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Referat

Eine zwar seltene aber potentiell verheerende Komplikation bei der Durchfuhrung einer
perkutanen Koronarintervention (PCI) ist die Entstehung einer Herzkatheter-Thrombose.
Unfraktioniertes  Heparin und  Enoxaparin  sind die zur periinterventionellen
Thromboseprophylaxe sowohl bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom und friihem
invasivem Vorgehen als auch bei elektiven PCIs verwendeten Standard-Antikoagulantien.
Enoxaparin ist ein Vertreter aus der Gruppe der niedermolekularen Heparine (NMH), die durch
ihre zu unfraktioniertem Heparin unterschiedlichen pharmakodynamischen und —kinetischen
Profile einige Vorteile aufweisen. In mehreren Studien wurden NMH in Bezug auf ihre
Anwendbarkeit bei PCI mit zum Teil vielversprechenden Ergebnissen untersucht. In dieser
Promotionsarbeit wurde die Wirksamkeit der NMH Certoparin und Dalteparin in der
Verhinderung von Herzkatheter-assoziierten Thrombosen in einem in vitro-Modell mit
derjenigen von Enoxaparin verglichen.

Blut von 10 gesunden mannlichen Probanden wurde in ein 50 ml Réhrchen gegeben, das zuvor
mit dem jeweiligen Antikoagulans aus einer der folgenden Versuchsgruppen prapariert wurde:
0,6 U/ml Enoxaparin, 0,6 U/ml Certoparin und 0,6 U/ml Dalteparin, jeweils mit und ohne 1,7
pg/ml Eptifibatid. Aus dem in einem 37° C warmen Wasserbad stehenden Réhrchen wurde das
Blut mittels Rollerpumpe (Geschwindigkeit 3 ml/min, Dauer 60 min) (ber einen
Verbindungsschlauch durch den daran befestigten Multipurpose 6F Herzkatheter (Cordis®)
wieder zurlick in das Rohrchen geleitet. Die entstandenen Herzkatheter-Thromben wurden
durch die Messung von Durchlaufzeit und Thrombusgewicht sowie durch den
elektronenmikroskopischen Nachweis von Erythrozyten, Thrombozyten und Fibrin an der
inneren Katheter-Oberflache quantifiziert.

In allen Versuchsgruppen ergaben sich hinsichtlich der vordefinierten Endpunkte keine
signifikanten Unterschiede. AuRerdem wurde in allen Gruppen durch eine einmalige Bolus-
Gabe der jeweils in gleicher Konzentration verwendeten NMH eine im gewiinschten Zielbereich
liegende Anti-Xa-Aktivitat erreicht. Die kombinierte Gabe mit dem GP Ilb/llla-Hemmer
Eptifibatid brachte fur die antithrombotische Wirksamkeit in unserem Modell keinen Vorteil.
Unsere Daten zeigen, dass Certoparin und Dalteparin zur Antikoagulation bei perkutaner
Koronarintervention geeignet zu sein scheinen, da sie in unserem in vitro-Modell eine
Herzkatheter-Thrombose ebenso gut verhindern konnten wie Enoxaparin. Zunéchst missen
jedoch Untersuchungen zur Anwendung der Substanzen bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom folgen, bevor Aussagen Uber die klinische Relevanz unserer Ergebnisse

gemacht werden kénnen.
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1. Einleitung

1.1 Die koronare Herzkrankheit

1.1.1 Allgemeines

Die koronare Herzkrankheit (KHK) wird als Manifestation der Atherosklerose der
Herzkranzarterien definiert. Sie stellt in der Bundesrepublik Deutschland die héufigste
Todesursache dar und geht schon bei milderem Verlauf mit deutlichem Verlust der
Leistungsfahigkeit und Minderung der Lebensqualitdt einher. Manner sind von dieser
Erkrankung insgesamt hdufiger betroffen als Frauen, bei Frauen beginnt die Erkrankung in der
Regel erst in hoherem Lebensalter. Dabei liegt die Prévalenz in der Altersgruppe von 55-64
Jahren flr Frauen bei 8,4% und fir Manner bei 13,1%. In der Altersgruppe von 65-74 Jahren
sind schon 11,1% aller untersuchten Frauen und 17,7% aller untersuchten Manner erkrankt.
Liegt das Lebensalter bei >75 Jahren, betrégt die Prévalenz der KHK bei Frauen 16,1% und bei
Mannern 18,6%. (Baer und Rosenkranz, 2009)

Durch mehrere epidemiologische Untersuchungen erhielt man wichtige Erkenntnisse uUber
verschiedene Faktoren, die das Erkrankungsrisiko deutlich erhéhen kénnen. Dabei ist bekannt,
dass ein bestimmter Risikofaktor durch das gleichzeitige Vorhandensein anderer Risikofaktoren
in seiner Wirksamkeit auf das GefaBsystem verstarkt werden kann und sich somit das
Erkrankungsrisiko durch das Zusammenwirken der Faktoren deutlich erhoht. Eine dieser
Studien ist die PROCAM-Studie (PROCAM = Prospective Cardiovascular Minster Studie) der
Universitat Minster: Seit Studienbeginn im Jahr 1979 waren etwa 40.000 Versuchspersonen in
die verschiedenen Untersuchungsschwerpunkte dieser Studie miteinbezogen worden und die
Ergebnisse haben in internationalen Empfehlungen Beriicksichtigung gefunden. Dabei konnte
gezeigt werden, dass neben den schon bekannten Risikofaktoren - erhohtes LDL-Cholesterin,
erniedrigtes HDL-Cholesterin und erhohte Triglyzeride - auch das Lipoprotein(a) als
Bestandteil der Blutfettwerte eine bedeutende Rolle in der Entstehung einer KHK spielt. In
diesem Zusammenhang ist es erwéhnenswert, dass der Lipoprotein(a)-Wert bei Mannern mit
zunehmendem Lebensalter kontinuierlich langsam ansteigt, hingegen bei Frauen mit Beginn der
Menopause deutlich zunimmt. Diese Tatsache kann mit als Ursache dafur angesehen werden,
dass bei Frauen das Erkrankungsalter hoher liegt als bei Mannern. Weitere Risikofaktoren sind
arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Rauchen, Adipositas und psychischer Stress sowie
unbeeinflussbare Faktoren wie Alter, genetische Pradisposition und Umwelteinflisse. Als
Beitrag zum klinischen Nutzen der Studienergebnisse wurde mittels der zum Teil neuen
Erkenntnisse ein interaktiver Risikorechner (PROCAM-Risiko-Rechner) und ein Punkte-Score
zur Erkennung von Hochrisikopatienten fir eine KHK entwickelt, mit deren Hilfe das

individuelle Risiko eines Patienten, innerhalb der néchsten 10 Jahre einen Herzinfarkt zu



erleiden, ermittelt werden kann. (Schléchinger und Zeiher, 2004; www.lifa-
muenster.de/PROCAM-Studie.72.0.html?&L=0)

1.1.2 Klinik

Die atherosklerotischen Gefalwandverdnderungen der Koronararterien flihren durch
GefaBverengung zu einem Missverhéltnis zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot im
Herzmuskel und bergen somit das Risiko eines Herzinfarktes. Oft sind in den Friihstadien der
Erkrankung noch keine klinischen Symptome vorhanden, so dass bereits existierende Stérungen
der Geféalendothelfunktion und Lipideinlagerungen in der GefaBwand zundchst unerkannt
bleiben koénnen wund sich erst Kklinisch zeigen, wenn eine Myokardischdmie durch
Sauerstoffmangel auftritt. Diese flihrt dann zu typischen Angina pectoris-Symptomen wie
belastungsabhéngige Schmerzen im Brustkorb, die hédufig in die linke Schulter-Arm-Hand-
Region ausstrahlen, Engegefiihl und Atemnot. (Baer und Rosenkranz, 2009)

1.1.3 Pathophysiologie

Pathophysiologisch handelt es sich bei der Atherosklerose um einen komplexen, lokal-
entzlindlichen Prozess, der mit einer systemischen Immunreaktion einhergeht. Zu Beginn steht
die endotheliale Dysfunktion, die durch die Wirkung der verschiedenen Risikofaktoren auf die
Endothelzellen ausgel6st wird. Diese Noxen schadigen die Endothelzellen derart, dass sie ihre
grundlegenden Aufgaben wie Aufrechterhaltung des Gefalitonus, Regulation von Blutplattchen-
und Leukozytenadhasion, Hemmung der Migration und Proliferation glatter Muskelzellen und
das Eindringen von LDL-Cholesterin nicht mehr adadquat wahrnehmen kénnen. Zusétzlich fuhrt
die Endothelzellschadigung zur Bildung proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-1 und
Tumor-Nekrose-Faktor-o. Des Weiteren kommt es zu einer vermehrten Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und damit zu oxidativem Stress. Dadurch wird LDL-Cholesterin oxidiert
und fdhrt so zur Hemmung der NO-Freisetzung aus den Endothelzellen und damit zu einer
geringeren  Gefaldilatation. Auflerdem kann oxidiertes LDL-Cholesterin leichter in
Makrophagen aufgenommen werden als nicht oxidiertes. (Liao, 1998)

Uber weitere Botenstoffe und die Akute-Phase-Reaktion in der Leber werden
Adhasionsmolekiile, Hitzeschockproteine und andere Mediatoren freigesetzt, die dazu fihren,
dass bestimmte Blutzellen, vornehmlich Monozyten, am Endothel anhaften und schlieBlich in
die Intima einwandern. Im Zusammenhang mit dieser Reaktionskette wird diskutiert, inwiefern
man die quantitative Messung einzelner beteiligter Faktoren, besonders des C-reaktiven Proteins
(CRP), als Parameter fur die Risikoabschatzung der KHK anwenden kann. (Koenig et al., 2003)
In der Intima werden die eingewanderten Monozyten mit Lipiden beladen, die sich dort
vermehrt angesammelt haben, und werden so zu den charakteristischen Schaumzellen.

Weiterhin sind T-Lymphozyten und Mastzellen in die Pathogenese involviert, die, ebenso wie
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die verstérkte Proliferation von GefaRmuskelzellen, zur Bildung der atherosklerotischen Plague
beitragen. (Nickenig und Béhm, 2004)
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Einwanderung von Monozyten in den
subintimalen Raum und deren Transformation in Makrophagen und Schaumzellen im
Rahmen der Entwicklung einer atherosklerotischen Plaque. (Schlitt, 2006)

Durch die entstandene Plaque wird die Gefalirelaxation erschwert und sowohl dadurch, als auch
durch die Raumforderung der Plaque, wird der Blutfluss behindert und es kann schon jetzt zur
Sauerstoffminderversorgung kommen. Zum GeféRRlumen hin ist die Plaque von einer fibrosen
Kappe und von Endothelzellen bedeckt. Diese Deckschicht kann, bedingt durch
Entziindungsprozesse im Inneren der Plaque, einreiflen, was dazu fiihrt, dass der Plague-Inhalt
mit dem zirkulierenden Blut in Kontakt kommt. Dieser Kontakt wirkt als AuslOser der
Gerinnungskaskade und als Stimulans der Thrombozyten und fihrt somit zur Thrombosierung
und damit meist zur kompletten Verstopfung des betroffenen Gefales. (Nickenig und Bohm,
2004)
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Abbildung 2: Darstellung der atherosklerotischen Stadien und der Entwicklung einer
gesunden Arterie zu einer durch atherosklerotische Plaques erkrankten Arterie. (Schlitt,
2006)

1.2 Das akute Koronarsyndrom

1.2.1 Allgemeines

Der Begriff akutes Koronarsyndrom (ACS) fasst die Phasen der koronaren Herzkrankheit
zusammen, die durch die Thrombosierung eines oder mehrerer das Herz versorgender GefaRe
eine unmittelbare Lebensbedrohung darstellen. Je nach Schweregrad und Dauer der
Minderversorgung unterscheidet sich die Prognose der verschiedenen Manifestationsformen des
ACS. Da klinisch die Ubergange der einzelnen Stadien ineinander flieRend sind, wird zum
besseren Therapiemanagement mittels EKG eingeteilt in die instabile Angina pectoris (typische
thorakale Beschwerden, Ischdmiezeichen im 12-Kanal-EKG), den akuten Myokardinfarkt ohne
ST-Streckenhebung (NSTEMI, typische thorakale Beschwerden + pathologischer Troponin-
Nachweis + Ischdmiezeichen im 12-Kanal-EKG), den akuten Myokardinfarkt mit ST-
Streckenhebung (STEMI, typische thorakale Beschwerden + signifikante ST-Hebungen im 12-
Kanal-EKG) und den plétzlichen Herztod. (Hamm, 2004; Schlitt et al., 2007)



1.2.2 Thrombozytenaggregationshemmung und Antikoagulation bei koronarer
Herzkrankheit

Zur Préavention der Entstehung eines ACS als Folge der KHK wird eine lebenslange
aggregationshemmende  Medikation bei  bekannter KHK empfohlen. Dabei gilt
Acetylsalicylsdure (ASS) in einem Dosisbereich von 75-325 mg am Tag als Mittel der ersten
Wahl. Bei Unvertraglichkeit oder Kontraindikation kann auf Clopidogrel ausgewichen werden.
Eine primére Pravention zur Verhinderung einer KHK mittels ASS wird in Europa im Vergleich
zu den USA eher zuriickhaltend durchgefiihrt. Diese wird aufgrund der mdglichen
Nebenwirkungen wie schwere Blutungen nur fiir Hochrisikopatienten empfohlen und damit fiir
Patienten mit einer H&aufung von Risikofaktoren, positiver Familienanamnese oder bei
Vorliegen eines Diabetes mellitus. Je nach individuellem Risiko-Scrore aufgrund bestehender
Vorerkrankungen wird diese prophylaktische Therapie noch um die zusatzliche Gabe von
HMG-CoA-Inhibitoren (Statine), Clopidogrel, ACE-Hemmer und Antikoagulantien erweitert.
(Anderson et al., 2007; Graham et al., 2007)

1.2.3 Zellulare und plasmatische Gerinnung

Jede antithrombotische Therapie stellt einen Eingriff in das hdamostatische System (hdmo = Blut,
stase = Stillstand) dar. Grundlegend beteiligt an diesem System sind hierbei die BlutgefalRe mit
Endothel und muskuldrem Anteil als vaskuldare Komponente, die Thrombo-, Erythro- und
Leukozyten als zellulare Komponenten, die Gerinnungsfaktoren und ihre Inhibitoren als
plasmatische Komponente und schlielich die Fibrinolyse und ihre Inhibitoren. Um dabei ein
Gleichgewicht zwischen der Fliel3fadhigkeit des Blutes im GefaRsystem einerseits und der
Gerinnbarkeit des Blutes und Reparatur der Gefalwénde bei Verletzungen andererseits zu
bilden und zu erhalten, ist ein komplexes Zusammenspiel der einzelnen Komponenten nétig.
(von Depka Prondzinski, 2002)

Zellulare Komponente

Das Blut des Menschen enth&lt normalerweise zwischen 150.000 und 400.000 Thrombozyten

pro Mikroliter. Sie besitzen einige zum Teil Thrombozyten-spezifische Rezeptoren und HLA-

Eigenschaften und kénnen auRerdem zahlreiche Substanzen freisetzen, die die Blutgerinnung

beeinflussen.

Beispiele dieser Substanzen sind der Von-Willebrand-Faktor (VWF), Fibrinogen,

Plattchenfaktor 4 (PF4) und Plasminogen aus den a-Granula, Serotonin, Ca** und Glykoprotein

(GP) I1b/Ila aus den dense bodies und saure Hydrolasen aus lysosomalen Granula.

Bei intakten GeféalRen verhindert unter anderem eine Glykokalix auf den Endothelzellen eine

Anlagerung von Thrombozyten. Durch eine GefaRverletzung wird das Endothel mit seiner

Funktion als Barriere zwischen Blut und extrazelluldarer Matrix zerstort. Das fuhrt zur
5



Aktivierung und damit zur Adh&sion der Thrombozyten an subendotheliales Gewebe.
Hauptinitiator ist dabei der VWF, der das Bindeglied zwischen den Glykoproteinen 1b/IX und
lIb/1lla auf der Thrombozyten-Oberflache und den freiliegenden Kollagenfasern des
Subendothels darstellt. Unter physiologischen Bedingungen befinden sich die vWF-Multimere
in globulérer Form im Blutplasma. Bei Vorliegen hoher Strdmungsgeschwindigkeiten und
durch Bindung an die verschiedenen Komponenten der subendothelialen Matrix kommt es zur
Entfaltung der vVWF-Multimere und somit zur Offenlegung sowohl der Bindungsdomanen fiir
den GP Ib/IX-Komplex als auch weiterer thrombozytérer Glykoproteine des VWF-Molekdls. Im
Zuge dieser nun mdglichen Adhéasion verandert sich die Form der Thrombozyten: Sie verlieren
ihre flache scheibenartige (discoide) Form und nehmen eine kugelférmige (spharische) Gestalt
an. Zudem bilden sie Pseudopodien aus, was einerseits zu einer mehrfachen
Oberflachenvergroflerung fiihrt und ihnen andererseits die Fahigkeit verleiht, aneinander
anzuhaften und einen Primér-Thrombus, bestehend aus Thrombozyten, zu bilden (primére
Hé&mostase). Dieser Vorgang der Formverénderung wird als ,,shape change* bezeichnet.

Die weitere Freisetzung von VWF, Adenosindiphosphat (ADP), Katecholaminen und anderen
Mediatoren aus den verschiedenen Organellen der Thrombozyten flhrt zur Unterhaltung dieses
Anhaftungs-Prozesses und zur Verstarkung der GefaRverengung. Auf der Thrombozyten-
Oberflache werden weiterhin Phospholipide freigesetzt, die die Gerinnungskaskade in Gang
setzen. Auf diese Weise entsteht iber Thrombin Fibrin, das die Thrombozyten untereinander
vernetzt und so den Primdr-Thrombus stabilisiert. (von Depka Prondzinski, 2002; Schmidt et
al., 2004)

Plasmatische Komponente

Ziel der plasmatischen Gerinnung (sekundare Hamostase) ist die Umwandlung des inaktiven
Fibrinogens in Fibrin, das mittels Bildung von unldslichen Fibrinpolymeren beim Aufbau eines
Gerinnsels unerlésslich ist. Es sorgt fur die nétigen physikalischen Eigenschaften eines
Thrombus: groRe mechanische Stabilitdt bei erhaltener Elastizitdt. Durch die plasmatische
Gerinnung wird also der Primar- in einen Sekunddr-Thrombus umgebaut.

Die Gerinnungsaktivierung lauft in Form einer Kaskade sich gegenseitig aktivierender
Gerinnungsfaktoren ab, die im unverletzten GefaR als inaktive Vorstufen vorliegen. Es handelt
sich groftenteils um Enzyme, die Serin in ihrem aktiven Zentrum aufweisen und deshalb als
Serinproteasen bezeichnet werden (mit Ausnahme der Faktoren V, VIII und XIII). Die
Aktivierung der inaktiven Vorstufen geschieht durch Abspaltung eines Peptids, was den nun
aktiven Gerinnungsfaktor befahigt, wiederum weitere Faktoren zu aktivieren. Um eine
unkontrollierte Thrombosierung zu verhindern ist es von groRer Bedeutung, diesen Ablauf
durch gleichzeitige Hemmungsmechanismen zu regulieren. Diese Mechanismen werden

zusammen mit der Gerinnungskaskade aktiviert und wirken sowohl durch direkte
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Neutralisierung der enzymatisch aktiven Gerinnungsfaktoren als auch durch Inaktivierung von
Co-Faktoren. Dadurch wird auBerdem erreicht, dass sich die Blutgerinnung nur am Ort der
Verletzung abspielt und nicht, durch Transport von aktiven Gerinnungsfaktoren und
Thrombozyten mit dem Blutfluss, im unbeschéadigten GefaRsystem.

Es gibt zwei Systeme, die die Gerinnungskaskade aktivieren: das intrinsische und das

extrinsische Gerinnungssystem.

