Aus dem Universitaren Herzzentrum Hamburg GmbH
Klinik und Poliklinik fir Kardiologie/Angiologie
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf

Arztlicher Direktor: Professor Dr. med. T. Meinertz

Clopidogrel verbessert die Endothel-Funktion und
die Bioverfugbarkeit von NO durch anti-oxidative und
anti-inflammatorische Effekte bei Patienten

mit koronarer Herzerkrankung

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

dem Fachbereich Medizin der Universitat Hamburg

Vorgelegt von
Manuela Karstens

aus Hamburg

Hamburg 2007



Meinen Eltern in Liebe und Dankbarkeit gewidmet

Teile dieser Arbeit wurden bereits veroffentlicht:

Heitzer T, Rudolph V, Schwedthelm E, Karstens M, Sydow K, Ortak
M, Tschentscher P, Meinertz T, Béoger R, Baldus S (2006)

Clopidogrel improves systemic  Endothelial Nitric Oxide
bioavailability in Patients with coronary artery disease-Evidence
for Antioxidant and Antiinflammatory Effects. Arterioscler Thromb
Vasc Biol. 26:1648-1652



Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS

I. Einleitung

1.1. Die funktionelle Bedeutung des Endothels

1.2. Endothel-Dysfunktion und moégliche Pathomechanismen
1.3. Interaktionen von Thrombozyten und endothelialer
Vasomotorik

1.4. Marker far Inflammation und oxidativen Stress

1.4.1. sCD-40-Ligand

1.4.2. RANTES (regulated upon activation normal t-cell expressed
and secreted)

1.4.3. High-sensitive C-reaktives Protein

1.4.4. 8-iso-Prostaglandin-F2« als ein in vivo Marker fir
oxidativen Stress

1.5. Ziele der Untersuchungen und Fragestellung

Il. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

2.2. Studienprotokoll

2.3. Untersuchungsmethodik der Endothel-
Funktionsprifung

2.3.1. Ablauf der Unterarmflussmessung

2.3.2. Vasoaktive Testsubstanzen

2.4. Labortests der Blut- und Urinproben

2.4.1. Testprinzip des hs-CRP (Tina-quant®): C-reaktives Protein
hoch sensitiv (Roche/ Hitachi)

2.4.2. Human soluble CD-40-ligand immunoassay (Quantikine®)
2.4.3. Human RANTES immunoassay (Quantikine®)

2.4.4. Plasma NOx-Konzentrationen

2.4.5. Spektrometrische Quantifizierung des 8-iso-prostaglandins-
F2a und seines Metaboliten 2,3-dinor-5,6-dihydro-
8-iso-prostaglandin-F2« in menschlichem Urin

2.5. Statistische Analyse

Seite

12
15
15

17
19

19
21

23

23
24

25
26
27
29

29
30
30
30

30
31



Inhaltsverzeichnis

[Il. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

3.1.1. Klinische Daten der untersuchten Patienten
3.2. Beeinflussung der Endothel-Funktion
3.2.1 Beeinflussung bei Patienten mit Acetylsalicylsdure und
Clopidogrel

3.2.2. Ergebnisse der Gruppe mit ASS und Placebo
3.3.Effekte auf die biochemischen Parameter
3.3.1. Wirkungen auf das hs-CRP

3.3.2. Auswirkungen auf sCD-40-Liganden

3.3.3. Effekte auf RANTES

3.3.4. Auswirkungen auf die NOx-Konzentration

3.3.5. Isoprostane im Urin

IV. Diskussion

4.1. NO-abhangige Vasodilatation, Vasokonstriktion
und Thrombozyten

4.2.Thrombozyten und Inflammation

4.3. Aktivierte Thrombozyten und oxidativer Stress
4.4. Schlussfolgerungen der Untersuchung

4.5. Ausblick

V. Zusammenfassung

VI. Literaturverzeichnis

Curriculum vitae Manuela Karstens

Danksagung

33

33
34
35

35
37
39
39
40
41
42
42

44

44

48

53

57

58

60

63

75



Einleitung

. Einleitung

Die koronare Herzerkrankung gehort in der Bundesrepublik
Deutschland trotz verbesserter Aufklarung der Bevodlkerung und
einer permanenten Entwicklung neuer Medikamente immer noch zu
den Erkrankungen mit der héchsten Mortalitatsrate (Statistisches
Bundesamt, Wiesbaden, 2005).

In ihrer Pathogenese steht die Endothel-Lasion zu Beginn der
Erkrankung, die sich in einer fortschreitenden atherosklerotischen
Verengung der Koronarien weiterentwickelt. Bei defektem Endothel
kommt es im Rahmen einer inflammatorischen Reaktion durch
Einlagerung von oxidiertem LDL-Cholesterin, Schaumbildung und
Expression von Adhasionsmoleklilen zur Plaquebildung. Bei der
Ruptur eines solchen Plaques kommt es zur Thrombozyten-
Aktivierung mit Bildung wandstandiger Thromben wund dem
klinischen Bild eines akuten Koronarsyndroms (Fuster, 1992). Es
mehren sich die Hinweise, dass Thrombozyten-Aktivierung und
Thrombozyten-Aggregation nicht nur Initiatoren des akuten
Koronarsyndroms sind, sondern auch eine wesentliche Rolle im
Entzindungsgeschehen und der Entstehung von Endothel-
Lasionen einnehmen. Durch die Thrombozyten-Aktivierung werden
die  Endothelzellen stimuliert und zur Expression von
Entzindungsfaktoren angeregt (Henn, 1998). Es scheinen also
Interaktionen zwischen aktivierten Thrombozyten und
Endothelzellen eine wichtige Rolle bei der Entstehung
atherosklerotischer Prozesse zu spielen. Thrombozyten-
Expression gekoppelt mit inflammatorischen Mediatoren induziert
die endotheliale Aktivierung und Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen, sodass sich ein akutes lokales
Entzindungsgeschehen entwickelt (Malat, 2002).

Interessanterweise konnte kurzlich gezeigt werden, dass dieses
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lokalisierte Entzindungsgeschehen eine verschlechterte endothel-
abhangige Vasodilatation in der menschlichen
mikrovaskularen Zirkulation bedingt (Hingorani, 2000). Zudem
setzen aktivierte Thrombozyten reaktive Sauerstoffspezies frei,
von denen bekannt ist, dass sie die endothel-abhangige NO-

Verfugbarkeit vermindern.

Die pharmakologische Inhibition der GP-lIb/lIlla-Rezeptoraktivie-
rung zeigte nicht nur die Hemmung der Plattchen-Aggregation,
sondern auch die Limitierung des entzindlichen Geschehens
wahrend des akuten Koronarsyndroms. Zudem zeigten kurzlich
veroffentlichte Daten einen positiven Effekt von GP-IlIb/llla-
Inhibition auf die endotheliale Funktion und die NO-Verfugbarkeit
(Heitzer, 2003). Clopidogrel ist ein Thienopyridin, das durch die
Blockierung der ADP-Rezeptoren an Thrombozyten
aggregationshemmend wirkt und positive Effekte bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom aufweist (Metha, 2001). Zudem zeigte
Clopidogrel anti-inflammatorische Effekte (Hermann, 2001; Molero
2005). Die Auswirkungen des Clopidogrels auf die endotheliale
Funktion sind bisher noch nicht untersucht worden. Aus dieser
Motivation heraus fuhrten wir die vorliegende Untersuchung durch.
Primares Ziel der Studie war der Effekt von Clopidogrel zusatzlich
zu Acetylsalicylsaure auf die endotheliale vasodilatatorische
Funktion und NO-Bioverfugbarkeit bei Patienten mit
symptomatischer koronarer Herzerkrankung zu untersuchen. Das
sekundare Studienziel war, mogliche Mechanismen zu evaluieren,
wie sich die zusatzliche Gabe von Clopidogrel auf

Inflammationsparameter sowie oxidativen Stress auswirkt.
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1.1. Die funktionelle Bedeutung des Endothels

Das Endothel ist eine einschichtige Verbindung aus ungefahr 103
Endothelzellen, die die BlutgefalRe des menschlichen Korpers
ahnlich  einer Innenhaut auskleiden. Die Zellen dieser
Gefallinnenauskleidung wiegen insgesamt ein bis zwei Kilogramm
und entsprechen in etwa einer Flache von 6000 m2 Die
Endothelzellen bilden eine funktionsreiche Schranke zwischen dem
Blutgefall und dem flieBenden Blutstrom. Zusammenfassend wird
das Endothel als ein auRerst komplexes Organ des menschlichen
Kdérpers mit lebenswichtigen Funktionen betrachtet: Es reguliert
den GefalRtonus durch Bildung von NO (Stickstoffmonoxid), das
entweder durch mechanische Scherkrafte (Steigerung der
Wandschubspannung), Hypoxie, pulsatile Dehnung oder durch
chemische Stimulation, z.B. Acetylcholin, verstarkt gebildet wird.
NO ist so ein kleines Molekll, sodass es leicht durch Membranen
diffundieren kann, intrazellular aktiviert es die Guanylcyclase,
woraufhin es zu einem Anstieg des Guanosinmonophosphates (3,5
cGMP) kommt. GMP bewirkt eine Phosphorylierung der
Proteinkinasen, welche Myosinleichtkettenkinasen
phosphorylieren, so dass diese eine verminderte Affinitdt zum
Calcium-Calmodulin-Komplex haben und damit inaktiv bleiben. Die
Folge ist eine Verminderung der intrazellularen zytoplasmatischen
Ca2-Konzentration mit einer daraus resultierenden
Gefallentspannung und Vasodilatation. Das NO wird durch die NO-
Synthase, einem wichtigen Enzym des Endothels, synthetisiert.
Uber diese Reaktionskaskade lasst sich die Fahigkeit des
Endothels zur NO-Bildung testen, die fir Endothel-Funktionstests
(z.B. in der Unterarm-Plethysmographie) ausgenutzt werden kann.
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Abbildung 1:

Sie stellt das endotheliale L-Arginin/NO-System dar. Durch Blutflussanderungen ausgeldste
Schubspannung oder Rezeptor-Agonisten (Bradykinin, Acetylcholin, Substanz P u. a.) stimulieren die
endotheliale NO-Synthase, die aus L-Arginin NO bildet und freisetzt. NO diffundiert zum glatten
GefalBmuskel und aktiviert dort die I6sliche Guanylcyclase, die durch cGMP-Bildung und darauf folgender
Erniedrigung der Calciumkonzentration zur Relaxation fiihrt (aus Drexler, 2000).

Die NO-Synthase kann auch gehemmt werden. Dies erfolgt z.B.
durch methylierte L-Arginin-Analoga wie N-Monomethyl-Arginin (L-
NMMA) und fuhrt zu Vasokonstriktion. Bei Infusion der Aminosaure
kommt es zu einer 30%igen Reduktion des Ruheblutflusses
(Vallance, 1989), gemessen mit der Unterarm-Plethysmographie.
Da es keine eigene Konstriktoraktivitat auf die glatte
Gefalmuskulatur hat, resultiert seine Wirkung vollkommen aus der
endothel-abhangigen Hemmung und Freisetzung von NO (Vita,
1990). Eine weitere Funktion der Endothelzellen ist es, durch
Freisetzung von NO die Adhasion von Leukozyten Uber bestimmte
Oberflachenmolekule zu unterbinden. So kommt es bei einer
verminderten Bioverfiugbarkeit von NO zu einer verstarkten
Leukozyten-Adhasionsneigung und einer vermehrten
Atherogenese. Auch die Thrombozyten-Adhasion und -Aggregation

wird entscheidend durch einen Mangel an NO, welches die
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Thrombozyten selbst bilden, verstarkt und fuhrt zu einem
proinflammatorischen und pro-thrombotischen Phanotyp des
Endothels. Zudem hat NO einen potentiell antiatherosklerotischen
Effekt. Es konnte gezeigt werden, dass NO die Proliferation glatter
GefaBRmuskelzellen hemmt. NO wird durch die eNOs gebildet,
diffundiert zur glatten Gefalmuskulatur und fuhrt zur Dilatation der
glatten GefaBmuskulatur Uber die I6sliche Guanylcyclase und die
Bildung von cGMP. Diese entzindliche Reaktion wird als Beginn
einer atherosklerotischen Lasion mit der Folge einer
generalisierten Atherosklerose des Gefalles betrachtet. Zudem
bilden die Endothelzellen Substanzen wie Plasminogen und
Plasminogen-Aktivatoren (t-PA), die die Adhasion, Aktivierung und
Aggregation von Thrombozyten hemmen; die physiologischen
Hemmstoffe der Blutgerinnung sind NO und Prostacyclin.
Andererseits bilden sie auch die Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren

(PAI-1), deren verstarkte Freisetzung zu Blutgerinnseln fihrt.

