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1. Einleitung

Die Atherosklerose mit ihren Folgekrankheiten der koronaren
Herzkrankheit, der zerebrovaskularen Insuffizienz und der peripheren
GefaBerkrankung ist die haufigste Todesursache der westlichen Welt.
Unter diesen Todesursachen hat das akute Koronarsyndrom den groBten
Anteil. Zahlreiche Studien haben belegt, dass die Aktivierung von
Thrombozyten mit gesteigerter Aggregation und Adhasion eine wichtige
Rolle bei der Pathogenese des akuten Koronarsyndroms spielen. Bei der
Aggregation und Adhasion der Thrombozyten bilden aktivierte
Glykoprotein (gp) llb/llla-Rezeptoren die gemeinsame Endstrecke
verschiedener Thrombozytenaktivierungswege. Klinische Studien haben
gezeigt, dass der Einsatz von gpllb/llla-Rezeptorantagonisten die
Prognose von Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom verbessert
(Boersma et al. 1999, The CAPTURE Investigators 1997, The EPILOG
Investigators 1997, The EPISTENT Investigators 1998, The ESPRIT
Investigators 2000). AuBerdem verringert der periinterventionelle Einsatz
von gpllb/llla-Rezeptorantagonisten die  Haufigkeit ischamischer
Komplikationen bei der perkutanen Koronarintervention (PTCA) (Karvouni
et al. 2003, The EPILOG Investigators 1997, The EPISTENT Investigators
1998, The ESPRIT Investigators 2000). Demzufolge empfehlen die
aktuellen Richtlinien der American Heart Association und des American
College of Cardiology den Einsatz eines gpllb/llla-Rezeptorantagonisten
als zusatzliche Therapie bei der perkutanen Koronarintervention bei
Patienten mit hohem Risiko oder beim akuten Koronarsyndrom (Smith et
al. 2001). Neben einer Thrombozytenaktivierung ist die Erkrankung des
GefaBendothels fir die Pathogenese der Atherosklerose von besonderer

Bedeutung.



1.1. Bedeutung der Endotheldysfunktion bei der
Atherosklerose

Das GefaBendothel spielt eine wichtige Rolle fir den Erhalt der
vaskuléaren Integritédt (Harrison 1994). Endothelzellen produzieren eine
Reihe vasoprotektiver Mediatoren mit potenten antiatherosklerotischen
Wirkungen. Das von der endothelialen NO-Synthase gebildete
Stickstoffmonoxid (NO) wirkt durch die Regulation des GefaBtonus, die
Hemmung der Expression von Adhédsionsmolekllen und die Hemmung
der Proliferation und Migration glatter GefaBmuskelzellen in besonderer
Weise antiatherosklerotisch. AuBerdem fiihrt NO zu einer Hemmung der
Thrombozytenaggregation und —adhé&sion und wirkt damit den Folgen
einer gesteigerten Thrombozytenaktivierung entgegen. Die bekannten
koronaren Risikofaktoren arterielle Hypertonie (Germano et al. 2004),
Hypercholesterindmie (Warnholtz et al. 1999), Diabetes mellitus (Hink et
al. 2001), chronischer Nikotinabusus (Heitzer et al. 1996) fihren zu einer
Steigerung der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies wie z.B. der
Superoxidanionen, die durch die Bindung an NO zu einer Verminderung
der NO-Bioverfugbarkeit fihren. Die reduzierte NO-Bioverflgbarkeit fihrt
zu einer Endotheldysfunktion mit der Konsequenz einer gesteigerten
Empfindlichkeit far Vasokonstriktoren, Zunahme der
Thrombozytenaktivierung,  Steigerung  der  Proliferation  glatter
GefaBmuskelzellen und letztlich  Fortschreiten  atherosklerotischer

GefaBwandveranderungen.

1.2. Interaktionen zwischen Thrombozyten und Endothel

Wahrend zahlreiche Studien den Einfluss der Endotheldysfunktion auf die
Plattchenfunktion gezeigt haben, gibt es nur wenige Daten, die eine
ungunstige Wirkung aktivierter Plattchen auf die Endothelfunktion
belegen. Kaul et al. (1993) konnten zeigen, dass die intraluminale

Aktivierung von Thrombozyten gesunder menschlicher Probanden in der



Arteria carotis normaler Kaninchen zu einer Vasodilatation fuhrt, wahrend
diese Thrombozyten in der Arteria carotis hypercholesterindmischer
Kaninchen zu einer Vasokonstriktion flihrten. In aktivierten Thrombozyten
diabetischer Patienten ist gezeigt worden, dass sie eine Vasokonstriktion
verursachen. Werden Arterien gesunder Probanden mit dem NO-
Synthaseinhibitor NE-nitro-L-Arginin vorbehandelt, verursachen aktivierte
Thrombozyten in &hnlichem AusmaB eine Vasokonstriktion wie bei
Diabetikern ohne Vorbehandlung mit einem NOS-Inhibitor (Oskarsson et
al. 1997). Diese Befunde lassen die Schlussfolgerung zu, dass aktivierte
Thrombozyten eine Wirkung auf die Regulation des GeféBtonus haben,
der entscheidend von dem Zustand der NO-Synthase abhéngt. Da die
gpllb/llla-Rezeptoren die gemeinsame Endstrecke der
Thrombozytenaktivierung bilden, ist es interessant zu prifen, ob der
Einfluss aktivierter Thrombozyten auf das GefaBendothel ein gpllb/llla-
Rezeptorvermittelter Prozess ist. In der Tat konnten Aymong et al. (2002)
kirzlich zeigen, dass der gpllb/llla-Rezeptorantagonist Abciximab die
Endothelfunktion der koronaren Mikrozirkulation nach koronarer
Stentimplantation verbessern konnte. Heitzer et al. (2003) haben bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit gezeigt, dass die gpllb/llla-
Rezeptorantagonisten Tirofiban und Eptifibatide die Endotheldysfunktion
der Mikrozirkulation des Unterarms verbessern und dass dieses mit einer
Verbesserung der NO-Bioverflgbarkeit einhergeht.

1.3. Fragestellung

Da die koronare Herzkrankheit und insbesondere das akute
Koronarsyndrom zum groBen Teil eine Erkrankung der epikardialen
Leitungsarterien ist, ist es von besonderer Bedeutung ob diese Befunde
des Einflusses einer gpllb/llla Rezeptorblockade auf die Endothelfunktion
auch far die Leitungsarterien gelten. Es ist bekannt, dass eine perkutane
Koronarintervention zu einer akuten Thrombozytenaktivierung flhrt, was
moglicherweise zu einer akuten Verschlechterung der Endothelfunktion
fuhren kann. Die Befunde von Aymong geben hierfir einen Hinweis,



unklar ist jedoch bisher ob die Verschlechterung der Endothelfunktion nur
das dilatierte KoronargefaB betrifft oder ob es sich um einen systemischen
Effekt handelt.

Diese Arbeit sollte daher zwei Hypothesen untersuchen:

1. Eine perkutane Koronarintervention fihrt zu einer Verschlechterung der
Endothelfunktion peripherer Leitungsarterien (Arteria brachialis).

2. Die akute Gabe eines gpllb/llla-Rezeptorantagonisten wahrend einer
perkutanen Koronarintervention verbessert die Endothelfunktion der
Arteria brachialis.

Um diese Hypothesen zu prifen, wurde die Endothelfunktion der Arteria
brachialis bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit vor und nach
Durchfihrung einer perkutanen Koronarintervention mittels Ultraschall
gemessen. Die sonographische Messung der flussabhangigen Dilatation
ist eine etablierte Methode zur Evaluation der Endothelfunktion von
Leitungsarterien (Corretti et al. 2002). Um die Bedeutung des gpllb/llla-
Rezeptors auf die Interaktion zwischen aktivierten Thrombozyten und der
Endothelfunktion zu untersuchen, wurde ein Teil der Patienten mit dem
gpllb/llla-Rezeptorantagonisten Tirofiban behandelt. Die Wirkung der
akuten gpllb/llla-Rezeptorblockade wurde durch den Einsatz eines
neuartigen in-vitro Plattchenadhasionsassay (Platelet Adhesion Assay
PADA) Uberpruft.



2. Material und Methoden

2.1. Studienprotokoll

2.1.1. Studienpopulation

Im Rahmen einer monozentrischen, kontrollierten Studie wurden
Patienten mit einer angiographisch  dokumentierten koronaren
Herzkrankheit mit Indikation zur perkutanen Koronarintervention

untersucht.

2.1.2. Einschlusskriterien

Als Einschlusskriterien wurden ein Patientenalter > 18 Jahre, das
Vorliegen einer hdmodynamisch signifikanten Koronararterienstenose mit

stabiler Angina pectoris mit Indikation fOr eine perkutane

Koronarintervention festgelegt.

