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A. Einleitung

Die Langzeitergebnisse nach koronarer Stentimplantation werden malgeblich
durch das Auftreten der sogenannten In-Stent-Restenose (ISR) beeinflusst. Auch
wenn der Einsatz von Stents im Vergleich zur Ballonangioplastie zu einer
signifikanten Senkung der Restenoserate um durchschnittlich 10 % gefuhrt hat
[62], bleiben die Restenoseraten unbefriedigend hoch. Forrester et al.
prophezeiten im Jahre 1991, dass die Losung des Problems der Restenose wohl
in der gleichzeitigen Schaffung eines groRtmoglichen Lumens und der Inhibition
der Intimahyperplasie lage [17]. 15 Jahre spater wissen wir aus zahlreichen
Studien, dass drug-eluting Stents (DES) die ISR-Rate im Vergleich zu
sogenannten Bare-Metal-Stents (BMS) tatsachlich signifikant zu senken vermégen
[13;27;29;41]. Der offensichtliche Erfolg der DES hat dazu geflhrt, dass immer
mehr Patienten mit immer hoherem klinischem und lasionsspezifischem Risiko mit
DES versorgt werden [32].

Bis heute nur unzureichend verstanden bleiben jedoch die genauen
Wirkmechanismen, die zur Uberlegenheit der DES fiilhren. Es gibt Hinweise
darauf, dass bestimmte immunmodulierende, antiinflammatorische
Wirkkomponenten entscheidend zur Effektivitdt der DES beitragen [18;20]. Die
Tatsache, dass die Therapie der ISR und ihrer Folgen auch in der Ara der DES
eine bisher nur unzufriedenstellend gel6ste Herausforderung darstellen, ruckt die
Pravention der ISR und diesbezugliche mdgliche Ansatzpunkte in den Mittelpunkt
der aktuellen Forschung [38].

Ein grolRes Problem stellen die hohen Kosten des Einsatzes von DES dar.
Abgesehen von den hohen Entwicklungs- und Produktionskosten zeigten Kaiser et
al. im Jahr 2005, dass die Kosteneffektivitat von DES in der Realitat im klinischen
Einsatz ungunstiger ist als in Studien mit ausgewahlten Patienten [26]. Um die
Kosten zu senken und die Effektivitat der DES weiter zu steigern, ist es
unabdingbar, auf der Grundlage der bekannten Restenose-
Entstehungsmechanismen nach neuen Wirkansatzen und neuen Wirkstoffen fur

die Nutzung mittels DES zu suchen.
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1. Grundlagen der Restenose-Entstehung

GrolRe Studien definieren die Restenose als eine innerhalb von 6 Monaten
nach Intervention auftretende angiographische Lumeneinengung von 50 %
oder mehr [35]. Durch Ballonangiographie und/oder Stentimplantation wird
im Bereich der atherosklerotischen Lasion eine GefalRendothelverletzung
verursacht, die die Initierung von Wundheilungsprozessen im Sinne einer
Entzindungsreaktion zur Folge hat [54;61]. Der physiologische Verlauf
dieses Heilungsprozesses fuhrt zur vollstandigen Reendothelialisierung und
damit zur Wiederherstellung der Integritat der verletzten GefalRwand. Bei
einer grof3en Zahl der Falle kommt es jedoch zu einem unphysiologischen
Verlauf des Heilungsprozesses und in Folge zur Restenose. Die beiden
pathophysiologischen Hauptmechanismen, die das Korrelat zur Restenose-
Entstehung darstellen, sind die Neointimabildung und das in einer spateren
Phase stattfindende sogenannte vascular remodeling. Unter der Neointima
versteht man eine Uberschiefend regenerierende Gefallintima; das
vascular remodeling bezeichnet Umbauprozesse in der Gefallwand, die zu
vermehrter Vasokonstriktion fuhren. Wahrend nach reiner
Ballonangiographie der Pathomechanismus des vascular remodeling
uberwiegt, spielt nach Stentimplantation die Neointimabildung die groRiere
Rolle [5;22]. Jedoch sind beide Mechanismen nicht streng voneinander zu
trennen und beeinflussen sich auch gegenseitig.

Nur Sekunden bis Minuten nach Katheterintervention kommt es zum
sogenannten ,elastic recoil”. Hierunter versteht man die durch die Dehnung
der Gefaldwand initiierte Vasokonstriktion durch Elastinfasern in der Lamina
elastica. Das Ausmal} des elastic recoil wird durch die Implantation eines
Stents signifikant reduziert [5].

Die Deendothelialisierung durch Katheterintervention fuhrt Gber freiliegende
subendotheliale Strukturen (Kollagen, Laminin, Fibronektin) zur Adhasion
und Aktivierung von Thrombozyten und zur Ablagerung von Fibrin [5]. Es
kommt zur Freisetzung vasoaktiver Substanzen (Serotonin, Thromboxan
A2), verschiedener Wachstumsfaktoren (platelet derived growth factor
(PDGF), epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor-g (TGF-
B)) und verschiedener Zytokine (tumor necrosis factor-a (TNF-a), monocyte

chemotactic protein-1 (MCP-1)) [19]. Dies fuhrt zur chemotaktisch initiierten
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Einlagerung von Leukozyten in die thrombotische Schicht aus Thrombo-
zyten und Fibrin Uber dem Endotheldefekt und deren Einwanderung in die
Gefallwand [33]. Die Zell-Zell-Kontakte werden dabei von vermehrt
exprimierten Adhasionsmolekilen wie z.B. interzellularem Adhasions-
molekil-1 (ICAM-1) vermittelt [43]. Aktivierte Leukozyten setzen weitere
Entzindungsmediatoren und Chemokine frei, welche die Entzindungs-
reaktion kaskadenartig aufrechterhalten. Die Wachstumsfaktoren weisen
eine chemotaktische und proliferierende Wirkung auf glatte Gefalimuskel-
zellen (smooth muscle cells, SMC) auf. Es kommt zur Migration von SMC
aus der GefalBmedia in die Gefalintima. Bei diesen Vorgangen ent-
differenzieren die SMC zu Zellen, die in der Lage sind, extrazellulare Matrix
zu bilden [22;31]. Insgesamt kommt es zu einer Uberschie3enden Intima-
regeneration — der Neointimabildung.

Beim sogenannten vascular remodeling fuhrt eine unausgeglichene Neu-
organisation der extrazellularen Matrix im Verlauf des Entzindungs-
prozesses zur vermehrten Vasokonstriktion. Insbesondere ein vermehrter
Abbau der Lamina elastica externa sowie der Verlust zellularer Kompo-
nenten und die zunehmende Produktion extrazellularer Matrix [30;40]

fuhren zur zusatzlichen Lumeneinengung.

2. Interzellulares Adhasionsmolekiil 1 (ICAM-1, CD 54)

Als ein der Immunglobulin-Superfamilie angehérendes Adhasionsmolekil

wird ICAM-1 vom GefalRendothel exprimiert. Es handelt sich um ein Trans-
membran-Glykoprotein, dessen Expression unter anderem Uber die Akti-
vierung von Nuclear factor kappa B (NF-kB) durch Entzindungs-
mediatoren - so zum Beispiel TNF-a - gesteuert wird [45;56]. Voisard et al.
konnten 1998 den stimulierenden Einfluss von TNF-a auf die ICAM-1-
Expression nachweisen [58].

ICAM-1 bindet an Integrine auf der Zelloberflache von Leukozyten und
spielt so eine wichtige Rolle bei deren Anheftung an das Endothel und ihrer
Migration in die Gefallwand im Rahmen der Entzindungsreaktion. In dieser
Funktion ist auch die Bedeutung von ICAM-1 bei der Restenose-

Entstehung (siehe A.1) zu verstehen.
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Entziindungsreaktion nach Katheterintervention

Abb. 1
Funktion von ICAM-1 im Rahmen der Entziindungsreaktion nach Katheterintervention

TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha
NF-kB: Nuclear Factor Kappa B
ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1

3. Clopidogrel Hydrogen Sulphate (CHS)

CHS wird als Thrombozytenaggregationshemmer zur Prophylaxe

ischamischer Ereignisse bei Personen mit manifester arterieller Gefal3-
erkrankung eingesetzt. Ein durch hepatische Biotransformation
entstehender Metabolit dieses Thienopyridin-Derivates blockiert die
Bindung von Adenosin-5-diphosphat (ADP) an den Plattchenrezeptor
P2Y12 der Thrombozyten. Er verhindert damit indirekt die Bindung von
Fibrinogen an den Glykoprotein-lib/llla-Rezeptor und somit die
Thrombozytenaggregation [10;14;39].

CHS stellt seit Jahren mit einem der groRten Studienprogramme weltweit
seine Wirksamkeit in der Therapie und Prophylaxe ischamischer Gefal3-
krankheiten unter Beweis. Diese Wirksamkeit wurde bis vor einigen Jahren
weitgehend auf den Mechanismus der Thrombozytenaggregations-
hemmung durch den aktiven Metaboliten zuriickgefuhrt. Es konnten jedoch
weitere Effekte nachgewiesen werden, deren Anteil an der therapeutischen

und praventiven Wirkung von CHS noch nicht quantitativ eingeordnet
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werden kann. Zu diesen Effekten gehdren thrombolytische, vaso-

dilatierende und antiinflammatorische Komponenten [21;28].

4, Die SI/MPL-Ratio (significant inhibition/maximal plasma level)

Mit dem Ziel, eine Messgrofe flr den Vergleich von Daten aus dem Labor
mit der tatsachlich erreichbaren Situation in der Klinik zu schaffen,
etablierten Voisard et al. im Jahre 2004 die sogenannte SI/MPL-Ratio [57].
Die SI/MPL-Ratio gibt das Verhaltnis der in vitro zur Hemmung des
untersuchten Prozesses (z.B. Proliferation bestimmter Zellen) notwendigen
Substanzkonzentration zur in vivo tatsachlich erreichbaren Konzentration
derselben Substanz an. Eine SI/MPL-Ratio <1 impliziert, dass der
untersuchte Prozess durch die Anwendung der untersuchten Substanz

zumindest theoretisch beeinflusst werden kann.

Konzentration mit signifikanter Inhibition in vitro

SI/MPL-Ratio =
Erreichbare Konzentration in vivo

Abb. 2
Die SI/MPL-Ratio (significant inhibition/maximal plasma level)

5. Thematik und Ziel der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von CHS auf die Proliferation
verschiedener Gefallwandzellen (HUVEC, HCAMSMC, HCAEC) und auf
die TNF-a-stimulierte ICAM-1-Expression untersucht.

Wir stellten die Hypothese auf, dass CHS die Proliferation menschlicher
GefalRwandzellen im Sinne der Restenoseprophylaxe positiv beeinflussen
und die TNF-a-stimulierte Expression von ICAM-1 reduzieren konnte. Auf
diesem Mechanismus beruhend koénnte es seine antiinflammatorische
Wirkung entfalten. Anhand der erhaltenen Daten wurden die SI/MPL-Ratios
errechnet. Sie dienten als MessgrofRe flr die Beurteilung der Frage, ob die
Entwicklung eines CHS-beschichteten Stents auf dem Hintergrund der von

uns untersuchten Wirkmechanismen weiter vorangetrieben werden konnte.
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1.1.1.

1.1.2.

Material und Methoden

Material

Zellkultur

Zellen

Fur alle im Folgenden beschriebenen Versuche wurden drei verschiedene
Zellarten verwendet und kultiviert:

- Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC)

- Human Coronary Artery Endothelial Cells (HCAEC)

- Human Coronary Artery Media Smooth Muscle Cells (HCAMSMC)

Bei allen Versuchsreihen wurde darauf geachtet, Zellpassagen < 8 zu

verwenden.

HUVEC
Die Isolation und anschlie3iende Kultivierung erfolgte aus
Nabelschnurvenen, zur Verfiugung gestellt von der Universitatsklinik fur

Frauenheilkunde Ulm (arztlicher Direktor: Prof. Dr. R. Kreienberg).

HCAEC
Die HCAEC wurden kommerziell erworben bei Bio Whittaker Europe,

Cambrex Company, Verviers/Belgien.

HCAMSMC
Auch diese Zellen wurden von Bio Whittaker Europe, Cambrex Company,

Verviers/Belgien bezogen.

Kulturmedien

Medium fiir HUVEC
Fir die Kultivierung von HUVEC wurde verwendet:
» Endothelial cell Growth Medium (EGM)

Bio Whittaker Europe, Cambrex Company, Verviers/Belgien
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Endothelial cell Basal Medium (EBM) wurden folgende Substanzen
zugesetzt:

= Bovine Brain Extract (2 ml)

» Epidermal Growth Factor (0,5 ml)

» Fetal Calf Serum (25 ml)

= Hydrocortisone (0,5 ml)

=  Gentamycin/Amphothericin (0,5 ml)

Alle Substanzen von Bio Whittaker Europe, Cambrex Company,

Verviers/Belgien

Medium fiir HCAEC

Die Kultivierung der HCAEC erfolgte in

» Endothelial cell Growth Medium-2-MV (EGM-2-MV Bulletkit)
Bio Whitacker Europe, Cambrex Company, Verviers/Belgien

Enthaltene Substanzen:

= Fetal Calf Serum (25 ml)

= Hydrocortisone (0,2 ml)

= Human Fibroblast Growth Factor (hFGF-B) (2 ml)

» Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (0,5 ml)

= Recombinant analog of- Insulin-like Growth Factor (R3-IGF-1) (0,5 ml)

= Ascorbic acid (0,5 ml)

= Human Endothelial Growth Factor (hREGF) (0,5 ml)

» Gentamycin/Amphotericin (0,5 ml)

Medium fiir HCAMSMC

Die HCAMSMC wurden kultiviert in

=  Smooth muscle cell Growth Medium (SmGM)

Smooth muscle cell Basal Medium (SmBM) wurden folgende Substanzen
zugegeben:

* Insulin (0,5 ml)

» Fibroblast Growth Factor (1 ml)

= Epidermal Growth Factor (0,5 ml)

» Fetal Calf Serum (25 ml)

= Gentamycin/Amphothericin (0,5 ml)
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1.1.3.

