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Einleitung

1. Einleitung

Im Bereich der Therapie der koronaren Herzerkrankung wurde in den letzten Jahren
bedeutende Fortschritte erzielt. Neben der chirurgischen Revaskularisation mit Hilfe
einer Bypass-OP ist hier vor allem die perkutane Koronarintervention (PCl) zu
nennen. Der Erfolg dieser Intervention wird immer noch durch Komplikationen in
Form von Blutungen, akuten Verschlissen der Koronararterien und langerfristigen
Restenosierungen limitiert. Bei der Restenosierung kommt Entzindungsvorgangen
eine wichtige Bedeutung zu. Um diese Komplikationen zu minimieren ist ein
optimales medikamentoses Therapieregime erforderlich, das alle diese
Komplikationen berucksichtigt. In der vorliegenden Untersuchung wurde die
Thrombozytenaktivierung unter Antikoagulation mit Bivalirudin oder Heparin, bei
einer Koronarintervention untersucht.

Zum Verstandnis dieser Untersuchung soll einleitend eine Ubersicht (iber
Pathophysiologie und mogliche Therapieoptionen der koronaren Herzerkrankung
(KHK) gegeben werden.

Ein Hauptaugenmerk wird auf die Thrombozytenfunktion, deren therapeutische
Beeinflussung sowie auf Erorterungen zur perkutanen transluminalen
Koronarangioplastie (PTCA) gelegt, da diese Punkte fur das Verstandnis der
vorliegenden Arbeit die groRte Bedeutung aufweisen. Zudem wird die Interaktion
zwischen Thrombozyten und Leukozyten in Bezug auf Entzindungsvorgange naher
beleuchtet.

1.1 Definition und Bedeutung der KHK

Atherosklerose ist eine fortschreitende Erkrankung, die durch die Ansammlung von
Fetten und Vermehrung von Bindegwebe zu einer zunehmenden Stenosierung von
Gefassen fuhrt (Lusis, 2000)

Bei der KHK handelt es sich um eine Manifestation der Atherosklerose an den das
Herz versorgenden Arterien. Klinische Folgeerscheinung ist zum Beispiel der
Myokardinfarkt, mit der Gefahr des plotzlichen Herztodes. Sie kann aber auch in eine
terminale Herzinsuffizienz munden. Trotz einer, wahrscheinlich durch verbesserte
therapeutische Versogung bedingten Abnahme am Anteil der Gesamtmortalitat seit
1980, stellt sie in der Todesursachenstatistik des Bundesgesundheitsamtes
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(Schuthase et. al. 2004) mit 79 363 verstorbenen Frauen und 73 296 verstorbenen
Mannern weiterhin die haufigste Todesursache in der Bundesrepublik Deutschland

dar.

1.2 Pathophysiologische Zusammenhange

Bluthochdruck, Dyslipidamie, Adipositas, Rauchen oder korperliche Inaktivitat sind
bekannte und wichtige Risikofaktoren fur die Entwicklung der koronaren
Herzerkrankung (Chobanian et al., 2003)

Auf der Makroebene fuhren diese, Uber eine Begunstigung der Atherosklerose der
Herzkranzgefalle und eine linksventrikulare Hypertrophie, zur Myokardischamie und
haufig, begleitet von einer koronaren Thrombose, zum Myokardinfarkt.

Dieser kann, uber ein akutes Herzversagen durch ausgedehnten Verlust an Myokard
oder Uber ein Pumpversagen durch eine Herzrhythmusstorung, zum Herztod fuhren.
Wird das akute Ereignis Uberlebt, kann es infolge von Umbauvorgangen am
Herzmuskel zur chronischen und moglicherweise zur terminalen Herzinsuffizienz
kommen. (Dzau et al., 2006).

Auf der Mikroebene steht, nach der "Response to Injury" Hypothese (Ross et al.,
1976), eine Lasion des Gefassendothels im Zentrum der pathophysiologischen
Vorgange mit Bildung einer atherosklerotischen Lasion. Im Zusammenspiel
verschiedenster Zellen (z.B: Thrombozyten und Makrophagen) kommt es zu
Entzindungsreaktionen, vaskularen Umbauprozessen und erneuten Verletzungen,
die dann zur Bildung ausgepragter atherosklerotischer Plaques fuhren kdnnen
(Lusis, 2000).

Mittlerweile wird vermutet, dass bereits eine endotheliale Dysfunktion ohne manifeste
Lasion, bei der die extrazellulare Matrix mit dem Blutstrom in Kontakt kommt, Uber
die Bindung von Blutplattchen an die Gefasswand die atherosklerotische
Plaquebildung einleiten kann (Gawaz et al., 2007).

Ein erster wichtiger Schritt zur Plaquebildung ist die Einwanderung von Monozyten in
die Gefasswand, diese nehmen dann oxidiertes LDL auf und werden so zu den
sogenannten Schaumzellen (Dzau, 2001). An diesem Schritt sind Thrombozyten auf
unterschiedliche Weise beteiligt. Die Adhasion von Thrombozyten an das Endothel
setzt eine Reihe von Gewebsfaktoren frei, die sowohl die Einwanderung von
Monozyten in die Gefasswand, als auch deren Differenzierung zu Makrophagen, die

spater zu Schaumzellen werden, fordern. (Lindemann, 2007). Andererseits wurde
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auch gezeigt, dass aktivierte Thrombozyten oxidiertes LDL aufnehmen, und in der
Folge rasch von den Schaumzellen phagozytiert werden (Daub et al., 2006).
Begleitend zu diesen Prozessen kommt es in den Gefassen zu Umbauvorgangen,
die zu Wandverdickungen, Minderung des Gefasslumens und schliesslich eine
Minderperfusion des Endorgans (Herzmuskel) bedingen konnen (Gibbons et Dzau
1994).

Ein intermittierender oder vorribergehender Gefassverschluss im Bereich der
Plaqueruptur kann sich klinisch als akutes Koronarsyndrom manifestieren.

Abhangig vom Schweregrad der Okklusion und vom Vorhandensein moglicher
Kollateralgefasse kann sich ein Myokardinfarkt entwickeln. Zudem kann es durch
Embolisation thrombotischen Materials zu weiteren kleineren Myokardinfarkten
kommen.

Thrombozyten bilden einen zentralen Angelpunkt dieser Vorgange beim akuten
Koronarsyndrom. Uber Freisetzung von Serotonin und Thromboxan A2 kénnen sie
einen Vasospasmus mit der Folge einer zunehmenden Ischamie induzieren. Ebenso
haben sie eine Hauptrolle im engen Zusammenspiel verschiedenster thrombozytarer
und koagulatorischer Prozesse an der Thrombusbildung im Bereich der rupturierten
Plaques (Gawaz, Das Blutplattchen, S.94 ff).

Nicht erst in Folge eines Infarktes kommt es auch zu Umbauvorgangen am Herzen.
An diesen ist ein komplexes Zusammenspiel aus verschiedenen Hormonen wie zB.
Angiotensin I, Vasopressin, Peptide growth factor, natriuretische Faktoren, aber
auch verschiedene Zytokine und Stickstoffmonoxid beteiligt (Hwang et al., 2001).

Die Umbauvorgange am Herzen bewirken gemeinsam mit der zunehmenden
Minderperfusion des Myokards, falls es nicht vorher zum akuten Herztod kommt,
eine zunehmende und letztendlich terminale Herzinsuffizienz (Wagoner et al., 1996).
Dzau et al. (2006) stellen in ihrem Ubersichtsartikel dar, wie auch die
kardiovaskularen Risikofaktoren in einander greifen und somit zur Initiation, aber
auch zur Accelleration des Krankheitsgeschehen fuhren konnen.

Eine artrielle Hypertonie begulnstigt sowohl eine endotheliale Dysfunktion als auch
kardiale Umbauvorgange im Sinne einer linksventrikularen Hypertrophie. Ebenso
fuhrt das Rauchen, durch einen vermehrten Anfall reaktiver Sauerstoffspezies (zB.
Wasserstoffperoxid), zur Inaktivierung des, fur wichtige gefassregulatorische
Mechanismen essentiellen, Stickstoffmonoxid. Hier wirkt sich auch ein vermehrter

Anfall oxidierter LDL im Rahmen einer atherogenen Dyslipidamie aus (Steinberg et



Einleitung

Witztum, 2002), wobei auch der beschriebenen Beteiligung der oxidierten LDL an der
Bildung atherosklerotischer Plaques, eine wichtige Bedeutung zukommt.

Korperliche Inaktivitat kann das Risiko fur die Ausbildung eines metabolischen
Syndroms und eines Diabetes mellitus Typ Il erhdhen. Es wird vermutet, dass die
Hyperinsulinamie, infolge der peripheren Insulinresistenz, ebenfalls eine endotheliale
Dysfunktion und moglicherweise auch eine Hyperplasie der Intima der Gefasse
mitbedingen kann. Auch scheint das uberschussige Fettgewebe bei Adipdsen
vermehrt Faktoren zu synthetisieren, die eine Thromboseneigung und eine
Entzindungsreaktion begunstigen (Grundy, 2002 /Libby et al. 2002).

1.3 Behandlungsmaoglichkeiten der koronaren Herzerkrankung

Ein wesentlicher Bestandteil der Behandlung der KHK ist die Kontrolle der
kardiovaskuldren Risikofaktoren durch Anderung des Lebensstils oder durch
pharmakologische Beeinflussung. Diese wird erganzt durch die direkte
medikamentdse, aber auch interventionelle Therapie der koronaren Atherosklerose.

1.3.1 Kontrolle der Risikofaktoren
Viele Studien zeigen, dass eine Anderung des Lebensstils die Progression der

koronaren Herzerkrankung verzogern kann. Einen gunstigen Einfluss zeigt hier
moglicherweise eine mediterrane Diat, die sich durch einen hohen Anteil an
ungesattigten Fettsauren und Faserreichtum (Ballaststoffe) auszeichnet (De Lorgeril
et al., 1999/ Knoops et al., 2004).

Sportliche Aktivitat kann die Entwicklung eines metabolischen Syndroms verhindern,
reduziert das Risiko an Diabetes mellitus Typ Il zu erkranken und verbessert im
Rahmen eines Solchen die Insulinresistenz (Gaede et al., 2003).

Der Verzicht auf Rauchen scheint das relative Risiko einen Myokardinfarkt zu
erleiden um 32% zu senken (Critchley et Capewell, 2004).

FUr viele blutdrucksenkende Medikamente (ACE- Hemmer, B-Blocker, Diuretika,
Angiotensinrezeptorantagonisten, = Kalziumkanalblocker) wurde neben einer
effektiven Blutdrucksenkung auch eine Verringerung gravierender Folgen der KHK
nachgewiesen (Blood Pressure Lowering Treatment Trialists’, 2003). Das relative
Risiko fur einen Myokardinfarkt verringert sich durch eine effektive Blutdrucksenkung
um ca. 25 % (Chobanian et al., 2003).
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Cholesterinsenkende Substanzen (z.B.: Statine oder Fibrate) zeigten bei einer
effektiven Senkung des LDL (Low-densitiy-Lipoprotein) Cholesterin um 1 mmol/l tber
5 Jahre eine 33% Risikoreduktion fur die Manifestation einer KHK (Law et al., 2003).
Interessanterweise zeigte eine Metaanalyse, die Uber 90000 mit einem Statin
behandelte Patienten einschloss (Cholesterol Treatment Trialists Collaborators,
2005), dass es neben einer Risikoverminderung fur Myokardinfarkte durch die
Cholesterinsenkung auch zu einem Absinken des Blutdruckes kam, was die
wechselseitige Beeinflussung der Risikofaktoren noch einmal verdeutlicht. Daher
muss auch beim Typ Il Diabetiker, neben einer Kontrolle des Blutzuckerspiegels z.B.:
durch Metformin, die eine Senkung der kardiovaskularen Mortalitat mit sich brachte
(UK Prospektive Diabetes Study Group, 1998), ein besonderer Wert auf eine
effektive Cholesterin- und Blutdrucksenkung gelegt werden.

1.3.2 Pharmakotherapie

Im Folgenden werden pharmakotherapeutische Behandlungsmaoglichkeiten der
koronaren Herzerkrankung uber Beeinflussung der primaren und sekundaren

Hamostase erlautert.

1.3.2.1 Physiologie und Pathophysiologie der Thrombozyten

Thrombozyten sind anukleare, korpuskulare Blutbestandteile und werden im
Knochenmark aus Megakaryozyten gebildet (Mackie 1988). Unter physiologischen
Bedingungen zirkulieren, ohne dass es zu einer Aggregation oder Adhasion kommt,
ca. 1.5 x 10 " Thrombozyten in unserem Organismus (Cines et al., 1998). Die
mittlere Lebenszeit der Thrombozyten betragt ca. 7-9 Tage (Harker et al., 2000).

Bei einer Gefasslasion kommen Proteine der extrazellularen Matrix (EZM) mit dem
Blutstrom in Kontakt, was als erster Schritt der Bildung eines Thrombus betrachtet
wird (Gawaz et al., 2005). Die Thrombozyten binden uber den Glykoproteinkomplex
Ib-1X-V (von Willebrand Rezeptorkomplex) an den, in der EZM gebundenen, von
Willebrand Faktor (Ruggeri, 2002) oder Uber den GPVI an Kollagen (Nieswand et
Watson, 2003). Daraus resultiert eine Plattchenaktivierung und Aktivierung des
Integrinrezeptors allbB3 (GPIIb/llla, Fibrinogenrezeptor) (Arya et al., 2003) und des
a2B1 (Kollagenrezeptor), uber den die Plattchen stark an die jeweilige Komponente
der EZM gebunden werden. Die an Kollagen gebundenen Platichen setzen
Arachidonsaure frei, die durch das Enzym Cyclooxygenase 1/Thromboxan-Synthase
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in Thromboxan A2 umgewandelt wird (Kawai, 1994), welches vasokonstriktive
Eigenschaften besitzt und den Prozess der Thrombozytenaktivierung weiterhin
verstarkt. Auch werden granulare Komponenten, wie Adenosindiphosphat,
freigesetzt. Uber die Bindung von ADP an die G-Protein gekoppelten Purinrezptoren
P2Y12 und P2Y1 werden weitere Plattchen aktiviert, die daraufhin schon mit den, an
der Gefallwand anhaftenden, Thrombozyten interagieren (Gurbel et al.,2004). Dies
geschieht in Gegenwart von Kalziumionen (Ca2+) und Fibrinogen Uber den
aktivierten allbB3-(GPllIb/llla) -Fibrinogenrezeptorkomplex. Vor allen Dingen tragt die
Bindung von Adenosin an P2Y12 zur Aktivierung von allbB3- Glykoprotein bei.
(Dorsam et Kunapuli, 2004).

Die Vorgange aus Adhasion, Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten werden
auch als primare Hamostase bezeichnet (Bigalke et al., 2007). Durch Freisetzung
weiterer Signalstoffe z.B. Phosphatidylserin wird dann, im Rahmen der sekundaren
Hamostase, die Koagulationskaskade eingeleitet, an deren Ende die Bildung des
Prothrombinase-Komplexes steht, welcher wiederum Fibrinogen zu Fibrin
umwandelt, welches den Thrombus weiter vernetzt und stabilisiert (Gawaz, 2004).
Das Zusammenspiel der primaren Hamostase mit der sekundaren Hamostase wird
unter Punkt 2.3.4 naher erlautert.

Neben dieser klassischen Rolle bei der Thrombusbildung sind Thrombozyten aber
auch an der Regulation der Endothelfunktion und bei Entzindungsvorgangen von
Bedeutung (Tan et al., 2004).

Es wurde gezeigt, dass eine Platichenadhasion auch an intaktem, aber entzindlich
aktiviertem Gefassendothel stattfindet (Gawaz et al., 1996). Der initiale, noch lose
Kontakt, das sogenannte "Platelet Rolling", wird Uber Selektine (P-Selektin, E-
Selektin) auf den Endothelzellen und den Thrombozyten vermittelt (Frenette et al.,
2000). An der spateren festen Adhasion sind das Glykoprotein llb/llla, Fibrinogen,
Fibronectin, VWF und GP Ib beteiligt (May et al., 2008). Durch die nun mogliche
Interaktion mit dem Endothel werden die Thrombozyten ahnlich wie bei der
Gefasslasion aktiviert.

Thrombozyten besitzen, trotz des Fehlens eines Zellkerns, durch Mechanismen der
Translation, die Fahigkeit zur Proteinbiosynthese (Lindemann et al, 2001). In ihrem
Aufbau besitzen sie diverse Zellkomponente, wie zum Beispiel a-Granula,
Lysosomen und dichte Granula. Diese ermdglichen ihnen, wenn sie aktiviert werden,

innerhalb kurzer Zeit die Ausschuttung einer Vielzahl von Faktoren, wie die Adhasion
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vermittelnde  Proteine (z.B.: VvWF, Fibrinogen, P-Selektin, GP llb/llla),
Wachstumsfaktoren (z.B.: Platelet Derived Growth Faktor, Transforming Growth
Faktor-B), Chemokine (z.B.: RANTES), Cytokine (z.B.: CD40L, IL 1-8) und
Gerinnungsfaktoren (z.B.: Faktor V, IX,Plasminogen,Protein S) auszuschuitten
(Weber, 2005). Somit sind sie befahigt eine Reihe von Entzindungsvorgangen, wie
Vorgange der Zellmigration (Adhasion, Aggregation, Chemotaxis), Proliferation,
Zelluberleben und Zelltod zu steuern.

Thrombozyten beglnstigen so die Adhasion von Leukozyten an die Gefaliwand,
was, wie Dbereits ausgefuhrt, als wichtiger pathogenetischer Faktor der
Atherosklerose angesehen wird (Gawaz et al., 2005). Auch Monozyten und
polymophkernige Zellen docken tber einen MAC1 (MAC-1/CD18, aMB2) abhangigen
Mechanismus an Thrombozyten an (Pitsiolos et al., 2003). Auf thrombozytarer Seite
sind hier moglicherweise GP Iba, CD40L, GP llb/llla gebundenes Fibrinogen oder
auch das Junktionale Adhasionsmolekul C beteiligt (May et al., 2008)

In der Folge werden im  wechselseitigen Zusammenspiel, weitere
Entzindungsvorgange gesteuert.

Neben dieser Begunstigung von Entzundungsprozessen wird neuerdings auch ein
Effekt der Thrombozyten auf das Einwandern und die Differenzierung von
endothelialen Vorlauferzellen (EPC) und somit eine regenerative Funktion der
Thrombozyten auf das GefalRendothel diskutiert (Langer et Gawaz, 2008).

Als entscheidend fur die Wirkungsweise der Thrombozytenaggregationshemmer
wurde bislang jedoch die Attenuierung der akuten Thrombosierung im Rahmen der

Ruptur einer atherosklerotischen Plaque angesehen.

1.3.2.2 Wirkungsprinzipien und Einsatz der Thrombozytenaggregationshemmer

Der am langsten eingesetzte und weiterhin am haufigsten verwendete
Thrombozytenaggregationshemmer ist Aspirin® (Acetylsalicylsaure). Aspirin hemmt
selektiv und irreversibel die Arachidonat-Cyclooxygenase und in der Folge die
Biosynthese von Thromboxan A2, einem potenten Ausloser fur die
Thrombozytendegranulation und Aggregation (Patrano, 1994). Neben diesem
Mechanismus, der die Plattchenaggregation beeinflusst, hat Aspirin aber noch einige
andere Effekte, die sich gunstig im Rahmen der Pathogenese der KHK auswirken
konnen (Yasuda et al., 2008). Aspirin scheint die Adhasion von Makrophagen an das
Endothel und glatte Muskelzellen des Gefalles zu verhindern (Pierce et al., 1996).
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Aspirin ist an der Bildung so genannter "Aspirin triggered lipoxins" (ATL) (Serhan et
Chiang, 2002) beteiligt, die unter anderem lokale Entzundungsreaktionen mildern.
AuRerdem fuhrt Aspirin, uber noch nicht vollstandig geklarte Mechanismen, zu einer
Freisetzung von Stickstoffmonoxid (Taubert et al., 2004), welches die
Aufrechterhaltung einer intakten Endothelfunktion begunstigt. Aufgrund dieser
vielfaltigen Effekte konnte Acetylsalicylsaure sowohl das Risiko intrakoronarer
Thrombosen vermindern, als auch die Langzeitprognose der KHK uber Modulation
von Entzindungsprozessen und Endothelfunktion glunstig beeinflussen.