Das extrinsische System wird durch den Kontakt von Faktor VII (FVII) mit
Gewebethromboplastin (tissue factor, TF) ausgeldst. TF ist ein Transmembran-Protein mit
hochaffiner Bindungsstelle fur FVII. Da TF nur von Zellen und Geweben gebildet wird, die bei
gesundem Geféallsystem nicht mit dem Gefallumen kommunizieren, kann er fur die
Blutgerinnung nur Bedeutung gewinnen, wenn die Barriere der intakten Gefalwand gestort
wird. Ist dies der Fall, wird die Kaskade, wie in Abbildung 3 dargestellt, aktiviert. Die
inaktivierende Wirkung des im Plasma vorkommenden TFPI (tissue factor pathway inhibitor)
verhindert dabei eine unkontrollierte Gerinnungsaktivierung.

Auf der Oberflache von negativ geladenen Phospholipiden bildet sich nun der so genannte
Prothrombinasekomplex, bestehend aus FII (Prothrombin), dem Co-Faktor FVa und dem FXa,
der hier als aktivierendes Enzym fungiert. Dieser als ,,Initiation bezeichnete Schritt flhrt damit
Calcium-abhéngig zur Bildung von Thrombin (Flla) aus seiner inaktiven Vorstufe Prothrombin.
Da die beschriebenen Enzymkomplexe abhéngig von negativ geladenen Phospholipiden sind
und diese sich geh&uft auf der Membran-Oberflaiche von Thrombozyten und im
subendothelialen Gewebe befinden, wird eine Lokalisierung des Gerinnungsprozesses am Ort
der Gefalschadigung erreicht und einer unkontrollierten systemischen Gerinnungsaktivierung
vorgebeugt. Calcium dient dabei als Bindeglied zwischen den negativen Phospholipiden und
den ebenfalls negativen Gerinnungsfaktoren.

Ein Teil der Gerinnungsfaktoren (11, VII, IX, X, Protein C und Protein S) wird Vitamin-K-
abhéangig synthetisiert. Fehlt Vitamin K, kénnen die Faktoren nicht an Phospholipide binden.
Das hat eine Blockierung der Gerinnungskaskade zur Folge und erklart die Blutungsneigung bei
Vitamin-K-Mangel und den gerinnungshemmenden Effekt von Vitamin-K-Antagonisten vom
Cumarin-Typ.

Fur das intrinsische System wirken Fremdoberflichen wie negativ geladene subendotheliale
Strukturen (Basalmembran oder Kollagen), die bei einer Gefaliverletzung in Kontakt mit dem
Blutstrom treten, als Ausléser der Gerinnungskaskade. Diese Eigenschaft der
Kontaktaktivierung macht man sich in der Diagnostik bei der Testung der aPTT (aktivierte
partielle Thromboplastinzeit) zunutze, indem man Patientenblut mit Kaolin, Silica, Glas,
Elagsdure oder Celit als negativ geladene Oberflachen in Kontakt bringt und so die individuell

bendtigte Zeit bis zur Gerinnselbildung messen kann.
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Die Kontaktaktivierung fiihrt zundchst zur Umwandlung des oberflachensensiblen FXII in
FXlla, der wiederum dazu in der Lage ist, aus Prakallikrein Kallikrein zu bilden. Kallikrein
wirkt nun zusammen mit dem hochmolekularen Kininogen (high molecular weight kininogen,
HMWK) als Aktivierungsverstérker im Sinne einer so genannten Verstarkerschleife (amplifier
loop), wodurch weitere FXII zu FXIlla aktiviert werden. FXlla aktiviert seinerseits FXI, dieser
wiederum Calcium-abhéngig FIX. Bei der durch FIXa ausgelosten Aktivierung von FX werden
wie auch bei der extrinsischen Aktivierung Calcium und Phospholipid benétigt. AuBerdem dient
hier FVIlla als Reaktionsbeschleuniger. Die erwahnten Faktoren und Cofaktoren, die an der
Bildung von FXa beteiligt sind, werden dabei als Tenase-Komplex bezeichnet (Ten = Zehn, -ase
= spezifische Endung fiir Enzym). Nun kommt es wieder zu dem schon beim extrinsischen
System beschriebenen Prothrombinase-Komplex bestehend aus FIl, FVa und FXa, der zur
Thrombinbildung fuhrt.

Obwohl man den extrinsischen und den intrinsischen Weg unabhangig voneinander beschreiben
kann, lassen sich beide in ihrem Ablauf nicht strikt voneinander trennen. Zum einen liegt das
darin begriindet, dass die Verletzung eines BlutgefaRes immer dazu fiihrt, dass das Blutplasma
sowohl in Kontakt mit TF-exprimierenden Zellen als auch mit subendothelial gelegenen
negativen Oberflachen tritt. Zum anderen interagieren beide Systemen an verschiedenen Stellen

miteinander.

In der gemeinsamen Endstrecke von extrinsischem und intrinsischem System kommt es nun zur
enzymatischen Aktivierung von Fibrinogen zu Fibrin. Das in der Leber synthetisierte
Fibrinogen besteht aus einer a-, einer B- und einer y-Peptidkette. Thrombin spaltet nun die
Fibrinopeptide A und B (FPA und FPB) von der a- und B-Kette ab, wodurch aus dem
Fibrinogenmolekiil ein noch wasserlgsliches Firbinmonomer entsteht. Aufgrund spontaner
Polymerisation lagern sich Fibrinmonomere zu Fibrinpolymeren zusammen und bilden so im
Plasma nicht mehr l6sliche aber noch wenig stabile Fibrinprotofibrillen. Diagnostisch kann nun
durch immunologische Messung des im Plasma vorliegenden FPA als direkten Marker fiir die
enzymatische Aktivitat von Thrombin getestet werden, ob dieser Schritt der Gerinnungskaskade
gestort ist oder nicht. Um durch Quervernetzung der Fibrinprotofibrillen mittels kovalenter
Bindungen einzelner Doménen eine Stabilisierung des Materials und damit eine Stabilisierung
des Gerinnsels zu erreichen, wird der Gerinnungsfaktor Xllla als Katalysator bendétigt. Die
Aktivierung dieses Faktors erfolgt ebenfalls durch Thrombin. FXIlla fihrt zusatzlich durch
Quervernetzung des Fibrins mit Kollagen, Fibronektin, Vitronektin und vWF zu einer stabilen
Verankerung des Gerinnsels an der extrazelluldaren Matrix. Fibrinogen ist weiterhin dazu in der
Lage, mit Endothelzellen, Erythrozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Thrombozyten zu
interagieren. Auf der Thrombozyten-Oberflache steht dafir der Fibrinrezeptor GP lIb/Illa zur
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Verfugung, der durch die antithrombotisch wirksame Medikamenten-Gruppe der GP Ilb/llla-
Hemmer blockiert werden kann. (Kemkes-Matthes und Oehler, 1998; Prétzsch, 2002; von
Depka Prondzinski, 2002)

Intnsissherwea e Gerinnungskaskade
ke (Plasmatische Gerinnung)
Fxv - Aktivierung -

Extrinsischer Weg(Sekunden)

FXI » D”jt‘: Y <
TF
F DX =E>@ Fl
A
Quick
: (=Thromboplastinzeit)
(=Prothrembinzeit)
> Marcumar
Thrombinzeit
Thrombin
Flla
aPTT <
partle”e ; [ TTERRR Fibrinogen r Fib quervernstztes
Thromboplastlnzelt Fl L Fibrin T. Nebe 11/08
> Heparin

Abbildung 3: Die Gerinnungskaskade der plasmatischen Gerinnung mit extrinsischer und
intrinsischer Aktivierung. (http://www.ma.uni-heidelberg.de/inst/ikc/gerinnungskaskade.html)

1.2.4 Inhibitoren der plasmatischen Gerinnung

Um sicherzustellen, dass das plasmatische Gerinnungssystem nicht unkontrolliert zur
Entstehung einer Thrombose fuhrt, gibt es verschiedene Inhibitoren, die den Uberschiellenden
Ablauf der Kaskade am Verletzungsort und eine Gerinnselbildung in unverletzten GefaRarealen
verhindern. Diese Regulierung beginnt schon mit Einsetzen der Blutgerinnung entweder in
Form von Neutralisierung bereits aktivierter Gerinnungsfaktoren oder durch Hemmung
geschwindigkeitsbestimmender Co-Faktoren. Zwei dieser Inhibitoren werden in ihrer Wirkung
durch Heparin verstarkt:

Antithrombin 111 (AT) ist ein Hemmer der Serinproteasen und damit der Faktoren lla, Vlla,
IXa, Xa, Xla und Xlla, wobei die Wirkung am stérksten bei Thrombin (Flla) und FXa
ausgepragt ist. Die relativ langsam ablaufende inhibitorische Reaktion, ndmlich die Bindung
von AT an den jeweiligen Gerinnungsfaktor, kann durch Heparin um ein Tausendfaches
beschleunigt werden. Dabei bildet sich zunédchst ein Komplex aus AT und Heparin, wodurch

AT seine Konformation andert und leichter an Gerinnungsfaktoren binden kann. Der auch als
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hereditare Thrombophilie bezeichnete Mangel an AT fuhrt demnach zu einer erhohten
Thromboseneigung und muss gegebenenfalls perioperativ oder peripartal durch Substitution mit
AT-Konzentrat vorubergehend therapiert werden.

Tissue factor pathway inhibitor (TFPI) ist ein Hemmer des extrinsischen
Aktivierungskomplexes aus TF und FVIla. Dies erfordert die Bindung an FXa, was durch
Anwesenheit von Heparin (um den Faktor 40) beschleunigt ablauft. Dieser TFPI-FXa-Komplex
ist nun in der Lage, durch Bindung an den TF-FVIla-Komplex dessen Aktivitat zu
neutralisieren. (Kemkes-Matthes und Oehler, 1998; Protzsch, 2002; von Depka Prondzinski,
2002)

1.2.5 Antikoagulantien

Liegt ein akutes Koronarsyndrom vor, ist die schnellstmégliche effektive Hemmung der
Blutgerinnung (Thrombozytenaggregationshemmung und Antikoagulation) von grofiter
Bedeutung, um den eintretenden Gewebeschaden durch den GeféaBverschluss moglichst gering
zu halten. Aufgrund der Erkenntnisse zahlreicher Studien der letzten Jahre wird im Allgemeinen
die kombinierte Gabe von Thrombozytenaggregationshemmern (Clopidogrel und ASS) beim
ACS empfohlen. Hochrisiko-Patienten profitieren von der Gabe eines GP IIb/Illa-Antagonisten
(Abciximab, Tirofiban, Eptifibatid) wahrend und nach einer perkutanen Koronarintervention.
Neben der Hemmung der Thrombozytenfunktion ist die Hemmung der plasmatischen
Gerinnung von kurz- und langfristigem prognostischem Nutzen. Es konnte in den 80er Jahren in
einer Metaanalyse mehrerer Studien gezeigt werden, dass durch die zusatzliche Gabe von
unfraktioniertem Heparin (UFH) sowohl die klinische Symptomatik als auch ein kombinierter
Endpunkt aus Tod und Myokardinfarkt signifikant reduziert werden konnte (allerdings bei
gleichzeitiger Zunahme relevanter Blutungskomplikationen). Unter den niedermolekularen
Heparinen (NMH) mit ihren pharmakologischen und pharmakokinetischen Vorteilen gegenuber
UFH ist in Deutschland weiterhin Enoxaparin bei der Therapie des ACS zugelassen. Dieses
niedermolekulare Heparin war UFH in einer Metaanalyse der Studien ESSENCE und TIMI-11B
hinsichtlich weicher Endpunkte und der Verhinderung des kombinierten Endpunktes aus Tod
und Myokardinfarkt (berlegen, jedoch zeigte es im SYNERGY-Trial keine Vorteile gegeniiber
UFH. (Ferguson et al., 2004; Schlitt, 2007)
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Unfraktioniertes Heparin (UFH)

Bei unfraktioniertem Heparin handelt es sich um ein aus der Darmschleimhaut des Schweins
gewonnenes Mucopolysaccharid. Es ist aufgebaut aus unterschiedlich langen Molekulketten mit
einem Molekulargewicht zwischen 3.000 und 30.000 Dalton. Die antithrombotische Wirkung
von UFH wird durch Aktivierung von Antithrombin 1l mittels Bindung Uber eine
Pentasaccharidstruktur hervorgerufen. Das auf diese Art aktivierte AT bewirkt somit eine
Hemmung von Thrombin und weiteren Serin-Proteasen, die als Gerinnungsfaktoren Teil der
Gerinnungskaskade sind. Besonders empfindlich reagieren dabei Flla (Thrombin) sowie FXa,
wodurch mittels low-dose-Therapie eine Thromboseprophylaxe méglich wird.

Die mittlere Halbwertszeit liegt bei 90-120 min, wobei sie bei héherer Dosierung ansteigt und
damit dosisabhédngig ist. Auflerdem wird sie beeinflusst durch die Funktion von Leber und
Nieren und durch eventuell vorhandene Begleiterkrankungen. Im Blut liegt eine hohe
Plasmaprotein-Bindung vor, das Verteilungsvolumen betragt bei Erwachsenen etwa 0,07 I/kg
bei einer Bioverflgbarkeit von 100% nach intravendser (i.v.) Gabe. Die Eliminierung erfolgt
nach Spaltung in der Leber renal durch glomeruldre Filtration und tubuldre Sekretion.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Wirkung des UFH auf Flla (Thrombin) und
FXa. Durch die Bindung des Pentasaccharidanteils der UFH-Ketten kommt es zur
Konformationsanderung des AT und Hemmung von Flla und FXa. (Schlitt et al., 2007)

Aufgrund der Inaktivierung von UFH im sauren Milieu des Magens, muss es parenteral
zugefuhrt werden. Dabei ist sowohl eine subkutane (s.c.) als auch eine i.v. Applikation mdoglich,
wobei die Blutplasmaspiegel nach subkutaner Injektion starke Schwankungen aufzeigen.
Deshalb wird empfohlen, die intraventse Gabe der subkutanen vorzuziehen. Hierbei ist sowohl
die oben genannte interindividuelle Variabilitat bezlglich der Dosis zur Erzielung eines
therapeutischen Wirkspiegels als auch eine mégliche Bildung von Antikérpern zu beachten und
zu Uberwachen. Aus diesem Grund wird bei einer dauerhaften intravendsen Gabe eine zweimal
tagliche Wirksamkeitskontrolle mittels aPTT bzw. ACT (Activated clotting time) empfohlen.

Eine Heparinapplikation fuhrt dem gew(nschten Wirkungsmechanismus entsprechend zu einer
Hemmung der Blutgerinnung und damit zu einer erhéhten Blutungsneigung, wobei auch
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paradoxe gerinnungsfordernde Wirkungen wie z.B. eine Aktivierung der Thrombozyten
beobachtet wurden. Blutungskomplikationen treten vor allem bei Frauen mit niedrigem Body-
Mass-Index (BMI) und Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion auf. Dabei kdnnen h&ufig
H&matome beobachtet werden, die aber in aller Regel nicht lebensgeféhrlich sind. Zwar
seltener, dafur aber umso schwerwiegender, kommen intrakranielle oder gastrointestinale
Blutungen vor. Weiterhin kann es durch eine langere UFH-Gabe zu Alopezie und Osteoporose
kommen. Die gefahrlichste Komplikation der Antikoagulation mittels Heparin, die Heparin-
induzierte Thrombozytopenie (HIT) Typ Il, entsteht durch Antikérperbildung gegen den
Plattchenfaktor4-Heparin-Komplex. PF4 ist ein positiv geladenes Protein, das aus
Thrombozyten freigesetzt wird. Der gebildete Antikoérper bindet sowohl an den PF4-Heparin-
Komplex als auch an die Thrombozytenoberflache, was zu einer Aktivierung der Thrombozyten
und einer Verstarkung der Thrombinbildung fuhrt. Es kommt zu Thrombozytenaggregation und
dadurch zu Thrombozytopenie mit einem Thrombozyten-Abfall von mehr als 50%. Daraus
resultieren sowohl thrombotische vendse und arterielle GefaRverschliisse als auch schwere
Blutungen. Als therapeutische Konsequenz sollte Heparin bei Verdacht auf HIT Typ Il sofort
abgesetzt werden. Des Weiteren ist eine alternative Antikoagulation unbedingt notwendig, um
das Entstehen einer Thrombose oder das Hinzukommen weiterer Thrombosen zu verhindern.
Das Thromboserisiko liegt bei diesen Patienten bei bis zu 75%, die Mortalitét bei bis zu 20%.
Als alternative Antikoagulantien sind Orgaran®, Hirudin und Argatroban zugelassen. AuRerdem
wirksam sind Medikamente wie Arixtra® und Angiox®. (Fachinformation Heparin; Kemkes-
Matthes, 1999; Greinacher et al., 2003; Greinacher, 2004; Retzlaff und Mesters, 2004;
Warkentin et al., 2006; Schlitt et al., 2007)

Niedermolekulare Heparine (NMH)

Bei den niedermolekularen Heparinen (NMH) handelt es sich um eine Gruppe verschiedener
Wirkstoffe, die zwar wie unfraktioniertes Heparin (ber AT-Aktivierung wirken, jedoch
vorwiegend lediglich den Gerinnungsfaktor Xa hemmen. Ihr Molekulargewicht liegt in einem
Bereich von 5.000 bis 30.000 Dalton. Somit ist die Kettenlange im Vergleich zu UFH deutlich
geringer. Weiterhin ist der Pentasaccharid-Anteil erhéht, wodurch der gerinnungshemmende
Effekt im Vergleich zu UFH besser abgeschéatzt werden kann.

Im Vergleich zu UFH wird bei NMH in erheblich kiirzerer Zeit ein therapeutischer Wirkspiegel
erreicht, der durch eine einmal tagliche, subkutane Injektion aufrecht erhalten werden kann.
Dies liegt in einer langeren Halbwertszeit und einer besseren Kalkulierbarkeit der Dosis
begriindet. Eine Uberwachung der NMH-Gabe mittels Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitit ist
normalerweise  nicht erforderlich. Zur Behandlung von Patienten mit tiefer
Beinvenenthrombose, Lungenembolie oder ACS kann ein NMH auch zweimal téglich in

therapeutischer Dosierung gegeben werden.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Wirkung der NMH auf FXa. Durch die
Bindung des Pentasaccharidanteils kommt es zur Konformationsanderung des AT und
zur Uberwiegenden Hemmung des FXa. Exemplarisch fiir die Gruppe ist die
Strukturformel von Enoxaparin gezeigt. (Schlitt et al., 2007)

Auch fir NMH gilt als Kontraindikation eine bekannte HIT Typ Il, obwohl hier durch die
geringere MolekiilgroRe das (erstmalige) Auftreten einer solchen Thrombozytopenie
unwahrscheinlicher ist. Die Elimination verlauft nach fast vollstindiger hepatischer
Metabolisierung Uberwiegend renal. Aus diesem Grund muss die Dosis von NMH in allen
Stadien der Niereninsuffizienz angepasst werden.

Fur Enoxaparin gilt, dass bei leichter bzw. maRiger Einschrankung der Nierenfunktion
(Kreatinin-Clearance 30-80 ml/min) keine Dosisanpassung notwendig ist. Liegt eine stark
eingeschrankte Nierenfunktion vor (Kreatinin-Clearance < 30 ml/min), sollte laut Empfehlung
eine Verabreichung von 1 mg/kg Korpergewicht s.c. einmal taglich oder 0,5 mg/kg
Kdorpergewicht zweimal taglich erfolgen. Bei Patienten mit einer Kreatinin-Clearance unter 30
ml/min und damit einer stark eingeschrankten Nierenfunktion, sollte die Therapie durch Anti-
Xa-Kontrollen iberwacht werden. Dabei sollte nach Gabe therapeutischer Dosierungen der vier
Stunden nach subkutaner Applikation gemessene Anti-Xa-Spitzenspiegel zwischen 0,4 und 1,1
IE anti-Xa/ml liegen. (Schlitt et al., 2007)

Neben der bereits erwahnten therapeutischen Gabe bei Vorliegen einer KHK (instabile Angina
pectoris oder Nicht-Q-Wellen-Myokardinfarkt), wird Enoxaparin zur peri- und postoperativen
Primarprophylaxe tiefer Venenthrombosen (TVT) bei Patienten mit niedrigem, mittlerem oder
hohem thromboembolischen Risiko angewendet; aullerdem zur Primérprophylaxe der TVT bei
nicht-chirurgischen Patienten mit mittlerem oder hohem thromboembolischen Risiko bei akuten
schweren internistischen Erkrankungen mit der Folge einer weitgehenden Immobilisation (z.B.
Herzinsuffizienz  NYHA 1II/IV, Infektionen, respiratorische Erkrankungen). Weitere

Indikationen sind die Therapie der TVT mit und ohne Lungenembolie sowie die
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Thromboseprophylaxe und Gerinnungshemmung bei extrakorporalem Kreislauf wéhrend der
Héamodialyse.