2.1.3. Ausschlusskriterien

Als  Ausschlusskriterien wurde das Vorliegen eines akuten
Koronarsyndroms, einer dekompensierten Herzinsuffizienz, einer
Behandlung mit einem gplib/llla Rezeptorantagonisten innerhalb der
letzten 14 Tage, dem Vorliegen einer hamorrhagischen Diathese, einer
Thrombozytopenie < 100000/ pl, eines Schlaganfalls innerhalb der letzten
6 Monate, einer manifesten Hyper- oder Hypothyreose oder einer

Niereninsuffizienz mit einem Plasmakreatinin >2.0 mg/dl festgelegt.



2.1.4. Studienablauf

Die Patienten, die in der Medizinischen Klinik Il des Zentrums flr Innere
Medizin des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf zur elektiven
perkutanen Koronarintervention stationar aufgenommen wurden, wurden
auf das Vorliegen der Ein- und Nichtvorliegen der Ausschlusskriterien
Uberprift. Bei Patienten, die das Vorliegen der Ein- und das
Nichtvorliegen der Ausschlusskriterien fir die Durchfihrung der Studie
erflllt haben, wurde innerhalb von 2 Stunden vor Durchfihrung der
geplanten perkutanen Koronarintervention die flussabhangige Dilatation
der Arteria brachialis und bei einem Teil der Patienten auch die
nitroglyzerin-abhangige Dilatation der Arteria brachialis gemessen. Ein
von der Studie unabhangiger Herzkatheterarzt hat nach angiographischen
Kriterien (Dissektion des KoronargefaBes, Bifurkationsstenose, Stenose
des Hauptstammes oder der LAD oder proximalen CFX, vorhandener
Thrombus in den KoronargefaBen, verbliebene Stenose nach
Ballondilatation) die Indikation zur Gabe einer Tirofibanbolusinjektion (10
ng/ kg Korpergewicht) gestellt. AnschlieBend wurden die Patienten bei
Tirofibangabe der Tirofiban Behandlungsgruppe bzw. bei Nichtgabe von
Tirofiban der Kontrollgruppe zugeteilt. Innerhalb von 30 Minuten nach
Abschluss der perkutanen Koronarintervention wurden die Messungen der
flussabhangigen Dilatation der Arteria brachialis und bei einem Teil der
Patienten auch der Nitroglyzerin-induzierten Dilatation der Arteria
brachialis wiederholt. Zur Charakterisierung der Patientenpopulation
wurden die Plasmakonzentrationen des Kreatinin, der Nichternglucose,
des Gesamicholesterins, des HDL-Cholesterins und der Triglyzeride
bestimmt. Das LDL-Cholesterin wurde nach der Friedewald Formel
errechnet. Die  Thrombozytenadhasivitit wurde mit einem
Plattchenadhasionsassay (PADA) vor und nach der perkutanen
Koronarintervention gemessen. Die perkutane Koronarintervention wurde
nach  Ermessen des studienunabhangigen  Herzkatheterarztes

durchgefihrt. Bei allen Patienten wurde vor der perkutanen
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Koronarintervention ein Bolus von 5000-10000 IE Heparin-Natrium

(Liguemin® N 25000 von Roche ) intraarteriell appliziert.

2.1.5. Abschatzung des Stichprobenumfangs

Als primarer Endpunkt der Studie wurde die Veranderung der
flussvermittelten Dilatation der Arteria brachialis (gemessen in
Prozentpunkten) zwischen der Ausgangsmessung vor der perkutanen
Koronarintervention und der Abschlussmessung nach der perkutanen

Koronarintervention festgelegt.

Die Nullhypothese Hy bezlglich dieses Endpunktes lautet:

Ho: Die Gabe einer Tirofibanbolusinjektion bei perkutaner
Koronarintervention fuhrt bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit im
Mittel zu einer gleichen Anderung des Diameters der Arteria brachialis in
Antwort auf eine funf Minuten dauernde Okklusion in % wie die
Nichtbehandlung mit Tirofiban.

Die Alternativhypothese H4 bezlglich dieses Endpunktes lautet:

Hi: Die Gabe einer Tirofibanbolusinjektion bei perkutaner
Koronarintervention fihrt bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit im
Mittel zu einer gréBeren positiven Anderung des Diameters der Arteria
brachialis in Antwort auf eine finf Minuten dauernde Okklusion in % wie
die Nichtbehandlung mit Tirofiban.

Der erforderliche Stichprobenumfang zur Erkennung eines
Unterschiedes far

Ho: MHrir=Mker VS. Hi: Hrie> Pk

betragt bei Annahme einer Standardabweichung von 4% zur Erkennung
eines Unterschiedes zwischen beiden Behandlungsgruppen von 2% mit
dem 2 Gruppen-t-Test bei einer Power von 80% und einem o-Fehler von

5% 33 Patienten pro Behandlungsgruppe.
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2.2. Studienmedikation
2.2.1. Pharmakologische Eigenschaften

Tirofibanhydrochlorid (Aggrastat®, Merck & Co., Inc.) ist ein nicht-
peptidischer  Antagonist des gpllb/llla- Rezeptors mit einem
Molekulargewicht von 495,05 Dalton und wird strukturell als N-
Butylsulfonyl-O- [4-(4-piperidinyl) Butyl]-L-Tyrosin beschrieben
(C22H36N205S.HCL.H20)  (Abbildung 1). Tirofiban ist wenig
wasserldslich und wurde als fertige Infusionslésung verwendet.

In 250ml Tirofiban Infusionslésung waren 28,09mg
Tirofibanhydrochloridmonohydrat, entsprechend 25 mg Tirofiban
(50ug/ml), und 4,5g Natriumchlorid, 270mg Natriumcitratdihydrat, und 16
mg Citronensaure bei einem pH zwischen 5,5 bis 6,5 enthalten.

Tirofiban flUhrt zu einer dosisabhangigen, reversiblen Hemmung der
gpllb/llla-Rezeptorvermittelten Thrombozytenaggregation und -adhasion.
Nach  Bolusinjektion ist innerhalb von 30 Minuten eine
Thrombozytenaggregationshemmung von >90% erreichbar. Tirofiban hat
eine Halbwertszeit von ca. 2 Stunden und wird zu 65% renal und 25%

biliar Gberwiegend unverandert eliminiert.

CH2 COOH . HCL. .H2O
H

\C/
1 Wy,
HSO2CH2C
@CHZCHZCH2CHED

2CH2ICH3

Abbildung 1: Tirofiban Strukturformel: C22H36N205S.HCL.H20
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2.3. Untersuchung der Endothelfunktion

2.3.1. Flussabhangige Dilatation

Wie von Levine et al. (1996) beschrieben, wurde die Endothelfunktion
nicht-invasiv durch die sonographische Messung der flussabhangigen
Dilatation der Arteria brachialis dextra bestimmt.

2.3.1.1. Prinzip der flussabhangigen Dilatation

Das Prinzip der flussabhéngigen Dilatation beruht auf der Stimulation des
Endothels durch Scherkrafte. Durch eine flinfminitige Okklusion der
Arteria brachialis wird eine Ischamie im Unterarm erzeugt, die zu einer
Reduktion des peripheren Widerstandes des Unterarms durch
Weitstellung der WiderstandsgefaBe fihrt. Nach Ablassen der Okklusion
entsteht eine Hyperdmie, die durch eine Anderung der
Wandschubspannung die Freisetzung von Stickstoffmonoxid und von
Prostazyklin aus dem Endothel stimuliert. Nach 60 Sekunden lasst sich
diese Freisetzung als Vasodilatation messen.

2.3.1.2. Untersuchungsablauf

Um den Einfluss externer Stérfaktoren zu minimieren, erfolgten die
Untersuchungen in  einem ruhigen, abgedunkelten Raum bei
Temperaturen von 20-24°C. Die gesamte Ultraschalluntersuchung erfolgte
in Rickenlage. Die Messungen wurden mit einem 7,5 bis 12 MHz
Linearschallkopf auf einem ATL HDI5000 Ultraschallsystem von Philips
durchgefihrt. Nach einer mindestens 10 Minuten dauernden Ruhephase
erfolgte die Messung des Ausgangsdiameters im zweidimensionalen B-
Modus. Hierzu wurde der Ultraschallkopf ungefahr 5 cm UGber der
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Ellenbogenfalte longitudinal positioniert. Es wurde besondere Sorgfalt bei
der Auswahl der besten Schallkopfposition ausgelbt, um mdglichst
artefaktfreie und Uberlagerungsfreie Bilder der GefaBwandstrukturen zu
erzielen. Zur Optimierung der Bildqualitat erfolgte die Akquisition in der
SonoCT Real-Zeit Compound Bildgebung. Ziel der
Schallkopfpositionierung war es, einen longitudinalen Schnitt im Zentrum
der Arteria brachialis Uber die gesamte Bildbreite in gleicher Eindringtiefe
abzubilden (siehe Abbildung 2).