Tatsachlich wurde gezeigt, dass Aspirin die Haufigkeit kardiovaskularer Ereignisse
bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung senkt (Antithrombotic Trialists'
Collaboration, 2002). Auch bei Patienten mit instabiler Angina pectoris konnte es das
Risiko fur einen plotzlichen Herztod und einen Myokardinfarkt signifikant senken
(Lewis, 1983), wie auch die Mortalitat im Rahmen eines akuten Myokardinfarktes
(IS1S-2 Collaboration Group, 1988).

Die aktiven Metabolite der Thienopyridine (Ticlopidin, Clopidogrel, Prasugrel) binden
irreversibel an den P2Y12 Rezeptor, was eine effektive Blockade der ADP
induzierten Plattchenaktivierung und Aggregation zur Folge hat (Ding et al., 2003).
Dabei wird auch die Expression von P-Selektin und CD 40 Ligand gemindert, was
moglicherweise einen zusatzlichen antiinflammatorischen Effekt ausmacht (Hermann
et al., 2001). Zudem wurde ein direkter hemmender Effekt auf die Thrombinbildung
beschrieben (Di Nisio et al., 2005/ van der Mejden et al., 2005).

Auch ein neuer, kompetitiver und gleichzeitig reversibler ADP-P2Y12 Antagonist
(Cangrelor) zeigte eine gute Hemmung der Plattchenaggregation bei Patienten mit
PCI (Greenbaum et al., 2006). Wahrend Ticlopidin, aufgrund seines ungunstigen
Nebenwirkungsprofils, dem relativ haufigen Auftreten von Neutro- und
Thrombozytopenien (Noble et Goa, 1996), seltener eingesetzt wird, zeigte sich
Clopidogrel als echte Alternative zu Aspirin und war, in einer Studie zur Pravention
vaskularer Ereignisse, sogar leicht Uberlegen (CAPRIE Steering Committee, 1996).
Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom zeigte sich die Kombination aus Aspirin
und Clopidogrel im Vergleich zu einer Monotherapie mit Aspirin leicht Gberlegen
(Reduktion des Risikos des Herztodes, eines Schlaganfalles oder eines
Myokardinfarktes von 11.4% auf 8.1%).

Dipyridamol hemmt die Adenosinaufnahme in Erythrozyten und Endothelzellen.
Dadurch steigt der Adenosinspiegel im Plasma an, so dass mehr Adenosin an den
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Adenosinrezeptor des Thrombozyten gebunden werden kann. So wird die
Freisetzung des Enzyms Adenylat-Cyclase stimuliert, welche zyklisches
Adenosintriphosphat in zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) umwandelt. Auch
wird der Abbau von zyklischem Guaninmonophosphat (cGMP) Uuber eine
Phosphodiesterase gehemmt. Ein erhohter Spiegel von cAMP und cGMP hat im
Thrombozyten einen aggregationshemmenden Einfluss (Behan et Storey, 2004).
Eine Kombinationstherapie mit Aspirin, zur Reduktion schwerer vaskularer
Ereignisse, erbrachte jedoch keine signifikant besseren Ergebnisse gegenuber einer
Monotherapie mit Aspirin (Antithrombotic Trialists Collaboration, 2002).

Es wurden drei Klassen von allB3-Antagonisten entwickelt. Abciximab ist ein
Antikorper gegen das Glykoprotein, Eptifibatide, als zyklisches Heptapeptid, ein
kompetitiver Inhibitor und Tirofiban ein Tyrosinanalogon, welches die Bindung von
Fibrinogen an das Integrin allB3 beeintrachtigt (Coller, 2001). Diese Substanzen
Unterbrechen die Bindung von aktiviertem Integrin allB3 an den vWF und an
Fibrinogen und  blockieren so die gemeinsame  Endstrecke  der
Thrombozytenaggregation. Wahrend die orale Verabreichung dieser Substanzen
aufgrund eines erhdhten Blutungsrisikos aktuell nicht empfohlen wird (Cannon et al.,
2000), zeigte sich ein guter Nutzen begleitend zu revaskularisierenden Mallnhahmen
wie perkutaner transluminaler Coronarangioplastie (PTCA) (EPILOG Investigators,
1997) oder Stenting (Topol et al., 1999).

Zusammenfassend haben sich, neben ihrer Wirksamkeit beim akuten
Koronarsyndrom in der Langzeit-Sekundarprophylaxe, vor allem Acetylsalicylsaure
und Clopidogrel als Alternative bewahrt. Eine Kombination aus Aspirin und
Clopidogrel zeigte sich beim akuten Koronarsyndrom leicht Uberlegen.
allB3-Antagonisten haben ihren Einsatzpunkt vor allem in der Akutbehandlung des
Koronarsyndroms und im Rahmen revaskularisierender Massnahmen. Einige
neueren Studien zeigen jedoch keinen zusatzllichen Benefit von allB3-Antagonisten
nach einem Loading mit Clopidogrel (Stone et al.,2008/ Metaanalyse: De Luca et
al.,2009)

1.3.2.3 Sekundare Hamostase

Die Trennung der Beeinflussung der sekundaren von der Beeinflussung der primaren
Hamostase ist kunstlich, da diese Prozesse im Organismus eng miteinander
verflochten sind. So ist zum Beispiel Thrombin, ein Schlisselenzym der Koagulation,
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ein potenter Aktivator der Thrombozyten. Aktivierte Plattchen fordern wiederum den
Koagulationsprozess (Hirsh et al., 2001).

Im Rahmen der KHK werden Antikoagulantien vor allem in der Therapie des akuten
Koronarsyndroms und im Rahmen interventioneller Therapien (siehe auch Punkt
2.3.5) eingesetzt. Im Folgenden soll kurz eine Ubersicht Gber die Ablaufe bei der
Koagulation, sowie auf die Mdoglichkeit der therapeutischen Beeinflussung dieser
Vorgange durch Heparin und Bivalirudin, eingegangen werden.

Koumarinderivate und andere neuere Antikoagulantien (Weitz et Bates, 2005) sowie
die sekundare Hamostase im Rahmen vendser Thromben werden aufgrund ihrer,

eher untergeordneten Bedeutung fur die vorliegende Arbeit, ausgeklammert.

1.3.2.3.1 Physiologie der sekundéren Hamostase im arteriellen System

Die sekundare Hamostase beginnt mit der Aktivierung der Gerinnungskaskade.
Traditionell wird zwischen dem intrinsischen und dem extrinsischen System
unterscheiden (MacFarlane et al., 1964)

Die Komponenten des intrinsischen Systems befinden sich alle im Blutplasma und
beinhalten die Gerinnungsfaktoren Xll, XI, IX; VI, Kininogen und Prakallikrein. Das
intrinsische System wird durch die Bindung der Kontaktfaktoren (Faktor XII, Xl,
Kininogen und Prakallikrein) an negative Ladungen der subendothelialen Matrix und
der aktivierten Thrombozytenoberflache aktiviert, was wiederum zu einer Aktivierung
von Faktor X fuhrt.

Faktor X ist der Beginn der gemeinsamen Endstrecke des intrinsischen und des
extrinsischen Systems und wird extrinsisch Uber den Faktor VII und
Gewebsthromboplastin ("Tissue Factor") aktiviert.

Der "Tissue Factor" ist ein integrales Membranprotein, das vorwiegend auf
Gefasswandzellen, jedoch auch auf zirkulierenden Monozyten, vorkommt. Die
gemeinsame Endstrecke der Gerinnungsfaktoren besteht aus Aktivierung von Faktor
X, Bildung von Thrombin aus Prothrombin und Fibrinogenspaltung zu Fibrin.

Der Ablauf der Gerinnungskaskade wird durch Inhibitoren (Antithrombin, Protein C
und S, "Tissue Factor Pathway Inhibitor") reguliert.

Die prokoagulatorische Aktivitat der Thrombozyten wird Uber negativ geladene
Phospholipide vermittelt, die im Rahmen der Thrombozytenaktivierung auf der

Thrombozytenoberflache exponiert werden.
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In den Thrombozyten sind ca. 25 % des im Blut enthaltenen Faktor V erhalten, der in
der Umgebung aktivierter Thrombozyten somit vermehrt freigesetzt wird. Faktor V
bildet zusammen mit dem Plattchenfaktor, aktivem Faktor X und Prothrombin den
Prothrombinasekomplex. Zusatzlich kann Uber den Plattchenfaktor der Tenase -
Komplex gebildet werden (IXa, Vllla, Ca2+, Plattchenfaktor 3).

Letztendlich wird durch diese Vorgange die Bildung von Thrombin generiert, welches
einerseits, wiederum selbst ein starker Plattchenaktivator ist, andererseits aber auch
die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen im Plattchenaggregat katalysiert, wodurch
dieses verfestigt wird (Gawaz, Das Blutplattchen, S 25 ff).

1.3.2.3.2 Wirkungsweise und Einsatz von Heparin

Der Wirkmechanismus des Heparin besteht darin, dass es sich an Lysinreste des
Enzyms Antithrombin anlagert, und somit dessen katalytische Aktivitat fur die
Inaktivierung diverser Gerinnungsfaktoren (Thrombin, Xa, IXa, Xla, Xlla) stark
heraufsetzt (Hirsh et al., 2001). Vor allem die Hemmung von Faktor Xa und Thrombin
sind von Bedeutung. Fur die Inaktivierung von Thrombin muss Heparin sowohl an
Antithrombin als auch gleichzeitig an Thrombin gebunden werden. Fur die
Inaktivierung von Faktor Xa ist vor allem die Bindung an Antithrombin entscheidend
(Casu et al.,, 1981). Heparinmolekule mit weniger als 18 Sachariden kdnnen die
simultane Bindung nicht mehr bewerkstelligen und Thrombin daher nicht mehr
inaktivieren. Allerdings unterstutzen kleinere Heparinmolekule dafur effektiver die
Inaktivierung von Faktor Xa durch Antithrombin (Oosta et al., 1981).

Heparine variieren stark in ihrem Molekulargewicht, wobei héhermolekulares Heparin
schneller aus der Blutbahn eliminiert wird. Dieser Effekt ist daflr verantwortlich, dass
es zu Unterschieden in der Beziehung zwischen der Heparinkonzentration im Plasma
(gemessen in Faktor X inaktivierendenen Einheiten) und der Messung der aktivierten
partiellen Thromboplastinzeit kommt.

Heparin scheint, neben der gut belegten Beeinflussung der Blutgerinnung durch
Bindung an Antithrombin Ill, noch andere biologische Effekte zu haben.

Dadurch, dass primare und sekundare Hamostase Hand in Hand gehen, wird
zusatzlich auch die primare Hamostase, zum Beispiel uUber eine Inhibition der

thrombinabhangigen Plattchenaktivierung, beeinflusst (Hirsh et al., 2001).
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Heparin scheint das Wachstum glatter Muskelzellen zu hemmen (Clowes et
Karnowsky, 1977) und zeigt zudem einen gunstigen Effekt auf den
Reperfusionsschaden nach kardialer Ischamie (Black et al., 1995).

Es wurde gezeigt, dass Heparin antientziindliche Eigenschaften besitzt (Nelson et
al., 1993). Im Korper findet es sich physiologischerweise im Gastrointestinaltrakt und
in der Lunge, den Organen, die neben der Haut, in Kontakt mit der Aul3enwelt
stehen. Einige Studien zeigten in vitro einen Effekt auf die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und die Cytokinsekretion durch Leukozyten in vitro (ltho et al.,
1995/ Attanasio et al., 1998). Heparin reduzierte die Adhasion von Leukozyten an
Endothelzellen in vitro (Lever et al., 2000). Es wurde gezeigt, dass es die
Chemotaxis neutrophiler Granulozyten (Dwarakanath et al., 1995) und die Migration
eosinophiler Granulozyten hemmen kann (Texeira et Hellewel 1993). Auf Grund
dieser antiinflammatorischen Eigenschaften werden bereits Studien zum Einsatz von
Heparin bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen durchgefuhrt. Auch ein
moglicher Einsatzpunkt zur Behandlung von Tumorerkrankungen durch Hemmung
der Angiogenese wird diskutiert. (Mousa, 2007).

Im Zusammenhang mit der koronaren Herzerkrankung wird Heparin vor allem beim
akuten Koronarsyndrom und im Rahmen revaskularisierender Verfahren eingesetzt
(Hirsh et al., 2001).

Oler et al. (1996) stellten in einer Metaanalyse fest, dass die Kombination aus Aspirin
und Heparin bei der instabilen Angina Pectoris, der Monotherapie mit Aspirin
bezuglich der Risikoreduktion fur Herztod oder Myokardinfarkt Gberlegen ist, so dass
hier, meist wenn keine interventionelle Therapie angewendet wird, die Kombination
zur Anwendung kommt. Der erganzende Einsatz zur Thrombolyse beim akuten
Myokardinfarkt ist kontrovers (Hirsh et al., 2001). Der Einsatz im Rahmen der PCI
wird unter Punkt 2.3.5.3 abgehandelt.

1.3.2.3.3 Wirkungsweise und Einsatz von Bivalirudin

Bei Bivalirudin handelt es sich um einen direkten Thrombininhibitor (DTI), im
Gegensatz zu Heparin, welches die Inaktivierung von Thrombin nur Uber eine
Interaktion mit Antithrombin Il bewerkstelligt.

Thrombin kann an drei Bindungsstellen inaktiviert werden. Erstens im aktiven
katalytischen Zentrum, zweitens an der Exosite 1 nahe der Bindungsdomane flr
Fibrin und drittens an der Exosite 2, der so genannten Heparin Bindungsdomane
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(Tulinsky et al., 1996). Bei Bivalirudin handelt es sich um einen reversiblen
bivalenten Thrombininhibitor (Parry et al., 1994), der an das aktive Zentrum und an
die Exosite 1 von Thrombin bindet. Wahrend indirekte Thrombininhibitoren (Heparin)
nur zirkulierendes Thrombin inaktiviert, konnen die DTl auch bereits an einen

Thrombus gebundenes Thrombin inaktivieren (Weitz et al., 1998)

Exositel
c aktives Zentrum w @

Bivalirudin

Exosite 2

Abbildung 1: Bivalente Bindung von Bivalirudin an das aktive Zentrum und an

Exosite1 von Thrombin.

Auch werden sowohl unfraktioniertes als auch niedermolekulares Heparin durch eine,
aus Thrombozyten freigesetzte Substanz (Plattchenfaktor 4), inaktiviert

(Eitzman et al., 1994), was bei den DTI nicht der Fall ist. Der Heparin-Plattchenfaktor
4 - Komplex spielt eine Rolle bei der durch Heparin induzierten Thrombozytopenie
Typ Il (Chong, 2003) so, dass hier Bivalirudin als therapeutische Alternative in Frage
kommt (Mahaffey et al., 2003).

Im Rahmen der KHK wurde es bislang nur als erganzende medikamentdse Therapie

im Rahmen endovaskularer Revaskularisationstechniken eingesetzt.

1.3.3 Perkutane Interventionen

1.3.3.1 Technik

1977 wurde erstmalig von Andreas Gruntzig die Technik der Koronarangioplastie als

nicht operatives Verfahren zur Revaskularisation einer Koronararterie eingesetzt
(Gruntzig et al., 1979). Das Verfahren besteht in Grundzigen darin, dass ein
Katheter, an dessen Spitze sich ein Ballon befindet, zum Beispiel Uber einen Zugang
in die Leistenarterie bis in eine Verengung der Koronararterie, eingefuhrt wird. Durch
Aufpumpen des Ballons wird diese Verengung aufgedehnt. Seit dieser Zeit wurde die

PTCA mit geschatzten zwei Millionen Eingriffen, die jahrlich weltweit stattfinden, ein
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Standardverfahren zur Behandlung der koronaren Herzerkrankung mit
verschiedenen Indikationen. Die Grundtechnik wurde durch verschiedene weitere
Techniken, wie zum Beispiel die Einbringung von Stents (reine Metallstents sowie mit
Medikamenten beschichtete Stents), Techniken zur endoluminalen Atherektomie bis
hin zur endoluminalen radiologischen Brachytherapie zur Reduktion von
Stentthrombosen, erganzt .

1.3.3.2 Erfolgskriterien und Komplikationen

Als Erfolgskriterien werden der Erfolg der Intervention an sich und der klinische
Erfolg unterschieden.

Von einer erfolgreichen Intervention wird gesprochen, wenn eine Reduktion der
Stenose auf unter 20 % erfolgte, ohne dass es im Rahmen der Intervention zu
Komplikationen kam.

Bezuglich der Komplikationen werden Hauptkomplikationen wie Tod, Myokardinfarkt
oder Schlaganfalle von Nebenkomplikationen wie z.B.: transiente ischamische
Attacken (TIA), Wundheilungsstorungen im Bereich des Katheterzugangs,
Niereninsuffizenz oder andere Kontrastmittelunvertraglichkeitsreaktionen
unterschieden.

Als sogenannte spezifische Reaktionen werden eine Koronarthrombose,
Koronarperforation mit nachfolgender Tamponade und Herzrhythmusstorungen
gewertet (Smith et al., 2005).

Neuere Studien zeigen eine sogenannte Krankenhaussterblichkeit von 0.68-1.4%
(Anderson et al., 2002/ Hannan et al., 2005), wobei die Sterblichkeit stark von den
klinischen Umstanden abhangt unter denen die PCI durchgefuhrt wurde.

So zeigte sich beispielsweise, beim Einsatz als primare Reperfusionstherapie im
Rahmen eines Herzinfarktes mit ST-Hebung (STEMI), die kurzfristige Sterblichkeit
mit 7% deutlich erhoht, wobei hier der Tod moglicherweise eher der kardialen
Grunderkrankung als der PCI zuzuordnen ist (Keeley et al., 2003).

Ein Herzinfarkt im Rahmen einer PCl kann durch den akuten Verschluss einer
Koronararterie oder durch eine intrakoronare Embolie ausgelost werden, was
versucht wird durch den Einsatz potenter antithrombozytarer und antikoagulatorisch
wirksamer Substanzen zu verhindern. Das, mit diesem Einsatz verbundene,
Blutungsrisiko muss ebenfalls als mogliche Komplikation im Rahmen der PCI
beachtet werden (Antman et al., 1999).
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Von klinischem Erfolg kann man sprechen, wenn es neben einer erfolgreichen
Intervention auch zu einer deutlichen Abnahme des Beschwerdebildes kommit.
Dauert dieser Erfolg langer als 6 Monate nach dem Eingriff an, kann dies als
langfristiger Erfolg bezeichnet werden (Smith et al., 2005).

Der langfristige Erfolg wird vor allem durch die Restenoserate beeintrachtigt.

Es wurde gezeigt, dass sich durch ein elastisches Zusammenziehen des Gefalles
("elastic recoil"), das unmittelbar nach dem Aufblasen des Ballons beginnt, bis zu
50% des Lumengewinns wieder eingebusst werden (Rodriguez et al., 1995).
Unmittelbar nach der Frakturierung einer atherosklerotischen Plaque im Rahmen der
PClI kommt es zur Freisetzung thrombogener Plaquebestandteile. Die hat eine
Thrombozytenadhasion, Aktivierung sowie Aggregation zur Folge. Die aktivierten
Thrombozyten setzen diverse Substanzen frei, die unter anderem auch das
Wachstum und die Migration glatter Muskelzellen triggern. Das Einwandern dieser
glatten Muskelzellen an den Ort, der durch die PCI gesetzten Gefassverletzung und
die vermehrte Synthese extrazellularer Matrix durch diese Zellen, wird als wesentlich
fur den, an der Restenosierung beteiligten Prozess der Neointima- Hyperplasie
angesehen (Wilcox et al., 2001/ Weintraub,2007). Die Thrombozyten interagieren in
diesem Prozess wiederum mit diversen Entzindungszellen die, wenn sie in die
Gefallwand einwandern, dort ebenfalls eine lokale Entzindungsreaktion unterhalten
und ebenso das Wachstum und die Synthese extrazellularer Matrix begunstigen, so
dass dieser Prozess auch als entzundliche Wundheilung bezeichnet wurde (Forrester
et al.,1991).

Es gibt Hinweise, dass durch eine Stentimplantation (BMS, Bare Metal Stent =
unbeschichteter Metallstent) ebenfalls uber die Initiierung von
Entzindungsvorgangen eine Restenosierung gefordert wird (Toutouzas et al., 2004).
So wurde gezeigt, dass im Gegensatz zu Gefalden, die nur ballondilatiert wurden und
in denen sich lediglich eine vermehrte Neutrophileneinwanderung fand, besonders in
der Neointima gestenteter Arterien, sich eine verlangerte und massive Ansammlung
von Makrophagen zeigte (Welt et al., 2003). Zusammengefasst fuhren, neben dem
"Elastic Recoil", den Gefassreaktionen auf das, wahrend der Intervention gesetzte
Trauma oder die Stenteinlage zu einer Restenosierung.