Die Eliminationshalbwertszeit von Enoxaparin liegt nach einmaliger subkutaner Verabreichung
bei 4,4 h, nach wiederholter Gabe bei etwa 7 h. Es ist erhaltlich unter dem Handelsnamen
Clexane® (sanofi aventis) als Fertigspritze in verschiedenen GréRen. (Fachinformation
Clexane® multidose)

Die beiden anderen im Rahmen dieser Arbeit verwendeten niedermolekularen Heparine
Certoparin und Dalteparin unterscheiden sich aufgrund ihrer unterschiedlichen Kettenldnge in
Pharmakodynamik und —kinetik von Enoxaparin.

Klinisch kommt Certoparin fir die peri- und postoperativen Primarprophylaxe tiefer
Venenthrombosen bei Patienten mit mittlerem oder hohem thromboembolischen Risiko, bei
nicht-chirurgischen Patienten mit einem erhohten Risiko flir vendse Thrombosen und bei
Immobilisation aufgrund einer akuten Erkrankung sowie bei Patienten mit akutem
ischamischem Schlaganfall zur Anwendung. Es wird weiterhin zur Therapie der tiefen
Venenthrombose eingesetzt. Die Gabe erfolgt wie bei Enoxaparin einmal taglich s.c., in der
Regel in die Bauchfalte. Die Halbwertszeit der Hemmung des FXa liegt bei 4,3 h.
(Fachinformation Mono-Embolex®)

Die Anwendungsgebiete von Dalteparin in der Thromboseprophylaxe gleichen denen von
Enoxaparin. Es wird auBerdem verwendet fir die Therapie akuter tiefer Venenthrombosen und
Lungenembolien bei Patienten, bei denen keine thrombolytische oder chirurgische Therapie
indiziert ist, sowie zur Rezidivprophylaxe vengser Thromboembolien bei onkologischen
Patienten. Auch dieses Medikament wird einmal taglich s.c. appliziert. Die biologische
Halbwertszeit betragt nach subkutaner Gabe 228 + 40 min, nach intravendser Injektion 120 min,

unabhéngig von der Dosis. (Fachinformation Fragmin® P)

1.3 Die Herzkatheteruntersuchung
1.3.1 Allgemeines

Das Ziel einer perkutanen Koronarintervention ist es, eine bestehende h&modynamisch
wirksame Stenose der Koronararterien zu beseitigen und dabei zu verhindern, dass es zu einer
Myokardschadigung oder zum Verschluss von Seiten- oder Endésten kommt. Nach
angiographischer Darstellung wird versucht, mit Hilfe eines Fihrungsdrahtes die verschlossene
Stelle zu passieren. In 10-20% der Falle wird daraufhin lediglich mittels Ballon dilatiert und
kein Stent eingesetzt, in 80-90% der Falle ist die PCI mit einer Stentimplantation verbunden.
Dabei kdnnen Stents direkt, also ohne Vordilatation, auch in relativ enge, nicht verkalkte

Stenosen eingebracht werden. Ist ein direktes Stenting nicht mdglich, muss vor Platzierung des
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Stents mittels Ballon vordilatiert werden. Das direkte Stenting ist das 6konomischere Verfahren,
vermindert aber nicht die Restenoserate. (Bonzel et al., 2008; Bonzel und Hamm, 2009)

1.3.2 Indikation beim akuten Koronarsyndrom

Therapiegrundlage bei Vorliegen eines STEMI (ST-Hebungs-Myokardinfarkt) ist eine sofortige
Reperfusionstherapie, wenn maglich mit einer Primar-PCI, wenn diese innerhalb von héchstens
90-120 Minuten nach der Diagnosestellung durchgefiihrt werden kann. Im Jahr 2006 wurden bei
insgesamt 38.836 Féllen mit einer solchen Primér-PCl innerhalb der ersten 24 Stunden mit der
Indikation ACS mit ST-Hebung in 93,18% der Falle die wesentlichen Interventionsziele
erreicht. (Boy et al., 2006)

In der CAPTIM- und der PRAGUE-2-Studie gab es Hinweise darauf, dass innerhalb der ersten
drei Stunden nach Beginn des Schmerzereignisses eine thrombolytische Therapie ebenso
effektiv die InfarktgroRe und die Mortalitat reduziert, wie eine PCI. Vorteil der PCI ist die
niedrigere Schlaganfall-Gefahr als bei Thrombolyse. In einer Metaanalyse der beiden Studien
konnte jedoch ein Vorteil der PCI auch bei kurzem zeitlichem Abstand zum Schmerzbeginn (<
3 Stunden) nachgewiesen werden. Generell sollte einer erfolgreichen Thrombolyse immer eine
baldige Koronarangiographie und ggf. eine PCI folgen. (Boy et al., 2006; Bonzel et al., 2008)
Auch Dbei Patienten mit einem NSTEMI (Nicht-ST-Hebungs-Myokardinfarkt) kann die
Prognose mittels Koronarintervention deutlich verbessert werden. Dabei orientiert man sich bei
der Entscheidung fiir oder gegen eine invasive Therapie mittels Einteilung in definierte
Risikogruppen. Demnach sollen Patienten mit therapierefraktarer Angina, ggf. mit ausgeprégten
EKG-Veranderungen, oder hamodynamisch bzw. Rhythmus-instabile Patienten direkt bzw.
notfallméRig oder innerhalb von 72 Stunden einer Herzkatheteruntersuchung unterzogen und
ggf. revaskularisiert werden. Kommen weitere Risikomerkmale wie erhéhtes Troponin,
Diabetes mellitus, eingeschréankte linksventrikuldre Funktion (EF < 40%) u. a. hinzu, gelten die
Patienten als Risikopatienten fiir Tod/Myokardinfarkt innerhalb von 30 Tagen und profitieren

von einer invasiven Diagnostik innerhalb von 72 Stunden. (Bonzel et al.,2008)

1.3.3 Periinterventionelle Therapie bei perkutaner Koronarintervention

Die periinterventionelle Behandlungsstrategie mit Antithrombotika wurde im Laufe der Zeit auf
der Grundlage zahlreicher Studien und unter Einbezug neuer Medikamente in das
Behandlungsregime vielfach geéndert und optimiert. Die Empfehlungen der aktuellen
europdischen Leitlinien mit den jeweiligen Dosierungen aus den Fachinformationen sind den

Tabellen 1 und 2 zu entnehmen.
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Tabelle 1: Antithrombotische Therapie bei PCI (Bonzel et al.,2008; Hamm et al., 2011)

Sofort PCI nach diagnostischer Koronarangiographie (nicht vorbehandelte Patienten)

e Heparin
o ASSi.v.
e P2Y,-Inhibitoren (Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor)

Elektive PCI

e Vorbehandlung mit P2Y j,-Inhibitor zur PCI + Heparin
e Alternativ Bivalirudin (unabhangig von Vorbehandlung mit P2Y,-Inhibitor)
e Bail-out* GP IIb/Illa-Rezeptorblockade

Dringliche PCI

Instabile Angina ohne Markerproteinerh6hung

e wie elektive PCI

Myokardinfarkt ohne ST-Hebung

Vorbehandlung mit P2Y ,-Inhibitor + Gpllb/Illa-1 mit Heparin

e bei PCI innerhalb von 24 h: Abciximab im Katheterlabor

e bei langerer Wartezeit (> 24 h): sequentielle Therapie mit Tirofiban oder Eptifibatid

e alternativ Bivalirudin (unabhangig von Vorbehandlung mit Thienopyridin) mit ,,Bail-out*
Gplib/1l1a-1

e alternativ Fondaparinux bei hohem Blutungsrisiko mit Heparin-Bolus

Myokardinfarkt mit ST-Hebung

o friihzeitige Behandlung mit P2Y ;,-Inhibitor

e  Abciximab mit Heparin

e Bivalirudin mit provisionaler Gpllb/Illa-I

Tabelle 2: Dosierung im Rahmen einer PCI (Bonzel et al.,2008; Hamm et al., 2011)

ASS
Aufsdttigungsdosis | bei nicht vorbehandelten Patienten 250-500 mg i.v. oder moglichst > 3 h
vorher oral

Erhaltungsdosis 100 mg/d

Clopidogrel
Aufsattigungsdosis | bei nicht vorbehandelten Patienten

300 mg oral (relevante Wirkung nach 6 h)

600 mg oral (relevante Wirkung nach 2 h)

Erhaltungsdosis 75 mg/d

bei Unvertréglichkeit Ticlopidin 2 x 250 mg/d (Blutbildkontrollen!)
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Prasugrel
Aufsattigungsdosis | 60 mg

Standdarddosis 10 mg/d

Einnahme nur in Kombination mit ASS 75-325 mg/d.
Ticagrelor
Aufséttigungsdosis | 180 mg

Standarddosis 2 x 90 mg/d

Einnahme nur in Kombination mit ASS 75-150 mg/d (nach ASS-
Aufséttigungsdosis).

Heparin 70-100 IE/KgKG i.v.
50-70 IE bei Gpllbllla-1i.v.

1.4 Die Herzkatheter-Thrombose

Abbildung 6: Elektronenmikroskopische Darstellung eines an der inneren
Katheteroberflache anhaftenden Thrombus nach Versuchsdurchlauf.

Da in vielen klinischen Studien die schwere Komplikation der Herzkatheter-Thrombose nicht
erwahnt wird, ist die genaue Inzidenz unbekannt. Auch Atiologie und Pathophysiologie sind
bisher kaum verstanden. Beim alleinigen Einflihren eines Katheters oder Fiihrungsdrahtes durfte
es sich um einen wenig traumatischen VVorgang handeln, so dass dieser, im Vergleich zu einer
Angioplastie oder einem Stenting, nur eine geringe thrombotische Reaktion hervorrufen sollte.

Verschiedene Faktoren wirken aber schon ohne direkte Manipulation an den Geféalien fordernd
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auf die Entstehung einer Thrombose: Kathetermaterial und —groRe, Oberflachenbeschaffenheit
des Equipments, Flussbedingungen des zirkulierenden Blutes, Dauer des Eingriffs und die
plattchenhemmenden und antikoagulierenden Medikamente, die wahrend der Durchfiihrung
verabreicht werden, fiihren unter anderem zu zelluléren Interaktionen, die zur Aktivierung von
TF-sezernierenden Zellen und Thrombozyten beitragen.

Die bisher wéhrend einer PCI angewandte gerinnungshemmende Strategie reduzierte zwar das
Vorkommen ischdmischer Komplikationen, konnte sie aber nicht ganzlich verhindern. (Chan et
al., 2009)

Die beiden groRen randomisierten doppelblinden Studien OASIS-5 und OASIS-6 lenkten die
Aufmerksamkeit auf die Problematik der Herzkatheter-Thrombose. Hier wurde gezeigt, dass
Fondaparinux als selektiver FXa-Inhibitor zwar sowohl UFH als auch Enoxaparin im
Therapiemanagement bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom ohne PCI (berlegen ist, dass
aber bei PCI mit Fondaparinux als alleinigem Antikoagulans gehduft Katheterthromben
auftraten. Diese Thromben wurden nach Gabe von 60 IE/kgKG UFH ohne eine dadurch
hervorgerufene Erhéhung der Blutungsrate nicht mehr beobachtet. Es zeigte sich bei der Gabe
von UFH wéhrend und von Fondaparinux in einem Zeitraum von einer Woche nach PCI eine
Reduktion des Risikos sowohl von Katheterthromben als auch von weiteren Komplikationen.
(Yusuf et al., 2006; Metha et al., 2007)
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2. Zielstellung

Im Rahmen der prophylaktischen antithrombotischen  Therapie bei  perkutaner
Koronarintervention bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom stellt unfraktioniertes Heparin
den Klassiker unter den gerinnungshemmenden Medikamenten dar. Pharmakodynamische und
—kinetische Eigenschaften wie schnellere Erreichbarkeit eines therapeutischen Wirkspiegels
oder langere Halbwertszeit und bessere Steuerbarkeit machen niedermolekulare Heparine zu
einer interessanten Alternative. Gefurchtete unerwiinschte Wirkungen wie Plattchenaktivierung
oder Heparininduzierte Thrombozytopenie treten unter Anwendung niedermolekularer Heparine
deutlich seltener und milder auf als nach Gabe von UFH. Enoxaparin ist bisher der einzige
Vertreter der niedermolekularen Heparine, der zur Antikoagulation bei perkutaner
Koronarintervention zugelassen ist. Sowohl unter Einsatz von UFH als auch unter
Antikoagulation mittels Enoxaparin wird jedoch bei der Durchfiihrung einer PCI die gefahrliche
Komplikation der Herzkatheter-Thrombose beobachtet. Da diese mit schwerwiegenden
Konsequenzen einhergehen kann und die PCI eine groRe therapeutische Bedeutung im Rahmen
der Behandlung des ACS hat, sollten alle dafiir eingesetzten oder getesteten Antikoagulantien
und Thrombozytenaggregationshemmer ebenso die Bildung einer Katheterthrombose effektiv
verhindern.

Neben Enoxaparin gibt es weitere Vertreter der Gruppe der niedermolekularen Heparine, die
sich aufgrund ihrer GréfRe und Struktur in ihrem Wirkungsprofil voneinander unterscheiden.
Dementsprechend konnten andere Wirkstoffe dieser Substanzklasse moglicherweise eine
effektivere Antikoagulation wéhrend einer perkutanen Koronarintervention bewirken.

Unserer Studie liegt die Hypothese zugrunde, dass die beiden niedermolekularen Heparine
Certoparin und Dalteparin dem etablierten Antikoagulans Enoxaparin in der Verhinderung der
Katheterthromboseentstehung iiberlegen sind. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde unter
Zuhilfenahme eines in unserer Arbeitsgruppe etablierten in vitro-Modells die antithrombotische

Wirksamkeit der genannten Antikoagulantien komparativ charakterisiert.
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3. Material und Methodik

3.1 Materialien

Die fiir die Durchfiihrung der Versuche bendtigten Materialien sind in den Tabellen 3 bis 6

aufgefihrt.

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung/Name

Hersteller/Bezugsquelle

BD Value-Set 0,8x20 mm

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Perfusorspritze 50 ml

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Combi-Stopper

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Kantlen

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Multi Adapter

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

S-Monovette 3 ml 9NC

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Dutschland

Masterflex Verbindungsschlauch

Masterflex AG, Gelsenkirchen, Deutschland

Multireaktionsgefalt 50 ml

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Discofix C Dreiwegehédhne

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Herzkatheter 6F multipurpose

Cordis Johnson-Johnson

Kuvetten Micro mit Mixer 1,0 x 4,0

Rolf Greiner BioChemica GmbH, Flacht,
Deutschland

Tabelle 4: Laborgerate

Bezeichnung/Name

Hersteller/Bezugsquelle

Zentrifuge Rotina 48 RC

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Deutschland

Analysenwaage

Scaltec Instruments GmbH, Gottingen, Deutschland

Masterflex Rollerpumpe

Masterflex AG, Gelsenkirchen, Deutschland

APACT 4 Koagulometer

Rolf Greiner BioChemica, Flacht, Deutschland
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Tabelle 5: Chemikalien

Bezeichnung/Name

Hersteller/Bezugsquelle

Agua dest Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland
Na,PO, Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
KH,PO4 Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Aceton

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Hexamethyldisialzane

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Ethanol pur

Mallinckrodt Baker, Griesheim, Deutschland

NaCl

Herstellung in unserem Forschungslabor

ADP-Reagenz Rolf Greiner BioChemica GmbH, Flacht, Deutschland

Tabelle 6: Medikamente
Wirkstoff/Handelsname

Hersteller/Bezugsquelle

Acetylsalicylsaure (ASS 500°) Ratiopharm GmbH

Enoxaparin-Natrium (Clexane®) Aventis Pharma Deutschland GmbH

Certoparin-Natrium (Mono-Embolex®) Novartis Pharma

Dalteparin-Natrium (Fragmin®) Pharmacia

Eptifibatid (Integrilin®) Glaxo Smithkline

3.2 Experimentelle Modelle und Protokolle
3.2.1 Auswahl und Aufklarung der Probanden

Zur Durchfiihrung der Versuche waren zehn mannliche gesunde Probanden im Alter zwischen
19 und 32 Jahren in die Studie eingeschlossen worden. Wegen des Einflusses des weiblichen
Zyklus auf die Gerinnungsaktivitdt sahen wir davon ab, auch Frauen als Probanden zuzulassen.
Ausschlusskriterien waren fehlende Einwilligung und Kooperationsbereitschaft, chronische
Erkrankungen, Alkohol- bzw. Drogenmissbrauch und regelméRige Medikamenten-Einnahme.
Nach Begutachtung und Befiirwortung der Studie durch die Ethikkommission der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg erhielten die Probanden eine ausfthrliche Aufklarung tber
den Versuchsablauf und den Hintergrund der Untersuchung sowie (ber die als gering
einzuschatzenden Risiken bei der Blutentnahme und der Einnahme von 500 mg ASS. Dafr
wurde jedem Probanden neben einer Fachinformation tiber ASS ein Informationsformular tber
die Studie mit einer Einverstandniserklarung ausgehandigt, die von allen Probanden
unterschrieben wurde. Mit dieser Unterschrift versicherten die Probanden, dass bei ihnen zum
Zeitpunkt der Versuche keine bekannten akuten oder chronischen Erkrankungen vorlagen und
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dass sie tiber den gesamten Zeitraum neben der von uns verabreichten ASS keine Medikamente
einnahmen. Drei der zehn Probanden waren Raucher.

Als mdgliche Komplikationen im Rahmen der Blutentnahmen kann es sehr selten zu
Nervenverletzungen oder zur Entwicklung von relevanten Bluterglissen kommen. Sowohl das
Auftreten einer Infektion als auch ein bedeutender Abfall des H&moglobins sind nach
wiederholter sachgerechter Durchfihrung der Blutentnahme von jeweils 50 ml Blut zwar
potentiell mdglich, aber nicht zu erwarten. Die Einnahme von ASS kann zu
Unvertréglichkeitsreaktionen, Allergien oder Magenbeschwerden fiihren. Da keiner der
Probanden regelmaRig Medikamente einnahm und zwischen den einzelnen Versuchen immer
mindestens zwei Wochen lagen, war die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten einer
Magenschleimhautreizung gering.

Der Versuchsablauf wurde fir jedes verwendete Medikament mit allen zehn Probanden
durchgefuhrt, so dass die Probanden in den verschiedenen Durchldufen ihre eigene
Kontrollgruppe waren.

Es bestand fiir die Probanden im gesamten Zeitraum der Studie die Mdglichkeit, bei Fragen
oder Problemen sofort einen Arzt zu Rate zu ziehen. AuBerdem konnte das bereits gegebene
Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie zu jedem Zeitpunkt zuriickgezogen werden.

Die international geltenden Richtlinien fur die Durchfuhrung von Studien wurden durchweg

streng eingehalten.

3.2.2 Versuchsablauf

Der Versuchsaufbau wurde aus der vorangehenden Studie unserer Arbeitsgruppe ,,In vitro-
Vergleich von unfraktioniertem und niedermolekularem Heparin mit Fondaparinux zur
Pravention von Herzkatheter-Thrombosen® iibernommen.

In der aktuell vorliegenden Studie wurden in insgesamt 73 Experimenten folgende
antithrombotischen Strategien miteinander verglichen: Enoxaparin, Certoparin und Dalteparin
jeweils in einem Durchlauf als alleiniges Antikoagulans und in einem zweiten in Kombination
mit dem GP IIb/llla-Hemmer Eptifibatid. In Bezug auf den Endpunkt Thrombusgewicht gab es
aullerdem eine unbehandelte Kontrollgruppe (n=3) sowie eine Gruppe UFH mit (n=5) und ohne
(n=5) Eptifibatid.

