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Zusammenfassung 

1.1. Abstract 

Die intrakoronare Bestrahlung (ICBT) gilt als ein antiproliferatives Behandlungsverfahren, 

welches im Rahmen der interventionellen Therapie von In-Stent-Rezidivstenosen bei 

Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit (KHK) eingesetzt wurde. Durch die zusätzliche 

Gabe von Clopidogrel reduziert sich das Auftreten von thrombotischen Spätkomplikationen in 

der bestrahlten Koronararterie. Ziel der Promotion war es, 1. die Wirkung der ICBT auf die 

tissue factor (TF)-Expression und Prokoagulabilität der Gefäßwand im Tiermodell zu 

erforschen, und 2. die Bedeutung der Dauer der antithrombotischen Begleittherapie mit 

Clopidogrel für die vaskuläre TF-Expression, die Prokoagulabilität des Blutes und den 

Inflammationsparameter C-reaktives Protein (CRP) zu erfassen. Dazu wurden in vivo-

Experimente am Schweinemodell durchgeführt, um die Auswirkung der ICBT auf die TF-

Expression der Koronararterienwand im Zusammenhang mit der Dauer der 

antithrombotischen Begleittherapie zu untersuchen. Sowohl die alleinige perkutane 

transluminale koronare Angioplastie (PTCA) als auch die PTCA plus ICBT führten im 

Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgefäßen zu einer verstärkten immunhistologisch 

darstellbaren TF-Färbung in der Intima und Media der verletzen Koronargefäße. Die 

Quantifizierungen der koronaren TF-mRNA mittels Real-Time PCR bestätigten im 

Wesentlichen die Ergebnisse der morphometrischen Untersuchungen. Die längerfristige 

Behandlung mit Clopidogrel führte im Vergleich zur kürzeren Gabe zu einer signifikanten 

Reduktion der vaskulären TF-Expression nach ICBT. Eine Reduktion der TF-Konzentration 

im Blut war tendenziell zu beobachten, wenn Clopidogrel länger gegeben wurde. Ferner stieg 

die CRP-Konzentration im Plasma unmittelbar nach der Intervention signifikanter an. Im 

weiteren Verlauf fielen die CRP-Konzentrationen wieder ab und waren bei fortgeführter 

Therapie mit Clopidogrel signifikant verringert. Insgesamt weisen die Ergebnisse dieser 

Untersuchungen auf eine gesteigerte Thrombogenität bei Durchführung einer ICBT im 

Vergleich zur alleinigen PTCA hin. Die nach ICBT langfristig erhöhte vaskuläre Expression 

des TF-Proteins trägt zu einer gesteigerten Thrombogenität der koronaren Gefäßwand bei und 

erklärt – zumindest teilweise – das nach ICBT beobachtete Thromboserisiko. 
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1.2. Einleitung und Zielsetzung 

Die Anwendung ionisierender Strahlung ist mit einem erhöhten Risiko des Auftretens von 

thrombotischen Spätkomplikationen assoziiert. Die Inzidenz von thrombotischen 

Komplikationen beträgt 2,5 bis 9,6% nach intrakoronarer Brachytherapie (ICBT).1, 2 Das späte 

Auftreten von akuten Koronarthrombosen begründet auch die erhöhte Mortalität nach 

Anwendung von neueren anti-proliferativen Behandlungsverfahren, nämlich der Implantation 

von mit Chemotherapeutika beschichteten Stents in stenosierte Koronargefäße.3, 4 Die 

Mechanismen, welche die Spätthrombosen bedingen, sind nicht ausreichend erforscht. Dass 

es nach Anwendung von ionisierenden Strahlen zu einer Aktivierung des Tissue Faktor (TF) 

abhängigen Koagulationssystems und zur erhöhten Gewebsthrombogenität mit Thrombosen 

in den jeweils bestrahlten Organen kommen kann, ist seit vielen Jahren bekannt.5, 6 

Entzündliche Prozesse spielen bei der Progression einer koronaren Herzkrankheit (KHK) eine 

wichtige Rolle. Bezüglich der zirkulierenden Inflammationsparameter ist alleine das C-

reaktive Protein (CRP) als unabhängiger Faktor mit einem erhöhten Risiko für 

atherothrombotische Erkrankungen assoziiert.7 Durch die Gabe von Clopidogrel zusätzlich 

zum ASS wird das Mortalitätsrisiko von Patienten mit akutem Herzinfarkt signifikant 

reduziert.8, 9 Clopidogrel hemmt irreversibel den Adenosindiphosphat-Rezeptor (P2Y12-