Diese Reaktionen bestehen aus Vorgangen der Thrombosierung, Entzindung,

Zellproliferation und Vermehrung der extrazellularen Matrix, die meist Uber einen
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Zeitraum von sechs Monaten zu einem fortschreitenden Lumenverlust fuhrt. (Nikol et
al., 1996).

1.3.3.3 Medikamentose Beeinflussung der Komplikationen

Bei der einfachen Ballonangioplastie spielt der "Elastic Recoil" eine gro3e Rolle
beim, unmittelbar im Anschluss an die Lasion, auftretenden Lumenverlust. Durch das
Einbringen eines BMS (Bare Metal Stent = unbeschichteter Metallstent) kann dieser
Mechanismus und der Mechanismus einer Einengung, durch externe
Gefassumbauvorgange, reduziert werden (Smith et al., 2005). In der BENESTENT
Studie konnten Serruys et al. (1994) zeigen, dass durch die Stenteinlage das Risiko
einer Restenose reduziert wird (von 32% auf 22%). Unbeeinflusst bleiben jedoch die
Vorgange, die Uber die Ausbildung einer Intimahyperplasie, zu einer Restenosierung
innerhalb des Stents fuhren konnen. Hier haben sich zum einen die lokale
Radiotherapie (Popma et al., 2002), aber auch der Einsatz von Stents bewahrt, die
Substanzen frei setzen, welche die Zellmigration, das Zellwachstum und
Entzindungsvorgange im weiteren Sinne hemmen. Gebrauchlich sind hier zum
Beispiel Rapamycin (Sirolismus) und Paclitaxel. In der TAXUS IV Studie zeigte sich
durch den Einsatz von, mit Polymer gebundenen Paclitaxel-Stents, eine Reduktion
der angiographischen Restenoserate von 26.6% auf 7.9% (Stone et al., 2004). In der
SIRIUS Studie wurde eine deutliche Abnahme von schwerwiegenden Komplikationen
(MACE), vor allem der Notwendigkeit zu einer erneuten Revaskularisierung (von
18.9% auf 7.1%), beschrieben (Moses et al., 2003).

Um periprozedurale Komplikationen zu verringern, aber auch um moglicherweise den
Langzeiterfolg zu verbessern, werden auch diverse medikamentose Strategien der
Thrombozytenaggregationshemmung eingesetzt.

Bezuglich der Thrombozytenaggregationshemmung kommen im Wesentlichen
dieselben Substanzen wie zur medikamentosen Beeinflussung der KHK zum
Einsatz.

Aspirin (Acetylsalicylsaure) reduziert das Auftreten von ischamischen Komplikationen
nach einer PCI, so dass bei Patienten, die nicht ohnehin schon Aspirin einnehmen,
eine Dosis von (300-325 mg) 2 - 24h vor einer PCl empfohlen wird (Popma et
al.,2004). Durch eine duale Thrombozytenaggregationshemmung (Acetylsalicylsaure
und Thienopyridine z.B.: Clopidogrel) konnte die Haufigkeit der subakuten
Stentthrombose auf ca. 1 % abgesenkt werden (Cutlip et al., 2001).
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In der ISAR Studie (Schomig et al, 1996) zeigte sich eine duale
Thrombozytenaggregationshemmung in der Verhinderung von Ereignissen wie
Herztod, Herzinfarkt oder Notwendigkeit einer erneuten revaskularisierenden
MalRnahme, einer Marcoumarisierung oder Heparinisierung Uberlegen (1.5% vs.
6.2%). In der STARS Studie zeigte sich die Kombination aus Aspirin und Ticlopidin
gegenuber einer Kombination aus Aspirin und Warfarin (Vitamin-K-Antagonist),
bezuglich des Auftretens oben genannter Komplikationen, Uber einen Zeitraum von
30 Tagen, signifikant Uberlegen. Moglicherweise hat eine hdhere sogenannte
Ladedosis von Clopidogrel einen zusatzlich gunstigen Einfluss auf das
postinterventionelle Outcome (Patti et al., 2005).

Die CREDO Studie, in der alle Patienten fur 12 Monate entweder Aspirin und
Clopidogrel oder Aspirin und Placebo erhielten, zeigte fur die Kombination aus
Aspirin und Clopidogrel eine 27 % Reduktion des relativen Risikos zu versterben,
einen Schlaganfall oder einen Herzinfarkt zu erleiden (Steinhubl et al.,2002).
Zusammenfassend kdonnen sowohl Acetylsalicylsdure als auch Clopidogrel sowohl
das Auftreten von Komplikationen im Rahmen oder nach der PCI absenken. Eine
langfristige Gabe verbessert die Prognose zusatzlich (Smith et al., 2005).

Ebenso scheint der Einsatz von allB3 - Antagonisten einen gunstigen Einfluss zu
haben. In einer Metaanalyse, in der die Mortalitat nach einer PCl mit oder ohne
Stenting untersucht wurde, zeigte sich ein gunstiger Einfluss auf die Sterblichkeit
innerhalb der ersten 30 d nach PCIl und nach 6 Monaten (Karvouni et al.,2003),
wobei sich die Effekte relativ unabhangig von den klinischen Umstanden, unter
denen die PCI durchgefuhrt wurde und von der Technik (mit oder ohne Stent), zeigte.
Am besten untersucht in diesem Zusammenhang ist Abciximab.

In der EPIC- (8.3% vs. 12.8%) (EPIC Investigators, 1994), in der EPILOG- (5.7% vs
11.7%) (EPILOG Investigators, 1997) und in der CAPTURE-Studie (11.3%vs. 15.9%)
(CAPTURE-Investigators, 1997) fand sich jeweils eine signifikante Reduktion des
Risikos fur solche Ereignisse wie Tod, Herzinfarkt oder die Notwendigkeit zu einer
erneuten Revaskularisierung im Zeitraum von 30 d nach PCI. Ein solch gunstiger
Effekt konnte auch bei PCl mit Stenteinlage nachgewiesen werden (Topol et al.,
1999). In der ERASER Studie konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, dass
Abciximab tatsachlich eine In-Stent-Stenosierung verhindert (ERASER Investigators,
1999). Interessanterweise scheint der Effekt auch von der Begleitmedikation
abzuhangen. So fanden Kastrati et al. (2004) in der ISAR-REACT Studie, dass nach
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einer hoher dosierten (600mg) Clopidogrel-Gabe kein zusatzlich gunstiger Effekt von
Abciximab nachzuweisen war.

Wahrend der PCIl wird meist unfraktioniertes Heparin verabreicht, um das Risiko
einer Thrombenbildung im Rahmen der arteriellen Verletzung (Topol et al., 1993)
oder im Bereich des Katheters (Grayburn et al.,, 1991) zu vermindern. Zur
Uberwachung einer adaquaten Dosierung wird die aktivierte Gerinnungszeit
bestimmt. Ist die Dosis zu hoch, besteht, insbesondere bei der Kombinationstherapie
mit Acetylsalicylsaure oder allB3-Antagonisten, ein erhohtes Blutungsrisiko (Popma
et al., 1994). Nach einer unkomplizierten PCI wird der Einsatz von unfraktioniertem
Heparin nicht mehr empfohlen.

Als Alternative zu unfraktioniertem Heparin kristallisierte sich der Einsatz von
Bivalirudin heraus. In der BAT Studie (Bivalirudin Angioplasty Trial) zeigte sich der
Einsatz von Bivalirudin, dem Einsatz von Heparin, im Rahmen einer
Ballonangioplastie zur Verminderung von schweren Komplikationen (Herzinfarkt, Tod
wahrend des Klinikaufenthaltes, notfallmassige Revaskularisierung zum Beispiel
durch Bypass-OP), ebenburtig, allerdings mit weniger Blutungskomplikationen (Bittl
et al., 1995). In der REPLACE Il Studie wurden 6010 Patienten untersucht, die eine
PCI bei akutem Koronarsyndrom ohne ST -Streckenhebung erhielten. Es wurden
Gruppen gebildet in denen die Patienten, die meist mit einer Kombination aus
Acetylsalicylsdure und Clopidogrel vorbehandelt waren, entweder eine Kombination
aus Heparin und allB3-Antagonisten oder Bivalirudin alleine, verglichen wurden.
(Kombination mit allB3-Antagonisten in 7.2% der Falle, wenn dies Klinisch
erforderlich erschien).

Den Endpunkt der Studie stellten entweder Tod, Myokardinfarkt, notfallmassige
Wiederholung einer revaskularisierenden MaRnahme oder  schwere
Blutungskomplikationen dar. Die Gruppen unterschieden sich nach 30 Tagen nicht
bezuglich ischamischer Komplikationen. In der Bivalirudingruppe zeigte sich eine
signifikante Reduktion schwerer Blutungskomplikationen (2.4% vs 4.1%) (Lincoff et
al.,2003). Nach 6 Monaten zeigte sich kein Unterschied bezuglich ischamischer
Komplikationen. Nach einem Jahr schnitt die Bivalirudin Gruppe tendenziell (nicht
signifikanter Trend) leicht besser ab (Lincoff et al., 2004).

In der ACUITY Studie wurden ebenfalls, in Kombination mit Aspirin und haufig auch
Clopidogrel, 3 Patientengruppen mit akutem Koronarsyndrom untersucht. Eine erhielt
einen allB3-Antagonisten und Heparin, eine zweite einen allB3-Antagonisten und
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Bivalirudin und eine dritte Gruppe Bivalirudin alleine, wobei bei thrombotischen
Komplikationen wahrend der Intervention auch ein allB3-Antagonist eingesetzt
werden konnte. Es zeigte sich wiederum keine Unterlegenheit der Bivalirudin-
Monotherapie- Strategie zur Pravention ischamischer Ereignisse im Vergleich zu den
anderen Patientengruppen. Allerdings zeigte sich erneut eine Uberlegenheit von
Bivalirudin bezuglich moglicher Blutungskomplikationen (Stone et al., 2006).
Zusammenfassend wurde bisher gezeigt, dass die Komplikationsrate der perkutanen
koronaren Intervention durch Medikamente deutlich gesenkt wird. Die Kombination
einer dualen antithrombozytaren Strategie, mit entweder Heparin oder Bivalirudin,
hat sich bewahrt (Smith et al., 2005).

1.3.4 Chirurgische Revaskularisation

Neben den Techniken zur endovaskularen Revaskularisation haben sich fruh die
chirurgischen Verfahren zur Revaskularisierung bewahrt. Dabei werden entweder
Stenosen direkt mit Hilfe der Patch Graft Technik oder indirekt Uber einen Bypass,
zum Beispiel Uber die Arteria throacica interna, Uberbrickt. (Favaloro, 1998). In
einem systematischen Review kommen Bravata et al. 2007 zum Ergebnis, dass die
10-Jahres-Ueberlebensrate nach PCl oder BYPASS Operation keine signifikanten
Unterschiede aufweist. Bezuglich der Verbesserung der Symptomatik der Angina
Pectoris zeigte sich eine leichte Uberlegenheit der chirurgischen Verfahren, die
allerdings mit einem leicht erhohten Schlaganfallrisiko (1.2% vs 0.6%) und mit einer

starkeren periinterventionellen Invalidisierung einhergehen.
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2. Fragestellung

Der direkte Thrombininhibitor Bivalirudin stellt eine therapeutische Alternative zu
Heparin zur Prophylaxe einer arteriellen Thrombenbildung wahrend einer perkutanen
Koronarintervention (PCI) dar.

Erste Studien zeigen, dass Bivalirudin sowohl bezuglich periinterventioneller
Komplikationen (Blutung, Gefassverschluss) als auch bezuglich langfristiger
ischamischer Komplikation im Vergleich zu Heparin ebenbdlrtig erscheint.
Langerfristige ischamische Komplikationen werden durch Restenosierungsprozesse
begunstigt. An diesen Prozessen sind wiederum Entzindungsvorgange beteiligt, die
bereits wahrend der Angioplastie angestossen und Uber Thrombozyten und
Leukozyten vermittelt werden.

Wir mochten an Patienten, die eine PCI erhalten, die Fragestellung untersuchen, ob
sich Bivalirudin und Heparin unterschiedlich auf die Thrombozytenaktivierung, die
Leukozytenaktivierung sowie die Interleukin- und CRP Freisetzung auswirken.

Dies geschieht unter Hypothese, dass eine gunstige Beeinflussung von
Thrombozytenaggregation und von Entzindungsvorgangen eine Erklarung fur das
gute Abschneiden von Bivalirudin in den Studien sein kdnnte.

Als Methoden kommen die Aggregometrie (Thrombozyten), die FACS-Analyse
(Leukozytenoberflachenmarker/Thrombozytenoberflachenmarker) und der

Cytometric Bead Array (Interleukine) zum Einsatz.
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3. Material und Methoden

3.1 Auswahl der Studienpopulation

3.1.1 Einschlusskriterien

Eine Untergruppe (n=46) der ISAR-REACT-3 Studie mit stabiler Angina pectoris und
elektiver perkutaner Koronarintervention (PCl) wurden in dieser randomisierten,
doppelblinden Studie eingeschlossen.

Die Diagnose stutzte sich auf typische klinische Symptome (reversibles
belastungsabhangiges thorakales Druckgefunhl oder Brennen),
elektrokardiographische (keine spezifischen Veranderungen im Ruhe-EKG, keine
Anzeichen einer instabilen Angina pectoris wie zum Beispiel ST- Strecken und T-
Wellen- Veranderungen oder eines Myokardinfarktes mit zusatzlichen
Veranderungen des QRS-Komplexes) und angiographische Veranderungen
(interventionsbedurftige Koronarstenose).

3.1.2 Ausschlusskriterien

Patienten mit akutem koronaren Syndrom sowie Patienten, die unfraktioniertes
Heparin (UFH) 6 Stunden bzw. niedermolekulares Heparin (LMWH) 8 Stunden oder
orale Antikoagulation 7 Tage vor Intervention erhalten haben, konnten aufgrund einer
moglichen Beeinflussung des Studienergebnisses nicht an der Studie teilnehmen.
Die komplette Liste der Ausschlusskriterien zeigt folgendeTabelle:
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Alter

<18 Jahre

kardiovaskulare Ereignisse

* Myokardinfarkt mit ST-Erhéhung innerhalb 48
Stunden

* Kardiogener Schock

* Perikarditis

* V.a. Aortendissektion

* unkontrollierbare arterielle Hypertension
>180/110mmHg

* perkutane Koronarintervention in den letzten 30
Tagen

* geplante perkutane Koronarintervention in den
nachsten 30 Tagen

gerinnungshemmende
Medikation:

Einnahme von Bivalirudin 24 Stunden zuvor, orale
Antikoagulation in den letzten 7 Tagen, Gabe von
unfraktioniertem Heparin (UFH) in den letzten 6
Stunden bzw. niedermolekularem Heparin (LMWH)
in den letzten 8 Stunden

renale Erkrankungen

Glomerulare Filtrationsrate (GFR) < 30ml/min.,
Serum Creatinin > 30mg/|, renale Dialyse

Blutbildveranderungen

Hamoglobin <100 g/I, Thrombozyten < 100 x 10°
Zellen/| oder >600 x 10° Zellen/|

Blutungen

aktive Blutung, bekannte gastrointestinale,
genitouretrale oder intrakranielle Blutungen,
Hamophilie

Trauma oder Operation einen
Monat zuvor

andere Erkrankungen

maligne oder andere Erkrankungen mit einer
Lebenserwartung von weniger als einem Jahr

Allergie gegen die
Studienmedikation:

Aspirin, Clopidogrel, unfraktioniertes Heparin,
Bivalirudin

Schwangerschaft

Teilnahme an andere klinische
Studien

Ablehnung einer moglichen
Bluttransfusion

3.1.3 Abbruchkriterien

Die Studie konnte jederzeit vom Patienten ohne Angabe von Grunden und ohne

Nachteil fir seine weitere Behandlung abgebrochen werden.

Der Studienarzt brach die Studie ab, sobald eine relevante Nebenwirkung auf die

Studienmedikation oder Erkrankungen bzw. Zustande der Ausschlusskriterien

auftraten.
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3.2 Voruntersuchungen

Vor der randomisierten Aufteilung der Patienten in den zwei verschiedenen
Studiengruppen erhielten alle Teilnehmer die gleichen Voruntersuchungen:

Eine korperliche Untersuchung inklusive der Bestimmung von Gewicht, Grolde, Puls
und Blutdruck, die Darstellung eines 12-Kanal Elektrokardiogramms (EKG) und das
Erfassen der Routine-Laborparameter: u.a. der Leukozyten, Hamoglobin, Hamatokrit,
Thrombozytenzahl, Serum Creatinin, activated clotting time (ACT), aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT), international normalized ratio (INR), Kreatinkinase (CK),
CK-MB, Troponin T oder Troponin I.

Vor der anschlielenden Koronarangiographie und linken Ventrikulographie erhielten

die Teilnehmer ein orales Loading von 600mg Clopidogrel.

3.3 Studienprotokoll

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Institution genehmigt und
alle Patienten erteilten nach ausfuhrlicher Beschreibung der Studie ihre schriftliche
Einverstandniserklarung.

Im Rahmen des Studienprotokolls wurden den Patienten zu drei verschiedenen
Zeitpunkten 15 ml peripher vendses Blut abgenommen. Die erste Entnahme erfolgte
unmittelbar vor Gabe von Acetylsalicylsaure und dem randomisierten
Medikamentenbolus, die Zweite sofort nach Ende der Intervention und zuletzt nach
24 Stunden. Die gewonnenen Blutproben wurden sofort nach unten beschriebenem
Protokoll verarbeitet.

Das Ziel war die ADP- und TRAP -induzierte Thrombozytenaggregation mittels
Aggregometrie und die Expression verschiedener Oberflachenmarker, die eine
Thrombozytenaktivierung  widerspiegeln  (CD62p, CD42b, PAC-1) mittels
Durchflusszytometrie zu analysieren, sowie die Bestimmung inflammatorischer

Zytokine mit Hilfe des Cytometric Bead Array.
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Studienprotokoll

Patienten mit stabiler AP

v
600 mg Clopidogrel

v
Koronarangiographie
v e
500 mg Acetylsalicylsaure

—

Bivalirudin Heparin

Bolus 0,75 mg/kg Bolus 140 IE/kg

Infusion 1,75 mg/kg/h Infusion Placebo
bis PCI-Ende

Thrombozytenaktivierung:
- Aggregometrie:
ADP-und TRAP-induzierte
Thrombozytenaggregation
- Durchflusszytometrie:
P-Selektin (CD 62 p)
PAC-1
GPIb (CD 42 b)
CD40L

Leukozytenaktivierung:
MAC-1 (CD 11 b)

Inflammatorische Zytokine:

> IL-12p70, TNF, IL-6,
IL-183, IL-8, IL-10
nach 24 h CRP

Abbildung 2: Studienprotokoll

Nach der Intervention erhielten alle Patienten zwei Mal taglich 100 mg Aspirin und 75
mg Clopidogrel fur drei Tage gefolgt von 75 mg Clopidogrel taglich fir mindestens 30
Tage.

3.4 Laboruntersuchungen

3.41 Aggregometrie

Um die Frage zu beantworten, ob die Thrombozytenaktivitat nach erfolgter Therapie
mit Bivalirudin bzw. unfraktioniertem Heparin unterschiedlich ist, wurde mit Hilfe der
Aggregometrie sowohl die ADP (Adenosin-5'-diphosphat) - als auch die TRAP
(Thrombinrezeptor aktivierendes Peptid) - induzierte Thrombozytenaggregation
bestimmit.

ADP ist ein loslicher Agonist, der nach Freisetzung aus bereits aktivierten
Thrombozyten, eine wichtige Rolle bei der weiteren Aktivierung der Thrombozyten
spielt. Uber die Hemmung der Adenylatzyklase reduziert es die intrazellulare
Konzentration des in Thrombozyten aggregationshemmenden Signalmolekuls cAMP
(cyclisches Adenosinmonophosphat). Durch die Aktivierung der Phospholipase C
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fuhrt ADP zur Freisetzung von Kalzium. Dieses bewirkt tuber weitere Zwischenschritte
die Aktivierung von Thrombozyten.