Fur jeden Probanden wurde zundchst einmalig ein Gerinnungsstatus bestimmt, um eventuelle
Gerinnungsstorungen ausschliefen und somit bei allen Probanden von einer physiologisch
ablaufenden Blutgerinnung ausgehen zu kénnen.

Drei Stunden vor jedem Experiment nahmen die Probanden 500 mg ASS ein, entsprechend der
in Kapitel 1.2.2.1 aufgefihrten empfohlenen Medikation fiir Patienten mit stabiler KHK und

fehlender chronischer VVorbehandlung.
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Zu Beginn der Versuchsdurchfiihrung
wurde jedem Probanden 50 ml Blut in eine

@ on

Perfusorspritze abgenommen. Fur die
Messung der Thrombozytenaggregation
(Zeitpunkt TO) wurde zusatzlich eine
Citrat-Monovette mit Probandenblut aus
der Vene gefillt. Die Perfusorspritze war
zuvor mit dem jeweiligen Medikament in g ouSEuERSCUERNEN. | o= O
therapeutischer Dosis prapariert worden. _
45 ml des Blutes wurden sofort in ein A -

Zentrifugenréhrchen gegeben, welches in

einem auf 37° C erwdrmten Wasserbad v
stand. Aus diesem Blut-Reservoir wurde Abbildung 7: Versuchsaufbau

das Blut mittels Rollerpumpe (ber einen

Verbindungsschlauch durch den daran befestigten Herzkatheter wieder zuriick in das
Zentrifugenrohrchen geleitet, wodurch eine Art Korperkreislauf im Kleinen nachgebildet wurde.
Der Katheter wurde vor Einbringen in die Apparatur erstmalig gewogen (Zeitpunkt G0), um
eine Gewichtsdifferenz nach Versuchsdurchlauf quantifizieren zu konnen. Die restlichen 5 ml
wurden in Citrat-Monovetten aufgezogen zur Kontrolle der Gerinnungsparameter und zur
Durchfiihrung der Thrombozytenaggregationsmessung (Zeitpunkt T1). Sofern der Blutfluss in
der Apparatur nicht schon vorzeitig durch Thrombenbildung unterbrochen wurde und sich der
Versuchsablauf somit nicht selbst limitierte, wurde der Durchlauf nach 60 Minuten Laufzeit
beendet. Zur abermaligen Bestimmung der Gerinnungsparameter und zur Durchfiihrung der
Thrombozytenaggregationsmessung  (Zeitpunkt T2) wurden erneut Citrat-Monovetten
aufgezogen.

Die weiteren Arbeitsschritte dienten nun der Reinigung des Katheterlumens und der Fixierung
von anhaftenden Zellen und Fibrin. Dazu wurde der Katheter zundchst zweimal drei Minuten
mit Soerensen-Gebrauchsldsung, bestehend aus Stammldsung A (2,7 g KH,PO,4 in 200 ml Aqua
dest.) und Stammlésung B (7,1 g Na,HPQO,4 in 500 ml Aqua dest.) im Verhéltnis 1:4, gespult. Da
die Stamml6sungen eine Halbwertszeit von ca. zwei Wochen haben, wurden sie regelmaRig neu
hergestellt und entsprechend den Empfehlungen bei 4-8° Celsius gelagert.

Die Fixierung der entstandenen Thromben erfolgte mit 25%-Glutardialdehydldsung und mit
2,5%-Glutardialdehydl6sung fir jeweils 10 Minuten. Im Anschluss daran wurde erneut zweimal
flr jeweils 15 Minuten mit Soerensen-Gebrauchsldsung gesplilt.

Zur Ermittlung der Gewichtsdifferenz, die durch die Anhaftung von Blutzellen und Fibrin im
Katheterlumen zustande gekommen ist, wurde der Katheter nun erneut gewogen (Zeitpunkt

Gl). Um die Katheterspitze zur elektronenmikroskopischen Untersuchung und damit zur
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Darstellung der anhaftenden Zellen und des Fibrins zu préparieren, wurde der erste Zentimeter
abgetrennt, der Lénge nach in zwei Halften aufgeschnitten und im Anschluss daran mittels einer
aufsteigenden Aceton-Reihe dehydriert. Dafir wurde eine Verdiinnungsreihe aus reinem Aceton
und destilliertem Wasser hergestellt. Die beiden Hélften der Katheterspitze wurden dann jeweils
10 Minuten in jeder dieser Losungen geschwenkt, wobei dieser VVorgang zuletzt zweimal in
100%igem Aceton durchgefuhrt wurde. Zum Schutz vor Oxidation wurden sie anschliefend
zuerst 30 Minuten in einer 1:1-Mischung aus reinem Aceton und HMDS
(Hexamethyldisilazan), als nédchstes 30 Minuten in reinem HMDS unter dem Abzug
geschwenkt.

Nachdem die Katheterspitzen iber Nacht unter dem Abzug getrocknet wurden, wurden sie
luftdicht verpackt, beschriftet und schlieRlich nach Koblenz in das

Bundeswehrzentralkrankenhaus zur elektronenmikroskopischen Fotografie geschickt.

Tabelle 7: Praparation der Katheterspitzen

Bearbeitungsschritt der Katheterpraparation Durchfihrungsdauer

Spilung mit Soerensen-Gebrauchslésung 2 X 3 min
Schwenkung in 25%-Glutardialdehydldsung 10 min
Schwenkung in 2,5%-Glutardialdehydldsung 10 min
Schwenkung in 30%-Acetonldsung 10 min
Schwenkung in 50%-Acetonldsung 10 min
Schwenkung in 70%-Acetonldsung 10 min
Schwenkung in 80%-Acetonldsung 10 min
Schwenkung in 90%-Acetonldsung 10 min
Schwenkung in 96%-Acetonldsung 10 min

Schwenkung in 100%-Acetonldsung 2 x 10 min
Schwenkung in 1:1 Aceton/HMDS 30 min
Schwenkung in reinem HMDS 30 min

Trocknen unter dem Abzug tber Nacht 900 min (= 15 h)
Gesamtdauer 1066 min
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3.2.3 Dosierung der Antithrombotika

Um die Antithrombotika in den Versuchsreihen in therapeutischer Dosierung einzusetzen,
wurden die einzelnen  Medikamente entsprechend der fur sie bestehenden
Dosierungsempfehlungen fiir die Versuche auftitriert. Dabei lag der Zielbereich der Anti-Xa-
Aktivitat fir die niedermolekularen Heparine bei 0,6-1,1 U/ml, der Zielbereich der ACT
(Activated clotting time) fir UFH bei 200-300 sec.

Tabelle 8: Dosierung der Antithrombotika

Wirkstoff Konzentration
Gruppe 1 UFH 0,8 U/ml
Gruppe 2 UFH + Eptifibatid 0,8 U/ml + 1,7 pg/ml
Gruppe 3 Enoxaparin 0,6 U/ml
Gruppe 4 Enoxaparin + Eptifibatid 0,6 U/ml + 1,7 pg/ml
Gruppe 5 Certoparin 0,6 U/ml
Gruppe 6 Certoparin + Eptifibatid 0,6 U/ml + 1,7 pug/ml
Gruppe 7 Dalteparin 0,6 U/ml
Gruppe 8 Dalteparin + Eptifibatid 0,6 U/ml + 1,7 pg/ml

3.3 Analytische Methoden
3.3.1 Elektronenmikroskopie

Als ,,eine der bedeutendsten Erfindungen dieses Jahrhunderts* wurde das Elektronenmikroskop
bezeichnet, als im Jahr 1986 ein gemeinsamer Nobelpreis fiir Physik an Ernst Ruska, Gerd
Binnig und Heinrich Rohrer vergeben wurde fiir ihre Beitrdge zu dessen Entwicklung. Sie
fanden darin eine Mdglichkeit, Elektronenstrahlen zur vergréfRerten Darstellung von Objekten
zu nutzen, wodurch im Vergleich zur Lichtmikroskopie ein tausendfach hoheres
Auflésungsvermdgen und damit eine detailgetreuere Darstellung der Objekte erreicht werden
konnte. Dadurch konnten und kénnen z. B. in der Biologie und der Medizin wichtige
Erkenntnisse (ber die Morphologie und Entwicklung von Organismen, Gewebe und Zellen
erzielt werden und bisher fir den Menschen unsichtbare Strukturen der Zellen, wie z. B. die
DNA, Enzyme und Proteine dargestellt werden. Dies liegt in der deutlich kleineren Wellenlange
von Elektronen als Energiequelle begriindet. Ein modernes Lichtmikroskop kann dabei eine
Aufldsung von bis zu 200 nm leisten. Mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) erreicht
man dagegen ein Auflésungsvermégen von bis zu 3 nm. Es dient vor allem zur Darstellung der
Oberflachenmorphologie durch zeilenweises ,,Abtasten” der Probe mit dem Resultat einer

Abbildung mit sehr hoher Tiefenscharfe. Somit kénnen dicke, reliefartige, nicht durchleuchtbare
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Objektoberflachen in einem extrem breiten VergrofRerungsbereich zwischen 10 und
100.000facher VergroRerung plastisch und dreidimensional dargestellt werden.

Da Gasmolekiile die Elektronen beim Durchgang durch die Sdule behindern, was zu einer
Streuung des Strahls und damit einer Verschlechterung des Bildkontrastes fiihrt, wird unter
Hochvakuumbedingungen gearbeitet. Auch von unseren zu untersuchenden Proben gehen
Gasmolekule aus, weshalb auf eine sorgféltige Praparation zu achten ist.

Der Elektronenstrahl wird durch die Elektronenkanone gebildet, von der Anode angezogen,
durch die Kondensorlinse gebindelt und letztlich durch Bundelung in der Objektivlinse als sehr
kleiner Punkt auf die Probenoberflache fokussiert. Durch in der Objektivlinse befindliche
Ablenkspulen, die vom Ablenkgerat mit Spannung versorgt werden, wird ein Magnetfeld
erzeugt, das den Elektronenstrahl zum ,,Abtasten* der Objektoberfliche in einem kontrollierten
Muster (Raster) lenkt. Dieses Muster wird gleichzeitig tUber das mit den Ablenkspulen
verbundene Ablenkgerat mit Hilfe eines Lichtpunktes auf der Kathodenstrahlréhre (cathode ray
tube, CRT) abgebildet. Das Auftreffen des Elektronenstrahls auf der Probenoberflache fihrt zur
Bildung von Sekundarelektronen aus der Probe. Diese Sekundarelektronen werden von einem
Detektor gesammelt, in Spannung umgewandelt und verstarkt und letztlich an die CRT geleitet.
Hier wirkt die eintreffende Spannung veréndernd auf die Intensitét des Lichtpunktes ein, sodass
hellere und weniger helle Lichtpunkte gebildet werden. Strukturen, die Erhéhungen der
Objektoberflache bilden, fiuhren dabei zur Entstehung einer groen Anzahl an
Sekundarelektronen, wodurch ein heller Lichtpunkt auf der Oberflache der CRT entsteht.
Analog bewirken Absenkungen der Objektoberflache eine geringe Spannungserzeugung im
Detektor und somit einen dunkleren Lichtpunkt. Betrachtet man die vielen so entstehenden
Lichtpunkte unterschiedlicher Intensitdt nun als Gesamtbild erhdlt man einen topografischen
Abdruck der Probenoberflaiche. Heutzutage werden fast ausschlieBlich  digitale
Rasterelektronenmikroskope gebaut, die viele Vorteile gegentiber der analogen Ausfiihrung
haben. Dabei ist hervorzuheben, dass die Bilder digital nachbearbeitet werden kénnen und
schnell zur Auswertung zur Verfiigung stehen. Als Nachteil ist die geringere Aufldsung als bei

analogen Geraten zu nennen. (Flegler et al., 1995)
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Rasterelektronenmikroskopes. (Flegler et al.,
1995)

3.3.2 Anwendung der Elektronenmikroskopie in unserer Studie

Die genannten Eigenschaften eines REM machen verstandlich, dass es fur die Darstellung der
Thromben in den Herzkathetern und die Quantifizierung der sich dort anlagernden Zellen und
des Fibrins bei unseren Versuchen die geeignete Methode war. Die elektronenmikroskopische
Analyse der Katheterspitzen wurde im Bundeswehrzentralkrankenhaus Koblenz durchgefihrt.
Erythro- und Thrombozyten wurden ausgezahlt, beziiglich der Fibrinentwicklung orientierten
wir uns an folgender Skala: 0 = keine, 1 = wenig, 2 = mittelmaRige, 3 = viel und 4 = sehr viel
Fibrinbildung. Die Auswertung der Bilder erfolgte von zwei unabhéngigen Untersuchern
verblindet zur jeweils angewandten Substanz. Um eine standardisierte Auswertung der
elektronenmikroskopischen Bilder zu gewéhrleisten, wurde von beiden Halften der jeweiligen
Katheterspitze ein Bild an immer der gleichen Stelle mit der gleichen VergréRerung (10 um =1

cm) erzeugt.
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3.3.3 Hamostaseologische Untersuchungsmethoden
Die in den Untersuchungen angewendeten hdmostaseologischen Global- oder Gruppenteste
werden im Folgenden vorgestellt.

Bei der aktivierten partielle Thromboplastinzeit (aPTT) handelt es sich um einen globalen
Test, der die Gerinnungsfaktoren des intrinsischen und die gemeinsame Endstrecke des
extrinsischen und intrinsischen Gerinnungssystems erfasst. Hierbei handelt es sich um die
Gerinnungsfaktoren Il (Prothrombin), V, VIII, IX, X, XI und XII sowie Fibrinogen, HMWK
und Prakallikrein. In der Klinik dient dieser Test zur Uberwachung einer Therapie mit oralen
Antikoagulantien oder als Suchtest von angeborenen Hamostasestérungen (insbesondere
Héamophilie A und B).

Durch Zugabe von negativ geladenen Oberflachen fir die Kontaktaktivierung sowie von
gerinnungsaktiven Phospholipiden (partielle Thromboplastine) und Calcium-lonen zum Plasma
kommt es zur Aktivierung der Enzymkaskade des intrinsischen Systems und der
Kallikreinschleife. Somit entsteht tiber die Wirkung von Thrombin Fibrin, dessen Bildung nun
mittels Koagulometern, und damit mechanisch, oder optisch gemessen werden kann. Gemessen
wird nun die Dauer in Sekunden von der Zugabe der Calcium-lonen zum vorinkubierten Plasma
bis zur fassbaren Bildung von Fibrin.

Die aPTT wird stark von den verwendeten Reagenzien und Geréten beeinflusst, so dass es
bisher noch nicht gelungen ist, eine laborunabhéngige Standardisierung zu erreichen. Deshalb
haben die verschiedenen Labore unterschiedliche Referenzbereiche. Der Referenzbereich des
Zentrallabors des Universitatsklinikums Halle (Saale) liegt bei 28-42 Sekunden.

Bei der Durchfuihrung ist im Besonderen darauf zu achten, dass die Citrat-R6hrchen exakt bis
zur Markierung mit Blut geflllt werden, da bei falschem Plasma-Citrat-Verhaltnis
pathologische aPTT-Werte vorgetiduscht werden konnen. (Prétzsch, 2002; Barthels und von
Depka Prondzinski, 2003)

Die anti-Xa-Bestimmung dient in der Klinik zur Uberwachung einer Therapie mit NMH, dem
Heparinoid Danaparoid oder selektiven FXa-Inhibitoren wie z.B. Fondaparinux. Zu einer
Plasmaprobe mit der zu bestimmenden Menge an Antikoagulans wird eine bekannte Menge an
FXa gegeben. Da FXa durch Antithrombin inaktiviert wird, welches selbst in einem
proportionalen Verhaltnis zur Konzentration von Heparin steht, kann man aus der verbleibenden
Menge an aktivem FXa auf die im Plasma vorhandene Heparin-Konzentration schlielen. Dabei
wird ein Farbumschlag gemessen, der durch die FXa-abhéngige Hydrolyse eines chromogenen
Substrates entsteht. (Protzsch, 2002; von Depka Prondzinski, 2002)
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Die Messung der Activated clotting time (ACT) wird in der Klinik als Bedside-Test zur
Uberwachung der Heparin-Therapie bei Operationen mit extrakorporalem Kreislauf oder im
Herzkatheterlabor angewendet. Dabei wird eine mit Nativblut und einem Oberflachenaktivator
versehene Kiivette in das ACT-Messgerdt gegeben, das innerhalb weniger Minuten die
Gerinnungszeit in Sekunden bestimmt. (Barthels und von Depka Prondzinski, 2003). Der
Normalbereich der ACT liegt bei 110 + 15 Sekunden.

D-Dimere entstehen, wenn quervernetztes Fibrin durch Plasmin lysiert wird und gilt damit als
Marker fur das Vorhandensein eines oder mehrerer Thromben unabhdngig von deren
Entstehungsursache. Im praktischen Alltag werden D-Dimere meist zum Ausschluss einer tiefen
Venenthrombose oder einer Lungenembolie bestimmt. Dabei ist die Konzentration an
nachweisbarem D-Dimer proportional zur Menge an lysiertem Fibrin.

Zur Bestimmung und Quantifizierung von D-Dimer werden ein Primar- und ein markierter
Sekundar-Antikorper benétigt. (Protzsch, 2002)

Da die Wirkung von AT unter anderem durch dessen Bindung an Thrombin zustande kommit,
kann durch die Messung des Thrombin-Antithrombin-Komplexes (TAT) ein Riickschluss auf
die Thrombinbildung und damit auf die Gerinnungsaktivitit gezogen werden. Ist diese erhoht,
kann schon vor Verschiebung des H&mostase-Gleichgewichts mehr TAT im Plasma
nachgewiesen werden. Klinische Beispiele dafiir sind vendse Thrombosen, Lungenembolien,
akuter Herzinfarkt oder septischer Schock. Die TAT-Messung wird mittels ELISA
durchgefuhrt, der Referenzbereich liegt zwischen 1,0 und 4,1 ug/l. (Neumann, 2007)

3.3.4 Thrombozytenaggregationsmessung

Der Verdacht auf thrombozytar bedingte Hdmostasestorungen (z.B. ein ADP-Speicher-Defekt
oder das Willebrand-Jirgens-Syndrom), die Anwendung von Verfahren, bei denen Blut
extrakorporal mit Fremdflachen in Kontakt kommt (z.B. Herz-Lungen-Maschine oder Dialyse)
oder die Uberwachung einer Therapie mit Thrombozytenfunktionshemmern sind klinische
Indikationen zur Durchfilhrung einer Thrombozytenaggregationsmessung. In unseren
Versuchen  wollten  wir  neben den durch  verschiedene  hémostaseologische
Untersuchungsmethoden gepriften Anteilen des Gerinnungssystems den Einfluss der
verschiedenen Antikoagulantien auf die Aktivierbarkeit der Thrombozyten betrachten. Wir
flhrten dazu eine quantitative Bestimmung der Thrombozytenaggregation mit Hilfe von der von
BORN entwickelten Methode durch. Dabei testeten wir zunachst die Thrombozytenfunktion
jedes Probanden einmalig ohne Zugabe eines Medikamentes um sicherzustellen, dass nicht von
vornherein eine Thrombozytenaggregationsstérung vorliegt. Des Weiteren wurde bei jedem

Versuchsdurchlauf zu drei verschiedenen Zeitpunkten die Thrombozytenaggregation gemessen:
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e Zeitpunkt TO: Blut aus der Vene des Probanden nach Einnahme von ASS

e Zeitpunkt T1: Blut direkt nach Zugabe des Antikoagulans

e Zeitpunkt T2: Blut direkt nach Durchlauf im Thrombosemodell

Dabei wird zunéchst aus einer citratkoagulierten Vollblutprobe durch eine erste Zentrifugation
bei 1.000 rpm fur eine Dauer von 10 Minuten ein plattchenreiches Plasma (platelet rich plasma
= PRP) hergestellt, das durch die hohe Thrombozytenkonzentration triib und damit nur gering
lichtdurchlassig ist. Nachdem das Plasma komplett abpipettiert wurde, erfolgte eine erneute
Zentrifugation desselben Rohrchens bei 2.000 rpm fiir 10 Minuten, was zu einer Bildung von
plattchenarmem Plasma (platelet poor plasma = PPP) fuhrte. Dieses PPP, das langwelliges Licht
praktisch ungehindert durchlésst, dient im Aggregometer als Vergleichsprobe. Im PRP bewirkt
nun die Zugabe von ADP (in unseren Versuchen 10 ul ADP der Konzentration 10 umol/l) die
Préasentation des GP llb/Illa auf der Thrombozytenoberflache und somit die Aktivierung der
Thrombozyten. Fibrin kann nun durch Bindung an GP llb/llla die Thrombozyten miteinander
vernetzen, was zur Aggregation der Thrombozyten fihrt. Diese entstandenen
Thrombozytenaggregate sinken ab und es resultiert eine Zunahme der Lichtdurchlassigkeit, die
sich proportional zur Thrombozytenaktivierung verhélt. Somit dient die prozentuale
Lichtdurchldssigkeit von PRP bezogen auf PPP als MaR fir die Aggregation.

