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2. Material und Methoden : 
 
 

2.1 Geräte : 

 
Durchflußzytometrie  
 

 

- Durchflußzytometer / FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg) 

- Computersystem / HP 9000 ( Hewlett Packard, Böblingen) 

- Computersystem / PowerMac 7600/132 (Apple, U.S.A.) 

- Steuer- und Auswerteprogramme/FACScan und CellQuest (Becton Dickinson,  

  Heidelberg) 

- Drucker/HP 3000-Paintjet und HP 1600CM-Deskjet (Hewlett Packard, Böblin - 

  gen) 

 
 
 
Zentrifugengeräte 
 
 

- Zentrifuge/B4i (Jouan, Frankreich) 

- Zentrifuge/3K1 (Sigma, Osterode) 

 

 

 
Sonstige Geräte  

 

- Waage/2355 (Sartorius, Göttingen) 

- pH-Meter/STH600 (WTB, Weilheim) 
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2.2  Chemikalien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen 

bezogen :  Fluka (Neu-Ulm), ICN (Meckenheim), Merck (Darmstadt), Millipore 

(Eschborn), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen). 

 

2.3 Antikörper 

 
Tab. 2.1 Monoklonale Antikörper                                                                
 

 

 

Antigen 

 

 

 
Klonname 

 
Markierung 

 
Bezugsquelle 

GPIX 

(CD42a) 
Beb1 PerCP Becton 

Dickinson, 

Heidelberg 

LPS-Rezeptor 

(CD14) 
RMO 52 FITC Immunotech, 

Hamburg 

Granulophysin 

(CD63) 
CLB- 

gran/12 
FITC Immunotech, 

Hamburg 

Mac-1 

(CD11b) 
LeuTMD12 PE Becton Dickin - 

son, Heidelberg

P-Selektin 

(CD62P) 

CLB- 

thromb/6 

FITC Immunotech, 

Hamburg 

Thrombo-

spondin -1 
P10 PE Immunotech, 

Hamburg 
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2.4 Probanden- und Patientenpotential 

 

2.4.1 Probanden : 

 

Bei 30 untersuchten Probanden wurden anamnestisch Gefäßkrankheiten oder 

chronische Entzündungskrankheiten ausgeschlossen. Das Durchschnittsalter 

lag bei 56 ± 10,1 Jahren. Keiner der Probanden nahm 

thrombozytenaggregationshemmende oder immunmodulatorische 

Medikamente ein.  

 

 

2.4.2 Patienten : 

 
Bei insgesamt 62 untersuchten Patienten mit Stenosen der hirnversorgenden 

Arterien wurde zum Zeitpunkt der Untersuchung in der Klinik und Poliklinik für 

Neurolgie der Uni-Klinik Münster 10 ml Vollblut in einem Citratröhrchen (110mM 

Natriumcitrat im Verhältnis 1:10) abgenommen und in unserem Labor 

untersucht. 

Neben der Anamnese und klinischen Untersuchung wurde von Mitarbeitern der 

neurologischen Klinik eine Ultraschalluntersuchung der extra- und 

intrakraniellen Gefäße durchgeführt. Bei Stenosen der extrakraniellen Gefäße 

wurden mittels Duplexsonographie die Echostruktur der Plaques sowie die 

Strömungsgeschwindigkeiten des Blutflusses an der Stenose und der 

Stenosegrad festgestellt. Die untersuchten Patienten wurden in die Studie 

aufgenommen, wenn in der Anamnese seit mindestens einem Jahr keine 

ischämischen Ereignisse, z.B. ein Insult oder ein Herzinfarkt, bestanden. Bei 51 

Patienten lagen  Stenosen der extrakraniellen hirnversorgenden Arterien vor 

und bei 11 Patienten wurden  intrakranielle Stenosen detektiert. Bei zwei 

Patienten lagen sowohl extra als auch-intrakranielle Stenosen vor. Die 
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komplette Anamnese und die Klinik der Patienten war dem Arztbrief zu 

entnehmen. Die ultrasonographischen Daten waren dem erhobenen Befund zu 

entnehmen.  

Ein Teil der Patienten nahm prophylaktisch Medikamente ein. 28 Patienten 

nahmen regelmäßig Aspirin ein, 13 Patienten waren auf Marcumar eingestellt, 

11 Patienten nahmen regelmäßig Ticlopidin ein und ein Patient bekam Plavix. 

Bei keinem der Patienten lag zusätzlich zu der arteriosklerotischen 

Gefäßkrankheit eine chronisch-entzündliche Erkrankung vor. Das 

Durchschnittsalter der Patienten lag bei 62 ± 11,9 Jahren. Die Patienten wurden 

prospektiv in der Poliklinik für Neurologie untersucht.  