1.1.4.

1.1.5.

Alle Substanzen von Bio Whittaker Europe, Cambrex Company,

Verviers/Belgien

KulturgefaBe

Routinekultur

Die Routinekultur aller Zellen erfolgte in Kulturschalen mit einer
Wachstumsflache von 75 cm?:

,Cellstar® Tissue Culture Flasks 250 ml*

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen/Deutschland

Adhasionsfaktor
Fir die Adhasion der Endothelzellen (HUVEC und HCAEC) an die
Wachstumsflache der Kulturschale war die Beschichtung mit einem
Adhasionsfaktor notwendig. Hierzu wurde Kollagen Typ | in Essigsaure
(0,1M) geldst und die Losung steril filtriert (Konzentration: 1mg/ml).
Bendtigtes Material:
= Kollagen Typ | from rat tail

Sigma-Aldrich, Taufkirchen/Deutschland
= Essigsaure 0,1M

Merck, Darmstadt/Deutschland
= Filtereinheit ,Meditron 30/0,2 CAS*

Schleicher & Schnell GmbH, Dassel/Deutschland

Enzymlosung und Enzymneutralisationslosung
Zum Abldsen der Zellen von der Wachstumsoberflache wurde verwendet:
=  Trypsin/EDTA-Solution 0,02 %
Bio Whittaker Europe, Cambrex Company, Verviers/Belgien.
Zur Neutralisation der Trypsin/EDTA-L&sung wurde verwendet:
» Trypsin-Neutralizing-Solution (TNS)

Bio Whittaker Europe, Cambrex Company, Verviers/Belgien.
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1.1.6. Pufferlosung

1.1.7.

1.1.8.

Zur Kollagenbeschichtung und zum Spulen des Zellrasens wurde

verwendet:

Phosphate Buffered Saline Dulbecco’s ohne Calcium and Magnesium
(PBS)
PAA Laboratories, Linz/Osterreich

Testsubstanz

Clopidogrel Hydrogen Sulphate (CHS)
Batch F 310405
Batch F 410508

sanofi~synthelabo, Newcastle/Gro3britannien

Die Testsubstanz wurde uns in Pulverform zur Verfigung gestellt. Die

Lésung erfolgte in Methanol 100 %, Stammlésung 250 mg/ml.

Gerate

Mikroskop: ,Nikon Inversionsmikroskop TMS-F* mit ELDW-Kondensor,
Phasenkontrastobjektive:

- CF Plan Achromat 4/0,13 DL

- CF Plan Achromat 10/0,3 DL

- CF Plan Achromat 20/0,4 DL

Nikon, Dusseldorf/Deutschland

Sterilbank: ,Laminar Flow*

BDK, Sonnenbuhl-Genkingen/Deutschland
Inkubator: ,HERAcell Heraeus*

Kendro Laboratory Products, Hanau/Deutschland
Wasserbad: ,julabo SW-20C*

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach/Deutschland
Zentrifugen: ,Universal 2S*

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen/Deutschland
Pumpe: ,Vakuumpumpe KNF*

VWR International GmbH, Darmstadt/Deutschland
Gasbrenner: ,Fireboy eco”

Integra Biosciences, Fernwald/Deutschland
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1.2.

1.21.

1.2.2.

1.2.3.

1.3.

1.3.1.

» Pipettierhilfe: ,Pipetboy plus*
Integra Biosciences, Fernwald/Deutschland

Proliferationsmessung

Reagenzien
=  Methanol
Merck, Darmstadt/Deutschland
Zur Lésung der Testsubstanz und fur die Methanolkontrollen.
= Natriumchlorid: NaCl 0,9 %
Braun, Melsungen/Deutschland
Zur Herstellung der Zellsuspension fur die Proliferationsmessung mit

dem Zellcounter.

KulturgefaBe

Fir die Versuchsansatze wurden 6-Lochschalen mit einer
Wachstumsflache von 9,6 cm? pro Vertiefung verwendet:
,Multiwell™6well

Becton Dickinson, Heidelberg/Deutschland

Gerite
= Cellcounter: ,Casy 1“ mit ,Cellcountergefall 22x65 PPN*
Scharfe System, Reutlingen/Deutschland

= Restliche Gerate wie unter B.1.1.8

Vitalitatsbestimmung

Reagenzien
,CellTiter-Glo™ Luminescent®, bestehend aus
- ,CellTiter-Glo™ Buffer 10 m|*
- ,CellTiter-Glo™ Substrat*

Promega GmbH, Mannheim/Deutschland
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1.3.2.

1.3.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

Kulturgefale

Zur Kultur der Zellen fur die Vitalitatsmessung wurden weilde 96-
Lochschalen verwendet:

,96F NUNCLON DELTA WHITE MICROWELL SL*

Nunc, Roskilde/Danemark

Gerite
= Luminometer: ,Centro LB 960°
Berthold Technologies, Bad Wildbach/Deutschland
= Schdttler: ,Vortex-Genie 2°
VWR International GmbH, Darmstadt/Deutschland
= Magnetschuttler: ,Monoshake Variomag*
VWR International, Darmstadt/Deutschland
= Pipette: ,Multipette® plus“ mit “Combitips plus 5 ml*
Eppendorf Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg/Deutschland

= Restliche Gerate wie unter B.1.1.8

Durchflusszytometrie zur Messung der ICAM-1-Expression

Pufferlosung
» Phosphate Buffered Saline Dulbecco’s ohne Calcium and Magnesium
(PBS")
PAA Laboratories, Linz/Osterreich
= Fetal Calf Serum
Batch 40G6721K
Gibco BRL, Eggenstein/Deutschland
Cytoflowpuffer: 500 ml PBS™ mit 10 ml Fetal Calf Serum
fur die Waschvorgange und zur Herstellung der zur Messung notwendigen
Zellsuspension fur die Durchflusszytometrie, sowie zur Herstellung der

Antikorperldsungen.

Zytokine
= Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a), 10 ug/ml rekombinant
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/Deutschland
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Zur Stimulation der ICAM-1-Expression.

1.4.3. Kontrollsubstanzen
= Actinomycin-D (AM-D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/Deutschland
geldst in
= Dimethylsulfoxid (DMSO)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/Deutschland
Stammldsung 1 mg/mi

Zur Mitfihrung einer Negativkontrolle.

1.4.4. Antikorper
= Anti-Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1)-Fluoresceinisotiocyanat
(FITC)
Dianova, Hamburg/Deutschland
zur Markierung des exprimierten Adhasionsmolekuls bei der Messung
der ICAM-1(CD 54)-Expression .
» Anti-Immunglobulin G (IgG)- FITC
Dianova, Hamburg/Deutschland
fur die Negativkontrollen.
Die Inkubation der Zellen mit dem Antikorper erfolgte geldst in der in
B.1.4.1 beschriebenen Pufferlésung (Cytoflowpuffer), Mischungsverhaltnis
1:20.

1.4.5. Misch-/Reagenz-/Zentrifugen- GefaRe

,PS-Réhrchen GLKL, 14 ml 17,0/100mm, Griffstopfen®
Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen/Deutschland

= Falcon® 5ml Polystyrene Round-Bottom-Tube 12x75 mm style”
Becton Dickinson, Heidelberg/Deutschland

» Falcon® Blue MAX™ 50 ml“
Becton Dickinson, Heidelberg/Deutschland

= ,Safe-Lock Tubes 1,5 ml*
Eppendorf Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg/Deutschland
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1.4.6. KulturgefaBe
Far die Versuchsansatze wurden 6-Lochschalen mit einer
Wachstumsflache von 9,6 cm? pro Vertiefung verwendet:
,Multiwell™6well*

Becton Dickinson, Heidelberg/Deutschland

1.4.7. Gerate

= Zentrifugen
- Varifuge 3.0R Heraeus"
Kendro Laboratory Products, Hanau/Deutschland
- ,Biofuge pico Heraeus"
Kendro Laboratory Products, Hanau/Deutschland

* Durchflusszytometer: ,FACS Calibur®, Becton Dickinson,
Heidelberg/Deutschland
mit folgender zugehdriger Software:
Macintosh-Systemsoftware MAC OS 9.2.1.
und dem Programm CellQuest Pro
Die Erstellung der Histogramme mit den Ergebnissen der
Fluoreszenzmessung erfolgte mit ,WinMDI Version 2.7¢

= Restliche Gerate wie unter B.1.1.8

1.5. Statistiksoftware
= SigmaStat Version 2.0°
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2.

2.1.

21.1.

2.1.2.

2.1.3.

Methoden

Zellkultur

Endothelzellen: HUVEC, HCAEC

Far die Kultur von Endothelzellen (HUVEC und HCAEC) wurden die
Kulturschalen zunachst mit Kollagen Typ | als Adhasionsfaktor beschichtet.
Hierzu wurden je 5 ml PBS™ und 100ul (HUVEC) bzw. 200 ul (HCAEC) der
unter B.1.1.4 beschriebenen Kollagenlésung in die Kulturschalen gegeben
und die Wachstumsflache damit benetzt. Die Kulturen wurden fir
mindestens 20 Minuten bei 37°C inkubiert.

Zur Aussaat einer neuen Passage wurden der Zellrasen der Vorganger-
passage zunachst zweimal mit je 5 ml PBS™ gewaschen und danach mit
2 ml Trypsin/EDTA-Solution von der Wachstumsflache abgeldst. Nach dem
Ablosevorgang erfolgte die Neutralisation der Trypsin/EDTA-Solution durch
Zugabe von 5 ml TNS.

Die so entstandene Zellsuspension wurde nun zentrifugiert (B.1.1.8) und
der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in entsprechendem Kultur-
medium suspendiert und aufgenommen. Nach Absaugen des PBS™ aus
den zuvor beschichteten Kulturschalen wurde die Zellsuspension auf die
gewulnschte Anzahl an Kulturschalen verteilt und mit dem entsprechenden

Kulturmedium auf 10 ml aufgefuilit.

HCAMSMC

HCAMSMC konnten ohne Kollagenbeschichtung direkt auf die Wachstums-
flache ausgesat werden. Spatestens alle zwei Tage war ein Wechsel des
Kulturmediums erforderlich.

Die Aussaat neuer Passagen erfolgte wie unter B.2.1.1 beschrieben ohne

Kollagenbeschichtung.

Kulturbedingungen (Temperatur, pH-Wert, Begasung)
Zur Kultur aller aufgefuhrten Zellen/Versuchsansatze erfolgte die Inkubation
im Begasungsinkubator (B.1.1.8) bei 37°C in wasserdampfgesattigter

Atmosphare. Die Begasung erfolgte mit einem CO,-Gehalt von 5 %,
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2.2.

2.21.

2.2.2.

wodurch der pH-Wert des CO,/HCO s-Puffersystems konstant auf einen
Wert von 7,2 - 7,4 eingestellt wurde.

Proliferationsmessung
(siehe auch Tab. 1 — Schematische Darstellung des Versuchsansatzes fir

die Proliferationsmessung)

Es wurde die Proliferation von HUVEC, HCAEC und HCAMSMC unter
Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen an Clopidogrel Hydrogen
Sulphate in je drei gleichen Versuchsansatzen gemessen.

Hierzu erfolgte die Aussaat der entsprechenden Zellart in insgesamt 27
Vertiefungen von 6-Lochschalen (je drei Vertiefungen pro Konzentration
CHS, je drei Vertiefungen fur eine 24-Stundenkontrolle, eine Kontrolle

sowie fUr eine Methanolkontrolle)

Aussaat fur die Proliferationsmessung

Die Aussaat der Zellen in die 6-Lochschalen unterschied sich von dem
unter B.2.1.1 beschriebenen Verfahren wie folgt:

Die Vertiefungen der 6-Lochschalen wurden zunachst mit je 2 ml PBS™ und
20 pl (far die Aussaat von HUVEC) bzw. 40 pl (fur die Aussaat von HCAEC)
der unter B.1.1.4 beschriebenen Kollagenlésung beschichtet. Fur die
Aussaat von HCAMSMC erfolgte keine Beschichtung.

Um pro Vertiefung die ungefahr gleiche Zellzahl auszusaen, wurde die
Anzahl der aus der Kulturflasche gewonnenen Zellen (siehe B.2.1.1)
zunachst mit dem Zellcounter ermittelt, eine Zellsuspension von 300-5000
Zellen/cm? hergestellt und diese anschlieRend gleichmaRig auf die Ver-
tiefungen verteilt. Jede Vertiefung der 6-Lochschale enthielt 2 ml Kultur-

medium.