(APACT 4 - Bedienungsanleitung; Prétzsch, 2002)

3.4 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit der Software ,,SPSS 15.0 for
Windows* (SPSS GmbH Software, an IBM Company, Chicago, IL, USA) mittels One-Way
ANOVA, post-hoc Analyse durchgefihrt.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 (p < 5%) wurde als signifikant angenommen.

Die Datendarstellung erfolgte in der Form Mittelwert + Standardabweichung.
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4. Ergebnisse

4.1 Thrombusgewicht

Zur Quantifizierung der Thrombusentstehung in den Herzkathetern wurde vor und nach jedem
Durchlauf der Herzkatheter aus dem Versuchsaufbau gewogen. Die Differenz ergab dabei das
wahrend des Versuchsdurchlaufes entstandene Thrombusgewicht. Es lag in der unbehandelten
Gruppe bei 3,558 + 0,003 g (Mittelwert + Standardabweichung), bei UFH bei 0,185 + 0,027 g
und bei UFH + Eptifibatid bei 0,189 + 0,019 g. In den Gruppen mit niedermolekularen
Heparinen wurde bei Enoxaparin ein Thrombusgewicht von 0,177 + 0,030 g, bei Enoxaparin +
Eptifibatid von 0,190 + 0,024 g, bei Certoparin von 0,172 + 0,027 g, bei Certoparin +
Eptifibatid von 0,185 + 0,021 g, bei Dalteparin von 0,180 + 0,029 g und bei Dalteparin +
Eptifibatid von 0,187 + 0,020 g ermittelt.

Zwischen den einzelnen Medikamenten-Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied, in
der unbehandelten Gruppe lag das Thrombusgewicht signifikant hoher als in allen anderen
Gruppen (Signifikanzniveau: p < 0,001).
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Abbildung 9: Boxplot-Diagramm zum Vergleich des Thrombusgewichtes in den
verschiedenen Versuchsgruppen: Unbehandelt, UFH, UFH + Eptifibatid, Enoxaparin,
Enoxaparin + Eptifibatid, Certoparin, Certoparin + Eptifibatid, Dalteparin, Dalteparin +
Eptifibatid.
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4.2 Durchlaufzeit

Ein weiterer Endpunkt in unserer Studie zum Vergleich der antithrombotischen Wirkung der
einzelnen gerinnungshemmenden Substanzen war die Messung der Durchlaufzeit des
antikoagulierten Blutes in den jeweiligen Gruppen im Versuchsaufbau. Jeder einzelne
Durchlauf war auf 60 Minuten angelegt. Fand schon zu einem friiheren Zeitpunkt eine zu starke
Clot-Bildung im Herzkatheter statt, konnte das Blut nicht mehr weiterzirkulieren und der
Durchlauf sistierte. Dabei ergab sich fir die Antikoagulation mit Enoxaparin eine mittlere
Durchlaufzeit von 59 + 2 Minuten (+ Standardabweichung). Hier verstopfte der Herzkatheter in
einem Fall vorzeitig, sodass der Durchlauf nach 54 Minuten abgebrochen werden musste. In
allen anderen Gruppen betrug die Durchlaufzeit bei allen Probanden 60 Minuten.
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Abbildung 10: Fehlerbalken-Diagramm zum Vergleich der Durchlaufzeit in den
verschiedenen Versuchsgruppen: Enoxaparin, Enoxaparin + Eptifibatid, Certoparin,
Certoparin + Eptifibatid, Dalteparin, Dalteparin + Eptifibatid.

32



4.3 Elektronenmikroskopische Auswertung

Bei der Auswertung der elektronenmikroskopischen Bilder wurden die auf der
Katheteroberflache anhaftenden Erythrozyten und Thrombozyten gezahlt und das gebildete
Fibrin quantifiziert.

In Abbildung 11 ist aus jeder Versuchsgruppe ein elektronenmikroskopisches Bild exemplarisch

aufgefinhrt.

Dalteparin Dalteparin + Eptifibatid

Abbildung 11: Exemplarische Darstellung der elektronenmikroskopischen Auswertung in
den einzelnen Versuchsgruppen.
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4.3.1 Erythrozytenanzahl

Die mittlere Erythrozytenanzahl mit Enoxaparin betrug 50 + 114 Zellen, mit Enoxaparin +
Eptifibatid 21 + 32, mit Certoparin 8 + 17, mit Certoparin + Eptifibatid 2 + 3, mit Dalteparin 5 +
7 und mit Dalteparin + Eptifibatid 3 + 3 Zellen.

Die Erythrozytenzahl unterschied sich in den einzelnen Versuchsgruppen nicht signifikant
voneinander.
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Abbildung 12: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Erythrozytenanzahl in den
verschiedenen Versuchsgruppen: Enoxaparin, Enoxaparin + Eptifibatid, Certoparin,
Certoparin + Eptifibatid, Dalteparin, Dalteparin + Eptifibatid.
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4.3.2 Thrombozytenanzahl

Die Auszahlung der in den Clots sichtbaren Thrombozyten ergab fiir Enoxaparin eine mittlere
Thrombozytenanzahl von 121 + 86, fur Enoxaparin + Eptifibatid von 341 + 267, flr Certoparin
von 257 + 236, flr Certoparin + Eptifibatid von 311 + 224, fiir Dalteparin von 192 + 191 und
fur Dalteparin + Eptifibatid von 437 + 277.

Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Thrombozytenanzahl bei allen
angewandten Medikationen.
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Abbildung 13: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Thrombozytenanzahl in den
verschiedenen Versuchsgruppen: Enoxaparin, Enoxaparin + Eptifibatid, Certoparin,
Certoparin + Eptifibatid, Dalteparin, Dalteparin + Eptifibatid.
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4.3.3 Fibrinbildung

Als dritten Aspekt zur Quantifizierung des Ausmalies der Thrombusbildung betrachteten wir die
Fibrinbildung. Mittels Anwendung der beschriebenen Skala von O bis 4 ergab sich dabei fur
Enoxaparin eine mittlere Fibrinbildung von 2,2 + 1,6, fur Enoxaparin + Eptifibatid von 1,8 +
1,0, fur Certoparin von 0,7 + 0,9, fiir Certoparin + Eptifibatid von 1,5 + 1,1, fur Dalteparin von
2,9 + 0,9 und fur Dalteparin + Eptifibatid von 2,3 + 1,6.

Die Anwendung der verschiedenen niedermolekularen Heparine sowie die Kombination mit

Eptifibatid erbrachte in Bezug auf die Fibrinablagerung keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 14: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Fibrinbildung in den verschiedenen
Versuchsgruppen: Enoxaparin, Enoxaparin + Eptifibatid, Certoparin, Certoparin +
Eptifibatid, Dalteparin, Dalteparin + Eptifibatid.
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4.4 Laborparameter

4.4.1 Anti-Xa-Aktivitat

Als Marker des Wirkspiegels wurde bei den einzelnen niedermolekularen Heparinen die Anti-
Xa-Aktivitdt bestimmt. Unter Enoxaparin wurde eine mittlere Anti-Xa-Aktivitat von 0,77 +
0,18 U/ml, unter Enoxaparin + Eptifibatid von 0,81 + 0,06 U/ml, unter Certoparin von 0,92 +
0,13 U/ml, unter Certoparin + Eptifibatid von 0,87 + 0,03 U/ml, unter Dalteparin von 0,83 +
0,05 U/ml und unter Dalteparin + Eptifibatid von 0,84 + 0,03 U/ml gemessen.

Es ergab sich dabei kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 15: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Anti-Xa-Aktivitdt in den
verschiedenen Versuchsgruppen: Enoxaparin, Enoxaparin + Eptifibatid, Certoparin,
Certoparin + Eptifibatid, Dalteparin, Dalteparin + Eptifibatid.

4.4.2 D-Dimere

Da eine erhohte D-Dimer-Konzentration Folge einer Fibrinolyse und damit Zeichen einer
stattgefundenen Clot-Bildung ist, eignet sie sich fiir unsere Studie als Marker fur die
Thrombosierung im Herzkatheter. In unseren Versuchen lag die mittlere D-Dimer-
Konzentration nach Versuchsdurchlauf mit Enoxaparin bei 352 + 293 mg/dl, mit Enoxaparin +

Eptifibatid bei 350 + 166 mg/dl, mit Certoparin bei 353 + 304 mg/dl, mit Certoparin +
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Eptifibatid bei 262 + 122 mg/dl, mit Dalteparin bei 736 + 955 mg/dl und mit Dalteparin +
Eptifibatid bei 411 + 285 mg/dl.

Es wurde in den verschiedenen Gruppen bezuglich der D-Dimer-Konzentration kein
signifikanter Unterschied festgestellt.
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Abbildung 16: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der D-Dimer-Konzentration nach
Versuchsdurchlauf in den verschiedenen Versuchsgruppen: Enoxaparin, Enoxaparin +
Eptifibatid, Certoparin, Certoparin + Eptifibatid, Dalteparin, Dalteparin + Eptifibatid.
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4.4.3 Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)

Wéhrend des Versuchsdurchlaufes war die Konzentration des Thrombin-Antithrombin-
Komplexes (TAT) unter Verwendung von Enoxaparin um 56,66 + 0,93 pg/l, von Enoxaparin +
Eptifibatid um 56,80 + 0,56 pg/l, von Certoparin um 47,26 + 20,41 ug/l, von Certoparin +
Eptifibatid um 55,01 + 6,65 pg/l, von Dalteparin um 57,31 + 0,21 pg/l und von Dalteparin +
Eptifibatid um 57,24 + 0,41 ug/l gestiegen.

Dabei unterschieden sich die Mittelwerte flr die TAT-Bildung in den einzelnen untersuchten

Gruppen nicht signifikant voneinander.
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Abbildung 17: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der TAT-Bildung wéahrend des
Versuchsdurchlaufes in den verschiedenen Versuchsgruppen: Enoxaparin, Enoxaparin +
Eptifibatid, Certoparin, Certoparin + Eptifibatid, Dalteparin, Dalteparin + Eptifibatid.

4.5 Thrombozytenfunktion

Fur jede Gruppe wurde zu verschiedenen festgelegten Zeitpunkten wéhrend der
Versuchsdurchfiihrung die Thrombozytenaggregationsmessung nach BORN durchgefuhrt.
Einmalig vor Anwendung der gerinnungshemmenden Substanzen untersuchten wir bei jedem
Probanden die Thrombozytenaggregation des unbehandelten Blutes. In Abbildung 18 ist der

Mittelwert dieses einmalig gemessenen Referenzwertes der Thrombozytenaggregation jedes
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Probanden ohne Zugabe eines Medikamentes verglichen mit den Mittelwerten in den einzelnen
Versuchsgruppen jeweils nach ASS-Einnahme aber vor Zugabe der niedermolekularen
Heparine +/- Eptifibatid.

Dabei zeigte sich in der unbehandelten Gruppe eine mittlere Thrombozytenaggregation von
64,20 + 13,05%. Nach ASS-Gabe lag die mittlere Thrombozytenaggregation vor
Versuchsdurchfiihrung mit Enoxaparin bei 55,70 + 7,20%, mit Enoxaparin + Eptifibatid bei
50,03 + 11,82%, mit Certoparin bei 45,11 + 9,91%, mit Certoparin + Eptifibatid bei 48,57 +
10,31%, mit Dalteparin bei 51,32 + 11,00% und mit Dalteparin + Eptifibatid bei 48,59 + 8,12%.
Unter den einzelnen Medikamenten-Gruppen ergaben sich dabei keine signifikanten
Unterschiede. Nach ASS-Gabe wurde in allen Gruppen auBer der Enoxaparin-Gruppe ein
signifikant niedrigerer Wert fiir die Thrombozytenaggregation gemessen als in der

unbehandelten Gruppe (Signifikanzniveau: p < 0,05).
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Abbildung 18: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Thrombozytenaggregation ohne
Gabe eines gerinnungshemmenden Medikamentes mit der Thrombozytenaggregation zum
Zeitpunkt TO (nach ASS-Gabe) in den verschiedenen Versuchsgruppen: Unbehandelt,
Enoxaparin, Enoxaparin + Eptifibatid, Certoparin, Certoparin + Eptifibatid, Dalteparin,
Dalteparin + Eptifibatid.

Die  Thrombozytenaggregationsmessung  direkt  nach  Zugabe des  jeweiligen

Gerinnungshemmers noch vor Beginn des Versuchsdurchlaufes (Zeitpunkt T1) ergab eine
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mittlere Thrombozytenaggregation von 55,97 + 2,93% mit Enoxaparin, von 0,16 + 0,51% mit
Enoxaparin + Eptifibatid, von 59,11 + 9,67% mit Certoparin und von 58,41 + 8,96% mit
Dalteparin. In den Gruppen Certoparin + Eptifibatid und Dalteparin + Eptifibatid lag der
gemessene Wert bei 0%.

In allen Gruppen ohne Kombination mit Eptifibatid zeigte sich eine signifikant hohere
Thrombozytenaggregation als in den Gruppen mit zusétzlicher Gabe von Eptifibatid
(Signifikanzniveau: p < 0,001).
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Abbildung 19: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Thrombozytenaggregation zum
Zeitpunkt T1 in den verschiedenen Versuchsgruppen: Enoxaparin, Enoxaparin +
Eptifibatid, Certoparin, Certoparin + Eptifibatid, Dalteparin, Dalteparin + Eptifibatid.

Bei der Thrombozytenaggregationsmessung zum Zeitpunkt T2, also nach Ende des
Versuchsdurchlaufes, fielen keine signifikanten Unterschiede zu den Gruppen Enoxaparin,
Certoparin und Dalteparin zum Zeitpunkt T1 auf. Analog zum Zeitpunkt T1 ergab sich
verglichen mit den Gruppen mit NMH und Eptifibatid eine signifikant hohere
Thrombozytenaggregation in den Gruppen mit NMH ohne Kombination mit Eptifibatid.
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5. Diskussion

5.1 Studienlage und Hintergrund

5.1.1 Unfraktioniertes Heparin bei perkutaner Koronarintervention

Ein GroRteil der Patienten mit akutem Koronarsyndrom muss sich einer perkutanen
Koronarintervention unterziehen. Dabei bestent die Gefahr der unter Umstdnden
schwerwiegenden Komplikation der Herzkatheter-Thrombose, die zu einer Embolie, einem
akuten Verschluss einer Koronararterie mit der Folge eines Myokardinfarktes oder sogar zum
Tod fuhren kann. Obwohl bereits zahlreiche Untersuchungen zu den verschiedensten
gerinnungshemmenden  Strategien im Rahmen der Durchfiihrung einer perkutanen
Koronarintervention existieren, gilt unfraktioniertes Heparin trotz der verschiedenen Nachteile
und Risiken noch immer als periinterventionelles Standard-Antikoagulans.

Einer der Nachteile ist der interindividuelle Unterschied der Pharmakokinetik von UFH. Ogilby
et al. beschrieben in ihrer 1989 verdffentlichten Studie Uber die Antikoagulation mit
unfraktioniertem Heparin wahrend einer PCI die Notwendigkeit eines periinterventionellen
Monitorings mittels ACT, um das Risiko einer Thrombose unter der PCI zu senken. (Ogilby et
al., 1989)

Die gleiche Problematik wird bei einem 1991 veré6ffentlichten Fallbericht deutlich. Trotz der
iblichen prainterventionellen Heparin-Bolus-Gabe entwickelte sich wahrend einer
intravaskularen Ultraschalluntersuchung innerhalb von 5 min ein bedeutender Thrombus am
Fuhrungsdraht. Die daraufhin bestimmte ACT lag — wahrscheinlich aufgrund einer Heparin-
Resistenz — bei nur 191 Sekunden, also weit unter der empfohlenen Mindesthéhe von 300
Sekunden. Die Thrombusentwicklung héatte durch eine hohere oder eine zusétzliche Dosis

verhindert werden missen. (Grayburn et al., 1991)

5.1.2 Die neue Substanzklasse der niedermolekularen Heparine

Mit der Entwicklung der Substanzklasse der niedermolekularen Heparine wurden Heparin-
Abkdémmlinge geschaffen, die aufgrund ihrer geringeren Kettenldnge und ihres hoheren
Pentasaccharid-Anteils Uber deutlich ginstigere pharmakodynamische und —kinetische
Eigenschaften verfugen als unfraktioniertes Heparin. Bei Vorliegen einer langeren
Halbwertszeit und einer hoheren Bioverfligbarkeit kann nach subkutaner Gabe schnell der
therapeutische Wirkspiegel erreicht werden, der aufgrund der besseren Kalkulierbarkeit der
Dosis in der Regel nicht Giberwacht werden muss. Ein weiterer Vorteil gegeniiber UFH ist das
geringere Risiko, eine Heparininduzierte Thrombozytopenie hervorzurufen. In mehreren
Studien wurde gezeigt, dass im Vergleich zu UFH unter der Anwendung von niedermolekularen

Heparinen deutlich weniger Blutungskomplikationen auftreten:
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Die bereits 1997 veroffentlichten Daten der ESSENCE-Studie zeigten die Uberlegenheit von
Enoxaparin gegeniber UFH (jeweils mit zusatzlicher Gabe von ASS) bei Patienten mit
instabiler Angina pectoris oder nicht-transmuralem Myokardinfarkt in der Verhinderung von
Myokardischdmien unter gleichzeitig geringerem Aufkommen groRer Blutungen. Kleine
Blutungen wurden haufiger in der Gruppe mit Enoxaparin beobachtet, wobei hierzu auch
Ekchymosen an der Injektionsstelle zéhlten. (Cohen et al., 1997) Vergleichbare Vorteile von
Enoxaparin gegenuber UFH wurden auch in der TIMI 11B-Studie beobachtet, wobei in dieser
Untersuchung groRe Blutungen haufiger unter Enoxaparin auftraten als unter UFH. (Antman et
al., 1999)

Analog dazu zeigten Gibson et al. in einer prospektiven Analyse der Studie EXTRACT-TIMI
25, dass Enoxaparin bei Patienten mit ST-Hebungsinfarkt nach ASS- und Lysetherapie, sowohl
ohne als auch mit anschlieRender PCI, signifikant effektiver das Eintreten eines
Myokardinfarktes, einer grofien Blutung oder des Todes verhinderte als UFH. Dieses Ergebnis
wurde bei Patienten mit Kkontinuierlicher aber auch bei Patienten mit Bolus-Gaben von
Enoxaparin beobachtet. Es wird diskutiert, dass die bessere antithrombotische Wirksamkeit von
Enoxaparin auf den hdoheren anti-Xa/anti-lla-Quotienten zurlickzufiihren ist, dass aber
aullerdem der nach Beenden der UFH-Gabe vorkommende Rebound thrombotischer Ereignisse
zum schlechteren Abschneiden der UFH-Gruppe beitragen kann. (Gibson et al., 2007)

Der Vergleich von Enoxaparin und UFH bei Hochrisikopatienten, die sich bei Vorliegen eines
ACS einer friihen perkutanen Koronarintervention unterziehen mussten, ergab im Rahmen der
SYNERGY-Studie eine &hnliche Wirksamkeit beider Substanzen jedoch unter gréRerem
Blutungsaufkommen nach Enoxaparin-Gabe. (White et al., 2006)

In der STEEPLE-Studie trat dagegen zwischen Enoxaparin und UFH bei perkutaner
Koronarintervention kein signifikanter Unterschied in der H&ufigkeit lebensverkirzender
Ereignisse innerhalb eines postinterventionellen Zeitraumes von einem Jahr auf. Ischdmische
Ereignisse und grof3e Blutungen waren dabei die hdufigsten Todesursachen. (Montalescot et al.,
2009)

5.1.3 Niedermolekulare Heparine bei perkutaner Koronarintervention

Die beschriebenen Vorteile machten niedermolekulare Heparine neben zahlreichen anderen
Indikationen auch fir die periinterventionelle gerinnungshemmende Therapie zur Verhinderung
einer Herzkatheter-Thrombose interessant.

