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I. Einleitung

1.1 Chronische Herzinsuffizienz

Die chronische Herzinsuffizienz ist eine der haufigsten Erkrankungen der westlichen
Industrieldnder. Die Prognose ist auch nach der Einflihrung der Therapie mit Betablocker-
und ACE-Hemmer immer noch schlecht und mit der Prognose maligner Erkrankungen
vergleichbar (Owan, Hodge et al., 2006).

Die haufigste Ursache der chronischen Herzinsuffizienz ist die koronare Herzkrankheit (50-
60%). Gefolgt von der hypertensiven Herzkrankheit (9-20%). Mit einzubeziehen ist die
Koinzidenz von arterieller Hypertonie und koronarer Herzkrankheit. Ca. 40% der Patienten
mit KHK leiden an Bluthochdruck. Seltenere Ursachen sind Herzvitien, Myokarditiden,
Endokarditiden und toxische Kardiomyopathien (Felker, Thompson et al., 2000; Mcmurray e
Stewart, 2000) .

Das Verstandnis der Pathophysiologie hat sich in der letzten Zeit deutlich erweitert, wobei
zunachst von einem rein myokardialen Problem ausgegangen wurde. Heute wissen wir, dass
es sich um eine komplexe Multisystemerkrankung handelt mit Einbezug des neurokrinen,
muskuloskeletalen, renalen und immunologischen Systems.

Als Folge der eingeschrankten myokardialen Kontraktilitét kommt es zur verminderten
Organperfusion mit konsekutiver Aktivierung des sympathoadrenergen- und des Angiotensin-
Aldosteron-Systems.

Angiotensin II, ein Oktapeptid ist das Endglied des RAAS mit mehreren Wirkungen. Uber die
Stimulation des Angiotensin II (AT II)-Rezeptors kommt es zur Vasokonstriktion. Das
Durstgefiihl und der Appetit auf salzige Speisen werden im Gehirn gesteigert. Angiotensin II
bewirkt iber eine vermehrte Ausschittung von Aldosteron in der Nebennierenrinde eine
vermehrte Wasserriickresorbtion in der Niere. Dartiber hinaus hemmt Aldosteron den Nervus
Vagus und stimuliert den Sympathikus.

Somit fihrt das aktivierte RAAS zu einer vermehrten Vasokonstriktion, und damit zur
peripheren Widerstandserhéhung und bei gesteigerter Natrium- und Flissigkeitsretention zur
Erhdéhung des Plasmavolumens. Die resultierende chronische Nachlasterhéhung induziert die
Entwicklung chronischer struktureller Umbauprozesse im Myokard mit vermehrtem Einbau
von Kollagen und Fibroblasten. Dieser myokardiale Umbauprozess bewirkt einen
zunehmenden myokardialen Elastizitdtsverlust Uber eine Relaxationsstérung bis zur
Restriktion bzw. konsekutiver Progredienz der diastolischen Herzinsuffizienz (Modena, Aveta
et al., 2001).

Die chronische Aktivierung des sympathoadrenergen Systems unterhdlt ebenfalls den
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Progress der Erkrankung (Lymperopoulos, Rengo et al., 2007).

Patienten, die an einer Herzinsuffizienz erkrankt sind, haben einen 2- bis 3-fach erhdhten
Noradrenalinspiegel, begleitend mit Erh6hung anderer Katecholamine wie Dopamin und
Adrenalin (Cohn, Levine et al., 1984). Die daraus resultierende Ubersteuerung der
Chronotropie und Inotropie flihrt zu erhéhtem Energieverbrauch, ,Down“-Regulation der
Beta-1-Rezeptoren am Herzen, Verkiirzung der Diastolendauer, sowie
Kontraktilitdtsminderung (negative Frequenz-Kraft-Beziehung) und Arrhythmieneigung. Die
adrenerge Uberstimulation fiihrt in letzter Konsequenz durch die beschriebenen Effekte zur

Apoptose der Herzmuskelzellen.

Myokardkontraktilit&t
Herzinsuffizienz l

Vasokonstriktion Herzzeitvolumen |

Aktivierung:
- Sympathikus
- RAAS

Abb. 1 Circulus vitiosus der Herzinsuffizienz mit Aktivierung des sympathoadrenergen- und RAA-Systems.

In Folge der abnehmenden Herzleistung werden das sympathoadrenerge- und RAA-System aktiviert um eine ausreichende Organperfusion zu
erhalten. Die Folge davon ist eine erhéhtes Plasmavolumen durch vermehrte Wasserriickresorption und eine Erhéhung der Nachlast durch die
periphere Vasokonstriktion. Myokardiale Hypertrophie und Fibrose sind die Folge.

Medikament6s kann der Progression dieses pathophysiologischen Prozesses mit der
selektiven Betablockade im Sinne einer Myokardprotektion entgegen gewirkt werden.

Neuere Erkenntnisse weisen daraufhin, dass die Herzinsuffizienz mit einer chronischen
Inflammation, respektive mit einem Anstieg veschiedener Zytokine wie TNF alpha und
Interleukin 6 einhergeht. Eine erhdohte Mastzellendichte konnte sowohl bei Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie, als auch mit ischamischer Kardiomyopathie nachgewiesen
werden mit der Folge einer vermehrten Produktion bzw. erhéhten Aktivitat inflammatorischer
Mediatoren (Patella, Marino et al., 1998).

Es konnte gezeigt werden, dass Zytokine wie Interleukin 6 und Tumornekrosefaktor alpha
(TNF a) mit dem Schweregrad der Herzinsuffizienz zunehmen (Torre-Amione, Kapadia et al.,
1996).

Die Bedeutung und die genauen Ursprungsorte der Synthese der proinflammatorischen
Mediatoren im Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz sind noch nicht eindeutig geklart.

TNF alpha kann von kardialen Myozyten produziert werden. Der Trigger dafiir ist die



Druckbelastung des Ventrikels (Torre-Amione, Kapadia et al., 1996). Daraus konnte
abgeleitet werden, dass die erhéhte Zytokinkonzentration bei Herzinsuffizienz tberwiegend
myokardialen Ursprungs ist. Allerdings konnte bei einer vergleichenden Untersuchung von
Koronarsinusblut und arteriellem Blut kein signifikanter Zytokinkonzentrationsunterschied
nachgewiesen werden (Munger, Johnson et al., 1996). Ein weiterer Produktionsort fur
Zytokine sind Leukozyten, denen wahrscheinlich ein bedeutsamer zweiter Anteil an der
Zytokinerhéhung im Plasma zuzuordnen ist.

Auch die klinische Relevanz im Hinblick auf die Prognose dieser Patienten korrelierte mit der
Hbéhe der TNF alpha Plasmaspiegel (Rauchhaus, Doehner et al., 2000).

Die Zytokinaktivierung scheint bei milder Herzinsuffizienz der neurohumoralen Reaktion
voraus zu gehen (Benedict, Weiner et al., 1993).

Die vermehrte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine bei der Herzinsuffizienz steht
vermutlich im direkten Zusammenhang mit der RAAS-Aktivierung. Es konnte gezeigt werden,
dass Angiotensin die Zytokinausschiittung aktiviert und diese bei ACE-Hemmertherapie
signifikant reduziert wird (Brasier, Jamaluddin et al., 2000).

In jungster Zeit sind Untersuchungen mit immunmodulatorischer Therapie bei
Herzinsuffizienz unternommen worden - u. a. eine groBe Multicenterstudie mit dem
Turmornekrosefaktor-Alpha-Antagonisten Etanercept (Anker e Coats, 2002). Diese zeigten
keine Einflisse auf die klinischen Endpunkte Tod oder Hospitalisierung durch

kardiale Dekompensation. In der Attach-Studie kam es zur Ubersterblichkeit unter einer
immunmodulatorischen Therapie (Chung, Packer et al., 2003).

Zusammenfassend ist zu formulieren, dass die Herzinsuffizienz mit groBer Sicherheit im
Zusammenhang mit inflammatorischen Prozessen steht. Die daraus entstehenden mdglichen

Therapieoptionen miissen zunachst noch weiter evaluiert werden.



1.2 Koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit gehért auch nach verbessertem Therapieregime immer noch zu
den Erkrankungen mit der héchsten Mortalitatsrate und gilt als wichtige Ursache fiir die

Entwicklung einer Herzinsuffizienz (statistisches Bundesamt 2007).

Eine Schlisselrolle in der Entwicklung der Atherosklerose und der damit einhergehenden
KHK spielt die Entzlindungsreaktion (Ross, 1999).

