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Zusammenfassung

1.1. Abstract

Die intrakoronare Bestrahlung (ICBT) gilt als eintiproliferatives Behandlungsverfahren,
welches im Rahmen der interventionellen Therapien \o-Stent-Rezidivstenosen bei
Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit (KHK) eiag&t wurde. Durch die zuséatzliche
Gabe von Clopidogrel reduziert sich das Auftreten thrombotischen Spatkomplikationen in
der bestrahlten Koronararterie. Ziel der Promotiar es, 1. die Wirkung der ICBT auf die
tissue factor (TF)-Expression und Prokoagulabilittr Gefallwand im Tiermodell zu
erforschen, und 2. die Bedeutung der Dauer dethaomnbotischen Begleittherapie mit
Clopidogrel fur die vaskulare TF-Expression, dieokeagulabilitdit des Blutes und den
Inflammationsparameter C-reaktives Protein (CRMa) erfassen. Dazu wurdeim vivo-
Experimente am Schweinemodell durchgefihrt, umAtiswirkung der ICBT auf die TF-
Expression der Koronararterienwand im Zusammenhamgt der Dauer der
antithrombotischen Begleittherapie zu untersuch&uowohl die alleinige perkutane
transluminale koronare Angioplast@TCA) als auch die PTCA plus ICBT fuhrten im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgefal3en mmereverstarkten immunhistologisch
darstellbaren TF-Farbung in der Intima und Media derletzen Koronargefaf3e. Die
Quantifizierungen der koronaren TF-mRNA mittels REme PCR bestatigten im
Wesentlichen die Ergebnisse der morphometrischetersiichungen. Die langerfristige
Behandlung mit Clopidogrel fuhrte im Vergleich ziirzeren Gabe zu einer signifikanten
Reduktion der vaskularen TF-Expression nach ICBheReduktion der TF-Konzentration
im Blut war tendenziell zu beobachten, wenn Clogrébléanger gegeben wurde. Ferner stieg
die CRP-Konzentration im Plasma unmittelbar nach ldeervention signifikanter an. Im
weiteren Verlauf fielen die CRP-Konzentrationen dee ab und waren bei fortgefuhrter
Therapie mit Clopidogrel signifikant verringert.sipesamt weisen die Ergebnisse dieser
Untersuchungen auf eine gesteigerte Thrombogebi@it Durchfihrung einer ICBT im
Vergleich zur alleinigen PTCA hin. Die nach ICBThdristig erhdhte vaskulare Expression
des TF-Proteins tragt zu einer gesteigerten Thrgamitat der koronaren GefalRwand bei und
erklart — zumindest teilweise — das nach ICBT bebteie Thromboserisiko.



1.2. Einleitung und Zielsetzung

Die Anwendung ionisierender Strahlung ist mit einerh6hten Risiko des Auftretens von
thrombotischen  Spatkomplikationen assoziiert. Di@zidenz von thrombotischen
Komplikationen betréagt 2,5 bis 9,6% nach intrakamen Brachytherapie (ICBT)? Das spate
Auftreten von akuten Koronarthrombosen begrindethadie erhdhte Mortalitdt nach
Anwendung von neueren anti-proliferativen Behangawerfahren, namlich der Implantation
von mit Chemotherapeutika beschichteten Stents témosierte Koronargefae. Die
Mechanismen, welche die Spatthrombosen bedinged, rscht ausreichend erforscht. Dass
es nach Anwendung von ionisierenden Strahlen zer éiktivierung des Tissue Faktor (TF)
abhangigen Koagulationssystems und zur erhéhtereBstwombogenitat mit Thrombosen
in den jeweils bestrahlten Organen kommen kann,s&t vielen Jahren bekartt®
Entzindliche Prozesse spielen bei @eygression eindkoronaren Herzkrankheit (KHKgine
wichtige Rolle. Bezuglich der zirkulierenden Inflammationsparameitdr alleine das C-
reaktive Protein (CRP) als unabhangiger Faktor mihem erhdhten Risiko flr
atherothrombotische Erkrankungen assozfiéurch die Gabe von Clopidogrel zusétzlich
zum ASS wird das Mortalitatsrisiko von Patientent mmkutem Herzinfarkt signifikant
reduzier ° Clopidogrel lemmt irreversibel den Adenosindiphosphat-RezepR2Y(2-
Rezeptor) der Thrombozyten, was die Degranulatiod die Expression thrombozytarer-
Oberflachenadhasionsmolekile verhindert. Hierdusgtrden auch die Wechselwirkungen
von Thrombozyten mit Leukozyten verdndert und dfeFreisetzung aus Thrombozyten
beeinflusst® ' Ziel der Promotion war es, 1. die Wirkung der pe@ken koronaren
Intervention (Brachytherapie bzw. Ballondilatationauf die TF-Expression und
Prokoagulabilitdt der GefalB3wand im Tiermodell zéoeschen, und 2. die Bedeutung der
Dauer der antithrombotischen Begleittherapie mibpiogrel fiur die vaskulare TF-
Expression, die Prokoagulabilitit des Blutes unad ¢i&lammationsparameter CRBRu
erfassen. Dazu wurdem vivo-Experimente am Schweinemodell durchgefihrt, um die
Auswirkung der intrakoronaren Brachytherapie aufBdpression der Koronararterienwand
im Zusammenhang mit der Dauer der antithrombotisd@degleittherapie zu untersuchen. Im
Rahmen einer zweiten Studie wurde die Prokoagutd@bities zirkulierenden Blutes bei
Patienten mit ST-Hebungsmyokardinfarkt (STEMI) bzstabiler koronarer Herzkrankheit
(KHK) in Abhangigkeit der Clopidogrel-Medikation alysiert™



