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1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

Dank Fortschritte der medizinischen Versorgung sowie hygienische Verbesserun-
gen innerhalb der Gesellschaft zeigte sich eine sukzessive Zunahme der durchschnitt-
lichen Lebenserwartung vor allem in den Industrienationen [1]. Waren friiher noch
Infektionen und Verletzungen die fiihrende Todesursache, riickten spitestens seit dem
20. Jahrhundert vor allem Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems in den Vorder-
grund [2, 3]. Ursachlich scheint hier besonders der westliche Lebensstil mit Beglinsti-
gung eines kardiovaskuldren Risikoclusters, dem metabolischen Syndroms, zu sein [4].
Aktuell sind Herz-Kreislauferkrankungen fiir etwa ein Drittel der Todesfille in
Deutschland verantwortlich und stellen somit die grofste Gruppe dieser Ursachen dar
[5]. Zusatzlich ergeben sich hieraus auch negative wirtschaftliche Einfliisse, wie etwa
durch Verlust produktiver Lebensjahre, was auch weltweit ein Problem darstellt [6]. So
verursachten beispielsweise Herzkreislauferkrankungen in den Jahren 2013 bis 2014 in
den USA direkte und indirekte Kosten von etwa 330 Milliarden US-Dollar [7]. Die Ver-
besserung dieser Situation erscheint somit nicht nur aus medizinischer Sicht sinnvoll.

Ursache vieler Herz-Kreislauferkrankungen ist die Atherosklerose eine Unterform
der Arteriosklerose. Die Arteriosklerose beschreibt die Verhartung der Arterien allge-
mein. Die Atherosklerose hingegen betrifft vornehmlich die Tunica intima sowie me-
dia mit Lipidablagerungen, Verdnderungen im Wandaufbau resp. der Zellzusammen-
setzung sowie einer begleitenden Entziindungsreaktion [8]. Ursachen dieser Alteration
der GefafSwinde sind wiederum vielschichtig und Umfassen beispielsweise oxidativen
Stress, Lipidstoffwechselstorungen oder Entziindungsprozesse, welche wiederum
durch Risikofaktoren, allen voran dem Rauchen, modifiziert werden [9]. Die genaue
Pathogenese wird spater exemplarisch anhand des Myokardinfarktes unter 1.2.3 dar-
gestellt. Symptome der Atherosklerose sind haufig fiir die Betroffenen subklinisch und
werden erst durch Major-Komplikationen wie Myokardinfarkt oder Schlaganfall evi-
dent, welche fiir ca. 80 % der kardiovaskuldr bedingten Todesfille verantwortlich sind

— etwa ein Drittel treten dabei vor Erreichen des 70. Lebensjahres auf [10-14].
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1.2 Der Myokardinfarkt

Man unterscheidet drei Manifestationsformen, welche zum Akuten Koronarsyn-
drom (ACS) zusammengefasst werden: die instabile Angina pectoris (IAP), den ST-
Hebungsinfarkt (STEMI), sowie den non-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI). Als IAP gilt
dabei jede neu aufgetretene Angina pectoris Symptomatik (AP) oder eine deutlich zu-
nehmende resp. bei geringerer Belastung auftretende AP mit lingerer Symptompersis-
tenz (gewohnlich > 20 Minuten) ohne infarkttypische EKG-Verdnderungen. Der Unter-
schied der IAP zum NSTEMI liegt laborchemisch auf dem fehlenden Anstieg des kardi-
alen Troponins (cTn), da es hierbei noch zu keinem relevanten Zelluntergang kommt.
Fiir den NSTEMI wird angenommen, dass es nur zur Infarzierung der innersten Myo-
kardschicht kommt, was EKG-morphologisch nicht nachzuweisen ist. Der STEMI ist
hingegen sowohl durch einen Troponinanstieg iiber der Norm sowie eine ST-Hebung

im EKG durch einen deutlichen myokardialen Zelluntergang charakterisiert.
1.2.1  Epidemiologie

Das ACS ist eine Major-Komplikation der Atherosklerose. Im Jahr 2016 war es in
Deutschland mit ca. 48 700 Todesfillen fiir die meisten, etwa die Halfte, der Tode in-
nerhalb der Gruppe der Herz-Kreislauf-bedingten Todesfille verantwortlich und liegt
damit vor dem Schlaganfall mit etwa 17 % der Falle dieser Gruppe [5].

Die Prédvalenz lag laut der ,Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland®
(DEGS1) im Untersuchungszeitraum von 2008 bis 2011 in der Altersgruppe von 40 bis
79 Jahren bei insgesamt 4,7 % - aufgeteilt in Frauen 2,5 % und Ménner 7 % [15]. Die
American Heart Association errechnete, dass etwa alle 40 Sekunden ein US-
Amerikaner einen Myokardinfarkt (MI) erleide [7].

Die Verteilung der Subtypen des ACS ist in etwa wie folgt: jeweils ca. 30 % NSTEMI
sowie STEMI, ca. 25 % IAP. Die restlichen Prozente teilen sich in andere kardiale sowie

nicht kardiale Ursachen auf [16].
1.2.2  Atiologie

Die Hauptrisikofaktoren fiir kardiovaskuldre Ereignisse inklusive MI sind subopti-
male Erndhrung, Rauchen, Hypertension, erhohter BMI mit stammbetonter Adiposi-

tas, Bewegungsmangel, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie, Luftverschmutzung
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sowie Alkohol oder Drogenabusus. Insgesamt ist die Genese aber multifaktoriell auf-
zufassen. [7, 17-19].

Viele der o.g. Punkte wiren dabei durch entsprechende Lebensstilveranderungen
vermeidbar. Fiir den Risikofaktor Rauchen errechneten Yusuf et al. in der
L,INTERHEART Study“ eines der grofSten Chancenverhaltnisse fiir einen MI unter allen
untersuchten Risikofaktoren [19]. Erndhrung wiederum hat einen langfristigen Ein-
fluss durch sekundare Verursachung anderer o.g. Risiken. So wirken sich Ernahrungs-
gewohnheiten beispielsweise mafsgeblich auf den BMI, die Insulinfreisetzung oder
tber den Natriumhaushalt auf den Blutdruck aus. Laut des ,National Health and
Nutrition Examination Survey“ haben sich in den USA im Jahr 2012 gerade einmal
1,5 % der iiber 20-jahrigen optimal erndhrt [7].

Nach Entstehung des Infarktes werden fiinf verschiedene Entititen des MI unter-
schieden, so sind auch iatrogene Ursachen eines MI moglich (Typ 4 und 5). In Tabelle 1
sind diese Formen und ihre jeweilige Genese aufgefiihrt.

Tabelle 1: Myokardinfarkttypen und deren Ursache. Nach: Thygesen, K., et al., Fourth Universal Definition of
Myocardial Infarction (2018). Circulation, 2018. 138(20): p. e624-e630.

Infarkttyp Ursache
Typ 1 Atherosklerotische Plaqueruptur oder -erosion mit intraluminaler Throm-
bose und / oder distaler Embolisation, spontaner MI
Typ 2 Ischdmischer Myokardschaden aufgrund insuffizienten Sauerstoffangebots
bei erhohtem Sauerstoffbedarf ohne Plaqueruptur
Typ 3 Kardialer Tod mit Symptomen eines MI sowie evtl. vorausgegangenen is-
chimischen EKG-Verdnderungen
Typ 4 Interventionsbezogener Myokardschaden
4a In Zusammenhang mit perkutaner Koronarintervention (PCI) < 48 h nach
Intervention
4b Durch Stentthrombose nach vorangegangener PCI
4c Durch (Instent-) Restenose im Kontext einer PCI
Typ 5 Im Zusammenhang mit Bypass Operation (CABG)

1.2.3  Pathophysiologie

Dem Myokardinfarkt geht ein langerer atherosklerotischer Entstehungsprozess vo-

raus, welcher z.T. — durch maternale Risikofaktoren ausgelost — bereits in utero be-
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ginnen kann [20]. Es wird angenommen, dass es aufgrund von Stressoren, wie Dysli-
poproteindmie, pathologischen Scherkriaften oder proinflammatorischen Mediatoren
zu einer Anderung der Oberflichenzusammensetzung der Endothelzellen (EC), sowie
der Permeabilitdt des Endothels kommt, was das Anheften von Leukozyten beispiels-
weise liber VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) begiinstigt [14, 21]. Eine wich-
tige pathophysiologische Stellung nimmt hier oxidiertes Low densitiy Lipoprotein
(oxLDL) ein. Aufgenommen {iiber Scavenger Rezeptoren (SR) wie SR-A, CD36 oder
LOX-1 (lectin-like oxLDL receptor-1) fiihrt es zur Akkumulation von Cholesterinestern
und oxidativem Stress des Endoplasmatischen Retikulums (ER) [22-25]. Hierdurch
werden etwa die Differenzierung von Makrophagen zu Schaumzellen sowie proin-
flammatorische Pathways innerhalb der Zellen unterstiitzt [24-29]. Letzteres kann
tiber die Aktivierung von NF-xB wiederum zur Apoptose der entsprechenden Zellen,
wie etwa den Endothelzellen, fiihren, was letztlich in eine gesteigerte Endotheldys-
funktion sowie Inflammation miindet [29, 30]. Die Aufnahme von oxLDL iiber SR un-
terhilt und verstirkt sich dabei selbst. So fiihrt zum einen der Uptake von oxLDL iiber
LOX-1, sowie das dadurch bedingte proinflammatorisches Milieu zur verstiarkten Ex-
pression des SR und hoherer oxLDL-Aufnahmekapazitat [31, 32]. Weiter wirkt oxLDL
chemotaktisch auf Monozyten und verstiarkt die Ausschiittung endothelialer Chemo-
kine wie MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), was zur weiteren Migration
monoklonaler Zellen fiihrt.

Weiter wird eine Anderung der Zusammensetzung der Extrazellularmatix (ECM),
welche das Endothel abluminal umschlief$t, mit Uberschuss an LDL angenommen [14].
Uber endo- und parakrine Prozesse werden so weitere Entziindungs- und Immunzellen
angelockt [33]. Wichtige Effektorzellen sind Monozyten, welche nach Migration in das
Subendothel zu Gewebsmakrophagen differenzieren und sich weiter, durch die Auf-
nahme von Lipoproteinen (inbesondere oxLDL s.0.), zu Schaumzellen entwickeln [6,
29]. Hieraus ergeben sich makroskopisch sichtbare gelbliche Streifen in den Gefafs-
winden - die ,fatty streaks” [29, 31]. Weitere Bedeutung besitzen glatte Muskelzellen
(SMC), welche durch die Produktion von Kollagen, Elastin oder anderen ECM-
Bestandteilen zur Bildung der fibrosen Kappe der Plaque beitragen [6, 34]. Mit zuneh-

mendem Wachstum der Lasion durch Migration, Proliferation sowie Produktion von
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ECM und vermehrter Aufnahme von Lipoproteinen kommt es gehduft zum Zelltod
insbesondere von Schaumzellen innerhalb der Plaque, sowie zu unzureichenden Auf-
raumprozessen, wodurch Intrazellularbestandteile (DAMP-Molekiile) und bereits pha-
gozytierte Lipoproteine im Atherom akkumulieren, was die Begleitentziindung unter-
halt [35, 36]. Es bilden sich ,Nekroptose“-Regionen, welche auch ,necrotic core ge-
nannt werden. Zusitzlich kommt es durch Makrophagen und SMC zur Ausschiittung
von Matrixmetalloproteasen (MMPs), welche die stabilisierenden ECM Bestandteile,
wie Kollagene aufzulosen vermogen. Die Plaque wird hierdurch biomechanisch insta-
bil und rupturgefdahrdet [8, 35]. Die Stabilitdt der Plaque verhalt sich proportional zur
Dicke der fibrosen Kappe [34]. Ruptur-Pradilektionsstellen sind v.a. die Schulterregio-
nen dieser Kappe [6, 34, 37, 38]. Fiir die klinischen Erscheinungsformen STEMI,
NSTEMI sowie IAP des ACS scheint die Plaquekonfiguration entscheidend zu sein. So
konnten Ino et al. [39] mittels intravaskuldren Ultraschalls sowie optischer Koha-
renztomographie in Patienten mit STEMI eine hohere Rate an diinnwandigen fibrosen
Kappen, sogenannten ,thin-cap fibroatheroma“ und eine haufigere Plaqueruptur mit
grofSer Rupturhohle nachweisen. Hierdurch wird potentiell mehr thrombogenes Mate-
rial freigelegt. Zusatzlich befand sich die Ruptur haufiger entgegengesetzt zum Blut-

strom, was sich himodynamisch ebenfalls nachteilig auswirken kann [39].
1.2.4  Therapie allgemein

Ziel des therapeutischen Vorgehens sollte neben der erfolgreichen Reperfusion eine
Minimierung der Verzogerung selbiger durch optimierte Behandlungsalgorithmen
sein. Prdhospital sollte die Arbeitsdiagnose binnen zehn Minuten gestellt und bei
Moglichkeit einer PCI innerhalb der ersten zwei Stunden diese umgehend angestrebt
werden, andernfalls kommt eine Lysetherapie in Betracht, welche innerhalb weiterer
zehn Minuten nach STEMI-Diagnose einzuleiten ist [40]. Eine erste Thrombozytenag-
gregationshemmung ist mit ASS durchzufiihren, wird eine PCI angestrebt ist zusitz-
lich ein P2Y,;-Hemmer sowie unfraktioniertes Heparin, alternativ Enoxaparin oder
Bivalirudin indiziert und sollte spitestens zum Zeitpunkt der PCI gegeben werden.
Parallel sollte praklinisch bereits eine symptomatische Therapie erfolgen. Hierzu sind
Benzodiazepine als Anxiolytika oder Opiate zur Analgesie mogliche Therapieoptionen.

Die Sauerstoffgabe ist bei Sa0; < 90 % vorgesehen [40-42]. Ist eine PCI im o.g. Zeit-
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fenster verfiigbar, sollte ein radialer Zugang etabliert und die Stenosestelle mittels
Zweitgenerations-Drug-eluting-stent (DES) versorgt, sowie eine moglichst vollstandi-
ge Revaskularisierung, auch der nicht Infarkt beteiligten Arterien (IRA), angestrebt
werden [40]. Letzterer Punkt scheint einen Vorteil in Bezug auf das allgemeine kardi-
ovaskuldre Risiko sowie die Verhinderung von relevanten kardiovaskuldren Ereignis-
sen (MACE) zu haben [43-47]. Eine routinemifSige Thrombusaspiration (TA) wurde in
der aktuellen ESC Leitlinie von 2017 aufgrund der Ergebnisse der TASTE und TOTAL-
Studien verlassen [40, 48-50]. Hier zeigte sich kein Benefit der Thrombektomie in bei-
den Studien. Hingegen aber eine leichte Zunahme der Schlaganfallrate in der TOTAL-
Studie[48-50].

Nach erfolgreicher Lyse resp. PCI schliefst sich eine Sekundirprophylaxe mittels
Statin und dualer Plattchenhemmung (DAPT) mit ASS und P2Y;;-Hemmer fiir mindes-
tens zwolf Monate an. ASS wird anschliefSend gemeinsam mit dem Statin lebenslang
administriert. Eine Anderung des Lebensstils hinsichtlich Nikotinabstinenz, sowie
moderater korperlicher Aktivitdt sollten mit dem Patienten besprochen und er dazu
motiviert werden. Yudi et al. konnten in einer Kohortenstudie mit fast 10 000 Teil-
nehmern zeigen, dass fortgesetztes Rauchen mit einem 80-prozentigen Risiko

schlechteren Uberlebens assoziiert war [51].
1.2.5 Prognose

Durch Verbesserung von Patienteninformation - v.a. im Hinblick auf Symptomer-
kennung [52], sowie Diagnostik, Therapie — konnte die Mortalitdatsrate nach MI ge-
senkt werden [53]. Wichtig ist es bereits zu Beginn Risikopatienten zu identifizieren,
welche eine hohere Komplikationsrate aufweisen konnten, da diese Subgruppe einen
grofSeren Benefit aggressiverer Therapieregime aufweist [54, 55]. Das GRACE-Register,
eine multinationale Erhebung an mehr als insgesamt 100 000 Patienten iiber zehn Jah-
re diente als Datenquelle mehrerer Risiko-Scores, sowie der Prognoseabschitzung. So
konnte Granger et al. eine Sterblichkeit wahrend des initialen Krankenhausaufenthal-
tes von etwa 5 % zeigen, wovon fast 22 % wihrend der ersten 24 h auftraten [55], als
auch eine Langzeitmortalitdt im Follow-up von ca. 7 % binnen zwei Jahren [56]. In
einer kleineren neuseeldndischen Kohorte mit einem Follow-up von vier Jahren an

tiber 1 100 Teilnehmern zeigte sich eine Krankenhausmortalitdat von 7,5 % und weitere
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Mortalitdtsraten von 12,1 % binnen sechs und ca. 15 % binnen zwolf Monaten
sowie 19 % nach zwei, 25 % nach drei und ca. 39 % nach vier Jahren [57].

