Aus dem Herzzentrum
Klinik und Poliklinik fiir Kardiologie/Angiologie
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Direktor: Prof.Dr. Thomas Meinertz

Der Effekt von Glykoprotein-IIb/IIla-Rezeptorantagonisten auf die
Endothelfunktion bei Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzerkrankung

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

dem Fachbereich Medizin der Universitat Hamburg vorgelegt von

Isabel Ollmann
aus Hamburg

Hamburg 2006



Angenommen vom Fachbereich
der Universitat Hamburg am: 24.07.2006

Veroffentlicht mit Genehmigung des Fachbereichs
Medizin der Universitdit Hamburg

Priifungsausschuss, der/die Vorsitzende: PD. Dr. T. Heitzer

Priifungsausschuss: 2. Gutachter/in: Prof. Dr. ]. Westendorf
Priifungsausschuss: 3. Gutachter/in: PD Dr. J. Kahler



Meinen Eltern in Liebe und Dankbarkeit gewidmet



Teile dieser Arbeit sind bereits veroffentlicht worden:

Heitzer T, Ollmann I, Koke K, Meinertz T, Miinzel T (2003) Platelet glycoprotein
IIb/IIIa receptor blockade improves vascular nitirc oxide bioavailibility in patients
with coronary artery disease. Circulation 108: 536-541



Abkiirzungsverzeichnis

ACh
ADMA
ADP
CD40L
cGMP
EDHF
EDRF
GP
ICAM-1
LIBS
L-NMMA
MCP-1
NaCl
NAD(P)H
NO

NOS
NPN
PAI-1
PTCA
RANTES
ROS
RPFA
sGC
TNF-a
t-PA
UBF
VCAM-1
vWF

Acetylcholin

asymmetrisches Dimethyl-Arginin
Adenosin-Diphosphat

CD40 Ligand

zyklisches Guanosin-Monophosphat
Endothelium derived hyperpolarization factor
Endothelium derived relaxing factor
Glykoprotein

intercellular adhesion molecule-1
Ligandeninduzierte Bindungsstelle
N¢-monomethyl-L-Arginin

monocyte chemotactic protein-1

Kochsalz

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid-Synthase
Nitroprussid-Natrium

Plasminogen Aktivator Inhibitor-1

Perkutane transluminale Koronarangioplastie
Regulated on activation normal T cell expressed and secreted
reaktive Sauerstoffspezies

Rapid platelet function assay

16sliche Guanylcyclase

Tumor Nekrose Faktor-a

Tissue-type Plasminogen Activator
Unterarmblutfluss

vascular cell adhesion molecule-1

von Willebrand Faktor



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis
1  EINLEITUNG 3
1.1 ENDOTHELFUNKTION ....ccoutttetttriteeteeatteeteesttesuteesiteeeuseesaseessseesmseesnseesmseessseensseessneenne 4
1.2 MOGLICHE PATHOMECHANISMEN DER ENDOTHELDYSFUNKTION........ccvtterieeniieenenenne 6
1.3 THROMBOZYTEN-INTERAKTIONEN UND ENDOTHELDYSFUNKTION BEI KORONARER
HERZERKRANKUNG .....vteiiieeiteiiteeiee et eteesttesiteesiteesateesabeesmseesmseessseesmeeesseeensseesmeeenne 8
1.4 WIRKMECHANISMUS DER GP-IIB/IIIA-REZEPTORANTAGONISTEN.......cccccecvervenueennees 10
141  Der Glykoprotein-IIb/IIIa-ReZePtor .........ccviuiiriiiiiiiniiiiiiniiiniiiceins 10
142 WITKSEOFLE ..ottt ettt es et ese et e s e s e sessessesseeneensensansens 12
1.5 THROMBOZYTEN UND MIKROVASKULARE PERFUSION .......cccocuteiiniiiieiierenrenieenaes 13
1.6 ZIEL UND FRAGESTELLUNG .....cutertietieuiinieenieereetesnenieesieesaeenseesnesaeesueeseennesanesunenuees 15
2 MATERIAL UND METHODEN 17
2.1 PATIENTENAUSWAHL.....cvtteuietiierietitestesessestesesseseesessessesessessesessensesessensesessensesessensens 17
2.2 UNTERSUCHUNGSMETHODE .........cortteutteiteniienttenteeientesitesieenieeneesntesueesieenseensesenesseensees 18
23 UNTERSUCHUNGSABLAUF ......eoittiiieitiaitinitenttenteeteeitesieesieenaeeneesatesieesueenseennesanesieenuees 19
24 UNTERSUCHUNGSPROTOKOLLE ......eoutteutiniientieteeientenieesieenueeneesseesseesieenseensessnesseennees 20
241  UntersuchungsprotoKOll L.........cccccoiiiiiiiiiccecccc s 20
242 Untersuchungsprotokoll 2. 22
243  UntersuchungsprotoKoll 3..........ccccccciiiiiiiicccccccrreee s 22
2.5 CHOLINESTERASE-AKTIVITATSTEST ...couteettetieteerenteneenieenieenseemeesueesueenseennessnesseennees 23
2.6 THROMBOZYTEN-FUNKTIONSTEST ...cccutteetterieenieenieeniteenieeenieeeniteesreeenseesseesseesneens 23
2.7 STUDIENENDPUNKTE ....cuvetiteteetiteseesesessssesesessenseseesessessssensesessesesessensessssensesessenseses 24
2.8 STATISTISCHE ANALYSEN ......cutttitetieteieresseseseesesseseeseseseesessesessessesessensessssensesessenseses 24
3 ERGEBNISSE 26
3.1 EFFEKT DER GLYKOPROTEIN-IIB/IITA-REZEPTORBLOCKADE MIT TIROFIBAN AUF DIE
ENDOTHELABHANGIGE UND —UNABHANGIGE VASODILATATION ......cccccveverenierenennns 27
3.1.1  Effekt von Tirofiban auf die endothelabhédngige Vasodilatation..........ccccccccveveeuence. 27

3.1.2  Effekt von Tirofiban auf die L-NMMA-induzierte Vasokonstriktion bei

gleichzeitiger AcetylchOliN-INfUSION .........c.ceuiuiiiiiiirrcccccc s 28
3.1.3  Effekt von Tirofiban auf die endothelunabhingige Vasodilatation ..............c......... 28
3.2 EFFEKT DER GLYKOPROTEIN-IIB/IIIA-REZEPTORBLOCKADE MIT TIROFIBAN AUF DIE

ENDOTHELABHANGIGE UND -UNABHANGIGE VASODILATATION SECHS STUNDEN NACH

ENDE DER INFUSION ....ovviiiiiiiiiitiiieiieeeieeiiteeeeeeeeeeeareeeeeeeeeesassreeeeseesessnsesesseesnnasneeeens 29

3.2.1  Effekt von Tirofiban auf die endothelabhédngige Vasodilatation sechs Stunden
nach Infusionsende ... 29
3.2.2  Effekt von Tirofiban auf die endothelunabhéngige Vasodilatation sechs Stunden

NACH INFUSIONSEIIA@ ......oieiiieiecceeeeeee et ettt e et e et e e e e e enteeesteeenteeeneeeeseeeeseeens 30



Inhaltsverzeichnis 2

3.2.3  Effekt von Tirofiban auf die Thrombozytenfunktion in vitro ..........cccceeeeeeeenan. 31
33 EFFEKT DER GLYKOPROTEIN-IIB/IIIA-REZEPTORBLOCKADE MIT EPTIFIBATIDE AUF

DIE ENDOTHELABHANGIGE UND —UNABHANGIGE VASODILATATION .......cccceervuvennneenn 32

3.3.1  Effekt von Eptifibatide auf die endothelabhingige Vasodilatation.......................... 32

3.3.2  Effekt von Eptifibatide auf die L-NMMA-induzierte Vasokonstriktion bei

gleichzeitiger Acetylcholin-INfusion ...........cccceeiiiiiniiininiiiiii 33

3.3.3  Effekt von Eptifibatide auf die endothelunabhangige Vasodilatation..................... 34

4  DISKUSSION 36
4.1 WIRKUNG DER GP-IIB/IIIA-REZEPTORBLOCKADE AUF DIE MIKROVASKULARE

PERFUSION ..ottt s 37

4.2 WECHSELWIRKUNGEN ZWISCHEN ENDOTHELZELLEN UND THROMBOZYTEN ............ 39

4.3 OXIDATIVER STRESS UND AKTIVIERTE THROMBOZYTEN.........cccoovviriimiianeiniiinienennnes 41

4.4 INFLAMMATION UND THROMBOZYTEN .....ccocoiiuiiiiniiniienieneienienc e 43

441  Wechselwirkungen zwischen Thrombozyten und Leukozyten..............cccccoeueuucnene. 43

442  Rolle des CD40/CD40 Ligand SyStems ........c.ccoeieeririreririeueieicciiieereseeeeenee e 45

4.5 AUSBLICK ....ouiiitiiiieteie ettt ettt 48

5  ZUSAMMENFASSUNG 49

6  LITERATURVERZEICHNIS 51

7  ANHANG 67

7.1 DANKSAGUNG ....vvitiiitctiietetee ettt sttt 67

72 LEBENSLAUF ......ccoititiiititiitetetet ettt ettt ettt 68

7.3 EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG .......cttiiiiiieeenitieeeniteeesieeeeeniteeessaseeessnseeessnseeeesneens 69
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1 EINLEITUNG

Die koronare Herzerkrankung gehort in Deutschland trotz verbesserter
Aufklarung und Entwicklung neuer Medikamente nach wie vor zu den
Haupttodesursachen [Statistisches Bundesamt in Wiesbaden, 2002].

Sie beruht auf atherosklerotischen Ablagerungen in den Herzkranzgefafien, an
deren pathophysiologischem Anfang die Endothelldsion steht. Bei defektem
Endothel kommt es im Rahmen einer Entziindungsreaktion durch Einlagerung
von Low-density lipoprotein cholesterol, Schaumzellbildung und Expression
von Adhéasionsmolekiilen zur Plaquebildung. Bei Ruptur einer solchen Plaque
kommt es zu Thrombozytenaktivierung mit Bildung wandstandiger Thromben
[Ross, 1999], was zum Bild des akuten ischdmischen Koronarsyndroms fiihrt
[Fuster, 1992]. Durch die Aktivierung der Thrombozyten werden aufierdem die
Endothelzellen stimuliert und zur Expression inflammatorischer Faktoren
angeregt [Henn, 1998]. Somit scheinen die heterotypen Interaktionen zwischen
aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen eine wichtige Rolle bei der
Entstehung atherosklerotischer Prozesse zu spielen.

Mehrere grofie Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass durch den Einsatz
von Glykoprotein-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten, welche die gemeinsame
Endstrecke der Thrombozytenaggregation hemmen, eine Reduzierung der
thrombotischen Komplikationen nach Stentimplantation oder bei akuten
Koronarsyndromen erreichbar ist [Harrington, 1999] [Boersma, 2002]
[Karvouni, 2003]. Ferner wurde eine Verbesserung der myokardialen
mikrovaskularen Perfusion beobachtet [Neumann, 1998] [de Lemos, 2000].
Bereits vor einiger Zeit wurde publiziert, dass die GP-IIb/IIla-Rezeptorblockade
bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung einen giinstigen Effekt auf die
endothelabhédngige Vasodilatation nach Stentimplantation hat [Aymong, 2002].
Derselbe positive Einfluss wurde auch bei durch septischen Schock ausgeldster

Endotheldysfunktion im Tiermodell nachgewiesen [Pu, 2001].
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Bisher nicht geklart worden ist jedoch, ob mit Hilfe der GP-IIb/Illa-
Rezeptorblockade die Endothelfunktion bei Patienten mit symptomatischer
koronarer Herzerkrankung auch unabhdngig von Thrombusbildung und

Koronarintervention verbessert werden kann.

