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l. Zusammenfassung deutsch

Hintergrund: Im Klinischen Alltag wird der transradiale Zugangsweg fir die
Koronarangiographie bevorzugt, da er verglichen mit dem transfemoralen Zugangsweg mit
weniger vaskularen Komplikationen wie Blutungen oder Bildung eines Aneurysma spuriums
assoziiert ist, eine frihere Mobilisation nach Untersuchung erméglicht und mit einer
geringeren Gesamtmortalitdt verbunden ist. Es gibt zunehmende Evidenz daflr, dass
endotheliale Schaden zu intimaler Hyperplasie und negativem vaskularem Remodeling
flhren, die letztlich in einem totalen GefaBverschluss minden kénnen.

Ziel: Ziel dieser Arbeit war, die Effekte einer periinterventionellen Kakaoflavanol-
Supplementierung auf (a) die frihe GefaBantwort und (b) langfristige strukturelle
Veranderungen wie Intima-Media-Hyperplasie nach mechanischer Endothelverletzung der
A. radialis durch die transradiale Herzkatheteruntersuchung (trHKU) zu untersuchen.

Methoden: Bei 36 Patienten (18 Flavanol-Supplementierungen, 18 Placebo-Kontrollen),
die eine transradiale HKU erhielten, wurden radiale flussvermittelte Vasodilatation (FMD)
Intima-Media-Dicke (IMT), innerer und &uBerer Arteriendurchmesser auf Zugangsseite
sowie an kontralateraler A. radialis bestimmt. Die Messungen erfolgten zu vier Zeitpunkten
— als Ausgangwert eine Woche vor HKU, nach einwdchiger Diat mit 820 mg
Kakaoflavanolen pro Tag, unmittelbar nach HKU sowie sechs Monate nach HKU. Als
Surrogator fur endotheliale Funktion, Integritat und Aktivierung wurden gleichzeitig Spiegel
zirkulierender endothelialer Mikropartikel (EMP) der Subpopulationen CD31+/41-, CD62e+
und CD144+ analysiert.

Ergebnisse: Nach einwéchiger Flavanol-Supplementierung, nicht nach Placebo-Gabe,
stieg die FMD (+2,0 %, 95% Kl [1,2; 2,7] vs. 0,0 %, 95% KI [-0,8; 0,7]) signifikant an. Die
FMD der A. radialis auf Zugangsseite fiel direkt nach trHKU in beiden Gruppen signifikant,
in der Flavanol-Gruppe trendweise weniger, ab. Wahrend sich die FMD in der Flavanol-
Gruppe nach sechs Monaten vollstéandig erholte, blieb sie in der Placebo-Gruppe signifikant
verschlechtert (-0,7 %, 95% KI [-1,1; -0,3]). Sechs Monate nach trHKU kam es in der
Placebo-Gruppe zu einer signifikanten intimalen Hyperplasie der A. radialis (+0,074 mm,
95% KI [ 0,061; 0,088]). In der Flavanol-Gruppe war keine signifikante Zunahme der IMT
zu verzeichnen (+0,013 mm, 95% KI [-0,001; 0,026]). In der Placebo-Gruppe zeigte sich
unmittelbar nach trHKU eine signifikante Zunahme von duBerem (+0,22 mm, 95% K1 [0,07;
0,37]) und innerem (+0,22 mm, 95% Kl [-0,07; 0,36]) Diameter. Flavanol-Supplementierung
senkte die Plasmaspiegel der untersuchten EMP-Subpopulationen CD31-/41+, CD144+ und
CD62e*. In der Placebo-Gruppe war zwei Stunden nach HKU ein signifikanter Anstieg aller
untersuchten EMP-Subpopulationen zu verzeichnen.

Zusammenfassung: Die transradiale HKU beeintrachtigt die Endothelfunktion der
Radialarterie kurz- und langfristig und induziert langfristig eine intimale Hyperplasie.
Periinterventionelle Flavanol-Supplementierung verbessert kurzfristig die Endothelfunktion
und mindert die postinterventionelle Reduktion der Endothelfunktion. Langfristig verhindert
sie eine dauerhafte Abnahme der Endothelfunktion sowie eine Intima-Media-Hyperplasie.



Il. Zusammenfassung englisch

Background: In routine coronary angiography the transradial approach is commonly
preferred over the femoral as it is associated with fewer vascular complications like bleeding
or aneurysm formation ensuring early ambulation and, most importantly, decreased all-
cause mortality after coronary procedures. However, there is growing evidence that
damage to the radial artery endothelium elicits intimal hyperplasia and negative vascular
remodeling, which can ultimately lead to vessel obstruction or total occlusion.

Objective: In this study we sought to investigate the effects of peri-interventional dietary
flavanol supplementation on (a) early endothelial functional recovery and (b) late structural
changes, i.e. intimal hyperplasia, after mechanical vascular wall injury in the patient’s radial
artery during transradial coronary angiography (TCA).

Methods: Radial artery flow-mediated vasodilation (FMD), intima-media thickness (IMT)
and luminal and external arterial diameter at the site of intervention and at the contralateral
control artery were measured in 36 male patients (18 flavanol group, 18 placebo control)
undergoing TCA. Measurement took place at four timepoints at baseline one week before
TCA, after one week of 820 mg flavanol supplementation per day, directly after TCA and
six months after TCA. Circulating levels of endothelial microparticle (EMP) subpopulations
CD31+/41-, CD62e* and CD144+ were analyzed simultaneously as a surrogate for
endothelial functional integrity and activation.

Results: One week of flavanol supplementation, not placebo, significantly increased FMD
(+2.0%, 95% CI [1.2, 2.7] vs. 0.0%, 95% CI [-0.8, 0.7]). FMD significantly decreased in the
intervention artery directly after TCA, which was partly mitigated by flavanol
supplementation (Flavanol -3.3%, 95% CI [-4.6, -2.0] vs. Placebo -4,2%, 95% CI
[-5.5, -2.9]). FMD remained impaired in the placebo group (-0.7%, 95% CI [-1.1, -0.3]) after
six months whereas FMD fully recovered in the flavanol group. TCA induced significant
intimal hyperplasia in the radial artery (+0.074 mm, 95% CI [ 0.061, 0.088]) in the placebo
but not in the flavanol group (+0.013 mm, 95% CI [-0.001, 0.026]). In the placebo group
outer (0.22 mm, 95% CI [0.07, 0.37]) and inner (0.22 mm, 95% CI [-0.07, 0.36]) diameter
increased immediately after TCA. Flavanol supplementation lowered the levels of
circulating

CD31-/41+, CD144+ and CD62e* EMPs. TCA induced an increase in circulating levels of all
measured EMP subpopulations in the placebo group.

Conclusions: TCA leads to a short- and long-term impairment of endothelial function and
induces intimal hyperplasia. Periinterventional flavanol supplementation blunts the acute
decreases in endothelial function and inhibits long-term intimal hyperplasia after mechanical
vascular wall injury.
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1 Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen seit Jahren die haufigste Todesursache in
Industrienationen dar. Im Jahr 2019 waren laut statistischem Bundesamt mit rund
35 % wie in den Vorjahren deutschlandweit die meisten Todesfélle auf diese
Ursache zurtckzufihren. Rund 13 % dieser kardiovaskuléar bedingten Sterbefélle
wurden von akuten Myokardinfarkten verursacht sowie weitere 22 % durch eine

chronische ischamische Kardiomyopathie.

Aufgrund der hohen Lebenszeitprdvalenz und Mortalitdt der koronaren
Herzerkrankung (KHK) nimmt die Koronarangiographie in der Patientenversorgung
einen hohen Stellenwert ein. Sie ist sowohl fir Diagnostik als auch flr Therapie

unverzichtbar.

1.1 Bedeutung des transradialen Zugangsweges fir die
Koronarangiographie

Der transradiale Zugangsweg hat fur die Koronarangiographie seit seiner

Erstbeschreibung durch Campeau (1) im Jahr 1989 zunehmend an Bedeutung

gewonnen und wird seit 2018 von den ESC/EACTS European revascularization

guidelines als Standardzugangsweg flr diagnostische Koronarangiographien und

perkutane Koronarinterventionen (PCI) empfohlen, sofern keine prozeduralen oder

patientenbezogenen Umstande dagegen sprechen (2).

Ein wesentlicher Vorteil des transradialen gegentber dem transfemoralen Weg liegt
im oberflachlichen Verlauf der A. radialis am distalen Unterarm, wodurch Punktion
und Kompression einfach durchzufihren sind und Blutungen schnell bemerkt
werden koénnen. Hieraus resultieren, bei vergleichbarer Erfolgsrate der
Interventionen, erheblich reduzierte Blutungskomplikationen (3-5) und eine
geringere Gesamt-Mortalitat bei STEMI-Patienten (5) und Patienten im kardiogenen

Schock (6). AuBerdem bedeutet der transradiale Zugangsweg einen deutlichen



Komfortzugewinn fur den Patienten und ist durch Wegfallen der Bettruhe mit
kirzerem Krankenhausaufenthalt und geringeren Kosten verbunden (7). Auch das
Risiko periinterventioneller arterio-venéser Fistelbildung oder Nervenschadigungen
ist gegenuber dem transfemoralen Zugang niedriger, sodass sich sowohl flr

ambulante Diagnostik als auch fur komplexe Interventionen Vorteile ergeben (7).

Trotz der Uberwiegenden Vorteile kann der Zugang uber die Radialarterie nicht
uneingeschrankt empfohlen werden. Im Falle nicht ausreichend ausgebildeter
Kollateralen zwischen dem radialen und ulnaren Stromgebiet sind
GefaBverschlisse mit konsekutiver Minderperfusion der Hand mdglich. Die
Inzidenz radialer Okklusionen variiert in der einschléagigen Literatur sehr stark. Die
ARTEMIS — Studie hat im Rahmen einer Metaanalyse von 112 Studien eine
Gesamt-Okklusionsrate von 5,2 % ermittelt, wobei eine low-dose Heparingabe
(7,2 %) bei HKU mit héheren Verschlussraten assoziiert ist als eine high-dose
Heparingabe (4,3 %) (8). Andere vaskulare Komplikationen wie die Bildung eines
Pseudoaneurysmas oder einer arterio-vendsen Fistel kommen deutlich seltener vor
(9). Eine weitere haufige Komplikation, die im unmittelbaren Zusammenhang mit
der transradialen Technik steht, sind GefaBspasmen. In den meisten Fallen kénnen
sie medikamentds, beispielsweise durch die Gabe von Nitroglycerin oder
Verapamil, durchbrochen werden; andernfalls muss ein alternativer Zugangsweg

gewahlt werden. (7)

Eine wichtige relative Kontraindikation fur den transradialen Zugangsweg besteht
bei Patienten mit chronischem Nierenversagen, bei denen die Anlage eines
arterio-vendsen Shunts zur Dialyse notwendig werden koénnte. Die durch das
transradiale Kathetern gesetzten GeféBverletzten gehen mit langfristigen
Veranderungen der Wandstruktur einher, die postinterventionell als Zunahme der
IMT gemessen werden kénnen (10-14). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass
bei Patienten mit einem solchen Shunt die Intima-Media-Dicke (IMT) positiv mit

frihem Shuntversagen und gesteigerter kardiovaskularer Mortalitat korreliert (15).

Die Wahl des transradialen Zugangswegs hat auch Bedeutung flr die koronare

Bypass-Chirurgie. Nach den ESC/EACTS European revascularization guidelines



von 2018 ist die Radialisarterie einem vendsen Bypass tberlegen. Ihre Verwendung
wird empfohlen, wenn bei zwei bendtigen Bypassen nicht beide Aa. thoracicae
internae verwendet werden kbnnen, wenn drei arterielle Bypasse bendtigt werden
oder ein hohes Risiko fur sternale Wundheilungsstérungen vorliegt. Nach
stattgehabter transradialer Koronarangiographie wird jedoch wegen moglicher
persistierender Endothelschadigung und -dysfunktion von einer Verwendung der A.

radialis als Bypass abgeraten. (2,16)

Auch aus Sicht des Untersuchenden ergeben sich Limitationen. Interventionen tber
den transradialen Zugang gelten als technisch anspruchsvoller und erfordern mehr
Praxiserfahrung des Sondeurs. (17). Auf Grund dieser technischen Anspriche ist
bei transradialen Untersuchungen und Interventionen im Vergleich zu transfemoral
durchgefihrten Untersuchungen meist eine hdéhere Strahlenbelastung fir

Untersucher und Patient messbar (18).

1.2 Arterielle Remodellierungsprozesse

Wie in 1.1 beschrieben, geht die transradiale Herzkatheteruntersuchung (trHKU) mit
einer Zunahme der radialen IMT einher und kann in einer vollstandigen Okklusion
der kanulierten A. radialis munden. Diese Hyperplasie von Intima und Media kann
anhand nachfolgend beleuchteter physiologischer Erklarungsmodelle als Reaktion

auf die GefaBwandverletzung interpretiert werden.

1.2.1 Response-to-injury. Intimahyperplasie und Atherogenese

Dem 1977 von Ross et al. postulierten Konzept der ,response-to-injury*
entsprechend fuhren arterielle Endothelverletzungen zu intimaler Hyperplasie.
Ausloser dieser Endothelverletzungen kbnnen etwa chronische
Hyperlipoproteindmie, chemische Noxen wie Homozystein, Harnstoff,
Entzindungsmediatoren oder mechanische Endothelschadigung sein. Letztere
kann beispielsweise durch erhdéhte Wandscherspannung oder iatrogen durch

intraarterielle Katheter oder Angioplastie bedingt sein. (19)



Die durch die Endothelverletzung provozierte Antwort mindet Uber verschiedene
Schritte schlieBlich in der Migration und Proliferation glatter Muskelzellen aus der
Media in die Intima. Neben ihrer Hyperplasie tragen die glatten Muskelzellen auch
durch vermehrte Produktion extrazellularer Matrix zur Zunahme der Intimadicke bei.
(20)

Intima-Media-Hyperplasie kann im Rahmen physiologischer Vorgénge stattfinden,
wie zum Beispiel bei perinatalem Schluss des Ductus arteriosus oder diffuser
IMT-Zunahme im Alter (21).

Im dberschieBenden MaB wird sie jedoch zum zentralen Mechanismus
verschiedener pathologischer Prozesse. So gilt eine sonographisch gemessene
Zunahme der IMT in der Karotis als starker Pradiktor fur kardiovaskulare Ereignisse
wie Myokardinfarkt oder Schlaganfall (22). Hohe klinische Relevanz kommt der
UberschieBenden Intima-Media-Hyperplasie insbesondere bei
Revaskularisationsverfahren zu. Sie wird sowohl nach Angioplastie- und
Stentverfahren als auch nach Bypass-chirurgischen Eingriffen beobachtet und kann
sich im postinterventionellen Auftreten von (Re-)Stenosen, In-Stent-Stenosen oder

Okklusionen manifestieren (23).