Die GRACE-Daten dienten als Grundlage zweier Risikoscores: einem Risikoscore
zur Ermittlung der unmittelbaren Sterblichkeit im Krankenhaus sowie dem ,,GRACE
hospital discharge risk score“. Prognostische Marker fiir ersteren sind: die Killip-
Klassifikation fiir Herzinsuffizienz, das Alter, der systolische Blutdruck, Herzstillstand
und initiales Kreatinin. Es sind zwischen 1 und max. 291 Punkte insgesamt moglich,
welche fiir insgesamt 20 Wahrscheinlichkeitsgruppen stehen, die von einer Chance
noch im Krankenhaus zu versterben von < 0,2 % bis >52 % reichen [55]. Fiir den 6-
Monats Mortalitatsscore, fiir den Tang et al. sogar eine Validitét bis zu vier Jahre nach
primarem MI zeigen konnten [57] gelten ebenfalls als Risikofaktoren: Alter, systoli-
scher Blutdruck sowie initiales Kreatinin. Zuséatzlich aber auch: anamnestische Herz-
insuffizienz, fritherer MI, Ruhepuls, ST-Senkung im initialen EKG, erhohte Herzenzy-
me und nicht durchgefiihrte PCI [58]. Die mogliche Gesamtpunktzahl reicht von 1 bis
263 Punkte, wobei das Mortalitatsrisiko binnen sechs Monaten nach MI einem Nomo-

gramm zu entnehmen ist.

1.3 Die Rolle verschiedener Zellentitdten innerhalb der Atherosklerose

1.3.1  Monozyten und Makrophagen

Makrophagen (M®) nehmen eine Schliisselrolle in Entstehung, Progression aber
auch Regression atherosklerotischer Lasionen ein [59, 60]. Zirkulierende, aus dem
Knochenmark stammende Monozyten werden durch Chemokine wie beispielsweise
MCP-1/CCL-2 (chemokine (c-c motif) ligand 2), IL-8 (Interleukin-8), oder ldsional vor-
handenes apoB-Lipoprotein angelockt [61, 62], {iber endotheliale Adhdsionsmolekiile
wie VCAM-1 haften sie zundchst am Endothel, um dann in das ldsionale Subendothel
zu migrieren [60, 63]. SchliefSlich differenzieren sie sich, u.a. durch den Einfluss von
M-CSF (macrophages colony stimulating factor), IFN-y (Interferon gamma), c-x-c-
motif Liganden aus Thrombozyten, wie CXCL-4 und Interleukinen, zu Gewebsmakro-
phagen [59, 60, 64-67]. Getriggert durch ihre Umgebung sind sie in der Lage eine Viel-
zahl an Morphologien und damit verbundenen Funktionen anzunehmen [59, 67, 68].

Sie sind insbesondere iiber inflammatorische Prozesse eng mit der Dynamik athero-
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sklerotischer Plaques verbunden [59]. Dominiert die Monozytenrekrutierung in frithen
Stadien noch die Makrophagenakkumulation und somit das Lasionswachstum, so ist
ab fortgeschrittenen Stadien v.a. die Proliferation von M® selbst dafiir wesentlich [69],
welche iiber das Mikroenvironment aber auch Chemokine gesteuert wird [59]. Hier
scheinen IL-4, sowie SR-A (scavenger receptor A) starke Proliferationsmediatoren zu
sein [70].

Mogliche Phianotypen der M® konnen M1 oder M2 sein, welche noch weiter in
M2 a - c unterteilt werden konnen [59, 60, 66]. Zusatzlich sind noch weitere Phinoty-
pen bekannt, mit Verweis auf die entsprechenden Arbeiten [59, 60, 71]. Die Einteilung
der Phanotypen geht auf in vitro Versuche zuriick und ist eher prototypisch zu sehen
[59, 67]. In realiter sind diese Unterschiede nicht so klar zu erwarten. Der proinflamm-
atorische M1-Phinotyp produziert iiber die induzierbare NO-Synthase (iNOS) relevan-
te Mengen an NO, sowie iiber die NADPH-Oxidase reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
und zeichnet sich durch Sekretion von entziindungsfordernden Mediatoren wie IL-1,
IL-12 und TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) sowie CCL-2 zur Chemotaxis weiterer Mo-
nozyten aus [59]. Zusidtzlich werden Proteasen sekretiert, die {iber Himorrhagie inner-
halb der Plaque oder auch durch Auflosung der fibrosen Kappe zur Instabilitdt der La-
sion mit moglicher Fissur, Ruptur etc. beitragen konnen [59, 72]. Der M2-Phanotyp
bildet gewissermafSen das antiinflammatorische Pendant. Er sekretiert antientziindli-
che Mediatoren, wie IL-10 und TGF-B, weist eine grofSe Phagozytoseleistung durch
Expression von SR auf und ist am Gewebsremodelling beteiligt [67].

Die Phagozytose ist eine wesentliche Funktion dieser Zellentitdt insgesamt. Uber
SR werden beispielsweise oxidiertes Low densitiy Lipoprotein (oxLDL) und apoptoti-
sche Zellen internalisiert, iiber Endosom-Lysosomen degradiert und das enthaltene
Cholesterin iiber weitere Pathways metabolisiert. Dabei kann es, iiber mehrere Zwi-
schenschritte als Lipidtropfen zwischengespeichert, Ausgangspunkt der proinflamma-
torischen Schaumzellbildung — oder iiber Cholesterinexporter an Apolipoprotein A-1
oder HDL abgegeben werden [14, 59]. Akkumuliert freies Cholesterin im Cytosol, 16st
dies Stress im Endoplasmatischen Retikulum (ER) aus, was zur inflammatorischen Ak-
tivierung der M® oder auch zum Zelltod fiihren kann [27, 28]. SR dienen nicht nur der

Internalisierung von Lipoprotein und Debris. So moderiert SR-A beispielsweise eben-
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falls die Signaltransduktion, sowie die Apoptose der M®. Weiter scheint CD36 (SR-B3)
an der Entwicklung des ,necrotic core“ fortgeschrittener Atherosklerose, sowie der
Zellausbreitung und Attachment beteiligt zu sein [67, 73-75]. Auf diese Weise haben
diese beiden Rezeptortypen einen wichtigen Einfluss auf die Lisionsprogression [76].
Die Nekrose innerhalb der Plaque, welche zur deren Instabilitdt beitragt [59], un-
terhilt iiber die Entziindung das fortschreitende Wachstum, gleichzeitig scheint die
Phagozytoseleistung der M® mit zunehmender Grofse der Lasion insuffizient, sodass
dieser Vorgang perpetuiert [77, 78]. Andererseits fiihrt ein Proliferationsarrest, eine
geordnete Efferozytose sowie eine verminderte Rekrutierung resp. die Emigration lasi-

onaler M® zu einer atherosklerotischen Regression [59, 69, 79]
1.3.2 Vaskuldre glatte Muskelzellen

Vaskulare glatte Muskelzellen (VSMC) sind gemeinsam mit den vorangestellten M®
wichtige Zellentititen innerhalb atherosklerotischer Lasionen [36, 37]. Dabei besitzen
sie bezogen auf deren Dynamik sowohl progressive als auch reparative resp. stabilisie-
rende Funktionen [36]. Sie proliferieren hauptsichlich aus einer VSMC-Subpopulation
der Tunica media [37] und migrieren in die Intima [34, 80-82]. VSMC konnen von der
bereits differenzierten Form ausgehend noch weitere Differenzierungen annehmen
[37, 83, 84], was Transdifferenzierung oder auch Phanotyp-Switching genannt wird
[83]. Man unterscheidet mehrere distinkte Differenzierungsmoglichkeiten, wie kon-
traktile, synthetisierende oder auch M®-ahnliche VSMC [34, 37, 85]. Topografisch ist
die kontraktile Form der Tunica media zuzuordnen und exprimiert die klassischen
Marker, wie MYH11 oder auch ACTA2 (a-SMA) [37]. Die synthetisierenden VSMC sind
in den Atheroskleroseldsionen resp. der Intima zu finden [34]. Letztere zeichnen sich
ultrastrukturell durch einen hoheren Anteil an rauem ER sowie Golgi-Apparate aus,
kontraktile Elemente, wie MYH11 oder ACTA2, konnen zuweilen nicht nachweisbar
sein [34, 36, 81, 82]. Diese synthetisierenden VSMC produzieren Kollagen, Elastin und
andere Extrazellularmatrixpartikel als Hauptbestandteile der Lasion [34]. Kommt es
zur Ruptur der Plaque konnen VSMC an dieser Stelle akkumulieren und durch ECM-
Produktion eine grofSere Ruptur verhindern. Gleichzeitig erfolgt die Aktivierung von
Thrombozyten iiber vVWF mit Kollagen sowie der plasmatischen Gerinnung und letzt-

lich das Lasionswachstum [13, 36]. Zusatzlich sind kontraktile VSMC luminal der fibro-
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sen Kappe zu finden, welche einen stabilisierenden Effekt haben konnten [83].
M®-adhnliche VSMC sind in der Lage M®-Marker, wie CD68, zu exprimieren und In-
flammation zu begiinstigen [37, 83]. Dabei ist das Genexpressionsmuster dieser Zellen
deutlich verschieden zu klassischen Monozyten oder M® [86]. Thre Phagozytosefahig-
keit ist im Vergleich zu aktivierten M® reduziert, was die Progression des ,necrotic
core“, durch ungeniigende Clearance alter Zellbestandteile etc. begiinstigt [37].
Shankman et al. konnten durch Abstammungsuntersuchungen (,Lineage tracing®)
mithilfe epigenetischer Muster zeigen, dass insgesamt 38% der CD68/ACTA2-
doppelpositiven Zellen innerhalb fortgeschrittener atherosklerotischer Lasionen
VSMCs zuzuordnen sind [87]. Insgesamt wurden Rolle, Funktion sowie der Anteil der
VSMC an der Atheroskleroseprogression resp. -stabilisierung aufgrund der moéglichen
Alteration innerhalb der klassischen VSMC-Markermuster, in der Vergangenheit ver-

mutlich unterbewertet [81, 82].
1.3.3  Thrombozyten

Thrombozyten entstehen aus Megakaryozyten durch Abspaltung ihres Zytoplasmas
iber spezialisierte Zellmembranen [88]. Es wird angenommen, dass aus einem Meg-
akaryozyten ca. 1 000 bis 3 000 Thrombozyten entstehen konnen [89]. Wichtige physi-
ologische Aufgaben erfiillen Thrombozyten klassischerweise in der Himostase, wo-
hingegen sie pathophysiologisch fiir die Thrombusformation und damit assoziierte
Krankheitsbilder entscheidende Bedeutung besitzen [21, 89-91]. Trotz ihres kernlosen
Zustandes sezernieren sie eine Vielzahl an Stoffen, welche sowohl beispielsweise aus
zytoplasmatischen a-, §- und A-Granula stammen [92, 93], aber auch iiber vorhandene
mRNA synthetisiert werden konnen [94]. Damit kommunizieren sie in vielfaltiger Wei-
se mit den umliegenden Zellen und nehmen auf ihre Umgebung Einfluss [21, 89, 95].
Erst mit voranschreitender Forschung und Einfiihrung neuer Untersuchungsmethoden
wird mehr und mehr ersichtlich, welche Bedeutung diesen Zellen zukommt.

In Bezug auf die Atherosklerose scheinen Thrombozyten bereits sehr friih in die Pa-
thogenese einbezogen zu sein. So konnten in Tierexperimenten mit Atherosklerose-
suszeptiblen ApoE”” Mausen gezeigt werden, dass Thrombozyten bereits vor Auftreten
atherosklerotischer Lasionen am arteriellen Endothel adhdrent waren [96]. Es wird

davon ausgegangen, dass proinflammatorische Mediatoren aber auch Dyslipidimie

21



oder Hypertension Endothelzellen zur Expression von Adhédsionsmolekiilen veranlas-
sen [6]. Wahrend der Adhdsion der Thrombozyten unterscheidet man chronologisch
mehrere Stadien: das Kleben, das Rollen sowie letztlich die feste Adhasion [21]. Selek-
tine scheinen wichtige endotheliale Interaktionspartner wahrend der frithen Adhésion
zu sein, welche mit GPIb/IX/V oder PSGL-1 (P-Selectin glycoprotein ligand 1) der
Plattchen interagieren und infolge dessen eine Aktivierung auslosen [21, 97, 98]. Fiir
den ersten Kontakt iiber GPIba ist diese Aktivierung noch nicht
erforderlich [99] - siehe dazu auch 1.7. Liegt die ECM bereits frei, wie bei rupturierten
atherosklerotischen Plaques, geschieht dieser erste Kontakt etwa iiber VWF und
GPIb/IX/V [100]. Die spatere feste Adhdsion aktivierter Thrombozyten wird beispiels-
weise tiber GPIIb/I1la zu vVWF gewdhrleistet [101].

Mit Aktivierung der Thrombozyten folgt die Sezernierung von prothrombotischen
Faktoren und Koagulantien, welche eine Plattchenrekrutierung und weitere Throm-
busbildung unterhalten [21]. AufSerdem wird eine Vielzahl von Zytokinen, Mediatoren,
sowie Mikropartikeln ausgeschiittet, welche zu Chemotaxis, Proliferation oder auch
Perpetuation der Inflammation fiihren [21, 102]. Thrombozyten wird zusitzlich auch
ein Einfluss in der Regeneration nach Infarkt zugeschrieben [103] - siehe dazu 1.5.
Bezogen auf die erstgenannten Punkte kommt es etwa durch IL-1b aus Thrombozyten
zur Ausschiittung von MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) durch Endothel-
zellen [104], was wiederum eine Schliisselrolle in der Rekrutierung von Monozyten und
Makrophagen in die atherosklerotische Lasion darstellt [62, 105] — siehe dazu
auch 1.3.1. Wie Makrophagen sind auch Thrombozyten in der Lage MMPs zu sekretie-
ren, was zur moglichen Destabilisierung der Plaque beitragen kann [106-108]. Das
Chemokin CXCL-4 (auch Platelet factor 4, PF4 genannt) besitzt eine angiostatische
Wirkung durch Inhibierung der Proliferation growth-factor-stimulierter Endothelzel-
len [109]. Weiter hemmt es die Apoptose von Monozyten und fordert die Differenzie-
rung in M® [110]. Weiter ist CXCL-4 in der Lage, durch Inhibierung der LDL-
Aufnahme iiber den LDL-Rezeptor oder auch durch direkte Bindung an oxLDL und
konsekutive Steigerung der Aufnahme desselben in Makrophagen iiber SR und folgli-
che Umwandlung in Schaumzellen (siehe 1.3.1), das inflammatorische Environment zu

begiinstigen [29, 111]. Der c-c motif ligand 5 (CCL-5) triggert die Adhdsion sowie
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Diapedese von Monozyten und fordert damit die Plaqueprogression [112]. CXCL-12,
auch SDF-1 (stromal cell derived factor-1) genannt, wirkt wiederum positiv auf die
lasionale Regeneration ein durch Rekrutierung von endothelialen Progenitorzellen
sowie Vorlauferzellen der glatten Muskelzellen (SMC) aus dem Knochenmark hin zu
den arteriellen Thromben [113], wobei sich letzteres sowohl pro- als auch regressiv auf
die Atherogenese auswirken kann - siehe dazu auch 1.3.2. Durch Aktivierung von
GPIIb/Illa etwa durch Kollagen kommt es zur Sekretion des CD40 Liganden
(CD40L) [107, 114]. Bindet dieser an CD40, welches auf Endothezellen aber auch Mak-
rophagen zu finden ist, kommt es zur Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine
wie IL-8 oder MCP-1 mit der konsekutiven Rekrutierung weiterer Monozyten oder
auch der Expression von Adhisionsmolekiilen wie VCAM-1 oder ICAM-1 auf En-
dothelzellen [115]. Zusitzlich stimuliert CD40L {iber Bindung an den Partner CD40 die
Sekretion von MMPs durch VSMC oder Makrophagen [21] und ist im Zusammenspiel
mit SDF-1 an der Rekrutierung von Progenitorzellen verantwortlich [21, 113, 116, 117].