1.1 Endothelfunktion

Das Endothel ist eine einschichtige Lage von Zellen und wurde lange Zeit
lediglich als mechanische Barriere gesehen, die den Blutstrom von der
GefaSwand trennt. Heute ist jedoch nachgewiesen, dass es neben der
Innenauskleidung der Gefdfle auch fiir die Regulation des Gefaftonus, die
Thrombozytenaggregation, die Adhdsion von Monozyten und Leukozyten und
fiir die Proliferation glatter Muskelzellen eine Rolle spielt [Cohen, 1995], in dem
es viele vasoaktive Substanzen selbst bildet und freisetzt sowie andere um-
oder abbaut [Vane, 1990]. Ein Schliisselmolekiil im Rahmen der komplexen
Endothelfunktion ist Stickstoffmonoxid (NO). Im Jahr 1980 beschrieben
Furchgott und Zawadzki, dass Acetylcholin nur bei intaktem Endothel
vasodilatierend wirkt. Bei geschadigtem Endothel kommt es aber infolge
direkter = Acetylcholinwirkung am  glatten GefafSmuskel zu einer
Vasokonstriktion [Furchgott, 1980]. Sie machten eine vom Endothel freigesetzte
Substanz ausfindig, die sie , Endothelium derived relaxing factor” (EDRF)
nannten und die spédter als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert wurde. NO
wird mit Hilfe des Enzyms NO-Synthase (NOS III) aus der Aminosaure L-
Arginin gebildet [Palmer, 1987].

Das gebildete NO diffundiert zum Lumen und ruft dort sowohl eine Hemmung
der Thrombozytenadhdsion und -aggregation [Radomski, 1987] - und
verhindert damit die Bildung vasokonstriktiver Substanzen wie Serotonin und
Thromboxan A: - als auch eine Hemmung der Leukozytenadhdsion und -
infiltration [Kubes, 1991] hervor und blockiert somit einen wichtigen

Initialschritt in der Pathogenese der Atherosklerose. Aufierdem diffundiert NO
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zum glatten Gefafimuskel und fiithrt iiber eine Stimulation der loslichen
Guanylcyclase (sGC) mit darauf folgender Konzentrationserhhung des
zyklischen Guanosin-Monophosphates (cGMP) zur vaskuldren Relaxation

[Waldman, 1988].

hamodynamischer
Scherstress

—>

: — [ Bradykinin
| Rez_e_egtoren 1 4 Acetylcholin
i Substanz P

Endothelzelle

Lésliche Guanyl-Zyklase
Loson /1-Zyidas

| Zykl. GMP

co | Reion]

Glatte Muskelzelle

Abbildung 1: Darstellung des endothelialen L-Arginin/NO-Systems. Durch
Blutflussénderungen ausgeloste Schubspannung oder Rezeptor-Agonisten (Bradykinin,
Acetylcholin, Substanz P u.a.) stimulieren die endotheliale NO-Synthase, die aus L-Arginin NO
bildet und freisetzt. NO diffundiert zum glatten Gefédffmuskel und aktiviert dort die 16sliche
Guanylcyclase, die durch cGMP-Bildung und darauf folgender Erniedrigung der
Calciumkonzentration zur Relaxation fiihrt [aus: Drexler, 2000].

Weiterhin ist gezeigt worden, dass NO in hohen Konzentrationen die
Proliferation glatter GefdfSmuskelzellen hemmt [von der Leyen, 1995]. Bei
mechanischer Entfernung des Endothels kommt es im Experiment zur raschen
Ablagerung von Thrombozyten und Leukozyten, verstarkter Neointima-
Bildung und zur Steigerung des Gefafstonus.

Die endothelabhédngige Vasodilatation erfolgt sowohl durch basale als auch
stimulierte Freisetzung von NO. Dabei spielen Scherkrédfte und pulsatile
Dehnung, die bei Blutflussanderungen am Endothel wirksam werden, die

wichtigste Rolle. Weiterhin kann es durch zirkulierende oder lokale Agonisten
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wie Acetylcholin, Bradykinin, Substanz P, Serotonin oder Adenosin-
Diphosphat (ADP) zur NO-Ausschiittung kommen [Moncada, 1991].

Inhibiert man die endotheliale NO-Bildung durch Infusion von Arginin-
Analoga wie dem N¢-monomethyl-L-Arginin (L-NMMA), fillt bei gesunden
Personen der Ruheblutfluss um ca. 30-40% ab [Vallance, 1989]. Daraus lasst sich
der Anteil an basal freigesetztem NO ablesen. Dosisabhdngige Anstiege des
Blutdrucks bei systemischer Infusion von L-NMMA sind ebenfalls beobachtet
worden [Stamler, 1994]. Dies lasst darauf schliefSen, dass eine kontinuierliche
endotheliale NO-Freisetzung die Gefdfse permanent in einem relaxierten
Zustand halt, der fiir die Regulation des Blutflusses und Blutdruckes von
grofier Wichtigkeit ist. Es wurde bei In-vitro-Untersuchungen beobachtet, dass
eine Blutflusssteigerung nur bei intaktem Endothel zu einer Dilatation fiihrt; bei

Gefafien, deren Endothel entfernt wurde, zeigte sich keine Reaktion.

1.2 Mbogliche Pathomechanismen der Endotheldysfunktion

Die verminderte Bioverfiigbarkeit des endothelialen NO stellt eine wichtige
Komponente der Endotheldysfunktion dar. Storungen, die zu einer
verminderten NO-Aktivitdt fithren, konnen entweder die Synthese von NO
oder den Abbau bzw. die Antagonisierung von NO betreffen.

Die verstarkte Inaktivierung von NO ist in erster Linie auf die vermehrte
Bildung freier Sauerstoffradikale, vor allem Superoxidanionen (Ox) - bezeichnet
als oxidativer Stress - zuriickzufiihren, die rasch mit NO reagieren [Gryglewski,
1986]. Dabei bilden sich hochtoxische Metabolite wie Peroxynitrite (ONOO"),
die das Endothel schadigen konnen [Beckman, 1996].

Durch  Experimente mit Cholesterin-gefiitterten = Kaninchen  wurde
nachgewiesen, dass in atherosklerotischen Gefdfsen aufgrund einer erhohten
Superoxidproduktion eine gesteigerte NO-Inaktivierung stattfindet [Ohara,
1993]. Durch Verabreichung von Superoxid-Dismutase konnte die

Endothelfunktion positiv beeinflusst werden [Mugge, 1991]. Tierexperimente
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zeigten, dass eine erhohte Konzentration von Sauerstoffradikalen zur gestorten
Endothelfunktion beitragt [Keaney, 1995]. Auch bei einer Untersuchung
beziiglich der Prognose von Patienten mit koronarer Herzkrankheit wurde
deutlich, dass Endotheldysfunktion und oxidativer Stress das Risiko fiir das
Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse erhohen [Heitzer, 2001]. Wichtig
erscheint im Zusammenhang mit der jetzigen Studie vor allem die Tatsache,
dass aktivierte Thrombozyten selbst reaktive Sauerstoffpezies (ROS) bilden
konnen [Wachowicz, 2002] und so entscheidend zur Endotheldysfunktion

beitragen.

Ferner kann eine verminderte Verfiigbarkeit von Substraten und Kofaktoren
der NO-Synthase zu einem Mangel an NO fiihren. Dafiir sprechen die
positiven Wirkungen auf die endotheliale Vasodilatation bei Patienten mit
Hypercholesterindmie, denen L-Arginin [Drexler, 1991] und
Tetrahydrobiopterin (BHa), ein wichtiger Kofaktor der NO-Synthase, [Stroes,
1997] verabreicht wurde. Weitere Studien zeigten, dass die NO-Synthase bei
einem Mangel an Tetrahydrobiopterin und L-Arginin selbst Sauerstoffradikale
bildet [Cosentino, 1998] [Vergnani, 2000].

Weitere Mechanismen der Endotheldysfunktion sind eine selektive Stérung der
Gi-Proteine, die an bestimmte Rezeptoren gekoppelt sind (u.a. fiir
aggregierende Thrombozyten, Thrombin, Serotonin) und die vermehrte
Bildung von asymmetrischem Dimethyl-Arginin (ADMA), das L-Arginin
kompetitiv hemmt [Shimokawa, 1991] [Boger, 1998] [Loscalzo, 2000].

Die verminderte NO-Verfiigbarkeit hat neben der abgeschwachten
endothelabhdngigen = Relaxation der  Koronargefifse auch  andere
Funktionsstorungen des Endothels zur Folge, wie u.a. vermehrte Leukozyten-
und  Monozytenadhdsion, Intimaproliferation und  Neigung  zur

Thrombozytenaggregation. Eine Dysfunktion fiihrt somit dazu, dass das
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Endothel seine urspriinglich athrombogene Oberflache verliert und es zu

Plaque- bzw. Thrombusbildung kommen kann [Fuster, 1992].

1.3 Thrombozyten-Interaktionen und Endotheldysfunktion bei
koronarer Herzerkrankung

Die Endotheldysfunktion ist das erste klinisch fassbare Korrelat fiir ein
Frithstadium der Atherosklerose und bezeichnet im engeren Sinne Storungen,
die auf eine verminderte NO-Aktivitat oder NO-Verfligbarkeit zuriickzufiihren
sind und mit einer verminderten endothelabhdngigen Vasodilatation
einhergehen. Umfangreiche klinische Studien haben gezeigt, dass dabei
gleichzeitig auch andere essentielle Funktionen des Endothels beeintrachtigt
sind. Daher wird die gestorte endothelabhdngige Vasodilatation als Indikator
fiir eine funktionelle Endothelschdadigung interpretiert, jedoch nicht mit ihr
gleichgesetzt.

Im Tierversuch zeigte sich, dass intaktes Endothel eine wichtige Rolle beim
Schutz vor Thrombenbildung, Atherosklerose und Vasokonstriktion spielt
[Badimon, 1992]. In mehreren Studien wurde beobachtet, dass sowohl bei
Patienten mit manifester Atherosklerose als auch bereits bei Vorliegen
kardiovaskuladrer Risikofaktoren die endothelabhédngige Vasodilatation in den
koronaren und peripheren Gefédfsen reduziert ist [Vita, 1990] [Anderson, 1995].
Schon frith wurde von Ludmer et al. gezeigt, dass bei Koronargefafien mit
endothelialer ~Dysfunktion die Acetylcholin-Zufuhr nicht zu einer
Vasodilatation, sondern zu einer Vasokonstriktion fiihrt [Ludmer, 1986]. Durch
weitere  Untersuchungen wurde deutlich, dass die Storung der
endothelabhdngigen Vasodilatation nicht nur atherosklerotische Gefafde betrifft,
sondern auch in glattwandigen Koronarabschnitten von Patienten mit

Atherosklerose in anderen Gefdafigebieten und in Patienten mit atypischer
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Angina pectoris und normalem Koronarangiogramm auftreten kann [Werns,
1989] [Vrints, 1992].

In-vivo-Untersuchungen bei Patienten mit Atherosklerose zeigten, dass die
verminderte Vasodilatation nach Acetylcholin-Gabe zum Grofteil durch eine
verminderte NO-Verfiigbarkeit bedingt ist [Quyyumi, 1997]. So wurde ebenfalls
nachgewiesen, dass in atherosklerotischen Koronararterien sowohl die basale
als auch die stimulierte Freisetzung von NO vermindert ist [Chester, 1990]. Das
bedeutet aber auch, dass die hemmende Wirkung von NO auf die
Thrombozytenaggregation bei diesen Patienten reduziert ist.
Endotheldysfunktion und verminderte NO-Bioverfiigbarkeit, wie sie bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit vorkommen, pradisponieren offenbar
zu gestorten Wechselwirkungen zwischen Endothelzellen und Thrombozyten
sowie ungehinderter Thrombozytenaktivierung und damit einhergehender
Vasokonstriktion. Dies demonstrierten die Arbeitsgruppen um Cohen und
Houston bereits vor zwanzig Jahren. Dabei ist von Bedeutung, dass diese
Vasokonstriktion durch Thrombozyten prinzipiell nur an geschadigtem oder
vollstandig entferntem Endothel moglich ist, wahrend intaktes Endothel die
Gefafle vor Vasokonstriktion schiitzt. Wichtig sind in diesem Zusammenhang
vasoaktive Substanzen wie Thromboxan A: und Serotonin, die von
Thrombozyten selbst freigesetzt werden [Cohen, 1983] [Houston, 1986]. Daher
erscheint es moglich, durch eine wirksame Thrombozytenhemmung diese
vasokonstriktorischen Effekte zu vermindern. Tatsachlich wurde bereits in vitro
gezeigt, dass mit Hilfe von GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade die Thrombozyten-

induzierte Vasokonstriktion verhindert werden kann [Sheu, 1997].