Abbildung 2: Longitudinale sonographische Darstellung der Arteria

brachialis im 2D-Modus

Zuerst wurden zweidimensionale Bilder mit einer Frequenz von 25 Bildern/
Sekunde Uber einen Zeitraum von 5 Sekunden akquiriert, um den
Ausgangsdiameter  zu erfassen. AnschlieBend  wurde  die
Blutflussgeschwindigkeit in Ruhe im gepulsten Dopplermodus dargestellt,
wobei das Signal bei einem Winkel von 67° zum GefaBlumen in einem
Dopplervolumen von 1,0 mm Tiefe im Zentrum der Arterie akquiriert
wurde. Zur Erzeugung der Hyperamie wurde eine 8,75 cm breite
Blutdruckmanschette (Hokanson®) am Oberarm bis zu 50 mmHg Uber
den systolischen Blutdruck oder auf mindestens 200 mmHg aufgepumpt.
Die arterielle Okklusion wurde fir 5 Minuten beibehalten, wobei der
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Ultraschallkopf sorgféltig in der Ausgangsposition gehalten wurde. Nach
funf Minuten wurde der Manschettendruck zlgig abgelassen und
unmittelbar mit dem beginnenden Bluteinstrom wurde die Steigerung der
Blutflussgeschwindigkeit durch Akquisition gepulster Dopplerbilder fir 5
Sekunden in dem gleichen GefaBareal wie bei der Ausgangsmessung
erfasst. Genau 60 Sekunden nach Ende der Okklusion wurden
zweidimensionale Bilder der Arteria brachialis fir 5 Sekunden
aufgenommen. Dabei wurde sorgfaltig darauf geachtet, dass der
dargestellte GefaBabschnitt exakt dem Abschnitt der Ausgangsmessung
entsprach.

2.3.2. Endothelunabhangige Dilatation

Als Parameter der Funktion des GefaBmuskels und der Compliance der
Arteria brachialis wurde die Anderung des GefaBdiameters nach
Nitroglyzerin gemessen. Wenn keine Unvertraglichkeiten gegenlber
Nitroglyzerin vorlagen und der systolische Blutdruck tber 100mmHg lag,
wurden nach einer Ruhezeit von 15 Minuten erneut der
Ausgangsdiameter im 2D-Modus und die Blutflussgeschwindigkeit im
gepulsten Dopplermodus erfasst.  Dann wurde dem Patienten eine
Kapsel Nitroglyzerin (Nitrolingual®, 1 ZerbeiBkapsel 0,8 mg
Glyceroltrinitrat, Pohl Boskamp) in den Mund gelegt und der Patient
gebeten diese Kapsel zu zerbeiBBen und danach unter die Zunge zu legen.
Wahrend der Kapseleinnahme musste wiederum darauf geachtet werden,
den Ultraschallkopf in der Ausgangsposition zu belassen. Vier Minuten
nach dem ZerbeiBen der Kapsel wurde der GefaBdiameter im 2D-Modus
und die Blutflussgeschwindigkeit im gepulsten Dopplermodus Uber 5
Sekunden erfasst. Alle Bilder wurden fur spatere Analysen im DICOM
Format aufgenommen und Uber ein Digitales Video Streaming (DVS) auf
einer Multi Optical Disk (MOD) gespeichert.

15



2.3.3. Auswertung

Die Analyse des GefaBdiameters erfolgte als Abstandsmessung zwischen
der ventralen und dorsalen Intima-Mediagrenze. Zur Abstandsmessung
wurde die kommerziell erhaltliche Konturenerkennungssoftware (Brachial
Analyser, Medical Imaging Application Ltd.) verwendet. Der Durchmesser
der Arteria brachialis wurde in einem 5 bis 15 mm groBen Segment vor
und nach Erzeugung der reaktiven Hyperamie ausgewertet. Besondere
Sorgfalt musste darauf gelegt werden identische Bereiche auszuwerten,
indem auf gleiche anatomische Strukturen geachtet wurde. Die
flussabhangige Dilatation (FMD) wurde aus der prozentualen Anderung
zwischen dem Ausgangsdurchmesser und der Antwort auf die Hyperamie

ermittelt.

dn' dv

FMD = =100

dy

dn: Durchmesser des GefaBes nach der Hyperédmie
dyv: Ausgangsdurchmesser des GefaBes

Der Blutfluss der Arteria brachialis in Ruhe und wahrend der reaktiven
Hyperamie wurde nach folgender Formel ermittelt:

[ Viz - ( (i - d2 /400) -HF)

Vis = Fluss-Geschwindigkeits-Zeit-Integral der ersten 3 Schlage
d = Ausgangsdurchmesser des GefaBes
HF = Herzfrequenz.

Die relative Anderung des Blutflusses wéhrend der reaktiven Hyperamie
wurde als prozentuale Flussanderung im Vergleich zum Ausgangswert
ausgedruckt (Abbildung 3).
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Ruhe Okklusion der Losen der Manschette
Arteria brachialis

|

[=mmmenee 10 Min I 5 Min--==-—=mmmemeee| =] == 1 Min-----|--mm}

Hyperamie

2D, PW PW 2D

Abbildung 3: Ablauf der Untersuchung der flussabhangigen
Dilatation und der Nitroglyzerin-induzierten Dilatation

2.3.4. Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit

Die Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit der flussabhangigen
Dilatation der Arteria Dbrachialis ist von zahlreichen vorherigen
Untersuchern validiert worden (Corretti et al. 1995, Corretti et al. 1995,
Levine et al. 1996, Sorensen et al. 1995). Die Reproduzierbarkeit der
Konturenerkennungssoftware ist ebenfalls publiziert worden (Mancini et al.
2002). Zur Ermittlung der Wiederholbarkeit der flussabhéangigen Dilatation
wurden 17 gesunde Probanden ohne offensichtliche kardiovaskulare
Erkrankungen durch einen Untersucher im Abstand von 12 Wochen

untersucht. Der Unterschied der flussabhangigen Dilatation zwischen der
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Ausgangsmessung und der Messung nach 12 Wochen betrug 0,27% mit
einer mittleren absoluten Anderung von 2,05+1,3% (Mittelwert+SD).

2.3.4.1. Intraobservervariabilitat

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Bildauswertungssoftware
und zum Abschéatzen der Intraobservervariabilitdt wurde eine
Ruheuntersuchung von jeder Person verblindet zweimal ausgewertet. Mit
der linearen Regressionsanalyse der zwei GefaBdurchmesser wurde ein
Korrelationskoeffizient von 0,99 bestimmt. Die Durchschnittsdifferenz
zwischen den Ermittlungen lag bei 0,034+0,008 mm (0,8 + 0,2% des

GefaBdurchmessers).

2.3.4.2. Variabilitat zwischen zwei Untersuchungen

Zur Beurteilung der Variabilitdt zwischen zwei Studien wurden neun
Freiwillige zweimal innerhalb von einer Stunde untersucht. Der
durchschnittliche Unterschied zwischen den beiden Bestimmungen vom
selben Untersucher lag bei 0,07+£0,02mm flr den Ausgangswert (4,45+0,2
mm gegenuber 4,52+0,2 mm) und 0,38+0,24% (7,16+1,60 % gegeniber
6,78+1,49%) fur die flussabhangige Dilatation.

Diese Daten waren mit publizierten Daten anderer Arbeitsgruppen
vergleichbar (Duffy et al. 2001).

2.4. Untersuchung des Einflusses einer diagnostischen
Koronarangiographie auf die flussabhangige Dilatation

Um den Einfluss einer perkutanen Koronarintervention auf die
flussabhangige Dilatation der Arteria brachialis von dem unspezifischen

Einfluss einer Herzkatheteruntersuchung zu unterscheiden, wurde bei
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weiteren 11 Patienten mit koronarer Herzkrankheit die flussabhangige
Dilatation der Arteria brachialis vor und nach einer diagnostischen

Koronarangiographie ohne Koronarintervention gemessen.

2.5. Blutuntersuchungen

2.5.1. Plattchenadhasionsassay (PADA)

2.5.1.1. Hintergrund des Plattchenadhasionsassays

Gpllb/llla- Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in der Vermittlung von
Thrombozytenadhéasion an oberflachengebundenem Fibrinogen und in der
Folge bei thromboembolischen Prozessen. Die diagnostische Messung
des aktuellen Funktionszustandes der mehr als 1000 Milliarden Plattchen,
die sich im zirkulierenden Blut befinden, bereitete bislang Schwierigkeiten.
Die augenblicklich verwendeten Untersuchungen der
Thrombozytenfunktion benutzen die verschiedensten
Aggregationsagonisten (ADP, Kollagen, Thrombin, Ristocetin), um die
Aggregationsfahigkeit von Thrombozyten in vitro zu messen. Um die
Wirkung von gpllb/llla-Rezeptorantagonisten auf die
Thrombozytenadhasion zu messen, wurde ein neuartiger in vitro
Plattchenadhasionsassay (PADA) verwendet. Der Test wurde von
HaemoSys Ltd., Jena , Deutschland entwickelt und zur Verfligung gestellt.

