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ABSTRACT

Die Monozytenaktivierung ist bei einem entziindlichen Geschehen wie der
Arteriosklerose ein wichtiger Fakt. Studien der letzten Jahre konnten eine
antiinflammatorische Wirkung der Hypothermie belegen. Aus diesem Grund hat die
Hypothermie nach Veroffentlichung von zwei multizentrischen Studien im Jahr 2002
Einzug erhalten in die Leitlinien beztglich reanimierter Patienten nach Myokardinfarkt.
Die Verbesserung des neurologischen Outcomes ist auch in der Neuro- und
Kardiochirurgie ein wichtiger Grundstein fiir den Einsatz einer Hypothermie. Unter
milder therapeutischer Hypothermie kam es zu signifikant weniger Reinfarkten, als
unter Normothermie. Die durch die Hypothermie reduzierten Enzymausschuttungen und
Expressionsminderungen von Oberflachenmarkern bewirken eine antiinflammatorische
Situation. Der Einsatz einer Kilhlung - sei es Uber extra- oder intrakorporale Methoden -
konfrontiert den Organismus mit einer unphysiologischen Oberflache. Die Oberflache
der Katheter und Schlduche aktiviert die Gerinnungskaskade und tragt zur
Thrombusbildung bei. Oftmals kommt bei Patienten nach Reanimation ein
intrakorporales ~ Kihlverfahren  (z.B.CoolGard®) zum Einsatz. Neben der
Koronarangiografie stellt die kardiopulmonale Bypass- (CPB-) Operation ein weiteres
Interventionsverfahren bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung dar. Hierbei kommt
Blut ebenfalls durch die Herz-Lungen-Maschine mit einer unphysiologischen
Oberflache in Kontakt. Zudem wird die CPB-Operation unter Hypothermie
durchgefuhrt. Viele Studien der letzten Jahre beschéftigten sich mit der Frage der
Thrombozytenaktivierung bei Hypothermie. Ziel der hier vorliegenden Studie war es,
den kardioprotektiven Effekt der Hypothermie unter besonderer Berlicksichtigung der
Aktivierung der Monozyten zu prufen. Weil viele Hochrisikopatienten unter der
Therapie eines GPIlIb/llla Rezeptor Antagonisten stehen wurde dieser Tatsache
Rechnung getragen und die Monozytenaktivierung unter Einfluss der Medikamente
Tirofiban und Eptifibatid gemessen.

METHODE:

Mit Hilfe der DurchfluRzytometrie wurde die Auspragung der Adhdsionsrezeptoren der
Monozyten bei tiefer (18°C) und milder (28°C) Hypothermie und bei Normothermie
(36°C) untersucht. Als Studienmedikamente wurden Tirofiban und Eptifibatid als

Vertreter der GPIIb/I11a Antagonisten gewahlt. Mit einem modifizierten Chandler Loop



Model konnten wir den Blutfluss durch eine Herz-Lungen-Maschine (HLM) simulieren
(LOOP) und verglichen diese mit einem statischen Model (STASE). Untersuchte
Antikdrper waren CD11b, CD54 und CD162, die in besonderer Weise die Aktivierung
der Monozyten aufzeigen.

ERGEBNIS:

Wir konnten erstens zeigen, dass die Expression der monozytéren Adhé&sionsmolekdile
CD11b und CD162 mit sinkender Temperatur abnimmt, was den Nutzen der
therapeutischen Hypothermie im Kklinischen Alltag bestatigt. Durch Einsatz von tiefer
und milder Hypothermie kann ein antiinflammatorischer Effekt erzielt werden, der zur
Verminderung des arteriosklerotischen Entziindungskreislaufes fuhrt. Zweitens konnten
wir zeigen, dass die Expression des monozytaren Adhdsionsmolekiills CD11b ansteigt
bei Stimulation im extrakorporalen Blutfluss (LOOP). Diese Tatsache legt nahe, den
Kontakt des Patientenblutes mit den Fremdoberflachen so gering wie maoglich zu halten.
Drittens konnte gezeigt werden, dass die Medikamente keinen signifikanten Einfluss auf
die Expression von Adhésionsmolekilen auf Monozyten haben, weder im Bezug auf die
Temperatur noch im Bezug auf die Behandlungsweise des Blutes (LOOP oder STASE).
Somit konnen die GPIIb/Illa Inhibitoren Eptifibatid und Tirofiban ohne nachteiligen
Effekt auf die Expression von Adhé&sionsmolekiilen auf Monozyten bei hypothermen
oder normothermen Verhaltnissen oder bei Einsatz der HLM verwendet werden.



Abkurzungen

ACS Akutes Koronarsyndrom

AMI Akuter Myokardinfarkt

AP Angina pectoris

CAPTURE “Chimeric c7E3 anti-platelet therapy in refractory
unstable angina Treatment”

CD Cluster of Differentiation

CPR Kardiopulmonale Reanimation

DHCA Deep hypothermic circulation arrest

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay

EPIC “Evaluation of c7E3 for the prevention of ischemic
complications”

EPILOG “Evaluation of PTCA to improve longterm outcome by
c7E3”

EPISTENT “Evaluation of platelet GPIIb/IIIa inhibitor for stenting”

GUSTO “Global utilisation of streptokinase and t-PA for occluded
coronary arteries [V in acute coronary syndromes”

HACA “Hypothermia after cardiac arrest”

HLM Herz Lungen Maschine

HWZ Halbwertszeit

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 (CD54)

IL-1 Interleukin-1

ILCOR International Liaison Committee on Resuscitation

IMPACT-II “Integrelin to minimize platelet aggregation and to
prevent coronary thrombosis”

LDL Low Density Lipoproteine

LEAL Lymphocyte function-associated antigen 1
(CD11a/CD18 Integrin)

LPS Lipopolysaccharide

LSCM Laser scanning confocal microscopy

NK Natirliche Killerzellen




NSTEMI Nicht-ST-Hebungsinfarkt
PCI Percutaneous coronary intervention
“Platelet receptor inhibition for ischemic syndrome
PRISM
management”
“Platelet receptor inhibition for ischemic syndrome
PRISM-PLUS management — patients limited by unstable signs and
symptoms”
PTR Proben Temperatur Gerét
“Platelet glycoprotein Ilb/Illa in Unstable angina:
PURSUIT _ ) -
Receptor Suppression Using Integrilin Therapy”
RCA Rechte Koronararterie
RCX Ramus circumflexus
“Randomized efficacy study of Tirofiban for outcomes
RESTORE .
and restenosis”
RIVA Ramus interventricularis anterior
ROSC Return of spontaneous circulation
SIRS Systemic inflammatory response syndrome
STEMI ST-Hebungsinfarkt
TIA Transitorische isch&mische Attacke
TNFa Tumornekrosefaktor a

vWF

Von Willebrand Faktor
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1 Einleitung

1.1 Einfldhrung

Die Todesursachenstatistiken weltweit werden angefthrt von kardiovaskuldren
Erkrankungen. Hauptrisikofaktor dafiir ist die Hypertonie, die oftmals mit
Arteriosklerose vergesellschaftet ist. 20% aller Deutschen leiden an Hypertonie, die
Erkrankungsrate nimmt mit steigendem Alter zu. Es wird geschétzt, dass 70% der
70jahrigen Hypertoniker sind. Risikofaktoren wie Adipositas, Diabetes mellitus,
Hypercholesterindmie, Nikotinabusus und Stress sind zudem weit verbreitet und
beglnstigen die Ausbildung von Arteriosklerose. Grundlage der kardiovaskuléren
Erkrankungen liegt in arteriosklerotischen Verénderungen, die aufgrund thrombotischer
Ereignisse mit einer hohen Sterblichkeitsrate einhergehen.

Die Inzidenz des akuten Koronarsyndroms (ACS) in Deutschland liegt bei ca. 300 von
100 000 eingelieferten Patienten in den Notaufnahmen der Kliniken. Dabei ist zu
bedenken, dass das ACS als eine Gruppe von Erkrankungen anzusehen ist. Dazu
gehdren die instabile Angina Pectoris, der Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) und der
ST-Hebungsinfarkt (STEMI).

In Deutschland erlitten laut Statistischem Bundesamt in Wiesbaden 2003 ca. 280 000
Patienten einen Herzinfarkt, wovon 62 000 verstarben. Bei circa 7% aller Patienten mit
akutem Myokardinfarkt kam es zur Ausbildung eines kardiogenen Schocks. Der
kardiogene Schock ist von der Grolie des infarzierten Myokards abhéngig. Meist ist eine
Schadigung von uber 30% des Herzgewebes vorhanden. Die Mortalitdt des
kardiogenem Schocks ist in den letzten Jahren gesunken, dennoch liegt die 30 Tage
Mortalitat bei ca. 50-70% (1).

Die Angaben Uber die Inzidenz des pl6tzlichen Herzstillstandes mit nachfolgender
Reanimation in Europa schwanken aufRerklinisch zwischen 37 und 80 beobachteten
Féallen pro 100 000 Einwohner (2) (3). Innerklinisch liegt die Inzidenz einer
Reanimation zwischen 150 pro 100 000 aufgenommenen Patienten in Norwegen und
350 Patienten in England (4). Natirlich basieren nicht alle pl6tzlichen
Kreislaufstillstande auf einem primdr kardialen Ereignis. Ca. 80% der Reanimationen
werden aufgrund eines AMI durchgefiihrt. Die restlichen 20% werden auf Schlaganfall,

Lungenembolie, Unfall, Suizid, Ertrinken 0.4. zurtckgefihrt. Der plotzliche
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Herzstillstand wird vom Statistischen Bundesamt im Jahr 2007 als Todesursache von
4552 Patienten in Deutschland angegeben. Leider ist das Erreichen eines
Spontankreislaufes nach durchgefiihrter Reanimation nur bei ca. 50% der Patienten
mdglich (5) (6). Die Zahl der Toten nach einer kardial bedingten Reanimation ist weiter
ricklaufig. Ursache dafiir ist die verbesserte Diagnostik im Akutfall und die zligigere
Intervention (7). Hierzu tragen ein leitliniengerechtes Vorgehen mit schneller
Durchfiihrung einer Perkutanen Koronarintervention (PCI) und die Einleitung einer
milden Hypothermie deutlich bei.

Die PTCA mit den Mdglichkeiten einer Thrombektomie, einer Ballondillatation und des
Einsatzes von Stents ermdglicht eine schnelle Revaskularisierung der Koronarien. Das
Endothel wird bei der PTCA oder bei Anlage eines intrakorporalen Katheters stark
geschadigt. Es kommt zur endothelialen Aktivierung und konsekutiv zu einem
inflammatorischen Prozess. Bei der Nutzung einer HLM wird ebenfalls Gber
Fremdkorperaktivierung eine Kontakt-Phasen-Aktivierung und ein inflammatorischer
Prozess angestof3en. Aber auch die zugrunde liegende Arteriosklerose basiert auf einem
Entzindungsgeschehen. Bei all diesen inflammatorischen Ereignissen spielen
Monozyten mit ihrer Fahigkeit der Migration eine entscheidende Rolle. Zum einen ist
bekannt, dass die Hypertonie eine vermehrte Aktivierung von Monozyten nach sich
zieht (8) (9) (10), zum anderen ist Hypoxie, wie sie bei Lumeneinengung oder
Verschluss eines GefalBes vorkommen, fur die Aktivierung von Monozyten
verantwortlich (11). Deshalb sind Monozyten Hauptfaktoren fiir die Entwicklung einer
Arteriosklerose. Monozyten werden (iber verschiedene Schritte aktiviert. Uber die
Schritte ,,rolling®, ,,sticking” und ,,transmigration* entstehen Schaumzellen, die den
Beginn einer Arteriosklerose darstellen. Es entstehen Plagues, an die sich
Thrombozyten anlagern kénnen. Kommt es zur Plaqueruptur kann in Folge dessen eine
Thrombusbildung mit partiellem oder vollstandigem Verschluss des GeféRes entstehen.
Seit den frihen 1950er Jahren wird die Hypothermie therapeutisch eingesetzt um die
inflammatorischen Prozesse zu mildern. Eine Reihe von Studien konnte belegen, dass es
unter Hypothermie zu einer Verminderung der Inflammation kommt und damit zu
verminderten arteriosklerotischen Veranderungen (12) (13) (14) (15). Zudem ist als
direkt sichtbarer Erfolg der therapeutischer Hypothermie das deutlich verbesserte

neurologische Outcome von reanimierten Patienten zu nennen. Bei kardiochirurgischen



Einsdtzen oder bei neurochirurgischen Operationen mit Nutzung der HLM wird seit
Jahren eine therapeutische Hypothermie durchgefihrt. Nun ist seit 2003 die
therapeutische milde Hypothermie ein leitliniengerechtes Instrument in der Behandlung
von reanimierten Patienten, die eine PTCA erhalten. Dabei wird ein GPIIb/llla

Rezeptorantagonist eingesetzt, der die Thrombozytenaktivierung hemmt.

1.2 Arteriosklerose und Akutes Koronarsyndrom

Die Arteriosklerose ist eine Erkrankung des gesamten GefaRsystems basierend auf einer
endothelialen Dysfunktion. Jedoch ist die Auswirkung einer Koronararteriosklerose mit
den schwerwiegendsten Folgen verbunden. Eine lokale Entziindungsreaktion spielt in
diesem Zusammenhang eine groRe Rolle (16):

Plasma-Cholesterin, das als Bestandteil von LDL gebunden und transportiert wird, kann
bei zu hohen Konzentrationen im Blut nicht mehr von der Leber aus dem Organismus
entfernt werden. Ablagerungen von LDL in den Gefdlwénden ist die Folge.
Endothelzellen  Gberwuchern  diese ~ LDL-Ansammlungen  und  schutten
proinflammatorische Zytokine aus. Zudem wird die Expression von E- und P-
Selektinen, ICAM-1 und VCAM-1 erhoht (17). Es kommt zu Einwanderungen von
Lymphozyten und Monozyten. Monozyten gelangen durch Diapedese der
Endothelschicht in die untere Gefalschicht einer Arterie. In der Tunica media angelangt
wandeln sich die Monozyten zu Makrophagen um und sind dort in der Lage Lipide und
Cholesterinester einzulagern. Sie werden zu sogenannten ,,Schaumzellen®, die im
weiteren Verlauf der Erkrankung absterben. Hierdurch entsteht der geféhrliche
arteriosklerotische Plaque. Durch den Plaque entsteht eine Lumeneinengung, die u.a. zu
einer Angina pectoris fihren kann. Die Gefahr einen Herzinfarkt zu erleiden ist nicht
durch die Lumeneinengung, sondern durch die ,,Reparaturmechanismen® des Korpers
gegeben. Es setzt eine Entziindungsreaktion ein, vor allem durch T-Lymphozyten und
Monozyten getriggert, die eine Destabilisierung des Plaques zu Folge hat. Diese
Entzlindungsreaktion ist fir das Aufreilen der den Plaque Uberziehenden fibrésen
Kappe verantwortlich und fuhrt zur Bildung eines Thrombus, der einen Schlaganfall

oder Herzinfarkt zu Folge haben kann. Durch das Rupturieren des Plaques entsteht eine



Kaskade mit Freisetzung prokoagulatorischen Inhaltes aus dem Plaque und einer
Gerinnungsaktivierung mit lokaler Thrombusbildung (18).

1.3 Kardiogener Schock

Als kardiogener Schock wird ein Zustand beschrieben, der durch Herzversagen
ausgelost wird. Die Symptome sind v.a. Atembeschwerden als Zeichen der
Lungenstauung und Schmerzen im Brust oder Oberbauch. Urséchlich ist meist ein
Herzinfarkt (STEMI), schwere Herzrhythmusstérungen, eine Myokarditis, terminale
Herzinsuffizienz, Perikardtamponade oder eine Lungenembolie (19). Der kardiogene
Schock kann hierbei Stunden oder gar Tage nach dem eigentlichen Myokardinfarkt
(AMI) auftreten. Dies ist abh&ngig von der Nekrotisierung und Infarzierung des
betroffenen Gewebes. Kann durch eine PTCA nach akutem Myokardinfarkt der
Blutfluss schnell wieder hergestellt werden, so wird eine signifikante VVerbesserung das
Langzeitiberleben der Patienten erreicht. Wird die PTCA jedoch erst sehr spat
eingeleitet, bleibt auch der Behandlungserfolg sehr schlecht (20). Laut der GUSTO
Studie erlitten fast 60% der Patienten mit AMI einen kardiogenen Schock. Die
Mortalitat im Schock lag bei 80% (21).

1.4 KHK

Koronare Herzkrankheit (KHK) bedeutet die Verengung von Herzkranzgefal3en. Vor
allem Ramus circumflexus (RCX), Ramus interventricularis anterior (RIVVA) und rechte
Koronararterie (RCA) sind oft verengt. Man spricht dann von 1 - 2 oder 3
Geféallerkrankung. Diese Verengung kann durch Arteriosklerose langsam geschehen
oder bei einem Herzinfarkt plotzlich vorliegen. Als diagnostisches und therapeutisches
Verfahren hat sich seit vielen Jahren die Koronarangiographie bewéhrt.

1.5 Koronarangiographie und PCI

Die Koronarangiographie ist eine radiologische Darstellung der HerzkranzgefaRe
mittels der Linksherzkatheteruntersuchung. Unter einer PCI (perkutanen koronaren
Intervention) versteht man die Kombination aus einer diagnostischen

Koronarangiographie und einer interventionellen Therapie. Man ist in der Lage die
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Durchgéngigkeit der Herzkranzgefalle zu prifen und bei Bedarf eine Ballondillatation
(PTCA) durchzufiihren oder einen Stent einzufiihnren um das betroffene GefaR offen zu
halten (22).

Im Klinischen Betrieb wird aktuell bei PCI eine Begleitmedikation mit ASS und
Heparin routineméaRig verabreicht und h&ufig durch die Gabe von GPIlb/I11a-Rezeptor-
Antagonisten und/oder Clopidogrel ergénzt (23). Laut den Leitlinien der Deutschen
Gesellschaft fir Kardiologie - Herz und Kreislaufforschung e.V. sollte die Zeit
zwischen Arzt-Erstkontakt und PCI zwischen 90 und maximal 120 Minuten liegen.
Sollte die Zeit tber 120 Minuten betragen, bevor man eine PCI durchfiihren kann, wird
empfohlen mit einer Lysetherapie zu beginnen (24) (25). Jedoch ist in Deutschland die
Abdeckung mit Herzkatheterlaboren ausgesprochen gut. Die Diagnostik bereits im
Krankenwagen mit EKG und die intrahospitalen Laboruntersuchungen gewahrleisten
eine schnelle Diagnose des ACS und die Zufiihrung der Patienten zur PCI. Im Jahr 2009
verstarben bei einer Herzkatheteruntersuchung in Deutschland (Elektiv- und
Notfalluntersuchung) ca. 4 000 von ca. 418 000 Patienten (ca. 1%), bei inter-
ventionellen Herzkatheteruntersuchungen mit Dilatation und/oder Stenteinlage
verstarben ca. 6 000 von 250 000 Patienten (ca. 2,4%) (26).

1.6 HLM und Bypass Operation

Sind die KoronargeféalRe des Patienten durch Arteriosklerose stark geschéadigt und ist die
Therapie mittels medikamentdser Therapie und PTCA ausgereizt, so ist die
Herzchirurgie oftmals die letzte Mdoglichkeit dem Patienten zu helfen. Bereits seit
Jahren werden die Patienten perioperativ einer tiefen bis milden Hypothermie mit
Temperaturen zwischen 18-34°C unterzogen, um die Dauer der Operation so weit als
maoglich ausdehnen zu koénnen. Die Kiuhlung des Patientenblutes hat zur Folge, dass
sauerstoffsensible Organe wie das Gehirn langer mit reduziertem Sauerstoffangebot
auskommen und die hypoxische Schadigung im Rahmen der Operation gering bleibt.
Eine Erhohung der OP-Zeiten konnte so erreicht werden, was vielféltige neue
Operationsmaoglichkeiten zuliel.

Laut Statistischem Bundesamt in Wiesbaden wurden im Jahr 2009 347 000 Operationen

am Herzen in deutschen Krankenhdusern durchgefiihrt. Dies entsprach im Vergleich



zum Vorjahr einem Anstieg um 3,7%. Dabei entfielen 88 000 Eingriffe auf die Anlage
eines aortokoronaren Bypasses. Dabei ist die Herz-Lungen-Maschine (HLM) ein
zentrales Instrument in der Kardiochirurgie. Wird ein aortokoronarer Bypass gelegt, bei
dem ein Vena-saphena-Segment oder ein Arteria-mammaria-Segment eingesetzt wird,
kann der Kreislauf des Patienten mithilfe einer HLM aufrecht erhalten werden. Der
Einsatz der HLM zieht jedoch auch eine Reihe von physiologischen Verénderungen
nach sich, wie die Verénderung des pulsatilen Blutflusses, Vermehrte Scherkrafte, die
auf das Blut einwirken und Exposition des Blutes mit unphysiologische Oberflachen
(27). Zudem l6st die HLM eine Reihe von proinflammatorischen Reaktionen aus, indem
es zu einer Aktivierung der humoralen und zellularen Abwehr kommt: Das
fibrinolytische System und das Komplementsystem werden aktiviert und damit die
Gerinnungskaskade initiiert. Durch Aktivierung des Endothels kommt es zur
Zytokinausschittung mit nachfolgender Thrombozyten- und Leukozytenaktivierung.

All diese Faktoren kdnnen zu einem Syndrom der systemischen Inflammation (SIRS)
flhren, das bis zum Multiorganversagen fuhren kann (28).

Eine Bypass-Operation birgt nicht nur viele Stressfaktoren fiir den Kdorper, sondern
auch flur das Transplantat selbst. Durch Hypoxie, operationsbedingte Traumata,
Zytokinstimuli durch die HLM und die verénderten Blutdruckwerte fir das
transplantierte vendse ErsatzgefaR, wird gerade das neue Gefdll dem Risiko einer
Restenose ausgesetzt (29).