Gesteigerte Thrombozytenaktivierung fiihrt nicht nur zu Vasokonstriktion,
sondern auch - wie neueste Untersuchungen gezeigt haben - zu
Entziindungsprozessen, die eine entscheidende Rolle in der Pathogenese

thrombotischer Koronar-Ereignisse spielen.
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Zum einen sind hier heterotype Interaktionen zu nennen, die in Form von
Aggregaten zwischen Thrombozyten und Leukozyten atherosklerotische
Léasionen verursachen [Huo, 2003]. Zum anderen kann das Oberflachenmolekiil
CD40L, das auf aktivierten Thrombozyten vermehrt exprimiert wird, auf den
Endothelzellen inflammatorische Prozesse induzieren [Henn, 1998]. AufSerdem
fithren die heterotypen Interaktionen von Thrombozyten und Leukozyten zu
einer  verstarkten  Aktivierung von  Leukozyten, die wiederum
Sauerstoffradikale freisetzen und dadurch das Endothel schddigen konnen.
Ferner wird durch Thrombozyten die Produktion von diversen
inflammatorisch wirkenden Chemokinen und Zytokinen aus Endothelzellen
und Leukozyten gefordert. So konnten durch eine  wirksame
Thrombozytenhemmung auch Entziindungsreaktionen vermindert werden. In
der Tat konnten Neumann et al. bereits anti-inflammatorische Effekte durch

Gabe von GP-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten nachweisen [Neumann, 1999].

1.4 Wirkmechanismus der GP-IIb/IIIa-Rezeptorantagonisten

1.4.1 Der Glykoprotein-IIb/IIIa-Rezeptor

Infolge einer Gefafischddigung durch Ruptur einer atherosklerotischen Plaque
werden subendotheliale Stoffe wie Kollagen, Fibronektin und von Willebrand
Faktor (vWF) frei gesetzt, die sich mit der Thrombozytenoberflache verbinden.
Dadurch kommt es zu einer Aktivierung der Thrombozyten und ihrer GP-
IIb/IlIa-Rezeptoren. Diese Rezeptoren stellen die wichtigste Schaltstelle zur
Thrombozytenaktivierung dar und gehoren zur Gruppe der Integrine,
bestehend aus einer allb- und einer (33-Untereinheit, die durch nicht-kovalente
Calcium-abhidngige Bindungen verbunden sind [Gawaz, 1999].

Unter physiologischen Bedingungen befinden sich die GP-IIb/Illa-Rezeptoren
im Ruhezustand und haben nur eine geringe Affinitat zu Fibrinogen. Die
Aktivierung der Thrombozyten durch verschiedene Substanzen — wie u.a. das

durch GefafSwandverletzung freigesetzte Kollagen oder im Thrombozyten
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selbst gebildetes ADP, Serotonin und Thromboxan A: - fiihrt zu einer
Konformationsanderung der Rezeptoren, deren Affinitait zu Fibrinogen
dadurch immens ansteigt. Die Quervernetzung mit anderen Thrombozyten
wird dann vermittelt durch ein Fibrinogenmolekiil, welches als Briicke
zwischen den jeweiligen GP-IIb/Illa-Rezeptoren dient [Gawaz, 1991]. Der GP-
IIb/Illa-Rezeptor  stellt somit die gemeinsame Endstrecke in der
Thrombozytenaggregation dar, unabhangig von dem Agonisten, der die

Aktivierung initiiert hat [Phillips, 1991].

) 4 Collagen
V U =

Arachidonséure-
Freisetzung

Yy

!}reisetzung]

¥ 3

=[ GPllb/llla-Aktivierung J-

¥
E’hrombozyten—Aggregatiorﬂ

Abbildung 2: GP-IIb/Illa-Rezeptor-Aktivierung als gemeinsame Endstrecke in der
Thrombozytenaggregation. TXAz = Thromboxan Az, PAF = Plattchen-aktivierender Faktor, ADP
= Adenosin-Diphosphat [nach: Verstraete, 2000].

Zusatzlich fithrt die Aktivierung der Thrombozyten zu sekundéren
Konformationsanderungen am Rezeptor mit Freilegung ligandeninduzierter
Bindungsstellen (LIBS), die zum so genannten ,Outside-in signaling” fiihren,
das heifst der GP-IIb/Illa-Rezeptor wirkt auflerdem als Primérrezeptor in das
Zellinnere. Die LIBS-Aktivierung fiihrt zur Ausschiittung der o-Granula und
zur  Produktion vasokonstriktorischer und Thrombozytenaggregation

auslosender Stoffe wie ADP, Serotonin und Thromboxan A: [Gawaz, 1999].
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Wahrend an der Thrombozytenadhadsion mehrere Membranglykoproteine
beteiligt sind, beruht die Aggregation ausschliefllich auf einer Interaktion
zwischen aktivierten GP-IIb/IIla-Rezeptoren und Fibrinogen [Lefkovits, 1995].
Somit ist es moglich, durch Blockade mit GP-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten die
Thrombozytenaggregation zu unterdriicken. Bereits 1985 gelang es Coller et al.,
einen murinen Antikorper zu entwickeln, der im Tiermodell erfolgreich zur
Blockade der Thrombozytenaggregation eingesetzt wurde [Coller, 1985]. Dies
fithrte zur Entwicklung der Substanzen mit sehr potenter antiaggregatorischer

Wirkung, den Glykoprotein-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten.

1.4.2 Wirkstoffe

Der erste fiir die Behandlung am Menschen zugelassene Wirkstoff war 1994
Abciximab [Lefkovits, 1996], ein humanisiertes c7/E3 Fab-Antikorperfragment
der Maus, das irreversibel nicht-kompetitiv den thrombozytiren GP-IIb/IIla-
Rezeptor  blockiert [Faulds, 1994]. Da die Fibrinogen-bindende
Aminosaureseabfolge Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) identifiziert wurde
[Plow, 1992] [Ginsberg, 1995], kann prinzipiell jede Substanz, die diese
Bindungssequenz simuliert, an den GP-IIb/Illa-Rezeptor binden und ihn somit
blockieren. So kam es zur Entwicklung synthetischer Substanzen in Form von
Peptiden wie z.B. Tirofiban und Eptifibatide, deren Wirksamkeit in mehreren

groflen klinischen Studien nachgewiesen wurde [Boersma, 2002].
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Abbildung 3: Wirkung der GP-1Ib/Illa-Rezeptorantagonisten wie z.B. Tirofiban auf die
Interaktion zwischen Thrombozyten und Fibrinogen. Indem die GP-IIb/Illa-
Rezeptorantagonisten die Bindungsstellen fiir Fibrinogen kompetitiv inhibieren, kénnen sich
die Thrombozyten nicht miteinander verbinden und die Thrombusbildung wird somit
verhindert [aus: Fa. MSD Sharp & Dohme GmbH].

Tirofiban (Aggrastat®) ist ein Peptidomimetikum, das durch Nachahmung der
RGD-Sequenz mit Fibrinogen kompetitiv um die Bindung an den GP-IIb/IIla-
Rezeptor konkurriert. Eptifibatide (Integrilin®) ist ein niedermolekulares Peptid,
das ebenfalls kompetitiv mit Fibrinogen um die GP-IIb/Illa-Rezeptorbindung
konkurriert. Es enthdlt auflerdem eine KGD-Sequenz (Lysin-Glycin-Aspartat),
welche die Bindung von Fibrinogen inhibiert [Coller, 2001].

Es handelt sich dabei in beiden Féllen um einen hochselektiven reversiblen
Wirkmechanismus mit schnellen Wirkungseintritt und —verlust. Dies bedingt

eine gute Steuerbarkeit der Substanzen.

1.5 Thrombozyten und mikrovaskulidre Perfusion

Mit Hilfe von GP-IIb/Illa-Rezeptorblockern, die die Endstrecke der
Thrombozytenaggregation hemmen, wird sowohl eine Steigerung des
epikardialen als auch des mikrovaskuldren Flusses erzielt [Neumann, 1998] [de

Lemos, 2000]. Dies wird meist damit begriindet, dass eine Thrombusbildung
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und die damit verbundene Gefafsverengung verhindert werden. Allerdings
konnen aktivierte Thrombozyten auch ohne Thrombus eine mikrovaskulare
Vasokonstriktion verursachen, in dem sie bereits genannte vasoaktive
Substanzen ausschiitten. Durch wirksame Thrombozytenhemmung konnte
dem somit entgegen gewirkt werden. Dies wiederum wiirde sich dann giinstig
auf die mikrovaskuldre Perfusion auswirken. Die Forschungsgruppe um Yao
und Willerson demonstrierte dies schon vor einiger Zeit mit dem
Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel [Yao, 1993]. Auch nach Gabe
von GP-IIb/IlIa-Rezeptorantagonisten wurde dieser positive Effekt im Rahmen
von Tierexperimenten gezeigt [Shen, 2000] [Pu, 2001]. Bei Patienten nach
Stentimplantation wurde ebenfalls eine verbesserte koronare Perfusion und
endotheliale Vasodilatation beschrieben [Aymong, 2002]. Nicht untersucht
wurde jedoch bisher, ob diese Wirkung auch ohne Koronarintervention bei
Patienten mit koronarer Herzerkrankung durch GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade

hervorgerufen werden kann.
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1.6 Ziel und Fragestellung

Neben ihrer Neigung zur Aggregation konnen aktivierte Thrombozyten auch
durch Freisetzung vasokonstriktorischer Substanzen wie ADP, Thromboxan A:
oder Serotonin wesentlich zu einer verminderten Perfusion der
Mikrozirkulation beitragen. Es ist bereits gezeigt worden, dass der Einsatz von
GP-IIb/IIa-Rezeptorblockern im Rahmen von Koronarinterventionen sowohl
den epikardialen Fluss und die mikrovaskuldre Perfusion als auch die
Endothelfunktion verbessert. Nicht untersucht wurde jedoch bisher, ob ein
positiver Effekt auf die Endothelfunktion auch ohne Thrombusbildung und

Koronarintervention erzielt werden kann.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, inwieweit mit einer
Thrombozytenhemmung  durch  GP-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten  die
endothelvermittelte Vasodilatation verbessert werden kann. Dazu wurde mit
Hilfe der Venenverschlussplethysmographie der Effekt der Glykoprotein-
IIb/IlIa-Rezeptorblockade  auf die endothelabhdngige und -unabhangige
Vasodilatation = peripherer =~ WiderstandsgefdafSe  bei  Patienten  mit
symptomatischer koronarer Herzkrankheit untersucht. Auch die endotheliale
NO-Verfiigbarkeit wurde durch L-NMMA-induzierte Hemmung der NO-

Synthase mit untersucht.

e Zunachst sollte die Wirkung der GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade mit
Tirofiban auf die endothelabhingige und —unabhangige Gefafirelaxation
bei Patienten mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit untersucht
werden. Zusétzlich sollte mit Hilfe der Infusion des NOS-Inhibitors L-
NMMA sowohl die basale als auch die stimulierte NO-Aktivitat gepriift
werden. Eine Untergruppe von Patienten wurde sechs Stunden nach

Ende der Tirofiban-Infusion erneut untersucht.
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In-vitro-Untersuchungen sollten klaren, inwieweit die verwendeten GP-
IIb/Illa-Rezeptorantagonisten =~ Tirofiban = und  Eptifibatide  die
Thrombozytenaggregation =~ hemmen, um einen  moglichen
Zusammenhang zwischen dem Ausmafi der Inhibierung der
Thrombozytenfunktion und der Wirkung der Substanzen auf die

Endothelfunktion herzustellen.

