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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Es soll der Einfluss einer intravendsen Gabe von Oxypurinol, einem Inhibitor der
Xanthinoxidase, auf die Endothelfunktion bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung als einer Manifestation der Atherosklerose untersucht werden.

Als Indikator der Endothelfunktion wird die vasodilatatorische oder
vasokonstriktorische Wirkung einer intrakoronaren Infusion von steigenden Dosen
von Acetylcholin angenommen. Acetylcholin bewirkt durch endothelabhéngige
Freisetzung von NO eine Vasodilatation, bei erkrankten Patienten mit endothelialer
Dysfunktion zeigt sich jedoch eine Vasokonstriktion durch direkte Wirkung des
Acetylcholin auf die glatte Muskulatur der Gefal3e.

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass die Infusion von Oxypurinol durch Hemmung
der Xanthinoxidase eine Verbesserung der Endothelfunktion bewirkt.

Hierzu werden 18 Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer
Herzerkrankung untersucht, definiert als das Vorliegen generalisierter
Wandveranderungen oder dem Vorliegen einer oder zwei Koronararterien, fur die
eine PTCA, Stentimplantation oder ein anderer perkutaner Eingriff geplant ist. Nach
Intervention wird bei den Pat. die endothelabhangige Relaxation sowie die
koronararterielle Flussreserve unter Acetylcholin in steigender Dosierung (von 107
uber 10 bis 10° mol/L) bestimmt. Die Zielarterie ist eine angiographisch nicht
verschlossene Arterie der linken Koronararterien mit minimalen L&sionen (Stenose
<40%). Im Anschluss wird Oxypurinol infundiert und die Relaxation der Arterie sowie
die koronare Flussreserve auf Acetylcholin erneut bestimmt.

Es werden zwei primare Endpunkte betrachtet: erstens die Acetylcholin-induzierte
Anderung des Koronararteriendiameters — der Endpunkt ist hier die Nettodifferenz
des Diameters des auf Acetylcholin 10° mol/l am starksten konstringierenden
Koronararteriensegments vor und nach Infusion von Oxypurinol in Prozentpunkten.
Als zweiter Parameter wird die Acetylcholin-induzierte Anderungen des
intrakoronaren Flusses betrachtet: hier ist der Endpunkt ist die starkste Verdnderung
der intrakoronaren Flussreserve auf Acetylcholingabe vor und nach Infusion von
Oxypurinol in Prozentpunkten. Wenn 10 mol/l Acetylcholin nicht toleriert wird,
werden die Werte der hochsten, in beiden Messungen tolerierten Acetylcholindosis

miteinander verglichen.



2. Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen, insbesondere die koronare Herzerkrankung als
Manifestation der Arteriosklerose an den HerzkranzgefalR3en, sind die fihrende
Todesursache in den westlichen Industrienationen (Murray und Lopez, 1997). Nach
Angaben des statistischen Bundesamtes starben allein in Deutschland im Jahre
2001 mehr als 250.000 Menschen an Krankheiten des Herz-Kreislaufsystems,
insgesamt liegt der Anteil der kardiovaskularen Erkrankungen an der
Gesamtmortalitat bei Gber 50%. Der Uberwiegende Anteil dieser kardial bedingten
Sterbefélle wird durch die Manifestationen und Folgen der koronaren
Herzerkrankung, insbesondere durch den akuten Myokardinfarkt bedingt.

Eine grolRe Zahl epidemiologischer Studien konnten den Einflul3 des Lebensstiles mit
den entsprechenden Folgen auf das Risiko der Entwicklung einer koronaren
Herzerkrankung zeigen (Windler und Zyriax, 2001). Als starke Risikofaktoren fir die
Entstehung der Atherosklerose konnten erworbene Verdnderungen wie z. B. die
arterielle Hypertonie, die Hyperchoelsterindmie, ein Nikotinabusus und das Vorliegen

eines Diabetes mellitus identifiziert werden (Murray und Lopez, 1997).



2.1. Atherosklerose

Ursprunglich wurde der Vorgang der Atherosklerose als degenerativer Prozess
gesehen. In den letzten Jahren mehrten sich jedoch die Erkenntnisse, dass die der
Arteriosklerose zugrunde liegenden Pathomechanismen in Anbetracht der Vielfalt
zellularer und molekularer Vorgange einen chronischen Entzindungsprozess
widerspiegeln (Braunwald, 1997; Ross 1999; Libby, 2002).

Die Entstehung der Atherosklerose ist ein multifaktorieller Vorgang, als zentraler
Prozess wird heutzutage eine Verletzung der GefaBwand mit konsekutiver
Entzindung und Reparation angesehen (,response-to-injury”) (Hansson, 2005). Die
genaue Atiologie ist nicht bekannt, es konnten jedoch in der Mitte des letzten
Jahrhunderts Risikofaktoren fir das Auftreten der Atherosklerose, insbesondere ihrer
Manifestation am Herzen, der koronaren Herzerkrankung definiert werden. Diese
Faktoren waren zunachst nur epidemiologisch definiert, im weiteren Verlauf konnten
jedoch der pathogenetische Beitrag der Faktoren auf zellularer und subzellularer
Ebene weitergehend determiniert werden (Glass und Witztum, 2001).

Eine zentrale Rolle im pathogenetischen Ablauf dieser unspezifischen Entziindung

nimmt das Endothel ein.



2.2. Endothel

Ein Blutgefald besteht aus 3 Schichten, einer Adventitia, einer Media und einer Intima
(siehe Abbildung). Die Adventitia ist eine lockere Schicht aus Bindegewebe, mit der
das Gefal in der Umgebung verankert ist. Die Media besteht vor allem aus glatten
Muskelzellen. Uber eine Kontraktion oder Relaxation wird die GefaRweite reguliert.
Bei Arterien, insbesondere den arteriellen Widerstandsgefal3en ist die Media
proportional deutlich kréaftiger angelegt als bei den Venen.

Die Intima ist liegt im Inneren des GefalRes und bildet die Grenze zum flieRenden
Blut. Sie besteht aus einer einschichtigen Lage von flachen spindelférmigen
Endothelzellen, einer Basalmembran und einer subendothelialen Schicht aus
lockerem Bindegewebe (Schiebler et al., 2001).
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Abb. 1: Aufbau der Gefalwand. Zuinnerst liegt die Tunica intima, zum GefaRlumen wird diese vom Endothel
begrenzt. Das Endothel ist an einer Basallamina verankert. Darunter liegt eine diinne Bindegewebsschicht, die
Lamina elastica interna. Die Tunica media besteht vor allem aus lagenférmig angeodneten glatten Muskelzellen,
umgeben von einem Geflecht aus elastischen Fasern. Die Tunica adventitia als aul3erste Schicht besteht vor
allem aus Bindegewebe, hier verlaufen die das GefalR versorgenden Vasa vasorum und das sympathische

Nervengeflecht (Hansson und Nilsson, 2003).

Lange Zeit wurde das Endothel als rein passive anatomische Barriere zwischen dem
Blut und dem GefaRparenchym gesehen, welches in bestimmten Bereichen der
Mikrozirkulation kleinmolekulare Substanzen passieren liel3, und die Diffusion der
Makromolekularen und zellularen Anteile des Blutes verhinderte.



Nach Erkenntnissen der letzten 20 Jahre nimmt das Endothel jedoch eine aktive
Rolle in verschiedensten Prozessen war, so ist es als Produzent von verschiedenen
Hormonen mit endokriner und parakriner Wirkung wohl das grof3te endokrine Organ
des menschlichen Kérpers bei einer geschatzten Gesamtmasse von circa 1.5 kg und
einer Zellzahl von Uber einer Billion Zellen (Dzau et al., 1994). Das Endothel hat
Einfluss auf immunologische Prozesse, unter anderem uber die Beeinflussung der
Adharenz von Leukozyten (Cybulski und Gimbrone, 1991) und Thrombozyten
(Hartwell und Wagner, 1999), einer Regulation der Permeabilitat der Gefal3e (Blann
und Lip, 1998) und es synthetisiert Wachstumsfaktoren und beeinflusst so die
Struktur der Gefal3e (Rudic et al., 1998) und Ubt einen modulierenden Effekt auf die
intravasalen Gerinnungsmechanismen aus (Gimbrone, 1995).

Die Kernfunktion des Endothels jedoch ist die Regulierung des Tonus der Gefal3e.
Auf Stimulation durch Neurotransmitter, Hormone und thrombozytar gebildeten
parakrinen Faktoren reagiert es mit der Bildung und Modulation verschiedener

vasoaktiver Substanzen.



2.2.1. Endothelfunktion

Auf Veranderungen der Stromstarke des flie3enden Blutes reagiert das Endothel mit
einer Anderung der GefaRweite. Als Reiz fungiert hier die Scherkraft des
vorbeistromenden Blutes (,shear stress”), das Endothel reagiert mit der Bildung von
vasoaktiven Substanzen. Diese vasoaktiven Substanzen sorgen fur eine Dilatation
des GefalRes Uber eine Relaxierung der glatten Muskelzellen der Media. Furchgott
und Zawadski beschrieben diese Eigenschaft des Endothels erstmalig 1980: Gefal3e
dilatieren nach Gabe von Acetylcholin nur dann, wenn das Endothel intakt ist. Ein
isolierter Ring einer Pulmonalarterie dilatierte unter Gabe von Acetylcholin, wurde
jedoch mittels Reiben das Endothel entfernt, reagierte das Gefal3d mit einer
Vasokonstriktion. Sie zogen daraus den Schluss, dass das Endothel eine Substanz
produziert, dessen Freisetzung durch Acetylcholin stimuliert wird und welche die
Vasodilatation vermittelt. Fehlt nun das Endothel, bewirkt Acetylcholin eine direkte
Kontraktion der glatten GefalBmuskulatur und somit die Vasokonstriktion. Sie
benannten die Substanz ,Endothel derived relaxing factor” oder EDRF (Furchgott
und Zawadski, 1980).

Als das die EDRF-Aktivitat vermittelnde Agens wurde 1987 das kleinmolekulare Gas
Stickstoffmonoxid identifiziert (Ignarro et al., 1987). Neben Stickstoffmonoxid bildet
das Endothel noch weitere vasoaktive Substanzen, unter anderem das
vasodilatierende und aggregationshemmende Prostazyklin PGI2 und die vor allem
unter Stre3bedingungen wie Hypoxie gebildeten vasokontriktorischen Substanzen
Angiotensin I, Endothelin und einige Produkte des Arachidonséure-Metabolismus,
wie z. B. PGE2 (Ludmer et al., 1986).
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2.2.2. Stickstoffmonoxid

Ein Jahr nach der Entdeckung der Identitdt von EDRF konnte erstmalig die Bildung
von NO aus der essentiellen Aminoséure L-Arginin beschrieben werden (Palmer et
al., 1988). Die Synthese des NO wird durch ein endotheliales Enzym, der NO-
Synthase (NOS) katalysiert, welche 1990 nachgewiesen wurde (Bredt et al., 1990).
Aus Arginin wird in einem ersten Schritt zundchst NG-Hydroxy-L-Arginin synthetisiert,
daraus wird in einem zweiten Schritt NO freigesetzt und Citrullin entsteht als
Abfallprodukt. Beide Reaktionsschritte verbauchen NADPH und O..

Von diesem Enzym existieren 3 Isoformen. In neuronalem Gewebe wird die NOS |
exprimiert (auch neuronale NO-Synthase oder nNOS genannt), welche im zentralen
Nervensystem zahlreiche Funktionen einschlief3lich des Gedéachtnisses (Zhuo et al.,
1993; Lipton et al., 1994) beeinflusst und im peripheren Nervensystem die Steuerung
von gastrointestinalen (Brookes, 1993), respiratorischen (Lundberg, 1993) und
urogenitalen Funktionen (Burnett et al., 1992) verantwortlich ist. Die NO-Synthase Il
ist in verschiedenen Zelltypen wie etwa in Makrophagen oder Granulozyten, durch
eine Reihe von Faktoren, so z. B. Lipopolysacharide (Stuehr und Marletta, 1985)
oder Zytokine (Busse und Miulsch, 1990a) induzierbar, kann jedoch unter
physiologischen Bedingungen nicht oder nur in geringen Mengen nachgewiesen
werden (deshalb auch als induzierbare oder iNOS bezeichnet). Uber diesen Weg
spielt NO eine Rolle in der nichtspezifischen Immunitéat (Liew und Cox, 1991) und bei
Prozessen wie dem septischen Schock (Titheradge, 1999) und anderen
Entziindungen sowie dem hyperdynamen Kreislaufstatus der Leberzirrhose (Vallance
und Moncada, 1991). In den vaskularen Endothelzellen wird die konstitutiv
exprimierte Variante der NO Synthase NOS Il oder eNOS fir die Bildung von NO
nachgewiesen. Jedoch unterliegt auch die Expression und Aktivitat der endothelialen
NO-Synthase einer deutlichen Regulation (Fleming und Busse, 1999). Letztlich wird
direkt Uber einen Calcium-Einstrom (Busse und Milsch, 1990b) und indirekt tGber
eine Signalkaskade mittels Phosphorylierung u. a. durch die Proteinkinase C (AKT)
das Enzym aktiviert (Dimmeler et al., 1999).

Die NO-Synthasen tragen Erkennungsmotive fir NADPH und FAD und enthalten als

Coenzym Tetrahydrobiopterin, welches fir die Aktivitat des Enzyms notwendig ist.
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2.2.3. Biologie von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid ist ein freies Radikal mit einem ungepaarten Elektron, ein Molekdl
mit hoher Reagibilitat. Aufgrund seiner geringen Grél3e und seiner Ladungsneutralitat
kann Stickstoffmonoxid frei Uber die Zellmembran hinweg in die Wand und das
Lumen des GefalRes diffundieren (Lancaster, 1994).

Auf molekularer Ebene werden durch NO drei prinzipielle Wirkmechanismen
unterschieden:

Stickstoffmonoxid kann durch eine Komplexierung an Metallzentren in Ham-
Molekilen von Hamoproteinen binden, auf diesem Weg wird zum Beispiel durch
Bindung an eine Ham-Gruppe in der Guanylat-Zyklase (Zhao et al., 1999) die
wichtigste biologische Wirkung von NO vermittelt. Ein weiteres Beispiel ist die
Bindung das Hameisen von Hamoglobin, hierdurch wird NO inaktiviert (Gow und
Stamler, 2001).

Weiterhin kann das NO mit der Thiol-Grupppe von Cystein in Proteinen reagieren, so
wird zum Beispiel durch Bindung an Cystein-Reste im Hamoglobin eine Art Speicher
gebildet. Die Bindung kann aber auch zu einer Modulation der Aktivitat der
entsprechenden Proteine, so z. B. von Enzymen wie den Caspasen oder auch

Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Marshall et al., 2004) fuhren.