Insgesamt ist der Einfluss durch Thrombozyten auf atherosklerotische Lasionen
vielseitig und umfasst weit mehr, als die reine Thrombusbildung. Insgesamt wurden
Rolle und Funktion von Thrombozyten — auch in Entziindungsprozessen oder etwa als

Teil des angeborenen Immunsystems lange unterschatzt [21, 95, 118].

1.4 Thrombusaufbau

Die Bildung intrakoronarer Thromben geschieht durch Plaqueruptur oder Erosion
mit nachfolgender Freilegung thrombogener Strukturen der atherosklerotischen Lasi-
on [10, 34]. Dabei scheinen die meisten Ereignisse zunachst klinisch stumm zu blei-
ben, insbesondere bei Plaqueerosionen [14]. Durch Ergebnisse von Autopsiestudien
liegt eine Progression des intrakoronaren Thrombuswachstums in Phasen, welche sich
in einem schichtweisen Aufbau widerspiegelt, nahe [10]. Hierbei kann man wandstan-
dige, die Ruptur versiegelnde, von Lumen-okklusiven Thromben unterscheiden, wobei
in der Genese dieser distinkten Formen die Menge an exponierten thrombogenen Ma-
terial, das Verhaltnis von thrombotischen zu fibrinolytischen Faktoren im Blut sowie
lokale Storungen der Hamodynamik wie etwa Turbulenzen wichtig zu sein

scheinen [10].
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Insgesamt kann man chronologisch frische, weifSe Plattchenthromben von fibrin-
reichen Intermedidarthromben sowie von v.a. unter Stase auftretenden, erythrozyten-
reichen Stagnationsthromben unterscheiden [8]. Silvain et al. haben dazu eine pros-
pektive Untersuchung an intrakoronaren Thromben durchgefiihrt. Das Material wurde
durch Thrombusaspiration wihrend primdrer PCI von insgesamt 45 Patienten
gewonnen und mittels Rasterelektronenmikroskop (SEM) untersucht. Dabei wurde u.a.
der Oberflichenanteil an Thrombozyten, Erythrozyten, Fibrin,
Cholesterinkristallen = und  Leukozyten  beurteilt. Es  wurden  frische
Thromben mit > 30 % Thrombozyten- und < 70 % Fibringehalt und altere mit < 30 %
Thrombozyten- und > 70 % Fibrin definiert. Weiter wurden drei Zeitintervalle zwi-
schen Symptombeginn und primérer PCI festgelegt: < 3 h, 3h <t >6 h und > 6 h.
Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Zusammensetzung der Thromben
bezogen auf die Zeit zwischen Symptombeginn und PCI hinsichtlich des ersten und
letzten Zeitintervalls. Rechnerisch fiihrte jede zusatzliche Stunde bis zur PCI zu einer
Verdopplung der Rate an fibrinreichen Thromben und zu einer Halbierung des Platt-
chengehaltes, wobei als Limitation die ausschliefSliche Untersuchung der Thrombus-
oberflache anzufiihren ist [119]. Die Ergebnisse wurden in einer Folgestudie erneut
bestatigt [120].

Eine weitere zeitliche Einteilung lieferten Rittersma et al. [121], welche von man-
chen Autoren als Goldstandard fiir die Abschatzung des Thrombusalters angesehen
wird [122] und sich dabei auf Ergebnisse der Arbeiten von Murakami et al. [123] und
Henriques de Gouveia et al. [124] stiitzt. Dazu wurden die Thromben von 211 Patien-
ten, welche eine priméare PCI aufgrund eines STEMI erhielten und mittels Thrombus-
aspiration und ggf. Ballonangioplastie resp. Stenteinlage behandelt wurden, unter-
sucht. Die Symptompersistenz betrug dabei weniger als sechs Stunden. Es zeigten sich
frische Thromben, welche jlinger als einen Tag definiert wurden mit geschichteten
Aufbau aus Thrombozyten, Erythrozyten, Fibrin und Granulozyten; sogenannte
lytische Thromben, mit einem geschatzten Alter zwischen einem und fiinf
Tagen mit Kolliquationsnekrosen sowie Kernauflosung der Granulozyten;
sowie organisierte Thromben, welche alter als fiinf Tage geschatzt wurden. Diese zeig-

ten SMC sowie teils extrazellulire Matrix und das Einsprossen von Kapillaren.
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Die Haufigkeitsverteilung der Kategorien zeigte sich in der Studienpopulation wie
folgt: 49 % frische Thromben, 35 % lytische Thromben, 9 % organisierte Thromben
und 7 % gemischt frisch sowie organisiert [121].

Inflammatorische Zellen, als Zeichen der beginnenden Organisation, konnen be-
reits binnen drei Stunden nach Symptombeginn im Thrombus nachgewiesen werden
und nehmen mit der Zeit zu [125]. Fuijkschot et al. [122] untersuchte deren Anteil in
den von Rittersma [121] vorgeschlagenen chronologischen Thrombuskategorien. Dabei
konnten in allen drei Kategorien etwa Neutrophile sowie Monozyten / Makrophagen
gefunden werden, wobei letztere beispielsweise ihre hochste Dichte in lytischen sowie
organisierten Thromben besafsen [122].

Interessanterweise sind nicht nur Zellen des angeborenen, sondern ebenso des er-
worbenen Immunsystems zu finden sowie undifferenzierte Zellen [125].

Vor dem Hintergrund, dass viele koronare, thrombotische Ereignisse klinisch
stumm bleiben und das Thrombuswachstum phasenweise verlaufen kann [12, 13],
ergibt sich letztlich eine gewisse Unsicherheit beziiglich absoluter Altersangaben der

Thromben [119, 122].

1.5 Regenerationsprozesse nach Plaqueruptur und Infarkt

Durch die Plaqueruptur und das konsekutive Freilegen thrombogener Strukturen
kommt es, wie in 1.2.3 und 1.3.3 beschrieben zur Akkumulation verschiedener Zellen
und zur Ausschiittung diverser Mediatoren am Ort der Lasion bzw. downstream, was
zur Mobilisation von Progenitorzellen (u. a. CD34+) aus dem Knochenmark und peri-
pherer Nischen fiihrt [103, 116]. Wichtige Interaktionspartner stellen hierbei Throm-
bozyten dar, welche eine zentrale Rolle in der Regulation der Progenitorzellen und
damit verbundener Prozesse, wie Rekrutierung, Adhision und Differenzierung aber
auch letztlich Regeneration oder Atheroskleroseprogression, einnehmen [103, 126]. So
Sekretieren Plattchen nach Aktivierung und Anheften am Lisionsort Chemokine und
Cytokine wie SDF-1 oder CD-40L [21, 113, 116], welche zur Rekrutierung der Progeni-
torzellen 14beitragen [117] aber auch Lipidabkommlinge wie Lysophosphatidat oder

Sphingosin-1-phosphat konnen hierbei eine Rolle spielen [127].
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Aus durchflusszytometrischen Untersuchungen ist bekannt, dass Vorlduferzellen
keine Adhéasionsmolekiile wie etwa GPIb/IX/V oder GPVI fiir beispielsweise Kollagen
oder dhnliche subendotheliale Matrixbestandteile exprimieren, jedoch as-Integrin, -
Integrine und PSGL-1, welche allerdings in vitro keine stabile Adhdsion zu vorgenann-
ten Strukturen aufzubauen vermogen [113, 126]. Daub et. al konnte zeigen, dass
CD34+ Zellen unter statischen Bedingungen nicht an Kollagen Typ I allein haften kon-
nen, jedoch an immobilisierten Plattchen [126]. Dies legt eine wichtige Rolle der
Thrombozyten in der Vermittlung der Adhésion zwischen CD34+ Zellen und den ent-
sprechenden Zielstrukturen am Lisionsort nahe [103, 126]. Der Kontakt zwischen
Pliattchen und Progenitorzellen wird iiber P-Selectin der Plattchen sowie PSGL-1 der
CD34+ Zellen sowie iiber Integrine vermittelt [126, 128, 129]. Dass Vorlauferzellen
koronar in vivo vorkommen, konnten Li et. al zeigen. Hier wurden koronare Thromben
auf den Gehalt von CD31+ Endothelzellen, welche den Stammzellmarker CD34 expri-
mierten untersucht — in 98 % aller koronaren Thromben waren diese nachweisbar
[130].

Sind nun Vorlauferzellen zum Lasionsort rekrutiert worden und adharent, kommt
es zur Differenzierung selbiger. Hierfiir sind die vorherrschenden Mediatoren sowie
das lokale Mikroenvironment entscheidend [103]. Wichtige Protagonisten sind hier
erneut Thrombozyten. Durch die Sekretion diverser Wachstumfaktoren wie VEGF (va-
scular endothelial growth factor), PDGF (platelet derived growth factor), TGF- (trans-
forming growth factor-f) oder ILGF (insulin like growth factor) [21, 131, 132] sowie
oben beschriebene Lipidderivate [127] konnen die CD34+ Progenitorzellen verschiede-
ne Differenzierungswege einschlagen [103]. So konnten Asahara et. al Differenzierun-
gen von CD34+ Vorlauferzellen zu Endothelzellen in vitro nachweisen [133].
Daub et. al zeigten, dass CD34+ Zellen in Anwesenheit von Plattchen und entspre-
chendem Mikromilieu eine Differenzierung in Endothelzellen sowie Zellen der Makro-
phagen-/Schaumzelllinie vornehmen konnen. Weiter konnten Hu et. al nachweisen,
dass Zellen, welche das Stamzellantigen Sca-1 (stem cell antigen-1) zeigten, bei Inku-
bation mit PDGF typische Marker fiir SMC, wie beispielsweise ACTA2 (a-SMA) oder
auch MYH11, exprimierten, welche vorher nicht nachweisbar waren. Je nach vorherr-

schendem Mikromilieu (pro- resp. antiinflammatorisch) konnen diese differenzierten
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Zellen, wie in 1.3.1 und 1.3.2 beschrieben ambivalent auf die Progression der Athero-
sklerose wirken.

Fiir regenerative Prozesse ist jedoch nicht die Morphologie oder etwaige Marker al-
lein, sondern die entsprechende Funktion der Zellen entscheidend. So konnte fiir
CD34+ Zellen eine Rekrutierung in ischdmische Myokardbereiche sowie eine Differen-
zierung in Endothelzellen und Myokardzellen mit konsekutiver Verbesserung der kar-

dialen Funktion nachgewiesen werden [103, 132, 134].

1.6 (D14

CD14 ist ein 53 kDa schweres Membranprotein, welches auf Mononuklearen Zellen
insbesondere Monozyten, teils aber auch Makrophagen zu finden ist. Es besitzt einen
GPI-Anker (Glykosylphosphatidylinositol) mit dem es in der Plasmalemma
befestigt ist [135]. Dem gegeniiber existiert auch eine 16sliche Form (sCD14 — soluble
CD14), welche primdr CD14-negative Zellen, wie endo- oder epitheliale Zellen zu akti-
veren vermag [136]. CD14 ist ein Marker, welcher haufig zur Identifikation von Mo-
nozyten verwendet wird, auch wenn Zell-Subtypen bekannt sind, welche nur geringe
Mengen dieses Markers exprimieren [137].

Gemeinsam mit dem Lipopolysaccharid (LPS)-Bindungsprotein (LBP) moderiert
es die durch gram-negative Bakterien-LPS-getriggerte Aktivierung von
Abwehrzellen [135, 138]. Dabei bindet LPS an LBP, welches LPS mit CD14 in Kontakt
bringt. CD14 wiederum erleichtert den Kontakt zwischen LPS und den Toll-like-
receptor-4 (TLR4) und moduliert die LPS Erkennung [139]. Am Ende des Pathway, wel-
cher Transkriptionsfaktoren wie NF-kB mit einschliefdt, steht die Aktivierung der
Transkription der Zielgene, welche fiir Proinflammatorische Zytokine und Typ I Inter-

ferone kodieren [140].

1.7 CD42b

CD42b, ebenso bekannt als Glykoprotein Iba (GPIba), ist ein ca. 135 kDa schweres
Membranprotein, welches mit etwa 15 000 bis 25 000 Kopien pro Zelle ausschlieflich
auf Thrombozyten zu finden ist [141, 142]. Es gehort gemeinsam mit GPIbB, GPV und
GPIX zum sogenannten GPIb-IX-V Komplex, der die von-Willebrand-Faktor (VWF)
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vermittelte Aktivierung der Thrombozyten auslost [143]. Dabei sind aber auch weitere
mogliche Bindungspartner wie beispielsweise Thrombin, Faktor XI und XII, P-Selectin
oder MAC-1 beschrieben worden [98, 144-147].

Die Interaktion von GPIba und vWF erfolgt auch an nicht aktivierten
Thrombozyten [148]. Die Dynamik dieser Interaktion gilt als dufSerst schnell und
kurz [101, 149], was als Voraussetzung der Bindung auch unter hohen Flussgeschwin-
digkeiten, wie in atherosklerotisch verdnderten GefafSen, gelten konnte [142, 150-152].
Die Interaktion der vorbeschriebenen Partner ist fiir das Rollen der Thrombozyten an
Endothel oder Kollagen entscheidend. Die Interaktion fiihrt zur Aktivierung von
GPIIb/IlIa, welches vVWF oder auch Fibrogen bindet und zur Thrombozytenaggregation
fiihrt [101, 153]. Weiter dient GPIba als Cofaktor der Thrombozytenaktivierung und
Degranulation via G-Protein gekoppelten Protease-aktivierten Rezeptoren PAR-1 und
PAR-4 [141]. Die Aktivierung der Plattchen fiihrt aufSerdem zur proteolytischen Ab-
spaltung von Rezeptorektodomédnen - dem sogenannten ,ectodomain shedding®, bei
dem auch Teile der Glykoproteine GPIba, GPV und GPVI frei werden. Das nun l6sliche
sGPIba wird auch als Glycocalicin bezeichnet und ist auch in normalem Plasma zu fin-
den [154, 155]. Erhohte Level zeigen u.a. eine vermehrte Thrombozytendestruktion
an, wie sie beispielsweise bei der Inmunthrombozytopenie auftreten konnen [156].

Ein Mangel kann das hereditare Bernard-Soulier-Syndrom, eine extrem seltene au-
tosamal rezessive  Erkrankung, welche mit prolongierten  Blutungen,
vergrofSerten Thrombozyten und normal bis erniedrigten Thrombozytenzahlen ein-

hergeht, sein [157].