Bei der Entstehung atherosklerotischer Plaques gilt die Intima-Hyperplasie auf
mikroskopischer Ebene als friihste strukturelle Anderung der GefaBwand (24). Sie
bildet die erste von funf Phasen, die vereinfacht wie folgt ablaufen:
Endothelverletzungen flihren zu endothelialer Dysfunktion und gesteigerter
endothelialer Permeabilitat. In der initialen Phase kommt es an der Stelle der Lasion
zunachst zu einer Verdickung der Intima mit Einlagerung von Lipiden. Infolgedessen
wandern Monozyten ein, die sich zu Makrophagen und durch Phagozytose
akkumulierter Lipide weiter in sogenannte Schaumzellen differenzieren. Die vor
allem von Schaumzellen und eingewanderten glatten Muskelzellen gepréagten
Typ-ll-Lasionen werden auch als fatty streaks bezeichnet. Typ-lll-Lasionen
unterscheiden sich von Typ-lI-Lasionen durch extrazellular auftretende Lipidtropfen.
Bei Typ-IV-Lasionen dominiert zunehmend der so entstandene, von einer diinnen

fibrésen Kappe bedeckte Lipidkern, das so genannte Atherom. Die Umwandlung in



ein Fibroatherom durch Zunahme von glatten Muskelzellen und Kollagenfasern
charakterisiert Phase V. (25)

1.2.2 Arterielles Remodeling nach Glagov

Die mit der Bildung atherosklerotischer Plaques einhergehenden arteriellen
Wandverénderungen wurden erstmals 1987 von Glagov et al. in einer
Autopsie-Studie detailliert beschrieben (26). Grundannahme ist, dass Intima, Media
und externe elastische Membran (EEM) nicht fix in ihrer GréBe sind und Plaques

dadurch nicht zwangslaufig zu einer Stenose des GefaBes fihren.

Es wird zwischen zwei mdglichen Remodellierungsprozessen unterschieden: Beim
positiven Remodeling kommt es im Zuge der Entwicklung von Atherosklerose im
betroffenen GefaBabschnitt zu einem kompensatorischen GefaBwachstum mit
Umfangsvermehrung. Dadurch bleibt das GefaBlumen trotz zunehmender
Plaques-GréBe konstant. Beim negativem Remodeling fuhrt der bindegewebliche
Umbau zur Abnahme des AuBendurchmessers und Stenosierung des GefaBlumens

im Bereich der Plaques.

Nachfolgende in vivo Studien konnten diese Beobachtungen mittels
intravaskularem Ultraschall bestatigen (27,28). Es wird vermutet, dass es bei
frihen, instabilen Plaques eher zu positivem und bei stabilen Plagues eher zu

negativem Remodeling kommt (29).

Der von Glagov beobachtete Mechanismus, das GefaBlumen und damit den
Blutfluss an atherosklerotischen Lasionen durch positives Remodeling konstant zu
halten, konnte in spateren Studien auch als adaptive Antwort arterieller GefaBe auf

GefaBverletzung nach Angioplastie nachgewiesen werden (32).

Da arterielles Remodeling als dynamische GréBenanderung der von der EEM
begrenzten Querschnittsflache (EEM-Flache) tber die Zeit definiert ist, kann Uber
ihre Dynamik in Studien mit Querschnittsdesign nur eine indirekte Aussage
getroffen werden (29). Der Remodellierungs-Index setzt die EEM-Flache an der

Lasion in Relation zu der EEM-Flache der gesunden Referenz bzw. des



vorgeschalteten GeféaBabschnitts. Ein Index > 1 spiegelt positives, ein Index < 1

negatives Remodeling wider.

Eine direkte Aussage Uber arterielles Remodeling kann in Longitudinalstudien
vorgenommen werden, in dem die beobachtete GréBenanderung der EEM-Flache
in Verhaltnis zur Anderung der Atheromflache (EEM-Fléche — Lumenflache) gesetzt
wird. Ein Quotient > 1 wird als positives, Uberkompensierendes Remodeling
interpretiert, wéahrend ein Quotient von 0 — 1 ein inkomplettes und ein Quotient <0

ein negatives, konstringierendes Remodeling anzeigt. (30,31)

EEM Plaque
EEM

Abb. 1: gesunder GefaRabschnitt (a), positives (b) und negatives Remodeling (c)

Bei positivem Remodeling kommt es im Bereich der Plaques zu einem kompensatorischen
GefaRwachstum mit Umfangsvermehrung. Bei negativem Remodeling fiihrt bindegeweblicher
Umbau zur Abnahme des AulRendurchmessers und Stenosierung des Gefalslumens im Bereich der
Plaques. Adaptiert von (29).



1.3 Endotheliale Dysfunktion
Das Endothel ist maBgeblich fur die Aufrechterhaltung der vaskuldren Homdostase
verantwortlich.  Stérungen der physiologischen Endothelfunktion tragen

entscheidend zu Entstehung und Progression der Atherosklerose bei (33).

1.3.1 Physiologische Endothelfunktionen

Physiologischerweise besteht das Endothel aus einer einzelnen Zellschicht, die in
der Lage ist, akut auf chemische und physikalische Reize mit der Sekretion
unterschiedlicher Faktoren zu antworten und so verschiedenste Prozesse zu
regulieren. Hierzu z&hlen die Kontrolle von Zelladh&sion, Gerinnung, Proliferation
glatter Muskelzellen und Inflammation der GefaBwand sowie die Aufrechterhaltung

endothelialer Integritat und Permeabilitat. (34,35)

Die am besten untersuchte Funktion des Endothels besteht in der Regulation des
GefaBtonus durch balancierte Freisetzung von vasodilatierenden Substanzen wie
Prostaglandinen, endothelium-derived hyperpolarizing (EDH) factor und Stickstoff
NO oder Vasokonstriktoren wie Endothelin-1 (36).

NO, eine Schliisselsubstanz in der Aufrechterhaltung vaskularer Hombostase, wird
von der endothelialen NO-Synthase (eNOS) durch Oxidation von L-Arginin zu
L-Citrullin unter Verbrauch von NADPH synthetisiert. AnschlieBend diffundiert NO
in die Blutstrombahn sowie in die glatten Muskelzellen der GefaBwand. Dort aktiviert
NO die Guanylatzyklase, die iiber Steigerung der cGMP-Konzentration die Offnung
von Calcium (Ca?")-Kanalen auslést. Dadurch kommt es zu einer Ca?*-vermittelten

Relaxierung der glatten Muskelzellen.

Neben seiner direkten Aufgabe als Vasodilatator beeinflusst NO auch die
Freisetzung anderer endothelgenerierter vasoaktiver Substanzen. So kommt es
infolge inhibierter NO-Produktion in mittelgroBen Arterien zu NO-unabhangiger
EDH — vermittelter Dilatation, die sonst vor allem in kleinen Arterien eine Rolle zu

spielen scheint (36).



Des Weiteren wirkt NO endothelprotektiv, in dem es die Thrombozytenaggregation,
die Expression von Adhasionsmolekilen, die Adh&sion und Penetration von

Leukozyten und damit prothrombotische und inflammatorische Prozesse inhibiert.

Die physiologische situationsadaptierte NO-Freisetzung wird durch die eNOS
sichergestellt. Es handelt sich um ein konstitutiv exprimiertes Enzym, das die
meisten Endothelfunktionen moduliert. Es findet sich vor allem auf dem Endothel
groBer Arterien. Die Expression nimmt in kleiner werdenden GefaBen stetig - bis hin
zum vollstdndigen Fehlen in Kapillaren - ab, konnte aber auch auf Erythrozyten,
Leukozyten, Thrombozyten, zirkulierenden angiogenetischen Zellen (CAC) und

EMPs nachgewiesen werden. (34)

Ein physiologisch sehr potenter eNOS-Aktivator besteht in der durch laminaren
Fluss induzierten Scherspannung (37). Durch dieses endotheliale mechanosensing
und -transducing kann die Organperfusion schnell an die kardiale Auswurfleistung
angepasst werden. Bei anhaltend erhohter Scherspannung wird eNOS von den
Endothelzellen vermehrt exprimiert, wodurch scheinbar die GefaBarchitektur an den

vorherrschenden Blutfluss angepasst werden kann (38).

Zusatzlich zur Scherspannung kann die eNOS durch Signalmoleklle wie
Bradykinin, Adenosin, dem bei Hypoxie ausgeschitteten vascular endothelial
growth factor und dem bei Thrombozytenaggregation freigesetzten Serotonin

aktiviert werden (39).

Neben der  Vermittlung vasodilatativer, antiinflammatorischer und
antithrombotischer Prozesse wird der eNOS eine Schlusselfunktion bei der
GefaBregeneration zugeschrieben. Im Rahmen des Reparaturprozesses nach
vaskularer Schadigung, der essenziell fir die Aufrechterhaltung der endothelialen
Integritat und Funktionalitat und somit auch fir die Préavention der Atherogenese ist,
werden CAC aus dem Knochenmark mobilisiert (40). Die mobilisierten CAC
wandern zu ischamischen Lasionen und Endothelverletzungen und vermitteln dort
Angiogenese oder Reparatur endothelialer Defekte, ohne selbst in reife
Endothelzellen zu differenzieren (41). Hierbei scheint die eNOS wichtig fur die
Freisetzung aus dem Knochenmark, die Chemotaxis und die Funktionalitat der CAC

zu sein, da diese Prozesse NO-vermittelt ablaufen (34). Zwischen der Anzahl und



Funktionalitat der CACs sowie der Auspragung von kardiovaskularen Risikofaktoren
wurde in der Literatur eine Assoziation beschrieben (42). Zudem scheint die Anzahl
der CACs einen prognostischen Faktor flr das Auftreten von kardiovaskularen

Ereignissen und kardiovaskular bedingten Todesursachen darzustellen (43).

1.3.2 FMD als MaB fiir Endothelfunktion

Der prognostisch validierte Goldstandard zur nicht-invasiven Quantifizierung der
Endothelfunktion grdBerer arterieller GefaBe wie der A. brachialis oder der A.
radialis ist die Bestimmung der FMD (44-46), (47),(48).

Die durch suprasystolische Stauung iatrogen induzierte Ischamie fihrt bei
Reperfusion zu einer reaktiven Hyperdmie mit Flusssteigerung im betroffenen
GefaB. Hierdurch wirken erhohte laminare Scherkréfte auf das Endothel, die einen
Stimulus fur die endotheliale NO-Sekretion bilden und konsekutiv mit einer

Vasodilatation einhergehen. (49,50)

Als quantifizierbares MaB fir die vasomotorische Endothelfunktion wird das
Verhéltnis von GefaBdurchmesser in Ruhe zu maximaler postischamischer
Durchmesserzunahme gebildet. Neben einer direkten Aussage Uber die
Endothelfunktion kann die FMD auch als Préadiktor fir das kardiovaskulare Risiko
herangezogen werden, da die (brachiale) FMD invers mit dem Auftreten zukunftiger

kardiovaskularer Ereignisse korreliert (51).

Schuler et al. etablierten die Messung der FMD zur Bestimmung der
Endothelfunktion ebenfalls im Mausmodell (52). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die FMD ein eNOS-abhangiger Prozess ist. Sowohl durch die Gabe
von L-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME), einem kompetitiven eNOS-Inhibitor,
als auch in genetisch veranderten Tieren mit deaktivierter eNOS zeigte sich keine

flussvermittelte Vasodilatation mehr.

Eine der wichtigsten Limitationen dieser Methode liegt in der groBen Abhangigkeit
der Ergebnisse von Messbedingungen (Raumtemperatur, Tageszeit, Position der
Manschette, Dauer der Ischédmie etc.), Vorbereitung der Patienten

(Medikamenteneinnahme, Ern&hrung, sportliche Aktivitat etc.) und Training des



Untersuchers (53). Durch die Etablierung von standard operating procedures
kdnnen diese Fehler jedoch soweit reduziert werden, dass FMD-Messungen auch
in multizentrischen Studien reproduzierbare und vergleichbare Ergebnisse liefern
(54).

1.3.3 Pathophysiologie und klinische Bedeutung der endothelialen
Dysfunktion

Verliert das Endothel im Rahmen eines chronisch inflammatorischen Prozesses

seine vasodilatatorischen und antithrombotischen Eigenschaften zugunsten einer

gesteigerten Produktion vasokonstriktorischer und prothrombotischer Faktoren,

wird dies als endotheliale Dysfunktion bezeichnet. Bei Anwesenheit verschiedener

proinflammatorischer Stimuli exprimiert das Endothel auBerdem auf Leukozyten

wirkende Chemokine, Adhasionsmolekile und inflammatorische Zytokine. (55)

Die Stimuli fur die Initiierung einer solchen chronischen Inflammation sind divers.
Allgemein lasst sich nach heutigem Kenntnisstand sagen, dass alle Stimuli, die zu
einer akuten oder chronischen Veradnderung der NO-Produktion fihren,
endotheliale Dysfunktion beglnstigen. In ersten pathophysiologischen Modellen
nahm man - in Anlehnung an das zuvor beschriebene ,response-to-injury* Konzept,
bei dem eine Intima-Verletzung am Anfang der Atherogenese steht - einen

anatomischen Integritatsverlust der Intima als Ausléser an. (56)

Nachfolgende  Studien  konnten  beweisen, dass katheterassoziierte
Endothelverletzungen kurzfristig mit einer Reduktion der FMD als MaB fir die
Endothelfunktion und langfristig mit einer Zunahme der IMT als Korrelat far
strukturelle Wandveranderungen einhergehen (10,57). Zusatzliche
Endothelschadigung (und Beeintrachtigung der eNOS-Funktion) durch
Nikotinkonsum verzdgern die Wiederherstellung der Endothelfunktion und

beeintrachtigen die Endothelreparatur nach Katheter (58).

Da im Tiermodell bei diat-induzierten frihen atherosklerotischen L&sionen (fatty
streaks) keine Endothellasion nachgewiesen werden konnte, wurde das Modell
dahingehend erweitert, dass chronische Inflammation und endotheliale Dysfunktion

nicht zwingend durch Endothelschaden, sondern auch durch diverse
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pathophysiologische Stimuli ausgelést werden kénnen (56). Dazu zahlen vor allem
die Anwesenheit klassischer und neuer kardiovaskularer Risikofaktoren, genetische
Pradisposition und lokale turbulente Strémung (34). Dieser Ansatz wird von der
Beobachtung gestltzt, dass es bei Anwesenheit klassischer und neuer
kardiovaskularer Risikofaktoren zu einer Reduktion und umgekehrt bei
Interventionen zur Risikoreduktion zu einem Wiederanstieg der brachialen FMD und
somit der Endothelfunktion kommt (55). Auch in vitro kann die Apoptose von
Endothelzellen durch proatherogene Stimuli induziert werden, wahrend Statine und

Vitamin C die Apoptose vermindern kénnen (40).

In Folge von gestérter Endothelfunktion und verminderter NO-Bioverflgbarkeit
kommt es zu strukturellen Ver&dnderungen mit Kollagenanreicherung in den groBen
GefaBen. Dies fuhrt zu einer reduzierten Dampfung der Pulswellengeschwindigkeit

mit konsekutiv erh6htem mechanischem Stress der WiderstandsgefaBe. (59)

In der Folge kommt es zu weiteren strukturellen Veranderungen der GefaBwand mit
weiterer Anreicherung von extrazellularem Kollagen und einer Zunahme der glatten
Muskelzellen. (60) Heinen et al. konnten in ihrer Arbeit einen Zusammenhang
zwischen einer lokalen Verschlechterung der Endothelfunktion und einer
gefaBstrukturellen Veréanderung im Sinne einer Intima-Media-Hyperplasie

aufzeigen (61).