3411 Grundlagen der Aggregometrie

Die Messung der thrombozytaren Aggregation wurde 1964 durch Born (Born et al.,
1964) etabliert. Seitdem dient sie in der klinischen Routinediagnostik zum Nachweis
erworbener, angeborener oder medikamentos induzierter Funktionsstorungen der
Thrombozyten.

Das Messprinzip beruht auf einer Anderung der Lichtdurchlassigkeit, welche durch
Formwandel der Thrombozyten mit Ausbildung von Pseudopodien ("shape change")
und anschlie3ender Aggregation der Thrombozyten verursacht wird.

Die Initiierung der Aggregation erfolgte mit Hilfe der Plattchenaktivatoren ADP oder
TRAP. Diese binden an spezifische thrombozytare Membranrezeptoren, die eine
Kaskade an Aktivierungsreaktionen (Shape Change, Sekretion granularer
Inhaltsstoffe, Aggregation) bewirken. Durch die Aggregatbildung kommt es zu einer
Zunahme der Lichtdurchlassigkeit der Suspension. Dabei wird immer die Aggregation
zwischen plattchenreichem (PRP) und plattchenarmem Plasma (PPP) verglichen.
Der Aggregometer misst photometrisch die platichenbedingte Trubung bzw. die
Lichtdurchlassigkeit. Polychromatisches Licht aus einer Niederspannungsgluhbirne
trifft auf das Plasma und misst den Grad der Trubungsanderung bzw. der
Lichtdurchlassigkeit (Transmission). So fuhrt die Bildung von Plattchenaggregaten zu
einer Abnahme der Partikelzahl und dementsprechend zu einer Erhohung der
Lichtdurchlassigkeit.

Mit Hilfe einer Photozelle wird das transmittierte Licht umgewandelt und zu einem
elektronischen Signal verarbeitet. Anschliefend nimmt ein integrierter Drucker den
zeitabhangigen Verlauf der Aggregation auf und gibt sowohl die Endaggregation in
Prozent als auch die Reaktionskinetik in Form einer Kurve an.

Das Gerat wurde fur die Proben mit PRP bzw. PPP auf 0% und auf 100%
Lichtdurchlassigkeit geeicht.
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Ruhender
Thrombozyt

Aktivierung der
Thrombozytenaggregation durch

————— e~

Aktivierter
Thrombozyt

Zunahme der Aggregation Zunahme der Lichtdurchlassigkeit
\\ (Transmission) /

Abbildung 3: Prinzip der aggregometrischen Messung. Uberfiihrung ruhender
Thrombozyten in den aktivierten Zustand durch Zugabe von
Thrombozytenaktivatoren (ADP, TRAP).

Fur die aggregometrischen Messungen wurden die zwei Aktivatoren ADP und TRAP
verwendet.

ADP bindet an die purinergen Rezeptoren P2Xi, P2Y{ und P2Yq, auf der
Thrombozytenmembran. P2Y; induziert eine intrazellulare Kalziumfreisetzung und
bewirkt die Aggregation mit einer vorausgehenden Formveranderung (Shape
Change) der Thrombozyten. Die Induktion des P2Y1, Rezeptors bewirkt die
Aggregation Uber den Phosphatidylinositol-Stoffwechselweg. Der  aktive
Fibrinogenrezeptor (GP lIb/llla) wird exprimiert und es kommt zur
Membranveranderung der Thrombozyten (Wilde 2000, Cattaneo 2002, Fontana
2003, Rozalski 2005).

3.4.1.2 Probenaufbereitung

FUr die aggregometrischen Messungen wurde vendses Vollblut entnommen und

aufbereitet. Die Aufbereitung erfolgte durchgehend bei 37°C. Die Vollblutproben
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wurden bei 1000 U/min. (Umdrehungen pro Minute) fur 15 Minuten zentrifugiert, um
die Thrombozyten im Plasma anzureichern und somit PRP herzustellen. Der
Uberstand wurde vorsichtig mit einer weitlumigen Pipettenspitze entfernt, um eine
Aktivierung der Thrombozyten, sowie eine Mitnahme roter Blutkorperchen zu
vermeiden. Der Ruckstand wurde erneut bei 13000 U/min. 3 Minuten zentrifugiert.
Der neu gewonnene Uberstand diente als PPP.

3413 Messung der Thrombozytenaggregation

Die Messung der Thrombozytenaggregation erfolgte an PRP mit einem Lumi-
Aggregometer der Firma Chronolog Corporation (Havertown, PA, USA).

PRP wurde in Glaskuvetten gegeben und unter Verwendung eines Ruhrmagneten
konstant bei 1000 U/min. durchmischt.

Die Lichtdurchlassigkeit (Transmission) des PRP lag zu Beginn bei 0%. Durch
Zugabe der Aktivatoren ADP (Endkonzentration 5uM) bzw. TRAP (Endkonzentration
25uM) wurde die Aggregation gestartet und die Transmission sukzessiv erhoht. Nach
Einstellung der Nulllinie und nach Aktivierung der Thrombozytenaggregation erfolgte
die Messung fur die Dauer von 5 Minuten. PPP diente als Referenzwert fur 100%

Transmission.

3.4.2 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie war es mdglich spezifische Veranderungen der
aktivierten  Plattchenoberflache in  Verbindung mit fluorochrommarkierten
monoklonalen Antikdrpern zu charakterisieren. So konnten qualitative und
quantitative Aussagen uber den Funktionszustand bestimmter thrombozytarer
Oberflachenrezeptoren gemacht werden.

Dabei waren die Oberflachenproteine P-Selektin, GPlba, CD40L, und PAC-1 von
besonderem Interesse.

P-Selektin und GPlba, beide thrombozytare Membranglykoproteine, welche die
Interaktion von Thrombozyten mit Leukozyten bzw. mit der subendothelialen Matrix
vermitteln, erlauben Aussagen Uber die Adhasionsbereitschaft der Thrombozyten.
CD40-L wird aus aktivierten Thrombozyten freigesetzt und spielt bei der
Entzindungsreaktion eine wichtige Rolle, indem es die adhasiven und
chemotaktischen Eigenschaften der Gefallwandzellen verandert.

Die Bestimmung des PAC-1- Expression, als Teil des Fibrinogenrezeptors, erlaubt
Aussagen Uber dessen Aktivierung.
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3421 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie hat in den letzten dreil3ig Jahren eine schnelle Verbreitung
sowohl in der Forschung als auch im klinischen Alltag erfahren und lasst sich aus
diesen Bereichen nicht mehr weg denken. lhre groRen Vorteile liegen einerseits in
ihrer hohen Analysegeschwindigkeit von 400-4000 Zellen/Sekunde sowie in ihrer
hohen sensitiven und objektiven Quantifizierung, die sie zu einem
benutzerunabhangigen Messverfahren macht. Andererseits macht sie ihre breiten
Anwendungsmaoglichkeiten vielseitig nutzbar.

Sie bedient sich eines optischen Messsystems, das Fluoreszenz- und
Streulichtsignale einzelner Zellen analysiert. Die Ergebnisse beruhen auf der
gleichzeitigen Messung mehrerer biochemischer und physikalischer Parameter einer
einzelnen Zelle. Dabei lassen sich Zellen jeder Herkunft analysieren, solange sie als
Suspension von Einzelzellen vorliegen.

Der Durchflusszytometer misst optische Signale wie die Fluoreszenz und
Lichtstreuung, die beim Kontakt einer Zelle mit einem Lichtstrahl (Laser) entstehen
und ermdglicht somit eine relativ exakte Differenzierung verschiedener Zelltypen
anhand deren charakteristischer Signalmuster. Als Grundlage fur die Zellanalyse
dient die Antigen-Antikorper-Reaktion, fur die spezifische Antikorper gegen
Oberflachenmolekule mit Fluoreszenzfarbstoff markiert werden. Nach Inkubation mit
Blutzellen binden sich die markierten Antikdrper an ein bestimmtes
Oberflachenmolekul (Antigen). Die nun markierten Zellen werden in einer
monodispersen Suspension durch die laminare Stromung perlschnurartig aufgereiht,
zum Analysenpunkt geleitet und dort einzeln vom fokussierten Lichtstrahl eines
Argonlasers beleuchtet (hydrodynamische Fokussierung). Sobald eine Zelle den
Analysepunkt, den Schnittpunkt zwischen FlUssigkeits- und Laserstrahl, erreicht,
kommt es zu einer Streuung des Laserstrahls. Diese Lichtstreuung wird von
verschiedenen Zelleigenschaften beeinflusst. So spielen Zellgrole,
Querschnittsflache, Struktur der Membran und Zelloberflache sowie intrazellulare
Bestandteile wie Vakoulen und Granula eine entscheidende Rolle.

Gemessen wird einerseits die Intensitat des Lichtes, welches in Vorwartsrichtung
(Forward Scatter, FSC) entlang des einfallenden Lichtstrahls mit einem kleinen
Ablenkungswinkel von 0.5-2° streut. Diese sogenannte Vorwartslichtstreuung ist in
erster Linie ein Mal} fur die ZellgroRe.
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Andererseits wird noch die Intensitat des Lichtes, welches in Seitwartsrichtung (Side
Scatter, SSC) mit einem Ablenkungswinkel von 90° streut, gemessen. Dieses so
genannte Seitwartsstreulicht ist ein Mal} fur die Granularitat und Membranfaltung.

Mit Hilfe dieser beiden Komponenten lassen sich die Thrombozyten, sowie die drei
Leukozytengruppen, bestehend aus den polymorphnuklearen Granulozyten, sowie
den mononuklearen Lymphozyten und Monozyten voneinander unterscheiden. Dabei
konnen diese Zellen mittels des "Gating", also der Selektion einer spezifischen
Zellpopulation, eingegrenzt werden. Das Gating ist die Vorgehensweise beim
Messen bzw. bei der Auswertung der Daten bestimmte Filter zu definieren. Es lassen
sich sowohl die Zellgro3e als auch das Fluoreszenzverhalten festlegen.

Tabelle 2: Bedeutung des Streulichtes

Messverfahren Information Uber
\orwartsstreulicht (FSC) ZellgrolRe
Seitwartsstreulicht (SSC) Granularitat, Membranfaltung

Fur die Charakterisierung unterschiedlicher Zelleigenschaften spielt nicht nur die
beschriebene Lichtstreuung eine wichtige Rolle, sondern auch bestimmte Farbstoffe
womit Zellen mit Hilfe von Antikorpern markiert werden. Diese Farbstoffe werden als
fluoreszierende Verbindungen eingesetzt. Sie absorbieren Lichtenergie in einem fur
den Fluoreszenzfarbstoff charakteristischen Wellenlangenbereich. Dadurch werden
Elektronen in ein hoheres Energieniveau gehoben, fallen anschlielend in das
Ausgangsniveau zuruck und emittieren dabei Licht hoherer Wellenlange. Dieser
Strahlungsubergang wird als Fluoreszenz bezeichnet.

Man unterscheidet Farbstoffe zur Kennzeichnung konjugierter monoklonaler
Antikorper, zum Nachweis von Zellbestandteilen wie der DNA sowie zur Bestimmung
von Zelleigenschaften z.B. von Enzymaktivitaten, intrazellularem Calcium usw.

Es Dbesteht die Moglichkeit eine simultane Messung mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen durchzufuhren, da sich die einzelnen Farbstoffe bei einer
gemeinsamen Wellenlange (in diesem Fall bei 488nm) anregen lassen, aber uber
unterschiedliche, fir den jeweiligen Farbstoff charakteristische Emmissionsspektren

verfugen:
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Tabelle 3: Absorption, Emission und Detektion verschiedener Fluorochrome

Fluorochrom Exzitation/Absorption [Emission (nm) Detektor
(nm)

Fluorescein - 488 515-545 FL-1

Isothiocyanat (FITC)

R-Phycoerythrin(PE) 1488 564-606 FL-2

PE/Cy5 (PC5) 488 >650 FL-3

Allophycocyanin (APC)[635 653-669 FL-4

Die nun entstandenen Fluoreszenz- und Streulichtemissionen jeder einzelnen Zelle

werden in elektronische Signale umgewandelt und dadurch quantifiziert.

3422 Beschreibung des Messvorgangs

Die Grundlage der durchflusszytometrischen Untersuchungen der vorliegenden
Studie bildet das Durchflusszytometer FACSCalibur ™ der Firma Becton Dickinson,
Heidelberg. Dieser ist mit einem 488nm Argon-Laser mit einer Leistung von
15Milliwatt (mW) ausgestattet.

Bevor die Messungen am Durchflusszytometer durchgefihrt werden konnten,
musste zunachst die Gerateempfindlichkeit optimiert und kalibriert werden.

Zu diesem Zweck wurden FITC- (Fluoresceinisothiocyanat), PE- (R-Phycoerythrin),
PC5- (Konjugation von R-Phycoerythrin mit Cyanin 5.1) und APC- (Allophycocyanin)
markierte Beads zusammen mit isotoner Kochsalzlosung in ein Analyserohrchen
gegeben. Nun konnte die Justierung der optischen Einheit zur Optimierung der
Parameter Vorwartsstreulicht, Seitwartsstreulicht und Fluoreszenzintensitat erfolgen.
Die Fluoreszenzen der FITC-, PE-, APC- und Cy5-markierten Antikdrper wurden bei
Wellenlangen von 530nm, 585nm, 661nm bzw. 650nm auf einer logarithmischen
Skala von 1 bis 1026 Kanalen gemessen.

In der Vorwarts-Seitwarts-Streulicht-Darstellung wurde ein  Schwellenwert
(Diskriminator) gesetzt, der alle Impulse darunter ausschlief3t, um Verunreinigungen

oder nicht erwiinschte Partikel z.B. tote Zellen zu vermeiden.

3423 Auswertung und Darstellung der Messergebnisse

Die Datenanalyse und quantitative Auswertung erfolgte mit der Cell Quest Research
Software (Becton Dickinson, San Jose, USA). Diese ermdglicht das Erstellen von

Quadranten- und Histogrammstatistiken und erlaubt somit die optimale
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Differenzierung einzelner  Zellpopulationen, sowie die Berechnung der
entsprechenden prozentualen Verteilung von Subpopulationen.

Die Zellpopulation der Leukozyten sowie der Thrombozyten wurden durch das
Eingrenzen (Gating) auf die CD 45- sowie CD 11b- positiven bzw. CD 42b - sowie
CD 62P - positiven Zellen und anhand des typischen Forward- und Sideward-
Scatters identifiziert.

So konnten die Thrombozyten anhand ihres charakteristischen Vorwartsstreulichts
und die Anfarbbarkeit des vVWF-Rezeptors mit anti - CD42b PE aus allen registrierten
Partikeln fokussiert und gleichzeitig andere zellulare Bestandteile wie Erythrozyten
oder Zelldetritus ausgegrenzt werden.

Um die Leukozytensubpopulationen voneinander unterscheiden zu kdnnen, wurden
die polymorphnuklearen Leukozyten (PMN) mittels dem Eingrenzen der CD 11b -
und CD15 - positiven Zellen und die Monozyten durch die CD 11b - und CD 14 -
positiven Zellen identifiziert.

Die Messergebnisse lassen sich in Form von Histogrammen (als
Einparameterdarstellung) oder als korrelierte Zweiparameterdarstellung (Dot Plot)
bzw. Diagrammen darstellen und analysieren.

FUr einen besseren Vergleich der unterschiedlichen Befunde zwischen beiden
untersuchten Gruppen wurden graphische Darstellungen in  Form von

Balkendiagrammen angewandt.
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3.4.3 Durchfiihrung der FACS-Farbungen

Tabelle 4: Verwendete Antikorper

Antikorper Oberflachenprotein Farbung

CD 11b au-Kette des MAC-1 auf Leukozyten (Rezeptor [FITC
fur Leukozytenadhasion)

CD 14 Protein auf Monozyten, Makrophagen und PE

polymorphnuklearen Leukozyten (Funktion noch
nicht vollstandig geklart, unter anderem Rezeptor
fur Endotoxine)

CD 15 auf neutrophile und eosinophile Leukozyten PE/Cy5
sowie Monozyten (Leukozytenadhasion)

CD 40L TRAP, Expression auf Thrombozyten CD4- und [FITC
CD8-pos.-Zellen

CD 42b GP Iba-Untereinheit des GP Ib-IX-V (von- PE
Willebrand-Faktor Rezeptor)

CD 45 auf alle Leukozyten (Tyrosinphosphatase) APC

CD 61 GP llla-Untereinheit des Fibrinogenrezeptors FITC
(unabhangig vom Aktivierungszustand)

CD62P P-Selektin, Adhasionsmolekul, Expression auf |[FITC
Thrombozyten und vaskulare Endothelzellen

PAC-1 Bindungsstelle fur Fibrinogen auf aktivierter GP |FITC

llla-Untereinheit des Fibrinogenrezeptors

3.4.3.1 Oberflachenfarbung der Thrombozyten

Far die durchflusszytometrische Bestimmung der thrombozytaren

Oberflachenantigene wurde mit Citrat antikoaguliertes Vollblut gewonnen.

10 pl des Blutes wurden mit 490 pyl PBS (Phosphat Buffered Saline) zu einem
Gesamtvolumen von 500 pl verdinnt, wovon anschlielend jeweils 35 pl in zehn
verschiedene FACS-Rohrchen zugegeben wurden.

Der durch Konjugation mit Phycoerythrin (PE) rot fluoreszierende Antikorper gegen
den thrombozytenspezifischen CD 42 b-Rezeptor wurde in jeweils drei Rohrchen mit
einem durch Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) grin fluoreszierenden Antikorper gegen
PAC-1, CD 40L sowie CD 62P kombiniert.

In je ein Rohrchen der drei Antikdrperreihnen wurden 5 pyl PBS fur die
Referenzmessung bzw. zur Thrombozytenaktivierung 5 yl ADP bzw. 5 yl TRAP

dazugegeben.
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Die direkt markierten Antikdrper (AK) wurden in den unten angegebenen Volumina

zugegeben und gut gemischt:

5 pl anti - CD 42b PE AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
10 pl Phosphat Buffered Saline (PBS, Fa. GIBCO, Life Technologies,
Leopoldshafen, Deutschland)

5 pl anti - CD 42b PE AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
5 pl anti - PAC1 FITC AK (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
5yl PBS

5 pl anti - CD 42b PE AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
5 pl anti - PAC1 FITC AK (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
5 pl ADP (200 pM)

5 pl anti - CD 42b PE AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
5 pl anti - PAC1 FITC AK (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
5 ul TRAP (250 uM)

5 pl anti - CD 42b PE AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
5 pl anti - CD 40L FITC AK (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland)
5 ul PBS

5 pl anti - CD 42b PE AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
5 pl anti - CD 40L FITC AK (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland)
5 pl ADP (200 pM)

5 pl anti - CD 42b PE AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
5 pl anti - CD 40L FITC AK (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland)
5 pl TRAP (250 uM)

5 pl anti - CD 42b PE AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
5 pl anti - CD 62P FITC AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
5 ul PBS

5 pl anti - CD 42b PE AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
5 pl anti - CD 62P FITC AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
5 pl ADP (200 pM)

5 pl anti - CD 42b PE AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)

5 pl anti - CD 62P FITC AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)

5 ul TRAP (250 uM)
Die Blutproben wurden anschlielend fur 30 Minuten bei Zimmertemperatur unter
Lichtausschluss inkubiert. Zur Fixierung der Zellen wurden 300ul einer 0,5%
Paraformaldehyd (PFA)- Losung dazugegeben. Die Messung erfolgte mdoglichst
sofort oder aber mindestens innerhalb der nachsten 24 Stunden. Bis dahin wurden
die Proben im Kuhlschrank bei 4°C aufbewabhrt.
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3432 Oberflachenfarbung MAC-1 positiver Monozyten und
polymorphnukleérer (PMN-) Zellen

Zur Anfarbung der MAC-1 positiven Monozyten und der polymorphnuklearen (PMN-)
Zellen mit ihren spezifischen fluoreszenz-markierten AntikOrpern wurde in einer
EDTA-Spritze gewonnenes Vollblut verwendet und nach folgendem Schema in zwei
FACS-RoOhrchen pipettiert:

1,25 pl anti - CD 45 APC AK (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
48,75 ul Vollblut

5 pl anti - CD 11b FITC AK (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
5 pl anti - CD 14 PE AK (Dako, Hamburg, Deutschland)

2,5 ul anti - CD 15 PC5 AK (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
1,25 pl anti - CD 45 APC AK (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
36,25 yl Vollblut

Die Blutproben wurden gut gemischt und fur 30 Minuten unter Lichtausschluss auf
Eis inkubiert. Um die Erythrozyten zu lysieren wurden jeweils 500ul FACS Lysing-
Solution (Becton Dickinson, San Jose, USA) in einer mit destilliertem Wasser
erzeugten Verdunnung von 1:10 zugegeben und die zwei Réhrchen fur 10 Minuten
bei Zimmertemperatur inkubiert. AnschlieBend folgte ein Waschschritt mit 2 ml
Phosphat Buffered Saline (PBS) Puffer (145 mM NaCl, 10 mM Kaliumphosphat, pH
7,2, Fa. GIBCO, Life Technologies, Leopoldshafen, Deutschland) und eine 5
minutige Zentrifugation bei 1700 Umdrehungen/Minute (U/min). Der entstandene
Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Das verbliebene Zellpellet wurde in 300
pul einer 1% Paraformaldehyd (PFA)-Losung resuspendiert und bis zur
Durchflusszytometriemessung, fur maximal 12 Stunden, im Kuhlschrank bei 4°C
gelagert.