Am Anfang dieser Erkrankung kommt es zu Mikroverletzungen des Endothels, zumeist
bedingt durch die kardiovaskuldren Risikofaktoren. Die 4 wichtigsten Risikofaktoren sind der

arterielle Hypertonus, das Rauchen, die Hyperlipoproteindmie und der Diabetes mellitus.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass es bei Vorliegen dieser Risikofaktoren zur
vermehrten Produktion von Superoxidradikalen aus der geschadigten GefaBwand kommt,
wodurch das gebildete NO oxidiert und inaktiviert wird (Kojda e Harrison, 1999). Darilber
hinaus kommt es im Zusammenhang mit diesen Risikofaktoren zur verminderten Produktion
vasodilatierender und antiinflammatorischer  Mediatoren wie  Prostacyclin  und
Stickstoffmonoxid (NO) (Bdger et al. 1997).

Die Folge davon ist, dass drei bedeutsame Reaktionsablaufe entstehen:

1. Gesteigerte endotheliale Leukozytenadhdasion und -migration
2. Zunahme der Thrombozytenadhdsion und —aggregation

3. Anreicherung von Low Density Lipoproteins (LDL) in der Intima.

Leukozytenadhéasion und -migration

Das gesteigerte Angebot an Superoxidanionen mit konsekutiver mangelnder NO-
Bioverfligbarkeit wird unter dem Oberbegriff ,oxidativer StreB" geflihrt. Es resultiert eine
vermehrte Expression von Adhdsionsmolekilen auf Leukozyten wie z.B. E- und P-Selektin,
sowie eine vermehrte Bildung von Integrinen und Selektinen auf dem Endothel. Zu Anfang
Jrollen® die Leukozyten Uber das Endothel, um bei Kontraktion der Endothelzelle in die
Arterienwand zu migrieren (Leukozytentransmigration). Durch die Ausschittung von

Zytokinen wird die Entziindungskaskade weiter aufrecht erhalten (Springer, 1995).
Thrombozytenadhdasion und -aggregation

Thrombozyten lagern sich an die GefaBinnenwand an, wodurch ein komplexer



thrombozytarer Aktivierungsvorgang in Gang gesetzt wird. Die Anheftung erfolgt mit Hilfe
eines von Endothelzellen sezernierten Proteins, dem von Willebrand-Faktor (VWF), der eine
Briicke zwischen Kollagenfasern der geschadigten GefaBwand und dem Thrombozyten bildet.
Unmittelbar nach dieser Bindung kommt es zur Aktivierung des Thrombozyten mit
Ausschittung von Thromboxan, ADP und Serotonin, die eine Aktivierung und Rekrutierung
anderer Thrombozyten hervorrufen.

Der aktivierte Thrombozyt andert seine Form, indem er Pseudopodien ausbildet und somit
mit anderen aktivierten Thrombozyten ein Aggregat bildet.
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Abb. 2 Thrombozytenadhésion —aggregation

Nach Verletzung des Endothels mit Freilegung subendothelialer Strukturen kommt es zur Adhdsion von Thrombozyten. Thrombozyten besitzen
einen membrangelegenen Rezeptor (GPIb), der (liber den sogenannten von-Willebrand-Faktor an das Endothel bindet. Es kommt zur
Formédnderung des Thrombozyten und Ausschiittung von Mediatoren (Thromboxan, ADP, Serotonin, Fibrinogen), die ihrerseits weitere
Thrombozyten anlocken. Durch den GPIIb/IlIa-Rezeptor kommt es (ber Fibrinogenbriicken zur Bindung anderer Thrombozyten mit konsekutiver
Aggregation.

Der Thrombozyt interferiert nicht nur mit weiteren Thrombozyten, sondern durch
Ausschittung von Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-B, EGF, bFGF), proinflammatorischen
Faktoren (IL-1, CD40-Ligand, p-Thromboglobulin), Koagulationsfaktoren (Faktor V, Faktor
XI, PAI-1, Plasminogen, Protein S) und hydrolytischen Enzymen mit dem Endothel und der
weiBen Zellreihe, die entscheidend an der Entstehung und Progression atherosklerotischer
Plaques beteiligt sind (Ruggeri, 2002; Gawaz, Langer et al., 2005).

Anreicherung von LDL in der GefaBwand

Es kommt nach Schadigung des Endothels zur Anreicherung von Low-Density-Lipoprotein
(LDL) im Endothel. Dieses wird oxidiert und von Makrophagen phagozytiert. Die daraus
resultierenden Schaumzellen, welche sich in der Intima zu Lipidflecken ,fatty streaks"
formieren, sind wesentlicher Bestandteil der atherosklerotischen Plaques (Boisvert, Santiago
et al., 1998).



Die Makrophagen produzieren ihrerseits wiederum Zytokine (TNF alpha, IL 6, IL 1), die die
Einwanderung und Proliferation von GefaBmuskelzellen férdern. Zudem kommt es durch die
Schaumzellenbildung zur Schadigung des Endothels und damit zur Aktivierung von
Thrombozyten.

Aus dem Genannten wird ersichtlich, dass die Atherosklerose als eine komplexe chronische
Entziindung verstanden werden kann (Libby, Ridker et al., 2002).

Gemeinsame Endstrecke der vorgenannten Reaktionswege ist die zunehmende Reduktion
der Stickstoffmonoxidbioverfligbarkeit durch direkte oder indirekte Oxidation.

Ein Circulus vitiosus beginnt, indem die weitere Verminderung der NO-Bioverfiigbarkeit
erneut die genannten Kaskaden in ihrer Prozessaktivitat unterhalt.

1.3 Endotheliale Dysfunktion

Vereinfacht kann die endotheliale Dysfunktion durch eine verminderte vasodilatatorische
Kapazitdt in Folge einer verminderten Bioverfligbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO)
verstanden werden (Celermajer, 1997). Der GefdBtonus wird entscheidend durch die
Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) reguliert (Forslund, Nilsson et al., 2000).
Stickstoffmonoxid aktiviert intrazelluldr die Guanylylcyclase, woraufhin es zu einem Anstieg
von Guanosin-Monophosphat (GMP) kommt. Guanosin-Monophosphat bewirkt eine
Phosphorylierung der Proteinkinasen, die ihrerseits wiederum Myosinleichtkettenkinasen
phosphorylieren, so dass diese eine verminderte Affinitét zum Calcium-Calmodulin-Komplex
entwickeln und damit inaktiv bleiben. Die daraus resultierende  Verminderung der

Calciumkonzentration 10st die Vasodilatation aus.

Die Vasodilatation ist quantitativ mit der Endothelfunktionsmessung bestimmbar. (genaue
Methodik weiter unten erklart)

Stickstoffmonoxid wird aus der Aminosaure L-Arginin gebildet mit Hilfe der endothelialen NO-
Synthetase (eNOS) (Li e Forstermann, 2000). Eine luminale NO-Freisetzung inhibiert die
Thrombozytenaggregation und Monozytenadhdsion (Szmitko, Wang et al., 2003), wahrend
die abluminale Freisetzung von NO, durch oben beschriebenen Prozess zur Relaxation glatter
GefaBmuskelzellen flihrt. Diese Freisetzung kann durch Scherkrafte oder verschiedene

Pharmaka hervorgerufen werden.
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Abb. 3 Stickstoffmonoxid vermittelte Vasodilatation

Stickstoffmonoxid wird bei der Umwandlung von L-Arginin zu Citrullin freigesetzt. Ein Vorgang der von der endothelialen NO-Synthase katalysiert
wird. Dieses Enzym kann aber nur in Anwesenheit von Calcium, welches sich mit Calmodulin verbindet, aktiviert werden.

Nach Freisetzung diffundiert NO in die GefaBmuskelzelle und stimuliert dort eine lsliche Guanylylcyclase, mit der Folge eines intrazelluldren
cGMP-Anstiegs, der wiederum eine Aktivierung der cGMP abhangigen Proteinkinase induziert, damit eine verminderte Ca-Empfindlichkeit bewirkt
und so zur Relaxation der GefaBmuskelzelle bzw. Dilatation des GefaBes fiihrt.

Stickstoffmonoxid reguliert nicht nur den GefaBtonus, sondern hat ausgepragte
antiinflammatorische und antiaggregatorische Effekte.

Die antiinflammatorischen Effekte resultieren aus der Hemmung der Expression von
Oberflachen-Adhasions-Molekiilen wie CD 11/18, P-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1. Hierdurch
wird die Adhdsion von Monozyten an das Endothel und die Migration durch die GefaBwand
gemindert (Kubes, Suzuki et al., 1991; Davenpeck, Gauthier et al., 1994).