In einer prospektiven multizentrischen open-label Studie verglichen Montalescort et al. das
Auftreten einer grofRen Blutung sowie das Erreichen des gewinschten Wirkspiegels bei der
Gabe von unfraktioniertem Heparin versus Enoxaparin im Rahmen einer elektiven perkutanen
Koronarintervention. Sie zeigten, dass unter der Bolus-Gabe von 0,5 mg/kgKG Enoxaparin,

nicht aber bei 0,75 mg/kgKG, signifikant weniger grofle Blutungen auftraten als unter
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einmaliger Gabe von UFH. Der Wirkspiegel konnte in der Gruppe mit Enoxaparin deutlich
sicherer erreicht werden als in der Gruppe mit UFH. (Montalescort et al., 2009)

Chen et al. kamen durch den periinterventionellen Vergleich von Enoxaparin und UFH zu dem
Ergebnis, dass eine mindestens zweimalige subkutane Gabe von Enoxaparin vor Beginn der
Katheterintervention zur Verhinderung der Thromboseentstehung ausreichend ist und dass die
Schleuse, anders als unter Anwendung von UFH, direkt nach Ende der Intervention entfernt
werden kann. Auferdem wurde in der Gruppe Enoxaparin eine deutlich geringere
Héamatombildung beobachtet. In verschiedenen bereits vorliegenden Studien wurden ahnliche
Ergebnisse aufgezeigt. (Collet et al., 2001; Choussat et al., 2002; Chen et al., 2006)

Eine Meta-Analyse verfligbarer Studien zum Vergleich von niedermolekularem Heparin und
UFH bei Patienten mit ST-Hebungsinfarkt und priméarer PCI oder PCI nach Thrombolyse flihrte
zu der Schlussfolgerung, dass niedermolekulare Heparine — meist wurde Enoxaparin verwendet
— flr die genannte Patientengruppe und Indikation effektiver und sicherer sind als UFH. Dabei
profitierten vor allem Patienten mit hoherem Risikoprofil von der Anwendung
niedermolekularer Heparine. (Navarese et al., 2011)

Auch bei dringender PCI ohne vorherige Gabe eines Thrombozytenaggregationshemmers oder
Antikoagulans scheinen NMH ebenso sicher und effektiv wie UFH mittels intravendser Gabe
ischamische Ereignisse zu verhindern ohne mehr grof3e Blutungen zu verursachen. (Borentain et
al., 2005)

Die aktuell gangige gerinnungshemmende Therapie besteht in der Regel aus der Gabe der
Thrombozytenaggregationshemmer ASS und Clopidogrel, Prasugrel oder Ticagrelor — eventuell
in Kombination mit einem GP Ilb/Illa-Antagonisten — sowie aus der Gabe entweder von UFH
oder dem niedermolekularen Heparin Enoxaparin zur Hemmung der plasmatischen Gerinnung.
Enoxaparin wird dabei mittlerweile als etablierte Alternative zu UFH eingesetzt. Die
Wirksamkeit anderer NMH wie Certoparin und Dalteparin in Bezug auf die Verhinderung der
Entwicklung einer Herzkatheter-Thrombose wurde noch nicht ausreichend untersucht. Aus den
beschriebenen Unterschieden in Bioverfligbarkeit, Plasmaclearance und Halbwertszeit der
NMH resultieren nach Gabe einer prophylaktischen oder therapeutischen Dosis bis zu 2 bis
3fach variierende Spitzenwerte der anti-Xa- und anti-lla-Aktivitdt im Plasma. Fir die
Hemmung der FXa-Aktivitit wird mindestens die ,,high affinity*“-Sequenz des Heparins mit
funf Saccharid-Molekilen benétigt, fiir die Hemmung des Gerinnungsfaktors Ila (Thrombin) ist
eine Kettenldange von mindestens 16 bis 20 Saccharideinheiten erforderlich. Je langer also die
Polysaccharidkette, umso starker die Hemmung von Thrombin. Zur Darstellung der
unterschiedlich starken Wirkung der einzelnen niedermolekularen Heparine auf die Faktoren Xa

und lla wird die anti-FXa/anti-Flla-Ratio verwendet. Fur die in unseren Untersuchungen
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angewandten NMH liegt dieser Wert bei 3,3-5,3 flir Enoxaparin, bei 1,9-3,2 fir Dalteparin und
bei 1,5-2,5 fur Certoparin.

Aufgrund der beschriebenen Unterschiede ist davon auszugehen, dass NMH nicht bedenkenlos
in der antikoagulatorischen Medikation wahrend einer PCI gegeneinander ausgetauscht werden
konnen. (Bombeli, 1998; Samama und Gerotziafas, 2000; Bittl et al., 2001; Raaz et al., 2009)

Zeitgleich mit den ersten Veroffentlichungen zum Vergleich von Enoxaparin und UFH zur
Antikoagulation bei akutem Koronarsyndrom erschienen auch erste Forschungsbeitrage zum
Einsatz von Dalteparin bei gleicher Indikation. Die Ergebnisse der 1997 vertffentlichten FRIC-
Studie zeigten, dass die zweimal tégliche subkutane Gabe von Dalteparin zur akuten
Behandlung des instabilen ACS oder des nicht-transmuralen Myokardinfarktes ebenso geeignet
zu sein scheint wie der intravendse Einsatz von UFH. (Klein et al., 1997) In der ersten FRISC-
Studie konnte die zweimal téagliche subkutane Dalteparin-Gabe im Vergleich zu Placebo das
Eintreten des kombinierten Endpunktes aus Tod oder Myokardinfarkt innerhalb der ersten sechs
Tage signifikant senken. Die anschliefende Langzeitbehandlung mittels einer taglichen Gabe
brachte ebenfalls eine, jedoch nicht signifikante (p = 0,07), Reduktion der Ereignisse.
(Wallentin et al., 1997)

Im Rahmen der FRISC I1-Studie zeigte sich beim Vergleich zwischen friihzeitig durchgefihrter
PCI und konservativer medikamentoser Therapie im ereignisfreien Uberleben nach fiinf Jahren
ein anhaltender Vorteil des invasiven Vorgehens bei Patienten mit NST-Hebungs-ACS. Vor
Randomisierung erhielten alle Patienten fur drei Tage ASS und Dalteparin. Nach
Randomisierung wurden alle Patienten der konservativen Gruppe mittels Ergometrie erneut
randomisiert bezliglich Langzeitbehandlung mit Dalteparin oder Placebo. 45 Tage nach
Randomisierung war der kombinierte Endpunkt aus Tod oder Myokardinfarkt unter Dalteparin-
Gabe signifikant seltener eingetreten. Nach 90 Tagen zeigte sich dieser Vorteil nur noch
tendentiell. Vergleicht man alle Gruppen in dieser Studie miteinander, findet man eine
Reduktion der Ereignisse in der invasiven Dalteparin-Gruppe. Einschrdnkend muss zu dieser
Studie gesagt werden, dass auch in der konservativen Gruppe bei Vorliegen medizinischer
Notwendigkeit eine Koronarintervention durchgefiihrt wurde. Dadurch werden die Ergebnisse
zugunsten der konservativen Gruppe verschoben. (Husted et al., 2002; Lagerqvist et al., 2006)
Bei einer Studie zum Vergleich der Wirkung von Dalteparin und UFH — jeweils mit dem GP
I1b/11la-Hemmer Abciximab — auf verschiedene Aspekte der Thrombogenese bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom und PCI ergaben sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Kklinischen Endpunkte zwischen Dalteparin und UFH. AufRerdem schien die kombinierte
Gabe von Dalteparin und Abciximab sicher zu sein. UFH rief jedoch, im Gegensatz zu

Dalteparin, bei Patienten mit instabiler Angina pectoris eine Degranulation der Thrombozyten
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hervor und fiihrte damit zur Freisetzung aggregationsfordernder Substanzen. (Furman et al.,
2001)

Natarajan et al. verglichen in ihrer 2006 ver6ffentlichten Pilotstudie den Einsatz von Dalteparin
und unfraktioniertem Heparin jeweils als einmalige intraarterielle Bolus-Gabe direkt vor Beginn
einer PCI. Die Intervention war in beiden Gruppen in mehr als 90% der Falle erfolgreich,
Komplikationen traten ahnlich haufig auf (UFH 2,5% versus Dalteparin 3,8%) und in Bezug auf
den zusammengesetzten Endpunkt aus Tod, Myokardinfarkt, Revaskularisierung oder einer
notfallméRigen Gabe eines GP IIb/Illa-Hemmers bei Krankenhausentlassung ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede. (Natarajan et al., 2006) Eine weitere Studie zur Wirksamkeit und
Sicherheit von Dalteparin im Vergleich zu UFH bei perkutaner Koronarintervention kam zu
ahnlichen Ergebnissen: Eine einmalige Bolusgabe direkt nach Diagnosestellung gefolgt von
einer zweiten Gabe kurz vor Beginn der PCI konnten akute oder subakute Thrombosen wahrend
und nach PCI verhindern unter signifikant seltenerem Vorkommen von Blutungsereignissen.
Aulerdem wurde bei 96,1% der Patienten der gewiinschte Anti-Xa-Zielbereich erreicht und die
Schleusen der Katheter konnten, nach Anwendung von Dalteparin, direkt nach Beendigung der
PCI gezogen werden. (Ke et al., 2009) Anhand der Ergebnisse dieser Studien scheint Dalteparin
ein weiterer Vertreter aus der Gruppe der niedermolekularen Heparine zu sein, der alternativ zu

UFH zur Thromboseprophylaxe im Rahmen einer PCI gegeben werden kann.

Zum Einsatz von Certoparin zur Verhinderung einer Thromboseentstehung im Rahmen einer
perkutanen Koronarintervention gibt es bisher keine grofRen Studien. Es liegen lediglich
einzelne Veroffentlichungen z. B. zur Anwendung bei akutem Koronarsyndrom oder zur
Verhinderung vendser thromboembolischer Ereignisse bei chirurgischen oder alteren
multimorbiden Patienten vor.

In einer 2008 verdffentlichten Studie wurde festgestellt, dass Certoparin mittels zweimal
taglicher vom Korpergewicht unabhéngiger Gabe zur kurzfristigen Antikoaglutaion Dbei
Patienten mit Vorhofflimmern vor Kardioversion geeignet zu sein scheint. (Tebbe et al., 2008)
Ein Vergleich der Thromboseprophylaxe mit Certoparin versus UFH bei akut erkrankten
Patienten zeigte, dass die einmal tagliche Gabe von Certoparin in der Altersgruppe von
mindestens 40 Jahren eine Thromboseentstehung ebenso sicher und effektiv verhindern konnte
wie die zweimal tdgliche Gabe von UFH. (Schellong et al., 2010)

Ahnliche Ergebnisse brachte eine Subgruppen-Analyse der CERTIFY-Studie. Bei dieser
Untersuchung konnten Certoparin und UFH gleich effektiv und sicher vendse
thromboembolische Ereignisse bei alteren multimorbiden Patienten verhindern. Das hohere
Risiko flir das Auftreten einer vendsen Thromboembolie bei alteren Patienten (> 80 Jahre) im
Vergleich zu jlngeren konnte in dieser Analyse bestétigt werden, eine gréRere Blutungsneigung

lag in dieser Gruppe jedoch nicht vor. Certoparin verursachte in der Gruppe der (ber 80
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jahrigen weniger kleine Blutungen als UFH. (Schellong et al., 2011) Eine weitere Subgruppen-
Analyse der CERTIFY-Studie verglich die Effektivitat und Sicherheit von Certoparin und UFH
bei Patienten mit schwerer Niereninsuffizienz zur Prophylaxe vendser Thromboembolien.
Certoparin fuhrte dabei bei gleicher Wirksamkeit seltener zu Blutungskomplikationen als UFH.
(Bauersachs et al., 2011)

5.2 Fragestellung

Enoxaparin ist aktuell der einzige Vertreter aus der Gruppe der niedermolekularen Heparine, der
als Alternative zu unfraktioniertem Heparin zur Antikoagulation bei perkutaner
Koronarintervention zugelassen ist. Die bessere Steuerbarkeit oder das geringere Risiko einer
Heparininduzierten Thrombozytopenie sind zwei der Vorteile, die die Anwendung von
Enoxaparin gegentiber UFH mit sich bringt.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung folgender Hypothese in einem in vitro-Modell: Zeigen
die niedermolekularen Heparine Certoparin und Dalteparin im Vergleich zu Enoxaparin in der

Verhinderung von Herzkatheter-Thrombosen eine ahnliche Effektivitat?

5.3 Diskussion des in vitro-Modells
5.3.1 Hintergrund des in vitro-Modells

Um eine erste Orientierung beziglich der Einsetzbarkeit von Medikamenten fiir bestimmte
Indikationen zu erhalten, werden nach Etablierung im Zellmodell in der Regel Tierversuche
durchgefuhrt. AnschlieBend wird in der so genannten Phase I-Studie das betreffende
Medikament erstmalig gesunden menschlichen Probanden verabreicht, um die Pharmakokinetik
im menschlichen Organismus zu beurteilen. Die folgenden Phasen sollen Erkenntnisse (ber
Sicherheit und Vertraglichkeit sowie tber die Wirksamkeit des neu entwickelten Medikamentes
bringen.

Soll bei einem bereits zugelassenen Medikament das Indikations-Spektrum erweitert werden,
bietet sich zur ersten Testung ein in vitro-Modell an, an dem herkdmmlich verwendete
Praparate mit dem zu untersuchenden verglichen werden kénnen.

Aufgrund des Interesses unserer Arbeitsgruppe an der Verwendung alternativer
Antikoagulantien zur Verhinderung von Herzkatheter-Thrombosen entwickelten wir ein in
vitro-Modell, das die Situation einer perkutanen Koronarintervention maoglichst realistisch

darstellen sollte.
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5.3.2 Validitat des in vitro-Modells

In den ersten Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an diesem in vitro-Modell wurde gezeigt,
dass der selektive FXa-Hemmer Fondaparinux, der in Bezug auf die medikamenttse
Behandlung des akuten Koronarsyndroms als ebenso effektiv und sicher gilt wie UFH und
Enoxaparin, sowohl bei alleiniger Gabe als auch in Kombination mit Eptifibatid nicht
ausreichte, um der Entwicklung einer Herzkatheter-Thrombose vorzubeugen. (Schlitt et al.,
2008) Diese Beobachtung entspricht den Ergebnissen der beiden groflen multizentrischen
Studien OASIS-5 und OASIS-6, in denen Fondaparinux zwar ebenso effektiv und sicher erneute
koronare Ereignisse nach akutem Koronarsyndrom bzw. ST-Hebungsinfarkt verhindern konnte
wie Enoxaparin bzw. UFH, aber zu einem signifikanten Anstieg der Haufigkeit von
Herzkatheter-Thrombosen flihrte. (Yusuf et al., 2006; Metha et al., 2007) Im Gegensatz dazu
verhinderte die Anwendung des direkten Thrombininhibitors Bivalirudin in unserem Modell
zwar nicht als Bolusgabe, jedoch als kontinuierliche Infusion die Bildung eines thrombotischen
Katheter-Verschlusses. (Maegdefessel et al., 2008) Analog dazu wird als Dosierung von
Bivalirudin bei perkutaner Koronarintervention eine Bolus-Gabe mit anschlieRender Infusion
empfohlen, wofir die CACHET-Studie die grundlegenden Daten lieferte. (Lincoff et al., 2002)
Das gangige Behandlungsregime bei perkutaner Koronarintervention mittels UFH fuhrte in
unserem in vitro-Modell bei keinem der Durchlaufe zu einer Thrombosierung des
Herzkatheters, was der Effektivitdt des Medikamentes in der klinischen Anwendung bei PCI
entspricht.

Anhand dieser beschriebenen Ergebnisse und Beobachtungen scheint unser Modell ausreichend
valide zu sein, um auch gerinnungshemmende Strategien zu testen, fur die noch keine grofien

Studien oder Erfahrungen vorliegen.

5.3.3 Einschrankungen des in vitro-Modells

Trotzdem bleibt unser Versuchsaufbau nur ein modellhafter Nachbau der Kklinischen
Gegebenheiten am und im Patienten, der verschiedene, die Blutgerinnung betreffende, Aspekte
nicht mit einbeziehen kann.

Fur unsere Versuche stellten sich gesunde ménnliche Probanden im Alter zwischen 19 und 32
Jahren als Blutspender zur Verfiigung. Die klinische Durchfiihrung einer perkutanen
Koronarintervention wird meist bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom durchgefiihrt. Bei
diesem Krankheitsbild werden vermehrt endogene neurohumorale Faktoren — wie z. B. CRP, Il-
6 oder CD40 Ligand — ausgeschuttet, die eine Entziindungsreaktion hervorrufen und die
Entstehung einer Thrombose begunstigen. AuRerdem flihren verengte KoronargefalRe — wie sie
im Rahmen eines ACS auftreten — zu einer Beschleunigung des Blutflusses und durch die so
entstandene groRere Scherspannung zu prokoagulatorischen Auswirkungen auf die

Blutgerinnung. Ruggeri et al. untersuchten die Wirkung verschieden starker Scherkrafte auf die
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Plattchenadhasion und —aggregation. Uber die Ausbildung von Oberflachenkontakten zwischen
den Thrombozyten Uber gedehnte Membransegmente, Form-Verdnderungen der VWF-Molekiile
mit daraus resultierender Bindung an die Thrombozytenmembran und weiterer
Plattchenrekrutierung erhoht sich der Flusswiderstand. Als Folge davon werden die adherierten
und aggregierten Thrombozyten gedehnt und es entstehen langliche Strukturen, die wiederum
forderlich auf weitere Thrombozytenanhaftung und —aggregation tber VWF wirken. Die
beschriebenen Prozesse ereignen sich unabhédngig der extrinsischen und intrinsischen
Gerinnungskaskade und des Aktivierungszustandes von GP lIb/Illa. (Ruggeri et al., 2006)

Die Blutproben unserer Versuche wiesen aufgrund der jungen gesunden Spender kein
vergleichbar prokoagulatorisches Milieu auf, in dem die gerinnungshemmenden Substanzen bei
klinischem Einsatz ihre Wirkung entfalten missen. Auch die beschriebenen Gefalverengungen
mit deren Auswirkungen auf die Blutgerinnung kommen in unserem in vitro-Modell nicht zum
Tragen. Die Blutentnahme bei den Probanden kénnte jedoch wegen des Sogs bei deren
Durchfiihrung erhohte Scherkréafte und daraus resultierend eine Thrombozytenaktivierung in
den verwendeten Blutproben verursacht haben, obwohl darauf geachtet wurde, die
Blutentnahme mittels gangiger Butterfly-Kaniile mdglichst langsam durchzufthren.

Der Vorgang der Thombusbildung kann bei einem Katheter nicht nur an der inneren sondern
auch an der &ulReren Oberflache ablaufen. So fanden Formanek et al. in einer Studie mit 93
Patienten, die eine diagnostische Angiographie erhielten, bei 50% der Patienten eine
Thrombusbildung an der &ufReren Oberflache des Katheters. Die dort entstandenen Thromben
kénnen beim Herausziehen des Katheters nach Beendigung der Intervention abgeldst werden
und so zu ischdamischen Ereignissen fiihren. (Chan et al., 2009) In unserem Versuchsaufbau
wird der Herzkatheter im Gegensatz zum realen Gebrauch jedoch nur an seiner inneren, nicht
aber an seiner duReren Oberflache mit dem Blutstrom in Kontakt gebracht. Wir konnten damit
nur den Einfluss der verwendeten Gerinnungshemmer auf die Entstehung der Herzkatheter-
Thrombose im Katheter-Lumen untersuchen, die Beurteilung der Wirksamkeit gegen eine
Thrombosentwicklung an der Katheter-AuRenflache war in diesem Modell nicht moglich.