2.5.1.2. Prinzip der Methode

Die Entstehung eines Thrombozytenkonglomerats, z.B. an einer in ihrer
Oberflachenstruktur veradnderten GefaBwand, wird durch die lokale
Adhasion der Thrombozyten initiert. Vor allem bei niedriger
Scherspannung spielen die gpllb/llla-Rezeptoren bei der Vermittlung der
Adhésion an oberflachengebundenem Fibrinogen eine wesentliche Rolle.
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Der PADA benutzt das AusmaB der Thrombozytenadhasionsneigung als
Marker fir ihren aktuellen Funktionszustand. Das Prinzip des PADA
besteht darin, dass sich das probeneigene Fibrinogen an hinzugegebene
Polymerpartikel (siehe Abbildung 4) anheftet und intakte Thrombozyten
der Probe an die Polymer-Fibrinogenkonstrukte adharieren (siehe
Abbildung 5) und damit in einer anschlieBenden Zahlung der
Thrombozyten nicht mehr nachweisbar sind. Somit entsprechen eine
niedrige Thrombozytenzahl im Uberstand einer hohen Anzahl
funktionsfahiger Thrombozyten und umgekehrt. Der PADA st zur
Diagnose von Veranderungen der Thrombozytenfunktion und zur
Uberwachung der Therapie mit gpllb/llla-Rezeptorantagonisten und ADP-
Antagonisten geeignet.

2.5.1.3. Durchfiihrung

Es wurde 4,5 ml arterielles Blut in einer griinen Sarstedt-Monovette®
gesammelt, die 0,5 ml 3,8% Tri-Natriumcitratlésung (0,106 mol/L) enthielt.
Nach 45-60 Minuten Inkubationszeit wurden 200uL Citratblut in jeweils ein
2000uL ReaktionsgefaB  Ubertragen. Danach wurden 10uL  einer
kalibrierten  Suspension mit Polymerpartikeln in eines dieser
ReaktionsgefaBe (Messprobe) und 10uL von der Kontrollsuspension, die
0,9% Natriumchlorid enthielt, in das andere Reaktionsgefal
(Kontrollprobe) hinzugefligt. Um eine definierte Scherspannung in beiden
Proben zu erreichen, wurden beide ReaktionsgefaBe auf einem
kalibrierten Schittelgerat far 5 Minuten geschittelt (IKA Works, Inc.
Wilmington, NC, USA). Dann wurde die Thrombozytenzahl von einem
automatisierten  Hamatologieanalysator in der Messprobe und
Kontrollprobe bestimmt (Sysmex KX21, Sysmex GmbH. Munelein, IL,
USA).

20



Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Darstellung der PADA-
Partikel

Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Darstellung der
Blutplattchenadhasion an die Oberflache der PADA-
Partikel
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Der Adhéasionsindex (Al) als Parameter funktionstichtiger Thrombozyten

wurde mit Hilfe der folgenden Formel berechnet:

Al = [( Anzahl der Thrombozyten in der Kontrollprobe — Anzahl der
Thrombozyten in der Messprobe) / Anzahl der Thrombozyten in
der Kontrollprobe] * 100

2.5.1.4. Charakterisierung des PADA bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit

Zur Ermittlung des Normalbereichs wurde bei 43 gesunden Probanden,
die keine koronare Herzkrankheit hatten, der Al bestimmt. Bei dieser
Gruppe gesunder Probanden war der Al im Mittel 56 = 3,7 % (SEM).

Um die Thrombozytenaktivitat bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
zu prufen, wurde in einer parallel durchgeflhrten Untersuchung der
Adhésionsindex fir verschiedene Zustande einer koronaren Herzkrankheit
bestimmt. Dazu wurden die 43 Probanden ohne bekannte koronare
Herzkrankheit mit 149 Patienten mit koronarer Herzkrankheit (ohne
Behandlung mit Clopidogrel oder gplib/llla-Rezeptorantagonisten) und
stabiler Angina pectoris und 10 Patienten mit akutem Koronarsyndrom
(AKS) verglichen. Wéahrend diese Untersuchungen keinen Unterschied
zwischen der Gruppe ohne koronare Herzkrankheit und der Gruppe mit
koronarer Herzkrankheit ergab, war der Al bei der AKS-Gruppe signifikant
erhdht (56,0+3,7% in der Normalgruppe im Vergleich zu 57,7+1,9% bei
der KHK-Gruppe und 77,0 = 5,5% bei der AKS-Gruppe ( Abbildung 6)).
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Abbildung 6: PADA bei Patienten ohne koronare Herzkrankheit
(Gesunde), bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(KHK) und bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom
(AKS).
*p=0,011 vs. Gesunde, p= 0,011 vs. KHK

2.5.1.5. Einfluss verschiedener Pharmaka auf den PADA

Zur weiteren Charakterisierung des PADA wurde der Einfluss
verschiedener, potentiell thrombozytenwirksamer Pharmaka auf den
PADA untersucht. Die Behandlung von 52 Patienten mit Tirofiban fihrte
zu einer signifikanten Reduktion des Al (54,6+3,2% vor vs. 13,5+1,9%

nach Tirofiban). Die Gabe des gpllb/llla-Rezeptorantagonisten Abciximab

(Reopro®) filhrte bei sechs Patienten zu einer stirkeren Reduktion des Al
(68,5+7,0% vor vs. 0,910,4% nach Abciximab; siehe Abbildung 7).

23



100

80

60

40

20

*
-

Adhasionsindex (%)

vor nach
Abciximab Abciximab

Abbildung 7: PADA unter Behandlung mit Abciximab
* p<0.001 vs. vor Abciximab

Die Behandlung mit unfraktioniertem Heparin fihrte bei 12 Patienten nur
zu einer schwachen Reduktion des Al (58,947,3 vor vs. 54,6+7,0% nach
Heparin).

Bei 52 Patienten mit koronarer Herzkrankheit, die fir mehr als 24 Stunden
mit dem ADP-Rezeptorantagonisten Clopidogrel (Plavix®) behandelt
wurden, war der Al signifikant niedriger im Vergleich zu Patienten mit
koronarer Herzkrankheit ohne Clopidogrelbehandlung (57,7+1,9% ohne
vs. 45,913,5% mit Clopidogrel (p=0,047) siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Einfluss einer Behandlung mit Clopidogrel auf den

Adhasionsindex bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit. * p=0.047 vs. ohne Clopidogrel

Diese Daten zeigen, dass die Wirkung einer Behandlung mit einem
gpllb/llla-Rezeptorantagonisten oder einem ADP-Rezeptorantagonisten
auf die Thrombozytenadhasion durch den PADA gemessen werden kann.

2.5.2. Laborparameter zur Charakterisierung der
Patientenpopulation

Es wurden bei allen Patienten die Plasmakonzentrationen fir Glucose,
Kreatinin, Harnsaure, Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin, Triglyzeride
bestimmt, wobei es keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden
Gruppen gab (Tabelle 2). Das LDL-Cholesterin wurde nach der
Friedemann-Formel berechnet.
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2.6. Klinische Untersuchung

Bei allen Patienten wurde der Ruheblutdruck und Puls gemessen, sowie
der Body-MaB-Index berechnet. AuBerdem wurden alle Patienten zur ihrer
bisherigen Krankheitsgeschichte sowie ihren kardialen Risikofaktoren und
ihrer Medikamenteneinnahme gefragt. Um das kardiale Risiko der beiden
Untersuchungsgruppen zu vergleichen, wurde aus dem Alter, dem
systolischen Blutdruck, dem LDL-Cholesterin, dem HDL-Cholesterin, den
Triglyceriden, dem Vorliegen eines Diabetes, eines Nikotinkonsums und
einer positiven Familienanamnese nach den Ergebnissen der PROCAM-
Studie (Assmann et al. 2002) das 10-Jahres Risiko der Patienten fir das
Auftreten eines Herzinfarktes abgeschatzt. Hinsichtlich dieser Parameter
gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen
(Tabelle 2).

2.7. Statistische Analyse

Der primare Endpunkt der Studie war die Wirkung von Tirofiban auf die
flussabhangige Dilatation der Arteria brachialis.

Die FMD der Arteria brachialis und der Al der Tirofibangruppe und der
Kontrollgruppe wurden durch einen ungepaarten Student’'s t-Test
verglichen. Zum Vergleich aller Parameter (z.B. FMD, NMD) eines
Individuums innerhalb der Gruppen vor und nach der perkutanen
Koronarintervention (PTCA) wurde der gepaarte  Student’s t-Test
angewendet.