Bei der HLM wird das Blut des Patienten meist durch das Schlauchsystem einer
Rollenpumpe geleitet. Das Blut wird jedoch nicht nur weitergepumpt, es wird auch
oxigeniert, so dass sowohl Herz als auch Lungen ersetzt werden. Die HLM dient zudem
als Blutvolumenspeicher und zur Filterung des Blutes von Blutgerinnseln oder
Gasblaschen. Die Temperaturregulation des Patienten geschieht durch einen
Warmedlbertrager, der meist im Oxygenator enthalten ist, aber auch an
unterschiedlichen Stellen des extrakorporalen Blutflusses angesiedelt sein kann.
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Abbildung 1-1: Schematische Darstellung einer Herz-Lungen Maschine (30).

1.7 Hypothermie

Der menschliche Korper versucht normalerweise unter allen Umstanden seine

Temperatur konstant bei Werten um 37°C zu halten. Natlrlich gibt es gentigend inter-

und intraindividuelle Unterschiede, so dass der Normwert zumeist mit 35-37°C

angegeben wird. Bei Unfallen,

Intoxikationen oder externer Kihlung (z.B. bei

Beinahertrinken) kann der Kdrper jedoch auch tiefere Temperaturen aushalten, die von

dem ,,Wunschwert* 37°C abweichen.

Man unterscheidet bei der Hypothermie in der Regel folgende Hypothermiegrade:

e Die milde Hypothermie liegt zwischen 35°C und 32°C Korpertemperatur und geht

mit erhdhtem Metabolismus, Muskelzittern und einer Vasokonstriktion einher. Der

Korper versucht das kalte Blut vom zentralen Kern des Korpers fernzuhalten und

bildet eine Art Mantel um den Korper aus kaltem Blut, der ein Durchmischen der

Blutanteile gering halten soll.



Zwischen 32°C und 28°C spricht man von moderater Hypothermie, die von einer
Erschopfung aller Organsysteme gekennzeichnet ist und bei der das Kaltezittern
aufhort und es zu einer Bewusstseinseintriibung kommt.

Zwischen 28°C und 18°C wird von tiefer Hypothermie gesprochen, der mit
Bewusstseinsverlust und oftmals mit Herzrhythmusstérungen bis zum Tod
einhergehen kann.

Unter 18°C wird von profunder Hypothermie gesprochen. Lichtstarre Pupillen,
Pulslosigkeit und Atemstillstand deuten auf den Tod hin (jedoch:,,no one is dead

until rewarmed and dead* (31)) oder fihren zum Tod.

Dass akzidentiell hypotherme Patienten Kklinisch gesehen ein relativ gutes

neurologisches Outcome hatten, brachte die Wissenschaft schon friih dazu (ber eine

therapeutische Hypothermie nachzudenken. Biegelow et al. beschrieben bereits 1950

die positiven Effekte der Hypothermie nach Kardiopulmonaler Reanimation (CPR)

(32). Seit Beginn der sechziger Jahre wurde auf Empfehlung von Dr. Peter Safar

zunehmend eine kunstliche Hypothermie in der Intensivmedizin bei reanimierten

Patienten eingesetzt.

Als Kontraindikationen fiir eine systemische hypotherme Therapie werden folgende

Parameter angesehen:

therapieresistente h&modynamische Instabilitét
schwere aktive Blutung

primére Koagulopathie

schwere Sepsis

Schwangerschaft

lebensbedrohliche Arrhythmien

fortgeschrittene maligne Grunderkrankung



1.8 Leukozyten

Leukozyten sind weiRe Blutzellen, deren Aufgabe die Immunabwehr ist. Sowohl die
Bekdmpfung von Korperfremdem, als auch von Korpereigenem wird von den
Leukozyten ~wahrgenommen. Sie spielen eine entscheidende Rolle bei
inflammatorischen Ereignissen (33).
Man unterscheidet bei den Leukozyten:
e Granulozyten

o Neutrophile Granulozyten mit einem Anteil von 50-70% im Blut, die sich in

stab- und segmentkernige neutrophile Granulozyten unterscheiden.

o Eosinophile Granulozyten mit einem Anteil von 2-4% im Blut.

o Basophile Granulozyten mit einem Anteil von 0,5-1% im Blut.
e Lymphozyten mit einem Anteil von 30% im Blut.

o B-Lymphozyten und

o T-Lymphozyten

e Monozyten mit einem Anteil von 2-8% im Blut.

@3 gg@ A®®

’ = Thrombozythen Erythrozyten
% eosinophile f
o Granulozyten
hile i
Granulozyten

T-Zellet

B 0w Megakaryozyten 5"{&.. ‘
i i erythroide
c;m:\\ Vorauferzellen
lhymus
myeloide lymphoides
Vorhufcm:llen ~~_ Gewebe
(Kno:henmark)

\ / lymphoide
Vorlduferzellen : :
‘ B-Zellen

Stammzellen

Masuellen

Gewebemakrophagen
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Abbildung 1-2: Das dargestellte Modell zeigt wie aus einer pluripotenten Knochenmarkzelle Uber die

verschiedenen Schritte der Differenzierung die unterschiedlichen Zellreihen entstehen (34).



1.9 Monozyten

Monozyten sind mobile Phagozyten mit einem Durchmesser von 12-20 um. Der
charakteristische groBe einzelne (,,monos®) Kern ist meist bohnenférmig. Thr
Entstehungsort ist das Knochenmark, der Hauptspeicherort die rote Milzpulpa. Die
Monozytopoese wird z.B. im Fall einer Sepsis durch Lipopolysaccharide (LPS),
Tumornekrosefaktor oo (TNFa) und y-Interferon stimuliert (35). Die Lebensdauer der
Monozyten betragt ca. 3 Tage im Blut; nach Ausdifferenzierung leben sie - dann
Makrophagen genannt - mehrere Wochen bis Monate im Gewebe. In unterschiedlichen
Geweben haben sie im Laufe der Forschungsgeschichte diverse Namen bekommen:
Kupffersche Sternzellen in der Leber, Mikrogliazellen im Zentralnervensystem oder
Alveolarmakrophagen in der Lunge.

Die Aufgabe der Monozyten besteht in der Phagozytose von kdrperfremden Strukturen
und in der Antigenprisentation. Sie sezernieren Zytokine wie Interferon o und 3, TNFa,
Prostaglandine und Leukotriene, Wachstumsfaktoren, Komplementfaktoren und
Selektine. Somit sind Monozyten in der Lage entzundliche Prozesse zu triggern. Die im
Monozyten enthaltenen Granula beinhalten saure Hydrolasen und Peroxidasen, um
phagozytierte Mikroorganismen zu lysieren (36) (37).

Die wichtigsten proinflammatorisch wirksamen Zytokine sind: IL-1, IL-6, 1L-8, und
TNFa, wobei IL-8 und TNFa iiber Chemotaxis Monozyten an den Ort der Inflammation
rekrutieren. IL-1 beteiligt sich an der Inflammation, indem es Endothelzellen zur
Produktion von E-Selektin anregt und daraufhin die Diapedese von Leukozyten mdglich
macht (38). IL-6 initiiert u.a. die Produktion von Akute-Phase-Proteine (CRP,

Komplement C3, Fibrinogen u.a.) in der Leber.
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Abbildung 1-3: Bildung der Monozyten und der neutrophilen Granulozyten (39).

aktivierter Monozyt %

’

Abbildung 1-4: Wenig aktivierte, von Vakuolen durchsetzte Monozyten und zur Schaumzelle umgewandelter
Monozyt (40).
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1.10 Leukozytenaktivierung

Auf eine Entzindungssituation reagiert der Organismus mit Aktivierung von
Monozyten. Der Monozyt produziert in hohem MalRe TNFa, das wiederum die
Aufregulation von Adhésionsmolekiilen auf der Endothelzelle bewirkt (41) und die
Makrophagen ihrerseits zur Zytokinproduktion (IL-1, IL-6 TNFa) anregt. Durch die
Produktion von ICAM-1 (CD54) wird die Diapedese der Leukozyten durch die
Endothelwand vermittelt. Dies geschieht Uber die Mechanismen rolling”® und

,»sticking*.

1.10.1 ,»Rolling*“

Im postkapillaren Blutstrom mit langsamerer FlieRBgeschwindigkeit des Blutes in den
Venolen aggregieren Erythrozyten leicht und drangen die Leukozyten an den Rand.
Dort rollen die Leukozyten langsam an der Endothelwand entlang. Dieser VVorgang wird
,rolling™ genannt. An den Endothelwdnden befinden sich ausreichend Adhdsine, an
denen sich die Leukozyten ,festhalten konnen. Nach dem ,rolling™ sto3en sie sich
wieder von der Wand ab und gelangen wieder zurick in den Blutfluss. Dort
angekommen werden die Leukozyten erneut von den Erythrozyten verdrangt. Ist der
Leukozyt an der Endothelwand angelangt, bindet er locker an diese Adhdsine und
beginnt erneut an der GefaRoberflache zu rollen.

Die Endothelwand sezerniert im aktivierten Zustand E und P Selektine (CD 62). Diese
»fangen* die Adhésionsmolekiile auf den Leukozyten (CD162) und vermitteln so die
Rollbewegung, wobei es jedoch nicht zu einer festen Bindung kommt. Somit ist CD162
in Interaktion mit CD62 fiir die Rollbewegung des Leukozyten verantwortlich.

1.10.2 »oticking®

Als ,sticking“ wird das feste Anheften der Leukozyten an die Endothelwand bezeichnet.
Diese Bindung wird durch ICAM-1 und VCAM-1 (die vom Endothel exprimiert
werden) und durch die B2 Einheit der Integrine auf dem Leukozyten, zustande gebracht.
Die Integrine bestehen aus der 2 (CD 18) Untereinheit, die konstant bleibt und dem o-
Teil, der aus CD11a (dann LFAL) oder CD11b (dann MAC-1) besteht. Nur durch diese
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Bindung kann eine Emigration stattfinden. Binden die Leukozyten an das Endothel,
kommt es zu einer Konformationsdnderung mit Abflachung der Leukozyten. Diese

Formveranderung erleichtert die transzellulare Migration (42) (43).

Die einzelnen Phasen der Leukozytenmigration

Selectine SRC-Kinasen

Beteiligte LAl (G pi3inasen MAC1 PCAM1,CD99, ICAML,

Proteine ey Chemokine ot b1  VAVL, VAV2, ICAM1 JAM, ESAM PECAM1?
VA

Annaherung Einfangen  Rollen  Aktivierung ~ Bindung verstarkung, intravaskuldres — parazellulare = transzellulére
Ausbreitung Kriechen Migration Migration

/S /S

\ \ ‘\Leukozyt
\ 'Endothelzelle
'‘Basalmembran

uin'y ) 3

Abbildung 1-5: Die Diapedese der Leukozyten schematisch dargestellt (43).

. B agBy
Glycoprotein aly;  aghy 7TMR a f;  ayh; imeg;’in integrin
orglycolipid PSGL-1  L-selectin integrin integrin integrin i i ctivated) i

Chemokines,
C5a, PAF, LTB4,
formyl peptides

Abbildung 1-6: In dieser Ubersichtsabbildung der Leukozytenemigration kann man die Adhé&sionsrezeptoren
auf Leukozytenoberflache (Mitte) und Endotheloberflache (Unten) und deren Interaktionsmdglichkeiten
sehen (43).
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1.11 Adhasionsrezeptoren

Die Kommunikation zwischen korpereigenen Zellen kann grundsatzlich tber zwei

Wege geschehen:

e Losliche Stoffe, wie Zytokine, die die Interaktion von Zellen und Endothel fordern.

e Direkte Zell zu Zell Kommunikation Uber Liganden-Rezeptor-Bindung, die durch
Oberflachenmolekiile, den sogenannten Adhasionsmolekulen geregelt wird. Die
Adhasionsmolekule werden in vier groRe Gruppen eingeteilt: Selektine, Integrine,

Immunglobulin-Superfamilie und Cadherine.

1.11.1 Selektine

Selektine sind membrangebundene Glykoproteine, die entsprechend ihrer Herkunft in
L-(Leukozyten), E-(Endothel) und P-(Plattchen und Endothel) Selektin eingeteilt
werden. Sie sind fir die Kontaktaufnahme zwischen Endothel des BlutgefaRes und dem
Leukozyten zustandig, damit der Leukozyt dort ,,rollt* (44) (45).

Sowohl Endothelzellen als auch Thrombozyten synthetisieren P-Selektine. In den
Endothelzellen wird das P-Selektin in den Weibel-Palade-Kdrperchen gespeichert. Die
Thrombozyten speichern P-Selektin in ihren a-Granula. Werden die Thrombozyten oder
Endothelzellen durch Mediatoren wie Interleukine aktiviert, dann kommt es zu einer

vermehrten Expression von P-Selektin auf der Zelloberflache.

Selektine Expression Liganden

E-Selektin (CD62E) aktivierte Endothelzellen ESL-1
PSGL-1

Sialyl Lewis X
Monozyten
Neutrophile
Granulozyten
Lymphozyten

P-Selektin (CD62P) aktivierte Thrombozyten PSGL-1

und Endothelzellen
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L-Selektin (CD62L) alle Leukozyten GlyCAM

CD34
Aktivierte Endothelzellen
PSGL-1 (CD162) Neutrophile CD62P
Lymphozyten
Monozyten
Thrombozyten

1.11.2 Integrine

Die Familie der Integrine hat eine grof3e Variabilitat. Ihre Aufgabe besteht v.a. in der
Signallibertragung zwischen intra- und extrazellularem Raum (46). Die Molekiile
werden auf unterschiedlichsten Geweben exprimiert. Die von Leukozyten exprimierten
Integrine bestehen aus mit einander verbundenen transmembranésen o und f
Untereinheiten. Die R-Kette, die auch als CD18 bezeichnet wird, kommt auf allen
Integrinen vor, die a-Kette ist spezifisch fir das jeweilige Integrin. Einige Integrine wie
das MAC-1 (CD11b/CD18) werden auf Monozyten und Granulozyten exprimiert,
andere wie LFA-1 (CD11a/CD18) kommen auf allen Leukozyten vor. Die Aufgabe des
MAC-1 besteht in der Signaltransduktion (47) und der festen Anheftung der Leukozyten
an die Endothelwand (44) (48). Die Integrine binden nach Aktivierung der ex-
primierenden Zellen affin an die Oberflachenliganden und binden so an die GefaBwand
(49).

Integrine Untereinheiten | Vorkommen Liganden
VLA al- 6p1 T-Lymphozyten Laminin
(Very late appearing Kollagen
Antigen 1-6) Fibronektin
VCAM-1
LFA-1 alp2 alle Leukozyten ICAM-1
(CD11a/CD18) ICAM-2
MAC-1 aMp2 Monozyten ICAM-1
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(CD11b/CD18) Neutrophile iIC3b
Granulozyten Fibrinogen
Faktor X
p150 (CD11c/CD61) | axp2 Gewebemakrophagen Fibrinogen
iC3b
GPlIb/1lla allbp3 Thrombozyten Fibrinogen
(CD41/CD61) Megakaryozyten Vitronektin
Fibronektin
VWF
Vitronektin- avP3 Thrombozyten Vitronektin
Rezeptor Fibronektin
(CD51) VWF
Thrombospondin
Osteopoetin
1.11.3 Immunglobulin Superfamilie

Auch Adhasionsmolekiile dieser Gruppe sind transmembrandse Glykoproteine. Sie
werden durch eine Immunglobulin-dhnliche Faltungsdoméne klassifiziert. Diese
Familie ist sehr grof3. Sie sind v.a. fir die transendotheliale Migration von Leukozyten

zustandig. Ihre wichtigsten Vertreter sind:

Immunglobulin Vorkommen Ligand
Superfamilie

ICAM-1 (CD54) Endothelzellen LFAl
(Interzelluléres Epithelzellen MAC-1
Adhéasionsmolekdl) Tumorzellen

VCAM1 Endothelzellen VLA4
(vaskul&res Makrophagen

Adhésionsmolekail)
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PECAM (CD31) Endothelzellen PECAM1
Thrombozyten Vitronektin-Rezeptor
Neutrophile Granulozyten

Monozyten

1.11.4 Cadherine

Die Cadherine sind eine groRRe Gruppe von uber 300 verschiedenen transmembrandsen
Glykoproteinen. Sie kommen v.a. in Desmosomen und Adherens Junction vor. lhre
Aufgabe besteht vor allem in der Aufrechterhaltung der Zell — Zell — Kontakte und der
Stabilitdt von Gewebe (50). Da sie nicht Gegenstand dieser Arbeit sind werden sie im
Weiteren nicht naher beschrieben.

1.12 Antigene

Oberflachenmerkmale auf Zellen wurden 1981 nach internationaler Ubereinkunft in
verschiedene Gruppen, die sogenannten ,,Cluster of Differentiation” - abgekirzt CD -
eingeteilt. Zumeist handelt es sich bei den Oberflaichenmerkmalen um
membrangebundene Glykoproteine. Oftmals werden sie zellspezifisch exprimiert. Sie
kdénnen Rezeptor- oder Signalfunktion haben und bei der Kommunikation zwischen

Zellen vermitteln.

1.12.1 CD45

Das Antigen CD45 ist ein membranstdndiges Protein auf der Oberflaiche wvon
Leukozyten. Es wird von nahezu allen Zellen des hamatopoetischen Systems exprimiert
aulRer von den Erythrozyten. Es werden hierbei jedoch zelltypabhéngig unterschiedliche
Splice- und Glykosylierungsvarianten gebildet, die sich ausschlieRlich in der
extrazellularen Doméne unterscheiden.

Der Antikorper CD45 bindet membranstandig an das Antigen CD45, daher wird er auch
als Pan-Leukozytenmarker bezeichnet. Makrophagen und Histiozyten zeigen auf den
Antikorper ein variables Reaktionsmuster. Neutrophile Granulozyten werden in der

Regel nicht markiert, ebenso sind Plasmazellen negativ fir CD45 (51).
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CD Antigen | Alternative Namen Zellulare Expression Molekulares

Gewicht (kDa)

CD45

Leukocyte common | Fast alle 180-240 (multiple
antigen (LCA), T200, | hdmatopoetischen Zellen | Isoformen)
B220

1.12.2 CD11b

MAC-1 ist ein Integrin, ein Molekil, das auf Monozyten, neutrophilen Granulozyten

und naturlichen Killerzellen (NK) und einigen Lymphozyten exprimiert wird. Es besteht
aus einer a- (CD11b) und einer B- (CD18) Untereinheit. Seine Aufgabe besteht in der

Vermittlung immunologischer VVorgange, in der Blutgerinnung und in der Mitwirkung

an inflammatorischen Prozessen. Hierzu wurden eine Vielzahl von Liganden

festgestellt: ICAM-1, Heparin, Fibronektin, Kollagen, bakterielle und fugale Epitope

und viele mehr.

MAC-1 hat vier grol3e Anknupfungspunkte:

1.
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MAC-1 Bindung an Fibrinogen:

Die Bindung von MAC-1 an ein an der Endothelwand abgelagertes Fibrinogen
fuhrt zur Monozytenadhésion, die durch ICAM-1 verstérkt werden kann. Aber
auch Fibrinogen das an Thrombozyten angelagert ist, wird gebunden.

MAC-1 Bindung an Faktoren der Gerinnungskaskade:

Durch die Bindung von MAC-1 an Faktor X wird dieser in einen aktivierten
Zustand versetzt und startet so die Gerinnungskaskade, was die
prokoagulatorische Fahigkeit von MAC-1 beweist.

MAC-1 Bindung an Faktoren des Komplementsystems:

Durch die Anlagerung von MAC-1 an iC3b ist das Integrin auch an der
Phagozytose von Bakterien und Pilzen beteiligt.

MAC-1 Bindung an Oberflachenmarker:

MAC-1 bindet an ICAM-1 wund ist so ein Hauptfaktor fir die
Leukozytenadhdsion an die Endothelwand (52).




CD Antigen | Alternative Namen Zellulare Expression | Molekulares
Gewicht (kDa)
CD11b Mac-1 Monozyten 170
Macrophage-1-antigen NK Zellen
Complement Receptor 3 | Leukozyten
1.12.3 CD54
ICAM-1 ist ein Adhésionsrezeptor der Immunglobulin-Superfamilie, der auf

Endothelzellen, Leukozyten, Fibroblasten und Epithelzellen vorkommt. Durch die
Aktivierung von ICAM-1 durch IL-1 oder TNFa (Zytokine) wird ICAM-1 verstérkt
exprimiert und bewirkt durch Bindung der 2-Integrine die Leukozytenadhé&sion. Selbst
ist ICAM-1 in der Lage IL-1 und TNFa zu inhibieren. Nach Bindung an LFA-1 und
MAC-1 wird die Leukozytenadhédsion an die Endothelzellen vermittelt und die
Transmigration ins Gewebe ermdglicht (53) (54) (44).