Nach den aktuellen klinischen Empfehlungen werden die meisten elektiven PCIs unter der
vorzeitig begonnenen dualen plattchenhemmenden Therapie mit ASS und Clopidogrel
durchgefuhrt. Da wir unsere Probanden ausschlieflich mit ASS vorbehandelten, entsprechen
unsere Versuchsbedingungen beziglich der medikamenttsen Einflisse eher einer dringenden
PCI im Rahmen eines ACS ohne aktive Metabolite von Clopidogrel als einer elektiven

perkutanen Koronarintervention.
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5.4 Diskussion der Ergebnisse

5.4.1 Einfluss der NMH auf die Thrombogenese im in vitro-Modell

a) Durchlaufzeit und Thrombusgewicht

Als objektive GroRe zur Beurteilung der Thrombusentstehung im Herzkatheter diente in
unserem Versuchsaufbau die Durchlaufzeit. Die Versuche waren auf eine Dauer von 60
Minuten angelegt. Erste Durchldufe in unserem Modell mit Blutproben einer unbehandelten
Versuchsgruppe mussten wegen Sistieren des Blutflusses aufgrund von ausgepréagter Clot-
Bildung im Kerzkatheter bereits nach wenigen Minuten abgebrochen werden. Zur weiteren
Prifung des Modells sowie als Vergleichsgruppe zu den folgenden Versuchen mit den
eingesetzten niedermolekularen Heparinen wurden anschlieBend mit UFH behandelte
Blutproben verwendet. Sowohl in dieser Versuchsgruppe als auch in allen Gruppen mit
niedermolekularen Heparinen lag — mit einer Ausnahme in der Gruppe Enoxaparin — keine
verkirzte Durchlaufzeit vor. Diese Beobachtungen unterstiitzen zum einen die These, dass unser
Modell zur Testung der Antikoagulantien geeignet ist, da UFH und NMH im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe eine Verstopfung des Katheters durch Thrombosebildung
verhindern konnten. Zum anderen gaben sie einen ersten Hinweis darauf, dass Certoparin und
Dalteparin in unserem Modell dhnlich effektiv zu sein scheinen wie Enoxaparin.

Entsprechend der kurzen Durchlaufzeit wurde in der unbehandelten Versuchsgruppe ein
deutlich héheres Thrombusgewicht gemessen als in allen anderen Gruppen. Zwischen UFH und
den einzelnen niedermolekularen Heparinen ergab sich dagegen kein signifikanter Unterschied.
Aulerdem brachte die Kombination mit Eptifibatid in keiner Gruppe eine signifikante
Verringerung des Thrombusgewichtes.

b) Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)

Als indirekter Marker der Thrombusgenerierung ist der Thrombin-Antithrombin-Komplex
(TAT) ein sehr aussagekréftiger Parameter fiir die Potenz der gerinnungshemmenden
Substanzen, die Thrombusentstehung im Herzkatheter zu hemmen. Thrombin wird gebildet,
wenn die Gerinnungskaskade abldauft. Wird das verhindert, ist weniger Thrombin verfugbar, das
an Antithrombin 111 gebunden werden kann. Somit liegt bei guter Wirksamkeit der verwendeten
Antithrombotika weniger TAT vor als bei schlechter.

Die im Rahmen dieser Promotion vorgestellten Daten zeigen in Bezug auf die TAT-Bildung
keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsgruppen auf. Damit scheint
die unterschiedliche anti-FXa/anti-Flla-Ratio der von uns untersuchten NMH in unserem
Modell keine nennenswerte Auswirkung auf die Thrombusgenerierung zu haben. Auf ein
vergleichbares Ergebnis kamen Harenberg et al. beim Vergleich der antithrombotischen
Wirksamkeit von direkten Thrombininhibitoren mit den niedermolekularen Heparinen

Enoxaparin, Certoparin und Dalteparin in einem in vitro-Modell. Auch in dieser Studie wurde
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UFH als Kontrolle verwendet. Es zeigte sich in keiner Gruppe eine signifikant unterschiedlich
gemessene TAT-Konzentration. (Harenberg et al., 2002)

c) Elektronenmikroskopische Auswertung

Zur Differenzierung des Einflusses der von uns verwendeten gerinnungshemmenden
Substanzen auf die optisch wahrnehmbaren und unterscheidbaren Bestandteile eines Thrombus
an einer Fremdoberflache wurde die Technik der Elektronenmikroskopie angewendet. Das Ziel
dieser Analysen war die Beantwortung der Frage, ob sich der an der inneren Herzkatheter-
Oberflache entstandene Thrombus nach der Anwendung von Enoxaparin, Certoparin und
Dalteparin in seiner Zusammensetzung unterscheidet. Die Quantifizierung ergab jedoch fiir
Erythrozyten, Thrombozyten und Fibrin bei allen NMH keinen signifikanten Unterschied. In
Bezug auf die Rolle der Erythrozyten bei der Thrombusbildung zeigten Vallés et al. in mehreren
Studien, dass Zell-Zell-Interaktionen zwischen aktivierten Plattchen und Erythrozyten sowohl
die Plattchenaktivierung als auch die proaggregatorische Kapazitat der freigesetzten Substanzen
erhoht. Die von aktivierten Thrombozyten freigesetzten Stoffe Thromboxan A, (TXA;) und
Arachidonsdure bewirken in den umgebenden Erythrozyten einen zytosolischen Calcium-
Anstieg, was zur Freilegung von Phosphatidylserinen fuhrt. Daraus resultiert ein Anstieg der
prokoagulatorischen Aktivitat der Erythrozyten-Membran mit verstarkter Haftfahigkeit an das
Endothel und eine Verminderung der Verformbarkeit der Erythrozyten. Durch Aktivierung der
GP IlIb/ll1a-Rezeptoren und gesteigerte Expression von P-Selektin auf den Thrombozyten
fordern Erythrozyten die Plattchenaggregation mit Bildung von groReren und stabileren
Aggregaten in einem sich entwickelnden Thrombus. Die verschiedenen Thrombozyten-
stimulierenden Faktoren beeinflussen damit die Aktivierung der Erythrozyten. (Vallés et al.,
2002)

Uberraschenderweise fiihrte die Kombination der einzelnen NMH mit Eptifibatid bei unseren
Versuchen nicht zu einer signifikant niedrigeren Menge anhaftender Thrombozyten und
Erythrozyten, obwohl die Anhaftung der Thrombozyten an das oberflaichengebundene Fibrin
tber den GP lIb/Illa-Rezeptor stattfindet und die gebundenen und damit aktivierten
Thrombozyten eine Steigerung der prokoagulatorischen Aktivitat der Erythrozyten-Membran

hervorrufen.

d) Anti-Xa-Aktivitat

Mit der Messung der Anti-Xa-Aktivitat lasst sich der Wirkspiegel der niedermolekularen
Heparine im Blut Uberwachen. Wir gaben bei unseren Versuchen jedes niedermolekulare
Heparin in der gleichen Dosierung zu den jeweiligen Blutproben und fanden erwartungsgeman
keinen signifikanten Unterschied in der Hohe der Anti-Xa-Aktivitat zwischen den einzelnen

Gruppen. Bezuglich der anderen Endpunkte in unserer Untersuchung wurde ebenfalls kein
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signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen mit den verschiedenen NMH
beobachtet. Zur Verhinderung einer Herzkatheter-Thrombose in unserem in vitro-Modell waren
damit alle eingesetzten NMH gleich wirksam. Das konnte nun bedeuten, dass fiir die
Wirksamkeit hier primar das Erreichen der gew(inschten Anti-Xa-Aktivitat ausschlaggebend ist,
unabhéngig vom verwendeten NMH. Aufgrund der besseren Kalkulierbarkeit der NMH im
Vergleich zu UFH ist davon auszugehen, dass der gewiinschte Anti-Xa-Spiegel durch erstere
sicherer erreicht werden kann, weshalb diese besser fiir unsere Indikation geeignet zu sein

scheinen.

e) D-Dimere

Die D-Dimer-Konzentration wird in der Klinik primér als Parameter der Fibrinolyse
herangezogen, jedoch koénnen Erhéhungen der D-Dimer-Konzentration in situ auch durch
zahlreiche andere Ursachen ausgeldst werden. Beispiele daftr sind Entziindungen, Tumore oder
Operationen. Deshalb handelt es sich um einen eher unspezifischen Laborparameter, der in
Bezug auf unsere spezielle Fragestellung keine sehr zuverlassige Aussagekraft hat. Unsere
Ergebnisse zeigten analog zu den bisher beschriebenen Endpunkten keinen signifikanten

Unterschied in den einzelnen Versuchsgruppen.

f) Thrombozytenaggregation

Die ADP-abhédngige Aktivierung ihrer GP Illb/llla-Rezeptoren — z. B. im Rahmen einer
GefaBwand-Verletzung — ist fir Thrombozyten ein Trigger zur Aggregation. Da auch die
Bindung der Thrombozyten an fremdoberflachengebundenes Fibrin (ber diese Rezeptoren
erfolgt, ist deren Hemmung flr die gerinnungshemmende Strategie im Rahmen einer PCI
interessant. Zu verschiedenen Zeitpunkten unserer Versuchsdurchlaufe entnahmen wir
Blutproben zur Testung der Thrombozytenaggregation, um die Aggregationsbereitschaft der
Thrombozyten im zeitlichen Verlauf nach Gabe der jeweiligen Substanz beobachten zu kénnen.
Der Vergleich der Thrombozytenaggregation nach ASS-Gabe in den einzelnen
Versuchsgruppen mit der Thrombozytenaggregation ohne Zugabe eines Medikamentes ergab
entsprechend der aggregationshemmenden Wirkung von Acetylsalicylsdure eine signifikant
schwachere Aggregation in den damit behandelten Gruppen. Die niedermolekularen Heparine
hatten keine signifikante Auswirkung auf die Thrombozytenaggregation. Wie nicht anders zu
erwarten, blieb in allen Gruppen, in denen das jeweilige NMH mit dem
Thrombozytenaggregationshemmer Eptifibatid kombiniert wurde, die
Thrombozytenaktivierbarkeit aus, es erfolgte keine Aggregation. Auf ein vergleichbares
Ergebnis kamen Lev et al. in einer Studie zum Effekt von Eptifibatid auf Plattchenfunktion und

Thrombusbildung bei Patienten mit ACS: Eptifibatid flhrte nach Zugabe zu Enoxaparin bzw.
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UFH zu einer hochsignifikant verminderten Thrombozytenaggregation im Vergleich zu beiden
Gruppen ohne Eptifibatid. (Lev et al., 2004)

Trotzdem hatte die Zugabe von Eptifibatid beziglich aller untersuchten Endpunkte keine
signifikant unterschiedlichen Ergebnisse zur Folge, so dass sich die beobachtete Hemmung der
Thrombozytenaktivierbarkeit durch den GP IIb/Illa-Hemmer — zumindest in unserem Modell —
nicht auf die Verhinderung der Herzkatheter-Thrombose auswirkte.

5.4.2 Bedeutung der plasmatischen Gerinnung bei Entstehung der Katheter-
Thrombose

Als Ursache fir die Thrombusbildung bei Kontakt von Blut mit kunstlichen Oberflachen wird
eine Adsorption von Plasma-Proteinen an das Fremdmaterial gesehen, die nach ihrem
Erstbeschreiber als ,,Vroman-Layer* bezeichnet wird. Unter den sich anlagernden Proteinen
fihren hauptsachlich Fibrinogen und vWF — schon in kleinsten Mengen — zur Aktivierung der
intrinsischen Gerinnungskaskade und zur Adhé&sion und Aktivierung von Thrombozyten. Aber
auch andere Proteine wie Fibronectin und Vitronectin kénnen, wenn sie in grofRer Anzahl an der
Oberflache anhaften, Gber aktivierte Integrine (GP I1b/Il1a) eine Plattchenadhésion hervorrufen.
(Raaz et al., 2009)

inaktives
GP IIb/llla
inaktiviertes I I /\
Plattchen
TXA, ADP R
R /
NO ,'

Fibrinogen ~ aktives
,/ GP Ilb/Illa

GPlb-IX-V rupturiertes Endothel

VWF
subendotheliale Matrix

Abbildung 20: Aktivierung der intrinsischen Gerinnungskaskade sowie Adhéasion und
Aktivierung von Thrombozyten hervorgerufen durch vVWF. (Modifiziert nach Freedman,
2005)
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Die Aktivierung der Thrombozyten sowie deren Verknipfung mit Fibrinogen erfolgen ebenfalls
Uber das Integrin GP IIb/Illa, das zwischen 50.000 und 80.000mal in jedem zirkulierenden
Thrombozyten — meist an dessen Oberflache — vorkommt. Nach seiner Aktivierung, z. B. tber
Thrombin, ADP, eine veranderte Blutflussgeschwindigkeit oder wie bereits erwéhnt durch an
Fremdmaterial gebundene Proteine, kann der GP I1b/1l1a-Rezeptor neben Fibrinogen auch vWF
und weitere Liganden binden. Die Aktivierung des Rezeptors trdgt auBerdem Uber eine
intrazelluldre Signalkaskade zusatzlich zur Stabilisierung des entstehenden Thrombus bei.
(Freedman, 2005)

Die Hemmung dieser Rezeptoren fuhrt nach der PRIDE-Studie (Platelet aggregation and
Receptor  occupancy  with  Integrilin  Dynamic  Evaluation) zur dosis- und
konzentrationsabhangigen Hemmung der Thrombozytenaggregation und damit zur Hemmung
der Thrombusentstehung. Im Rahmen der Anwendung von GP Ilb/llla-Hemmern bei PCls
wurde in der ESPRIT-Studie die Anwendung von Eptifibatid bei Patienten vor geplanter Stent-
Implantation im Vergleich zu Placebo-Gabe untersucht. Es zeigte sich sowohl wahrend der PCI
als auch nach sechs bzw. zwd6lf Monaten eine Reduktion der ischamischen Komplikationen.
(Auer et al., 2003) Aufgrund schon vorliegender Daten uber die Mdglichkeit, mit dem GP
I1b/111a-Antagonisten Abciximab in vivo existierende Thromben aufzulGsen, untersuchten
Moser et al. das Potential der GP IIb/lIlla-Hemmer Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban,
aneinander haftende Pl&ttchen in vitro zu disaggregieren. Alle drei Substanzen fiihrten zu einem
positiven Ergebnis, wobei Eptifibatid und Tirofiban — mdglicherweise wegen ihrer kleineren
GroRe — eine stérkere Disaggregation bewirkten. (Moser et al., 2003) In ihrer Studie zum Effekt
von Eptifibatid auf Plattchenfunktion und Thrombusbildung bei Patienten mit ACS
beobachteten Lev et al. neben einer deutlichen Reduktion der Thrombusbildung eine Abnahme
der Fibrinablagerung nach Zugabe von Eptifibatid sowohl bei einer mit Enoxaparin als auch bei
einer mit UFH vorbehandelten Gruppe. Dieser Effekt 1&sst sich dadurch erkléren, dass aufgrund
der Hemmung der Plattchenaggregation, die durch Eptifibatid hervorgerufen wird, weniger
aktivierte Plattchen zur Thrombinbildung zur Verfligung stehen. Aus mehreren Griinden ist
dagegen eine direkte Wirkung von Eptifibatid auf Thrombin nicht anzunehmen: In friiheren
Untersuchungen fiihrte der Einsatz von Eptifibatid weder zu einer Reduzierung der Thrombin-
oder TAT-Bildung noch zu einer ACT-Verlangerung. (Lev et al., 2004)

Anhand dieser Ergebnisse und zahlreicher weiterer Studien gilt der Einsatz eines GP Ilb/llla-
Blockers bei Hochrisikopatienten mit ACS, die sich einer PCI unterziehen missen, als
Standardtherapie. Infolge von Subgruppenanalysen scheint jedoch die zusétzliche Gabe eines
GP Ilb/llla-Hemmers nur bei Patienten mit erhdhten Troponinwerten, die eine friihe perkutane
Revaskularisation erhalten, eine relevante Risikoreduktion zu bewirken. (Fachinformation
Integrilin®) Trotz der beschriebenen starken inhibitorischen Wirkung des GP 11b/I1la-Hemmers

Eptifibatid auf verschiedene Schritte der Thrombusbildung brachte der Einsatz dieser Substanz
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in den im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgefiihrten Experimenten keinen positiven
Effekt in Bezug auf die Verhinderung einer Herzkatheter-Thrombose. Die Ursache kdnnte darin
liegen, dass Blutproben von gesunden Probanden verwendet wurden. Heeschen et al. zeigten,
dass Patienten mit ACS und erhdhten Serumkonzentrationen von CD40 Ligand besonders von
einer aggregationshemmenden Therapie mit dem GP Ilb/llla-Antagonisten Abciximab
profitieren. (Heeschen et al., 2003; Trepels et al., 2004) Ahnliche Beobachtungen machten
Andreé et al. in einer Studie Uber die Rolle von CD40 Ligand bei der Entstehung arterieller
Thromben. (André et al., 2002)

Der Kontakt von Blut mit Fremdoberflachen flihrt neben der durch adhasiertes Fibrinogen und
andere Proteine hervorgerufenen Aktivierung und Bindung von Thrombozyten Uber weitere
Mechanismen zu Thrombinbildung. Hong et al. zeigten in einer Studie zur Kontaktaktivierung
der Blutgerinnung an PVC, dass Erythrozyten und Leukozyten bei Oberflachen-Kontakt eine
initiale geringe Thrombinmenge hervorrufen, die dann durch Plattchenaktivierung im Sinne
eines positiven Feedback zu einer Potenzierung des entstehenden Thrombins fuhrt. (Hong et al.,
2001) Dieser Aktivierungsweg der Thrombozyten kann auch nach Hemmung der GP Ilb/llla-
Rezeptoren ablaufen.

Die Beschichtung der inneren Oberfliche der verwendeten Herzkatheter besteht aus
Polytetrafluorethylen (PTFE). Dabei handelt es sich um eine hydrophobe Beschichtung, die
unter anderem der Verbesserung der Gleitfahigkeit in Flhrungskathetern dienen soll. In
physiologischem Zustand weisen BlutgefaRe und Thrombozyten eine elektronegative Ladung
auf, weshalb sie sich gegenseitig abstof3en. Wird eine Gefalwand verletzt, wird dessen Ladung
positiver und es kommt zur Adhdsion von Thrombozyten. Ein grofRer Nachteil von PTFE ist
nun, dass durch dessen hydrophobe Eigenschaft die innere Oberflache ebenfalls geringer
elektronegativ geladen ist, weshalb sie, besonders unter niedriger Blutflussgeschwindigkeit,
anfallig fir eine Thrombusbildung ist. Diese Eigenschaft kann durch die Bindung kovalenter
Gruppen an die Oberflache abgeschwaécht werden, was z. B. durch eine Heparin-Beschichtung
erreicht werden kann. (Chan et al., 2009)

Eine Untersuchung zu Fibrinadsorption, Plattchenadh&sion und Thrombinbildung an
heparinisierten Oberflachen kam zu dem Ergebnis, dass nicht die Reduzierung der Fibrinogen-
abhéangigen Plattchenadhdsion sondern vielmehr die durch Heparin verursachte Neutralisierung
von Thrombin als Ursache fiir die anti-thrombogene Eigenschaft von Heparin-beschichteten
Oberflachen anzusehen ist. Diese Aussage widerspricht dem aktuellen Verstdndnis der
Thrombusbildung an kinstlichen Oberflachen, das in der Adsorption v.a. von Fibrinogen und
VWF und der daraus resultierenden Plattchenadhédsion und -aggregation den Ausldser der
Material-induzierten Thrombose sieht, passt jedoch zu unseren Ergebnissen. (Keuren et al.,
2002; Raaz et al., 2009)
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So scheint die Hemmung der plasmatischen Gerinnung und der Thrombinbildung im
Herzkatheter-Thrombose-Modell die gulnstigere Strategie zur Verhinderung der durch
Fremdmaterial hervorgerufenen Thrombose zu sein. (Raaz et al., 2009)

5.5 Klinische Implikation und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob Certoparin und Dalteprin in unserem in vitro-Modell
dem niedermolekularen Heparin Enoxaparin in der Prdvention einer Herzkatheter-Thrombose
vergleichbar sind. In Betrachtung unserer Endpunkte konnte zwischen den eingesetzten
niedermolekularen  Heparinen trotz der pharmakokinetischen und —dynamischen
Verschiedenheiten kein signifikanter Unterschied in der Potenz der einzelnen Substanzen, eine
Thrombosebildung an der inneren Katheter-Oberflache zu verhindern, gefunden werden. Das
verwendete in vitro-Modell, das zu diesen Ergebnissen fiihrte, erwies sich bereits in friiheren
Untersuchungen — verglichen mit durch andere Forschungsgruppen veroffentlichten Daten — als
geeignet zur Testung gerinnungshemmender Medikamente bezliglich der Verhinderung von
Herzkatheter-Thrombosen. Da Enoxaparin in unserem Modell ebenso giinstige Ergebnisse
brachte wie unfraktioniertes Heparin, sprechen unsere Daten dafir, dass Certoparin und
Dalteparin zur periinterventionellen Antikoagulation im Rahmen einer PCl ebenso als
Alternative zu unfraktioniertem Heparin einsetzbar sind wie Enoxaparin.

