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1 Einleitung

Die Implantation intrakoronarer Stents in Verbindung mit der seit langem
etablierten perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA) wird
zunehmend als Therapieform in der interventionellen Kardiologie eingesetzt.[1]
Es hat sich gezeigt, dal3 diese Behandlungsmethode nicht nur in einer
Optimierung der sofortigen Ergebnisse des Dilatationsverfahrens resultierte,
sondern auch die klinischen Langzeitergebnisse von verschiedenen

Patientengruppen verbesserte.[2-5]

Die kontinuierliche Weiterentwicklung von Stents in den letzten Jahren hat mit
zu diesem Erfolg beigetragen und den vermehrten Einsatz dieser Bioprothesen
ermdglicht. Dennoch ist die Behandlung mit Nebenwirkungen assoziiert, von
denen die subakute Okklusion, vor allem aber Restenosen die wesentlichen
limitierenden Faktoren darstellen.[3, 4, 6-8] Diese haufig bedrohlichen
Begleiterscheinungen werden multifaktoriell ausgeldst. Ein wesentlicher
Kausalzusammenhang ist in der Aktivierung von Blutzellen zu sehen,
besonders in der von Leukozyten und Thrombozyten. Wesentlich wird die
Aktivierung durch Scherkréafte (shear forces) und durch den Kontakt mit
verschiedenen Biomaterialien bzw. Fremdoberflachen hervorgerufen.[9, 10]
Ferner wurde auch diskutiert, dal3 Metallionen die Aktivierung von

Thrombozyten und anderen Zellen induzieren kdénnen.[11, 12]

Aus diesem Grund wurden verschiedene medizinische Neuerungen eingefihrt,
die, ebenso wie auch technische Verbesserungen der interventionellen
kardiologischen Therapie, durch intravaskularen Ultraschall gesteuertes
Stenting oder die Hochdruckimplantationstechniken wichtige Fortschritte bei der
Verringerung der Stent-abhé@ngigen Thrombosen und Stent-Restenosen
darstellen.[1, 7, 12, 13] Ferner konnten die Ergebnisse weiter verbessert
werden durch Verdnderungen des Designs der Stents, veranderte Materialien
und  Oberflachenstrukturen, aber auch durch neue Oberflachen-
Beschichtungen.[12, 14, 15] Eine dieser Substanzen, die eingesetzt werden

kann, um Stents innen und aufRen mit einer Schutzschicht zu Uberziehen, ist



das diamond-like carbon (DLC), einem inerten, relativ amorphen

Hydrogenpolymer.[16, 17]

1.1 Ziele der Arbeit

Um die Hypothese zu untersuchen, dafl} Metallionen eine Plattchenaktivierung
induzieren, und dal dieser Prozeld durch eine DLC-Beschichtung der Stents
vermindert werden kann, wurde ein Profil der biologischen Vertraglichkeit von
diamond-like carbon-coated Stents erstellt. Hierzu wurden hochsensitive
Labortechniken angewandt: Die Durchflul3zytometrie, um Antigene und damit
verbundene Veranderungen auf den Thrombozyten zu analysieren, die

Atomabsorptions- (AAS) sowie Massenspektroskopie (ICP-MS) um die

lonenabgabe (Emission) des Metallstents festzuhalten.[18-20]

K D Il nn;"HBeJ E
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Abbildung 1:  DLC-beschichteter Stent in 50facher Vergro3erung (mit
freundlicher Genehmigung von Dr. P.H. Grewe; Abteilung fur
Kardiologie und Angiologie, Universitatsklinik Bergmannsheil,
Bochum)
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Die durchfluBzytometrische Untersuchung wurde angewandt um die Aktivierung
von Thrombozyten, anhand ihrer Strukturantigene CD41a, CD42b, und ihrer
Aktivierungsantigene CD62p und CD63, festzustellen. Weiterhin wurden in
Zellkulturen evaluiert, in wieweit sich die Beschichtung der Stents auf die
Proliferation von Zellen auswirkt. Um die Struktur der Stents in originalem und
auch in expandiertem Zustand zu untersuchen, wurden diese mittels
Rasterelektronenmikroskopie, Videomorphometrie und der energiedispersiven

Rontgen-Mikroanalyse untersucht.

1.2 Durchflul3zytometrie

1.2.1 Grundlagen der Durchflul3zytometrie

DurchfluRzytometer sind optoelektronische Mel3geréate, die in der Lage sind
verschiedene optische Signale, wie Lichtstreuung oder Fluoreszenz, die beim
Zusammentreffen von Mel3ereignissen mit Laserlicht auftreten, zu detektieren
und zu verarbeiten. Nachdem das erste Durchflul3zytometer 1965 von Coulter
entwickelt worden ist, bei dem allerdings nur der Parameter ZellgroRe bestimmt
werden konnte, ist man heute in der Lage bis zu 6 Parameter gleichzeitig zu

erfassen und bis zu 10.000 Zellen pro Sekunde zu untersuchen.

In der DurchfluRzytometrie kbnnen allerdings nur Zellen untersucht werden, die
in einer Suspension vorliegen. Besonders gut eignen sich Zellen aus
peripherem Blut (z.B. Leukozyten, Thrombozyten), Knochenmark oder eine
Lavage. Aber auch Zellen aus Gewebsverbanden kdnnen isoliert und nach
Einbringen in eine Suspension untersucht werden. Um Zellen erkennen zu
konnen, mussen diese vorher markiert werden. Durch Inkubation dieser Zellen
mit Fluorochrom-konjugierten monoklonalen Antikorpern (mAK),
stochiometrischen Farbstoffen zur DNA- oder RNA-Erkennung, aber auch durch
membrangangige, fluoreszierende  Enzymfarbstoffe ~ kdénnen sie im

DurchfluBzytometer sichtbar gemacht werden.[21]
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Abbildung 2:  Schematische Darstellung einer Durchflusszelle (modifiziert
nach einer Vorlage aus: GIT Labor Medizin 7-8/ 1992)

Die Suspension wird in eine Kivette gebracht, von wo aus sie durch eine
Pumpvorrichtung in ein Schlauchsystem weitergeleitet wird. Von dort aus wird
die Zellsuspension in einen das Schlauchsystem umgebenden, schnell
flieRenden Mantelstrom eingebracht. Von dem Mantelstrom erfal3t, werden die
zu untersuchenden Zellen mitgerissen und genau in der Mitte des Mel3zentrums
fokussiert (siehe Abbildung 2). Gleichzeitig werden sie voneinander separiert
und hintereinander so aufgereiht, dafl3 ein optimaler Kontakt mit dem Laserlicht
fur jede einzelne Zelle gewahrleistet ist. Durch den Kontakt der Zellen mit dem

Laserlicht kommt es dann zu charakteristischen Lichtstreuungen.

Ein Teil des Lichtes wird geradeaus gestreut (forward scatter, FSC) und damit
die ZellgroRe definiert. Dieses so gestreute Licht wird durch ein System von
optischen Filter, Spiegeln und Linsen geleitet, bevor es auf einen Detektor trifft,
der es danach an eine Lichtverstarkerrohre (PMT) weiterleitet (siehe Abbildung
3).

Der weitere Teil des Laserlichtes wird in einem 90°-Winkel abgelenkt. Auch die

so erhaltenen Strahlen treffen auf ein optisches Filter- und Linsensystem, bevor
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sie bei unterschiedlichen Wellenlangen abgeleitet werden. Dabei kdnnen
sowohl das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC), das auf die innere Struktur
der Zelle wie zum Beispiel die Granularitat hinweist, als auch bis zu vier weitere

Parameter detektiert werden.

& oo
| Veritec

Laser-
strahl . of

Abbildung 3:  Strahlengang von Laser- und Fluoreszenzlicht in einem
DurchfluRzytometer mit Detektoren fur das Fluoreszenz- und fur
das Laserstreulicht. (modifiziert nach einer Vorlage von
Gutensohn, K. aus MTA 9. 15-18 (1994))

Nacheinander werden jeweils die Strahlen detektiert, deren Wellenlange mit der
spezifischen Wellenlange des jeweiligen dichroitischen Spiegels oder Filters
Ubereinstimmt. In unserem Modell bei A 488 nm der SSC, welcher die gleiche
Wellenlange A hat wie die des Argonlasers. Aber auch bei einer Wellenlange
von A 550 nm, A 600 nm, A 640 nm und A 675 nm werden die speziellen
Strahlen ab und auf Detektoren weitergeleitet, von wo aus das primére Signal

verstarkt wird. Danach laufen die elektrischen Impulse Uber einen weiteren
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Verstarker in einen Computer, in dem sie digitalisiert und verarbeitet
werden.[22, 23]

Die DurchfluRzytometrie ermdglicht es, tausende einzelner Partikel oder Zellen
und deren Antigene in kirzester Zeit sehr spezifisch und hochsensitiv auf

verschiedene Parameter hin zu untersuchen.[24]

1.2.2 Monoklonale Antikérper

Die urspringliche Methode zur Herstellung monoklonaler Antikérper (mAK)
wurde von Georg Kohler und Cesar Milstein entwickelt, die spater den
Nobelpreis fur diese Entdeckung erhielten. lhnen gelang es, Antikérper von nur
einem Lymphozytenklon mit genau definierter Spezifitdtt und Affinitat der
Epitope herzustellen. Diese Methode beruht auf der Immortalisierung von
Antikorper-sezernierenden  Plasmazellen  durch  Hybridisierung, also
Verschmelzung des genetischen Materials, mit Myelomzellen. Fir
unterschiedliche diagnostische und therapeutische Zwecke koénnen in
Zellkulturen mAK fir bestimmte Epitope hergestellt werden.[25] In der
vorliegenden Arbeit wurden monoklonale Antikdrper verwendet, die die Epitope
von CD4la (GP llb-llla), CD42b (GP Ib-V-IX), CD62p (P-Selektin) und CD63
(GP53) erkennen und binden.

1.2.3 Fluorochrome

Um gebundene Antikdrper auf der Zelloberflache sichtbar zu machen, mul3 man
sie mit fluoreszierenden Farbstoffen, sogenannte Fluorochromen, konjugieren.
Durch die Energie, die mittels des Lasers auf die Antikorper und die
gebundenen Fluorochrome trifft, werden Elektronen des Farbstoffes aus
Orbitalen niedrigerer Schalen auf Orbitale hoherer Schalen gehoben. Die
Uberschissige Energie, die diese Teilchen nun besitzen, mufl3 wieder

abgegeben werden, da der so erreichte Zustand metastabil ist. Das geschieht,
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indem sie durch Abgabe von Photonen auf ihr Ausgangsniveau zurlickkehren.
Die dabei frei werdende Energie wird als fluoreszierendes Licht
wahrgenommen.[26]

In der DurchfluRzytometrie bedeutet dies, daR durch den Laser Elektronen von
den Fluorochromen, die mit den mAK verbunden sind, in der Durchfluf3zelle
angeregt werden, die gewonnene Energie dann aber wieder durch Lichtabgabe
freigesetzt wird. Dieses Licht wird in dem optischen Bereich des
DurchfluBzytometers detektiert, in digitale Signale umgewandelt und schlieRlich

verstarkt.

Die gangigsten Fluorochrome zeichnen sich besonders dadurch aus, dal} sie
alle bei einer Wellenlange von A 488 nm angeregt werden, welche die selbe
Wellenlange der in der Durchflul3zytometrie bevorzugt verwendeten Argonlaser
ist. Die Wellenlange des Emissionsspektrums ist aber wegen Energieverlustes
in Folge von Warmeabgabe langwelliger und liegt zwischen A 500 nm und 700
nm. Diese Differenz zwischen Emissions- und Absorptionsspektrum nennt man
stokes-shift.[26] Auch mussen sich die Emissionspektren der verschiedenen
Farbstoffe voneinander unterscheiden, so dal3 man sie bei simultaner Detektion
getrennt voneinander untersuchen kann. Die Bandbreite des emittierten Lichtes
kann sich jedoch Uberlappen. Das heil3t, daf3 z.B. ein griner Farbstoff einen
Teil des Lichtes auf den Detektor fur andere Fluorochrome ausstrahlt,
weswegen es einer elektronischen  Korrektur, einer sogenannten
Kompensation, bedarf.[27]

Haufig in Gebrauch stehende Fluorochrome sind das Fluoreszein-lsothiocyanat
(FITC), Phycoerythrin (PE), aber auch Tandemkonjugate wie Phycoerythrin-
Cyanine 5 (PE-CY5) oder PE-Texas Red werden haufig verwendet. Bei einer
Wellenlange von A 488 nm konnen alle diese Farbstoffe angeregt werden und
emittieren gleichzeitig Signale, die vom Durchflul3zytometer detektierbar sind.
Fur die Tandemkonjugate gilt, dal3 das PE-Molekll nach Anregung durch den
Laser seine Energie auf den zweiten gebundenen Farbstoff weiterleitet, der sich
dann, da er in einem langwelligeren Bereich als PE liegt, besser von den

anderen verwendeten Farbstoffen unterscheiden laf3t.[28]
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1.3 Thrombozyten

Thrombozyten, auch Blutplattchen genannt, sind kernlose, scheibenférmige
Zytoplasmafragmente von Megakaryozyten mit einem Durchmesser von 2-5
um. Sie entstehen dadurch, dald Megakaryozyten im Knochenmark Teile des
Zytosols abschniren. Aus einem Megakaryozyt kénnen sich ca. 1.000 — 3.000
Thrombozyten bilden. Die Anzahl der Thrombozyten im peripheren Blut liegt
zwischen 150 und 300 Blutplattchen/nl Blut. Um sich mit Energie zu versorgen,
besitzen sie Mitochondrien, sowie im Zytosol lokalisierte Enzyme der Glykolyse
und des Pentosephosphatwegs. Dadurch sind sie in der Lage, die ndétigen
enzymatischen Schritte des Citratzyklus und der Elektronentransport-
Phosphorylierung durchzufihren, wobei die Glykolyse teilweise durch
Glukoseaufnahme aus der Umgebung, hauptsachlich aber aus den eigenen

Speichern gespeist wird.