Durch eine luminale Sekretion von Stickstoffmonoxid kommt es zur direkten Hemmung von
Thrombozyten (Radomski, Palmer et al., 1987).

Kardiovaskulare Risikofaktoren wie Rauchen, Diabetes mellitus, Hypertonus und
Hypercholesterindmie gehen mit einer endothelialen Dysfunktion einher (Zeiher, Drexler et
al., 1991; Celermajer, 1997; Yudkin, Stehouwer et al, 1999). Durch die genannten

Risikofaktoren kommt es zur vermehrten Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen, vor
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allem Superoxid, das seinerseits NO oxidiert. Die hiermit einhergehende NO-Konsumption
fuhrt nicht nur zur verminderten NO-Bioverfuigbarkeit, sondern zur Generierung toxischer

Oxidantien wie Peroxinitrit.
NO° (Stickstoffmonoxid) + 0,°(-) (Superoxid) => ONOO® (Peroxinitrit)
Resultierend ist die Bildung von Molekiilen, die auch strukturell die GefaBwand alterieren.

Zudem konnte man zeigen, dass die endotheliale Dysfunktion ein eigenstandiger
Risikomarker fiir erneute kardiale Ereignisse bei Patienten mit manifester KHK und
Herzinsuffizienz ist (Suwaidi, Hamasaki et al., 2000; Heitzer, Baldus et al., 2005).

1.4 Thrombozytenaggregationshemmung
1.4.1 ASS

Acetylsalicylsaure wirkt durch irreversible Hemmung der Cyclooxygenase-1 (COX-1) schon in
geringen Dosen (50-100 mg) thrombozytenaggregationshemmend (Pedersen e Fitzgerald,
1984).

Mit steigender Dosis und zusatzlicher Hemmung der Cyclooxygenase-2 (COX-2) auch
analgetisch, antipyretisch und antiinflammatorisch.

Die Wirkung der Acetylsalicylsdure beruht auf der Hemmung der Synthese von
verschiedenen Prostaglandinen wie z.B. Thromboxan A2 (TxA2) und Prostacyclin
(Prostaglandin 12, PGI2) (Marnett e Kalgutkar, 1999).

Entscheidend in dieser Untersuchung ist sicherlich die Hemmung der Thromboxansynthese
und die damit einhergehende irreversible Hemmung der Thrombozytenaggregation.

Die Hemmung des endothelial gebildeten Prostacyklin mit seiner thrombogenen Eigenschaft
ist bei ausgepragtem First-Pass-Metabolismus in der geringen Dosis von 100 mg zu

vernachlassigen.
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1.4.2 Clopidogrel

Clopidogrel, ein Mitglied der Gruppe der Thienopyridine, ist mittlerweile zu einem wichtigen
Therapeutikum fir Patienten mit koronarer Herzkrankheit geworden (CAPRIE Steering
Committee, 1996; Yusuf, Zhao et al., 2001).

Clopidogrel verhindert die Aggregation von Thrombozyten, indem es den ADP-Rezeptor
P2Y12 (Hollopeter, Jantzen et al., 2001) nicht-kompetitiv und irreversibel blockiert (Savi,
Pereillo et al., 2000).

, Clopidogrel, Ticlopidin

ADP

-y |

Fibrinogen <

Collagen
TXA,

TXA,

Abb. 4 Medikamentdse Thrombozytenaggregationshemmung

Acetylsalicylsdure schaltet die COX I vermittelte Thromboxansythese aus und hemmt somit die Thrombozytenaggregation irreversibel. ADP-
Rezeptorantagonisten wie z.B. Clopidogrel binden kovalent an (P2Y12)-Rezeptor. Dadurch wird die durch ADP ausgeldste
Thrombozytenaggregation gehemmt. Die gemeinsame Endstrecke von ASS und Clopidogrel miindet in der Freilegung des GPIIbIIla-Rezeptors mit
konsekutiver Bindung an andere Thrombozyten (iber Fibrinogen. Dieser kann durch GPIIbIIIa-Antagonisten wie z.B. Abciximab gehemmt werden.

Der Rezeptor P2Y12 wird ausschlieBlich im Gehirn, auf Megakaryozyten und auf
Thrombozyten exprimiert (Hollopeter, Jantzen et al, 2001) und beeinflusst die
Thrombozytenadhdsion und deren Aktivierung, sowie Thrombuswachstum und dessen
Stabilitat.

Die Aktivierung des Rezeptors erfolgt Uber die Bindung von ADP, welches von verletzten
BlutgefaBen, Erythrozyten und aktivierten Thrombozyten freigesetzt wird (Hollopeter,
Jantzen et al., 2001).

Bei Clopidogrel handelt es sich um ein sogenanntes ,, Prodrug®. Dieses wird durch Oxidation
und anschlieBender Hydrolyse in der Leber durch die Cytochrom-P450-Isoenenzyme 2B6 und
3A4 in seinen aktiven Metaboliten transformiert (Savi, Pereillo et al., 2000). Der Metabolit
bindet an den P2Y12 Rezeptor, inaktiviert ihn und verhindert somit irreversibel die
Thrombozytenaktivierung.

Durch die irreversible Bindung von Clopidogrel an den Rezeptor werden nach Absetzen des
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Medikamentes ca. 5-7 Tage bendtigt, um die Thrombozytenfunktion durch
Plattchenneubildung wieder herzustellen (Savi, Labouret et al., 2001).
Gegenwartige verfligbare Daten zeigen, dass nicht alle Patienten die gleiche
Ansprechrate auf eine konventionelle Clopidogreltherapie haben, und damit fir
vermehrte atherothrombotische Ereignisse gefahrdet sind (Aleil, Ravanat et al.,
2005).

Diese so genannte ,Clopidogrel-Resistenz" ist in ihrer Ursache bislang noch nicht
endglltig geklart. Die Cytochrom-P450-Isoenzyme und individuelle genetische
Polymorphismen, zur Aktivierung von Clopidogrel in seinen aktiven Metaboliten,
spielen in diesem Zusammenhang eine entscheidende Rolle.

In jungster Zeit konnten alternative ADP-Rezeptorantagonisten entwickelt
werden, die durch eine andere Metabolisierung (Prasugrel) oder durch einen
direkt aktiven Metaboliten (Ticagrelor) diese Clopidogrel-Resistenz umgehen und

maoglicherweise lberlegen sind (Schémig, 2009).
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Abb.5 Biotransformation von Clopidogrel, Prasugrel und Ticagrelor (Schémig, 2009)

Ticagrelor muss nicht wie Clopidogrel erst in einen aktiven Metaboliten transformiert werden. Es bindet direkt an den P2Y12-Rezeptor und kann
seine Wirkung unmittelbar entfalten. Prasugrel und Clopidogrel hingegen sind “Prodrugs” und miissen nach intestinaler Resorption in Abhédngigkeit
von den in der Leber befindlichen Isoenzymen P- 450 in ihre aktive Form (berfiihrt werden.
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1.5 Marker fiir Inflammation und oxidativen Stress
1.5.1 Myeloperoxidase (MPO)

Myeloperoxidase (MPO), ein in neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen
exprimiertes Protein dient, so glaubte man bislang, ausschlieBlich der innaten
Immunabwehr, indem es in Gegenwart von H,0, bakterizide Spezies wie HOCI generiert.
Untersuchungen in jlingster Vergangenheit zeigen, dass MPO allerdings wichtige Funktionen
in der Pathogenese der chronisch vaskularen Inflammation zugeschrieben werden kénnen.
Es konnte gezeigt werden, dass hohe MPO Serumspiegel mit einem erhéhten Risiko flr
Myokardinfarkt und Tod einhergehen (Baldus, Heeschen et al., 2003; Brennan e Hazen,
2003). Durch erhohte Granulozytenaktivierung kommt es zur vermehrten lokalen
Ausschittung von MPO, die ihrerseits zunachst an die endotheliale Oberflédche bindet.