Endotheliale Dysfunktion ist in hohem MaBe klinisch relevant. Im engeren Sinne ist
sie definiert als Abnahme der Dilatationsfahigkeit durch reduzierte Produktion
vasodilatatorischer Substanzen (31). Dieser Prozess ist durch FMD-Messungen
quantifizierbar (s.0.). Im weitesten Sinne bezeichnet endotheliale Dysfunktion die

Konversion in einen proatherogenen Phanotypen.

Verminderte Endothelfunktion gilt als die am frihsten detektierbare Veranderung
bei der Entwicklung atherosklerotischer Plaques und geht mit einem erhdhten
Risiko fur kardiovaskulére Ereignisse einher. Bei Krankheitsbildern wie stabiler und
instabiler Angina pectoris, Myokardinfarkt und Schlaganfall spielt die verminderte
endotheliale Regulation von GeféaBtonus, Gerinnung und GefaBwandstruktur eine

entscheidende pathophysiologische Rolle. (44,45)
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Zusammenfassend kann die endotheliale (Dys-)Funktion also als Barometer far

kardiovaskulare Gesundheit betrachtet werden. (62)

1.4 Mikropartikel als Marker endothelialer Integritat
Mikropartikel (MP) sind 0,1 —1 ym groBBe Zellmembranabschnirungen endothelialer
oder im peripheren Blut zirkulierender Zellen. Daher exprimieren sie auf der

Oberflache Antigene ihrer Ursprungszellen. (63)

Sowohl Zellaktivierung als auch Apoptose und Zelltod bewirken Gber eine Erhéhung
des zytosolischen Calciumgehalts die Freisetzung von Mikropartikeln. Die far die
Zellaktivierung erforderlichen Stimuli umfassen sowohl Bindung von Agonisten als
auch chemischen und physikalischen Stress und kénnen sich je nach

Ursprungszelle unterscheiden. (64)

Mikropartikel zirkulieren physiologischerweise im Blut Gesunder und steigen bei
verschiedenen Erkrankungen unterschiedlich stark an. Da sich neben ihrer Zahl
auch ihr Phanotyp je nach pathologischem Prozess unterscheidet, kbnnen sie als

Marker fir verschiedene Erkrankungen herangezogen werden (65).

Zirkulierende Mikropartikel werden jedoch nicht nur als Produkt bestimmter
Pathologien angesehen. Es wird angenommen, dass sie als Bestandteil der Zell-
Zell-Kommunikation verschiedene physiologische und pathologische Prozesse wie

Gerinnung, Inflammation oder Angiogenese mitregulieren (66).

Endotheliale Mikropartikel (EMP) kénnen als Marker far Endothelverletzungen und
beeintrachtigte Endothelfunktion gesehen werden, die im Zuge von Zellaktivierung
und Apoptose freigesetzt werden (65). Daher sind bei verschiedenen
Krankheitsbildern, die mit endothelialer Schadigung einhergehen, hdhere
EMP-Konzentrationen im Plasma messbar. Gesteigerte Plasmaspiegel werden
frihzeitig bei Atherosklerose (67,68), Hypertonie (69) sowie bei akuter
Endothelverletzung  durch beispielsweise Passivrauchen (70) oder

katheterinduzierter mechanischer Endothelschadigung (69) beobachtet. In allen
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genannten Studien korrelierten die EMP-Plasmaspiegel negativ mit der
gemessenen Endothelfunktion. lhre inverse Korrelation zu erniedrigter
Wandscherspannung (69,71) lasst sich dadurch erklaren, dass turbulente Strémung

zu vermehrter Apoptose endothelialer Zellen fihrt (72).

Zudem kdénnen EMP als prognostischer Biomarker flr die Risikostratifizierung bei
KHK-Patienten herangezogen werden, da gesteigerte EMP-Level einen
unabhangigen Risikofaktor fur schlechtes Outcome bei KHK-Patienten darstellen
(73,74). Umgekehrt triggert das Vorhandensein kardiovaskularer Risikofaktoren die
Freisetzung von EMP (68).

EMP sind nicht nur Marker fir gestérte Endothelfunktion und atherosklerotische
Prozesse; sie nehmen aktiv Einfluss auf diese Pathologien. Als komplexe vesikulare
Strukturen tragen sie auf ihrer Oberflaiche verschiedene Rezeptoren und
Adhésionsmolekulle und verfigen in ihrem Inneren Uber verschiedene Zytokine,

Enzyme, Signalproteine und mRNA.

Uber verschiedene Mechanismen, wie beispielsweise die Hemmung der eNOS,
mindern EMP die Produktion und/oder Bioverfligbarkeit von NO (66,68). Dies hat
wiederum eine eingeschréankte Dilatationsfahigkeit des GefaBes zur Folge.
AuBerdem tragen EMP durch die FoOrderung eines prothrombotischen und
proinflammatorischen Zustandes Uber verschiedene Mechanismen zu der
Auspragung eines proatherogenen Phanotyps der Endothelzellen bei. Einen
moglichen Beitrag hierzu leistet die zuvor bereits erwdhnte verminderte
Verfugbarkeit von NO durch EMP, das physiologischer Weise der Adhasion von
Thrombozyten und Leukozyten sowie der Proliferation von Zellen entgegenwirkt.
(66) Zudem konnte gezeigt werden, dass EMP die Reifung plasmazytoider
dendritischer Zellen und damit die Sekretion der proinflammatorischen Interleukine
6 und 8 fordert (75).

Wie zuvor erwéhnt, lasst sich anhand von Oberflachenmarkern, die auch auf den
Ursprungszellen zu finden sind, auf die Herkunft der Mikropartikel schlieBen (63).
Ferner kann anhand konstitutiver und induzierbarer Oberflichenmarker die Genese
endothelialer Mikropartikel durch Apoptose oder Aktivierung unterschieden werden
(76).
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In der vorliegenden Arbeit werden zur ldentifizierung und Charakterisierung von

EMP die folgenden Antigene untersucht:

CD31, auch als Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-1) oder
Glykoprotein lla (GPlla) bezeichnet, ist ein 130 kDa groBes Glykoprotein und
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie. Exprimiert wird es sowohl auf der
Oberflache  von  Thrombozyten und  Leukozyten als auch  auf
Endothelzellverbindungen. PECAM-1 ist an vielen verschiedenen biologischen
Prozessen wie Leukozytentransmigration, Zellmigration, Angiogenese und

Zelladhasion beteiligt. (77)

CD831 zahlt zu den konstitutiven Oberflachenmarkern des Endothels und wird bei
Apoptose vermehrt exprimiert (63,77). Durch eine Zweifachfarbung mit CD31 und
CD41 (s.u.) kénnen die CD31+/CD41- endothelialen MPs (EMP) von den
CD31+/CD41+ thrombozytaren MPs (PMP) unterschieden werden (78).

CD41a ist auch bekannt als Integrin allb oder GPIIb und wird auf Thrombozyten
und Megakaryozyten exprimiert. Im Komplex mit GPllla dient er als Rezeptor flr
Fibrinogen, Fibronektin und den von-Willebrand-Faktor und vermittelt

Thrombozytenadhasion und -aggregation. (83)

Der hier verwendete fluorochrom-konjugierte CD41a-Antikérper bindet spezifisch
an CD41 und ermdglicht den Nachweis von Plattchen-generierten Mikropartikeln
(PMP). In der vorliegenden Arbeit dient er der Differenzierung von CD31+/CD41+
PMPs und CD31+/CD41- EMPs (s.0.)

CD144, auch VE-Cadherin (vascular endothelium) genannt, ist ein 140 kDa groBes
Protein, das zu der Cadherin-Familie der Zelladhdsionsmolekile gehért (79). Das
CD144-Antigen ist spezifisch fir Endothelzellen, findet sich im Interzellularspalt des
Endothels wieder und ist an der Zell-Zell-Adhasion beteiligt (80).
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Wie CD31 zahlt dieses Epitop zu den konstitutiven Markern von Endothelzellen.
Eine gesteigerte Freisetzung von CD144* EMP wird als Korrelat vermehrter

struktureller Endothelzellschadigung gesehen. (81)

CDG62E ist ein 97 — 115 kDa groBes Zelloberflachenprotein, das auch unter dem
Namen Endothel-Selektin (E-Selectin) oder endothelial-leukocyte adhesion
molecule-1 (ELAM-1) bekannt ist. Vor allem wird das CD62E-Antigen von
Zytokin-aktiviertem Endothel exprimiert und ist an der Interaktion von entziindetem
Endothel mit Neutrophilen beteiligt (82).

In der Literatur wird er als induzierbarer EMP-Marker beschrieben, der
ausschlieBlich bei Entzindung, nicht aber bei Apoptose, vermehrt nachweisbar ist
(76).
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1.5 Einfluss von Kakaoflavanolen auf das kardiovaskulare System

Flavanole sind natlrlich vorkommende sekundare Pflanzenstoffe und stellen eine
Subgruppe der Flavonoide dar. Diese gehéren zur Klasse der Polyphenole und
haben ein flavonoides Grundgerist, das aus zwei aromatischen Ringen, verbunden

Uber eine C;-Brlcke, besteht.

Die einzelnen Untergruppen werden durch unterschiedliche Substituenten am
C-Ring festgelegt und umfassen neben Flavanolen (Hydroxygruppe an C3)

Flavonole, Flavone, Isoflavone, Flavanone und Anthocyanidine.

Abb. 2: flavonoides Grundgeriist

Flavonoide haben ein gemeinsames Grundgerist. Es besteht aus zwei aromatischen Ringen, die
Uber eine C3-Briicke miteinander verbunden sind. Die einzelnen Flavonoid-Subgruppen definieren

sich Uber verschiedene Substituenten am C-Ring.

Flavanole kénnen als Monomere sowie als Oligo- und Polymere (sog. Procyanidine)
vorliegen und eine unterschiedliche Anzahl an Hydroxygruppen am B-Ring tragen.
Durch die zwei Stereozentren an C2 und C3 kénnen Flavanol-Monomere bei
gleicher Hydroxylierung des B-Rings als vier Stereoisomere, beispielsweise

(—) - Epicatechin, (+) - Epicatechin, (—) - Catechin und (+) - Catechin auftreten. (94)
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Abb. 3: Strukturformel des Flavanol-Monomers (—) - Epicatechin

Aufgrund der zwei Stereozentren (*) an C2 und C3 sind neben dem beispielhaft aufgezeichneten
(—) - Epicatechin drei weitere Stereoisomere méglich; das (+) - Epicatechin, (—) - Catechin und

(+) - Catechin.

Als Hauptquellen far Flavanole in der westlichen Erndhrungsweise konnten Kakao,
griner und schwarzer Tee, Rotwein und Apfel identifiziert werden. Der Gehalt der
einzelnen Flavanolmonomere (beispielsweise (—) - Epicatechin, (+) - Epicatechin,
(—) - Catechin und (+) - Catechin) und Flavanololigomere (Procyanidine) variiert in
den Nahrungsmitteln und hangt bei Kakao oder Tee auch von deren Prozessierung
ab (84,95). Der Anteil der im vorigen Satz aufgezahlten Monomere an der
Gesamtmenge der Mono- und Oligomere kann mit etwa 10 % angenommen werden
(84). Insgesamt finden sich in Kakao, Wein und Tee vor allem (—) - Epicatechin,
(+) - Catechin sowie Oligomere dieser Monomere, die auch als Procyanidine

bezeichnet werden (96).

GrdBere Oligomere scheinen nicht resorbierbar zu sein und eher lokale Effekte im

Darm als Immunmodulator oder durch Beeinflussung von Mikrobiota zu haben (84).

Mono- und Dimere hingegen werden tber den Darm aufgenommen und erreichen
ca. ein bis zwei Stunden nach Einnahme ihre Spitzenkonzentration im Blut (97). Fur
(=) - Epicatechin konnte gezeigt werden, dass es groBen Anteil an der Vermittlung
der Effekte von flavanolreicher Nahrung hat. In einer didtetischen

Interventionsstudie mit flavanolreichem Kakao konnte (—) - Epicatechin als
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unabhéngiger Préadiktor fur die vaskuldre Wirkung des Kakaos bestimmt werden
(86).

Epidemiologische Studien zeigen, dass der Konsum flavanolreicher Lebensmittel
invers mit dem kardiovaskuléren Risiko korreliert (84,85). Zudem zeigen diatetische
Interventionsstudien, dass die (einwbchige) Einnahme von Kakaoflavanolen zu
einer Verbesserung der Endothelfunktion mit Steigerung der FMD und
Verbesserung der Mikrozirkulation bei bestehender endothelialer Dysfunktion
beitragt (86,87).

Infolge einer mehrtagigen Flavanol-Diét ist neben einer kurzfristigen Verbesserung
der Endothelfunktion kurz nach Flavanoleinnahme auch eine langerfristige
Steigerung der FMD mehr als 12 Stunden nach Flavanoleinnahme messbar, obwohl
der GroBteil der zirkulierenden Flavanolmetabolite bereits ausgeschieden ist
(87,88).

AuBerdem fuhren Flavanole zu einer verminderten Thrombozytenaggregation und
einer Senkung von systolischem und diastolischem Blutdruck. (89), (90) Uber die
Zunahme der CAC unter flavanolreicher Diat nehmen Flavanole mdglicherweise

auch Einfluss auf vaskulare Reparaturprozesse und Angioneogenese. (91)

Der exakte Mechanismus, Uber den Flavanole positive Effekte auf das
kardiovaskulare System ausuben, ist nicht abschlieBend aufgedeckt. Jedoch
scheint das Endothel wichtig fur die Vermittlung der oben beschriebenen
Flavanolwirkung zu sein. So konnte gezeigt werden, dass eine flavanolreiche Diat

zu einer vermehrten Bioverflgbarkeit von NO mit gesteigerter FMD flihrt (86).

Die kurzfristige Wirkung von Flavanolen scheint vor allem durch ihre antioxidative
Komponente vermittelt zu werden. Indem Flavanole die endotheliale
NADPH-Oxidase inhibieren, kommt es zu einer verminderten NO-Inaktivierung

durch freie Radikale.

Langfristige Effekte von Flavanolen auf eine gesteigerte NO-Verflgbarkeit scheinen

aus einer erhéhten eNOS-Expression zu resultieren. (92,93)
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1.6 Ziele dieser Arbeit

Mit der Hypothese, dass Kakaoflavanole Uber eine Verbesserung der Dysfunktion
endothelialer Zellen die Entstehung von Atherosklerose beeinflussen kénnen,
fihrten wir eine Woche vor sowie eine Woche nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung bei der Halfte unserer Studienteilnehmer eine
Kakaoflavanol-Supplementierung durch. Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war
es, den Einfluss von Kakaoflavanolen auf die funktionelle und strukturelle
GefaBantwort nach  Endothelverletzung  infolge  einer  transradialen

Herzkatheteruntersuchung zu untersuchen.