Die so gewonnene Energie wird dazu verwendet, die Struktur der
Thrombozyten, die plasmatischen Vorgange und die Speicherung von
verschiedenen Substanzen, wie biogener Amine (Serotonin) und
Katecholamine, aufrechtzuerhalten. Die durchschnittliche Lebenszeit der
Thrombozyten betragt 8-10 Tage. Gegen Ende dieser Zeitspanne nimmt die

physiologische Funktionsfahigkeit stark ab und sie werden sequestriert.[29]

1.3.1 Morphologie und deren Anderung durch Aktivierung

Jedes Plattchen gliedert sich in ein Hyalomer, eine periphere Zone, und in ein
Granulomer, eine zentrale dichte Zone mit azurophilen Granula. Das Hyalomer
bildet bei Aktivierung filopodienartige Fortsatze, die der Oberflache des
Thrombozyten eine unregelmalige Gestalt verleihen. Charakteristisch ist ein
Kanalsystem, das aus Invaginationen der Plattchenmembran hervorgeht und
mit der Umgebung in offener Verbindung steht. Hieriiber kénnen bei Sekretion
Inhaltsstoffe der Granula in das Blut abgegeben werden. Randstandige Bundel

von Mikrotubuli und netzférmige Filamente sowie viele Aktinflamente, die an
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der Membran verankert sind, tragen dazu bei, dal3 die diskoide Form der
Thrombozyten aufrechterhalten wird. Sie spielen auch bei dem shape change
der Plattchen eine wichtige Rolle. Dem Plasmalemm liegt aul3en noch eine 150-
200 nm dicke Schicht von Glykosaminoglykanen und Glykoproteinen auf. Diese
besitzen Rezeptorfunktion und haben eine wichtige Bedeutung fur die

Wechselwirkung der Plattchen mit Kollagen, Fibrinogen und Thrombin.

Das dichtere Granulomer besitzt verschiedene, von einer Membran umgebene
Granula. Man unterschiedet drei Formen: Die dense tubuli, die dem
endoplasmatischen Retikulum entsprechen, besitzen Ca** und Ca?*-ATPasen,
die dichten Granula (dense Granula), in denen ATP, ADP, GTP, GDP, sowie
Kalzium und Serotonin enthalten sind, sowie die a-Granula, die verschiedenen
Plasmaproteine wie Fibrinogen, Faktor V, Faktor VII, Albumin, Antiplasmin,
Kallikrein und Thrombospondin, aber auch plattchenspezifische Proteine wie
von Willebrand-Faktor (VWF), Plattchenfaktor 4, platelet derived growth factor
(PDGF), GMP-140 und B-Thromboglobulin enthalten. In den ebenfalls
vorhandenen Lysosomen befinden sich vor allem saure Hydrolasen, LAMP-1,
LAMP-2 und GP53.[30]

Der shape change des Thrombozyten ist anfangs reversibel, bis es zu einer
Ausschuttung von Inhaltstoffen aus dem Granulomer, der Degranulation,
kommt. Formwandel von einem Diskozyt in einen Sphéarozyt, bei dem sich die

Membran fingerartig ausstilpt, sowie die Aggregation sind dann irreversibel.

1.3.2 Primarhamostase

Die Hauptaufgabe der Thrombozyten besteht in der Primdrhdmostase. Sie ist
der erste Schritt in der Blutgerinnung und findet in den ersten zwei Sekunden
statt, so dal3 ein unkontrolliertes Bluten verhindert wird und es zu einem
SchlieBen der Wunde kommt. Unter physiologischen Umstanden werden
Gefal3e von einer Endothelschicht ausgekleidet. Kommt es durch Verletzung zu

einer Freilegung des Subendothels, und somit auch zu einer Exposition von
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Kollagen, wirkt sich das auf den Thrombozyt als Adhasions- und aktivierender
Stimulus aus.[31]

An die nun freigelegten Kollagenfibrillen im Subendothel kann sich der
Thrombozyt mit Hilfe eines auf seiner Oberflaiche exponierten
Kollagenrezeptors, dem GP la-lla anheften. Unterstitzt wird er durch den von-
Willebrand-Rezeptor, dem GP 1b-V-IX, der ebenfalls auf der
Thrombozytenoberflache zu finden ist. Dieser Rezeptor schafft weitere Bricken
zwischen dem Kollagen und den Thrombozyten, indem er den von-Willebrand-
Faktor, der von den Endothelzellen an das Subendothel abgegeben wird, als
Bindeglied nutzt. Trotz der hohen Scherkrafte in der Blutbahn bleibt diese
Verbindung stabil.[32]

Durch die Adhasion kommt zu einer Sekretion von Inhaltstoffen der
Thrombozyten. ADP, Kalzium, Adrenalin und Serotonin werden aus den dense
Granula freigegeben. Die Lysosomen sezernieren Endoglykosidasen, Heparin-
spaltendes Enzym und CD63. Aus den a-Granula wird VWF, Plattchenfaktor 4,
PDGF sowie P-Selektin freigesetzt.[33] Die Thrombozyten haben auf ihrer
Membran fur die aus den a-Granula sezernierten Substanzen Rezeptoren, die
Uber second-messenger-Mechanismen die Konzentration von Kalzium in den
Plattchen erhdéhen und einen shape change durch Aktivierung des
Aktinomyosins induzieren. Weiterhin wird eine Freisetzung der Phospholipase
A, ausgelost, die wiederum Uber Arachidonsaure Thromboxan A, bildet, das
wiederum aktivierend auf die Thrombozyten wirken kann. Man erhalt eine
positive Ruckkopplung, die eine Beschleunigung der Prozesse mit sich bringt.

Durch den shape change kommt es aber auch zu einer Exposition und
Verédnderung eines neue Proteins, GP llb-llla, sowie von negativ geladenen
Phospholipidgruppen an der Aulenseite der Membran. Durch die
Konformationsdnderung kommt es zu einer Bindung zwischen Fibrinogen, das
mit einer RGD-Sequenz ausgestattet ist, und dem GP lIb-llla. Wichtig ist, daf3
der Rezeptor nur nach Aktivierung der intrazellularen Botenstoffe die RGD-
Doméne, die eine Sequenz der Aminosauren Arginin, Glycin und Glutamat ist
und auf der y-Kette des Fibrinogens lokalisiert ist, erkennen kann.[29] Aul3er
dem Fibrinogen haben auch noch der vWF, Vitronektin, Thrombospondin,
Laminin, Kollagen und andere adhasive Proteine eine RGD-Doméne. Da
Fibrinogen mehrere Bindungsstellen hat, kann es auch mit mehreren
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Thrombozyten eine Bindung eingehen. Es kommt zur Bildung des weil3en
Thrombus.[34]

1.3.3 Thrombusformation

In dem weil3en Thrombus, dem Fibrinnetz, verfangen sich nun Erythrozyten. Es
entsteht durch den shape change der Thrombozyten ein Aktivatorkomplex, der
mit verschiedenen Faktoren der Gerinnungskaskade (wie z.B. lla, V, Xa) sowie
mit Kalzium als Bindeglied einen Komplex bildet. Diese Bindung wird
hauptsachlich durch spezifische Proteine ausgelost, die eine y-Carboxy-
Glutaminsaure besitzen und somit eine stark negativ geladene Oberflache
haben. Weiterhin besitzen Faktor IX und VII sowie Protein C und Protein S
solche Gruppen. Gleichzeitig wird die Gerinnungskaskade eingeleitet, wodurch
schlie3lich Fibrinmonomere zu einem Fibrinpolymer fest verbunden werden.[34]
Allgemein bestehen Thromben vor allem aus Blutzellen und Fibrin. Man muf3
allerdings zwischen arteriellen und vendsen Thromben unterscheiden. Wéahrend
venodse Thromben hauptsachlich in Gebieten mit geringem Blutfluf3 vorkommen
und mehr aus Erythrozyten und Fibrin zusammengesetzt sind, besteht der
arterielle Thrombus aus Blutplattchen und Fibrin und wird durch hohe shear
forces (Scherkrafte) induziert, wie es bei stenosierten Gefal3en durch den
beeintrachtigten Blutflud oder durch Veradnderungen der Wandstruktur der
Gefal3e der Fall ist.[35]

Nach Heilung des Gewebes mul3 der Thrombus abgebaut werden. Durch die
Sekretionsprodukte der Thrombozyten wird eine Diapedese der Leukozyten
ausgelost. Diese wandern in den Thrombus ein und bauen ihn durch Enzyme
ab. Thromben kénnen aber auch als sogenannte murale Thromben Gberdauern,
sich lésen und eine Embolie verursachen oder auch einen kompletten
Verschlul3 des Gefales nach sich ziehen, wobei ein alter muraler Thrombus

immer wieder eine Neubildung nach sich ziehen kann.[36]
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1.3.4 Antigene von Thrombozyten

Auf der Oberflache von Thrombozyten findet man verschiedene Antigene wie
CD41a und CD42b, die standig exprimiert sind. Es gibt aber auch Antigene, die
intrazellular gespeichert sind und erst nach Aktivierung der Blutplattchen auf die
AulRenseite durch das surface-connected canalicular system (SCCS)
transloziert werden. Sie sind also nur auf der Oberflache aktivierter
Thrombozyten zu finden. Zu diesen Antigenen gehéren CD62p und CD63.

In dem nun folgenden Abschnitt werden wesentliche thrombozytaren Antigene

beschrieben und ihre Funktion erklart.

1.34.1 Glykoprotein lIb-llla

Der grofdte Teil der Glykoproteine llb-llla ist als integrales Membranprotein auf
der Oberflache der Thrombozyten exprimiert. Nur ein kleiner Teil dieses GP ist
in den a-Granula der Blutplattchen und im surface connected canalicular
system (SCCS) zu finden. Das GP llb-llla ist ein nicht kovalent gebundener
Heterodimerkomplex, der aus einer a- und einer B-Untereinheit besteht. Der
intakte Aufbau des GP llb-llla ist flr eine ungestorte Hamostase unabdingbar,
da Defekte in unterschiedlichen Krankheiten z. B. dem Glanzmann-Naegeli-
Syndrom, einer autosomal rezessiv vererbten Krankheit, resultieren kdnnen.
Dabei kdnnen entweder ein oder beide Teile des Rezeptors betroffen sein. Es
kommt auf Grund von ATP-Mangel in den Thrombozyten, auf Grund von
Stérungen in der Glykolyse zu einer ungeniigenden Aggregation und einer

verlangerten Blutungszeit.[29]

Auf einen Aktivierungsreiz hin kann es zu einer Translokation kommen, so dafi3
intrazellular gespeichertes GP noch zusatzlich auf die Membranoberflache
gebracht wird. Weiterhin findet eine strukturelle Veranderung der Epitope statt.
Es kommt zur Aktivierung der Liganden und der Rezeptor-abhéngigen
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Bindungsstellen. Das aktivierte GP IIb-llla stellt eine Bindungsstelle fir
Molekule mit RGD-Domane, wie Fibrinogen, VWF, Fibronektin und Vitronektin

zur Verfiigung, so dass eine Aggregation induziert werden kann.

1.3.4.2 Glykoprotein Ib-V-IX

Das Glykoprotein Ib-V-IX ist ein weiteres integrales Membranprotein der
Thrombozyten. Er ist ein heterodimerer Komplex der die Adhasion von
Plattchen an das im Subendothel freiliegende Kollagen vermittelt. Der vVWF, der
als “Briickenelement” dient, bindet an die a-Einheit des GP Ib und garantiert so
eine feste Struktur. Selbst die hohen Scherkrafte, die in den Gefal3en
vorkommen, kénnen eine Adhasion nicht verhindern. Dadurch kommt es zu
einer festen Verankerung des Thrombozyten am Kollagen.

Ein Fehlen des GP Ib-V-IX fuhrt zum Bernard-Soulier-Syndrom, bei dem die
Thrombozyten gar nicht oder nur vermindert an das Subendothel der verletzten

GefalRwand adharieren kdnnen.[37]

1.3.4.3 CD62p (P-Selektin, GMP-140)

CD62p ist ein Protein, das in den a-Granula gespeichert ist, und erst wahrend
des Sekretionsvorgangs, nachdem die Membran der a-Granula mit dem surface
connected canalicular system (SCCS) oder mit der Thrombozytenmembran
direkt verbunden ist, auf die &ul3ere Seite der Membran transportiert wird. Einen
adaquaten Reiz dafir konnten Thrombin, ADP oder Adrenalin liefern. Jedoch
konnen auch Scherkrafte, sowie der Kontakt der Thrombozyten mit

Fremdmaterial Ausloser fur die Expression von CD62p sein.

Da CD62p nur auf der Oberflache aktivierter Blutplatichen exprimiert ist, kann
es als Aktivierungsmarker angesehen werden. Weiterhin spielt es aber auch
eine Rolle in der Zell-Zell-Adhasion von Thrombozyten und Leukozyten,

besonders mit Monozyten und neutrophilen Granulozyten.[38]
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1.3.4.4 CD63 (GP53)

CD63 definiert ein Glykoprotein, das lysosomal im nicht aktivierten
Thrombozyten gespeichert ist. Nach Aktivierung der Plattchen kommt es zur
Fusion der Lysosomen mit der Membran des surface connected canalicular
system (SCCS) oder der Thrombozyten, worauf CD63 auf der AulR3enseite der
Plattchenmembran exprimiert wird. Die genaue Aufgabe von CD63 ist bis jetzt
noch nicht erforscht; das Antigen kann aber wie CD62p als Aktivierungsmarker
angesehen werden, da die Anzahl der Glykoproteine auf der Aul3enseite der

Membran nur nach Aktivierung erhdht ist.[39]

1.4 Analyseverfahren

1.4.1 Zellkultur

Eine Zellkultur bezeichnet das Wachstum von nicht in Gewebe geordneten
Zellen in vitro. Dazu werden in unserem Versuch die Gewebsfragmente aus
post mortem gewonnenem Gefallmaterial in eine hydrolytische Ldsung
gegeben, so dal3 sich der interzellulare Bestand auflost und die Zellen
voneinander separiert werden. Danach werden sie mit Nahrmedium durchspililt,
zentrifugiert, in frische Losung aufgenommen und in eine Rd&hrchenkultur
pipettiert. Die Zellen sinken auf den Boden und haften dort an. Da die meisten
tierischen und humanen Zellen nicht wie Bakterien in Suspension Uberleben
kdnnen, mussen sie eine geeignete Oberflache zum Anheften vorfinden. Wenn
ein geeignetes Kulturmedium dargeboten wird, bilden sich Primérkulturen aus.
Durch Zellteilung wachsen sie radial um die urspriinglich eingesetzten Zellen
herum, so dafl} ein einschichtiger Zellrasen (Monolayer) entsteht. Durch die
Kontakthemmung und die begrenzten Teilungsraten der Zellen endet das
Wachstum nach einer gewissen Zeit von selbst. Zellen kénnen nach
Vermehrung von der Oberflache abgeldst werden und verdinnt subkultiviert
werden. Es entstehen sogenannte Passagen, die Uber lange Zeit am Leben

erhalten werden kdnnen.
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Zellen und Gewebefragmente konnen in Kulturen auch auBerhalb des
Organismus, in vitro, am Leben erhalten werden, sich vermehren und fir sie
charakteristische Funktionen ausfuhren. Unter planmaRig aufgestellten und
standig kontrollierten Bedingungen kénnen somit Untersuchungen direkt an den
Zellen durchgefuhrt werden. Dazu gehoéren z.B. die spezifischen Analysen von
sich differenzierenden Zellen oder ihrer biologischen Wechselwirkungen. Im
Gegensatz zu ausgereiften adulten Zellen, die schnell absterben, lassen sich
juvenile Zellen, z.B. aus embryonalem Gewebe, in vitro besser zlichten. Fir die
Kultivierung muf3 ein optimales Milieu, das die urspringlichen in vivo-
Bedingungen weitgehend nachahmt, geschaffen werden. Dazu gehdren unter
anderem ein optimaler pH-Wert, eine konstante Temperatur, die Versorgung mit

Nahrstoffen, Aminoséauren, Vitaminen und Spurenelementen.[40]

1.4.2 Videomorphometrie

Die video-unterstitzten morphometrischen Untersuchungen der Stents
erfolgten mittels eines computerunterstitzten Bildanalysesystems. Die
Hardware besteht aus einer 10 Megahertz-80287-Prozessor-Kontrolleinheit mit
angeschlossenen Bildmonitor sowie einem Digitalisierungs-Tablett und Cursor.
Die Bildaufnahme und -registration erfolgt mit einer Schwarz-Weil3-CCD
Kamera sowie einer Kamera-Steuereinheit. Unter Zuhilfenahme eines
Makrozoom-Aufsatzes konnten 7,875 fach bis zu 40 fach-VergréRerungen

erzielt werden.