Nach der Bindung an die Endothelzelle folgt anschlieBend eine endotheliale Transzytose und
Akkumulation im subendothelialen Raum (Baldus, Heeschen et al., 2003; Mollnau, Schulz et
al., 2003). Diese strategisch glinstige Position befahigt die MPO zur Oxidation von
endothelial generiertem NO auf dem Weg zu dessen Wirkort der Tunica media. Der von der
MPO induzierte Oxidationsprozess findet nicht direkt, sondern Uber niedermolekulare
Radikalzwischenprodukte wie Askorbyl- oder Tyrosylradikale statt, die wiederum eine

Akzentuierung der Oxidation von NO in vivo im subendothelialen Raum der GefdBe

hervorrufen.
[ e\
e/
F— D 1. Degranulation von MPO aus Granulozyten
. DG
NO MPO 2. Transzytose und Akkumulation im
~ > subendothelialen Raum
- > G@c - cGMP g 3. NO-Oxidation durch MPO (iber
~— - AW 0 a " | !\ ,/j y
; g ’ Radikalzwischenprodukte

e ———

Abb. 6 Oxidation von Stickstoffmonoxid durch Myeloperoxidase

Folge ist eine verminderte Bioverfligbarkeit des endothelial generierten Signalmolekdils
Stickstoffmonoxid (NO) (Eiserich/Baldus et al. Science 2002).
Die daraus resultierende Reduktion der NO- Bioverfligbarkeit verstarkt die endotheliale

Dysfunktion, da potente antiinflammatorische Eigenschaften von Stickstoffmonoxid entfallen.

14



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

RANTES ist ein Chemokin der C-C-Subfamilie. Es wird in den Granula von Thrombozyten
gespeichert und bei Thrombozytenaktivierung freigesetzt. RANTES nimmt nach Exkretion
Einfluss auf die Aktivierung von Zellen der weien Reihe (Lymphozyten, Killerzellen,
Mastzellen) und Thrombozyten (Von Hundelshausen, Weber et al.,, 2001; Molero, Lopez-
Farre et al.,, 2005; Von Hundelshausen, Koenen et al., 2005). Der genaue
Interaktionsmechanismus dieser beiden Zellreihen ist noch nicht gut verstanden (Weyrich,
Prescott et al., 2002). Entscheidend ist aber, dass die Progression der Atherosklerose und
der  Schweregrad einer  dilatativen Kardiomyopathie mit  der  RANTES-
Plasmaspiegelkonzentration korreliert (Weyrich, Prescott et al., 2002; Sigusch, Lehmann et
al., 2006).

Welt et al. konnten 2004 zeigen, dass Eptifibatid, ein GP-IIb/IIla- Rezeptorantagonist, die
Plasmakonzentration von RANTES signifikant senkt (Welt, Rogers et al., 2004). Heitzer et al.
konnten 2006 ebenfalls diesen Effekt unter der dualen Thrombozytenaggregationshemmung
mit ASS und Clopidogrel nachweisen (Heitzer, Rudolph et al., 2006).

Die Beeinflussung der RANTES-Spiegel in der Monotherapie mit Clopidogrel im Vergleich zu
ASS wurde bei Patienten mit eingeschrankter linksventrikuldrer Funktion bisher noch nicht

untersucht.

1.5.3 Hochsensitives C-reaktives Protein (hsCRP)

Das C-reaktive Protein wird vorwiegend von der Leber synthetisiert und gehért zu den Akute-
Phase-Proteinen, deren Sekretion durch Zytokine stimuliert wird (Gabay e Kushner, 1999).
So kommt es bei Gewebeldsionen, Nekrosen und bei bakteriellen Infektionen zum Anstieg
dieses Proteins (Pepys, 1981). Das C-reaktive Protein aktiviert das Komplementsystem und
bindet an phagozytierenden Zellen.

Erhdhte Konzentrationen von hochsensitivem CRP wurden mit inflammatorischen Prozessen
im Rahmen der Atherosklerose in Zusammenhang gebracht (Ridker, 2007).

In der Physicians Health Study konnte in einem Niedrigrisikokollektiv eine lineare Korrelation
von CRP-Spiegel und Inzidenz fir Myokardinfarkt gezeigt werden (Ridker, 1997).

Nicht nur fir die KHK ist CRP als ein Marker beschrieben worden. Kaneko et al. wiesen bei
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie, die einen erhdéhten CRP-Spiegel hatten, eine
erhéhte Mortalitét nach (Kaneko, Kanda et al., 1999).
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1.5.4 Interleukin 6

Interleukin 6 ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 26 kD, das nicht nur
von immunkompetenten Zellen, wie Makrophagen oder Lymphozyten, sondern auch von
endothelialen und mesenchymalen Zellen synthetisiert werden kann.

Die Produktion von IL6 wird durch bakterielle Toxine, Viren, aber auch durch andere
Zytokine wie TNF alpha und Interleukin 1 induziert. Interleukin 6 I6st die Aktivierung und
Differenzierung von Immunzellen aus und induziert die Akutphase-Reaktion mit
Ausschittung von C-reaktivem Protein in der Leber.

Der Interleukin 6 Plasmaspiegel geht dem CRP-Konzentrationsanstieg 24-48 Stunden voraus.
Diese Eigenschaft macht man sich in der Intensivmedizin zur raschen Beurteilung akuter
septischer Krankheitsbilder zunutze.

Interleukin 6 wird sowohl bei der koronaren Herzkrankheit, als auch bei der Herzinsuffizienz
erhdht vorgefunden.

Es wird angenommen, dass als Folge der chronischen Herzinsuffizienz, TNF alpha die
Interleukin 6- Produktion induziert (Seta, Shan et al., 1996). Darliber hinaus ist die Hohe des
Interleukin 6- Spiegels ein starker eigenstindiger Pradiktor fiir das Uberleben bei Patienten
mit chronischer Herzinsuffizienz (Tsutamoto, Hisanaga et al., 1998).

Interleukin 6 steht zudem auch in Beziehung zu inflammatorischen Prozessen bei der
koronaren Herzkrankheit. Nijm et al. konnten signifikant erhéhte Plasmaspiegel bei Patienten

im akuten Koronarsyndrom nachweisen (Nijm, Wikby et al., 2005).

1.5.5 BNP (Brain-natriuretic-peptide)

BNP ist ein 32- Aminosdauren-Neurohormon, dass bei erhdhter Wandspannung des linken
oder rechten Ventrikels intraventrikuldr ausgeschittet wird (Yasue, Yoshimura et al., 1994;
Levin, Gardner et al., 1998).

Die HOohe des BNP korreliert mit der klinischen Symptomatik der Herzinsuffizienz (Remme e
Swedberg, 2001).

Daruber hinaus hat BNP einen prognostischen Wert als Marker bei
Myokardinfarkt (Richards, Nicholls et al., 1998) und Herzinsuffizienz (De Lemos,
Morrow et al., 2001).

Es ist erforderlich, dass bei der Interpretation der BNP-Plasmakonzentration die
Einflussnahme von Alter, Geschlecht, Nierenfunktion und Pharmakotherapie mit
berlicksichtigt wird (Luchner, Burnett et al., 2000; Luchner, Hengstenberg et al.,
2002).
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1.5.6 Elastase

Elastase ist ebenso wie MPO ein Enzym, das in den azurophilen Granula von
neutrophilen Granulozyten gespeichert wird und bei Aktivierung derselben ins
Plasma freigegeben wird.

In unserer Studie bestimmten wir Elastase, um zu untersuchen, ob und inwieweit
die MPO-Plasmaspiegelveranderung auf eine vermehrte Degranulation von
Leukozyten basiert.

Elastase ist zudem ein von MPO unabhangiger Marker flir vaskuldare Inflammation
bei der KHK als auch ein Parameter flir die Progression der chronischen
Herzinsuffizienz. Clark et al. konnten bei Patienten mit hochgradig
eingeschrankter LV-Funktion nach Implantation linksventrikularer
Herzunterstlitzungssysteme (left ventricular assist devices, LVAD) einen Abfall
erhdhter Elastasespiegel im Serum zeigen (Clark, Loebe et al., 2001).

Amaro et al. konnten im Serum signifikant hdhere Elastasekonzentrationen
messen bei Patienten mit KHK und angiographisch gesicherten Koronarstenosen
(Amaro, Gude et al., 1995).
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1.6 Ziele der Studie

Das Ziel dieser Studie war, die antiinflammatorischen Effekte einer Dauertherapie von
Clopidogrel 75 mg im Vergleich zu ASS 100 mg bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
und eingeschrankter linksventrikuldrer Funktion zu evaluieren.

Heitzer et al. konnten unter einer dualen Therapie mit ASS und Clopidogrel die
antiinflammatorischen Effekte unter Clopidogrel durch Verbesserung der Endothelfunktion
bei Patienten nach akutem Koronarsyndrom belegen (Heitzer, Rudolph et al., 2006). Auch in
anderen Arbeitsgruppen wurden diese Effekte gezeigt. Molero et al. konnten die Abnahme
der Expression von P-Selectin und CD40L als zusatzlichen Wirkmechanismus von Clopidogrel
nachweisen (Molero, Lopez-Farre et al., 2005).