Spezifische Ziele waren, durch periinterventionelle Supplementierung von

Kakaoflavanolen:

1. eine Verbesserung der flussmediierten Vasodialatation der A. radialis vor
Herzkatheteruntersuchung zu erreichen.

2. eine Verminderung des akuten Endothelschadens nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung nachzuweisen.

3. eine Reduktion der langfristigen Intima-Media-Hyperplasie nach

mechanischer Endothelverletzung zu erzielen.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienprotokoll

Die vorliegende  diatetische Interventionsstudie = wurde  randomisiert,
placebokontrolliert und doppelt verblindet im Parallelgruppendesign durchgeflhrt.
Die Supplementierung der Kakaoflavanole startete eine Woche vor und endete eine

Woche nach transradialer Herzkatheteruntersuchung.

Primarer Endpunkt war die Untersuchung des AusmaBes der sonographisch
gemessenen Intima-Media-Hyperplasie unmittelbar proximal der Punktionsstelle
der A. radialis sechs Monate nach Herzkatheteruntersuchung verglichen mit der

Intima-Media-Dicke zu Studienbeginn.

Sekundarer Endpunkt war die Beobachtung des zeitlichen Verlaufs der als MaB fir
die Endothelfunktion der punktierten A. radialis bestimmten FMD, gemessen vor
und nach einwdchiger Flavanol-Supplementation sowie zwei Stunden und sechs

Monate nach transradialer Herzkatheteruntersuchung.

Tertiarer Endpunkt war die Beurteilung des postinterventionellen Remodelings der
punktierten A. radialis, gemessen anhand des inneren und &uBeren

GefaBdurchmessers.

Quartarer Endpunkt war der zeitliche Verlauf der EMP-Plasmaspiegel gemessen
vor und nach einwéchiger Flavanol-Intervention sowie zwei Stunden nach

transradialer Herzkatheteruntersuchung.

Innerhalb von sechs Monaten fanden insgesamt vier Untersuchungen statt, die zu
jedem Zeitpunkt und flr beide Gruppen identisch durchgefiihrt wurden. Bei jeder
Untersuchung wurden neben Herzfrequenz und Blutdruck die flussmediierte
Vasodilatation (FMD), die Intima-Mediadicke (IMT) sowie der AuBen- und
Innendiameter der A. radialis erfasst. Zu den ersten drei Zeitpunkten wurde
auBerdem Blut fur die Messung des Plasmaspiegels endothelialer Mikropartikel

enthommen.
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Eine Woche vor geplanter transradialer Herzkatheteruntersuchung und vor Beginn
der didtetischen Intervention fand die basale Untersuchung (baseline) statt. Zuvor
war durch den Untersucher per Minzwurf die doppelt verblindete Randomisierung
vorgenommen worden. AuBerdem wurden eine kurze Anamnese sowie
verschiedene laborchemische Parameter (siehe Tabelle 3) erhoben. AnschlieBend
erhielten die Patienten, entsprechend ihrer randomisiert und doppelt verblindet
erfolgten Gruppeneinteilung, periinterventionell fiir zwei Wochen zwei Mal taglich
flavanolreiche Test-Kapseln (2 x 410 mg Kakaoflavanole / Tag) oder optisch und
geschmacklich davon nicht unterscheidbare flavanolfreie Placebo-Kapseln.
Rationale fur das prainterventionelle einwéchige ,Loading” war, eine moglichst
stabil erhbhte Endothelfunktion zu erzielen, die unabhangig von

Flavanolplasmaspiegeln ist (87,91).

Unmittelbar vor der transradialen Herzkatheteruntersuchung, dem siebten Tag der
Kakaoflavanol-Supplementierung entsprechend, wurden die Studienteilnehmer
erneut in gleicher Weise untersucht. Fur die transradiale Herzkatheteruntersuchung

wurde bei allen Patienten eine 6 F Schleuse verwendet.

Im Anschluss an die vollstdndige Entlastung des zum Schleusenzug verwendeten
TR-Bandes® (Terumo Corporation, Tokio, Japan) zwei Stunden nach beendeter

Koronarangiographie wurde die dritte Untersuchung durchgefihrt.

Die Einnahme der Test-Kapseln wurde flur eine weitere Woche fortgefuhrt, um
wahrend der Heilungsphase den hohen Plasmaspiegel an Kakaoflavanolen

aufrechtzuerhalten.

Nach sechs Monaten wurden die Studienteilnehmer zu einer abschlieBenden

Verlaufsuntersuchung, die wie oben beschrieben erfolgte, eingeladen.

Die Studienpatienten wurden den Regeln des Universitatsklinikums Dusseldorf
entsprechend umfassend aufgeklart. Die Einwilligung in Untersuchung, Auswertung
der pseudonymisierten Daten und Veréffentlichung der Studienergebnisse wurde

schriftlich fixiert. Fur das Studienprotokoll lag eine Genehmigung der
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Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf vor (Studiennummer

3574).

Die Studie ist auf der Internetplattform clinicaltrials.gov unter der Studiennummer
NCT03488823 registriert.

Placebo

Flavanole 2 x 410 mg / d

1. Untersuchung 2 h vor trtHKU trHKU Entfernung Druckverband Follow-up
Zeitpunkt baseline (-7 d) -2h +2h +7d +6M
IMT + + + +
FMD, Innen- u. + + + +
AuBendiameter
EMP im Plasma + + +
RR, HF + + + +
Laborchemische +
Untersuchung

Abb. 4: Studienprotokoll

Die vorliegende diatetische Interventionsstudie wurde randomisiert, placebokontrolliert und doppelt
verblindet im Parallelgruppendesign durchgefiihrt. Die Untersuchungen erfolgten jeweils eine Woche
(baseline) und zwei Stunden (-2 h) vor sowie zwei Stunden (+2 h) und sechs Monate (+6 M) nach
transradialer Herzkatheteruntersuchung (trHKU). Nach der ersten Untersuchung begann die
zweiw0chige periinterventionelle Einnahme von Placebo bzw. Kakaoflavanolen. Erhoben wurden die
Intima-Media-Dicke (IMT), die flussmediierte Vasodilatation (FMD), der &uf3ere und innere
Gefalidiameter, Blutdruck (RR) und Herzfrequenz (HF). Das Blut wurde laborchemisch sowie auf
endotheliale Mikropartikel (EMP) untersucht.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Test-Kapseln

In Tabelle 1 sind die Inhaltsstoffe der flavanolhaltigen Kapseln und der Placebo-Kapseln

aufgelistet.

Inhaltsstoff Flavanolhaltige Kapsel Placebo-Kapsel
Gesamtmenge Kakaoflavanole (mg) 410 0
Monomere (mg) 73 0
(-) — Epicatechin (mg) 64 0
(-) — Catechin (mg) 7 0
(+) — Catechin (mg) 2 0
(+) — Epicatechin (mg) 0 0
Dimere bis Dekamere (mg) 377 0
Theobromin (mg) 44 46
Koffein (mg) 10 6
Fett (g) 0 0
Kohlenhydrate (g) 6 6
Proteine (g) 0,1 0,1
Energie (kcal) 25 25
Natrium (mg) 3 3
Kalium (mg) 95 85

2.2 Studienkollektiv

In die vorliegende Studie wurden von Januar 2017 bis Dezember 2018 insgesamt
41 mannliche Patienten des Universitatsklinikums Dusseldorf im Alter zwischen
50 und 75 Jahren eingeschlossen, bei denen eine elektive transradiale

Koronarangiographie geplant war.

Als allgemeine Ausschlusskriterien wurden akute Entzindung (definiert als
Erhéhung des C-reaktiven Proteins > 0,5 mg/dl), fortgeschrittene Herzinsuffizienz

(NYHA IlI-1V) und akute oder chronische Niereninsuffizienz (GFR< 60 ml) formuliert.
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Screening (n = 60)

n = 16 entsprachen nicht den Studienkriterien

n = 3 lehnten die Teilnahme ab

Baseline (n = 41)

< Randomisierung n =1 mit Schlaganfall

n =1 mit Akutem Koronarsyndrom

Zeitpunkt -2 h (n = 39)

n =1 verweigerte die weitere Teilnahme

Zeitpunkt +2 h (n = 39)

n =3 lost to follow-up nach 6 M

Zeitpunkt +6 M (n = 36)

Abb. 5: Fluss der Studienteilnehmer

Von 60 Gescreenten wurden 16 wegen Nicht-Erfullung der Studienkriterien und drei wegen
Ablehnung einer Teilnahme ausgeschlossen, so dass letztlich 41 Patienten in die Studie
eingeschlossen werden konnten. In der Ausgangsuntersuchung (baseline) erfolgte die doppelt blinde
Randomisierung. Zwei der eingeschlossenen Studienpatienten mussten wegen Schlaganfalls bzw.
akuten Koronarsyndroms zwischen baseline-Untersuchung und Zeitpunkt -2 h die Studienteilnahme
abbrechen. Ein Patient verweigerte nach Zeitpunkt -2 h die weitere Studienteilnahme. Drei weitere
Patienten erschienen nicht zur Verlaufsuntersuchung nach sechs Monaten, sodass letztlich 36
Patienten die Studie vollstandig durchliefen.
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2.3 Angiologische Untersuchungen

Die angiologischen Untersuchungen umfassten ausschlieBlich nicht-invasive
Verfahren. Die Quantifizierung der GefaBfunktion mittels Bestimmung der FMD, die
Messung der IMT sowie der GefaBdiameter erfolgten  durch

Ultraschalluntersuchung der Radialarterie im B-Mode.

Zuvor waren Blutdruck und Herzfrequenz bestimmt worden.

2.3.1 Messbedingungen

Um mdglichst konstante Messbedingungen flr valide FMD-Ergebnisse (44—46) zu
schaffen, wurden die Messungen in einem ruhigen, abgedunkelten Raum bei einer
konstanten Raumtemperatur von 22 °C nach zehnminitiger Ruhephase der
Patienten durchgefihrt. 24 Stunden vor den Untersuchungen sollten die
Studienpatienten keinen UbermaBigen Sport treiben. Durch das Studienprotokoll

bedingt fanden die Untersuchungen zu unterschiedlichen Tageszeiten statt.

Zur internen Qualitatssicherung wurden die Untersuchungen jeweils von derselben
Person durchgefuhrt, die zuvor ein ca. 100 Probemessungen umfassendes,

supervidiertes Training absolviert hatte.

2.3.2 Bestimmung des Blutdrucks und der Herzfrequenz

An jedem der vier Untersuchungszeitpunkte wurde vor Messung der FMD
auskultatorisch nach Korotkoff der Ruheblutdruck ermittelt. Dazu wurde den
Patienten ca. 2,5 cm proximal der Ellenbeuge eine luftleere Manschette in
passender GroBe angelegt. Der anschlieBend angelegte Manschettendruck wurde
um 2-3 mmHg pro Sekunde reduziert. Nach finf Minuten wurde die Messung
wiederholt und der Mittelwert aus beiden Messungen gebildet. AnschlieBend wurde

die Herzfrequenz bestimmt.

2.3.3 Bestimmung der GefaBfunktion mittels FMD
Fur die Ultraschalluntersuchung der ArmgefaBe befanden sich die Patienten in

Ruckenlage bei 30° erhéhtem Oberkdrper. Den Unterarmen, die streckseitig auf der
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Untersuchungsliege auflagen, wurde knapp unterhalb der Ellenbeuge eine
konventionelle Blutdruckmanschette angelegt. Um eine EKG-getriggerte
Auswertung der Ultraschallbilder zu ermoglichen, wurde kontinuierlich ein

3-Kanal-EKG nach Einthoven abgeleitet.

Die A. radialis wurde ein bis zwei Zentimeter distal des Handgelenks mit einem
13 MHz Linearschallkopf (VIVID i, GE Healthcare, Solingen, Deutschland)
longitudinal im B-Mode dargestellt. Hautmarkierungen gewahrleisteten die exakte
Beibehaltung der Ausgangsposition des Schallkopfs fir die gesamte
Untersuchungsdauer. Zusatzlich erfolgte eine Orientierung an Landmarken im
Ultraschallbild.

Nach Optimierung der Bildeinstellung wurde eine Uber drei Herzzyklen andauernde
Sequenz aufgenommen und gespeichert, um den initialen GefaBdurchmesser der

A. radialis (basaler Diameter) zu ermitteln.

AnschlieBend wurde in der zuvor am proximalen Unterarm positionierten
Blutdruckmanschette fir finf Minuten ein suprasystolischer Druck von 200 mmHg
angelegt und somit eine Ischamie des Armes in fur die FMD-Messung
ausreichendem AusmaRB (45,46) induziert. Schallkopfposition und Bildeinstellungen

wurden exakt beibehalten.

Nach Entlastung der Manschette wurde die Flussgeschwindigkeit erneut Gber
mehrere Herzzyklen gemessen. 20, 40, 60 und 80 Sekunden spéater wurden wieder
Uber drei Herzzyklen andauernde, ca. drei bis finf sekundenlange Sequenzen
aufgenommen, um aus diesen den maximalen Diameter der A. radialis nach
Ischamie und Reperfusion zu bestimmen. Die maximale postischdmische

Vasodilatation wird in der Literatur (s. (98)) nach 45 - 80 Sekunden erwartet.

Die zuvor beschriebene Messung der FMD wurde stets zuerst an der rechten,

anschlieBend an der linken A. radialis durchgefuhrt.
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Linearschallkopf
\ A. radialis

Blutdruckmanschette

Abb. 6: Durchfiihrung der FMD-Messung

Am proximalen Unterarm wird eine Blutdruckmanschette angelegt. Ein bis zwei Zentimeter distal des
Handgelenkes wird die A. radialis im B-Mode dargestellt und die Position des Linearschallkopfes auf
der Haut markiert. Mittels Anlage eines suprasystolischen Drucks in der Blutruckmanschette wird
eine funfminltige iatrogene Ischdmie des Arms induziert. Infolge der anschlieBenden Entlastung
kommt es zu einer reaktiven Hyperdmie mit erhdhter Wandscherspannung. Diese aktiviert die
endotheliale NO-Synthase mit konsekutiver NO-induzierter Vasodilatation.
20, 40, 60 und 80 Sekunden nach Druckentlastung werden B-Mode-Bilder der A. radialis zur

Dokumentation der Vasodilatation aufgezeichnet.
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2.4 Auswertung der Ultraschalluntersuchungen

2.4.1 Ermittlung der FMD

Die digitalen Ultraschallsequenzen wurden an einem herkémmlichen Computer mit
Hilfe einer speziell fir die FMD-Messung entwickelten und unabhéngig validierten
Software (Vascular Research Tools 5 Brachial Analyzer; Medical Imaging

Application, lowa, USA) semiautomatisch wie folgt ausgewertet (100),(101):

Nach manueller Kalibrierung wahlte der Auswertende aus der Sequenz ein
Einzelbild mit eindeutig abgrenzbaren GefdBwéanden, zu erkennen am
charakteristischen Doppellinienmuster, und legte eine zwei bis drei Zentimeter
groBe region of interest (ROI) fest. Der Brachial Analyzer markierte innerhalb der
ROI automatisch die schallkopfnahe und -ferne Media-Adventitia-Grenze

(sog. M-Linie, der EEM entsprechend), die manuell korrigiert werden konnte.