Die Messungen erfolgen anhand digitalisierter Monitorbilder nach
vorhergehender Dreipunkt-Kalibrierung. Die Kalibrierung dient zur Definition der
Skalierung der MelRflache. Dabei wurde eine mit Hilfe des Cursors
abgefahrenen Strecke auf der X- und Y-Achse von 1000 pm jeweils intern eine

bestimmte Anzahl von Pixeln zugeordnet wird.

An Hand von Markierungen, die in dem gespeicherten Bild gesetzt werden,
werden alle gewiinschten Parameter errechnet, indem die nach der Kalibrierung

intern gespeicherte Skalierung der einzelnen Pixelflache mit der Anzahl der
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markierten Pixel multipliziert wird.[41]

1.4.3 Rasterelektronenmikroskopie (scanning electron

microscopy)

Die seit 1965 im Gebrauch stehenden Rasterelektronenmikroskope dienen der
Abbildung von Oberflachen. Die Vorteile der Elektronenmikroskopie liegen in
der hohen Auflosung (bis zu 0,15 nm), der grol3en Tiefenschérfe und der damit

verbundenen Analyse von Mikroelementen.

Der Elektronenstrahl wird von einer geheizten Kathode aus Wolframdraht
erzeugt, die im “Kopf* des Mikroskops sitzt. Die von der Kathode emittierten
Elektronen werden in der unter Hochvakuum stehenden Réhre durch Spannung
beschleunigt. Diese Spannung liegt an der unter der Kathode liegenden
Anodenplatte an, die in der Mitte eine Offnung aufweist, durch welches nun die
beschleunigten Elektronen hindurch treten kdnnen. Dabei bilden Sie einen
schlanken Strahl. Dieser wird dann durch drei Kondensorlinsen mit Hilfe
elektromagnetischer Felder moduliert und auf das zu untersuchende Objekt
geworfen. Bei der Rasterelektronenmikroskopie wird die Oberflache des
Préaparates durch diesen sehr eng geblndelten, primaren Elektronenstrahl Zeile
fur Zeile abgelesen. Die von den Elektronenstrahlen getroffenen Punkte der
Oberflache entsenden energiedrmere Sekundarelektronen (SE), welche von
einem Kollektor gesammelt werden. Mit diesen Signalen wird die Helligkeit
eines Monitors moduliert, auf dem ein Bild synchron mit dem vom Primarstrahl
abgelesenen Objekt erstellt wird. Durch die hohe Auflésung und die plastische
Darstellung kénnen dreidimensionale Analysen von Oberflachen ermdglicht
werden.[42]

1.4.4 Energiedispersive Rontgen-Mikroanalyse (energy

dispersive x-ray analysis)
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Die energiedispersive Rontgen-Mikroanalyse (EDX) ist ein klassisches
Verfahren, das zur Analyse der chemische Zusammensetzung
oberflachennaher Bereiche von Festkorpern oder zur Charakterisierung von
diinnen Schichten eingesetzt wird. Die Informationstiefe liegt im pm-Bereich
und damit wesentlich hoher als bei den elektronen- und
massenspektrometrischen Verfahren, mit denen nur im nm-Bereich gearbeitet
werden kann. Es ist somit moglich geworden, kleinste Veranderungen eines
Materials, wie z.B. Inhomogenitaten  bei  Beschichtungen  bzw.

Materialermidung nach Beanspruchung, zu manifestieren.

Um eine energiedispersive Rontgenanalyse durchfiihren zu kénnen, wird ein
Gerat zur Erzeugung eines Elektronenstrahles bengtigt. Ein solches Gerat stellt
in diesem Fall das Rasterelektronenmikroskop dar. Dadurch kann die
Elementverteilung auf der Probenoberflache mit hoher Ortsauflosung abgebildet

werden.

Nach Auftreffen eines fein fokussierten Priméarelektronenstrahls auf die Probe
werden  Sekundarelektronen (SE) aus den getroffenen  Atomen
herausgeschlagen. Es kommt zur lonisation. Da die Strahlen nicht nur die
Oberflache berihren, sondern auch in die Tiefe dringen kommt es auch dort zu
ionisierenden Effekten. Jedoch werden sie auf Grund ihrer Tiefe von anderen
Atomen absorbiert. Ihre SE haben nicht genug Energie, um ein relevantes
Signal bis zu den Detektoren zu schicken. Die Primarelektronen stol3en
Elektronen aus kernnahen Schalen der Probenatome heraus. In die
entstandenen Licken fallen Elektronen aus weiter vom Atomkern entfernt
liegenden Elektronenschalen. Die Energiedifferenz zwischen den beiden hierbei
beteiligten Elektronenschalen wird als Rontgenstrahlung emittiert. Da ihre
Energie der Verlustenergie entspricht, kann jedem Element ein

charakteristisches Rontgenspektrum zugeordnet werden.

Anhand der Spektral-Linien, die im Rontgenspektrum enthalten sind, kann die
Elementzusammensetzung der Probe identifiziert werden und Uber die
Intensitat ihrer Spektrallinien quantitative Aussagen Uber das Element getroffen
werden.[43]
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1.4.5 Atomabsorptions-Massenspektrophotometrie (atomic

adsorption spectrometry)

Die Atomabsorptions-Massenspektrophotometrie (AAS) erlaubt es, thermisch
schwer anregbare Metalle, wie zum Beispiel Blei, Zink und Quecksilber, in

Konzentrationen von wenigen ug/L bis hin in den mg/L-Bereich zu messen.

Die klassische Atomisierungseinrichtung ist die Flamme. Wie in Abbildung 4
gezeigt, wird die zu bestimmende Probe in ein Gemisch aus Brenngas und
Oxidans eingebracht und in eine Mischkammer weitergeleitet. Dort wird das
Gemisch in ein Aerosol umgewandelt, welches an einem Brennkopf entziindet

wird. Die geltsten Stoffe werden dadurch in ihre einzelnen Atome aufgespalten.

Flamme
Oxidierendes Gas

~ | Brenngas

Brenner

fes Probe wird
. angesaugt

Mischkammer
Kondensat
(zum AbfallgefaR)

Abbildung 4.  Aerosolbildung im AAS (modifiziert nach einer Vorlage aus:
Taschenatlas der Analytik (Schwendt))[102]

Fur die photometrischen Messungen dient eine Hohlkathodenlampe als
Lichtquelle. Wie in Abbildung 5 dargestellt, werden die Strahlen durch Filter
oder einen Monochromator so moduliert, daf3 nur Strahlen einer bestimmten
Wellenlange oder eines engen Wellenl&dngenbereiches ausgesandt werden.
Jedes Atom ist nur fur die Strahlen einer bestimmten Wellenlédnge sensibel und

absorbiert nur in dieser charakteristischen Wellenlange. Nach Kontakt der
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Lichtstrahlen mit den Atomen werden deren Elektronen durch die neu
zugefiihrte Energie in einen angeregten, hoheren Zustand versetzt. Bei
Ruckkehr auf ihre urspriinglich niedrigere Bahn wird die Gberschiissige Energie
in Form von Resonanzstrahlen freigesetzt. Durch bestimmte Messanordnung
kann jedoch zwischen den Strahlen der Hohlkathodenlampe und der stérenden,

von den Atomen emittierten, Resonanzenergie differenziert werden.

— )

Probenstrahl

Hohlkathoden-
lampe

Strahl-
vereiniger

Abbildung 5:  Versuchsanordnung eines AAS (modifiziert nach einer zur

Verfigung gestellten Vorlage der Fa. Perkin Elmer)

Je mehr Atome in der zu messenden Lésung vorhanden sind, desto mehr
Anregungsstrahlung wird absorbiert. Die Absorption der Anregungsstrahlung ist
in einem bestimmten Bereich der Konzentration des zu bestimmenden
Elementes proportional. Die Lichtabsorption der Atome |aRt sich aber nicht
direkt messen. Allerdings kann die Intensitdt der abgegebenen, fir ein
bestimmtes Element spezifisch modulierten Strahlen der Kathodenlampe, I,
und die Intensitat der durchgelassenen, nicht resorbierten Strahlen des
modulierten Lichtes, |, gemessen werden. Da die Transmission keine direkte
Proportionalitat angibt, wird die Extinktion, die die Lichtschwéchung

reprasentiert, als Mel3gréRe herangezogen. So kann an Hand der Intensitat der
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Lichtschwéachung einer charakteristischen Wellenlange auf die Konzentration

von den dafur sensiblen Atomen geschlossen werden.[44]

1.4.6 Induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie

(inductively coupled plasma-mass spectrometry)

Induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektometrie (ICP-MS) ist eine Mel3technik,
die mit hoher Geschwindigkeit verschiedene Elemente analysieren kann. Das
ICP-MS besteht aus einer Ilonenquelle, dem Plasma und dem
Massenspektrometer (MS), das die freigesetzten lonen detektiert. Dabei
kbnnen sowohl quantitative als auch qualitative Messungen der meisten
Elementen des Periodensystems durchgefuhrt werden, wobei die Ergebnisse

sehr genau in ng/l bis ppt angegeben werden.

Omega Lens

Interface Detector

Plasma _
Gas / Quadrupole

Chamber

Nebulizer

Sample
Carrier Gas

Abbildung 6:  Versuchsanordnung eines ICP-MS [45]
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Wie die Untersuchungsanordnung in Abbildung 6 zeigt, wird die zu testende
Probe durch eine Pumpe angesaugt und von dort zu einem Zerstauber
gebracht, der das Aerosol herstellt. Im folgenden Kompartiment wird das
Aerosol in die Plasmaphase Uberfihrt und untersucht. Durch eine Reihe von
konzentrisch angeordneten Quarzréhren wird nun Argongas hinzugefugt. Der
Lichtstrahl ist in der Mitte einer Spirale, durch welche die Energie hindurchgeht,
fokussiert. Durch das sehr dichte Feld der Argonatome kollidieren sie
miteinander, wodurch ein energiereiches Plasma erzeugt wird. Wahrend die im
Aerosol vorliegende Probe in das Plasma fliel3t, wird sie gleichzeitig wieder aus
dem Verbund mit dem Aerosol getrennt. Bei einer durchschnittlichen
Temperatur des Plasmas von ca. 6.000°K bis 10.000°K kommt es gleichzeitig
zur lonenbildung. Die so erzeugten lonen werden aus dem Plasmaverbund
geldést und in ein Hochvakuum von 10* Pa geschleust, in dem sich das
Massenspektrometer befindet. Das Vakuum wird durch verschiedene
Pumpensysteme aufrechterhalten.

Die zu untersuchenden lonen kénnen dann durch zwei Offnungen austreten
und werden durch mehrere Linsen fokussiert und in einen Masseanalysator
geleitet, in dem die lonen nach Ihrer Ladung oder lhrer Masse aufgetrennt
werden. Durch eine Kombination von unterschiedlich angelegten Spannungen
werden die entsprechenden lonen abgetrennt, von einem Elektronenverstarker

gemessen und ihrer Masse nach geordnet.
Das generierte Massenspektrum ist sehr einfach gehalten. Jedem Isotop eines

Elementes ist eine spezielle Stelle auf der X-Achse entsprechend ihrer Masse

angeordnet. Auf der Y-Achse wird die Menge der lonen angezeigt.[45]

1.5 Interventionelle Kardiologie

1.5.1 Perkutane transluminale Koronarangioplastie

Das heute bekannte Verfahren der perkutanen transluminalen

Koronarangioplastie (PTCA) basiert auf der Technik, die Dotter und Judkins
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1964 entwickelt haben, um arteriosklerotische Veranderungen der Blut-Gefale
minimal-invasiv zu therapieren. Aber erst 13 Jahre spéater hatten die
Durchmesser der Katheter eine Grol3e, die es mdglich gemacht hat, auch die
Koronar-Arterien zu behandeln. Erstmalig gelang dies 1977 A. Griinzig in der
Schweiz.[46]

In Deutschland werden jedes Jahr mehr als 100.000 Patienten mit einer PTCA
behandelt. Indikationen sind v.a. verengte oder stenosierte Herzkranzgefal3e
auf Grund von arteriosklerotischen Plaques, die nicht medikamentds

abgetragen werden kénnen.