Darliber hinaus wurde nachgewiesen, dass Clopidogrel die Interaktionen von Thrombozyten
und Leukozyten reduziert (Xiao e Theroux, 2004).

Bislang liegen keine Daten darlber vor, ob und welche antiinflammatorischen Effekte
Clopidogrel bei Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie hervorruft.

Die Effekte von Clopidogrel auf die Endothelfunktion bzw. auf die vaskuldaren Inflammation
sind in bisherigen Studien bei Patienten mit kompensierter Herzinsuffizienz noch nicht
untersucht worden.

In der vorliegenden Untersuchung wurde erstmalig die Endothelfunktion und die vaskulare
Inflammation bei kompensierter ischamischer Herzinsuffizienz analysiert.

Primdrer Endpunkt der gegenwartigen Studie war die Veranderung der flussabhdngigen
Dilatation der A. brachialis, gemessen mittels Ultraschall vor und unter einer Therapie mit
Clopidogrel versus ASS.

Sekundadrer Endpunkt dieser Untersuchung war die Veranderung der inflammatorischen

Marker und dem Herzinsuffizienzmarker BNP.
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II. Material und Methode

2.1 Auswahl der Patienten

Es wurden 64 Patienten eingeschlossen, die im Universitdren Herzzentrum Hamburg-

Eppendorf im Jahr 2007 stationar oder ambulant vorstellig wurden. Alle Patienten gaben ihr

schriftliches Einverstandnis.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Arztekammer Hamburg genehmigt
(EudraCt-Nrummer: 2006-000001-27).

Einschlusskriterien

mannliche und weibliche Patienten
chronische ischamische Kardiomyopathie mit LV-EF < 40% (ermittelt mittels
TTE/TEE oder LV-Angio)

Vorliegen der schriftlichen Einverstandniserklarung

Ausschlusskriterien

Alter unter 18 Jahren

Schwangerschaft, Stillzeit

bekannte Niereninsuffizienz (Kreatinin > 1,5 mg/dI)

bekannte Leberinsuffizienz

schweres Asthma bronchiale

Herzinsuffizienz valvulérer oder kongenitaler Atiologie

hoéhergradige Klappenvitien

Perkutane Intervention wahrend der Studiendauer

Akutes Koronarsyndrom

bekannte Unvertraglichkeit gegen eines der verwandten Medikamente bzw. gegen
NSAR

bekanntes Magen- oder Duodenalulkus

gleichzeitige Therapie mit anderen Antikoagulanzien (Cumarin-Derivate oder
Heparin in therapeutischer Dosierung; Ausnahme: niedrig-dosierte Heparin-
Therapie)

krankhaft erhéhte Blutungsneigung (hdmorrhagische Diathese)

intrakranielle Blutung
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2.2 Studienprotokoll

In dieser monozentrisch, randomisierten, doppelblind kontrollierten Studie wurden 64
Patienten mit chronisch ischamischer Kardiomyopathie untersucht und behandelt - davon 32,
die mit Clopidogrel 75 mg und eine Vergleichsgruppe von 32 Patienten, die mit ASS 100 mg
therapiert wurden. Zuvor waren alle Patienten auf eine Monotherapie mit ASS 100 mg
eingestellt. Die Ubrige medikamentése Therapie wurde unverdandert fortgefuhrt. Es wurde
expliziet darauf geachtet, dass keine weiteren zusatzlichen, insbesondere
endothelfunktionsbeeinflussenden Medikamente, verordnet wurden. Die Gesamtdauer der
Studie betrug 3 Monate. In dieser Zeit musste jeder Patient an drei Studienvisiten
teiinehmen, in denen Endothelfunktion, das Routinelabor und die Plasmaspiegel

verschiedener inflammatorischer Marker untersucht wurden.

So ergab sich folgender Studienablauf:

n=64
EF<40%
Randomisierung
Clopidogrel ASS
n=32 n=32

1.Studienvisite mit:
- Bestimmung der Endothelfunktion
- Plasmabestimmung von MPO, Elastase, IL6, RANTES, hsCRP und BNP

2.Studienvisite nach 4 Wochen mit:
- Bestimmung der Endothelfunktion
- Plasmabestimmung von MPO, Elastase, IL6, RANTES, hsCRP und BNP

3.Studienvisite nach 12 Wochen mit:
- Bestimmung der Endothelfunktion
- Plasmabestimmung von MPO, Elastase, IL6, RANTES, hsCRP und BNP
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2.3. Endothelfunktionsmessung

Die Endothelfunktionsmessung wurde nach den Empfehlungen der internationalen Leitlinie
fur Endothelfunktionsmessung durchgeflihrt (Corretti, Anderson et al., 2002).

Da die Endothelfunktion durch Faktoren wie  z.B. Nahrungsaufnahme,
Temperaturschwankungen und Rauchen beeinflusst wird, wurden alle Patienten nichtern
untersucht und durften 6 Stunden nicht geraucht haben. Die Untersuchungen fanden in

einem abgedunkelten, leisen und temperierten Raum statt.

FMD (flow mediated dilation)

Unter Verwendung eines hochauflésenden Ultraschallgerates (12 MHz-Schallkopf) wurde die
A. brachialis oberhalb der Fossa antecubitalis in einer Filmsequenz aufgenommen und der
GefaBdurchmesser dokumentiert. Nach suprasystolischer Kompression tiber 5 Minuten wurde
der Durchmesser erneut an exakt derselben Stelle bestimmt. Zusatzlich erfolgte die Messung
des Flusses pro Zeiteinheit (VTI) mit Hilfe eines PW-Dopplers vor und nach Okklusion. Die
Zunahme des Blutflusses und Auslésung von Scherstress nach Lésen der Manschette stellt
den Stimulus fir die NO-Freisetzung aus dem Endothel dar und wird als reaktive Hyperamie

bezeichnet.

| = Brachial Analyzer DICOM - [New Study]

Trarmng Step 2 of 3 - Review, Intervene the near and/or lar border detection f necessary

Backtostep 1| Pontnearborder | Ponttarborder | [MostAcouwate Proceed

3 Fr 12/08/200% SIEMENS

Abb. 7 Ultraschalldarstellung der A. brachialis im Langsschnitt und Messung des Gefddurchmessers
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NMD (glycerin mediated dilation)

Nach einer Ruhephase von 10 Minuten wurde die nitroinduzierte Vasodilatation ermittelt. Vor
einer sublingualen Nitroglyzeringabe wurde zunachst erneut der GefaBdurchmesser
bestimmt. 4 Minuten nach Nitrogabe wurde die flussunabhangige Vasodilatation in einer

Filmsequenz dokumentiert.

45-60 sec
) after cuff 4 min after
Baseline release nitroglycerin

Abb.8 Endothelfunktionsmessung aus (Corretti, Anderson et al., 2002)

Die Diameter wurden mit Hilfe einer speziellen Auswertesoftware (Brachial Analyzer, Medical

Imaging Application LLC) ermittelt.
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2.4. Probengewinnung

In jeder Studienvisite erfolgte eine Blutentnahme. Das Blut wurde in einem
Heparinréhrchen gewonnen und im Anschluss bei 4000 Umdrehungen/Minute 3
Minuten zentrifugiert. Der Plasmatiberstand wurde bei -80 Grad bis zur endgiiltigen

Messung der inflammatorischen Marker eingefroren.

2.5. Sandwich-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Das Plasma wurde zundchst Gber Nacht bei +4°C aufgetaut und am nachsten Morgen mit
einem Probenverdiinnungspuffer in vorgegebener Anleitung des ELISA-Testherstellers
verdiinnt. Daraufhin erfolgte die Pipettierung und Inkubation einer Mess- und Standardreihe
auf eine Mikrotiterplatte. Diese Platte ist mit einem polyklonalen Antikérper (coating-
Antikdrper) beschichtet, sodass das im Plasma befindliche Antigen hier binden kann.

Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte mit einem daflir vorgesehenen
Waschpuffer gewaschen. Die ungebundenen Bestandteile der Probe werden dadurch
entfernt und zurtck bleibt nur das am (coating-) Antikérper gebundene Antigen. Im
nachsten Schritt wird ein Detektions-(detection)-Antikérper, gekoppelt mit einem Enzym
zugegeben. Dieser bindet ebenfalls an das Antigen und es entsteht der Antikérper-Antigen-
Antikoérper-Komplex (deshalb der Name Sandwich-ELISA - das Antigen ist zwischen die
beiden Antikdrper wie in einem Sandwich gepackt). Durch erneutes Waschen der Platte wird
der Uberschiissige zweite Antikdrper ausgewaschen und dann ein zum an den Antikdrper
gebundenes Enzym passendes chromogenes Substrat zugegeben. Dieses wird vom Enzym zu
einem Reaktionsprodukt umgesetzt. Es kommt zu einem Farbumschlag, der in einem
Photometer verfolgt werden kann. Die Intensitdt der Farbe ist dabei proportional zu der

Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der Probe.