Nach diesem sog. Training detektierte die Software in allen 100-150
B-Mode-Bildern die M-Linien automatisch und errechnete aus der Distanz zweier
gegenulberliegender Punkte bei orthogonal aufgenommenem GefaB dessen
Diameter. Inkorrekt eingezeichnete M-Linien konnten manuell modifiziert werden.
Das parallel aufgezeichnete, kontinuierliche EKG erlaubte die exakte Einordnung
der Diameter in den Herzzeitzyklus: die R-Welle identifizierte den enddiastolischen

und das Ende der T-Welle den endsystolischen GefaBdiameter.

Abb. 7: FMD-Messung mittels Brachial Analyzer Software

Manuelle Auswahl der region of interest (ROI, griine Markierung) mit automatischer Erkennung der

schallkopfnahen und —fernen M-Linien (magenta).
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Der Diameter des GeféaBes zu den einzelnen Zeitpunkten (Basal und 20/40/60/80 s
postischamisch) wurde aus dem Mittelwert dreier enddiastolischer Diameter
bestimmt. Der héchste postischdmische Wert (d,,...) ist hierbei dem absoluten

maximalen FMD-Wert gleichzusetzen.

Der relative maximale FMD-Wert ergab sich aus dem Verhélinis von maximaler

postischamischer Diameterzunahme ( d,,0x — dpasqr) ZUM basalen Diameter:

d —-d
FMD(%) — ( max basal) * 100

dbasal

2.4.2 Ermittlung der IMT

In den gleichen Bildsequenzen, die zur Ermittlung des basalen GefaBdiameters
(s. 2.4.1) verwendet wurden, erfolgte die Vermessung der IMT mittels Vascular
Research Tools 5 Brachial Analyzer. Die ROl wurde analog zum zuvor
beschriebenen Vorgehen (vgl. 2.4.1) in einem Bild mit eindeutig erkennbaren
GefalRwanden definiert, schloss hier jedoch lediglich die schallkopfferne Gefaldwand
ein. Innerhalb der RO/ detektierte die Software die M-Linie sowie die Grenze von
Intima-Media-Komplex zu Gefalslumen, die manuell korrigiert werden konnten.
AnschlieBend markierte die Software in allen weiteren Bildern der Sequenz die
zuvor festgelegten Grenzen automatisch und errechnet aus der Distanz zweier
gegenuberliegender Punkte die IMT. Von drei enddiastolisch gemessenen

IMT-Werten wurde der Mittelwert gebildet.
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Abb. 8: IMT-Messung mittels Brachial Analyzer Software

Nach manueller Auswahl der region of interest (ROI, grine Markierung) folgte die automatisierte

Detektion der Grenzen des Intima-Media-Komplexes (magenta).

2.4.3 Ermittlung des inneren und duBeren Diameters
Der auBere Diameter der A. radialis wurde dem fir die FMD enddiastolisch

ermittelten basal Diameter gleichgesetzt.

Die Ermittlung des enddiastolischen inneren Diameters erfolgte durch zweifache

Subtraktion der IMT vom &uBeren (basalen) Diameter.

dinnen = dbasal — 2% IMT
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2.5 Blutentnahme und Gewinnung von plattchenfreiem Plasma

Vor Messung der FMD erfolgte die Entnahme von circa funf Millilitern Blut in
Citrat-beschichtete Réhrchen (BD Vacutainer® Citratrdhrchen 2,7 ml, Becton
Dickinson GmbH, Plymouth, UK) aus der linken Kubitalvene mittels eines 21 G
messenden Butterflys (BD Vacutainer® Safety-Lok™ Blutentnahmeset, Becton
Dickinson GmbH, Plymouth, UK). Die ersten zwei Milliliter Blut wurden verworfen.
Es wurde auf eine mdglichst kurze und geringe Stauung, den vertikalen und
erschitterungsarmen Transport sowie die Weiterverarbeitung der Proben innerhalb

von zwei Stunden geachtet, um praanalytische Fehler zu minimieren. (103)

Das Blut wurde in 15 mI-Réhrchen (Greiner Bio-One™ CELLSTAR™ Test Tubes,
Thermo Fisher Scientific, Goteborg, Schweden) transferiert und fir 15 Minuten bei
300 g und 20 °C zentrifugiert. Von dem Plasmaulberstand wurden unter vorsichtiger
Aspiration 1.000 ul in 1,5 ml-EppendorfgefaBe (SafeSeal Gefa3 1,5 ml, Sarstedt,
NUmbrecht, Deutschland) tberfihrt und fir fanf Minuten bei 20 °C und 10.000 g
zentrifugiert, um plattchenfreies Plasma (platelet free plasma, PFP) zu gewinnen.
Von diesem wurden 650 ul in 1,5 ml-EppendorfgefaBe transferiert und bei - 80 °C

gelagert.

Anhand  durchflusszytometrischer  Verfahren  und  fluoreszenzbasierter
Laser-Scanning-Mikroskopie konnte in Vorarbeiten gezeigt werden, dass das durch
die zuvor beschriebene sequentielle Zentrifugation abgetrennte Plasma

Mikropartikel, aber keine Thrombozyten enthélt (104).
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2.6 Durchflusszytometrie (FACS)

Methode der Wahl zur quantitativen und qualitativen Charakterisierung von
Mikropartikel-Populationen ist die Durchflusszytometrie (105). Der Einsatz
fluoreszierender monoklonaler Antikbrper gegen die entsprechenden Epitope auf
den Mikropartikeln  erlaubt hierbei die Identifizierung verschiedener

Subpopulationen.

2.6.1 Durchflusszytometrische  Charakterisierung der Mikropartikel-
Subpopulation
Die bei -80 °C gelagerten PFP-Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und
mittels Vortex sanft durchmischt. AnschlieBen wurden 90 uyl PFP mit 910 ul
calciumfreier phosphate-buffered saline (PBS) verdinnt und mittels Vortex
homogen vermischt. Diese Losung wurde in finf verschiedenen FACS-Réhrchen
(tubes) jeweils mit 20 pl Fluoreszenz-markierten Antikbrper oder deren
Isotypkontrollen (nach Vermischung mittels Vortex) fir 30 Minuten im Dunkeln
inkubiert. Es wurden also pro Patienten und Untersuchungszeitpunkt flnf

verschiedene Proben angesetzt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde den Anséatzen je 300 ul PBS hinzugefligt und
mittels Vortex miteinander vermengt. Fiur die FACS-Analyse wurde das
BD FACSVerse™ Durchflusszytometer verwendet. Fir das bei der Analyse
entnommene Volumen wurde ein anhand von Vorarbeiten rechnerisch ermitteltes
Standardvolumen angenommen. Kalibrierung und Reinigung wurden wie vom

Hersteller empfohlen durchgeflhrt.

Durch den Einsatz von je 60 ul Microbead NIST Traceable Particle Size Standard
1,00 ym (64030; Polysience, Inc., Warrington, USA), im Verhaltnis 1:100 mit PBS

verdunnt, konnten Mikropartikel als Events <1 ym definiert werden.

Um die Hintergrundsignale der spezifischen Antikdrper zu diskriminieren, wurde far
jeden verwendeten Antikdrper ein entsprechender Isotyp als Negativkontrolle
eingesetzt. Zum Herausrechnen der Hintergrundsignale wurden die

Messergebnisse der Isotypkontrollen von denen der spezifischen Antikorper

32



subtrahiert. Die Uberpriifung der mit Phycoerythrin (PE) markieren Antikdrper
erfolgte durch den Isotypen IgG1-Mouse-PE und die der mit PE-Cy™5 markieren
durch den Isotypen IgG1-Mouse-PE-Cy™5.

Ein Uberblick iber die verwendeten Antikérper bzw. deren Isotypen findet sich,

sortiert nach Probenansatz, in Tabelle 2.

Tabelle 2: Uberblick iiber die verwendeten Antikérper bzw. Isotyp-Kontrollen und deren
Funktionen

Zu den 100 pl verdinntem plattchenfreien Plasma (PFP) wurden die in der Tabelle aufgelisteten
Substanzen hinzugefligt. Eine Zeile entspricht einem Tube, so dass insgesamt pro Patient und

Zeitpunkt finf Proben angesetzt wurden. Neben dem Namen des Reagens ist seine Funktion

aufgefihrt.

Tube | Reagens Funktion

1 60 ul Microbeads standard 1 ym (dilute 1:100) GréBenkalibrierung
(64030; Polysience, Inc., Warrington, USA)

2 20 yl CD41a-PE-Cy™5 + 20ul CD31-PE EMP
(5659768; BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland + IM2409; Beckman Coulter, PMP
Brea, USA)

3 20 ul lgG1-Mouse-PE-Cy™5 + 20 pl IgG1-Mouse-PE Isotyp-Kontrolle
(555750; BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland + A07796; Beckman Coulter,
Brea, USA)

4 20 ul CD144-PE EMP
(A07481, Beckman Coulter, Brea, USA)

5 20 ul CD62E-PE EMP
(551145, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)

2.6.2 Auswertung der Durchflusszytometrie
Die Auswertung der durchflusszytometrisch ermittelten Daten erfolgte mittels BD
FACSuite™- Software.

Um die untere Nachweisgrenze festzulegen, wurde fir jeden verwendeten
AntikOrper ein entsprechender Isotyp als Negativkontrolle verwendet. Die obere
Grenze wurde anhand von Eichpartikeln (Microbeads) mit einer festen GréBe von

1 ym Kalibriert.
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Um elektronisches Rauschen nicht mitzumessen, wurde eine Schwellenparameter
Uber das Vorwartsstreulicht (forward scatter) definiert. Sobald diese Signalstarke

von einem Partikel Gberschritten wurde, wurde es als event gezahlt.

Die EMP wurden also anhand der im forward scatter gemessenen, zwischen
0,1 und 1 pym definierten GréBe, der im Seitwartsstreulicht (sideward scatter)
analysierbaren Dichte und des Floureszenzverhaltens nach Antikbrpermarkierung

detektiert und den oben aufgezahlten Subpopulationen zugeordnet.
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2.7 Klinisch-chemische Laborparameter

Am ersten Studientag erfolgte einmalig die Abnahme eines Routinelabors zur
Beurteilung von Blutbild, Elektrolyten und verschiedenen Stoffwechselparametern.
Analyse und Auswertung dieser erfolgte durch das Institut fur klinische Chemie und
Labordiagnostik des  Universitatsklinikums der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf.

Die erhobenen Laborparameter sind in Kapitel 3 Tabelle 3 aufgelistet.

2.8 Biometrie und Anamnese

In der Anamnese, die einmalig am ersten Studientag durchgefihrt wurde, wurden
die Patienten nach aktueller KérpergroBe und -gewicht, Nikotinkonsum und ggf. bei
ehemaligen Rauchern nach Zeit der Karenz gefragt. Von den anamnestisch und
aus Arztbriefen eruierten Vorerkrankungen wurden eine KHK, Herzinsuffizienz

(NYHA-Klassifikation) und Diabetes mellitus erfasst.

2.9 Mathematisch-statistische Verfahren

Deskriptive statistische Daten werden als Mittelwert mit Standardfehler bzw. als
Mittelwert mit 95%-Konfidenzintervall dargestellt. Der Vergleich basaler
Charakteristika zwischen der Flavanol-Gruppe und der Placebo-Gruppe wurde
mittels zweiseitigem student’s t-test fir unverbundene Proben durchgeflhrt. Alle
weiteren inter- und intraindividuellen Vergleiche wurden mittels Zwei-Wege ANOVA
fur Messwiederholungen mit Zwischensubjekt-Faktor erstellt. Es wurde ein
Signifikanz-Niveau von a = 5 % festgelegt. Mit Ausnahme der mittels der Software
G*Power durchgeflhrten post-hoc Power-Analyse wurden alle statistischen Tests
mit der Software SPSS durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse

Die vorliegende  diatetische Interventionsstudie = wurde randomisiert,
placebokontrolliert und doppelt verblindet im Parallelgruppendesign durchgefihrt.
Die Untersuchungen erfolgten jeweils eine Woche (baseline) und zwei Stunden
(-2 h) vor sowie zwei Stunden (+2 h) und sechs Monate (+6 M) nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung. Nach der ersten Untersuchung (baseline) begann die
zweiwOchige periinterventionelle  Einnahme von Placebo-Kapseln  bzw.
Kakaoflavanolen. Erhoben wurden die IMT, die FMD, der aufere und innere
Gefalddiameter, Blutdruck und Herzfrequenz. Das Blut wurde laborchemisch sowie

auf endotheliale Mikropartikel untersucht.

3.1 Patientencharakteristika

In beiden Gruppen durchliefen jeweils 18 Patienten die Studie vollstandig. Die

beiden Gruppen unterschieden sich in ihren Charakteristika nicht signifikant.

Tabelle 3: Klinische Charakteristika der Studienpopulation (A) und prozedurale Spezifika (B)
Angegeben werden Mittelwert (Mittel), Standardabweichung (SD) und der mittels zweiseitigem

T-Test fir unverbundene Stichproben ermittelte Signifikanzwert fur die Flavanol- und die Placebo-

Gruppe.
Flavanol (n = 18) Placebo (n = 18)
Mittel SD Mittel SD p
(A) Alter 63,1 +7,2 63,4 +72 0,908
Gewicht (kg) 81,8 +10,2 90,9 +16,3 | 0,053
KérpergrofRe (cm) 176 +10 178 +10 0,487
BMI (kg/m2) 26,3 +2,9 286  t4,5 0,083
Aktiver Raucher 0,8 +0,4 0,8 +0,4 0,684
Packungsjahre 20,7 +17,9 23,3 +21,9 0,698
Ehemalige Raucher (Nicht-Raucher seit) 12,1 +11,6 7,3 +8,4 0,170
Herzfrequenz (/min) 68 +12,5 66 +10,5 0,577
Blutdruck systolisch (mmHg) 145 +16,5 146 +17,0 0,824
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Blutdruck diastolisch (mmHg) 85 +7,4 82 +7,7 0,369
Arterielle Hypertonie (%) 100 +0 89 +30 0,16
Diabetes mellitus (%) 11 +30 39 +50 0,058
KHK (%) 50 +50 44 +50 0,747
geschéatzte glomerulare Filtrationsrate (ml/min) 73 121 83 +15 0,131
Harnstoff (mg/dl) 32 +7 31 +8 0,695
Harnsdure (mg/dl) 6,0 +1 6,1 +1,5 0,881
Gesamtcholesterin (mg/dl) 202 +39 176 +37 0,073
Triglyzeride (mg/dl) 212 +118 179 +158 0,527
HDL-C (mg/dl) 47 +11 45 + 10 0,626
LDL-C (mg/dl) 148 +42 118 +41 0,053
C-reaktives Protein (mg/dl) 0,1 +0,1 0,1 +0,2 0,845
Leukozyten (x1000/pl) 6,4 +1,5 6,3 +1,3 0,828
Hamoglobin 14,6 +11 14,7 +0,9 0,961
Hamatokrit 44,3 +33 445  +3,1 0,837
Statin (%) 53 +51 56 +51 0,881
ACE-Hemmer (%) 44 +51 72 +46 0,096
Angiotensin-Rezeptor-Blocker (%) 22 +43 17 +38 0,684
CaZ*- Blocker (%) 17 + 38 28 +46 0,437
Betablocker (%) 56 +51 67 +49 0,508
Acetylsalicylsaure (%) 39 +50 56 +51 0,331
Clopidogrel (%) 6 +24 6 +24 1,0
Ticagrelor (%) 0 +0 11 +32 0,163
Prasugrel (%) 6 +24 6 +24 1,0

(B) Heparin (LE) 4000  +2086 3944 +1304 | 0,924
Koronarintervention (%) 6 +20 6 +20 1,0
Kontrastmittel (ml) 79 + 60 83 +33 0,833
Dosisflachenprodukt (cGy*cm?2) 2641  +2117 3885  +2849 0,146
Durchleuchtungsdauer (min) 7,8 +5,4 7,9 +6,2 0,968
6 F Schleuse (n) 18 18

37



3.2 Ergebnisiubersicht der vier Endpunkte

Tabelle 4: GefaBfunktionelle und -strukturellen Parameter sowie die Plasmakonzentration der endothelialen Mikropartikel zu Beginn der Studie

(baseline), zwei Stunden vor (-2 h), zwei Stunden (+2 h) sowie sechs Monate (+6 M) nach transradialer Herzkatheteruntersuchung und deren absolute

Anderung (Delta) zum Ausgangwert (baseline)

Angegeben werden Anzahl (n), Mittelwert und Standardfehler (SEM) fir Flavanol- und fir Placebo-Gruppe. Erhoben wurden die flussvermittelte Vasodilatation

(FMD), die Intima-Media-Dicke, auBerer und innerer Gefalkdiameter, sowie die Plasmakonzentration verschiedener Subpopulationen endothelialer Mikropartikel.