Zur Untersuchung der Vergleichbarkeit der zwei Studiengruppen wurden
stetige KenngréBen durch die Anwendung des ungepaarten Student’s t-
Tests verglichen und Haufigkeiten von Merkmalen durch den Chi-Quadrat-

oder Z-Test verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1. Studienpopulation

Sechsundsechzig Patienten wurdenin die Studie eingeschlossen.
DreiunddreiBBig Patienten erhielten aus klinischen oder angiographischen
Grinden wahrend der PTCA eine intravendse Bolusinjektion Tirofiban
(10pg/kg Koérpergewicht). Die dreiunddreiBig Patienten der Kontrollgruppe
dagegen bekamen kein Tirofiban. Zwischen beiden Gruppen gab es
keinen Unterschied bezliglich der Dauer der PTCA, des Zeitintervalls
zwischen dem Ende der PTCA und der zweiten Ultraschalluntersuchung,
der Anzahl der Stentimplantationen, der eingesetzten
Kontrastmittelmenge, der Menge des applizierten unfraktionierten
Heparins, der Dauer der Nuchternzeit (siehe Tabelle 1). AuBerdem gab es
keinen Unterschied beziglich des Alters, des Geschlechts, des Body-
MaB-Index, des Blutdrucks, des Anteils an Rauchern, Diabetikern oder
Patienten mit MehrgefaBerkrankungen, begleitender ACE-Hemmer- oder
Statintherapie (Tabelle 2).
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Tabelle 1:
Koronarintervention

Gruppenvergleich der Merkmale der perkutanen

Tirofiban Kontroll
Gruppe Gruppe P
n= 33 n =33
Dauer der PTCA (min) 7514 6816 n.s.
Direkte Stentimplantation,
8 (24) 7 (21) n.s.
n (o/o)
Stent nach PTCA,
22 (66) 20 (60) n.s.
n (o/o)
PTCA ohne
) ) 3(9) 6 (18) n.s.
Stentimplantation, n (%)
Kontrastmittelmenge (ml) 217+16 199411 n.s.
Heparin i.c. (IE) 68751268 68121315 n.s.
Clopidogrelvorbehandlung,
10 (30) 10 (30) n.s.
n (o/o)
Zeitintervall nach PTCA bis zur
. 203 2512 n.s.
Ultraschallmessung (min)
Nuchternzeit (h) 16,3+£0,4 17,0£0,4 n.s.

Die Daten sind als Mittelwert £SEM angegeben oder n (%).
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Tabelle 2: Gruppenvergleich der klinischen und laborchemischen

Merkmale

Tirofiban Kontroll
Gruppe Gruppe P
n= 33 n=33

Alter, Jahre 6612 6412 n.s.
Frauen, n (%) 2 (6) 3(9) n.s.
BMI, kg/m? 26,8+0,6 27,4+0,7 n.s.
Hypertonie, n (%) 16 (48) 15 (45) n.s.
Raucher, n (%) 7 (21) 13 (39) n.s.
Diabetes, n (%) 4 (12) 9 (27) n.s.
Hypercholesterinamie, n (%) 21 (64) 22 (67) n.s.
Harnsaure 6,2+0,5 6,21+0,2 n.s.
Kreatinin 1,0+£0,04 1,0+0,04 n.s.
Blutzucker 12416 11815 n.s.
Gesamtcholesterin, mg/dl 18816 18618 n.s.
LDL-Cholesterin, mg/dl 11016 1097 n.s.
HDL-Cholesterin, mg/dl 49+3 4812 n.s.
Triglyceride, mg/dl 140410 151+12 n.s.
RR systolisch (mmHgQ) 13943 13613 n.s.
RR diastolisch (mmHg) 7741 7712 n.s.
PROCAM Score (%) 11,2+1,5 11,8%£1,6 n.s.
MehrgefaBerkrankungen, n(%) 26 (79) 25 (76) n.s.
ACE-Hemmertherapie, n (%) 16 (48) 17 (52) n.s.
CSE-Hemmertherapie, n (%) 17 (52) 25 (76) n.s.

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SEM oder n (%). BMI = Body-
MaB-Index. PROCAM Score: Wahrscheinlichkeit innerhalb der nachsten
10 Jahre einen Myokardinfarkt zu erleiden (Assmann et al. 2002).
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3.2. Endothelabhangige Dilatation

3.2.1. Einfluss einer Koronarintervention und einer
Tirofibanbolusinjektion auf die flussabhangige
Dilatation der Arteria brachialis.

In beiden Gruppen waren die Ausgangswerte flr die flussabhangige
Dilatation, den Diameter der Arteria brachialis und das AusmafB der
reaktiven Hyperamie (%) vergleichbar.

Die Parameter der Ultraschalluntersuchung der Arteria brachialis
(Ausgangsdiameter, flussabhangige Dilatation absolut und relativ) fir die
Tirofibangruppe (TIR) sowie fur die Kontrollgruppe (KTR) sind in Tabelle 3
aufgelistet. In der Kontrollgruppe war die FMD nach der PTCA signifikant
schlechter als vor der PTCA. Im Gegensatz dazu hat die Behandlung mit
Tirofiban (10ug/kg Kérpergewicht) zu einer signifikanten Verbesserung der
FMD nach der PTCA gefiihrt (siehe Abbildung 9).

Analog zu den Ergebnissen der relativen FMD haben sich die absoluten
Diameteranderungen nach reaktiver Hyperdmie geéndert, d.h. eine
Zunahme in der Tirofibangruppe und eine Abnahme in der Kontrollgruppe
(0,30£0,02 mm vor vs. 0,39+0,02 mm nach PTCA in der Tirofibangruppe
und 0,30+0,038 mm vor vs. 0,23+0,03 mm nach PTCA in der
Kontrollgruppe).
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Tabelle 3: Parameter der Arteria brachialis
Tirofiban Kontroll
Gruppe Gruppe P
n= 33 n=233
Ausgangsdiameter (mm)
vor PTCA 5,06+0,08 5,02+0,1 n.s.
nach PTCA 5,12+0,08 5,12+0,1 n.s.
p n.s. n.s.
Reaktive Hyperamie (%
Zunahme)
vor PTCA 785163 681150 n.s.
nach PTCA 844161 77739 n.s.
p n.s. n.s.
Flussabhangige Zunahme
des Diameters (mm)
vor PTCA 0,30+0,02 0,30+0,03 n.s.
nach PTCA 0,39+0,02 0,23+0,03 |0,0003
p <0,0001 0,008
Flussabhangige Dilatation
(%)
vor PTCA 6,0+0,4 6,1+£0,6 n.s.
nach PTCA 7,810,5 4,7+0,7 0,0006
p <0,0001 0,006
NTG-abhangige Dilatation
(%)
vor PTCA 10,5+1,5 9,842,3 n.s.
nach PTCA 10,2+2,1 9,0+2,3 n.s.
P n.s. n.s.
Adhésionsindex (%)
vor PTCA 53,614,7 48,316,1 n.s.
nach PTCA 16,5+2,3 45,7455 | <0,0001
p <0,0001 n.s.

Die Daten sind als Mittelwert £SEM angegeben.




Das AusmaB der reaktiven Hyperamie (%) als Parameter des

Endothelstimulus war innerhalb der Gruppen und zwischen den Gruppen

jeweils vor und nach Intervention vergleichbar (siehe Tabelle 3).
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Einfluss einer Bolusinjektion Tirofiban i.v. (10ug/kg
Kérpergewicht) auf die flussabhangige Dilatation der
Arteria brachialis bei perkutaner Koronarintervention.
* p<0.001 vs. vor PTCA. 1 p<0.01 vs. Tirofiban
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3.2.2. Einfluss einer diagnostischen Koronarangiographie
auf die flussabhangige Dilatation der Arteria
brachialis.

Bei 11 Patienten mit koronarer Herzkrankheit wurde eine diagnostische
Koronarangiographie ohne Durchfihrung einer Koronarintervention
durchgefihrt. Die klinischen und laborchemischen Parameter haben sich
von der Gruppe der Patienten, die eine Koronarintervention erhalten
haben, nicht unterschieden (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Klinische und laborchemische Merkmale der Patienten,
die eine perkutane Koronarintervention (PTCA) bzw. eine
diagnostische Koronarangiographie (DKA) erhalten

haben.
PTCA DKA
Gruppe Gruppe P
n= 33 n=11
Alter, Jahre 6412 6712 n.s.
Frauen, n (%) 3(9) 3 (27) n.s.
BMI, kg/m? 26,8+0,6 27,4+0,7 n.s.
LDL-Cholesterin, mg/dl 1097 112415 n.s.
Systolischer Blutdruck (mmHg) 136+3 14246 n.s.
PROCAM Score (%) 11,8%£1,6 11,2£3,1 n.s.
MehrgefaBerkrankung, n (%) 25 (76) 6 (54) n.s.
Clopidogrelvorbehandlung, n (%) 10 (30) 2(18) n.s.