1.2.Endothel-Dysfunktion und mogliche

Pathomechanismen

Die Endothel-Dysfunktion wird im klinischen Kontext und der
wissenschaftlichen Literatur als verminderte Bioverfugbarkeit von
NO definiert. Um diese Funktionseinschrankung gezielt messen
und untersuchen zu kdénnen, wurde die Endothel-Dysfunktion als
eine reduzierte Bioverfugbarkeit von Vasodilatatoren,
insbesondere dem NO charakterisiert, wohingegen die vom
Endothel abhangigen vasokonstriktorisch wirkenden Substanzen
zunehmen (Lerman, 1992). Diese Beziehung der eingeschrankten
endothel-abhangigen Vasodilatation beschreibt die funktionelle
Storung der Endothel-Dysfunktion und wird als Indikator fur die
generelle Schadigung des Endothels interpretiert, jedoch nicht
gleichgesetzt. Diese klinische Untersuchung der Endothel-

(Dys)funktion wurde 1986 erstmals am Patienten untersucht, indem
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man Acetylcholin in die
Koronargefalle infundierte (Ludmer, 1986). Bei gesunden
Probanden erfolgte die Vasodilatation anders als bei Probanden
mit atherosklerotischen Koronarien. Hier kam es zu einer
Vasokonstriktion wie bereits in frGheren Untersuchungen gezeigt
werden konnte (Furchgott, 1986). Furchgott und Zawadski hatten
1980 NO erstmals als EDRF (“endothelium-derived-relaxing-
factor®) beschrieben, seine gefallabhangige
Vasodilatationsfahigkeit erkannt und nach Entfernung der
Endothelzellschicht der thorakalen Aorta von Kaninchen eine
Vasokonstriktion beobachtet. Ebenso fanden sie eine erhdhte NO-
Konzentration bei Stress der BlutgefaRe durch Scherkrafte und
Stimulation durch Acetylcholin, Serotonin und ATP.

Die bedeutenden kardiovaskularen Risikofaktoren wie
Hypercholesterinamie, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, das
Zigarettenrauchen sowie eine positive Familienanamnese fuhren
zu einer Endothel-Dysfunktion. Diese Faktoren fuhren zu einer
vermehrten Bildung reaktiver Sauerstoffradikale. Es kommt zu
einer verminderten Verfugbarkeit des Tetrahydrobiopterins, einem
Co-Faktor der NO-Synthase. Ein Mangel an Tetrahydrobiopterin
oder dem Substrat L-Arginin fuhrt zur Entkopplung der NO-
Synthase, das Enzym produziert vermehrt Sauerstoffradikale
anstelle von NO. Auch oxidiertes LDL fahrt durch freie Radikale zu
einer vermehrten Produktion von freien Sauerstoffradikalen und
fordert dadurch die Entstehung der Endothel-Dysfunktion. Diese
Endothel-Dysfunktion stellt keine Begleitreaktion dar, sondern ist
wesentlich an der Entwicklung und Progression der Atherosklerose
beteiligt (Drexler, 2003). Bei einer Reaktion mit NO reduzieren die
reaktiven Sauerstoffradikale die vaskulare NO-Verflugbarkeit und
fordern somit Schaden an den Endothelzellen (Tomasian, 2000).

Hoher und haufiger oxidativer Stress wird als der

10
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schwerwiegendste Faktor in der Pathogenese der Endothel-
Dysfunktion angesehen (Cai, 2000; Tomasian, 2000).

Einige Untersuchungen ergeben Hinweise, dass die Schadigung
des Endothels mit der Anzahl der kumulierenden Risikofaktoren
positiv korreliert (Vita, 1990; Celermajer, 1994). Ferner scheint
das schadigende Potential der einzelnen Risikofaktoren
unterschiedlich gewichtet zu sein und auch genetische Faktoren
jedes Individuums sollen entscheidenden Einfluss auf die
Auspragung einer Endothel-Dysfunktion haben. Interessanterweise
fuhrte eine sechsmonatige Statin-Therapie zu einer signifikanten
Verbesserung der Endothel-Funktion der koronaren
WiderstandsgefalRe (Egashira, 1994). Statine flhren neben einer
Hemmung der HMG-CoA-Reduktase zu einer Aktivierung von G-
Proteinen, was zu einer gesteigerten Expression (Laufs, 1998) und
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase fuhrt (Kureishi, 2000).
Zudem weisen sie antioxidative Effekte auf, die die Aktivierung der
vaskularen NADPH-Oxidase hemmen, die eine wichtige
Sauerstoffradikalquelle darstellt (Wassmann, 2000).
Zusammengefasst werden diese positiven Wirkungen auf die
endotheliale Funktion als pleiotrope Effekte beschrieben. ACE-
Hemmer verbessern die endothel-abhangige Vasodilatation der
Koronarien mit koronarer Herzerkrankung durch einen Anstieg des
endogenen Bradykinins und einer Reduktion der Angiotensin-II
vermittelten Bildung von Sauerstoffradikalen (Griendling, 1994).
Zudem steigert korperliche Aktivitat die endothel-abhangige
Vasomotion bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung.
Problematisch ist jedoch das innerhalb weniger Wochen sichtbare
Nachlassen dieses positiven Effektes nach Beendigung des
regelmafligen Trainings (Hambrecht, 2000).

Entscheidend ist, dass es einen signifikanten Zusammenhang
zwischen der endothelialen Dysfunktion und bevorstehenden

kardiovaskularen Ereignissen gibt. Es wurde gezeigt, dass

11
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Patienten eine hohere Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse
aufwiesen, die eine schlechtere endothel-abhangige-Vasodilatation
der koronaren GefalRe in der Endothel-Funktionsprifung gezeigt
hatten (Suwaidi, 2000). Eine andere Untersuchung ergab, dass
Patienten mit schlechter endothel-abhangiger wie -unabhangiger
Gefalfunktion haufiger ein kardiovaskulares Ereignis erlitten als
Patienten mit guter Endothel-Funktion (Schachinger, 2000). Diese
beiden Untersuchungen lieferten einen entscheidenden Beweis
dafur, dass die endotheliale Funktion einen prognostischen Wert
fur zuklnftige kardiovaskulare Ereignisse darstellt (Suwaidi, 2000;
Schachinger, 2000).

Wie vielfach nachgewiesen, sind die Risikofaktoren fir die
koronare Herzerkrankung mit Stoérungen der peripheren
Widerstandsgefalle am Unterarm ebenfalls verbunden. So konnte
kirzlich die prognostische Bedeutung der Einschrankung der
Acetylcholin-induzierten Vasodilatation am Unterarm im Hinblick
auf das Auftreten klinischer Ereignisse bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (Heitzer, 2001) und arterieller Hypertonie

(Perticone, 2001) gezeigt werden.

1.3. Interaktionen von Thrombozyten und endothelialer

Vasomotorik

Die Endothel-Dysfunktion ist das erste klinisch fassbare Korrelat
fur ein Fruhstadium der Atherosklerose und bezeichnet im engeren
Sinne Stérungen, die auf eine verminderte NO-Verfligbarkeit oder
NO-Aktivitat zurlckzufiuhren sind und mit einer verminderten
endothel-abhangigen Vasodilatation einhergehen. Die gestorte
endothel-abhangige Vasodilatation wird als ein Indikator far eine
funktionelle Endothel-Schadigung interpretiert, jedoch nicht mit ihr
gleichgesetzt. Es konnte durch eine Vielzahl experimenteller
Untersuchungen gezeigt werden, dass ein intaktes Endothel eine

wichtige Rolle beim Schutz vor Thrombenbildung, Atherosklerose

12
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und Vasokonstriktion spielt (Badimon, 1992). Bei Patienten mit
Atherosklerose konnte gezeigt werden, dass die verminderte
Vasodilatation nach Acetylcholin-Gabe zum gréRRten Teil durch
eine verminderte NO-Verfliigbarkeit bedingt ist (Quyyumi, 1997). In
atherosklerotischen Koronararterien ist sowohl die basale als auch
die stimulierte Freisetzung von NO vermindert (Chester, 1990).
Das bedeutet aber auch, dass die hemmende Wirkung von NO auf
die Thrombozyten-Aggregation bei diesen Patienten reduziert ist.
Endothel-Dysfunktion und verminderte NO-Bioverfugbarkeit, wie
sie bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit vorkommen,
pradisponieren offenbar zu gestérten Wechselwirkungen zwischen
Endothelzellen und Thrombozyten sowie ungestorter
Thrombozyten-Aktivierung und damit einhergehender
Vasokonstriktion. Dies demonstrierten die Arbeitsgruppen von
Cohen und Houston bereits vor zwanzig Jahren. Dabei ist von
Bedeutung, dass diese Vasokonstriktion durch Thrombozyten
prinzipiell nur an geschadigtem oder vollstandig entferntem
Endothel maoglich ist, wahrend das intakte Endothel die GefalRe vor
Vasokonstriktion schitzt. Wichtig sind in diesem Zusammenhang
vasoaktive Substanzen wie Thromboxan-A2 und Serotonin, die von
den Thrombozyten selbst freigesetzt werden (Cohen, 1983;
Houston, 1986). So konnte experimentell gezeigt werden, dass
Thrombozyten-Aggregate isolierte Ringe von Kaninchenkoronarien
ohne Endothel kontrahierten und gleichzeitig Serotonin sowie
Thromboxan-A2 freisetzten. Daraus wurde gefolgert, dass
Serotonin und Thromboxan-A2 durch Thrombozyten-Aggregation
die vaskuldaren Muskelzellen der Koronarien direkt aktivieren
(Houston, 1986). Aufgrund dieser Ergebnisse erscheint es moglich
durch eine wirksame Thrombozyten-Hemmung diese

vasokonstriktorischen Effekte zu vermindern.

13
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Durch GP-lIb/llla-Rezeptorblockade wird
die Endstrecke der Thrombozyten-
Aggregation gehemmt. Durch diesen Me-
chanismus wird sowohl eine Steigerung
des epikardialen als auch des mikrovasku-

laren Flusses erzielt (Neumann, 1998).

Vermutlich wird durch den vorliegenden
%ombozyten Mechanismus eine Thrombusbildung und
die daraus resultierende Gefallverengung
verhindert. Dennoch kdnnen aktivierte
Thrombozyten auch ohne Thrombus eine
mikrovaskulare Vasokonstriktion verur-
sachen, indem sie die genannten Substan-
zen ausschutten.

Durch eine suffiziente Thrombozyten-

Abbildung 2: Aggregationshemmung koénnte dem also
Altivierte Thrombozyten entgegengewirkt werden. Dieses konnte
sich wiederum positiv auf die Perfusion auswirken. Dieser Effekt
konnte bereits bei GP Ilb/llla-Rezeptorantagonisten in vivo gezeigt
werden (Heitzer, 2003). Bei Patienten nach Implantation eines
Stents wurde eine verbesserte koronare Perfusion und
endotheliale @ Vasodilatation beschrieben (Aymong, 2002).
Tierexperimentell wurde dieser Effekt ebenfalls bei Clopidogrel
gezeigt (Yao, 1993). Bisher wurde jedoch noch nicht untersucht,
ob eine Thrombozyten-Aggregationshemmung durch ADP-
Rezeptorblockade mit Clopidogrel bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung diese Wirkung auch ohne Koronarintervention
hervorruft. Gesteigerte Thrombozyten-Aktivierung fihrt nicht nur
zu Vasokonstriktion, sondern auch zu Entzindungsprozessen, die
eine entscheidende Rolle in der Pathogenese thrombotischer

Koronarereignisse spielen. Zum einen sind hier heterotype

14
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Interaktionen zu nennen, die in Form von
Aggregaten zwischen Thrombozyten und Leukozyten
atherosklerotische Lasionen verursachen (Huo, 2003). Zum
anderen kann das Oberflachenmoleklil CD-40-Ligand, das auf
aktivierten Thrombozyten vermehrt exprimiert wird, auf den
Endothelzellen inflammatorische Prozesse induzieren (Henn,
1998). Aulerdem flihren die heterotypen Interaktionen von
Thrombozyten und Leukozyten zu einer verstarkten Aktivierung
von Leukozyten, die wiederum Sauerstoffradikale freisetzen und
dadurch das Endothel schadigen kdénnen. Ferner wird durch
Thrombozyten die Produktion von diversen inflammatorisch
wirkenden Chemokinen und Zytokinen aus Endothelzellen und
Leukozyten gefdordert. So konnten durch eine wirksame
Thrombozyten-Hemmung auch Entzidndungsreaktionen vermindert

werden.

1.4. Marker fiar Inflammation und oxidativen Stress
1.4.1. sCD 40-Ligand

Plattchen-Adhasion und -Aggregation an der Ruptur eines
Atheroskleroseplaques ist der entscheidende Vorgang bei der
Bildung eines BlutgefalRthrombus und letztendlich der Entstehung
eines akuten Koronarsyndroms. Blutplattchen sollen dieses
inflammatorische Geschehen durch Freisetzung von
Entzindungsfaktoren in das Blutplasma triggern. Zu diesen
Mediatoren gehodren Zytokine, ICAMS, aber auch das I6sliche
(s)CD-40. Ursprunglich war das CD-40-Ligand-System beobachtet
worden bei der T-Zell-abhangigen B-Zell-Differenzierung. Aus
neueren Untersuchungen weild man, dass es eine wichtige Rolle in
der zellularen Immunitat und Entzidndungsreaktion, vor allem in der
Pathophysiologie der Atherosklerose, einnimmt. CD-40-Ligand, ein
transmembrandses Strukturprotein, ist Mitglied der Tumor-

Nekrose-a -Familie. CD-40-L ist an der Oberflache von B-Zellen,

15
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T-Zellen, Monozyten, dendritischen Zellen, Mastzellen,
Eosinophilen, Basophilen, aktivierten Thrombozyten und
Endothelzellen vorhanden und kann eine

Signalkaskade aktivieren. Ldsliches CD-40 wird aus Granula der
Thrombozyten wahrend eines akuten Geschehens in das
Blutplasma freigesetzt und CD-40-L an der Oberflache der
Thrombozyten exprimiert.