Als wichtigster Rezeptor fir NO in den Zielzellen (glatte Muskelzellen, Thrombozyten,
Leukozyten) fungiert jedoch eine zytosolische l6sliche Guanylatcyclase (sGC),
welche nach Bindung von NO an ein Ham-Eisen die Synthese von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus dem Trinukleotid GTP katalysiert (Moro et al.,
1996). Das kleine l6sliche Molekil cGMP wirkt dann in der Rolle eines second-
messengers und vermittelt durch Aktivierung einer cGMP-abhangigen Kinase eine
Aktivierung oder Hemmung verschiedener intrazellularer Proteine die biologische
Funktion des NO (Arnold et al., 1977). Der Anstieg des cGMP fluhrt so Uber
verschiedene Zwischenschritte letztlich zu einem Abfall der intrazellularen
Kalziumkonzentration, in den glatten Muskelzellen dann zu einer Relaxation. Auf
luminaler Seite fuhrt dies zu einer Hemmung der Aggregation der Thrombozyten
(Schror K, 1991) und zur direkten Hemmung der Adh&sion von Thrombozyten,
Granulozyten und Monozyten und vermittelt so einen anti-inflammatorische Wirkung
des NO (De Caterina et al., 1995). Auf der Seite der Gefallwand wird Uber eine

Hemmung der Proliferation und Migration der glatten Muskelzellen (Garg und Hassid,
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1989), als auch einer Inhibierung der Synthese von Matrixproteinen durch
Fibroblasten der Intima und glatte Gefalimuskulatur (Von der Leyen et al., 1995) die
Integritat von Funktion und Struktur der GefaRe aufrechterhalten. Uber direkte
autokrine und parakrine Wirkung auf umliegende Endothelzellen kann NO durch eine
Herabregulation endothelialer Adhasionsmolekile (Lefer et al., 1999) und Senkung
der endothelialen Permeabilitat zusatzlich entzindlichen Reizen entgegenwirken
(He et al., 1997).

Als physiologischer Hauptreiz der endothelabhangigen NO-Freisetzung dient die
Scherkraft des stromenden Blutes in pulsatiem Muster (Tsao et al., 1996).
Hormonelle Reize sind vor allem die von Thrombozyten freigesetzten und gebildeten
Stoffe Serotonin, Thrombin, Histamin, ADP und ATP, Bradykinin und Acetylcholin.

Aufgrund seiner hohen Reagibilitdt besitzt das NO insbesondere in seiner
physiologischen Umgebung nur eine geringe (biologische) Halbwertszeit. NO wird im
menschlichen Koérper vor allem zu Nitrit und Nitrat abgebaut. Der grofdte Teil des
endothelial gebildeten NO wird zunachst im Plasma mit molekularem Sauerstoff zu
Nitrit oxidiert. Nitrit reagiert dann innerhalb der Erythrozyten in Anwesenheit von
oxygeniertem Hamoglobin HbO; zu Nitrat , wobei das Hamoglobin zu Methdmoglobin
reduziert wird. Das Nitrat als vasoinaktives Stoffwechsel-Endprodukt wird tber die
Nieren filtriert und mit dem Urin ausgeschieden. Alternativ kann NO auch direkt in die
Erythrozyten diffundieren und dort ebenfalls unter Methamoglobinbildung zu Nitrat

oxidiert werden (Doyle und Hoekstra, 1981).

13



2.2.4. Rolle des Endothels in der Regulation des Ge  faltonus

Die NO-Synthase wird wie bereits erwdhnt in Endothelzellen konstitutiv exprimiert,
reagiert Calcium- und Calmodulin-abhangig auf extrazellulare Reize wie Scherkrafte
des stromenden Blutes und rezeptorvermittelte Hormoneinwirkung mit der Bildung
von geringen Mengen an Stickstoffmonoxid. Die funktionelle Bedeutung dieser
Expression wurde durch mehrere Experimente Anfang der 90er Jahre gezeigt, so
kommt es bei knock-out-Mausen mit deletiertem eNOS-Gen zu einer arteriellen
Hypertonie (Huang et al., 1995). Wird Versuchspersonen das Arginin-Analogon L-
NMMA infundiert, welches als ein Inhibitor der NO-Synthase wirkt, so reagieren diese
mit einem Blutdruckanstieg (Valance et al, 1989). Da L-NMMA selbst keine
vasokonstriktorische Wirkung hat, resultiert seine vasokonstriktive Wirkung
vollkommen endothelabhangig aus der Hemmung der endogenen Synthese und
Freisetzung von NO. Diese Experimente zeigten, dass beim Menschen ein
physiologischer vasodilatatorischer NO-abhangiger Effekt fur Regulation von
Blutdruck und Blutfluf3 verantwortlich ist und eine kontinuierliche basale Freisetzung

von NO im Sinne eines Vasodilatatoren-Tonus besteht.
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2.3. Pathogenese der Atherosklerose

Die Storung der endothelialen Funktion wird heute wie bereits erwéhnt als ein
Schlusselfaktor in der Pathogenese der Atherosklerose gesehen.

Aktuell gilt eine chronisch progrediente Entziindung der Gefal3e im Sinne einer
generalisierten Ausbreitung als ursachlich (Ross 1999; Libby, 2002). Pathologisch-
anatomisch kann eine Entziindung der Intima festgestellt werden, mit Infiltrationen

durch Makrophagen und Lymphozyten.

LDL
retention oxidation

Cytakines
-

e

expression

Abb. 2: Pathogenese der Atherosklerose. Zunéachst lagert sich Lipoproteingebundenes Cholesterin aufgrund einer
gesteigerten Durchlassigkeit des Endothels in der Intima ab. Durch freie Radikale in der GefaBwand wird das LDL
oxidiert. Dadurch entstehen proinflammatorische Lipidmolekile, welche in den Endothelzellen eine gesteigerte
Expression von Adhasionsmolekilen induzieren, eine Ausschiittung von Chemokinen bewirken und Komplement
akitivieren. Diese Faktoren filhren gemeinsam zu einer vermehrten Adhasion und zu einem Ubertritt von
Leukozyten, insbesondere Monozyten und T-Zellen in die Intima. Die Monozyten differenzieren sich zu
Makrophagen, welche Uber den scavenger-Rezeptor (ScR) oxidiertes LDL phagocytieren und zu Schaumzellen
differenzieren. Uber eine Présentation von Fragmenten des oxLDL durch die Makrophagen wird eine
Autoimmunreaktion induziert, die T-Zellen bilden weitere proinflammatorische Cytokine, welche Uber eine
Wirkung auf die Endothelzellen, auf Makrophagen und auf beistehende glatte Muskelzellen die Entziindung

weiter propagieren (Hansson und Nilsson, 2003).

Vorstellungen Uber den Mechanismus stellen heute als primares Ereignis eine
gesteigerte Durchlassigkeit des Endothels fur Lipide in den Vordergrund (,response
to injury“-Hypothese von Ross), am ehesten auf dem Boden einer Dysfunktion der

Endothelzellen. Diese Lipide, vorwiegend an Lipoproteine niedriger Dichte (LDL, low
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density lipoprotein) gebundenes Cholesterin (Nordestgaard, 1996), lagern sich im
subendothelialen Bindegewebe ab (Simionescu et al., 1986), werden an die
extrazellulare Matrix, insbesondere die Proteoglykane gebunden (Boren et al., 2000)
und Uber eine Oxidation verandert (Steinberg, 1997). Uber eine dauerhafte
Stimulierung der Endothelzellen durch Zytokine (Nieman-Jonson et al., 2000) und
infolgedessen vermehrter Bildung von Adhasionsmolekilen wie VCAM-1 (Cybulsky
et al.,, 2001) und den P- und E-Selectinen (Dong et al., 1998) auf der dem
Gefalllumen zugewandten Oberflache binden Monozyten aus dem Blut und wandern
per Diapedese in die Intima (Jonason et al., 1986; van der Wal et al., 1989). Die
Monozyten differenzieren zu Makrophagen und phagozytieren die modifizierten
Lipoproteine (ox-LDL) Uber den scavenger-Rezeptor. Das phagozytierte ox-LDL kann
jedoch nicht vollig metabolisiert werden, die Makrophagen verwandeln sich in
Schaumzellen und produzieren Zytokine (Palkama, 1991) sowie reaktive
Sauerstoffspezies, welche auf die umgebenden Zellen eine parakrine Wirkung
entfalten (Brown und Goldstein, 1983). So wird zum Beispiel das Endothel zur
weiteren Produktion der Adhasionsmolekule stimuliert (Rajavashisth et al., 1990),
infolgedessen werden weitere Monozyten und auch T-Zellen angelockt. Uber die
Prasentation von Antigenen an die T-Zellen induzieren die Makrophagen eine
Autoimmunantwort, welche in der Folge zur weiteren Progression der Entztindung im
Sinne einer positiven Feedback-Schleife fuhrt (Hanson, 1997). Glatte Muskelzellen in
der Umgebung werden zur Proliferation angeregt und weitere Monozyten Uber einen
chemotaktischen Effekt herangezogen (Leonard und Yoshimura, 1990). Mit
Progression des Atheroms werden dann auch ortsstdndige Fibroblasten zu
Proliferation und Bildung extrazellularer Matrix stimuliert (Assoian und Marcantonio,
1996) bzw. glatte Muskelzellen dedifferenzieren zu Myofibroblasten (Chamley-
Campbell et al.,, 1981) und so resultiert eine zunehmende Fibrosierung mit
bindegewebigem Umbau und letztlich regressiven Verdnderungen durch
Einlagerungen von Kalk zum fibrésen Plague. Dieser Plaque kann einerseits dann zu
einer zunehmenden Einengung des Lumens des betroffenen GeféalRes fihren
(Davies, 1996), mit der Folge einer zunachst nur unter Belastung, dann auch in Ruhe
abnehmenden Durchblutung, welche sich klinisch ab einer angiographisch sichtbaren
Einengung von ca. 75% als stabile Angina pectoris &ufRert. Die den
arteriosklerotischen Plaque bedeckende fibrotische Schicht kann andererseits

aufplatzen und Uber eine Aggregation von Thrombozyten bei Kontakt mit dem hoch
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gerinnungsaktiven Plaguematerial und eine sekundare Gerinnungsaktivierung dann
zu einem rasch progredienten teilweisen oder volligen Verschluss des Gefal3es
fuhren (Falk et al., 1995), ein Ereignis welches klinisch am Herzen als akute
Myokardischamie mit den verschiedenen Manifestationen des akuten
Koronarsyndromes (instabile Angina, NSTEMI oder STEMI) imponiert.

Als friheste Manifestationen finden sich diese Ablagerungen von Lipiden und
Makrophagen bereits in frGhester Jugend und Kindesalter als sogenannte ,fatty
streaks" (Stary et al., 1994). Bei entsprechender Behandlung der ursachlichen
Faktoren bzw. Eliminierung der ausldsenden Noxe ist eine Ruckbildung der Lasionen

in gewissem Ausmald moglich.
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2.4. Endotheliale Dysfunktion

Der Begriff der Endotheldysfunktion umfasst mehrere Phanomene, wird aber in der
klinischen Literatur im engeren Sinne vor allem Uber eine experimentellen
Messungen gut zugéangliche Stérung der Vasomotorik definiert. Hierbei wird die
Endotheldysfunktion als verminderte Aktivitdt oder auch (Bio-)Verfigbarkeit von NO
bezeichnet. Generell ist die Endotheldysfunktion nattrlich nicht nur auf eine Stérung
der Vasomotorik beschrénkt, sie betrifft auch andere Funktionen des Endothels wie
z. B. die Regulation der Adhasion (Kubes et al., 1991; Tsao et al., 1996; Theilmeier
et al., 1997) und Migration der Leukozyten (Boring et al., 1998; Zeiher et al., 1995;
Tsao et al., 1997), eine Stérung der Adhasion und Aggregation der Thrombozyten
(de Graaf et al., 1992; Tsao et al., 1994; Wolf et al., 1997; Diodati et al., 1998) sowie
eine Wirkung auf die Proliferation der glatten Muskulatur (Von der Leyen et al., 1995;
Boeger et al., 1998) als wichtige proatherogene Effekte. Die klinisch messbare
Storung der endothelabhangigen Vasodilatation wird hierbei lediglich als Indikator fir
eine generelle Schadigung der Endothelfunktion gesehen.

Bereits vor Entstehung hamodynamisch relevanter und somit angiographisch
nachweisbarer Einengungen von arteriellen Gefal3en in Form der atherosklerotischen
Plaques ist eine Einschrankung der endothelabhéngigen Vasodilatation nachweisbar
(Werns et al., 1989).

Alle  bedeutsamen  kardiovaskularen  Risikofaktoren  fihren zu  einer
Endotheldysfunktion, so auch Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus und Rauchen (Creager et al., 1990; Panza et al., 1990; Calver et al., 1992;
Zeiher et al., 1995). Insbesondere ist die Endotheldysfunktion jedoch bei manifester
Atherosklerose nachzuweisen, in peripheren, koronaren und zerebralen Gefal3en
(Landmesser et al., 2001; Vita et al.,, 2002). Im Einklang mit der fundamentalen
Bedeutung der gestdrten Endothelfunktion fur die Pathogenese der Atherosklerose
zeigten mehrere Kklininsche Studien, das eine ausgepragte Stérung der
Endothelfunktion in koronaren GefaRen ohne signifikante Stenosen mit einem
erhohten Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse (Myokardinfarkt, Schlaganfall und
Tod) einhergeht (Al Suwaidi et al., 2000; Schachinger et al., 1999). Weiterhin liel3
sich der beschriebene Zusammenhang nicht nur fir die gestdrte koronaren
Endothelfunktion darstellen, es zeigte sich ebenfalls ein Zusammenhang zwischen
kardiovaskularem Risiko und Ausmal’ einer endothelialen Dysfunktion der peripheren
Gefalle (Anderson et al., 1995; Neunteufl et al., 2000).
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Die endotheliale Dysfunktion ist insgesamt nicht als Epiphdnomen im Rahmen der
Atherosklerose zu werten (Vita et al.,, 2002), sie muss einerseits als frihe und
eventuell reversible Manifestation der Atherosklerose im Sinne einer funktionellen
Schadigung gesehen werden, sie ist unter anderem bei Patienten mit familiarer
Hypercholesterinamie schon im Kindesalter nachweisbar (Sorensen et al., 1994),
bleibt aber auch mit zunehmender Progression der Atherosklerose manifest und mit

der Prognose der Patienten eng korreliert (Heitzer et al., 2001).
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2.4.1. Reduzierte Bioverfugbarkeitvon NO [

Verschiedene Faktoren kommen als Ursache fur die unter bestimmten Bedingungen
gefundenen reduzierten Spiegeln von NO in Betracht: einerseits eine reduzierte
Produktion von 'NO, andererseits ein erhohter Abbau durch reaktive
Sauerstoffverbindungen (ROS = ,reactive oxygen species®). Eine Reduktion der
Produktion von NO st prinzipiell durch verschiedene Mechanismen denkbar —
reduzierte Expression der endothelialen NO-Synthase, Mangel an Substraten oder
Cofaktoren oder auch Veranderungen in der Signaltransduktion, mit der Folge einer
mangelnden Aktivierung der eNOS trotz physiologischer oder supraphysiologischer
Spiegel von NO. Einige dieser Faktoren konnten bei den verschiedenen
Krankheitsprozessen mit Endotheldysfunktion nachgewiesen werden, so konnte
durch Supplementierung von L-Arginin als Prakursor des NO eine Verbesserung der
endothelialen Dysfunktion bei Patienten mit Hypercholesterinamie erreicht werden
(Drexler et al. 1991; Creager et al., 1992; Clarkson et al., 1996) und durch Gabe von
Tetrahydrobiopterin  (einem Kofaktor der NO-Synthese) verbesserte sich die
periphere Endothelfunktion von Rauchern (Heitzer et al., 2000a) und Patienten mit
Diabetes mellitus (Heitzer et al., 2000b). In den meisten Fallen fand sich jedoch eine
gesteigerte Produktion von NO, erklart werden kann der absolute Mangel von
Stickstoffmonoxid bei erhohter Syntheserate durch einen ebenfalls deutlich
gesteigerten Abbau, welcher die Produktion noch tberkompensiert (Bouloumie et al.,
1997).
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2.4.2. Verbrauch von NO

Trotz der unter inflammatorischen Bedingungen damit a priori erhéhten ‘NO-
Synthese sind akute wie chronisch vaskulare Entziindungszustande charakterisiert
durch verminderte '‘NO-Bioverflugbarkeit mit in der Folge verminderter vaskularer
Relaxation, erhthter thrombozytarer Aggregation sowie vermehrter Expression
endothelialer Adhasionsmolekile (Moncada und Higgs, 1993). Die zumindest
partielle Reversibilitat dieser Prozesse durch NO-Donatoren unterstitzt das
pathophysiologische Konzept der verminderten vaskularen Bioverfiigbarkeit von ‘NO
(von der Leyen et al., 1995; Channon et al., 1998; von der Leyen und Dzau, 2000).
Fur die Erklarung der Diskrepanz zwischen erhaltener bzw. erhéhter 'NO-Synthese
und verminderter ‘NO-Bioverfugbarkeit ist die ungewdhnliche Reaktivitdit des ‘NO
Radikals entscheidend: Zum einen hat ‘NO die fur ein freies Radikal ungewdéhnlich
lange Halbwertzeit von mehreren Sekunden (Lancaster, 1994), zum anderen reagiert
‘NO nur mit wenigen anderen Radikalen und in Abhangigkeit seiner Lokalisation im
Gefal3 (Thomas et al., 2001). Zu den bisher am besten charakterisierten Reaktionen
zahlt die Reaktion von 'NO mit Superoxidanion (O,"), dessen Geschwindigkeit nur
diffusionslimitiert ist (k=6,7 x 10° M™*s™) und zur Generation des toxischen Oxidanz
Peroxynitrit CONOO) fuhrt (Beckman und Koppenol, 1995).