Rezeptor) der Thrombozyten, was die Degranulation und die Expression thrombozytärer-

Oberflächenadhäsionsmoleküle verhindert. Hierdurch werden auch die Wechselwirkungen 

von Thrombozyten mit Leukozyten verändert und die TF-Freisetzung aus Thrombozyten 

beeinflusst.10, 11 Ziel der Promotion war es, 1. die Wirkung der perkutanen koronaren 

Intervention (Brachytherapie bzw. Ballondilatation) auf die TF-Expression und 

Prokoagulabilität der Gefäßwand im Tiermodell zu erforschen, und 2. die Bedeutung der 

Dauer der antithrombotischen Begleittherapie mit Clopidogrel für die vaskuläre TF-

Expression, die Prokoagulabilität des Blutes und den Inflammationsparameter CRP zu 

erfassen. Dazu wurden in vivo-Experimente am Schweinemodell durchgeführt, um die 

Auswirkung der intrakoronaren Brachytherapie auf TF-Expression der Koronararterienwand 

im Zusammenhang mit der Dauer der antithrombotischen Begleittherapie zu untersuchen. Im 

Rahmen einer zweiten Studie wurde die Prokoagulabilität des zirkulierenden Blutes bei 

Patienten mit ST-Hebungsmyokardinfarkt (STEMI) bzw. stabiler koronarer Herzkrankheit 

(KHK) in Abhängigkeit der Clopidogrel-Medikation analysiert.12 
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1.3. Methodik 

48 deutsche Hausschweine (Gewicht 22-27 kg) erhielten Azetylsalizylsäure (ASS, 325 mg 

pro Tag) sowie Clopidogrel in einer Sättigungsdosis von 300 mg am Vortag der Intervention, 

gefolgt von einer Erhaltungsdosis von 75 mg pro Tag. Die Tiere wurden durch eine Überdosis 

von Kaliumchlorid nach 24 Stunden (n=12), einem Monat (n=12) und drei Monaten 

postinterventionell (n=24) getötet. Die Schweine, die drei Monate postinterventionell getötet 

wurden, teilten wir in zwei Gruppen (Gruppe I und II) ein. Die erste Gruppe (Gruppe I, n=12) 

erhielt Clopidogrel zusätzlich zu Aspirin für drei Monate, wobei die zweite Gruppe (Gruppe 

II, n=12) mit Clopidogrel für nur einen Monat nach perkutaner koronarer Intervention (PCI) 

behandelt wurde. Aspirin wurde für die gesamte Dauer der Studie verabreicht. Im Rahmen der 

Herzkatheteruntersuchung wurde bei allen Schweinen eine PTCA in zwei der drei großen 

Koronararterien durchgeführt. Nach Randomisierung erfolgte die sofortige Bestrahlung einer 

der verletzen Koronararterien durch eine ß-Strahlen-emittierende Quelle (90Sr/Y, Novoste 

Beta-Cath-System, Novoste, Norcross, USA.). Die Bestrahlungsmodalitäten wurden so 

berechnet, dass 19.9 - 22.2 Gray kontrolliert bis in eine Tiefe von 2 mm appliziert wurden. 

Die unterschiedlich behandelten Koronararterien wurden 24 Stunden sowie einen und drei 

Monate nach der Intervention entnommen und entsprechend für die immunhistochemischen 

Untersuchungen (jeweils n=6 Tiere pro Gruppe) sowie für die Analyse der vaskulären TF-

Expression (jeweils n=6 Tiere pro Gruppe) präpariert. Immunhistochemische Färbungen 

wurden für TF und Fibrin/Fibrinogen durchgeführt. Die morphometrische Analyse erfolgte 

digitalisiert unter Verwendung der Software LUCIA G (Version 3.52ab, Nikon, Düsseldorf, 

Deutschland). Dabei ermittelte ich den prozentualen Anteil des positiven gefärbten Bereichs 

bezogen auf das gesamte Gefäß (Intima und Media der Arterienwand). Die Bestimmung der 

vaskulären TF-Expression erfolgte per Real-time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR). Um 

die Wirkung der verlängerten Behandlung mit Clopidogrel nach ICBT/PCI auf die im Plasma 

zirkulierenden TF- und CRP-Konzentrationen zu analysieren, wurde den Tieren vor und 

direkt nach Beendigung der ICBT/PCI sowie einen und drei Monate nach der 

Koronarintervention Blut zur Gewinnung von Plasma abgenommen. Die 

Plasmakonzentrationen von TF und CRP wurden mittels Enzyme-linkes Immunosorbent 

Assay (ELISA) bestimmt. Als Maß für die Prokoagulabilität von TF führte ich einen 

modifizierten einstufigen Gerinnungstest mit Hilfe eines 4-Kanal-Aggregometers (PAP4 

möLAB, Langenfeld, Deutschland) durch. 