Dem CD-40-L gilt aktuell eine groBRe Aufmerksamkeit in seiner
Rolle als plattchenabhangiger Ligand im Entzindungsgeschehen
zwischen den Thrombozyten und anderen Zellen im vaskularen
Geschehen. Seine Aufgaben in vitro reichen von immunologischen
Antworten Uber Plattchen-Aktivierung bis zur Thrombusformation
(Aukrust, 2004). Der CD-40-L kann einen Thrombus stabilisieren.
Hohe Plasmaspiegel des Idslichen Fragmentes des CD-40-
Liganden (CD 154) sind assoziiert mit kardiovaskularen
Risikofaktoren. Die Interaktion des Liganden mit dem CD-40-
Rezeptor wird mit der Pathogenese von atherothrombotischen
Komplikationen bei der koronaren Herzerkrankung in Verbindung
gebracht (Lim 2004). Physiologisch fehlen CD-40-Liganden an der
Oberflache von ruhenden Blutplattchen. Wenn diese jedoch in vitro
aktiviert werden, so werden die Liganden innerhalb von Sekunden
an deren Oberflache aus intrazellularen Ressourcen exprimiert
(Henn, 1998), in vivo findet innerhalb kirzester Zeit eine
Thrombusbildung statt. Die aktivierten Blutplattchen setzen
gleichzeitig innerhalb von Minuten bis Stunden I6sliches CD-40 ins
Blutplasma frei. Die Liganden interagieren mit den CD-40-
Rezeptoren der Endothelzellen und fuhren zZu einer
inflammatorischen Reaktion. Die Expression dieser Molekule an
Endothelzellen stimuliert die Auspragung von Adhasionsmolekulen,
inflammatorischen Zytokinen (Interleukin-6 insbesondere)
(Dechanet, 1997) und dem prokoagulatorischen Tissue-Faktor
(Slupsky, 1997). Physikalische Scherkrafte und diese
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Entzindungsfaktoren fuhren zu Plaquerupturen in den arteriellen
GefalRwanden. Die Folge sind klinische Ereignisse wie instabile
Angina pectoris und Herzinfarkt. Das Fortschreiten der
entzindlichen GefalRerkrankung kann mit Entzindungsparametern
im Blut kontrolliert werden. Ein besonders fruher und sensitiver
Parameter ist fur diesen Zweck das |6sliche CD-40. Der CD-40-
Ligand kann als fruher Indikator fur aktive Entzindungsprozesse
an den GefalBRwanden und Platichen-Aktivierung beim akuten
Koronarsyndrom gelten, aber auch direkte Prothrombin-Aktivitat
anzeigen, die ein Indikator fur frihe Atherosklerose, Plaqueruptur
und Thrombosen ist. Garlichs et al. zeigten erhdhte sCD-40-
Konzentrationen nicht nur bei Patienten mit ACS, sondern auch bei
akutem Myokardinfarkt und stabiler Angina pectoris, wobei die
Serumkonzentrationen bei instabiler Angina pectoris signifikant
hdher waren als bei stabiler Angina pectoris und die Patienten mit
akutem Myokardinfarkt die hochsten Serumwerte aufwiesen
(Garlichs, 2001). Diese Studienergebnisse weisen auf eine
zukunftige Indikation des CD-40 hin, namlich als niatzlichen Marker
fur ein bevorstehendes Risiko oder Ereignis einer kardiovaskularen
Erkrankung bei Patienten mit instabiler Angina pectoris. Fur
Statine, Glitazone, Glykoprotein-IIb/lIlla-Rezeptoren (Abciximab)
und Clopidogrel konnte gezeigt werden, dass sie effektiv die CD-
40-L-Konzentration sowohl in vivo wie auch in vitro reduzieren
(Vishnewetsky, 2004).

1.4.2. RANTES (regulated wupon activation normal t-cell
expressed and secreted)

RANTES (CCL 5) ist ein Mitglied der C-C-Subfamilie der B-
Chemokine. Chemokine sind kleine Proteine, die die Chemotaxis
verschiedener Zellreihen mit Hilfe von bestimmten Rezeptoren
induzieren (Clemetson, 2005). Es wird in a-Granula der

Blutplattchen gespeichert und bei deren Aktivierung ins Blut
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freigesetzt. So kann ihre Funktion als Marker der Plattchen-
Aktivierung betrachtet werden. Es steuert das Zirkulieren und den
Adhasionsprozess verschiedener Zellarten, wie Monozyten,
Lymphozyten, Killerzellen, Mastzellen und Blutplattchen, wenn sie
an einer beschadigten Endothel-Flache hangen bleiben. Kurzlich
wurde herausgefunden, dass RANTES eine Schlusselrolle in der
Progression der Atherosklerose, Makrophagen-Akkumulation und
Intima-Proliferation einnimmt (Prescot, 2002). Eine weitere
Funktion ist die Adhasion und Transmigration von Monozyten und
T-Zellen (Schall, 1990). Eine primare Rolle spielt es bei
entzdndlichen Immunprozessen wie z.B. chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen oder allergischen Reaktionen der Haut. Es tritt
aber auch bei inflammatorischen Geschehnissen der Blutgefalle
auf, denn aktivierte Thrombozyten exprimieren
Oberflachenrezeptoren wie etwa CD-40 und setzen entzlindliche
Chemokine in die Umgebung frei, z.B. RANTES. Dieser reizt T-
Gedachtniszellen, Monozyten, Eosinophile und Basophile.
Thrombozyten interagieren mit entzindeten Endothelzellen und
sezernieren RANTES aus intrazellularen Granula an die Endothel-
Oberflache. Dieser Pathway stellt ein Signal an die Monozyten dar,
sodass diese sich an die geschadigte Zellschicht anlagern. Die
Anderung der Oberflachenbeschaffenheit der Endothelzellen wird
durch IL-1-3 bewirkt, so dass RANTES den Monozyten prasentiert
werden kann. Der Pathomechanismus ist jedoch bis heute noch
nicht vollstandig geklart (Weyrich, 2002). Welt et al. zeigten, dass
der GP-lIb/llla-Rezeptorantagonist Eptifibatide die
Konzentrationen von RANTES und CD-40 signifikant im EDTA-Blut
und Plasma nach PTCA senkt (Welt, 2004). Welchen Effekt

Clopidogrel hat, wurde bisher noch nicht geklart.
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1.4.3. High-sensitive C-reaktives Protein

High-sensitive C-reaktives-Protein ist ein akutes Phasen-Protein.
So wurde kirzlich gezeigt, dass Patienten mit akutem
Koronarsyndrom und instabiler sowie stabiler Angina pectoris
signifikant hohere hs-CRP-Spiegel im Plasma haben als die
entsprechenden Kontrollen, die glattwandige Koronarien aufwiesen
(Nijm, 2005). Nijm et al. untersuchten in der gleichen Studie
weitere Entzuandungsindikatoren, wie etwa die Zytokine Interleukin
1 und
Interleukin 6, die ebenfalls positiv mit dem Geschehen in den
HerzkranzgefaRen korrelierten. Vermutlich handelt es sich um eine
wichtige Interaktion zwischen Thrombozyten und Neutrophilen und
einem pro-inflammatorischen Geschehen bei stabiler und instabiler
Angina pectoris. Weiterhin konnten sie zeigen, dass es aufgrund
dieser Interaktionen zu einer Aggregation der Zellkomplexe kommt.
Aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse vermuten die Autoren
einen engen Zusammenhang zwischen Inflammationsgeschehen
und Thrombosen. Weitere Befunde zeigten einen direkten
Zusammenhang zwischen dem CRP im Serum der Gefafl3ifunktion
der koronaren epikardialen sowie arteriolaren Blutgefale. So
zeigte sich, dass durch den systemischen Entzindungseffekt die
Vasomotorik und somit die endotheliale Funktion geschadigt wird
(Schindler, 2004).

1.4.4. 8-iso-Prostaglandin-F2a als ein in vivo Marker fur
oxidativen Stress

8-iso-Prostaglandin-F2a werden von Zellmembranen gebildet,
durch die Einwirkung von freien Sauerstoffradikalen freigesetzt,
anschlieBend zirkulieren sie im Blut und werden schliel3lich durch
den Urin ausgeschieden. Sie sind Isoprostane und werden durch
freie Radikale aus oxidiertem LDL gebildet, wobei sie chemisch

stabile Substanzen sind.
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Isoprostane zirkulieren als Ester der LDL bei Patienten mit
Hypercholesterinamie (Lawson, 1999), wobei bei Patienten mit
Hypercholesterinamie das LDL-Cholesterin der am hdchsten
positiv korrelierende Parameter fiur oxidativen Stress ist.
Isoprostane sind freie, durch Radikale katalysierte Produkte aus
Arachidonsauren der Lipidperoxidation in vivo und koénnen in
menschlichem Urin mit der Gas-Chromatography-Tandem-Mass-
Spectrometry-Methode gemessen werden. Zusammenfassend ist
die 8-iso-Prostaglandin-F2a-Ausscheidung im Urin ein
unabhangiger und sensitiver
Risikomarker fur die koronare Herzerkrankung, die aquivalent mit
Hypertonus, Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie und erhdhten
hs-CRP Werten im Blutplasma ist (Schwedhelm, 2004). Die
Urinexkretion des Isoprostans 8-iso-prostaglandin-F2a wird somit
fur einen sensitiven Marker fir oxidativen Stress gehalten, der auf
die BlutgefalBe in vivo einwirkt (Caterina, 2002). Diese
Lipidperoxidation wird durch freie Sauerstoffradikale der
Zellmembranen und LDL-Partikel katalysiert. Diese
Zellbestandteile, vor allem aber das 8-iso-Prostaglandin-F2a
initileren eine periphere Vasokonstriktion und eine gesteigerte
Plattchen-Aktivitat (Lawson, 1999). Eine erhdhte Ausscheidung
von 8-iso-prostaglandin-F2a im Urin ist in einigen klinischen
Studien mit kardiovaskularen Risikofaktoren wie Diabetes mellitus
(Davi, 1999), Rauchen (Reilly, 1999) und Hypercholesterinamie
(Reilly, 1998) beobachtet worden. Diese Resultate unterstreichen
die Wichtigkeit der Exkretion des 8-iso-Prostaglandin-F2a als
noninvasiven, quantitativen Parameter fir die Bestimmung des

oxidativen Stresses in vivo.
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Abbildung 3: 8-iso-Prostaglandin-F2a

1.5. Ziele der Untersuchungen und Fragestellung

Die Aktivierung von Thrombozyten spielt fur die arterielle
Thrombusbildung und somit far Akutereignisse bei
atherosklerotischer GefaRerkrankung eine zentrale Bedeutung
(Gawaz, 1999). Bei neu auftretender Angina pectoris und akutem
Koronarsyndrom sind Thrombozyten zum einen am Prozess des
instabilen Plaques des LeitungsgefaRes (Henn, 1998) als auch an
peripherer Mikroembolisation und Vasokonstriktion mit dadurch
bedingter Mikrozirkulationsstoérung beteiligt. Durch die Hemmung
der Thrombozyten-Aggregation mit Acetylsalicylsdure und
Clopidogrel kann diese Anlagerung von Thrombozyten verhindert
werden. Das vorrangige Ziel einer effektiven antithrombotischen
Therapie bei akutem Koronarsyndrom ist es, die intravasale
Thrombusbildung und damit den GefalRverschluss zu verhindern
oder zumindest zu Ilimitieren. Daneben koénnte eine gezielte
antithrombotische Therapie die plattchenabhangige
Vasokonstriktion und Embolisation und damit Stérung der

peripheren  Zirkulation verbessern und die systemische
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Entzindungsreaktion beeinflussen. Trotz Acetylsalicylsaure kommt
es zu weiteren atherothrombotischen Ereignissen. Auf der Suche
nach einer additiven Therapie stield man auf Clopidogrel, welches
symbiotische Effekte auf die Thrombozyten-Aggregation aufweist.
Zudem ist bekannt, dass Clopidogrel systemisch
antiinflammatorische (Molero, 2005; Quinn, 2004) Effekte aufweist.
Bisher ist nicht bekannt, ob die Aggregationshemmung mit
Clopidogrel auch einen positiven Effekt auf die Endothel-Funktion
der Mikrozirkulation besitzt oder eine Thrombozyten-Endothel-
Interaktion positiv beeinflusst.