Bei der PTCA wird ein Fluhrungskatheter Gber einen ortlich betaubten Zugang
durch die A. femoralis, A. carotis oder auch A. axillaris retrograd in die
Koronararterien vorgeschoben. Nachdem der Ballon am Ort der Stenose
angelangt ist, wird er bis zu einer Minute mit einem Druck von ca. 8 Atm
geweitet. Dadurch werden die verformbaren Plagues an die Gefallwénde
gedrickt. Hierdurch kommt es zu einer schnellen Erweiterung des Lumens.[47]
Bei einer primaren Erfolgsrate von 90% kommt es bei 30-40% der Patienten
spater selbst unter unmittelbarer medikamentéser Behandlung chemisch zu
einer Restenose. Die PTCA kann aber auch Ursache flir weitere periphere

Komplikationen sein. So kann es zu

- Arterienperforationen der Punktionsstelle

- Hamatomen

- arteriellen Blutungen aus der Punktionsstelle
- Kontrastmittelreaktionen

- Hypotonie

- Pseudoaneurysmata

kommen.

Weitere Komplikationen kdnnen Myokardinfarkt, Spasmen der Koronararterien,

Gefal3perforationen sowie akute thrombotische Okklusionen sein.[46, 48]
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1.5.2 Stent-Implantation

Zur Vermeidung von Restenosen und eines erneuten Verschlusses von Arterien
nach einer Angioplastie wurde eine Gefal3prothese entwickelt, die eine
mechanische Unterstitzung liefern soll. Diese Prothese, auch Stent genannt,
besteht aus einem verformbaren Metall-Draht-Schlauch der, aufgesetzt auf
einen Ballonkatheter, in die Arterie mit eingefuhrt wird. Der Zugang kann an
ganz unterschiedlichen Stellen gelegt werden. Die am haufigsten benutzten
Arterien sind die A. femoralis, A. carotis oder A. axillaris, da von dort ein
Eindringen in die Herzkranzgefalle Uber die beiden Ostien in der Aorta
ascendens am besten mdglich ist. Wenn der Stent an der Stenose plaziert ist,
wird er durch den Ballon aufgedehnt, bis er eng an der Wand anliegt.[49] Die
ersten Koronarstents wurden 1986 in Lausanne von U. Sigward, J. Puel in
Toulouse und von P. Serruys in Rotterdam implantiert. Sie benutzten damals

einen selbstexpandierenden, koronaren Wallstent.[50]

Seitdem  wurden die  Stents hinsichtlich  ihres  Designs, der
Materialbeschaffenheit und ihrer Zusammensetzung sowie ihrer Handhabung
stetig weiterentwickelt. Man unterscheidet selbstexpandierende und
ballondilatierte Stents. Der Wallstent, den die oben genannten Gruppen 1986
implantiert haben, dehnte sich so lange auf, bis ein Gleichgewicht von
GefalBwandriickstellkraft und Stent erreicht war. Die ballondilatierbaren Stents
unterscheiden sich hauptsachlich hinsichtlich des Aufbaus des Drahtgeflechtes,
durch den sie eine grol3e Stabilitat erreichen. Die wichtigsten Vertreter sind der
Wiktor-Stent, = Palmaz-Schatz-Stent,  Gianturco-Roubin-Stent und  der

weiterentwickelte Gianturco-Roubin-II-Stent.

Der Wiktor-Stent ist ein ballonexpandierbarer Stent, der aus einem einzelnen,
losen Tantal-Kabel besteht, das in sinusoidalen Wellen geformt ist und von
einer helikalen Spirale umgeben ist. Durch die Helix ist gesichert, dal3 es zu
keiner Metall-Metall Beriihrung kommt, wodurch Korrosion und Scher-Stress
auftreten wurden. Durch das spezielle Design, verbunden mit dem geringen
endothelialen Kontakt, der unter 10% liegt, und den elektrochemischen
Charakteristiken von Tantal soll eine gute Vorbeugung gegen

Thrombusformationen gewabhrleistet werden.[51, 54] Dagegen ist der Palmaz-
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Schatz-Stent ein aus kontinuierlichen Maschen bestehender Stent, der aus
rostfreiem Stahl hergestellt wird. Der Stent besteht aus Segmenten, die durch
ein Gelenk miteinander verbunden sind. Dadurch ist ein erhdhtes Mald an
Flexibilitat sowohl beim Transport, aber auch bei der Implantation des Stents
gesichert. Nachdem der Stent mit 8-10 Atm aufgedehnt wurde, ist ein weiteres
umplatzieren nicht mehr mdglich.[52, 54] Der Gianturco-Stent besteht aus
interdigitierenden, spiralférmig angeordnet aus gewelltem, rostfreiem Stahl
bestehenden, ca. 0,015 mm starken Filamenten.[53] Der Strecker-Stent ist eine
Kabel-Maschen-Rdhre, bestehend aus einem einzigen Tantal-Filament von 0,07
mm Starke. Das Tantal ist in eine Serie von locker angeordneten Loops
eingebunden, so dal3 der Stent eine hohe Flexibilitdt sowohl in radialer, aber
auch in longitudinaler Achse bekommt. Durch die Anzahl der Maschen definiert
dieser Stent den Diameter bei héchster Expansion. Je mehr Maschen, desto

grol3er das endgultige Lumen.

Abbildung 7:  Palmaz-Schatz Stent (Originallange 3 mm) (Mit freundlicher
Genehmigung von Dr. P.H. Grewe; Abteilung fur Kardiologie

und Angiologie Universitatsklinik Bergmannsheil, Bochum)

Indikationen fiur das Setzen eines Stents kdnnen akute GefaRRokklusionen,
Praventionen von Restenosen, sowie verschiedene arterielle Verschlisse z.B.
der Ostien, Bifurkationen oder restenosierten Lasionen sein. Aber auch ein
unzureichender Erfolg einer PTCA kann ein Grund fur das Einsetzen eines

koronaren Stents sein.[54] Die mdglichen Nebenwirkungen sind weitgehend die
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selben wie nach einer PTCA. Obwohl Spasmen, Infektionen und
Entzindungsreaktionen nach Implantation eines Stents relativ selten auftreten,
sind die thrombogenen Eigenschaften und die daraus resultierenden
Thrombosen fur den Patienten ein Risiko. Durch unterschiedliche Medikation
kann dem zwar entgegengewirkt werden, die zu Grunde liegende Ursache ist
damit jedoch nicht beseitigt. Dennoch ist es durch Stents gelungen die
Restenoserate zu vermindern, die Blutungskomplikationen zu verringern, die
primare Konstitution des Patienten durch das schnelle Gewahrleisten eines
groBen Lumens und des damit verbundenen besseren Blutflusses zu
verbessern und auch den Krankenhausaufenthalt zu verkirzen. Auf3erdem

tragen diese Vorteile auch noch zu einer erheblichen Kostenersparnis bei.[55]
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2 Material und Methoden

2.1 Spenderpopulation

Vor Beginn dieser Studie wurde das Protokoll von der Ethikkommission
genehmigt. Von allen Blutspendern wurde eine schriftliche Einwilligung
eingeholt. EIf gesunde Spender, die Nichtraucher waren, wurden aus dem Pool
der Dauer-Blutspender der Abteilung fir Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) ausgewahlt. In den letzten 4
Wochen vor Beginn der Studie hatten sie keine Medikamente eingenommen,
und wurden angewiesen, sich vor der ersten Blutentnahme sowie der
anschlielBenden Plasmapherese keiner starkeren physischen Anstrengung zu

unterziehen.

2.2 Blutentnahme, Vorbereitung und

Plasmapherese des plattchenreichen Plasmas

Die Blutproben wurden den Probanden mittels einer 16G Nadel zwischen 8%
und 10%° Uhr morgens entnommen. Insgesamt 75 ml vendses Blut wurden aus
einer nicht gestauten, antekubitalen Vene mit Hilfe eines ready-to-use
Roéhrchens (Sarstedt, Nuembrecht, Deutschland) entnommen. Die ersten 3 ml
wurden, um bereits aktivierte Thrombozyten von der Verwendung
auszuschliel3en, verworfen. Das Blut wurde mit 3,8% Natriumzitrat gemischt.
Direkt nach der Entnahme wurden die Proben fur 10 Min. bei 300 x ¢
zentrifugiert. Dieser Vorgang erfolgte bei Raumtemperatur (20° C + 2° C). Nach
dem ersten Zentrifugationsschritt wurde das plattchenreiche Plasma (PRP)
abgehoben und der Rest fur weitere 10 Min. bei Raumtemperatur und 2500 x g
zentrifugiert, um plattchenarmes Plasma herzustellen (PPP). Die Proben

wurden dann mit Hilfe eines Coulter-Zellzéhlgerates STKR® (Beckmann-
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Coulter, Miami, FL, USA) auf eine Konzentration von 250 Thrombozyten/ nl
eingestellt.

Fur die Analyse mit der Massenspektroskopie (ICP-MS) und der
Atomabsorptions-Massenspektrometrie (AAS) wurde AB-Plasma verwendet,
das mittels Plasmapherese mit einer Ein-Nadel-Technik gewonnen wurde
(Haemonetics, Braintree, MA, USA).[56]

2.3 Das in vitro-Modell

Die in vitro-Untersuchungen der Stents wurden in einem Schlauchsystem
durchgefuhrt (siehe Abbildung 7).[57] Dieses System bestand aus
Polyvinylchlorid (PVC) (Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) mit einer
Lange von 82 cm. Der nicht expandierte Stent wurde auf einen herkémmlichen,
nicht  aufgeblasenen, polyathylenhaltigen, perkutanen  Angioplastie-
Ballonkatheter (Boston Scientific, Watertown, MA, USA) aufgesetzt und in das
tubulare System eingefiuihrt. Danach wurde der Stent mit einem Druck von 8

Atm. auf einen endgultigen Durchmesser von 3 mm aufgedehnt.

Rollerpumpe

PRP

Stent

Abbildung 8:  In-vitro Schlauchsystem
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Direkt nachdem das PRP hergestellt worden war, wurden 6 ml entnommen und
in das Schlauchsystem Uber einen Dreiwege-Hahn eingeftllt. Das PRP wurde
dann mit einer CaCl,-Lésung (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf eine
physiologische Kalziumkonzentration rekalzifiziert. Mittels einer Rollerpumpe
(Ismatec, Zurich, Schweiz), wurde das Plasma mit einer Geschwindigkeit von
10 Umdrehungen pro Min. durch das geschlossene System zirkuliert. Dadurch
erhielten wir eine FluRrate von 8 ml/ Min. bei einer Geschwindigkeit von 2 cm/s.
Bei den Untersuchungen wurde die Temperatur mit Hilfe eines Wasserbads
konstant auf 37°C gehalten. Bei jedem Versuch haben wir mit drei parallelen
Systemen gearbeitet. In einem System war ein DLC-beschichteter Stent, im
zweiten ein unbeschichteter Stent plaziert. Das dritte, parallele System war leer
(kein Stent) und diente so als Kontrollsystem. Dadurch wurde ein Vergleich

unter denselben Untersuchungsbedingung gewébhrleistet.

2.4 Durchflu3zytometrische Analyse

Bei den durchfluBzytometrischen Untersuchungen haben wir monoklonale
Antikdrper (mAK) vom IgG-Typ verwendet, die direkt mit Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) oder Phycoerythrin (PE) konjugiert waren. Bei allen
Analysen wurde sichergestellt, dal? die mAK nach vorher erfolgter Titration in
einer gesattigten Konzentration vorlagen, so dald alle exprimierten Stellen der
Blutzellen markiert werden konnten. Bei den Versuchen wurde CD41a (GP llb-
[lla), CD42b (GP Ib-V-1X; GP Ib-a Kette), CD62p (P-Selektin) und CD63 (GP53)
eingesetzt; Ein 1IgG mAK wurde als unspezifische Isotyp-Kontrolle eingesetzt
(Coulter-lmmunotech, Hamburg, Deutschland). Alle mAK stammten von

Coulter-Immunotech.

Aliquots des PRP wurden vorsichtig Giber den Dreiwege-Hahn in einem Intervall
von 2 Min. (also 0, 2, 4, 6, 8, 10 Min.) aus dem Schlauchsystem entnommen.
Zu den vorbestimmten Zeitpunkten wurden von den so erhaltenen Proben je
100ul PRP sofort in ein Rohrchen (Greiner, Hamburg, Deutschland) umgefilit.
Die Probe wurde durch einen 0,15 M Phosphatpuffer (PBS, Gibco BRL,

Eggenstein, Deutschland) sofort fixiert. Die Fixationslosung bestand aus 0,2%
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w/v Glyoxal (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 0,4% w/v Paraformaldehyd
(Merck, Darmstadt, Deutschland).[58] Danach wurden sie 1:10 mit
Phosphatpuffer verdinnt, der 0,2% w/v Glycin (Serva, Heidelberg, Deutschland)
enthielt, und so stabilisiert. Zu den Proben wurden dann die mAK
hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei Raumtemperatur (20°C;
+ 2°C) fur 30 Min. Danach wurden die Proben einmal mit PBS (Gibco BRL)
gewaschen, und in 1ml PBS resuspendiert. Dadurch war es mdglich, sie bei
einer Temperatur von +4°C bis zu 3 Stunden vor der Durchflul3zytometrie

aufzubewahren.