Inkubation mit der Testsubstanz

Die Testsubstanz Clopidogrel Hydrogen Sulphate wurde uns von
sanofi~synthelabo, Newcastle/GroRbritannien in Pulverform zur Verfugung
gestellt. Es erfolgte die LOosung in Methanol, was die Mitfuhrung von

Methanolkontrollen erforderlich machte.
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2.2.3.

Die Testsubstanz wurde in Eppendorf Cups in Portionen von je 100 ul mit
einer Konzentration von 250 mg/ml gekuhlt aufbewahrt.

Im Versuch wurden durch entsprechende Verdinnung mit Methanol und die
Zugabe zum Kulturmedium jeweils unmittelbar vor Versuchsdurchflihrung

folgende Konzentrationen verwendet:

= 25 ug/ml = 0,025 pg/ml
= 2,5 ug/ml = 0,0025 pg/ml
= 0,25 pg/ml = 0,00025 pg/ml

Je Vertiefung wurden 20 ul der jeweiligen Konzentration an Clopidogrel
Hydrogen Sulphate den 2 ml Kulturmedium zugegeben. Die Zugabe der
Testsubstanz erfolgte nach 24 h und nach 72 h beim nachsten Mediums-
wechsel. Die Inkubation mit Clopidogrel Hydrogen Sulphate erfolgte

insgesamt Uber 5 Tage.

Zellzahlung und Auswertung

Nach Absaugen des Kulturmediums erfolgte die Ablosung der Zellen mit
Trypsin/EDTA-Solution. Die Zellsuspension einer jeden Vertiefung wurde
einzeln aufgenommen, mit NaCl 0,9 % verdinnt und jeweils in ein Zell-
countergefal® Uberfuhrt. Die Zellzahlung erfolgte mit dem Zellcounter
(B.1.2.3).

Aus den so gewonnenen je drei Werten fur eine Testkonzentration bzw. flr
die verschiedenen Kontrollen wurde jeweils der Mittelwert gebildet. Vom
Wert der Kontrolle wurde der Wert der 24-Stundenkontrolle abgezogen und
das Ergebnis gleich 100 % Proliferation gesetzt. Von den anderen Werten
wurde ebenfalls der Wert der 24-Stundenkontrolle abgezogen und die
Proliferation prozentual im Verhaltnis zur Kontrolle errechnet.

Die Gesamtauswertung einer Versuchsreihe besteht aus den Mittelwerten
der aus den jeweiligen 3 Versuchsansatzen errechneten Proliferation in

Prozent.
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Tab.: 1

Schematische Darstellung des Versuchsansatzes fiir die Proliferationsmessung

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate

6-Lochschalen Tag 0 Tag 1 Tag 3 Tag 6
Zahlung
Aussaat » Medienwechsel *» Medienwechsel und
Auswertung
Kontrolle
= Medienwechsel = Medienwechsel Zahlung
Aussaat = Zugabe von = Zugabe von und
Methanol Methanol Auswertung
Methanolkontrolle
= Medienwechsel = Medienwechsel Z5hlun
O O O Aussaat = Zugabe von = Zugabe von und g
CHS CHS Auswertun
[25 pg/ml] [25 pg/mi] [25 pg/ml] 9
= Medienwechsel = Medienwechsel Z5hlun
O O O Aussaat = Zugabe von = Zugabe von und 9
CHS CHS Auswertung
[2,5 ug/ml] [2,5 pg/ml] [2,5 pg/ml]
= Medienwechsel = Medienwechsel Z5hlun
O O O Aussaat = Zugabe von = Zugabe von und g
CHS CHS Auswertun
[0,25 pg/ml] [0,25 pg/mi] [0,25 pg/mi] g
= Medienwechsel = Medienwechsel Z5hlun
O O O Aussaat = Zugabe von = Zugabe von und g
CHS CHS Auswertung
[0,025 Pg/mI] [0,025 pg/mli] [0,025 pg/mli]
= Medienwechsel = Medienwechsel Z5hlun
O O O Aussaat = Zugabe von = Zugabe von und 9
CHS CHS Auswertun
[0,0025 pg/mi] [0,0025 pg/mi] [0,0025 pg/mi] 9
= Medienwechsel = Medienwechsel Z5hlun
= Zugabe von = Zugabe von 9
Aussaat und
CHS CHS Auswertung
[0,00025 “g/m“ [0,00025 pg/ml] [0,00025 pg/ml]
O O O Aussaat Zahlung - -
24-Stundenkontrolle

2.3. Vitalitatsmessung
(siehe auch Abb. 3 — Schematische Darstellung des Versuchsansatzes fur

die Vitalitatsmessung)

Es wurde in je einem Versuchsansatz die Vitalitat von HUVEC, HCAEC und
HCAMSMC nach Inkubation mit folgenden Konzentrationen von Clopidogrel
Hydrogen Sulphate gemessen:

25 pg/ml; 2,5 pg/ml; 0,25 pg/ml, 0,025 pg/ml; 0,0025 ug/ml; 0,00025 pg/ml.
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2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

Hierzu wurden 84 Vertiefungen einer weillen 96-Lochschale (B.1.3.2)
gleichmalig besat (je zwolf Vertiefungen pro Konzentration, jeweils sechs
Vertiefungen fur eine Kontrolle und eine Methanolkontrolle). Zwolf
Vertiefungen fur einen Leerwert wurden im Versuch mit den HUVEC und
den HCAEC mit Kollagen beschichtet, nicht besat und mit entsprechendem
Kulturmedium befullt. Im Versuch mit den HCAMSMC wurden die Ver-
tiefungen fur den Leerwert lediglich mit Kulturmedium befullt.

Aussaat fur die Vitalitatsmessung

Far die Aussaat von HUVEC und HCAEC wurden die 96-Lochschalen
zunachst mit Kollagen beschichtet. Hierzu wurde beim Versuch mit HUVEC
eine Suspension aus 2 ml PBS™ und 20 ul der in B.1.1.4 beschriebenen
Kollagenlosung hergestellt und je 100 pl in eine Vertiefung gegeben.
Dasselbe Verfahren wurde fur den Versuch mit HCAEC mit 2 ml PBS™ und
40 pl Kollagenlésung angewandt.

Die Aussaat der Zellen erfolgte nach Herstellung von 9 ml Zellsuspension
aus dem entsprechenden Medium und einer angestrebten Zellanzahl von
138 600 (entsprechend 3000-5000 Zellen/cm?). AnschlieBend wurden je
100 ul in 84 Vertiefungen der 96-Lochschale gegeben. 12 Vertiefungen
wurden zur Ermittlung des Leerwertes nur mit je 100 yl Kulturmedium
beflllt.

Inkubation mit der Testsubstanz

Zur Inkubation mit der Testsubstanz Uber 6 Tage wurden je 2 ml des
entsprechenden Kulturmediums mit der entsprechenden Konzentration an
Clopidogrel Hydrogen Sulphate hergestellt und je 100 pl in die ent-
sprechenden zwolf Vertiefungen pipettiert. In sechs besaten Vertiefungen
wurden eine Methanolkontrolle und in weiteren sechs eine Kontrolle

mitgefluhrt.

Vitalitatsmessung und Auswertung
Das hier angewendete Prinzip der Vitalitdtsmessung besteht darin, dass

das Substrat Luciferin durch die Luciferase vitaler Zellen in Oxyluciferin und
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2.4.

Licht umgewandelt wird, dessen Intensitat direkt proportional zur Anzahl der
vitalen Zellen ist.

Am sechsten Tag nach Aussaat wurde das Substrat Luciferin zur Kultur
gegeben, dann fir 2 Minuten kreisend gemischt und zusatzlich far 10
Minuten inkubiert. Im Anschluss daran wurde am Luminometer (B.1.3.3)
gemessen. Aus den 12 Werten fur jede Konzentration, den je sechs Werten
fur die Kontrolle und die Methanolkontrolle und aus den zwolf Werten fur
den Leerwert wurde jeweils der Mittelwert errechnet. Der Mittelwert des
Leerwertes wurde von den anderen Mittelwerten abgezogen und der so
erhaltene Wert aus der Kontrolle gleich 100 % Vitalitat gesetzt. Die Vitalitat
der mit Clopidogrel bzw. Methanol inkubierten Zellen wurde prozentual im

Verhaltnis zur Kontrolle errechnet.

Kontrolle O00000I0D000O0O0O0]| Metnanolkontrolle
oo02sugm 1O O0OO0O000000000
sozsugml. 1O O0OO0O000000000
0,025 pg/mi 0000000000O00O0
0,25 pg/mi 0000000000O0O0
2,5 pg/mi 0000000000O00O
25 pg/ml O000000000O0O0
Leerwert O0000000O000O0

96-Lochschale

Abb. 3
Schematische Darstellung des Versuchsansatzes fiir die Vitalititsmessung

Durchflusszytometrie zur Messung der ICAM-1-Expression
(siehe auch Tab. 2 — Schematische Darstellung des Versuchsansatzes fur

die Messung der ICAM-1-Expression)

Die Expression des TNF-a-induzierten Adhasionsmolekuls ICAM-1 (CD 54)
von HUVEC, HCAEC und HCAMSMC wurde in je drei gleichen
Versuchsansatzen nach Antikérpermarkierung im Durchflusszytometer
unter Inkubation dber 12 h mit folgenden Konzentrationen von Clopidogrel
Hydrogen Sulphate gemessen:

25 ug/ml; 2,5 pug/ml; 0,25 pg/ml, 0,025 ug/ml; 0,0025 ug/ml; 0,00025 pg/ml.
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2.4.1.

2.4.2.

Zunachst wurde hierzu in 6-Lochschalen (B.1.4.6) in 13 Vertiefungen die
entsprechende Zellart kultiviert wie unter B.2.2.1 beschrieben. Nach 12 h
wurde TNF-a [20 ng/ml] Uber 6 h zugegeben. Als Negativkontrolle wurde
den Zellen einer Vertiefung Actinomycin-D-Lésung Uber 12 h zugesetzt
(Probe 11). Nach zwdlf Stunden Inkubationszeit wurde die Expression von
ICAM-1 in Zellen der betreffenden Vertiefungen (siehe Tab. 2) mit TNF-a
stimuliert. Als weitere Kontrollen wurden eine stimulierte Kontrolle (Probe
12) sowie eine nicht stimulierte Kontrolle (Probe 13) ohne Zugabe der

Testsubstanz mitgefuhrt.

Antikorpermarkierung fiir die Messung der ICAM-1-Expression

Zunachst wurde das Medium mit den zugesetzten Substanzen abgesaugt
und der Zellrasen zweimal mit 2 ml PBS™ pro Vertiefung gespult. Danach
erfolgte durch die Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA-Solution die Ablosung
der Zellen von der Unterlage und die Suspension in 9 ml Cytoflowpuffer.
Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (B.1.4.7). Der Uberstand wurde
abgekippt. Fur einen weiteren Waschvorgang erfolgte die Aufnahme des
Zellpellets in 1 ml Cytoflowpuffer. Die Suspension wurde fur eine weitere
Zentrifugation (B.1.4.7) in Eppendorf Cups Uberfihrt. Nach Absaugen des
Uberstandes erfolgte die Suspension des Pellets in 100 pl Anti-ICAM-1-
FITC (B.1.4.4) und die Inkubation auf Eis fur 20 Minuten. Die Eigen-
fluoreszenzkontrolle wurde nicht markiert. Fur die stimulierte und nicht
stimulierte Kontrolle erfolgte die Markierung mit Anti-lgG-FITC. Danach
wurde mit Cytoflowpuffer auf 1 ml pro Eppendorf Cup aufgeflllt und erneut
zentrifugiert. Das Zellpellet mit den nun antikorpermarkierten Zellen wurde
in je 500 ul Cytoflowpuffer aufgenommen und in die Messgefalte (B.1.4.5)
fur die Durchflusszytometrie Uberfihrt. Schliel3lich wurde zur Markierung

der nicht vitalen Zellen pro Messgefal® 1 ul Propidiumiodid zugesetzt.

Messung und Auswertung der ICAM-1-Expression

Je Probe beurteilten wir 10 000 markierte Zellen nach ihrer Fluoreszenz-
intensitat. Die mittlere Fluoreszenzintensitat dieser 10 000 Zellen wurde
vom Gerat (B.1.4.7) als Meanwert angegeben. Die mittlere ICAM-1-
Expression nach Stimulation mit TNF-a ohne Zugabe weiterer Test-
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substanzen (Probe 3) wurde gleich 100 % ICAM-1-Expression gesetzt. Die
ICAM-1-Expression der anderen Proben wurde prozentual im Verhaltnis zur

Expression in Probe 3 errechnet.