'NO + Oy~ > ONOO
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2.4.3. Produktion von ROS

In Saugetierzellen sind als potenzielle Quellen fur die Bildung von ROS verschiedene
Enzymsysteme denkbar. Mdglich wéaren die mitochondriale Atmungskette, die
Enzyme Lipoxygenase und Cyclooxygenase aus dem Arachidonsdure-Metabolismus,
Cytochrom p450, Xanthinoxidase, verschiedene NAD(P)H-Oxidase (unter anderem
im Endothel selbst als auch in Leukozyten), die NO-Synthasen selber und einige
andere Hamoproteine. Im Falle der kardiovaskularen Erkrankungen wurde eine
Beteiligung vor allem fur drei der genannten Enzyme gezeigt: die NADH/NADPH-
Oxidase, die NO-Synthase und die Xanthinoxidase.

Die NADH/NADPH-Oxidase ist ein in Leukozyten lokalisiertes Enzym, welches unter
Verbrauch von NAD(P)H Superoxid-Radikale bildet, und somit wiederum zu einem
vermehrten Abbau von NO fuhrt. In der GefalBwand von Patienten mit koronarer
Herzerkrankung, aber nicht bei Gesunden ko&nnen vermehrt Granulozyten mit
phox22-Expression (eine Untereinheit der NADPH-Oxidase) mittels Fluoreszenz-
Markierung lokalisiert werden, ebenso konnte eine Expression eines homologen
Enzyms (gp91phox) in vaskularen Endothelzellen gezeigt werden (Griendling et al.,
2000). Es gibt mehrere Hinweise fir eine klinische Bedeutung dieses Enzymes in der
Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen, in einem knock-out-Maus-Modell der
Atherosklerose mit Defizienz einer Untereinheit der NAD(P)H-Oxidase war die
Entwicklung atherosklerotischer Lésionen um den Faktor 5 reduziert (Barry-Lane et
al.,, 2001), ebenso konnte eine Beteiligung des Enzymes in Fruhstadien der
Atherosklerose bei Patienten gezeigt werden (Warnholtz et al., 1999). Bei Patienten
mit Diabetes mellitus und Hypercholesterinamie konnte eine deutlich erhdhte NADH-

abhéngige Superoxidproduktion nachgewiesen werden (Guzik et al, 2000).
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Abb. 4: Homologe Enzymsysteme der NAD(P)H-Oxidase in Neutrophilen und glatten Muskelzellen der

NAD(P)+

GefalBmuskulatur.

Ein weiteres Enzymsystem scheint die endotheliale NO-Synthase selbst zu sein.
Unter bestimmten Bedingungen, insbesondere in Abwesenheit von L-Arginin - als
Prakusor von NO (Vasquez-Vivar et al., 1998) und Tetrahydrobiopterin - als Co-
Faktor in der Synthese (Tiefenbacher et al., 2000) kann die NO-Synthase selbst
Superoxid und H;O, produzieren (Alp und Channon, 2004). Dieses Phanomen wird
als Entkuppelung (uncoupling) bezeichnet. Im Tiermodell kann eine Rolle der NOS-
abhangigen  Superoxid-Produktion  bei  verschiedenene  kardiovaskularen
Erkrankungen bzw. deren Risikofaktoren definiert werden, so ist bei spontan-
hypertensiven Ratten (SHR) in der Aorta die Superoxid-Produktion erhdht, und diese
kann entweder durch Entfernung des Endothels oder durch Infusion von L-NAME
(einem Inhibitor der NO-Synthase) normalisiert werden (Kerr et al., 1999). Bei
chronischen Rauchern kann durch intraarterielle Infusion von Tetrahydrobiopterin die
endothelabhéngige Vasodilatation verbessert werden, hier scheint der Mangel an
BH4 zu einer Entkoppelung der NOS zu fuihren (Heitzer et al., 2000).
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2.5. Xanthinoxidase

Eine  entscheidende  Quelle vaskularer  Superoxidproduktion st die
Xanthinoxidoreductase (XOR). Strukturell ist die Xanthinoxidoreductase ist ein
Molybdoenzym, d. h. im aktiven Zentrum des Enzyms ist ein Molybdopterin
lokalisiert, d. h. ein Molybdén-Atom gebunden an eine Pteringruppe (Hille und
Nishino, 1995).

O; +.NO——>ONOO
Abb. 5: Struktur der Xanthinoxidase (n. Hille und Nishino, 1995).

Die Xanthinoxidoreductase liegt in 2 Isoformen vor, das Verhaltnis der beiden
Isoformen variiert je nach herrschenden Bedingungen (Stirpe und Della Corte, 1969).
Die Expression der XOR wird auf mehreren Ebenen reguliert, vor allem auf der
transkriptionellen Ebene, hier wirken als positive Regulatoren insbesondere
inflammatorische  Reize, wie z. B. verschiedende Mediatoren der
Entzindungskaskade, z. B. Lipopolysaccharide, Interleukin-1 und -6, Interferon-y und
TNF-a (Pfeffer et al., 1994), aber auch eine Hypoxie konnen die Transkription
induzieren (Terada et al., 1997). Primar wird auf diese Reize hin die
Xanthindehydrogenase gebildet. Unter bestimmten physiologischen als auch
pathologischen Bedingungen werden jedoch variable Mengen der XDH zu
Xanthinoxidase modifiziert. In einer physiologischen Umgebung liegt der grof3te Teil

der Xanthinoxidoreductase in der XDH-Form vor, nach Einwirkung der o. g.
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inflammatorischen Reize oder auch durch eine Hypoxie wird die XDH-Form durch
limitierte Proteolyse irreversibel zur Xanthinoxidase konvertiert (Poss et al., 1996),
die Aktivitat der XO wird jedoch zuséatzlich durch eine ebenfalls zytokin- und hypoxie-
induzierte Phosphorylierung moduliert (Della Corte et al., 1969). Unter
experimentellen Bedingungen kann eine reversible Umwandlung durch Oxidation
bestimmter Thiolgruppen mittels Sulfhydryl-Reagenzien stattfinden (Waud und
Rajagopalan, 1976), die limitierte Proteolyse kann in vitro durch Zugabe von Trypsin
oder Chymotrypsin und weiterer Proteasen vonstattengehen (Amaya et al., 1990).
Die Xanthinoxidoreductase reagiert mit mehreren Substraten, unter anderem
Purinen, Purin-Ribonucleosiden und 2°-Desoxyribonucleosiden (Krenitsky et al.,
1974), vor allem aber ist es ein essentielles Enzym des Nucleinsaurekatabolismus,
und katalysiert hier den Abbau von Hypoxanthin zu Xanthin sowie von Xanthin zu
Urat (Parks und Granger, 1986). Bei niederen Saugetieren wird Urat dann von der
Uratoxidase zu Allantoin umgesetzt, beim Menschen ist dieses Enzym jedoch
inaktiviert, Urat somit Endprodukt des Purinstoffwechsels (Usuda et al., 1988). Bei
der Konversion von Hypoxanthin zu Xanthin und der Oxidierung von Xanthin zu Urat
entsteht als Nebenprodukt H,O, und Superoxid (O,") (Houston et al., 1999).

Die beiden Isoformen der XOR unterscheiden sich in ihrer Kinetik und
Substratspezifitat. Die Xanthindehydrogenase benétigt NAD+ als Akzeptor fur die
Elektronen der Redox-Reaktion, hierbei entsteht NADH als stabiles Endprodukt,
wohingegen die Xanthinoxidase NAD+ nicht als Akzeptor zu nutzen vermag. lhr
dient molekularer Sauerstoff als Elektronenakzeptor, in der Folge entsteht Superoxid
(Saito und Nishino, 1989).

Gesichert ist, dass die Xanthinoxidase unter hypoxischen oder ischamischen

Bedingungen Superoxid produziert (Brown et al., 1988).
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2.5.1. Gewebeverteilung und subzellulare Lokalisier  ung

Die Gewebeverteilung mit verschiedenen Methoden bestimmt werden, welche jeweils
zu verschiedenen Ergebnissen filhren: Uber Antikérperabhangige Methoden wie z.
B. die Immunhistochemie lassen sich aktive und inaktive Formend des Enzyms im
intakten Gewebe nachweisen, wahrend biochemische Methoden (ber einen
Nachweis der Enzymaktivitatt in  Gewebehomogenaten wirken. Diese
unterschiedlichen Mechanismen haben vor allem eine Bedeutung in menschlichen
Geweben, da ein grof3er Teil der Enzymmengen von XOR inaktiv sind (Abadeh et al.,
1992).

Core Protein

Glycosaminoglycan
Chain

Xanthin Oxidase

oL

/0 &
N ——— )

NO + O, —> ONOO

Abb. 6: Unspezifische Bindung der Xanthinoidase an Endothelzellen tiber Proteoglykane.

Ein groRRer Teil der Xanthinoxidase wird bei Menschen in der Leber synthetisiert
(Parks und Granger, 1986; Linder et al., 1999), von dort in die Zirkulation abgegeben
und bindet dann an Endothelzellen, dariiber hinaus zeigen Endothelzellen aber auch
endogene XO Aktivitdt (Jarasch et al., 1981; Jarasch et al., 1986). Vermehrte XO
Immunreaktivitat fand sich im Bereich des koronararteriellen Endothels von Pat. mit

koronarer Herzkrankheit (Spiekermann, 2003).

26



Abb. 7: Immunfluoreszenznachweis von Xanthinoxidase auf Endothelzellen von Patienten mit koronarer

Herzerkrankung.

27



2.5.2. Hemmung der Xanthinoxidase

Xanthinoxidase kann durch Gabe von Purin-Analoga inhibiert werden. Seit den 60er
Jahren ist Allopurinol als Inhibitor der Xanthinoxidase Standardtherapie bei der
Behandlung der  Gicht  durch Reduktion  des  Endproduktes des
Purinsaurestoffwechsels Harnsaure. Allopurinol ist ein strukturelles Analogon von
Hypoxanthin. Nach enteraler Aufnahme wird Allopurinol durch die
Xanthinoxidoreductase selbst oxidiert zu seinem primdren Metaboliten
Alloxanthin/Oxypurinol. Oxypurinol bindet direkt an das Molybdéan-Atom im reaktiven
zentrum des Enzymes und inhibiert so die weiteren Reaktionen des Enzyms mit
anderen Substraten. Wahrend Allopurinol bei unmittelbarer glomerularer Filtration
eine Plasmahalbwertszeit von nicht mehr als 2-3 Stunden hat, findet sich bei
Oxypurinol aufgrund ausgepragter tubuléarer Reabsorption eine Halbwertszeit von 18
bis 30 Stunden, durchschnittlich ca. 28 Stunden (Cameron und Simmonds, 1987).
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2.5.3. Die Rolle der Xanthinoxidase bei kardiovasku laren Erkrankungen

Zunachst konnte in Tierversuchen eine Beteiligung der Xanthinoxidase an Stérungen
der Endothelfunktion gezeigt werden, so konnte durch Gabe von Allopurinol bei
Hunden die Dysfunktion der koronaren Endothelien nach eperimentellem
Myokardinfarkt und anschlieBender Reperfusion verhindert werden (Sobey et al.,
1992) und die Hemmung der Xanthinoxidase durch Oxypurinol verbesserte die
Endothelfunktion von Kaninchen mit Hypercholesterinamie (Ohara et al., 1993, White
et al.,, 1996). Es konnte gezeigt werden, dass die Xanthinoxidase die Vasodilatation
Uber eine Hemmung der NO-abhangigen cGMP-Bildung in den glatten Muskelzellen
beeintrachtigt (Houston et al., 1997).

Die tierexperimentellen Befunde konnten auch in einer Reihe von klinischen Studien
am Menschen bestétigt werden, so erhdht Allopurinol den NO-abhangigen Blutfluf3
bei Rauchern (Guthikonda et al.,, 2003). Allopurinolgabe verbesserte die
acetylcholinabhangige Relaxation im Unterarm bei Pat. mit Diabetes mellitus und
arterieller Hypertonie (Butler et al., 2000). Hierzu wurden Diabetiker mit arterieller
Hypertonie Uber einen Monat mit Allopurinol p. 0. behandelt und der Vorderarmfluss
in Abhangigkeit von endothelabhangigen Vasodilatoren bestimmt, Allopurinol
verbesserte bei diesen Patienten die Endothelfunktion um 30% auf das Niveau
gesunder Probanden.

In einer anderen Arbeit wurde der Akuteffekt von Oxypurinol auf den
Unterarmblutflu® von Pat. mit Hyperlipoproteindmie untersucht (Cardillo et al., 1997).
Wahrend die Gabe von Oxypurinol keinen Effekt auf den Unterarmblutful? bei
Kontrollprobanden  hatte, zeigten Pat. mit Hypercholesterinamie nach
Oxypurinolinfusion eine signifikante Verbesserung der endothelabhangigen
Relaxation auf Azetylcholin.