Alle Proben wurden anschlieBend an einem FACScan®-Zytometer (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA) analysiert. Um die Prazision des
Zytometers zu sichern, wurden téaglich fluoreszierende Beads gemessen
(CaliBRITE™, Becton Dickinson). Auch die Kompensation des Zytometers
wurde taglich tberpriift (CaliBRITE™, Becton Dickinson). Um Zelltrimmer und
elektronisches Rauschen auszuschliel3en, wurde der threshold im forward
scatter (FSC) gesetzt. Die Plattchen konnten dann auf Grund ihrer
charakteristischen FSC- und side scatter (SSC) -Streuung identifiziert werden.
Die Fluoreszenz wurde logarithmisch dargestellt. Die erstellten List-Mode-Daten
wurden gesammelt und mit der CellQuest®-Software (Becton Dickinson)
ausgewertet. Die Ergebnisse wurden dann in arbitrdren Einheiten als mean
channel fluorescense intensity (MCFI) dargestellt. Als spezifisches Ergebnis
wurde eine MCFI gewertet, die hoher als die der Isotopenkontrolle lag. Den
endgultigen Wert erhielt man dabei durch Abzug der MCFI der Kontrollen
(unspezifische MCFI) von den Ergebnissen der spezifischen MCFI.[59]

Nach jedem Experiment wurden die Stents aus dem Rdhrensystem entnommen
und lichtmikroskopisch untersucht (Zeiss, Jena). Um die Plattchen, die sich an
der Oberflache angeheftet hatten zu untersuchen, wurden sie mit MGG-Ldsung

(May-Grunwald Giemsa; Merck, Darmstadt) angefarbt.
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2.5 Zellkultur

251 Untersuchung des Wachstums von glatten

Muskelzellen

Die Gewebeproben wurden, wie in Quelle [60] beschrieben, entnommen. Aus
den Proben wurden glatte Muskelzellen wie folgt gewonnen: nachdem Teile der
Adventitia separiert waren, wurden sie mit 1 mg/ml Kollagenase (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) 30 Min. bei 37°C inkubiert. Die abgel6sten
Endothelzellen wurden nun entfernt und die Gewebeprobe mit einem Skalpell
zerstuckelt und fur weitere 2 Stunden in einem Wasserbad (GFL, Burgwedel,
Deutschland) bei einer Temperatur von 37°C in folgender enzymatisch aktiven
Losung inkubiert: 0,2 mg/ml Elastase (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Deutschland), 1,8 mg/ml Kollagenase (Worthington CLS Ill, Biochrom, Berlin,
Deutschland) und 1mg/ml Soja Glycin Trypsin-Inhibitor. Die so isolierten Zellen
wurden in Kulturflaschen (75 cm? Bodenflache, Nunc, Wiesbaden, Deutschland)
mit einer Schicht von Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s Medium (DMEM, Gibco
BRL, Eggenstein, Deutschland), der mit HEPES (25 mM, pH 7,4, Gibco BRL)
abgepuffert war, gelagert. Weiterhin kam zusatzlich 10%iges fetales
Kélberserum (Gibco BRL) sowie Antibiotika (100 U/ml Penicillin und 100 pm/ml
Streptomycin; Boehringer, Mannheim, Deutschland) hinzu. Um Subkulturen
dieser Zellen anzulegen, wurden Monolayer erst in eine Loésung mit
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
gebracht, und anschlie3end in eine Losung aus 0,2%igem trypsinhaltigem
(Gibco, BRL) mit Kalzium- und Magnesium-freien Phosphatpuffer (PBS, Gibco,
BRL).

Fur die immunologische Bestimmung von glatten Muskelzellen, wurden diese
auf einem Objekttrager (Costar, Fernwald, Deutschland) pipettiert, und in
Methanol (Sigma, Deutschland) 6 Min. lang bei -20° C fixiert. Die indirekte
Fluoreszenzfarbung wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt. Es folgte die
Zugabe von monoklonalen Antikoérpern, die spezifisch das a-Aktin von glatten

Muskelzellen erkennen, gefolgt von einem sekundaren mAK, der direkt mit
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FITC konjugiert war (Boehringer, Mannheim). Die nukleare Gegenfarbung
erfolgte mit 4,6-Diamino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI, Serva, Heidelberg,
Deutschland) mit einer Konzentration von 0,1 g/ml in PBS (Gibco BRL) fir 20
Min. bei 37°C. Fluoreszensmikroskopisch (IMT2, Olympus, Hamburg) konnte

man dann SMC erkennen, die eine positive Reaktion mit dem a-Aktin zeigten.

Die glatten Muskelzellen wurden in Tripletts in eine Platte mit 24 Vertiefungen
(Nunc, Wiesbaden, Deutschland) mit einer Dichte von 10* Zellen/Loch
ausgesat, und in DMEM inkubiert, das 10%iges fetales Kalberserum (FCS
(Gibco, BRL)) enthielt; 24 Stunden spater wurden die Zellen fur weitere 24
Stunden bei 37°C in DMEM mit 0,5% FCS inkubiert. Danach wurden DLC-
Stents der Kultur hinzugeflgt. Das Wachstum der glatten Muskelzellen wie
auch der Kulturen in denen unbeschichtete Stents plaziert waren, wurde mittels
DMEM, welches 10% FSC enthielt, stimuliert. Die Anzahl der Zellen wurde nach
3, 5, und 7 Tagen in einem automatischen Zahlautomaten (CASY IlI, Scharfe

System, Reutlingen) gemessen.[61]

25.2 Kulturen mit Endothelzellen

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) wurden enzymatisch mit einer
0,1%igen Kollagenaselosung (Sigma) gewonnen.[62] AnschlieBend wurden sie
in einem Medium (M199, Gibco BRL) inkubiert, welches 20% fetales
Kélberserum (FCS; Gibco, BRL) enthielt, weiterhin 50 mg/ml der Suspension
mit den gewachsenen endothelialen Zellen (Sigma), 30 IU/ml Kalzium-Heparin
(Nattermann, Kdln), 80 IU/ml Penicillin (Boehringer Mannheim), 80 mg/ml
Streptomycin (Boehringer Mannheim), 2,2 mg/ml Natrium-Bikarbonat (Gibco
BRL) und 240 mg/ml L-Glutamin (Gibco BRL). Die Kulturen (Nunc) wurden
dann mit 4 mg/cm® humanem Fibronektin vorbeschichtet, dann in einer
Atmosphéare, bestehend aus 5% CO, und 95% O, bei 37°C inkubiert. Die
Reinheit der HUVEC wurde durch die charakteristische ,cobblestone
morphology” durch Untersuchungen unter dem Phasenkontrast-Mikroskop
(IMT2, Olympus) bestatigt. Die Markierung des Faktor VIII-Antigens wurde
mittels eines Immunfluoreszenz-Mikroskops (IMT2, Olympus) analysiert. Wenn
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keine Markierung fur a-Aktin gefunden wurde, schlo3 man daraus auf die
Abwesenheit von glatten Muskelzellen. Kulturen, die mehr als 0,5% glatter
Muskelzellen enthielten, wurden verworfen. Zellen wurden dann durch
Behandlung mit Trypsin-EDTA (0.5 mg/ml Trypsin und 0,2 mg/ml EDTA;Gibco
BRL) in der Kultur geldst.

HUVEC wurden im Dreifachansatz in Vertiefungen von vorgefertigten Platten
pipettiert mit einer Dichte von 10" Zellen/well. Danach wurden sie wie oben
beschrieben in Kulturen geziichtet. DLC-Stents wurden den Kulturen zugeflgt
und das Wachstum von HUVEC darauf folgend mit einem Medium stimuliert,
das 20% FSC enthielt. An den Tagen 3, 5 und 7 wurden nach Fixierung durch
Trypsin-EDTA die Zellanzahl in einem CASY Il Zahlautomaten (Schéarfe

System) gemessen.

Zur Analyse der Toxizitat von Stents wurden 10* glatte Mulskelzellen und
HUVECs in Platten mit 24 Vertiefungen wie oben beschrieben kultiviert. Die
Toxizitat der Stents auf die Zellen wurde durch Trypanblau (0,5 % in 0,85 %

Lésung) manifestiert und am 3., 5. und 7. Tag untersucht.

2.6 Videomorphometrie

Die morphometrischen Analysen der Stents wurden mittels eines Video-
unterstitzenden Morphometers erstellt (VIDAS, Kontron, Deutschland).
Gemessen wurden die noch nicht expandierten Stents, wie auch Stents
nachdem sie durch einen Ballon mit 12 Atm. Druck auf 3 mm Durchmesser
aufgedehnt worden waren. Vor jeder Messung wurde noch eine Drei-Punkt-
Kalibration durchgefihrt. Die Analysen selbst wurden mit Hilfe von digitalen
Videofenstern (CCD Kamera AVT-BC2, AVT, Horn, Deutschland) und einer 20-
fachen VergroRerung (Wild-Mikroskop, Wild, Heerbrugg, Deutschland)
durchgefuhrt.

Zur Bestimmung der Oberflache wurde mit Hilfe eines Cursors die
Metalloberflache abgetastet und die erhaltenen Pixel der beschriebenen Areale
mit einem, bei der Kalibrierung errechneten, Referenzwert multipliziert. Zur
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zweidimensionalen Langen- und Oberflachenermittiung wurde der Stent
aufgeschnitten und mit einem expandierten Ballon flach ausgerollt (Speedy Plus
PTCA-Ballon, 3,0 mm, Schneider Europa, Deutschland). L&nge, Durchmesser
und die Metalloberflache von allen Abschnitten der Stents wurden daraufhin

gemessen und in morphometrischen Einheiten angegeben.

2.7 Rasterelektronenmikroskopie (scanning

electron microscop)

Um eine exaktere Analyse des Designs der Stents zu erhalten, wurden
Untersuchungen mit einem Rasterelektronmikroskop (DSM 940, Zeiss, Jena,
Deutschland) durchgefihrt. Um eine iatrogene Kontamination und
Veranderungen der Oberflache zu vermeiden, wurden die Stents ohne Kontakt
mit biologischem- oder Fremdmaterial den anschlieenden Untersuchungen
weitergegeben. Diese Messungen wurden unter Vakuum (10 Pa bis 10 Pa)
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Struktur der Stents wurde sowohl vor als
auch nach der Dilatation durch einen Speedy Plus-Ballonkatheter analysiert,
wobei der Druck, mit dem der Ballon aufgeblasen wurde, 12 Atm betrug.
Chemische Elemente der Oberflaiche wurden mit einer 200-fachen
VergroRerung, die Oberflachenstruktur mit einer 1000-fachen Multiplikation
dargestellt. Die Expansion der Stents wurde in der originalen, noch sterilen,
Verpackung durchgefuhrt.

2.8 Energiedispersive Rdntgen-Mikroanalyse

(energy dispersive x-ray analysis)

Um Informationen Uber die DLC-beschichteten Stents zu bekommen, wurde auf
eine Mikroanalyse mittels RoOntgenstrahlen zuriickgegriffen, bei denen die
gleichen “Standardbedingungen® vorlagen wie bei den SEM-Untersuchungen.

Mit Hilfe dieser Technik war es mdoglich, eine semiquantitative Analyse von
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Elementen der Metallegierung und der Beschichtung selbst zu erstellen. Durch
die rickwartige Bestrahlung der Stents kam es zu einem Zusammenstol3 der
Elektronen mit der Oberflache und Gammaquanten wurden freigesetzt. Die bei
der SEM freigesetzte, charakteristische Rontgenstrahlung wurde benutzt, um
eine semiquantitative Analyse der Oberflachenelemente durchzufiihren und die
Probenpartikel nicht zu zerstoren. Die Messung erfolgte an einem Oxford-Link-
Analyser (Oxford Instuments, Wiesbaden, Deutschland) mit einem Berillium-
Detektions-Set. Wegen der hohen Freisetzung von Réntgenstrahlen und der
sehr begrenzten Detektionsrate (Wellenlange <1keV (NaK-Strahlung)), konnten
Elemente mit einer Massenzahl, die kleiner war als 11 (Kohlenstoff), nicht mehr

erkannt werden.

2.9 Atomabsorptionsmassenspektrometrie (atomic

absorption spectrometry)

Nach der Plasmapherese wurde das humane Plasma bei einer Temperatur
zwischen +2°C und + 4°C in einem temperierten Raum fir Blutkonserven
gelagert. Fir die Atomabsorptions- (AAS) und die Plasma-
Massenspektroskopie (ICP-MS) wurden jeweils 8 ml Plasma in 12
Plastikbehaltnisse (Hain Diagnostika, Nehren, Deutschland) geflllt. In die
Kivetten wurden jeweils 6 beschichtete (DLC) und 6 unbeschichtete Stents
gelegt und bei 37°C inkubiert (Heraeus, Hanau, Deutschland). Alle Proben
wurden mehrmals pro Tag vorsichtig gemischt um einen optimalen Kontakt von
Stent und Plasma herzustellen. Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden dann
jeweils 2 ml des Plasmas aus den Proben entnommen und daran die
Freisetzung von Nickel-, Chrom-, Mangan- und Molybdan-lonen untersucht. Um
einen Referenzwert bzw. einen Nullwert zu erhalten, wurden die gleichen
Untersuchungen an unbehandeltem Plasma durchgefiihrt. Sie wurden spéter
auch als Basiswerte fur die Endberechnungen herbeigezogen.

Fur die Untersuchungen der Atomfreisetzung wurde ein Elmer Zeeman 5100PC
Spektrometer (Perkin-Elmer, Norwalk, USA) benutzt, der mit einem HGA-600
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Graphit-Réhrenbeschleuniger und einem AS-60 Autosampler (Perkin-Elmer)
bestuckt war. Damit wurden die Nickel- und Chrom-Analysen durchgefuhrt.[63,
64] Die Wellenlange des Instruments lag bei A 232 nm bei der
Nickeluntersuchung und bei A 357,9 nm bei der Chromanalyse. Die
Schlitz6ffnung betrug 0,2 nm bei Nickel bzw. 0,7 nm bei Chrom. Die Lichtquelle
wurde auf 25 mA eingestellt; fur die Atomisierung wurde eine beschichtete
Graphitréhre (Perkin Elmer) benutzt. Die unterschiedlichen Temperaturstufen

sind in der folgenden Tabelle (Tabelle 1) angegeben.

Tabelle 1: Grund- und Temperatureinstellungen fur die Untersuchung von

Nickel- und Chromionen mittels der AAS (Atomabsorption)

Nickel

Stufe 1 2 3 4 5 6
Temperatur (°C) 80 120 | 1400 | 2500 | 2600
Anlaufzeit/sec 10 30 30 0 1
Verweildauer/sec 10 30 20 5 5
Interne GasfluRBrate ml/Min. | 300 | 300 | 300 10 | 300

Chrom

Stufe 1 2 3 4 5 6
Temperatur (°C) 80 120 | 900 | 1200 |2500 | 2600
Anlaufzeit/sec 10 40 10 1 0 1
Verweildauer/sec 10 30 20 20 ) )
Interne GasfluRrate ml/Min. | 300 | 300 | 110 | 110 | 20 | 300

Um die Matrixindifferenzen zu minimieren wurde fur die Beurteilung von Nickel
und Chrom eine Standard-Additionsmethode herbeigezogen. Als Reagenz
wurde eine Lo6sung, bestehend aus destilliertem Wasser (Easypure RF,
Barnstead Thermolne, Dubuque, lowa, USA) und 1 ml/l Nitrit (Merck) benutzt.
Gleiche Teile der Standardlésung und Nickelstandard (20 ng/ml und 40 ng/ml;
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Riedel de Haen, Hannover) wurden in Eppendorf-Réhrchen (Eppendorf,
Netheler und Hinz, Hamburg) mit den Proben vermischt. Bei den Chromproben
wurde der Chromstandard (20 ng/ml und 40 ng/ml; Riedel de Haen) verwendet.
Nach der Zentrifugation wurden die Proben in Doppelbestimmung analysiert.
Mit Hilfe einer Software (Perkin-Elmer) wurde eine Kalibrationskurve der Proben
erstellt, mit der die Konzentration der abgegebenen Nickel- und Chrom-lonen

errechnet werden konnte.