Tab. 2:
Schematische Darstellung des Versuchsansatzes fiir die Messung der ICAM-1-
Expression

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate
ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1
FITC: Fluoresceinisotiocyanat

IgG: Immunglobulin G

TNF- a: Tumor Necrosis Factor Alpha

12 Stunden 6 Stunden Mind. 20 Minuten
Zeitachse 1 | | |
Probenbezeichnung ! I J !
Eigenfluoreszenz --- -—- --- Fluoreszenzmessung
Markierung mit
Grundexpression - -—- Fluoreszenzmessung
Anti-ICAM-1-FITC
Expression nach Stimulation Markierung mit
. . - . . Fluoreszenzmessung
Stimulation mit TNF-a Anti-ICAM-1-FITC
CHS Inkubation mit Stimulation Markierung mit
Fluoreszenzmessung
[0,00025 pg/ml] CHS mit TNF-a Anti-ICAM-1-FITC
CHS Inkubation mit Stimulation Markierung mit
Fluoreszenzmessung
[0,0025 pg/ml] CHS mit TNF-a Anti-ICAM-1-FITC
CHS Inkubation mit Stimulation Markierung mit
Fluoreszenzmessung
[0,025 pg/ml] CHS mit TNF-a Anti-ICAM-1-FITC
CHS Inkubation mit Stimulation Markierung mit
Fluoreszenzmessung
[0,25 pg/ml] CHS mit TNF-a Anti-ICAM-1-FITC
CHS Inkubation mit Stimulation Markierung mit
Fluoreszenzmessung
[2,5 pg/ml] CHS mit TNF-a Anti-ICAM-1-FITC
CHS Inkubation mit Stimulation Markierung mit
Fluoreszenzmessung
[25 pg/ml] CHS mit TNF-a Anti-ICAM-1-FITC
Inkubation mit Stimulation Markierung mit
Methanolkontrolle . . Fluoreszenzmessung
Methanol mit TNF-a Anti-ICAM-1-FITC
Actinomycin-D- Inkubation mit Stimulation Markierung mit
Fluoreszenzmessung
Negativkontrolle Actinomycin-D mit TNF-a Anti-ICAM-1-FITC
L Stimulation Markierung mit
Stimulierte Kontrolle - . . Fluoreszenzmessung
mit TNF-a Anti-IgG-FITC
Nicht stimulierte Markierung mit
- - . Fluoreszenzmessung
Kontrolle Anti-IgG-FITC
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2.5.

2.5.1.

2.5.2.

2.5.3.

Statistik

Statistische Bewertung der Proliferationsmessung

Die Nullhypothese Hp besagt, dass es durch Inkubation mit unter-
schiedlichen Konzentrationen an CHS zu keiner signifikanten Veranderung
der TNF-a-stimulierten Zellproliferation kommt. Es wurde eine zweiseitige
Fragestellung gewahlt, um gegebenenfalls nicht nur eine Hemmung
sondern auch eine eventuelle Stimulation der Zellproliferation zu erfassen.
Als PrufgroRe dienten die jeweiligen Zellzahlen nach Inkubation mit den
entsprechenden Konzentrationen an CHS. Bei Glltigkeit von Hp lage eine
Normalverteilung vor. Zur Uberpriifung von Ho wurde ein paired-t-test
verwendet (Programm SigmaStat 2.0). Bei kleiner Fallzahl wurde ein

Signifikanzniveau von p<0,05 gewahlt.

Statistische Bewertung der Vitalititsmessung

Die Nullhypothese Hp besagt, dass es durch Inkubation mit unter-
schiedlichen Konzentrationen an CHS zu keiner signifikanten Veranderung
der Zellvitalitat kommt. Es wurde eine zweiseitige Fragestellung gewahilt,
um gegebenenfalls nicht nur eine Einschrankung sondern auch eine
eventuelle protektive Wirkung zu erfassen. Als PrufgroRe dienten die
jeweiligen ermittelten Lichtintensitaten nach Inkubation mit den
entsprechenden Konzentrationen an CHS. Bei Glltigkeit von Hp lage eine
Normalverteilung vor. Zur Uberpriifung von Hy wurde ein t-test verwendet
(Programm SigmaStat 2.0). Bei kleiner Fallzahl wurde ein Signifikanzniveau

von p<0,05 gewahlt.

Statistische Bewertung der Messung der ICAM-1-Expression

Die Nullhypothese Hp besagt, dass es durch Inkubation mit unter-
schiedlichen Konzentrationen an CHS zu keiner signifikanten Veranderung
der TNF-a-stimulierten ICAM-1-Expression kommt. Es wurde eine zwei-
seitige Fragestellung gewahlt, um gegebenenfalls nicht nur eine Hemmung
sondern auch eine eventuelle Stimulation der ICAM-1-Expression zu
erfassen. Als PrufgroRe dienten die jeweils ermittelten Fluoreszenz-

intensitaten nach Inkubation mit den entsprechenden Konzentrationen an
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CHS. Bei Gilltigkeit von Hy lage eine Normalverteilung vor. Zur Uberpriifung
von Hp wurde ein paired-t-test verwendet (Programm SigmaStat 2.0), da
hierfur der Vergleich von Wertepaaren erfolgte. Bei kleiner Fallzahl wurde

ein Signifikanzniveau von p<0,05 gewahit.
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C.

11.

Ergebnisse

Effekte von Clopidogrel Hydrogen Sulphate auf die Zellproliferation

Bei der Proliferationsmessung wurde jeweils die absolute Zellzahl in
Abhangigkeit von der CHS-Konzentration gemessen. Vom Wert der
Kontrolle wurde der Wert der 24-Stundenkontrolle abgezogen und das
Ergebnis gleich 100 % Proliferation gesetzt. Von den anderen Werten
wurde ebenfalls der Wert der 24-Stundenkontrolle abgezogen und die
Proliferation prozentual im Verhaltnis zur Kontrolle errechnet.

Im Folgenden werden jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen
aus drei Versuchen pro Zellreihe angegeben. Die statistische Signifikanz
wurde mit einem Paired-t-Test Uberpriuft; die Irrtumswahrscheinlichkeit p

gibt wieder, ob eine signifikante Veranderung der Zellproliferation auftrat.

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
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2 100/

>

-} 80 J
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© 40
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Kontrolle Methanol 0,00025 0,0025 0,025 025 25 25
CHS [pg/ml]

Abb. 4

Proliferation der HUVEC nach fiinftagiger Inkubation mit CHS in den Konzentrationen
0,00025 pg/ml; 0,0025 pg/ml; 0,025ug/ml; 0,25ug/ml; 2,5 pg/ml; 25 pg/mil. Einer Kontrolle
wurde das Lésungsmittel Methanol zugesetzt. ( * = p<0,05; »» = p<0,01)

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate
HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cells

Die mit Methanol behandelten HUVEC zeigten im Vergleich zur Kontrolle
eine Proliferation von 102,7 £ 15,3 %. Zellen, die mit 0,00025 pg/ml CHS
behandelt wurden proliferierten geringflugig weniger, 92,6 £ 5,2 %. Die
Zugabe von 0,0025 ug/ml CHS fuhrte zu einer Proliferation von 96,7 +
11,4 %. Steigerte man die Konzentration von CHS auf 0,025 pg/ml, so
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1.2.

zeigte sich eine Proliferation von 91,3 + 14,2 %, wahrend die mit 0,25 ug/ml
CHS behandelten Zellen eine Proliferation von 92,4 + 11,7 % aufwiesen.
Fir alle bis hierher aufgefihrten Konzentrationen an CHS erbrachte der
Paired-t-Test ein nicht signifikantes Ergebnis (n.s.). Zellen, die mit 2,5 pg/ml
CHS inkubiert wurden, proliferierten mit einer Rate von 82,3 + 7,4 %.
Dieses Ergebnis war im Vergleich zum Kontrollwert signifikant mit p<0,05.
Bei den mit 25 pg/ml CHS behandelten Zellen sank die Proliferation
schlie3lich auf 10,7 + 6,7 % vom Kontrollwert. Die Proliferation wurde hier

signifikant gehemmt mit p<0,01.

HCAEC (Human Coronary Artery Endothelial Cells)
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Proliferation HCAEC [%]

o
|

Kontrolle Methanol 0,00025 0,0025 0,025 0,25 25 25

CHS [ug/ml]

Abb. 5
Proliferation der HCAEC nach fiinftagiger Inkubation mit CHS in den Konzentrationen
0,00025 pg/ml; 0,0025 pg/ml; 0,025ug/ml; 0,25ug/ml; 2,5 pg/ml; 25 pg/ml. Einer Kontrolle

wurde das Losungsmittel Methanol zugesetzt. (= p<0,01)

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate
HCAEC : Human Coronary Artery Endothelial Cells

Die mit Methanol behandelten HCAEC zeigten im Vergleich zur Kontrolle
eine Proliferation von 91,1 £ 1,5 %, entsprechend einer Signifikanz von
p<0,01. Zellen, die mit 0,00025 ug/ml CHS behandelt wurden, proliferierten
mit 81,7 £ 3,6 % geringflugig weniger. Auch hier erbrachte der Paired-t-Test
ein signifikantes Ergebnis mit p<0,01. Die Zugabe von 0,0025 ug/ml CHS
fuhrte zu einer Proliferation von 78,9 + 11,2 % (n.s.). Steigerte man die
Konzentration von CHS auf 0,025 pg/ml, so zeigte sich eine Proliferation
von 69,2 + 5,4 %, was einer Signifikanz von p<0,01 entsprach. Die mit 0,25

pg/ml CHS behandelten Zellen wiesen eine Proliferation von 81,7 £ 11,9 %
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(n.s.) auf. Zellen, die mit 2,5 uyg/ml CHS inkubiert wurden, proliferierten mit
einer Rate von 73,4 + 5,0 %. Dieses Ergebnis war signifikant mit p<0,01.
Bei den mit 25 pg/ml CHS behandelten Zellen sank die Proliferation
schlieRlich auf 24,0 + 10,3 % vom Kontrollwert. Die Proliferation wurde hier

signifikant gehemmt mit p<0,01.

HCAMSMC (Human Coronary Artery Media Smooth Muscle Cells)
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Abb. 6
Proliferation der HCAMSMC nach fiinftagiger Inkubation mit CHS in den Konzentrationen
0,00025 pg/ml; 0,0025 pg/ml; 0,025ug/ml; 0,25ug/ml; 2,5 pg/ml; 25 yg/ml. Einer Kontrolle

wurde das Losungsmittel Methanol zugesetzt. ( » = p<0,05)

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate
HCAMSMC: Human Coronary Artery Media Smooth Muscle Cells

Die mit Methanol behandelten HCAMSMC zeigten im Vergleich zur
Kontrolle eine Proliferation von 94,2 £ 9,8 % (n.s.). Zellen, die mit 0,00025
pgg/ml CHS behandelt wurden, proliferierten mit 91,7 + 5,6 % geringfugig
weniger (n.s.). Die Zugabe von 0,0025 yg/ml CHS fuhrte zu einer
Proliferation von 100,2 + 8,8 % (n.s.). Steigerte man die Konzentration von
CHS auf 0,025 pg/ml, so zeigte sich eine Proliferation von 84,3 + 12,8 %
(n.s.), wahrend die mit 0,25 ug/ml CHS behandelten Zellen eine
Proliferation von 89,6 £ 13,3 % (n.s.) aufwiesen. Zellen, die mit 2,5 pug/mi
CHS inkubiert wurden, proliferierten mit einer Rate von 73,7 £ 10,7 %. Der
Paired-t-test ergab hier ein signifikantes Ergebnis mit p<0,05. Bei den mit
25 ug/ml CHS behandelten Zellen sank die Proliferation schlief3lich auf 50,5

1 25,4 % (n.s.) vom Kontrollwert.
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Proliferation von HUVEC, HCAEC und HCAMSMC im Vergleich
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Abb. 7

Vergleich der Zellproliferation von HCAMSMC, HUVEC, HCAEC nach fiinftagiger
Inkubation mit CHS in den Konzentrationen 0,00025 pug/ml; 0,0025 pug/ml; 0,025ug/ml;
0,25ug/ml; 2,5 pg/ml; 25 pg/ml und je einer Methanolkontrolle pro Zellart. (» = p<0,05;
== p<0,01)

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate

HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells

HCAEC: Human Coronary Artery Endothelial Cells

HCAMSMC: Human Coronary Artery Media Smooth Muscle Cells

Alle drei Zellarten wurden durch die Applikation von CHS signifikant in ihrer
Proliferation gehemmt. Am ausgepragtesten war dieser Effekt bei der
Behandlung mit 25 pg/ml CHS, allerdings war bei den HCAMSMC mit einer
Inhibition auf 50,5 + 25,4 % im Gegensatz zu den beiden anderen Zellarten
hier kein signifikantes Ergebnis festzustellen. Eine signifikante Hemmung
der Proliferation liefl3 sich bei dieser Zellart nur durch die Behandlung mit
2,5 ug/ml CHS erreichen. Sie betrug 73,7 £ 10,7 %. Die Proliferation der
HUVEC wurde durch die Behandlung mit 25 pg/ml CHS signifikant auf 10,7
1 6,7 % und durch Inkubation mit 2,5 ug/ml CHS auf 82,3 + 7,4 % des
Ausgangswertes gesenkt. Vergleichsweise ahnlich verhielten sich die
HCAEC unter diesen Konzentrationen und zeigten ebenfalls signifikante
Ergebnisse mit einer Inhibition auf 24,0 £ 10,3 % fur 25 uyg/ml CHS bzw. auf
73,4 £5,0 % fur 2,5 yg/ml CHS. Auffallig ist, dass ausschlieflich die

HCAEC auch schon bei niedrigeren Konzentrationen an CHS eine signifi-
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kante Hemmung der Zellproliferation aufwiesen. Bei den anderen beiden
Zellarten war diese Tendenz zwar weniger ausgepragt, aber ebenfalls
erkennbar. Allerdings waren die Ergebnisse nicht signifikant.