Zur Untersuchung dieser Frage wurde die endothel-vermittelte und
nicht-endothel-vermittelte GefaRfunktion am Unterarm - wie schon
in vorausgegangenen Studien - mit Hilfe der Venenverschluss-
Plethysmographie gemessen. Diese erlaubt die Messung des
Blutflusses und des arteriolaren Stromungswiderstandes in einem
vom Gesamtorganismus funktionell isolierten GefalRbett mit der
Moglichkeit selektiver Applikation diverser vasoaktiver
Testsubstanzen und Pharmaka. Dabei kann das Verhalten der
Unterarmarteriolen als reprasentativ fir das gesamte arteriolare
GefalRbett angesehen werden. Primarer Endpunkt der
gegenwartigen Studie war es festzustellen, ob bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung durch eine Kombinationsbehandlung
von Clopidogrel zusatzlich zu Acetylsalicylsaure die endothel-
vermittelte Vasodilatation und NO-Bioverfugbarkeit verbessert
werden kann. Sekundarer Endpunkt der gegenwartigen Studie war
es, durch die Messung von Blut -und Urin-Parametern in vivo die
zusatzliche Wirkung von Clopidogrel zu Acetylsalicylsaure auf

Inflammation und oxidativen Stress zu untersuchen.
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[I. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

In die prospektive Studie wurden Patienten eingeschlossen, die in
der Kardiologischen Abteilung des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf mit einer symptomatischen koronaren Herzerkrankung
vorstellig wurden. Die Einschlusskriterien waren eine
dokumentierte, stabile Angina pectoris sowie eine tagliche
Therapie mit 100 mg Acetylsalicylsdure. Die koronare
Herzerkrankung wurde definiert durch einen Myokardinfarkt in der
Anamnese, angiographisch nachgewiesener mindestens 50%iger
Stenose oder bereits durchgeflihrter kardialer Re-Vaskularisierung.
Die Ausschlusskriterien waren instabile Angina pectoris,
Herzinsuffizienz ab Stadium Il nach NYHA, schwerer arterieller
Hypertonus, Myokardinfarkt vor weniger als acht Wochen,
bekannter Unvertraglichkeit oder Kontraindikationen gegen eine
der vasoaktiven Substanzen, Defekte der Blutgerinnung,
signifikante endokrine, hepatische, nephrologische oder
inflammatorische Erkrankungen, Morbus Raynaud, Alkoholismus,
Alter unter dreilBig oder Uber funfundsiebzig Jahren, Fehlen der
Geschaftsfahigkeit oder Schwangerschaft und ferner Teilnahme an
einer anderen Studie. Vasoaktive Medikationen inklusive Calcium-
Kanalblocker, Betablocker, ACE-Inhibitoren und lang wirksame
Nitrate wurden langer als vierundzwanzig Stunden vor Beginn der
vasoaktiven Messungen pausiert. Keiner der Patienten erhielt
Thienopyridine oder Glykoprotein-llb/llla-Rezeptoranta-gonisten
vor Studieneinschluss. Die Studie wurde von der Ethik-Kommission
der Hamburger Arztekammer gepriuft und genehmigt. Alle
Teilnehmer in der Studie gaben lhre schriftliche

Einverstandniserklarung.
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2.2. Studienprotokoll

Die Studie war eine randomisierte, placebo-kontrollierte, parallel
gefuhrte Studie in der die Patienten in einer 3:1 Randomisierung
entweder doppelte Thrombozyten-Aggregationshemmung mit ASS
und Clopidogrel oder eine Thrombozyten-Aggregationshemmung
mit ASS und Placebo verordnet bekamen. Clopidogrel wurde mit
einer Aufsattigungsdosis von 300mg gestartet und einer
Erhaltungsdosis von 75mg/die fortgesetzt. Andere Medikamente
der Patienten, inklusive Aspirin® wurden unverandert weiter
genommen. Kardiovaskulare Medikamente wie Calcium-
Kanalblocker, ACE-Hemmer und AT1-Antagonisten waren nur
erlaubt, wenn sie Dbereits seit mindestens zwei Monaten
unverandert eingenommen wurden. Wahrend der Studie wurde die
Dosierung nicht geandert. Auch die Therapie mit einem Statin
wurde nicht neu begonnen oder wahrend der Studie verandert. Die
vaskulare Endothel-Funktionsprifung wurde zum Zeitpunkt der
Randomisierung sowie nach einem funfwdochigen Follow Up

durchgeflhrt.
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2.3. Untersuchungsmethodik der Endothel-Funktions-

prufung

Die Untersuchungen wurden, wie in vorhergehenden Studien
beschrieben, am Unterarm mit Hilfe der Venenverschluss-
Plethysmographie durchgefiuhrt, welche eine Messung des
Blutflusses und des arteriolaren Stromungswiderstandes in einem
regionalen Gefallbett erlaubt. (Heitzer, 2001) Unter
Lokalanasthesie wurde am liegenden Patienten unter sterilen
Bedingungen ein Polyathylen-Katheter von 0,9mm Durchmesser in
die A. brachialis des nichtdominanten Armes eingefuhrt. Der Arm
wurde etwas uber Vorhofniveau gelagert und ein Quecksilber-
Dehnungsstreifen (Hokanson Inc., Bellevue, Washington, USA) um
den gréflten Umfang des Unterarms gelegt. Der
Dehnungsmessstreifen wurde Uber eine fur diesen Zweck
konstruierte Wheatstone'sche Bricke und den entsprechenden
Brickenverstarker an ein digitales Datenaufzeichnungssystem
(Mac Lab. R, AD Instruments Ltd., Hastings, UK) angeschlossen.
Zur Flussmessung wurde zunachst die Handdurchblutung durch
Aufblasen einer Blutdruckmanschette am Handgelenk auf einen
suprasystolischen Druck voribergehend unterbunden. Dann wurde
eine Manschette am Oberarm durch ein spezielles
Kompressorsystem (Hokanson Inc., Bellevue WA, USA) far funf
Sekunden auf 40mmHg aufgeblasen und wieder abgelassen. Die
durch den vendsen Einstrom resultierende Zunahme des
Unterarmumfanges wahrend der Okklusionsphase wird durch den
Dehnungsmessstreifen erfasst. Uber eine Wheatstone sche Briicke
wird die Widerstandsanderung registriert und in eine
Signalspannung umgewandelt. So wird direkt die Durchblutung des
Unterarmes in ml/100 ml/Min. Unterarmgewebe/Min.
wiedergegeben. Der Mittelwert aus zehn Messzyklen ergibt einen

Messpunkt.
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Abbildung 4:
Beispiel einer Unterarmflussmessung. Links basaler Blutfluss unter Kochsalzlosung 0,9%

(3,04ml/min/100ml). Rechts stimulierter Fluss unter Nitroprussid-Natrium 10 pg/min (15,2 ml/min/100 ml).

2.3.1. Ablauf der Unterarmflussmessung

Alkohol, Nikotin und Tabletteneinnahme wurden zw6If Stunden vor
der Untersuchung untersagt. Ca. dreiBig Minuten nach Platzieren
des arteriellen Katheters (Grofle 20 G) in die A. brachialis im
Untersuchungsraum erfolgte die Messung unter
Ausgangsbedingungen. Dazu wurde Uber die arterielle Kandlle
mittels Infusionspumpen (Braun Melsungen) physiologische
Kochsalzlésung mit einem Fluss von 1,66 ml/Min. infundiert.
Danach erfolgte die Flussmessung unter Infusion der vasoaktiven
Testsubstanzen bei konstanter Flussrate von 1,66 ml/Min. Die
Reihenfolge der Infusion von Acetylcholin und Nitroprussid-
Natrium erfolgte randomisiert. Alle zehn Minuten wurde die Dosis
gesteigert, die Flussmessung erfolgte jeweils von der vierten bis
siebten Minute jeder Dosisstufe. Nach der Maximaldosis der
jeweiligen Substanz wurde eine Auswaschphase mit NaCl bis zum
Erreichen des Ruheflusses eingehalten. Nach funf Wochen erfolgte
eine  Kontrolluntersuchung der endothel-abhangigen sowie
endothel-unabhangigen GefalRfunktion, der Ablauf erfolgte wie bei
der ersten Gefalfunktionsprifung. Blutabnahmen und

Urinentnahmen zu den Zeitpunkten der GefalRfunktionsprufung

26



Material und Methoden

sollten zusatzliche Informationen Uber inflammatorische Parameter

sowie oxidativen Stress ergeben.

Abbildung 5:
Foto einer Unterarmflussmessung. Am gelagerten Unterarm des liegenden Patienten befindet sich die

Blutdruckmanschette, die automatisch aufgepumpt wird, distal davon liegt der arterielle Katheter mit
einem Infusionsschlauch. Am Unterarm im Bereich des gréten Umfangs ist der mit Quecksilber gefiillte
Silikonschlauch zu sehen. Am Handgelenk befindet sich die Kinderblutdruckmanschette zur
Unterbrechung der Handzirkulation.

2.3.2. Vasoaktive Testsubstanzen

Die Dosierung der Testsubstanzen entsprach den anderen
Publikationen  friherer Arbeiten und den von anderen
Arbeitsgruppen verwendeten etablierten Dosis-Wirkungs-Bereichen
(Fitschlerer, 2000; Heitzer, 2001; Heitzer, 2003). Folgende
Substanzen wurden infundiert:

Acetylcholin (ACH/Farmigea S.P.A.) als endothel-abhangiger
Vasodilatator. Nach Stimulation von Acetylcholin-Rezeptoren am
Endothel kommt es u.a. zur Freisetzung von Stickstoffmonoxid
(NO). NO diffundiert zur glatten GefalRmuskelzelle und bewirkt
uber eine direkte Stimulation der Guanylcyclase eine
Verminderung der intrazelluldaren Calcium-Konzentration und

daruber eine Relaxation der glatten Gefalmuskulatur mit
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konsekutiver Vasodilatation. Die dadurch erreichte Vasodilatation
gibt also Aufschluss uber die
Fahigkeit des Endothels zur NO-Freisetzung. Dosisstufen:
7,5+15+30 pg/Min.

Nitroprussid-Natrium (NPN/Schwarz-Pharma), als ein NO-Donor,
welcher unabhangig vom Endothel durch direkte Stimulation der
Guanylcyclase der glatten Gefallmuskulatur eine Vasodilatation
bewirkt. Dosierung: 1,3 und 10 ug/Min.

Mono-Methyl-L-Arginin (L-NMMA/Calbiochem), als ein direkter
Inhibitor der NO-Synthase. Damit lasst sich der NO-vermittelte
Anteil des Blutflusses indirekt bestimmen. Dosisstufe: 16
Mumol/Min. Diese Dosis bewirkt eine komplette NO-Inhibierung.

Die Substanzen wurden durch Anmischung mit NaCl kurz vor der
Infusion frisch zubereitet. Zeitgleich mit einer vaskularen
Endothel-Funktionsmessung wurden den Patienten Blut- und

Urinproben entnommen.
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Abbildung 6:

Schemata der Infusionsregime: endothelabnangige Vasodilatation, endothelunabhangige Vasodilatation
und Hemmung der NO-induzierten Blutflusssteigerung: L-NMMA 16 pmol/min plus Acetylcholin (ACH)
7,5-15-30 pg/min
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2.4. Labortests der Blut- und Urinproben

Bei allen Patienten erfolgte die Blut- und Urinentnahme zum
Zeitpunkt der Randomisierung und funf Wochen spater. Blut wurde
nach einer venosen Punktion entsprechend dem klinisch-
chemischen Parameter in EDTA- oder Citratplasma-Standarprobe-
entnahmeréhrchen abgenommen, auf Eis kihl gelegt und sofort bei
4°C mit 4000 Umdrehungen fur vierzehn Minuten zentrifugiert, der
Uberstand in 1,8 ml Kryotubes pipettiert und anschlieRend bei -20°
Celsius eingefroren, bis die Proben endglltig vermessen wurden.
Aus EDTA-Plasma wurden CD-40-Liganden (CD 154), aus
Citratplasma das hochsensible CRP (hs-CRP) sowie die RANTES
mit kommerziellen sandwich-enzym-linked-immuno-sorbent-assays
(sandwich-ELISA)  bestimmt. Mittelstrahlurin ~ wurde  durch
Spontanmiktion gewonnen und in Polypropylenbechern, die 1mm
5-hydroxy-tempo- und Ethylendiamintetraaceticsaure (EDTA)
enthielten, gesammelt. Der Becherinhalt wurde in 5 ml Réhrchen
pipettiert und zunachst bei -20°C und spater bei -80°C bis zur
endgultigen Metaboliten-Bestimmung asserviert. In den Urinproben
wurden 8-iso-Prostaglandin-F2a und deren Metaboliten, das 2,3-

dinor-5,6-dihydro-8-iso-prostaglandin-F2a gemessen.

2.4.1. Testprinzip des hs-CRP (Tina-quant®): C-reaktives
Protein hoch sensitiv (Roche/ Hitachi)

Es handelt sich um einen immunologischen Trubungstest zur
quantitativen in vitro Bestimmung von CRP in Humanplasma mit
einem klinisch-chemischen Analyseautomaten. Der Labortest
basiert auf dem Prinzip des immunologischen Agglutinationstestes
mit Reaktionsverstarkung durch Latex (ELISA). Der Messbereich
befindet sich zwischen 0,1-20 mg/l. Die Einheit ist in mg/l

angegeben.
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2.4.2. Human soluble CD-40-ligand immunoassay (Quantikine®)
Es wurde eine quantitative Bestimmung der I[6slichen CD-40-
Liganden-Konzentration im EDTA-Blut durchgefihrt. Der Test
basierte auf einer gewdhnlichen kommerziellen quantitativen
Sandwich-Enzyme-Immunoassay-Technik. Die Einheit ist ng/ml.

Der Messbereich befindet sich zwischen 0,05-7 ng/ml.

2.4.3. Human RANTES immunoassay (Quantikine®)

Die humanen RANTES wurden aus Plasmaproben gemessen, wie
bei den CD-40-Liganden handelt es sich um einen herkdmmlichen
ELISA. Die Einheit ist pg/ml. Der Messbereich befindet sich
zwischen 0-7500 pg/ml.

2.4.4. Plasma NOx-Konzentrationen

Die Plasmakonzentrationen des NOx wurden mit kolometrischen
assaykit gemessen, die die totale Nitrit/Nitratkonzentration in zwei
Schritten gemessen haben (Cayman Chemical, USA). Der

Messbereich befindet sich zwischen 10-50 mg/I.

2.4.5. Spektrometrische Quantifizierung des 8-iso-
prostaglandins F2a und seines Metaboliten 2,3-dinor-5,6-
dihydro-8-iso-prostaglandin F2ea in menschlichem Urin

Um die Quantifizierung des Isoprostans und seines Metaboliten
durchfihren zu konnen, wurde zunachst die high-performance-
liquid-chromatography und danach die Dunnschicht-Chromato-
graphie angewendet. Aufgrund der Kombination der beiden
Methoden wird die Bestimmung am zuverlassigsten aus dem
menschlichen Urin erlaubt (Tandem-Methode).