3.4.4 Cytometric Bead Array (CBA)

Die Cytometric Bead Array (CBA), auch multiplexed bead Assay genannt, ist ein auf
Beads basierendes immunologisches Nachweisverfahren zur Bestimmung der
Konzentration verschiedener Zytokine im Serum oder Zelluberstand. Sie ist eine neu
entwickelte Variante des Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Mit deren Hilfe wurde die Serumkonzentration der inflammatorischen Zytokine IL-12
p70, Tumornekrose Faktor (TNF), IL-8, IL-6 und IL-1B3 sowie des anti -
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Inflammationszytokin IL-10, sowohl fur die Bivalirudin- als auch fur die
Heparingruppe, vor und nach PCI bestimmit.

3.4.4.1 Grundzuge des Cytometric Bead Array (CBA):
Das Cytometric Bead Array (CBA) ist eine Methode zur Bestimmung von l6slichen

Substanzen, wie z.B. Zytokinen aus Seren oder Zelliberstanden.

Dabei werden diese |0slichen Substanzen ahnlich einem "Sandwich-ELISA" mittels
Antikorperbindung an ein Tragermedium gebunden und mit einem weiteren
Nachweisantikorper markiert. Im Unterschied zum ELISA handelt es sich bei dem
Tragermedium jedoch um suspendierte Glasperlen (Capture-Beads) und nicht um
eine Mikrotiterplatte. Dies hat den Vorteil, dass die anschliellende Messung mittels
Durchflusszytometer erfolgen kann, der Fluoreszenz- und Streulichtsignale einzelner
Zellen analysiert.

Die Glasperlen (Capture-Beads) sind mit Antikdrpern beschichtet gegen bis zu sechs
verschiedene geloste Antigene (in diesem Fall Zytokine) mit unterschiedlicher
Fluoreszenzintensitat. Der neu entstandene Zytokin- Capture Bead- Komplex bindet
wiederum einen spezifischen Detektions-Antikdrper mit einer anderen
Fluoreszenzintensitat.

Die Capture-Beads lassen sich alle gleichzeitig messen und bei der Analyse der
Daten mittels einer speziellen Software voneinander unterscheiden.

Die Quantifizierung der Zytokine erfolgt, indem eine Standardkurve mit bekannten
Zytokinkonzentrationen angelegt und mit der Fluoreszenzintensitat der
Nachweisantikorper verglichen wird.
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Capture beads mit 5 AK Zytokine
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Abbildung 4: Funktionsprinzip des Cytometric Bead Array
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3.4.4.2 Testprinzip des CBA
Das Testprinzip beruht auf die "Sandwich Assay"-Technik des ELISA. Im Vergleich

zum ELISA konnen viele verschiedene I6sliche Produkte wie z.B. Zytokine
gleichzeitig, also "multiplexed" erfasst werden.

Bei dem verwendeten Cytometric Bead Array Inflammation Kit (CBA, BD
Biosciences, Heidelberg, Deutschland) wurden sechs verschiedene bead-Gruppen
unterschiedlicher Fluoreszenzintensitat mit, fur diese sechs Zytokine, jeweils
spezifischen und markierten Antikorpern gekoppelt.

Alle sechs bead-Gruppen, PE-konjugierte Antikorper sowie die zu bestimmenden
Proben wurden miteinander vermischt, um die Bildung von Sandwich-Komplexen zu
ermoglichen.

AnschlieRend konnten die Ergebnisse mit Hilfe des Durchflusszytometers analysiert
und bildlich dargestellt werden.

3443 Vorteile der CBA im Vergleich zum ELISA

Durch die gleichzeitige Messung verschiedener Zytokine in ein und derselben

Reagenz ist die Vergleichbarkeit zwischen den Mengen der unterschiedlichen
Zytokine grofer.

Zur gleichzeitigen Bestimmung mehrerer Zytokine wird nur ein kleines Probevolumen
bendtigt.

Dadurch dass Falcons die Mikroplatten des ELISA ersetzen und die Messung mit
Hilfe des Durchflusszytometers erfolgt, kann der Einsatz des Testvolumens flexibler
gehandhabt werden. Dies kommt vor allem Proteinen mit geringer in vivo

Konzentration zugute.

3.4.5 Messung loslicher Zytokine
Die Messung der Zytokinkonzentrationen IL-1p, 1I-6, IL-8, IL-10, IL-12 (IL-12 p70) und

des Tumor necrosis factor (TNF) erfolgte mit dem Cytometric Bead Array

Inflammation Kit (CBA, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) und wurde
entsprechend den detaillierten Vorgaben des Herstellers durchgefihrt.

Zu Beginn wurde das Cytometer Setup erstellt, indem jeweils 50 yl Cytometer Setup
Beads in die Rohrchen A, B und C pipettiert wurden. In Rohrchen B kamen 50 pl
FITC -positiv Kontrolle, in Rohrchen C PE -positiv Kontrolle hinzu. Nach 30 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 450 uyl Waschpulver in
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Rohrchen A und je 400 pl in Rohrchen B und C. Anhand dieser Mischungen konnte
die Cytometer -Einstellung erfolgen.

Zur Quantifizierung der Zytokine war es zusatzlich erforderlich, eine
Verdlinnungsreihe der Zytokinstandards zu erstellen. Hierfir wurde lyophilisiertes
human Inflammation Standard mit 2,0 ml Assay Diluent rekonstituiert und nach 15
Minuten Inkubation ein Top Standard mit Assay Diluent mit einer Konzentration von 5
ng/ml hergestellt. Anschliessend wurde eine Verdunnungsreihe bis 1:256 sowie eine
Negativ- Kontrolle angelegt.

Fur die Praparation der Studienproben wurden zuerst 50 pl des Mastermix aus den
einzelnen Capture Beads hergestellt. Danach wurden jeweils 50 pl der Proben dazu
pipettiert und fur 1,5 Stunden im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe von je 50 ul PE-
Detektionsreagenz erfolgte eine erneute Inkubation fur 1,5 Stunden im Dunkeln.
Zuletzt wurden die Proben mit 1 ml Waschpulver gewaschen und zentrifugiert.

Fur die anschlieende Messung am Durchflusszytometer wurde das Bead Pellet in
300 pl Waschpulver resuspendiert. Die untere Nachweisgrenze lag zwischen 10 und
20 pg/ml.

3.4.6 Bestimmung des CRP
Die Bestimmung der Serumkonzentration des C-reaktiven Proteins (CRP) erfolgte im

Routinelabor der klinischen Chemie der Institution.

3.5 Statistik und Datenverarbeitung

Um mit einer Power von 90% und einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 einen
Unterschied in der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation von 10%
nachzuweisen, sind mindestens 23 Patienten pro Gruppe erforderlich (nQuery
Advisor, Version 5.0).

Die Datenanalyse durch den "Kolmogorov-Smirnov-Test" zeigte, dass die Ergebnisse
der Untersuchungen nicht der Gaul}’” schen Normalverteilung entsprachen.
Unterschiede zwischen den zwei Gruppen wurden mittels dem "Mann-Whitney-
Wilcoxon Rangsummen-Test" analysiert. Dabei handelt es sich um einen Test fur
unabhangige Stichproben. Dieser kann auch bei kleinen Stichproben ohne
Normalverteilung angewandt werden. Der Test untersucht, ob zwei Stichproben aus
der gleichen Grundgesamtheit stammen. Hierfur werden die Messwerte beider
Stichproben zusammengefasst, der Grosse nach geordnet und Rangzahlen verteilt.
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Danach erfolgt mit den Rangzahlen der Werte die Bestimmung der Rangsumme.
Daraus wird anschliessend eine entsprechende Prufgrosse ermittelt.

Unterschiede zwischen mehr als zwei Proben aus derselben Gruppe wurden zuerst
mit dem "Friedmann-Test", gefolgt vom "Wilcoxon's Paarvergleichs- Rang Test"
analysiert.

Ein p- Wert kleiner als 0,05 (P< 0,05) im zweiseitigen Test wurde als signifikant
betrachtet.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)

angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Studienpopulation

In der Studie wurden insgesamt 46 Patienten, 17 Frauen und 29 Manner, im Alter
von 44 bis 89 Jahren mit stabiler, belastungsabhangiger Angina pectoris CCS Klasse
Il aufgenommen.

Alle Patienten wiesen in der Angiographie Stenosierungen der Herzkranzgefasse
auf.

21 Patienten, davon 9 Frauen und 12 Manner wurden der Heparin - Gruppe und 25
Patienten, 8 Frauen und 17 Manner, der Bivalirudin - Gruppe zugeordnet.

Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf
Alter, Geschlecht, Risikofaktoren, linksventrikularer Ejektionsfraktion und Anzahl der
betroffenen Herzkranzgefasse gefunden.

Die klinischen Daten beider Gruppen sind in der Tabelle Patientencharakteristika

zusammengefasst.

4.2 Angiographische Daten

Die Anzahl der Interventionen der Koronararterien war gleich verteilt, bis auf den
Ramus circumflexus der linken Koronararterie (Lcx), der in der Heparin-Gruppe ofters
betroffen war.

Sowohl die Zeit zwischen Verabreichung der Ladedosis und dem Beginn der
Intervention, als auch die Dauer der Intervention zeigte in beiden Gruppen keinen
signifikanten Unterschied. So erhielt die Heparin-Gruppe 600 mg Clopidogrel
Ladedosis 14.3 £ 1.9 Stunden vor der Intervention und die Bivalirudin -Gruppe erhielt
sie 12.6 =+ 1.6 Stunden davor (p=0.2).

Die Dauer der Intervention wurde definiert als Zeitpunkt ab der Verabreichung des
Heparin- bzw. Bivalirudin-Bolus bis zum Infusionsende. Die mittlere
Interventionsdauer betrug in der Heparin-Gruppe 33 + 4.7 Minuten und in der
Bivalirudin - Gruppe 27.3 = 3.3 Minuten (p=0.2).

Die angiographischen Daten werden in Tabelle Patientencharakteristika gezeigt.
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Tabelle 5: Patientencharakteristika Demographische und angiographische Daten
der Studienteilnehmer. HS= Hauptstamm; LAD= left anterior descending coronary

artery; LCx= left circumflex coronary artery; RCA= right coronary artery

Heparin Bivalirudin P
(n=21) (n=25)

Geschlecht (W/M) 9/12 8/17 0.45
Alter (J), Mittelwert (Streubreite) 66.0 (44-85) 68.0 (49-89) 0.73
Risikofaktoren
Aktive Raucher, n (%) 9 (43) 11 (44) 0.94
Hypercholesterinamie, n (%) 16 (76) 23 (92) 0.22
Arterielle Hypertonie, n (%) 18 (86) 25 (100) 0.09
Diabetes mellitus, n (%) 7 (33) 7 (28) 0.70
Familiare Vorbelastung, n (%) 7(33) 15 (60) 0.07
Anzahl betroffener Gefale
1- Gefasserkrankung 3 (14) 6 (24) 0.48
2- Gefasserkrankung 4 (19) 4 (16) 1.00
3- Gefasserkrankung 14 (67) 15 (60) 0.64
Betroffenes Gefass
HS 7 2 0.06
LAD 9 13 0.54
LCx 11 0.02
RCA 7 0.92
Linker Ventrikel
Ejektionsfraktion (%),Mittelwert (Streubreite) 52.6 (19-65) 56.0 (40-66) 0.38
Loading time (h), Mittelwert £+ SEM 143119 126 +1.6 0.2
Dauer der Intervention (Min.), Mittel £t SEM 33 £ 4.7 27.3+3.3 0.2
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4.3 Ergebnisse zur ADP- und TRAP-induzierten
Thrombozytenaggregation

Um der Frage nachzugehen, ob es Unterschiede in der Thrombozytenaktivitat nach
erfolgter Therapie mit Bivalirudin bzw. unfraktioniertem Heparin gibt, wurde sowohl
die ADP- als auch die TRAP- induzierte Thrombozytenaggregation beider Gruppen
mit Hilfe der Aggregometrie bestimmt. Zu Beginn des Versuchs betrug die
Lichtdurchlassigkeit in Abwesenheit der Aktivatoren ADP und TRAP noch 0%. Diese
wurde allerdings nach deren Zugabe und somit nach Beginn der Aktivierung der
Thrombozytenaggregation sukzessiv erhoht.

In der Bivalirudingruppe konnte nach perkutaner Koronarintervention eine signifikant
reduzierte ADP-induzierte Thrombozytenaggregation festgestellt werden.

Im Gegensatz dazu blieb die Thrombozytenaggregation in der Heparingruppe
unverandert.

Die TRAP-induzierte Thrombozytenaggregation nach PCI wurde in beiden Gruppen
reduziert, wobei dieser Effekt in der Bivalirudingruppe nur als Tendenz erfasst

werden konnte.

ADP-induzierte Aggregation TRAP-induzierte Aggregation

*

% % *
50 100 + —/
[
40 l 80 I
I' I
30 60
20 40 Nach
Nach PCI
Nach Nach
10 PCi PCl 20 PC|
0 ' \ 0 .
Bivalirudin Heparin Bivalirudin Heparin
EM vor PCI
OO nach P +p<0,10

*p<0,05

Abbildung 5: ADP- und TRAP-induzierte Thrombozytenaggregation
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4.4 Ergebnisse zu Oberflachenmarkern der
Thrombozytenaktivierung

Zur Bestimmung der Expression verschiedener Oberflachenmarker, die eine
Thrombozytenaktivierung widerspiegeln (PAC-1, P-Selektin und GPlba), fanden im
experimentellen Teil der Arbeit durchflusszytometrische Analysen statt. Nach
Zusammenfassung der erhaltenen Messwerte beider Gruppen erfolgte die
weitergehende Auswertung. Zur Verdeutlichung der unterschiedlichen Befunde
zwischen beiden Gruppen wurden graphische Darstellungen in Form von
Balkendiagrammen angewandt.

Die Erfassung der Thrombozytenaktivierung erfolgte Uber die
durchflusszytometrische Bestimmung der Oberflachenproteine PAC-1 und P-
Selektin. Beide Oberflachenmarker zeigten nach ADP-induzierter
Thrombozytenaggregation eine signifikant geringere Expression nach PCl und der
gleichzeitigen Gabe von Bivalirudin. Wohingegen die Administration von Heparin
keine Veranderung dieser Oberflachenmarker bewirken konnte.

P-Selectin PAC-1
mean fl. mean fl.
— 50 f '
40 'l'
40
30
T 30 T
20
Nach Nach 20 Nach
10 PCI PC| 10 PClI Nach
PCI
0 . , 0 .
Bivalirudin Heparin Bivalirudin Heparin
EM vor P
OO nach el *p<0,05

Abbildung 6: Expression von P-Selectin und PAC-1

Auch die Oberflachenproteine GPIba (CD 42 b) und CD40L (TRAP) wurden auf die
gleiche Art und Weise wie PAC-1 und P-Selektin durchflusszytometrisch gemessen.
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Die Oberflachenexpression von GPlba zeigte zwar einen kleinen, aber dennoch
signifikanten Abfall nach PCl in der Bivalirudingruppe im Gegensatz zur

Heparingruppe.
GPlba
mean fl.
S0 | —
40 | Lo .
30 |
20 |
Nach o
PCI acl
10, PCI
0 T
Bivalirudin Heparin
EM vor PCi
OO nach PcI *p<0,05

Abbildung 7: Expression von GPIlba

Eine Veranderung der Oberflachenexpression von CD40L auf Thrombozyten konnte
nicht festgestellt werden.

4.5 MAC-1 (CD11b) positive Monozyten und polymorphnukleare
(PMN-) Zellen

Die Bestimmung der MAC-1 (CD11b) positiven Monozyten und der
polymorphnuklearen (PMN-) Zellen fand anhand von Messungen am
Durchflusszytometer statt. Nach dem Anfarben der Zellen mit spezifischen
fluoreszenzmarkierten  Antikorpern  und deren  Gating erfolgte  deren
durchflusszytometrische Erfassung.

Durch die Zugabe von Bivalirudin kam es zu einer signifikanten Abnahme der MAC-
1-Monozyten nach der perkutan koronaren Intervention, wohingegen die Gabe von
Heparin keine signifikante Veranderung bewirkte.

Die MAC-1 —positiven polymorphnuklearen Zellen wurden weder durch Bivalirudin
noch durch Heparin in signifikanter Weise beeinflusst.
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Polymorphonukleére

Monozyten
VAC y Zellen
MAC-1
mean fl.
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Abbildung 8: Einfluss von Bivalirudin bzw. Heparin auf die CD11b Monozyten und
polymorphnukleare Zellen.
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4.6 Ergebnisse der Zytokinbestimmung

Die Serumkonzentration der inflammatorischen Zytokine IL-12 p70, Tumornekrose
Faktor (TNF), IL-8, IL-6 und IL-113 sowie des anti - Inflammationszytokin IL-10 wurde
nach der oben beschriebenen Methode des Cytometric Bead Array bestimmit.

Es konnte kein signifikanter Unterschied der Zytokinkonzentration zwischen der
Gruppe mit Bivalirudin und Heparin, weder vor noch nach der perkutanen
Koronarintervention, festgestellt werden.

Die Tabelle Zytokine zeigt die Zytokinkonzentration in pg/ml als Mittelwert und
Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

Tabelle 6: Zytokine (pg/ml), Mittelwert £ SEM

Heparin Bivalirudin

vor nach vor nach

Intervention Intervention Intervention Intervention
IL-12p70 6.9+1.5 95+1.3 89123 10.0+2.8
TNF 51+1.2 6.8+0.9 6.0+£1.2 71+15
IL-10 57+15 71+£19 3.9+0.7 52+0.8
IL-6 36105 43+0.6 41+06 45+0.6
IL-113 44+09 6.4 £0.6 6.3£0.9 6.91+1.1
IL-8 11.3+1.3 11410 15315 17.0+ 2.1
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit wurde mit dem Ziel durchgefuhrt, im Rahmen einer klinischen
Studie unterschiedliche Einflisse von Heparin und Bivalirudin auf die
Plattchenaktivierung und auf mogliche Marker einer Entzindungsreaktion im

Rahmen einer elektiven perkutanen koronaren Intervention zu untersuchen.

5.1 Uberlegungen zum Studiendesign

Dies konnte aus ethischen Grinden nur in Kombination, nach vorheriger Gabe von
Acetylsalicylsdure und Clopidogrel geschehen, da eine duale Hemmung der
Plattchenaggregation mittlerweile zum Standard der Thromboseprophylaxe im
Rahmen einer solchen Intervention gehort und die akute Stentthrombose reduziert
(Smith et al., 2005). Die Blutentnahmen erfolgten zu drei Zeitpunkten, einmal vor
Beginn der Intervention, der konstitutionellen Gabe von einem weiteren Bolus
(500mg) Acetylsalicylsaure, sowie der alternativen Gabe von, entweder Bivalirudin
oder unfraktioniertem Heparin. Eine zweite Blutentnahme erfolgte unmittelbar nach
der Intervention, eine dritte nach 24 Stunden. Bivalirudin wurde in derselben
Konzentration wie in der REPLACE Il Studie zur vergleichenden Wirksamkeit mit
Heparin eingesetzt (Lincoff et al., 2004). Heparin wurde mit einem Bolus von 140
U/kg Korpergewicht mehr als doppelt so hoch dosiert wie in REPLACE Il (65 U/kg),
so dass ein fehlender Nachweis von Heparineffekten nicht auf eine Unterdosierung
zurlck zu fuhren ist.