Die Anderung (Delta) der Zeitpunkte -2 h, +2 h und 6 M zum Ausgangswert (baseline) wird zusammen mit dem 95%-Konfidenzintervall (95% KI) angegeben.

Signifikanzen sind fett hervorgehoben.

Flavanol (n = 18)

Placebo (n = 18)

Flavanol (n = 18)

Placebo (n = 18)

primarer Endpunkt
Intima-Media Dicke (mm)
sekundarer Endpunkt
FMD (%)

FMD kontralateral (%)
tertidrer Endpunkt
innerer Diameter (mm)

auBerer Diameter (mm)

quartdrer Endpunkt (n = 13)
EMP CD31%41" (events/l)
EMP CD144* (events/pl)

EMP CD65E* (events/pl)

Mittelwert + SEM

Mittelwert + SEM

Mittelwert Delta mit [95% K]

Mittelwert Delta mit [95% KI]

baseline

0,36 +0,01

9,2+0,3

8,7+0,3

1,83£0,08

2,56+ 0,09

607 +£28

749+ 24

611+21

-2h

0,36+0,01

11,2£0,5

10,9+ 0,4

1,79£0,07

2,52+0,08

465 £ 26

665+ 19

539+25

+2h

0,36+ 0,01

59+0,6

8,8+0,4

1,96 £ 0,10

2,68+0,13

628 +27

745 £ 35

651+26

0,37+0,01

8,9+0,4

89+0,3

1,77 £0,08

2,52+0,10

baseline

0,37+0,01

84103

8,6+0,3

2,02+0,09

2,76 +0,09

595 +28
713 £24

618 £21
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-2h

0,36+0,01

84105

8,5+0,4

2,06 +0,09

2,79+0,08

585+ 26

746 £19

601 +25

+2h

0,37+0,01

43106

8,0+0,4

2,25+0,14

2,98+0,13

675 +27

802 35

687 £ 26

0,44+ 0,01

7,704

82403

1,95+0,10

2,84+0,10

Delta -2 h zu baseline

0,001 [-0,004; 0,007]

2,0[1,2;2,7]

2,2[1,6;2,9]

-0,04 [-0,13; 0,05]

-0,04 [-0,13; 0,06]

-142 [-204; -80]
-84 [- 126; -42]

-72[-103; -41]

Delta +2 h zu baseline

0,001 [-0,005; 0,008]

-3,3[-4,6; -2,0]

0,2[-0,5;0,9]

0,12 [-0,03; 0,27]

0,13 [-0,02; 0,27]

21[-12; 54]

-4[-45;37]

40 [-16; 96]

Delta +6 M zu baseline

0,013 [-0,001; 0,026]

0,3[-0,7;0,1]

0,3[-0,2;0,7]

-0,06 [-0,16; 0,03]

-0,04 [-0,13; 0,05]

Delta -2 h zu baseline

-0,004 [-0,009; 0,002]

0,0[-0,8;0,7]

-0,1[-0,8;0,6]

0,03 [-0,06; 0,13]

0,03 [-0,07; 0,12]

9[-71; 53]

33 [-9; 75]

-17 [-48; 14]

Delta +2 h zu baseline

0,002 [-0,004; 0,009]

-4,2[-5,5;-2,9]

-0,5[-1,2;0,2]

0,22 [0,07; 0,36]

0,22 [0,07; 0,37]

81 [48; 114]

89 [48; 130]

69 [14; 125]

Delta + 6 M zu baseline

0,074 [0,061; 0,088]

0,7 [-1,1;-0,3]

-0,4[-0,9;0,1]

-0,07 [-0,16; 0,02]

0,08 [-0,01; 0,17]



3.3 Einfluss der Kakaoflavanole auf die Endothelfunktion (FMD)

vor und nach transradialer Herzkatheteruntersuchung

Die Endothelfunktion der A. radialis, gemessen als FMD, war vor Flavanol-
Intervention am Katheterarm in beiden Gruppen ohne signifikanten Unterschied
(9,2 %, 95% Kl [8,5; 9,9] vs. 8,4 %, 95% KI [7,8; 9,1]).

Nach einwdchiger Kakaoflavanol-Supplementierung stieg die FMD innerhalb der
Flavanol-Gruppe signifikant an (+2,0 %, 95% Kl [1,2; 2,7]), wahrend in der Placebo-
Gruppe nach einer Woche keine signifikante Anderung der FMD feststellbar war
(0,0 %, 95% KI [-0,8; 0,7]).

Nach transradialer Herzkatheteruntersuchung kam es sowohl in der Flavanol-
Gruppe (-3,3 %, 95% KI [4,6; 2,0]) als auch in der Placebo-Gruppe
(-4,2 %, 95% KI [-5,5; -2,9]) zu einem signifikanten Abfall der FMD verglichen mit

dem Ausgangswert.

In der Verlaufsuntersuchung nach sechs Monaten war in der Flavanol-Gruppe keine
signifikante Differenz = zum  Ausgangswert der FMD  feststellbar
(-0,3 %, 95% KI [-0,7; 0,1]), wahrend die FMD in der Placebo-Gruppe signifikant
verschlechtert blieb (-0,7 %, 95% Kl [-1,1; -0,3]).

Sowohl die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte (p (Zeit) = 0,000) als auch die
Wechselwirkung von  Untersuchungszeitpunkt und  Gruppenzugehodrigkeit
(p (Zeit x Gruppe) = 0,036) haben einen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung
der FMD.
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Anderung der FMD am Katheterarm

4-
H Delta -2 h zu baseline
*
2- 3 Delta +2 h zu baseline
3 Delta + 6 M zu baseline
] Sl
R , "
-4- .
* p (Zeit) = 0.000
* p (Zeit x Gruppe) = 0.036
-6 T T * signifikante Anderung zu baseline
Flavanol Placebo

Abb. 9: Anderung der FMD der A. radialis am Katheterarm zwischen den Zeitpunkten -2 h,

+2 h und 6 M zu baseline

Die Anderung der FMD zwischen Ausgangswert (baseline) sowie einwdchiger Flavanol-
Supplementierung (-2 h), unmittelbar nach Herzkatheteruntersuchung (+2 h) und nach sechs
Monaten (+6 M) wurde sowohl in der Flavanol- als auch in der Placebo-Gruppe untersucht. In der
Flavanol-Gruppe kommt es nach einwdchiger Flavanol-Supplementierung (-2 h) zu einer
signifikanten Verbesserung der FMD. Unmittelbar nach Herzkatheteruntersuchung (+2 h) ist in
beiden Gruppen eine signifikante Verschlechterung der FMD verglichen zum Ausgangswert zu
verzeichnen. Nach sechs Monaten (+6 M) bleibt die FMD in der Placebo-Gruppe signifikant
verschlechtert. Sowohl die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte (p (Zeit) = 0,000) als auch die
Wechselwirkung von Untersuchungszeitpunkt und Gruppenzugehdérigkeit (p (Zeit x Gruppe) = 0,036)
haben einen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung der FMD.

Angegeben werden Mittelwert und Standardfehler, *bedeutet signifikante Anderung zu baseline.

Auch am Kontrollarm bestand zwischen den FMD-Werten der beiden Gruppen zum
Ausgangszeitpunkt kein signifikanter Unterschied (8,7 %, 95% Kl [8,1; 9,2] vs.
8,6 %, 95% KI [8,0; 9,1]). Signifikante intraindividuelle Unterschiede der FMD

zwischen Katheterarm und Kontrollarm waren nicht zu verzeichnen.

In der Flavanol-Gruppe zeigte sich am Kontrollarm nach einwdchiger Flavanol-
Intervention ebenfalls ein signifikanter Anstieg der FMD (+2,2 %, 95% Kl [1,6; 2,9]).
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Weitere signifikante Anderungen der FMD am Kontrollarm wurden zu keinem

Zeitpunkt verzeichnet.

Auch hier haben sowohl die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte
(p (Zeit) = 0,000) als auch die Wechselwirkung von Untersuchungszeitpunkt und
Gruppenzugehdrigkeit (p (Zeit x Gruppe) = 0,007) einen signifikanten Einfluss auf
die Entwicklung der FMD.

Anderung der FMD am Kontrollarm

3_
* E Delta -2 h zu baseline
= Delta +2 h zu baseline
2- — Delta + 6 M zu baseline
X 1

p (Zeit) = 0.000
p (Zeit x Gruppe) = 0.007
* signifikante Anderung zu baseline

o+ M =5

T
Flavanol Placebo

Abb. 10: Anderung (Delta) der FMD der A. radialis am Kontrollarm zwischen den Zeitpunkten
-2 h, +2 h und 6 M zu baseline

Die Anderung der FMD am Kontrollarm zwischen Ausgangswert (baseline) sowie einwéchiger
Flavanol-Supplementierung (-2 h), unmittelbar nach Herzkatheteruntersuchung (+2 h) und nach
sechs Monaten (+6 M) wurde sowohl in der Flavanol- als auch in der Placebo-Gruppe untersucht. In
der Flavanol-Gruppe zeigte sich am Kontrollarm nach einwéchiger Flavanol-Supplementierung ein
signifikanter Anstieg der FMD. Weitere signifikante Anderungen wurden nicht verzeichnet. Sowohl
die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte (p (Zeit) = 0,000) als auch die Wechselwirkung von
Untersuchungszeitpunkt und Gruppenzugehérigkeit (p (Zeit x Gruppe) = 0,007) haben einen
signifikanten Einfluss auf die Entwicklung der FMD.

Angegeben werden Mittelwert und Standardfehler, * bedeutet signifikante Anderung zu baseline.
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3.4 Einfluss von Kakaoflavanolen auf die Intima-Media-

Hyperplasie nach mechanischer Endothelverletzung

Initial bestand zwischen den beiden Gruppen proximal der Punktionsstelle kein
signifikanter Unterschied der IMT (0,36 mm, 95% KI [-0,35; 0,37] vs.
0,37 mm, 95% KI [-0,35; 0,38]). Sechs Monate nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung zeigte sich in der Flavanol-Gruppe keine signifikante
Anderung der IMT (+0,013 mm, 95% KI [-0,001; 0,026]). In der Placebo-Gruppe lag
nach sechs Monaten eine signifikante Zunahme verglichen mit dem Ausgangswert
vor (+0,074 mm, 95% KI [-0,061; 0,088]).

Weitere signifikante Anderungen waren nicht zu verzeichnen.

Sowohl die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte (p (Zeit) = 0,000) als auch die
Wechselwirkung von  Untersuchungszeitpunkt und  Gruppenzugehoérigkeit
(p (Zeit x Gruppe) = 0,000) haben einen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung
der IMT.

Anderung der IMT am Katheterarm

0.10- )
. H Delta -2 h zu baseline
0.08- "1L = Delta +2 h zu baseline
0.06 1 Delta + 6 M zu baseline
E i
£ 0.04
0.02- ’—I‘l
0.00+—=——— E—é p (Zeit) = 0.000
p (Zeit x Grupge) =0.000
* signifik d baseli
_0.02 T T signi ante An erung Zu baseiine
Flavanol Placebo

Abb. 11: Anderung (Delta) der IMT der A. radialis am Katheterarm zwischen den Zeitpunkt

-2 h, +2 h und +6 M zu baseline in der Flavanol-Gruppe und Placebo-Gruppe
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Die Anderung der IMT zwischen Ausgangswert (baseline) sowie einwdchiger Flavanol-
Supplementierung (-2 h), unmittelbar nach Herzkatheteruntersuchung (+2 h) und nach sechs
Monaten (+6 M) wurde sowohl in der Flavanol- als auch in der Placebo-Gruppe untersucht. Nach
sechs Monaten zeigt sich eine signifikante Zunahme der IMT in der Placebo-Gruppe. Sowohl die
verschiedenen Untersuchungszeitpunkte (p (Zeit) = 0,000) als auch die Kombination von
Untersuchungszeitpunkt und Gruppenzugehdrigkeit (p (Zeit x Gruppe) = 0,000) haben einen
signifikanten Einfluss auf die Entwicklung der IMT. Angegeben werden Mittelwert und

Standardfehler, * bedeutet signifikante Anderung zu baseline.

3.5 Einfluss von Kakaoflavanolen auf inneren und &auBeren

GefaBdiameter:
Die inneren (1,83 mm, 95% KI [1,66; 2,01] vs. 2,02 mm, 95% KI [1,85; 2,21]) und
auBeren (2,56 mm, 95% KIl [2,38; 2,74] vs. 2,76 mm, 95% KI [2,58; 2,94]) Diameter

unterschieden sich am Katheterarm zu Beginn der Studie nicht signifikant.

In der Placebo-Gruppe kam es unmittelbar nach Herzkatheteruntersuchung zu einer
Zunahme von innerem (+0,22 mm, 95% KI [0,07; 0,36]) und auBerem (+0,22 mm,
95% KIl [0,07; 0,37]) Diameter, wéhrend innerer (+0,12 mm, 95% KI [-0,03; 0,27])
und auBerer (+0,13 mm, 95% KI [-0,02; 0,27]) Diameter in der Flavanol-Gruppe

unverandert blieben.

Zwischen den Zeitpunkten -2 h und + 6 M zeigten sich in beiden Gruppen keine

weiteren signifikante Anderungen.