Auch die Wirkung der GP-IIb/IlIa-Rezeptorblockade mit Eptifibatide auf
die endothelabhdngige und —unabhangige Gefafirelaxation sollte bei
Patienten mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit untersucht
werden, um zu priifen, ob ein moglicher Effekt eher der Substanzklasse
der GP-IIb/Illa-Rezeptoren oder dem jeweiligen Wirkstoff selbst
zuzuschreiben ist. Auch hier sollte auflerdem die basale und die

stimulierte NO-Verfiigbarkeit gepriift werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientenauswahl

Es wurden insgesamt 40 Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzerkrankung untersucht, bei denen eine angiographisch dokumentierte
signifikante Stenose mindestens eines Herzkranzgefafles vorlag. Im weiteren
Verlauf war bei diesen Patienten eine PTCA sowie eine begleitende Therapie
mit Glykoprotein-IIb/Illa- Rezeptorantagonisten im Sinne von Tirofiban
(Aggrastat®, MSD Sharp & Dohme GmbH) oder Eptifibatide (Integrilin®, Essex
Pharma GmbH) geplant.

Ausschlusskriterien bestanden fiir Personen mit akutem Myokardinfarkt,
Herzinsuffizienz, unkontrolliertem Hypertonus, erhohter Blutungsneigung
sowie mit anderen schwerwiegenden chronischen Grunderkrankungen nicht-
kardialer Genese.

Antihypertensive = Medikamente =~ wie = ACE-Hemmer,  Beta-Blocker,
Calciumantagonisten oder langwirksame Nitrate wurden mindestens 18
Stunden vor Beginn der Untersuchung abgesetzt. Keiner der Patienten erhielt
vorher eine Therapie mit GP-IIa/IlIb- Rezeptorantagonisten fiir wenigstens 60
Tage. Alle Patienten wurden mit einer taglichen Dosis von 100 mg Aspirin
behandelt.

Bei allen Patienten wurde der Unterarmblutfluss mittels Venen-
verschlussplethysmographie gemessen, wobei 27 Teilnehmer mit Tirofiban und

13 mit Eptifibatide behandelt wurden.

Das Studienprotokoll wurde von der zustandigen Ethik- Kommission gepriift
und genehmigt. Alle Probanden gaben nach einem Aufklarungsgesprach ihr

schriftliches Einverstandnis.
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2.2 Untersuchungsmethode

Der Unterarmblutfluss wurde mit Hilfe der venosen
Okklusionsplethysmographie bestimmt, welche nach folgendem  Prinzip
funktioniert: Legt man am Oberarm eine Blutdruckmanschette an und pumpt
diese soweit auf, dass nur noch der arterielle Einstrom moglich ist, nicht aber
der venose Abfluss, kommt es zu einer Volumenzunahme des Arms im distal
der Manschette gelegenen Bereich, die sich proportional zum arteriellen
Einstrom verhélt. Durch diese Volumenzunahme kommt es zu einer Anderung
des Umfangs, jedoch nicht zu einer Lagednderung. Diese Umfangsidnderung
wird mit Hilfe eines Dehnungsmessstreifens gemessen. Bei diesem handelt es
sich um einen mit Quecksilber gefiillten Silikonschlauch, der an der Stelle des
Unterarmes mit dem grofiten Umfang eng angelegt wird. Die
Dehnungsanderung des Quecksilbers wird mittels einer Wheatstonsche Briicke
im  Plethysmographen als Widerstandsanderung erfasst, in eine
Signalspannung umgewandelt und in Abhéangigkeit von der Zeit graphisch
dargestellt. So ergibt sich der Blutfluss in Milliliter pro Minute pro 100 ml
Unterarmvolumen (ml/min/100ml). Abbildung 4 zeigt ein Beispiel einer

Unterarmflussmessung.

Abbildung 4: Beispiel einer Unterarmflussmessung. Links basaler Blutfluss unter
Kochsalzlosung 0,9% (3,04 ml/min/100ml). Rechts stimulierter Fluss unter Nitroprussid-
Natrium 10 pg/min (15,2 ml/min/100ml).
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2.3 Untersuchungsablauf

Alle Untersuchungen fanden bei einer Raumtemperatur von ca. 23° C statt.
Unter Lokalandsthesie mit Lidocain® 2% wurde unter sterilen Bedingungen am
liegenden Patienten ein Verweilkatheter der Grofie 20 G in die Arteria brachialis
des nicht-dominanten Armes eingefiihrt, welcher etwa auf Hohe des rechten
Ventrikels gelagert wurde. Wahrend einer 20miniitigen Ruhezeit, die dazu
diente, mogliche Verfdlschungen des basalen Unterarmblutflusses durch die
Punktion auszugleichen und so bei den Probanden stabile Ausgangsmessungen
zu erzielen, wurde {iiber eine Infusionspumpe (Braun, Melsungen) eine 0,9%ige
Kochsalzlosung mit einer Geschwindigkeit von 0,4 ml/min infundiert, was fiir
die gesamte Untersuchungsdauer beibehalten wurde. Weiterhin wurde ein
Quecksilberdehnungsmessstreifen an der breitesten Stelle des Unterarms
angelegt, der an den Plethysmographen (Hokanson, Washington DC, USA)
angeschlossen war, um die Volumendnderung zu erfassen. Der
Plethysmograph seinerseits wurde zur Datenerfassung mit einem Macintosh
Personal Computer verbunden. Um den venosen Abfluss zu verhindern, wurde
eine am Oberarm angebrachte Blutdruckmanschette durch ein spezielles
Kompressorsystem fiir ca. 5 Sekunden auf 40 mmHG aufgepumpt und wieder
abgelassen. Der Arm des Probanden wurde auf einem Keilkissen ein wenig
hoch gelagert, um einen raschen venodsen Abstrom nach Ablassen der
Manschette zu gewdhrleisten. Eine Kinderblutdruckmanschette wurde am
Handgelenk angelegt und wéahrend der Messungen auf 200 mmHG
aufgepumpt, um Schwankungen durch Blutzirkulationen an der Hand
auszuschlieflen. Die Flusskurven wurden - bei einer Messdauer von 5-7
Minuten pro Messpunkt - alle 10 Sekunden tiiber einen Zeitraum von 5
Sekunden aufgezeichnet. Fiir die Berechnung des mittleren Flusses wurden
jeweils sieben aufeinander folgende Messungen ausgewertet. Der Blutfluss

wurde in ml/ min/100ml Unterarmvolumen angegeben.
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Vor jeder Flussmessung unter Infusion der vasoaktiven Testsubstanzen wurde
zundchst der basale Ruhefluss bestimmt. Nach der Maximaldosis jeder
Substanz wurde eine Auswaschphase bis zum erneuten Erreichen des
Basalflusses zwischengeschaltet.

Zur Beurteilung der endothelabhiangigen Vasorelaxation wurde Acetylcholin
(Miovisin, Farmigea) in steigenden Dosisstufen von 7,5 ug/min — 15 pg/min -
30 pg/min infundiert. Anschlieffend erfolgte parallel dazu eine Infusion mit
dem NOS-Inhibitor NS-monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) in einer Dosierung
von 16 pmol/min, um den NO-induzierten Anteil der Blutflusssteigerung bei
der  Acetylcholin-Infusion  zu  erfassen. @ Zur  Beurteilung  der
endothelunabhédngigen  Gefassrelaxation =~ wurde  Nitroprussid-Natrium
(Nipruss, Schwarz Pharma) in Konzentrationen von 1 pg/min — 3 pg/min - 10
ug/min infundiert, welches direkt am glatten GefafSmuskel vasodilatierend
wirkt. Jede Dosierung ist iiber mindestens 5-7 Minuten appliziert worden, die
Messung des Blutflusses erfolgte wahrend der letzten beiden Minuten. Die
Applikation der Substanzen erfolgte randomisiert, um jeden durch die
Reihenfolge der Infusionen entstehenden Einfluss zu vermeiden. Am freien
Arm wurde den Probanden ein intravenoser Verweilkatheter der Grofie 20 G

tiir die Infusion der Glykoprotein-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten gelegt.

2.4 Untersuchungsprotokolle

2.4.1 Untersuchungsprotokoll 1
Die Wirkung der Glykoprotein-IIb/IIla- Rezeptorblockade mit
Tirofiban auf die endothelabhingige und —unabhingige Vasodilatation
bei Patienten mit symptomatischer koronarer Herzerkrankung

Untersucht wurden 27 Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer
Herzerkrankung bei bevorstehender PTCA (Gruppe A). Nach Bestimmung des
basalen Ruheflusses unter physiologischer Kochsalzlosung wurde die
endothelabhéangige Vasodilatation mittels Acetylcholin-Infusion in steigender

Konzentration von 7,5 — 15 - 30 pg/min gemessen. Zur Beurteilung der
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endothelunabhédngigen Vasodilatation wurde Nitroprussid-Natrium in
steigender Dosierung von 1 — 3 - 10 ug/min intraarteriell verabreicht. Des
Weiteren wurde unter laufender L-NMMA-Infusion (Dosis: 16 pmol/min)
gleichzeitig die Dosierungsreihe von Acetylcholin 7,5 — 15 - 30 pg/min
wiederholt, um den NO-induzierten Anteil der Blutflusssteigerung bei der
Acetylcholin-Infusion zu ermitteln.

Nach einer intravendsen Bolusgabe von Tirofiban (Dosis:10 pg/kg
Korpergewicht) sowie folgender intravendser Verabreichung von weiteren 0,15
ug Tirofiban x kg?! x min? fir 30 Minuten [RESTORE-Investigators, 1997]
[PRISM-PLUS-Investigators, 1998] wurden die oben dargestellten Messungen

unter kontinuierlicher Tirofiban-Infusion wiederholt.

1. Endothelabhiingige Vasodilatation des Patientenkollektivs aus Gruppe A:
Acetylcholin (ACh) 7,5 — 15 — 30 ug/min

?
r z

?

NaCl 0,9% bzw. ACh 7,5 pg/min ACh 15 pg/min ACh 30 pg/min
plus Tirofiban

II. Endothelunabhingige Vasodilatation des Patientenkollektivs aus Gruppe A:
Nitroprussid-Natrium (NPN) 1 - 3 — 10 pg//min

?
r z

?

NaCl 0,9% bzw. NPN 1 pg/min NPN 3 pg/min NPN 10 pg/min
plus Tirofiban
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IIl. Hemmung der NO-induzierten Blutflusssteigerung des Patientenkollektivs aus Gruppe A:
L-NMMA 16 pmol/min plus Acetylcholin (ACh) 7,5 —15—30 ug/min

?
! i

?

L-NMMA ACh 7,5 ug/min ACh 15 pg/min ACh 30 pg/min
16pmol/min
bzw. plus Tirofiban

2.4.2 Untersuchungsprotokoll 2
Die Wirkung der Glykoprotein-IIb/IIla-Rezeptorblockade mit Tirofiban
sechs Stunden nach Ende der Infusion auf die endothelabhingige und -
unabhingige Vasodilatation bei Patienten mit symptomatischer
koronarer Herzerkrankung

Bei 10 der 27 Patienten aus Gruppe A wurde sechs Stunden nach Ende der
Tirofiban-Infusion =~ sowohl die endothelabhdngige als auch die
endothelunabhédngige Vasodilatation erneut gemessen, um die Dauer der
Wirkung von Tirofiban zu beurteilen. Dafiir wurden - wie in Protokoll 1
beschrieben — nach Bestimmung des Basalflusses zunédchst Acetylcholin sowie
Nitroprussid-Natrium intraarteriell verabreicht. Danach erfolgte eine
Wiederholung der Dosierungsreihe von Acetylcholin unter Koinfusion von L-

NMMA.

2.4.3 Untersuchungsprotokoll 3
Die Wirkung der Glykoprotein-IIb/IIla- Rezeptorblockade mit
Eptifibatide auf die endothelabhingige und —unabhingige
Vasodilatation bei Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzerkrankung

Untersucht wurden 13 Patienten mit angiographisch dokumentierter koronarer
Herzerkrankung und geplanter PTCA. Zunachst wurde - wie in Protokoll 1

aufgezeigt - nach Messung des Basalflusses die endothelabhiangige
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Vasodilatation — mittels  Acetylcholin und die endothelunabhangige
Vasodilatation mittels Nitroprussid-Natrium bestimmt, sowie der NO-
vermittelte Anteil der Flusssteigerung mit Hilfe von L-NMMA. Danach wurde
den Probanden ein intravendser Bolus von Eptifibatide (Dosis: 180 ug/kg
Korpergewicht) verabreicht, auf den eine konstante Infusion von 2 ug x kg x
min? fir 30 Minuten folgte [ESPRIT-Investigators, 2000]. Nach dieser Zeit
wurden die oben dargestellten Messungen bei fortlaufender Eptifibatide-

Infusion wiederholt.