CD Antigen | Alternative Namen Zelluléare Expression Molekulares
Gewicht (kDa)
CD54 ICAM-1 Hé&matopoetische und 75-115
Intercellular adhesion | nicht-hdmatopoetische
molecule 1 Zellen
1.12.4 CD162

CD162 gehort zu der Gruppe der Selektine und wird von Thrombozyten, neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und den meisten Lymphozyten (einschlieBlich NK)
exprimiert. CD162, auch bekannt unter dem beschreibenden Namen “P-Selektin
Glycoprotein Ligand-1” ist ein transmembrandses Glycoprotein, das an alle drei Formen
des CD62 bindet (E-, P- und L-Selektin). Durch die Bindung von CD162 an CD62P
wird das Rollen der Leukozyten an der luminalen Oberflache des aktivierten Endothels
initiiert. Zudem besteht eine Interaktion zwischen Thrombozyten und Leukozyten (55).
CD162 ist Hauptfaktor fir die Bildung von Monozyten-Thrombozyten-Aggregaten.
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CD Antigen | Alternative Zellulare Expression Molekulares
Namen Gewicht (kDa)
CD162 PSGL-1 Neutrophile Granulozyten 120
P-Selektin Lymphozyten
Glycoprotein Monozyten
Ligand-1 Thrombozyten

1.13 Hamostase

Die Hamostase wird in zwei Phasen eingeteilt (56):
1. Primére H&mostase
Vasokonstriktion
Thrombozytenadhésion
Thrombozytenaggregation
2. Sekundare Hamostase

Blutgerinnung

1.13.1 Primare Hamostase

Als Hamostase wird die Bildung eines Gefalwandthrombus genannt, der zur
Blutstillung dient. Uber Vasokonstriktion und Thromboxanexpression wird eine
Verringerung des Blutflusses bewirkt. Thrombozyten werden aktiviert und adhérieren
an die Endothelwand um nachfolgend Uber Fibrinpolymere einen GeféRverschluss zu
bewirken. Von der verletzten Endothelwand werden u.a. Kollagen und Fibronektin
exprimiert, die an den Thrombozyten adhdrieren. Die Adh&sion wird tber den von
Willebrand Faktor (VWF) vermittelt, der mit Fibronektin und Laminin eine Verbindung
zum thrombozytaren GPIb/IX Rezeptor herstellt. Durch die Thrombozytenadhésion
wird die Thrombozytenaktivierung ausgelost. Thromboxan A2, ADP, Serotonin und
andere Stoffe werden ausgeschuttet, die die VVasokonstriktion induzieren. Zudem kommt
es zur Erhohung der GPIIb/Illa Rezeptoren an der Thrombozytenoberflache. Und als
dritter Punkt der Aktivierung folgt eine Konformitatsanderung des Thrombozyten mit
Pseudopodienbildung. Die Thrombozytenaggregation erfolgt nach Aktivierung durch
die Konformitatsanderung des Thrombozyten, indem es zu Thrombozyten-
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Thrombozyten Vernetzung (,,weiler Thrombus®“) kommt. Quervernetzungen der
Thrombozyten mit Fibrinogen mittels VWF (ber den GPIIb/llla Rezeptor lassen einen

,,Jyoten Thrombus‘ entstehen.

1.13.2 Sekundare Hamostase

Die sekunddre Hamostase lauft zeitgleich mit der primdren Hdmostase ab.

Das Komplementsystem ist ein kaskadenartiges System aus vielen unterschiedlichen
Proteinen, die auf Zelloberflichen und im Blut vorkommen und Fremdstoffe
inaktivieren koénnen (ob nun mit oder ohne Einsatz von Antikdrpern). Das
Komplementsystem besteht aus 9 einzelnen Komplementen (C1, C2, C3 usw.), die
kaskadenartig nacheinander aktiviert werden.

Es gibt einen klassischen Weg des Systems, der mit Antigen-Antikorper Reaktion
arbeitet und einen alternativen Weg, der durch bakterielle Lipopolysaccharide (LPS),
Immunkomplexe und Kontakt zu artifiziellen Membranen ausgelost wird. Die
wichtigsten Vertreter des Komplementsystems sind die Faktoren C3b und C5a. Nach
Aktivierung des Faktors C3 mundet der klassische und der alternative Weg in einer
gemeinsamen Endstrecke. Durch C3a und Cb5a wird eine Degranulation von
Granulozyten und Makrophagen und damit die Freisetzung von lysosomalen Enzymen
(Elastasen und Kollagenasen) initiiert, was zu einer endothelialen Schadigung und zu
einer Akkumulationsneigung von aktivierten Leukozyten fiuhren kann. Zudem ist C3e

flr die Ausschiittung reifer Leukozyten aus dem Knochenmark zustandig (57) (58).
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Abbildung 1-7:Vereinfachte Komplementkaskade und Wirkung der Anaphylatoxine C3a und C5a auf Zellen
und Gewebe. Blutgefale, glatte Muskulatur, Mastzellen und basophile Granulozyten reagieren auf C3a und
Cba. Oligodendrozyten, neutrophile Granulozyten, Monozyten und Fibroblasten reagieren vorrangig auf Cba
(59).

1.14 Interaktion zwischen Leukozyten und Thrombozyten
Die auf einer

multifaktoriellen

Interaktion zwischen Leukozyten und Thrombozyten beruht

Interaktion. Sowohl Entzliindungsgeschehen als auch Trauma
vermoégen eine Thrombozytenaktivierung nach sich zu ziehen. P-Selektin wird vom
aktivierten Thrombozyten aus den o-Granula freigesetzt und vermittelt Uber die
Interaktion mit PSGL-1 (CD162) die Adhé&sion des Thrombozyten an den Monozyten,
der daraufhin Entzindungsmediatoren freisetzt (60). Dabei kann der Monozyt sowohl
an die Endothelwand, als auch an den Thrombozyten adhérieren (61). Thrombozyten-
Monozyten-Bindung entsteht aber auch durch Fibrinogen, welches primér ein Ligand

far den GPIIb/Il1a Rezeptor auf Thrombozyten ist, aber auch MAC-1 bindet.
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Abbildung 1-8: Interaktion zwischen Thrombozyt und Monozyt (62).

1.15 Glycoprotein lIb/llla Antagonisten

Es gibt verschiedene GPIIb/llla Rezeptorinhibitoren: Eptifibatid, Tirofiban und
Abciximab. Sie gehoren alle zu der Klasse der Fibrinogenrezeptorantagonisten, die im
Gegensatz zu ASS nicht die Thrombozytenaktivierung verhindern, sondern die
Aggregation der Plattchen selbst. Tirofiban, Eptifibatid und Abciximab werden
parenteral verabreicht. Auf der Thrombozyten-Membran ist der GPIIb/Illa Rezeptor
verankert, der als transmembrandses Glycoprotein die  Funktion eines
Adhasionsrezeptors (Integrin) hat. Aufgebaut ist der GP1Ib/Illa Rezeptor aus einer allb-
Kette, die vier Kalziumionenbindungsstellen und eine Fibrinogenbindungsstelle hat,
und einer B3-Kette, die zwei Fibrinogenbindungsstellen hat, an welche die RGD-
Sequenz (Arg-Gly-Asp) bindet. Der GPIIb/Illa Rezeptor kann durch ADP, Thrombin,
Kollagen, Serotonin Thromboxan A2 oder Epinephrin aktiviert werden. Nach dieser
Aktivierung ist eine Erkennung von RGD Sequenzen moglich. Diese sind z.B. VWF,
Fibronektin oder Vitronektin, die nach Plaqueruptur freigesetzt werden. Eine

Konformationsanderung des GPIIb/11l1a-Rezeptors auf dem Thrombozyten folgt, der die
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Voraussetzung fir die Thrombozytenadhé&sion ist. Nun kann sich Fibrinogen an den
GPlIb/111a-Rezeptor anlagern. Da Fibrinogen an zwei GPI1b/111a-Rezeptorstellen binden
kann, wird eine Brlicke zwischen zwei Thrombozyten gebildet und die Thrombozyten
kdonnen sich zu Thromben vernetzen. Die GPIlIb/Illa Antagonisten docken nun
irreversibel (Abciximab) oder reversibel (Eptifibatid und Tirofiban) an den Rezeptor an
und verhindern, dass Fibrinogen an den Fibrinogen-Rezeptor der Thrombozyten binden
kann. Es wird die Plattchen-Plattchen Interaktion gestort, die fir die Ausbildung eines
Thrombus notwendig ist. Allen GPIlIb/llla Antagonisten ist gemeinsam, dass eine
Bindung an den aktivierten und den ruhenden Thrombozyten gelingt (63). Die
GPIIb/Illa-Rezeptorantagonisten haben deshalb nicht nur die Fahigkeit die
Thrombozytenaggregation zu  hemmen, sondern  vermdgen auch  eine
Plattchendisaggregation herbeizufiihren (64). lhren Klinischen Einsatz finden diese
Substanzen derzeit beim ACS und bei der Durchfiihrung einer PCI. Obwohl Abciximab
bessere Langzeitergebnisse auf die Verhinderung eines Myokardinfarktes zeigt, ist es
von Vorteil ein kurz wirksameres Mittel bei PCI einzusetzen, denn die Thrombozyten-
hemmende Wirkung von Abciximab halt in abgeschwéchter Form 2-3 Tage an, wahrend
Tirofiban und Eptifibatid mit 20-100 Minuten Halbwertszeit eine deutlich bessere
Steuerbarkeit aufweisen.

Die Deutsche Gesellschaft fur Kardiologie — Herz- und Kreislaufforschung e.V. (65) hat

die Indikationen folgendermafRen empfohlen:

»Invasive Behandlung: Das 30-Tage-Risiko fir Tod und Myokardinfarkt ist niedriger,
wenn Patienten vor der PCI GPIIb/Illa-Inhibitoren erhalten und die Therapie wahrend
der Intervention fortgesetzt wird. Vor der Angiographie (,,Upstream-Therapie®)
kommen nur Eptifibatid oder Tirofiban infrage, wahrend fir Abciximab die beste
Datenlage fiir die Gabe nach der Angiographie als VVorbereitung zur PCI existiert.

Koronare Bypassoperation: GPIlIb/Illa-Inhibitoren sollten bei Bypass-Operationen
abgesetzt werden. Tirofiban und Eptifibatid haben eine so kurze Halbwertszeit, dass
sich die Thrombozytenfunktion bis zum Ende der Operation wieder erholt. Abciximab

hat eine langere Halbwertszeit und muss frither abgesetzt werden.*
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1.16 Tirofiban

Tirofiban ist ein Sulfonamid, das auch unter dem Namen Aggrastat® vertrieben wird.

Es ist ein Plattchenaggregationshemmer, der die Glycoprotein IIb/llla Rezeptoren der
Thrombozyten reversibel hemmt und bei akutem Koronarsyndrom eingesetzt wird. Es
imitiert die oberflachlichen Ladungseinheiten der RGD Sequenz, d.h. einer Arginin-
Glycin-Asparaginsaure-Sequenz, die auf Fibrinogen, VWF und Fibronektin vorkommt
und eine Erkennungsfunktion fiir den Thrombozyten besitzt. Durch die Kopplung von
Tirofiban an den Thrombozyten wird die Bindung von Fibrinogen an Thrombozyten
und damit deren Quervernetzung beziehungsweise die Thrombusbildung verhindert, die
nach einer Plaqueruptur in einem arteriosklerotisch verdnderten Gefal eingeleitet wird.
Die Plattchenaggregationshemmung beginnt bereits nach wenigen Minuten, ist
dosisabhéngig und ist ca. 6 Stunden nach Infusionsende wieder verschwunden. Die
Applikation erfolgt parenteral und die Plasmahalbwertszeit liegt zwischen 1,4 und 1,8
Stunden. In drei grof3en Kklinischen Studien (PRISM; PRISM-PLUS; RESTORE) hat
Tirofiban seine Wirksamkeit als Thrombozytenaggregationshemmer belegen kénnen
(66) (67) (68).

1.17 Eptifibatid

Eptifibatid ist ein zyklisches Heptapeptid, das auch unter dem Namen Integrilin®

vertrieben wird. Es bindet kompetitiv im Bereich der RGD-Erkennungsregion des
GPlIb/1lla-Rezeptors  (im  Vergleich zu Tirofiban, das die oberflachlichen
Ladungseinheiten der RGD Sequenz nur imitiert) und verhindert damit die
Thrombozytenaggregation. Die Halbwertszeit ist deutlich kirzer als die von Tirofiban
und betragt ca. 10-15Minuten (anstelle von ca. 100 Minuten). Mehrere grof3e klinische
Studien wie PURSUIT und IMPACT-II belegten die Wirksamkeit von Eptifibatid als
Thrombozytenaggregations-Inhibitor (69) (70) (71).
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1.18 Zielsetzung der Studie

Durch die Bestimmung der Expression der monozytaren Adhasionsmolekile CD11b,
CD54 und CD162 wollten wir folgende Themen untersuchen:

- Erstens die Wirkung der Hypothermie als Inflammationshemmung.

- Zweitens sollte der Einfluss einer verstarkten Fremdkorperaktivierung bestimmt
werden, um eine Einschatzung der HLM- und Kkatheterinduzierten
Monozytenaktivierung zu bekommen.

- Drittens sollte die EinflussgroRen der GPIIb/Illa Rezeptorantagonisten im Bezug
auf die Monozytenaktivierung untersucht werden.

VVon gesunden Méannern entnahmen wir Frischblut und inkubierten es mit NaCl oder mit
einem der GPIIb/llla Rezeptorantagonisten Tirofiban oder Eptifibatid. In einem
modifizierten Chandler Loop Modell (LOOP) konnten wir sowohl einen Blutfluss
simulieren, als auch eine Temperatursensibilitit der Parameter bestimmen. Als
Vergleich verwendeten wir einen konventionellen Versuchsaufbau im Reagenzglas
(STASE). DurchfluBzytometrisch wurde die Aktivitdt der Monozyten anhand der
Adhasionsmolekiile CD11b, CD54 und CD162 gemessen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten und Blutentnahme

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an der Medizinischen Klinik der Eberhard
Karls Universitat Tibingen in Zusammenarbeit mit der Abteilung fur Thorax-, Herz-
und Gefalichirurgie durchgefiihrt. Die Patienten willigten nach Aufklarung in die Studie
in mandlicher und schriftlicher Form ein. Die Untersuchung wurde durch die Ethik-
Kommission der Medizinischen Fakultat der Universitdt Tubingen genehmigt.
Ethikkommissionsnummer: 65/2002V.

Das Patientenkollektiv bestand insgesamt aus 16 gesunden, mannlichen Probanden.
Ausschlusskriterien waren die Einnahme von Medikamenten zur Zeit der Blutentnahme

und das Bestehen einer akuten oder chronischen Krankheit.

STASE LOOP
Anzahl der Probanden 11 6
Alter der Probanden 28,7 (4,2) 26,5 (5,7)

Mittelwert
(Standardabweichung )

Die Blutentnahme erfolgte so schonend wie mdglich. Nach kurzer Stauung des Armes
wurde mittels einer Nadel peripher vendses Blut entnommen. AnschlieBend wurden die
ersten 3 ml Blut verworfen. Es wurden Monovetten mit 4,5 ml bzw. 9 ml Inhalt ohne
Préparierung benutzt. Das entnommene Blut wurde mit Heparin versetzt (3 1E/ml) und
sofort zu den Versuchen verwendet um eine Aktivierung des Gerinnungssystems zu
vermeiden. Die Versuche fanden an unterschiedlichen Tagen direkt nach Blutentnahme
statt. Im Anschluss an die Versuche wurde binnen 30-60 Minuten die

durchfluf3zytometrische Bestimmung der Adhé&sionsrezeptoren durchgefihrt.
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2.2 Untersuchungsmethoden

Zwei verschiedene Behandlungsarten des Blutes wurden unterschieden:

STASE:

Bei STASE inkubierte das Gemisch aus Blut und Heparin in Dunkelheit und
Ruhe bei 3 verschiedenen Temperaturen 18°C, 28°C und 36°C, um einen DHCA
(deep hypothermic circulation arrest) zu untersuchen.

LOOP:

Bei LOOP rotierte das Blutgemisch in Plastikschlauchen durch ein Wasserbad
mit denselben 3 Temperaturen (Chandler-Modell), um eine extrakorporale

Zirkulation zu simulieren.

2.2.1 Inkubationsprotokoll ,,STASE"

Bei diesem Versuch wurden 11 Probanden eingeschlossen.

28

Das heparinisierte EDTA-BIlut eines Probanden wurde in Reagenzglaser gefullt und
mit CD 45 und jeweils einem anderen Antikorper (CD11b, CD54, CD162) versetzt.
Zugegeben wurde zu der Probe jeweils ein Medikament: Tirofiban (150ng/ml) oder
Eptifibatid (2,5ug/ml).

Zur Kontroll- und Vergleichsmessung wurde einer Probe NaCl zugesetzt.

Nach dem Vortexen der Probe wurde das Gemisch 30 Minuten in Dunkelheit
inkubiert. Dies geschah bei den Temperaturen 18°C und 36°C in einem
Probentemperaturgerat (PTR).

Mit 1 ml der 1:10 verdiinnter Lysel6sung wurde die Probe lysiert.

Nach erneutem Vortexen folgte eine weitere Inkubation fiir 10 Minuten.

Die Probe wurde in der Zentrifuge bei 1550 Umdrehungen bei Raumtemperatur fir
10 min belassen und der Uberstand (also der komplette Probeninhalt bis auf das
Pellet) mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt.

Es folgte das erneute VVortexen des Pellets und Zugabe von 0,5 ml PBS-Puffer.

Nach Zentrifugation und dem nochmaligen Absaugen bis auf das Pellet wurde die

Probe durchflulzytometrisch untersucht.



2.2.2 Inkubationsprotokoll ,,LOOP*

Bei diesem Versuch wurden 6 Probanden eingeschlossen.
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Je 20 ml des mit EDTA heparinisierten Blutes eines Probanden wurde mit einem der
Medikamente versetzt: Tirofiban (150ng/ml), Eptifibatid (2,5ug/ml) oder NaCl

Das Blutgemisch wurde in einen Schlauch gefillt und 30 min im Wasserbad der
Chandler-Loop-Apparatur bewegt (mit 15 Umdrehungen pro Minute). Dies geschah
bei den Temperaturen 18°C, 28°C und 36°C.

AnschlieBend wurde das aufbereitete Blut in Reagenzgléser bzw. Eppendorfgeféalie
gefillt und in das Probentemperaturgerat gegeben.

Im PTR wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 18°C, 28°C und 36°C inkubiert.

Die Proben wurden anschliefend jeweils mit CD 45 und einem der anderen AK
(CD11b, CD54, CD162) versetzt.

Nach dem Vortexen der Probe wurde das Gemisch 20 Minuten in der Dunkelheit
inkubiert bei den Temperaturen 18°C, 28°C und 36°C.

Mit 1 ml der 1:10 verdiinnten Lyselésung wurde die Probe lysiert.

Es folgte das erneute Vortexen der Proben und die weitere Inkubation fir 10
Minuten in Dunkelheit bei den entsprechenden Temperaturen.

Die Proben wurden bei 1550 Umdrehungen mit den Temperaturen 18°C, 28°C und
36°C zentrifugiert.

Nach 10 Minuten Inkubationszeit wurde der Uberstand (also alles bis auf das Pellet)
mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt.

Das Pellet wurde gevortext und mit 0,5 ml PBS Puffer versetzt.

Nach einer erneuten Zentrifugation und dem nochmaligen Absaugen bis auf das
Pellet wurde die Probe durchfluf3zytometrisch untersucht.



2.3 Das modifizierte Chandler-Loop-Modell

Mithilfe dieses Gerates waren wir in der Lage eine extrakorporale Blutzirkulation zu
simulieren, indem 20 ml vollheparinisiertes Blut in PVC-Schlauche mit 3/8*
Durchmesser, 3/32° Wandstirke und 50 cm Lange gefiillt wurde und fest verschlossen
fir 30 Minuten in einem gleichméalig temperierten Wasserbad bewegt wurde. Die
Temperaturen konnen bei diesem modifizierten ,,Chandler Loop* frei gewihlt werden.
In unserem Fall lagen Sie bei 18°C, 28°C und 36°C. Die Schlauche befanden sich zu ca.
80 % im Wasser und drehten bei einer Geschwindigkeit von 15 Umdrehungen in der
Minute um den menschlichen Blutfluss zu imitieren. Durch das Eigengewicht des
Blutes wurde dieses auch bei der Rotation durch die Pumpe stdndig unter Wasser
gehalten.

Schlauch mit

Blutprobe 7] Motor

Thermometer

Blut

Heizspirale
|

e
a
Wasserbad . — |

Abbildung 2-1: Modifiziertes Chandler-Loop: (Tubinger-Loop-Modell): links sieht man den Schlauch mit Blut
gefullt im Wasserbad, dieses kann durch die Wasserzuleitung rechts auf der gewlinschten Temperatur
gehalten werden. Uber den Motor wird der Schlauch in Rotation versetzt.
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2.4 Probentemperaturgerét (PTR)

Dieses Geréat beinhaltet zehn einzeln ansteuerbare Metallblocks, in denen die
Temperatur jeweils gesondert geregelt werden kann. In die Metallblocks kdnnen jeweils
8 Eppendorf -Tubes eingeflihrt werden. Bei den Versuchsaufbauten wurden die Proben
mit fixen Temperaturen von 18°C, 28°C und 36°C inkubiert.

Das PTR-Gerat ist eine Konstruktion der Sektion fir Medizinische Werkstoffkunde &
Technologie (MWT) des Zentrums fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (ZZMK) der

Universitatsklinik Tlbingen.

Abbildung 2-2: Das PTR-Gerat (Probentemperaturgerét) des Zentrums fir Zahn- Mund und Kieferheilkunde
(ZZMK) der Universitétsklinik Tibingen (Design by Wedenig).

2.5 Durchflusszytometer

Das Durchflusszytometer ermdoglicht ein optisches Verfahren um die Blutzellen
innerhalb eines Mediums voneinander unterscheiden zu konnen. Durch die Firma
Becton-Dickinson wurde der Ausdruck "FACS" gepragt, der fir Fluorescence Activated
Cell Sorting steht. Das Durchflusszytometer besitzt eine Messkammer (Flow Cell),
durch die die Zellen einzeln hindurch gleiten. Ein Laserstrahl, der auf eine Zelle trifft,
wird abgelenkt. Je groRer eine Zelle ist und je mehr Strukturen in ihrem Inneren
vorliegen, desto groRer ist das entstehende Streulicht (light scattern). Die Zelle streut
das Licht in verschiedene Richtungen. Man erhélt, je nachdem in welchem Winkel man

das Streulicht misst, unterschiedliche Informationen.
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Man unterscheidet ein VVorwartsstreulicht von einem Seitwartsstreulicht:

e Beim Vorwartsstreulicht (Forward Light Scatter oder Low Angle Scatter)
verursachen grofle Zellen ein groBes und kleine Zellen ein Kleines
Vorwartsstreulichtsignal.

e Beim Seitwartsstreulicht (Side Scatter, Orthogonal Scatter oder Right Angle Scatter)
wird die Granulierung der Zellen gemessen.

