir die
Studienteilnahme gepriift und ggf. um schriftliches Einverstindnis fiir die
Studienteilnahme gebeten. Die Deklaration von Helsinki wurde bei den Untersuchungen
eingehalten; das Votum der Ethikkommission lag vor. Ausgeschlossen wurden folgende
Patienten, bei denen von einer Thrombozytenhypo- bzw. Hyperreagibilitit auszugehen

war. (Tab. 2.1)

Tab. 2.1 Ausschluf3kriterien fir die Studienteilnahme

Ausschluf3kriterien

= Instabile Angina Pectoris

= Myokardinfarkt und/oder Lysetherapie in den letzten 4 Wochen vor
geplanter Intervention

= Effektive Antikoagulation mit Heparin oder Phenprocoumon
(Marcumar®)

= Medikation mit Thrombozytenaggragationshemmern, wie z.B.
Ticlopidin  (Tyklid®), periinterventionelle Gabe von Abciximab
(ReoPro®)

= Hereditare Thrombozytenrezeptordefekte (z.B. M. Glanzmann,
Storage-Pool-Disease, oder Bernard—Soulier-Syndrom)

= Extrakorporale Kreislaufe (Dialyse)
= Bekannte Kontrastmittelgabe in den zurtickliegenden 7 Tagen
= Bekannte Lebererkrankung, z.B. Hepatitis

= Hamatologische Systemerkrankungen (Zytostatikatherapie)




2 Material und Methoden Seite 30

Nach Auswahl der Patienten erfolgte eine Charakterisierung der Patienten durch
Anamneseerhebung, Erfassung des kardiovaskuldren Risikoprofils, relevanter
Begleiterkrankungen, derzeitiger Medikation und Art des betroffenen Gefaflsegmentes
bei Vorhandensein entsprechender Voruntersuchungen. Entsprechende
Datenerhebungsbogen wurden in der Medizinischen Klinik und Poliklinik — Innere
Medizin C - bereits mehrfach verwendet. Nach schriftlicher Zustimmung der Patienten
erfolgte randomisiert und fiir den Untersucher geblindet die Zuordnung der Patienten zu
den einzelnen Kontrastmitteln Iodixanol (Visipaque®), Iopentol (Imagopaque®) und
Tohexol (Accupaque®) (Abb. 2.1; Tab. 2.2). Jeder der 3 Gruppen wurden sowohl fiir die
PTCA als auch fiir die Koronarangiographie 10 Patienten zugeordnet (Tab. 2.3, 2.4).

Abb. 2.1 Strukturformeln der verwendeten Kontrastmittel [Fachinformation
Nycomed, Amersham]
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c) lohexol

Tab. 2.2 lodgehalt, Osmolaritat und Viskositat der Kontrastmittel [Fachinformation
Nycomed, Amersham]
lodgehalt Osmolaritat Viskositat
(mg/ml) (mOsm/kg H20) (mPa-«s)37°C
lopentol 350 810 12,0
lodixanol 350 290 17,7
lohexol 350 820 10,5
Tab. 2.3 Patientencharakteristika Koronarangiographie
Kontrastmittel lopentol lodixanol lohexol
Patientenzahl (n) 10 10 10
Alter [a] 65 (+4.4) 60 (£13.4) 64 (£11.7)
Maximum 74 82 80
Minimum 49 43 31
Geschlecht:
mannlich 3 4 4
weiblich 7 6 6
Medikation %) %) %)
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Tab. 2.4 Patientencharakteristika PTCA

Kontrastmittel lopentol lodixanol lohexol
Patientenzahl (n) 10 10 10

Alter [a] 59 (+11.,1) 60 (£10,7) 60 (+9.5)
Maximum 75 77 78
Minimum 39 41 46
Geschlecht:

mannlich 5 6 6
weiblich 5 4 4
Medikation 1)2)3) ".2).3) 1.2).3)

1) 100U/kg KG Heparin i.v.
2) 1 mg Acetylsalizylsaure i.v.
3) 0,2 mg Nitro i.c. b. Bedarf

2.2 Probenabnahme

Am Tag nach der Auswahl wurde bei den Patienten die PTCA bzw. die
Koronarangiographie durchgefiihrt:

Nach Lagerung des Patienten auf dem Untersuchungstisch, steriler Abdeckung,
Desinfektion der Punktionsstelle und Lokalandsthesie, erfolgte unter aseptischen
Bedingungen die Punktion der A./V.femoralis nach Seldinger mittels einer
Angiographie-Nadel durch den Untersucher. Wihrend die Nadel entsprechend
positioniert gehalten wurde, fiihrte der Untersucher das flexible Ende des
Fithrungsdrahtes durch die Kaniile in das Gefdl3, bis zur gewlinschten Position, vor. Der
Fiithrungsdraht wurde nun gehalten, die Nadel zuriickgezogen, die Punktionsstelle
abgedriickt und die mit heparinisierter, isotoner Kochsalzlosung gespiilte Einheit

Schleuse/Dilatator tiber den Fiithrungsdraht in das betreffende Gefdll geschoben, wobei
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fiir die A.femoralis ein 6F (French), fiir die V.femoralis ein 5F-System zum Einsatz
kam. Der Gefdf3dilatator wurde nun durch Losen eines Einrastmechanismus am Ende
der Schleuse zusammen mit dem Fithrungsdraht dem Gefdl entnommen und, zum
Entfernen von Luft, {iber einen Seitenarm der Schleuse Blut aspiriert. Das hieraus
gewonnene venodse Blut wurde verworfen und nun erneut Blut mittels zweier 10ml
Natrium-Citrat-Monovetten [Sarstedt] nacheinander iiber einen Multiadapter [Sarstedt]
langsam, unter Wahrung der Sterilitét, aspiriert. Die 0,11 M Natriumcitratlosung, 1:10
mit Vollblut gemischt, verhindert die Gerinnung des Vollblutes durch Komplexierung
zweiwertiger Tonen, wie z.B. Ca*" durch das Citrat. Es sollte durch die Blutentnahme
selbst nicht zu einer artefiziellen Thrombozytenaktivierung kommen. Voraussetzung
hierfiir war, dal die Blutentnahme gleichermaBlen standardisiert und schonend
vorgenommen wurde. Fiir die Punktionsnadel war ein moglichst scharfer Schliff bei
groBem Innendurchmesser und geringer Gesamtlinge zu fordern, das Probenvolumen
und die Entnahmezeit sollten so gewidhlt werden, da3 die Transmissionszeit einer Zelle
vom GefdBlumen bis zur Stabilisatorlosung unter 1 Sekunde liegt [Tschépe D.,
Markeranalyse und Funktionstests an Thrombozyten]. Fiir das hier verwendete

Punktionsbesteck waren diese Voraussetzungen erfiillt.

Dann erfolgte die PTCA / Koronarangiographie in der Technik nach Judkins, unter
Verwendung eines der drei zu charakterisierenden o.g. Kontrastmitteln, wobei deren
prozedurale Durchfiihrung unabhingig von der Studie verlief. Routineméfig wurden
dem Patienten wihrend einer PTCA 100 U/kg KG (ca. 10.000 U) Heparin i.v., 1 g
Acetylsalizylsiure (Aspisol®™) i.v., sowie bei Bedarf 0,2 mg Nitro i.c. verabreicht.
Wihrend einer Koronarangiographie wurde keine Medikation gegeben. AbschlieBend
erfolgte eine erneute Blutentnahme von 20 ml Natriumcitrat-Vollblut aus der vendsen
Schleuse. Die Blutproben wurden umgehend und schonend in das Labor transportiert,
so daB spétestens 30 Minuten nach Abnahme mit der Préparation begonnen werden

konnte.
2.3 Herstellung von plattchenreichem Plasma (PRP)

Fiir einen Teil der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente war das plittchenreiche