Biologische Proben: Urin wird aus einer Spontanmiktion von
gesunden Erwachsenen gewonnen und in Polypropylenbechern
gesammelt und sofort mit 1mM5-hydroxy-tempo (HTMP) und

Ethylenediaminetetrasaure versetzt. Der gesammelte Urin wird in
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5 ml-GefalRe pipettiert und bei -20°C tief gefroren. Der Kreatinin-
Wert wird spektrophotometrisch mit einer automatischen
Messmaschine bestimmt (Beckmann, Galway, Ireland). Die Einheit
der |Isoprostane ist in pg/mg Kreatinin beschrieben, der

Messbereich befindet sich zwischen 100-900 pg/mg.

2.5. Statistische Analyse

Der primare Endpunkt der Studie war der Effekt von Clopidogrel
verglichen mit Placebo auf die endotheliale Funktion, gemessen in
der Antwort auf die Infusion von Acetylcholin Uber den
intraarteriellen Katheter mit und ohne L-NMMA-Inhibition.
Basierend auf vorherigen Studien kalkulierten wir die
Probandenzahl mit einer Power von 90% und einem
Signifikanzniveau von 0,05. Veranderungen der Exkretion von 8-
Isoprostan-F2 war der sekundare Endpunkt der Studie. Alle
erhobenen Daten wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf
Normalverteilung uberpraft. Normal verteilte Daten wurden als
Mittelwerte *+ SEM dargestellt und mit dem ungepaarten oder
gepaarten t-Test statistisch analysiert. Nicht normal verteilte
Daten, dargestellt als Median mit Interquartilsabstanden, wurden
zunachst mit dem Wilcoxon's-Rank-Test fur gepaarte Proben und
spater mit dem Mann-Whitney-U-Test far ungepaarte Proben
analysiert. Alle Laborparameter wurden so statistisch untersucht.
Unterarmflussmessungen, die durch Ach, SNP oder L-NMMA
stimuliert wurden, wurden als Mittelwerte dargestellt. Um die
Unterschiede des gesamten Dosis-Antwort-Verhaltnisses bei Ach,
SNP und L-NMMA wunter ASS und Placebo sowie ASS und
Clopidogrel zu vergleichen, wurde der ANOVA flar wiederholte
Messungen gewahlt. Danach wurde eine Korrektur nach Bonferroni
fur wiederholte Messungen durchgefuhrt. Wir berechneten in einer
statistischen Analyse die Flache unter der Kurve (AUC) der
Unterarmblutflusskurven auf Acetylcholin, L-NMMA und SNP.
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Anschlieend analysierten wir diese Blutflusskurven durch einen
T-Test fur verbundene sowie unverbundene Stichproben.
Normalverteilte Daten wurden in Mittelwerten dargestellt.
Basierend auf vorherigen Studien kalkulierten wir die
Studienkollektivgrole mit einer Power von 90% und einem
Signifikanzlevel von p <0,05, sodass wir Delta mit 0,9 festsetzen.
Die erhobenen Daten der Unterarmflussmessungen unterliegen
einer Normalverteilung. Der Wert von p <0,05 wurde als statistisch
signifikant festgesetzt. Fur die statistische Analyse sowie die
dargestellten Abbildungen wurde die Software SPSS Version 13.0
(SPSS, Inc., Chicago, Illinois) benutzt. Unterschiede der
verschiedenen Parameter wurden im Vergleich von ASS und
Placebo mit Kombinationstherapie ASS und Clopidogrel auf
statistische Signifikanz Uberprift. Dazu nahmen wir den Wilcoxon-
Test fur gepaarte und den Mann-Whitney-U-Test fir ungepaarte
Stichproben. Ebenfalls getestet  wurde die statistische
Strukturgleichheit der Behandlungsgruppen. Der Wert von p <0,05

wurde als statistisch signifikant festgesetzt.
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[1l. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

In die prospektive Studie wurden 113 Patienten eingeschlossen,
die im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf zur weiteren
Evaluierung und Behandlung einer bereits bekannten koronaren
Herz-erkrankung vorstellig wurden. Durch 3:1 Randomisierung
ergaben sich zwei Gruppen von Patienten. Alle Patienten standen
unter einer Dauertherapie mit Acetylsalicylsaure 100mg. Neun
Probanden mussten aus der Studie ausgeschlossen werden, da sie
im funfwdchigen Follow Up eine Beschwerdeprogredienz erlitten
und einer weiteren Abklarung und anschlieRender Ballondilatation
mit Stent-Implantation unterzogen werden mussten. Ein Patient
entzog nach der Untersuchung sein Einverstandnis bezuglich der
Untersuchung, sodass er aus der Studie ausgeschlossen werden
musste. 103 Patienten haben wir in unsere abschlielenden
Auswertungen einbeziehen konnen und die Ergebnisse im
Folgenden dargestellt. Es gab keine signifikanten Unterschiede in
den Ausgangsvoraussetzungen beider Gruppen (Tabelle 1). Die
Vormedikation beider Gruppen war vergleichbar und wurde
abgesehen von der Thrombozyten-Aggregationshemmung wahrend
der Studiendauer nicht  verandert. 77 Patienten mit
symptomatischer Angina pectoris, die eine Aufsattigungsdosis von
300mg Clopidogrel erhielten und anschlieBend funf Wochen mit
Clopidogrel 75mg zusatzlich zu ASS 100mg therapiert wurden.

26 Patienten mit symptomatischer Angina pectoris, die zum
Zeitpunkt der Randomisierung der Kontrollgruppe zugeteilt wurden
und fur die folgenden funf Wochen mit Placebo therapiert wurden.
Diese Patienten nahmen unverandert ihr ASS 100mg weiter ein

und bekamen kein Clopidogrel.
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3.1.1. Klinische Daten der untersuchten Patienten

Alter, LDL, HDL und BMI weisen ein p >0,05 auf und unterliegen
somit einer Normalverteilung, die nominalen Daten (Hypertonus,
Nikotinabusus, Diabetes, ASS-Therapie, HMG-CoA-Reductase-
hemmer und MVD) sind signifikant <0,05 im Kolmogorov-Smirnov-

Test und unterliegen somit keiner Normalverteilung.

p ASS + p ASS +
Clopidogrel Placebo
(n=77) (n=26)
Alter 1,0 64+4 1,0 653
BMI 0,579 258+ 0.5 0,592 26.1+6
(kg/m?)
Hypertonus 0,872 34 (44) 0,871 12 (46)
Raucher 0,933 29 (38) 0,932 8 (31)
n (%)
Diabetes mellitus 0,918 18 (23) 0,917 6 (23)
n (%)
Cholesterin 188 +7 189+8
(mg/dl)
LDL 0,679 110.7 £ 4 0,69 11216
(mg/dl)
HDL 0,127 53+2 0,101 554 +2
(mg/dl)
TG 0,871 163.3+9 0,883 165+ 9
(mg/dl)
Betablocker 0,421 56 (73) 0,437 20 (77)
n (%)
ACE-Hemmer/ 0,874 46 (60) 0,873 16 (62)
AT1-Blocker
Ca-Antagonist 0,709 16 (21) 0,697 6 (23)
n (%)
Aspirin 1,0 77 (100) 1,0 26 (100)
n (%)
HMG-CoA- 0,855 57 (74) 0,933 20 (77)
Reductase-Hemmer
n (%)
Multivessel disease 0,539 36 (47) 0,539 10 (39)
n (%)
Tabelle 7:

Die Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt oder n (%). BMI beschreibt
den Body-Maf3-Index; ACE-Hemmer meint Angiotensin-Converting-Enzym-Inhibitoren und AT-
1-Blocker die Angiotensin-1-Rezeptor-Antagonisten.
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Statistische Relevanz wurde mit dem t-Test fur normal verteilte
Variablen und mit dem Mann-Whitney-U-Test fur nicht normal

verteilte Variablen errechnet.

3.2. Beeinflussung der Endothel-Funktion

3.2.1 Beeinflussung bei Patienten mit Acetylsalicylsdure und
Clopidogrel

Der primare Endpunkt der Studie war der Effekt von Clopidogrel
verglichen mit Placebo auf die endotheliale Funktion, gemessen in
der Acetylcholin-Reaktion mit sowie ohne L-NMMA-Inhibition der
NO-Synthase.

Zu Beginn der Untersuchungen zeigten sich vergleichbare
Unterarmblutflisse, namlich 3 ml/100mI/Min., in beiden

Untersuchungsgruppen.
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Abbildung 8:

Die Abbildung zeigt Patienten mit Angina pectoris unter der Kombinationstherapie ASS mit
Clopidogrel und dem erzielten Effekt auf die endothel-abhangige Vasodilatation mit
Acetylcholin in der Unterarmflussmessung, sowie die Stimulation des Endothels durch Mono-
Methyl-L-Arginin (L-NMMA) und Acetylcholin.
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In Abbildung 8 ist die endothel-abhangige Blutflusssteigerung nach
funfwochiger Therapie mit ASS und Clopidogrel dargestellt. Die
schwarz ausgefullte Graphierung der Abbildung zeigt die Reaktion
des Unterarmblutflusses auf Acetylcholin und L-NMMA.

Der ACH-stimulierte Blutfluss ist nur bei der Patientengruppe
signifikant angestiegen, die mit ASS und Clopidogrel behandelt
worden war (Abb. 8). Bei der anderen Patientengruppe, die mit
ASS und Placebo fur fuinf Wochen behandelt worden war, ist keine
signifikante Blutflusssteigerung nach Infundierung gefaRwirksamer

Substanzen zu erkennen.
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Abbildung 9:

Es stellt sich der endothel-unabhangige Unterarmblutfluss auf Nitroprussid-Natrium bei
Patienten, gezeigt sind Mittelwerte, dar. Es zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der
Blutflisse nach der finfwdchigen Therapie in den Gruppen mit ASS und Clopidogrel nach
funfwochiger Behandlung.
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3.2.2. Ergebnisse der Gruppe mit ASS und Placebo

Es wurden die Resultate der Baseline mit den Ergebnissen aus
dem Follow Up nach funf Wochen Therapie mit ASS und Placebo
im ANOVA fir wiederholte Messungen miteinander verglichen. Es
zeigte sich keine signifikante Verbesserung des
Unterarmblutflusses unter einer Therapie mit ASS und Placebo in

ansteigenden Dosisstufen des Acetylcholins.
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o
S 15 A
Ny —A— L-NMMA+Ach
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T
5 _
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0 7,5 15 30
Acetylcholin (ug/min)
Abbildung 10:

Es stellt sich die Wirkung der Kombinationstherapie von ASS und Placebo auf die Funktion der
Unterarmarteriolen nach Stimulation mit der endothel-abhéngigen Gefal¥funktionsprifung mit
Acetylcholin dar. Es ist keine signifikante Verbesserung des Blutflusses in der A. brachialis
durch Dosissteigerung des Acetylcholins nachweisbar, eine signifikante Verbesserung der
Endothel-Funktion zu Beginn der Therapie (Baseline) sowie nach flinfwochiger Einnahme von
ASS und Placebo (Treatment) ist nicht nachzuweisen. Im unteren Teil der Abbildung ist der
endothel-abhangige Blutfluss nach flinfwochiger Therapie mit ASS und Placebo dargestellt,
gezeichnet sind Mittelwerte, die Stimulation des Endothels als direkte Gefalireaktion auf den
NO-Inhibitor L-NMMA in Kombination mit Acetylcholin von Patienten unter Therapie mit ASS
und Placebo. Es zeigten sich keine Veranderungen des Blutflusses vor und nach der
Behandlung mit ASS und Placebo. In der statistischen Analyse der Area under the curve zeigte
sich ebenfalls keine signifikante Verbesserung (AUC 77118 vs. 84+16).
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Abbildung 11:
Endothel-unabhéngige  Stimulation durch  Nitroprussid-Natrium, dem  NO-Synthase

unabhangigen Gefalidilatator vor und nach funfwochiger Therapie mit ASS und Placebo. Es ist
keine Verbesserung des Unterarmblutflusses nach der funfwochigen Therapie mit ASS und
Placebo erkennbar. Die Darstellung erfolgte mit Mittelwerten.

Sekundare Endpunkte der Studie waren Veranderungen der
Blutparameter hs-CRP, CD-40-Liganden, RANTES sowie die

Ausscheidung von 8-1so-Prostaglandin-F2a:
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3.3.Effekte auf die biochemischen Parameter
3.3.1. Wirkungen auf das hs-CRP

10 -
p<0,01
mg/l
8 1 -T —
6 —]
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| ——
2 —
Baseline Follo'w up Baseline Follow up
ASS+Placebo ASS+Clopidogrel
Abbildung 12:

Veranderungen der Konzentration des hs-CRP im Plasma bei Patienten mit ASS und Placebo
vs. Patienten mit ASS und Clopidogrel, es handelt sich um Median, Interquartilsabstédnde, und
Extremwerte; p <0,01.

Nach einem funfwoéchigen Behandlungsintervall war das hs-CRP
signifikant reduziert bei Patienten unter Kombinationstherapie mit
ASS und Clopidogrel (p <0,01), in der Vergleichstherapie zeigte
sich keine signifikante Verbesserung (p=0,57). Es wurde der
Wilcoxon-Test fur gepaarte Stichproben durchgefuhrt. Auch im
Vergleich der Gruppen zwischen ASS und Placebo und ASS und
Clopidogrel vorher (p=0,827) bzw. ASS und ASS und Clopidogrel

nachher (p=0,004) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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3.3.2. Auswirkungen auf sCD-40-Liganden

03 T p<0,05
ng/ml

0,2 T

L —
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Baseline Follow up

Abbildung 13:

Es stellen sich Veranderungen der Plasmaspiegel fir sCD-40-L bei Patienten mit ASS/Plavix
vs. Patienten mit ASS und Clopidogrel Vergleichs-(n=26) bzw. Kombinationstherapie (n=76)
auf die CD-40-Ligandenkonzentration im EDTA-Blut (ng/ml) dar. Gegeben sind Median,
Interquartilsabstande und Extremwerte.