2.10 Induktiv gekoppelte Plasma-
Massenspektrometrie (inductively coupled

plasma-mass spectrometry)

Molybdan und Mangan sind gleichzeitig mit einem HP 4500 ICP-MS (Hewlett
Packard GmbH, Waldbronn, Deutschland) untersucht worden. Auch bei der
ICP-MS-Analyse wurden gleiche Teile der Referenzlésung, des Standards und
der Proben in Plastikkivetten (Hain Diagnostika) pipettiert. Als interner
Standard wurden noch 10 pl Rhodium (10 pg/ml) und 2 ml Nitrit 65% (Merck) zu
jeder Probe gegeben. Nach 15 Min. Inkubation, wurden weitere 6 ml des
destillierten Wassers dazugegeben. Die so erhaltenen Proben wurden
zentrifugiert und in den Autosampler (Hewlett Packard) gestellt. Die
Standardkonzentrationen (Riedel de Haen) fur Mangan lagen bei 25 ng/ml und
50 ng/ml und fir Molybdan bei 5 ng/ml und 10 ng/ml. Die ICP-MS-Einstellungen
waren: 1250 W; DurchfluBrate des Plasmagases (Argon) war 15,0 I/min,
Flurate des Tragergases (Argon) 1,22 I/min und Mischgas (Argon) 0,1 I/min;
Alle 2 Min. wurden Proben entnommen; die Rate der Wiederholungen lag bei
zwei. Die lonenlinsen wurden dabei genau auf eine Masse von 7,89 und 205

eingestellt.
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2.11 Diamond-like carbon beschichtete intrakoronare
Stents

Stents aus rostfreiem Stahl (316L) waren mittels einer hochfrequenten,
chemischen Dampfstrahimethode mit einem diamond-like carbon beschichtet
worden (Phytis L.D.A., Funchal, Portugal). Diese Schicht hatte eine Dicke von
ca. 70 nm und uberzog die Innen- und Aul3enflache des Stents (Diamant AS 9).
Vor der Beschichtung wurde der Stent elektronisch gereinigt. Die noch nicht
expandierten Stents hatten eine Lange von 8,6 mm und bestanden aus 4 DLC-
beschichteten Stahlschleifen, sog. Loops, die durch eine Briickenstruktur
zusammengefugt waren. Die normale Dicke der Stentwand betrug 60um + 10
%.

2.12 Statistik

Die Software-Programme Statview® 4,5 (Abacus Concepts Inc., Berkeley, USA)
Excel® (Microsoft, Redmond, WA, USA) und SPSS® (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) wurden fur die statistischen Analysen verwendet. Der Datenvergleich
wahrend der DurchfluRzytometrie, ASS und ICP-MS wurde mittels des
Friedman-Tests analysiert. Die Ergebnisse der MCFI- und die Prozentwerte der
AK-spezifischen, positiven Ergebnisse der Durchflul3zytometrie, der ASS- und
des ICP-MS Messung werden als Mittelwerte (MW) + SD angegeben.
Datenvergleiche in Bezug auf AAS- und ICP-MS Ergebnisse wurden post-hoc
mittels des Wilcoxon-2-Proben-Tests berechnet. Ansonsten wurde der t-Test fur
andere Vergleiche verwendet. Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch

signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Durchflu3zytometrie und Lichtmikroskopie

In Vorexperimenten war das Schlauchsystem als Ausléser fur eine eventuelle
Aktivierung der Plattchen untersucht worden; da dies nicht der Fall war, konnte
dies in der Arbeit ausgeschlossen werden.[65] Auch in der vorliegenden Studie
konnten  keine  nennenswerten  Anderungen  bei  Struktur-  oder
aktivierungsabhangigen Antigenen in den Kontrollsystemen festgestellt werden
(p=0,6 fur CD41a; p=0,1 fur CD42b; p=0,9 fur CD62p und p= 0,8 fur CD63).
Ebenso konnten keine Mikropartikel nachgewiesen werden.

Untersuchungen der Stents zeigten keine Veranderungen der MCFI flir die
Strukturantigene CD4l1a und CD42b. Die MCFI von nicht beschichteten und
auch von DLC-beschichteten Stents anderte sich wahrend der Zirkulation nicht
(p=0,6 fir CD41a und p=0,1 fir CD42b; siehe auch Tabelle 2).
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Tabelle 2: DurchfluRzytometrische Analyse von Stukturantigenen der
Thrombozyten

Zeit ohne |unbesch. DLC- ohne |unbesch. DLC-
Stent Stent Stent Stent Stent Stent
CD4l1a | CD4la | CD41a | CD42b | CD42b | CD42b

0. Min. | 1176,4 | 1139,1 | 1133,8 | 332,1 335,2 324,8
+67,2 | £+82,6 | +116,6 | +£8,9 +30,6 | £11,0

2. Min. | 1155,0 | 1142,0 | 1132,8 | 337,7 347,6 328,2
+754 | £83,1 | £66,0 | £139 | £51,6 | £10,2

4. Min. | 1160,0 | 1148,2 | 1137,4 | 324,1 338,1 336,6
+685 | +97,8 | £60,6 +4,6 +41,1 | +35,7

6. Min. | 1173,3 | 1147,1 | 1156,0 | 329,0 333,8 324,6
+899 | £95,7 | £74,7 | £149 | £40,8 | £52,2

8. Min. | 1195,6 | 1141,7 | 1149,1 | 336,8 336,1 331,6
+656 | £+858 | £+37,2 | £22,8 | £40,7 | £449

10. Min. | 1173,4 | 1136,1 | 1104,6 | 334,2 341,5 333,4
+494 | £956 | +1049 | +£138 | £39,2 | £43/4

Die durchfluBzytometrischen Messungen zeigen, dal3 weder in den Systemen

mit den unbeschichteten, noch in denen mit DLC-Stents oder in denen ohne

Stent mal3gebliche Veranderungen der Strukturantigene CD41la und CD42b.

Die Ergebnisse sind im MCFI gemessen und als Mittelwert + 1 SD angegeben.

Im Gegensatz dazu verédnderte sich die Fluoreszenzintensitat fur die

aktivierungsabhangigen Antigene CD62p und CD63 bei unbeschichteten Stents

signifikant. Die Analyse von CD62p zeigte einen Anstieg der MCFI von 13,3 +

1,4 bei 0 Minuten auf 54,7 + 6,2 bei Minute 10 (p<0,05). CD63 stieg von 13,3 +

0,8 MCFI auf 43,2 + 4,0 MCFI an (p<0,05). Obwohl es auch bei den DLC-

beschichteten Stents bei den Antigenen CD62p und CD63 zu einem Anstieg
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kam, lag dieser um ein vielfaches niedriger als bei den Stents ohne die DLC-

Beschichtung (CD 62p und CD63 p<0,05 bei Minute 10 gegenuber der O.

Minute; siehe auch Tabelle 3).

Tabelle 3: DurchfluBzytometrische Analyse der aktivierungsabhangigen
Antigene von Thrombozyten

Zeit ohne unbesch. DLC ohne unbesch. DLC
Stent Stent Stent Stent Stent Stent
Min. | €D62p | CD62p | CD62p | CD63 CD63 CD63
0. Min.| 13,9 13,3 12,8 13,7 13,3 13,1
+1,7 +14 +1,1 +1,2 +0,8 +1,0

2.Min.| 13,8 19,8 18,2 13,5 17,7 15,1
+1,0 +4.,4 +2,1 +1,8 +1,7 +1,0

4. Min. | 14,0 27,8 23,2 14,0 21,2 18,7
+1,4 +3,5 +1,8 +1,3 +1,9 +0,7

6. Min.| 13,4 33,5 27,6 13,5 26,0 21,9
+1,5 +4,6 +2,7 +1,9 +2,0 +1,2

8. Min.| 13,8 40,4 32,5 13,8 31,6 25,1
+1,6 +4,0 +2,6 +2,4 +2,1 +1,3

10. 13,6 94,7 38,9 13,8 43,2 31,2
Min. +1,5 +6,2 +4,7 +1,6 +4,0 +2,3

Wahrend das plattchenreiche Plasma in dem in vitro-System zirkulierte, kam es
zu einer Aktivierung der Thrombozyten. In dem System ohne Stents konnte
keine Anderung der MCFI von CD62p und CD63 festgestellt werden. In dem
System, in dem sich die unbeschichteten Stents befanden, konnte man
allerdings eine signifikante Erhohung feststellen. Im Vergleich dazu war der

Anstieg der MCFI in den Systemen mit DLC beschichteten Stents um ein
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vielfaches niedriger. Die Ergebnisse sind im MCFI gemessen und als Mittelwert

+ 1 SD angegeben.

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Stents zeigte nach Durchfihrung der
Versuche, dal3 mehr Plattchen an der Oberflache der unbeschichteten Stents
adharierten als bei denen, die eine DLC-Beschichtung aufwiesen. Diese
Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen tberein
die fanden, dal3 bei Oberflachen, die mit einer chemischen Hochdruck-Diamant-
Beschichtung versehen waren, es zu einer geringen Adhasion, wie auch zu
einer verminderten Aktivierung von Zellen kam.[17] Die lichtmikroskopischen
Feststellungen sind zwar schwer zu quantifizieren; Man kann, da das Anheften
an Materialien hauptsachlich auf aktivierte Thrombozyten zurtckzufuhren ist,
jedoch folgern, daf} die Menge an aktivierten Plattchen in der Suspension, bei
der 316L Metallstents verwendet wurden, héher gewesen sein muf3, als bei den
DLC-beschichteten Stents.

3.2 Zellkultur: von glatten Muskelzellen und

Endothelzellen

Die Vermehrungsrate der glatten Muskelzellen in den Kulturen mit DLC-Stents
zeigte keinen grundlegenden Unterschied zu den Kontrollkulturen. Die Anzahl
der SMC am 7. Tag lag bei 7,1 + 0,7 x 10 * Zellen und in der Kontrollkultur bei
7,6 £ 0,7 x 10* Zellen (p=0,65). Die Vitalitat, nachgewiesen durch Trypanblau-
Farbung, lag bei 98% sowohl bei den beschichteten, als auch bei den
unbeschichteten Stents. Die Proliferation von HUVEC-Endothelzellen bei DLC-
beschichteten Stents unterschied sich nicht signifikant von der unbeschichteter
Stents. Die HUVEC-Anzahl in Kulturen mit einem DLC-Stent lag am 7. Tag bei
7,4 + 1,2 x 10* Zellen und bei der Kontrolle bei 8,1 + 1,2 x 10* Zellen (p=0,37).
Die Zellvitalitat lag hier bei 99%, sowohl bei DLC- als auch bei unbeschichteten
Stents. Daraus kann geschlossen werden, dall das Zellwachstum von
Endothelzellen, wie auch von glatten Muskelzellen von einem DLC-

beschichteten Stent nicht beeinflu3t wird. AuRerdem konnten keine toxischen
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Einflisse durch die Beschichtung auf die untersuchten Zellen nachgewiesen

werden.

3.3 Videomorphometrie

Die Videomorphometrie der DLC-beschichteten Stents zeigte eine
Gesamtlange der Stents von 8,78 mm in nicht expandierter Form und 8,19 mm
nach der Ballondilatation. Die Lange des Hauptsegments - vom Ursprung an
gemessen - betrug 1,19 mm vor und 1,32 mm nach Expansion, in der Mitte 1,44
mm bzw. 1,32 mm. Das Uberbriickungssegment maf3 0,12 mm bzw. 0,14 mm.
Der aulRere Durchmesser betrug 1,54 mm, in gedehnter Form 3,07 mm.

3.4 Rasterelektronenmikroskopie (scanning

electron microscopy)

Unter Verwendung einer 200-fachen VergroRerung konnte mit Hilfe des
Elektronenmikroskops eine Oberflachenbetrachtung jeder einzelnen Strebe des
Stents gewahrleistet werden. Weitere Strukturanalysen zeigten 6 gedrehte
Ringe, so wie aufeinander gesteckte Spiralen. Die H6he jedes Ringes mal3 80,6
um und hatte eine Weite von 154,6 um. Diese Hauptsegmente waren durch 6
Streben miteinander verbunden. Jede davon hatte eine Lange von 144,0 um.
Die Oberflachenbetrachtungen zeigten, dal’ diese sehr glatt waren und an allen

Filamenten abgerundete Ecken hatten.

Die Stents waren mit einer Beschichtung von 1 nm Dicke Uberzogen, wobei
diese an einigen Stellen etwas differierte. Obwohl der luminale Teil der Stents in
den meisten Teilen voll beschichtet war, konnte man einige kleine Stellen
finden, an denen die Oberflachenbeschichtung dinner und die metallene
Struktur der Stents leichter erkennbar war. Diese Areale machten ca. 20 % der

luminalen Beschichtung aus.
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Abbildung 9:

Abbildung 10:

Darstellung der glatten Oberflache eines DLC-beschichteten
Stents in  500facher VergroBerung (mit freundlicher
Genehmigung von Dr. P.H. Grewe; Abteilung fur Kardiologie

und Angiologie, Universitatsklinik Bergmannsheil, Bochum)

1.000fache VergroRerung eines beschichteten Stents mit
kleinen, dunner beschichteten Arealen. (Mit freundlicher
Genehmigung von Dr. P.H. Grewe; Abteilung fur Kardiologie

und Angiologie, Universitatsklinik Bergmannsheil, Bochum)
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3.5 Energiedispersive Rontgen-Mikroanalyse

(energy dispersive x-ray analysis)

Bei der semiquantitativen Roéntgenanalyse zeigte sich, dal3 die elementare
Zusammensetzung der Metallegierung zu 65,1 % aus Eisen, 19,8 % Chrom,
12,0 % Nickel und 0,003 % Schwefel bestand. Diese Zusammensetzung ist
charakteristisch fir rostfreien 316L-Stahl. Die EDX-Ergebnisse waren bei
beschichteten und unbeschichteten Stents deshalb gleich, da mit dieser
Analyse nur Atome erfal3t werden konnen, die eine hohere Massenzahl als 6

haben.