Nach diesem Testprinzip erfolgte die Plasmakonzentrationsbestimmung der folgenden
Marker:

- Elastase ng/ml

- RANTES pg/ml

- Hochsensivitives CRP (hsCRP) mg/I

- Interleukin 6 (IL6) g/ml

- proBNP ng/I

- Myeloperoxidase (MPO) ng/ml
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2.6. Statistische Auswertung

Der primare Zielparameter war die Clopidogrel- beziehungsweise die ASS- induzierte
Anderung der FMD. Kontinuierliche Variablen wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov
Tests auf Normalverteilung geprift. Normalverteilte Daten wurden als Mittelwert %
Standardabweichung, nicht-normalverteilte Daten als Median und interquartile Rdnge
angegeben. Fiur den Vergleich von normalverteilten Parametern kam der gepaarte bzw. der
ungepaarte Student’s T-Test (2-seitig) zur Anwendung. Der Vergleich von nicht-
normalverteilten Parametern erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney U Test und des Wilcoxon's
signed Rang Summen Test. Fir die Untersuchung eines Zusammenhanges zwischen FMD
und anderer im Serum erhobener Parameter kam eine Korrelation nach Pearson bzw.
Spearman zur Anwendung. Kategorische Daten wurden als Haufigkeiten und Prozente
angegeben und mit Hilfe des x2-Tests bzw. des Fisher’s Test verglichen. Alle Analysen
auBer des gepaarten Vergleichs der Anderung der FMD nach Clopidogrel bzw. nach ASS
erfolgten auf einer explorativen Basis, um mdgliche Mechanismen aufzudecken. Es wurde
hierbei keine weitere Korrektur eines Typ I-Fehlers vorgenommen.

Ein P-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Die gesamte statistische

Auswertung erfolgte mit Hilfe von SPSS Version 12.0.
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II1. Ergebnisse

3.1. Patientencharakteristika

ASS Clopidogrel p-Wert

n=28 n=28
Alter, (Jahre) 63,2 67,4 0,07
Mannlich, (%) 82,1 96,4 0,06
BMI, (kg/m?) 28,2 28,8 0,7
Nikotinabusus, (%) 57,1 64,3 0,61
Hypercholesterinamie, (%) 75 75 0,57
Diabetes mellitus, (%) 17,8 7,1 0,26
Art. Hypertonus, (%) 60,7 71,4 0,4

Tab. 1 Patientencharakteristika

Die Tabelle zeigt die Verteilung des Alters und der kardiovaskuldren Risikofaktoren der Patienten beider Studienarme im Vergleich (links ASS,
rechts Clopidogrel). Das Alter ist als arithmetisches Mittel in Jahren und der Body-MaB-Index (BMI) als arithmetisches Mittel in kg/m?*-
Kérperoberfldche angegeben. Die (ibrigen kardiovaskuldren Risikofaktoren (ménnliches Geschlecht, Nikotinabusus, Hypercholesterindmie,

Diabetes mellitus und arterieller Hypertonus) sind in Prozent (%) angegeben.

In dieser doppelblind randomisierten Studie zeigten sich keine signifikante Unterschiede in

den klinischen Ausgangsparametern.

Das Alter der Patienten war im Mittel tendenziel 4 Jahre alter mit einem p-Wert von p=0,07.

Auch das mannliche Geschlecht war im Trend in der Clopidogrelgruppe im Mittel um 14

Prozentpunkte eher starker vertreten mit einem p-Wert von p=0,06.

Die ubrigen kardiovaskularen Risikofaktoren waren anndhrend in beiden Gruppe gleich

verteilt.
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3.2. Flussabhangige Dilatation (FMD)

p=0,477 p=0,013 B Beginn

[ 3 Monate “Follow up”

FMD
(%)

[
1

(n=28) (n=28)
Acetylsalicylsaure Clopidogrel

Abb.9 Effekt von ASS und Clopidogrel auf die Endothelfunktion

Der primare Endpunkt der Studie war der Effekt auf die endotheliale Funktion von
Clopidogrel bzw. ASS gemessen mittels flussabhdngiger Dilatation (FMD).

Die blauen Balken zeigen die gemittelte Endothelfunktion der Patienten zu Beginn der Studie,
die griinen Balken stellen die FMD nach einer Therapiedauer von 3 Monaten dar. Im
Vergleich zeigten sich gleiche Ausgangsbedingungen der Endothelfunktion beider Gruppen zu
Beginn der Untersuchung; FMD/Beginn([7,81 vs. 6,65]%, p=0,374).

Nach der Therapie mit Acetylsalicylsdure zeigte sich keine signifikante Anderung;
FMD/ASS([7,81 vs. 8,23]%, p=0,477). Hingegen resultierte eine signifikante Zunahme der
endothelabhdngigen Vasodilatation nach einer dreimonatigen Clopidogreltherapie;
FMD/Clopidogrel([6,65 vs. 9,57]%; p=0,013).

Auch wenn nach drei Monaten die FMD in der Clopidogrelgruppe im Mittel gréBer war, so
war dieser Unterschied zur ASS-Gruppe nicht signifikant; FMD/"Follow up"([8,23 vs. 9,57]%;,
p=0,369).
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3.3. Effekte auf die biochemischen Parameter

3.3.1. Plasmaspiegel des hs-CRP in der ASS-/Clopidogrel- Gruppe

p=0,327 p=0,539 13 M Beginn
9—
p=0,026 ° [ 3 Monate “Follow up”
— I
° P B
o
7—
28
(e]
6—
hsCRP |
(mg/l)
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3—
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1_
0—
(n=28) (n=28)
Acetylsalicylsdure Clopidogrel

Abb. 10 Effekt von ASS und Clopidogrel auf den hs-CRP-Plasmaspiegel

Es zeigten sich signifikant ungleiche Ausgangsbedingungen der hs-CRP-Spiegel beider
Gruppen zu Beginn der Untersuchung mit hoheren hs-CRP-Spiegeln in der
Clopidogrelgruppe; hs-CRP/Beginn(1,26[IR:0,68-2,87|vs.2,49[1R:1,27-4,44]mg/l; p=0,026).
Dieser Unterschied war nach dreimonatiger Therapie mit Clopidogrel nicht mehr
nachweisbar; hs-CRP/"Follow up"(1,58/IR:0,68-4,19)vs.2,49[1IR:1,27-4,44]mg/l; p=0,394).
Fiir Acetylsalicylsdure ergab sich keine signifikante Anderung; hs-CRP/ASS(1,26[IR:0,68-
2,87vs.1,58[1R:0,68-4,19]mg/Il; p=0,327). Der Vergleich im Clopidogrelarm vor und nach
drei Monaten Therapie ergab ebenfalls keine statistisch signifikante Anderung;
hs-CRP/Clopidogrel(2,49[1R:1,27-4,44]vs.2,07[IR:0,89-3,92]mg/I; p=0,539).
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3.3.2. RANTES-Plasmaspiegel in der ASS-/Clopidogrel- Gruppe
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Abb.11 Effekt von ASS und Clopidogrel auf den RANTES-Plasmaspiegel

Im Vergleich zeigten sich nahezu gleiche RANTES-Plasmakonzentrationen beider Gruppen zu
Beginn der Untersuchung;  RANTES/Beginn(3124[IR:2073-7783]vs.  2675[IR:1941-
6901 Jpg/dl; p=0,445).

Nach der dreimonatigen Standardtherapie mit ASS zeigte sich keine signifikante Veranderung
der RANTES-Konzentration im Blut des Kontrollkollektivs; RANTES/ASS(3124[IR:2073-
7783]vs.3135[IR:1456-10743]pg/dl; p=0,633).

Unter der Therapie mit Clopidogrel hingegen konnte eine signifikante Verminderung der
RANTES-Konzentration im Plasma beobachtet werden; RANTES/Clopidogel(2675[IR:1941-
6901 ]vs.1735[1R:1347-3683|pg/dl; p=0,001).