Der Zeitraum in dem Patienten, die die oben genannten Kriterien erfüllten, in die 

Studie aufgenommen wurden, betrug 2 1/2 Jahre. Die Patienten wurden im 

Rahmen der Studie in die Neurologische Abteilung wieder einbestellt oder 

kamen zu Routineuntersuchungen in die Neurologische Poliklinik. Es wurden 

dabei jeweils eine erneute Anmnese und der aktuelle Untersuchungsbefund 

erhoben, sowie eine erneute Ultraschalluntersuchung der hirnversorgenden 

Arterien durchgeführt. 9 Patienten, die nicht mehr bereit waren zur 

Untersuchung in die Klinik zu kommen, wurden telefonisch nach dem weiteren 

Verlauf ihrer Erkrankung befragt. 8 Patienten waren nicht mehr telefonisch 

erreichbar. Je nach Aufnahmezeitpunkt in die Studie konnten die Patienten über 

einen Zeitraum von einem halben bis zu 3 Jahren prospektiv in der Klinik 

untersucht werden oder durch telefonische Befragung Informationen über den 

klinischen Verlauf der Erkrankung gewonnen werden. 8 Patienten konnten nicht 

mehr erreicht und nicht prospektiv untersucht werden. 
 

2.5.  Gewinnung von Vollblut für Untersuchungen von Patienten 

und Probanden 

 
Für die Bestimmung von Plättchen-Leukozyten-Assoziaten und von 

Aktivierungsparametern auf Plättchen bzw. auf Leukozyten ex vivo und nach 

Thrombinaktivierung in vitro wurden mit einem“Butterfly“-21G-
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Venenpunktionsbesteck (Venofix/Braun, Melsungen) 10 ml Citrat-Vollblut (110 

mM Natriumcitratlösung im Verhältnis 1:10) von 62 Patienten und 30 gesunden 

Kontrollprobanden abgenommen und innerhalb einer Stunde nach 

Blutentnahme bearbeitet.  

 

 

2.6 Durchflußzytometrie 

 

Die Durchflußzytometrie ist eine Methode, mit der man optische Eigenschaften 

einzelner Zellen bzw. Partikel in Suspension messen und analysieren kann. 

Durch die Anregung mit Laserlicht können zum einen die unterschiedlichen 

Streulichteigenschaften von Zellen, die durch Größe und Morphologie 

hervorgerufen werden, detektiert werden. Zum anderen können durch 

Markierung von Antigenen auf der Zelloberfläche mit fluoreszierenden 

Antikörpern simultan zu den Streulichteigenschaften die 

Fluoreszensintensitäten einzelner Zellen detektiert werden. Dabei sind Partikel 

mit einem Durchmesser von weniger als 0,5 µm unterscheidbar, wobei die 

simultane Erfassung der einzelnen Parameter für mehr als zehntausend Zellen 

in weniger als einer Minute möglich ist. Über eine angeschlossene 

Datenauswerteeinheit werden die erhobenen Daten verarbeitet und können 

berechnet und als Ergebnis dargestellt werden. 

 

 

Grundvoraussetzung zur Messung mit einem Durchflußzytometer ist das 

Vorliegen einer Probe als Einzelzellsuspension. Die Zellsuspension wird in 

einem Proberöhrchen über eine Stahlkapillare durch Überdruck in die 

Meßküvette transportiert. Die umgebende Trägerflüssigkeit beschleunigt die 

Zellen so stark, daß sich Zellaggregate dabei auftrennen. Dadurch können die 

Einzelzellen in einem konstanten Fluß durch den Laserstrahl detektiert werden. 

Dieser Vorgang wird auch als hydrodynamische Fokussierung bezeichnet. Der 
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in dieser Arbeit verwendete FACScan von Becton Dickinson (Heidelberg) ist mit 

einem Argonlaser ausgestattet, dessen Hauptlinie bei 488 nm 

monochromatisches blaues Licht emittiert.  

 

Passiert eine Zelle den fokussierten Laserstrahl, wird die Richtung bzw. die 

Wellenlänge des anregenden Lichts verändert. Das auf die einzelnen Zellen 

fokussierte blaue Lichts wird dabei in ein Vorwärtsstreulicht (FSC) und in ein 

Seitwärtsstreulicht (SSC) aufgetrennt und von entsprechenden Sensoren 

erfaßt. Die Vorwärtsstreuung (FSC-Signal) ist abhängig von der Zellgröße, 

während die Seitwärtsstreuung (SSC-Signal) durch  morphologische 

Charakteristika der Zellen, wie z.B. die Granularität und Membraneigenschaften 

der Zellen, hervorgerufen wird. Dadurch lassen sich einzelne Zellen in einer 

Suspension hinsichtlich ihrer Größe und morphologischer Eigenschaften mit 

Hilfe der Durchflußzytometrie unterscheiden. 