Bezlglich der Geschlechts- und Altersverteilung, des kardiovaskularen Risikoprofils,
der linksventrikularen Auswurffraktion, und der Haufigkeit der betroffenen Gefalie
gab es keine signifikanten Unterschiede in der Heparin- und in der Bivalirudingruppe.
Allerdings zeigte sich in der Bivalirudingruppe ein Trend fur eine familiare Haufung
der KHK (60% vs. 33% P=0.07) und einer systemischen Hypertonie (100% vs. 86 %
P=0.09). Dennoch ist es unwahrscheinlich, dass diese Faktoren fur die beobachteten
Zusammenhange ursachlich waren.

Ebenso gab es zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede in der
Zeitspanne zwischen Verabreichung von Clopidogrel und erster Blutentnahme vor
Beginn der Intervention. Dies ist insofern wichtig, da die Response der
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Thrombozyten auf die Einnahme von Clopidogrel moglicherweise vom Abstand zur
Einnahmezeit abhangt (Gurbel et Tantry, 2006).

Es gab keine signifikanten Unterschiede in der Dauer der Gesamtintervention in der
Heparin- und der Bivalirudingruppe.

Ein signifikanter Unterschied zeigte sich lediglich darin, dass in der Heparingruppe

mehr Interventionen in der linken Arteria cricumflexa stattfanden.

5.2 Thrombozytenaktivierung

5.2.1 Beeinflussung der Thrombozytenaktivierung durch Heparin

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich in der Aggregometrie eine Abnahme
der, durch das Thrombin Receptor Activating Peptide (TRAP), induzierten
Plattchenaggregation in der Heparingruppe. TRAP entsteht physiologisch als
Spaltprodukt des Thrombinrezeptors (Gawaz, Das Blutplattchen, S.20)

TRAP aktiviert den Thrombozyten Uber den Protease-aktivierten Rezeptor PAR 1
und PAR 4 (Xiao et Theroux, 2004) und kann so die Plattchenaggregation
begunstigen.

In unserem Fall wirde also Heparin in Kombination mit Acetylsalicylsaure und
Clopidogrel eine hemmende Wirkung auf die Plattchenaggregation entfalten.

Eine maogliche Erklarung hierfur wurde von De Candia et al. (1999) vorgeschlagen.
Sie vermuteten, dass die Bindung von Thrombin an das Glykoprotein Ib Uber seine
so genannte heparinbindende Exosite zu Stande kommt und, dass diese Bindung
durch Heparin gehemmt werden kann. Fur die Induktion eines prokoagulanten
(aktivierten) Zustand der Thrombozyten ist jedoch, neben der Bindung von Thrombin
an die Rezeptoren PAR 1 und 4 (Coughlin, 1999), auch die Bindung an GP Ib
erforderlich (Dormann et al., 2000).

Maoglich ist auch, dass durch die Hemmung der Thrombinbildung durch UFH in vivo
eine Voraktivierung der Thrombozyten durch Thrombin unterdrickt wurde, was sich
dann in einer reduzierten TRAP abhangigen Aggregation in vitro aul3erte.

Diverse Studien legen, im Gegensatz zu unseren Ergebnissen, eine Verstarkung der
Plattchenaktivierung durch diverse Aktivatoren wie TRAP oder ADP durch
unfraktioniertes Heparin nahe (Salzman et al., 1980; Xiao et Theroux, 1998). Xiao et
Theroux fanden unter UFH eine erhohte Plattchenaggregation, P-Selektin
Expression und Aktivierung des Integrin allB3 (GP lIb/llla) nach Aktivierung mit
TRAP und ADP. Aus einer Zusammenschau mehrerer Untersuchungen, die
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entweder eine Potenzierung oder eine Reduktion der Plattchenaktivierung durch
Heparin beschrieben, folgerten sie, dass eine Potenzierung der Plattchenaktivierung
eher bei Einsatz niedrigerer Konzentrationen von ADP (0.32 pmol/l) oder TRAP
(0.625umol/l) gemessen werden kann. Bei hdheren Konzentrationen der zugesetzten
Aktivatoren (3-5umol/l fir ADP/ 2.5 -10 umol/l fur TRAP) sei der Effekt weniger gut
nachzuweisen, da er neben der, dann ohnehin starken Plattchenaktivierung kaum
noch eine Rolle spiele. In der vorliegenden Untersuchung wurde ADP in einer SuM
Konzentration und TRAP in einer 25 uM Konzentration eingesetzt, was eine mogliche
Ursache dafur sein konnte, dass kein proaggregatorischer Effekt von Heparin
nachzuweisen war.

Dies wurde jedoch nicht erklaren, dass es durch UFH sogar zu einer Abnahme der
TRAP induzierten Thrombozytenaggregation kam. Eine mogliche Erklarung findet
sich in der Co-medikation mit Clopidogrel. Storey et al. (2005) fanden, dass Heparin
sowohl die durch TRAP, als auch durch ADP ausgeloste Plattchenaggregation
potenziert. Im Falle der durch ADP ausgelosten Plattchenaggregation konnte dieser
Effekt durch eine kombinierte Blockade eines P2Y1-Antagonisten und eines P2Y12-
Antagonisten wieder abgeschwacht werden. Im Falle der durch TRAP ausgeldsten
Plattchenaggregation konnte der potenzierende Effekt durch die Gabe von Cangrelor
(P2Y12 Antagonist) komplett aufgehoben werden.

Clopidogrel ist ebenfalls ein P2Y12-Antagonist, der moglicherweise einen
proaggregatorischen Effekt  von UFH auf die TRAP  abhangige
Thrombozytenaktivierung aufhob.

Die Abnahme der TRAP induzierten Plattchenaggregation lieRe sich dann, wie
bereits oben erwahnt, durch eine Hemmung der Thrombin induzierten
Plattchenaktivierung durch Heparin in vivo erklaren.

Unklar bleibt jedoch weshalb dieser Effekt nicht fur die ADP abhangige
Plattchenaktivierung nachweisbar war. Zum einen konnte es aufgrund der Daten von
Storey et al. (2005) sein, dass die Potenzierung der ADP abhangigen
Plattchenaktivierung durch Heparin weniger effektiv antagonisiert wird, als die
Potenzierung der TRAP abhangigen Aktivierung. Zum anderen konnte die ADP
abhangige Plattchenaktivierung bereits vor der Zugabe von Heparin durch den ADP
Antagonisten (P2Y12) Clopidogrel so weit vermindert gewesen sein, dass Heparin
hier keinen zusatzlichen Effekt mehr entfalten konnte. Dies konnte auch die
Erklarung dafur sein, dass wir sowohl in der Heparin- als auch in der
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Bivalirudingruppe keine signifikante Zunahme der Oberflachenexpression von CD 40
L nachweisen konnten. CD 40 L ist ein Transmembranprotein, das zur Tumor-
Nekrose Faktor (TNF) Familie gehort (van Kooten et Banchereau, 2000), welches
ahnlich wie P-Selektin nach Thrombozytenaktivierung an der Zelloberflache
nachweisbar ist (Henn et. al, 1998). Die Bindung von CD 40 L, an zum Beispiel von
Endothelzellen exprimiertes CD 40, kann Entzindungsprozesse triggern (Henn et al.,
1999) und fuhrt dazu, dass CD 40 L von der Thrombozytenoberflache als 16sliche
Form (sCD 40 L) ins Plasma gelangt (Henn et al., 2001). Es konnte also moglich
sein, dass wir im Rahmen unserer Untersuchung den optimalen Nachweiszeitpunkt
fur einen Anstieg des oberflachengebundenen CD 40 L nicht getroffen haben. Da
die l6sliche Form des CD 40 L nicht bestimmt wurde, konnen wir hierzu keine

Aussage machen.

5.2.2 Beeinflussung der Thrombozytenaktivierung durch Bivalirudin

Far Bivalirudin, einen bivalenten direkten Thrombininhibitor, fanden wir in
Kombination mit der Pramedikation mit Acetylsalicylsaure und Clopidogrel sowonhl
eine zusatzliche Abnahme der TRAP induzierten Thrombozytenaggregation
(statistisch als Trend) als auch eine signifikante Abnahme der ADP induzierten
Thrombozytenaggregation. Konsistent dazu zeigte sich eine Abnahme weiterer
Aktivierungsmarker wie der Oberflachenexpression von aktiviertem a2B33 Integrin
(nachgewiesen durch den PAC-1 Antikorper) und P-Selektin (nachgewiesen durch
den anti-CD 62 p Antikorper). In der Heparingruppe konnte eine solche Abnahme
weiterer Aktivierungsmarker nicht nachgewiesen werden.

Nicht ganz ins Bild passt die beobachtete Abnahme der Expression von GP Iba in
der Bivalirudingruppe, die in der Heparingruppe nicht nachweisbar war. GP Iba wird
durch Thrombinaktivierung der Plattchen internalisiert (Michelson, 1996), so dass die
Abnahme der Oberflachenexpression von GP Iba bislang als Ausdruck einer
gesteigerten Aktivierung der Plattchen durch Thrombin in vivo gewertet wurde
(Gawaz et al.,, 1999). Daher ware durch den Einsatz des Thrombininhibitors
Bivalirudin keine Abnahme der Oberflachenexpression von GP Iba zu erwarten
gewesen.

Es muss jedoch berlucksichtigt werden, dass zwischen den Messpunkten
(Expression GP Iba vor der PCl und nach der PCI) eine gewisse Zeit verstreicht so,

dass es moglicherweise zu einer fortschreitenden thrombinabhangigen
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Plattchenaktivierung kommt, die ohne den Zusatz von Bivalirudin noch ausgepragter
gewesen ware. Dieses Erklarungsmodell wurde allerdings implizieren, dass Heparin
in der Hemmung der thrombinabhangigen Plattchenaktivierung effektiver war als
Bivalirudin. Da in der vorliegenden Studie keine Kontrollgruppe ohne Heparin oder
Bivalirudin vorgesehen war, kdnnen wir diese Vermutung jedoch nicht belegen.

Eine andere sehr interessante Moglichkeit ware, dass Bivalirudin Uber einen
anderen, bislang unbekannten Mechanismus die Oberflachenexpression von GP |ba
herabsetzt. GP Iba spielt Uber Bindung an den von Willebrand Faktor eine
entscheidende Rolle bei der primaren Adhasion von Thrombozyten in kleinlumigen
Gefalden, in denen hohe Scherkrafte herrschen (Jura et Kehren, 2008). Zudem ist fur
die Induktion eines prokoagulanten Zustandes im Thrombozyten neben der Bindung
an PAR 1 und 4 auch noch eine Bindung an GP Iba notwendig (Coughlin, 1999).
Sollte nun also Bivalirudin tatsachlich, auf einem alternativem Weg die
Oberflachenexpression von GP Iba verringern, konnte dies neben der direkten
Thrombininaktivierung einen zusatzlichen, bislang unerkannten therapeutischen
Effekt durch Hemmung der Thrombozytenaggregation in Gefallen mit hohen
Scherkraften und durch eine Verminderung der thrombinabhangigen
Plattchenaktivierung haben.

5.2.3 Vergleich mit bisherigen Untersuchungen

Es gibt einige Studien, die in ahnlichen Settings den Einfluss von UFH und direkten
Thrombininhibitoren auf die Thrombozytenaktivierung untersucht haben. Die
Ergebnisse sind mit den unseren im Wesentlichen kongruent. Xiao et Theroux (1998)
zeigten fur UFH an Patienten mit nicht stabiler Angina Pectoris eine gesteigerte
Oberflachenexpression von allB3-Integrin in vivo. Ein DTl (Argatroban) wurde hier
nur in vitro eingesetzt und verursachte keine gesteigerte TRAP aktivierte
Aggregation. Die ADP aktivierte Aggregation wurde sogar leicht (nicht signifikant)
vermindert. Aggarwal et al. (2002) untersuchten die Fibrinogenbindungskapazitat als
ein Marker der Plattchenaktivierung und die P-Selektin-Expression nach Zusatz von
unfraktioniertem Heparin, niedermolekularem Heparin sowie von Bivalirudin zu
Blutproben von Patienten mit koronarer Herzerkrankung in vitro. Sie zeigten, dass
sowohl die Fibrinogenbindungskapazitat als auch die P-Selektin-Expression, in mit
UFH behandeltem Blut, signifikant hoher war, als in mit Bivalirudin behandeltem Blut.
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In Kombination mit dem allbp3 (Glykoprotein-llb/llla) Antagonisten Tirofiban zeigte
sich, neben der zu erwartenden Reduktion der Fibrinogenbindungskapazitat
(Wirkungsmechanismus von Tirofiban), eine verminderte P-Selektin-Expression in
der Bivalirudingruppe im Vergleich zu der UFH Gruppe.

Keating et al (2005) untersuchten 60 Patienten, von denen der Grofteil eine elektive
PCI aufgrund einer stabilen KHK erhielt. Alle Patienten waren mit Aspirin
vorbehandelt, funfzig Prozent zusatzlich mit Clopidogrel. Es wurde dann zwischen
Bivalirudin und UFH + Eptifibatide (allbf3 (Glykoprotein-lib/llla-Antagonist)
randomisiert. Es zeigte sich, dass die P-Selektin-Expression in der UFH +Eptifibatide
Gruppe signifikant hoher war als in der Bivalirudingruppe. Dieser Effekt trat jedoch
nicht mehr auf, als nur die Patienten mit Clopidogrel als Begleitmedikation verglichen
wurden.

Eine weitere Studie nahm die, durch P- Selektin vermittelte Bildung von Aggregaten
aus Thrombozyten und Monozyten als Indikator fur eine Thrombozytenaktivierung.
Sie verglichen konstitutionell mit Aspirin vorbehandelte Patienten, die wahrend einer
PCI entweder Bivalirudin oder UFH erhielten (Harding et al., 2006). Sie fanden, dass
die Heparinmedikation im Gegensatz zur Bivalirudinmedikation die Haufigkeit von
Plattchen-Monozyten-Aggregaten erhohte. Als moglichen  Wirkmechanismus
schlugen sie eine Bindung von Heparin an das allbB3-Integrin (Glykoprotein-lib/Illa)
und eine daraus resultierende Plattchenaktivierung vor. Auf die Implikationen dieser
Untersuchung fur Entzindungsvorgange wird an anderer Stelle eingegangen.

Anand et al. (2007) untersuchten 50 Patienten mit PCIl. 35 erhielten Bivalirudin in
derselben Dosierung wie in unserer Studie, von diesen 35 erhielten wiederum 15
Patienten 300 mg Clopidogrel als Vormedikation. 15 Patienten erhielten UFH (40-50
U/kg). Alle Patienten waren mit Acetylsalicylsdure vorbehandelt. Zusatzlich war der
Einsatz von allbB3 (Glykoprotein-llb/llla) Antagonisten in der Bivalirudingruppe
erlaubt. Keiner der mit Clopidogrel vorbehandelten Patienten erhielt jedoch einen
allbB3 - (Glykoprotein-lIb/llla) Antagonisten. In der Heparingruppe erhielten alle eine
solche Medikation. Als Marker der Plattchenfunktion in vivo wurden die Adhasion und
Aggregation der Thrombozyten an Polystyren-Platten ("Platelet surface coverage"

1 erfasst. Bivalirudin ohne

nachfolgend PSC) unter Scherkraften von 1.875 s
Clopidogrel reduzierte die PSC um durchschnittlich 29 %, dagegen erhdhte UFH in
Kombination mit allbf3 - (Glykoprotein-lIb/llla) Antagonisten die PSC um

durchschnittlich 29%. In Kombination mit Clopidogrel, das alleine die PSC um
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durchschnittlich 23% absenkte, gelang es die PSC um durchschnittlich 40%
abzusenken. Zusatzlich inkubierten sie das Blut gesunder Kontrollprobanden
entweder mit Heparin oder mit Bivalirudin. In der nachfolgenden
elektronenmikroskopischen Untersuchung zeigte sich keine Anderung der diskoiden
Form der Thrombozyten in der Bivalirudingruppe. Im Gegensatz dazu verloren die,
mit Heparin inkubierten Thrombozyten, ihre diskoide Form wund bildeten
Pseudopodien aus.

Eine Studie die ebenfalls in unserer Institution, jedoch an anderen Patienten
durchgefuhrt wurde (Sibbing et al., 2008) schloss 100 Patienten ein, die eine elektive
PCI erhielten. Wie in der vorliegenden Studie erhielten alle Patienten 600 mg
Clopidogrel vor der Intervention, danach wurde entweder UFH oder Bivalirudin in
derselben Dosierung, wie in der vorliegenden Studie, verwendet. Die Bestimmung
der ADP - abhangigen Plattchenaggregation erfolgte sowohl mit Hilfe der Licht-
Transmissions-Aggregometrie als auch der Aggregometrie mit multiplen Elektroden.
Ebenso wie in der vorliegenden Untersuchung zeigte sich eine zusatzliche Hemmung
der ADP induzierten Plattchenaggregation. Die ADP induzierte Plattchenaggregation
blieb durch Heparin unbeeinflusst.

5.2.4 Zusammenfassung

Zusammen mit den zuvor genannten Ergebnissen lassen unsere Ergebnisse
folgende zwei Hauptaussagen zur Plattchenaktivierung zu.

Erstens konnte der postulierte potenzierende Effekt von unfraktioniertem Heparin auf
die Plattchenaggregation in unserer Studie nicht nachgewiesen werden. Neben einer
moglichen Auswirkung der Methodik durch den Einsatz hoher Dosen von ADP und
TRAP zur Aktivierung (Xiao et Theroux, 1998) kommt als Erklarung hierfur, eine
Aufhebung der proaggregatorischen Wirkung von UFH durch die Begleitmedikation
mit Clopidogrel in Frage. Dafur sprechen die Daten von Keating et al. (2005) und
Sibbing et al. (2008), die bei den Patienten, die sowohl mit Clopidogrel als auch mit
UFH behandelt waren, einen proaggregatorischen Effekt von UFH nicht nachweisen
konnten, sowie die Daten von Storey et al. (2005), die eine deutliche Abschwachung
der Heparin induzierten Potenzierung der TRAP- und ADP- abhangigen
Plattchenaggregation durch Cangrelor, welches wie Clopidogrel uber eine P2Y12
Blockade wirkt, nachweisen konnten.
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Klinisch ist dies dahingehend von Bedeutung, als dass unsere Ergebnisse
theoretisch dafur sprechen UFH im Rahmen einer PCI nicht ohne Kombination mit
einem hoher dosierten P2Y12 Antagonisten einzusetzen.

Die zweite wichtige Aussage ist, dass Bivalirudin eine zu Clopidogrel additive
hemmende Wirkung auf die Plattchenaktivierung hat, die sich in unserer Studie durch
Abnahme der ADP abhangigen Aggregation in der Aggregometrie, und durch die
Abnahme der P-Selektin-Expression und der Expression von aktiviertem allbf33
(Glykoprotein-llb/llla) zeigt. Dies wird sowohl durch die Ergebnisse von Sibbing et al.
(2008) als auch von Anand et al. (2007) untermauert.

Wie der zusatzliche hemmende Einfluss auf die Plattchenaktivierung zu Stande
kommt, ist noch nicht geklart. Anand et al. (2007) schlugen vor, dass die durch
Thrombin ausgeloste Freisetzung von VWF aus dem Endothel (Storck et al., 1995)
durch Bivalirudin inhibiert wird. So wirde weniger vVWF fur eine Plattchenadhasion
durch VWF- GP Iba Interaktion zur Verfugung stehen. Als weiteren moglichen
Mechanismus sahen sie, dass eine direkte Aktivierung von Thrombin auf die
Plattchen durch PAR 1 und PAR 4 durch Bivalirudin antagonisiert wird und so die
Plattchenaktivierung herabgesetzt wird.

Sibbing et al. (2008) vermuteten ebenfalls, dass die thrombinabhangige Stimulation
von PAR 1 und PAR 4 durch Bivalirudin herabgesetzt sein konnte. Somit kdme es zu
einer verminderten PAR abhangigen ADP-Sekretion aus den dichten Granula der
Thrombozyten und damit Uber eine verminderte autokrine Aktivierung zu einer
Abnahme der ADP abhangigen Plattchenaktivierung.

Klinisch  konnte sich ein zusatzlicher Effekt von Bivalirudin auf die
Thrombozytenaktivierung gunstig auf das Risiko einer koronaren Thrombose im

Rahmen einer PCIl auswirken.