Nach der funfwdchigen Kombinationstherapie mit ASS und
Clopidogrel fiel die sCD-40L-Konzentration signifikant ab (p
<0,05), die Behandlung mit ASS und Placebo bewirkte keine
signifikanten Veranderungen der Blutkonzentration (p=0,374). Eine
vergleichende Statistik im Mann-Whitney-U-Test mit den Anfangs-
und End-gruppen ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen

beiden Kollektiven zu Beginn der Studie (p <0,05) und zu
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Studienabschluss zwischen beiden Patientengruppen
untereinander (p <0,05).

3.3.3. Effekte auf RANTES
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Abbildung 14:

Veranderungen der Plasmakonzentrationen von RANTES bei Patienten mit ASS und Plavix vs.
Patienten mit ASS und Clopidogrel. Gegeben sind Mediane mit Interquartilsabstanden
Ausreifder und Extremwerte.

Nach der funfwoéchigen Standardtherapie mit ASS und Placebo
zeigte sich keine signifikante Veranderung der RANTES-Konzen-
tration im Blut des Kontrollkollektivs (p=0,667).
In der Kombinationstherapie hingegen beobachteten wir eine

signifikante Verminderung des Parameters im Plasma (p<0,01).
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3.3.4. Auswirkungen auf die NOx-Konzentration
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Abbildung 16:
Es stellt sich die NOx-Konzentration der Patienten dar, die mit ASS sowie Clopidogrel
behandelt worden waren. Die NOx-Verfugbarkeit ist signifikant verbessert.

3.3.5. Isoprostane im Urin

Die Eingangsgruppen beider Patientenkollektive zeigten keine
signifikant gleiche Exkretion des Isoprostans (p=0,924),
wohingegen gegen Ende der Studie die Exkretion des Isoprostans
im Urin der beiden Patientenkollektive nicht mehr signifikant

unterschiedlich war (p <0,001).

42



Ergebnisse

800 —]

T p<0,01
700 —
600 —|
500 T

£

S 400 - |—

@© ;

o

¥

(@]

£ 300 —

ES)

Q —
200 —| l
100 —

Baseline Follow up Baseline Follow up
ASS+Placebo ASS+Clopidogrel

8-iso-prostaglandin F,

800 - ——*—

£ o

c 700 A

S 600 - o C§ !

o Se o

Q 500 A 088 ® ®

G’ -

2 400 —%— ..é‘.

o 300 1 oo og® %

o o
=
100 -

baseline follow -up baseline follow -up
ASA + Placebo ASA + Clopidogrel

Abbildung 17+18:

Diese Abbildungen erlautern die Ausscheidung des Isoprostans 8-lso-Prostaglandin-F2a
(pmol/mmol Kreatinin) im Urin beider Patientengruppen. Gegeben sind Median,
Interquartilsabstdnde und Extremwerte.
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V. Diskussion

4.1. Endothelabhangige Vasodilatation, und Interaktion

mit Thrombozyten

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass eine ADP-Rezeptor-
blockade der Thrombozyten durch Clopidogrel positive Effekte auf
die systemische NO-Bioverfugbarkeit bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit bewirkt. Diese Befunde unterstitzen das Konzept,
dass abnorme Thrombozyten-Endothel-Interaktionen entscheidend
zur endothelialen Dysfunktion beitragen. Es mehren sich die
Hinweise, dass Thrombozyten-Aktivierung und- Aggregation nicht
nur Initiatoren des akuten Koronarsyndroms sind, sondern auch
eine wesentliche Rolle im Entzindungsgeschehen und Endothel-
Lasionen einnehmen. Thrombozyten-Expression gekoppelt mit
inflammatorischen Mediatoren induziert die endotheliale
Aktivierung und Sekretion von Zytokinen, sodass sich ein akutes
lokales  Entzuandungsgeschehen entwickelt (Malat, 2002).
Interessanterweise konnte kurzlich gezeigt werden, dass dieses
lokalisierte Entzindungsgeschehen eine verschlechterte endothel-
abhangige Vasodilatation in der menschlichen mikrovaskularen
Zirkulation bedingt (Hingorani, 2000). In atherosklerotischen
Koronarien sind sowohl die basale als auch die stimulierte
Freisetzung von NO vermindert (Chester, 1990). Das bedeutet
aber auch, dass die hemmende Wirkung von NO auf die
Thrombozyten-Aggregation bei diesen Patienten reduziert ist.
Endothel-Dysfunktion und verminderte NO-Bioverfugbarkeit, wie
sie bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit vorkommen,
pradisponieren offenbar zu unglinstigen Wechselwirkungen
zwischen Endothelzellen und Thrombozyten sowie mit gestorter
Thrombozyten-Aktivierung und gesteigerter Vasokonstriktion. Die
endotheliale Dysfunktion ist durch eine verminderte

Bioverflugbarkeit von NO charakterisiert und beschreibt das erste
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messbare Korrelat fur das Fruhstadium einer Atherosklerose.
Die pharmakologische Hemmung der GP-lIb/llla-
Rezeptorenaktivierung der Thrombozyten inhibiert nicht nur die
Thrombozyten-Aggregation, sondern reduziert auch das
inflammatorische Geschehen wahrend eines akuten
Koronarsyndroms (Lincoff, 2001). Zudem zeigten kurzlich
veroffentlichte Ergebnisse einen positiven Effekt durch die GP-
IIb/llla-Rezeptorenhemmung auf die endotheliale Funktion und
NO-Bioverfugbarkeit (Heitzer, 2003; Warnholtz, 2005). Dieser
Sachverhalt lasst sich durch zahlreiche Interaktionen zwischen den
Endothelzellen und den Thrombozyten erklaren. So wird
beispielsweise das NO von den Thrombozyten, aber auch den
Endothelzellen selbst gebildet. Ferner werden Thrombozyten durch
Substanzen gehemmt, die von den Endothelzellen produziert und
in das flieBende Blut sezerniert werden. Zu diesen gehéren die
vasodilatatorisch wirkenden Substanzen Prostacyclin sowie NO.
ADP und ATP, aus aktivierten Thrombozyten freigesetzt, fuhren
zur arteriellen Vasodilatation. Thromboxan-A2, Serotonin (Cohen,
1995) oder freie Sauerstoffradikale (Houston, 1986) werden
ebenso von Thrombozyten gebildet, fiUhren aber bei gestorter
Endothel-Funktion oder Entfernung des Endothels (Furchgott,
1980) zu einer Vasokonstriktion. AuRerdem gibt es einige Faktoren
im flieRenden Blut, die sich auf die Thrombozyten-Aggregation
direkt wie auch indirekt auswirken. Zu diesen gehdren
beispielsweise VvWF, tissue-type-Plasminogen-Activator (t-PA),
Plasminogen-Activator-Inhibitor (PAIl-1) u.a. (Gawaz, 2004). Dem
ist zu entnehmen, dass es bei der vollen Funktionsfahigkeit des
Endothels auf eine ausgeglichene Funktionsweise der genannten
Mediatoren ankommt. Existiert ein Ungleichgewicht dieser
vasokonstriktiv und vasodilatatorisch wirkenden Substanzen, so

bildet sich eine Stérung des Systems aus, die vasokonstriktorisch

45



Diskussion

wirkende Komponente kann Uberwiegen und es kommt zu einer
endothelialen Dysfunktion.

Clopidogrel ist ein Thienopyridin, das durch die Hemmung des
Adenosin-Diphosphatrezeptors wirkt, und das sich bereits durch
positive Effekte bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom
ausgezeichnet hat (Mehta, 2001). Kdrzlich  konnte in
experimentellen Studien gezeigt werden, dass Clopidogrel auch
anti-inflammatorische Effekte aufweist (Hermann, 2001; Molero,
2005). Ob durch den Einsatz von ADP-Rezeptorantagonisten die
Endothel-Funktion auch unabhangig von Thrombusbildung und
Koronarinterventionen verbessert werden kann und welche
Mechanismen diesem zugrunde liegen, ist bis zum jetzigen
Zeitpunkt noch ungeklart.

Mit den vorliegenden Ergebnissen kdnnen wir zeigen, dass die
Acetylcholin-induzierte endothel-abhangige Vasodilatation
peripherer WiderstandsgefaRe bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung durch die Gabe von ADP-Rezeptorantagonisten
signifikant gesteigert werden kann. Da durch Acetylcholin-Infusion
auller NO auch andere Vasodilatoren wie Prostacyclin und EDHF
aus dem Endothel freigesetzt werden, wurde zusatzlich der Effekt
einer selektiven NOS-Inhibierung mit L-NMMA untersucht. Damit
lasst sich prufen, welcher Anteil an der gesamten Acetylcholin-
induzierten Blutflusszunahme durch NO vermittelt wird. Nach der
Kombinationsbehandlung mit Acetylsalicylsaure und Clopidogrel
kam es wahrend der Infusion von L-NMMA zu einer deutlich
starkeren Hemmung der Acetylcholin-stimulierten Vasodilatation.
Somit ist der beobachtete positive Effekt auf die endothel-
abhangige Vasodilatation zum grollen Teil auf eine gesteigerte
NO-Bioverfugbarkeit zurickzufihren. Kirzlich konnten wir zeigen,
dass die akute Blockade von GP-lIb/llla-Rezeptoren die
endotheliale Funktion und Bioverfugbarkeit von NO bei Patienten

mit koronarer Herzerkrankung verbessert (Heitzer, 2003). Diese
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Ergebnisse demonstrierten die wichtige Rolle von abnormalen
Thrombozyten-Endothel-Interaktionen und lieRen vermuten, dass
die ADP-Rezeptor-blockade durch Clopidogrel ahnliche positive
Effekte auf die endotheliale Funktion aufweisen koénnte.
Vergleichbar mit vorhergehenden Studien wurden Patienten mit
symptomatischer koronarer Herzerkrankung in die Untersuchung
einbezogen. Im Vergleich zur Ausganguntersuchung zeigten sich
eine signifikant verbesserte endothel-abhangige Vasodilatation auf
Acetylcholin sowie eine reduzierte Vasodilatation auf den NO-
Synthase-Inhibitor L-NMMA, welches sich durch eine systemisch
reduzierte Bioverflugbarkeit von NO erklaren lasst (Heitzer, 2003;
Heitzer, 2001; Fichtlerer, 2000). Beim Follow Up nach funf
Wochen zeigte sich in der Acetylcholin-induzierten endothel-
abhangigen Vasodilatation und der durch den NO-
Synthasehemmer L-NMMA induzierten Reduktion des
Unterarmblutflusses eine signifikante Verbesserung nach der
zusatzlichen Behandlung mit Clopidogrel. Keine Verbesserung des
endothel-abhangigen Blutflusses oder der NO-Inhibition durch L-
NMMA zeigte sich hingegen bei den Patienten, die mit
Acetylsalicylsaure-Monotherapie behandelt worden waren. Da in
der endothel-unabhangigen Vasodilatation durch Nitroprussid-
Natrium keine Veranderung gezeigt werden konnte, lassen die
gezeigten Befunde vermuten, dass die ADP-Rezeptor-blockade an
Thrombozyten vor abnormalen Thrombozyten-Endothel-
Interaktionen schitzt und nicht nur eine unspezifische Interaktion
der Thrombozyten mit der BlutgefaRwand vorliegt. So findet sich
eine Bestatigung unserer Ergebnisse in einer kurzlich
veroffentlichten Untersuchung von Warnholtz et al. (Warnholtz,
2007). Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass eine Verbesserung der
Endothelfunktion schon nach der Einmalgabe der loading dose

von 300 bzw. 600 mg Clopidogrel festzustellen ist.
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4.2.Thrombozyten und Inflammation

Physiologisch sind Thrombozyten 0,5-1 um kleine kernlose
Blutplattchen, die frei im Blut zirkulieren und deren primare
Funktion die Regulation zwischen Thrombosen und der Hamostase
ist. Wahrend der Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur
Expression des Oberflachenmolekiils CD-40-Ligand (CD-40-L),
das sonst im Inneren verborgen bleibt. Es handelt sich um ein
transmembranes Protein, welches strukturell mit dem Zytokin
Tumor-Nekrose-Faktor-a verwandt ist und ursprunglich auf CD-4
positiven T-Zellen identifiziert wurde. Aullerdem besitzt es eine
proinflammatorische Komponente. In dem es an den CD-40-
Rezeptor an Endothelzellen bindet und die Expression bereits
genannter Chemokine, Zytokine und Adhasionsmolekule hervorruft,
fordert es die Progredienz von kardiovaskularen Erkrankungen
(Henn, 1998). Ferner regen CD-40-Liganden die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies in den Endothelzellen an. Aufgrund
dieses oxidativen Stresses wird endotheliales NO vermindert von
der NO-Synthase gebildet und es kommt zur endothelialen
Dysfunktion. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass diese kleinen
zellkernlosen Zellen einen entscheidenden Pathomechanismus
zwischen Thrombosen einerseits und Entzindungsgeschehen
andererseits darstellen. So zeigen einige neue Untersuchungen
die Verbindung zwischen einer Aktivierung des Endothels und der
Progression der endothelialen Dysfunktion. So setzen die
Thrombozyten aus ihrem Inneren nach Ihrer Aktivierung
Chemokine und Zytokine als Zeichen ihrer proinflammatorischen
Aktivitat in Ihre Umgebung frei und beginnen somit einen
inflammatorischen Prozess zwischen aktivierten Thrombozyten und
der entzindlichen Antwort der Endothelzellen (Henn,1998; Huo,
2003; Lindemann, 2001; Aukrust, 1999; Nannizi-Allaimo, 2003).
Einer der wichtigsten inflammatorischen Thrombozyten-Mediatoren
ist der CD-40-Ligand. Erhohte CD-40-Ligand-Konzentrationen
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wurden bei Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzerkrankung gemessen (Aukrust, 1999). Vorangehende Studien
zeigten, dass die Blockade von GP-IlIb/llla-Rezeptoren die
Freisetzung von CD-40-Liganden hemmt (Nannizi-Alaiamo, 2003;
Furman, 2004). Auf einem a&ahnlichen pathophysiologischen
Mechanismus inhibiert Clopidogrel die ADP-abhangige Expression
des CD-40-Liganden an der Oberflache der aktivierten
Thrombozyten durch die Blockade des P2Y12-ADP-Rezeptors
(Hermann, 2001; Quinn, 2004). In den vorliegenden Befunden
zeigte sich, wie in anderen Untersuchungen auch, eine signifikante
Reduktion der Plasmakonzentrationen des sCD-40-Liganden nach
der zusatzlichen Therapie mit Clopidogrel (Molero, 2005; Xiao,
2004).