1.3. Methodik

48 deutsche Hausschweine (Gewicht 22-27 kg) eemefzetylsalizylsdure (ASS, 325 mg
pro Tag) sowie Clopidogrel in einer Sattigungsdesis 300 mg am Vortag der Intervention,
gefolgt von einer Erhaltungsdosis von 75 mg pro. Téig Tiere wurden durch eine Uberdosis
von Kaliumchlorid nach 24 Stunden (n=12), einem H&torfn=12) und drei Monaten
postinterventionell (n=24) getttet. Die Schweinie, drei Monate postinterventionell getotet
wurden, teilten wir in zwei Gruppen (Gruppe | utidelin. Die erste Gruppe (Gruppe I, n=12)
erhielt Clopidogrel zusatzlich zu Aspirin fir didionate, wobei die zweite Gruppe (Gruppe
II, n=12) mit Clopidogrel fir nur einen Monat napharkutaner koronarer Intervention (PCI)
behandelt wurde. Aspirin wurde fur die gesamte Ddee Studie verabreicht. Im Rahmen der
Herzkatheteruntersuchung wurde bei allen Schweeira PTCA in zwei der drei grof3en
Koronararterien durchgefiihrt. Nach Randomisierurigigte die sofortige Bestrahlung einer
der verletzen Koronararterien durch eine R-Strabhaittierende Quelle®{Sr/Y, Novoste
Beta-Cath-System, Novoste, Norcross, USA.). Die tiaefingsmodalitaten wurden so
berechnet, dass 19.9 - 22.2 Gray kontrolliert bigine Tiefe von 2 mm appliziert wurden.
Die unterschiedlich behandelten Koronararteriendeaor24 Stunden sowie einen und drei
Monate nach der Intervention entnommen und entbpret fir die immunhistochemischen
Untersuchungen (jeweils n=6 Tiere pro Gruppe) sdiwredie Analyse der vaskularen TF-
Expression (jeweils n=6 Tiere pro Gruppe) praparisenmunhistochemische Farbungen
wurden fir TF und Fibrin/Fibrinogen durchgefuhrtieDnorphometrische Analyse erfolgte
digitalisiert unter Verwendung der Software LUCIA (&ersion 3.52ab, Nikon, Dusseldorf,
Deutschland). Dabei ermittelte ich den prozentu#ateil des positiven gefarbten Bereichs
bezogen auf das gesamte Gefal3 (Intima und Mediddernenwand). Die Bestimmung der
vaskularen TF-Expression erfolgte per Real-timeyferase-Kettenreaktion (RT-PCR). Um
die Wirkung der verlangerten Behandlung mit Clogieid nach ICBT/PCI auf die im Plasma
zirkulierenden TF- und CRP-Konzentrationen zu asialgn, wurde den Tieren vor und
direkt nach Beendigung der ICBT/PClI sowie einen udcki Monate nach der
Koronarintervention  Blut zur Gewinnung von Plasmabgenommen. Die
Plasmakonzentrationen von TF und CRP wurden mitigigyme-linkes Immunosorbent
Assay (ELISA) bestimmt. Als Mal3 fiur die Prokoagulitdt von TF fuhrte ich einen
modifizierten einstufigen Gerinnungstest mit Hil&@nes 4-Kanal-Aggregometers (PAP4
MOLAB, Langenfeld, Deutschland) durch.