Plasma (PRP) das Ausgangsmaterial. Hierzu wurde je eine 10 ml Monovette vendsen
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Citratblutes vor PTCA oder Koronarangiographie und Kontrastmittelinjektion, sowie
die korrespondierende Monovette nach PTCA bzw. Koronarangiographie, nach
erfolgter Kontrastmittelgabe bei 260 x g fiir 10 min zentrifugiert. Dabei wurde das Blut
in zwei Phasen getrennt, wobei sich in der unteren Schicht Erythrozyten und
Leukozyten absetzten, in der oberen befand sich das pléttchenreiche Plasma (PRP),
welches vorsichtig, ohne die Grenzschicht aufzuwirbeln, abpipettiert wurde. Der in der
Monovette verbleibende Rest wurde bei 1850 x g. fiir 10 min zentrifugiert, und in
Reagiergefdfie [Sarstedt] von 1.5 ml fraktioniert bei —80°C fiir eventuell weiterfiihrende
Untersuchungen des Labors verwahrt. Fiir den weiteren Versuchsablauf wurde mit einer
Thrombozytensuspension von 2 ml mit konstanter Thrombozytenzahl von 25.000
Thrombozyten (TZ)/ul PRP gearbeitet. Hierzu mufite die Thrombozytenzahl des PRP
mit Hilfe eines Zellzdhlers bestimmt und die Thrombozytenkonzentration entsprechend
durch Verdiinnung mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) bei pH 7,8 eingestellt
werden. Es  wurden 40ul des frisch gewonnenen PRP in  10ml
Thrombozytenverdiinnungslosung [BioChem ImmunoSystems] gegeben und die
Zelldifferenzierung mit Hilfe der unterschiedlichen Leitfahigkeiten der verschiedenen

Zelltypen in der Thrombozytenverdiinnungslosung durch den Zellzéhler vorgenommen.

2.4 Durchflul3zytometrie

24.1 Aufbau und Funktionsweise eines
Durchflul3zytometers

Bei dem Durchflulzytometer handelt es sich um ein optisches MeBsystem, das es
erlaubt, Streulicht- und Fluoreszenzsignale von Einzelzellen, die sich in konstantem
FluB an einen Laserstrahl vorbei befinden [Michelson, 1996], zu analysieren und z.B.
Verdnderungen der aktivierten Thrombozytenoberfliche zu erfassen. Das Streulicht und
die Intensitit der Fluoreszenz wird durch spezielle Photodioden registriert. Hierbei kann
die GroBe (Vorwirtsstreulicht, ,,forward angle light scatter FSC), die Granularitit
(Seitwartsstreulicht, ,,side scatter SSC) und die Oberflichenexpression von Antigenen
nach Bindung fluorochrommarkierter Antikérper bestimmt werden [Tschope,
Schwippert, 1997], wobei unter Verwendung verschiedener Fluorochrome

unterschiedlicher Lichtfrequenzsprektren mehrere funktionelle Verdnderungen der
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Thrombozytenmembran gleichzeitig detektiert werden kdnnen [Gawaz, 1999]. Als
Lichtquelle wurde bei dem in dieser Arbeit verwendeten FACScan [Beckton Dickison]
ein Argon-Laser benutzt, wobei in Abhédngigkeit von der Gasfiillung des Lasers nur
monochromatisches Licht einer bestimmten Wellenlédnge, in unserem Fall 488nm,
emittiert wurde. Mit Licht dieser Wellenlinge konnten alle in Tab. 2.3 aufgefiihrten
Fluorochrome angeregt werden. Fluoreszierende Verbindungen (Fluorochrome)
absorbieren hierbei Lichtenergie iiber einen weiten, aber jeweils charakteristischen
Wellenlidngenbereich. Die absorbierte Lichtenergie hebt die Elektronen auf ein hoheres
Energieniveau, beim Riicksprung auf das Ausgangsniveau emittiert das Elektron ein
Photon. Hierbei geht ein Teil der Energie in Form von Wiarme verloren, ,,Fluoreszenz*
kennzeichnet diesen Ubergang. Die Frequenz, bei der die Verbindung angeregt wird, ist
das jeweils charakteristische Exitationsspektrum, welches ungefihr dem
Absorptionsspektrum entspricht. Das bei Riicksprung zum Grundniveau emittierte Licht
entspricht dem Emissionsspektrum und ist wegen des Energieverlusts stets energiedrmer

und damit langwelliger als das Ausgangslicht [Raffael, 1988].