Im Rahmen einer zweiten Studie wurden die Prokoagulabilität des zirkulierenden Blutes bei 

Patienten mit STEMI (n=20) bzw. stabiler KHK (n=33) vor Clopidogrel-Aufsättigung (300 
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mg) sowie 96 Stunden nach erfolgter kathetertechnischer Intervention bestimmt und 

miteinander verglichen. Hierzu wurde der TF-Spiegel mittels ELISA gemessen. 

 

1.4. Ergebnisse und Diskussion 

Sowohl die alleinige PTCA als auch die PTCA plus ICBT führten im Vergleich zu den 

unbehandelten Kontrollgefäßen zu einer verstärkten immunhistologisch darstellbaren TF-

Expression in der Intima und Media der verletzen Koronargefäße (Abb. 1A). Im Vergleich zur 

alleinigen PTCA zeigte sich ein Monat nach ICBT, dass der Anteil der TF-positiv gefärbten 

Intima-/Media-Fläche an der Gesamt-Intima-/Media-Fläche tendeziell erhöht war (Abb. 1A). 

Die Quantifizierungen der koronaren TF-mRNA mittels Real-Time PCR im zeitlichen 

Verlauf bestätigten im Wesentlichen die Ergebnisse der morphometrischen Untersuchungen 

zur TF-Expression nach Intervention (Abb. 2). Die immunhistochemische Darstellung des 

koronaren Fibrins und Fibrinogens ergab, dass die ICBT mit einer vermehrten koronaren 

Fibrinogen-Expression bzw. Fibrinablagerung im Vergleich zur alleinigen PTCA assoziiert 

war (Abb. 1B). Der vermehrte Nachweis von Fibrin bzw. Fibrinogen weist möglicherweise 

auf die erhöhte Prokoagulabilität der Koronararterien nach ICBT hin. 
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Abbildung 1B: Morphometrische Quantifizierungen der Koronargefäße (24 Stunden, ein Monat und drei Monate 
nach der Intervention, n=6 für jeden Zeitpunkt). Die antithrombotische Therapie ist unter den Graphen 
dargestellt. Kontrollgefäße (schwarze Box), Koronargefäße nach alleiniger PTCA (weiße Box) und nach PTCA 
plus ICBT (gestreifte Box). † p ≤ 0,005, § p ≤ 0,05 vs. Kontrollen. ± p = 0,018, * p = 0,004, # p = 0,002 vs. 
alleinige PTCA. 
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Abbildung 2: Quantifizierung der koronaren TF-mRNA (Ratio pTF/pGAPDH) per Real-Time PCR über 
verschiedene Zeitperioden (24 Stunden, ein Monat und drei Monate nach der Intervention, n=6 für jeden 
Zeitpunkt). † p ≤ 0,005, § p ≤ 0,05, ╪ p ≤ 0,01 vs. Kontrolle. * p = 0,046 vs. PTCA 
Kontrollgefäße (schwarze Box), Koronargefäße nach alleiniger PTCA (weiße Box) und nach PTCA plus ICBT 
(gestreifte Box). 
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Um die Bedeutung der Dauer der antithrombotischen Begleittherapie mit Clopidogrel für die 

koronare TF-Expression zu erfassen, wurden die Clopidogrelgaben in einer zweiten Gruppe 

(n=6) nicht nur für einen Monat sondern für drei Monate nach der Intervention fortgeführt 

(siehe Legende der Abb. 1). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen belegen, dass die 

dreimonatige Behandlung mit Clopidogrel im Vergleich zu der einmonatigen Gabe die 

vaskuläre TF-Expression nach ICBT signifikant verringerte. 

Die TF- und CRP-Konzentrationen wurden mittels ELISA quantifiziert. Unmittelbar nach der 

Koronarintervention fand sich eine Reduktion der TF-Konzentrationen im zirkulierenden 

Blut, was auf einen Verbrauch von prokoagulativen TF im Rahmen der Intervention 

hinweisen könnte (Abb. 3). Im weiteren Verlauf zeigte sich ein über die Zeit kontinuierlicher 

Anstieg der TF-Proteinkonzentration im Plasma. Tendenziell war eine Reduktion der TF-

Konzentration im Blut zu beobachten, wenn Clopidogrel für die Dauer von drei Monaten im 

Vergleich zu einem Monat appliziert wurde (Abb. 3). Ferner zeigte sich unmittelbar nach der 