2.5 Cholinesterase-Aktivititstest

Um einen moglichen Einfluss der Cholinesterase auf die Messergebnisse
beurteilen zu koénnen, wurde vor und wihrend der Glykoprotein-IIb/IIla-
Rezeptorblockade  die  Cholinesterase-Aktivitit im  Plasma  mittels

Cholinesterase-Aktivitatstest (Enzymatic activity-kinetic test, Roche) bestimmt.

2.6 Thrombozyten-Funktionstest

Die Thrombozytenfunktion wurde an folgenden drei Punkten bestimmt:

1. Basaler Ruhefluss (Ausgangswert) unmittelbar vor Bolusgabe der
Glykoprotein-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten, 2. dreifSig Minuten nach Bolusgabe
wahrend fortlaufender Infusion und 3. sechs Stunden nach Ende der Infusion.
Dazu wurden Blutproben aus der Arteria brachialis enthommen und durch in
speziellen Blutrohrchen enthaltenes Phe-Pro-Arg Chloromethyl Keton (PPACK)
antikoaguliert. Um nun in vitro die Wirkung der GPIIb/IlIa-Rezeptorblockade
auf die Thrombozytenaggregation zu ermitteln, wurde der von Smith et al.
beschriebene ,Rapid platelet-function assay” (Ultegra® RPFA-TRAP,
Accumetrics products, Radiometer GmbH) verwendet [Smith, 1999]. Dieser
erlaubt in der direkten Behandlungsumgebung eine Erfassung der

Thrombozytenaggregation, gemessen in Form einer Zunahme der
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Lichtdurchlassigkeit, die das Ultegra System Analysatorgerat innerhalb von
drei Minuten anzeigt. Im Analysatorgerat werden mit Fibrinogen bedeckte
Polystyrenperlen, die sich mit aktivierten Thrombozyten verbinden konnen,
zusammen mit dem antikoagulierten Vollblut gemischt. Das Ergebnis kann als
Zunahme der Lichtdurchldssigkeit auf dem Display abgelesen werden. Bei
Patienten, deren Thrombozytenfunktion durch die GPlIIb/II1a-
Rezeptorantagonisten gehemmt ist, verbinden sich die Thrombozyten nicht mit
den Fibrinogen bedeckten Polystyrenperlen, und die Lichtdurchlassigkeit steigt
nur langsam oder gar nicht an. Die RPFA-Daten werden im Folgenden als
Prozentanteile der Ausgangswerte vor Verabreichung der Glykoprotein-

IIb/Illa-Rezeptorantagonisten dargestellt.

2.7 Studienendpunkte

Der primare Studienendpunkt war die Wirkung der Behandlung mit Tirofiban
auf die Dosis-Wirkungskurven von Acetylcholin. Der dafiir benotigte
Stichprobenumfang wurde fiir eine statistische Teststarke von 3 = 80% und ein
Signifikanzniveau von o < 0,05 berechnet. Die Dosis-Wirkungskurven von L-

NMMA stellten sekundare Studienendpunkte dar.

2.8 Statistische Analysen

Alle Werte sind als Mittelwert + SEM wiedergegeben. Zum Vergleich der
Probandengruppen hinsichtlich der klinischen Charakteristika wurde der
ungepaarte t-Test verwandt. Die Dosis-Wirkungskurven von Acetylcholin,
Nitroprussid-Natrium und L-NMMA mit oder ohne Glykoprotein-IIb/Illa-
Rezeptorblockade wurden mit Techniken der Zweifach-Klassifikations-
Varianzanalyse (two-way ANOVA) fiir wiederholte Messungen untersucht,

und die Signifikanz der Differenz der Mittelwerte wurde mit dem Scheffe’-Test
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ermittelt. Bei einem p-Wert von < 0,05 wurde von statistischer Signifikanz

ausgegangen.
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3 ERGEBNISSE

Es wurden 40 méannliche Patienten mit symptomatischer und angiographisch
dokumentierter koronarer Herzerkrankung untersucht, bei denen im Verlauf
desselben Tages eine PTCA geplant war.

27 Probanden wurden mit Tirofiban behandelt (Gruppe A), die tibrigen 13
erhielten Eptifibatide (Gruppe B). Zwischen beiden Gruppen bestand beziiglich
Alter, Blutfettwerten, Rauchgewohnheiten und Myokardinfarkt in der
Anamnese kein signifikanter Unterschied.

Die genauen Daten der Patientenmerkmale konnen der Tabelle 1 entnommen

werden.
GRUPPE | GRUPPE A: TIROFIBAN- | GRUPPE B: EPTIFIBATIDE-
MERKMAL BEHANDLUNG (N=27) BEHANDLUNG (N=13)
Alter (Jahre) 64+3 63 +4
Body mass index (kg/m?) 272 +0,6 278 +0,5
Hypertonus 13 6
Raucher 14 7
Diabetes mellitus 4 3
Hypercholesterinamie 17 8
Mehrgefafierkrankung 20 9
Myokardinfarkt in der Anamnese 11 5
Unterarmvolumen (Liter) 1,04 + 0,08 1,07 0,11

Tabelle 1: Merkmale der Studiengruppen in Mittelwerten + SEM.

Die Cholinesterase- Aktivitat im Plasma wurde — wie unter 2.5 beschrieben —
vor (basaler Ruhefluss) und wéahrend der Infusion mit den GP-IIa/Illb-
Rezeptorantagonisten gemessen und zeigte keine Verdnderung: die
Cholinesterase-Aktivitdat im Plasma zeigte vergleichbare Werte vor und
wahrend der Infusion mit den GP-Ila/IlIb-Rezeptorantagonisten (5,4 + 0,2

versus 5,5 + 0,2 kU/1), die Differenz der Mittelwerte ist nicht signifikant.




3. Ergebnisse 27

3.1 Effekt der Glykoprotein-IIb/IIla-Rezeptorblockade mit
Tirofiban auf die endothelabhingige und —unabhingige
Vasodilatation

3.1.1 Effekt von Tirofiban auf die endothelabhingige Vasodilatation

Zur Beurteilung der endothelabhdngigen Vasodilatation wurde bei
fortlaufender Dauerinfusion mit physiologischer Kochsalzlosung Acetylcholin
tiber die Arteria brachialis infundiert. Dabei zeigte sich eine Steigerung des
Unterarmblutflusses des Patientenkollektivs aus Gruppe A von 2,8 + 0,1 auf
maximal 9,7 + 1,1 ml/min/100ml Unterarmvolumen. Die anschliefSende Infusion
mit dem GP-Ila/Illb- Rezeptorantagonisten Tirofiban verbesserte die
dosisabhdngige ACh - induzierte Vasodilatation signifikant und bewirkte eine
Erhohung des maximalen ACh - vermittelten UBF- Anstieges von 9,7 + 1,1 mit

NaCl auf 14,7 + 1,3 ml/min/100ml. Vgl. Abb. 5.
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Abbildung 5: ACh- induzierter Anstieg des UBF wahrend Infusion mit Kochsalzlésung und
wihrend Hemmung der Thrombozytenaggregation mittels Infusion des GP-IIa/IlIb-
Rezeptorantagonisten Tirofiban bei Patienten mit symptomatischer koronarer Herzerkrankung.
Tirofiban bewirkte einen deutlichen Anstieg der ACh- Antwort. Angegeben sind Mittelwerte +
SEM. p<0,01.
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3.1.2 Effekt von Tirofiban auf die L-NMMA-induzierte Vasokonstriktion bei
gleichzeitiger Acetylcholin-Infusion

Die Inhibierung der NO- Synthese durch intraarterielle Verabreichung von N¢-
monomethyl-L-arginin (L-NMMA) bewirkte eine Abnahme des basalen
Ruheflusses. Des Weiteren induzierte die Koinfusion von L-NMMA eine
deutliche Reduktion der ACh - vermittelten Blutflusssteigerung um 3,7 + 0,1
ml/min/100ml mit L-NMMA plus ACh bei der maximalen ACh-Dosis. Die
Messwerte sind als Differenzwerte (A) angegeben, nicht als Absolutwerte.
Wahrend der Tirofiban-Infusion zeigte sich im Vergleich dazu eine deutlich

groflere Wirkung der L-NMMA- Blockade auf die ACh- Antwort.Vgl. Abb. 6.

12
B L-NMMA+NaCl

10 {4 BEL-NMMA+Tirofiban
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Abbildung 6: Der Effekt von L-NMMA auf den ACh-induzierten Unterarmblutfluss bei
gleichzeitiger Infusion von NaCl im Vergleich zu Tirofiban. L-NMMA hat in beiden Fallen eine
deutlich hemmende Wirkung, wobei dieser Effekt unter Tirofiban-Infusion wesentlich grofier
ist. Die angegebenen Werte sind Differenzwerte (A) und keine Absolutwerte. A UBF bedeutet
die durch L-NMMA induzierte Reduktion des ACh-induzierten UBF wihrend NaCl- sowie
Tirofibaninfusion. *p<0,01 ACh-Antwort bei L-NMMA-Gabe plus NaCl im Vergleich zu L-
NMMA-Gabe plus Tirofiban.

3.1.3 Effekt von Tirofiban auf die endothelunabhingige Vasodilatation

Um die endothelunabhiangige Vasodilatation zu {iiberpriifen, wurde

Nitroprussid-Natrium intraarteriell verabreicht und bewirkte dosisabhangig
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eine Steigerung des Blutflusses am Unterarm. Dieser wurde durch die
anschlieflende Infusion von Tirofiban nicht beeinflusst. Der UBF stieg von 6,7 +
0,3 (NPN 1 pg/min) auf 14,7 + 1,1 (NPN 10 pg/min) unter NaCl-Infusion und
von 6,5 + 0,4 (NPN 1ug/min) auf 14,3 + 1,1 ml/min/100ml Unterarmvolumen
(NPN 10 pg/min) unter Tirofiban-Infusion. Vgl. Abb.7.
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Abbildung 7: Der vasodilatatorische Effekt von NPN zeigte unter Infusion von NaCl und
Tirofiban vergleichbare Ergebnisse. Angegeben sind Mittelwerte + SEM. p=NS.

3.2 Effekt der Glykoprotein-IIb/IIla-Rezeptorblockade mit
Tirofiban auf die endothelabhingige und -unabhingige
Vasodilatation sechs Stunden nach Ende der Infusion

Um die Wirkungsdauer von Tirofiban zu tiiberpriifen, wurde sechs Stunden
nach Ende der Infusion bei einer Untergruppe von 10 Probanden aus Gruppe A
erneut eine Unterarmflussmessung sowie der unter 2.6 beschriebene

Thrombozyten-Funktionstest durchgefiihrt.
3.2.1 Effekt von Tirofiban auf die endothelabhingige Vasodilatation sechs
Stunden nach Infusionsende

Wie unter 3.1.1 beschrieben war die endothelabhingige ACh-vermittelte

Vasodilatation bei gleichzeitiger Tirofiban-Infusion deutlich erhoht. Dieser
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Effekt war jedoch sechs Stunden nach Infusionsstop nicht mehr zu verzeichnen,
vielmehr waren die gemessenen Werte der ACh-Antworten vergleichbar mit
denen bei Untersuchungsbeginn vor Verabreichung von Tirofiban. Der
Unterarmblutfluss stieg von 2,7 + 0,2 (ACh-Ausgangswert: 2,8 + 0,1) auf
maximal 10,7 £ 1,3 (ACh-Ausgangswert: 9,7 + 1,1) ml/min/100ml. Vgl. Abb.8.
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Abbildung 8: Unterarmblutfluss bei ACh-Gabe vor Beginn der Tirofiban-Infusion, wéhrend der
Infusion von Tirofiban und sechs Stunden nach Ende der Infusion. Angegeben sind Mittelwerte
+ SEM. Wihrend die ACh-induzierte Vasodilatation bei gleichzeitiger Tirofiban-Infusion
deutlich erhoht war, fielen die ACh-Antworten sechs Stunden nach Infusionsstop wieder auf
die Ausgangswerte ab. p<0,01.