Mittels beider Verfahren kann man nun GroRe und Granularitdt der Zellen

unterscheiden. Ein Leukozyt kann also als Lymphozyt (kleine Zelle, kaum Granula), als

Monozyt (groRe Zelle, kaum Granula) oder als Granulozyt (grof3e Zelle, viele Granula)

identifiziert werden. Bevor die weillen Blutkérperchen im Durchflusszytometer

gemessen werden konnen, miissen mithilfe der ,,Lyse-Losung® (FACS Lysin Solution).
die roten Blutkorperchen zerstort werden.

In einem Dot-Plot, also einer graphischen Darstellung der Streulicht-Messergebnisse,

wird das Vorwartsstreulicht auf der x-Achse und das Seitwartsstreulicht auf der y-Achse

aufgetragen. Ein dargestellter Punkt steht fur eine Zelle, die das Gerat passiert. Zudem
ist das Durchflusszytometer in der Lage Fluoreszenzlicht zu messen. Anhand von

Fluoreszenz-Markierungen mit monoklonalen oder polyklonalen Antikdrpern, die gegen

bestimmte Oberflachenproteine (z.B. Proteine der CD-Klassifizierung) gerichtet sind,

kann nun eine Oberflachenstruktur auf einer Zelle gesondert markiert und dargestellt
werden. Diese Markierung kann mittels eines FITC-gekoppelten Antikorpers oder eines

PE-gekoppelten Antikorpers erfolgen, wobei FITC (Fluoreszein-lsothiocyanat) ein griin

fluoreszierendes und PE (=Phycoerythrin) ein gelbrot fluoreszierendes Molekdl ist (72)

(73). Der Leukozytenmarker CD45 (FITC) wurde in dieser Arbeit verwendet um die

Leukozyten zu identifizieren. Die (PE) Antikérper (CD11b, CD54, CD162) konnten

dann quantitativ dargestellt werden. Durch Einsatz von verschiedenfarbigen Lasern und

Filtern konnte die Anzahl der einsetzbaren Farbstoffe pro Messung und damit die

Informationsdichte erhdht werden. Die Farbstoffmenge ist dabei proportional der

Anzahl der Bindungsstellen. Die Wellenldnge des Argonlasers von 488nm regt beide

Fluoreszenzfarbstoffe an, so dass eine Messung des von den Zellen emittierten Lichtes

innerhalb eines Durchganges mdglich ist. Durch das so genannte ,,gating®, einer

flachenhaften Einengung der Datenhaufen im Dot Plot am Computer, koénnen

32



Zellpopulationen voneinander getrennt und somit der statistischen Auswertung
zugefihrt werden (72) (73).

<
N
S :
el 4 _— Granulozyten
& | __— Monozyten
w

1 ——— Lymphozyten

T I T T i 1 T T 1 T
8 1824
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Abbildung 2-3: Charakterisierung von ungefarbten Zellen anhand der Lichtstreuung im Dot Plot. Grofie
Zellen befinden sich rechts in der Abbildung. Granuldre Zellen befinden sich oben. Im Dot Plot kann man auf
der y-Achse das Seitwarts- und auf der x-Achse das Vorwartsstreulicht sehen. Durch das ,,gating® werden am
Computer die unterschiedlichen Zellhaufen markiert und somit der Analyse zugénglich gemacht.

2.6 Weitere Gerate

Pipettiergerate
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettierspitzen
1ul-10ul, 10-100ul, 100ul-1000ul.
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Tubes
1,5 ml
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Cryofuge 8000
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
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Einstellung: accel 9, speed 1100rpm

Wasserwérmer des ,,Chandler loop*
MeRgeratewerk LAUDA Typ D8/17V
Dr. R. Wobser KG

Vortex Schittler VV3
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

PVC-Schlduche
mit 3/8“ Durchmesser 3/32* Wandstéirke und 50 cm Linge

Jostra, Hirrlingen, Deutschland

2.7 Chemikalien

2.7.1 Zur Probenaufbereitung bei den Versuchen ,LOOP* und
»STASE

Ampuwa
Wasser fur Injektionszwecke und andere Anwendungen
Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, Deutschland

Becton Dicensen FACS Lysin Solution
Zum Gebrauch im Verhéaltnis 1:10 mit Wasser von Reagenzgiite verdiinnt

Becton-Dickinson, Biosciences. San Jose, USA

PBS Dulbecco’s

Phosphate- Buffered Saline, pH 7,2 +/- 0,2; 0,01 mol/l PO43- und 0,15 mol/l NaCl ohne
Kalzium, Magnesium, Phenolrot oder Natriumazid.

Life Technologies, Gibco BRL, Carlsbad, USA
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Tirofiban (Aggrastat®)
Tirofibanhydrochlorid Wirkstoff GP1Ib/I11a-Rezeptor-Blocker
MSD SHARP & DOHME GMBH, Haar, Deutschland

Eptifibatid (Integrilin®)
GPIIb/I11a-Rezeptor-Blocker

Essex-Pharma, Minchen, Deutschland

NaCl
Isotonische Kochsalzldsung 0,9%
Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, Deutschland

Heparin
Liquemin N 25000 IE in 5 ml

Hofmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland

Monoklonale Fluorochrom-konjugierte Antikorper
CD11b = MAC-1 (PE)
CD54 =ICAM-1(PE)
CD45 (FITC)

Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, USA

CD162 = PSGL-1 (PE)

Immunotech, Coulter, Marseille, Frankreich

2.7.2 Reagenzien zur Messung mit dem Zytometer

Trégerflissigkeit:
Isoton I
sdurefreie balancierte Elektrolytlésung

Coulter Euro Diagnostics GmbH, Krefeld, Deutschland
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Spullésungen:
Coulter Clenz
Coulter Euro Diagnostics GmbH, Krefeld, Deutschland
Natrium-Hypochlorid
Coulter Euro Diagnostics GmbH, Krefeld, Deutschland

Aqua dest.
Coulter Euro Diagnostics GmbH, Krefeld, Deutschland

2.8 Statistische Auswertung

Die Analysen wurden von Herrn Dr. rer. nat. Siegfried Lang aus der Sektion
Experimentelle Kardiologie der 1. Medizinische Klinik der Universitit Mannheim
durchgefuhrt. Im Vorfeld wurde die Statistik von Herrn Prof. K. Diez aus dem
Medizinisch-Biometrischen Institut der Universitdt Tubingen geplant und betreut.
Mittels der Statistiksoftware JMP 4 SAS Statistical Software (North Carolina, USA)
wurden die Berechnungen zu Mittelwert, Standardabweichung, Standartfehler, Median
Minimum und Maximum berechnet. Die Programme SPSS 16.0 (Illinois, USA) und
InStat 3.01 (Kalifornien, USA) wurden verwendet, um einen linearen Zusammenhang
feststellen zu kdnnen. Dazu verwendeten wir ein Allgemeines Lineares Modell (ALM),
in dem abhdangige und unabhéngige Variablen beriicksichtigt wurden.

Das partielle Eta Quadrat (Effektstdarke) wurde aus diesem Model erhoben. Verwendet

wurde die international Gbliche Einteilung des Eta Quadrats:

n2 =0.01, dies entspricht einem kleinen Effekt.
n2 = 0.06, dies entspricht einem mittleren Effekt.
n2 = 0.14, dies entspricht einem grof3en Effekt.

Das Signifikanzniveau: alpha gleich 0,05 entspricht 5%. Dies bedeutet, dass im

Durchschnitt in 5 von 100 gleichartigen Experimenten der Test zu einer falschlichen

Ablehnung der Nullhypothese fiihrt, d.h., fir den Fall, dass die Nullhypothese zutrifft,
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wird sie mit 5 % Wahrscheinlichkeit irrtimlicherweise abgelehnt (74). Bei allen Tests

gilt folgende international tbliche Einteilung:

Ist p<0,001, nennt man das Testergebnis hochst signifikant.
Ist 0,001<p und p<0,01, bezeichnet man das Testergebnis als hoch signifikant.
Ist 0,01<p und p<0,05, heilt das Testergebnis signifikant.

Ist 0,05<p und p<0, kann man das Testergebnis schwach signifikant nennen.

Kontinuierliche Daten wurden bei Normalverteilung mit dem ungepaarten Student T-
Test analysiert. Bei nicht-normalverteilten Werten wurde der nicht-parametrische
Mann-Whitney U Test benutzt. Abweichungen von der Normalverteilung wurden mit
dem Kolmogorov-Smirnov Test bestimmt. Mehr als 2 Gruppen wurden mit ANOVA
oder dem Kruskal Wallis Test bei nicht normalverteilten Daten analysiert. Als Post Hoc
Test wurde das Tukey-Kramer-Verfahren verwendet. Dieser Test gibt an, ob es fir die
diversen Auspragungen ihrer unabhéngigen Variablen einen Unterschied bezuglich der

abhangigen Variable gibt.

Unser Interesse galt der Expression der Adh&sionsmolekiile CD11b, CD54 und CD162
auf Monozyten im Bezug auf Medikament, Temperatur und Behandlungsart. Die Werte,
die zur Statistik herangezogen wurden, sind alle in MY (Median der
Fluoreszenzintensitéat aus 10 000 gemessenen Zellen) angegeben.

Als Studienmedikamente wurden Tirofiban, Eptifibatid und als Kontrollsubstanz NaCl
verwendet. Bei den Temperaturen handelt es sich um 18°C, 28°C und 36°C.

Die Behandlungsart bezieht sich auf die zwei verschiedenen Versuchsaufbauten. Wir
nutzten ein modifiziertes Chandler Loop Modell um einen Blutfluss zu simulieren - im
folgenden LOOP genannt. Der andere Versuchsaufbau - STASE genannt - wurde als
»klassischer Versuch im Reagenzglas durchgefiihrt und simuliert einen

Kreislaufstillstand.
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In dem folgenden Balkendiagramm ist beispielhaft zu sehen, wie bei CD11b die
verschiedenen Temperaturen mit den Medikamenten bei LOOP und bei STASE im

Zusammenhang stehen:

Temperaturabhangigkeit von CD11b bei verschiedener
Behadlungsart (LOOP und STASE) und Medikament B36°C Loop

028°C Loop

30
018°C Loop

25 B 36°C Stase

20 B 18°C Stase

15

CD11b

10

0
NacCl
Tirofiban
CLoop

Eptifibatid
18°C Loo . .
ps6°c Stase Medikation
18°C Stase

36°C Loo%80

Balkendiagramm 1:Beispielhafte Darstellung der Ergebnisse durch das ALM fiir CD11b.
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2.9 Statistische Vergleiche

Folgende statistischen Vergleiche wurden durchgefihrt:

39

Einfluss der Medikamente auf die Expression der monozytdren
Adhasionsrezeptoren CD11b, CD54 und CD162.

Einfluss der Temperatur auf die Expression der monozytaren Adhésionsrezeptoren
CD11b, CD54 und CD162.

Einfluss der Temperatur auf die Expression der monozytaren Adhésionsrezeptoren
CD11b, CD54 und CD162 in Abhangigkeit von LOOP oder STASE.

Einfluss der Temperatur auf die Expression der monozytiren Adhésionsrezeptoren
CD11b, CD54 und CD162 mit NaCl bei LOOP und bei STASE.

Einfluss und Vergleich von LOOP und STASE auf die Expression der monozytaren
Adhésionsrezeptoren CD11b, CD54 und CD162.

Vergleich zwischen der Behandlungsart LOOP und der Behandlungsart STASE
bezuglich der Expression von monozytaren Adh&sionsmolekilen CD11b, CD54,
CD162 bei NaCl-Zusatz.



3 Ergebnisse

3.1.1 Einfluss der Medikamente auf die Expression der monozytéaren
Adhasionsrezeptoren CD11b, CD54 und CD162

In unserer Studie wurden die Medikamente Eptifibatid und Tirofiban und die
Kontrollsubstanz NaCl eingesetzt. Klaren wollten wir die Frage, inwieweit unter
GPIlIb/llla Inhibitoren die Hypothermie Einfluss hat auf die Aktivierung von
Monozyten. Dies maRen wir mittels DurchfluBzytometrie anhand der monozytéren
Adhasionsmolekiile CD11b, CD54 und CD162.

Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe eines Allgemeinen linearen Modells (ALM) und
Tukey HSD Post Tests. Dazu wurden die Temperatur mit den 3 "Faktorstufen® 18°C,
28°C, 37°C gepoolt ("unabhdngig"), ebenso wie die Behandlungsart mit den 2
"Faktorstufen” LOOP und STASE. Abhédngige Variablen waren die Medikamente
Tirofiban, Eptifibatid und NaCl.

Fur alle Oberflachenmarker haben wir einen Tukey HSD (Tukey's honest significance
test) Post Test des ALM verwendet. Bestimmt wurden die Unterschiede zwischen den
einzelnen Medikamenten um festzustellen, ob eines der Medikamente Tirofiban oder
Eptifibatid eine vermehrte oder verminderte Expression auf den Monozyten hervorruft

als die physiologische Kochsalzlésung.
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3.1.1.1 CDlib

Wir konnten durch das Allgemeine lineare Modell (ALM) aufzeigen, dass die
zugesetzten Medikamente keinen Einfluss (partial eta”2 = 0.042) auf die Expression des
Adhésionsrezeptoren CD11b haben. Weder NaCl, noch Tirofiban noch Eptifibatid
waren signifikant mit CD11b assoziiert. (p = 0.114). Im Post Test zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Medikamenten.

CD11b Sig. Partial Eta Squared
LOOP1/STASEO 0,00 0,20

Medikament 0,12 0,04

Temperatur 0,00 0,48
LOOP1/STASEO * Medikament 0,95 0,00
LOOP1/STASEOQ * Temperatur 0,56 0,00

Medikament * Temperatur 0,26 0,05
LOOP1/STASEO * Medikament * 0,32 0,02

Temperatur

Tabelle 1: ALM bezlglich der Effekte auf die Expression von CD11b mit partiellem eta Quadrat. Mit * sind
Kombinationen verschiedener Faktorstufen bezeichnet.
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CD11b bei verschiedener Medikation, bei LOOP und
STASE und bei 18°C, 28°C und 36°C

CD11b

S36°C 18°
tase Stase

28°C
Loop

30

25 ONacCl
20
B Tirofiban
15
O Entifibati
10 Eptifibatid
5
ﬁ%CI
Tirofiban
Eptifibatid
18°C Medikation
Loop

Balkendiagramm 2: In dem Balkendiagramm fur CD11b ist zu sehen, wie die Medikamente bei LOOP und bei

STASE bei den verschiedenen Temperaturen im Zusammenhang stehen.

CD11b Medikament [ Medikament | Mean Difference |Std. Error |Sig.
im Vergleich

Tukey HSD [ NaCl Tirofiban 1,82 1,25 0,32

Eptifibatid -0,46 1,23 0,93

Tirofiban NaCl -1,82 1,25 0,32

Eptifibatid -2,28 1,22 0,16

Eptifibatid NaCl 0,46 1,23 0,93

Tirofiban 2,28 1,22 0,16

Tabelle 2: der Tukey HSD Post Test des ALM zeigt, dass der Unterschied zwischen den Medikamenten nicht

signifikant ist.

CD11b Medikament N Standardabweichung | Mittelwert
1
Tukey HSD Tirofiban 38 6,84 14,76
NaCl 37 8,00 16,57
Eptifibatid 40 8,60 17,03
Sig. 0,16

Tabelle 3: Da die Ergebnisse in einer Spalte (Mittelwert 1) stehen, weil} man nun, dass die Expression von

CD11b nicht signifikant von den einzelnen Medikamenten abhéngt.
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3.1.1.2 CD54

Auch bei CD54 konnten wir durch das ALM aufzeigen, dass die zugesetzten

Medikamente keinen Einfluss (partial eta®2 = 0.019) auf die Expression des
Adhiasionsrezeptors CD54 haben. Sowohl NaCl, als auch die GPIIb/Illa Inhibitoren
Tirofiban noch Eptifibatid waren nicht signifikant mit CD54 assoziiert (p = 0.381).

Temperatur

CD54 Sig. Partial Eta Squared
LOOP1/STASEO 0,01 0,07
Medikament 0,38 0,02
Temperatur 0,04 0,07
LOOP1/STASEO * Medikament 0,28 0,03
LOOP1/STASEOQ * Temperatur 0,20 0,02
Medikament * Temperatur 0,91 0,01
LOOP1/STASEO * Medikament * 0,45 0,02

Tabelle 4: ALM bezilglich der Effekte auf die Expression von CD54 mit partiellem eta Quadrat. Mit * sind

Kombinationen verschiedener Faktorstufen bezeichnet.
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CD54

CD54 bei verschiedener Medikation, bei LOOP und STASE
und bei 18°C, 28°C und 36°C

( 7,0

36°C
Stase

Stase

18°C  36°C

6,0

Loop

28°C
Loop

18°C
Loop

50
- 4,0
- 3,0
- 2,0

- 1,0

- 0,0
NaCl

Tirofiban

Eptifibatid

ONacCl

B Tirofiban

DO Eptifibatid

Medikation

Balkendiagramm 3: In dem Balkendiagramm fiir CD54 ist zu sehen, wie die Medikamente bei LOOP und bei

STASE bei den verschiedenen Temperaturen im Zusammenhang stehen.

CD54 Medikament |Medikament | Mean Difference |Std. Error |Sig.
im Vergleich

Tukey NaCl Tirofiban 0,08 0,28 0,96

HSD Eptifibatid -0,28 0,28 0,59

Tirofiban NaCl -0,08 0,28 0,96

Eptifibatid -0,36 0,28 0,41

Eptifibatid NaCl 0,28 0,28 0,59

Tirofiban 0,36 0,28 0,41

Tabelle 5: der Tukey HSD Post Test des ALM zeigt, dass der Unterschied zwischen den Medikamenten nicht

signifikant ist.
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CD54 Medikament N Standardabweichung | Mittelwert
1
Tukey HSD Tirofiban 38 0,96 4,82
NaCl 37 1,06 4,90
Eptifibatid 39 1,61 5,18
Sig. 0,41

Tabelle 6: Der Tukey Test zeigt, dass die Expression von CD54 nicht signifikant von den einzelnen

Medikamenten abhangt, da die Ergebnisse in einer Spalte (Mittelwert 1) stehen.

3.1.1.3 CD162

Letztendlich zeigte sich auch bei CD162 durch das ALM, dass die zugesetzten

Medikamente keinen Einfluss (partial eta"2

0.037) auf die Expression der

Adhéasionsrezeptoren CD162 haben. Auch hier sind weder NaCl, noch Tirofiban noch

Eptifibatid signifikant mit CD162 assoziiert (p = 0.170).

Temperatur

CD162 Sig. Partial Eta Squared
LOOP1/STASEO 0,05 0,04
Medikament 0,17 0,04
Temperatur 0,00 0,51
LOOP1/STASEO * Medikament 0,87 0,00
LOOP1/STASEOQ * Temperatur 0,29 0,01
Medikament * Temperatur 0,66 0,03
LOOP1/STASEQ * Medikament * 0,75 0,01

Tabelle 7: Das ALM zeigt hier den Einfluss der verschiedenen Parameter auf die Expression von CD162. Man

sieht, dass die Expression nur mit 4% von der Medikamentengabe abhdngt. Mit * sind Kombinationen

verschiedener Faktorstufen bezeichnet.
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CD162

CD162 bei verschiedener Medikation, bei LOOP und STASE und
bei 18°C, 28°C und 36°C

- 35,0

ONacCl

- 30,0

- 25,0 @ Tirofiban

- 20,0 I
O Eptifibatid

- 15,0

- 10,0

- 5,0

- 0,0
NaCl
Tirofiban
ageC Eptifibatid
18°C 36°C o .
Stase  stase | gop 520% &go(; Medikation

Balkendiagramm 4: In dem Balkendiagramm fur CD162 ist zu sehen, wie die Medikamente bei LOOP und bei

STASE und bei den verschiedenen Temperaturen im Zusammenhang stehen.

CD162 Medikament |Medikament |Mean Difference |Std. Error [Sig.
im Vergleich

Tukey HSD |NaCl Tirofiban -1,76 1,19 0,30

Eptifibatid -1,02 1,17 0,66

Tirofiban NaCl 1,76 1,19 0,30

Eptifibatid 0,74 1,17 0,80

Eptifibatid NaCl 1,02 1,17 0,66

Tirofiban -0,74 1,17 0,80

Tabelle 8: In dem Tukey Post Test zeigt sich, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Medikamenten gibt. Der Einfluss auf die Expression von CD162 durch die Medikation ist nicht gegeben.
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CD162 Medikament N Standardabweichung Mittelwert
1
Tukey Tirofiban 36 6,74 25,42
HSD NaCl 36 7,33 23,65
Eptifibatid 38 7,39 24,67
Sig. 0,3

Tabelle 9: Der Post Test der ALM zeigt, dass es keinen Einfluss gibt von den Medikamenten auf die

Expression von CD162, da die Ergebnisse in einer Spalte (Mittelwert 1) stehen.