Im ,Follow up® — Vergleich zwischen den beiden Gruppen zeigte sich eine Tendenz zu einer
Reduktion der Plasmakonzentration unter einer Clopidogreltherapie;

RANTES/"Follow up"(3135[IR:1456-1074vs.1735[1R:1347-3683]pg/dl; p=0,108).
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3.3.3. MPO-Plasmaspiegel in der ASS-/Clopidogrel-Gruppe
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Abb.12 Effekt von ASS und Clopidogrel auf den MPO-Plasmaspiegel

Auch fiir MPO ergaben sich zu Beginn der Untersuchung vergleichbare Plasmaspiegel;
MPO/Beginn(258/1R:194-381]vs.256[IR:172-348]ng/ml; p=0,815).

Nach der dreimonatigen Therapie mit Clopidogrel zeigte sich keine signifikante Veranderung
der MPO-Konzentration im Blut; MPO/Clopidogrel(256[IR:172-348 Jvs.264[1R:183-338ng/mi;
p=0,683).

Nach der Therapie mit ASS war der MPO-Plasmaspiegel ebenfalls nicht signifikant verandert;
MPO/ASS(258[1R:194-381 |vs.294[1IR:207-402 ng/ml; p=0,19). Auch der Vergleich der MPO-
Plasmaspiegel nach drei Monaten zwischen den Gruppen zeigte keinen statistisch
signifikanten Unterschied; MPO/"Follow up"(294[IR:207-402]vs. 264[IR:183-338]ng/ml;
p=0,265).
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3.3.4. Elastase-Plasmaspiegel in der ASS-/Clopidogrel-Gruppe
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Abb. 13 Effekt von ASS und Clopidogrel auf den Elastase-Plasmaspiegel

Flr Elastase zeigten sich fast gleiche Plasmakonzentrationen zu Beginn der Untersuchung;
Elastase/Beginn(42,8/1R:28,4-61,8]vs.39,11[IR:28,4-61,8 ng/ml; p=0,425).

Die Elastasespiegel stiegen nach dreimonatiger Therapie in der ASS-Gruppe an;
Elastase/ASS(42,8[1R:28,4-61,8]vs.59,3[IR:47,3-80,8ng/ml; p=0,001), blieben

in der Clopidogrelgruppe hingegen unverandert; Elastase/Clopidogrel(39,11[IR:28,4-
61,8)vs.43,9[IR:36,8-49,4]ng/ml; p=0,665).

Im ,Follow up" -Vergleich zwischen den Gruppen zeigten sich signifikant niedrigere
Elastasespiegel im Serum unter einer Clopidogreltherapie; Elastase/"Follow up"(59,3[IR:47,3-
80,8]vs.43,9[1IR:36,8-49,4]ng/ml; p=0,001).
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Abb. 14 Effekt von ASS und Clopidogrel auf den Interleukin-6-Plasmaspiegel

Interleukin 6 wies zu Beginn eine nahezu gleiche Verteilung zwischen den Gruppen auf;
IL6/Beginn(2,37[IR:1,47-3,32]vs. 2,07[IR:1,24-3,86]g/ml; p=0,445).

Nach einer dreimonatigen Therapie mit Clopidogrel zeigte sich keine signifikante
Veranderung des inflammatorischen Markers Interleukin 6; IL6/Clopidogrel(2,07[1R:1,24-
3,86]vs.2,94[1R:0,68-3,97]g/ml; p=0,339).

Hingegen konnte nach drei Monaten eine signifikante Zunahme der Interleukin 6 Spiegel im
Plasma bei Patienten, die weiter mit ASS behandelt wurden, verzeichnet werden;
IL6/ASS(2,37[IR:1,47-3,32]vs.3,06[IR:1,85-3,9]g/ml; p=0,01).

Im Vergleich der Interleukinspiegel nach drei Monaten zeigt sich keine statistische
Signifikanz; IL6/"Follow up"(1,85-3,9]vs.2,94[IR:0,68-3,9]g/ml; p=0,762).
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3.3.6. Plasmaspiegel von BNP in der ASS-/Clopidogrel-Gruppe
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Abb.15 Effekt von ASS und Clopidogrel auf den BNP-Plasmaspiegel

Zu Beginn bestanden keine signifikanten Unterschiede fiir den Herzinsuffizienzmarker BNP;
BNP/Beginn(379[IR:102-932,5]vs. 311[IR:170-830]ng/l; p=0,445).

Die BNP-Spiegel fielen in der Clopidogrelgruppe nach drei Monaten signifikant;
BNP/Clopidogrel(311[IR:170-830]vs.229[1R:120.5-413,25]ng/I; p=0,02). In der
Vergleichsgruppe mit ASS hingegen kam es zu keiner signifikanten Anderung;
BNP/ASS(379[IR:102-932,5]vs.270[IR:85-578]ng/l,p=0,26).

Im Vergleich der BNP-Plasmaspiegel nach drei Monaten ergab sich keine statistische
Signifikanz; BNP/“Follow up“(270[IR:85-578vs.229[1R:120.5-413,25]ng/I; p =0,625).
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IV. Diskussion

Das Verstandnis der Pathogenese der koronaren Herzkrankheit und der Herzinsuffizienz hat
sich in den letzten Jahren entscheidend weiter entwickelt. Zunehmend konnte
inflammatorischen Komponenten eine pathophysiologische Bedeutung zugeschrieben
werden.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Entwicklung der Endothelfunktion bzw. der
vaskuldaren Inflammation unter Therapie mit ASS einerseits und Clopidogrel anderseits. In
bisherigen Studien konnte eine antiinflammatorische Wirkung flir ASS, Clopidogrel und
insbesondere fir die Kombination beider Substanzen nachgewiesen werden (Molero, Lopez-
Farre et al., 2005; Heitzer, Rudolph et al., 2006; Kuller, Grandits et al., 2007).

Heitzer et al. konnten die antiinflammatorische Potenz von Clopidogrel bei Patienten mit
stabiler Angina pectoris belegen (Heitzer, Rudolph et al., 2006).

Die antientziindliche Wirkung von Clopidogrel bei Patienten mit chronisch ischamischer
Herzinsuffizienz wurde bislang noch nicht untersucht.

Dass entziindliche Prozesse eine groBe Rolle spielen bei Patienten mit Herzinsuffizienz,
gleichwohl welcher Genese, ist mehrfach dokumentiert worden (Torre-Amione, Kapadia et
al., 1996; Rauchhaus, Doehner et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden 64 Patienten mit chronisch ischamischer Kardiomyopathie
behandelt. 32 Patienten mit Clopidogrel 75 mg und eine Vergleichsgruppe von 32 Patienten
mit ASS 100 mg.

Unter einer Therapie mit Clopidogrel ergaben sich zusammenfassend nachfolgende
Ergebnisse:

1. Fur Clopidogrel konnte eine signifikante Verbesserung der Endothelfunktion
nachgewiesen werden, nicht dagegen flir ASS.

2. Als Marker flr Thrombozytenaktivierung konnten nach Therapie mit Clopidogrel die
zirkulierenden RANTES-Plasmaspiegel signifikant gesenkt werden.

3. Elastase und IL6 waren in der Vergleichsgruppe nach dreimonatiger Therapie mit ASS
signifikant hdher als der Ausgangswert. Fir Clopidogrel ergab sich keine bedeutsame
Konzentrationsanderung dieser Marker der Leukozytenaktivierung.

4. Der Herzinsuffizienzmarker BNP zeigte sich im Clopidogrelarm nach Therapie

signifikant reduziert — nicht aber in der ASS-Gruppe.
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Aus der Reduktion der RANTES-Plasmakonzentration als Marker fir Thrombozytenaktivierung
unter der Clopidogreltherapie, lasst sich schlussfolgern, dass die
Thrombozytenaggregationshemmung unter einer Therapie mit Clopidogrel wirkungsvoller ist
als unter ASS. Diese intensivierte Hemmung der Thrombozytenfunktion ist wahrscheinlich die
Grundlage fir die differenten Veranderungen der inflammatorischen Prozesse im Vergleich
von ASS und Clopidogrel.

Die verbesserte Endothelfunktion in der vorliegenden Untersuchung ist damit mdglicherweise

Folge der effektiveren Thrombozytenaggregationshemmung.

Denkbar sind in diesem Zusammenhang zwei mdgliche Reaktionswege, die unter einer
intensivierten Thrombozytenaggregationshemmung mit Clopidogrel vermehrt inhibiert

werden:

a) Modulation der Superoxidanion-Generation in Thrombozyten

Der derzeitige Wissensstand postuliert, dass die Expression von Oxidantien wie Superoxid
eine fast unvermeidbare Nebenreaktion des zelluldren Elektronentransfers sind, wie z.B. bei
der Atmungskette, Oxygenasereaktionen und Reaktionen bei Sulfhydrylverbindungen.