Die Daten sind als MittelwerttSEM oder Anzahl n (%) dargestellt. BMI:
Body-MaB-Index. DKA: Diagnostische Koronarangiographie. PTCA:
Perkutane Koronarintervention. PROCAM Score: Wahrscheinlichkeit
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innerhalb der nachsten 10 Jahre einen Myokardinfarkt zu erleiden
(Assmann et al. 2002).

Im Gegensatz zu der Patientengruppe, die eine perkutane
Koronarintervention erhalten hat (siehe Abschnitt 3.2.1), war die
flussabhéngige Dilatation der Arteria brachialis in der Gruppe der
Patienten, die eine diagnostische Koronarangiographie erhalten hat,
unverandert (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Ultraschalldaten der Patienten, die eine perkutane
Koronarintervention (PTCA) bzw. eine diagnostische
Koronarangiographie (DKA) erhalten haben.

PTCA DKA

Gruppe Gruppe P

n= 33 n=11
Ausgangsdiameter (mm)
vor 5,02+0,1 4,93+0,2 n.s.
nach 5,12+0,1 5,02+0,2 n.s.
P n.s. n.s.
Reaktive Hyperamie (%)
vor 681150 813156 n.s
nach 777+39 776188 n.s
P n.s n.s
Flussabhangige Dilatation
(%)
vor 6,1£0,6 5,4+0,8 n.s.
nach 4,7+0,7 5,3+0,9 n.s.
P 0,006 n.s.

Die Daten sind als Mittelwert £SEM angegeben.
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3.3. Endothelunabhangige Dilatation

Die endothelunabhangige Nitroglyzerin-induzierte Dilatation der Arteria
brachialis hat sich in beiden Gruppen vor und nach der PTCA nicht
geandert (siehe Abbildung 10, Tabelle 3).
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Abbildung 10: Nitroglyzerin-induzierte Dilatation der Arteria
brachialis vor und nach PTCA in der Tirofibangruppe
und Kontrollgruppe

3.4. Ergebnisse des PADA

Der Adhasionsindex (Al) wurde bei 29 Patienten in der TIR Gruppe und
bei 25 Patienten in der KTR Gruppe gemessen. Es gab keinen
signifikanten Unterschied in den Ausgangswerten fiir beide Gruppen.
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Nach der PTCA war der Adhasionsindex in der Tirofibangruppe als

Nachweis der plattcheninhibitorischen Wirkung des Tirofiban signifikant
reduziert (53,6+4,7 % vor vs. 16,5+2,3 % nach PTCA, P<0,0001). Im
Vergleich dazu ist der Al in der Kontrollgruppe unverandert geblieben
(48,316,14% vor vs. 45,715,45 % nach PTCA (siehe Abbildung11)).
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Veranderungen des  Adhasionsindex in  der
Tirofibangruppe und Kontrollgruppe
* p<0.0001 vs. vor PTCA. 1 p<0.0001 vs. Kontrolle.
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4. Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die
Durchfihrung einer perkutanen Koronarintervention zu einer akuten
Verschlechterung der Endothelfunktion peripherer Leitungsarterien fihrt
und, dass diese Verschlechterung der Endothelfunktion durch die
gleichzeitige Behandlung mit dem gpllb/llla-Rezeptorantagonisten
Tirofiban nicht nur verhindert werden kann, sondern dass die Behandlung
mit dem gpllb/llla-Rezeptorantagonisten Tirofiban die Endothelfunktion
peripherer Leitungsarterien sogar verbessert. Dieses Ergebnis ist insofern
erstaunlich, da die Veranderung der Endothelfunktion weit entfernt von der
Lokalisation der Intervention gemessen wurde. Diese Daten unterstltzen
die Hypothese, dass aktivierte Thrombozyten einen gplib/llla-
Rezeptorvermittelten Einfluss auf das GefaBendothel ausiiben.

4.1. Einfluss einer perkutanen Koronarintervention auf

die flussabhangige Dilatation der Arteria brachialis

Die flussabhangige Dilatation gilt als anerkannte Methode zur Messung
der Endothelfunktion arterieller Leitungsarterien (Corretti et al. 2002). Das
GefaBendothel nimmt als gréBtes menschliches Organ eine Flache von
rund 100m? ein, und bt zahlreiche Funktionen aus, die einer Entwicklung
der Atherosklerose und ihrer Komplikationen entgegenwirken. Der
Produktion von Stickstoffmonoxid durch die endotheliale NO-Synthase
kommt dabei entscheidende Bedeutung zu. Aufgrund der inhibitorischen
Eigenschaften des NO auf die Thrombozytenaggregation und —adhésion
tragt eine hohe NO-Bioverfligbarkeit und damit eine intakte
Endothelfunktion in Regionen einer perkutanen Koronarintervention zur
Verhinderung ischamischer Komplikationen nach perkutaner
Koronarintervention bei. In der Literatur finden sich bisher lediglich
Untersuchungen, die den Einfluss einer perkutanen Koronarintervention
auf die koronare Endothelfunktion untersucht haben. So konnten el-

Tamimi et al. (1993) acht Tage nach perkutaner Ballonangioplastie
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zeigen, dass unter einer Azetylcholininfusion eine abnorme Konstriktion
der angioplastierten Koronararterie im Vergleich zu einer nicht
angioplastierten Koronararterie als Zeichen einer Endotheldysfunktion
auftritt. Caramori et al. (1999) haben gezeigt, dass auch mehr als sechs
Monate nach einer Koronarangioplastie eine endotheliale Dysfunktion in
dem angioplastierten KoronargefaB im Vergleich zu dem nicht
angioplastierten Gefa nachweisbar ist. Dabei war die endotheliale
Dysfunktion nach Stentimplantation im Vergleich zur alleinigen
Ballonangioplastie ausgepragter. Es wird angenommen, dass die
Balloninflation und die Impression des Stents in die Koronararterie, die zu
einer mechanischen Schéadigung der GefaBwand mit Destruktion und
Kompression atheromatéser Plaques und Denudation des Endothels flhrt,
die Ursache fUr die endotheliale Dysfunktion in dem angioplastierten und
distal davon gelegenen GefaBabschnitt ist. Nach einer Angioplastie
konnte eine Aktivierung von Thrombozyten (Neumann et al. 1996) mit
gesteigerter Thrombozyten-Leukozyteninteraktion (Merhi et al. 1999,
Merhi et al. 1997) nachgewiesen werden. Diese fuhrt Uber eine
Stimulation des a-M-B2 Leukozytenintegrin (mac-1) (Inoue et al. 2003) zu
einer Adhasion polymorphkerniger Leukozyten an die GefaBwand. In der
Folge kommt es zur Initiierung einer Entziindungskaskade mit Freisetzung
von Chemokinen, Zytokinen, der Aktivierung Superoxidanionen bildender
Oxidasen (Jacobson et al. 2003, Serrano et al. 1997) und Stimulation
einer Antikérperbildung gegen oxidiertes LDL-Cholesterin als Hinweis flr
gesteigerten oxidativen Stress (George et al. 1999). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass es nicht nur in den angioplastierten
KoronargeféaBen zu einer Endotheldysfunktion kommt, sondern dass es
zumindest unmitteloar nach der Koronarintervention auch zu einer
Verschlechterung der Endothelfunktion peripherer Leitungsarterien
kommt. Dabei scheint dieser Effekt von den allgemeinen Umstanden einer
Herzkatheteruntersuchung, wie z.B. Interventionszeit,
Kontrastmittelmenge, Heparindosis, unabhangig zu sein und unmittelbar

mit der Intervention selbst zusammenzuhangen, da eine diagnostische
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Koronarangiographie ohne Intervention ohne Einfluss auf die
Endothelfunktion der Arteria brachialis geblieben ist.