Die unten aufgezeigten Boxplots zeigen in der Ubersicht die Wirkung der Medikamente

auf die Expression der Oberflachenmarker:

CD11b

50,004 17
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40,00

[ S

20,00

CD11b M MY

M - T 1

00

T T T
NaCl Tirofiban Eptifibaticle
Medikation
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CD54
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Boxplot 1:In den Abbildungen sind die Werte fur die Expression der einzelnen Oberflachenmarker getrennt
nach Medikamentenzusatz aufgezeigt. Man sieht deutlich, dass es keinen Einfluss der Medikamente Tirofiban
und Eptifibatid auf die Expression der Oberflachenmarker CD11b, CD54 und CD162 gibt.
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3.1.2 Einfluss der Temperatur auf die Expression der monozytaren
Adhéasionsrezeptoren CD11b, CD54 und CD162

Inwieweit ist die die Expression der Adhasionsrezeptoren assoziiert mit der
Hypothermie?  Die  statistischen  Berechnungen erfolgten mit  gepoolten
("unabh&ngigen) "Faktorstufen” Medikation und Behandlungsart LOOP und STASE.
Die Berechnung der ,,abhidngigen” Faktorstufe Temperatur erfolgte mittels ANOVA

und Post Tests.

3.1.2.1 CDlib

Mit einer Signifikanz von p<0,001 konnten wir zeigen, dass der Anteil der
Temperaturvarianz an der Gesamtvarianz von CD11b eine Effektstarke von 48%
(partial eta”2 = 0. 48) hat, was bedeutet, dass der Einfluss der Temperatur auf die
Auspragung der Expression von CD11b sehr groB ist.

Die Temperatur hat - unabhéngig von den Medikamenten oder LOOP und STASE - den
groRten Einfluss auf die Expression von CD11b, wohingegen eine Behandlung per
LOOP oder STASE oder mit Medikamenten nur einen geringen Einfluss hat (siehe dazu
Kapitel 3.1.1)

CD11b Sig. Partial Eta Squared
LOOP1/STASEO 0,00 0,20

Medikament 0,12 0,04

Temperatur 0,00 0,48
LOOP1/STASEO * Medikament 0,95 0,00
LOOP1/STASEOQ * Temperatur 0,56 0,00

Medikament * Temperatur 0,26 0,05
LOOP1/STASEQ * Medikament * 0,32 0,02

Temperatur

Tabelle 10: In diesem ALM kann man sehen, dass die Effektstarke fur den Faktor Temperatur fur CD11b bei
48% liegt und sine deutliche Signifikanz aufweist. Mit * sind Kombinationen verschiedener Faktorstufen

bezeichnet.
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Der Tukey Kramer Test zeigt, dass es eine Signifikanz gibt bei CD11b zwischen 18°C
und 28°C und zwischen 28°C und 36°C und zwischen 18°C und 36°C, d.h., dass die

Auspragung der Adhasionsmolekiile direkt temperaturabhéngig ist.

CD11b  [Temperatur °C [Temperatur °C [Mean Difference [Std. Error [Sig.
im Vergleich

Tukey 18°C 28°C -6,10 1,50 0,00

HSD 36°C -11,36 1,10 0,00

28°C 18°C 6,10 1,50 0,00

36°C -5,26 1,48 0,00

36°C 18°C 11,36 1,10 0,00

28°C 5,26 1,48 0,00

Tabelle 11: Der Unterschied in der Expression des Adhésionsmolekils CD11b ist signifikant
temperaturabhéangig.

CD11lb  [Temperatur C [N Standardabweichung[Mittelwerte
1 2 3
Tukey 18°C 46 3,79 10,14
HSD 28°C 18 5,95 16,24
36°C 51 (7,30 21,50
Sig. 1,00 1,00 1,00

Tabelle 12: Anhand der verschiedenen Spalten (Mittelwerte 1/2/3) kann man hier sehen, dass es in der

Expression von CD11b einen signifikant Unterschied gibt zwischen den einzelnen Temperaturen.

3.1.2.2 CD54

Mit einer Signifikanz von p<0,001 konnten wir zeigen, dass der Anteil der
Temperaturvarianz an der Gesamtvarianz von CD54 eine Effektstarke von 6,5% (partial
eta”2 = 0. 065) hat, was bedeutet, dass der Einfluss der Temperatur auf die Auspragung

der Expression von CD54 zwar signifikant ist, jedoch als eher gering zu beschreiben ist.
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CD54 Sig. Partial Eta Squared
LOOP1/STASEO 0,01 0,07

Medikament 0,38 0,02

Temperatur 0,04 0,07
LOOP1/STASEO * Medikament 0,28 0,03
LOOP1/STASEOQ * Temperatur 0,20 0,02

Medikament * Temperatur 0,91 0,01
LOOP1/STASEO * Medikament * 0,45 0,02

Temperatur

Tabelle 13: Man kann hier sehen, dass die Effektstarke mit 6,5% sehr gering ist was bedeutet, dass der
Einfluss der Temperatur auf die Expression von CD54 niedrig ist. Mit * sind Kombinationen verschiedener
Faktorstufen bezeichnet.

Bei der Durchfihrung des Tukey Kramer Tests bezuglich der Unterschiede der
Temperaturen konnten keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden. Dies macht noch
einmal den geringen Effekt der Temperatur auf die Expression der Adhasionsmolekiile
CD54 deutlich. Dies zeigt auch der unten dargestellte dazugehdrige Boxplot.

CD54  [Temperatur °C [Temperatur °C [Mean Difference  [Std. Error Sig.
im Vergleich

Tukey [18°C 28°C -0,33 0,34 0,59

HSD 36°C -0,53 0,25 0,09

28°C 18°C 0,33 0,34 0,59

36°C -0,20 0,33 0,83

36°C 18°C 0,53 0,25 0,09

28°C 0,20 0,33 0,83

Tabelle 14: Hier sieht man im Tukey HSD Test, dass die Expression von CD54 nicht temperaturabhéngig ist,

da keine Signifikanzen erzielt wurden.

51



CD54 Temperatur °C |N Standardabweichung|Mittelwerte
1
Tukey HSD 18°C 46 0,96 4,69
28°C 18 0,92 5,02
36°C 50 1,52 5,21
Sig. 0,21

Tabelle 15: Da die Ergebnisse in einer Spalte (Mittelwert 1) stehen, weil? man nun, dass die Expression des

CD54 zwischen den einzelnen Temperaturstufen sich nicht signifikant voneinander unterscheidet.

3.1.2.3 CD162

Bei CD162 konnten wir zeigen (p<0,001), dass der Anteil der Temperaturvarianz an der
Gesamtvarianz von CD162b eine Effektstarke von 51% (partial eta®2 = 0. 51) hat, was
bedeutet, dass die Temperatur einen signifikanten Einfluss auf die Expression von
CD162 hat, und dieser Effekt sehr groR ist.

Die Temperatur hat zudem den groBten Einfluss auf die Expression von CD54 im
Vergleich zur Behandlungsart oder einer der anderen Kombinationen. Das bedeutet,
dass kein anderer Faktor so sehr auf die Expression des monozytéren Markers einwirkt
wie die Temperatur.

Auch der Tukey Kramer Test bestatigt dieses Ergebnis:

CD162 Sig. Partial Eta Squared
LOOP1/STASEO 0,05 0,04

Medikament 0,17 0,04

Temperatur 0,00 0,51
LOOP1/STASEO * Medikament 0,87 0,00
LOOP1/STASEOQ * Temperatur 0,29 0,01

Medikament * Temperatur 0,66 0,03
LOOP1/STASEQ * Medikament * 0,75 0,01

Temperatur

Tabelle 16: Hier wird gezeigt, dass die Effektstarke fur den Faktor Temperatur mit 51% sehr grof3 ist. Mit *
sind Kombinationen verschiedener Faktorstufen bezeichnet.
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Der folgende Post Test zeigt, dass es eine Signifikanz gibt bei CD162 zwischen 18°C

und 28°C und zwischen 18°C und 36°C, d.h,

dass die Auspragung der

Adhasionsmolekile direkt temperaturabhangig ist. Zwischen 28°C und 36°C zeigen

sich keine signifikanten Ergebnisse.

CD162 [Temperatur °C [Temperatur °C [Mean Difference |Std. Error |Sig.
im Vergleich
Tukey [18°C 28°C -8,69 1,43 0,00
HSD 36°C -10,74 1,04 0,00
28°C 18°C 8,69 1,43 0,00
36°C -2,05 1,43 0,33
36°C 18°C 10,74 1,04 0,00
28°C 2,05 1,43 0,33
Tabelle 17:Der Unterschied in der Expression des Adhasionsmolekiils CD162 ist signifikant

temperaturabhéangig.

CD162 [Temperatur °C [N Standardabweichung [Mittelwerte
1 2
Tukey |18°C 46 4,16 18,65
HSD 28°C 17 6,89 27,34
36°C 47 5,04 29,39
Sig. 1,00 0,27

Tabelle 18: Da die Ergebnisse in zwei Spalten (Mittelwert lund 2) stehen, weill man nun, dass die
Unterschiede in der Expression des CD162 zwischen 18°C und 36 °C und zwischen 18°C und 28°C signifikant

sind.

In den folgenden Boxplots sieht man anschaulich, dass die Expression der Rezeptoren
CD11b und CD162 bei 18°C deutlich niedriger ist als bei 36°C. Bei CD54 ist dieser
Effekt nicht sehr stark ausgepragt:
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Boxplot 2: In den Boxplots sieht man anschaulich wie die bei der Expression der Adhé&sionsfaktoren CD11b
und CD162 die Temperatur eine grofie Rolle spielt. Je hther die Temperatur, desto héher die Expression des
Rezeptors. Der Rezeptor CD54 ist hingegen nicht temperatursensibel.
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3.1.3 Einfluss der Temperatur auf die Expression der monozytaren
Adhasionsrezeptoren CD11lb, CD54 wund CD162 in
Abhangigkeit von LOOP oder STASE

Kann man eine unterschiedliche Aussage Uber die Temperaturabhéngigkeit der
Expression von Oberflachenmarkern erhalten, wenn man die Faktoren LOOP und
STASE getrennt betrachtet?

Die statistischen Berechnungen werden in dieser Aufgabe mit gepoolten Werten fir die
,Faktorstufe* Medikation durchgefiihrt. Die abhangigen Variablen sind Temperatur und

Behandlungsart. Verwendet wurde eine ANOVA mit Post Tests.

3.1.3.1 CDlib

Wir sehen in dieser Berechnung, dass in dem STASE Versuchsaufbau der Unterschied
in der Expression von CD11b auf Monozyten zwischen 18°C und 36°C deutlich ist
(Mittelwert Differenz: 11,4) (p< 0,001). Auch bei Simulation des Blutflusses im LOOP
Versuchsaufbau konnen wir zeigen, dass CD11b signifikant ansteigt bei steigender
Temperatur. Man sieht im unten gezeigten Boxplot, dass der Unterschied zwischen
18°C und 36°C (Mittelwert Differenz: 20.5) (P<0.01) und zwischen 28°C und 36°C
(Mittelwert Differenz: 26.3) (P<0.001) signifikant ist. Die Expression auf den
Monozyten ist bei CD11b demnach direkt temperaturabhéngig und dies sowohl bei
STASE, als auch bei LOOP.

CD11b Temperatur Mittelwerte Standardabweichung
STASE 18°C 8,23 1,76

36°C 19,67 4,89
LOOP 18°C 14,50 3,60

28°C 16,24 5,95

36°C 24,85 9,66

Tabelle 19: Mittelwerte und Standardabweichungen fur CD11b bei LOOP und STASE im Vergleich.
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Boxplot 3 Einfluss der Temperatur auf die Expression der Adhasionsrezeptoren CD11b bei LOOP und
STASE.

3.1.3.2 CD54

Hier sehen wir in den Berechnungen zur Expression des monozytaren
Adhasionsmolekiils CD54 bei LOOP oder STASE die Temperaturunabhangigkeit von
CD54. Wir konnen dabei feststellen, dass weder bei LOOP noch bei STASE die
Temperatur ausschlaggebend ist fiir die Expression des Adhésionsmolekiils CD54. Es
zeigen sich zwischen den verschiedenen Temperaturen bei STASE keine signifikanten
Unterschiede in der Expression von CD54 (p= 0,24). Der Unterschied zwischen 18°C
und 36°C (Mean Difference: 0,2) war nicht signifikant. Auch bei LOOP sind die p-
Werte zwischen den Temperaturen 18°C, 28°C und 36°C nicht signifikant von einander
unterschiedlich (p > 0.05). Zwischen 18°C und 36°C (Mittelwert Differenz: 8.1)
(p>0.05), zwischen 28°C und 36°C (Mittelwert Differenz: 6.3) (p>0.05) und zwischen
18°C und 28°C (Mittelwert Differenz: 1.8) (p>0.05) gibt es keinen signifikanten
Unterschied. Der unten gezeigte Boxplot zeigt dies anschaulich.
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CD54 Temperatur Mittelwerte Standardabweichung
STASE 18°C 4,56 0,92

36°C 4,84 0,93
LOOP 18°C 4,96 1,02

28°C 5,01 918

36°C 5,88 2,09

Tabelle 20: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir CD54 bei LOOP und STASE im Vergleich.
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Boxplot 4: Einfluss der Temperatur auf die Expression der Adhéasionsrezeptoren CD54 bei LOOP und bei
STASE.

3.1.3.3 CD162

In den Berechnungen mittels ANOVA konnen wir sehen, wie die Temperatur
verantwortlich ist fir die Expression von CD162. Wir sehen, dass in dem STASE
Versuchsaufbau der Unterschied in der Expression von CD162 auf Monozyten
zwischen 18°C und 36°C signifikant ist (Mittelwert Differenz: 9,71) (p< 0,001). Auch
bei Simulation des Blutflusses im LOOP Versuchsaufbau kdnnen wir zeigen, dass
CD162 signifikant ansteigt bei steigender Temperatur. Man sieht deutlich in dem unten
gezeigten Boxplot, dass der Unterschied zwischen 18°C und 36°C (Mittelwert
Differenz: 12,24) (p<0.01), zwischen 18°C und 28°C (Mittelwert Differenz: 8,11)
(p<0.05) und zwischen 28°C und 36°C (Mittelwert Differenz: 4,14) (p<0.001)
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signifikant ist. Die Expression auf den

Monozyten

ist

bei

CD162 also

temperaturabhéngig und zwar sowohl bei LOOP als auch bei STASE. Je geringer die

Temperatur, desto geringer ist die Expression von CD162 auf den Monozyten.

CD162 Temperatur Mittelwerte Standardabweichung
STASE 18°C 18,39 3,97

36°C 28,10 4,16
LOOP 18°C 19,24 4,65

28°C 27,34 6,89

36°C 31,48 5,72

Tabelle 21: Mittelwerte und Standardabweichungen fir CD162 bei LOOP und STASE im Vergleich.
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3.1.4 Einfluss der Temperatur auf die Expression der monozytaren
Adhasionsrezeptoren CD11b, CD54 und CD162 mit NaCl bei
LOOP und bei STASE

Um die oben erfolgten Ergebnisse zu spezifizieren haben wir die Berechnungen nur mit
der physiologischen Kochsalzlosung durchgefiihrt, da im Kapitel 3.1.1 festgestellt
wurde, dass die Medikation keinen Einfluss auf die Expression der Adhasionsmolekule
hat. Anhand des Student-Newman-Keuls Tests wurde die Expression der
Adhasionsmolekile gemessen flir LOOP und anhand eines parametrischen T-Tests die

Expression des Adh&sionsmolekdile fiir STASE berechnet.

3.1.4.1 CDlib

Fur LOOP zeigten 18°C im Vergleich zu 36°C (Mittelwert Differenz: 9,79) (p<0.05)
und 28°C im Vergleich zu 36°C (Mittelwert Differenz: 12,47) (p<0.01) signifikante
Unterschiede. Der Unterschied zwischen 18°C und 28°C wurde statistisch als nicht
signifikant gewertet, es zeigt sich jedoch ein deutlicher Trend zu erhohten
Expressionswerten bei hoherer Temperatur. Fir den STASE Versuchsaufbau zeigten
der Mann-Whitney Test ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen 18°C und 36°C
(Mittelwert Differenz: 7,75) (p=0,0022). CD11b ist temperaturabhéngig bei der
Expression auf Monozyten. Bei niedriger Temperatur ist die Expression vermindert, je
hoher die Temperatur ansteigt, desto mehr wird CD11b von Monozyten exprimiert.

Die Ergebnisse waren sowohl bei LOOP als auch bei STASE mit den Ergebnissen in
Kapitel 3.1.2 und 3.1.3 vergleichbar.

Medikament |CD11b |Temperatur |Mittelwert |Standardabweichung
NaCl STASE |18°C 7,77 1,15
36°C 19,60 4,01
LOOP |18°C 15,63 4,33
28°C 12,95 5,89
36°C 25,42 9,64

Tabelle 22: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir CD11b fur NaCl bei LOOP und STASE.

60




CD11b bei LOOP CD11b bei STASE

50,004 35,004

30007
40,007
25,009

20,00

w
2
=]
8

CD11b M MY
CD11b M MY

15,00

10,004
10,00

Ny
HL

18°C 28°C 36°C 18°C 36°C
Temp. °C Temp. °C

Boxplot 6: Wir konnten bei den Versuchsaufbauten LOOP und STASE eine direkte Temperaturabhangigkeit
zeigen. Je hoher die Temperatur , desto groRer die Expression des Adhésionsmolekiils CD11b.

3.14.2 CD54

Wir konnten, wie auch bereits in den Kapiteln 3.1.2.2 und 3.1.3.2 beschrieben, auch hier
sehen, dass die Expression von CD54 nicht temperaturabhdngig ist und sich auch in
diesen Berechnungen bei STASE keine signifikanten Unterschied finden lassen
zwischen 18°C und 36°C (Mittelwert Differenz: 0,21) (p=0.2). Auch bei LOOP lassen
sich keine signifikanten Unterschiede (p=0.4) finden zwischen den Temperaturen 18°C,
28°C und 36°C bei NaCl: 18°C im Vergleich zu 36°C (Mittelwert Differenz: 0,80)
(P>0.05), 28°C im Vergleich zu 36°C (Mittelwert Differenz: 0,81) (P>0.05) und 18°C
zu 28°C (Mittelwert Differenz: 0,01) (P>0.05) zeigten keine signifikante Unterschiede.
Dennoch sient man in den unten gezeigten Boxplots einen Trend fiir erhohte
Expressionswerte bei CD54 bei 36°C im Vergleich zu 18°C

Medikament | CD54 Temperatur | Mittelwerte | Standardabweichung
NaCl STASE |18°C 4,44 0,97
36°C 5,02 1,00
LOOP |18°C 4,82 1,14
28°C 4,80 1,07
36°C 5,62 1,15

Tabelle 23: Mittelwerte und Standardabweichungen fir CD54 fur NaCl bei LOOP und STASE.
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Boxplot 7: Wir konnten bei CD54 in den Versuchsaufbauten LOOP wund STASE keine
Temperaturabhéngigkeit zeigen, wobei jedoch ein Trend sichtbar ist bezlglich erhéhter Werte bei héheren

Temperaturen.

3.14.3 CD162

Fur die Spezifizierung der bisher gefundenen Ergebnisse in den Kapiteln 3.1.2.3 und
3.1.3.3 CD162 haben wir die Berechnungen nur fir die physiologische Kochsalzlésung
durchgefuhrt. Wir konnten auch hier sehen, dass die Expression von CD162
temperaturabhéngig ist und sich auch in diesem Vergleich bei STASE signifikante
Unterschiede finden lassen zwischen 18°C und 36°C (Mittelwert Differenz: 11,66)
(p<0.001).

In der Frage inwieweit die Temperaturunterschiede mit der physiologischen
Kochsalzlosung bei LOOP signifikant waren, lassen sich keine signifikanten Werte
zwischen den Temperaturen 18°C, 28°C und 36°C bei NaCl finden (p=1,33): 18°C im
Vergleich zu 36°C (Mittelwert Differenz: 9.76) (p>0.05), 28°C im Vergleich zu 36°C
(Mittelwert Differenz: 7,72) (p>0.05) und 18°C zu 28°C (Mittelwert Differenz: 2,04)
(p>0.05) zeigten keine signifikante Unterschiede. Es zeigt sich jedoch ein Trend zu
ansteigenden Expressionsraten bei erhdhten Temperaturen, was sich auch mit den oben
durchgefiihrten Berechnungen deckt, bei denen die Temperaturabhangigkeit von CD162

gezeigt wurde.
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Medikament |CD162 | Temperatur | Mittelwerte Standardabweichung
NaCl STASE |18°C 16,74 3,59
36°C 27,61 5,60
LOOP |18°C 19,73 6,01
28°C 24,30 7,38
36°C 30,56 4,71

Tabelle 24: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir CD162 fiir NaCl bei LOOP und STASE.
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Expression von CD162 mit steigender Temperatur. Im STASE Versuchsaufbau konnte

Temperaturabhéngigkeit statistisch bewiesen werden.
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3.1.5 Einfluss und Vergleich von LOOP und STASE auf die
Expression der monozytaren Adhasionsrezeptoren CD11b,
CD54 und CD162

Desweiteren interessierte uns die Frage nach der Aktivierung von Monozyten durch
unterschiedliche Behandlungsarten. Welchen Einfluss hat das Chandler Loop Modell
auf die monozytare Oberflachenrezeptor Expression. Mittels des Allgemeinen Linearen
Modells (ALM) berechneten wir die Effektstarke der Behandlungsart LOOP und
STASE auf die Expression der Adhéasionsrezeptoren.

Um den Einfluss der Behandlungsart zu bestimmen, wurden die Temperatur mit den 3
"Faktorstufen 18°C, 28°C, 37°C gepoolt ("unabhangig"), ebenso wie die Medikamente
Tirofiban, Eptifibatid und NaCl. Abhangige Variable war die Behandlungsart mit den 2
"Faktorstufen™ LOOP und STASE.