 

Werden Zellantigene mit geeigneten Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern 

markiert, absorbieren die Fluorochrome das Anregungslicht und emittieren 

Fluoreszenzlicht mit einer charakteristischen Wellenlänge. Das emittierte 

Fluoreszenzlicht wird durch entsprechende Filter geleitet und in Photomultiplier-

Röhren elektronisch verstärkt. Die Fluoreszenzintensität ist dabei proportional 

zur Anzahl der markierten Bindungsstellen auf der Zelloberfläche. Je mehr 

Antikörper auf der Zelloberfläche gebunden sind, desto stärker ist das 

Fluoreszenzsignal. In dieser Arbeit verwendete Fluochrome sind  

Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) und Peridin-Chlorophyll 

(PerCP) 

 

In einem Durchflußzytometer mit einem Argon-Laser existieren vier Filter: Für 

den SSC ein 488/10-BP-Filter, für FITC-Konjugate ein 530/30-BP-Filter, für PE-

Konjugate 585/5-BP-Filter und für PerCP-Konjugate ein 620/LP-Filter. Somit ist 

die Detektion von fünf Parametern, die Vorwärts-und 

Seitwärtsstreueigenschaften und die Erfassung von drei Fluoreszenzspektren 

einzelner Zellen bzw. Partikel simultan möglich. 
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Trotz der optischen Filterung überlappen sich die Emissionsspektren der 

verschiedenen Fluorochrome. Dieses kann zu falschen quantitativen 

Ergebnissen führen, wenn eine Zelle mit mehreren fluoreszierenden 

Antikörpern markiert ist. Dafür ist in dem verwendeten Durchflußzytometer eine 

Signal-Kompensation vorhanden, die die überlappenden Fluoreszenzsignale 

voneinander subtrahiert.  

 

Um während der Detektion Zellfragmente von den zu untersuchenden 

Zellen/Partikeln zu trennen, wird ein Schwellenwert über den FSC gesetzt, so 

daß Partikel unterhalb einer bestimmten Größe nicht erfaßt werden.  

Die Signale können sowohl im linearen als auch im logarithmischen Modus 

verstärkt werden.  

Bei solchen Parametern, die einen größeren Empfindlichkeitsbereich erfordern 

wie z.b. bei der Erfassung der Immunfluoreszenz und kleinere Zellen wie 

Thrombozyten wird die logarithmische Verstärkung gewählt. Größere Zellen wie 

z.b. Leukozyten werden dagegen zur besseren Auflösung im linearen Modus 

gemessen. 

Die analogen Signale werden digitalisiert, bevor sie im Computer mit Hilfe eines 

Datenverarbeitungsprogramms analysiert werden. Die Auflösung der erhaltenen 

Daten hängt dabei vom jeweiligen Konverter ab. Bei dem in dieser Arbeit 

benutzten FACScan wurden sämtliche Signale auf 1024 (0-1023) Kanäle 

aufgeteilt. 

 

Zur Unterscheidung einzelner Zellpopulationen wird hauptsächlich die 

Zweiparameter -darstellung von FSC zu SSC in Form eines “Dot-plots“ 

herangezogen. Zusätzlich kann durch eine spezifische Antikörpermarkierung 

der einzelnen Zelltypen eine weitere Zelldifferenzierung erfolgen. Während und 

nach der Messung kann mit Hilfe eines“Gating“ die zu interessierende 

Zellpopulation von den anderen Zellen separiert betrachtet und ausgewertet 

werden. 
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Für die Auswertung der gemessenen Signale existieren mehrere Möglichkeiten. 

Für die meisten Parameteruntersuchungen wird zur Auswertung die Anzahl der 

Zellen (Ordinate) gegen die Kanäle (Abzisse) in Form eines Histogramms 

aufgetragen (Einparameterdar -stellung). Bei der korrelierten 

Zweiparameterdarstellung in Form eines“Dot-plots“ können neben der 

Korrelation von FSC mit SSC auch Fluoreszenzen verschiedener Wellenlängen 

untereinander oder mit Streulichteigenschaften korreliert werden. 

Für die statistische Auswertung wird je nach untersuchtem Parameter entweder 

der Median der Signalintensität oder die Anzahl definierter Ereignisse als 

relative Prozentanteile bestimmt. Der Median entspricht dabei der 

Verteilungsklasse, bei der 50% der Werteverteilung darüber und 50% darunter 

liegen. Er gibt eine gute Abschätzung des Signalwertes der Hauptpopulation 

von Zellen, da er von“Ausreißern“ (z.B. fragmentierte Zellen oder Zellaggregate) 

am wenigsten beeinflußt wird. Der prozentuale Anteil von selektierten 

Ereignissen innerhalb einer Zellpopulation wird verwendet, wenn sich die 

untersuchte Population bezüglich eines zu bestimmenden Funktionsparameters 

nicht homogen verhält. 

(Michelson und Shattil, 1996; Goodall und Hjemdahl, 1999; Schmitz und Rothe, 

1994; Raffael, 1998) 

 

  

2.7   Probenvorbereitung für Untersuchungen im Vollblut  

 

Für die Bestimmung von Plättchen-Leukozyten-Assoziaten und von 

Aktivierungsparametern auf Plättchen bzw. auf Leukozyten ex vivo und nach 

Thrombinaktivierung in vitro wurde Citrat-Vollblut von Patienten und 

Kontrollprobanden innerhalb einer Stunde nach Blutentnahme bearbeitet.  