Tab 2.5 In dieser Arbeit verwendete Fluorochrome der DurchfluBzytometrie
Fluorochrom Absorption (nm) Emission (nm)
Fluorescein-Isothiocyanat 488 530

(FITC)

Phycoerythrin (PE) 492 580
Peridinin-Chlorophyll- 488 680

Protein (PerCP)

Damit die zu analysierenden Zellen, einzeln, wie Perlen auf einer Perlenkette den
MeBpunkt passieren, ist ein Vorgang, die ,,hydrodynamische Fokussierung* erforderlich
[Tschope, Schwippert, 1997]. Hierbei werden die Blutzellen mit Hilfe eines
Mantelstromes zentral ausgerichtet. (Abb. 2.2)
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Abb. 2.2 schematische Darstellung des Aufbaus eines DurchflulRzytometers,

modifiziert [Wheeless, 1991]
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Durch das optische System werden die Zellen gleichermallen angeregt und detektiert.
Das Laserlicht wird zundchst durch Linsen und prismatische Strahlenexpander auf einen
ausreichend groBen Durchmesser im MeBpunkt aufgefichert. Nach Auftreffen des
Laserstrahls auf die Zelle wird nun in einem Bereich das Vorwiértsstreulicht, in einem
zweiten Bereich das Seitwértsstreulicht und die Fluoreszenz gemessen. Mittels
Lichtsammeloptik, Blenden, Strahlenteiler, dichroitische Filter, Bandpal3- und
Kantenfilter ( Abb. 2.2) wird Seitwirtsstreulicht vom Fluoreszenzlicht getrennt und die

Fluoreszenz in die einzelnen Farbbereiche aufgetrennt [Raffael, 1988 ].

Durch Photodioden und Photordhren werden die optischen Signale in elektrische
Impulse umgewandelt. Um nun Stdrsignale von echten Zellsignalen zu unterscheiden
wird mit Hilfe einer elektrischen Schwelle (Threshold) ein echtes Signal ,,definiert”, das
sich auf einen Ausloseparameter (Trigger) bezieht (z.B. Vorwirtsstreulicht). Ein
Analog-/Digitalwandler konvertiert nun die in Volt gemessene Spannungszahl in eine
Klassenzahl. Hierbei konnten Werte von 0 bis 1023 (1024-Klassenauflosung)
angenommen werden. Die MeBwerte der Einzelzellen werden in der Reihenfolge
gespeichert, in der sie den MeBpunkt passieren. So wird die urspriingliche Korrelation

fiir die Datenauswertung bewahrt. Dargestellt werden die Mef3daten in der Histogramm-
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oder Haufigkeitsverteilung. Im Histogramm sind die Anzahl der Zellen (Ordinate)
gegen die Klassen (Abzisse) aufgetragen (Abb. 2.4), wobei der Signalunterschied
zweier Klassen von der Wahl des Verstérkers — linear oder logarithmisch — abhéingig ist.
Kleine Zellen, wie z.B. Thrombozyten werden im logarithmischen Modus gemessen, da
fiir die optimale Auflosung der erfassten Zellpopulation schwache Signale gespreizt und
starke Signale komprimiert werden. GroBle Zellen, wie z.B. Leukozyten werden im
linearen FSC- bzw. SSC-Modus gemessen, da hier die stirkeren Signale gespreizt und

hierdurch besser aufgelost werden.

Mit der Zweiparameterdarstellung 146t sich die Relation zweier Zelleigenschaften einer
Zellpopulation zueinander darstellen. Stellt man beispielsweise das Vorwértsstreulicht
(FSC) gegen das Seitwartsstreulicht (SSC) (,,Dot Plot*) dar, lassen sich aus einer
Leukozytenprobe Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten anhand ihres
spezifischen Musters der Punktwolke identifizieren [Schmitz, Rothe, 1994; Raffael,
1988]. Uber verschiedene Fluoreszenzkanile (FL1- FL3) konnten bis zu drei

verschiedene Fluorochrome (FITC, PE und PerCP) einbezogen werden.

2.4.2 Durchflul3zytometrische Messung der Zellpopulation

Bei der Messung war es wichtig, Zelltriimmer, andere Zellarten und Zellaggregate von
den interessierenden Zellen zu trennen. Hierzu begann jede Messung mit der Analyse
der physikalischen Eigenschaften aller Zellen der Probe im ,,Dot plot*“-Diagramm fiir
den FSC und SSC. Dabei erschien jeder Partikel (z.B. Thrombozyt) als ein Punkt,
dessen Lage von der GroBe des entsprechenden Streulichtimpulses abhing. Aufgrund
der spezi