1.8 (D68

CD68 ist ein transmembranires Glykoprotein, welches von myeloiden, als auch
nicht myeloiden Zellentitdten, wie beispielsweise B- oder T-Lymphozyten exprimiert
werden kann [158-160]. Mengenmafig kommt es auf Makrophagen mit etwa 5000
CD68-Molekiilen pro Zelle am haufigsten vor und wird dort als Antigen fiir immunba-
sierte Fiarbereaktionen traditionell eingesetzt [161, 162]. Intrazellular ist es auf Endo-
lysosomen zu finden und gehort mit weiteren Vertretern zur Gruppe der lysosomal

assoziierten Membranproteine, den sogenannten LAMPs und wird alternativ als
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LAMP-4 bezeichnet [163, 164]. Zwischen beiden Lokalisationen vermag es schnell
transportiert zu werden [165].

CD68 ist in vitro in der Lage modifiziertes LDL zu binden und wird als oxLDL-
Rezeptor den SR zugeordnet, wo es als Typ D Scavenger Rezeptor klassifiziert wird
[166-169]. Ebenso konnen apoptotische Zellen von Makrophagen iiber CD68 erkannt
werden [166, 168, 169]. In vivo Ergebnisse dieser Bindungsfahigkeit sind noch ausste-
hend [166]. Eine wesentliche Rolle bei der Internalisierung oxidierten LDLs wird CD68
jedoch nicht zugerechnet, eher besitzt es wohl eine Bedeutung im lysosomalen LDL-
Processing [167, 170]. Dennoch fiihrt die oxLDL-Exposition der Makrophagen zu einer
up-Regulation des Proteins [171] ebenso die inflammatorische Aktivierung [172, 173].
Womit CD68 auch als Marker fiir aktivierte Makrophagen gilt [172, 174].

1.9 Fragestellung

Nach derzeitigem Stand der Forschung ist unklar, inwieweit intrakoronare Throm-
ben im und nach akutem Myokardinfarkt eine aktive Rolle bei der Inflammation und
Regeneration des akut geschddigten Myokards spielen. Deshalb erfolgte in der vorlie-
genden Arbeit eine Kultivierung solcher intrakoronarer Thromben, gewonnen durch
Thrombusaspiration wiahrend PCI bei akutem Myokardinfarkt. Hierbei soll neben dem
morphologischen Aufbau die Proliferations- und Differenzierungsfihigkeit von ver-
schiedenen Zelltypen des Thrombus untersucht werden. Nach unserer Kenntnis wurde
ein solcher experimenteller Ansatz bisher von anderen Gruppen noch nicht durchge-
fiihrt. Analysen fixierter Thromben beziiglich der Komposition erfolgten bereits in
geringer Anzahl von anderen Arbeitsgruppen (siehe dazu etwa Ribeiro et al. 2016
[175]), mit jeweils unterschiedlichen immunhistochemischen Untersuchungen und
Fragestellungen.

Ziel dieser Arbeit ist es sowohl durch Beobachtung der vitalen Thrombusanteile in
der Zellkultur, als auch der histologischen Untersuchung der Thromben ein besseres
Verstiandnis beziiglich der Abldufe in den Thromben und eventuell deren Funktion zu
erhalten, welche mit der Thrombusformation einhergehen und diese in Zusammen-

hang mit den klinischen Parametern der Patienten bringen zu konnen.
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2 Methodische Durchfuhrung

2.1 Patientenkollektiv

Fiir die hier vorliegende, experimentelle Arbeit konnten Gewebeproben im Zeit-
raum vom 06.10.2014 bis einschliefSlich 26.01.2016 von insgesamt 32 Patienten mit
ACS durch Thrombusaspiration im Rahmen der Perkutanen Koronarintervention (PCI)
gesammelt und untersucht werden. Dabei wurden die Untersuchungen bei 27 der Pati-
enten im Herzkatheterlabor des Universitatsklinikums Tiibingen (UKT) und fiinf in der
entsprechenden Einrichtung der Alb-Fils-Kliniken Goppingen (AFK) durchgefiihrt. Bei
allen Patienten wurde eine Aufklarung beziiglich der Verwendung von biologischem
Material im Rahmen von Studien vorgenommen und die Einwilligung dazu eingeholt.
Die Untersuchungen dieser Arbeit unterliegen der Einwilligung der Ethik-Kommission

des UKT (270/2011BO1).

2.2 Verwendete Instrumente und Chemikalien

Samtliche in dieser Arbeit benutzten Instrumente, Chemikalien und Antikorper

sind in Tabelle 2 - Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Verwendete Instrumente

Instrument Typbezeichnung Hersteller
6 Well Zellkulturplat- Falcon® Multiwell 6 Well, Tissue Corning Incorporated, Corning,
ten Culture Plate USA
96 Well Zellkultur- costar® 96 Well Cell Culture Clus- = Corning Incorporated, Kenne-
platten ter bunk, USA
Autoklav WESA AG, Eupen, Belgien
Brutschrank CO, INCUBATOR MCO-18AIC SANYO Electric Biomedical Co.,
Ltd., Oizumi-Machi, Japan
Deckglaser Deckglaser 24 x 60 mm R. Langenbrinck GmbH, Em-
mendingen
Durchflusszytometer =~ BD FACSCaliburTM Flow Cytome- = BD Biosciences, San Jose, USA
ter
Fettstift CIRCLE WRITER FINE Science Services GmbH, Miin-
chen
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Instrument
Kilteplatte
Kaniilen

Magnetriihrer

Mikrotom

Mikrotomklingen

Mikrowelle

Mikroskope

Neubauer Zahlkam-
mer
Objekttrager

Paraffinspender
Paraffinstreckbad
Paraffinwdrmebad
Pasteur-Pipetten,
steril
Pasteur-Pipetten,
unsteril
pH-Messgerat

Pipetten

Pipettenspitzen

Typbezeichnung
Typ 70000
BD Microlance™ 3

IKAMAG® RET-GS

IKAMAG® RCT

JUNG MULTICUT 2025

S35 ,,Fine“

MW 7809

LB30T

Diaphot

Optiphot-2

Axiovert 200

C-Chip Neubauer Improved —
DHC-NO1

SuperFrost® Plus Objekttrager

Typ 71000

Typ 25900

Typ 72000

Pasteur-Plast Pipetten 2 ml, gra-
duiert, 155mm, steril

Pasteur-Plast Pipetten 2,5 ml,
graduiert, 150mm, unsteril

HI 9025 microcomputer pH meter

eppendorf Research (veschiedene
Volumina)

eppendorf Reference (verschiede-
ne Volumina)

Spitzen, 10ul, farblos

Pipettenspitzen 200ul

ratiolab® Pipettenspitzen Blau
100-1200ul

Hersteller

MEDAX Nagel GmbH, Kiel

Becton, Dickinson and Company
Limited, Drogheda, Ireland

Janke & Kunkel GmbH & Co. KG,
Staufen i. Br.

Janke & Kunkel GmbH & Co. KG,
Staufen i. Br.

Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Nussloch

FEATHER Safety Razer Co., Ltd.,
Osaka, Japan

SEVERIN Elektrogeridte GmbH,
Sundern

Leica Microsystems Wetzlar
GmbH, Wetzlar

Nikon GmbH, Diisseldorf

Nikon GmbH, Diisseldorf

Carl Zeiss AG, Oberkochen

NanoEnTek Inc., Seoul, Korea

R. Langenbrinck GmbH, Em-
mendingen

MEDAX Nagel GmbH, Kiel

MEDAX Nagel GmbH, Kiel

MEDAX Nagel GmbH, Kiel

Ratiolab GmbH, Dreieich

Ratiolab GmbH, Dreieich

HANNA instruments Inc., Woon-
socket, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Biozym Scientific GmbH, Olden-
dorf

SARSTEDT Aktiengesellschaft &
Co., Niimbrecht

Ratiolab GmbH, Dreieich
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Instrument Typbezeichnung Hersteller
Pipettierhelfer accu-jet® pro BRAND GmbH & Co. KG,
Wertheim
Rohrchen FALCON® 5ml Rundbodenrohr- Corning Science México S.A. de
chen, Polystyrol C.V., Reynosa, Mexiko
CELLSTAR® TUBES, in verschie- Greiner Bio-One GmbH, Fricken-
denen Volumina, PP, graduated, hausen
conical bottom, blue screw cap,
sterile
EPPENDORF TUBES® Safe-Lock Eppendorf AG, Hamburg
Tubes 1.5mL
Reinstwasseranlage TKA-GenPure Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold
Sicherheitswerkbank  HS 18 Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold
Stangenpipetten costar® Stripette® (in verschiede- = Corning Incorporated, Corning,
nen Volumina) USA
Stoppuhr TR118 Oregon Scientific France S.A.R.L,
Belleville, Frankreich
Taumelschiittler REAX 3 Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Schwabach
Vortexgerite IKA® MS 3 basic IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen
VEF2 Janke & Kunkel GmbH & Co. KG,
Staufen i. Br.
Waage BD ED 200 SARTORIUS AG, Gottingen
Warme-, Trocken- Heraeus T6030 Heraeus,Thermo Electron LED
schrank GmbH, Langenselbold
Wasserbad M20 LAUDA DR. R. WOBSER GmbH &
Co. KG, Lauda-Konigshofen
Wasserbadthermostat MS/2 LAUDA DR. R. WOBSER GmbH &
Co. KG, Lauda-Konigshofen
Zentrifugen Universal 32 R Andreas Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen
Heraeus MULTIFUGE 1 s Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Heraeus MULTIFUGE 3S+ Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Tabelle 3:  Verwendete Chemikalien
Chemikalie CAS-Nummer Hersteller®
Acid Fuchsin 3244-88-0 SI
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Chemikalie CAS-Nummer Hersteller®
Citronensaure 77-92-9 SI
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Modi- SI

fied, without calcium cholride and magne-

sium chloride

Eisessig, AnalaR NORMAPUR 64-19-7 VI
Eosin G (C.I. 45380) RO
Ethanol 99% vollstandig vergillt SP
Formaldehyd-Losung 4,0%, neutral gepuf- FI
fert, mit Methanol stabilisiert
Hamatoxylinlosung A nach Weigert RO
Hamatoxylinlosung B nach Weigert RO
L-Glutamine 200mM (100X), gibco® LI
Mayers Himalaunlosung ME
MEM NEAA (100X), gibco® LT
Methanol, AnalaR NORMAPUR 67-56-1 VI
Paraplast PLUS RO
PBS-Tablets LI
Penicillin-Streptomycin SI
Pikrinsaure-Losung (1,2%) UA
Roti®-Histol RO
Roti®-Histokitt RO
Resorcin-Fuchsin nach Weigert (Elastin- WA
Fuchsin-Lsg.)

Sodium Pyruvate SI
Salzsdure, ROTIPURAN® >25%, p.a., ISO RO
tri-Natriumcitrat — Dihydrat 6132-04-3 AC
Triton™ X-100 9002-93-1 SI
Trypan Blue solution 0,4% 72-57-1 SI
Tween® 20 9005-64-5 ME
Wasserstoffperoxid 30%, EMSURE® ISO ME

a) Hersteller der Chemikalien: AC = AppliChem GmbH, Darmstadt; FI = Otto Fischar GmbH & Co. KG,

Saarbriicken; LI = Life Technologies Corporation, Paisley, UK; LT = Life Technologies
Corporation, Grand Island, USA; ME= Merck KGaA, Darmstadt; RO = Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe; SI = SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim; SP = SAV-LIQUID
PRODUCTION GmbH, Flintsbach; UA = Universitdtsapotheke Tiibingen, Tiibingen; VI = VIWR
International S.A.S, Fontenay-sous-Bois, Frankreich ;WA = Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster.

Tabelle 4:  Verwendete Antikorper, IgG-Kontrollen und Reagenzien zur Immunhistochemie.
Antikorper, IgG-Kontrollen, Reagenzien; verwendete Verdiinnung Hersteller?)
Katalognummer

Anti - CD14; orb19177 1:100 & 1:125 BI
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Antikorper, IgG-Kontrollen, Reagenzien; verwendete Verdiinnung Hersteller?)

Katalognummer

Anti - CD42b; sc-7070 1:300 SC
Anti - CD68; sc-20060 1:50 SC
Biotinylated Link Universal; K0690 DA
Goat IgG; I-5000 1:1000 VE
Liquid DAB+ Substrate Chromogen System; DA
K3468

Mouse IgG; sc-2025 1:100 SC
Protein Block Serum-Free Ready-To-Use; DA
X0909

Streptavidin/HRP; P0397 1:500 DA

6) Hersteller der Antikorper bzw. IgG-Kontrollen: BI = Biobyt Ltd., Cambridge, UK; DA = Dako Denmark A/S,
Glostrup, Ddnemark; SC = Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg; VE = Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, USA

2.3 Kultivierung der koronaren Thromben

Die humanen Thromben wurden durch Aspiration im Rahmen einer PCI gewonne-
nen und in RPMI-Medium (RPMI-Medium, gibco® Fisher Scientific GmbH, Schwerte)
gefiillten Rohrchen zur weiteren Untersuchung ins Labor gebracht. Lag ein grofierer
Zeitabstand zwischen Probengewinnung und Weiterbehandlung vor, wie z.B. bei
nédchtlicher Intervention, wurden die Thromben bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank
zwischengelagert. Der Transport des Materials aus Goppingen wurde bei Umgebungs-
temperatur durchgefiihrt.

Die Thromben wurden im ersten Schritt zusammen mit dem Transportmedium in
eine 6-Well-Kulturplatte iiberfiihrt und darin mittels zweier Kaniilen halftig aufgeteilt
bzw. portioniert, wenn es sich um mehrere Fragmente handelte. Es wurde darauf ge-
achtet jeweils zwei in Grofse und makroskopischer Morphologie gleichwertige Portio-
nen zu erhalten. War die Gesamtheit der Teile des thrombotischen Materials prima
vista kleiner als ein Stecknadelkopf, wurde auf eine Teilung zugunsten der Zellkultur
verzichtet, da die daraus resultierenden Hailften als zu klein fiir eine suffiziente histo-
logische Aufarbeitung erachtet wurden. Anschlieffend wurde der fiir die Histologie
vorgesehene Teil in vier prozentiger Formaldehydlosung fixiert. Die anderen Teile
wurden mittels steriler Pasteurpipette aus der Kulturplatte in ein Well einer 96-Well-

Kulturplatte transferiert, das noch vorhandene Transportmedium abpipettiert und
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durch 150 pl frisches Kulturmedium (Zusammensetzung siehe Tabelle 5) ersetzt. Die
weitere Inkubation fiir insgesamt 14 Tage erfolgte ebenfalls bei 37 °C und 5 % CO im

Brutschrank.

Tabelle 5:  Zusammensetzung Kulturmedium

Zusatzstoff Hersteller?
RPMI 1640 Medium GI
humanes Serum 20% BT
Penicillin-Streptomycin (10 000 U/10 mg/mL) SI
L-Glutamin 200 mM (100X) GI

MEM NEAA (100X) GI

Sodium Pyruvat 100 mM SI

YHersteller der Zusatzstoffe: BT = Blutbank der Uniklinik Tiibingen, GI = gibco®, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte; SI = SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim

An sechs Beobachtungszeitpunkten: den Tagen zwei, vier, sechs, neun, zwolf und
vierzehn, erfolgte die morphologische Analyse der Zellkulturen. Dazu wurden die Pro-
ben unter dem Mikroskop (Axiovert 200, Fa. Zeiss) in ein-, zwei- und vierhundertfa-
cher Vergrofierung begutachtet. Das Augenmerk lag auf dem Auswandern von Zellen
aus dem Thrombus, der Zellvermehrung innerhalb der Kultur und der Ausbildung ver-
schiedener Zellmorphologien. Anschliefsend erfolgte die Fotodokumentation repra-
sentativer Ausschnitte in o. g. VergrofSerungen. Es wurde dann mithilfe der Aufnah-
men fiir jede Zellkultur der jeweilige Tag der hochsten Zelldichte ermittelt und proto-
kolliert.