3.2.2 Effekt von Tirofiban auf die endothelunabhingige Vasodilatation sechs
Stunden nach Infusionsende

Die endothelunabhdngige Vasodilatation, gemessen mit NPN, zeigte - wie
unter 3.1.3 aufgezeigt - bei gleichzeitiger Tirofiban-Infusion keine Veranderung.
Auch sechs Stunden nach Ende der Infusion waren die gemessenen Werte mit
den NPN-Ausgangswerten vergleichbar. Der Unterarmblutfluss stieg jetzt von
6,5 + 0,2 (NPN 1pg/min) auf maximal 14,9 + 0,9 (NPN 10ug/min) im Vergleich
zu 6,7 £ 0,3 (NPN 1 pg/min) auf maximal 14,7 + 1,1ml/min/100ml (NPN

10pg/min) vor Beginn der Tirofiban-Infusion. Vgl. Abb.9.
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Abbildung 9: Der vasodilatatorische Effekt von NPN zeigte vor, wahrend und sechs Stunden
nach Ende der Tirofiban-Infusion vergleichbare Messergebnisse. Angegeben sind Mittelwerte +
SEM. p=NS.

3.2.3 Effekt von Tirofiban auf die Thrombozytenfunktion in vitro

Zur Beurteilung der Thrombozytenfunktion in vitro wurde der — unter 2.6
beschriebene - Rapid platelet-function assay (Ultegra®) verwendet. Wahrend
der Hemmung der Thrombozytenfunktion  durch Tirofiban war die
Thrombozytenaggregation signifikant reduziert auf 18 =+ 8% des
Ausgangswertes unmittelbar vor Bolusgabe bzw. Infusionsbeginn. Sechs
Stunden nach Ende der Tirofiban-Infusion stiegen die Werte jedoch erneut an

auf 76 + 7% des Ausgangswertes. Vgl. Abb.10.
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Abbildung 10: Der Effekt von Tirofiban auf die Thrombozytenfunktion gemessen mittels Rapid
platelet-function assay (Ultegra®). Die RPFA-Daten sind Prozentanteile der Ausgangswerte,
gemessen unmittelbar vor Verabreichung von Tirofiban. Unter Tirofiban-Infusion zeigte sich
eine deutliche Reduktion der Thrombozytenaggregation, verglichen mit dem Ausgangswert.
Sechs Stunden nach Ende der Infusion erreichte die Thrombozytenaggregation allerdings fast
wieder Werte, vergleichbar mit dem Ausgangwert. *p<0,001 Thrombozytenaggregation bei
Tirofiban-Infusion im Vergleich zum Ausgangswert und sechs Stunden nach Ende der Infusion.

3.3 Effekt der Glykoprotein-IIb/IIla-Rezeptorblockade mit
Eptifibatide auf die endothelabhingige und —unabhingige
Vasodilatation

3.3.1 Effekt von Eptifibatide auf die endothelabhidngige Vasodilatation

Um die endothelabhangige Vasodilatation zu priifen, wurde - wie unter 3.1.1
beschrieben - Acetylcholin intraarteriell infundiert. Dies steigerte dosisabhangig
den Blutfluss am Unterarm des Patientenkollektivs aus Gruppe B von 2,8 + 0,1
auf maximal 10,6 % 1,1ml/min/100ml Unterarmvolumen. Die folgende
Verabreichung des GP-Ila/IlIb-Rezeptorantagonisten Eptifibatide steigerte die
dosisabhdngige ACh-induzierte Vasodilatation signifikant von 10,6 + 1,1 mit
NaCl auf 15,1 + 1,2 ml/min/100ml. Vgl. Abb.11. Die Infusion mit Eptifibatide
bewirkte auflerdem eine 90%ige Inhibierung der Thrombozytenfunktion in

vitro, gemessen mittels Ultegra®.
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Abbildung 11: ACh-vermittelter Anstieg des Unterarmblutflusses wahrend NaCl-Infusion und
wahrend Hemmung der Thrombozytenaggregation durch Infusion des GP-1la/IlIb-
Rezeptorantagonisten Eptifibatide bei Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzerkrankung. Angegeben sind Mittelwerte + SEM. Eptifibatide bewirkt eine signifikante
Steigerung des ACh-induzierten Blutflusses am Unterarm.p<0,01.

3.3.2 Effekt von Eptifibatide auf die L-NMMA-induzierte Vasokonstriktion
bei gleichzeitiger Acetylcholin-Infusion

Die intraarterielle Gabe des NOS-Inhibitors L-NMMA bewirkte eine deutliche
Reduktion des basalen Blutflusses am Unterarm. Die Koinfusion von L-NMMA
verringerte auflerdem die ACh-induzierte Vasodilatation deutlich um 4,8 + 0,9
ml/min/100ml unter L-NMMA plus ACh bei der maximalen ACh-Dosis. Dieser
inhibitorische Effekt von L-NMMA auf die ACh-Antwort war jedoch unter
Eptifibatide-Infusion deutlich stirker (Abnahme des UBF um 8,6 + 1,1
ml/min/100ml unter ACh plus Eptifibatide plus L-NMMA). Angegeben sind —

wie auch unter 3.1.2 — Differenzwerte (A) und keine Absolutwerte. Vgl. Abb.12.
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Abbildung 12: Der Effekt von L-NMMA auf den ACh-vermittelten Unterarmblutflusses bei
gleichzeitiger Infusion von NaCl im Vergleich zu Eptifibatide. Angegeben sind Mittelwerte +
SEM. L-NMMA hat in beiden Féllen einen deutlichen inhibitorischen Effekt, der allerdings
unter Eptifibatide-Infusion grofser ist. *p<0,01.

3.3.3 Effekt von Eptifibatide auf die endothelunabhingige Vasodilatation

Zur Beurteilung der endothelunabhiangigen Vasodilatation wurde
Nitroprussid-Natrium in die Arteria brachialis infundiert. Dies bewirkte
dosisabhdngig eine Steigerung des Unterarmblutflusses, welcher von der
darauf folgenden Verabreichung von Eptifibatide nicht verandert wurde. Der
UBF stieg von 6,4 + 0,3 (NPN 1 pg/min) auf maximal 14,5 + 0,9 (NPN 10
ug/min) unter NaCl-Infusion und von 6,6 + 0,2 (NPN 1 pg/min) auf maximal
14,8 + 1,3 ml/min/100ml (NPN 10 pg/min) unter Eptifibatide-Infusion. Vgl. Abb.
13.
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Abbildung 13: Die durch NPN-induzierte Steigerung des Unterarmblutflusses wurde durch die
Eptifibatide-Infusion nicht verdndert. Angegeben sind Mittelwerte + SEM. p=NS.
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4 DISKUSSION

Durch Hemmung der Thrombozytenaggregation mit Hilfe der Glykoprotein-
IIb/IIa-Rezeptorblockade wird bei Patienten nach Ballondilatation im Rahmen
einer Akutbehandlung bei Myokardinfarkt nachweislich sowohl der
epikardiale Fluss als auch die mikrovaskuldre Perfusion verbessert [Neumann,
1998]. Auch ein positiver Effekt auf die endothelabhdngige Vasodilatation nach
Stentimplantation wurde vor kurzem beschrieben [Aymong, 2002]. Ob durch
den Einsatz von GP-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten die Endothelfunktion auch
unabhéngig von Thrombusbildung und Koronarintervention verbessert werden
kann und welche Mechanismen dem zugrunde liegen, ist jedoch noch
ungeklart.

Mit den vorliegenden Ergebnissen konnten wir zeigen, dass die Acetylcholin-
induzierte endothelabhédngige Vasodilatation peripherer Widerstandsgefafse bei
Patienten mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit mit Hilfe von GP-
IIb/Illa-Rezeptorantagonisten signifikant gesteigert werden kann. Da durch
Acetylcholin-Infusion aufier NO auch andere Vasodilatoren wie Prostacyclin
und EDHF aus dem Endothel freigesetzt werden, wurde zusatzlich der Effekt
einer selektiven NOS-Inhibierung mit L-NMMA untersucht. Damit ldsst sich
priifen, welcher Anteil an der gesamten ACh-induzierten Blutflusszunahme
durch NO vermittelt wird. Wahrend der Koinfusion von L-NMMA war unter
GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade eine deutlich grofiere Abnahme der Acetylcholin-
stimulierten Vasodilatation zu verzeichnen. Somit ist der beobachtete positive
Effekt auf die endothelabhdngige Vasodilatation zum grofsen Teil auf eine
gesteigerte NO-Bioverfiigbarkeit zuriickzufiihren. Sechs Stunden nach Ende
der Infusion mit Tirofiban war diese positive Wirkung jedoch nicht mehr zu
beobachten, was darauf hindeutet, dass die Verbesserung der Endothelfunktion
eng mit der Thrombozytenaggregationshemmung assoziiert ist. Die In-vitro-

Untersuchungen mittels Ultegra® ergaben, dass wahrend der GP-IIb/Illa-
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Rezeptorblockade und der gesteigerten endothelabhdngigen Vasodilatation
eine ca. 80-90%ige Inhibierung der Thrombozytenfunktion stattfand. Sechs
Stunden nach Infusionsende war die Thrombozytenfunktion noch zu ca. 25%
gehemmt, wahrend die endothelabhdngige Vasodilatation wieder auf Werte,
vergleichbar mit denen vor Infusionsbeginn abgenommen hatte.

Auch die GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade mit Eptifibatide zeigte dhnlich giinstige
Auswirkungen auf die endothelabhidngige Vasodilatation. Dies legt die
Vermutung nahe, dass nicht ein einzelner Wirkstoff, sondern vielmehr die
Substanzklasse der GP-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten diesen positiven Effekt
hervorruft. Auf die endothelunabhédngige Vasodilatation, gemessen mittels
Nitroprussid-Natrium, hatte die Verabreichung beider Substanzen keinen

Einfluss.

Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Thrombozytenaktivierung
wesentlich zu endothelialer Dysfunktion wund verminderter NO-
Bioverfligbarkeit =~ bei  Patienten = mit  symptomatischer = koronarer

Herzerkrankung beitragt.

4.1 Wirkung der GP-IIb/IIIa-Rezeptorblockade auf die
mikrovaskulire Perfusion

Durch den Einsatz der GP-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten, die die gemeinsame
Endstrecke der Thrombozytenaggregation hemmen, kann das Risiko fiir das
Auftreten thrombotischer Komplikationen gesenkt werden. Dies gilt
insbesondere im Zusammenhang mit Hoch-Risiko-PTCA, aber auch bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom. Dabei erfolgt neben der Verbesserung
des epikardialen Flusses auch eine Steigerung des mikrovaskuldaren Flusses
[Neumann, 1998] [de Lemos, 2000]. Der hierbei wirksame Mechanismus ist
vermutlich dadurch zu erklédren, dass eine Thrombusbildung mit nachfolgender

Gefafsiverengung verhindert wird. Allerdings ist eine verminderte
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mikrovaskuldre Perfusion nicht nur durch luminale Obstruktion bedingt. Im
Tierexperiment konnte nachgewiesen werden, dass aktivierte Thrombozyten
auch ohne gefafSiverengenden epikardialen Thrombus eine mikrovaskuldre
Vasokonstriktion hervorrufen [Barrabes, 2000] [Taylor, 2002].

Mittels GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade konnte somit die Thrombozyten-
aktivierung und die damit verbundene Ausschiittung vasokonstriktorischer
Substanzen verhindert werden, was sich wiederum positiv auf die
mikrovaskuldre Perfusion auswirken wiirde. In der Tat wurde dies bereits vor
mehr als zehn Jahren nach Gabe von Clopidogrel gezeigt, was zumindest zum
Teil durch Antagonisierung eben dieser vasokonstriktiven Substanzen wie z.B.
Thromboxan A2 erklart wurde [Yao, 1993]. Sheu et al. demonstrierten in vitro,
dass eine iiber die RGD-Sequenz vermittelte GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade mit
dem aus Schlangengift gewonnenem Disintegrin Triflavin eine Thrombozyten-
induzierte Vasokonstriktion verhindert [Sheu, 1997].