Wahrend die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte einen signifikanten Einfluss
auf die Entwicklung des inneren (p (Zeit) = 0,017) und des aulleren (p (Zeit) = 0,004)
Diameters haben, Iasst sich fur die Wechselwirkung von Untersuchungszeitpunkt
und Gruppenzugehorigkeit sowohl im Falle des inneren (p (Zeit x Gruppe) = 0,803)
als auch des auleren (p (Zeit x Gruppe) = 0,572) Diameters keine statistische

Signifikanz nachweisen.
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Anderung des inneren Diameters
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-0.2 T * signifikante Anderung zu baseline

T
Flavanol Placebo

Abb. 12: Anderung (Delta) des inneren Diameters der A. radialis am Katheterarm zwischen
den Zeitpunkt -2 h, +2 h und +6 M zu baseline

Die Anderung des inneren GefaBdiameters zwischen Ausgangswert (baseline) sowie einwéchiger
Flavanol-Supplementierung (-2 h), zwei Stunden (+2 h) und sechs Monate (+6 M) nach
Herzkatheteruntersuchung wurden in der Flavanol- und Placebo-Gruppe untersucht. Zwei Stunden
nach Herzkatheteruntersuchung zeigte sich eine signifikante Zunahme in der Placebo-Gruppe.
Wahrend die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte (p (Zeit) = 0,017) einen signifikanten Einfluss
auf die Entwicklung des inneren Diameters haben, lasst sich fir die Wechselwirkung von
Untersuchungszeitpunkt und Gruppenzugehérigkeit (p (Zeit x Gruppe) = 0,803) keine statistische
Signifikanz nachweisen. Angegeben werden Mittelwert und Standardfehler, * bedeutet signifikante

Anderung zu baseline.
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Anderung des duBeren Diameters
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Abb. 13: Anderung (Delta) des duBeren Diameters der A. radialis am Katheterarm zwischen
den Zeitpunkt -2 h, +2 h und +6 M zu baseline

Die Anderung des duBeren GefaBdiameters zwischen Ausgangswert (baseline) sowie einwéchiger
Flavanol-Supplementierung (-2 h), unmittelbar nach Herzkatheteruntersuchung (+2 h) und nach
sechs Monaten (+6 M) wurde sowohl in der Flavanol- als auch in der Placebo-Gruppe untersucht.
Zwei Stunden nach Herzkatheteruntersuchung zeigte sich eine signifikante Zunahme in der Placebo-
Gruppe. Wahrend die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte (p (Zeitf) = 0,004) einen signifikanten
Einfluss auf die Entwicklung des inneren Diameters haben, I&sst sich fir die Wechselwirkung von
Untersuchungszeitpunkt und Gruppenzugehérigkeit (p (Zeit x Gruppe) = 0,572) keine statistische
Signifikanz nachweisen. Angegeben werden Mittelwert und Standardfehler, * bedeutet signifikante

Anderung zu baseline.

3.6 Einfluss der Kakaoflavanole auf den Spiegel zirkulierender
EMP

Untersucht wurden die Seren von je n = 13 Patienten in beiden Gruppen.

Die Plasmaspiegel der untersuchten EMP-Subpopulationen unterschieden sich in
der Flavanol- und Placebo-Gruppe initial nicht signifikant (CD31+/41-: 607 events/ul,
95% Kl [549; 665] vs. 595 events/ul, 95% Kl [5637; 652], CD144*: 749 events/ul,
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95% Kl [699; 799] vs. 713 events/ul, 95% Kl [663; 763], CD62E*: 611 events/ul,
95% KI [569; 654] vs. 618 events/ul, 95% Kl [575; 660]).

Zwischen Studienbeginn und einwdéchiger Kakaoflavanol-Supplementierung
sanken die Spiegel aller untersuchten EMP-Subpopulationen in der Flavanol-
Gruppe im Vergleich zur Placebo-Gruppe signifikant (CD31+/41-: -142 events/ul,
95% Kl [-204; -80], CD144+: -84 events/ul, 95% KI [-126; -42],
CD62E*: -72 events/ul, 95% Kl [-103; -41]). In der Placebo-Gruppe gab es keine

signifikanten Veranderungen.

Zwei Stunden nach Herzkatheteruntersuchung wurde in der Placebo-Gruppe ein
Spiegelanstieg aller untersuchten EMP-Subpopulationen gemessen
(CD31+/41-: +81 events/ul, 95% KI [48; 114], CD144+: +89 events/ul,
95% Kl [48; 130], CD62E*: +69 evests/ul, 95% Kl [14; 125]). In der Flavanol-Gruppe

war kein signifikanter Unterschied verglichen zum Ausgangswert zu verzeichnen.

Waéhrend die Untersuchungszeitpunkte einen signifikanten Einfluss auf die
Entwicklung der Plasmaspiegel haben, zeigt sich fur die Wechselwirkung von

Untersuchungszeitpunkt und Gruppenzugehdrigkeit keine statistische Signifikanz.

Anderung der Plasmaspiegel der CD 31*41- EMP

200 .
Em Delta -2 h zu baseline
. =3 Delta +2 h zu baseline
1 00_' T
— T
=
2 | g ch
>
(1
=100
p (Zeit) = 0.000
* p (Zeit x Gruppe) = 0.086
-200 I I * signifikante Anderung zu baseline
Flavanol Placebo

Abb. 14: Anderung (Delta) der CD31*41- EMP-Plasmalevel zwischen den Zeitpunkt -2 h, +2 h
und +6 M zu baseline
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In der Flavanol-Gruppe ist nach einwdchiger Kakaoflavanol-Supplementierung (-2 h) ein signifikanter
Abfall der CD31*41°EMP zu verzeichnen. Der in der Placebo-Gruppe zwei Stunden nach
Herzkatheteruntersuchung (+2 h) dokumentierte signifikante Anstieg bleibt in der Flavanol-Gruppe
aus. Wahrend die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte (p (Zeit) = 0,000) einen signifikanten
Einfluss auf die Entwicklung des Plasmaspiegels haben, lasst sich fiir die Wechselwirkung von
Untersuchungszeitpunkt und Gruppenzugehorigkeit (p (Zeit x Gruppe) = 0,086) keine statistische
Signifikanz nachweisen. Angegeben werden Mittelwert und Standardfehler, * bedeutet signifikante
Anderung zu baseline.

Anderung der Plasmaspiegel der CD144* EMP
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Abb. 15: Anderung (Delta) der CD144* EMP-Plasmalevel zwischen den Zeitpunkt -2 h, +2 h und
+6 M und baseline

In der Flavanol-Gruppe ist nach einwdchiger Kakaoflavanol-Supplementierung (-2 h) ein signifikanter
Abfall der CD144*EMP zu verzeichnen. Der in der Placebo-Gruppe zwei Stunden nach
Herzkatheteruntersuchung (+2 h) dokumentierte signifikante Anstieg bleibt in der Flavanol-Gruppe
aus. Wahrend die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte (p (Zeit) = 0,002) einen signifikanten
Einfluss auf die Entwicklung des Plasmaspiegels haben, lasst sich fiir die Wechselwirkung von
Untersuchungszeitpunkt und Gruppenzugehdrigkeit (p (Zeit x Gruppe) = 0,558) keine statistische
Signifikanz nachweisen. Angegeben werden Mittelwert und Standardfehler, * bedeutet signifikante
Anderung zu baseline.
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Anderung der Plasmaspiegel der CD62E* EMP
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Abb. 16: Anderung (Delta) der CD62E* EMP-Plasmalevel zwischen den Zeitpunkt -2 h, +2 h
und +6 M zu baseline

In der Flavanol-Gruppe ist nach einwdchiger Kakaoflavanol-Supplementierung (-2 h) ein signifikanter
Abfall der CD62E*EMP zu verzeichnen. Der in der Placebo-Gruppe zwei Stunden nach
Herzkatheteruntersuchung (+2 h) dokumentierte signifikante Anstieg bleibt in der Flavanol-Gruppe
aus. Wahrend die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte (p (Zeit) = 0,000) einen signifikanten
Einfluss auf die Entwicklung des Plasmaspiegels haben, lasst sich fiir die Wechselwirkung von
Untersuchungszeitpunkt und Gruppenzugehorigkeit (p (Zeit x Gruppe) = 0,386) keine statistische
Signifikanz nachweisen. Angegeben werden Mittelwert und Standardfehler, * bedeutet signifikant zu
baseline.

48



4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine randomisierte, placebokontrollierte und
doppelt verblindete didtetische Interventionsstudie im Parallelgruppendesign
durchgefluihrt, um den Einfluss von Kakaoflavanolen auf die kurz- und langfristige
GefaBantwort nach  Endothelverletzung  infolge  einer  transradialen

Herzkatheteruntersuchung zu erfassen.

Insgesamt durchliefen sowohl in der Flavanol- als auch in der Placebo-Gruppe
16 Patienten die Studie vollstandig. Die Bestimmung der FMD und der IMT erfolgte
bei Aufnahme in die Studie (baseline), nach einwdchiger diatetischer Intervention
unmittelbar vor (-2 h) und zwei Stunden nach (+2 h) transradialer
Herzkatheteruntersuchung sowie abschlieBend nach sechs Monaten (+6 M). Die
diatetische Intervention wurde nach der transradialen Herzkatheteruntersuchung fur

eine weitere Woche fortgefuhrt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine einwdchige Kakaoflavanol-
Supplementierung zu einer signifikant verbesserten Endothelfunktion flhrt. Auf
zellularer Ebene spiegelt sich dies in einer Reduktion der EMP-Plasmaspiegel

wider.

Die nach transradialer Herzkatheteruntersuchung in der Placebo-Gruppe
beobachtete transiente Ektasie der A. radialis sowie der Anstieg der
EMP-Plasmaspiegel wurden in der Flavanol-Gruppe nicht dokumentiert. Anhand
der vorliegenden Fallzahl ist der Einfluss der Flavanole auf die beiden

letztgenannten Beobachtungen nicht sicher zu belegen.

Langfristig verhindert die Supplementierung von Kakaoflavanolen die durch
transradiale Herzkatheteruntersuchung hervorgerufene persistierende
Verschlechterung der Endothelfunktion, gemessen als FMD, sowie eine Intima-

Media-Hyperplasie, wie sie in der Kontrollgruppe zu beobachten sind.
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4.1 Einordnung der eigenen Methoden in die Literatur

Die Bestimmung der FMD ist eine anerkannte Methode zur nicht-invasiven

Quantifizierung der Endothelfunktion gréBerer arterieller GefaBe (44—48).

Die Messergebnisse hdngen deutlich von den Messbedingungen, Vorbereitung der
Patienten und dem Training des Untersuchers ab (53). Unser Studienprotokoll
(vgl. Kapitel 2) befolgt die Empfehlungen flir die Standardisierung der
FMD-Messung (44—46) mit Ausnahme einiger studiendesign-bedingter Limitationen
(Messung zu unterschiedlichen Tageszeiten und fehlende Nahrungskarenz zum

Zeitpunkt +2 h), die beide Gruppen gleichermaBen betrafen.

Auch wenn ein GroBteil der Literatur sich auf die A. brachialis bezieht, ist die
FMD-Methode fur die Bestimmung der GefaBfunktion der A. radialis gut
durchfihrbar und geeignet. Die zu erwartenden Werte liegen etwas hbher als bei
der A. brachialis. Die Okklusion am Unterarm fuhrt bei der A. radialis zu héheren

Werten als die am Oberarm, bei der A. brachialis verhélt es sich gegenteilig. (106)

Daher sind FMD-Werte zwischen verschiedenen Studien per se nicht vergleichbar.
Sansone et al. bestimmten die FMD der A. radialis ebenfalls nach Unterarm-
Okklusion. Der mittlere FMD-Wert ihrer Kontrollgruppe lag mit 9,1 + 1,3 % in einem
ahnlichen Bereich wie unsere Werte. Auch der Abfall auf 4,7 + 1,2 % unmittelbar
nach transradialer Herzkatheteruntersuchung hat die gleiche GréBenordnung wie

der Abfall in unserer Placebo-Gruppe. (58)

Die von uns durchgefuhrte IMT-Messung der A. radialis mittels hochauflésendem
Ultraschall (13 MHz) ist eine gut durchfihrbare Methode mit hoher Reliabilitat und
Reproduzierbarkeit, durch die langfristige Anderungen der IMT evaluiert werden
kénnen (10). In dieser Querschnittsstudie von Stegemann et al. wurde ebenfalls die
Auswirkung von transradialer Herzkatheteruntersuchung auf die IMT untersucht, in
dem die IMT des Katheterarms (0,41 + 0,055 mm) mit der IMT des kontralateralen
Arms (0,3 = 0,056 mm) ein bis zwdlf Monate nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung verglichen wurde. Hier zeigte sich ein signifikanter

Unterschied zwischen dem Katheterarm und dem Kontrollarm.
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Eine Starke unserer Studie ist, dass wir die IMT am Katheterarm nicht nur sechs
Monate nach transradialer Herzkatheteruntersuchung mafBen, sondern einen
Ausgangswert vor Endothelverletzung bestimmten. So konnten wir ausschlieBen,
dass die beobachtete IMT-Anderung durch eine vorbestehende Seitendifferenz der
verfalscht wurde. Die Studienpatienten wurden in unserer Studie sechs Monate
nach transradialer Herzkatheteruntersuchung zur Kontrolluntersuchung einbestellt,

um eine gute Vergleichbarkeit der IMT-Anderung zu gewahrleisten.
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4.2 Einfluss des transradialen Zugangsweges auf Integritat,

Struktur und Funktionalitat des Endothels

Unsere Arbeit zeigt, dass es durch transradiale Herzkatheteruntersuchung sowonhl
kurz- als auch langfristig zu einem signifikanten Abfall der Endothelfunktion,
gemessen als FMD, kommt. Somit konnten wir den in der Literatur beschriebenen
Abfall der FMD nach mechanischer Endothelverletzung durch transradiale

Herzkatheteruntersuchung reproduzieren (11,12,57,107,108).

Mechanistisch legen diese Studienergebnisse nahe, dass es im Rahmen der
transradialen Herzkatheteruntersuchung zu einer Freilegung des Endothels sowie
der darunterliegenden glatten Muskelzellen kommt. In der Folge sinkt die
NO-Bioverfligbarkeit, sodass es als Antwort auf eine erhéhte Wandscherspannung
nur noch zu einer deutlich eingeschrankten Vasodilatation kommt. Es ist
anzunehmen, dass auf Grund der mechanischen Endothelverletzungen auch
andere vasoprotektive Wirkungen von NO kompromittiert sind. NO inhibiert die
Aggregation von Thrombozyten, die Expression von Adhasionsmolekulen auf
Endothelzellen sowie die Adhasion und Penetration von Makrophagen (36) und hat
somit eine antiinflammatorische Wirkung. Zudem tragt NO Uber Freisetzung,
Chemotaxis und Beeinflussung der Funktionalitit von CAC zur endothelialen

Regeneration nach mechanischer Schadigung bei (34), (41).