 

Zur Vorbereitung der Blutproben für die durchflußzytometrische Analyse wurde 

eine in unserem Labor etablierte Methode angewendet, die eine schonende 

Behandlung der einzelnen Zelltypen gewährleistet. Um präparativ bedingte 
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Artefakte zu minimieren, wurde eine nahezu Zell-unschädliche Fixierung der 

Zellen und eine spezielle Lyse der Erythrozyten entwickelt. Die Lyse der 

Erythrozyten erfolgte erst nach der Zellfixierung und Zellmarkierung, da sonst 

die Plättchen durch ADP aus zerfallenen Erythrozyten aktiviert werden. Bei 

gleichzeitiger Zellfixierung und Lyse der Erythrozyten können die Plättchen 

durch das freigesetzte ADP so stark aktiviert werden, daß Messungen von 

aktivierungsbedingten Funktionsparametern verfälscht werden.  

 

3 ml Citrat-Vollblut wurden zunächst mit 1,25 mM Gly-Pro-Arg-Pro-Peptidlösung 

(GPRP) versetzt. GPRP blockiert die Aneinanderlagerung einzelner 

Fibrinmoleküle und damit die Fibrinpolymerisierung, so daß die Blutgerinnung 

im Vollblut weitgehend verhindert wird. GPRP blockiert dagegen nicht die 

Plättchenaktivierung und schwächt nicht die Wirkung des Agonisten Thrombin 

ab (Michelson, 1996).  

Das Vollblut wurde zum einen ohne Hinzufügen eines Agonisten ex vivo und 

zum anderen nach Hinzufügen unterschiedlicher Konzentrationen des 

Agonisten α-Thrombin (Rind; Sigma, Deisenhofen)  weiter zur Messung 

vorbereitet. Dazu wurde α-Thrombin (Rind; Sigma, Deisenhofen) in 

unterschiedlichen Konzentrationen von 0.1 U/ml, 0.15 U/ml , 0.2 U/ml und 0.3 

U/ml in einer Menge von 100 µl in Proberöhrchen vorgelegt. In einem 

Proberöhrchen wurde der Leerwert gemessen ohne Hinzugabe von α-

Thrombin. Das mit GPRP versetzte Vollblut wurde in Aliquots von 400 µl den 

einzelnen vorbereiteten Proben hinzugegeben. 

Nach 10 minütiger Zellaktivierung bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit 

0,4%-iger Formaldehyd-Lösung im Verhältnis 1:1 für 30min bei 

Raumtemperatur ohne Bewegung fixiert. Die Entfernung des Fixativs erfolgte 

durch einmaliges Waschen mit 2 ml Tyrode-Puffer pro Vollblutprobe und 

anschließender Zentrifugation bei 350g für 10min bei 20°C. 

Der überschüssige Puffer wurde abgesaugt und für die Antikörpermarkierung 

wurden pro Probe 100µl Zellsuspension eingesetzt. 
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Die Markierung der Zellen im Vollblut mit spezifischen Antikörpern erfolgte für 

45 min bei RT mit leichter Bewegung der Proben auf einem Schüttler, um einen 

besseren Kontakt der Antikörper mit den Zellen in der Suspension zu 

ermöglichen.  

Die Proben wurden zur Entfernung überschüssiger Antikörper mit jeweils 2 ml 

Tyrode-Puffer gewaschen und wie oben beschrieben, zentrifugiert. 

Überschüssiger Waschpuffer wurde jeweils bei jeder Probe bis auf ca. 100-150 

µl abgesaugt und die sedimentierten Zellen vorsichtig durch leichtes Schütteln 

resuspendiert.  

Für die Lyse der Erythrozyten wurde eine Lyse-Stammlösung (Immunotech, 

Hamburg) mit PBS 1:25 verdünnt. Die resuspendierten Zellen wurden mit 1 ml 

verdünnter Lyse-Lösung versehen und für ca. 5 s heftig gemischt. Die Proben 

wurden solange mit dem Lyse-Reagenz bei RT inkubiert, bis sämtliche 

Erythrozyten zerstört waren und die Blutprobe sichtbar klar wurde. Nach 

zweimaligem Waschen mit jeweils 2 ml Tyrode-Puffer wurden die Proben mit 

Tyrode-Puffer auf 500 µl aufgefüllt und innerhalb von 8 h im Durchflußzytometer 

analysiert. Bis zur Messung wurden die Proben bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. 
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Lösungen : 

 

 

- Tyrode-Puffer:  NaCl     0,14M 

    KCl     0,0027M 

    NaH2PO4    0,012M 

    D(+)-Glukose   0,0055M 

    Hepes     0,005M  

    

Zusatz :    MgCl2     0,001M 

    CaCl2     0.002M 

             

- PBS    NaCl     0,137M 

  pH 7,4   KCl     0.0026M 

    Na2HPO4    0.008M 

    KH2PO4    0.0014M  

    

- Fixativ:   Formaldehyd       0,4%  

    in PBS, pH 7,4 

 

- Lyse-Lösung:   Lyse-Stammlösung   1:25 

    mit PBS, pH 7,4 verdünnt 

 

 