Weiterhin wurden auch Untersuchungen zu potentiell kardioprotektiven Effekten von
Allopurinol durchgefiihrt: In einer Studie, die Pat. vor aortokoronarer Bypassoperation
einschloss (Castelli et al., 1995), zeigten mit Allopurinol behandelte Patienten eine
bessere Erholung der Herzminutenvolumens bei erniedrigter XO Aktivitat im Serum.
Der Mechanismus dieses protektiven Effektes der Inhibition der Xanthinoxidase bleibt
jedoch unklar, am ehesten spielt hierbei die Inhibition eines lokalen gewebsstandigen
Stickstoffmonoxid-Signalsystems eine Rolle, welches die Kontraktilitat des
Herzmuskels kontrolliert (Balligand et al., 1993; Ingwall et al., 1998).
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In diesem Zusammenhang mehren sich Hinweise Uber eine Rolle der endothelialen
Dysfunktion bei chronischer Herzinsuffizienz: auch hier scheint die Xanthonoxidase
einen erheblichen Anteil an der pathologisch gestérten Endothelfunktion zu haben,
die Hemmung der Xanthinoxidase mit Allopurinol flhrte zu einer deutlichen

Verbesserung in diesem Patientenkollektiv (Farquarson et al., 2002).
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2.6. Klinische Evidenz fur die Endothelfunktion

Zur Bestimmung der Endothelfunktion als klinischer Parameter haben sich
verschiedene invasive und nichtinvasive Techniken durchgesetzt. Eine Méglichkeit ist
die Stimulation des Endothels mit Acetylcholin. Die Reaktion des Gefalles kann
durch verschiedene Methoden bestimmt werden, einerseits z. B. durch Vermessung
der GefalBweiten (mean Iluminal diameter), im Falle der Koronarien mittels
guantitativer Koronarangiographie (QCA) (Ludmer et al, 1986). Eine weitere Methode
ist die invasive Messung der Flussreserve, das bedeutet die Veranderung des
Blutflusses unter verschiedenen Bedingungen mittels eines in der Koronararterie
platzierten Dopplerdrahtes (Wilson et al., 1985).

Eine nichtinvasive Methode ist die Bestimmung der fluBabhangigen Dilatation der
Unterarmarterien, hier wird mittels Dopplersonographie die Weite eines peripheren
Gefalles vor und nach Stopp der Durchblutung mittels Kompression der zufiihrenden

Gefale gemessen (Celermajer et al., 1992).
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2.7. Koronare Gefal3versorgung und myokardiale Durch  blutung

Die koronare Zirkulation nimmt im Organismus eine Sonderstellung ein, da sie das
Herz als zentralem Teil des Kreislaufs perfundiert. In der Koronarzirkulation
herrschen einige besondere Verhaltnisse: das linksventrikulare Myokard extrahiert
normalerweise circa 75% des durch die Koronararterien transportierten Blutes,
daraus resultiert eine koronarvenoser Sauerstoffpartialdruck von 18 mmHg. Daher
bleibt nur eine geringe Madglichkleit die Sauerstoffextraktion zu steigern. Da
myokardiale Muskelzellen nur eine begrenzte Madoglichkeit der anaeroben
Energiegewinnung habe, mul3 jeder Anstieg des Sauerstoffoedarfes mit einem
Anstieg des Sauerstoffangebotes lber eine Zunahme des koronaren Blutflusses
einhergehen.

Eine Besonderheit des koronaren Gefal3systems liegt in seiner Einbettung in den
Herzmuskel. Dadurch unterliegt der Koronarflul3 den phasischen linksventrikuléaren
Druckschwankungen: in der Systole resuliert ein geringer und in der Diastole ein
hoher Flul3. Der Gewebsdruck in den inneren Schichten des Myokards ist hoher als
der koronarvendse Druck, das bedeutet das der Druckgredient fur den
subendokardialen FluR dem koronararteriellen Druck minus dem linksventrikularen
Druck entspricht. In der Systole sind der koronararterielle Druck und der
linksventrikuare Druck ungefahr gleich, es resultiert also kein Fluf3. Wahrend der
Diastole nach Schlul? der Aortenklappe ist der linksventrikuldre Druck niedrig und der
Druckgradient fuhrt zu einem hohen Koronarfluf3 (Suga, 1990).

Eine weitere Besonderheit der koronaren Zirkulation ist die lokale metabolische
Kontrolle der Gewebsdurchblutung. Durch steigenden Sauerstoffbedarf werden
Metabolite, wie zum Beispiel Adenosin freigesetzt, welche zu einer Zunahme des
KoronarfluRBes fuhren (Yada et al., 1999). Koronare Endothelzellen kénnen, wie in
den vorigen Abschnitten beschrieben, als Antwort auf pulsatilien Shear-stress
Stickstoffmonoxid produzieren. Dies fuhrt wie in anderen Gefal3gebieten zu einer
Vasodilatation, ein Mechanismus der insbesondere in den epikardialen koronaren
LeitungsgefaRen ausgepragt ist. Durch diesen Mechanismus fihrt stromabwarts
gelegene arteriolare Vasodilatation zu einer stromaufwarts gelegenen arteriellen
Dilatation. Der koronare Gesamtwiderstand wird entsprechend dem vorherrschenden
metabolischen Bedarf auf Arteriolenebene reguliert und der stromaufwarts gelegene

Gefaldurchmesser wird entsprechend des endothelialen Shear-stress angepasst.
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2.8. Fragestellung der Arbeit

Unter Einbeziehung der oben genannten Pramissen wird die Hypothese gepriift, ob
eine Hemmung der Xanthinoxidase die koronare und periphere Endothelfunktion bei
Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer Herzerkrankung, erhaltener
linksventrikularer Funktion und Harnsaurespiegel im physiologischen Bereich zu
einer Verbesserung der koronaren und peripheren Endothelfunktion fuhrt.

Zu diesem Zweck wurde der Einflu@ von Oxypurinol, einem Hemmstoff der
Xanthinoxidase, auf den minimalen koronaren Lumendiameter (MLD) und den
koronaren Blutfluss als Antwort auf eine Gabe von Acetylcholin sowie die
fluBabhangige Vasodilatation der Brachialarterie vor und nach intravendser Infusion

von Oxypurinol untersucht.

33



3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign

Die Studie wurde als prospektive offene Studie mit 20 Patienten angelegt. Im
Rahmen des von der Ethik-Komission der Hamburger Arztekammer genehmigten
Protokolles gaben alle Patienten eine schriftliche Einverstandniserklarung (,informed
consent*) in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Deklaration von Helsinki. Die
Untersuchung wurde als offene prospektive nicht-randomisierte Studie angelegt,
welche Patienten mit einer angiographisch gesicherten koronaren Herzerkrankung
(definiert als Vorliegen generalisierter Wandveranderungen oder einer signifikanten
Stenose in  ein oder zwei Koronararteriendsten mit geplanter PTCA,
Stentimplantation oder anderer perkutaner Eingriffe) bei erhaltener linksventrikularer
systolischer Ruhefunktion einschlof3, d. h. es musste bei den Patienten in einer
diagnostischen Koronarangiographie, die zum Zeitpunkt des Studienbeginns nicht
mehr als zwei Wochen zurlckliegen sollte, ein Koronarbefund vorliegen, bei dem an
wenigstens einem Gefal3 eine PTCA, Stentimplantation oder ein anderer perkutaner
Eingriff erforderlich ist. Die Messungen im Rahmen der Studie erfolgten dann nach
stattgehabter Koronarintervention, um eine Behandlung auch bei Abbrichen im
Rahmen der Studie sicherzustellen. Alternativ konnten Patienten eingeschlossen
werden, bei denen in einer diagnostischen Koronarangiographie eine koronare
Herzkrankheit mit generalisierten Wandveranderungen nachgewiesen wurde. Die
Patienten wurden vor Durchfihrung der Koronarangiographie tber Bedeutung und
Umfang der Studie aufgeklart. Die Durchfihrung des Acetylcholin-Tests sowie die
Infusion von Oxypurinol gemaf Studienprotokoll erfolgte dann innerhalb der gleichen
Katheteruntersuchung. Vor der Messung wurden Serumproben aus einer peripheren
Vene entnommen. Im Anschluss wurde Oxypurinol infundiert und die Relaxation der
Arterie sowie die koronare Flussreserve auf Acetylcholin erneut bestimmt und

abschlielRend erneut eine Serumprobe peripher venés entnommen.
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3.2. Studienpopulation

Patienten beiderlei Geschlechtes, welche zur Aufnahme in die Klinik fur Kardiologie
des Herzzentrums des Universitatsklinikums Eppendorf kamen, wurden beziglich
der Ein- und AusschluRRkriterien zur Teilnahme an der Studie Gberprift. Die Patienten
wurden vor der Studie Uber das Ausmall und die Risiken der Untersuchung
aufgeklart, ein schriftliches Einverstandnis lag vor. Durch den aufnehmenden Arzt
erfolgte die Anamneseerhebung sowie eine internistische Untersuchung. Vor der
Untersuchung und vor Entlassung wurde ein Ruhe-EKG sowie Blut fur eine
Routinelaboranalyse abgenommen (Kreatinin, Harnstoff, Kalium werden vor der
Intervention und bei Entlassung bestimmt. C-reaktives Protein, Glucose, Harnsaure,
Folsaure, Cholesterin gesamt, HDL-Cholesterin, Triglyceride werden bei Besuch 1
und 5 bestimmt. LDL- Cholesterin wird durch die Friedewald-Formel errechnet (LDL-

Konzentration= Cholesterin gesamt- (HDL+Triglyceride/ 5)).

3.2.1. Einschlul3kriterien

Angiographisch dokumentierte koronare Herzerkrankung mit

a) generalisierten Wandveranderungen (Stenosen <40%) und/ oder

b) dem Vorliegen einer signifikanten Lasion mit Indikation zur perkutanen
Koronarintervention in einem oder zwei Koronararterienasten.

Vorliegen einer angiographisch nicht verschlossenen Koronararterie mit minimalen
Lasionen (Stenosen <40%). Es muss sich bei dieser Arterie (=Zielarterie) um einen
Ast der linken Koronararterie handein.

Die Patienten mussten uber 18 Jahre alt sein, das schriftliche Einverstandnis der

Patienten fir die Teilnahme an der Studie muf3te vorliegen.

3.2.2. AusschluRkriterien

In Bezug auf die medizinische Vorgeschichte:

- Myokardinfarkt innerhalb zwei Wochen vor der Studie

- (Ausnahme: Patienten mit einem Non-Q-Wave-Infarkt kbnnen nach
Ermessen des Untersuchenden eingeschlossen werden).

- Instabile Angina pectoris, es sei denn, die zugrundeliegenden L&sionen

sind durch den aktuellen Eingriff stabilisiert worden.
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- aortokoronare Bypassoperation innerhalb von 4 Wochen vor Studieneintritt
- Schlaganfall oder periphere Revaskularisierung innerhalb 12 Wochen vor
der Studie.

- Hyperurikdmie (Harnsaure >7,3 mg/dl)

- Bekannte Intoleranz gegeniber Oxypurinol bzw. Allopurinol

- Chronische Lebererkrankung

- Klinisch signifikante Herzklappenerkrankung.

- Hypertroph obstruktive Kardiomyopathie

- Anhaltende ventrikulare Arrhythmien

- Synkope innerhalb von vier Wochen vor der Studie

- Schwere Atemwegserkrankung

- Bekannte Hypothyreose

- Bekannte Hyperthyreose

- Kontrastmittelallergie

- Das Vorliegen einer weiteren die Lebenserwartung einschrankenden
Erkrankung (die koronare Herzerkrankung ausgeschlossen).

- Organtransplantation in der Vorgeschichte

In Bezug auf aktuell eingenommene Medikamente:

- Einnahme von Allopurinol-Praparaten in den letzten 2 Wochen vor
Studieneinschluss
- Intravendse Heparinisierung innerhalb der letzen 24h vor Einschluss

In Bezug auf aktuelle Symptome oder Befunde:

- Klinisch signifikante Herzinsuffizienz, basierend auf dem Vorhandensein
einer Auswurffraktion des linken Ventrikels von <40% (gemessen mit LV-
Angiographie oder Echokardiographie).

- Symptome von orthostatischer Hypotonie oder einem systolischen
Blutdruck in der Ruckenlage von < 80 mmHg.

- Systolischer Blutdruck > 200 mmHg und/oder diastolischer Blutdruck > 115

mm Hg trotz blutdrucksenkender Therapie.
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- Nierenschadigung mit Serumkreatininspiegeln von >1,2 mg/dl, oder
bekanntes nephrotisches Syndrom.
- ALAT (Alaninaminotransferase) oder ASAT (Aspartataminotransferase)

>1,5mal tber dem oberen Normalwert.

Verschiedenes:

- Bei Frauen: Schwangerschaft, Stillen oder Schwangerschaftsrisiko
(zeugungsfahige Frauen, die eine akzeptable Verhitungsmethode anwenden,
kénnen eingeschlossen werden).

- Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen Studie.

- Therapie mit einem sich in der Untersuchungsphase befindlichen Produkt in

einem Zeitraum von 30 Tagen vor der Studie.

3.2.3. Beobachtungszeitraum

Die Uberprifung der Patienten auf Eignung fur den Einschluss in die Studie erfolgte
in einem Zeitraum bis zu 14 Tagen vor der geplanten Intervention. Dieses galt
insbesondere fur die diagnostische Koronarangiographie. Das Screening konnte
jedoch auch am gleichen Tag erfolgen.

Waéhrend der Behandlungsphase im Herzkatheterlabor und in den ersten 24 Stunden
nach Oxypurinol-Infusion erfolgte eine enge Uberwachung jedes Patienten.

Alle Patienten, die zu irgendeinem Zeitpunkt ein Studienmedikament eingenommen
hatten, mufdten flir einen Zeitraum von mindestens 30 Tagen nachbeobachtet
werden. Die Nachkontrolle erfolgte durch eine Wiedervorstellung in der Ambulanz der
Klinik fur Kardiologie und Angiologie oder durch eine telefonische Kontaktaufnahme.
Patienten mit unerwinschten Ereignissen und/oder unerwinschten
Medikamentenwirkungen wurden in kurzfristigeren Abstdnden nach Maligabe des
Studienleiters nachbeobachtet.
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3.3. Studienmedikation

Oxypurinol wurde durch die Apotheke des Universitatskrankenhauses Hamburg-
Eppendorf fur die i. v. - Administration zubereitet.