Die Kombination der NMH mit dem GP IlIb/llla-Hemmer Eptifibatid zeigte bei unseren
Versuchen keinen vorteilhaften Effekt. Damit scheint die plasmatische Gerinnung der
geeignetere Angriffspunkt zu sein, eine durch Kontakt mit Fremdoberflachen hervorgerufene
Thrombose zu verhindern. Um die Gefahr von Nebenwirkungen wie Blutungen oder
Unvertréglichkeitsreaktionen zu minimieren, ist das Interesse grof3, die Hemmung der
Gerinnungskaskade auf moglichst wenige Faktoren, idealerweise nur einen, zu begrenzen.
Sowohl in unserer Arbeitsgruppe als auch in den grof3en multizentrischen Studien OASIS-5 und
OASIS-6 erwies sich der selektive Faktor-Xa-Hemmer Fondaparinux als nicht geeignet zur
Verhinderung einer Herzkatheter-Thrombose. (Yusuf et al., 2006; Metha et al., 2007; Schlitt et
al., 2008)

Bivalirudin ist aktuell als einziger Vertreter der direkten Thrombininhibitoren zur
periinterventionellen Gerinnungshemmung bei perkutaner Koronarintervention zugelassen.
Thrombin, der Angriffspunkt der direkten Thrombininhibitoren in der Gerinnungskaskade,
aktiviert nicht nur Fibrinogen zu Fibrin sondern macht Fibrin zusétzlich resistent gegentiber der
Fibrinolyse. AuRerdem wirkt Thrombin durch einen positiven Feedback-Mechanismus
verstarkend auf die weitere Thrombingenerierung, lockt Plattchen zum Ort der
GeféaBRschadigung und fordert deren Aggregation. (Weitz, 2007) Diese Eigenschaften machen

Thrombin zu einem attraktiven Ziel in der Hemmung der plasmatischen Gerinnung.
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Es existieren bereits zahlreiche Studien zum Einsatz weiterer Substanzen aus der Gruppe der
direkten Thrombininhibitoren, wie z. B. Argatroban, im Rahmen einer PCI. Deren Féhigkeit,
bereits in Thromben eingebautes Thrombin zu binden und damit zu inaktivieren, kdnnte fur die
Verhinderung der Herzkatheter-Thrombose und der postinterventionellen Restenose eine
gunstige Eigenschaft sein. Ein klarer Vorteil dieser Substanzklasse liegt in der Tatsache, dass
sie nicht mit Heparin-induzierten Antikorpern interagiert und eine Bildung von Antikorpern
gegen diese Medikamentengruppe selbst auch nach mehrmaliger Gabe bisher nicht beobachtet
werden konnte. (Ahrens und Bode, 2005) Erste Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit dem
direkten Thrombininhibitor Argatroban im Herzkatheter-Thrombosemodell zeigten ein mit
Enoxaparin und UFH vergleichbares Potential, einer Herzkatheter-Thrombose vorzubeugen.
(Raaz et al., 2010)

Der initiierende Faktor der intrinsischen Gerinnungskaskade, der sich bei Kontakt mit negativen
Oberflachen selbst und anschlieBend FXI aktiviert, ist Faktor XII. In Anwesenheit von HMWK
ist FXlla auerdem dazu in der Lage, Prékallikrein in Kallikrein umzuwandeln, das im Sinne
eines positiven Feedbacks weitere FXII aktiviert. Stief et al. beobachteten, dass Kallikrein
daruber hinaus als direkter Aktivator von Prothrombin wirkt. Auf diese Weise kann Thrombin
mit all seinen Wirkungen in Umgehung der Gerinnungskaskade gebildet werden. Somit kann
Fremdmaterial trotz Hemmung einzelner Gerinnungsfaktoren wie FXa eine Thrombose
verursachen. (Stief, 2008)

Montalescot et al. untersuchten in einer Studie den unterschiedlichen Effekt von Enoxaparin,
Dalteparin, UFH und dem direkten Thrombininhibitor PEG-Hirudin auf die Freisetzung von
VWEF. Enoxaparin und PEG-Hirudin bewirkten dabei die deutlichste Hemmung der VWF-
Ausschiittung. vWF fiihrt — sowohl bei GefalRschaden als auch bei Kontakt mit Fremdmaterial —
nicht nur Ober den GP Ib/IX-Rezeptor zu Plattchenadhédsion und Gber GP Ilb/llla zu
Plattchenaggregation, er aktiviert die Thrombozyten auch zur Sekretion aggregationsfordernder
Substanzen wie ADP, PF4, TXA, oder weitere VWF-Molekiile und schitzt den
Gerinnungsfaktor VIII vor Inaktivierung. Aus diesen Griinden kann er als Marker der
Plattchenstimulation und damit, neben Thrombin, als einer der Hauptstimulatoren der
Thrombozytenadh&sion und —aggregation angesehen werden. Die Freisetzung des vVWF hat
somit prognostischen Wert fur das Outcome von Patienten mit akuten koronaren Situationen
wie Myokardinfarkt, instabile Angina pectoris und koronare Angioplastie. (Montalescot et al.,
2000)

Die beschriebenen Untersuchungen verdeutlichen die Vielfalt der in der Auslésung und
Unterhaltung einer durch Kontakt mit Fremdoberflachen entstehenden Thrombose beteiligten
Komponenten, die zahlreiche mdgliche Angriffspunkte zur Verhinderung einer Herzkatheter-
Thrombose bieten. Auch die Berlcksichtigung der zeitlichen Abfolge der einzelnen

Mechanismen wie Anlagerung und Aktivierung von Koagulations-Proteinen, Material-
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induzierte Plattchenaktivierung sowie Aktivierung von Leukozyten und des inflammatorischen
Systems, die zur Oberflachenaktivierung der Blutgerinnung beitragen, konnte bei der
Vorgehensweise von Bedeutung sein. (Chan et al., 2009)

Es darf jedoch auf der Suche nach neuen geeigneten gerinnungshemmenden Strategien nie
vergessen werden, das Verhaltnis zwischen Nutzen und Risiko abzuwégen.

Enoxaparin hat sich als periinterventionelles Antikoagulans bei perkutaner Koronarintervention
als ebenso sicher und effektiv erwiesen wie unfraktioniertes Heparin. Nach den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit an einem in vitro-Modell scheinen die niedermolekularen Heparine
Certoparin und Dalteparin fur diese Indikation ebenso aber nicht besser geeignet zu sein. Bevor
eine Aussage Uber die klinische Bedeutung unserer Resultate getroffen werden kann, missen im
néchsten Schritt Untersuchungen zur Prophylaxe einer Herzkatheter-Thrombose mittels
Certoparin und Dalteparin im Rahmen einer elektiven oder dringenden PCI bei Patienten mit

akutem Koronarsyndrom folgen.
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6. Zusammenfassung

Die Herzkatheteruntersuchung stellt im Rahmen der Behandlung der koronaren Herzkrankheit
das wichtigste diagnostische und therapeutische Verfahren dar. In den meisten Fallen kann bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom eine primare perkutane Koronarintervention eine
Gewebeschadigung des Myokards oder einen Verschluss von Seiten- oder Endésten verhindern.
Sowohl die veranderten hdmodynamischen und koagulatorischen Bedingungen, die ein ACS
hervorrufen kann, als auch die Manipulation an den GefaRwénden und der Kontakt des Blutes
mit Fremdmaterial bei der Durchfiihrung einer PCl machen dabei eine suffiziente
gerinnungshemmende Therapie unabdingbar. In diesem Zusammenhang haben die Studien der
letzten Jahre gezeigt, dass die eingesetzten antikoagulatorischen Medikamente nicht nur effektiv
genug sein missen, um das Eintreten embolischer ischdmischer Ereignisse oder schwerer
Blutungen erfolgreich zu verhindern, sondern dass das Augenmerk auBerdem auf die seltene
aber potentiell lebensgeféhrliche Komplikation der Herzkatheter-Thrombose gerichtet werden
muss. Unfraktioniertes Heparin und Enoxaparin sind die derzeit empfohlenen Standard-
Antikoagulantien im Rahmen einer PCIl. Enoxaparin gehort der Substanzklasse der
niedermolekularen Heparine an, die aufgrund ihrer pharmakodynamischen und —kinetischen
Unterschiede zu unfraktioniertem Heparin in Bezug auf Anwendung und Nebenwirkungen
deutliche Vorteile aufweisen. In verschiedenen klinischen Studien wurden die Wirksamkeit und
Sicherheit verschiedener NMH in der periinterventionellen Thromboseprophylaxe mit
vielversprechenden Ergebnissen untersucht. Das verwendete in vitro-Modell hat sich bereits in
friheren Untersuchungen mit &hnlicher Fragestellung bewéhrt. Im Rahmen dieser
Promotionsarbeit waren die beiden niedermolekularen Heparine Certoparin und Dalteparin mit
Enoxaparin anhand mehrerer Endpunkte bezuglich ihrer Wirksamkeit in der Verhinderung einer
Herzkatheter-Thrombose verglichen worden.

Den Ergebnissen dieser Dissertation zufolge sind Certoparin und Dalteparin sowohl mit als
auch ohne Kombination mit dem GP I1b/llla-Hemmer Eptifibatid in vitro ebenso geeignet zur
Verhinderung von Herzkatheter-Thrombosen wie Enoxaparin und unfraktioniertes Heparin.
Eine Uberlegenheit der Wirkung von Certoparin und Dalteparin gegeniiber Enoxaparin konnte
jedoch nicht beobachtet werden. Die unterschiedlichen pharmakologischen Profile hatten damit
keinen ungunstigen Effekt auf die gewinschte Wirkung. Bei allen NMH lag nach einmaliger
Bolus-Gabe in gleicher Konzentration die Anti-Xa-Aktivitdt im gewdnschten Zielbereich, was
mdoglicherweise ausschlaggebend fir die vergleichbare Wirksamkeit war. Die Kombination mit
dem GP Ilb/llla-Hemmer Eptifibatid brachte unter Verwendung von Blutproben gesunder
Probanden in allen Gruppen keinen Vorteil. Da in mehreren Studien vor allem Patienten mit

akutem Koronarsyndrom von der Gabe eines GP Illb/llla-Hemmers profitierten, ist diese

59



Beobachtung auf die Wirksamkeit dieser Substanzen auf die Verhinderung Katheter-assoziierter
Thrombosen bei klinischer Durchfiihrung einer PCI nicht ohne weiteres (ibertragbar.
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8. Thesen

1. Die perkutane Koroarintervention wird als bedeutendes Verfahren in Diagnostik und
Therapie bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom angewandt. Voraussetzung fur eine
sichere und effektive Durchfiihrung ist eine geeignete gerinnungshemmende Strategie, die
eine Thromboseentstehung unter der Prozedur verhindern kann ohne das Blutungsrisiko zu
erhohen.

2. Eine zwar seltene aber bedrohliche Komplikation der perkutanen Koronarintervention ist die
Herzkatheter-Thrombose. Die antithrombotische Therapie muss damit eine nicht nur durch
die Gefaltraumatisierung sondern auch durch Kontakt mit Fremdoberflachen hervorgerufene

Thrombusbildung verhindern.

3. Trotz intensiver Forschung im Bereich der Antikoagulantien gilt unfraktioniertes Heparin
noch immer als periinterventionelles  Standard-Antikoagulans bei  perkutaner
Koronarintervention. Alternativ wird das niedermolekulare Heparin Enoxaparin erfolgreich

eingesetzt.

4. Die Substanzklasse der niedermolekularen Heparine bringt aufgrund seiner glinstigeren
pharmakodynamischen und —kinetischen Eigenschaften einige Vorteile wie hohere
Bioverfiigbarkeit nach subkutaner Gabe oder bessere Kalkulierbarkeit der Dosis gegeniber
unfraktioniertem Heparin mit sich. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Gréfe und Struktur
unterscheiden sich die einzelnen Vertreter der niedermolekularen Heparine deutlich in ihrem

Wirkungsprofil, so dass sie nicht bedenkenlos gegeneinander ausgetauscht werden kénnen.

5. In einigen Studien wurden verschiedene andere niedermolekulare Heparine mit Enoxaparin
oder unfraktioniertem Heparin in der periinterventionellen Anwendung verglichen.
Dalteparin stellte sich dabei anhand vielversprechender Ergebnisse als mégliche Altenative

zu Enoxaparin und unfraktioniertem Heparin heraus. (Natarajan et al., 2006; Ke et al., 2009)

6. Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, in einem in vitro-Modell zu untersuchen, ob die
niedermolekularen Heparine Certoparin und Dalteparin &hnlich wirksam in der

Verhinderung einer Herzkatheter-Thrombose im Vergleich zu Enoxaparin sind.

7. Die Ergebnisse zeigten zwischen den einzelnen Substanzen keinen signifikanten Unterschied
in der Verhinderung der Herzkatheter-Thrombose in dem verwendeten in vitro-Modell. Die
Wirksamkeit der Substanzen wurde anhand der Endpunkte Durchlaufzeit, entstandenes
Thrombusgewicht und elektronenmikroskopisch nachgewiesene Menge von Erythrozyten,

Thrombozyten und Fibrin an der inneren Katheter-Oberfl&che beurteilt. Den auf diese Weise
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gewonnenen Daten zufolge scheinen die niedermolekularen Heparine Certoparin und
Dalteparin zur Verhinderung der Katheter-assoziierten Thrombose ebenso geeignet zu sein

wie Enoxaparin.

8. Mittels Messung der Anti-Xa-Aktivitdt konnte festgestellt werden, dass durch einmalige
Gabe des jeweiligen niedermolekularen Heparins in gleicher Konzentration trotz der
Unterschiede des jeweiligen pharmakologischen Profils in jeder Versuchsgruppe der
gewdlinschte Zielbereich der Dosis erreicht wurde. Damit scheint — zumindest in dem
untersuchten Modell — das Erreichen des gewinschten Anti-Xa-Zielbereichs und nicht
unbedingt die Wahl der Substanz fiir die suffiziente Verhinderung einer Herzkatheter-
Thrombose ausschlaggebend zu sein.

9. Die Kombination der niedermolekularen Heparine mit dem GP IIb/Illa-Hemmer Eptifibatid
ergab keinen signifikanten Effekt auf die Thromboseverhinderung. In mehreren Studien
wurde ein besonderer Nutzen von GP llb/llla-Hemmern bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom beschrieben. Da unsere Blutproben jedoch von gesunden Spendern
stammiten, ist unsere Beobachtung nicht ohne weiteres auf die klinische Anwendung des GP

I1b/11la-Hemmers bei perkutanem Koronarsyndrom (bertragbar.

10. Die Aktivierung der Gerinnungskaskade durch Kontakt mit Fremdoberflachen wird
hauptséchlich Uber den Gerinnungsfaktor XI1 initiiert. In Anwesenheit von HMWK ist FXlla
aulerdem dazu in der Lage, Prékallikrein in Kallikrein umzuwandeln, das als direkter
Aktivator von Prothrombin wirkt. Thrombin kann auf diesem Weg in Umgehung der
Gerinnungskaskade gebildet werden, weshalb die Hemmung einzelner Faktoren der Kaskade
in diesem Fall wirkungslos ist. Faktor XII dirfte damit in der Verhinderung einer

Fremdoberflachen-assoziierten Thrombose ein erfolgversprechender Angriffspunkt sein.

11. vVWF st ein weiteres Agens, das sowohl bei GeféBRschaden als auch bei Kontakt mit
Fremdmaterial vor allem ber Plattchenadhasion, Plattchenaggregation und Férderung der
Sekretion aggregationsfordernder Substanzen aus Thrombozyten eine bedeutende
prothrombotische Wirkung hat. Deshalb kdnnte auch hier ein mdglicher neuer

Therapieansatz in der periinterventionellen Thromboseprophylaxe zu finden sein.

12. Nach Abschluss der Untersuchungen kann die Hypothese formuliert werden, dass die
niedermolekularen Heparine Certoparin und Dalteparin eine im Vergleich zu Enoxaparin

ahnliche Wirksamkeit auf die Verhinderung von Herzkatheter-Thrombosen besitzen.
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9. Anhang

9.1 Lebenslauf

Personliche Daten

Name, Vorname: BuRhardt, Marese

Geburtsdatum: 06. Juni 1980

Geburtsort: Waldkirch

Nationalitat: deutsch

Adresse: Georg-Cantor-StralRe 16, 06108 Halle/Saale
E-Mail: marese@gmx.de

Konfession: rémisch-katholisch

Familienstand:

Schulbildung

ledig

1986 — 1990 Schwarzenberg Grundschule Waldkirch
1990 — 1999 Geschwister-Scholl-Gymnasium Waldkirch

Studium
2000 — 2002
2002 — 2003
2003 — 2010
01.06.2010
24.06.2010

Famulaturen

Studium der Musikwissenschaft und Germanistik (MA) mit abgelegter
Zwischenprifung, Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg

Studium der Klinischen Linguistik (Bachelor), Universitat Bielefeld
Studium der Humanmedizin, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
Arztliche Priifung

Approbation als Arztin

02/2006 — 03/2006 Gastroenterologie, Klinikum NeukélIn, Berlin
08/2006 — 09/2006 Padiatrie, Klinikum links der Weser, Bremen
09/2006 — 10/2006 Kardiologische Intensivstation, Universitatsklinikum Halle

08/2007
09/2007

02/2008
03/2008

Nebentatigkei

Gynakologie/Geburtshilfe, Hospital Carlos Andrade Marin Quito,
Ecuador

Praxis fur Allgemeinmedizin, Waldkirch

Praxis fur Gynakologie, Wismar

Gynékologie/Geburtshilfe, Stadtisches Krankenhaus Martha-Maria
Halle-Ddlau

ten

12/2004 — 09/2005 Aushilfskraft fur Notfall-Einsatze im Pflegebereich im

Universitatsklinikum Halle

04/2008 — 07/2008 Praktikumsbetreuung als wissenschaftliche Hilfskraft am Julius-

Bernstein-Institut fir Physiologie der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg



Zusatzqualifikationen

WS 2007/2008 Knupf-Naht-Kurs innerhalb des Blockpraktikums Chirurgie
11./12.11.2011 Priifarztkurs ,,Grundlagen und Praxis klinischer Priifungen
Praktisches Jahr

08/2008 — 12/2008 Padiatrie/Pédiatrische Kardiologie, Universitatsklinikum Halle

12/2008 — 03/2009 Chirurgie, King Edward Hospital, University of Kwazulu-Natal Durban,
Sudafrika

03/2009 — 07/2009 Innere Medizin, Inselspital Bern, Schweiz

Arbeitsstellen

09/2010 — 01/2012 Assistenzarztin an der Universitéatsklinik und Poliklinik fur Kinder- und
Jugendmedizin, Halle/Saale

Seit 02/2012 Assistenzarztin an der Universitatsklinik und Poliklinik fir Padiatrische
Kardiologie, Halle/Saale

Weitere Fahigkeiten

Sprachkenntnisse

Englisch: flieBend in Wort und Schrift
Franzdsisch: Schulkenntnisse in Wort und Schrift
Spanisch: Grundkenntnisse in Wort und Schrift (UNICERT-Stufe I)

EDV-Kenntnisse
Kenntnisse im MS Office, Excel, Powerpoint, SPSS

Ort, Datum Unterschrift
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