In den Zellkulturen waren verschiedene Zelltypen sichtbar, welche sich in GrofSe,
daufSerer Form und sichtbaren inneren Strukturen, wie dem Zellkern, unterschieden.
Die GrofSe wurde der Einfachheit halber als AquivalenzgrofSe bezogen auf den Dur-
schnitt der Erythrozyten beurteilt. Die weiteren Kriterien, welche zur Klassifizierung
der Zellen festgelegt wurden, sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 6:  Kriterien zur Klassifizierung der in Zellkultur sichtbaren Zellen. Das GrofSendquivalent 1 E
entspricht der GrofSe eines Erythrozyten.

Zelltyp Groflendquivalent  AufSere Form Innere Strukturen

Erythrozyten 1E rund bikonkav, zellkern-
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Zelltyp Grofendquivalent AufSere Form Innere Strukturen
los
Nicht klassifizierbare = <1E rund bis oval nicht sichtbar
Zellen
Monozyten 1,5-2E rundoval sichtbarer Zellkern,
grofSe Kernplasma-
relation
Makrophagen 2-3E oval bis keulenformig, sichtbarer Zellkern,
teils mit Pseudopodien Kernplasmarelation
kleiner als bei Mo-
nozyten
Schaumzellen >3E oval sichtbarer Zellkern,
kleine Kernplasma-
relation, teils mehr-
kernig
Fibroblasten >3E spindelférmig meist mit = sichtbarer Zellkern,
langen diinnen Ausldu- ausgewogene Kern-
fern, im Verbund netzar- plasmarelation
tig erscheinend
Endothelzellen >3E breitflachig, plattenfor- sichtbarer Zellkern,
mig kleine Kernplasma-
relation

2.4 Histologische Aufarbeitung

Zur histologischen Untersuchung wurden die Thrombusteile in Paraffin eingebet-
tet. Dazu wurden sie, wie oben beschrieben, fiir mindestens zweieinhalb Stunden in
Formalin fixiert, in aufsteigender Alkoholreihe je eine Stunde in 70 %, 80 %, 95 % und
schlieflich zweimal eine Stunde in 99,9 % Ethanol (Fa. SAV-LIQUID PRODUCTION)
entwassert. AnschliefSend folgte fiir ebenfalls zweimal eine Stunde die Entfernung des
Ethanols durch Roti®-Histol (Fa. Carl Roth) und schliefslich die Paraffinierung mittels
Paraplast PLUS (beide: Fa. Carl Roth) im Warmeschrank (Heraeus T6030, Fa. Thermo
Electron) bei 60° C fiir 120 Minuten. In kleinen Metallmulden wurde dann etwas Paraf-
fin vorgelegt, die vorbehandelten Thromben dann auf das Paraffin gelegt und mit wei-
terem Paraffin tibergossen (Paraffinspender Typ71000, Fa. MEDAX Nagel) und abge-
kihlt (Kalteplatte Typ 70000, Fa. MEDAX Nagel). Die so entstandenen Blocke wurden

zum besseren Losen aus der Mulde kurz im Gefrierschrank (handelsiibliche Geréte) bei
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-20° C abgekiihlt. Es wurden dann mittels Mikrotoms (JUNG MULTICUT 2025, Fa. Lei-
ca) fiinf Mikrometer diinne Schnitte hergestellt. Diese wurden nun in warmem Wasser
gestreckt (Paraffinstreckbad Typ 25900, MEDAX Nagel), um dann auf Objekttriger
(SuperFrost® Plus, Fa. R. Langenbrinck) aufgezogen zu werden. Anschliefsend folgte
eine Trocknungsphase iiber Nacht in senkrechter Lagerung bei Raumtemperatur.

An den vollstandig getrockneten Paraffinschnitten wurden sowohl zwei histologi-
sche Routinefiarbungen (Hiamatoxylin-Eosin (HE) und Elastika van Gieson (EvG)), als
auch immunhistochemische Spezialfirbungen durchgefiihrt. Letztere richteten sich
gegen die Antigene CD 14, CD 42b und CD 68. Allen Farbungen ging die Entparaffinie-
rung mittels Roti®-Histol fiir je zweimal zehn Minuten und anschliefSender absteigen-
der Alkoholreihe in 99,9 %, 96 %, 80 % und 70 % Ethanol bis schliefSlich Aqua dest. fiir
jeweils fiinf Minuten voraus.

Zur HE-Farbung wurden die entparaffinierten Schnitte fiinf Minuten in Mayers Ha-
malaunlosung (Merck) getaucht, 15 Minuten unter fliefSendem Wasser gebldaut und
drei Minuten in Eosin G 1 % (Fa. Carl Roth) gegengefirbt. Das Eosin war ,,zum Abbruch
des alkalischen Bldauens® [176] mit einem Tropfen Eisessig (Fa. VWR International)
versetzt. Danach wurden die Schnitte fiir fiinf Sekunden in aufsteigender Alkoholreihe
(70 %, 80 %, 96 %) und fiir zweimal fiinf Minuten in 99,9 % Ethanol entwassert, um
schliefSlich fiir zuerst weitere fiinf Sekunden, dann fiir 3 Minuten in Roti®-Histol fiir
die Eindeckelung vorbereitet zu werden. Die Eindeckelung erfolgte mittels Roti®-
Histokitt (Fa. Carl Roth) und Deckglasern der Firma R. Langenbrinck. Die Zellen wie-
sen in dieser Farbung blduliche Zellkerne und blassrotes Zytoplasma auf, Bindegewebe
erschien blassrot.

Fiir die Elastika van Gieson Farbung wurden die vorbereiteten Schnitte direkt aus
70 % Ethanol der absteigenden Alkoholreihe fiir dreifSig Minuten in Resorcinfuchsin
nach Weigert (Fa. Waldeck) gegeben, dann dreimal in 80 % Ethanol gespiilt und da-
raufhin fiir zehn Minuten in Himatoxylin nach Weigert, bestehend aus den Himatoxy-
linlosungen A und B zu gleichen Teilen (beide Fa. Carl Roth) inkubiert. Die so behan-
delten Schnitte wurden dann kurz in Aqua dest. gespiilt und danach fiir etwa drei Se-
kunden kurz in Salzsdure-Alkohol getaucht (HCI 25 %ig (Salzsdure ROTIPURAN®, Fa.
Carl Roth) in Ethanol 70 % im Verhiltnis 1 : 24). Danach schloss sich der Blauungsvor-
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gang fiir zehn Minuten unter flieRendem Leitungswasser an. Hiernach erfolgte fiir
zwei Minuten die Inkubation in Picrofuchsin, bestehend aus Saurefuchsin 2 % (Fa.
SIGMA-ALDRICH) und Pikrinsdure (1,2 %) (Universitiatsapotheke des UKT) im Ver-
haltnis 1 : 20. AnschliefSend erfolgte die erneute Entwasserung in aufsteigender Alko-
holreihe und Eindeckelung (s. 0.). Zellkerne erschienen hier schwirzlich, Bindegewebe
rotlich und Elastische Fasern violett.

Den immunhistochemischen Farbungen ist nach der Entparaffinierung das soge-
nannte heat induced epitope retrieval (HIER) vorausgegangen. Die Farbungen selbst
wurden nach der Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB) durchgefiihrt. Dazu
wurden die entparaffinierten Schnitte in citratgepuffertes Aqua dest. (pH 6) gegeben
(tri-Natriumcitrat-Dihydrat 0,1 M (Fa. AppliChem) und Citronensaure 0,1 M (Fa. SIG-
MA-ALDRICH) im Verhiltnis 50 :9, anschliefRende Verdiinnung mit Aqua dest. im
Verhiltnis 1 :10). Der Citratpuffer samt Schnitten wurde dann mittels Mikrowelle
(MW-7809, Fa. Severin) zum Kochen gebracht und dann bei etwa 280 Watt fiir 15 Mi-
nuten gekocht und dann langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt. Nun folgte ein
dreimaliges Waschen in PBS (Aqua dest. und PBS Tablets, Life Technologies Corpora-
tion, Paisley, UK) mit 0,05% Tween (Tween® 20, Merck KGaA, Darmstadt) fiir jeweils
zwei Minuten. Als nachster Schritt schloss sich ein 15 miniitiges Bad in drei prozenti-
gem Wasserstoffperoxid (30 % Wasserstoffperoxid (EMSURE® ISO, Merck KGaA,
Darmstadt) und Methanol (VWR International S.A.S, Fontenay-sous-Bois, Frankreich)
im Verhaltnis 1 : 10) unter Lichtabschluss zur Hemmung der endogenen Peroxidase
an. Nun wurde erneut dreimal a zwei Minuten in PBS gewaschen. Auf den Objekttra-
gern wurden die Paraffinschnitte nun mit einem Fettstift (CIRCLE WRITER FINE, Sci-
ence Services GmbH, Miinchen) umkreist. Es folgte die Blockierung unspezifischer
Bindungen mittels serumfreien Protein Blocks (Protein Block Serum-Free Ready-To-
Use; X0909 Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark) durch zehn miniitige Inkubation
mit anschliefSendem Abgiefsen. Nun wurden die entsprechenden primaren Antikorper
in ihrer jeweiligen Konzentration mit den so vorbehandelten Schnitten {iber Nacht bei
4 °C im Kiihlschrank inkubiert. Parallel wurden Isotypkontrollen in gleicher Konzent-
ration und PBS-Kontrollen mitdurchgefiihrt. Am ndchsten Tag folgte, nach Abgiefsen,

ein erneuter dreimaliger Waschvorgang a zwei Minuten in PBS. Es wurde nun mit dem
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sekunddren Antikorper (Biotinylated Link Universal; K0690, Dako Denmark A/S, Glos-
trup, Danemark) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und nach AbgiefSen fiir
weitere 30 Minuten mit dem Streptavidin-Peroxidase-Konjugat inkubiert. Es wurde
erneut dreimal a zwei Minuten in PBS gewaschen. Nun wurde die Diaminobenzidintet-
rahydrochlorid (DAB)-Chromogen-Losung frisch hergestellt. Dazu wurde das Liquid
DAB+ Substrate Chromogen System (K3468, Dako Denmark A/S, Glostrup, Ddnemark )
verwendet. Es wurde 1 mL des enthaltenen Substratpuffers vorgelegt und ein Tropfen
des DAB+ Chromogens zugegeben. Nun wurde mittels Pasteurpipette ein Tropfen die-
ser Losung auf die Schnitte gegeben und damit bis zum Einsetzen einer makroskopisch
sichtbaren Braunfiarbung, maximal jedoch zehn Minuten, inkubiert. AnschliefSend
wurde in Leitungswasser gewaschen. Es schloss sich hieran eine Gegenfarbung mit
Mayers Himalaunlosung (Merck KGaA, Darmstadt) fiir drei Minuten mit darauffolgen-
dem Blduen unter Leitungswasser fiir weitere zehn Minuten an. Die Schnitte wurden
nun, wie bereits oben beschrieben entwiassert und eingedeckelt.

Die histologischen Schnitte wurden anschliefSend mikroskopisch analysiert und fo-

todokumentiert (Optiphot-2, Nikon GmbH, Diisseldorf).

2.5 Digitale Analyse der Aufnahmen aus Zellkultur und Histologie

Die Auswertung der Aufnahmen aus Zellkultur und Histologie erfolgte digital mit-
hilfe des Programmes Image] (Image]J, National Institutes of Health, Bethesda, Ma-
ryland, USA). Samtliche folgende Angaben zu den Thromben beziehen sich auf die
jeweiligen digitalen Aufnahmen. Zur Bestimmung der Zellzahlen der Zellkultur wur-
den die Schwarz-Weif$-Aufnahmen der repriasentativen Zellkulturausschnitte maan-
derformig durchgemustert und die enthaltenen Zellen mittels Punktmarkierung je
nach Morphologie (siehe Tabelle 6) farblich kodiert. AnschliefSend erfolgte die auto-
matische Zahlung der verschiedenen Farbpunkte als Zellzahlen, die Berechnung derer
Mittelwerte je Kultur und die Dokumentation der Ergebnisse. Die Zellzahlung der far-
bigen Aufnahmen der repriasentativen Ausschnitte der histologischen Schnitte wurde
in gleicher Weise durchgefiihrt. Die Zellen wurden dabei allerdings schwarz bzw. weifs
markiert, um etwaige Zihlartefakte durch die Farbaufnahmen zu vermeiden. Zur Be-

stimmung der positiven Flachenanteile der anti-CD42b und Elastika van Gieson Far-
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bung wurden nach Reset des programminternen Mafsstabes sidmtliche Rander der
sichtbaren Thrombusanteile in den Aufnahmen umfahren und die daraus resultierende
Flache bestimmt. AnschliefSend erfolgte die Konturierung der im Falle der anti-CD42b
Farbung entsprechend braunen resp. violetten Fliache in der EvG-Farbung mit Bestim-
mung der jeweiligen Fldache. Es folgte die Berechnung des prozentualen Anteils der
positiven Flache an der Gesamtfliche und die Ermittlung der Mittelwerte fiir jeden

Thrombus.

2.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten wurde mittels IBM® SPSS® Statistics in der Ver-
sion 24 (IBM Corporation, USA) ausgewertet. Deskriptiv statistische Ergebnisse in
Form von Balkendiagrammen werden in dieser Arbeit, sofern nicht anders deklariert,
als Mittelwerte mit Standardfehler angegeben. Diese wurden mithilfe von Microsoft®
Excel fiir Mac, Version 15.33 (Microsoft Corporation, USA) erstellt. Es erfolgte eine
einfaktorielle analysis of variance (ANOVA) fiir metrische Daten inklusive Post-Hoc-
Test nach Bonferroni nach vorhergehender Priifung auf Homogenitét der Stichproben
mittels Levene-Tests. Nominal- und ordinalskalierte Daten wurden mittels Chi-
Quadrattest auf Signifikanz untersucht. Es wurde ein Signifikanzniveau von a = 0,05

angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Statistische Ergebnisse des Patientenkollektivs

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 32 Patienten mit ACS untersucht. Das
mittlere Alter der Patienten betrug 61,3 Jahre (Standarddeviation 15,8 Jahre). Die
Mehrheit der Untersuchten (81 Prozent) waren mannlich und iiber 90 Prozent aller
Patienten erlitten einen ST-Hebungsinfarkt. Bei drei der Untersuchten war ein voran-
gegangener N-/STEMI zu ermitteln und sechs Patienten erhielten bereits friiher eine
Koronarintervention. Die hdufigsten kardiovaskuldren Risikofaktoren, welche in der
Gruppe der Untersuchten zu finden waren, sind: Bluthochdruck (46,9 %), Hyperli-
poproteindmie (46,9 %) und aktueller oder stattgehabter Nikotinabusus (43,8 %). Es
erfolgte im Vorfeld der Koronarintervention fast ausnahmslos ein Loading mittels ASS
und Heparin (beide 96,9 %). Zur Thrombozytenaggregationshemmung wurde in ab-
steigender Haufigkeit Prasugrel (46,9 %), Clopidogrel (18,8 %) und Ticagrelor (9,4 %)

verwendet. Weitere Punkte sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7:  Patientencharakteristika der untersuchten Kohorte. SD = Standarddeviation.

Charakteristikum n=732
Demographie Alter in Jahren — Mittelwert (SD) 61,3 (15,8)
Geschlecht — méannlich — n (%) 26 (81,3)
Vitalparameter Herzfrequenz — Mittelwert (SD) 80,9 (24,49
Blutdruck mmHg - systolisch 118 (26,6)
Blutdruck mmHg - diastolisch 72 (12,2)
Infarkttyp — STEMI — n (%) 29 (90,6)
3-Gefafs KHK 13 (40,6)
Kardiovaskulédre Vorer- Z.n. STEMI/NSTEMI - n (%) 3 9,4
krankungen Z.n. PTCA/Stent — n (%) 6 (18,8)
Vorhofflimmern — n (%) 2 (6,3)
Kardiovaskulare Risiko- Arterieller Hypertonus - n (%) 15 (46,9)
faktoren Nikotinabusus — n (%) 14 (43,8)
Diabetes mellitus — n (%) 6 (18,8)
Familidre Vorbelastung 4 (12,5)
Hypercholesterindmie — n (%) 8 (25)
Hyperlipoproteindmie — n (%) 15 (46,9)
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Charakteristikum n=732
Adipositas — n (%) 4 (12,5)
Loading Praparate ASS - n (%) 31 (96,9)
Heparin — n (%) 31 (96,9)
Prasugrel — n (%) 15 (46,9)
Clopidogrel — n (%) 6 (18,8)
Ticagrelor — n (%) 3 9,4
Zeit von Beschwerdebe- Minimum 1
ginn bis Reperfusionin = Maximum 168
Stunden 1. Quartil 2,2
2. Quartil 4,6
3. Quartil 13,5

Die Patienten wurden je nach Zeitintervall von Beschwerdebeginn bis Reperfusion,
der sogenannten Symptom-to-Balloon-Time, in drei Gruppen eingeteilt. Die Intervalle
der Gruppen wurden unter Beriicksichtigung des ersten und dritten Quartils dieses
Parameters und im Hinblick auf ganzzahlige Werte gewahlt und sind: kleiner drei
Stunden, drei bis sechs Stunden und grofSer sechs Stunden.