Die Prufsubstanz Oxypurinol wurde in Containern verpackt und zur Infusion in 5%

Dextrose aufgelost und mit Natriumhydroxid auf einen pH von 9.7 gebracht.
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3.4. Herzkatheteruntersuchung

Bei der diagnostischen Linksherzkatheteruntersuchung in der Technik nach Judkins
wir die Arteria femoralis unterhalb des Leistenbandes nach lokaler Anasthesie
punktiert. Mittels Seldinger-Technik wird eine Schleuse in die Arterie eingebracht,
Uber diese wiederum dann der Fuhrungskatheter mit einliegendem Fihrungsdraht.
Unter Durchleuchtung wird nun der Katheter bis in die Aortenwurzel vorgeschoben.
Unter Zuhilfenahme verschiedenster unterschiedlich geformter Katheter konnen hier
nun mehrere Untersuchungen durchgefuhrt werden, unter anderem die Darstellung
des linken Ventrikels (Laevokardiographie), die angiographische Darstellung der
Koronarien mittels Kontrastinjektion, bzw. hiervon ausgehend auch ggf. eine
perkutane Intervention der Koronarien sowie die intrakoronaren Fluimessungen.
Nach Injektion eines Kontrastmittels kdnnen Serien von Roéntgenaufnahmen in
verschiedenen Projektionen angefertigt werden. Das Bildmaterial wird nun digital
aufgezeichnet und anschlieBend im DICOM-Format auf einer CD zur weiteren
Bildverarbeitung abgespeichert.
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Abbildung 9:

a: Angiogramm der linken Koronararterie (LCA = left coronary artery).

b. Schema der linken Koronararterie mit ihren Asten (Left main coronary artery = Hauptstamm der linken
Koronararterie. Left anterior descending = Ramus interventricularis anterior. Diagonal branch = Ramus

diagonalis. Septal brach = Ramus septalis. Left circumflex artery = Ramus circumflexus. Marginal branch =
Ramus marginalis) (Kussmaul, 2003).
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3.4.1. Laevokardiographie

Zur Darstellung des linken Ventrikels wird ein spezieller, mit seitlichen Offnungen
versehender sogenannter Pigtail-Katheter Uber die Aortenklappe bis in die Spitze des
linken Ventrikels eingebracht. Nach Registrierung der linksventrikularen Druckkurve
und Bestimmung des linksventrikularen enddiastolsichen Druckes wird nun Gber ein
Injektionssystem rasch eine grofRere Menge Kontrastmittel in das Kavum des linken
Ventrikels eingebracht. Nach Aufnahme einer mehrere Herzzyklen dauernden Serie
von Bildern wird Uber digitale Vermessung der Ventrikelkonturen das
linksventrikulare endsystolische Volumen (ESV) und das enddiastolische Volumen

(EDV) ermittelt. Hierbei wird der linke Ventrikel als halbkegelférmig angenommen,

eine Berechnung des Volumens ist dann Uber die Beziehung
V=1/6 * Pi+ D* L.
Aus dem Verhaltnis von EDV und ESV ergibt sich die prozentuale Ejektionsfraktion.
EF = (EDV/ESV) x 100

Abb. 10: Laevokardiogramm, enddiastolisch in RAO-Projektion (Kussmaul, 2003).

42



3.4.2. Koronarangiographie

Zur Koronarangiographie wird ein entsprechender Judkins-Katheter in das Ostium
des Hauptstammes der linken Koronaranrterie platziert. Vor der Untersuchung
erhielten die Patienten eine systemische Antikoagulation mit 7500 IE unfraktioniertem
Heparin i.v. zur Prophylaxe thrombembolischer Komplikationen. Nach Darstellung
der Kranzarterie mittels Konstrastmittelinjektion wurde nun ein 3F-Infusionskatheter
und ein 0.018-in-Doppler-Draht (Cardiometrics, Mountain View, CA, USA) lber den
liegenden Fuhrungsdraht in den proximalen Abschnitt des Ramus interventrikularis
anterior (32%) oder in den Ramus circumflexus (68%) eingebracht.

Bei Vorliegen einer interventionsbedurftigen Stenose wurde diese vor Durchfihrung
des Acetylcholin-Test, der Oxypurinol-Infusion und anschlielBendem erneuten
Acetylcholin-Test behandelt, hierbei wurde auf die Gabe von vasoaktiven
Substanzen, Nitroglycerin oder GPIIb/llla-Hemmern verzichtet.

Die Zielarterie zeichnet sich dadurch aus, dass sie keine Stenosen uber 40% des
Gefalidiameters aufweist und nicht fir eine Angioplastie vorgesehen ist. Die
koronare Flussmessung erfolgt mittels eines Doppler Fihrungsdrahtes (Flowire®,
Cardiometrics). Der Draht wird vorsichtig in die nicht hohergradig stenosierte
Koronararterie vorgeschoben und so positioniert, dass ein optimales Doppler Signal
abgeleitet werden kann (Doucette et al., 1992). Lag die basale Flussgeschwindigkeit
unter 8cm/s oder war die Qualitat des Signals ungentgend, wurde der Patient von
der Messung ausgeschlossen und ausschlieBlich die quantitative koronare
Angiographie durchgefihrt.

Die RoOntgenanlage wird in die Position gebracht, die die beste Darstellung der
Zielarterie ermoglicht. Die vertikale und horizontale Einstellung der Réntgenanlage
wird im Fallberichtsformular schriftlich festgehalten. AnschlieRend wird Kontrastmittel
in die Zielarterie injiziert und ein Angiogramm erstellt. Nachfolgend wird Uber den
Infusionskatheter Acetylcholin nach einem festen Protokoll in steigender Dosis (107,
10°°,10”° mol/L) firr jeweils drei Minuten infundiert (ENCORE Investigators, 2003). Am
Ende jeder Dosierung wird wahrend der Kontrastmittelinjektion ein Angiogramm
erstellt sowie kontinuierlich der Koronarfluss dopplersonographisch mittels Flussdraht
bestimmt. Nach einer Wartezeit von funf Minuten wird ein erneutes Angiogramm als
Baselinemessung erstellt. Uber die folgenden 15 Minuten wird Oxypurinol intravenos
infundiert. AnschlieBend wird Acetylcholin und Nitroglycerin wie oben beschrieben

injiziert. Sechzig Sekunden nach Gabe von 200 pg Nitroglycerin in die Zielarterie wird
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ein abschlieRendes Angiogramm erstellt. Die koronare Flussmessung wird nach
jeder intrakoronaren Infusion von Acetylcholin (Ach) sowie nach Applikation von
Nitroglycerin aufgezeichnet. Die koronare Flussreserve wird berechnet durch die
Kalkulation des Quotienten von maximalem zu Ausgangs-Flussgeschwindigkeit. Die
ermittelten Angiogramme werden zur weiteren Bildverarbeitung mit der quantitativen
Koronarangiographie im DICOM-Format auf CD gespeichert.

Vor und nach Oxypurinolinfusion wird Uber eine periphere Vene Blut enthommen
(insgesamt 20 ml).

Abb. 11: Angiogramm der LCA vor und nach Infusion von Acetylcholin.

Dargestellt ist der im RCX liegende Infusionskatheter, links vor Infusion von ACh, rechts nach Infusion von
ACh. Nach Infusion ist eine deutlich grésseres Lumen sichtbar (siehe Pfeil), der gezeigte Patient bietet eine
Vasodilatation auf ACh-Stimulation.

Die Patienten werden wie folgt behandelt:

Oxypurinol 13,4 mg/min, infundiert Uber eine periphere Vene mit 1ml/min tber 15
Minuten;

Dosis: 200mg/Patient

Rationale:

Die intraventse Dosis von Allopurinol, die laut dem ,Physician's desk reference
appliziert werden sollte, liegt bei 600mg. In der fur Deutschland geltenden aus dem
Hollandischen Ubersetzten Fachinformation betragt die Dosis fur Allopurinol 1000mg.
1000 mg intravenos appliziertes Allopurinol werden durch direkte Oxidation zu 1118

mg Oxypurinol metabolisiert. Allopurinol wird zu Oxypurinol mit einer Halbwertszeit

44



von 1 Stunde zu Oxypurinol konvertiert, die Halbwertszeit von Oxypurinol betragt 24
Stunden.

Eine 1000mg Infusion von Allopurinol fuhrt zu einer Plasmakonzentration von ca.
17pg/ml Oxypurinol zum Ende der Infusionszeit von 30 Minuten, mit einem Maximum
von Oxypurinol von 21ug/ml 4 Stunden spater. Entsprechend fiihrt eine 15 minitige
Infusion von 200 mg Oxypurinol zu einer Plasmakonzentration von 4-5ug/ml am
Infusionsende.
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3.4.3. Quantitatve Koronarangiographie

Alle Angiogramme wurden von einem geblindeten Untersucher auf einer Siemens
Workstation  zur  computerisierten  quantitativen  Koronarangiographie = mit
automatischer Konturenerkennung ausgewertet.

Die Daten der gespeicherten Angiogramme werden eingelesen, fur die Auswertung
wurde die Siemens Quantcor QCA Software V4.0 benutzt, Anpassungen wurden
soweit erforderlich manuell vorgenommen. Vor Messung der Angiogramme erfolgt
jeweils eine Kalibrierung des Systems lber die KathetergroRRe.

Als Grundlage der automatischen Mustererkennung dient die variierende
Signalintensitat der Bildpixel. Zunachst erfolgt manuell die Markierung der
GefalBmittellinie. Dann werden automatisch vom Geréat senkrecht hierzu gelegene
Scanlinien generiert, auf denen wiederum der Kontrast der Pixel fur die Erkennung
der Konturzeichnung verantwortlich ist.

Da der Kontrast der Bildpunkte fir die Konturerkennung malfigeblich ist, kdnnen
verschiedene Faktoren den Erfolg der automatischen Erkennung beeintrachtigen,
insbesondere projetionsbedingte Uberlagerungen durch GefaRe, Aufzweigungen und
Abgange, Verkalkungen oder Artefakte durch FluBphdnomene des Kontrastmittels.
Es werden nur Bilder mit optimaler Kontrastierung zur Verabreitung herangezogen, in
einzelnen Féllen erfolgt eine manuelle Anpassung.

Als ZielgroRe zur Bestimmung des Durchmessers dient die engste Stelle des
Gefalles, im folgenden als MLD (minimal lumen diameter) bezeichnet. Unter
Einbeziehung der benachbarten GefalRsegmente ermittelt die Software eine
Rekonstruktion des Gefales, anhand welcher der MLD bestimmt wird.

Die Zielarterie wird proximal beginnend in 5mm-Segmente bis zu einem Maximum
von zehn Segmenten (= 5cm) eingeteilt. Es werden die Diameter fir alle Segmente
in den einzelnen Angiographien vermessen. Das Segment mit der geringsten
Vasodilatation auf Ach bzw. mit der starksten Vasokonstriktion auf Acetylcholin
(SMAV= Site of maximal abnormal vasoactivity) wird in die Auswertung tibernommen
und verglichen mit dem  Gefal3diameter dieses Segmentes nach
Oxypurinolbehandlung. Die primare Messgrosse ist die Anderung des SMAV-
Diameters der SMAV als Reaktion auf die maximal tolerierte
Acetylcholinkonzentration in %.
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3.4.4. Intrakoronare FluBmessung mit dem Doppler-Dr  aht

Als weiteres Verfahren zur Abschatzung einer vaskularen Funktion wird die
intrakoronare FluRBmessung eingesetzt. Mit dieser Methode kann im klinischen Alltag
zum Beispiel eine weitere Quantifizierung koronarer Stenose bzw. eine Abschatzung
der Signifikanz getroffen werden (Di Mauro, 1993, de Schwerder, 1994; Newby,
2000).

Zur intrakoronaren FluBmessung wird ein MelRdraht Uber den liegenden
Fuhrungskatheter in das entsprechende Gefal3segment eingebracht, der sogenannte
Dopplerdraht oder flowwire. Es handelt sich hierbei um einen flexiblen Mel3draht, an
dessen Ende ein kleiner Ultraschallkopf integriert ist. Auf piezoelektrischem Wege
wird nun ein Kegel von Schall mit einer Frequenz von 12 MHz generiert, welcher
Uber eine Tiefe von circa 5 mm die FluBmessungen erlaubt (Doucette, 1992; Di
Mario, 1993).

Die vom stromenden Blut reflektierten Schallwellen werden aufgezeichnet und
verstarkt. Uber die Integration der geschwindigkeitsabhangigen
Frequenzverschiebung des vom stromenden Blut reflektierten Schalles Uber die Zeit
kann eine Bestimmung der mittleren Flu3geschwindigkeit APV (average peak

velocity erfolgen).

Mittels der quantitativen Koronarangiographie wird der MLD (mean luminal diameter)
des Melsegmentes gemessen. Aus dem GefaRdiameter lasst sich unter der
Annahme eines kreisrunden Gefal3querschnittes die Flache des durchstromten
Gefallquerschnittes berechen. Aus der Querschnittsfliche CSA (cross-sectional

area) kann nun der koronare Blutfluss errechnet werden (nach Haager, 1999).

QBF = CSA x APV x 0.5 (in ml/min)

Bei der Vermessung des GeféalRabschnittes des Mel3volumens gelten auch hier die

gleichen Voraussetzungen fir die Bildqualitat.
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Abb. 12: Intrakoronare Flussmessungen. In diesem Beispiel rechts Flussmessung unter Ruhebedigungen mit

einer durchschnittlichen Spitzengeschwindigkeit (APV = average peak velocity) von 59 m/s, links eine
Flussmessung nach Provokation mit einer APv von 119 m/s, es ergibt sich nominell eine koronare Flussreserve

(CFR = coronary flow reserve) von 2.0 (Kussmaul, 2003).

Die Analyse des minimalen Lumendurchmessers wurde zum Ausgangszeitpunkt,
nach der Acetylcholinbelastung, vor und nach Oxypurinol-Infusion und nach
Applikation von intrakoronarem Nitroglycerin durchgefihrt.

Der intrakoronare Fluss wird wahrend der gesamten Messung digital erfasst und
postinterventionell mit den verschiedenen Acetylcholin-Gaben korreliert. Das

Flussprofil vor und nach Gabe von Oxypurinol wird abschlie3end verglichen.
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3.5. Bestimmung der Xanthinoxidase-Aktivitdt und de r Plasma-Spiegel von
Oxypurinol, Xanthin, Hypoxanthin und Urat

Die Bestimmung der Xanthinoxidase-Aktivitat im Plasma erfolgte durch Messung der
Harnsaurebildung mittels einer HPLC mit Diodenarray-Registrierung. Ein
chromatographisches Elutionsschema Uber 5 mm C18-Saulen wurde zur
Bestimmung der Ausgangswerte von Xanthin, Urat und Oxypurinol entworfen. Das
Schema setzt sich aus einer 30-minutigen isokratischen Elution mit einer Losung aus
KH2PO4:MethanolAcetonitril: Tetrahydrofuran im Verhaltnis 97.9:1:1:0.1 zusammen,
die FluRrate wird bei 1 ml/min konstant gehalten, die Temperatur bei 30°C. Ein 8-
kanaliger elektrochemischer CoulArray-Detektor (ESA Chelmsford, USA) mit einem
angelegten Potential von 0, 120, 220, 300, 575, 700, 800 und 900 mV wurde fir die
Analyse benutzt. Nach jeder flunften Probe wurde eine festgelegte Mischung aus
Oxypurinol, Xanthin und Urat als interner Standard zum Vergleich mit den
Patientenproben gemessen. Jede Probe wurde doppelt bestimmt, der Mittelwert
brechnet und so fir die statistische Auswertung benutzt. Um den confounding —
Effekt der Plasma-Uricase-Aktivitat zu unterdriicken, wurden die Proben mit
festgelegten Urat-Mengen versetzt, eine erneute Analyse der Proben ergab keinen

nennenswerten Verlust an Urat Uber die Zeit.
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3.6. Bestimmung der fluRBabhangigen Dilatation am Un  terarm

Die endothelabhéngige fluRBvermittelte Dilatation der Brachialarterie wurde
entsprechend den Leitlinien zur ultraschalluntersuchung der Endothelabhangigen
Vasodilatation (Corretti et al., 2002) nichtinvasiv mittels 2-Dimensionaler
Ultraschalluntersuchung bestimmt. Bilder der rechten Brachialarterie und gepulste
Doppler-Flulgeschwindigkeitssignale wurden mit einem ATL 7.5 bis 12 mHz
Linearschallkopf auf einem ATL HDI5000 Ultraschallsystem (Philips, Hamburg)
aufgenommen. Der Messung der Ausgangswerte des Durchmessers der
Brachialarterie und der gepulsten Dopplergeschwindigkeiten folgte eine finfminutige
Phase der Okklusion. Hierzu wurde eine 3.5-inch weite Blutdruckmanschette (D.E.
Hokanson, Washington, USA) entweder auf 50 mmHg uber dem systolischen
Blutdruck oder auf Gber 200 mmHg am Oberarm aufgeblasen. Die arterielle
Okklusion wurde fur 5 Minuten aufrechterhalten, unter Beibehaltung der Position des
Schallkopfes. Dann wurde die Manschette abgelassen, und gepulste Dopplersignale
der FluRgeschwindigkeit fir 5 Sekunden aufgezeichnet. 60 Sekunden nach dem
Ablassen der Manschette wurden erneut 2-dimensionale Aufnahmen der
Brachialarterie fir 5 Sekunden aufgezeichnet. (Warnholtz et al., 2005). Die Bilder
wurden im DICOM-Format fur die spatere Auswertung gespeichert.