2.8 Detektion der Plättchenaktivierung 

 
Mit Hilfe der Durchflußzytometrie ist es möglich, die Aktivierung von 

Thrombozyten in vitro qualitativ und quantitativ zu bestimmen. Dabei werden 

vorwiegend Veränderungen von Membranglykoproteinen direkt oder indirekt 

durch Markierung mit spezifischen Antikörpern detektiert. Aktivierungsabhängig 

wird somit ein Zuwachs oder eine Abnahme der Bindung von spezifischen 
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Antikörpern oder Adhäsionsmolekülen auf der Plättchenoberfläche bestimmt 

und als Median der mittleren Fluoreszenzintensität angegeben ( Michelson und 

Shattil, 1996; Kehrel et al, 1998a). Die Plättchenpopulation wurde mit Hilfe der 

Streulichteigenschaften FSC und SSC im FACScan identifiziert und für die 

weitere Messung durch ein“Gate“ von den Leukozytenpopulationen sowie 

Zellfragmenten abgetrennt. Es wurden 5000 Ereignisse pro Messung detektiert. 

 

 

2.8.1  α-Granula-Sekretion (CD62P-Expression, TSP-1-Bindung) ex vivo 

 

Die aktivierungsabhängige Expression des α-Granula-Membranproteins P-

Selektin (CD62P) auf der Plättchenoberfläche wurde mit Hilfe eines FITC-

konjugierten monoklonalen Antikörpers durchflußzytometrisch detektiert. 

Für die Detektion wurde der FITC-konjugierte Klon CLB/thromb/6 in sättigender 

Konzentration (5µg/ml) zu den fixierten Vollblutproben gegeben und für 45min 

bis 60min bei RT inkubiert.  

 

Die aktivierungsbedingte Sekretion von Thrombospondin-1 aus den α-Granula 

wurde durch die Verwendung des PE-konjugierten Klon P10 in sättigender 

Konzentration von 2,5µg/ml im Vollblut gemessen.   

Die nachfolgende Behandlung der Thrombozyten-Proben bis zur FACS-Analyse 

erfolgte, wie in Kap. 2.7 beschrieben. 

 

2.8.2  “Dense-bodies“-Sekretion (CD63-Expression) ex vivo 

 
Die aktivierungsbedingte Verschmelzung der Membranen der “dense-bodies“ 

mit der Plättchenoberflächenmembran bewirkt eine Präsentation von CD63 auf 

der Plättchenoberfläche. Die Zunahme dieses Glykoproteins wurde mit Hilfe 

des FITC-konjugierten monoklonalen Antikörpers, Klon CLB-gran/12 

nachgewiesen. Es wurden 5µg/ml der Antikörperlösung zu den fixierten 
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Plättchen im Vollblut pipettiert und 45min bei RT inkubiert. Die Proben wurden, 

wie in Kap. 2.7 beschrieben, weiterbehandelt und durchflußzytometrisch 

gemessen. 

 

 

 

2.8.3 Thrombin-induzierte Thrombozytenaktivierung in vitro 

 
Thrombin ist u.a an der Pathophysiologie von thromboembolischen Krankheiten  

und Entzündungsreaktionen beteiligt. Durch Einsatz des potenten 

Plättchenagonisten Thrombin wurde die Reaktivität bzw. die Sekretionsfähigkeit 

der Plättchen von Patienten und gesunden Probanden in vitro bestimmt. 

α-Thrombin wurde, wie in Kapitel 2.7 beschrieben, in unterschiedlichen 

Konzentrationen in Proberöhrchen vorgelegt. Die mit den unterschiedlichen 

Thrombinkonzentrationen versehenen Proben wurden ebenso, wie in Kapitel 

2.8.1 und 2.8.2 für die Bestimmung des Thrombozytenaktivierungsstatus ex 

vivo beschrieben, mit denselben Antikörpern markiert und weiter zur Messung 

vorbereitet (s.Kap.2.7). 

 

2.9 Detektion der Leukozytenaktivierung 

 
Der Leukozytenaktivierungsstatus ex vivo und die Leukozytenaktivierbarkeit 

durch Thrombin wurden anhand der CD11b-Expression und 

Thrombospondinbindung auf Leukozyten gemessen. Wegen der im Vergleich 

zu den PMNL (60-70% der Blutleukozyten) relativ geringeren Anzahl an 

Monozyten (2-6% der Blutleukozyten) im peripheren Blut und der damit 

verbundenen längeren Zählrate im FACScan, wurden pro Messung für die 

Monozyten 500 Ereignisse detektiert und für die PMNL 2000 Ereignisse pro 

Messung erfaßt. 
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2.9.1 CD11b-Expression auf Leukozyten ex vivo 

 

Die aktivierungsabhängige Expression von CD11b, einem Teil des Mac-I 

Integrin-Komplexes CD11b/CD18 auf Monozyten und PMNL ist ein direkter 

Marker für die Charakterisierung des Aktivierungszustands von Leukozyten. Zur 

Bestimmung der Präsentation von CD11b-Molekülen auf der 

Leukozytenoberfläche wurden 100 µl Aliquots (aktiviert und fixiert) mit einem 

PE-konjugierten monoklonalen Antikörper gegen CD11b (Klon LeuTMD12) 

in sättigender Konzentration (5µg/ml) für 45 min bei RT inkubiert. Gleichzeitig  

wurden zur durchflußzytometrischen Unterscheidung der Monozyten von den 

übrigen Leukozyten die Proben mit einem FITC-konjugierten monoklonalen 

Antikörper gegen das spezifische Monozytenantigen CD14 in sättigender 

Konzentration (5µg/ml) ebenfalls für 45min bei RT inkubiert. 