5.3 CRP, Interleukine und Leukozytenaktivierung

5.3.1 Pathophysiologische Zusammenhange

Neben einer akuten Thrombosierung, zum Beispiel im Rahmen einer durch die PCI
ausgelosten Plaqueruptur, oder einer Blutung sind durch die Intervention induzierte
Entzindungsvorgange einer der Hauptfaktoren, die den klinischen Erfolg einer PCI
beeintrachtigen, da sie zu Restenosierungen fuhren konnen (Toutouzas et al., 2004).
Wahrend der "Elastic recoil" einen entscheidenden Anteil bei der Restenosierung

nach Ballonangioplastie hat, wird bei der Stent Restenosierung die intimale
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Hyperplasie, im Rahmen der Neubildung einer Intima im Stent als der entscheidende
Prozess gesehen (Kornowsky et al.,1998). Ca. 15 Minuten nach einer Stenteinlage
kann in dem betroffenen Segment der Koronararterie eine Einwanderung von
Leukozyten nachgewiesen werden, die von einer massiven Ablagerung von
aktivierten Thrombozyten begleitet wird (Farb et al., 2003). Hier zeigt sich nochmals
eindrucksvoll das Zusammenspiel von Thrombozyten und Leukozyten im Rahmen
von Entzindungsvorgangen. In einem Zeitraum, der meist weniger als 4 Wochen
dauert, zeigt sich eine den Stent bedeckende neue Intima (Grewe et al., 2000).

Die Entzundungsvorgange sind von einer Reihe von Freisetzungsreaktionen von
Botenstoffen, so zum Beispiel von Zytokinen wie das Interleukin 1 oder 6 begleitet
(Welt et al, 2003). Auch wurde gezeigt, dass eine systemische
Entzindungsreaktion, die sich in einer erhohten Plasmakonzentration des C-
reaktiven Proteins (CRP) zeigte, durch eine PCl ausgelost werden kann (Almagor et
al., 2003).

Es war das Ziel der vorliegenden Studie, mogliche Einflisse von Bivalirudin oder
UFH auf den klinischen Erfolg einer PCIl zu untersuchten. Daher untersuchten wir
auch Marker fur Entzindungsvorgange.

In unserer Studie zeigte sich eine signifikante Reduktion MAC-1 positiver Monozyten
in der Bivalirudingruppe beim Vergleich der Messzeitpunkte vor der Gabe von
Bivalirudin und nach der PCI. Eine Coexpression von CD15 und MAC1 als Marker fur
polymorphkernige Leukozyten zeigte sich unbeeinflusst.

In der Heparingruppe blieb die MAC-1 Expression unverandert.

Nach 24 Stunden zeigte sich in beiden Gruppen ein Anstieg von MAC-1 positiven
Monozyten und polymorphkernigen Leukozyten.

MAC-1 (CD11b/CD18) ist ein B-Integrin welches die Bindung von Leukozyten an
aktivierte Plattchen uber eine Reihe von Gegenrezeptoren wie GP Iba (Simon et al.,
2000), junktionales Adhasionsmolekul C (JAM-C/JAM-3) (Santoso et al., 2002), CD
40 Ligand (Zirlik et al., 2007) oder interzellulares Adhasionsmolekul 2 (ICAM-2)
(Diacovo et al., 1994) direkt vermitteln konnen. Auch eine indirekte Bindung Uber
Fibrinogen, welches eine Brucke zwischen MAC-1 und Integrin allB3 (GP llb/llla)
bildet (Altieri et al., 1988) oder hochmolekularem Kininogen, welches MAC-1 und GP
Iba verbindet (Chavakis et al., 2003), ist moglich. Hierbei spielt die Interaktion mit P-
Selektin eine Rolle, die uber den P-Selektin Ligand der Leukozyten vermittelt wird.
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Hierdurch wird der erste Kontakt hergestellt, der erst das Ausbilden einer zweiten
festeren Verbindung uber MAC-1 ermdglicht.

Diese Moglichkeit ist fur Entzindungsvorgange in mehrfacher Hinsicht von
Bedeutung.

Aktivierte Thrombozyten binden sowohl an Leukozyten als auch an die Gefalwand.
Diese Interaktion kann auf verschiedene Weise vor sich gehen. Erstens kdnnen
Leukozyten und Thrombozyten Koaggregate ausbilden. Die Koaggregation
ermoglicht dann eine weitere gegenseitige Aktivierung. In den Leukozyten werden so
zum Beispiel Adhasions-Proteine aktiviert, welche die Bindung an die Gefallwand
erleichtern, oder aber die Bindung entsteht Uber das Plattchen als so genannte
Brucke. Zweitens konnen bereits an der Gefallwand anhaftende Plattchen Uber
Chemokine Leukozyten anlocken und uber P-Selektin, sowie spater uber die
Gegenrezeptoren zu MAC-1 eine griffige Oberflache, fur den Halt von Leukozyten an
die GefalRwand, schaffen.

Wahrend des Adhasionsprozesses kommt es Uber ein kompliziertes Zusammenspiel
aus leukozytaren und thrombozytaren Botenstoffen zu einer Reihe von Prozessen,
wie der weiteren Expression und Aktivierung monozytarer Adhasionsmolekile (z.B.:
MAC-1), Cytokine und Interleukinfreisetzung (IL-18, IL-8, TNFa, MCP-1),
monozytischer Freisetzung von "Tissue factor" und die Induktion einer massiven
Freisetzung hochreaktiver Sauerstoffspezies ("oxidative Burst") in den neutrophilen
Granulozyten (May et al., 2008).

5.3.2 MAC-1 Expression

In unserer Studie wurde nach der Intervention in der Bivalirudingruppe eine
verminderte MAC-1 Expression in Leukozyten, aber auch eine verminderte P-
Selektin Expression in Thrombozyten nachgewiesen, was nahe legt, dass es zu einer
verminderten Ausbildung von Monozyten-Platichenaggregaten und somit zu einer
vorubergehenden Abschwachung der Entzindungsreaktionen gegenluber der
Heparingruppe kam. Vorubergehend deshalb, weil es nach 24 h zu einem Anstieg
von MAC-1 positiven Leukozyten und polymorphkernigen Granulozyten in beiden
Gruppen kam. Auch unterschied sich die CRP-Konzentration, die in beiden Gruppen
nach 48 h signifikant erhoht war, nicht zwischen den beiden Gruppen.

Dabei ist zu beachten, dass es sich hier wiederum um einen additiven Effekt zur

Basismedikation mit Aspirin und Clopidogrel handelte, welche selbst, wie die
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folgenden Ausfuhrungen zeigen werden, einen Einfluss auf die MAC-1 Expression
und die Ausbildung von Thrombozyten-Monozytenaggregaten und Plattchen-
Neutrophilenaggregate haben.

Es wurde an Patienten mit generalisierter Atherosklerose und peripheren
Verschliussen gezeigt, dass eine Kombinationstherapie mit Clopidogrel und Aspirin
sowohl die Expression von MAC-1 in Leukozyten, auf Stimulation mit ADP oder
TRAP, als auch die Expression von P-Selektin sowie die Bildung von Thrombozyten-
Monozytenaggregaten (TMA) hemmt. Clopidogrel zeigte hier, im Gegensatz zu
Aspirin als Monotherapie, deutliche Effekte. Den deutlichsten Effekt jedoch zeigte die
Kombination beider Substanzen (Klinkhardt et al., 2003). Eine andere Studie fand an
23 Patienten mit akutem Koronarsyndrom ein deutlich erhohtes Auftreten an
spontanen TMA und Plattchen-Neutrophilenaggregaten (PNA). Durch Gabe von
Clopidogrel (300 mg) wurde dieser Effekt aufgehoben. Auch wurde die Ausbildung
von TMA und PNA nach Stimulation mit TRAP oder ADP signifikant reduziert. Als
interessanter Nebenbefund zeigte sich, dass TMA bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom dreimal so haufig vorkamen wie PNA. (Xiao et Theroux, 2004).
Bivalirudin hat also im Gegensatz zu UFH noch einen zusatzlichen Effekt auf die
Ausbildung der MAC-1 Expression und die Ausbildung solcher Aggregate. Es gibt
mehrere Untersuchungen, die zu einem ahnlichen Ergebnis kamen.

Keating et al (2005) untersuchten 60 Patienten, von denen der Grofteil eine elektive
PCI aufgrund einer stabilen KHK erhielt. Alle Patienten waren mit Aspirin
vorbehandelt, funfzig Prozent zusatzlich mit Clopidogrel. Es wurde dann zwischen
Bivalirudin und UFH+Eptfibatide (allbB3/Glykoprotein-lIb/llla-Antagonist)
randomisiert.

Zehn Minuten nach Beginn der PCI zeigten sich zwischen der UFH + Eptifibatide und
der Bivalirudingruppe eine signifikant geringere Ausbildung von sowohl PNA und
TMA, die nach der PCI Untersuchung nicht mehr nachweisbar war. Allerdings blieb
die Plasmakonzentration der Myeloperoxidase (MPO), die als Marker fur eine
Aktivierung der Leukozyten verstanden wurde, auch nach der PCI in der UFH +
Eptifibatide Gruppe im Vergleich zur Bivalirudingruppe signifikant erhoht. Wurden die
Patienten mit Clopidogrel (keine einheitliche Dosierung) vorbehandelt, schwachten
sich diese Unterschiede wiederum ab.

Harding et al. (2006) verglichen konstitutionell mit Aspirin vorbehandelte Patienten,
die wahrend einer PCI entweder Bivalirudin oder UFH erhielten und fanden, dass die
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Heparinmedikation, im Gegensatz zur Bivalirudinmedikation, die Haufigkeit von
Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten erhohte.

Diese Ergebnisse entsprechen unseren in dem Sinne, dass gezeigt wurde, dass
Bivalirudin sich im Vergleich zu Heparin gunstiger auf Entzindungsvorgange
auswirkt. Allerdings wird in diesen Studien die Ursache vielmehr in einer Erhdhung
der Thrombozyten-Leukozytenaggregate durch Heparin angenommen. Dies ist eine
Haltung, die auch durch die Ergebnisse von Li et al. (2007) unterstitzt wird.

Sie wiesen nach, dass unmittelbar nach einer PCI die Myeloperoxidasekonzentration
in der Gruppe mit Heparin und Eptifibatide um den Faktor 2.3 Anstieg, im Vergleich
zu der Konzentration vor der Intervention. In der Bivalirudingruppe war ein solcher
Anstieg nicht nachweisbar. In anschliefenden in vitro Experimenten konnten sie
nachweisen, dass nur Heparin, wenn es mit einer Neutrophilensuspension
zusammen inkubiert wurde, die MPO-Freisetzung erhOhte. Ein solcher Effekt konnte
weder fur Eptifibatide noch fur Bivalirudin nachgewiesen werden. Sie zeigten, dass
Heparin die Bindung von MPO an Neutrophile begunstigte. Zusammen mit den
Ergebnissen von Lau et al. (2005), die zeigten, dass MPO uber Bindung an MAC-1
Neutrophile weiter aktivieren kann, vermuteten sie, dass Heparin, Uber eine
Verstarkung der zytokinahnlichen Effekte von MPO, eine Aktivierung und die
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies aus Neutrophilen begunstigt.

In unserer Studie zeigte sich kein Effekt auf die Expression von MAC-1 in Monozyten
und polymorphkernigen Zellen durch Heparin. Moglicherweise wurden solche
proinflammatorischen Effekte von Heparin durch die Kombination mit Clopidogrel und
Aspirin soweit abgeschwacht, dass sie nicht mehr nachweisbar waren, was auch in
der Studie von Keating et al. (2005) in Ansatzen zu sehen war.

Wir untersuchten jedoch nur MAC-1 als Marker einer Leukozytenaktivierung.
Vielleicht hatten wir Unterschiede gefunden, wenn wir stattdessen die
Myeloperoxidasekonzentration oder die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies aus
Neutrophilen gemessen hatten.

Unsere Ergebnisse legen jedoch nahe, dass Bivalirudin tUber die Beeinflussung der
P-Selektin Sekretion und der MAC-1 Expression einen, zu Aspirin und Clopidogrel,
zusatzlichen abschwachenden Effekt auf Entzindungsreaktionen aufweisen konnte,
der nicht nur durch die Abwesenheit der ungunstigen Effekte von Heparin zu erklaren

ist.
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5.3.3 CRP und Interleukine

In der vorliegenden Studie zeigte sich ein Anstieg der CRP Konzentration im Plasma
in beiden Gruppen. Die UFH und die Bivalirudingruppe unterschieden sich hier nicht
signifikant. Damit unterstitzen unsere Ergebnisse die Aussage aus mehreren
Vorbefunden, dass durch eine PCI mit Stenteinlage eine systemisch nachweisbare
Entzindungsreaktion ausgelost wird. So fand eine Studie (Gasparone et al., 1998)
bei Patienten mit stabiler Angina Pectoris einen starken Anstieg des CRP nach einer
erfolgreichen Stenteinlage, wobei ein starkerer Anstieg hier mit einem schlechteren
klinischen Erfolg assoziiert war. Ahnliche Ergebnisse finden sich, zum Beispiel bei
Almagor et al. (2002), die bei Patienten, mit elektiver PCI aufgrund einer stabilen
KHK, bereits nach 6 h und maximal nach 24 h eine CRP-Erhdéhung nachweisen
konnte. Auch in dieser Gruppe waren die Patienten mit Aspirin, Clopidogrel und
Heparin behandelt, so dass diese Therapie scheinbar nicht ausreicht
Entzindungsvorgange komplett zu unterdricken.

Keating et al. (2005) verglichen den CRP Anstieg an einer Gruppe von 63 Patienten,
die entweder mit Bivalirudin oder mit Heparin in Kombination mit Eptifibatide, im
Rahmen einer PCIl bei stabiler KHK (73% der Falle) durchgefuhrt wurde. Alle
Patienten erhielten Aspirin als Vormedikation, 59 % in der Heparin + Eptifibatide
Gruppe und 50 % in der Bivalirudingruppe erhielten Clopidogrel. Sie konnten einen
CRP Anstieg nach 24 h sowohl in der Bivalirudingruppe als auch in der
Heparingruppe nachweisen, der jedoch nur in der Heparingruppe signifikant war.
Interessanterweise zeigte sich nach 30 Tagen eine signifikant hohere CRP-
Konzentration in der Heparingruppe als in der Bivalirudingruppe, was einen
gunstigeren Einfluss von Bivalirudin auf Entzundungsvorgange nahe legt. Der
Unterschied zu unserer Studie ist jedoch, dass nur ein Teil der Patienten mit
Clopidogrel behandelt wurde. In unserer Studie wurde CRP nur nach 48 h bestimmt,
so dass wir solche moglichen Langzeiteffekte nicht erfassen konnten. Klinisch sind
diese Resultate von Bedeutung, da sie zeigen, dass auch der nur vorubergehende
Einsatz eines Medikamentes langfristige Auswirkungen hat. Dies kann intuitiv am
besten erklart werden, wenn man sich den Entzindungsvorgang als Lawine sich
selbst beeinflussender Mechanismen erklart, je mehr Schnee am Anfang in
Bewegung gerat, umso starker wird dann die Lawine.

Wir untersuchten weiterhin die Konzentrationen von IL-12p70, TNF,IL-10, IL6,

IL1B,IL8 in der Heparin und in der Bivalirudingruppe, vor der Gabe der Medikation, zu
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Beginn der PCl und nach der PCIl. Obwohl wir durchgangig einen Anstieg der
Interleukinkonzentrationen beobachten konnten, erreichte keiner dieser Anstiege
statistische  Signifikanz.  Auch  unterschieden sich  Heparingruppe und
Bivalirudingruppe bezuglich des Anstieges untereinander nicht. Diese Ergebnisse
waren entgegen unserer Erwartung, dass es im Rahmen, der durch die PCI
ausgelosten Vorgange aus Plattchen und Leukozytenaktivierung, zu einem Anstieg
der Interleukinkonzentrationen kommt. Unsere Ergebnisse sind jedoch auf einer Linie
mit denen von Keating et al (2005), die keinen signifikanten Anstieg von IL-6 und IL1-
Rezeptorantagonist unmittelbar nach einer PCI nachweisen konnten. Auch Ott et al.
(1998), welche die Anderung von Interleukinen nach PCI wahrend dem akuten
Myokardinfarkt und bei elektiver PCIl untersuchten, fanden nur bei den
Infarktpatienten einen Anstieg von Interleukin 6. IL13, IL-8, TNF, blieben in beiden
Gruppen unbeeinflusst von der Intervention.

Unsere Ergebnisse legen zusammen mit den genannten Nahe, dass es in der
Frihphase nach einer PCIl unter einer Medikation mit Aspirin, Clopidogrel und
Heparin zu keiner massiven Freisetzung der untersuchten Interleukine kommt. Dies
konnte Ausdruck einer guten Abschwachung der Entzindungsreaktion durch die
Kombinationstherapie sein oder zur Aussage verleiten, dass diese Interleukine im
Rahmen der Entzindungsvorgange nach elektiver PCI bei stabiler KHK eine
untergeordnete Rolle spielen. Allerdings mussen die Ergebnisse mit Vorsicht
interpretiert werden, da nur zwei Messpunkte (vor und nach der PCI) zur Verfugung
stehen. Daher ist es gut moglich, dass wir den optimalen Nachweiszeitpunkt fur

einen Anstieg der Interleukine nicht getroffen haben.

5.4 Diskussion einer moglichen klinischen Relevanz unserer
Ergebnisse

5.4.1 Klinische Relevanz des Nachweises einer systemischen Entziindung
nach PCI

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass durch unsere Befunde die
Hypothese gestutzt wird, dass durch eine PCI eine Entzindungsreaktion ausgelost
werden kann, was auch durch die bisherige Standardmedikation nicht verhindert
werden kann. Da erhohte CRP-Werte nach einer PClI mit einem schlechteren
klinischen Verlauf verknupft sind, (Gasparone et al., 1998) ware es wunschenswert
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noch effektivere Therapieschemata zur Unterdrickung dieser Entzindungsreaktion

zu finden.

5.4.2 Klinische Relevanz der Einflisse von Bivalirudin und Heparin auf die
Thrombozytenaktivierung

In der Replace |l Studie =zeigte sich Bivalirudin bezuglich ischamischer

Komplikationen im Rahmen der Intervention und nach 30 Tagen einer Kombination
aus UFH und allbB3 (Glykoprotein-llb/llla)-Antagonisten ebenbdurtig. Dies war
Uberraschend, da durch den Einsatz des indirekten Thrombininhibitors Heparin und
durch den Einsatz, eines Fibrinogenrezeptorantagonisten zwei potente
Wirkmechanismen zur Beeinflussung der Hamostase eingesetzt wurden, gegenuber
dem direkten Thrombininhibitor Bivalirudin.

Einige Untersucher sahen die Ursache hierfir in einer moglichen
Plattchenaktivierung durch Heparin in Kombination mit allbB3 (Glykoprotein-lIb/llla)-
Inhibitoren.

Unsere  Ergebnisse @ (Hemmung der ADP und TRAP abhangigen
Plattchenaktivierung) geben jedoch Hinweise darauf, dass Bivalirudin zusatzlich zur
Beeinflussung der sekundaren Hamostase durch die Thrombininhibition, auch
modulierende Einflisse auf die Plattchenfunktion, =zusatzlich zur dualen
Thrombozytenhemmung mit Clopidogrel und Aspirin, aufweist. Mogliche
Mechanismen wie dies geschehen kann, wurden bereits unter Punkt 6.2.4 diskutiert.
Dieser zusatzliche gunstige Einfluss konnte sich positiv auf peri- und
postinterventionelle Komplikationen auswirken.

Jedoch zeigte auch Heparin eine Hemmung der TRAP abhangigen
Plattchenaktivierung. Die in der Literatur beschriebenen proaggregatorischen
Eigenschaften lie3en sich in unserer Untersuchung nicht nachweisen.

Dies ist insofern von klinischer Relevanz, als die, in unserer Studie praktizierte duale
Thrombozytenaggregationshemmung mit 600 mg Ladedosis Clopidogrel in
kombinierter Gabe mit Aspirin, moglicherweise in der Lage ist, ungunstige Wirkungen
von Heparin zu antagonisieren, und so eine weitere Rationale fur diese

Kombinationstherapie bietet.
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5.4.3 Klinische Relevanz der reduzierten P-Selektin- und MAC-1 Expression in
der Bivalirudingruppe

Vorgange der Blutstillung und Entzindung beeinflussen einander wechselseitig. Dies
macht biologisch Sinn, da in der Evolution des Menschen Verletzungen zum Beispiel
nach einem Biss durch ein Tier, neben einer Blutstillung auch eine rasche
Bekampfung einer moglichen Infektion erfordern (Wagner, 2005).

Schnittstellen zwischen diesen Prozessen konnten daher, sowohl fur das Ausmass
von Entzindungsreaktionen als auch fur die Blutstillung von Bedeutung sein.