Der Durchmesser der Brachialarterie wurde in einem 5-15 mm langen Segment vor
und nach der Induktion der reaktiven Hyperdmie gemessen. Der Durchmesser wurde
mit einer automatischen Konturerkennungssoftware (Brachial Analyzer, Medical
Imaging Aplication, lowa) vermessen. Aus insgesamt 5 Messungen wurde ein
Durchschnittswert fir den Durchmesser bestimmt. Die sogenannte flu3abh&ngige
Dilatation (FMD = flow-mediated dilation) wurde als prozentuelle Veranderung des
Durchmessers der Brachialarterie berechnet. Der BlutfluR in der Brachialarterie in
Ruhe und nach Erzeugung der reaktiven Hyperdmie wurde durch Mittelung des
FluRgeschwindigkeitsintegrals der ersten 3 Schlage Uber die Zeit bestimmt. Die
relative Anderung des BlutfluBes wahrend der reaktiven Hyperamie wurde als
prozentuale Steigerung des BlutfluBes vom Ausgangswert bestimmt. Die
Bildauswertung erfolgte geblindet. Zur Bestimmuung der inter- und intraindividuellen
Variabilitdt wurden 20 gesunde freiwillige Probanden zweimal in geblindeter Form
untersucht. Die lineare Regressionsanalyse zeigte einen Korrelationskoeffizienten
von 0.99. Der durchschnittliche Unterschied zwischen 2 Messungen betrug
0.034+0.008 mm (0.8+0.2% des GefalRdurchmessers). Um die Variabilitat zwischen 2
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Untersuchungen zu bestimmen, wurden 10 gesunde freiwillige Probanden zweimal
untersucht. Der durchschnittliche Unterschied zwischen 2 Messungen durch den-
selben Untersucher betrug 0.07£0.06 mm fir den Ausgangswert des
Gefaldurchmessers und 0.56+0.57% fir die fluBabhangige Dilatation (FMD).

Schallkopf (13 MHz)
Manschette
Arteria brachialis
raeEdinl Nitro
Ausgangsdurchm. Ty peramie =
‘ &
+ v ¥
FMD = Hyperiamie — Ausgangsdurchm. x 100
Ausgangsdurchmesser
NMD = Nitro — Ausgangsdurchm. < 100
Ausgangsdurchmesser

Abb.13: Flussabhangige Dilatation ( FMD = flow-mediated dilation). Zunahme des Durchmessers der Arterie nach
5-mindtiger Stauung Uber den systolischen Blutdruck. Als Vergleich kann eine zunahme des Durchmessers nach

Gabe von Nitroglycerin herangezogen werden (einem endothelunabhangigen Vasodilatator).
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3.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Studie erfolgt nach dem Abschluss aller
Untersuchungen. Sie wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Mathematik und
Datenverarbeitung in der Medizin des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
(Direktor: Prof. Dr. J. Berger) mit dem statistischen Analysepaket SPSS®
durchgeftihrt. Die Ergebnisse der Auswertung wurden in einem biometrischen
AbschluRbericht festgehalten.

Die Behandlungsgruppenvergleichbarkeit wird fur die nach Wirksamkeit ausgewahlte
Patientenpopulation unter Beriicksichtigung demographischer Kriterien und des
Zielkriteriums zu Testbeginn gepruft.

Der primare Endpunkt ist die Anderung der Reaktion der KoronargefaRe auf 10°
mol/L Azetylcholin. Wenn Azetylcholin aufgrund zu starker Vasokonstriktion nicht
gegeben werden kann, wird die Reaktion auf die am hochsten tolerierte
Azetylcholinkonzentration bei Ausgangsmessung und nach Oxypurinolinfusion
verglichen (z.B. 10°® mit 10°mol/L bzw. 107 mit 10'mol/L). Es werden zweiseitige t-
Tests (die jeweils zwei Behandlungen vergleichen) abgeleitet, um die zwel

verschiedenen Behandlungsgruppen miteinander vergleichen zu kénnen.

52



4. Ergebnisse

4.1. Patienten

In die Studie wurden 18 Patienten eingeschlossen, welche das Protokoll abschlossen
und fur eine Analyse zur Verfigung standen. Urspringlich wurden 22 Patienten
untersucht, vier dieser Patienten mussten jedoch ausgeschlossen, werden, einer zog
seine Einverstandniserklarung zurtick, und bei drei Patienten fuhrte eine Dislokation
oder Fehlpositionieriung des Katheters zu ihrem Ausschluf3.

Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug 65+10 Jahre. Siebzehn Patienten
(96 %) waren mannlichen Geschlechts. In der Patientengruppe bestand eine hohe
Pravalenz der Risikofaktoren, welche eine endotheliale Dysfunktion bedingen: jeweils
85 % wiesen als kardiovaskularen Risikofaktor eine arterielle Hypertonie oder eine
Hypercholesterinamie auf, drei Patienten waren Diabetiker und ein Drittel der
Patienten aktive Raucher.

Im Rahmen einer antihypertensiven Therapie wurden 76 % der Patienten mit einem
ACE-Hemmer oder einem Angiotensin-ll1-Rezeptor-Blocker behandelt, ebenfalls 76 %
der Patienten erhielten im Rahmen der Sekundarprophylaxe der KHK bzw. im
Rahmen einer lipidsenkenden Therapie einen CSE-Hemmer.

Direkt vasoaktive Medikamente wie zum Beispiel Nitrate oder Kalziumantagonisten
wurden 24 Stunden vor der Untersuchung pausiert.

Von den achtzehn Patienten, welche das Studienprotokoll durchliefen, zeigten finf
eine Vasodilatation auf die Acetylcholingabe (Gruppe ). Die anderen dreizehn
Patienten boten eine Vasokonstriktion, davon elf Patienten auf die hochste Dosis
vom 10 pM, bei zweien war die vasokonstriktive Reaktion auf die Acetylcholingabe
bereits in der mitteren Konzentration so ausgepragt, dass auf eine weitere

Steigerung verzichtet wurde.
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Charakteristikum

Alter (Jahre) 65 +8
Geschlecht mannlich 96 % (17)
Ejektionsfraktion 62 £15 %
Arterielle Hypertonie 86 % (15)
Hypercholesterinamie 86 % (15)
Diabetes mellitus 18 (3)
Raucher 32 % (6)
LDL-Cholesterin (mg/dl) 126 £ 26
HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (n) 76 %(14)
ACE-Hemmer (n) 68 % (15)
AT-1 Rezeptor-Antagonisten 9% (2)

Tabelle 1. Klinische Charakterisierung der Patienten (n = 18)




4.2. Sicherheit

Die Applikation der Studienmedikation wurde von allen Patienten gut toleriert, eine
unerwinschte Nebenwirkung trat nicht auf. Ein Patient musste innerhalb der 30-
Tages-Frist erneut einer Koronarangiographie unterzogen werden, jedoch ohne die

Notwendigkeit einer folgenden koronaren Revaskularisation.
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4.3. Plasmaspiegel von Oxypurinol und der Purinmeta  bolite

Nach Infusion von Oxypurinol stieg der Plasmaspiegel von 0.03+0.03 pM bis auf
114.4+34.2 uM (siehe Tabelle, p < 0.01). Entsprechend war die Aktivitdt der
Xanthinoxidase im Plasma um 63% reduziert, sie fiel von 0.051+0.01 auf
0.019+0.005 pU/mg Protein (p < 0.02, siehe Abbildung). Die beiden
Patientengruppen unterschieden sich weder in der Ausgangsaktivitat der
Xanthinoxidase noch im Ausmal3 der Hemmung der Oxidase durch Oxypurinol. Die
Xanthin- und Uratspiegel nach der Infusion von Oxypurinol unverandert (p > 0.05),

der Hypoxanthin-Spiegel stieg signifikant (p < 0.001, sieheTabelle).
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Abb. 14: Analyse der Xanthinoxidase-Aktivtat.

Nach Gabe von Oxypurinol fallt die Aktivitat der XOR im Plasma um 63% von 0,051 + 0.001 auf 0.019 £ 0.005
pU/mg Protein (*p<0.01). Die Daten der 18 Patienten werden als Miitelwert + Standdardabweichung (SD)
gezeigt.
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Vor Nach

Oxypurinol Oxypurinol
Harnsaure (uUM) 233+9.8 240 £ 10 p<0.05
Xanthin (uM) 047+0.1 0.5+0.1 n.s.
Hypoxanthin (uM) 3.6+0.3 6.3x0.7 p<0.001
Oxypurinol (uM) 0.03£0.02 118.2 +36.7 |p<0.001

Tabelle 2. Plasmaspiegel von Oxypurinol und Spiegel der Purinmetabolite vor und nach der Oxypurinol-Infusion.

Daten der n=18 Patienten als Mittelwert + Standardabweichung.
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4.4. Quantitative Koronarangiographie

In der Gruppe der Patienten mit Vasokonstriktion als Reaktion auf die
Acetylcholingabe konnte die Infusion von Oxypurinol die Vasokonstriktion deutlich
reduzieren, die acetylcholinahangige Vasokonstriktion sank von -23+4% auf -15+4%

prozentualer Veranderung zum Ausgangswert (p <0.05).
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Abb. 15: Veradnderung des minimalen Durchmessers des Lumens (MLD) bei Patienten mit gestorter
Endothelfunktion unter Acetylcholin vor und nach Gabe von Oxypurinol. Gezeigt werden die Anderungen des
MLD von -23 * 4 auf -15 + 4%, angegeben als rel. Anderung des MLD zum Ausgangswert (p<0.05).
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In der Gruppe der Patienten mit intakter Endothelfunktion, d. h. mit einer
Vasodilatation hatte die Oxypurinolgabe keinen Effekt auf die actylcholinabhangige
Vasoreaktivitat, hier war ein nichtsignifikanter Anstieg von +2.8+4.2 auf +5.2+0.7%
der Veranderung des MLD (minimalen Lumendurchmessers) zum Ausgangswert zu
vermerken (p > 0.05). Oxypurinol hatte keinen Effekt auf die Ausgangswerte der
Lumendurchmesser, ebenso wenig auf die Reaktion nach Gabe des
endothelunabhéngigen Vasodilatators Nitroglycerin (3.4+1.8% auf 1.9£1.22 %, p >
0.05).

20 7 *p>0.05
o
=
S
c 10 H
S
2 Nach Oxypurinol
< Vor Oxypurinol
IS
s 0+
N
c
(0]
()]
c
>
o -10
©
c
T
3]
©
S -20 —
£
)
-
= -30 I I |
ACh 107 ACh 10°® ACh 10°

ACh (uM)

Abb. 16: Verédnderung des minimalen Durchmessers des Lumens (MLD) bei Patienten mit primér intakter
Endothelfunktion, d. h. Vasodilatation unter ACh-Gabe. Veranderung des MLD von +2.8 + 4.2 auf +5.2 + 0.7%,
angegeben als rel. Anderung des MLD zum Ausgangswert (p>0.05).
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4.5. Intrakoronare FluBmessungen

Der Anstieg der koronaren Blutflisse nach Gabe von Acetylcholin war in der Gruppe
mit endothelialer Dysfunktion nach Oxypurinol-Infusion signifikant, es liel3 sich eine
Zunahme des Anstiegs von 16£17% auf 62+18 % (p < 0.05) der Veranderungen zum

Ausgangswert feststellen.
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Abb. 17: Anderung des koronaren BlutfuRes (CBF) bei Patienten mit erhaltener Endothelfunktion auf
Acetylcholin vor und nach Gabe von Oxypurinol . Nachgewiesen wurde eine Anderung des koronaren
BlutfluBes von 135 + 75% auf 154 + 61%, angegeben als relative Anderung des Blutflusses vom Ausgangswert
(p>0.05).

In der Gruppe mit dilatativem Reaktionsmuster nach Acetylcholingabe zeigte sich
ebenfalls nur ein nichtsignifikanter Anstieg von 135+75 auf 154+61% Anderung zum
Ausgangswert (p > 0.05). Die basalen FluRraten vor und nach Infusion bzw. die
Anderung der FluRgeschwindigkeiten wurden durch Oxypurinolgabe ebenfalls nicht

beeinflusst.
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Abb. 18: Anderung des koronaren BlutfuRes (CBF) bei Patienten mit gestdrter Endothelfunktion auf Acetylcholin vor

und nach Gabe von Oxypurinol . Nachgewiesen wurde eine Anderung des koronaren BlutfluRes von 16 + 17% auf 62

+ 18%, angegeben als rel. Anderung des Blutflusses vom Ausgangswert (p<0.05).
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4.6. Fluss-abhangige Dilatation am Unterarm

Bei acht aufeinander folgenden Patienten wurde eine Messung des
Unterarmblutflul3es und die Bestimmung der reaktiven Hyperamie vor und nach der
koronaren Intervention durchgefuhrt. Hier war eine signifikante Zunahme der
fluBabhangigen Dilatation nach Oxypurinolgabe von 5.1+1.5% auf 7.6+1.5%
festzustellen (p < 0.05).

1 7 *p<0.0
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Abb. 19: Nichtinvasive Bestimmung der pripheren Endothelfunktion vor und nach Gabe von Oxypurinol . Die
Fluss-abhangige Dilatation (FMD) am Unterarm wurde bei 8 konsekutiven Patienten vor und unmittelbar nach
der koronaren Untersuchung durchgefiihrt. Die Fluss-abhangige Dilatation am Unterarm stieg nach akuter
Oxypurinolgabe von 5.1 + 1.5% auf 7.6 + 1.5% (p<0.01).
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5. Diskussion
Die vorliegende Arbeit zeigt, das bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung,
erhaltender linksventrikularer Ruhefunktion und nicht erhéhten Harnsaure-Spiegeln

im Blut die Infusion von Oxypurinol

1. die Acetylcholin-induzierte Vasokonstriktion der Leitungsgefal3e vermindert,
2. die myokardiale Perfusion steigert und
3. die periphere endotheliale Funktion verbessert.

Insbesondere lasst sich folgern, dass reaktive Sauerstoff-Spezies, welche von der
Xanthinoxidase erzeugt werden, an der eingeschrankten koronaren und peripheren
Endothelfunktion bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung beteiligt sind. Eine
Hemmung der Xanthinoxidase Uber eine systemische Gabe von Oxypurinol konnte
die Acetylcholin-induzierte Vasokonstriktion bei den entsprechenden Patienten

reduzieren und so die myokardiale Perfusion verbessern.

Die Xanthinoxidase lasst sich im Plasma und im Geféaf3endothel von Patienten mit
koronarer Herzerkrankung in grof3en Mengen nachweisen (Spiekermann et al.,
2003). Weiterhin wird unter Bedingungen wie sie bei der koronaren Herzerkrankung
in oder an atherosklerotischen Plaques vorliegen, eine verstéarkte Genexpression der
Xanthinoxidase nachgewiesen, so zum Beispiel als Antwort auf eine Hypoxie (Terada
et al, 1997) oder eine (fir hohergradige Koronarstenosen typische)
FluRBbeschleunigung (McNally et al., 2003).