3.6 Atomabsorptions-Massenspektrometrie

(atomic adsorption spectrometry)

Die Genauigkeit der Interassay-Prazision fur Nickel und Chrom lag bei 12,9 %
und 4,7 %, wahrend die Prazision des Intra-Assays bei 4,7 % und 7,9 % lag.
Der Grenzwert der Erkennung lag fur Nickel bei 0,9 ng/ml und fiir Chrom bei 0,3
ng/ml. Fur Mangan und Molybdan betrug die Inter-Assay-Genauigkeit 1,9 %
und 3,7 % ICP-MS Analyse, die der Intra-Assay-Prazision 7,9 % und 4,4 %. Die
Erkennungsgrenze fiir Mangan und Molybdan lag bei 0,5 ng/ml bzw. 0,2 ng/ml.
Die Hintergrundgerausche bei AAS und ICP-MS lagen unter 10 Ereignissen pro
Sekunde.

Bei der AAS-Analyse von Nickel- und Chromionen konnte Uber einen Zeitraum
von 96 Stunden die Freisetzung hoher Mengen dieser lonen bei den nicht
beschichteten Stents festgestellt werden. Bei Nickel lag die lonenabgabe bei
100,7 £ 72,0 ng/8ml humanen Plasmas nach 24 Stunden (p<0,05 im Vergleich
zum Ausgangswert),und bei 29,4 + 29,5 ng/8ml nach 96 Stunden (p<0,05 im
Vergleich zum Ausgangswert). Bei Chrom lag die Freisetzung bei jeweils 26,1 +
18,2 ng/8ml nach 24 Stunden und 17,0 + 16,0 ng/8ml nach 96 Stunden

(p<0,05). Im Gegensatz dazu konnten bei den DLC-beschichteten Stents nur

52



sehr geringe Konzentrationen freigesetzter Nickel- und Chrom-lonen
nachgewiesen werden (p<0,05 im Vergleich zu nicht beschichteten Stents fir
Nickel und Chrom an allen Tagen; siehe Tabelle 4). Die Mel3werte zeigen hohe
Werte bei den nichtbeschichteten Stents; bei den DLC-Stents wurden hingegen
nur geringe Mengen von Nickel und unwesentliche Mengen von Chrom

freigesetzt.

Tabelle 4: Ergebnisse der AAS fir Nickel- und Chromionen.
Nickel Nickel Chrom Chrom
Zeit unbeschichte| DLC-Coat unbeschichte| DLC-Coat
t t

24 h 100,7+72,0| 143+3,7 | 26,1+18,2| 15%+0,5

48 h 62,8 +48,0 | 150+8,5 | 422+338| 1,4+05

72 h 39,9+38,6 | 12,2+3,7 | 26,0259 | 15+0,3

96 h 294+295| 71+44 |1/0+£16,0| 1,4+0,3

Die Mengen der Nickel- und Chromionen, die wahrend der Lagerung von Stents
in Plasma Uber einen Zeitraum von 96 Stunden abgegeben wurden, sind als
Mittelwert + 1 SD (n=6) dargestellt und beziehen sich auf Mel3werte in ng/8ml

Plasma.

3.7 Induktiv gekoppelte Plasma-
Massenspektrometrie (inductively coupled

plasma-mass spectrometry)

Ahnliche Eindriicke wurden bei den ICP-MS-Untersuchungen erzielt. Hohe
Konzentrationen von Molybdéan und Mangan wurden Uber alle Tage hinweg von

den nicht beschichteten Stents freigesetzt (p<0,05 im Vergleich zum
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Ausgangswert), wahrend nur geringe Mengen dieser lonen bei den DLC-

beschichteten Stents gemessen werden konnten (p = 0,1 fir Molybdan und p =

0,4 fir Mangan verglichen mit deren Ausgangswert; siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Massenspektroskopische Analyse (ICP-MS) der Freisetzung
von Mangan- und Molybdéanionen.
Mangan Mangan Molybdan Molybdan
Zeit unbeschichte| DLC-Coat |unbeschichte| DLC-Coat
t t
24 h 13,5+6,1 1,3+0,3 27,1+11,0 29+1)9
48 h 11,4+5,0 0,9+08 |269+124 | 35%+31
72 h 8,3+3,9 1,7+0,5 23,0 £8,9 32+1,5
96 h 42+19 1,4+05 18,7 £ 3,7 2,4+0,9

Die Ergebnisse in Tabelle 5 zeigen die niedrigen Mengen freigesetzter lonen
bei DLC-beschichteten Stents. Im Gegensatz dazu wurden bei unbeschichteten
Stents hohe Mengen an Molybdan- und Manganionen freigesetzt. Die Daten
sind als Mittelwerte + 1 SD (n=6) dargestellt und beziehen sich auf Mel3werte in

ng/8ml Plasma.
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4 Diskussion

Bisher wurden mehrere Versuche unternommen, um die Biokompatibilitat
intrakoronarer Stents zu verbessern und die Aktivierung von Thrombozyten
herabzusetzen.[15] In dieser Studie wurde ein Profil Uber die in-vitro
Biovertraglichkeit von Stents erstellt, die mit diamond-like carbon (DLC)
beschichtet sind.

Diamond-like carbon ist eine chemisch sehr reaktionstrage, extrem harte und
impermeable Beschichtung eines Hydrogenkarbonat-Gases.[16] Chemische
sowie elektrische  Widerstandsfahigkeit, aber auch ein  niedriger
Reibungskoeffizient und Wasserundurchdringlichkeit sind weitere Vorteile
dieser fir die biomedizinische Anwendung geeignete Substanz.[66] Die
biologische Vertraglichkeit von DLC wurde schon in verschiedenen Tests
untersucht und nachgewiesen. In vitro-Tests an Fibroblasten von Mausen
zeigten, dafl} es durch die Verwendung von DLC zu keiner Zellschadigung
kommt.[16, 67] Ahnliche Ergebnisse wurden von der Arbeitsgruppe Parker et al.
erarbeitet. Sie konnten in vitro an Mausefibroblasten nachweisen, daf? DLC auf
diese Zellen nicht toxisch wirkt, sondern dal3 ein normales Wachstum
stattfindet.[68] Lu et al. zeigten, dal3 DLC weder einen toxischen Effekt auf
menschliche, embryonale Nierenzellen, HEK 293-Zellen, oder hamatopoetische
ML-1-Myeloblasten hat.[66] Die Ergebnisse unserer Studie stehen im Einklang
mit den oben genannten Erkenntnissen. Auch unsere in vitro-Untersuchungen
zeigten weder einen toxischen noch einen wachstumsbehindernden Effekt von
DLC auf glatte Muskelzellen aus GefaRen oder endothelialen Zellen. Die
Tatsache, dal3 es durch DLC zu keiner Veranderung der Zellproliferation der
Endothelschicht kam, ist ein Hinweis auf die “weiche Endothelisierung®, also die
Einbettung von Stents in die GefaRwande. Dies ist eine wichtige Erkenntnis fur
die Vorbeugung von Stent-induzierten Thrombosen und Restenosen innerhalb
der Stentlumina.[69]

Die Labortechniken, die bis heute fur die meisten Versuche von Biomaterialien

herangezogen wurden, haben immer eine Zellsuspension als Ganzes

untersucht. Es ist jedoch die einzelne Zelle, die auf einen gegebenen Stimulus
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reagiert. Eine Technik, die alle Mdglichkeiten implementiert, um einzelne Zellen
zu untersuchen, ist die Durchflul3zytometrie.[18, 70] Durch diese hochsensitive
Multiparametertechnik ist es moglich geworden, zellulare Antigene und deren
Verédnderungen, die durch den Kontakt mit biologischen Materialien induziert
werden, zu analysieren.[71] Wir konnten in unseren Untersuchungen zeigen,
dal3 diese Methode auch bei in vitro-Versuchen fur Stents eingesetzt werden
kann.[65] In Untersuchungen konnten wir bei der Messung der Strukturantigene
CD42b (GPIb-V-IX) und CD4la (GPllb-llla) weder eine Veradnderung der
Antigenexpression in den Kontroll-Schlauchsystemen, also den in Vvitro-
Systemen ohne Stents, noch in den Systemen nachweisen, in denen sich
entweder ein unbeschichteter oder ein DLC-beschichteter Stent befand.
Weiterhin konnte auch keine Plattchenaktivierung in den Kontrollsystemen
festgestellt werden: Ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenz-Expression von
CD62p (P-Selektin) und CD63 war allerdings in den Systemen festzustellen, in
denen sich unbeschichtete 316L Stahl-Stents befanden.

CD62p und CD63 sind zwei Antigene, die eine Aktivierung von Thrombozyten
anzeigen. Es sind Glykoproteine, die, nachdem das Plattchen von bestimmten
Stimuli aktiviert worden ist, aus intrazellularen Kompartimenten, bei CD62p aus
den o- und bei CD63 aus den lysosomalen Granula, an die Zelloberflache
transloziert werden. Dies geschieht nach erfolgtem Stimulus durch Sekretion
Uber das Oberflachen-verbindende Kanalsystem (surface connecting
canalicular system). Durch dieses werden die Antigene auf die &aulRere
Zelloberflache der aktivierten Thrombozyten geschleust und dort exprimiert.
Hier kdnnen sie dann spater mit mAK markiert und durchfluRzytometrisch
detektiert werden.[72, 73]

Thrombozyten reagieren sehr sensibel auf verschiedene Stimuli, durch die sie
auch aktiviert werden kénnen. Deshalb eignet sich die Messung der
Thrombozytenaktivierung auch als Mittel, um die Vertraglichkeit von neuen
Biomaterialien und Instrumenten zu untersuchen.[9, 65, 74] Die Ursache fir den
Anstieg der Expression von Antigenen, die nur bei Aktivierung nachweisbar ist,
liegt unter anderem im Kontakt des Blutes mit der nicht-biologischen
Metalloberflache.[9, 10] Aber auch durch Scherkrafte, Unterschiede der
FlieBbedingungen in der Nahe der Stents, sowie Turbulenzen an den nicht-
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biologischen Metalldrahten der Stents, also durch den nicht endothelialen
Kontakt, konnen Veranderungen der Thrombozytenantigene erfolgen. Meist
kommt es dabei zu einer Aktivierung der Plattchen und zu damit verbundenen,

erhohten thrombotischen Potentialen.[9, 75]

Unsere durchflu3zytometrischen Analysen haben ergeben, dal3 im Vergleich zu
den nicht beschichteten 316L-Stahlstents, die DLC-Stents eine signifikant
niedrigere Plattchenaktivierung nach sich ziehen. Dies ist deshalb von
Bedeutung, weil durch die Aktivierung bestimmte Wachstumsfaktoren
freigesetzt werden kbénnen, z.B. der platelet-derived growth factor, oder der
basic fibroblast growth factor. Sie wirken vor allem als Trigger bei der
Entstehung von Restenosen.[76, 77] Diese Faktoren sind Mitogene und Uben
einen pharmakologischen EinfluR auf die glatte GefaRmuskulatur aus. Weiterhin
steigern Sie auch noch die Syntheserate von Matrixproteinen. Sowohl
Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen, als auch die Synthese der
Matrix sind pathophysiologische Vorgange, die direkten EinflulR auf die
Restenose haben konnen.[76, 77] Daher ist es anzustreben, die
Thrombozytenaktivierung und die daran gekoppelte Freisetzung von
Wachstumsfaktoren zu minimieren oder zu inhibieren. Dies kann bei Stents

durch eine Beschichtung der Oberflache erreicht werden.

DLC-Beschichtungen sind fir ihre besonders weiche Oberflache bekannt, so
dald Scherkrafte, die an der Kontakizone zwischen Blut und Biomaterial
entstehen, deutlich verringert werden. Verglichen mit anderen Stentmodellen
zeigten die Ergebnisse unserer elektronenmikroskopischen Analysen der DLC-
beschichteten Stents eine sehr glatte Oberflache mit homogenen, rund
geformten Streben.[78] Auch lieR sich durch die morphometrischen
Videoanalysen die sehr homogene Expansion der Stents nachweisen. Ebenso
lieRen sich keine Uberexpansionen der Stents nachweisen, wie sie manchmal
in  Gebieten arterieller Wandverletzungen in vivo vorkommen. Die
Oberflachenstruktur und das Expansionsverhalten dieser Stents hat daher
maoglicherweise eine Reduktion der Scherkrafte und der konsekutiven

Aktivierung der Plattchen im in vitro-Modell mitbewirkt.
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Die Tatsache, dal? der Unterschied zwischen den Stents (316L stainless steel +
DLC) nur in der Oberflachenbeschichtung zu liegen scheint, liefert noch keine
Erklarung fur die niedrigere Aktivierung der Thrombozyten bei den DLC-
beschichteten Stents. Um dieser Frage nachzugehen, wurden die Stents mittels
der Rontgenmikroanlayse untersucht.[79] Hierbei konnten nur kleine Areale der
zugrundeliegenden Nickel-Chrom-Legierung entdeckt werden. Die Carbon-
Bestandteile konnten mit dieser Technik allerdings nicht nachgewiesen werden,
da mittels dieses Verfahrens nur Atome erkannt werden kdnnen, die ein hGhere
Massenzahl als 11 besitzen. Bei der elektronenoptischen Untersuchung der
Stentareale durch das Rasterelektronenmikroskop konnte dennoch eine nahezu
komplette DLC-Beschichtung der inneren, aber auch der auf3eren Oberflache
der Stents feststellt werden. Nur minimale Oberflachen-Areale zeigten eine
Verminderung der DLC-Schichtdicke.[79]

Vor ca. 40 Jahren hat man herausgefunden, daflR Oberflachen von
Biomaterialien mit Carbon beschichtet werden koénnen.[80] In Analogie zu
dieser Technik wurde auch der DLC-Stent in unserer Studie beschichtet. Dazu
wurde ein chemisches Verfahren gewahlt, das die Beschichtung mittels Dampf
auftragt. Diese Methode konnte so modifiziert werden, daf3 es moglich wurde,
sowohl die innere, als auch die &ulRere Oberflache des Stents mit der DLC-
Schicht zu Uberziehen. Dies ist ein wesentlicher Unterschied zu den meisten
kommerziell erhéltlichen Stentmodellen, die haufig nur auf der AuRenseite eine
Beschichtung tragen. Zusatzlich haben viele Stents nur eine unvollkommene
Beschichtung. Man spricht dann von sog. “schwarzen Lochern®.[52] In diesem
Fall fehlen die protektiven Eigenschaften in diesen Bereichen, wodurch ein
direkter Kontakt zwischen Blut und dem Biomaterial ermdglicht wird, und so die
erwahnten Nebenwirkungen induziert werden konnen. Wenn diese Stents
wahrend der Expansion in die arterielle Wand gedriickt werden, interagieren sie
mit den Endothelzellen und den glatten Muskelzellen der Gefallwand der
Arterien. Die innere Oberflaiche der Stents, der diese biovertragliche
Beschichtung fehlt, tritt mit dem Blut und den anderen Blutbestandteilen in
Kontakt.