Zur durchflußzytometrischen Identifizierung der PMNL wurden die 

Streulichteigenschaften des SSC ausgenutzt, so daß eine spezifische 

Antikörpermarkierung der neutrophilen Granulozyten nicht notwendig war.  

Nach der Inkubationszeit wurden die Proben entsprechend weiterbehandelt 

(s.Kap. 2.7) und mit einem Probenvolumen von 500 µl im Durchflußzytometer 

analysiert. 

Die CD11b-Expression auf Leukozyten wurde als Median der mittleren 

Fluoreszenzintensität angegeben. 

 

2.9.2 TSP-1-Bindung auf Leukozyten ex vivo 

 

Monozyten und PMNL können aktivierungsabhängig TSP-1 über spezifische 

Rezeptoren binden. Die TSP-1 Bindung an Monozyten und PMNL wurde mit 

Hilfe eines monoklonalen Antikörpers gegen TSP-1, der PE-konjugiert war, 

nachgewiesen. Dazu wurden die Proben aus dem Vollblut mit dem anti-TSP-1 

(KlonP10-PE) in sättigender Konzentration (2,5 µg/ml) für 45 min bei RT 

inkubiert. Zur Abgrenzung der Monozyten wurden die Proben, wie schon bei der 
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Detektion von CD11b (s.Kap.2.9.1) auf Leukozyten ebenfalls mit anti-CD14-

FITC-Antikörpern (5 µg/ml) inkubiert. 

Die FACS-Analyse erfolgte nach entsprechender Probenbehandlung 

(s.Kap.2.7) 

mit einem Probenvolumen von 500µl. Bei der Auswertung wurden die P10-PE-

positiven Monozyten durch ein“Gate“ identifiziert und statistisch als Anzahl 

thrombospondinpositiver  

Monozyten zur Monozytengesamtpopulation prozentual angegeben. 

 

 

2.9.3 Thrombin-induzierte Leukozytenaktivierung in vitro 

 

Ebenso wie bei den Plättchenuntersuchungen wurden neben dem ex vivo 

Leukozytenaktivierungsstatus auch die einzelnen Proben nach 0.1 U/ml, 0.15 

U/ml, 0.2 U/ml und 0.3 U/ml Thrombinaktivierung gemessen. Die Proben 

wurden, wie in Kapitel 2.9.1 und 2.9.2 für die Detektion der CD11b-Expression 

und Thrombospondinbindung auf Leukozyten mit Antikörpern markiert und wie 

in Kapitel 2.7 weiter zur durchflußzytometrischen Messung vorbereitet. 

 

 
 

2.10 Detektion von Thrombozyten-Leukozyten-Assoziaten 

 

2.10.1 Monozyten-Thrombozyten-Assoziate ex vivo 

 

Monozyten bzw. PMNL, die im Vollblut mit Thrombozyten assoziiert vorlagen, 

wurden mit Hilfe der Durchflußzytometrie quantitativ bestimmt. Zur 

durchflußzytometrischen Erfassung der Plättchen-Leukozyten-Assoziate 

wurden die Thrombozyten mit einem PerCP-konjugierten monoklonalen 
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Antikörper (Klon Beb1) gegen das Plättchen-spezifische Antigen GPIX (CD42a) 

und die Monozyten mit einem FITC-konjugierten monoklonalen Antikörper 

gegen CD14 (Klon RMO 52) in sättigenden Konzentrationen (CD42a-PerCP: 

1,25µg/ml; CD14-FITC: 5µg/ml) für 45min bei RT markiert. Zur Identifizierung 

der Monozytenpopulation wurde ein Punktehistogramm, in dem die Fluoreszenz 

1 (CD14-FITC) gegen die Fluoreszenz 3 (CD42aPERCP) angezeigt wurde, 

gewählt. Es wurde ein „live-gate“ gesetzt, das die CD14-positive Zellpopulation 

(Monozyten) einschloß sowie ein großes Feld  in Richtung der Ordinate (FL3) 

zur Erfassung plättchenbeladener Monozyten. Anschließend wurden 500 

Ereignisse CD14-positiver Zellen pro Messung detektiert. Bei der Auswertung 

wurden die Plättchen-tragenden, also CD42a-positiven Monozyten durch ein 

erneutes „Gate“ von der Gesamtpopulation abgetrennt. Statistisch wurde dabei 

der prozentuale Anteil an Monozyten, der mit Plättchen assoziert vorlag, zur 

Monozyten-Gesamtpopulation ins Verhältnis gesetzt. 