In atherosklerotischen Plaques konnte eine bis zu 6-fach erhéhte Konzentration an
Harnsaure nachgewiesen werden (Patetsios et al., 2001), dies kann als Hinweis fur
eine lokal deutlich gesteigerte Enzymaktivitat gewertet werden, welche unabhangig
von systemischen Spiegeln der Xanthinoxidase auch zu lokal erhéhten Mengen an
ROS fuhren konnte. Weiterhin konnte eine direkte Rolle fiur die XOR bei der
koronaren Herzerkrankung gezeigt werden, die gemessene XOR-Aktivitat ist in
erkrankten Gefallen um mehr als 200% erhoht und korreliert negativ mit der
endothelabhéngigen  Vasodilatation  (Landmesser et al., 2002). Die
endothelgebundene und endothelnahe Verteilung des Enzyms und das oxidative
Milieu, welches durch seine Metabolite generiert wird, kann so zum Katabolismus

des vaskularen NO beitragen.
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In Klinischen Studien konnte die Wirkung einer Hemmung der Xanthinoxidase auf
den Blutflu3 in peripheren Geféalen gezeigt werden, unter anderem fur Patienten mit
Hypercholesterinamie (Cardillo et al., 1997), Kardiomyopathie (Farquharson et al.,
2002), Rauchern (Guthikonda et al., 2003) und Diabetikern (Butler et al., 2000).
Diese Studien zeigten jedoch nur einen Effekt der Hemmung auf die systemische
Zirkulation, der Nachweis einer klinisch signifikanten Beteiligung der Xanthinoxidase
an der endothelialen Dysfunktion der koronaren Gefal3e konnte bisher nicht erbracht
werden. Die hier berichteten Ergebnisse weisen auf eine Rolle der Xanthinoxidase
und ihrer Produkte am Abbau von NO in der koronaren Zirkulation hin. Die Infusion
von Oxypurinol verbessert Uber die Hemmung der Xanthinoxidase einerseits die
acetylcholininduzierte Vasokonstriktion der Leitungsgefal3e, andererseits lasst sich
eine deutliche Verbesserung der kardialen Perfusion ermitteln. Dies weil3t auch auf
eine Lokalisierung der Xanthinoxidase in der Mikrozirkulation hin, wo sie eine
kritische Rolle in der Regulation des koronaren und systemischen Widerstandes

spielt.



5.1. Patientenkollektiv

Durch die spezifische Auswahl der Einschlusskriterien wurde eine gewisse
Homogenitat im untersuchten Kollektiv hinsichtlich der Auspragung der koronaren
Herzerkrankung erreicht:

Bei einem mittleren Alter der Probanden von 65+8 Jahren war eine relativ homogene
Altersstruktur gesichert. Bis auf eine Ausnahme wurden nur mannliche Probanden in
die Studie eingeschlossen. Da die Endothelfunktion hinsichtlich Alter und Geschlecht
variiert (Chauhan, 1996; Celermajer 1994b), sind jedoch die Ergebnisse zur
Beurteilung beim weiblichen Geschlecht aufgrund der geringen Fallzahl ungeeignet.
Kardiovaskulare Risikofaktoren waren im untersuchten Kollektiv, wie zu erwarten,
haufig  anzutreffen, insbesondere die arterielle  Hypertonie und die
Hypercholesterinamie war in jeweils 86% der Félle nachzuweisen. Andere typische
Risikofaktoren wie Diabetes mellitus sowie Nikotinabusus waren in geringerer
Auspragung vorhanden. Somit war neben der bekanntermal3en mit einer
endothelialen Dysfunktion assoziierten koronaren Herzerkrankung auch weitere
klassische Risikofaktoren flr eine gestorte endotheliale Funktion in hohem Mal3e im

untersuchten Kollektiv vertreten.

Mit einer Haufigkeit von insgesamt 75% erhielten die Patienten bezlglich ihrer
Grunderkrankung entweder einen ACE-Hemmer oder einen Angiotensin-II-
Rezeptorantagonisten im Rahmen der Behandlung ihrer arteriellen Hypertonie bzw.
einen CSE-Hemmer zur Therapie der Hypercholesterinamie. Eine Vorbehandlung
gemal der aktuellen Richtlinien zur Therapie der koronaren Herzerkrankung (Dietz et
al., 2003) war also bei einem Grof3teil der Patienten gegeben. Insbesondere war
durch die medikamentdse Behandlung mit diesen Medikamenten bei einem Grol3teil
der Patienten bereits eine pharmakologische Intervention zur Normalisierung

gestorter Endothelfunktion erfolgt.

Hypercholesterinamie ist eine weitere bedeutende Ursache flr gestorte
Endothelfunktion, seit langem werden CSE-Hemmer in der Therapie der
Hypercholesterinamie und der Sekundarprophylaxe der koronaren Herzerkrankung
eingesetzt. CSE-Hemmer entfalten ihre Wirkung Uber eine Senkung der LDL-
Lipoproteine und insbesondere Uber eine Senkung der oxidierten LDL-Fraktion. Das

LDL und insbesondere die oxidierte Anteile haben einen direkten negativen Effekt
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auf die Endothelfunktion. Uber eine gesteigerte Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies fuhren diese zu einer reduzierten Bioverfigbarkeit (Ohara et al.,
1993; Mugge et al, 1994; Warnholtz et al., 1999), ein Effekt der sich durch Gabe von
Antioxidantien wie z. B. Probucol hemmen lasst (Keaney et al., 1995).

Klinisch ist der Effekt einer CSE-Hemmer-Therapie auch bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung nachgewiesen (Egashira et al.,, 1994). Statine induzieren eine
hohere Expression der endothelialen NO-Synthetase (Laufs et al., 1998) und
steigern die Aktivitat des exprimierten Enzymes (Kureishi et al., 2000). Weiterhin
hemmen CSE-Hemmer die Aktivierung der endothelialen NAD(P)H-Oxidase und
senken somit den oxidativen Stref3 der GefalRwand direkt durch verminderte ROS-
Produktion (Wassmann et al.,, 2001). Uber eine Reduktion der AT;-Rezeptor-
Expression und -Aktivitat wird die auf3erdem Angiotensin-ll-vermittelte ROS-Bildung

zusatzlich gehemmt (Nickenig et al., 1999).

Interessanterweise zeigte infundiertes Oxypurinol in dieser Studie immer noch einen
vasodilatatorischen Effekt, obwohl der Grofiteil der Patienten eine Behandlung mit
ACE-Hemmern und CSE-Hemmern erhielt. Diese Pharmaka kénnen bei Patienten
mit koronarer Herzerkrankung die Bioverfiigbarkeit von endothelialem NO erhdhen,
indem sie die Spiegel vaskularer freier Radikale senken die Freisetzung von NO
stimulieren. Diese Fahigkeit lasst sich auch klinisch anhand einer Verbesserung der
endothelialen Dysfunktion nachweisen (Anderson et al, 1995; Mancini et al., 1996).
So konnte letztlich die Hemmung der Xanthinoxidase einen unabh&ngigen und
additiv wirksamen Mechanismus darstellen, um die Bioverfiigbarkeit von vaskularem

NO bei koronarer Herzkrankheit zu steigern.
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5.2. Methodenkritik

5.2.1. Quantitative Koronarangiographie

Schon kurz nach dem tierexperimentellen Nachweis der endothelabhangigen
Relaxation durch Furchgott wurde das Prinzip auch fir Untersuchungen am
Menschen angewandt, bei der Untersuchung der koronaren Endothelfunktion gilt die
intrakoronare Injektion von Acetylcholin mit anschlielender Vermessung der
epikardialen LeitungsgefalRe als Goldstandard zur Ermittelung einer endothelialen
Dysfunktion (Ludmer et al., 1986).

Eine Einschrankung der Endothelfunktion ist bereits in frihen Stadien der
Atherosklerose nachweisbar (Reddy et al., 1994), hierbei ist bei Progression der
koronaren Atherosklerose zunédchst eine zunehmende Einschrankung der
Vasodilatation auf Acetylcholingabe und im Verlauf eine reduzierte flussabhéngige
endothelvermittelte Vasodilatation zu bemerken (Zeiher et al., 1991a). Die
endotheliale Dysfunktion der koronaren Leitungsgefalde ist bei allen Risikofaktoren
der koronaren Herzerkrankung nachweisbar, hier korreliert das Ausmald mit der

Anzahl der Faktoren.

Bei Patienten mit normalen Koronararterien fiihrt korperliche Belastung, mentaler
Stress oder Kalte (,, cold pressure test*) Uber den Mechanismus der fluRBabhangigen
Dilatation zu einer Erweiterung epikardialer Koronarien (Zeiher et al., 1989). Im
Gegensatz hierzu lasst sich bei Patienten mit atherosklerotischen Veranderungen der
Koronarien eine paradoxe Vasokonstriktion als Antwort auf diese Stimuli nachweisen
(Gordon et al., 1989; Yeung et al., 1991). Der Grad der Vasokonstriktion wird in der
Literatur mit circa 25-30% beschrieben (Gage et al., 1986) — als solches kann diese
paradoxe Reaktion nicht zu hamodynamisch wirksamen Einengungen und somit zu
signifikanten Veranderungen der koronaren Durchblutung fihren. Bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung lasst sich eine grof3e Subgruppe mit angiographisch
nachgewiesenen Stenosen im Bereich von 40-50%, welche also unter normalen
Bedingungen nicht hamodynamisch wirksam waren. Unter diesen Patienten leidet
aber ein Teil trotzdem unter Angina pectoris bei 0. g. Bedingungen. Ein Erklarung
hierfur ist, das sich unter Belastungsbedingungen auf die fixierte atherosklerotische
Stenose noch ein dynamischer Anteil, bedingt durch die paradoxe Vasokonstriktion

im Rahmen der endothelialen Dysfunktion addiert und in der Summe zu einer
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signifikanten FluBlimitierung und somit zur Reduktion des epikardialen koronaren
Blutflusses fuhrt. Die Gruppe der Patienten mit endothelialer Dysfunktion in der
vorliegenden Studie zeigte als Ausgangswert eine Vasokonstriktion von -23+4% auf
Acetylcholin, entsprechend der GroRRenordung der endothelialen Dysfunktion in
anderen Studien (Gage et al., 1986). Oxypurinol fuhrte hier zu einer signifikanten
Verbesserung, nach Infusion war die Reaktion nur mit -15+4% im Extremfall nahezu
um 2/3 gebessert. Ein Einflul3 auf die Wirkung des endothelunabhangigen Dilatators
Nitroglycerin zeigte sich nicht, dieser ist aufgrund des Mechanismus auch nicht zu
erwarten: Nitroglycerin fihrt Gber eine endothelunabhangige Abspaltung von
groReren Megen an NO zu einer direkten Vasodilatation, freigesetztes NO entsteht
direkt am Ort seiner Wirkung und entzieht sich aufgrund der freigesetzten Menge
einem Abbau durch reaktive Sauerstoffspezies. Es scheint also, das die XO-
generierten ROS bei diesen Patienten zumindest fur einen Teil der paradoxen
Vasokonstriktion als Reaktion auf die Acetylcholingabe verantwortlich ist, und das
eine Hemmung der XO zu einer signifikanten Verbesserung der endothelialen
Funktion fuhrt. Dieses Wirkprinzip ware klinisch nutzbar fir eine symptomatische
antianginése Therapie insbesondere naturlich fur die oben genannten Patienten mit
nicht-signifikanten Koronarstenosen. Somit ist konnte die Infusion von Oxypurinol die
Vasokonstriktion deutlich reduzieren, die acetylcholinahangige Vasokonstriktion sank
von auf prozentualer Verdnderung zum Ausgangswert (p <0.05). In der Gruppe der
Patienten mit intakter Endothelfunktion, d. h. Vasodilatation hatte die Oxypurinolgabe
keinen Effekt auf die actylcholinabhangige Vasoreaktivitat, hier war ein
nichtsignifikanter Anstieg von +2.8+4.2 auf +5.2+0.7% der Veranderung des MLD
(minimalen Lumendurchmessers) zum Ausgangswert zu vermerken (p > 0.05).
Oxypurinol hatte keinen Effekt auf die Ausgangswerte der Lumendurchmesser,
ebenso wenig auf die Reaktion nach Gabe des endothelunabhangigen
Vasodilatators Nitroglycerin (3.4+£1.8% auf 1.9+1.22 %, p > 0.05).
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5.2.2. Intrakoronare FluBmessungen

Der Tonus der koronaren Mikrozirkulation, und somit die regionale Myokardperfusion
wird von mehreren Faktoren reguliert, neben Prostaglandinen, Adenosin und dem
EDHF ist hier vor allem NO an der Regulation beteiligt (Duffy et al., 1999). Die
Endothelfunktion der koronaren Mikrozirkulation ist bereits bei Patienten mit
beginnender koronarer Herzerkrankung eingeschrankt (Zeiher et al., 1991b), die
reduzierte Perfusion des Myokards kann direkt auf eine reduzierte Bioverfligbarkeit
von NO in der Mikrozirkulation zurlickgefuhrt werden (Quyyumi et al., 1995a;
Quyyumi et al., 1995 b). Ein Defizit der myokardialen Perfusion Uber eine Stdérung der
Endothelfunktion der koronaren LeitungsgefdRe hinaus konnte sowohl
szintigraphisch (Hasdai et al.,, 1997) als auch magnetresonanztomographisch
nachgewiesen werden (Selvanayagam et al., 2005). In Abwesenheit von epikardialen
Stenosen wird circa 85% des GesamtgefdBwiderstandes des koronaren
Gefallsystems von der Mikrozirkulation bestimmt, das hei3t Storungen der
Mikrozirkulation kbnnen zu ausgepragten Durchblutungsstérungen fihren (Marcus et
al., 1990).

Aus dem beobachteten signifikanten Anstieg der koronaren Blutfliisse in der Gruppe
der Patienten mit endothelialer Dysfunktion in der vorliegenden Studie von 16+17%
auf 6218 % (p < 0.05) der Verdnderungen zum Ausgangswert lassen sich 2
Folgerungen ziehen:

Zunachst fuhrt die Infusion von Oxypurinol zu einer deutlichen Verbesserung des
koronaren Flusses und somit zu einer verbesserten Myokardperfusion, d. h. die im
Rahmen der Erkrankung reduzierte Antwort auf metabolische Belastungen (z. B. im
Rahmen einer reaktiven Hyperamie bei gesteigerter Belastung) wird zu einem guten
Teil normalisiert. Dieser Effekt ist auch hier zusatzlich zur bereits bestehenden
Beeinflussung der Endothelfunktion durch die Co-Medikation mit ACE-Hemmern und
CSE-Hemmern nachweisbar, welche ebenfalls die koronare Mikrozirkulation positiv
beeinflussen (Haefeli et al., 1997; Mansur et al., 1999).