In Tabelle 8 sind die Baseline Charakteristika der untersuchten Patientenkohorte
bezogen auf die jeweiligen Gruppen der Symptom-to-Balloon-Time mit entsprechen-
den P-Werten fiir die Gruppenunterschiede aus der einfaktoriellen ANOVA aufgefiihrt.
Fiir den Infarkttyp STEMI und den initialen Troponinwert bei Aufnahme besteht ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit P = 0,007 und P = 0,023. Weiter-
hin zeigt sich ein Trend zur Signifikanz zwischen den Gruppen fiir einen stattgehabten
STEMI respektive NSTEMI mit P = 0,089 und der pridinterventionellen Administration
von Amiodaron mit P = 0,068. Alle weiteren Items sind der unten aufgefiihrten Tabelle
zu entnehmen.

Tabelle 8:  Baseline Patientencharakteristika geordnet nach Gruppen basierend auf dem Zeitintervall von
Beschwerdebeginn bis Reperfusion, der sog. Symptom-to-Balloon-Time. Die Zeitintervalle

wurden folgendermafSen zusammengefasst: < 3 h; 3 — 6 h; > 6 h. Signifikante Unterschiede
wurden grau markiert, Unterschiede mit Trend zur Signifikanz unterstrichen dargestellt..

Charakteristikum <3h 3-6h >6h P
(n=11) (n=238) (n=13)
Demographie
Alter in Jahren 61,6 66,9 57,5 0,435
Geschlecht — mannlich 9(81,8) 7 (87,5) 10 (76,9) 0,832
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Charakteristikum <3h 3-6h >6h P
n=11) (n=28) (n=13)

Klinische Parameter
Herzfrequenz min-1 89,3 82,1 73,2 0,276
Sinusrhythmus 6 (60,0) 6 (75,0) 12 (92,3) 0,242
Blutdruck systolisch in mmHg 114,8 124,3 115,3 0,717
Blutdruck diastolisch in mmHg 72,4 70,4 72,5 0,924
Infarkttyp — STEMI — n (%) 11 (100) 5(62,5) 13 (100) 0,007
BMI in kg/m? 25,4 26,4 27,5 0,530

Koronarangiographische Daten
Infarktbezogene Arterie - RCA - n (%) 7 (63,6) 7 (87,5) 12 (92,3) 0,175
Infarktbezogene Arterie - LAD —n (%) 10 (90,9) 7 (87,5) 11 (84,6) 0,898
Infarktbezogene Arterie — LCX — n (%) 3(27,3) 6 (75,0) 7 (53,8) 0,114
3-Gefafs-KHK- n (%) 3(27,3) 4 (50,0) 6 (46,2) 0,530
Initialer Stenosegrad in Prozent 99,8 100,0 99,7 0,230
TIMI-Flow 0 vor Intervention 10 (90,9) 8 (100) 11 (91,7) 0,688
TIMI-Flow I vor Intervention 1(9,1) 0(0) 1(8,3) 0,688
TIMI-Flow I nach Intervention 0 (0) 0 (0) 1(7,7) 0,566
TIMI-Flow II nach Intervention 1(10,0) 1(12,5) 0(0) 0,566
TIMI-Flow III nach Intervention 9 (90,0) 7 (87,5) 9 (90,0) 0,566
Embolisation distal der Ballondilatation 1 (9,1) 1(12,5) 1(8,3) 0,950
Keine Stentimplantation 0 (0) 1(12,5) 0 (0) 0,423
Stentimplantation in RCA 3(27,3) 4 (50,0) 6 (50,0) 0,423
Stentimplantation in LAD 7 (63,6) 2 (25,0) 4 (33,3) 0,423
Stentimplantation in LCX 1(9,1) 1(12,5) 1(7,7) 0,423
Ejektionsfraktion in Prozent 42,7 40,0 47,15 0,166

Kardiovaskulare Vor- und Nebenerkrankungen
Z.n. STEMI/NSTEMI 0(0) 0(0) 3(23,1) 0,089
Z.n. ACVB 0(0) 0(0) 0(0) .
Z.n. PTCA/Stent 2 (18,2) 1(12,5) 3(23,1) 0,832
Z.n. Schrittmacherimplantation 1(9,1) 0(0) 0(0) 0,373
Z.n. Lungenarterienembolie 1(9,1) 0 (0) 0 (0) 0,373
Vorhofflimmern 1(9,1) 2 (25,0) 1(7,7) 0,464
Herzinsuffizienz 11 (100) 8 (100) 13 (100)
NYHA - Klasse I — n (%) 6 (54,5) 3(37,5) 6 (46,2) 0,972
NYHA - Klasse IT — n (%) 3(27,3) 2 (25,0) 3(23,1) 0,972
NYHA - Klasse III — n (%) 19,1 2 (25,0) 3(23,1) 0,972
NYHA - Klasse IV — n (%) 1(9,1) 1(12,5) 1(7,7) 0,972
COPD - n (%) 1(9,1) 0(0) 0(0) 0,373
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Charakteristikum <3h 3-6h >6h P
n=11) (n=28) (n=13)
Kardiovaskulare Risikofaktoren
Arterieller Hypertonus 4 (36,4) 1(12,5) 5(38,5) 0,677
Nikotinabusus 3(27,3) 2 (25,0) 7 (53,8) 0,601
Diabetes mellitus 1(9,1) 2 (25,0) 3(23,1) 0,189
Familidre Vorbelastung 1(9,1) 0 (0) 3(23,1) 0,480
Hypercholesterindmie 3(27,3) 1(12,5) 4 (30,8) 0,908
Hyperlipoproteindmie 6 (54,5) 2 (25,0) 7 (53,8) 0,209
Adipositas 2 (18,2) 1(12,5) 1(7,7) 0,835
Niereninsuffizienz 2 (18,2) 0 (0) 2 (15,4) 0,415
Medikation bei Aufnahme
Antithrombozytiare Therapie
ASS 10 (90,9) 8 (100) 13 (100) 0,373
Prasugrel 5 (45,5) 2 (25,0) 8 (61,5) 0,263
Clopidogrel 2 (18,2) 3(37,5) 1(7,7) 0,236
Ticagrelor 0(0) 2 (25,0) 1(7,7) 0,176
Abciximab 1(9,1) 0(0) 1(7,7) 0,694
Eptifibatid 0(0) 0(0) 1(7,7) 0,470
Antikoagulanzien
Heparin 10 (90,9) 8 (100) 13 (100) 0,373
NM-Heparine 0(0) 0(0) 0(0)
Fondaparinux 0 (0) 0 (0) 2 (15,4) 0,210
Marcumar 0(0) 0(0) 0(0)
Rivaroxaban 11 (100) 8 (100) 13 (100)
Bivalirudin 2 (18,2) 1(12,5) 3(23,1) 0,832
Antiemetika
Ondansetron 2 (18,2) 1(12,5) 3(23,1) 0,832
Dimenhydrinat 2 (18,2) 1(12,5) 4 (30,8) 0,577
Metoclopramid 1(9,1) 1(25,0) 2 (15,4) 0,898
Analgetika
Morphin 7 (63,6) 7 (87,5) 6 (46,2) 0,164
Ibuprofen 0(0) 0(0) 1(7,7) 0,470
Diclofenac 0(0) 0(0) 1(7,7) 0,470
Novaminsulfon 0 (0) 0 (0) 2 (15,4) 0,210
Sedativa
Diazepam 1(9,1) 1(12,5) 1(7,7) 0,934
Midazolam 19,1 2 (25,0) 3(23,1) 0,595




Charakteristikum <3h 3-6h >6h P
n=11) (n=28) (n=13)
Antihypertensiva
a — Blocker 1(9,1) 1(12,5) 0(0) 0,460
B - Blocker 3(27,3) 3(37,5) 4 (30,8) 0,892
Calciumkanalantagonisten 1(9,1) 1(12,5) 1(7,7) 0,934
ACE-Hemmer 4 (36,4) 2 (25,0) 3(23,1) 0,751
Sartane 1(9,1) 0(0) 1(7,7) 0,694
Molsidomin 1(9,1) 0(0) 0(0) 0,373
Weitere Praparate
Amiodaron 2 (18,2) 3(37,5) 0(0) 0,068
Suprarenin 1(9,1) 2 (25,0) 0(0) 0,162
Diuretika 2 (18,2) 3(37,5) 2 (15,4) 0,460
Aldosteronantagonisten 1(9,1) 0(0) 3(23,1) 0,274
Statine 3(27,3) 1(12,5) 5(38,5) 0,437
Protonenpumpeninhibitoren 2 (18,2) 0(0) 4 (30,8) 0,214
Pantozol 0(0) 0(0) 2 (15,4) 0,210
Glukokortikoide 1(9,1) 1(12,5) 4 (30,8) 0,348
Laborwerte bei Aufnahme

Leukozyten pl™! 14247 11976 12955 0,536
Erythrozyten M- ul! 4,72 4,68 4,54 0,779
Hb g dI*! 14,4 14,4 13,7 0,534
Thrombozyten K- pl! 280,3 202,6 262,3 0,317
INR 1,06 1,09 1,10 0,848
PTT sek 62,8 82,0 57,5 0,602
CK-MB initial U-1™! 391 1191 756 0,408
CK-MB max. U-1*! 3146 3040 1201 0,118
Troponin initial pg 1! 14,6 17,8 147,5 0,023
Troponin max. pg 1! 1304,7 124,3 184,5 0,291
CRP initial mg-dl™! ,36 ,43 1,83 0,243
CRP max. mg-dl*! 3,34 5,35 5,92 0,534
PCT ng ml! ,195 ,093 ,085 0,673
Cholesterin mg-dl! 196,7 170,3 177,1 0,462
HDL mg-dI*! 40,0 32,8 44,3 0,414
LDL mgd 1™ 134,4 106,5 126,0 0,456
Triglyceride mg-dl*! 115,2 128,0 137,0 0,893
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3.2 Ergebnisse der Thrombuskultivierung

Das Thrombusmaterial wurde, wie unter 2.3 dargestellt, bearbeitet und untersucht.
In der mikroskopischen Verlaufsbeobachtung zeigte sich, dass die verschiedenen
Thromben eine inhomogene Dynamik beziiglich des Auftretens verschiedener mor-
phologischer Zelltypen und deren Auswanderung aus dem Thrombus aufwiesen. Ins-
besondere differierten die Zeitpunkte, an denen der Zenit der beobachtbaren Zellen
auftrat. Drei Kulturen wiesen iiber einen Zeitraum von 14 Tagen keinerlei vitale Zellen
auf. Drei Kulturen zeigten ausschliefSlich Erythrozyten: zwei davon nur wenige und die
dritte sehr viele Erythrozyten. Bis auf die letztgenannte stammten diese fiinf Kulturen
von Patienten mit einer Symptom-to-Balloon-Zeit < 3 h. Es zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den Zellkulturen aus Gruppe 1 (Symptom-to-Balloon-Time
kleiner drei Stunden) und Gruppe 2 (Symptom-to-Balloon-Time gleich drei bis kleiner
sechs Stunden) mit P = 0,007, sowie zwischen Gruppe 1 und Gruppe 3 (Symptom-to-
Balloon-Time grofSer sechs Stunden) mit P < 0,001. Die einfaktorielle ANOVA ergab
ebenfalls fiir den Gruppenvergleich einen signifikanten Unterschied der Mittelwerte
(3,64*1,38; 8,88+1,03; 11,15%0,64; P < 0,001). In Abbildung 1 wurden die Mittelwerte
dieser Zeitpunkte mit dazugehorigen Standardfehlern bezogen auf die jeweilige Symp-

tom-to-Balloon-Time-Gruppe gegeniibergestellt.
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P < 0,001 Abbildung 1: Mittlerer Tag des grofSten

14 Zellreichtums  der  Zellkultur — mit
* Standardfehler nach Gruppen geordnet.
Die Gruppeneinteilung der Kulturen

erfolgte anhand der Zeitspanne von

Beschwerdebeginn der Patienten bis zur

n.s.
10 Reperfusion, der sogenannten
Symptom-to-Balloon-Time, in folgende
8 Gruppen: < 3h,3-6h, >6 h. *=P <
0,05;
n.s. = nicht signifikant.
6
4
2
0

12

Tag des grofsten Zellreichtums

<3h 3-6h >6h
Zeit von Beschwerdebeginn bis Reperfusion
n=32

In der morphologischen Untersuchung der Zellkulturen lag das Augenmerk auf dem
Auswandern von Zellen aus dem Thrombus und der Zellvermehrung innerhalb der
Kultur sowie auf der Ausbildung unterschiedlicher Zellmorphologien. So konnten, wie
unter Kapitel 2.3 skizziert, sieben im Aussehen verschiedene Zelltypen beobachtet
werden, welche dem Erscheinen nach als Erythrozyten, nicht klassifizierbare (mog-
licherweise noch undifferenzierte) Zellen, Monozyten, Makrophagen, Schaumzellen,
Fibroblasten und Endothelzellen klassifiziert werden konnten. Exemplarische Auf-

nahmen sind Abbildung 2 zu entnehmen.
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Abbildung 2: Zellarten in den Zellkulturen. (A) Erythrozyten, Gesichtsfeld 40fach; (B) Nicht klassifizierbare
Zellen (weifSe Pfeile), Gesichtsfeld 20fach; (C) Makrophagen (schwarze Pfeile), Gesichtsfeld
20fach; (D) Fibroblasten (Pfeilspitzen), Gesichtsfeld 40fach.

Es zeigte sich fiir den Gruppenvergleich der nicht klassifizierbaren Zellen iiber allen
drei Symptom-to-Balloon-Gruppen ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte
(19,27£7,95; 290,38+157,97; 15,08+6,23) mit P = 0,018
(sieche Abbildung 3). Innerhalb der Gruppen ergab sich jeweils ein
signifikantes Ergebnis zwischen Gruppe 1 (Symtom-to-Balloon-Time < 3 h) und
Gruppe 2 (3 - 6 h) (P = 0,039) und zwischen Gruppe 2 und Gruppe 3 (> 6 h) (P = 0,028).
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500 P=0018 Abbildung 3:  Mittlere Anzahl und
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Bei Betrachtung der Monozyten zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied der
Mittelwerte {iiber alle drei Beschwerdedauergruppen (25,09%13,47; 730,75+438,51;
93,54+71,09) mit P = 0,047. Im Einzelgruppenvergleich konnte keine Signifikanz be-
zliglich des Wachstums von Monozyten in der Zellkultur nachgewiesen werden. Aller-
dings zeigten sich zwischen den Gruppen 1 (< 3h) und 2 (3 — 6 h) sowie 2 (3 — 6 h) und
3 (> 6 h) eine Tendenz zur Signifikanz mit P = 0,069 respektive P = 0,098 (siehe Abbil-
dung 4). Fiir Makrophagen ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse in der ANOVA
zwischen den Gruppen (16,82%11,60; 243,00+135,20; 81,62+36,68) (P = 0,073). Aller-
dings zeigt sich ein Trend zur Signifikanz zwischen Gruppe 1 (< 3 h) und 2 (3 — 6 h) mit
P = 0,076 (siehe Abbildung 5). Bei der statistischen Untersuchung aller weiteren Zellar-
ten konnten keine weiteren signifikanten Unterschiede gefunden werden. Die entspre-

chenden Werte sind den Abbildungen Abbildung 6 — Abbildung 8 zu entnehmen.
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Abbildung 5:
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Mittlere Anzahl und
Standardfehler der Monozyten nach
Gruppen geordnet. Die Gruppeneintei-
lung der Kulturen erfolgte anhand der
Zeitspanne von Beschwerdebeginn der
Patienten  bis zur  Reperfusion,
der  sogenannten Symptom-to-
Balloon-Time, in folgende Gruppen:
<3h, 3-6h >6h *=P<005
n.s. = nicht signifikant.