 

2.10.2 PMNL-Thrombozyten-Assoziate ex vivo 

 

Die PMNL wurden im FACS durch ihre charakteristischen SSC-

Streulichteigenschaften identifiziert. Die Plättchen wurden wie bei der Messung 

der Monozyten-Plättchen-Assoziate mit dem plättchenspezifischen PerCP-

konjugierten Antikörper CD42a markiert. Es wurden 2000 Ereignisse (Zellen mit 

spezifischer SSC-Charakteristik) pro Messung detektiert 

Die Quantifizierung der Assoziate erfolgte durch anschließendes“Gaten“ der 

Plättchen-tragenden, also CD42a-positiven Leukozyten. Die plättchenpositiven 

PMNL wurden prozentual zur Gesamtpopulation der PMNL angegeben. 

 

2.10.3 Thrombin-induzierte Thrombozyten-Leukozyten-Assoziate in vitro 

 

Die Thrombin-induzierte Monozyten bzw. PMNL-Plättchen-Assoziatbildung 

wurde ebenfalls neben dem ex vivo Wert nach Aktivierung mit den 

unterschiedlichen, in Kap.2.7 beschrieben Thrombinkonzentrationen, 
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gemessen. Die Identifikation und Quantifizierung plättchenpositiver Leukozyten 

wurde wie in Kapitel 2.10.1 und 2.10.2 durchgeführt. 

 

 

2.11 Statistische Auswertung der Ergebnisse 

 
An arteriosklerotischen Plaques im Gefäßsystem kommt es zur Plättchen und 

Leukozytenaktivierung. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob ein Unterschied in  

Plättchen- und- Leukozytenaktivierung im peripheren Blut  zwischen 

Kontrollprobanden und Patienten mit arteriosklerotischer Gefäßkrankheit 

vorliegt.  

Über aktivierungsabhängig regulierte Adhäsionsmoleküle auf Plättchen und 

Leukozyten wird die Bindung von Plättchen an Leukozyten vermittelt. In dieser 

Arbeit wurde daher auch die Plättchenbindung an Leukozyten im peripheren 

Blut zwischen Patienten und Probanden verglichen.  

Dazu wurden die einzelnen Werte der Leukozyten-Plättchen-Assoziationrate 

und der Detektion von Funktionsproteinen auf Plättchen und Leukozyten ex vivo 

und nach Thrombinstimulierung zwischen Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden statistisch verglichen.  

Ferner wurde der Zusammenhang zwischen dem Nachweis von 

Funktionsproteinen bzw. Adhäsionsmolekülen auf Plättchen und Leukozyten im 

peripheren Blut mit der gemessenen Plättchenbindung an Leukozyten 

untersucht. Die Plättchen-Leukozyten-Assoziationsrate wurde dabei mit dem 

linearen Median der durch Antikörper markierten einzelnen Funktionsproteine 

auf Plättchen und Leukozyten korreliert.  

 

An arteriosklerotischen Stenosen kann es durch erhöhten Shearstress und 

Verwirbelungen im Blutfluß zur Plättchen- und Leukozytenaktivierung kommen. 

Je höher die Geschwindigkeit des Blutflusses an der Stenose ist, desto höher 

ist der Shearstress, dem die Zellen im Gefäßsystem ausgesetzt sind. Der 
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Stenosegrad korreliert dabei in Grenzen mit der Strömungsbeschleunigung an 

der Stenose. 

Deshalb wurde der durch die Ultraschalluntersuchung festgestellte Stenosegrad 

und die Maximalgeschwindigkeit des Blutflusses an der Stenose mit der 

Plättchenbindung an Leukozyten und der Detektion von Funktionsproteinen auf 

Leukozyten und Plättchen korreliert. 

 

Die ultrasonographisch bestimmte Echogenität der stenosierenden Plaques 

korreliert mit Plaquemorphologie. Echoarmen Plaques weisen einen erhöhten 

Gehalt an Leukozyten, Lipiden und nekrotischem Gewebe auf als echoreiche 

Plaques, die einen erhöhten Gehalt an Bindegewebe aufweisen. In echoarmen 

Plaques kommt es u.a. durch vermehrte Thrombingenerierung zur vermehrten 

Plättchen-und Leukozytenaktivierung  

(Toschi et al, 1997). Der Einfluß der Plaquemorphologie auf die Assoziatbildung 

und den Aktivierungsstatus der einzelnen Zellen wurde durch den statistischen 

Vergleich der Assoziationsrate und dem Nachweis von Funktionsproteinen bei 

Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen und bei Kontrollprobanden 

untersucht.  

 

Die Ergebnisse der  prospektiven Untersuchung der Patienten wurden 

deskriptiv dargestellt. Die durchflußzytometrisch gemessen Parameter wurden 

für die Patienten mit einer Progredienz der Stenose und für symtomatisch 

gewordene Patienten tabellarisch ex vivo und nach Thrombinstimulierung 

aufgeführt und mit den Mittelwerten der Kontrollprobanden verglichen. 