Alle diese Charakteristika, das Fehlen bzw. die nicht vollstandig vorhandene

Beschichtung der Stents, resultieren in einer erhéhten Interaktion des Blutes mit
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den Bioprothesen. Wie bereits erwahnt, war die Thrombozytenaktivierung, die
mittels durchflul3zytometrischer Verfahren untersucht worden ist, bei den in-
vitro-Versuchen, die unter identischen experimentellen Bedingungen
stattfanden, mit den nicht-beschichteten Stents signifikant hoher als bei
Versuchen mit DLC-beschichteten Stents. Der Aktivierungsprozel3 der
Plattchen wird wahrscheinlich auch durch sehr geringe Konzentrationen von
Metallionen getriggert.[11] Deshalb gingen wir von der Hypothese aus, daf}
ungleich mehr Metallionen von dem Stent abgegeben werden, wenn keine
Beschichtung vorliegt. Um diese Fragestellung zu untersuchen, setzten wir die
induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS) ein. Diese Technik
gestattet die simultane Detektion von Mangan- und Molybdanionen. Die ICP-
MS-Methode ist eine Multielement-Technik mit breitem dynamischen Spielraum,
niedrigem Hintergrund und exzellenter Signalstabilitat. Aufgrund von
Matrixinterferenzen war es nicht maglich, Nickel- oder Chromionen mit der ICP-
MS Methode zu detektieren. Hierfur wurde die
Atomabsorptionsspektrophotometrie eingesetzt. Diese sind zur Zeit die
geeignetsten Methoden fir eine quantitative Erfassung von lonen mit hdchster
Spezifitat und Selektivitat. Die Ergebnisse unserer Analysen zeigten eine
signifikante Abgabe von Metallionen bei nicht-beschichteten Stents. Die lonen,
die wir analysiert haben - Chrom, Mangan, Molybdan und Nickel - stellen
Komponenten der 316L-Stahlstents dar. Die lonenabgabe folgte dabei einer
abnehmenden Tendenz wéhrend der vier-tagigen Untersuchung. Dieser Effekt
wurde wahrscheinlich durch die Sattigung oder Modifikation der Stentoberflache
ausgelost, zum Beispiel durch Proteinadsorption oder durch Ablagerungen von
Plasmabestandteilen auf dem Metall. Im Gegensatz zu den 316L-Stents konnte
bei den DLC-beschichteten Stents keine bzw. nur eine geringe Abgabe dieser

Metallionen gemessen werden.

Einer der Hauptursachen fir das Scheitern von Metallimplantaten ist die
Korrosion.[16] Die Gruppe von Fergusson, aber auch andere Arbeitsgruppen
konnten zeigen, dal3 verschiedene Metallarten nach einer Implantation zu
einem bestimmten Grad korrodieren.[81, 82] AufRerdem konnte Fergusson
herausfinden, daf3, wenn es zu einer lokalen Anhaufung eines Elements in der
Umgebung eines Implantats kommt, dieser Prozel3 auch stattgefunden hatte,
wenn das Element in der Legierung des Implantats enthalten gewesen
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ware.[81] Klein und Kollegen demonstrierten, dal’ sogar eine kleine Menge von
Metallionen haufig verwendeter Legierungen bei Prothesen die Zelladh&sion
und die Exprimierung von Zelladhasionsmolekilen wie ICAM-1, ELAM-1 und
GMP-140 (P-Selektin) innerhalb weniger Minuten steigert.[11] Eine erhéhte
Expression dieser Liganden wurde auch von anderen Gruppen festgestellt.[83]
Diese Molekule, die zu der Familie der Selektine und Immunglobuline gehoren,
sind wichtige Bestandteile fur die Adhasionsprozesse von Thrombozyten und
Leukozyten mit den GefaRRendothelien.[84] Nach deren Expression auf der
Zelloberflache binden sie Uber NH,-terminale, Lektin-ahnliche Doménen des
Selektins mit ihren zugehoOrigen Rezeptoren, die aus spezifischen
Kohlenhydratketten aufgebaut sind, mit Leuko- oder Thrombozyten.
Normalerweise interagieren wahrend dieses Vorganges vor allem
polymorphnukleare neutrophile Granulozyten (PMN) und Monozyten mit der
aktivierten endothelialen Zelloberflache.[85] Die aktivierten Granulo- und
Monozyten beeinflussen wiederum die Integritdit der Plasmamembran,
aktivieren die Zellen der Membran und fihren so zur Bildung weiterer
Bindungsstellen fur Zellen, wodurch in Folge pathophysiologische Prozesse,
wie Entzindungen und Thrombosen hervorgerufen werden.[85] Das
thrombogene Potential wird dabei durch Metallionen und aufgrund einer
Reduktion der FlieRgeschwindigkeit des Blutes in betroffenen Arealen, weiter
erhoht. Das konnte jedenfalls flr Nickelionen in einer Tierstudie gezeigt werden,
bei der schon geringe Mengen dieses Elements zu einer Vasokonstriktion in
Arterien eines Hundeherzens filhrten, welche durch einen verstarkten Ca®'-

Einstrom in die glatten Muskelzellen der Gefal3wand hervorgerufen wurde.[86]

Patienten, bei denen eine Koronarangioplastie oder eine Stent-Implantation
durchgefuihrt wurde, haben ein erhthtes Risiko fur eine Reokklusion oder
Restenose der GefaRe, wenn Thrombozyten eine erhéhte Menge an
aktivierungsabhéangigen Antigenen exprimieren.[87, 88] Die Aktivierung der
Plattchen wird vorwiegend durch Scherkrafte und den Kontakt von Blut mit dem
Biomaterial hervorgerufen, zu dem wahrscheinlich auch der Einflu3 von
Metallionen zu z&hlen ist. Bei nicht oder nicht vollstdndig beschichteten Stents
kommt es auf Grund der vergréRerten Angriffsflache zu einer erhéhten Abgabe
von lonen. Dieser Effekt wurde von Woodman und Kollegen festgestellt, die
zeigen konnten, dal} die Konzentration an freigesetzten Nickel- und
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Chromionen von der GroRe der Metalloberflache abhangt.[89] Der Einflul3 der
Metallionen auf ihre Umgebung war daher um so groRRer, je naher sich die
Zellen an dem Stent befanden. Lux und Zeisler konnten Konzentrations-
Gradienten fur einzelne Metallkomponenten erstellen, die in Abhangigkeit zur
Entfernung zum Implantat standen.[90] Zu dem gleichen Ergebnis kamen
Neuling et al.,, die zeigen konnten, dal3 der Gradient flr die Abgabe von
Metallionen progredient mit der Entfernung von der Schicht, die dem Implantat
direkt aufliegt, in die Peripherie hin abnimmt.[91] Von den untersuchten
Antigenen spielte dabei das P-Selektin die grof3te Rolle. Mit diesem Antigen ist
auch die Zunahme einer wachsenden thrombotischen Gefahrdung
assoziiert.[87, 88, 92, 93] In Folge der Zunahme dieses Liganden kann es zu
einer erhohten Plattchen-Endothel- und Plattchen-Leukozytenadhasion
kommen. Konsekutiv konnte dieser Prozess einen Anstieg der Thrombosen
nach sich ziehen.[94-97]

In vivo koénnte die erhéhte Expression von P-Selektin auch ein wichtiger Trigger
fur Restenosen darstellen. Metallionen kdnnen auch zu einer Aktivierung von
Leukozyten fuihren und dadurch entziindliche Prozesse in den umgebenden
Geweben zur Folge haben.[84, 85] Die Beteiligung von P-Selektin in
entztindlichen Prozessen und ischamischen Verletzungen ist bekannt.[84, 98]
Die sich daraus ergebende Entzindung kann in Folge zu einer Infiltration von
Entziindungszellen und einer damit verbundenen Freisetzung von Zytokinen
und anderen Mediatoren fiihren. Hierdurch kann es zu einer Uberreaktion mit
einem  verstarkten Proliferationsverhalten im umgebenden Gewebe
kommen.[99, 100] Diese Reaktion wiederum konnte den Prozel3 der Restenose

mit erklaren.

Die direkte Projektion von in vitro-Studien auf in vivo-Bedingungen ist immer nur
begrenzt moglich. Es gibt natlrlich immer mehrere Faktoren, die zellulare und
nicht-zellulare Komponenten des Blutes in einer kunstlichen Umgebung
beeinflussen, wobei man nicht alle mdglichen Interaktionen bertcksichtigen
kann. Dennoch konnten die unterschiedlichen Antigenexpressionen zwischen
DLC-beschichteten und nicht-beschichteten Stents klar dargelegt werden. In
Bezug auf die DurchfluRzytometrie, wird durch den ausgewdahlten Zeitrahmen

nur eine relativ kurze Testperiode reflektiert, wahrend der Stent in vivo Uber
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einen wesentlich langeren Zeitraum implantiert bleibt. Dennoch konnte
verdeutlicht werden, dafl3 Stents grundséatzlich ein thrombogenes Potential
besitzen. Dieser Prozeld der Aktivierung von Thrombozyten kann dann in vivo
Uber mehrere Wochen anhalten; dies wurde durch andere Arbeitsgruppen
nachgewiesen.[87] In Bezug auf die AAS- und die ICP-MS-Analysen stellt der
Einsatz von humanem Plasma eine gewisse Einschrankung des
Versuchsaufbaus dar. Wesentliche, zur Korrosion fiilhrende Faktoren fehlten:
sowohl der pH als auch die O,-Konzentration waren nicht physiologisch;
aulBerdem fehlten einige organische Kationen.[91] Daraus kann man jedoch
schluf3folgern, dald die Abgabe von Metallionen in vivo noch héher sein mul3 als
in unserem in vitro-Versuch gezeigt werden konnte. Auf der anderen Seite
lagen die Stents wahrend unserer Studie statisch in Versuchskivetten, wahrend
sie unter klinischen Bedingungen unter einer hoheren physischen
Beanspruchung stehen. Deshalb kdnnten in vivo die Bindung zwischen lonen
und Serumproteinen, wie auch die Formation der organo-metallischen
Komplexen, die Aufnahme von lonen durch Blutzellen (wie z.B. von Nickel
durch Erythrozyten) reduzieren, da der BlutfluB zu einer schnelleren
Verdunnung oder Entfernung der lonen fuhrt.[89]

Intrakoronare Stents haben thrombogene Eigenschaften. Die wesentlichen
verfahrenslimitierenden Faktoren dieser Bioprothesen, subakute Thrombosen
und Restenosen, kénnen bis heute noch nicht vollstandig verhindert werden.
Die Weiterentwicklung der biologischen Vertraglichkeit solcher Implantate ist
deshalb eine wichtige Herausforderung.[1, 101] Wir konnten in dieser in vitro-
Studie zeigen, dal} die Beschichtung eines Stents mit einer DLC-Beschichtung
die Thrombozytenaktivierung deutlich reduziert und dadurch das thrombogene
Potential der Stents verringert. Weiterhin kommt es durch diese Beschichtung
zu einer verminderten Abgabe von Metallionen der Stents, die sowohl zu einer
Plattchenaktivierung, zur Trombusformation oder entzindlichen Prozessen
beitragen koénnen. Die Beschichtung von Stents mit diamond-like carbon
verbessert die biologische Vertraglichkeit, die wiederum die Inzidenz von
subakuten Thrombosen und Restenosen herabsetzen kann.

62



5 Zusammenfassunq

In dieser Studie wurde der Effekt einer DLC-Beschichtung (diamond like
carbon) koronarer Stents in einer in vitro-Studie durchflul3zytometrisch
untersucht. Ferner wurden die beschichteten Stents auf ihre Thrombogenitéat,
ihre Zelltoxizitat und auf eine mogliche Induktion der Zellproliferation von
Endothel- und glatten Muskelzellen untersucht. AufRerdem wurde die
lonenemission der Stents analysiert. Die Mangan- und Molybdanfreisetzung
wurde durch die Methode der Massenspektroskopie untersucht, die Nickel- und
Chromionen-Emission mittels Atomabsorption. Schlie3lich wurden die
Oberflachen der Stents auf ihre Struktur hin elektronenmikroskopisch

untersucht.

DurchfluRzytometrisch konnten keine Verdnderungen der Strukturantigene
CD41l1a und CD42b bei Thrombozyten gemessen werden. Die Analyse der
Antigene CD62p und CD63, die erst nach einer Aktivierung der Thrombozyten
exprimiert werden, zeigte eine signifikante Verdnderung bei den
unbeschichteten Stents. Die Werte der DLC-beschichteten Stents bei CD62p
und CD63 lagen weit unter denen der unbeschichteten Stents.

Bei den Analysen der Atomabsorption haben wir festgestellt, daf? bei den DLC-
Stents minimale Mengen von lonen freigesetzt wurden. Diese waren aber im
Vergleich mit der signifikant hoheren lonenfreisetzung bei den
nichtbeschichteten Stents vernachlassigbar. Zelltoxizitat konnte in den in vitro-
Kulturen ebenso wenig festgestellt ~werden, wie ein erhohtes
Proliferationsverhalten von Endothel- und glatten Muskelzellen. Mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie konnte zudem noch die sehr glatte Oberflachenstruktur

der DLC-beschichteten Stents dargestellt werden.

Diese in vitro-Analysen zeigen, dal3 die DLC-Beschichtung von intrakoronaren
Stents die Aktivierung der Thrombozyten deutlich vermindert. Aul3erdem ist bei
DLC-Stents die Emission von lonen, die eine zusatzliche Aktivierung von
Thrombozyten nach sich ziehen kann, herabgesetzt. Dadurch wird das
thrombogene Potential der Stents deutlich reduziert.
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