aktivierter

@ e Thrombozyt by
. X A A x @ * Sekretion von
: - cpaoL @ g Zytokinen/Chemokinen
o ad " » Expression von
" Adh3sionsmolekiilen
i I - Produktion von ROS
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Endothel
extrazelluldre >< > <G
Matrix —->=
Abbildung 19:

Modell der CD40 L-induzierten proinflammatorischen und proatherogenen Wirkungen auf das
Endothel.1. Die Aktivierung der Thrombozyten flihrt zur Expression des Oberflachenmolekiils
CD-40-L. 2. Durch Interaktion zwischen thrombozytarem CD-40-L und endothelialem kommt es
3. zur Expression von Zytokinen, Chemokinen und Adhasionsmolekilen, die inflammatorisch
wirken und so die Entstehung atherosklerotischer Prozesse férdern (Henn, 1998). CD-40-L
stimuliert auBerdem das Endothel zur Bildung von ROS, die wesentlich zur Endothel-
Dysfunktion beitragen (Urbich, 2002).

Zudem exprimieren und sezernieren die aktivierten Thrombozyten
das proinflammatorisch wirkende Chemokin RANTES, das als
Signal far einen vermehrten Einstrom von Monozyten an

entzindetem und aktiviertem Endothel fungiert (von
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Hundelshausen, 2001; von Hundelshausen, 2005; Molero, 2005).
RANTES ist ein Mitglied der C-C-Subfamilie der B-Chemokine. Sie
sind kleine Proteine,
die die Chemotaxis verschiedener Zellreihen mit Hilfe von
bestimmten Rezeptoren induzieren (Clemetson, 2005). Es wird in
den Granula der Thrombozyten gespeichert und bei deren
Aktivierung ins Blut freigesetzt. So kann ihre Funktion als Marker
der Thrombozyten-Aktivierung betrachtet werden. Es steuert das
Zirkulieren und den Adhasionsprozess verschiedener Zellarten,
wie Monozyten, Lymphozyten, Killerzellen, Mastzellen und
Blutplattchen, wenn sie an einer beschadigten Endothel-Flache
hangen bleiben. Kirzlich wurde herausgefunden, dass RANTES
eine Schlusselrolle in der Progression der Atherosklerose,
Makrophagen-Akkumulation und Intima-Proliferation einnimmt
(Prescott, 2002). Es tritt bei inflammatorischen Geschehnissen der
BlutgefaRe auf, denn aktivierte Thrombozyten exprimieren
Oberflachenrezeptoren wie CD-40-L und setzen entzindliche
Chemokine in ihre Umgebung frei, zum Beispiel RANTES.
Thrombozyten interagieren mit entzindeten Endothelzellen und
sezernieren RANTES aus intrazellularen Granula an die Endothel-
Oberflache. Dieser Pathway stellt ein Signal an die Monozyten dar,
sodass diese sich an die geschadigte Zellschicht anlagern. Die
Anderung der Oberflaichenbeschaffenheit der Endothelzellen wird
durch IL-1 bewirkt, so dass RANTES den Monozyten prasentiert
werden kann. Kirzlich wurde gezeigt, dass der GP-llb/llla-
Rezeptorantagonist Eptifibatide die EDTA- und Plasmablutspiegel
von RANTES, aber auch CD-40-L signifikant nach PTCA senkte
(Welt, 2004). Diese Befunde legen nahe, dass eine suffiziente
Hemmung der Thrombozyten-Aktivierung eine inflammatorische
Komponente der Thrombozyten-Endothel-Interaktion und daraus
resultierend der endothelialen Dysfunktion verbessert. Die

Plasmaspiegel von RANTES waren signifikant reduziert bei
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unseren Patienten, die mit Clopidogrel zusatzlich zur
Acetylsalicylsdure behandelt worden waren. Da RANTES eine
wichtige Rolle als thrombozyten-abhangiges Signal flr die
Monozyten-Aktivierung zu spielen scheint, kénnte dieser Befund
eine der biochemischen Verbindungen zu dem beobachteten
inhibitorischen Effekt von Clopidogrel auf die Thrombozyten-
Leukozyten-Interaktionen und zirku-lierenden Thrombozyten-
Leukozyten-Aggregaten spielen (Xiao, 2004).

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich zudem, dass die
Behandlung mit Clopidogrel die hs-CRP-Spiegel im Blut senkte.
Hs-CRP ist ein aulerst sensitiver Marker, der ein systemisches
Inflammationsgeschehen anzeigt und als prognostischer Indikator
fur die koronare Herzerkrankung fungiert (Libby, 1999). Es ist ein
Akute-Phasen-Protein. So wurde kurzlich gezeigt, dass Patienten
mit akutem Koronarsyndrom und instabiler sowie stabiler Angina
pectoris signifikant hdhere hs-CRP-Spiegel im Plasma haben als
die entsprechenden Kontrollen, die glattwandige Koronarien
aufwiesen (Nijm, 2005). Nijm et al. untersuchten in der gleichen
Studie weitere Entzindungsindikatoren, wie etwa die Zytokine
Interleukin 1 und Interleukin 6, die ebenfalls positiv mit dem
Geschehen in den Herzkranzgefallen korrelierten. Vermutlich
handelt es sich um eine wichtige Interaktion zwischen
Thrombozyten und Neutrophilen und einem proinflammatorischen
Geschehen bei stabiler und instabiler Angina pectoris. Weiterhin
konnten sie zeigen, dass es aufgrund dieser Interaktionen zu einer
Aggregation der Zellkomplexe zwischen Thrombozyten und
Leukozyten kommt. Aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse
vermuten die Autoren einen engen Zusammenhang zwischen
Inflammationsgeschehen und Thrombosen. Weitere Befunde
wiesen einen direkten Zusammenhang zwischen dem CRP im
Serum der Gefalfunktion der koronaren epikardialen sowie

arteriolaren Blutgefalle auf. So zeigte sich zudem, dass durch den
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systemischen Entzindungseffekt die Vasomotorik und somit die
endotheliale Funktion geschadigt wird (Schindler, 2004). Zudem
zeigten karzlich veroffentlichte Ergebnisse einen wichtigen
Zusammenhang zwischen einem pro- und antiinflammatorischen
Ungleichgewicht (hs-CRP und IL-10-Serum-spiegel) bei
generalisierter verschlechterter endothelialer Funktion und NO-
Bioverfugbarkeit bei der koronaren Herzkrankheit (Fitchlerer,
2000; Fitchlerer, 2004). Unsere Untersuchungsbefunde zeigten wie
in den vorangehenden Studien eine signifikante Verbesserung der
endothelialen Funktion bei reduzierten hs-CRP-Serum-spiegeln.
Somit ergibt sich zusammenfassend, dass vermutlich eine
gesteigerte thrombozytare Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) im Rahmen einer inflammatorischen
Aktivierung der Thrombozyten zusammen mit einer verminderten
NO-Bioverfug-barkeit zu einer abnormen Thrombozyten-Endothel-
Interaktion bei Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzkrankheit fuhren. Zusatzlich kommt es zu einer Hemmung der
endothelialen NO-Aktivitat, die die Endothel-Dysfunktion verstarkt.
Durch die mdgliche Hemmung der ADP-Rezeptor-assoziierten
Thrombozyten-Aggregation kdnnte man so die thrombozytare ROS-
Freisetzung vermindern und gleichzeitig durch diesen
Pathomechanismus die endotheliale NO-Verfugbarkeit erhdhen,
indem die NO produzierende NO-Synthase vor einer
Enzymhemmung durch reaktive Sauerstoffradikale geschutzt wird.
Dieses Konzept ist bereits in einer friheren Untersuchung bei der
Hemmung der GP-lIb/Illa-Rezeptoren gezeigt worden. Hier konnte
durch die GP-IlIb/llla-Rezeptorblockade auf der einen Seite die
thrombozytare Ausschittung von ROS vermindert und andererseits
die thrombozytare Freisetzung von NO gesteigert werden
(Chakrabatti, 2004).
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4.3. Aktivierte Thrombozyten und oxidativer Stress

Um den Status des oxidativen Stresses in vivo zu bestimmen, hat
sich die Untersuchung von F2-Isoprostan-a im Urin etabliert
(Schwedhelm, 2004; Morrow, 2005). 8-iso-Prostaglandin-F2a
werden von Zellmembranen gebildet, durch die Einwirkung von
freien Sauerstoffradikalen freigesetzt, anschlieBRend zirkulieren sie
im Blut und schliel3lich durch den Urin ausgeschieden.
Sie sind Isoprostane und werden durch freie Radikale aus
oxidiertem LDL gebildet, wobei sie chemisch stabile Substanzen
sind. Isoprostane zirkulieren als Ester der LDL bei Patienten mit
Hypercholesterinamie (Lawson, 1999), wobei bei Patienten mit
Hypercholesterindmie das LDL-Cholesterin der am hdchsten
positiv korrelierende Parameter fur oxidativen Stress ist.
Isoprostane sind freie, durch Radikale katalysierte Produkte aus
Arachidonsauren der Lipidperoxidation in vivo und kdénnen
noninvasiv in menschlichem Urin mit der Gas-Chromatographie
gemessen werden.

Zusammenfassend ist die 8-iso-Prostaglandin-F2a-Ausscheidung
im Urin ein unabhangiger und sensitiver Risikomarker fur die
koronare Herzerkrankung, die mit Hypertonus, Diabetes mellitus,
Hypercholesterinamie und erhdhten hs-CRP-Werten im Blutplasma
assoziiert ist (Schwedhelm, 2004). Die Urinexkretion des
Isoprostans 8-iso-prostaglandin-F2a ist ein Marker fur oxidativen
Stress, der auf die BlutgefalRe in vivo einwirkt (Caterina, 2002).
Die Lipidperoxidation wird durch freie Sauerstoffradikale der
Zellmembranen und LDL-Partikel katalysiert. Die Zellbestandteile,
vor allem aber das 8-iso-Prostaglandin-F2a, initiieren eine
periphere Vasokonstriktion und eine gesteigerte Plattchenaktivitat
(Lawson, 1999). Eine erhdhte Ausscheidung von 8-iso-
prostaglandin-F2a im Urin ist in einigen klinischen Studien mit
kardiovaskularen Risikofaktoren wie Diabetes mellitus (Dauvi,

1999), Rauchen (Reilly, 1999) und Hypercholesterinamie (Reilly,
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1998) beobachtet worden. Diese Resultate unterstreichen die
Wichtigkeit der Exkretion des 8-iso-Prostaglandin-F2a als
noninvasiven, quantitativen Parameter fur die Bestimmung des
oxidativen Stresses in vivo.

In der vorliegenden Untersuchung beobachteten wir eine
signifikante Reduktion der F2-lsoprostan-a-Ausscheidung im Urin
bei den Patienten, die mit Clopidogrel behandelt worden sind.
Keine signifikante Veranderung zeigte sich hingegen bei den
Patienten, die mit Acetylsalicylsdure-Monotherapie behandelt
worden waren. Diese selektive Verbesserung in einer relativ
kleinen Population ist bemerkenswert und =zeigt, dass die
Reduzierung des oxidativen Stresses in vivo ein wichtiger
Mechanismus sein kdnnte, durch den Clopidogrel seine positiven
Effekte auf die NO-Bioverfligbarkeit bewirken kdénnte.
Plattchen-Adhasion und -Aggregation an der Ruptur eines
Atheroskleroseplaques sind entscheidende Vorgange bei der
Bildung eines BlutgefalRthrombus und somit der Entstehung eines
akuten Koronarsyndroms. Thrombozyten sollen dieses
inflammatorische Geschehen durch Freisetzung von
Entzindungsfaktoren in das Blutplasma triggern. Zu diesen
Mediatoren gehdren Zytokine, ICAMs, aber auch das lésliche sCD-
40. Urspringlich war das CD- 40-Ligand-System beobachtet
worden bei der T-Zellabhangigen B-Zell-Differenzierung. Aus
neueren Untersuchungen weild man, dass es eine wichtige Rolle in
der zellularen Immunitat und Entzidndungsreaktion, vor allem in der
Pathophysiologie der Atherosklerose, einnimmt. CD-40-Ligand, ein
transmembranares Strukturprotein, ist Mitglied der Tumor-
Nekrose-a-Familie. CD-40-L ist physiologischerweise an der
Oberflache von B-Zellen, T-Zellen, Monozyten, dendritischen
Zellen, Mastzellen, Eosinophilen, Basophilen, aktivierten
Thrombozyten und Endothelzellen vorhanden wund kann eine

Signalkaskade aktivieren. Loésliches CD-40 wird aus den Granula
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der Thrombozyten wahrend eines akuten Geschehens in das
Blutplasma freigesetzt und CD-40-L an der Oberflache der
Thrombozyten exprimiert.