Die Bindung von P-Selektin auf Plattchen und Endothelzellen kann Uber den P-
Selektin Liganden in Leukozyten eine erste lockere Verbindung zwischen den
unterschiedlichen Zellen knupfen. In der Folge bildet sich durch Verknupfung von
leukozytarem MAC-1 mit unterschiedlichen Gegenrezeptoren im Plattchen oder in
den Endothelzellen eine festere Verbindung aus, die zur wechselseitigen Aktivierung
und somit zur Verstarkung von Prozessen der Hamostase und
Entzindungsvorgangen beitragt (May et al., 2008).

Bivalirudin scheint nun tatsachlich eine solche Schnittstelle durch Verminderung der
P-Selektin und der MAC-1 Expression zu beeinflussen, was madglicherweise den
guten klinischen Erfolg im Vergleich mit einer Kombination aus Heparin und einem
allbB3 (Glykoprotein-lIb/llla)-Antagonisten mit erklart.

Es gibt Befunde die P-Selektin, neben der Vermittlung einer ersten losen Bindung
von Plattchen an diverse Zelltypen, noch einen weiteren wichtigen Einfluss auf die
Blutgerinnung zuweisen. Im Blut zirkulieren Mikropartikel (MP), die nach der
Apoptose oder Aktivierung bestimmter Zelltypen, ins Plasma abgegeben werden
(Morel, et al., 2004). Diese MP prasentieren auf ihrer Oberflache negativ geladene
Phospholipide und wirken so prokoagulatorisch. Ein geringer Anteil tragt jedoch auch
sogenanntes endogenes Gewebsthromboplastin (Tissue Faktor). P-Selektin scheint,
uber Bindung an den P-Selektin Liganden im Monozyten, die Bildung solcher
Mikropartikel zu verstarken und somit Hamostaseprozesse zusatzlich zu
beeinflussen (Wagner et al.,2005 B). Auch MAC-1 ist, noch zusatzlich zu seiner
Funktion als Adhasionsprotein, an Hamostaseprozessen beteiligt. Die Bindung von
Faktor X an MAC-1 fuhrt zu einer vermehrten Konversion zu Faktor Xa, was dann
weitere Gerinnungsprozesse einleitet (Altieri et al., 1988). Wenn Bivalirudin
tatsachlich die P-Selektin und die MAC-1 Expression beeinflusst, kdnnten diese
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Mechanismen ebenfalls einen mildernden Einfluss auf frGhe Stadien der
Kettenreaktion Thrombusbildung haben und sich so gunstig auf akute ischamische
Komplikationen auswirken.

Die Daten von Keating et al. (2005) mit der starkeren CRP-Erhohung in der
Heparingruppe nach 30 Tagen legen nahe, dass sich Bivalirudin im Vergleich zu
Heparin gunstiger auf Entzindungsvorgange nach einer PCl auswirkt.

Heparin werden eine Reihe antiinflammatorischer Eigenschaften zugeschrieben
(Nelson et al., 1993). Es scheint die Bindung von Liganden an MAC-1 zu hemmen
(Peter et al., 1999) und die Adhasion von Leukozyten an das Endothel in vitro zu
vermindern (Lever et al.,2000). Ebenso wurde gezeigt, dass die Rekrutierung von
Leukozyten an einen experimentell erzeugten Entzindungsfokus gemildert wurde
(Tyrrel et al.,1999) und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies aus Granulozyten
reduziert wurde (Teixeira et Hellewell, 1993). Heparin wird teilweise bereits
erfolgreich bei der Behandlung chronisch entzindlicher Darmerkrankungen
eingesetzt (Mousa, 2007).

Daher ist es schwer nachvollziehbar, weshalb Bivalirudin, flr welches diese
Eigenschaften nicht in dem Umfang beschrieben sind, einen ahnlichen oder sogar
noch gunstigeren Effekt im Rahmen von Entzindungsvorgangen nach einer PCI
aufweisen soll.

Eine mogliche Ursache hierfur ist, dass die Datenlage zu Heparin nicht vollig
konsistent ist, wie die bereits beschriebenen Befunde von Li et al. (2007) zeigen.
Auch ist Bivalirudin im Vergleich zu Heparin eine junge Substanz, deren Effekte erst
noch weiter erforscht werden mussen. Der Hauptgrund ist jedoch aus Sicht der
Verfasserin, das besondere Setting einer PCI, in der die antiinflammtorischen Effekte
einer Substanz vor dem Hintergrund einer Komedikation mit zwei potenten
Medikamenten wie Acetylsalicylsaure und Clopidogrel beurteilt wird. Hier spielen
Effekte aus Medikamentenwechselwirkungen sowie Wechselwirkungen zwischen
Plattchenaktivierung, Leukozytenaktivierung und der Sekretion von
Entzindungsmediatoren eine Rolle, die in Experimenten oder auch den klinischen
Situationen, unter denen die antiinflammatorischen Effekte von Heparin beschrieben
werden, so nicht anzutreffen sind.

Unsere Ergebnisse geben, mit der verminderten Expression von MAC-1 und P-
Selektin in der Bivalirudingruppe, einen moglichen Hinweis darauf, weshalb
Bivalirudin in diesem speziellen Setting einer PCIl, Heparin in Bezug auf ein
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Abmildern der Enzundungsreaktion, uberlegen sein konnte. Der Effekt war jedoch
nur vorubergehend. Er konnte jedoch, wenn man den Entzindungsprozess als sich
fortsetzende Kettenreaktion begreift, dennoch langfristige Einflusse haben.

Inoue et al. (2003) untersuchten die Expression von MAC-1 und einen Marker fur ein
aktivierungsspezifisches Neoepitop von MAC-1 (Antikorper 8B2) an 62 Patienten, die
mit Aspirin und Ticlopidin vor der PCIl und wahrend der PCI mit UFH behandelt
wurden. Sie fanden entsprechend unseren Ergebnissen erst nach 24 h einen
signifikanten Anstieg der MAC-1 Expression in Leukozyten, der 48 h nach der
Stenteinlage maximal war. Eine Erhohung des aktivierungsspezifischen Antikorpers
zeigte sich bereits nach 10 Minuten. Interessanterweise korrelierte die MAC-1
Expression zum Zeitpunkt 48 h nach PCI, sowie die Expression des Neoepitops stark
mit einem Lumenverlust in einer Nachfolgeangiografie. Zusammen mit Ergebnissen
aus Tiermodellen, in denen eine Blockade der MAC-1 Funktion durch Antikorper
(Rogers et al., 1998) oder die Absenz von MAC-1 in Knockout-Mausen (Simon et al.,
2000) die Neointimabildung und Hyperplasie nach Stenteinlage oder Angioplastie
reduzierten, legen diese Ergebnisse nahe, dass einer Verminderung der MAC-1
Expression auch eine klinische Relevanz, in Form eines verbesserten klinischen

Erfolges (geringere Restenoserate) zukommt.

5.5 Diskussion der Ergebnisse klinischer Studien zu Bivalirudin

In der BAT Studie (Bivalirudin Angioplasty Trial) zeigte sich der Einsatz von
Bivalirudin dem Einsatz von Heparin, im Rahmen einer Ballonangioplastie zur
Verminderung von schweren Komplikationen (Herzinfarkt, Tod wahrend des
Klinikaufenthaltes, notfallmassige Revaskularisierzzung zum Beispiel durch Bypass-
OP) ebenburtig, allerdings mit weniger Blutungskomplikationen (Bittl et al.,1995).

In der CACHET Studie (Lincoff et al., 2002) wurden 268 Patienten entweder zu
Monotherapie mit Bivalirudin (in besonderen Fallen war der Einsatz von allfB3-
Antagonisten erlaubt, was 24 % der Falle entsprach), Kombinationstherapie aus
Bivalirudin und allB3-Antagonisten, oder allf3-Antagonisten in Kombination mit
gewichtsangepasstem Heparin untersucht. Es zeigte sich ein geringeres Auftreten
der zusammengesetzten Studienendpunkte (Tod, Herzinfarkt, Notwendigkeit einer
erneuten revaskularisierenden Massnahme, oder schwere Blutungskomplikationen).
In der REPLACE Il Studie wurden 6010 Patienten untersucht, die eine perkutane

koronare Intervention (PCI) bei akutem Koronarsyndrom ohne ST Streckenhebung
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erhielten. Es wurden Gruppen gebildet, in denen die Patienten, die meist mit einer
Kombination aus Acetylsalicylsaure und Clopidogrel vorbehandelt waren, entweder
eine Kombination aus Heparin und allB3-Antagonisten oder Bivalirudin alleine
verglichen wurden (Kombination mit all33-Antagonisten in 7.2% der Falle, wenn dies
klinisch erforderlich erschien). Den Endpunkt der Studie stellte entweder Tod,
Myokardinfarkt, notfallmassige Wiederholung einer revaskularisierenden Massnahme
oder schwere Blutungskomplikationen dar. Die Gruppen unterschieden sich nach 30
Tagen nicht bezuglich ischamischer Komplikationen. In der Bivalirudingruppe zeigte
sich eine signifikante Reduktion schwerer Blutungskomplikationen (2.4% vs 4.1%)
(Lincoff et al.,2003). Nach 6 Monaten zeigte sich kein Unterschied bezuglich
ischamischer Komplikationen, nach einem Jahr schnitt die Bivalirudin Gruppe
tendenziell (nicht signifikanter Trend) leicht besser ab (Lincoff et al.,2004).

In der ACUITY Studie wurden ebenfalls, in Kombination mit Aspirin und haufig auch
Clopidogrel, 3 Patientengruppen mit akutem Koronarsyndrom untersucht. Eine
Gruppe erhielt einen allB3-Antagonisten und Heparin, eine zweite Gruppe einen
allB3-Antagonisten und Bivalirudin und eine dritte Gruppe Bivalirudin alleine, wobei
im Fall thrombotischer Komplikationen wahrend der Intervention auch ein allB3-
Antagonist eingesetzt werden konnte. Es zeigte sich wiederum keine Unterlegenheit
der Bivalirudin- Monotherapie- Strategie zur Pravention ischamischer Ereigenisse im
Vergleich zu den anderen Patientengruppen. Allerdings zeigte sich erneut eine
Uberlegenheit von Bivalirudin beziiglich méglicher Blutungskomplikationen (Stone et
al.,2006).

Ebrahimi et al. (2005) untersuchten die zusammengefassten Daten zu mehreren
klinischen Studien. Es wurden die Daten von 5861 Patienten mit Bivalirudin und 5777
Patienten mit Heparin verglichen. Sowohl Bivalirudin als auch Heparin wurden
zusammen mit unterscheidlicher Komediktion eingesetzt. Zu einem Zeitpunkt von 48
h nach der PCIl zeigte sich in der Bivalirudingruppe sowohl eine signifikante
Reduktion von Blutungskomplikationen (2.7% vs 5.8%), als auch fur die Ereignisse
Tod (0.01% vs 0.02%) und der Notwendigkeit zu einer notfallmassigen
Revaskularisierung (2% vs 2.7%).

Unsere Ergebnisse sind mit denen dieser klinischen Studien gut vereinbar, da sie
Wege aufzeigen wie Bivalirudin im Vergleich zu Heparin gunstige Effekte auf
Prozesse der Hamostase und Entzindungsvorgange haben kann, und so die

gunstige Wirkung von Bivalirudin in den Studien mit erklaren kdnnen.
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Ein wichtiger Faktor, der das gunstige Abschneiden von Bivalirudin mit erklart, wurde
jedoch in unserer Untersuchung nicht erfasst. Bivalirudin besitzt im Vergleich zu
Heparin eine gunstige Pharmakokinetik, mit einem geringen Verteilungsvolumen und
einer kurzen Halbwertszeit von 25 Minuten (White, 2005). Der Abbau erfolgt vor
allem Uber intrazellulare Proteolyse des synthetischen Polypeptides und nur zu
einem geringen Anteil von ca 20 % Uber renale Exkretion (Reed et al., 2002). Diese
Eigenschaften machen es leichter steuerbar. Unfraktioniertes Heparin ist dagegen
ein Gemisch aus Glykoproteinen mit unterschiedlichem Molekulargewicht, wobei die
niedermolekularen Heparine einen unterschiedlichen Einfluss besitzen als die
hohermolekularen. Es wird zu einem grossen Teil an Plasmaproteine gebunden,
ebenso wie an Makrophagen und Endothelzellen. Der Abbau erfolgt Uber
Depolymerisation an Makrophagen und Endothelzellen sowie Uber renale Exkretion.
Aufgrund dieser Kinetik zeigt sich keine lineare Dosis Wirkungskurve, so dass mit
zunehmender Dosierung der Effekt auf die Blutgerinnung und die Wirkungsdauer
disproportional zunimmt (Hirsh et al.,2001).

Diese Unterschiede konnen fur das erhohte Blutungsrisiko unter Heparin mit
verantwortlich sein, wobei in den grossen Studien als Endpunkt vor allem schwere
Blutungskomplikationen nach der TIMI Klassifikation erfasst wurden (TIMI Study
Group, 2007). Nach dieser Definition werden intrakranielle Blutungen oder Blutungen
mit einem Absinken des Hamoglobins um 5g/dl als schwer (Major Bleeding) und
Blutungen mit einem Absinken des Hamoglobins um 3-5 g/dl als weniger schwer
(Minor Bleeding) bezeichnet. Nderpepa et al. (2008) werteten die Daten von vier,
vom deutschen Herzzentrum, koordinierten Studien aus und stellten fest, dass
sowohl Major als auch Minor Bleeding innerhalb von 30 d nach der PCI ein starker
Pradiktor der Mortalitat innerhalb eines Jahres nach der PCI war. Der pradiktive Wert
war dabei denen eines Herzinfarktes oder der Notwendigkeit zu einer
notfallmassigen revaskularisierenden Massnahme vergleichbar. Diese Ergebnisse
waren insofern erstaunlich, dass der Grossteil der Todesfalle (79%) ausserhalb des
30 Tage Zeitraums, und somit mit erheblichem zeitlichen Abstand zur Intervention
oder zur Blutungskomplikation, auftrat. Die Autoren kommen in Zusammenschau mit
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Feit et al., 2007, Segev et al., 2005) , zur
Schlussfolgerung, dass Blutungskomplikationen im Rahmen einer PCI mit
rezidivierenden ischamischen Komplikationen und einer erhohten

Langzeitsterblichkeit assoziiert sind.
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Diese Befunde geben den geringeren Blutungskomplikationen unter Bivalirudin ein
zusatzliches Gewicht im Hinblick auf einen moglichen besseren klinischen

Langzeiterfolg, der sich in einer reduzierten Mortalitat ausdrickt.

5.6 Schlussfolgerung

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Bivalirudin sowohl die Thrombozytenfunktion als
auch Entzindungsvorgange beeinflusst, die im Rahmen einer PCI mit Stenteinlage
auftreten.

Dabei scheint es sich um einen Effekt zu handeln, der additiv zu den Effekten der
Medikation mit Clopidogrel und Aspirin auftritt.

Die Mechanismen auf welchem Weg dies geschieht, sind noch nicht vollstandig
geklart. Moglicherweise spielen dabei eine Interaktion von P-Selektin auf der
Thrombozytenoberflache mit MAC-1 auf der Oberflache von Leukozyten eine Rolle.
Diese Ergebnisse mussen jedoch noch verifiziert werden.

Unsere Ergebnisse passen gut zur klinischen Beobachtung, dass Bivalirudin im
Rahmen einer PCI, Heparin bezuglich ischamischer Komplikationen gleichwertig ist.
Die gunstige Auswirkung auf die Blutungskomplikationen wuirden Bivalirudin
gegenuber UFH favorisieren, zumal sonst das Nebenwirkungsprofil ahnlich ist und
das Risiko einer heparininduzierten Thrombopenie wegfallt.

Da Blutungskomplikationen mit einer erh6hten Langzeitmortalitat verknupft sind,
konnte sich der routinemassige Einsatz von Bivalirudin im Rahmen einer PCI

langfristig auch gunstig auf die Gesamtprognose auswirken.

73



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Der Erfolg der perkutanen Koronarangioplastie wird immer noch durch
Komplikationen in Form von Blutungen, akuten Verschlissen der Koronararterien
und langerfristigen Restenosierungen limitiert. Neben Acetylsalycylsaure und
Clopidogrel wurde meist unfraktioniertes Heparin zur Prophylaxe einer intraarteriellen
Thrombenbildung eingesetzt. Eine therapeutische Alternative stellt hier der direkte
Thrombininhibitor Bivalirudin dar, der in Studien bezuglich dem langerfristigen
Therapieerfolg Heparin ebenburtig erscheint.

Wir untersuchten an Patienten, die eine PCI erhielten, die Fragestellung, ob sich
Bivalirudin und Heparin, die in Kombination mit Acetylsalycylsaure und Clopidogrel
eingesetzt wurden, unterschiedlich auf die Thrombozytenaktivierung, die
Leukozytenaktivierung sowie die Interleukin- und CRP Freisetzung auswirken.

Fir UFH in Kombination mit Acetylsalycylsaure und Clopidogrel fanden wir eine
Abnahme in der TRAP-, jedoch nicht der ADP-induzierten Plattchenaggregation.

Es zeigte sich kein Einfluss von Heparin auf Marker der Thrombzytenaktivierung.
Mogliche Ursachen hierfur sind in der Methodik (proaggregatorische Wirkung, der in
der Studie verwendeten Konzentrationen, nicht nachweisbar) und in der Kombination
mit Clopidogrel (antagonisiert proaggregatorischen Effekt von UFH) zu suchen.
Spekulativ bleibt ein zusatzlich antiaggregatorischer Effekt von UFH durch Hemmung
der Bindung von Thrombin an GP Ib.

Far Bivalirudin konnten wir eine Abnahme der TRAP- und ADP- induzierten
Thrombozytenaggregation und eine Abnahme von Markern der
Thrombzytenaktivierung zeigen. Diese Ergebnisse lassen einen bislang unerkannten
therapeutischen Effekt von Bivalirudin durch Hemmung der
Thrombozytenaggregation vermuten. Eine mogliche Erklarung ware, dass dieser
Effekt Uber eine, ebenfalls durch uns nachweisbare, verminderte
Oberflachenexpression von GP Iba zu Stande kommt. Ein Mechanismus ist hierfur
jedoch bislang nicht bekannt. Klinisch konnte sich ein zusatzlicher Effekt von
Bivalirudin auf die Thrombozytenaktivierung gunstig auf das Risiko einer koronaren
Thrombose im Rahmen einer PCI auswirken.

Bezlglich der Entzindungsvorgange zeigte sich unmittelbar nach Ende der
Intervention eine signifikante Reduktion MAC-1 positiver Monozyten in der
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Bivalirudingruppe im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Gabe von Bivalirudin. Fir
UFH war kein solcher Effekt nachweisbar. Dies legt zusammen mit der verminderten
P-Selektin-Expression in den Thrombozyten eine verminderte Ausbildung von
Monozyten-Plattchenaggregation und somit eine vorubergehende Abschwachung
der Entzindungsreaktionen gegenuber der Heparingruppe nahe. Nach 24 Stunden
kam es jedoch in beiden Gruppen zu einem signifikanten Anstieg von CRP und
MAC-1 positiver Monozyten. Die gemessenen Interleukinkonzentrationen stiegen
ebenfalls an, ohne dass der Anstieg jedoch statistisch signifikant war. Zwischen den
Gruppen gab es hier ebenfalls keine Unterschiede.

Unsere Befunde unterstutzen hier die Aussage, dass durch eine PCI mit Stenteinlage
eine systemisch nachweisbare Entzindungsreaktion ausgelost werden kann.
Kurzfristig scheint diese Entzindungsreaktion durch Gabe von Bivalirudin
abgeschwacht. Als Ursache sehen wir hier die Beeinflussung der Thrombozyten-
Leukozyteninteraktion im Rahmen von Entzindungsvorgangen. Ob diese
Abschwachung in Bezug auf langfristige ischamische Komplikationen von Bedeutung
ist, kann durch unsere Untersuchung nicht geklart werden.

Zusammenfassend legen unsere Befunde eine gunstige Beeinflussung von
Thrombozytenaggregation und Entzindungsvorgangen durch Bivalirudin nahe. Dies
konnte mit ein Grund fur das, im Vergleich zum unfraktionierten Heparin, gunstige
Abschneiden bezuglich akuter und langfristiger ischamischer Komplikationen sein.
Ein entscheidender Vorteil von Bivalirudin scheint jedoch in geringeren
Blutungskomplikationen zu bestehen.
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