Mittlere Anzahl und
Standardfehler  der Makrophagen
nach  Gruppen  geordnet.  Die
Gruppeneinteilung  der  Kulturen
erfolgte anhand der Zeitspanne von
Beschwerdebeginn

der Patienten bis zur Reperfusion, der
sogenannten  Symptom-to-Balloon-
Time, in  folgende  Gruppen:
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Schaumzellen pro Gesichtsfeld (10fach)

Fibroblasten pro Gesichtsfeld (10fach)
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Abbildung 6:  Mittlere Anzahl und

Standardfehler —der  Schaumzellen
nach  Gruppen  geordnet.  Die
Gruppeneinteilung  der  Kulturen
erfolgte anhand der Zeitspanne von
Beschwerdebeginn

der Patienten bis zur Reperfusion, der
sogenannten  Symptom-to-Balloon-
Time, in  folgende  Gruppen:
<3h, 3-6h, >6h *=P<005
n.s. = nicht signifikant.

P=0470 Abbildung 7:  Mittlere Anzahl und
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Standardfehler der Fibroblasten nach
Gruppen geordnet. Die
Gruppeneinteilung  der  Kulturen
erfolgte anhand der Zeitspanne von
Beschwerdebeginn

der Patienten bis zur Reperfusion, der
sogenannten  Symptom-to-Balloon-
Time, in  folgende  Gruppen:
<3h, 3-6h >6h *=P<005
n.s. = nicht signifikant.
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Endothelzellen pro Gesichtsfeld (10fach)
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Abbildung 8:  Mittlere Anzahl und

Standardfehler der Endothelzellen
nach  Gruppen  geordnet.  Die
Gruppeneinteilung  der  Kulturen
erfolgte anhand der Zeitspanne von
Beschwerdebeginn der Patienten bis
zur Reperfusion, der sogenannten
Symptom-to-Balloon-Time, in folgen-
de Gruppen: < 3 h, 3 - 6 h, > 6 h.
*=P<0,05; n.s. = nicht signifikant.



3.3 Ergebnisse der Histologischen Aufarbeitung

Eine histologische Untersuchung war grofSenbedingt bei 16 der 32 untersuchten
Thromben moglich. Zu Beginn wurde eine Ubersichtsfarbung mittels Hamatoxylin-
Eosin-Farbung (HE) an den Schnitten aller koronaren Thromben durchgefiihrt. Es
zeigte sich, dass der Thrombusaufbau mikroskopisch vier verschiedenen Mustern folg-
te. So gab es erythrozytenreiche, thrombozytenreiche, zellinfiltratreiche und matrix-
reiche Thromben. Reprasentative mikroskopische Aufnahmen sind der Abbildung 9 zu

entnehmen.
A B
C D
Abbildung 9: Hdmatoxylin-Eosin-Fdrbung: Reprdsentative Ausschnitte der einzelnen Thrombuskategorien.
(A) Erythrozytenreicher Thrombus, Gesichtsfeld 40fach; (B) Thrombozytenreicher Thrombus,

Gesichtsfeld 40fach; (C) Zellinfiltratreicher Thrombus, Gesichtsfeld 40fach; (D) Matrixreicher
Thrombus, Gesichtsfeld 40fach.
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Basierend auf dieser Beobachtung wurden die Thromben einzeln, entsprechend ih-
res Aufbaus in der HE-Fiarbung, einer dieser Thrombuskategorien zugeordnet. Die
Schnitte wurden anschlieflend zur genaueren Analyse der Zusammensetzung mittels
anti-CD42b, anti-CD14, anti-CD68, und Elastika van Gieson gefiarbt. Dabei zeigte die
Kategorie Thrombozytenreicher Thrombus den hochsten mittleren, prozentualen An-
teil an CD42b positiver Flache (28,3 %) im Bezug zur Gesamtflache (siehe Abbildung
10). Die Kategorie Zellinfiltratreicher Thrombus wies sowohl fiir die kernhaltigen Zel-
len in der HE-Farbung (734,7 Zellen) als auch fiir die CD14 (211,2 Zellen) und CD68
(451 Zellen) positiven Zellen die hochste mittlere Anzahl je 20fach Gesichtsfeld auf
(siehe Abbildung 11 -Abbildung 13). In der Elastika van Gieson Farbung konnte fiir die
Kategorie Matrixreicher Thrombus der grofste mittlere Anteil violetter Flache (40,4 %)
im Bezug zur Gesamtflache ermittelt werden (siehe Abbildung 14). Die Haufigkeitsver-
teilung der verschiedenen Thrombuskategorien lautet: jeweils 25 % Erythrozytenrei-
cher und Thrombozytenreicher Thrombus; 37,5 % Zellinfiltratreicher Thrombus und

12,5 % Matrixreicher Thrombus.

Abbildung 10: Mittlerer prozentualer
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HE-Farbung: kernhaltige Zellen je Gesichtsfeld
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Abbildung 11: Mittlere Anzahl und
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Abbildung 12:

Zellinfiltratreicher ~ Thrombus;

Matrixreicher Thrombus.
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Abbildung 13: Mittlere Anzahl und

Standardfehler CD68 positiver Zellen
je Gesichtsfeld (20fach).
Einteilung  der  Thromben  in
I:  Erythrozytenreicher ~ Thrombus;
II: Thrombozytenreicher Thrombus;
III:  Zellinfiltratreicher =~ Thrombus;
IvV: Matrixreicher Thrombus.

Abbildung 14: Mittlerer prozentualer

Anteil und Standardfehler violetter
Fldche in der Elastika van Gieson
Firbung je Gesichtsfeld (10fach).
Einteilung  der  Thromben in
I:  Erythrozytenreicher ~ Thrombus;
II: Thrombozytenreicher Thrombus;
III:  Zellinfiltratreicher ~ Thrombus;
IvV: Matrixreicher Thrombus.



Nach Einteilung der Thrombusschnitte in die oben vorgestellten histologischen Ka-

tegorien wurden die Parameter Zellzahl kernhaltiger Zellen in der HE-Farbung, Anzahl

CD14 bzw. CD68 positiver Zellen und prozentualer Anteil CD42b positiver bzw. violet-

ter Flache in der Elastika van Gieson Farbung mittels einfaktorieller ANOVA hinsicht-

lich der Symptom-to-Balloon-Time analysiert. Dabei zeigte sich ein Trend zur Signifi-

kanz im Gruppenvergleich fiir die Anzahl kernhaltiger Zellen in der HE-Farbung mit
P =0,085 (912,3£572,0; 232,8+64,1; 225,6=88,0) (siehe Abbildung 15). Die Analyse der
Merkmale Anzahl CD14 bzw. CD68 positiver Zellen und prozentualer Anteil CD42b

positiver bzw. violetter Flache in der Elastika van Gieson Farbung ergaben keine signi-

fikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die entsprechenden Grafiken sind den

Abbildung 16 — Abbildung 19 zu entnehmen.
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Abbildung 15: Mittlere Anzahl und

Standardfehler ~ der  kernhaltigen
Zellen in der  Hddmatoxylin-
Eosinfdrbung pro 20fach Gesichtsfeld
in Gruppen nach dem
Zeitintervall von Beschwerdebeginn
bis Reperfusion, der sogenannten
Symptom-to-Balloon-Time, geordnet.
n.s. = nicht signifikant.
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CD14 postive Zellen je Gesichtsfeld (20fach)

CD68 positive Zellen je Gesichtsfeld (20fach)
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Abbildung 16: Mittlere Anzahl und

Standardfehler der CDI14 positiven
Zellen pro 20fach Gesichtsfeld in
Gruppen nach dem Zeitintervall
von Beschwerdebeginn bis
Reperfusion, der sogenannten
Symptom-to-Balloon-Time, geordnet.
n.s. = nicht signifikant.

Abbildung 17: Mittlere Anzahl und

Standardfehler der CD68 positiven
Zellen pro 20fach Gesichtsfeld in
Gruppen nach dem Zeitintervall
von Beschwerdebeginn bis
Reperfusion, der sogenannten
Symptom-to-Balloon-Time,
geordnet.

n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 18: Mittlerer prozentualer

Anteil und Standardfehler der CD42b
positiven  Fldche  pro  20fach
Gesichtsfeld in Gruppen nach dem
Zeitintervall von Beschwerdebeginn
bis Reperfusion, der sogenannten
Symptom-to-Balloon-Time,
geordnet.

n.s. = nicht signifikant.

Abbildung 19: Mittlerer prozentualer

Anteil und Standardfehler der violett
gefirbten  Flidche pro  20fach
Gesichtsfeld in Gruppen nach dem
Zeitintervall von Beschwerdebeginn
bis Reperfusion, der sogenannten
Symptom-to-Balloon-Time,
geordnet.

n.s. = nicht signifikant.
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4  Diskussion

4.1 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Die statistische Auswertung der klinischen Daten des untersuchten Patientenkol-
lektivs erfolgte nach Einteilung der Patienten nach der jeweiligen Zeit von Symptom-
beginn bis zur Reperfusion, der sogenannten Symptom-to-Balloon-Zeit. Dabei zeigte
sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen beziiglich des Auftretens
eines STEMI, sowie beziiglich des initialen Troponins. Eine Tendenz hin zur Signifi-
kanz, ohne jedoch dieses Niveau zu erreichen zeigte sich fiir einen STEMI / NSTEMI in
der Vorgeschichte, sowie die Einnahme von Amiodaron.

Fiir die Auswertung der durchgefiihrten Zellkulturen, nach Einteilung in o.g. Grup-
pen, ergab sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Zeitpunktes des Zenits
der Zellanzahl in den Kulturen. Weiter war ein signifikanter Unterschied in der Anzahl
der morphologisch nicht ndher klassifizierbaren (moglicherweise noch undifferenzier-
ten) Zellen zu sehen, sowie fiir die Anzahl der Monozyten. Fiir die Anzahl der Makro-
phagen konnte dies nicht nachgewiesen werden, wobei hier eine Tendenz zur Signifi-
kanz zu erahnen war. Fiir alle anderen Zellentititen ergaben sich keine derartigen Er-
gebnisse.

Bei Auswertung der immunhistochemischen Schnitte fiel prima vista eine starke
Heterogenitit der einzelnen Thromben untereinander auf, welche jedoch vier distink-
ten Mustern zu folgen schien. Dies konnte durch eine quantitative Analyse beziiglich
der jeweiligen Komponenten der Thromben bestitigt werden. So zeigten sich beson-
ders erythrozytenreiche, thrombozytenreiche, zellinfiltratreiche sowie matrixreiche
Thromben. Die Gruppe des Thrombozytenreichen Thrombus besafd mit etwa 28 % den
hochsten Anteil an anti-CD42b positiver Flache, die Gruppe des Zellinfiltratreichen
Thrombus die hochsten Anteile an kernhaltigen Zellen in der Himatoxylin-Eosin-
Farbung sowie an anti-CD14 und anti-CD68 positiven Zellen und die Gruppe der Mat-
rixreichen Thromben mit etwa 40 % den hochsten Anteil an violetter Flache in der
Elastika-van-Gieson-Farbung. Nach Einteilung der Thromben in die jeweiligen Kate-
gorien erfolgte die Auswertung dieser hinsichtlich der oben beschriebenen Symptom-

to-Balloon-Zeit. Hier ergab sich, bezogen auf die Anzahl kernhaltiger Zellen in der
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HE-Farbung, eine Tendenz zur Signifikanz, ohne diese jedoch zu erreichen. Fiir alle

anderen Items konnte eine solche nicht festgestellt werden.

4.2 Baseline Charakteristika

Die Einweisungsdiagnose, welche zur PCI fiihrte, unterschied sich zwischen den
Symptom-to-Balloon-Zeitgruppen signifikant. Dabei kam es bei kurzem (<3 h) sowie
langerem Zeitintervall (> 6 h) ausschliefSlich zu einem STEMI, wohingegen im mittle-
ren Zeitintervall andere ACS-Formen beobachtet werden konnten. Die Ursache fiir
diese Beobachtung bleibt Spekulation und kann u.U. der geringen Fallzahl geschuldet
sein. Interessanterweise ist die Mehrzahl der Fille ein ACS des Subtyps STEMI. Wie
Ino et al. zeigen konnten (siehe 1.2.3) sind hierbei haufiger grofiere Rupturhohlen zu
erwarten, welche potentiell mehr thrombogenes Material und somit eine ggf. schnelle-
re resp. grofSere Thrombusbildung ermoglichen konnten [39].

Es zeigte sich zusitzlich ein signifikanter Unterschied in der Hohe der initialen
Troponinwerte, welche sich proportional zur Symptom-to-Balloon-Zeit verhalten.
Dies bestitigt die Funktion des Troponins als Marker kardialer Schaden [177], nach
dem Grundsatz: ,time is muscle®, nimmt mit fortwahrender Ischdmie das Ausmaf der

kardialen Schiadigung weiter zu.

4.3 Zellkultur

Die Zellkulturen zeigten ein heterogenes Bild bezogen auf Migration und Prolifera-
tion der im Thrombus befindlichen Zellen. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied
der Zeitpunkte der Zellmaxima bezogen auf die Symptom-to-Balloon-Zeit. So verhiel-
ten sich diese Zeitpunkte in Tagen proportional zur Symptomdauer. Wobei interessan-
terweise die mittlere Gesamtzellzahl in der Gruppe von 3 — 6 h am hochsten war, ge-
folgt von > 6 h und am geringsten in der Gruppe < 3 h Symptompersistenz. Wie bereits
Rittersma et al. [121] zeigen konnte, bestimmt die Symptomdauer nicht zwangslaufig
das Alter der entstandenen Thromben, da sich diese bereits im Vorfeld, etwa bei einer
Plaqueerosion oder klinisch stummer Plaqueruptur bilden konnten [13, 14, 34]. Der
teils heterogene, schichtweise Aufbau zeigt dltere sowie neu entstandene Abschnitte

in den Thromben [10, 119-121]. Damit sind konstante Verlaufsmuster der Kultur ent-

61



sprechend der Symptomdauer eher unwahrscheinlich und ggf. der geringen Stichpro-
bengrofle zuzuschreiben. Interessanterweise gehoren fiinf der sechs unter 3.2 be-
schriebenen Thromben, welche keine sichtbaren vitalen Zellen oder nur Erythrozyten
aufwiesen in die Gruppe < 3 h Symptompersistenz. Da frische Thromben hauptsichlich
Fibrin, Thrombozyten sowie Erythrozyten enthalten [119-121] ist hier sehr junges
thrombotisches Material wahrscheinlich. Das Auftreten kernhaltiger Zellen setzt deren
Chemotaxis voraus, was bereits eine einsetzende Organisation des Thrombus verdeut-
licht. Das zeitliche Intervall scheint dabei jedoch widererwarten kurz zu sein, wie Ra-
maiola et al. [125] zeigen konnten, sodass vermehrungsfahige Zellen prinzipiell in je-
der Gruppe der Symptomdauer moglich sind, was in dieser Arbeit auch beobachtet
werden konnte.