Auch in weiteren Tierexperimenten wurde ein gilinstiger Effekt auf die
Gefafsfunktion beschrieben. Beispielsweise wurde bei - durch septischen Schock
ausgeloster - Endotheldysfunktion von Kaninchen ein positiver Effekt der GP-
IIb/Illa-Rezeptorblockade  auf die endothelabhdngige Vasodilatation
nachgewiesen [Pu, 2001]. Des Weiteren wurde bei Schweinen mit progressiver
Koronarstenose gezeigt, dass mittels GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade die
vasodilatatorische Reaktion der distalen Gefafse aufrechterhalten werden kann,
wahrend dies mit Hilfe von Heparin oder Aspirin nicht moglich war [Shen,
2000].

Erst kiirzlich wurde publiziert, dass Tirofiban im Tierexperiment den
mikrovaskuldren Fluss in der Reperfusionsphase nach passagerem
Koronargefafsverschluss verbessert. Interessant dabei ist, dass dieser positive
Effekt auf die kapillire Funktion gerade ohne Thrombus zu beobachten war

[Kunichika, 2004].
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Mit der vorliegenden Studie konnten die gilinstigen Auswirkungen der GP-
IIb/Illa-Rezeptorblockade auf die GefdfSfunktion, die bereits in diversen
Tierexperimenten beschrieben wurden, durch Untersuchungen an Patienten
mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit bestatigt werden. Es zeigte sich
eine Verbesserung der Acetylcholin-vermittelten endothelabhdngigen sowie
eine unbeeinflusste endothelunabhéngige Vasodilatation in den peripheren
Widerstandsgefafien. Bestdtigung fanden wunsere Befunde durch die
Untersuchungen von Warnholtz et al., die kiirzlich zu dem Ergebnis kamen,
dass eine PTCA selbst zu endothelialer Dysfunktion fiithrt, was aber wiederum
durch den Einsatz von Tirofiban verhindert werden kann [Warnholtz, 2005].
Nicht nur zur Verhinderung der Thrombozytenaggregation, sondern auch zur
Hemmung der Thrombozyten-vermittelten Vasokonstriktion, stellt intaktes
Endothel eine unabdingbare Voraussetzung dar [Cohen, 1983] [Houston, 1986].
Aymong et al. beobachteten als erste bei koronaren Interventionen, dass die
Verabreichung des GP-IIb/Illa-Rezeptorantikorpers Abciximab eine verbesserte
endothelabhédngige Vasodilatation nach Acetylcholin-Infusion hervorruft
[Aymong, 2002].

Die Untersuchungen der vorliegenden Studie zeigten, dass mit Hilfe der GP-
ITb/IlIa-Rezeptorblockade die Endothelfunktion durch gesteigerte endotheliale
NO-Bioverfiigbarkeit in den peripheren Widerstandsgefdfsen verbessert wird.
In diesem Zusammenhang spielen offenbar auch gestorte Wechselwirkungen

zwischen Thrombozyten und Endothelzellen eine entscheidende Rolle.

4.2 Wechselwirkungen zwischen Endothelzellen und
Thrombozyten

Die Endotheldysfunktion ist hauptsdachlich durch eine verminderte NO-
Bioverfligbarkeit gekennzeichnet und stellt das erste klinisch fassbare Korrelat

fir ein Frithstadium der Atherosklerose dar.
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Zwischen Endothelzellen und Thrombozyten bestehen Wechselwirkungen,
indem sie sich gegenseitig in ihrem Stoffwechsel beeinflussen. Endothelzellen
hemmen Thrombozyten direkt, indem sie die beiden vasodilatorischen
Substanzen NO und Prostacyclin direkt in den Blutstrom sezernieren. NO wird
aber auch von Thrombozyten selbst gebildet. So zeigen beispielsweise Mause,
denen das Gen fiir die endotheliale NO-Synthase in den Thrombozyten fehlt,
verkiirzte  Blutungszeiten [Freedman, 1999]. Auflerdem wird das
Aggregationsverhalten der Thrombozyten sowohl direkt als auch indirekt
durch eine Reihe von Faktoren, die ebenfalls vom Endothel gebildet werden
(vVWF, tissue-type Plasminogen Activator (t-PA), Plasminogen Activator
Inhibitor (PAI-1), Thrombomodulin u.a.), beeinflusst [Pearson, 1999].

Ferner weisen viele Befunde darauf hin, dass die Wechselwirkungen zwischen
Thrombozyten und Gefafwand durch funktionsfihige Endothelzellen
entscheidend moduliert werden. So kommt es bei intaktem Endothel zur
arteriellen Vasodilatation durch Freisetzung von ADP und ATP aus aktivierten
Thrombozyten. Im Gegensatz dazu ist bei isolierten Arterien ohne
Endothelschicht oder mit Endotheldysfunktion eine Vasokonstriktion durch
aggregierende Thrombozyten zu beobachten. Dies wird vermutlich durch die
Freisetzung vasoaktiver Substanzen wie Thromboxan A:, Serotonin [Cohen,
1983] [Houston, 1986] oder freier Sauerstoffradikaler [Oskarsson, 1997]
herbeigefiihrt, die von den Thrombozyten selbst gebildet werden. Intaktes
Endothel spielt also eine wichtige modulierende Rolle bei Einwirkung von
vasokonstriktorisch wirksamen Stoffen, die von aktivierten Thrombozyten
freigesetzt werden. Bei einer Endotheldysfunktion konnte sich somit das
Gleichgewicht zwischen vasodilatorischen und vasokonstriktorischen
Substanzen zugunsten der Vasokonstriktion verschieben. So haben mehrere
Studien gezeigt, dass sowohl bei Atherosklerose als auch schon bei Vorliegen
ihrer Risikofaktoren eine unzureichende endotheliale Vasodilatation zu

verzeichnen ist. Auch eine verminderte inhibitorische Wirkung des
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endothelialen NO auf die Thrombozytenaggregation wurde beobachtet
[Diodati, 1998] [Andrews, 2001].

Die Patienten mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit in der
vorliegenden Studie zeigten ebenfalls eine verminderte endothelabhiangige
Vasodilatation sowie eine reduzierte Wirkung des selektiven NOS-Inhibitors L-
NMMA auf diese stimulierte Vasodilatation, was auf eine verminderte NO-
Bioverfiigbarkeit schliefSen lasst. Durch diese abgeschwiachte NO-Verfiigbarkeit
weisen die Patienten vermutlich eine erhohte Neigung zu gestorten
Interaktionen zwischen Thrombozyten und Gefaffwand bzw. Endothelzellen
auf. Dabei ist offenbar gleichzeitig ein Uberschuss an vasokonstriktorisch
wirksamen Substanzen vorhanden, die von Thrombozyten gebildet werden.
Diese Interaktionen wurden in unserer Studie durch Gabe von GP-IIb/IIla-
Rezeptorantagonisten positiv beeinflusst. Von Bedeutung diirfte in diesem
Zusammenhang auch oxidativer Stress sein, der von aktivierten Thrombozyten

selbst erzeugt wird.

4.3 Oxidativer Stress und aktivierte Thrombozyten

Die gesteigerte Inaktivierung von NO ist ein wichtiger Mechanismus der
Endotheldysfunktion und vor allem auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS), d.h. auf so genannten oxidativen Stress zuriickzufiihren [Cai, 2000].

In der Entstehung der symptomatischen koronaren Herzkrankheit stellen
aktivierte Thrombozyten, die trotz Aspirinbehandlung vorhanden sind, einen
wichtigen Pathomechanismus dar [Serebruany, 2001]. Dabei wurde eine
gesteigerte Thrombozytenaggregation sowie eine verminderte inhibitorische
Wirkung von NO auf dieses Aggregationsverhalten beobachtet [Chirkov, 1999].
Thrombozyten konnen — dhnlich wie das Endothel — selbst NO bilden, das
sowohl die Aggregation [Radomski, 1990] als auch die Anziehung weiterer
Thrombozyten hemmt [Freedman, 1997] [Loscalzo, 2001]. Bei Patienten mit

akutem Koronarsyndrom findet eine verminderte thrombozytire NO-
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Freisetzung statt im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris
[Freedman, 1998]. Dies deutet darauf hin, dass die reduzierte NO-
Konzentration an der Entstehung akuter Koronarsyndrome beteiligt sein
konnte, indem sie zur Anziehung weiterer Thrombozyten und damit zur
Thrombusbildung beitragt. So wurde beispielsweise erst kiirzlich gezeigt, dass
reduzierte NO-Bioverfiigbarkeit bei Diabetes zu gesteigerter
Thrombozytenaktivierung fiihrt [Schafer, 2004].

Der genaue Mechanismus, der zu einer gestorten Thrombozytenfunktion fiihrt,
ist noch nicht genau bekannt, aber viele Untersuchungen lassen den Schluss zu,
dass gesteigerter oxidativer Stress dabei eine wichtige Rolle spielt [Iuliano,
1997] [Takajo, 2001]. Beispielsweise wurde schon vor mehr als zehn Jahren an
stenosierten und Endothel-verletzten Koronararterien von Hunden
demonstriert, dass ROS einen wichtigen Anteil in der Beeinflussung der
Thrombozytenaggregation haben [Yao, 1993a]. Einige Befunde weisen darauf
hin, dass aktivierte Thrombozyten selbst oxidativen Stress erzeugen, indem sie
beispielsweise Superoxidanionen bilden [Wachowicz, 2002] [Krotz, 2004] und
so die NO-Bioverfiigbarkeit erniedrigen. Die Superoxidanionen-Produktion ist
moglicherweise durch Aktivierung des thrombozytaren Enzyms Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid-(Phosphat)-Oxidase (NAD(P)H-Oxidase) zu erklaren.
Dieses Enzym wird durch Proteinkinase C stimuliert. SchliefSlich kommt es
iiber eine gesteigerte Verfiigbarkeit von freigesetztem ADP zu einer vermehrten
Anziehung weiterer Thrombozyten [Krotz, 2002]. Des Weiteren wurde im
Tierexperiment beobachtet, dass die NO-Synthase der Thrombozyten bei einem
Mangel ihres Kofaktors Tetrahydrobiopterin vermehrt Superoxidanionen bildet
[Kanaya, 2001]. Etwas spater zeigten Dixon et al. bei Patienten mit
dekompensierter Herzinsuffizienz, dass auch durch Entkopplung der NO-
Synthase eine gesteigerte Superoxidanionen-Produktion stattfindet. Dabei
wurde gleichzeitig eine schlechtere Endothelfunktion sowie eine verminderte

thrombozytare NO-Bildung - im Vergleich zu Patienten mit funktioneller NO-
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Synthase oder Kontrollpersonen - beobachtet [Dixon, 2003]. Aus all diesen
Befunden ldsst sich folgern, dass eine gestorte Thrombozytenaktivierung
sowohl eine Ursache als auch eine Folge von gesteigertem oxidativen Stress sein
konnte [Iuliano, 1997].

Somit ldsst sich zusammenfassen, dass vermutlich eine gesteigerte
thrombozytare Produktion von ROS zusammen mit einer verminderten NO-
Bioverfiigbarkeit zu einer gestdrten Thrombozytenfunktion bei Patienten mit
symptomatischer koronarer Herzkrankheit fiithrt. Dadurch kommt es auch zu
einer Inhibierung der endothelialen NO-Aktivitat, die eine Endothel-
dysfunktion  zusatzlich  verstarkt.  Durch  die = Hemmung  der
Thrombozytenaggregation mit Hilfe der GP-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten kann
moglicherweise die Bildung von thrombozytiren ROS verhindert werden, so
dass NO vor Inaktivierung geschiitzt wird. Dieses Konzept wird durch die
Befunde von Chakrabarti et al. belegt, die zeigten, dass mit Hilfe der GP-
IIb/IlIa-Rezeptorblockade einerseits die thrombozytdre Freisetzung von ROS
vermindert und andererseits die thrombozytire NO-Produktion gesteigert
werden kann [Chakrabarti, 2004].

Die verminderte thrombozytidre Produktion von oxidativem Stress ist somit ein
weiterer moglicher Mechanismus, mit dem die positiven Effekte der GP-
IIb/Illa-Rezeptorblockade auf die Endothelfunktion und auf die endotheliale

NO-Bioverfiigbarkeit in dieser Studie zu erklaren sind.