Intervention ein signifikanter Anstieg der CRP-Konzentrationen im Plasma (Abb. 4A). Im 

weiteren Verlauf fielen die CRP-Konzentrationen wieder ab und waren signifikant niedriger, 

wenn die Therapie mit Clopidogrel für die Dauer von drei Monaten im Vergleich zu einem 

Monat nach ICBT durchgeführt wurde (Abb. 4B).  
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Abbildung 3. Die TF-Konzentrationen im zirkulierenden Blut (n=12 für jeden Zeitpunkt). TF-Konzentration vor 
Intervention (schwarze Box), unmittelbar nach (weiße Box) sowie 24 Stunden, ein Monat und drei Monate nach 
der Intervention (gestreifte Box). ‡ p < 0,001, † p < 0,01, § p < 0,05 vs. vor Intervention. ╪ p ≤ 0,001 vs. 
unmittelbar nach Intervention. 
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Abbildung 4A und B. Die CRP-Konzentrationen vor und unmittelbar nach der Koronarintervention (Abb. 4A). 
Unmittelbar nach der Intervention zeigte sich ein signifikanter Anstieg der CRP-Konzentrationen im Plasma. 
CRP-Konzentrationen 24 Stunden, ein und drei Monate nach der Koronarintervention (Abb. 4B). Die CRP-
Konzentrationen waren signifikant niedriger, wenn Clopidogrel für die Dauer von drei Monaten im Vergleich zu 
einem Monat nach der Koronarintervention appliziert wurde (p = 0,019). 
 

Als Maß für die Prokoagulabilität des TF wurde ein modifizierter einstufiger Gerinnungstest 

durchgeführt. Die Thrombogenität war nach einem Monat postinterventionell signifikant 

höher als präinterventionell. Die Gerinnungszeit in der Gruppe der Tiere (Gruppe II), welche 

in drei Monaten nur einen Monat lang mit Clopidogrel behandelt wurden, zeigte eine 

tendenzielle Verkürzung verglichen mit den Tieren vor der Intervention (Abb. 5B). 
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Abbildung 5A und B: Darstellung der Lichttransmissionsabnahme als Maß für schnellere Gerinnungszeit nach 
einem Monat (durchgezogene Linie, n=12) im Vergleich zu vor Intervention (gestrichelte Linie, n=44) (Abb. 
5A). t80 = die Zeit, wo die Lichttransmission auf 80% des Basiswertes abnimmt. Statistischer Vergleich der t80-
Werte von vor Intervention (n=44) gegenüber 24 Stunden (n=12), ein Monat (n=12) sowie zwei Gruppen nach 
drei Monaten (I: durchgehende Clopidogrel-Gabe, n=11; II: nur ein monatige Clopidogrel-Behandlung, n=12). 
Die Gerinnungszeiten waren in fünf Proben nicht messbar (vier in der Gruppe vor Intervention, eine Probe in 
Gruppe I nach drei Monaten). 
 

Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die Durchführung einer ICBT im 

Vergleich zur alleinigen PTCA mit einer gesteigerten Prokoagulabilität assoziiert ist. Die 

nach ICBT langfristig erhöhte vaskuläre Expression des TF-Proteins trägt zu einer 

gesteigerten Thrombogenität der koronaren Gefäßwand bei und erklärt – zumindest teilweise 

– das nach ICBT beobachtete Thromboserisiko. 

Ferner reduziert die Therapie mit Clopidogrel die nach einer Koronarintervention auftretende 

Entzündungsreaktion. Diese „pleiotrope“ Wirkung der antithrombotischen Therapie könnte 

möglicherweise die unter Langzeittherapie mit Clopidogrel beobachtete Verbesserung der 

klinischen Prognose nach einer Koronarintervention erklären. 
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Abbildung 6: Die TF-Konzentrationen im zirkulierenden Blut bei Patienten mit stabiler KHK (n=33) bzw. 
STEMI (n=20) vor sowie 96 Stunden nach erfolgter Clopidogrel-Gabe. 
 

Die Therapie mit Clopidogrel reduziert auch die TF-Spiegel nach einer Koronarintervention 

bei Patienten mit stabiler KHK, aber nicht bei Patienten mit ST-Hebungsmyokardinfarkt 

(STEMI) (Abb. 6). Diese Unterschiede führen wir einerseits auf den Verbrauch von TF bei 

stabiler KHK und andererseits auf die fortbestehende Bildung von Gerinnungsfaktoren bei 

Patienten mit einem ST-Hebungsmyokardinfarkt zurück. 
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