In der Betrachtung der unterschiedlichen morphologischen Zellentititen zeigte
sich ein signifikanter Unterschied der mittleren Anzahl an Monozyten bezogen auf die
Symptom-to-Balloon-Zeit mit deutlich grofSerer Quantitit in der Gruppe von 3 — 6 h
Symptompersistenz. Ein Trend zur Signifikanz mit P = 0,073 zeigte sich bei der mittle-
ren Anzahl an Makrophagen ebenfalls mit deutlich grofserer Zellzahl in der mittleren
Zeitgruppe. Ein Unterschied ist auch hier, aufgrund der Heterogenitit des Materials,
welche durch die Thrombusentstehung gegeben ist, nicht zu erwarten gewesen und
muss der geringen Stichprobe zugeschrieben werden. Denkbar ist auch, dass zellreiche
Plaqueanteile, welche versehentlich mit aspiriert wurden, ihren Weg in die Kultur ge-
funden haben und das Ergebnis auf diese Weise verfalschen. Das Vorkommen solcher
Verunreinigungen des Aspirats wurde etwa auch von Rittersma et al. beschreiben
[121].

Insgesamt bestdtigen die Ergebnisse der Zellkultur trotz der beschriebenen Unsi-
cherheiten, dass intrakoronare Thromben keineswegs nur aus Pliattchen, Fibrin und
Erythrozyten bestehen, auch wenn diese Anteile die Majoritét bilden [119, 120]. Viel-
mehr scheinen immunologische Prozesse und deren zelluldre Vertreter [125] involviert

zu sein, deren Funktion und Bedeutung noch nicht ginzlich verstanden sind.
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4.4 |Immunhistochemie

Bereits Silvain et al. [119] konnten in ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen
Ischdmiezeit und Thrombuszusammensetzung nachweisen. So wurden frische throm-
bozytenreiche Thromben bis zu einer Stunde Ischamiezeit und altere fibrinreiche
Thromben bei iiber drei Stunden Ischiamiezeit gefunden. Dabei wurde der Oberfla-
chenanteil der jeweiligen Komponenten mittels SEM beurteilt. Als frische thrombozy-
tenreiche Thromben galten jene mit Plattchenanteil grofSer 30 % und Fibringehalt un-
ter 70 %. Als altere fibrinreiche Thromben solche mit Thrombozytenanteil unter 30 %
und Fibringehalt iiber 70 %. Der Fibringehalt verdoppelte sich mit jeder zusatzlichen
Stunde Symptompersistenz, wohingegen sich der Plattchenanteil halbierte. Allerdings
wurde nur die Thrombusoberfliche begutachtet. In der vorliegenden Arbeit konnte ein
Pliattchenanteil in den Thrombusschnitten gefunden werden, welcher im Bereich der
0.g. Studie liegt. Der Vergleich der Anteile kernhaltiger Zellen ist jedoch aufgrund der
unterschiedlichen Auswertungsmodalitdten nicht moglich.

In dieser Arbeit konnten, durch mikroskopisch deutlich sichtbare Unterschiede be-
zliglich der Thrombuszusammensetzung, vier verschiedene Thrombuskategorien defi-
niert werden. Die Unterschiede wurden quantitativ unter Zuhilfenahme von immun-
histochemischen, sowie histochemischen Fiarbungen bestitigt. Dabei zeigten sich
erythrozyten-, thrombozyten- und zellinfiltratreiche Thromben sowie eine vierte Ka-
tegorie, welche besonders viel amorphes Matrixmaterial aufwies. Ein statistischer Zu-
sammenhang der verschiedenen Kompositionen mit der Ischdmiezeit konnte nicht
nachgewiesen werden. Das kann darin begriindet liegen, dass die Thrombusformation
haufig einen phasenweisen Verlauf mit prothrombogenen Aufbau und thrombolyti-
schen Abbau zeigen kann und nicht jede Plaqueruptur klinisch evident werden muss
[10, 12-14]. Somit ist das genaue Alter der Thromben letztlich nicht exakt bestimmbar.
Jedoch kann eine zeitliche Reihenfolge anhand divergenter Thrombuskompositionen
festgestellt werden. So sind thrombozytenreiche Thromben die jlingsten Vertreter
[119], spater, bei stdrkerer Stagnation, sind gehauft Erythrozyten im entstandenen
Fibringeflecht zu finden [8, 119]. Durch Chemotaxis werden Effektorzellen des ange-

borenen Immunsystems angelockt (siehe dazu auch 1.2.3 sowie 1.3.1 — 1.3.3). Der vor-
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handene Thrombus organisiert sich infolge dessen mit der Zeit, was mit Abnahme der

Zelldichte und Zunahme der extrazelluliren Matrix einhergeht [121, 123, 124].

4.5 Limitationen der Studie

Die vorliegende Arbeit untersucht eine eher kleinere Studienpopulation, was be-
reits eine gewisse Limitation darstellt.

Innerhalb der Zellkultur erfolgte eine rein morphologische Auswertung, da die Dy-
namiken der einzelnen Kulturen bezogen auf Zellmigration aus dem Thrombus und
Proliferation teils stark differierten. Der beste Zeitpunkt fiir eine immunozytochemi-
sche Analyse konnte nicht extrapoliert werden. Weiter ware durch eine solche Analyse
der Beobachtungshorizont fiir die jeweilige Kultur beendet gewesen, was bei grofSerer
Stichprobe sicherlich unproblematisch — in diesem Fall jedoch dem Informationsge-
winn abtraglich gewesen wire.

Beim Teilen der frischen Thromben in zwei makroskopisch dhnliche Halften sind
mikroskopische Unterschiede der Teile nicht auszuschliefSen.

Eine weitere Limitation liegt in der Tatsache, dass die frisch gewonnenen Throm-
ben u.U. nicht direkt fixiert, sondern teils, z. B. bei nachtlicher Aspiration, noch einige
Stunden im Brutschrank verbrachten bis zur Aufteilung und Fixation. Hierdurch kann
es theoretisch noch zu Anderungen im Thrombusaufbau beispielsweise durch Zellver-
lust oder -vermehrung gekommen sein.

Eine spezifische Anfirbung und quantitative Auswertung der Erythrozytenanteile
an den gesamten Thromben fehlt. Es wurde stattdessen aufgrund des charakteristi-
schen Aussehens ein visueller Ansatz verfolgt.

Letztlich erfolgte die gesamte Auswertung der Fotodokumentation manuell resp.
semimanuell mit softwaregestiitzter Auswertung, was eine gewisse Fehleranfalligkeit

nicht ausschlief$t, aber ebenso Softwarelimitationen in der Zellerkennung tiberwindet.

4.6 Relevanz der Ergebnisse

Herz-Kreislauferkrankungen sind trotz grofSer Fortschritte in Diagnostik und The-
rapie weiterhin eine der fiihrenden Ursachen fiir Mortalitdt und Morbiditdt in den

westlichen Landern [5, 6, 11]. Vorangegangener intensiver Forschung ist es zu verdan-
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ken, dass innerhalb dieser Erkrankungsgruppe seit Mitte des 20. Jahrhunderts weitrei-
chende Behandlungserfolge mit sinkender Mortalitdtsrate zu verzeichnen sind [3]. Mit
neuen technischen Moglichkeiten wichst das Verstdndnis der Pathophysiologie dieser
Erkrankungsgruppe immer weiter, welche auf ein diffiziles Zusammenspiel verschie-
dener Aktionspartner auf zellularer und subzelluldarer Ebene zuriickzufiihren ist. Dabei
sind noch viele Fragen offen. Ziel dieser Arbeit war es einen grundlegenden Einblick in
die Komposition der Thromben und die Interaktion der beteiligten Zellen und ggf.
Riickschliisse in Zusammenhang der klinischen Daten zu erhalten.

Ein Novum stellt hierbei die Kultivierung der mittels Thrombusaspiration im Rah-
men der PCI gewonnenen Thromben dar. Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied
im Auftreten des Zenits der hochsten Zelldichte. Mit zunehmender Zeit der Symptom-
persistenz trat dieser entsprechend spater auf. Die meisten Zellen waren bei Kulturen
mit mittlerer Symptompersistenz feststellbar, wobei nicht ndher klassifizierbare und
mononukledre Zellen das Bild dominierten. Letzteres ist in Anbetracht der Pathophy-
siologie nicht unerwartet, jedoch ersteres. Wobei eine genaue Aussage iiber die Art
dieser nicht ndher klassifizierbaren Zellen nicht moglich ist, da nur ein morphologi-
scher Ansatz verfolgt wurde.

Interessanterweise konnten im Gegensatz zu den unter 1.4 genannten Arbeiten vier
verschiedene Kategorien der Thromben histologisch gesehen werden, wobei diese
nicht durch eine Hauptkomponente, sondern durch die Eigenschaft, eine Komponente
in hoherem MafSe als die Vertreter der jeweils anderen Kategorie aufzuweisen, defi-
niert wurden. Bezogen auf die Zeit von Symptombeginn bis Reperfusion traten bei

kurzer Symptompersistenz tendenziell die meisten kernhaltigen Zellen auf.

4.7 Schlussfolgerungen

Intrakoronare Thromben sind weit mehr als Fibrin und Thrombozyten. Sie bestehen
aus einem lebendigen Verbund verschiedener Interaktionspartner, welche iiber eine
Vielzahl von Mediatoren, Chemokinen, Liganden und Rezeptoren mit den Zellen vor
Ort aber auch entfernt kommunizieren. Dabei scheinen viele der dabei beteiligten Ak-
teure in ihrem Funktionsumfang noch nicht gidnzlich verstanden und konnen teils un-

terschiedliche Funktionen erfiillen — je nach Mikroenvironment, in welches sie einge-
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bunden sind. Die Untersuchung dieser Thromben, insbesondere unfixierter, vitaler
Thromben, kann hier wertvolle Erkenntnisse liefern.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass koronare Thromben aus verschiedenen
Zellentitdten aufgebaut sind und damit vorangegangene Arbeiten bestatigen. Zellen in
kultivierten Thromben sind in der Lage zu proliferieren und zu differenzieren, dabei
bestehen Unterschiede je nach Zeitdauer der Beschwerdepersistenz der Patienten. Die
Bedeutung dieser Unterschiede bleibt jedoch noch unklar und sollte in Folgearbeiten
weiter untersucht werden. Es ist anzunehmen, dass die Zeit von Symptombeginn bis
Reperfusion, obschon relativ sicher zu bestimmen, keine definitive Aussage iiber das
Alter der Thromben zuldsst. Die zellulire Zusammensetzung der Thromben ldsst
schon eher Riickschliisse hierzu zu, allerdings mit unzureichender Genauigkeit. Die
Etablierung eines entsprechenden Markers oder Messmethode scheint lohnenswert
v.a. im Hinblick auf das Alter der eigentlich atherosklerotischen Lasion und somit der
Erkrankungsdauer, welche in dieser Arbeit nicht untersucht wurde.

Mehrere Arbeiten haben sich mit der Frage des regenerativen Potentials der zellula-
ren Interaktionspartner beschéftigt, siehe dazu 1.5. Durch Ischdmie verlorenes Myo-
kard wird pathophysiologisch narbig umgebaut und steht der Funktionserfiillung nicht
zur Verfiigung. Durch ein besseres Verstandnis nicht nur der Regeneration, sondern
auch der Stamm- und Progenitorzelldifferenzierung in diesem Feld — und das Nutzen
bereits physiologisch vorhandener regenerativer Ressourcen, wie die Migration undif-
ferenzierter Zellen beispielsweise, konnten sich neue, vielversprechende Behand-

lungsanséatze ergeben. Weitere Forschung scheint hierzu lohnenswert.
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5 Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen trotz grofler Fortschritte noch immer ein
grofSes Gesundheitsproblem der Menschheit dar. Sanken die Mortalitdtsraten seit Mit-
te des 20. Jahrhunderts, so sind dennoch etwa ein Drittel aller Todesfdlle in Deutsch-
land durch Herz-Kreislauferkrankungen verursacht [3, 5, 7]. Hieraus ergibt sich die
Notwendigkeit, das vorhandene Wissen iiber Entstehung, Pravention und Therapie
kardiovaskuldrer Erkrankungen weiter auszubauen. Als bedeutende Vertreter dieser
Erkrankungsgruppe sind der ischdamische Schlaganfall sowie die koronare Herzerkran-
kung mit seiner, bezogen auf die Mortalitat, wichtigsten Auspragung, dem akuten Ko-
ronarsyndrom zu nennen [3, 178]. Gemeinsame pathophysiologische Grundlage dieser
Erkrankungen bildet die Atherosklerose. Eine Vielzahl an Zellen, Mediatoren, Zytoki-
nen sowie Rezeptoren und Pathways orchestrieren deren Pathogenese, welche sich in
einem stiandigen Fluss zwischen Progression und Regression, Proinflammation und
Antiinflammation befindet.

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, den Aufbau intrakoronarer Thromben, deren
Zellzusammensetzung sowie Variabilitat und ggf. Funktion, genauer zu beleuchten,
um dadurch neue Einsichten in die Prozesse zu erhalten, welche nach Plaqueruptur bei
der Ausbildung von Thromben in den Koronarien ablaufen. Dazu wurden die Throm-
ben von insgesamt 32 Patienten, welche aufgrund eines akuten Myokardinfarkts eine
perkutane Koronarintervention erhielten, aspiriert und anschliefSend kultiviert. Bei
entsprechender GrofSe konnten in der Halfte der Falle zusatzlich histologische Unter-
suchungen durchgefiihrt werden. Gleichzeitig wurden verschiedene klinische Daten
des Studienkollektives gesammelt und analysiert.

Es wurden Auswertungen hinsichtlich der Symptompersistenz, welche durch das
Zeitintervall von Beschwerdebeginn bis Reperfusionsbehandlung definiert wurde, an-
gestellt. Hier zeigte sich ein proportionaler Anstieg der initialen Troponinwerte mit
zunehmender Symptomdauer, weiter zeigten sich signifikante Unterschiede beziiglich
der ACS Subgruppe. Die Auswertung der Zellkultur erfolgte nach rein morphologi-
schen Kriterien. Es konnten verschiedene Zellarten wie etwa Erythrozyten, Monozy-

ten, Makrophagen oder Schaumzellen sowie nicht ndher klassifizierbare (moglicher-
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weise noch undifferenzierte) Zellen beobachtet werden. Die Migration sowie Prolifera-
tion der enthaltenen Zellen waren zwischen den jeweiligen Kulturen heterogen. Es
zeigten sich Unterschiede beziiglich des Zeitpunktes des mittleren Zellzahlmaximums
sowie der Anzahl an nicht klassifizierbaren Zellen und Monozyten. In der histologi-
schen Untersuchung waren Unterschiede in der Zellkomposition der Thromben er-
sichtlich. Diese folgten vier distinkten Mustern in Bezug auf die vorherrschenden Zel-
lentitdten und andere Thrombusbestandteile, welche Hinweise auf das Thrombusalter
liefern konnten. Signifikante Unterschiede, bezogen auf die Zeit der Symptompersis-
tenz der Studienteilnehmer, ergaben sich jedoch nicht.

Insgesamt zeigte sich, dass koronare Thromben vitale Gebilde mit einer Vielzahl
von Zellentitdten darstellen, deren gegenseitige Beeinflussung komplex und variabel
zu sein scheint. Die Dauer der Symptompersistenz ldsst keine eindeutigen Riickschliis-
se auf das Alter der Thromben zu, da bereits subklinisch thrombotische Ereignisse
moglich sind [10, 12-14]. Uber die Komposition der koronaren Gerinnsel ldsst sich de-
ren Alter mit einer gewissen Ungenauigkeit bestimmen [121]. Zellarten, welche in der
vorliegenden Arbeit morphologisch und immunhistochemisch bestimmt werden konn-
ten, waren neben Erythrozyten und Thrombozyten vor allem mononukleare Zellenti-
taten, wie Monozyten oder Makrophagen und Schaumzellen, aber auch morphologisch
undifferenzierte Zellen. Letzteres scheint besonders fiir regenerative Prozesse interes-

sant, welche spannende Ansitze zukiinftiger Forschung bieten konnten.
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