3.15.1 CDlib

Unsere Untersuchungen zeigen, dass die Expression des Adhdasionsrezeptors CD11b mit
20% Effektstarke deutlich von der Behandlungsart LOOP und STASE abhing. In den
Boxplots des ALM sieht man, dass die CD11b Werte bei LOOP hdéher sind als bei
STASE. Unsere Ergebnisse zeigen, dass es bei CD11b einen signifikanten (p= 0.002)
Unterschied zwischen LOOP und STASE gibt. Die Expression von CD11b ist unter
STASE deutlich niedriger, als unter LOOP

CD11b Mittelwert Standardabweichung
STASE 14,04 6,83
LOOP 18,85 8,32

Tabelle 25: Vergleich von LOOP und STASE mit Mittelwerte und Standardabweichung fur den
Oberflachenmarker CD11b.
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3.1.5.2 CD54

Die Effektstarke fur LOOP und STASE fiir CD54 ist mit 6% gering (p=0,05). Auch gibt
es einen signifikanten (p= 0.012) Unterschied in der Expression zwischen STASE und
LOOP. Die Expression von CD54 ist abhéngig von der Behandlungsart und ist bei
LOOP hoher ausgepragt als bei STASE.

Im unten dargestellten Boxplot ist dieser signifikante Unterschied nicht so deutlich zu

erkennen, wobei dennoch ein Trend fir erhdohte Werte unter LOOP auszumachen ist.

CD54 Mittelwert Standardabweichung
STASE 4,70 0,93
LOOP 531 1,51

Tabelle 26: Vergleich von LOOP und STASE mit Mittelwerte und Standardabweichung fur den
Oberflachenmarker CD54.

3.1.5.3 CD162

Letztendlich zeigt auch CD162 einen signifikanten (p=0,008) Unterschied zwischen
STASE und LOOP. Die Expression von CD162 ist abhangig von der Behandlungsart
und ist bei LOOP hoher ausgepragt als bei STASE. Die Effektstarke betragt jedoch nur
4% (p=0.05). In dem Boxplot zu CD162 des ALM sieht man, dass bei LOOP mehr

Oberflachenmarker exprimiert werden als bei STASE.

CD162 Mittelwert Standardabweichung
STASE 23,01 6,34
LOOP 26,54 7,63

Tabelle 27: Vergleich von LOOP und STASE mit Mittelwerte und Standardabweichung fur den
Oberflachenmarker CD162.

65




Vor allem sient man in den Boxplots bei CD11b und CD162 die Veranderung in der

Expression des Rezeptors aufgrund der Behandlungsart:
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Boxplot 9: Die vermehrte Expression der Oberflachenmarker CD11b und CD162 durch LOOP kann man
deutlich erkennen. Bei CD54 ist ein statistischer Anstieg der Oberflachenmarker berechnet worden, der aber
im Boxplot schwer zu sehen ist.
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3.1.6 Vergleich zwischen der Behandlungsart LOOP und der
Behandlungsart STASE beziuglich der Expression von
monozytaren Adhasionsmolekilen CD11b, CD54, CD162 bei
NacCl

Da die Medikamente keinen Einfluss auf die Expression der Adhésionsrezeptoren
zeigten (siehe Kapitel 3.1.1), wurden die Berechnungen beziiglich des Vergleiches
zwischen LOOP und STASE auf die Expression der Adhasionsrezeptoren anhand der
Kontrollsubstanz NaCl vorgenommen. Wir vergleichen direkt LOOP mit STASE bei

gleicher Temperatur. Verwendet wurde der Mann-Whitney Test.

3.16.1 CDlib

Fur die Expression von CD11b zeigte sich unter 18°C, dass die Aktivierung durch
LOORP signifikant (p= 0.0095) hoher war als bei STASE. Der Unterschied der CD11b
Expression zwischen 36°C LOOP und 36°C STASE zeigte sich nicht als signifikant (p=
0,39).

CD11b Temperatur Mittelwert Standardabweichung
LOOP 18°C 15,63 4,33
STASE 7,77 1,15
LOOP 36°C 25,42 9,64
STASE 19,60 4,01

Tabelle 28: Mittelwerte und Standardabweichung en fur den Vergleich LOOP vs. STASE mit NaCl fur
CD11b.

Dieses statistische Ergebnis fir 36°C erscheint fragwirdig, da in den Boxplots ein
Trend fur erhohte Werte bei LOOP im Vergleich zu STASE zu sehen ist.

68




CD11b bei 18°C

CD11b bei 36°C:

25,001

20,004

15,00

CD11b M MY

10,00

STASE LOOP

50,00

40,00

CD11b M MY
]
2

20,00

10,00

|

L

STASE LOOP

Boxplot 10: Direkter Vergleich zwischen den Behandlungsarten LOOP und STASE bei den Temperaturen
18°C und 36°C fur CD11b.

3.1.6.2 CD54

Fur die Expression von CD54 zeigte sich sowohl unter 18°C (p= 0,64) als auch unter
36°C (p= 0,40) keine signifikanten Unterschiede zwischen LOOP und STASE.
Zwischen 18°C LOOP und 18°C STASE zeigte sich kein signifikanter Unterschied,
ebenso wenig wie zwischen 36°C LOOP und 36°C STASE. Der Faktor LOOP oder
STASE wirkt sich nicht auf die Expression des Oberflachenmolekiils CD54 aus.

CD54 Temperatur Mittelwert Standardabweichung
LOOP 18°C 4,82 1,14
STASE 4,44 9,72
LOOP 36°C 5,62 1,15
STASE 5,02 9,97

Tabelle 29: Mittelwerte und Standardabweichung en fur den Vergleich LOOP vs. STASE mit NaCl fur CD54.
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Boxplot 11: Direkter Vergleich zwischen den Behandlungsarten LOOP und STASE bei den Temperaturen

18°C und 36°C fiir CD54.

3.1.6.3 CD162

Auch fir die Expression von CD162 zeigten sich sowohl unter 18°C (p= 0,304) als auch
unter 36°C (p=0.29) keine signifikanten Unterschiede zwischen LOOP und STASE.
Ebenfalls konnte sowohl zwischen 18°C LOOP und 18°C STASE, als auch zwischen

36°C LOOP und 36°C STASE kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

CD54 Temperatur Mittelwert Standardabweichung
LOOP 18°C 19,73 6,01
STASE 16,74 3,60
LOOP 36°C 30,57 4,72
STASE 27,61 5,60

Tabelle 30: Mittelwerte und Standardabweichung en fur den Vergleich LOOP vs. STASE mit NaCl fur

CD162.
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In den Boxplots sieht man, dass der Oberflachenmarker CD162 bei der Behandlungsart

LOOP im Vergleich zur STASE nicht vermehrt exprimiert wird. Auch hier kann jedoch

anhand des Boxplots ein Trend zu erhohten Werten bei LOOP festgestellt werden.
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Boxplot 12: Direkter Vergleich zwischen den Behandlungsarten LOOP und STASE bei den Temperaturen

18°C und 36°C fur CD162.
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4 Diskussion

Unsere Studie wurde von drei Aufgabenstellungen geleitet:

e Inwieweit wirkt sich die Einnahme von GPIIb/ Illa Inhibitoren auf die Aktivierung
von monozytaren Adhasionsmolekilen aus?

e Inwieweit verandert sich die Monozytenexpression unter dem Einfluss der
Temperatur?

e Inwieweit beeinflusst ein extrakorporaler Blutkreislauf die Expression von

monozytdaren Adhasionsmolekilen?

4.1 Einfluss der Medikamente auf die Expression der
monozytaren Adhasionsrezeptoren CD11b, CD54 und
CD162

4.1.1 Tirofiban und Eptifibatid - Allgemeines

Die GPIIb/llla Rezeptorantagonisten sind eine Gruppe von Medikamenten, die an der
Endstrecke der Thrombozytenaggregation ansetzen. Zurzeit werden Tirofiban,
Eptifibatid und Abciximab als parenterale Medikamente im Kklinischen Alltag
eingesetzt. Alle drei Medikamente werden als intravendse Dauerinfusion in
Kombination mit Heparin und ASS verwendet (75) (76) (77). Eine orale Form der
Glykoprotein-l11b/ll1la-Rezeptor-Inhibitoren (z. B. Xemilofiban, Orbofiban oder
Sibrafiban) war mit einer erhdhten Mortalitat verbunden und spielt aktuell keine Rolle
mehr im klinischen Alltag (78). Allen GPIIb/Illa Antagonisten ist gemeinsam, dass
ihnen sowohl eine Bindung an den aktivierten als auch an den ruhenden Thrombozyten
gelingt (79). Damit hemmen sie die Thrombozytenaggregation und fordern die
Thrombozytendisaggregation. Fir Hochrisikopatienten (z. B. Troponin-positive
Patienten, Diabetiker oder bei Patienten mit ST-Senkung im EKG) wird das 30 Tage
Risiko fur Tod oder Herzinfarkt durch den Einsatz von GPIIb/Illa Inhibitoren um 9%
gesenkt (65).
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Deshalb finden diese Substanzen ihre klinische Verwendung derzeit beim akuten
Koronarsyndrom (ACS) und bei komplizierten perkutanen koronaren Interventionen
(PCI) (23). Dabei sollten die GPIIb/Illa Inhibitoren vor und wahrend der PCI eingesetzt
werden (80). Laut aktuellen Leitlinien zum ACS wird der Einsatz von GPIIb/Illa
Rezeptorantagonisten nicht genauer spezifiziert. Vor allem der praklinische Einsatz ist
nicht geklart. Die Studie On-TIME-2 zeigte die Uberlegenheit der prihospitalen Gabe
von héher dosiertem Tirofiban im Vergleich zur prahospitalen Gabe von Placebo (81).
Jedoch zeigten andere Studien keinen Vorteil eingesetzter préklinischer GPIIb/Illa
Rezeptorantagonisten (82), so dass hier die Studien der nachsten Jahre Klarung bringen
mussen. Laut Kommentar zu den Leitlinien 2010 zur kardiopulmonalen Reanimation ist
die prahospitale Gabe der Glykoprotein-l1b/llla-Rezeptorantagonisten kritisch zu
betrachten. Nachdem die Diagnose wéhrend des Rettungsdiensteinsatzes noch nicht
sicher feststeht, kdnnte eine verfrihte Gabe lebensgeféhrlich sein. Ware z.B. das
Symptom ,,Thoraxschmerz“ auf eine Aortendissektion o. 4. zuriick zu fiihren, dann
kdnnte es nach Gabe eines GPIIb/llla Inhibitors zu schweren Blutungen kommen.

Unter ischamischen Bedingungen wie Schlaganfall, Blutung oder akutem
Myokardinfarkt spielt die Thrombozytenaktivierung eine groRe Rolle. Zudem wird in
ischamischem Gewebe eine vermehrte Leukozytenemigration in infarziertes Gewebe
beschrieben. Lindemann et al. zeigten 2001, dass es zu einer verstarkten
Thrombozytenaktivierung und Erhohung der zirkulierenden Leukozyten bei akuter
Myokardischamie kommt. Vermehrte Thrombozyten-Monozyten-Aggregate werden bei
Patienten mit instabiler Angina pectoris (83) ebenso wie bei Patienten nach kardio-
pulmonaler Bypass Operation oder PTCA (84) (85) gefunden. Daraus folgt auch eine
gesteigerte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (86) mit Bildung von
Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten und Aktivierung der Gerinnungskaskade.

Die Thrombozyten-Monozyten-Interaktion wird durch eine Verletzung der
Endothelwand oder durch ein entziindliches Geschehen und in diesem Sinne auch durch
die Arteriosklerose initiiert. Aber auch nach Adhédsion von Leukozyten an die
dysfunktionale Endothelwand wird durch die Leukozyten eine Bindung an die
Thrombozyten initiiert, die zur Plattchenadh&sion und zur lokalen Thrombusbildung
flhrt.
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Nach PTCA und wahrend Operationen an der HLM werden Patienten mit tiefer und
milder Hypothermie behandelt. Die Indikation fur eine Thrombozyten-
aggregationshemmung mittels GPI1b/Illa Inhibitoren ist dafiir gegeben. Die RESTORE,
EPIC und PURSUIT Studie konnten beweisen, dass unter Verwendung dieser
Wirkstoffgruppe die Komplikationen unter PTCA reduziert waren (87) (66) (71).

Unter Hypothermie wird durch Eptifibatid die Thrombenbildung reduziert und
verbessert so den zerebralen Blutfluss im Gehirn und die zerebrale Ischdmie. Zudem
kann eine Zellschadigung und die verbundene perivaskulare Odembildung reduziert
werden (88).

4.1.2 Eptifibatid und Tirofiban - vorliegende Studie und

Literaturibersicht

In der vorliegenden Studie wurden die Medikamente Eptifibatid und Tirofiban
eingesetzt. Klaren wollten wir die Frage, in wie weit die GPIlIb/llla
Rezeptorantagonisten Einfluss auf die Aktivierung von Monozyten haben. Dies wurde
von uns mittels DurchfluRzytometrie anhand der Adhasionsmolekiile CD11b, CD54 und
CD162 gemessen. Weder Eptifibatid noch Tirofiban zeigten einen Einfluss auf die
Expression der Adhéasionsmolekiile CD11b, CD54 und CD162. Die Effektstarke der
Medikamente auf die Expression der Adhdsionsmolekiile war bei CD11b, CD54 und
CD162 4auRerst gering und zeigen wie wenig Einfluss die Medikamente auf die
Expression der monozytaren Adhasionsmolekiile haben.

Eptifibatid und Tirofiban wirken ausschliellich auf den thrombozytédren GPIIb/llla
Rezeptor. Studien konnten zeigen, dass aber - (ber die Interaktion zwischen
Thrombozyten und Leukozyten - durch die beiden Medikamente auch Einfluss
genommen werden kann auf die Ausbildung von Thrombozyten-Monozyten-Aggregate.
In der Studie von Xiao und Theroux (89) uber den Effekt des GPIIb/Illa
Rezeptorantagonisten Tirofiban auf Thrombozyten-Monozyten-Aggregate zeigte sich,
dass Tirofiban eine Verminderung der Thrombozyten-Monozyten-Aggregate bewirkt.
Dies geschieht durch die Verhinderung der Bindung von Fibrinogenbriicken zwischen

Thrombozyten und Leukozyten.
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Eine durch aktivierte Thrombozyten induzierte Bindung von Leukozyten an VCAM-1
(Vascular cell adhesion molecule-1) wurde von der Arbeitsgruppe um Huo et al. gezeigt
(90), ebenso die durch aktivierte Thrombozyten geférderte Adhdsion von Leukozyten
an entzundliches Endothel.

Von Hundelshausen et al. zeigten, dass das von aktivierten Thrombozyten exprimierte
proinflammatorische Chemokin RANTES einen Einstrom von Monozyten in
entziindetes Gewebe forciert (91) (92). Mittels GP-I1b/l1l1a-Rezeptorblockade kdnnte
dies unter Umstanden verhindert werden. Die Folge ware, dass weniger
Wechselwirkungen zwischen Thrombozyten und Leukozyten stattfanden und sich
weniger Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate ausbilden wirden.

In einer Studie mit einem modifizierten Chandler-Loop-Modell zur Untersuchung des
Einflusses auf die Thrombozytenaggregation bei Hypothermie unter GPlIb/llla
Rezeptorantagonisten (93) zeigte sich, dass Eptifibatid und Tirofiban die Hypothermie
induzierte Thrombozytenaggregation inhibieren. Auch wurde die durch den simulierten
Blutfluss im Chandler-Loop-Modell induzierte Thrombozytenaggregation durch den
Einsatz von Tirofiban und Eptifibatid verhindert. Zudem konnte in dieser Studie gezeigt
werden, dass die Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion im LOOP Modell durch
Tirofiban und Eptifibatid gehemmt wurde, wahrend sie bei STASE wenig beeinflusst
wurde.

Frelinger et al. zeigten 2003 die additive Inhibition der GPI1Ib/Illa Antagonisten auf die
Plattchenaggregation durch Hypothermie. Es wurde dargestellt, dass die Wirkung von
Eptifibatid und Tirofiban als Plattchen-Aggregationshemmer durch Hypothermie
verstarkt werde. Dies traf jedoch nicht auf Abciximab zu. Zudem zeigten Frelinger et
al., dass die Verminderung der Leukozyten-Plattchen-Aggregate durch Eptifibatid und
Tirofiban durch Hypothermie reduziert wird (94). Eine direkte Auswirkung von
Eptifibatid oder Tirofiban auf Monozyten wurde aber nicht untersucht.

Die Gruppe um Faraday fand heraus, dass Hypothermie die GPIIb/Illa Rezeptoraktivitat
auf den Thrombozyten steigert (95) und dass zudem die Thrombozytenféhigkeit, auf
aktivierende Stimuli zu reagieren, durch Hypothermie vermehrt wird.

Hochholzer (96) maR in seiner Studie mit den Medikamenten Tirofiban, Eptifibatid und
Abciximab die Reduzierung der Mac-1-Expression auf den Aggregaten zwischen
Plattchen und Leukozyten.
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Neumann et al. fanden bereits 1999, dass uber die Interaktion von Abciximab mit
MAC-1 mittels GPIIb/llla Rezeptorantagonisten Interaktionen zwischen Thrombozyten
und Leukozyten beim akuten Koronarsyndrom vermindert werden kénnen (97).

All diese Studien haben sich mit der Interaktion zwischen Leukozyten und
Thrombozyten befasst. Eine Aussage Uber den Einfluss von GPIlIb/llla
Rezeptorantagonisten auf die Aktivierung von Monozyten wurde jedoch nicht gemacht.
Obwohl es eine Leukozyten-Thrombozyten-Interaktion gibt, konnten wir keinen
Einfluss auf die Expression der Adhasionsmolekille CD11b, CD54 und CD162 auf
Monozyten bei Normo- oder Hypothermie mit Einsatz von Tirofiban und Eptifibatid
finden.

Dies konnte mehrere Ursachen haben. Am wahrscheinlichsten ist, dass es keine
Interaktion zwischen Tirofiban oder Eptifibatid und den Monozyten gibt (98). Im
Gegensatz zu Abciximab haben Eptifibatid und Tirofiban keine Bindungsmdglichkeit
an Integrine. Der ,,Umweg* iiber die Blockierung des GPIIB/Illa Rezeptors durch die
Medikamente und daraus folgend eine Hemmung der Fibrin-Bindungsstellen zwischen
Thrombozyten und Leukozyten wurde belegt (93). Aber eine weitergehende Interaktion
z. B. zwischen den Fibrin-Bindungsstellen der Monozyten mit einer Reduzierung der
Monozytenaktivitdt erscheint unwahrscheinlich. Falls sie doch existiert, hat
mdoglicherweise die Kraft von Tirofiban und Eptifibatid Gber die Thrombozyten-
Leukozyten-Interaktion auf die Expression nicht ausgereicht. Weitere Studien mit

groReren Fallzahlen kénnten hiertiber méglicherweise Aufschluss geben.

In unserer Studie war der Einfluss der Medikamente verglichen mit der Kontollsubstanz
(physiologische Kochsalzldsung) nicht signifikant unterschiedlich. Aus diesem Grund
beschranken sich die weiteren Berechnungen und statistischen Auswertungen auf die
Proben mit dem Zusatz der Kontrollsubstanz (physiologische Kochsalzldsung). Die
Proben mit den Zusatzen Eptifibatid und Tirofiban wurden auf Grund der fehlenden

Signifikanz im Vergleich mit NaCl fur die weiteren Berechnungen nicht berlicksichtigt.
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4.2 Einfluss der Temperatur auf die Expression der
monozytaren Adhéasionsrezeptoren CD11b, CD54 und
CD162

4.2.1 Einfluss der Temperatur in der Medizin - Allgemeines

Im Falle einer Ischamie aufgrund eines akuten Myokardinfarkts oder von Angina
pectoris kommt es zu einer Endothelschadigung mit konsekutiver Endothelaktivierung.
Auch bei einer HLM oder einer PTCA ist dies der Fall. Dieser Reiz an der Oberflache
des GefaBes und die erhohten Scherkrafte haben eine gesteigerte Expression von
Adhasionsmolekilen zur Folge. Eine Interaktion zwischen Leukozyten, Thrombozyten
und der Endothelwand findet statt. Zudem gibt es eine Thrombozyten-Monozyten-
Interaktion, die von aktivierten Thrombozyten tber P-Selektin (CD62L) initiiert wird
(99). Eine Adhisionskaskade wird gestartet, bei der es zu ,,rolling®, ,,sticking* und zur
Transmigration von Leukozyten kommt (44). Hypothermie vermag eine Hemmung
dieses inflammatorischen Ereignisses zu vollbringen (12) (13) (100). Hypothermie hat
seit einigen Jahren einen grof3en Stellenwert in der Behandlung ischdmischer Folgen.
Sowohl bei Schlaganfall, TIA, Angina pectoris oder Herzinfarkt wurde die
therapeutische Hypothermie als Therapie diskutiert oder eingesetzt. Wie viele Studien
belegten, konnten mit Hilfe der therapeutischen Hypothermie die OP-Zeiten so weit
verlangert werden, dass immer komplexere Eingriffe durchgefihrt werden konnten
(101) (102) (103). Dabei waren die negativen Folgen der Ischamie unter hypothermen
Verhaltnissen aulerst gering. Die tiefe Hypothermie mit Temperaturen um 20°C wird
regelmaRig bei neurochirurgischen Eingriffen nach ischamischen Insulten eingesetzt,
wobei es gelingt die Operationszeiten von 3 Minuten auf 60 Minuten zu erhdhen (104)
ohne dadurch die ischdmische Schadigung im Rahmen der OP zu erh6hen (105). Auch
bei kardiochirurgischen Eingriffen wie Operationen an der Aorta oder direkt am Herzen
wird die tiefe Hypothermie eingesetzt (106) (107). Nach Reanimation von Patienten mit
ACS wird seit einigen Jahren eine milde Hypothermie mit Werten zwischen 32°C und
34°C angewandt. Die Kihlung erfolgt extern Uber Kihlmatten, Coolpacks, und
Kuhlhauben und intrakorporal tUber kalte Infusionen oder ein Kathetersystem, an dem
das Blut vorbeiflieBt und dabei gekiihlt wird (z. B. CoolGard®). Durch die Hypoxie bei
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Kreislaufstillstand wird die Gewebepermeabilitdt gesteigert und es kommt zu einem
Gewebsodem. Permeabilitat und Odem kénnen durch die Hypothermie reduziert werden
(108). Die Wirkung der Hypothermie bezieht sich aber auch auf die Reduzierung des
intrakraniellen Drucks (109). Dies ist einer der Mechanismen, der das neurologische
Outcome der Patienten nach Hypothermiebehandlung verbessert. Zudem fordert die
Hypoxie die Ausschittung von freien Radikalen und proinflammatorischen Mediatoren.
Die Hypothermie vermag dies durch die Hemmung der Genexpression von Zytokinen
(110) (111) (112) zu verhindern. Fairchild et al. zeigten, dass die Hypothermie die
Genexpression von antiinflammatorischen und antiapoptotischen Enzymen und
Mediatoren stimuliert (113), wodurch eine geringere Akkumulation von Leukozyten zu
verzeichnen ist (13).