Im Rahmen einer zweiten Studie wurden die Prokadmglittit des zirkulierenden Blutes bei
Patienten mit STEMI (n=20) bzw. stabiler KHK (n=38&)r Clopidogrel-Aufsattigung (300
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mg) sowie 96 Stunden nach erfolgter kathetertecheis Intervention bestimmt und

miteinander verglichen. Hierzu wurde der TF-Spiag#tels ELISA gemessen.

1.4. Ergebnisse und Diskussion

Sowohl die alleinige PTCA als auch die PTCA pluBTCfuhrten im Vergleich zu den
unbehandelten KontrollgefaRen zu einer verstarkbemunhistologisch darstellbaren TF-
Expression in der Intima und Media der verletzemddargefal3e (Abb. 1A). Im Vergleich zur
alleinigen PTCA zeigte sich ein Monat nach ICBTsglder Anteil der TF-positiv gefarbten
Intima-/Media-Flache an der Gesamt-Intima-/MediaeRke tendeziell erhoht war (Abb. 1A).
Die Quantifizierungen der koronaren TF-mRNA mittdkeal-Time PCR im zeitlichen
Verlauf bestatigten im Wesentlichen die Ergebn@se morphometrischen Untersuchungen
zur TF-Expression nach Intervention (Abb. 2). Diemunhistochemische Darstellung des
koronaren Fibrins und Fibrinogens ergab, dass @RBTI mit einer vermehrten koronaren
Fibrinogen-Expression bzw. Fibrinablagerung im Veidn zur alleinigen PTCA assoziiert
war (Abb. 1B). Der vermehrte Nachweis von FibrirwbFibrinogen weist mdglicherweise
auf die erhdhte Prokoagulabilitéat der Koronaragemach ICBT hin.
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Abbildung 1A: Morphometrische Quantifizierungen der Koronargefé#¥ Stunden, ein Monat und drei Monate
nach der Intervention, n=6 fiir jeden Zeitpunkt).e Dantithrombotische Therapie ist unter dem Graphen
dargestellt. KontrollgeféaRe (schwarze Box), Korgedélle nach alleiniger PTCA (weil3e Box) und nac®RT
plus ICBT (gestreifte Box). Koronare TF-Farbung % 0,01, 8 p< 0,05 vs. KontrollgefalRe. * p = 0,029 , #p =
0,072 vs. alleinige PTCA.
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Abbildung 1B: Morphometrische Quantifizierungen der Koronargefé# Stunden, ein Monat und drei Monate
nach der Intervention, n=6 fir jeden Zeitpunkt).e Dantithrombotische Therapie ist unter den Graphen
dargestellt. KontrollgeféaRe (schwarze Box), Korged#lie nach alleiniger PTCA (weil3e Box) und nac®RT
plus ICBT (gestreifte Box). T g 0,005, § p< 0,05 vs. Kontrollen. = p = 0,018, * p = 0,004, #,002 vs.
alleinige PTCA.
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Abbildung 2: Quantifizierung der koronaren TF-mRNA (Ratio pTGAPDH) per Real-Time PCR Uber
verschiedene Zeitperioden (24 Stunden, ein Monat drei Monate nach der Intervention, n=6 fir jeden
Zeitpunkt). T p< 0,005, § p< 0,05, p< 0,01 vs. Kontrolle. * p = 0,046 vs. PTCA

KontrollgefaRe (schwarze Box), Koronargefal3e ndldingger PTCA (weil3e Box) und nach PTCA plus ICBT
(gestreifte Box).



Um die Bedeutung der Dauer der antithrombotischeglddttherapie mit Clopidogrel fir die
koronare TF-Expression zu erfassen, wurden die i@gpelgaben in einer zweiten Gruppe
(n=6) nicht nur fur einen Monat sondern fir drei Mte nach der Intervention fortgefuhrt
(siehe Legende der Abb. 1). Die Ergebnisse diesetersuchungen belegen, dass die
dreimonatige Behandlung mit Clopidogrel im Vergteicu der einmonatigen Gabe die
vaskulare TF-Expression nach ICBT signifikant vegarte.