Dem CD-40-L qilt eine grolke Aufmerksamkeit in seiner Rolle als
plattchenabhangiger Ligand im Entzindungsgeschehen zwischen
den Thrombozyten und anderen Zellen im vaskularen Geschehen.
Seine Aufgaben in vitro reichen von immunologischen Antworten
Uber Plattchenaktivierung bis zur Thrombusformation (Aukrust,
2004). Der CD-40-L kann einen Thrombus stabilisieren. Hohe
Plasmaspiegel des l|dslichen Fragmentes des CD-40-L (CD-154)
sind assoziiert mit kardiovaskularen Risikofaktoren. Die Interaktion
des Liganden mit dem CD-40-Rezeptor wird mit der Pathogenese
von atherothrombotischen Komplikationen bei der koronaren
Herzerkrankung in Verbindung gebracht (Lim 2004). Physiologisch
fehlen CD-40-Liganden an der Oberflache von ruhenden
Blutplattchen. Wenn diese jedoch in vitro aktiviert werden, so
werden die Liganden innerhalb von Sekunden an deren Oberflache
aus intrazellularen Ressourcen exprimiert (Henn, 1998), in vivo
findet innerhalb kirzester Zeit eine Thrombusbildung statt. Die
aktivierten Blutplattchen setzen gleichzeitig innerhalb von Minuten
bis Stunden I6sliches CD-40 ins Blutplasma frei. Die Liganden
interagieren mit den CD-40-Rezeptoren der Endothelzellen und
fuhren zu einer thrombinflammatorischen Reaktion. Die Expression
dieser Moleklile an Endothelzellen stimuliert die Auspragung von
Adhasionsmolekllen, inflammatorischen Zytokinen (Interleukin-6
insbesondere) (Dechanet, 1997) und dem prokoagulatorischen
tissue-factor (Slupsky, 1997).

Physikalische Scherkrafte und diese Entzindungsfaktoren fuhren
zu Plaquerupturen in den arteriellen GefaBwanden. Die Folge sind
klinische Ereignisse wie instabile Angina pectoris und Herzinfarkt.
Das Fortschreiten der entzundlichen GefaRerkrankung kann mit

Entzindungsparametern im Blut kontrolliert werden. Ein besonders
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frdher und sensitiver Parameter ist fur diesen Zweck das |6sliche
CD-40. Der CD-40-Ligand kann als fruher Indikator fur aktive
Entzindungsprozesse an den Gefallwanden und
Plattchenaktivierung beim akuten Koronarsyndrom gelten, aber
auch direkte Prothrombinaktivitat anzeigen, die ein Indikator fur
frihe Atherosklerose, Plaqueruptur und Thrombosen ist. Garlichs
et al. zeigten erhohte sCD-40-Konzentrationen nicht nur bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom, sondern auch bei akutem
Myokardinfarkt und stabiler Angina pectoris, wobei die
Serumkonzentrationen bei instabiler Angina pectoris signifikant
hdher waren als bei stabiler Angina pectoris und die Patienten mit
akutem Myokardinfarkt die hoéchsten Serumwerte aufwiesen
(Garlichs, 2001).

Zudem ist bekannt, dass Thrombozyten selbst in ihrem Inneren
grolRe Ressourcen an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
beherbergen. Werden diese reaktiven Sauerstoffspezies wahrend
eines akut inflammatorischen Geschehens in Assoziation mit einer
erhohten Reaktivitdt von Entzindungszellen wie Leukozyten von
den Thrombozyten freigesetzt, so resultiert eine systemisch
reduzierte vaskulare NO-Verfligbarkeit mit der Folge einer
verschlechterten endothelialen Funktion. Kirzlich wurde berichtet,
dass CD-40-Liganden die endotheliale NO-Bioverfugbarkeit durch
erhohte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies vermindern
und so letztendlich zu einer verschlechterten endothelialen
Funktion fihren (Urbich, 2002). Interessanterweise zeigte eine
Behandlung mit Clopidogrel einen inhibitorischen Effekt auf die
Freisetzung sowie die Interaktionen des CD-40-L (Hermann, 2001;
Molero, 2005; Quinn, 2004; Xiao, 2004).

Dies kdnnte einen weiteren wichtigen Mechanismus aufzeigen, der
die positiven Effekte des Clopidogrels auf die endotheliale
Bioverfugbarkeit erklaren kdnnte. Unterstutzt wird dieses Konzept

durch kdrzlich vorgestellte Ergebnisse, die zeigten, dass die GP-
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[Ib/lIlla- Rezeptorblockade zum einen die Freisetzung von
Superoxiden durch Thrombozyten verminderte, zum anderen aber
auch die NO-Produktion der Blutplattchen steigerte (Chakrabarti,
2004). Ob Clopidogrel uber ahnliche intrinsische
Aktivitatspotentiale verfugt, bleibt in weiteren Untersuchungen zu
klaren. Unsere Befunde zeigten zudem, dass die NOx-
Plasmaspiegel nach einer chronischen Therapie mit Clopidogrel
anstiegen. Diese Ergebnisse bekraftigen das Vorhandensein von
oxidativem Stress sowie einer generalisierten verbesserten
endothelialen NO-Bioverfugbarkeit durch eine ADP-

Rezeptorblockade.

4.4. Schlussfolgerungen der Untersuchung

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass eine ADP-Rezeptor-
blockade der Thrombozyten durch Clopidogrel positive Effekte auf
die systemische NO-Bioverfugbarkeit bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit bewirkt. Diese Befunde unterstitzen das Konzept,
dass abnorme Thrombozyten-Endothel-Interaktionen entscheidend
zur endothelialen Dysfunktion beitragen. Somit lasst sich aufgrund
der genannten modglichen pathophysiologischen Mechanismen
zusammenfassen, dass eine konsequente Therapie mit Clopidogrel
bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung die systemische
endotheliale Funktion und Bioverfigbarkeit von NO verbessert,
den oxidativen Stress vermindert und die entzindliche Reaktion
reduziert. Die vorliegenden Befunde untermauern das Konzept,
dass die ADP-Rezeptorblockade neben ihrem thrombozyten-
aggregations-hemmenden Effekt mehrere wichtige intrinsische
Aktivitaten aufweist, die dem akut vulnerablen Patienten mit
systemischer inflammatorischer Aktivitat, erhdhtem oxidativen
Stress sowie endothelialer Dysfunktion therapeutisch nutzen
konnte. Dieses konnte klinisch bei Patienten mit symptomatischer

koronarer Herzerkrankung bedeuten, dass Clopidogrel die Inzidenz
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vaskularer Ereignisse nicht nur durch das Verhindern von akuten
Thrombosen reduziert, sondern auch indem es seine positiven

vaskularen protektiven Effekte zur Geltung bringen kann.

4.5. Ausblick

Die Endothel-Dysfunktion bei Patienten mit symptomatischer
koronarer Herzerkrankung wurde sowohl in peripheren als auch in
koronaren Widerstandsgefallen nachgewiesen (Drexler, 1997). In
den vorliegenden Untersuchungsergebnissen konnten wir zeigen,
dass durch die Behandlung mit dem ADP-Rezeptorantagonisten
Clopidogrel eine signifikante Verbesserung der Endothel-Funktion
peripherer Widerstandsgefalde erreicht wird. Daraus ist zu folgern,
dass Clopidogrel prinzipiell Uber die genannten vasoprotektiven
Mechanismen die Endothel-Funktion verbessern kann.

Interessant ware in diesem Zusammenhang eine Untersuchung mit
der Verbindung zwischen der Endothel-Funktion als
prognostischem Faktor bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
und Clopidogrel als unabhangigem Parameter fir ein besseres
Outcome bei Patienten mit  symptomatischer  koronarer
Herzkrankheit.

Aufgrund der vorliegenden Untersuchungsbefunde vermuten wir
eine enge Beziehung zwischen Thrombozyten-Aktivierung und
Freisetzung von Mediatoren in das flieBRende Blut und darauf
basierend der Entwicklung eines neuen Verstandnisses der
klinischen Manifestation der endothelialen Dysfunktion.

Durch eine Therapie mit ADP-Rezeptorantagonisten kann also
nicht nur die Bildung von Thromben nach Implantation von Stents
verhindert werden, sondern auch eine antiinflammatorische sowie
antioxidative Wirkung zur Verbesserung der endothelialen Funktion
bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit ausgenutzt werden.

Zum tieferen Verstandnis der Interaktionen zwischen

Endothelzellen und Thrombozyten sind allerdings noch
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weiterfUhrende experimentelle Untersuchungen notwendig, die
noch mehr Licht in das komplexe Zusammenspiel der
Thrombozyten-Aktivierung wahrend eines akuten Koronarsyndroms
und einer systemischen Schadigung der endothelialen Funktion

aufzeigten.
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V. Zusammenfassung

Die Thrombozyten-Stimulation und -Aktivierung steht nachweislich
im Zusammenhang mit der Bildung von thrombotischen
Komplikationen bei Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzkrankheit nach PTCA. Dabei ist nicht nur die Bildung von
Thromben von aulerordentlicher Wichtigkeit, sondern die
Auslosung eines lokalen Entzuandungsgeschehens an der
verletzten BlutgefalBwand entscheidend. Durch Therapie mit ADP-
Rezeptorantagonisten wird nicht nur der epikardiale Fluss, sondern
auch die mikrovaskulare Perfusion verbessert, was offensichtlich
auf ein Ungleichgewicht zwischen aktivierten Thrombozyten und
den Endothelzellen zuruckzufuhren ist. Die vorliegenden
Untersuchungsergebnisse zeigen bei Patienten mit
symptomatischer koronarer Herzerkrankung, dass die Blockade der
ADP-Rezeptoren durch Clopidogrel zu einer verbesserten
endothelialen Bioverfugbarkeit von NO fuhrt und Mediatoren fur
oxidativen Stress sowie Entzindungsgeschehen reduziert wurden.
Daraus resultierend halten wir neben der Hemmung der
Thrombozyten-Aggregation die vasoprotektiven Effekte der
Substanz fur moglich.

Untersucht wurden insgesamt 103 Patienten mit symptomatischer
koronarer Herzerkrankung unter chronischer Therapie mit 100 mg
Acetylsalicylsaure, bei denen die endothel-abhangige und
endothel-unabhangige Vasodilatation mittels Unterarm-Plethysmo-
graphie gemessen wurde. Zeitgleich wurden Blut- und Urinproben
entnommen. Die Patienten wurden entweder zu einer Therapie mit
Clopidogrel oder Placebo zusatzlich zur Acetylsalicylsaure
randomisiert. Die Unterarm-Plethysmographie wurde nach funf
Wochen wiederholt und zeigte eine signifikante Verbesserung der
endothel-abhangigen Vasodilatation auf Acetylcholin und den NO-
Synthase-hemmer L-NMMA in der Studienpopulation, die
zusatzlich mit Clopidogrel behandelt worden war. Im Gegensatz
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dazu zeigte sich keine signifikante Veranderung in der
Studiengruppe, die Placebo erhalten hatte. In keiner der beiden
Gruppen zeigte sich eine Veranderung der endothel-unabhangigen
Vasodilatation auf Nitroprussid-Natrium. Die Urinexkretion von 8-
iso-Prostaglandin-F2a und die Blutspiegel von hs-CRP, sCD-40-L
und RANTES waren reduziert nach zusatzlicher Behandlung mit
Clopidogrel, nicht jedoch in der Patientengruppe, die mit Placebo
behandelt worden war.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich entnehmen, dass der positive
Effekt von Clopidogrel auf die endotheliale Funktion offenbar mit
einer erhdhten Bioverfigbarkeit von NO zusammenhangt.
Méglicherweise ist dieser positive Einfluss auf die Hemmung einer
gestorten Interaktion zwischen aktivierten Thrombozyten und dem
Endothel ausschlaggebend.

Durch die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies sezernieren
aktivierte Thrombozyten selbst Superoxidanionen, die sich als
oxidativer Stress aullern, in das flieRende Blut. Dieses tragt
entscheidend zur Endothel-Dysfunktion und verminderter Aktivitat
bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung bei und kann durch
die Gabe von ADP-Rezeptorantagonisten gehemmt werden. Auch
die Expression der thrombozytaren proinflammatorisch wirkenden
CD-40-L, des hs-CRP und des RANTES kann durch Clopidogrel
signifikant vermindert werden. Gleichzeitig konnte gezeigt werden,
dass die 8-iso-prostaglandin-F2a-Ausscheidung im Urin signifikant
vermindert war, was ein Indikator fur oxidativen Stress der
BlutgefalRe ist. Weiterhin zeigte sich eine vermehrte Bereitstellung
von NOx im Blut, sodass modglicherweise von einer zusatzlichen
Freisetzung von thrombozytarem NO auszugehen ist, was die
Endothel-Funktion entscheidend verbessert.

Zusammenfassend zeigte sich daher bei Patienten mit
symptomatischer koronarer Herzerkrankung eine verbesserte

systemische endotheliale Funktion und NO-Bioverfugbarkeit,
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oxidativer Stress und die inflammatorischen Mediatoren im Blut
waren hingegen reduziert.

Diese Untersuchungen unterstreichen die Bedeutung von
aktivierten Thrombozyten nicht nur als Marker, sondern als
wichtiger Mediator im Spiel der Thrombozyten-Endothel-Interaktion

und daraus resultierend der endothelialen Dysfunktion.
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