Weiterhin kann aus den vorgelegten Ergebnissen eine Rolle der Xanthinoxidase flr
die gestorte Regulation der koronaren Mikorzirkulation bei koronarer Herzerkrankung
abgeleitet werden, XOR-generierte ROS scheinen an der verminderten
Bioverfugbarkeit von NO auch hier beteiligt zu sein. Eine Beteiligung der
Xanthinoxidase an diesem Prozess war bisher nicht beschrieben worden. Da NO in

der Mikrozirkulation auch tber eine Modulation der Freisetzung von Thromboxan und
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Serotonin die Plattchenaggregation inhibiert (Giolino et al.,, 1991), kann Uber eine
Rolle der therapeutischen XO-Hemmung im Rahmen akuter Koronarsyndrome
spekuliert werden (Diodati et al., 1998).

Beeintrachtigungen der koronaren Mikrozirkulation konnten im Rahmen mehrerer
klinischer Syndrome nachgewiesen werden. Bei Patienten mit belastungsabhangiger
Angina pectoris wurde eine ausgepragte Storung der koronaren Widerstandsgefalie
gezeigt (Zeiher et al.,, 1995), bei nur geringgradigen Stenosen der epikardialen
Gefalle waren hier in der Thallium-Szintigraphie deutliche myokardiale
Perfusionsdefizite  darstellbar.  Uber eine direkte  Beeinflussung  der
mikrozirkulatorischen Vasomotorik koénnte Oxypurinol hier einen Beitrag zur
symptomatischen Therapie bei diesen Patienten leisten.

Bei einer Subgruppe von Patienten mit typischer Angina und normalen
Koronararterien (dem sogenannten Syndrom X) konnte ebenfalls eine
mikrovaskulare endotheliale Dysfunktion nachgewiesen werden (Quyyumi et al.,
1992), auch hier ware im Rahmen eines therapeutischen Regimes additiv zur
Therapie mit ACE-Hemmern oder CSE-Hemmern eine Rolle fir die therapeutische
Hemmung der Xanthinoxidase denkbar.

Neben der Endotheldysfunktion der epikardialen LeitungsgefélRe hat sich zuletzt
auch eine Stoérung der koronaren Mikrozirkulation als unabhangiger Pradiktor fur
kardiovaskulare Erreignisse gezeigt, Patienten mit koronarer Herzerkrankung und
eingeschrankter Zunahme des acetylcholininduzierten BlutfluRes zeigten eine
deutlich erhohte Mortalitdt und Morbiditat, d. h. die Progression der koronaren
Herzerkrankung als auch die Entwicklung von Komplikationen wie dem akuten
Myokardinfarkt war vermehrt (Al Suwaidi et al., 2000; Murakami et al., 1998, Britten
et al., 2004). In diesen Studien wiesen die Patienten mit dem geringsten Anstieg des
koronaren Blutflusses die hochsten Komplikationsraten auf und konnten somit als
Risikopopulation identifiziert werden. Im Sinne dieser Studien wére die Gruppe der
Patienten dieser Studie mit reaktiver Vasokonstriktion ebenfalls in diese Hoch-Risiko-
Population einzuordnen, es ist anzunehmen, dass diese Patienten von einer
therapeutischen Intervention am meisten profitieren wirden.

Ob eine verbesserte Perfusion durch Hemmung der Xanthinoxidase auch zu einer
verbesserten Prognose der betroffenen Patienten fuhrt, bleibt hypothetisch, ist aber
bisher noch fur keine Intervention im Bereich der Mikrozirkulation gezeigt worden.

Letztlich bietet die Hemmung der XO bei Patienten mit normalen Harnsaurespiegeln
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aber die Mdglichkeit, eine isolierte Intervention der endothelialen Dysfunktion ohne

confounding-Effekte durch MitbeeinfluBung anderer Systeme.
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5.2.3. Fluss-abhéangige Dilatation am Unterarm

Zur nichtinvasiven Bestimmung der Endothelfunktion an peripheren Geféalien wird die
Fluss-abhangige Dilatation der Brachialarterie untersucht. Im Gegensatz zu anderen
Verfahren erfolgt hier einerseits die Messung mittels Ultraschall nichtinvasiv,
andererseits fungiert als Provokation der endothelvermittelten ein physikalischer
Stimulus, welcher im Gegensatz zur pharmakologischen Stimulation ebenfalls
nichtinvasiv appliziert werden kann. Durch Insufflation einer Blutdruckmanschette am
Oberarm Uber den systolischen Druck hinaus wird eine Ischamie im Stromgebiet der
Arteria brachialis erzeugt. Uber eine ischamisch getriggerte Dilatation der
WiderstandsgefaRe  fuhrt dies nach Deflation der Manschette und
wiederhergestelltem Zuflull zu einem gesteigerten Blutflul3 im zufihrenden
LeitungsgefaR. Der gesteigerte Blutflu3 fihrt endothelabhéngig zur Dilatation des
betreffenden Gefalles. Als Mechanismus muss ein gesteigerter Shear-Stress
angenommen werden, welcher letztlich Uber eine intrazellulare Anhebung der
Kalziumkonzentration zur Stimulation der endothelialen NO-Synthetase und so zur
Ausschuttung von NO fuhrt (Busse et al., 1993; Corson et al., 1996; Dimmeler et al.,
1999). Diese NO-Freisetzung lasst sich durch den kompetitiven Hemmstoff der NO-
Synthese L-NMMA komplett blockieren (Joannides et al., 1995).

Die Bestimmung der flussabhéngigen Dilatation (FMD) ist ein seit Jahren etabliertes
nichtinvasives Verfahren in der Diagnostik der endothelialen Dysfunktion (Celermajer
et al, 1992). Eine Einschrdnkung der FMD konnte flur alle klassischen
kardiovaskularen Risikofaktoren nachgewiesen werden: arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus (Arcaro et al., 2002; Kawano et al., 1999), Hypercholesterinamie
(Celermajer et al., 1994) und Nikotinabusus (Celermajer et al., 1993) gehen mit einer
reduzierten fluRabhangigen Dilatation einher, insbesondere aber ist bei bestehender
koronarer Herzerkrankung neben der koronaren auch die periphere Endothelfunktion
eingeschrankt. Zwischen Schweregrad der Endothelfunktionsstérung und
Auspragung des kardiovaskularen Risikofaktors besteht ein direkter Zusammenhang,
vor allem aber korreliert das Ausmald der FMD mit dem Schweregrad der koronaren
Herzerkrankung (Anderson et al., 1995; Neunteufl et al., 1997).

Bei Gesunden werden im allgemeinen Werte von 8-10 % FMD beschrieben,
Patienten mit kardiovaskuldren Risikofaktoren zeigen Werte < 8%. Bei den hier
untersuchten Patienten zeigte sich eine Flu3-abhangige Dilatation von 5.1+1.5%, wie

zu erwarten also deutlich im pathologischen Bereich. Nach Oxypurinolinfusion konnte
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ein signifikanter Anstieg auf 7.6+1.5% festgestellt werden, d. h. die periphere
Endothelfunktion wurde nahezu normalisiert. Eine eingeschrankte periphere
Endothelfunktion ist bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung ein eigenstandiger
Risikofaktor in Bezug auf kardiovaskulare Ereignisse (Britten et al., 2004) und ist der
eingeschrankten koronaren Endothelfunktion in dieser Funktion als Pradiktor der
Prognose ebenblrtig (Takase et al., 2006). Medikamenttse Beeinflussungen der
Endothelfunktion mittels ACE-Hemmern (Mancini et al., 1996) und CSE-Hemmern
(Pitt et al., 1999) , aber auch nichtmedikamentdse Interventionen wie z. B.
Ausdauertraining (Schuler et al., 1992), welche die endotheliale Funktion verbessern,
korrelieren mit einer Verbesserung der Prognose der betroffenen Patienten. In
diesem Licht erscheint die beobachtete Verbesserung der endothelialen Funktion
durch Infusion von Oxypurinol ein vielversprechendes Therapieprinzip zur sekund der

Mortalitéat von Patienten mit koronarer Herzerkrankung.
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5.2.4. Korrelation der biochemischen Parameter

Nach der Infusion von Oxypurinol wurde die plasmatische Aktivitdt der
Xanthinoxidase um 63 % reduziert. In Kombination mit den gemessenen
Gefallveranderungen wird der Beitrag der durch die Xanthinoxidase generierten
Sauerstoffspezies noch unterschatzt: Durch Infusion héherer Dosen von Oxypurinol
wirde eine ausgepragtere Hemmung der Xanthinoxidase erzielt werden und somit
auch eine starkere Beeinflussung der koronaren Vasomotilitat. Dieses Konzept wird
noch unterstitzt durch die Eigenschaft der Xanthinoxidase, in gebundener Form im
Verhaltnis zu freier Xanthinoxidase noch gréf3ere Konzentrationen von Oxypurinol
zur Inhibierung zu brauchen (Kelleyet al., 2004). Weiterhin erhielten alle Patienten im
Rahmen der Studie Heparin, welches zur Ablosung eines Teils der
gefaRgebundenen Xanthinoxidase in das Plasma der Patienten fuhrt (Landmesser
et al., 2002). Somit kénnte der Xanthinoxidase-abhangige NO-Katabolismus der

Gefallwand in Abwesenheit von Heparin noch ausgepragter sein.
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5.3. Ausblick

Die vorgelegte Studie wird durch ihre geringe Grof3e und das nichtrandomisierte und
unverblindete Design limitiert. Trotzdem konnen in Anbetracht der deutlichen
Verbesserung der koronaren Endothelfunktion in einer kleinen Population von
Patienten, welche (a) mit leitliniengerechter Medikation behandelt wurden, (b) im
Rahmen der Studie Heparin erhielten und (c) nach Infusion von der genannten Dosis
Oxypurinol nur eine submaximale Hemmung der Xanthinoxidase erreichten, zwei
Folgerungen gezogen werden: erstens haben die von der Xanthinoxidase erzeugten
reaktiven Sauerstoffspezies einen Anteil an der Pathophysiologie der endothelialen
Dysfunktion bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und zweitens kann durch
Hemmung der Xanthinoxidase ein Teil der normalen koronaren Endothelfunktion
wiederhergestellt werden. Aus dem Nachweis einer Akutwirkung auf die makro- und
mikrovaskulare koronare Vasomotorik kann im Analogschlul3 zum Mechanismus der
Statine  und  Angiotensin-lI-Rezeptorantagonisten/ACE-Hemmer ein  neues
Wirkprinzip in der symptomatischen Therapie abgeleitet werden, andererseits ist eine
Beeinflussung des koronaren Risikos in bestimmten Risikopopulationen (eben jenen
Patienten mit eingeschrankter Endothelfunktion), ebenfalls in Analogie zu den
grol3en medikamenttsen Interventionsstudien mit ACE-Hemmern (Yusuf et al., 2000;
Fox et al.,2003) und CSE-Hemmern (Scandinavian Simvastatin Survival Study
Group, 1994; Sacks et al., 1996; LIPID Study Group, 1998; Collins et al., 2002) als
Wirkprinzip ableitbar. Unter diesem Blickwinkel wirde eine entsprechend groRRe
randomisierte doppelblinde Studie mit Patienten den Stellenwert einer adaquaten
und langfristigen Hemmung der Xanthinoxidase im Rahmen einer Strategie zur
Therapie der koronaren Herzerkrankung klaren, die beschriebene Studie kann hier
nur als ,proof of principle® im Sinne einer ,feasibility study” in Vorleistung treten. In
Anbetracht der grol3en sozioOkonomischen Bedeutung der koronaren
Herzerkrankung und der persénlichen Belastung des einzelnen Patienten wéare ein
solches Therapieprinzip mit eingefuhrten, in ihren Nebenwirkungen klar definierten

Wirkstoffen sicherlich zu begrif3en.
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6. Zusammenfassung

Die koronare Endotheldysfunktion ist pathogenetisches Prinzip und Surrogatmarker
mit starker prognostischer Bedeutung bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung.
Als grundlegender Mechanismus liegt ein superoxidabhangiger Katabolismus von
NO zugrunde. Die Bildung dieser reaktiven Sauerstoffspezies wird durch mehrere
Enzymsysteme vermittelt, unter anderem durch die Xanthinoxidase, einem
Molybdoenzym, welches von Endothelzellen exprimiert und gebunden wird. Durch
die Xanthinoxidase werden im Rahmen der Oxidation von Purinen reaktive
Sauerstoffspezies gebildet, welche mit dem endothelial gebildeten NO reagieren und
so dessen Bioverfugbarkeit reduzieren. Ob die Xanthinoxidase an der
Endotheldysfunktion bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung beteiligt ist, ist
bisher nicht bekannt. Mit dieser Studie sollte untersucht werden, ob die Hemmung
der Xanthinoxidase durch  Oxypurinol die koronare und periphere
Endotheldysfunktion bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und normalen
Harnséurespiegeln verbessert.

Methoden und Ergebnisse: Im Rahmen der Studie wurde bei 18 Patienten (6518
Jahre, 17 davon mannlichen Geschlechts) mit angiographisch dokumentierter
koronarer Herzerkrankung, erhaltener systolischer LV-Funktion und normalen
Harnséurespiegeln die koronare und periphere Endothelfunktion untersucht. Die
Patienten erhielten steigende Dosen von intrakoronarem Acteylcholin (ACh, 107 to
10°uM) als Provokationstest der Endothelfunktion. Der minimale luminale Diameter
und der koronare Blutfluss des Zielgefal3es (eines Astes der linken Koronararterie
ohne signifikante Stenosen) wurden vor und nach der intravendsen Gabe von 200
mg Oxypurinol erfasst. Die Oxypurinolgabe reduzierte die Xanthinoxidase-Aktivitat im
Serum um 63% (0.051+0.001 auf 0.019+0.005 pU/mg Protein; p<0.01). Von den 18
Patienten reagierten 5 mit einer Vasodilatation auf die hoéchste applizierte
Acetylcholin-Dosis (Gruppe 1), wohingegen Acetylcholin beil3 Patienten zu einer
Vasokonstriktion fuhrte. In der Gruppe | blieb die Steigerung des MLD auch nach
Oxypurinolgabe konstant (von 2.8+4.2% auf 5.2+0.7% auf Gabe von 10°uM
Acetylcholin, p>0.05) und die Zunahme des koronaren Blutflusses wurde durch Gabe
von Oxypurinol nicht gesteigert (von 135+75% auf 154+61% auf Gabe von 10°uM
Acetylcholin, p>0.05). In der Gruppe Il konnte die Gabe von Oxypurinol die
Acetylcholin-induzierte Vasokonstriktion deutlich reduzieren (von -23+4% auf -15+4%

unter 10°uM Acetylcholin, p<0.05) und erhthte den koronaren Blutfluss ebenfalls

76



signifikant (von 16+17% auf 62+18% unter 10°uM Acetylcholin, p<0.05). Die
endotheliale Funktion der UnterarmgefalBe wurde durch Messung der
fluBabhangigen Dilatation (FMD) bei 8 konsekutiven Patienten bestimmt, die FMD
verbesserte sich signifikant als Reaktion auf die Oxypurinolgabe (von 5.1+1.5 auf
7.6£1.5%, p<0.05). Als Schlussfolgerung lasst sich ziehen, dass die Hemmung der
Xanthinoxidase durch Oxypurinol die koronare und periphere Endotheldysfunktion
bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und normalen Harnsaurespiegeln
verbessert. Die Xanthinoxidase scheint an der reduzierten vaskularen
Bioverfugbarkeit bei koronarer Herzerkrankung beteiligt zu sein, und eine Hemmung
ihrer Aktivitdt konnte ein additives Therapiekonzept bei koronarer Herzerkrankung

darstellen. Das genaue Ausmal bleibt in weiteren Studien zu prifen.
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