Die TF- und CRP-Konzentrationen wurden mittels EA §uantifiziert. Unmittelbar nach der
Koronarintervention fand sich eine Reduktion der-Kidhzentrationen im zirkulierenden
Blut, was auf einen Verbrauch von prokoagulativeR i Rahmen der Intervention
hinweisen konnte (Abb. 3). Im weiteren Verlauf zeigich ein tber die Zeit kontinuierlicher
Anstieg der TF-Proteinkonzentration im Plasma. Eeazdll war eine Reduktion der TF-
Konzentration im Blut zu beobachten, wenn Clopiébdir die Dauer von drei Monaten im
Vergleich zu einem Monat appliziert wurde (Abb. Bgrner zeigte sich unmittelbar nach der
Intervention ein signifikanter Anstieg der CRP-Kenirationen im Plasma (Abb. 4A). Im
weiteren Verlauf fielen die CRP-Konzentrationendeeab und waren signifikant niedriger,
wenn die Therapie mit Clopidogrel fur die Dauer \arnei Monaten im Vergleich zu einem
Monat nach ICBT durchgefiihrt wurde (Abb. 4B).
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Abbildung 3. Die TF-Konzentrationen im zirkulierenden Blut (r2=fiir jeden Zeitpunkt). TF-Konzentration vor
Intervention (schwarze Box), unmittelbar nach (veeBbx) sowie 24 Stunden, ein Monat und drei Momeateh
der Intervention (gestreifte Box). ¥ p < 0,001, k9,01, § p < 0,05 vs. vor Interventiof. p < 0,001 vs.
unmittelbar nach Intervention.
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Abbildung 4A und B. Die CRP-Konzentrationen vor und unmittelbar naeh lidoronarintervention (Abb. 4A).
Unmittelbar nach der Intervention zeigte sich dgniikanter Anstieg der CRP-Konzentrationen im dpie.
CRP-Konzentrationen 24 Stunden, ein und drei Momateh der Koronarintervention (Abb. 4B). Die CRP-
Konzentrationen waren signifikant niedriger, werlogidogrel fur die Dauer von drei Monaten im Veigltezu
einem Monat nach der Koronarintervention applizeutde (p = 0,019).

Als Mal3 fur die Prokoagulabilitat des TF wurde mindifizierter einstufiger Gerinnungstest
durchgefuhrt. Die Thrombogenitdt war nach einem &topostinterventionell signifikant

hoher als prainterventionell. Die Gerinnungszeitien Gruppe der Tiere (Gruppe Il), welche
in drei Monaten nur einen Monat lang mit Clopiddgbehandelt wurden, zeigte eine

tendenzielle Verkirzung verglichen mit den Tieren der Intervention (Abb. 5B).
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Abbildung 5A und B: Darstellung der Lichttransmissionsabnahme als Kafschnellere Gerinnungszeit nach
einem Monat (durchgezogene Linie, n=12) im Verdletu vor Intervention (gestrichelte Linie, n=44)b{A
5A). t80 = die Zeit, wo die Lichttransmission a8 des Basiswertes abnimmt. Statistischer Vergléart80-
Werte von vor Intervention (n=44) gegeniber 24 &umn(n=12), ein Monat (n=12) sowie zwei Gruppenhnac
drei Monaten (I: durchgehende Clopidogrel-Gabe,In#tt nur ein monatige Clopidogrel-Behandlung, 81
Die Gerinnungszeiten waren in finf Proben nicht shas (vier in der Gruppe vor Intervention, einelfrn
Gruppe | nach drei Monaten).

Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, d&sdurchfihrung einer ICBT im
Vergleich zur alleinigen PTCA mit einer gesteigarterokoagulabilitdt assoziiert ist. Die
nach ICBT langfristig erhohte vaskuldre Expressides TF-Proteins tragt zu einer
gesteigerten Thrombogenitat der koronaren Gefal3wandnd erklart — zumindest teilweise
— das nach ICBT beobachtete Thromboserisiko.

Ferner reduziert die Therapie mit Clopidogrel daem einer Koronarintervention auftretende
Entztndungsreaktion. Diese ,pleiotrope” Wirkung d@atithrombotischen Therapie kdnnte
maoglicherweise die unter Langzeittherapie mit Glogirel beobachtete Verbesserung der
klinischen Prognose nach einer Koronarintervengidtéren.
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Abbildung 6: Die TF-Konzentrationen im zirkulierenden Blut beatiénten mit stabiler KHK (n=33) bzw.
STEMI (n=20) vor sowie 96 Stunden nach erfolgterpiiogrel-Gabe.

Die Therapie mit Clopidogrel reduziert auch die Sjgiegel nach einer Koronarintervention
bei Patienten mit stabiler KHK, aber nicht bei Baten mit ST-Hebungsmyokardinfarkt
(STEMI) (Abb. 6). Diese Unterschiede fuhren wireseits auf den Verbrauch von TF bei
stabiler KHK und andererseits auf die fortbesteleBddung von Gerinnungsfaktoren bei
Patienten mit einem ST-Hebungsmyokardinfarkt zuriick
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