 

Ein Ergebnis wurde in dieser Arbeit statistisch als signifikant angesehen, wenn 

das errechnete Signifikanzmaß p < 0,05 betrug. 
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2.11.1 Vergleich zwischen der Detektion der Funktionsproteine auf 
Leukozyten und Plättchen und Plättchen-Leukozyten-Assoziaten bei 
Patienten und  gesunden Kontrollprobanden ex vivo 

 
 

Die durchflußzytometrisch gemessenen und quantifizierten Werte wurden 

zwischen Patienten und Kontrollprobanden mit dem Mann-Whitney-Wilcoxon-U-

Test für nichtparametrische unverbundene Stichproben verglichen. Die 

Ergebnisse wurden als Boxplots mit Mittelwert und Standardabweichung 

dargestellt und die Signifikanzen angegeben. Es wurde zum einen das gesamte 

Patientenpotential mit den Probanden verglichen. Zum anderen wurde das 

Patientenpotential in Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen 

differenziert und untereinander und mit den Kontrollprobanden mit dem Mann-

Whitney-Wilcoxon-U-Test verglichen. 

 

 

 

2.11.2 Vergleich zwischen der Detektion der Funktionsproteine auf 
Leukozyten und Plättchen Plättchen-Leukozyten-Assoziaten bei Patienten 
und Probanden nach Thrombinstimulierung 

 
Die ex vivo gemessenen Parameter wurden jeweils wie in Kap.2.7 beschrieben 

mit unterschiedlichen Thrombinkonzentrationen bei Patienten und Probanden 

stimuliert. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden in einer Graphik 

als Kurve dargestellt. Die Thrombinkonzentration, bei der der Maximalwert für 

den jeweiligen Parameter erreicht wurde, wurde als repräsentative 

Konzentration für den weiteren  Vergleich nach Thrombinstimulierung zwischen 

Patienten und Probanden festgelegt. 

Es wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen ausgerechnet und die ex 

vivo Werte und die nach Thrombinstimulierung gemessenen Werte wurden in 

einem Balkendiagramm für die jeweiligen Parameter dargestellt. Es wurde 
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einmal die Induzierbarkeit der jeweiligen Parameter durch Thrombin innerhalb 

der Gruppen untersucht. Dazu wurde der Wilcoxon-Test für nichtparametrische 

verbundene Stichproben angewandt und die Signifikanzwerte angegeben. 

Desweiteren wurden die durch Thrombinstimulierung induzierten Werte 

zwischen Patienten und Probanden verglichen. Dazu wurde wiederum der 

Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test  für nichtparametrische unverbundene 

Stichproben verwendet. 

Wie bei den ex vivo-Werten wurden das gesamte Patientenpotential mit den 

Kontrollprobanden verglichen und die Patienten mit echoarmen und 

echoreichen Stenosen untereinander und mit Kontrollprobanden verglichen. 

 

 

 

2.11.3 Korrelation zwischen der Plättchenbindung an Leukozyten und 
Funktionsproteinen auf Plättchen und Leukozyten 

 
Die Plättchenbindung an Leukozyten und die durchlußzytometrisch als linearer 

Median der Fluoreszenz des angegebenen Antikörpers bestimmten 

Funktionsproteine CD11b und Thrombospondin auf Monozyten und PMNL und  

Thrombospondin, CD62P bzw. CD63 auf Plättchen wurde mit Hilfe der 

Pearson`schen Regressionsanalyse korreliert und der Korrelationskoeffizient 

sowie der Signifikanzwert angegeben. Die Werte wurden tabellarisch und als 

Punktdiagramme mit Regressionslinien dargestellt. 
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2.11.4 Korrelation zwischen dem Stenosegrad und der Plättchenbindung 
an Leukozyten bzw. der Detektion der Funktionsproteine auf Plättchen 
bzw. Leukozyten. Korrelation zwischen der Maximalgeschwindigkeit 
(Vsyst.max.) an der Stenose und der Plättchenbindung an Leukozyten 
bzw. der Detektion der Funktionsproteine auf Plättchen bzw. Leukozyten. 

 

 

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen der 

Strömungsbeschleunigung des Blutflusses bzw. des erhöhten Shearstresses 

und der Plättchen-und Leukozytenaktivierung bzw Assoziatbildung wurde der 

Parameter der Maximalgeschwindigkeit (Vsyst.max.) an der Stenose 

verwendet. Die Maximalgeschwindigkeit korreliert in bestimmten Grenzen mit 

dem Stenosegrad. Der Stenosegrad wurde daher ebenfalls mit den Parametern 

korreliert. Es wurde die Pearson`sche Regressionsanalyse für 

nichtparametrische Stichproben verwendet und der Korrelationskoeffizient 

sowie die Signifikanzen angegeben. 

 

 

2.11.5 Follow-Up der Patienten 

 
Die bei der prospektiven Untersuchung erhaltenen klinischen und 

ultrasonographischen Daten wurden ausgewertet. Bei Patienten mit einer 

Progredienz der Stenose und bei symptomatischen Patienten wurden die 

Parameter der Plättchenbindung an Leukozyten und die detektierte Bindung 

und Expression von Funktionsproteinen auf Plättchen und Leukozyten ex vivo 

und nach Thrombinstimulierung tabellarisch aufgeführt. Die Werte wurden mit 

den Durchschnittswerten der Kontrollprobanden verglichen. 

 

 