In der Methanolkontrolle wurde bei den HCAEC eine signifikante Ver-

anderung der Proliferation festgestellt; sie sank auf 91,1 £ 1,5 %.

Effekte von Clopidogrel Hydrogen Sulfate auf die Zellvitalitat

Far die Vitalitatsmessung wurde aus den 12 Werten fur jede Konzentration,
den je sechs Werten fir die Kontrolle und die Methanolkontrolle und aus
den zwolf Werten fir den Leerwert jeweils der Mittelwert errechnet. Der
Mittelwert des Leerwertes wurde von den anderen Mittelwerten abgezogen
und der so erhaltene Wert aus der Kontrolle gleich 100 % Vitalitat gesetzt.
Die Vitalitat der mit Clopidogrel bzw. Methanol inkubierten Zellen wurde
prozentual im Verhaltnis zur Kontrolle errechnet.

Es werden die errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen in
Prozent angegeben. Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz wurde ein
t-Test durchgefuhrt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit p gibt wieder, ob eine

statistisch signifikante Reduktion des vitalen Zellanteils auftrat.

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
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Abb. 8
Anteil vitaler HUVEC nach fiinftagiger Inkubation mit CHS in den Konzentrationen
0,00025 pg/ml; 0,0025 pg/ml; 0,025ug/ml; 0,25ug/ml; 2,5 pg/ml; 25 pg/ml. Einer Kontrolle

wurde das Losungsmittel Methanol zugesetzt. (= p<0,001)

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate
HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells
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Die mit Methanol inkubierten HUVEC zeigten im Vergleich zur Kontrolle
einen vitalen Zellanteil von 99,0 £ 5,2 % (n.s.). Wurden die Zellen mit
0,00025 pg/ml CHS behandelt, so zeigte sich eine Vitalitat von 100,6 +
5,4 % (n.s.). Erhéhte man die Konzentration weiter auf 0,0025 pyg/ml CHS,
so anderte das die Vitalitat der Zellen nur geringfigig auf 101,4 + 3,9 %
(n.s.). Eine weitere Erhohung der Konzentration an CHS auf 0,025 ug/ml
fuhrte zu einem vitalen Prozentsatz an HUVEC von 103,2 + 5,9 % (n.s.).
Zellen, die mit 0,25 ug/ml CHS inkubiert wurden, wiesen einen vitalen Anteil
von 103,8 + 5,1 % (n.s.) auf, dieser anderte sich bei einer weiteren
Erhéhung der CHS-Konzentration auf 2,5 pg/ml auf 94,6 + 5,5 % (n.s.).
Durch die Inkubation mit 25 pg/ml sank der Anteil an vitalen HUVEC auf
23,1 £ 10,1%. Der t-Test ergab ein signifikantes Ergebnis mit p<0,001.

HCAEC (Human Coronary Artery Endothelial Cells)
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Abb. 9
Anteil vitaler HCAEC nach fiinftagiger Inkubation mit CHS in den Konzentrationen
0,00025 pg/ml; 0,0025 pg/ml; 0,025ug/ml; 0,25ug/ml; 2,5 pg/ml; 25 pg/ml. Einer Kontrolle

wurde das Lésungsmittel Methanol zugesetzt. (= p<0,01)

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate
HCAEC: Human Coronary Artery Endothelial Cells

Die mit Methanol inkubierten HCAEC zeigten im Vergleich zur Kontrolle
einen vitalen Zellanteil von 108,2 + 6,3 % (n.s.). Wurden die Zellen mit
0,00025 pg/ml CHS behandelt, so zeigte sich eine Vitalitat von 113,8 *
6,0 %. Hier ergab der t-Test ein signifikantes Ergebnis mit p<0,01. Erhdhte
man die Konzentration weiter auf 0,0025 ug/ml CHS, so anderte das die
Vitalitat der Zellen auf 101,8 £ 5,6 % (n.s.). Eine weitere Erhéhung der
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Konzentration an CHS auf 0,025 ug/ml fUhrte zu einem vitalen Prozentsatz
an HCAEC von 102,5 £+ 44 % (n.s.). Zellen, die mit 0,25 pg/ml CHS
inkubiert wurden, wiesen einen vitalen Anteil von 102,5 £ 6,4 % (n.s.) auf;
dieser anderte sich bei einer weiteren Erhéhung der CHS-Konzentration auf
2,5 pug/ml auf 106,7 + 5,9 % (n.s.). Durch die Inkubation mit 25 ug/ml ergab
sich eine Vitalitat von 103,7 + 8,8 % (n.s.).

HCAMSMC (Human Coronary Artery Media Smooth Muscle Cells)
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Abb. 10

Anteil vitaler HCAMSMC nach fiinftagiger Inkubation mit CHS in den Konzentrationen
0,00025 pg/ml; 0,0025 pg/ml; 0,025ug/ml; 0,25ug/ml; 2,5 pg/ml; 25 yg/ml. Einer Kontrolle

wurde das Losungsmittel Methanol zugesetzt. ( = p<0,05; *+ = p<0,01; *+ = p<0,001)

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate
HCAMSMC: Human Coronary Artery Smooth Muscle Cells

Die mit Methanol inkubierten HCAMSMC zeigten im Vergleich zur Kontrolle
einen vitalen Zellanteil von 86,0 + 12,6 %. Der t-Test ergab hierfur eine
statistische Signifikanz mit p<0,05. Wurden die Zellen mit 0,00025 pg/ml
CHS behandelt, so zeigte sich eine Vitalitat von 88,2 £ 6,0 %. Dieses
Ergebnis war signifikant mit p<0,001. Erhéhte man die Konzentration weiter
auf 0,0025 pg/ml CHS, so anderte das die Vitalitat der Zellen auf 88,4 +
5,8 %. Eine weitere Erhdhung der Konzentration an CHS auf 0,025 pg/ml
fuhrte zu einem vitalen Prozentsatz an HCAMSMC von 89,0 £ 5,3 %. Auch
bei diesen beiden Ergebnissen zeigte der t-Test eine statistisch signifikante
Verringerung des vitalen Zellanteils mit p<0,001. Zellen, die mit 0,25 ug/ml
CHS inkubiert wurden, wiesen einen vitalen Anteil von 82,9 + 9,9 % auf.
Hier ergab sich eine statistische Signifikanz mit p<0,001. Der Anteil vitaler
HCAMSMC anderte sich bei einer weiteren Erhohung der CHS-Konzen-
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tration auf 2,5 yg/ml auf 88,5 + 6,5 %, was einem statistisch signifikanten
Ergebnis mit p<0,01 entspricht. Durch die Inkubation mit 25 pg/ml sank der
vitale Zellanteil auf 53,5 £ 13,5 %. Der t-Test ergab ein signifikantes

Ergebnis mit p<0,001.

Vitalitat von HUVEC, HCAEC und HCAMSMC im Vergleich
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Abb. 11

Vergleich des Anteils vitaler Zellen nach fiinftagiger Inkubation mit CHS in den
Konzentrationen 0,00025 pug/ml; 0,0025 pug/ml; 0,025ug/ml; 0,25ug/ml; 2,5 pg/ml; 25 pg/ml
und je einer Methanolkontrolle pro Zellart. (x = p<0,05; *»* = p<0,01; = p<0,001)

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate

HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells

HCAEC: Human Coronary Artery Endothelial Cells

HCAMSMC: Human Coronary Artery Media Smooth Muscle Cells

Die verschiedenen Zellarten zeigten unter der Behandlung mit CHS ein
unterschiedliches Verhalten bezuglich der Vitalitat. Wahrend der Anteil
vitaler Zellen unter Inkubation mit 25 yg/ml CHS bei den HUVEC und
HCAMSMC sank (HUVEC: 23,1 £ 10,1 %, HCAMSMC: 53,5 + 13,5 %),
wurde die Vitalitat der HCAEC auch bei hohen Konzentrationen an CHS
kaum beeinflusst. Auch nach Inkubation mit 25 ug/ml CHS betrug der Anteil
an vitalen Zellen noch 103,7 £ 8,8 %. Allerdings war dieses Ergebnis nicht
signifikant. Jedoch zeigte sich bei Behandlung der gleichen Zellen mit
0,00025 pg/ml CHS uberraschenderweise ein signifikanter Anstieg an
vitalen Zellen auf 113,8 + 6,0 % vom Ausgangswert. Die HCAMSMC
hingegen wiesen auch unter niedrigeren Konzentrationen an CHS bereits

eine signifikante Senkung ihrer Vitalitdt auf. So zeigten die mit 0,00025
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pg/ml — 2,5 ug/ml CHS behandelten HCAMSMC einen vitalen Anteil im
Bereich von etwa 82 % - 89 %. Auch unter Inkubation mit Methanol sank
der vitale Zellanteil signifikant auf 86,0 £ 12,6 %.

Effekte von Clopidoqgrel Hydrogen Sulphate auf die zellulare ICAM-1-

Expression
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat

von jeweils 10 000 Zellen je Probe als Meanwert angegeben. Die mittlere
ICAM-1-Expression nach Stimulation mit TNF-a ohne Zugabe weiterer
Testsubstanzen wurde gleich 100 % ICAM-1-Expression gesetzt. Die
ICAM-1-Expression der anderen Proben wurde prozentual im Verhaltnis
dazu errechnet. Im Folgenden werden jeweils die Mittelwerte und Standard-
abweichungen aus drei Versuchen je Zellart angegeben. Zur Beurteilung
der statistischen Signifikanz wurde ein Paired-t-Test durchgefiihrt. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit p gibt an, ob CHS die ICAM-1-Expression signi-

fikant hemmt.

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
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Abb. 12

TNF-a-stimulierte ICAM-1-Expression der HUVEC nach 18-stiindiger Inkubation mit CHS
in den Konzentrationen 0,00025 pug/ml; 0,0025 pug/ml; 0,025ug/ml; 0,25ug/ml; 2,5 pg/mil;
25 pg/ml. Mit aufgefiihrt sind die nicht stimulierte Kontrolle sowie die stimulierte
Kontrolle ohne CHS-Zugabe. Alle Werte ausgedriickt als Meanwert [%)].

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate

TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha

ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1
HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells
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Der Meanwert der nicht stimulierten HUVEC betrug 4,7 + 37,0 % des
Wertes, der nach Stimulation mit TNF-a erreicht wurde. Unter Behandlung
mit 0,00025 pg/ml CHS erreichte die ICAM-1-Expression 100,6 £ 1,3 %, bei
Inkubation mit 0,0025 pg/ml erreichte sie 101,2 + 2,7 %. Nach Behandlung
mit 0,025 pg/ml CHS liel sich eine ICAM-1-Expression von 101,0 £ 3,9 %
nachweisen, die mit 0,25 pg/ml CHS behandelten Zellen erreichten einen
Wert von 94,3 £ 3,8 %. Die Inkubation mit 2,5 pg/ml CHS ergab eine ICAM-
1-Expression von 95,1 + 4,3 % des Ausgangswertes. Die mit 25 ug/ml
behandelten Zellen wiesen einen ICAM-1-Expressionswert von 104,4 +

3,3 % auf. Keines dieser Ergebnisse war signifikant.

8
g 160
T _ 140
s 2 120
% £ 100
4 g 80 -
g c 60
g 8 40
¥ [ T
% 0- ‘ : :
) Methanol + TNF Actinomycin + TNF TNF + IgG-FITC nicht stimuliert + IgG-
FITC
CHS [pg/ml]
Abb. 13

TNF-a-stimulierte ICAM-1-Expression der HUVEC-Kontrollen nach 18-stiindiger
Inkubation ausgedriickt als Meanwert [%]: Methanol-Kontrolle, Actinomycin-Kontrolle,
nicht stimulierte IgG-FITC-Kontrolle, stimulierte IgG-FITC-Kontrolle.

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate

TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha

FITC: Fluoresceinisotiocyanat

IgG: Immunglobulin G

ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1
HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells

In der Methanolkontrolle wurde eine ICAM-1-Expression von 87,0 + 21,2 %
erreicht, der Wert der Negativkontrolle (Actinomycin + TNF) betrug 4,2 +
73 %. Die stimulierte Kontrolle (TNF +I1gG-FITC) wies eine ICAM-1-
Expression von 1,6 £ 39,5 % auf, in der nicht stimulierten Kontrolle wurde
ein Wert von 1,4 £ 42,8 % erreicht.
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HCAEC (Human Coronary Artery Endothelial Cells)

Bei den nicht stimulierten HCAEC betrug der Meanwert 27,0 + 110,8 % des
Wertes, der nach Stimulation mit TNF-a erreicht wurde. Wurden die Zellen
mit 0,00025 pg/ml CHS behandelt, ergab sich eine ICAM-1-Expression von
100,8 + 5,0 %, bei Inkubation mit 0,0025 ug/ml erreichte sie 103,8 £ 1,8 %.
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Abb. 14

TNF-a-stimulierte ICAM-1-Expression der HCAEC nach 18-stiindiger Inkubation mit CHS
in den Konzentrationen 0,00025 ug/ml; 0,0025 ug/ml; 0,025ug/ml; 0,25pug/ml; 2,5 pg/ml;
25 pg/ml. Mit aufgefiihrt sind die nicht stimulierte Kontrolle sowie die stimulierte
Kontrolle ohne CHS-Zugabe. Alle Werte ausgedriickt als Meanwert [%)].