4.4 Inflammation und Thrombozyten

4.4.1 Wechselwirkungen zwischen Thrombozyten und Leukozyten

Neben der vermehrten Aktivierung zirkulierender Thrombozyten sind
Entziindungsreaktionen in der Pathogenese thrombotischer Ereignisse relevant.
So regen aktivierte Thrombozyten das Endothel zur Expression von
verschiedenen inflammatorisch wirkenden Chemokinen, Zytokinen und

Adhasionsmolekiilen (wie ICAM-1, MCP-1, Endothelin u.a.) an [Gawaz, 1998],
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von denen die meisten an der Mobilisation, Bindung und Aktivierung von
Leukozyten beteiligt sind, welche wiederum eine wichtige Rolle bei der
Entstehung atherosklerotischer Prozesse spielen.

So wird bei Patienten mit akuter Myokardischdmie neben einer verstarkten
Thrombozytenaktivierung auch eine erhohte Aktivierung zirkulierender
Leukozyten beobachtet, die von gesteigerter Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine begleitet ist [Lindemann, 2001]. Bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom werden neben dieser verstarkten Aktivierung zirkulierender
Leukozyten auch vermehrt Wechselwirkungen zwischen Thrombozyten und
Neutrophilen beobachtet [Ott, 1996]. Huo et al. konnten zeigen, dass aktivierte
Thrombozyten die Bindung von Leukozyten an das Adhé&sionsmolekiil
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) sowie deren Adhéasion an
entziindliches oder atherosklerotisch verandertes Endothel fordern [Huo, 2003].
Aktivierte Neutrophile setzen auch Sauerstoffradikale frei, die Zellschdden in
der Mikromuskulatur verursachen und dadurch zu Reperfusionsschaden nach
Wiedereroffnung eines verschlossenen Gefdfses fithren konnen [Engler, 1989].
Insbesondere zirkulierende Neutrophile und Monozyten tragen zu
systemischen Entziindungsreaktionen bei akuter Myokardischdmie bei,
wahrend Lymphozyten kaum aktiviert werden [Takeshita, 1997].

So setzen aktivierte Thrombozyten beispielsweise das proinflammatorisch
wirkende Chemokin RANTES (regulated on activation normal T cell expressed
and secreted) frei, welches u.a. als Signal fiir einen vermehrten Einstrom von
Monozyten an entziindetem Endothel fungiert [von Hundelshausen, 2001] [von
Hundelshausen, 2005]. Mittels GP-IIb/IIla-Rezeptorblockade konnte dies also
verhindert werden, so dass weniger Wechselwirkungen zwischen
Thrombozyten und Leukozyten stattfinden und sich weniger Thrombozyten-
Leukozyten-Aggregate ausbilden.

Die vermehrte Zytokinsynthese und auch die Freisetzung von

Sauerstoffradikalen aus Leukozyten wird unter anderem durch das
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thrombozytare P-Selektin vermittelt [Nagata, 1993], welches auflerdem zur
Adhasion von Neutrophilen an das Endothel und damit zur Migration in das
perivaskuldre Gewebe im Rahmen myokardialer Reperfusion beitragt [Kogaki,
1999]. Daneben fithren auch abgespaltene Mikropartikel aktivierter
Thrombozyten zur Leukozytenadhdsion und —aktivierung [Forlow, 2000].

Es wurde gezeigt, dass die heterotypen Interaktionen zwischen Thrombozyten
und Leukozyten beim akuten Koronarsyndrom [Huo, 2003], mittels GP-IIb/IIIa-
Rezeptorblockade signifikant vermindert werden kénnen [Neumann, 1999]. Die
Inhibierung der genannten heterotypen Interaktionen vermindert die
Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen aus aktivierten Leukozyten und
verringert somit oxidativen Stress. Dies ist ein weiterer moglicher
Mechanismus, mit dem sich die Verbesserung der Endothelfunktion und der

endothelialen NO-Bioverfiigbarkeit in dieser Studie erklaren lasst.

4.4.2 Rolle des CD40/CD40 Ligand Systems

Wahrend der Aktivierung der Thrombozyten und ihrer GP-IIb/Illa-Rezeptoren
kommt es zur Expression des Oberflachenmolekiils CD40 Ligand (CD40L), das
sonst im Inneren verborgen liegt. Es handelt sich dabei um ein transmembranes
Protein, welches strukturell mit dem Zytokin Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-o)
verwandt ist und urspriinglich auf CD4-positiven T-Zellen identifiziert wurde.
Es besitzt auflerdem eine proinflammatorische Wirkung. Immer mehr
Untersuchungen belegen seine grofie Bedeutung hinsichtlich der Entwicklung
und des Fortschreitens von kardiovaskuldren Erkrankungen, indem es an CD40
auf Endothelzellen bindet [Phipps, 2000] und so die Expression bereits
genannter Chemokine, Zytokine und Adhasionsmolekiile hervorruft [Henn,
1998]. Somit kommt aktivierten Thrombozyten eine besondere Rolle bei der
Initiation von inflammatorischen Prozessen zu, die wesentlich an der

Entstehung der Atherosklerose beteiligt sind.
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Es wurde gezeigt, dass die endothelabhdngige Vasodilatation durch
inflammatorische Reaktionen deutlich vermindert wird. In vivo wurde
beobachtet, dass ein gesteigertes Niveau von gebundenem und ldslichem
CD40L bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom vorhanden ist [Aukrust,
1999]. Daraus wurde gefolgert, dass hohe Konzentrationen von CD40L
moglicherweise das Fortschreiten der FErkrankung bei diesen Patienten
begiinstigen.

Im Experiment mit atherosklerotischen Plaques bei Mausen wurde deutlich,
dass weniger Plaquerupturen und somit auch weniger Thrombusbildung
auftreten, wenn das Gen fiir CD40L ausgeschaltet oder die CD40L-CD40-
Interaktion durch Antikorperbehandlung blockiert wird. Die Plaques zeigten
dabei einen deutlich geringeren Gehalt an Leukozyten und somit eine erhchte
Stabilitat [Lutgens, 2000].

Besondere Bedeutung kommt den In-vitro-Befunden von Urbich et al. zu, die
demonstrierten, dass CD40L die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies in
Endothelzellen steigert. Dieser oxidative Stress inaktiviert endotheliales NO

und fiihrt so zur Endotheldysfunktion [Urbich, 2002].
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Abbildung 15: Modell der CD40L-induzierten proinflammatorischen und proatherogenen
Wirkungen auf das Endothel. 1. Die Aktivierung der Thrombozyten fiihrt zur Expression des
Oberflachenmolekiils CD40L. 2. Durch Interaktion zwischen thrombozytarem CD40L und
endothelialem CD40 kommt es 3. zur Expression von Chemokinen, Zytokinen und
Adhisionsmolekiilen, die inflammatorisch wirken und so die Entstehung atherosklerotischer
Prozesse fordern [Henn, 1998]. CD40L stimuliert aufSerdem das Endothel zur Bildung von ROS,
die wesentlich zur Endotheldysfunktion beitragen [Urbich, 2002].

Erst vor kurzem wurde demonstriert, dass die Verabreichung von GP-IIb/IIla-
Rezeptorantagonisten eine inhibitorische Wirkung auf die Expression von
CD40L in vitro hat [Nannizzi-Alaimo, 2003]. Furman et al. bestatigten diese
Ergebnisse zundchst in vitro [Furman, 2004] und spater auch in vivo bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom, bei denen eine PTCA durchgefiihrt
wurde. Es zeigten sich dabei neben einer verminderten Plasmakonzentration
von loslichem CD40L auch weniger Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate
[Furman, 2005].

Die Blockade von CD40L stellt somit einen weiteren moglichen Mechanismus
dar, der den positiven Effekt der GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade auf die
Endothelfunktion und auf die endotheliale NO-Bioverfiigbarkeit in dieser

Studie erklart.
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4,5 Ausblick

Endotheldysfunktion bei Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzkrankheit =~ wurde sowohl in peripheren als auch in koronaren
Widerstandsgefafien nachgewiesen [Drexler, 1997]. Mit der hier vorgestellten
Studie konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe von GP-IIb/Illa-
Rezeptorantagonisten eine signifikante Verbesserung der Endothelfunktion
peripherer Widerstandsgefafse erreicht wird.

Da vorliegende Untersuchungsergebnisse vermuten lassen, dass Thrombozyten
sowohl als Marker als auch als Mediator beziiglich der Endotheldysfunktion
fungieren, findet sich hier ein neuer Ansatzpunkt fiir das Verstindnis der
endothelialen = Dysfunktion. Durch den Einsatz der GP-IIb/Illa-
Rezeptorantagonisten kann also nicht nur die Thrombusbildung verhindert,
sondern auch die Endothelfunktion per se bei Patienten mit symptomatischer
koronarer Herzkrankheit verbessert werden. Um einen noch besseren Einblick
in die Interaktionen zwischen aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen zu
gewinnen, wadren weitere Untersuchungen erforderlich. Dabei konnte
beispielsweise die Wirkung der GP-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten auf die
thrombozytare NAD(P)H-Oxidase sowie auf die NO-Synthase-vermittelte
Superoxidanionen-Produktion bei Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzerkrankung untersucht werden.

Weiterhin konnte im Zusammenhang mit der thrombozytaren CDA40L-
Expresssion experimentell untersucht werden, inwieweit mit einer selektiven

CD40L-Blockade die Endothelfunktion verbessert werden kann.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Mit Hilfe der Glykoprotein-IIb/Illa-Rezeptorantagonisten kann nachweislich
die Rate an thrombotischen Komplikationen bei Patienten mit symptomatischer
koronarer Herzkrankheit, insbesondere im Zusammenhang mit PTCA, gesenkt
werden. Dabei wird nicht nur der epikardiale Fluss, sondern auch die
mikrovaskuldre Perfusion verbessert, was offenbar auf eine Hemmung
dysfunktioneller Wechselwirkungen zwischen aktivierten Thrombozyten und
Endothelzellen zuriickzufiihren ist. Ziel der vorliegenden Studie war es, den
Effekt der GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade mit Tirofiban und Eptifibatide auf die
Endothelfunktion peripherer Widerstandsgefafse einschliefllich der NO-
Bioverfligbarkeit bei Patienten mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit
zu untersuchen.

Einbezogen wurden insgesamt 40 Patienten mit bevorstehender PTCA, bei
denen die endothelabhdngige und -unabhidngige Vasodilatation mittels
Unterarmplethysmographie mit und ohne Verabreichung von GP-IIb/Illa-
Rezeptorantagonisten gemessen wurde. Dabei zeigten sich unter GP-IIb/IIla-
Rezeptorblockade jeweils eine gesteigerte endothelabhiangige Vasodilatation
sowie eine grofiere inhibitorische Wirkung dieser Vasodilatation durch L-
NMMA, wihrend die endothelunabhédngige Vasodilatation unverandert blieb.
Sechs Stunden nach Infusionsende war kein giinstiger Einfluss mehr auf die
endothelabhédngige Relaxation zu beobachten. Aus diesen Befunden lésst sich
schliefSen, dass der positive Effekt von Tirofiban und Eptifibatide auf die
Endothelfunktion offenbar mit einer vermehrten NO-Bioverfiigbarkeit
zusammenhangt.

Dieser positive Einfluss der GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade ist vermutlich mit
einer Hemmung der gestorten Wechselwirkungen zwischen aktivierten

Thrombozyten und Endothelzellen zu erklaren.
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Erhohter oxidativer Stress, der von Thrombozyten selbst gebildet wird, tragt
entscheidend zur Endotheldysfunktion und verminderter NO-Aktivitat bei und
kann mittels GP-IIb/Illa-Rezeptorblockade verhindert werden. Auch die
Aggregation von Thrombozyten mit Leukozyten sowie die Expression des
proinflammatorisch wirkenden thrombozytaren CD40L, das durch Interaktion
mit endothelialem CD40 das Fortschreiten kardiovaskuldrer Erkrankungen
fordert, kann gehemmt werden. Weiterhin wird zusatzlich die Freisetzung von
thrombozytarem NO gefordert, das die Endothelfunktion entscheidend
verbessert.

Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Thrombozytenaktivierung nicht nur
als Marker, sondern auch als wichtiger Mediator der Endotheldysfunktion

anzusehen ist.
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