Die Studie von Xie und Li (114). zeigte, dass nach Okklusion der Zerebralarterie einer
Ratte fur 24 Stunden unter milder Hypothermie mit 33°C die Angiogenese geférdert
worden sei. Dies ist einer der wichtigen Effekte, die zur Neuroprotektion beitragen.

Im Jahr 2002 zeigten zwei groRe Studien aus Europa (115) und aus Australien (116),
dass reanimierte Patienten nach einem Herzstillstand einen deutlichen Uberlebensvorteil
gegenuber normothermen Patienten hatten, wenn die therapeutische Hypothermie
eingesetzt wurde (Sterberate: 41% versus 55%; Verbesserung des neurologischen
Outcomes 55% gegeniiber 39%).

Aufgrund dieser beiden ,,Hypothermia after cardiac Arrest (HACA) Studien wurde im
Jahr 2002 die therapeutische milde Hypothermie als Empfehlung in die ILCOR-
Guidelines (International Liaison Committee on Resuscitation) zur Behandlung von
bewusstlosen Patienten nach prahospitalem Herz-Kreislaufstillstand aufgenommen:
»Bewusstlose erwachsene Patienten mit spontaner Zirkulation nach auBerhospitalem
Herzstillstand sollen fir 12-24 Stunden auf 32°C bis 34°C gekuhlt werden, wenn die
initiale Rhythmusstérung Kammerflimmern war. Eine solche Kihlung kdnnte ebenfalls
vorteilhaft fiir andere Rhythmusstérungen oder intrahospitalen Herzstillstand sein.*
Indem man dem narkotisierten Patienten eine 4°C kalte Infusionsldsung infundiert und
zusétzlich mit ,,Coolpacks™ extern kiihlt, kann die ,,Zieltemperatur von 32-34° C
erreicht werden. Diese geklhlten Infusionen werden in der Notaufnahme, der

Intensivstation und dem Herzkatheterlabor bevorratet. Die therapeutische Hypothermie
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sollt Giber 24 Stunden beibehalten werden. Nach dieser Zeit wird der Patient stufenweise
wieder erwarmt (0,4°C/h) und dann die Narkose bei 37°C beendet.

Die Zusatzbemerkung tber einen Benefit auch bei anderen Rhythmusstérungen oder
intrahospitalem Herzstillstand bezog sich auf die engen Einschlusskriterien der HACA
Studien. Studien wie die von Oddo et al. zeigten, dass Patienten nach Reanimation mit
persistierendem Schock ein besseres Outcome durch die Hypothermiebehandlung
hatten, als unter Normothermie (117). Zudem wurde die milde Hypothermie auch fir
intrahospitale Reanimationen eingesetzt. Die Number needed to treat (NNT) betragt 6
(fur die Klinikentlassung und fiir das 6-Monats-Uberleben). Dies bedeutet, dass 6
Patienten mittels Hypothermie behandelt werden missen, damit 1 Patient zusatzlich
Uberlebt, was letztendlich ein sehr gutes Ergebnis darstellt. Die Forschungsgruppe um
Kuboyama et al. konnte aufzeigen, wie wichtig die rechtzeitige Einleitung der
Hypothermie ist. Bereits eine Verzdgerung der Kiihlung um 15 Minuten verzgere den
positiven Effekt der Hypothermie signifikant (118). Eine retrospektive Studie aus dem
Jahr 2004 beziglich der Kuhlung von Patienten nach Reanimation (ROSC) (119) zeigte,
dass Patienten, wenn sie unter die Zieltemperatur von 32-34°C gekihlt wurden, ein
schlechteres Outcome haben, als wenn sie im Zielbereich liegen. Zudem sind Kammer-
und Vorhofflimmern unter 30°C Korpertemperatur zu beobachten, die auf
Elektrolytverdnderungen zurtickzufiihren sind. Reulers untersuchte dieses Phanomen
und konstatierte ein deutlich geringeres Risiko flr diese Veranderungen unter milder
Hypothermie bei 32°C (120).

In der neusten S3 Leitlinie von 2010 ,,Infarkt-bedingter kardiogener Schock -Diagnose,
Monitoring und Therapie” (121) wird die milde Hypothermie bei komattsen Patienten
nach kardiopulmonaler Reanimation (CPR) und bei Patienten nach Reanimation bei
infarktbedingtem kardiogenen Schock sowohl wegen Kammerflimmerns, als auch nach
Asystolie empfohlen. Die Zieltemperatur betragt 32-34°C und sollte fur 12-24 Stunden
beibehalten werden. Die Empfehlung tber Temperatur und Dauer der therapeutischen
Hypothermie beruft sich auf Nolan et al. (122). Sagalyn et al. (123) konstatieren den
Uberlebensvorteil der Patienten durch therapeutische Hypothermie und ein verbessertes
Outcome dank Neuroprotektion unter Hypothermie. Laut einer Studie von Weisser et al.
(124) ergibt sich aus der Hypothermie auch eine Myocardprotektion. Ein positiver

Effekt der milden Hypothermie wurde im Bezug auf Schlagvolumen, Herzindex und
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Herzfrequenz in einer Studie von Schmidt-Schweda et al. (125) nachgewiesen. Da die
Kihlung des Patienten bereits in der prahospitalen Situation durchgefihrt werden kann
(mittels Coolpacks und kalter Infusionen, Kihlmatten, Kiihlhauben (126)) ist auch eine
Verzogerung der PCI vermeidbar (127) (128).

Es konnte in Klinischen Untersuchungen bewiesen werden, dass nicht nur das
neurologische Outcome der Patienten nach Reanimation und Therapie mit Hypothermie
signifikant verbessert wurde. Es zeigte sich auch sowohl eine kirzere
Intensivbehandlungsdauer als auch eine reduzierte Beatmungszeit fur die mit
Hypothermie behandelten Patienten. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 2 Jahren
stieg signifikant an (127). Zurzeit wird jedoch die milde Hypothermie nur bei
reanimierten Patienten durchgefuhrt. Die Studienlage konnte bis dato bei Herzinfarkt
ohne CPR keine Verbesserung zeigen (129).

Es gibt jedoch auch Studien, die den Einsatz der Hypothermie kritisch diskutieren:

Bei Allgemein- und Regionalanésthesie kommt es regelhaft zur Unterkihlung des
Patienten (130) was zur Folge hat, dass die Heilung verzdgert wird und es haufiger zu
Wundheilungsstérungen kommt. Laut Polderman wirden jedoch im klinischen Alltag
diese Komplikationen selten auftreten, zumal wenn eine milde Hypothermie angewandt
wirde (131). Hier ist der Angriffspunkt fir den Einsatz von GPIIb/I1la-Inhibitoren. Eine
durch Hypothermie ausgeldste Thrombozytenaggregation kann durch den Einsatz von
Tirofiban und Eptifibatid reduziert werden (93).

Die Blutungskomplikationen werden zurzeit heftig diskutiert. Schmied et al. und Weber
et al. konstatieren, dass es unter therapeutischer milder Hypothermie zu einem
vermehrten Blutverlust von bis zu 30% im Vergleich zu normothermen Patienten
kommt (132) (133). Dies ist unter anderem auf die Reduzierung vieler enzymatischer
Prozesse durch die Hypothermie und die damit verbundene Verminderung der
Fibrinogenbindung (94) zurlickzufiihren. Bei Patienten, mit hoherer Kern-
korpertemperatur (36,1°C vs. 36,5°C) wurde von Winkler et al. eine intraoperativ
verminderte Blutungskomplikationsrate nach Huft Total Endoprothese (TEP)
festgestellt als bei normothermen Patienten (134). Ursachlich dafur kénnte eine bei
Hyperthermie erhdhte Enzymaktivitat sein, die die Gerinnungskaskade beschleunigt und
es somit zu einer verminderten Blutungsneigung kommen ldasst. Auch Reed et al.

konnten diese Theorie bestatigen (135). Insofern wird die therapeutische Hypothermie
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als Verursacher von vermehrten intra- oder postoperativen Blutungskomplikationen
angesehen. Die Gruppe von Schefold et al. zeigt jedoch im Gegenzug dazu auf, dass
eine Kombination aus therapeutischer Hypothermie und Reperfusion mittels PCI oder
Thrombolyse kein erhohtes Blutungsrisiko zur Folge hat (136). Auch in der Studie von
Hasper konnte keine signifikante Zunahme von Blutungskomplikationen unter
therapeutischer Hypothermie nach PTCA dokumentiert werden (127).

Speziale et al. (137) zeigten, dass es unter hypothermem CPB zu einer Erhéhung der
Plattchen-Aktivierung kommt und damit zu erhéhter Thrombus Bildung.

Durch die Hypothermie werde in der Wiedererwarmungs- und Reperfusionphase die
Komplementaktivierung deutlich gesteigert mit Aggregation der Granulozyten, was eine
Gefahr fir Mikroembolien und globale Entziindungsreaktionen darstellt (138) (139)
(140).

Als weiterer Kritikpunkt wird festgestellt, dass durch die Hypothermie die Hemmung
der proinflammatorischen Antwort gesteigert wird und dass damit die Infektanfalligkeit
der Patienten steigt. Bei Kindern geben Studien Hinweise auf vermehrte
Komplikationen nach Einsatz der HLM mit milder Hypothermie (141) (142). Hier
waren vermehrte Infektanfalligkeit und verlangerte Beatmungszeiten zu beobachten.
Poldermann konnte in seiner Studie an Erwachsenen die erhdhte Pneumonierate
bestatigen, sah aber kein signifikant schlechteres Outcome als in der Kontrollgruppe
(143).

4.2.2 Adhasionsrezeptoren und Temperatur - vorliegende Studie

und Literaturubersicht

Eine der Aufgaben die wir uns stellten war den Einfluss der Hypothermie auf die
Expression der monozytaren Adhdsionsrezeptoren CD11b, CD54 und CD162 zu
untersuchen. Inwieweit ist der Faktor ,,Temperatur< verantwortlich fir die Expression
von Oberflaichenmolekiilen? Kann durch den Einsatz von Hypothermie eine

Inflammation vermindert werden?
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4221 CDlib

Wir konnten zeigen, dass die Temperatur eine wichtige Einflussgrole auf die
Expression des Adhésionsrezeptors CD11b ist. Die Effektstarke fir den Faktor
Temperatur betrug 48%. Sowohl bei LOOP, als auch bei STASE fiel die Expression
von CD11b signifikant ab, je niedriger die Temperatur wurde.

In der Studie von Mowlavi et al. konnte in einem Tierversuch gezeigt werden, dass die
Expression von CD11b auf neutrophilen Granulozyten bei Ischdmie nicht signifikant
sank. Jedoch zeigte sich bei einer Kombination von Ischamie und Hypothermie eine
signifikante Verminderung von CD11b (144). Le Deist et al. (12) erwahnten schon
1995, dass unter milder Hypothermie die Expression von monozytarem MAC-1 unter
CPB niedriger war, als unter Normothermie. Auch Hambsch et al. zeigten, dass eine
Operation mit der Anlage eines CPB ein Abfallen der CD11b Werte aufwies (145).
Weitere Studien belegen in Ubereinstimmung mit unserem Ergebnis den Abfall der
Expression von CD11b bei Hypothermie (146) (147) (148).

Im Gegensatz dazu gibt es jedoch auch Studien, die ein Ansteigen der Expression von
CD11b unter Hypothermie und CPB nachwiesen. Greilich et al. beschaftigen sich mit
Operationen am schlagenden Herzen (off pump coronary Bypass) ohne Einsatz einer
HLM und stellten fest, dass die Expression von CD11b und von Monozyten-Plattchen-
Aggregaten niedriger war unter normothermen off pump Bedingungen, als unter
konventioneller hypothermer HLM (149). Kappelmeyer et al. (150) zeigt, dass bei
einem in vitro Versuch mit monozytdrem MAC-1 die Expression von CD11b mehr von
der Temperatur abhing als von dem extrakorporalen Kreislauf. Auch in unserem
Studiendesign fand sich beim Vergleich zwischen LOOP und STASE dieser
Sachverhalt. Im Unterschied zu unseren Ergebnissen zeigte sich bei Kappelmeyer
jedoch, dass in einem simulierten Blutflussmodell bei 37 °C ein minimaler Anstieg der
Expression von CD11b in der HLM Simulation stattfindet. Bei 28°C zeigte sich sogar
ein deutlicher Anstieg. Ob dieser Unterschied zwischen den Studien darauf
zurlickzufuhren ist, dass die Messungen der Proben nach 2 Stunden Inkubationszeit
stattfanden und es somit eine zeitliche Komponente gibt in der Expression der
monozytaren Adhasionsrezeptoren bleibt fraglich.

Unter milder Hypothermie beim kardiopulmonalen Bypass zeigten Hill et al. (151)

einen deutlichen Anstieg in der CD11lb Expression. Diese Erhdhung der
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Adhasionsrezeptoren auf neutrophilen Granulozyten wird auf die Aktivierung durch die
bei dem CPB freigesetzten Zytokine zurtickgefihrt. In der Studie von Parratt und Hunt
zeigte sich ein Anstieg von CD11b bei Patienten mit CPB vom Beginn der Operation
bis zum SchlieBen des Brustkorbes (152).

Es stellt sich die Frage, warum in der Literatur so unterschiedliche Ergebnisse zu finden
sind. Wahrscheinlich ist der Unterschied multifaktoriell bedingt: Zum einen sind
Studiendesign, statistische Auswertung, Patientenzahl und Ausrustung bei den Studien
unterschiedlich, zum anderen unterscheiden sich die Mefmethoden (FACS, ELISA)
gravierend voneinander.

Fest steht, dass MAC-1 bei Arteriosklerose vermehrt exprimiert wird ebenso wie bei
den Folgekrankheiten: KHK, pAVK, instabiler Angina Pectoris und beim
Myokardinfarkt (14) (83) (15). Eine direkte Aktivierung von Faktor X, ausgelst durch
das monozytare CD11b findet wéhrend eines kardiopulmonalen Bypasses statt. Somit
wird die Gerinnungskaskade aktiviert.

Wir fanden in unserer Studie, dass durch das Absenken der Temperatur die Expression
von CD11b auf Monozyten gesenkt wird und eine Verminderung der Inflammation und
damit wahrscheinlich auch der Gerinnungsaktivierung die Folge ist. Demnach wirkt die
Hypothermie antiinflammatorisch und dadurch mdglicherweise auch antithrombotisch

und vermindert die Arteriosklerose.

4222 CD54

Die Expression von CD54 auf Monozyten ist in unserer Studie nicht
temperaturabhédngig. Die Effektstirken filir den solitdren Faktor ,, Temperatur betrug
6,5% und ist damit sehr gering, zudem konnte man weder bei LOOP, noch bei STASE
eine Temperaturabhangigkeit feststellen.

In Klinischen Studien zeigte sich, dass bei Stroke Patienten eine erhOohte Anzahl an
I6slichem ICAM-1 im Blut gefunden werden kann. Diese vermehrte Expression von
CD54 auf Endothelzellen ist auf ein GefaRwandtrauma zurlckzufiihren (153). Die
Expression von ICAM-1 und VCAML1 ist zudem in arteriosklerotischen Plaques
besonders hoch. Es kommt nach inflammatorischen Prozessen zu einer verstarkten
Expression dieser Molekile, die sich fur die transendotheliale Migration von

Leukozyten verantwortlich zeigen (44). Zudem gibt es zwischen Thrombozyten und
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Leukozyten eine Interaktion, die durch ein ACS gesteigert (83) und uber ICAM-1
vermittelt wird (154) (155) (61). Viele Studien zeigen, dass Hypothermie die
Expression von ICAM verhindern kdnne (153) (13) (145). Auch Deng et al. (13) fanden
in ihren Studien, dass die therapeutische milde Hypothermie nach Schlaganfall einen
antiinflammatorischen Effekt aufweist und die CD54 Expression vermindert. ICAM-1
ist Dbei Hypothermie vermindert festgestellt worden und damit auch die
Entziindungsantwort des Korpers (156). Hambsch et al. zeigten, dass eine Operation mit
der Anlage eines CPB ein abfallender CD54 Werte aufzeigte (145). Wang et al.
beschreiben dass bei Versuchen an Ratten eine milde Hypothermie signifikant die
ICAM-1 Expression und die Monozyten-Infiltration reduziert (157).

Hier stellt sich die Frage, wieso wir keine Veranderungen in der Expression von CD54
durch den Einsatz von milder oder tiefer Hypothermie feststellen konnten. Wang et al.
nutzen die Immunhistochemie um die Adhdsionsrezeptoren auf Monozyten zu messen.
In anderen Studien wurden ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) und LSCM
(Laser scanning confocal microscopy) genutzt. Unser Messverfahren war die
DurchfluBzytometrie. Es ist moglich, dass sich hieraus Unterschiede in den Ergebnissen
herleiten lassen. Des Weiteren konnen sich Unterschiede in den Ergebnissen durch
unterschiedliche Versuchsaufbauten ergeben. Wang et al. hielten unter ischdmischen
Bedingungen an einer lebenden Ratte 2 Stunden lang eine milde Hypothermie bei 30°C
(rektal gemessene Temperatur) aufrecht. In unserem Versuchsaufbau STASE hielten
wir ca. 60 Minuten und beim LOOP Versuchsaufbau ca. 90 Minuten Hypothermie bei
18°C und 28°C aufrecht. Zudem war z. B. bei der Arbeit von Wang et al. eine weitere
zeitliche Komponente beteiligt, indem dort am 1, 3, und 7 postischd&mischen/
posthypothermen Tag Messungen vorgenommen wurden wéhrend unsere Messungen
ca. 30 Minuten nach Beendigung der Versuche stattfanden.

Aufgrund all dieser Faktoren kdnnen wir unser Ergebnis nicht mit den anderer Studien
direkt vergleichen. Eine immunologische Begriindung fiir den in unserer Studie

fehlenden Einfluss der Hypothermie auf CD54 kdnnen wir nicht finden.
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4.2.2.3 CD162

Auch wenn die Ergebnisse unserer statistischen Analysen fir die Expression von
CD162 nicht ganz einheitlich sind, konnten wir bei fast allen Berechnungen zeigen,
dass die Expression des monozytdaren CD162 direkt temperaturabhéngig ist. Die
Effektstarke betrug 51% und zeigt dass der Faktor ,,Temperatur® ein starker Ausloser ist
fir die Expression des CD162. Je niedriger die Temperatur, umso niedriger die
Expression des Oberflachenmarkers.

Es gibt relativ wenige Studien zum Einfluss von Hypothermie auf CD162, obwohl
dieser Adhéasionsrezeptor immer wieder durch seine Interaktion mit Thrombozyten und
der inflammatorischen Antwort des Organismus auf Stress auf sich aufmerksam macht.
CD162 ist als monozytirer Marker fiir das ,,Rollen” der Leukozyten auf dem Endothel
verantwortlich. Zudem ist er ein wichtiger Faktor fur die Thrombozyten-Leukozyten
Interaktion, indem CD162 an CD62 bindet. McEver et al. berichten von der Wichtigkeit
des PSGL-1 in der Leukozyt-Leukozyt, Leukozyt-Thrombozyt, und Leukozyt-
Endothelzell Interaktionen (158). Damit kann CD162 auf eine Interaktion zwischen
Inflammationsantwort und Gerinnungsgeschehen hinweisen. Frenette et al. zeigte auf,
dass das alleinige Vorhandensein von PSGL-1-Rezeptoren keine Aussage Uber seine
Funktionalitdt mache. Zuerst misse dieser aktiviert werden, um wirken zu kdénnen
(159). Nach zerebraler Ischamie bei TIA oder Schlaganfall wurden signifikant erhdhte
Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate via CD62 und CD162 gefunden (160). Faraday
et al. fanden eine Uber CD162 vermittelte erhohte Leukozyten-Thrombozyten-
Aggregation bei instabiler Angina Pectoris und nach CPB (161), In der Studie von da
Costa Martins et al. wurde die Bindung zwischen Monozyten und Thrombozyten
betrachtet und gezeigt, dass Uber CD162 die Vernetzung von Monozyten an das
Endothel stérker ist, wenn sie aus einem Monozyten-Thrombozyten Verband heraus
geschieht, als wenn sie von einen einzelnen Monozyten ausgeht (162). In einer Studie
der Universitat Freiburg konnten bei Vergleichen nach Blutentnahmen von Patienten
nach Reanimation und einer Kontrollgruppe ohne Reanimation keine erhohte CD162
Expression gemessen werden (163). In all diesen Studien wurde der Einfluss der
Temperatur nicht gesondert gemessen.