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate

ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1

TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha

HCAEC: Human Coronary Artery Endothelial Cells

Die Behandlung mit 0,025 pg/ml CHS erbrachte eine ICAM-1-Expression
von 106,3 = 1,3 %, inkubiert mit 0,25 pg/ml CHS liel3 sich ein Wert von
105,7 £ 8,7 % nachweisen. Die Inkubation mit 2,5 ug/ml CHS erbrachte
eine ICAM-1-Expression von 103,2 £ 7,2 % des Ausgangswertes. Die mit
25 ug/ml behandelten Zellen wiesen einen ICAM-1-Expressionswert von
122,9 + 22,5 % auf. Fur keinen dieser Werte ergab der Paired-t-Test ein
signifikantes Ergebnis.

Die Methanolkontrolle erbrachte eine ICAM-1-Expression von 98,4 + 5,6 %,
der Wert der Negativkontrolle (Actinomycin + TNF) betrug 10,1 + 79,8 %.
Die stimulierte Kontrolle (TNF + IgG-FITC) ergab eine ICAM-1-Expression
von 0,8 + 12,5 %. Die nicht stimulierte Kontrolle wies einen Wert von 0,6 +
37,1 % auf.
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Abb. 15

TNF-a-stimulierte ICAM-1-Expression der HCAEC-Kontrollen nach 18-stiindiger
Inkubation ausgedriickt als Meanwert [%]: Methanol-Kontrolle, Actinomycin-Kontrolle,
nicht stimulierte IgG-FITC-Kontrolle, stimulierte IgG-FITC-Kontrolle.

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate

TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha

FITC: Fluoresceinisotiocyanat

IgG: Immunglobulin G

ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1
HCAEC: Human Coronary Artery Endothelial Cells

HCAMSMC (Human Coronary Artery Media Smooth Muscle Cells)
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Abb. 16

TNF-a-stimulierte ICAM-1-Expression der HCAMSMC nach 18-stiindiger Inkubation mit
CHS in den Konzentrationen 0,00025 ug/ml; 0,0025 pg/ml; 0,025ug/ml; 0,25ug/ml; 2,5
ug/ml; 25 pg/ml. Mitaufgefiihrt sind die nicht stimulierte Kontrolle sowie die stimulierte
Kontrolle ohne CHS-Zugabe. Alle Werte ausgedriickt als Meanwert [%)].

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate

TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha

ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1

HCAMSMC: Human Coronary Artery Smooth Muscle Cells
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Der Meanwert der nicht stimulieten HCAMSMC betrug 51,1 + 37,6 % des
Wertes, der nach Stimulation mit TNF-a erreicht wurde. Unter Behandlung
mit 0,00025 pg/ml CHS ergab sich eine ICAM-1-Expression von 107,0 £
12,6 %, bei Inkubation mit 0,0025 pug/ml erreichte sie 103,0 £ 9,1 %. Nach
Behandlung mit 0,025 pg/ml CHS liel3 sich eine ICAM-1-Expression von
98,3 £ 14,9 % nachweisen, die mit 0,25 yg/ml CHS behandelten
HCAMSMC wiesen einen Wert von 101,6 + 4,6 % auf. Die Inkubation mit
2,5 ug/ml CHS erbrachte eine ICAM-1-Expression von 102,2 + 3,1 % des
Ausgangswertes. Die mit 25 ug/ml behandelten Zellen wiesen einen ICAM-
1-Expressionswert von 96,0 + 2,4 % auf. Keines dieser Ergebnisse war

signifikant.

Methanol + TNF Actinomycin + TNF TNF + IgG-FITC nicht stimuliert + IgG-
FITC

ICAM-1-Expression HCAMSMC

CHSI [pg/m1]

Abb. 17

TNF-a-stimulierte ICAM-1-Expression der HCAMSMC-Kontrollen nach 18-stiindiger
Inkubation ausgedriickt als Meanwert [%]: Methanol-Kontrolle, Actinomycin-Kontrolle,
nicht stimulierte IgG-FITC-Kontrolle, stimulierte IgG-FITC-Kontrolle.

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate

TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha

FITC: Fluoresceinisotiocyanat

IgG: Immunglobulin G

ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1

HCAMSMC: Human Coronary Artery Smooth Muscle Cells

In der Methanolkontrolle wurde eine ICAM-1-Expression von 98,2 + 5,7 %
erreicht, der Wert der Negativkontrolle (Actinomycin + TNF) betrug 57,1 +
83,8 %. Die stimulierte Kontrolle (TNF + IgG-FITC) wies eine ICAM-1-Ex-
pression von 13,2 £ 45,2 % auf, in der nicht stimulierten Kontrolle wurde
ein Wert von 14,8 + 44,4 % erreicht.
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ICAM-1-Expression bei HUVEC, HCAEC und HCAMSMC im Vergleich
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Abb. 18

Vergleich der TNF-a-stimulierten ICAM-1-Expression von HCAEC, HUVEC und
HCAMSMC nach 18-stiindiger Inkubation mit CHS in den Konzentrationen 0,00025
Hg/mi; 0,0025 pg/ml; 0,025ug/ml; 0,25pug/ml; 2,5 ug/ml; 25 pg/ml. Mit aufgefihrt: nicht
stimulierte Kontrolle, stimulierte Kontrolle ohne CHS-Zugabe, Methanol-Kontrolle,
Actinomycin-Kontrolle, nicht stimulierte IgG-FITC-Kontrolle, stimulierte IgG-FITC-
Kontrolle. Alle Werte ausgedriickt als Meanwert [%]

CHS: Clopidogrel Hydrogen Sulphate

FITC: Fluoresceinisotiocyanat

IgG: Immunglobulin G

ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1

HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells
HCAEC: Human Coronary Artery Endothelial Cells
HCAMSMC: Human Coronary Artery Smooth Muscle Cells
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Alle Zellarten zeigten unter allen Konzentrationen eine TNF-a-stimulierte
ICAM-1-Expression um 100 %. Auch in der Methanolkontrolle war keine
wesentliche Anderung in der ICAM-1-Expression zu verzeichnen.

Auch die anderen Kontrollen verhielten sich erwartungsgemal’: Die
HCAMSMC zeigten bereits in der nicht stimulierten Probe eine hohere
Grundexpression (51,1 %) als die HUVEC (4,7 %) und HCAEC (27,0 %),
dementsprechend fiel ihr ICAM-1-Expressionswert auch in der mit Actino-
mycin D behandelten Kontrolle (57,1 %) sowie in den mit dem IgG-Isotyp
inkubierten Kontrollen, stimuliert (13,2 %) und nicht stimuliert (14,8 %),

hoher aus als bei den anderen beiden Zellarten.
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D.

Diskussion

CHS — geeignete Wirkmechanismen zur Restenoseprophylaxe?

Die Weiterentwicklung der DES ist ein wichtiger Ansatzpunkt zur weiteren
Senkung der Restenoserate nach koronarer Gefalintervention. Um opti-
male Ergebnisse zu erzielen sollen die hierfur verwendeten Substanzen
lokal gezielt auf madglichst viele pathogenetisch relevante Entstehungs-
mechanismen der Restenose einwirken. Fir Rapamycin (Sirolimus)
beispielsweise wiesen Suzuki et al. 2001 in einem Restenose-Modell am
Schwein die inhibitorische Wirkung auf zahlreiche Phasen der Restenose-
Entstehung nach [52]. Auch die Substanz Paclitaxel wirkt inhibierend auf
die vaskulare Zellproliferation und Migration [48]. In groRen kontrollierten
randomisierten Studien wurde inzwischen die Effektivitat von Sirolimus- und
Paclitaxel-beschichteten  Stents sowohl hinsichtlich  angiologischer
Restenoseparameter als auch hinsichtlich klinischer Endpunkte nach-
gewiesen [16;27;41;42;51].

Die Substanz CHS weist primar keine offensichtlichen Gemeinsamkeiten
mit Rapamycin oder Paclitaxel auf. Der Erfolg von Rapamycin und
Paclitaxel in der Restenoseprophylaxe wird jedoch auf deren bekannte
proliferationshemmende/-modulierende Effekte zurlickgeflihrt [35]. Im Ein-
klang hierzu deuten zahlreiche Hinweise darauf hin, dass die bisher in der
Therapie und Prophylaxe der koronaren Herzerkrankung eingesetzten
Thrombozytenaggregationshemmer ihre positive Wirkung zusatzlich Gber
andere Wirkmechanismen vermitteln. Hier werden vor allem immun-
modulierende Effekte postuliert, die Uber eine entziindungshemmende
Komponente ebenfalls zu einer verminderten und ausgeglicheneren Zell-
proliferation fuhren konnten. Auch fur CHS wurden entzindungshemmende
Effekte bereits indirekt nachgewiesen [21;15]; die genauen Wirkmecha-
nismen sind aber bis heute unklar. Gleichzeitig wird immer deutlicher, dass
das Risiko einer ISR nach Stentimplantation mal3geblich vom Ausmal} der
ablaufenden Entzindungsreaktion abhangt [11]. Hier hat sich gezeigt, dass
ICAM-1 nach Katheterintervention eine zentrale Rolle innerhalb der zur
Pathogenese der Restenose beitragenden Entzindungsreaktion in der

Gefallwand spielt [56;58]. Shimizu et al. konnten 2004 anhand eines
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Hausschwein-Modells zeigen, dass die Expression von Adhasionsmole-
kulen wie ICAM-1 in Koronarien nach Stentimplantation deutlich starker und
langer anhaltend war, als in Koronarien nach alleiniger Ballonangiographie
[44]. Deshalb scheint es vielversprechend, nach entsprechenden zur Stent-
beschichtung geeigneten Wirkstoffen zu suchen, die an diesem Punkt
ansetzen, um modulierend in die ablaufende Entzindungsreaktion

einzugreifen.

Betrachtet man die Proliferation verschiedener Gefalwandzellen im
Rahmen des Heilungsprozesses nach Katheterintervention (mit oder ohne
Stenteinlage), so muss man zwischen gunstigen und ungunstigen
Proliferationsreaktionen unterscheiden. Optimal ist eine rasche, aber nicht
Uberschielende Endothelzellproliferation, die zur schnellen und mdglichst
vollstandigen Deckung des bei der Intervention verursachten Endothel-
zelldefektes bzw. der Innenflache des eingebrachten Stents fuhrt und damit
die Integritat der GefaRwandoberflache wieder herstellt. Die zur Restenose
fuhrende Kaskade von Mechanismen, ausgehend von der Aktivierung der
Thrombozyten und der Entzindungsreaktion durch freiliegende
subendotheliale Strukturen und/oder das eingebrachte Fremdmaterial,
wurde auf diese Weise fruhzeitig eingedammt bzw. sogar unterbrochen.
Gerade nach Implantation der heute zur Verfligung stehenden DES stellt
die verzogerte (Endothel-)Heilung jedoch noch ein Problem dar [25].

Gleichzeitig setzt ein optimaler Heilungsverlauf ein intaktes Proliferations-
und Differenzierungsverhalten der glatten GefalRwandmuskelzellen (SMC)
voraus. Um die eingangs beschriebene Neointimabildung sowie ein
ungunstiges vascular remodeling zu verhindern, missen Stimuli vermieden
werden, die zu einer ubermalligen bzw. unverhaltnismaligen Proliferation
der SMC fuhren und eine unausgeglichene Neuorganisation extrazellularer

Matrix nach sich ziehen.

Ein gunstiger Wirkstoff zur Beschichtung eines Stents konnte somit zum
Beispiel an einem oder mehreren der folgenden entscheidenden zur

Restenose beitragenden Pathomechanismen ansetzen:
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11.

» Schutz vor der standigen Thrombosierungsgefahr durch eine wirkungs-
volle thrombozytenaggregationshemmende Komponente.

= Proliferationsfordernde Effekte auf die GefalRendothelzellen, ohne nach-
teilige Wirkung auf das physiologische Wachstums- und Differenzierungs-
verhalten der SMC.

= Weitere direkte oder indirekte Einflusse auf die die Restenose fordernde

Entzindungsreaktion durch immunmodulatorische Eigenschaften.

CHS hat seinen prophylaktischen Effekt nach ischamischem Ereignis bei
oraler Einnahme bereits in zahlreichen grolen Studien unter Beweis
gestellt. So zeigte die CAPRIE-Studie im Jahr 1996, dass CHS in der
Sekundarprophylaxe ischamischer Ereignisse ASS uberlegen ist [8]. Die
2001 veroffentlichte CURE-Studie belegte den signifikanten Nutzen von
CHS in Kombination mit ASS in der Sekundarprophylaxe ischamischer
Ereignisse bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom ohne ST-Strecken-
hebung [52]. PCI-CURE konnte schlieRlich beweisen, dass der sekundar
prophylaktische Nutzen von CHS auch flr Patienten galt, die im Rahmen
der CURE-Studie eine Katheterintervention mit oder ohne Stent erhalten
hatten [36].