Eine vermehrte Produktion dieser Sauerstoffradikale, die unterschiedlichen Ursprungs sein
kodnnen, hat einen entscheidenden EinfuB3 in der Genese der vaskularen Inflammation.

Ein wesentlicher Bestandteil der Superoxidanionen entsteht bei der Entkopplung der
Atmungskette in den Mitochondrien. Diese Einflussnahme in die Reaktionen der
Atmungskette wird z.B. beobachtet bei der Stoffwechselkrankheit Diabetes mellitus, die mit
einem enorm erhoéhten Risiko der Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit einhergeht.
Durch ein erhohtes Angebot von Glucose und freien Fettsduren besteht ein Uberschuss an
Substrat der Atmungskette und flhrt damit konsekutiv zur vermehrten Bildung von
Superoxidanionen (Brownlee, 2001).

Zudem spielen auch Leukozyten eine groBe Rolle in der Sequestration von Superoxidanionen.
Das wohl wichtigste Enzym zur Generierung von Superoxid ist NADPH-Oxidase. Mit Hilfe
dieses Enzyms kommt es zur Ubertragung von Elektronen auf ein Sauerstoffmolekiil, welches
wiederum durch Chloroperoxidase und Myeloperoxidase zu Hypochlorit umgesetzt wird.
Hypochlorit kann als gutes Bakterizid fungieren (Shatwell e Segal, 1996).

In jlingster Zeit konnte gezeigt werden, dass auch ein wesentlicher Bestandteil der
Superoxidanionen von aktivierten Thrombozyten stammt. Diese flihren direkt zur Oxidation
von NO und damit zur endothelialen Dysfunktion (Cai e Harrison, 2000; Krotz, Sohn et al.,
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2004).

Wie und aus welchem Grund es zur Produktion von Superoxid aus Thrombozyten kommt, ist
bisher nicht endgiltig geklart. Kanaya et al. zeigten im Tierexperiment, dass bei einem
Mangel an Tetrahydrobiopterin, einem Kofaktor der NO-Synthase, vermehrt Superoxid
gebildet wird (Kanaya, Ikeda et al.,, 2001). Digox et al. konnten bei dekompensierter
Herzinsuffizienz durch Entkopplung der NO-Synthase eine erhdhte Superoxidproduktion
beobachten. Bei diesen Patienten zeigte sich zudem auch eine damit einhergehende

endotheliale Dysfunktion (Dixon, Morgan et al., 2003).

Der Zusammenhang von intensivierter Thrombozytenaggregationshemmung und
verminderter ROS—Produktion (Reactive oxygen species) konnte kirzlich auch schon fir

einen GP-IIb/IIIa-Rezeptorantagonisten gezeigt werden (Chakrabarti, Clutton et al., 2004).

Aus Genanntem geht hervor, dass Superoxid auch aus Thrombozyten einen Einfluss auf die
NO-Bioverfugbarkeit hat. Bis zu welchem Anteil die verbesserte NO-Bioverfiigbarkeit durch
eine verminderte Superoxidproduktion verursacht ist, kann nicht abschlieBend geklart

werden.

b) Modulation der Interaktionen von Thrombozyten mit Leukozyten und

Endothelzellen

Die verbesserte NO-Bioverfligbarkeit unter einer intensiveren
Thrombozytenaggregationshemmung ist sicher nicht allein durch die verminderte
Superoxidproduktion aus Thrombozyten bedingt, vielmehr auch durch eine direkte
Interaktion von Thrombozyten mit Zellen der weiBen Reihe und konsekutiver Einflussnahme
auf die Freisetzung inflammatorischer Mediatoren.

Resultierend aus der erhdhten Leukozytenaktivierung mit vermehrter Produktion von
Zytokinen und Chemokinen kommt es wiederum zum erhéhten Verbrauch von NO und
damit zur Verschlechterung der endothelialen Funktion (Henn, Slupsky et al, 1998;
Hingorani, Cross et al., 2000).

Huo et al. konnten zeigen, dass aktivierte Thrombozyten die Bindung von Leukozyten an
Adhasionsmolekiile des Endothels férdert (Huo, Schober et al., 2003).

Aktivierte Leukozyten setzen ihrerseits auch reaktive Sauerstoffspezies frei, sodass es zur

vermehrten Oxidation von NO, und damit einhergehend zur Reduktion der Endothelfunktion
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kommt.

Interessanterweise agieren Superoxidanionen nicht nur Uber die direkte Oxidation von NO
als Induktoren vaskuldrer Schadigung, sondern kénnen das proinflammatorische Potential
steigern durch die Induktion intrazelluldrer Transkriptionsfaktoren fiir Adhdsionsmolekiile
(z.B. ICAM, VCAM), die ihrerseits erneut Leukozyten binden (Barnes e Adcock, 1997).

In dieser Untersuchung konnte MPO unter einer Clopidogreltherapie nach drei Monaten nicht
reduziert gemessen werden. Zu berlicksichtigen ist aber, dass ein groBer Anteil der MPO am
Endothel gebunden ist und deshalb im Plasma nicht messbar ist (Baldus, Rudolph et al.,
2006). In der subendothelialen Lokalisation ist MPO in der Lage endothelial generiertes NO
auf dem Weg zu dessen Wirkort in die Tunica media zu oxidieren. Dieser Zusammenhang
ware eine Erklarung fir die verbesserte Endothelfunktion bei unverdandertem Plasmaspiegel
von MPO.

Die fehlende Konzentrationsminderung der inflammatorischen Marker wie IL6 und Elastase
unter Clopidogrel kann nicht sicher geklart werden. Auffallig in diesem Zusammenhang war
der signifikante Anstieg von IL6 und Elastase in der ASS-Gruppe - mdglicherweise als
Zeichen der raschen Progredienz des entziindlichen Prozesses bei chronischer
Herzinsuffizienz, die unter Clopidogrel eventuell prozessverzdgert stattfindet.

Die nahezu gleichbleibende Konzentration des hs-CRP vor und nach Clopidogreltherapie ist
moglicherweise durch nichtvaskuldre Entziindungsprozesse, z.B. durch Virusinfektionen
einzelner Patienten in der Clopidogrel-Gruppe zum Zeitpunkt der Ausgangsuntersuchung
hervorgerufen. Zum Zeitpunkt der Ausgangsmessungen bestand ein signifikanter
Konzentrationsunterschied mit deutlich hoéheren Spiegeln flir hsCRP in der
Clopidogrelgruppe.

Der signifikante Abfall des BNP-Plasmaspiegels nach Therapie mit Clopidogrel Ilasst
vermuten, dass es durch eine verbesserte Endothelfunktion zur peripheren Vasodilatation
und damit zur einer VergréBerung des GesamtgefdaBquerschnittes und als Folge davon zur
Nachlastsenkung kommt. Die daraus resultierende verminderte Wandspannung und
Dehnung des linken Ventrikels ware die Erklarung fir eine verminderte ventrikuldre BNP-
Expression.

Ob und wieweit die Reduktion des BNP-Plasmaspiegels unter Clopidogreltherapie mit einer
nachhaltigen Verbesserung der systolischen und/oder diastolischen Funktion einhergeht
bleibt zunachst ungeklart, ist aber denkbar, da die Korrelation: Schweregrad der

Herzinsuffizienz und BNP-Konzentration belegt ist (Remme e Swedberg, 2001).
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V. Zusammenfassung

In jlingster Zeit konnte mehrfach nachgewiesen werden, dass die Verschlechterung der
Endothelfunktion Folge eines entziindlichen Prozesses ist. Chronisch entziindliche vaskulare
Prozesse spielen eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und Progression der koronaren
Herzkrankheit und der Herzinsuffizienz.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Endothelfunktion und vaskuldare Inflammation bei
chronischer Herzinsuffizienz ischdmischer Genese.

Es konnte gezeigt werden, dass die Endothelfunktion unter einer Therapie mit Clopidogrel im
Gegensatz zu ASS verbessert werden kann, was einherging mit einer Reduktion
verschiedener inflammatorischer Marker.

Eine interessante Beobachtung war der Riickgang der BNP-Plasmakonzentration unter
Clopidogreltherapie, der eine Verbesserung der systolischen und/oder diastolischen
linksventrikuldaren Funktion vermuten lasst, was Ziel zuktinftiger Untersuchungen sein sollte.
Ob die Prognose von Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie durch eine intensivierte
Thrombozytenaggregationshemmung giinstig beeinflusst werden kann bleibt abzuwarten

und miusste durch gréBere randomisierte Studien untersucht werden.
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