4.2. Einfluss einer gplib/llla-Rezeptorblockade auf die
flussabhéangige Dilatation der Arteria brachialis

Die transmembrandren gpllb/llla-Rezeptoren bilden die gemeinsame
Endstrecke flr die Thrombozytenaggregation nach Aktivierung der
Thrombozyten durch verschiedene Stimuli (siehe Abbildung 12). Eine
gesteigerte  Thrombozytenaggregation und —adhdsion spielt eine
wesentliche Rolle bei der Pathogenese des akuten Koronarsyndroms und
ischamischer Komplikationen nach perkutaner Koronarintervention
(GefaBverschluss, In-Stent-Thrombose, Stérung der Mikrozirkulation).
Aufgrund zahlreicher Studien wird seit einigen Jahren die akute und
kurzfristige parenterale Gabe von gpllb/llla-Rezeptorantagonisten bei
der Behandlung eines akuten Koronarsyndroms oder zur Reduktion
ischamischer Komplikationen einer perkutanen Koronarintervention bei
Patienten mit erhéhtem Risiko eingesetzt. Insbesondere Studien mit dem
gpllb/llla-Rezeptorantagonist abciximab, aber auch mit Tirofiban und
Eptifioatide, haben eine signifikante = Reduktion ischamischer
Komplikationen gezeigt (Boersma et al. 1999, The CAPTURE
Investigators 1997, The EPILOG Investigators 1997, The EPISTENT
Investigators 1998, The ESPRIT Investigators 2000). Die Verbesserung
der Prognose geht dabei interessanterweise bei einem Follow-Up der
Studien von bis zu einem Jahr weit Uber die Dauer der Behandlung mit
gpllb/llla-Rezeptorantagonisten hinaus, die in der Regel zwischen 12 und
24 Stunden dauert (The EPISTENT Investigators 1998, The ESPRIT
Investigators 2000). Dieses weist auf eine entscheidende Bedeutung der
periinterventionellen Behandlung fir die Langzeitprognose hin.
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Das Glykoprotein llb/llla ist mit 50000-100000 Kopien pro Thrombozyt der
haufigste transmembrandre Integrinrezeptor der Thrombozyten. Im
Ruhezustand befindet sich ein Teil der gplib/llla Dimere in Membranen
intrazellular gelegener a-Granula. Nach Aktivierung der Thrombozyten
durch verschiedene Agonisten (z.B. ADP, Thrombin oder Kollagen)
andern die gpllb/llla Dimere ihre Konformation derart, dass Fibrinogen an
die Bindungsstellen der gpllb/llla-Rezeptorproteine binden kann. Die
Bindung von Fibrinogen an gpllb/llla-Rezeptoren mehrerer Thrombozyten
fuhrt zur Thrombozytenaggregation.

Bisher gibt es nur wenige Studien in der Literatur, die den Einfluss von
gpllb/llla Rezeptorantagonisten auf die Endothelfunktion bei perkutaner
Koronarintervention untersucht haben. Aymong et al. (2002) haben
gezeigt, dass eine Reduktion des Azetylcholin abhangigen koronaren
Blutflusses nach koronarer Stentimplantation als Ausdruck einer

endothelialen Dysfunktion der Mikrozirkulation durch die Gabe des
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gpllb/llla  Rezeptorantagonisten Abciximab verhindert werden kann.
Heitzer et al. (2003) konnten bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
zeigen, dass eine gpllb/llla-Rezeptorblockade die endotheliale
Dysfunktion der Mikrozirkulation des Unterarms verbessert und dass eine
Steigerung der NO-Bioverfligbarkeit zu der Verbesserung der
endothelialen Dysfunktion beitragt. Die bisherigen Untersuchungen haben
sich ausschlieBlich auf die Mikrozirkulation bezogen. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit erweitern die Erkenntnisse Uber die Mikrozirkulation
auf die Leitungsarterien. Dieses ist besonders wichtig, da die
Atherosklerose und insbesondere die koronare Herzkrankheit in erster
Linie auch die Leitungsarterien betreffen. Da zwei Studien eine
signifikante Korrelation der Messung der flussabhangigen Dilatation der
Arteria brachialis mit der Endothelfunktion der Koronararterien gezeigt
haben, ist zu vermuten, dass die Ergebnisse dieser Arbeit méglicherweise
auf die koronaren LeitungsgefaBe Ubertragen werden kénnen (Anderson
et al. 1995, Takase et al. 1998). Der genaue Mechanismus, Gber den eine
gpllb/llla Rezeptorblockade die endotheliale NO-Bioverfligbarkeit und
damit die Endothelfunktion beeinflusst, ist bisher nicht geklart. Da die
gpllb/llla Rezeptoren als transmembranare Integrine  die
Signaltransduktionswege sowohl von intrazellular nach extrazellular als
auch von extra- nach intrazellular beeinflussen, ware es denkbar, dass
einerseits die Signaltransduktion innerhalo der Thrombozyten oder
andererseits die extrazellularen Effekte einer Hemmung der
Thrombozytenaggregation oder —adhasion fur den Einfluss der gpllb/llla
Rezeptorblockade auf die flussabhéangige Dilatation verantwortlich ist. Ob
es einen direkten Einfluss der aktivierten Thrombozyten auf die
Endothelfunktion gibt, oder ob es sich um indirekte Effekte handelt, die
z.B. Uber die Aktivierung von Leukozyten vermittelt werden (Kaul et al.
1994), lasst sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht
ableiten. Einer der wichtigsten Mechanismen, die eine Verminderung der
NO-Bioverfligbarkeit und damit eine Endotheldysfunktion bewirken, ist die
Steigerung der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wie z.B. die

Superoxidanionen, die eine hohe Affinitat fir die Bindung an NO haben
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und damit NO inaktivieren (Warnholtz et al. 2001). Zahlreiche Studien
haben belegt, dass es bei dem Vorliegen koronarer Risikofaktoren, wie
der arteriellen  Hypertonie (Germano et al. 2004), der
Hypercholesterindmie (Warnholtz et al. 1999), eines Diabetes mellitus
(Hink et al. 2001) oder eines chronischen Nikotinabusus (Heitzer et al.
1996) zu einer Aktivierung membranstandiger Oxidasen in Endothelzellen,
glatten GefaBmuskelzellen und der Adventitia (Wang et al. 1998) mit
gesteigerter  Superoxidanionenproduktion mit der Folge einer
endothelialen Dysfunktion kommt (Taniyama et al. 2003). Dabei ist die
endotheliale NO-Synthase in einem entkoppelten Zustand selbst eine
wichtige Superoxidquelle (Mollnau et al. 2003, Mollnau et al. 2002). Da die
Thrombozyten alle Komponenten des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges
enthalten (Radomski et al. 1990) und dariber hinaus die Existenz
superoxidanionenproduzierender Oxidasen nachgewiesen werden konnte
(Seno et al. 2001), lasst sich spekulieren, dass es auch in aktivierten
Thrombozyten zu einer Reduktion der NO-Bioverfligbarkeit durch
gesteigerte Superoxidanionenproduktion kommt. Studien von lkeda et al.
(2000) haben gezeigt, dass das Vorliegen koronarer Risikofaktoren mit
der Freisetzung von NO aus Thrombozyten invers korreliert. Dartber
hinaus haben Freedman et al. (1998) gezeigt, dass die im Rahmen eines
akuten Koronarsyndroms aktivierten Thrombozyten eine verminderte NO-
Produktion aufweisen. Es haufen sich Hinweise daflir, dass es auch in
Thrombozyten zu einer Entkopplung der thrombozytaren NO-Synthase mit
konsekutiver Superoxidanionenbildung kommt. Kanaya et al. (2001)
konnten in einem Hundemodell zeigen, dass zyklische Blutflussvariation
zu einer Depletion des NO-Synthase Kofaktors Tetrahydrobiopterin mit
gesteigerter  Nitrotyrosinbildung, verminderter cGMP-Bildung und
gesteigerter  Thrombozytenaggregation  fuhrt, und dass diese
Veranderungen durch die exogene Zufuhr von Tetrahydrobiopterin
reversibel sind. Dabei ist die gesteigerte Nitrotyrosinbildung ein Marker far
eine Peroxynitritbildung, das aus der Reaktion von NO mit
Superoxidanionen entsteht, und die verminderte cGMP-Bildung ein

Marker fiir die daraus resultierende NO-Produktion (Moro et al. 1996).
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Zusammengenommen sind diese Befunde vereinbar mit einer
Entkopplung der thrombozytdren NO-Synthase in einem Modell der
zyklischen Blutflussvariation. Kuirzlich konnten Dixon et al. (2003) bei
Patienten mit Herzinsuffizienz zeigen, dass eine entkoppelte
thrombozytéare NO-Synthase zu der gesteigerten
Superoxidanionenproduktion bei Herzinsuffizienz beitragt.
Interessanterweise hatten die Patienten, bei denen eine NOS-
Entkopplung  nachgewiesen werden konnte, eine schlechtere
Endothelfunktion als die Patienten mit Herzinsuffizienz, bei denen keine
NOS-Entkopplung nachweisbar war. Man kdnnte daher spekulieren, dass
moglicherweise eine gesteigerte Superoxidanionenbildung z.B. durch eine
Entkopplung der thrombozytdren NO-Synthase zu einer Reduktion der
endothelialen NO-Bioverfligbarkeit und damit Verschlechterung der
Endothelfunktion fuhrt. Mit der Zirkulation der Thrombozyten im Blutfluss
ware auch eine Erklarungsmdglichkeit gegeben flir die Frage, warum
Anderungen der Endothelfunktion weit entfernt von der Lokalisation der

Koronarintervention messbar sind.