Aufgrund der bisher vorliegenden Ergebnisse Uber CHS liegt es nahe, zu
prifen, ob diese Substanz hinsichtlich lhrer Wirkmechanismen zur Stent-
beschichtung geeignet ware. Hier ist es sinnvoll, zunachst nach madglichen
Wirkansatzen an bereits bekannten SchlUsselstellen der Restenose-

Entstehung zu suchen.

Effekt von CHS auf die TNF-a-stimulierte ICAM-1-Expression

ICAM-1 spielt eine zentrale Rolle in der Entstehung der Restenose nach
koronarer Katheterintervention. Es vermittelt die Zell-Zell-Kontakte zur
Anheftung von Leukozyten an das GefalRendothel und deren Migration in
die GefalRwand. Es scheint daher sinnvoll, nach Substanzen zu suchen, die

einen hemmenden Effekt auf die ICAM-1-Expression austben.
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1.2.

Wir konnten in der aktuellen Untersuchung anhand der verwendeten
Methodik bei keiner Zellart einen Effekt von CHS in Konzentrationen von
0,00025 pg/ml — 25 pg/ml auf die TNF-a-stimulierte ICAM-1-Expression
nachweisen. In der Literatur finden sich bis dato keine anderen Studien
zum Effekt von CHS auf die ICAM-1-Expression, so dass diese Resultate
zu Uberprufen sind.

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung lasst sich jedoch
postulieren, dass CHS seine entziindungshemmende Wirkung Uber andere,
noch unbekannte Mechanismen vermittelt. Ob es sich dabei um
Mechanismen handelt, die lokal in Form eines DES beeinflusst werden

konnten, ist weiter zu untersuchen.

Effekt von CHS auf die Proliferation von HUVEC und HCAEC

Im Rahmen des Wundheilungsprozesses nach Katheterintervention mit
oder ohne Stenteinlage kommt es physiologischerweise zur
Reendothelialisierung des verursachten Endotheldefektes und damit zur
Wiederherstellung der Integritat der GefaBwand. Da die Integritat des
Gefallendothels einen wirksamen Schutz vor unerwinschten Gerinnungs-
prozessen und ungunstigen inflammatorischen Auswirkungen bietet, ware
es wulnschenswert, dass eine zur Restenoseprophylaxe eingesetzte
Substanz fordernde oder zumindest keine hemmenden Effekte auf die
Proliferation humaner GefaRendothelzellen zeigte. Die heute bereits ver-
wendeten DES fuhren im Vergleich mit BMS zu einer verzogerten Heilung
des Gefallendothels, was unter anderem mit einem erhohten Risiko fur eine
Late Stent Thrombose (LST) verbunden ist [25].

In der hier vorliegenden Untersuchung beobachteten wir den Effekt von
CHS auf die Proliferation von HCAEC und HUVEC. Bereits bei niedrigsten
CHS-Konzentrationen von 0,00025 ug/ml lief3 sich ein inhibitorischer Effekt
auf die HCAEC nachweisen. Dies entspricht einer SI/MPL-Ratio von
0,00096, was bedeutet, dass dieser proliferationshemmende Effekt bereits
bei oraler Gabe eintritt. Bei den HUVEC war ebenfalls eine inhibitorische
Wirkung auf das Proliferationsverhalten feststellbar. Bereits geringe
Konzentrationen zeigten eine Senkung der Proliferation, eine signifikante

Hemmung trat jedoch erst ab einer CHS-Konzentration von 2,5 pug/ml ein.
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1.3.

Daraus ergibt sich eine SI/MPL-Ratio von 0,96, was ebenfalls auf das
Eintreten der Proliferationshemmung bereits nach oraler Gabe schliel3en

|asst.

Effekt von CHS auf die Proliferation von HCAMSMC

Anders als der im vorherigen Abschnitt dargestellte Sachverhalt konnte
eine antiproliferative Wirkung auf die SMC zur Vermeidung der Restenose-
Entstehung von Vorteil sein. Die uUberschiellende Proliferation und
Entdifferenzierung der SMC zu Zellen, die in der Lage sind, extrazellulare
Matrix zu synthetisieren, spielen eine entscheidende Rolle bei der
Neointimaentwicklung und damit der Restenose-Entstehung.

In der hier vorliegenden Untersuchung beobachteten wir den Effekt von
CHS auf die Proliferation von HCAMSMC. Eine signifikante Hemmung der
Zellproliferation wurde erst bei einer Konzentration von 25 ug/ml erreicht.
Dies entspricht einer SI/MPL-Ration von 9,62. Die SI/MPL-Ratio > 1 weist
darauf hin, dass dieser gewlnschte antiproliferative Effekt von CHS auf
HCAMSMC nicht durch orale Gabe erreicht werden kann, da die maximal
erreichbare Plasmakonzentration nach oraler Applikation nicht hoch genug
ist. Ob mittels eines CHS-beschichteten Stents eine ausreichend hohe
lokale Konzentration erreicht werden konnte, muss in weiteren Studien

sorgfaltig evaluiert werden.

Die Frage, ob der unerwlnschte proliferationshemmende Effekt auf die
Endothelzellen den Vorteil einer moglichen Inhibition der SMC-Proliferation
aufheben wiurde, bedarf ebenfalls weiterer Untersuchungen. Fraglich ist
aullerdem, ob fir derart hohe CHS-Konzentrationen eine ausreichende

Gewebevertraglichkeit gegeben ist.

Bedeutung der Vitalitat der Zellen im Versuch fiir diese Ergebnisse

Um ein Mal} fir mdgliche toxische Auswirkungen von CHS auf die Zellen zu
erhalten, untersuchten wir die Zellvitalitat nach sechstagiger Inkubation der
jeweiligen Zellart mit der entsprechenden Konzentration an CHS. Die
HUVEC zeigten bei einer Konzentration von 25 ug/ml eine massiv

eingeschrankte Zellvitalitat nach sechs Tagen, bei den HCAMSMC trat
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sogar bereits ab Konzentrationen von 0,00025 pg/ml eine signifikante
Beeintrachtigung der Vitalitat auf. Lediglich auf die Vitalitat der HCAEC liel3
sich bei keiner CHS-Konzentration ein nachteiliger Effekt nachweisen.

Da als Mal} fur die Proliferation der Zellen die Anzahl vitaler Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten des Versuches verglichen wurde, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass an der vermeintlichen Proliferationsinhibition
durch CHS auch toxische Effekte beteiligt sind, die zu einem Absterben von

Zellen und so zu niedrigeren Zellzahlmessungen fuhren.

3. CHS — geeignet zur Stentbeschichtung?

Die Vorteile eines Stents, der Uber einen bestimmten Zeitraum eine
definierte Rate einer bestimmten Substanz abgibt, sind offensichtlich:
Theoretisch kann sehr gezielt die fur eine bestimmte gewlnschte Wirkung
optimale Konzentration an die gewunschte Lokalisation appliziert werden.
Es konnen lokale Konzentrationen erreicht werden, die bei systemischer
Verabreichung nicht moglich waren oder vielleicht schwerwiegende Neben-
wirkungen mit sich brachten.

Bei der Auswahl der Substanz zur Beschichtung gilt es nicht nur auf die
erzielbaren Wirkungen sondern auch auf die chemischen Eigenschaften
und die sich daraus ergebende lokale Pharmakokinetik zu achten. Es sind
sowohl hydrophobe als auch hydrophile Eigenschaften notwendig, um hohe
lokale Konzentrationen einerseits und ein homogenes Diffusionsverhalten
andererseits zu gewahrleisten. CHS ist stark hydrophob und damit kaum
wasserloslich. Es ist zu prufen, ob z.B. durch geeignete Verarbeitung
dennoch ein akzeptables Abgabeverhalten des Stents erzielt werden
konnte.

In der praktischen Anwendung ergeben sich hinsichtlich der Abgaberate
verschiedene Storfaktoren: So stellen individuell und je nach Lokalisation
des Stents unterschiedliche Stromungsverhaltnisse, die heterogene Gefal3-
wandzusammensetzung und daraus resultierende Gefallwandasymmetrien
[23] sowie entsprechend variable Transportprozesse in/durch die Gefald-
wand grofRe Anspriche an die zur Stentbeschichtung verwendete Substanz
sowie an die Verarbeitung des Stents an sich. Ob CHS diesen Ansprichen

gerecht werden kann, ist anhand der aktuellen Datenlage noch nicht
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3.1.

abschatzbar. Klinisch-praktisch gesehen ist ein implantiertes Medika-
mentendepot theoretisch von Vorteil: Im Idealfall muss der Patient weniger
Tabletten schlucken; der Therapieunsicherheitsfaktor Compliance fiele
damit gerade in der wichtigen ersten Zeit direkt nach der Intervention flr
das betreffende Medikament weg. Allerdings sind die niedrigeren
Restenoseraten nach Implantation eines drug-eluting Stents bis heute noch
unausweichlich an die empfohlenen thrombozytenaggregationshemmenden
Therapieregimes gebunden [2;50;64], die wiederum mit einer oralen
Medikamenteneinnahme verbunden sind. Diese Tatsache rechtfertigt
einmal mehr die Erprobung einer bereits zur Thrombozytenaggregation
verwendeten Substanz wie CHS fur die Zwecke der Stentbeschichtung.

Es hat sich gezeigt, dass die Wundheilungsprozesse und damit die
Funktion des Gefalkendothels durch die Einlage eines Stents gestort
werden [25]. Bei der Verwendung beschichteter Stents spielt neben der
mechanisch bedingten Beeintrachtigung des Gewebes aullerdem die
Toxizitat und die Zellspezifitdt der verwendeten Substanz eine grofl3e Rolle.
Gunstige antiinflammatorische Effekte sind nur dann von Nutzen, wenn die
Nachteile durch gewebetoxische Wirkungen nicht Uberwiegen. In unserer
Untersuchung fuhrte CHS spatestens ab einer Konzentration von 25 ug/ml
zu einer massiven Beeintrachtigung der Zellvitalitat bei den HUVEC und
HCAMSMC. Es ist deshalb davon auszugehen, dass unter hohen CHS-
Konzentrationen durchaus toxische Effekte auftreten. Da eine verzdgerte
Endothelheilung auch mit einem erhohten Risiko fur eine LST behaftet zu
sein scheint [25], mussen die moglichen Ausmalie der toxischen CHS-

Effekte weiter evaluiert werden.

Notwendige Konzentration in der Beschichtung

Eine wichtige Frage bei der Entwicklung eines drug-eluting Stents ist die in
der Beschichtung bendtigte Konzentration. Es ist nicht auszuschliel3en,
dass die nach Implantation von DES beobachtete hohere LST-Rate gegen-
uber BMS [4] konzentrationsabhangig ist. Deshalb und um unerwinschte
negative Wirkungen durch in den Systemkreislauf gelangende Konzen-
trationen zu vermeiden, sollte die Konzentration in der Stentbeschichtung

nicht hoher als zwingend notig gewahlt werden. Aktuell stellen Voisard et al.
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deshalb eine Messgrolie vor, mit der grob abgeschatzt werden kénnte, ob
die Beschichtungskonzentration eines DES richtig gewahlt ist: Die SI/DES-
Ratio [59]. Mit dieser Ratio wird die Konzentration einer Substanz, die zu
einem signifikanten Effekt fuhrt ins Verhaltnis zur Konzentration in der
Stentbeschichtung gesetzt. Eine SI/DES-Ratio <<< 1 weist damit darauf
hin, dass mdglicherweise auch eine kleinere Konzentration in der Stent-
beschichtung wirksam ware und dabei eventuell weniger schadliche

Nebeneffekte aufwiese.

Unabhangig davon haben hamodynamische Komponenten, bestimmte
Gefalieigenschaften wie die vaskulare Gewebezusammensetzung und
-geometrie [23], die pharmakokinetischen Eigenschaften der applizierten
Substanz und ihres Tragerstoffs sowie das Stentmaterial einen Einfluss auf
die Abgaberate des Stents und damit auf die Plasmakonzentration. Sie
sollten deshalb bei der Erprobung und Auswahl der Beschichtungs-
konzentration Berucksichtigung finden.

Um die erforderliche Konzentration und die moglichen Verarbeitungsformen
von CHS in einem CHS-beschichteten Stent zu ermitteln, sind umfassende
weitere experimentelle, tierexperimentelle und klinische Studien unent-
behrlich. Angesichts der hohen Kosten derartiger Forschungsunternehmen
sollten zunachst weitere Wirkmechanismen von CHS untersucht werden,

die der Nutzung mittels eines drug-eluting Stent zugefuhrt werden kdnnten.