In einer bei ebenfalls unserem Patientenkollektiv durchgefihrten Studie (93) zeigte sich,

dass sich durch Hypothermie wie sie bei HLM oder nach Koronarangiographie
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durchgefihrt werden, eine Thrombozytenaktivierung mit einer gesteigerten Expression
von P-Selektin ergibt. Durch Tirofiban und Eptifibatid wurde die Thrombozyten-
Leukozyten Interaktion unter EKZ-Bedingungen (LOOP) gehemmt, wahrend sie bei
Stillstand (STASE) wenig beeinflusst wurde. Ebenso durch Hypothermie induziert
wurde ein Anstieg der Thrombozytenaggregate mit gesteigerter GPIIb/Illa Aktivitat
durch Hall et al. gefunden, der HIPA (Hypothermia induced platelet aggregation)
genannt wird (164). Durch Tirofiban oder EDTA konnte diese HIPA gehemmt werden.
Hauptmerkmal dieser Studien waren die Einflusse der Hypothermie auf thrombozytéres
CD162.

In unserer Studie zeigten sich vor allem eine durch Temperatureinfluss zustande
kommende Anderungen in der Expression von monozytirem CD162. Unter
hypothermen Bedingungen kam es zu erniedrigter CD162 Expression. Der Marker
CD162 interagiert mit CD62 und schafft eine Leukozyt-Leukozyt und Thrombozyten-
Monozyten-Aggregation. Die o0.g. Studien beschreiben durch Hypothermie eine
ansteigende Rate dieser Aggregate. Demzufolge kann nicht allein anhand der CD162
Expression auf Monozyten auf die Anzahl der Monozyten Thrombozyten-Aggregate
geschlossen werden.

Die in unserer Studie gezeigte Reduzierung von CD162 auf Monozyten deutet darauf
hin, dass die Hypothermie eine antiinflammatorische Wirkung hervorruft und somit

mdglicherweise zu einer Verminderung von kardialen Ereignissen flihren kann.
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4.3 Einfluss und Vergleich von LOOP und STASE auf die
Expression der monozytaren Adhasionsrezeptoren CD11b,
CD54 und CD162

4.3.1 Einfluss der Fremdkorperaktivierung - Allgemeines

Die Herz Lungen Maschine ist schon lange als Aggressor in der Immunologie bekannt,
denn der Einsatz der HLM hat schwerwiegende Folgen fur das Gerinnungs- und
Entzindungssystem (165) (166): Es kommt zur Bildung und Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und  Stickoxiden, zur Aktivierung des Endothels und
Leukozytenaktivierung und Expression ihrer Adhésionsmolekile, zur Zytokinbildung,
zur Aktivierung proteolytischer Enzyme sowie Stimulierung des Arachidonséurezyklus
mit nachfolgender Thrombozytenaktivierung, zur Freisetzung von Endotoxin und zur
Aktivierung der Gerinnungskaskade und des fibrinolytischen Systems (167) mit
zusatzlicher Aktivierung des Komplementsystems (168). Der mechanische Blut-
transport bedingt fur das Blut erhdhte Scherkrafte und den Kontakt des Blutes mit nicht
endothelialen Oberflachen. Durch die unphysiologische Bewegung des Blutes in den
Plastikschlauchen kommt es zu winzigen Luftblaschen und einer Kumulation von
Fibrinpartikeln im zirkulierenden Blut (169). Durch den Einsatz der HLM kommt es
deshalb zu einer Ganzkoérperentziindungsreaktion (170), deren AusmaR von der Dauer
des Fremdkorperkontaktes abhangt (171). Aber auch der Einsatz einer intrakorporalen
Kihlung mit Blutkontakt mit der Katheteroberflache fuhrt zu immunologischen und
rheologischen Komplikationen: Nach Kontakt des Blutes mit kinstlichen Oberflachen
erfolgt eine Plattchenaktivierung, Start der Koagulationskaskade und eine
Entzindungsreaktion durch Leukozytenaktivierung (172). Das korpereigene Plasma-
mediatorsystem wird durch die HLM aktiviert, vor allem das Komplement-,
Gerinnungs-, Fibrinolyse- und Kallikrein-Kinin-Kaskadensystem (173).

Die Faktoren C3b und Cb5a wirken auf die Thrombozyten ein und bewirken eine
Thrombozytenaggregation, die Freisetzung von Serotonin und die Synthese von
Arachidonsduremetaboliten.  Verletzungen der  Endothelwand  ziehen  unter
physiologischen Bedingungen eine Thrombozytenadh&sion und -aggregation nach sich.

Durch die Freisetzung von Kollagen, VWF und weiteren Substanzen werden
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Thrombozyten angelockt und (ber den GPIb/IX Rezeptor gebunden. Aktivierte
Thrombozyten binden Leukozyten und es entstehen Thrombozyten-Leukozyten-
Aggregate. Die Studie von Ferroni und Speziale hat gezeigt, dass ausgeldst durch die
CPB-Operation eine Korrelation zwischen Plattchen Aktivierung und Zytokin
Ausschittung besteht (174).

4.3.2 Einfluss der Fremdkoérperaktivierung - vorliegende Studie

und Literaturibersicht

Eines der Probleme, die wir in unserer Studie betrachten wollen ist die Tatsache, dass
der Kontakt des menschlichen Blutes mit der unphysiologischen Oberflache der
Plastikschlauche und die erhohten Scherkréfte eine Entziindungsreaktion des
Organismus ausibt (172). Durch die HLM werden Uber das Komplementsystem die
Leukozyten aktiviert und es kommt zu einer Freisetzung von Zytokinen und
Leukozytenadh&sionsmolekdlen (175) (176) (177).

Eine wichtige Frage dieser Arbeit war: Kann die Aktivierung von Monozyten bei
Hypothermie durch die ,,Behandlung™ des Blutes beeinflusst werden, das heif3t: &ndert
sich die Aktivierung der Monozyten dadurch, dass das Blut in einem Schlauchsystem
rotiert? In dem Versuchsaufbau der vorliegenden Studie wurde die Expression der
Adhasionsrezeptoren CD11b, CD54 und CD162 auf Monozyten durch den direkten
Vergleich zwischen LOOP und STASE untersucht. Bei beiden Versuchsmodellen
erfolgt ein Kontakt des Blutes mit einer Fremdoberflache (Plastikschlauch), im LOOP
Versuchsaufbau kommt aber eine Erhohung der Scherkrafte hinzu, wie dies
beispielsweise beim Einsatz der HLM erfolgt. Die Untersuchungen erfolgten zum einen
bei Hypothermie zum anderen bei Normothermie.

Indem man Blut einer kunstlichen Oberfliche aussetzten, gibt es eine
Leukozytenaktivierung (178). Die Leukozytenadhasion hat wiederum ihrerseits eine
Reihe von Zell-Zell Kontakten, Wechselwirkung mit Thrombozyten sowie eine
Entzlindungsreaktion zur Folge. Es entsteht durch die Aussetzung des Blutes mit einer
Fremdoberflache eine inflammatorische Kaskade mit Thrombozytenaggregation (179)
(170) (180) wund Chemotaxis der Leukozyten in Richtung der hdchsten

Komplementkonzentration (181).
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Das sogenannte ,,postperfusion syndrome* oder ,,post-pump syndrome* bezeichnet ein
Symptomkomplex nach CPB und HLM Einsatz, der mit kognitiven Stérungen und
pulmonalen, renalen und kardialen Organdysfunktionen einhergehen kann. Freie
Radikale werden als Schuldige fir diese generalisierte inflammatorische Fehlfunktion

angesehen. Oftmals steht ein Multiorganverfahren am Ende dieser Reaktion (182) (168).

4321 CDlilb

Wir konnten zeigen, dass die Expression des Adhé&sionsrezeptors CD11b mit 20%
Effektstarke deutlich von der Behandlungsart LOOP und STASE abhéangt und, dass fast
durchgéngig signifikant erhdhte Werte flr die Expression von CD11b im Chandler
Loop Modell zu finden sind, verglichen mit dem Versuchsaufbau STASE. Die
Aktivierung der Monozyten durch die Bewegung in den Schlduchen und die
Oberflachenaktivierung durch das Plastik haben eine Erhéhung der CD11b Werte zur
Folge. Die Literaturtibersicht ergibt dhnliche Ergebnisse.

Laut Stent und Crowe (183) erhohte die Isolierung mittels Plastikadhdrenz die
Expression von CD11b. Macey et al. beobachteten eine CD11b Erhéhung nach Dichte-
Gradienten-Zentrifugation Uber Ficoll (184). Greilich et al. beschaftigen sich mit
Operationen am schlagenden Herzen (off pump coronary Bypass). Sie stellten fest, dass
die Expression von CD11b ohne Einschaltung einer HLM niedriger ist, als mit Nutzung
der HLM (149). Dies beweist den zusétzlichen Aktivierungsstress durch die
Fremdkorperaktivierung der HLM.

Interessant sind die Ergebnisse von Ott et al. (185) und Meisel et al. (186) die fest-
stellten, dass nach AMI und PTCA die Expression von CD11b deutlich erhoht ist.
Wohingegen die Kontrollgruppe ohne AMI aber mit elektiver PTCA keinen Anstieg
von CD11b zu verzeichnen hatte. Der Einfluss der Ischdmie durch den AMI ist also auf

die Expression von CD11b wichtiger, als die Fremdkorperaktivierung durch die PTCA.

4.3.2.2 CD54
Der Einfluss der Behandlungsart LOOP oder STASE hatte mit 6% eine zwar

signifikante, aber dennoch eher geringe Effektstarke. Obwohl es einen schwach

sichtbaren Trend zu erhdhten Expressionswerten fur CD54 unter LOOP gibt, konnten
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wir keine signifikanten Ergebnisse beim direkten Vergleich zwischen LOOP und
STASE finden.

ICAM-1 (CD54) ist fur die Transmigration von Monozyten durch die Endothelwand
zustandig (44). Zudem bindet ICAM-1 an Fibrinogen, wodurch eine Fibrinogen-
Endothelzell Bindung an der Gefdlwand entsteht, die dadurch zur
Thrombozytenadhdsion beitragt (187). Im Gegenzug induzieren aktivierte Plattchen die
Sekretion von ICAM-1 auf Endothelzellen in vitro (188). ICAM-1 spielt eine wichtige
Rolle bei Entziindungsprozessen und in T-Zell vermittelten Abwehrreaktionen (189).
Nach Trauma der Gefdlwand wird vermehrt ICAM-1 auf Monozyten exprimiert.
Beispielsweise war ICAM-1 bei Patienten mit Subarachnoidalblutung signifikant erhoht
(190). Bei in vivo und in vitro Studien zeigte sich, dass Scherkrafte an der
Endothelwand zu einer vermehrten ICAM-1 Expression fuhrten (191) (56). Auch in
arteriosklerotischen Plaques findet sich diese gesteigerte Expression des Markers.
Collard und Gelman beschreiben, dass durch Komplementfaktoren - wie sie z.B. durch
die HLM aktiviert werden - die Transkription und Expression von Adhésionsmolekdilen
(ICAM-1, VCAML1 E und P Selektin) gesteigert wird (192) (193). Auch Stent und
Crowe untersuchten (183) die Expression von CD54 und fanden eine Erhéhung des
Adhésionsrezeptors nach Plastikadharenz. Die Studiengruppe von Xiao (194) konnte
zeigen, dass es bei Durchfiihrung eines kardiopulmonalen Bypasses zu erhohten Werten
von sSICAM-1 kommt.

Im Gegenzug konnte eine Studie aus unserer Arbeitsgruppe aufzeigen, dass die Nutzung
von koronaren Stents keinen aktivierenden Einfluss auf die c-ICAM-1 Expression der
Leukozyten hat (195).

Obwohl in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der in der Literatur beschriebenen
Untersuchungen der Einfluss der Behandlungsart LOOP oder STASE in der
vorliegenden Studie mit 6% eine signifikante Effektstarke aufweist, konnte beim
direkten Vergleich zwischen LOOP und STASE nur ein Trend zu einer erh6hten CD54
Expression auf Monozyten gefunden werden. Mdoglicherweise kam es nicht zu einem
eindeutigeren Ergebnis aufgrund der geringen Probandenanzahl in unserer Studie.
Vielleicht sind zudem die Ergebnisse durch die Messung in vitro unterschiedlich zu den
in anderen Studien erfolgten Messungen in vivo. Vielleicht sind die unterschiedlichen

Ergebnisse zu den Literaturangaben darauf zurtick zu fuhren, dass in einigen Studien die
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Expression von CD54 auf Leukozyten gemessen wurden. Studien von Kawamura et al.
und Hoffman et al. verglichen die ICAM-1 Expressionen bei Patienten mit Koronarer
Herzkrankheit und akutem Myokardinfarkt mit gesunden Kontrollprobanden. Es
konnten erhdhte ICAM-1 Expressionen auf Monozyten gemessen werden, jedoch nicht
auf Lymphozyten oder Granulozyten (196) (197). Die Expression des Adhdsions-
rezeptors CD54 scheint sehr unterschiedlich auf den verschiedenen Zellreihen zu

reagieren. Genaue Vergleiche der Ergebnisse fallen deshalb sehr schwer.

43.2.3 CD162

Bei den Ergebnissen zur Expression von CD162 auf Monozyten zeigte sich statistisch
ein grenzwertig signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsarten. Die
Effektstarke war jedoch mit 4% sehr gering. Beim direkten Vergleich zwischen LOOP
und STASE war ebenfalls ein Trend zur erhohten Expression unter LOOP zu
verzeichnen, wenngleich das Ergebnis nicht signifikant war.

Das ,,Rollen” der Leukozyten auf dem Endothel wird {iber das Oberflichenmolekiil
CD162 vermittelt. Zudem hat CD162 eine wichtige Bedeutung in der Thrombozyt-
Leukozyt und Leukozyt-Leukozyt Interaktion (158). Damit kann CD162 auf eine
Interaktion zwischen Inflammationsantwort und Gerinnungsgeschehen hinweisen.

Die Datenlage ist zu diesem Thema sehr gering.

In der Studie von Sbrana et al. von 2007 konnte gezeigt werden, dass die Expression
von CD162 auf Monozyten nach kardiopulmonalem Bypass mit extrakorporaler
Zirkulation deutlich gesteigert war (198). Michelson beschreibt beim kardiopulmonalen
Bypass und beim akuten Koronarsyndrom die Induzierung einer Plattchen-Leukozyten
Adhasion Gber CD162 (199). In Studien mit Endotoxin-Infusion an Patienten und bei in
vitro Studien fanden Marsik et al. eine Herunterregulierung der CD162 Expression auf
Monozyten und eine Erhohung des loslichen CD162 im Blut vor (200). Kharazmi
berichtet von einer durch die HLM induzierte Endotoxinfreisetzung (167), so dass man
schlieBen konnte, dass durch die HLM die Expression von CD162 reduziert sei.
Andererseits fiihrt aber mdglicherweise die ACB-OP an sich, unabhdngig vom
extrakorporalen Kreislauf der HLM, zu einer gesteigerten Expression von CD162 auf

Monozyten
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Insofern sind die Angaben in der Literatur auferst sparlich und kontrovers. Bei unserer
Studie konnten leicht erh6hte Werten der monozytaren CD162 Expression im LOOP-

System gefunden werden, als Zeichen einer erhohten Expression bei

Fremdoberflachenkontakt und erhdhtem Scherstress.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zuerst beschéftigten wir uns in unserer Studie mit der Frage nach dem Einfluss der
GPlIb/1lla Rezeptorantagonisten auf die Expression der Adhdsionsmolekiile CD11b,
CD54 und CD162 auf Monozyten. Die Studienmedikamente Eptifibatid und Tirofiban
wurden verwendet, ebenso wie NaCl als Kontrollsubstanz. Dabei zeigte sich, dass keine
der zugefugten Substanzen einen signifikanten Effekt auf die Expression der
gemessenen Adhasionsmolekiile hatte. Der Einsatz der GPIIb/Illa Antagonisten kann
also im Bezug auf die Monozytenaktivierung problemlos angewandt werden. Einen
Hinweis auf ein hierdurch hervorgerufenes proinflammatorisches Geschehen ergab sich
nicht.

Des Weiteren untersuchten wir den Einfluss der Temperatur auf die Expression der
monozytaren Adhasionsmolekille CD11b, CD54 und CD162. Zusammenfassend lassen
sich folgende Ergebnisse beschreiben. Durch den Einsatz der Hypothermie kann die
Expression der Oberflachenmarker CD11b und CD162 temperaturabhéngig moduliert
werden. Je tiefer die Temperatur gewahlt wurde, desto geringer war die Expression der
Rezeptoren. Durch eine Minimierung der CD11b Rezeptoren ergeben sich eine
verminderte Gerinnungsaktivierung und eine Reduzierung der Thrombozyten-
Monozyten-Aggregate. Auch durch die Verminderte Expression von CD162 werden
Thrombozyten-Monozyten-Aggregate vermindert. Dies konnte zu einer verminderten
Thrombusbildung fihren. Zudem wird das Inflammationsgeschehen reduziert indem
CD11b und CD162 vermindert exprimiert werden. Die Rollbewegung der Monozyten
auf der Endothelwand wird durch weniger Bindungspartner reduziert und somit wird die
Transmigration der Monozyten vermindert. Durch die Hypothermie wird die Kaskade
von Arteriosklerose-Plague-Thrombus-Myokardinfarkt-Inflammation unterbrochen und
wirkt somit antithrombotisch, antiinflammatorisch und dadurch moglicherweise
kardioprotektiv.

Durch den Einsatz des Chandler Loop Modells simulierten wir eine extrakorporale
Zirkulation. Dabei zeigten unsere Ergebnisse, dass die Expression von CD11b stark
durch diese Stimulation aktiviert wird. Die Ergebnisse fiir die Parameter CD54 und

CD162 lassen einen Trend zu erhéhten Werten im LOOP-System erkennen.
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Folge dessen ist eine Aktivierung des Gerinnungsgeschehens, Vermehrung der
Thrombozyten-Monozyten-Aggregate und der Start einer inflammatorischen Kaskade
uber die Monozytenadhésion an die Endothelwand. Diese Ergebnisse belegen, dass die
durch  den Einsatz der HLM  beschriebenen  prothrombotischen  und
proinflammatorischen Effekte zumindest zum Teil durch eine Monozytenaktivierung

hervorgerufen sind.
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5 Anhang

Die Werte, die in unserer Studie zur Statistik herangezogen wurden, sind alle in MY
(Median der Fluoreszenzintensitat aus 10 000 gemessenen Zellen) angegeben.

Gezeigt werden die mittels des Programm JMP angegebenen Werte:

n= Anzahl der Probanden, Mean= Mittelwert, SD= Standardabweichung, SE=

Standardfehler, Median= Median, Min= Minimum, Max= Maximum.

CD11b LOOP
NaCl n Mean SD SE Median Min Max
18°C 4 |156 4,33 2,2 2,16 11 21
28°C 6 |12,95 5,89 2,7 16,35 6 23
36°C 6 |254 9,64 39 22,45 18 44
Tirofiban n Mean SD SE Median Min Max
18°C 4 16,2 2,4 1.2 171 13 18
28°C 6 |13,6 5,93 2,4 13,05 59 24
36°C 6 |27 8,21 34 20,05 13 36
Eptifibatid n Mean SD SE Median Min Max
18°C 6 12,6 3,35 14 12,7 7,2 17
28°C 6 19,8 4,25 1,7 19,2 15 27
36°C 6 275 11,7 4,8 25,8 16 48
CD11b STASE
NaCl n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 10 7,77 1,15 0,6 7,78 6,6 12
36°C 11 19,60 4,01 15 20,5 14 31
Tirofiban n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 11 7,49 14 0,4 7,7 51 10
36°C 11 18,4 3,9 1,2 18,5 9,4 24
Eptifibatid n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 11 8,78 19 0,6 9,47 5 11
36°C 11 20,5 57 1,7 22,1 13 29
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CD54 LOOP

NaCl n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 4 4,82 1,14 0,6 4,85 3,7 5,9
28°C 6 4,8 1,07 0,4 4,56 3.4 6,1
36°C 6 5,62 1,15 0,5 5,9 4,2 7,2

Tirofiban n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 11 4,54 1,04 0,3 4,47 3,1 6,2
28°C 6 4,95 1,06 0,4 4,75 35 6,7
36°C 5,26 0,99 0,4 5,24 4,1 6,8

Eptifibatid n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 6 5,18 1,09 0,5 5,03 4,1 6,7
28°C 6 5,3 0,66 0,3 5,01 4,7 6,4
36°C 6 6,78 3,33 14 5,96 4,2 13

CD54 STASE

NaCl n Mean SD SE Median Min Max
18°C 10 4,44 1 0,3 4,28 33 6,5
36°C 11 5,02 1 0,3 4,97 3,6 6,4

Tirofiban n Mean SD SE Median Min Max
18°C 11 4,54 1 0,3 4,47 3.1 6,2
36°C 11 4,8 0,9 0,3 4,96 3,6 6,1

Eptifibatid n Mean SD SE Median Min Max
18°C 11 |47 0,8 0,3 4,76 35 6,3
36°C 10 4,67 0,9 0,3 0,3 3,2 6,5
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CD162 LOOP

NaCl n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 4 19,7 6,01 3 20,35 12 26
28°C 6 24,3 7,38 3 26,15 12 31
36°C 6 30,6 4,72 1,9 31 23 37

Tirofiban n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 11 20 4,4 1,3 18,3 15 27
28°C 5 28,2 6,07 2,7 27,3 20 35
36°C 6 31,7 7,38 3 31,25 21 44

Eptifibatid n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 6 18,5 4,4 18 20,3 12 22
28°C 6 29,7 7,03 2,9 31,05 18 38
36°C 6 32,2 5,74 2,3 338 21 36

CD162 STASE

NaCl n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 10 16,7 3,6 1,1 16,35 9,1 22
36°C 10 27,6 5,6 1,8 29,75 17 34

Tirofiban n Mean SD SE Median Min Max.
18°C 11 20 4,4 1,3 18,3 15 27
36°C 10 28,5 3 1 29,3 21 31

Eptifibatid n Mean SD SE Median Min Max
18°C 11 18,3 3,5 1,1 18,2 13 24
36°C 9 28,2 38 1,3 28,9 20 33
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