4.3. Pharmakodynamisches Monitoring durch den
Plattchenadhasionsassay (PADA)

In der vorliegenden Arbeit wurde der von der Firma HaemoSys Ltd., Jena
entwickelte in-vitro Plattchenadhasionsassay (PADA) zum Monitoring der
Wirkung von Tirofiban verwendet. Das Neuartige dieses Assays ist, dass
der Assay das AusmalB der Plattchenadh&sion an probeneigenes
Fibrinogen lediglich durch definierte mechanische Stimulation ohne
exogene Zugabe von Agonisten misst. Voruntersuchungen haben eine
gute Reproduzierbarkeit ergeben und gezeigt, dass Patienten mit einem
akuten Koronarsyndrom eine hohere Plattchenadhasivitat aufweisen,
wahrend sich die Plattchenadhésivitat bei Patienten mit stabiler koronarer
Herzkrankheit von der Population ohne Koronarerkrankung nicht
unterscheidet. Die Bolusinjektion mit Tirofiban hat zu einer signifikanten

Reduktion der Plattchenadhasivitat gefthrt. Die Untersuchungen der
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vorliegenden Arbeit haben jedoch keine Korrelation zwischen der
Anderung der Plattchenadhésivitait mit den Anderungen der
flussabhangigen Dilatation ergeben, so dass eine Bedeutung der
Plattchenadhasivitat fir die Thrombozyten-Endothelinteraktion wenig
wahrscheinlich ist.

4.4. Limitationen der Studie

Die Verteilung der Patienten auf beide Untersuchungsgruppen basierte
nicht auf Randomisation, sondern geschah nach Entscheidung des von
der Studie unabhédngigen  Herzkatheterarztes den  gplib/llla
Rezeptorantagonisten einzusetzen. Es kann daher nicht ausgeschlossen
werden, dass sich aus dieser Art der Verteilung der Patienten auf die
Untersuchungsgruppen eine ungleiche Verteilung von Faktoren ergeben
hat, die einen Einfluss auf das Studienergebnis genommen haben kénnte.
Jedoch hat die Analyse der Kklinischen und sonographischen
Ausgangsparameter eine gleichmaBige Verteilung der bekannten
Einflussfaktoren ergeben. AuBerdem kann Uber den Zeitverlauf der
Entwicklung und Dauer der endothelialen Dysfunktion nach perkutaner
Koronarintervention bzw. die Dauer der Verbesserung der endothelialen
Dysfunktion nach Gabe des gpllb/llla-Rezeptorantagonisten keine
Aussage gemacht werden, da nur an einem Messzeitpunkt untersucht
wurde. Da heute jedoch bei fast allen Patienten im Rahmen der
perkutanen Koronarintervention ein Stent implantiert wird und diese
Stentimplantation heutzutage unmittelbar im Anschluss den Beginn einer
Clopidogreltherapie erfordert, die mdglicherweise ebenfalls einen Einfluss
auf die Endothelfunktion haben kénnte, erscheint die Untersuchung des

Zeitverlaufs nach Koronarintervention nicht aussagekraftig zu sein.

4.5. Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals, dass eine gpllb/llla-

Rezeptorblockade bei perkutaner Koronarintervention zu einer
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Verbesserung der Endothelfunktion peripherer Leitungsarterien fihrt.
Dieser Effekt trdgt mdglicherweise zu dem Vorteil einer gpllb/llla-
Rezeptorblockade fir die Prognose von Patienten nach perkutaner
Koronarintervention bei. Weiterfihrende Studien mussen klaren, welche
molekularen Mechanismen diesem Einfluss aktivierter Thrombozyten auf
die Endothelfunktion zugrunde liegen. Dabei sollte insbesondere der
Einfluss einer gpllb/llla-Rezeptorblockade auf die Aktivitat verschiedener
superoxidanionenbildender Enzymsysteme und auf die Bedeutung der

Thrombozyten-(Leukozyten)-Endothelzellinteraktionen untersucht werden.

5. Zusammenfassung

Klinische Studien haben gezeigt, dass die Inhibition des Glykoprotein
lIb/llla Rezeptors eine Verbesserung der Prognose nach Durchflihrung
einer perkutanen Koronarintervention (PTCA) bei Patienten mit hohem
Risiko bewirkt. Es wird angenommen, dass diese Wirkung durch eine
Verhinderung der Thrombozytenaktivierung und der Interaktion zwischen
Thrombozyten und Leukozyten resultiert. Neuere Studien haben gezeigt,
dass die Behandlung mit den gpllb/llla Rezeptorantagonisten Tirofiban
und Eptifibatide bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit die
Endothelfunktion in WiderstandsgefaBen des Unterarms verbessern. Das
Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt einer Behandlung mit dem gplib/llla
Rezeptorantagonist Tirofiban auf die Endothelfunktion arterieller
LeitungsgefaBe bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit nach PTCA zu
untersuchen. Die Endothelfunktion der Patienten wurde durch die
sonographische Messung der flussabhangigen Dilatation der Arteria
brachialis (FMD) bestimmt. Der Effekt der gpllb/llla Rezeptorblockade
durch Tirofiban wurde mit einem neuen Plattchenadhé&sionsassay (PADA)
gemessen. Es wurden 66 Patienten mit einer Koronaren Herzkrankheit
und vorliegender Indikation fir eine PTCA in die Studie eingeschlossen.
Bei 33 Patienten wurde wahrend der PTCA eine Bolusinjektion Tirofiban
(10 pg/ kg KG) i.v. gegeben, bei 33 Patienten wurde eine PTCA ohne
Gabe von  Tirofiban  durchgefihrt. Die FMD und der
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Plattchenadhasionsindex (Al) wurden kurz vor der PTCA und innerhalb
von 30 Minuten nach PTCA gemessen. Tirofiban fUhrte zu einer
signifikanten Verbesserung der FMD (vor 6,0+0,4%, nach 7,8+0,5%,
p<0,0001), wahrend die FMD bei Patienten ohne Tirofibanbehandlung
nach der PTCA signifikant schlechter war (vor 6,1+£0,6%, nach 4,7+0,7%,
p<0,006). Tirofibangabe flhrte zu einer signifikanten Reduktion des Al
(vor 54+5%, nach 17+2%, p<0,0001), wahrend sich nach PTCA ohne
Tirofiban keine Anderung ergab (vor 48+6%, nach 46+5%). Im Gegensatz
zu der PTCA hatte die Durchflhrung einer diagnostischen
Koronarangiographie keinen Einfluss auf die FMD (vor 5,4+0,8%, nach
5,310,9%). Die vorliegende Arbeit zeigt eine Verbesserung der
Endothelfunktion in arteriellen LeitungsgefaBen durch eine gpllb/llla
Rezeptorblockade bei Patienten nach perkutaner Koronarintervention.
Diese Effekte einer gpllb/llla Rezeptorblockade auf die Endothelfunktion
tragen moglicherweise zu dem klinischen Vorteil einer gpllb/llla
Rezeptorblockade nach perkutaner Koronarintervention bei.
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6. Verzeichnis der Abklirzungen

ACE- I
ADP:
Al:
AKS:
ATL :
BMI :
CFX:
CRP:
DKA:
FMD:

gpllb/llla:
Ho:

Hy:

HDI:
HDL:

KHK:

KTR:

LDL:

mm:

mmHg:

N®-L-nitro arginine:
NMD:

NO:
n.s.:
PADA:
PTCA:

Angiotensin converting enzyme Inhibitor
Adenosindiphosphat
Adhasionsindex

Akutes Koronarsyndrom

Advanced Technology Laboratories
Body-MaB-Index

Ramus circumflexus

c-reaktives Protein

Diagnostische Koronarangiographie
Flussabhangige Dilatation (engl.: Flow
Dilation)

Glykoprotein alphallb/betalll
Nullhypothese

Alternativhypothese

high definition imaging

engl.: high density lipoprotein
internationale Einheit

intravends

Kilogramm

Koronare Herzkrankheit
Kontrollgruppe

engl.: low density lipoprotein
Millimeter

Millimeter Quecksilbersaule
N-Glutaryl-L-Nitroarginin

Mediated

Nitroglyzerin-induzierte Dilatation (engl.: Nitroglycerin

Mediated Dilation)

Stickstoffmonoxid (engl.: Nitric Oxide)
nicht signifikant
Plattchenadhasionsassay

Perkutane Koronarintervention (engl.: percutaneous

transluminal coronary angioplasty)
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PROCAM : Prospective cardiovascular Minster study

RIVA: Ramus interventricularis anterior

RR: Blutdruck nach Riva-Rocci

SEM: Standardfehler (engl.: standard error of the mean)
s.l.: sublingual

TIR: Tirofibangruppe

UKE: Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
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