4. Grenzen dieser Untersuchung
Die vorliegende Studie untersucht direkte Effekte von CHS auf die ICAM-1-
Expression und die Proliferation humaner GefalRwandzellen. Obwohl
direkte Effekte der Substanz CHS beschrieben wurden, besteht die in

grollen Studien untersuchte Wirkung in einer durch einen Metaboliten

vermittelten Thrombozytenaggregationshemmung. Die Hemmung der
Thrombozytenaggregation selbst fiihrt zu einer erhéhten Freisetzung
verschiedener Plattchenfaktoren, welche ihrerseits die SMC-Proliferation
sowie die Expression von Adhasionsmolekulen wie ICAM-1 beeinflussen
konnen. Betrachtet man jedoch die von uns untersuchten Effekte im

Hinblick auf eine mogliche Stentbeschichtung, so sind sicherlich vorrangig
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die direkten Effekte der Grundsubstanz von Bedeutung, auch wenn Rest-
effekte der Metaboliten durch in den Systemkreislauf gelangende Substanz

sicher nicht auszuschlief3en und vielleicht sogar winschenswert sind.

Die Restenose-Entstehung in vivo resultiert nicht aus einer linear
hintereinander geschalteten Abfolge jeweils auseinander resultierender
Prozesse, sondern aus einem komplizierten kaskadenartigen Wechselspiel
zellularer und immunologischer Komponenten. In dem von uns verwen-
deten in-vitro-Modell werden nur sehr selektiv ausgewahlte Komponenten
dieses komplexen Systems berlcksichtigt. So fehlen mit der Abwesenheit
von Thrombozyten und Leukozyten z. B. zwei entscheidende Komponenten
der in-vivo-Situation. Es ist daher nicht ausgeschlossen sondern sogar
wahrscheinlich, dass in vivo Wechselwirkungen und immunologische
Reaktionen auftreten, die im vorliegenden Protokoll nicht bertcksichtigt

werden konnten.

Als Mald fur die lokale Toxizitat von CHS wurde in unserem Modell der
Anteil vitaler Zellen nach sechstagiger Inkubation mit CHS bestimmt. Der
Versuchsansatz lie® dabei keine Ruckschlisse daruber zu, ob sich
Konzentrationen, unter denen keine signifikante Senkung der Zellvitalitat

auftrat, nicht moglicherweise nachteilig auf die Zellfunktion auswirken.

Da der Wirkstoff CHS in Wasser nur sehr schlecht I6slich ist, waren wir
gezwungen, fur unsere Versuche eine Methanolldsung zu verwenden. In
einigen wenigen Versuchsreihen ergaben sich fir die mitgefihrte Methanol-
probe geringfligig, aber signifikant veranderte Werte gegenuiber der
Kontrolle. Es ist also nicht sicher auszuschlie3en, dass nicht auch Methanol
gewisse Effekte auf die Zellproliferation, die Proteinexpression oder auch

andere, hier nicht direkt gemessene, aber bedeutende Zellfunktionen zeigt.
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5. Ausblick
Unsere Untersuchung hat gezeigt, dass CHS prinzipiell eine Proliferations-
hemmung der SMC als Ansatzpunkt fir eine Restenoseprophylaxe
bewirken kann; jedoch nur in Konzentrationen, die durch orale Applikation
nicht erreichbar sind. Aufgrund dieses Ansatzes scheint es sinnvoll die |dee
der Entwicklung eines CHS-beschichteten Stents intensiv weiter zu ver-
folgen. Andererseits zeigte CHS in den hierfur notwendigen Konzen-
trationen ebenfalls einen inhibitorischen Effekt auf die Gefaliendothelzellen,
was der Wiederherstellung der GefalBwandintegritat nach Intervention eher
abtraglich ware. Aulierdem konnten wir sowohl bei den HUVEC als auch
bei den HCAMSMC spatestens bei 25 pg/ml eine deutliche Einschrankung
der Zellvitalitat nach sechstagiger Inkubation feststellen, was die Frage
aufwirft, ob ein CHS-beschichteter Stent nicht schwerwiegende schadliche
Effekte auf das umliegende, insbesondere das dem Stent direkt anliegende,
Gewebe hatte. Unter Zusammenschau aller dieser Ergebnisse erscheint

der Erfolg eines CHS-beschichteten Stent deshalb zunachst eher fraglich.

Wie oben bereits naher erlautert, ist es dennoch sehr wahrscheinlich, dass
CHS weitere, zum grofiten Teil noch unbekannte Wirkungen aufweist, die in
die Entzindungsreaktion im Rahmen der Restenose-Entstehung eingreifen.
Fir eine optimale Nutzung von CHS mittels eines beschichteten Stents
ware es von Vorteil, diese Wirkmechanismen genauer zu Kkennen.
Vorstellbar waren zum Beispiel eine Beeinflussung bestimmter Zytokine
oder das Eingreifen in die Aktivierung von Leukozyten. Des Weiteren
konnte fir CHS ein sofortiger thrombolytischer Effekt nachgewiesen
werden, der auf die Fahigkeit der Thienopyridin-Derivate zurlickgefuhrt
wird, die Sekretion vasoaktiver Substanzen wie z.B. NO oder

Plasminogenaktivator (t-PA), zu induzieren [12].

Auch verheil’en neue Technologien bessere Nutzungsmdglichkeiten von
Substanzen, die bisher beispielsweise aufgrund ihrer pharmakokinetischen
Eigenschaften einer Nutzung mittels DES nicht zuganglich waren. So
verspricht zum Beispiel die Entwicklung von Mikroporen-Stents nicht nur

effektiveren Schutz vor Hypersensibilitdtsreaktionen auf Polymerbeschich-
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tungen, sondern bietet auch neue Maoglichkeiten hinsichtlich der Beein-
flussung des Abgabeverhaltens. Wessely el al. entwickelten eine
Vorrichtung zur Stentbeschichtung direkt im Katheterlabor, die es erlauben
soll, die Beschichtungsdosis individuell anzupassen und den Stent
gegebenenfalls mit verschiedenen Substanzen zu beschichten [62]. So
ware es vorstellbar, zwei Substanzen zu kombinieren, die entgegen-
gesetzte Wirkungen auf die Endothelzell- und SMC-Proliferation zeigen. Es
gibt Hinweise darauf, dass die prolongierte Reendothelialisierung im
Paclitaxel-beschichteten Stent durch die zusatzliche Applikation von
Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) Uber die hierdurch bewirkte
Stammzellmobilisation aufgehoben werden konnte. Umgekehrt zeigte sich
nach der Applikation von G-CSF in Kombination mit der Implantation eines

BMS eine deutlich tUberschieRende Intimaformation [8].

Obwonhl schon viele in der praklinischen Erprobung vielversprechende, zur
Stentbeschichtung vorgeschlagene Substanzen in den klinischen Studien
schliel3lich scheiterten, sollte nicht aufgehort werden, nach neuen
Substanzen zu suchen, die zur Stentbeschichtung genutzt werden kénnten.
Aktuell sind beispielsweise Substanzen wie das Statin Cerivastatin [24] und
das Integrin-bindende cyclische Arg-Glyc-Asp Peptid [6] auf dem Prifstand

zur Verwendung in einer Stentbeschichtung.

Mit zunehmender Erfahrung mit DES weitet sich auch ihr Einsatzbereich
aus. In Studien mit kleinen Patientenzahlen wurde der Einsatz von DES zur
Therapie konventionell austherapierter extra- und intrakranieller Stenosen
der hirnzufuhrenden GefalRe bereits als erfolgreich bewertet [1;7]. Die
Verwendung bei Nierenarterienstenosen ist theoretisch ebenso denkbar wie

der Gebrauch im Bereich der lliakal- und Femoralgefalle [34].

Ein groRer Nachteil sind die im Moment noch immens hohen Kosten fir den
Einsatz von DES. Sie betragen fur die heute auf dem Markt erhaltlichen
DES etwa das zweieinhalb- bis dreifache der handelsublichen BMS. Auch

scheint die Kosteneffektivitat der Restenoseprophylaxe mittels DES in der
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klinischen Praxis wesentlich ungunstiger zu sein als in klinischen Studien
mit ausgewahltem Setting [26].

Kritische Stimmen sehen die Uberlegenheit von DES nicht ausreichend
evaluiert [55] und gehen sogar soweit zu verlangen, DES solange nicht
einzusetzen, bis die Kosten fiur ihre Verwendung effektiv gesenkt werden
konnten [59].

Die vielleicht wichtigste und dringlichste Aufgabe fur die nahe Zukunft
scheint daher die Festlegung sinnvoller Kriterien zur Patientenselektion flr
den Einsatz von DES. Die European Society of Cardiology (ESC) richtet
sich mit ihren Empfehlungen fir die Indikationsstellung zum Einsatz
beschichteter Stents nach den verhaltnismalig weit gefassten Einschluss-
kriterien der gro3en prospektiven Studien fur Sirolimus- und Paclitaxel-
beschichtete Stents SIRIUS, TAXUS-IV und TAXUS VI [47]. Um die
Kosteneffektivitat der DES zu steigern, ist jedoch eine strenge Auswahl der
Patienten notwendig, die mit der groRten Wahrscheinlichkeit deutlich von
einem DES profitieren. Da das Ziel einer jeden Koronarintervention nicht
die Verbesserung angiologischer Parameter, sondern die Verbesserung
des klinischen Zustandes des Patienten sein muss, sollte die Wirksamkeit
aller aktuell und zukunftig verfugbaren DES — mdglicherweise einschliellich
eines CHS-beschichteten Stents — letztendlich in Studien mit definierten

klinischen Endpunkten gemessen werden [46].
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E. Zusammenfassung

Eines der groften Probleme nach der Implantation koronarer Stents stellt die In-
Stent-Restenose (ISR) dar. Durch Einsatz von drug-eluting Stents (DES) konnte
die Restenose-Rate in den letzten Jahren zwar bereits signifikant gesenkt werden,
von einer zufriedenstellenden Situation kann jedoch noch nicht die Rede sein.
Aufgrund der heute vorliegenden Hinweise auf eine antiinflammatorische und
immunmodulatorische Wirkungsweise der fur DES genutzten Wirkstoffe,
konzentriert sich die aktuelle Forschung zur Pravention der ISR auf weitere
mogliche Ansatzpunkte im Bereich der Entzindungskaskade.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage untersucht, ob die Substanz
Clopidogrel Hydrogen Sulfate (CHS) die nach Stentimplantation ablaufenden und
zur Restenose fuhrenden Prozesse im Sinne einer Restenoseprophylaxe gunstig
beeinflussen kénnte. Im Einzelnen wurde der Einfluss auf die Proliferation
verschiedener GefalRwandzellen und auf die Expression des Intercellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM-1) untersucht. Anhand der Significant Inhibition/Maximal
Plasma Level-Ratio (SI/MPL-Ratio), einer MessgroRe fur den Vergleich von
Labordaten mit der in vivo erreichbaren Situation, sollte beurteilt werden, ob die
Entwicklung eines CHS-beschichteten Stents sinnvoll sein konnte.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-
a) -stimulierte ICAM-1-Expression in unserer Untersuchung bei keiner Zellart und
durch keine der verwendeten CHS-Konzentrationen zu beeinflussen war. Wir
fanden eine im Bezug auf die Nutzung von CHS mittels DES unerwunschte
Proliferationshemmung bei den Human Coronary Artery Endothelial Cells
(HCAEC) und den Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) schon unter
Konzentrationen, die bei oraler Verabreichung erreichbar sind. Der bei den Human
Coronary Artery Media Smooth Muscle Cells (HCAMSMC) gewunschte anti-
proliferative Effekt hingegen trat erst unter Konzentrationen auf, die durch orale
Verabreichung nicht erreicht werden kénnen.

Als mdglicher Ansatzpunkt fir eine lokale Anwendung von CHS in Form eines
beschichteten Stents ergibt sich damit der antiproliferative Effekt auf HCAMSMC
in Konzentrationen, die nicht durch orale Gabe erreichbar sind. Allerdings hat
unsere Untersuchung auch gezeigt, dass unter diesen Konzentrationen ebenfalls

mit einer Proliferationsinhibition der HUVEC und HCAEC gerechnet werden muss,
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was einer Wiederherstellung der GefalRwandintegritdt nach Intervention eher
abtraglich ware. Des Weiteren mussten wir in Zellvitalitatsuntersuchungen eine
deutliche Einschrankung der Zellvitalitdt der HUVEC und HCAMSMC bei
spatestens 25 pg/ml feststellen, so dass die Gewebevertraglichkeit von CHS in
diesen Konzentrationen in Frage gestellt werden muss.

Die in dieser Arbeit untersuchte Hemmung der ICAM-1-Expression durfte nach
den oben erlauterten Ergebnissen keinen geeigneten Ansatz fur die Restenose-
prophylaxe mittels CHS darstellen. Ob die Proliferationshemmung koronarer
GefalRwandzellen einen geeigneten Angriffspunkt fir eine Nutzung von CHS
mittels DES bietet, erscheint ebenfalls fraglich. Dennoch sollte die Idee eines
CHS-beschichteten Stents weiter verfolgt werden. Da indirekt bereits anti-
inflammatorische Effekte fur CHS nachgewiesen wurden, muss ein besonderes
Interesse der Erforschung anderer moglicher Ansatzpunkte innerhalb der die

Restenose begunstigenden Entzindungskaskade gelten.
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Innere Medizin, University of Edinburgh, UK
Innere Medizin, University of Tasmania, AU
Chirurgie, Universitat Zarich, CH
Neurologie, Universitat Uim, D

Dritter Abschnitt d. Arztlichen Priifung 2006

Assistenzarztin Bundeswehrkrankenhaus Ulm,
Abteilung Neurologie ab 11/2006
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