Die von uns beobachtete langfristige Verschlechterung der Endothelfunktion nach
mechanischer Schadigung wird von mehreren Quellen bestétigt (109,110). Jedoch
herrscht in der Literatur diesbezlglich Uneinigkeit. In anderen vergleichbaren
Studien wurde keine langfristige Beeintrachtigung der FMD dokumentiert
(567,107,108,111). Diese divergierenden Ergebnisse kénnen moglicherweise
Ausdruck der klinischen und periprozeduralen Charakteristika sein, die die FMD
beeinflussen und sich zwischen den Studienpopulationen der Literatur
unterscheiden. Wahrend die Anwesenheit kardiovaskularer Risikofaktoren die FMD

verschlechtert, verbessern Interventionen zur Risikoreduktion die FMD (55).
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Anderungen des kardiovaskuldren Risikoprofils nach Herzkatheteruntersuchung,
wie eine Nikotinkarenz oder eine neu begonnene Therapie mit blutdruck- oder
cholesterinsenkender Medikation kénnen die Entwicklung der FMD beeinflussen.
Heiss et al. fanden einen Zusammenhang zwischen Nikotinkonsum und verzogerter
Regeneration der Endothelfunktion sowie eine negative Korrelation der Anzahl
verwendeter Katheter zur Regeneration (57). Sansone et al. zeigten, dass sich die
FMD nach Herzkatheteruntersuchung bei Rauchern wegen Beeintrachtigung der
eNOS langsamer erholt als bei ehemaligen Rauchern (12). Das kardiovaskulare
Risikoprofil wurde in unserer Studie zu Beginn, nicht jedoch nach sechs Monaten

erfasst, so dass wir hierzu keine Aussage treffen kbnnen.

Nichtsdestotrotz erachten wir eine langfristige Reduktion der Endothelfunktion als
plausibel, da in unserer Studie die mechanische Endothelverletzung nicht nur die
Funktionalitdt des Endothels kompromittiert, sondern auch zu einer messbaren
strukturellen Anderung der GefaBwand fiihrt. So beobachteten wir im Rahmen der
transradialen Herzkatheteruntersuchung in der Placebo-Gruppe sechs Monate
spater eine Intima-Media-Hyperplasie. Die von uns beobachtete Assoziation von
katheterassoziierter Endothelverletzung und Intima-Media-Hyperplasie wird von
anderen transkutanen (10—-12) und intravaskularen (13) Ultraschalluntersuchungen
sowie durch eine histologische Studie (14) bestatigt. Bewirkt wird die Hyperplasie
nach Endothelverletzung durch einen mehrschrittigen, Wochen bis Monate
andauernden Prozess, der in der Migration glatter Muskelzellen aus der Media in
die Intima mit anschlieBender Proliferation und gesteigerter Produktion

extrazellularer Matrix mindet (20).

In unserer Studie wurde postprozedural in der Placebo-Gruppe eine kurzfristige,
nach sechs Monaten reversible Ektasie der punktierten A. radialis, gemessen als
Zunahme von innerem und &uBerem Diameter, dokumentiert. Dieses Ergebnis wird
von verschiedenen Studien geteilt (57,107,109). Ellen et al. postulieren als
Erklarung eine Abtragung des Endothels, ohne die IMT sonographisch direkt

untersucht zu haben.
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Pathomechanistisch gehen wir ebenfalls von einer mechanischen Schadigung des
Endothels aus, kénnen eine vollstandige Abtragung jedoch ausschlieBen, da wir zu
jedem Zeitpunkt das Vorhandensein einer Intima-Media-Schicht sonographisch

nachweisen konnten.

Burstein et al. erklaren die postprozedurale Diameterzunahme durch eine Dehnung
des GefaBes infolge der Insertion einer 6 F Schleuse, deren AuBendiameter im
Durchschnitt gréBer als der Innendiameter der A. radialis war. In ihrer Studie war
nicht nur die flussmediierte Vasodilatation nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung als Ausdruck der gestdrten Endothelfunktion
kompromittiert, sondern auch die Vasodilatation als Antwort auf die exogene Zufuhr
von Nitroglycerin. Dies werteten Burstein et al. als Beweis fir eine direkte
Schadigung der glatten GefaBmuskulatur. Sie sehen die nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung reduzierte Vasodilatation also sowohl funktionell als

auch strukturell bedingt an.

Wir teilen letzteren Erklarungsansatz flr die Ergebnisse unserer Studie. In unserem
Fall kann zwar kein direkter Schluss auf die Funktion der glatten GefaBmuskulatur
gezogen werden, da wir aus Patientensicherheitsgrinden auf die Applikation von
Nitroglycerin verzichteten. Jedoch liegt auch in der Gesamtpopulation unserer
Studie der Innendurchmesser mit durchschnittich 1,93 mm unter dem
AuBendurchmesser der bei allen Patienten einheitlich verwendeten
6 F Schleusen. Zudem konnten wir die von Burstein et al. beobachtete
postprozedural beobachtete Diameterzunahme im Sinne einer iatrogenen Ektasie
reproduzieren, sodass wir ebenfalls von einer gemischt strukturellen und

funktionellen Genese der reduzierten Vasodilatation ausgehen.

In der Literatur finden sich zahlreiche Studien, die eine langfristige
katheterassoziierte Lumenreduktion attestieren (11,13,58,110,111). In unserer
Studie konnte diese Beobachtung als Trend abgebildet werden. Ein von uns bei
Planung der Studie vermuteter Remodeling-Prozess mit Zunahme des &uBeren
Diameters oder Abnahme des inneren Diameters zeichnete sich ebenfalls nur

trendweise ab.

54



Eine  vollstindige  Okklusion der A. radialis nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung wurde in unserer Studie nicht beobachtet. Damit
weichen wir deutlich von der in der ARTEMIS-Studie durch eine Metaanalyse von

112 Studien ermittelten Gesamt-Okklusionsrate von 5,2 % ab (8).

In der ARTEMIS-Studie wurden Studien mit verschiedenen Protokollen im Rahmen
der transradialen Herzkatheteruntersuchung berucksichtigt. Es zeigte sich, dass
eine low-dose Heparingabe bei transradialer Herzkatheteruntersuchung mit einer
hdéheren Verschlussrate assoziiert ist als eine high-dose Heparingabe
(>50 I.LE. / kg). Die Dauer der Kompression (< 4 h vs. >4 h) scheint ebenfalls einen

Einfluss auf die Okklusionsrate zu haben (112).

Wir postulieren daher, dass die konsequente high-dose Heparingabe wéhrend der
transradialen Herzkatheteruntersuchung und die Entlastung des TR-Bandes® im
15-mindtigen Intervall mit vollstandiger Entlastung nach zwei Stunden in unserem

Studienprotokoll das Risiko fiir radiale Okklusionen drastisch reduzieren.

4.3 Einfluss der periinterventionellen Kakaoflavanol-
Supplementierung auf Integritat, Struktur und Funktionalitat
des Endothels

4.3.1 Kakaoflavanole verbessern kurzfristig die Endothelfunktion und
verhindern eine langfristige Verschlechterung der Endothelfunktion
nach mechanischer Endothelverletzung

Unsere Daten zeigen, dass es nach einwdchiger Kakaoflavanol-Supplementierung

zu einer Verbesserung der Endothelfunktion, gemessen als FMD, kommt. Es

zeichnet sich zudem der Trend ab, dass durch die Kakaoflavanol-Supplementierung
der Abfall der FMD nach mechanischer Endothelverletzung geringer ausféllt als in
der Placebo-Gruppe. In der Flavanol-Gruppe erholte sich die Endothelfunktion nach
sechs Monaten vollstandig, wéhrend die FMD in der Placebo-Gruppe langfristig

signifikant reduziert blieb.
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Die beobachtete Steigerung der FMD nach Kakaoflavanol-Supplementierung deckt
sich mit Ergebnissen in der Literatur (87,88,113). Der Einfluss von Kakaoflavanolen
auf die Endothelfunktion nach transradialer Herzkatheteruntersuchung wurde

bislang noch nicht untersucht.

Schroeter et al. wiesen nach, dass die im Rahmen einer Kakaoflavanol-
Supplementierung gesteigerte FMD Korrelat einer erhéhten NO-Bioverflugbarkeit ist
(86). Kakaoflavanole sorgen durch Inhibition der endothelialen NADPH-Oxidase flr

eine verminderte NO-Inaktivierung durch freie Radikale.

Langfristig wirken Kakaoflavanole wahrscheinlich Uber eine erhbhte
eNOS-Expression. Da in der vorliegenden Arbeit die FMD nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung in der Flavanol-Gruppe trendweise weniger absank als
in der Kontrollgruppe, nehmen wir mechanistisch an, dass die gesteigerte
NO-Bioverfligbarkeit wahrend der Kakaoflavanol-Supplementierung die durch

Endothelverletzung verursachte endotheliale Dysfunktion teilweise ausgleicht.

In einer 2017 verdffentlichten Studie zeigten Fan et al., dass die periinterventionelle
Einnahme des Kalium-Kanal-Offners Nicorandil zu einer besseren Regeneration
der Endothelfunktion nach drei Monaten flahrt (114). Auch sie fihren als mégliche
Mechanismen eine vermehrte eNOS-Aktivierung und eine Reduktion freier Radikale

mit gesteigerter NO-Bioverflgbarkeit auf.

Unsere Daten zeigen ebenfalls unter Kakaoflavanol-Supplementierung eine
vollstdndige Regeneration der Endothelfunktion sechs Monate nach mechanischer
Endothelverletzung. In der Placebo-Gruppe bleibt die FMD verglichen mit dem
Ausgangswert auch sechs Monate nach transradialer Herzkatheteruntersuchung

signifikant reduziert.

Zwischen lokaler endothelialer Dysfunktion und vermehrter Intima-Media-
Hyperplasie besteht eine enge Assoziation (61). Daher werten wir die in der
Flavanol-Gruppe nach transradialer Herzkatheteruntersuchung langfristig nicht
beeintrachtige Endothelfunktion als wichtigen Baustein zu einer langfristigen

Verhinderung von Intima-Media-Hyperplasie.
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4.3.2 Kakaoflavanole verhindern langfristig Intima-Media-Hyperplasie nach
mechanischer Endothelverletzung

Unsere Ergebnisse belegen, dass eine zweiwbchige periinterventionelle

Kakaoflavanol-Supplementierung die katheterassoziierte Intima-Media-Hyperplasie

nach sechs Monaten verhindert, wahrend in der Placebo-Gruppe eine Zunahme der

IMT zu beobachteten war.

Der Zusammenhang von Kakaoflavanol-Supplementierung und Verhinderung von
Intima-Media-Hyperplasie nach mechanischer Endothelverletzung durch
transradiale Herzkatheteruntersuchung wurde von uns erstmalig beschrieben. Wie
im vorgehenden Abschritt beschrieben, geht diese ausbleibende strukturelle
Verénderung der GefdBwand nach mechanischer Endothelverletzung mit einer

langfristig erhaltenen Endothelfunktion einher.

Endothelverletzungen fihren tber mehrschrittige, Wochen bis Monate andauernde
Prozesse zu einer Intima-Media-Hyperplasie. Durch Migration glatter Muskelzellen
aus der Media in die Intima mit anschlieBender Proliferation kommt es zu einer
gesteigerten Produktion extrazellularer Matrix (20). Reendothelialisierung wirkt
durch Wiederherstellung der Integritdt und Funktionalitdt des Endothels
entscheidend der Intima-Media-Hyperplasie und weiteren atherosklerotischen

Prozessen entgegen.

Wir erklaren die ausbleibende Intima-Media-Hyperplasie nach periinterventioneller
Kakaoflavanol-Supplementierung mit der Unterstitzung endogener
Reparaturmechanismen und der gehemmten Proliferation vaskularer glatter
Muskelzellen, maBgeblich geférdert durch gesteigerte NO-Bioverfligbarkeit. Die
nach Kakaoflavanol-Supplementierung gesteigerte NO-Bioverfligbarkeit konnten

wir, wie zuvor diskutiert, Gber die Steigerung der FMD belegen.

In der Literatur wird der von uns beobachtete Zusammenhang von
NO-Bioverfugbarkeit und Reendothelialisierung durch verschiedene Studien

bestatigt: Die Beeintrachtigung der eNOS-Funktion durch Rauchen fihrt zu einer
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vermehrten Intima-Media-Hyperplasie nach katheterassoziierter

Endothelverletzung (58).

Im Tiermodell flihrte die periinterventionelle Supplementierung des Polyphenols
Resveratrol zu einer geringeren Intima-Media-Hyperplasie mit verringerter Zahl der
glatten Muskelzellen (119). Khandelwal et al. wiesen im Rahmen dessen nach, dass
es durch Resveratrol zu einem Anstieg von NO kommt, durch den wiederum die
Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen inhibiert wird. In einem weiteren
Experiment demonstrierte die Arbeitsgruppe, dass die Supplementierung von
Resveratrol bei Mausen die Intima-Media-Hyperplasie nach Endothelverletzung
deutlich mindert, dieser Effekt aber bei gleichzeitiger Supplementierung des
unselektiven eNOS-Inhibitors NG-Nitro-L-Arginine-Methylester (L-NAME) ausbleibt.
(120)

Neben der Inhibition der Proliferation glatter Muskelzellen Uber gesteigerte
NO-Bioverfugbarkeit scheinen Kakaoflavanole auch Uber die vermehrte
Mobilisation von zirkulierenden angiogenetischen Zellen (CAC) zu einer
physiologischen  Endothelregeneration  beizutragen. Im  Rahmen der
Reendothelialisierung werden CAC aus dem Knochenmark mobilisiert (40), die zu
Orten mit Endothelverletzung wandern. Dort vermitteln sie Uber Ausschittung
verschiedener Faktoren wie VEGF, SFD-1a, MCP-1 und NO Angiogenese und die
Reparatur endothelialer Defekte, ohne selbst in reife Endothelzellen zu
differenzieren (34,41).

Der eNOS wird bei der Endothelregeneration eine Schlisselfunktion
zugeschrieben, da sie fur die Freisetzung der CAC aus dem Knochenmark sowie
deren weitere Chemotaxis und Funktionalitdt wichtig zu sein scheint (34).
Kakaoflavanole verstarken die Aktivitat der eNOS durch Reduktion des oxidativen
Stresses und durch Steigerung der eNOS-Expression. Heiss et al. zeigten, dass die
Verbesserung der FMD als Korrelat erhdhter NO-Bioverflgbarkeit im Rahmen einer

Kakaoflavanol-Supplementierung mit einem Anstieg der CAC assoziiert ist (91).

Der Zusammenhang von therapeutisch gesteigerter CAC-Zahl und verringerter
Intima-Media-Hyperplasie ist in der Literatur beschrieben. Im Tiermodell steigern
Ostrogene (121) und Statine (122) die Zahl der CAC und fiihren zu verminderter
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Neointima-Bildung. Auch wenn die Mechanismen nicht abschlieBend aufgedeckt
sind, scheint in beiden Féllen eine erhdhte NO-Bioverflgbarkeit an der Steigerung
der CAC-Level beteiligt zu sein (121). Laufs et al. zeigten, dass durch kdrperliche
Aktivitat die Neointimaformation nach Endothelverletzung verringert wird und es zu
einer Steigerung der CAC-Spiegel kommt, die mindestens in Teilen NO und VEGF
abhangig ist (123).

Mechanistisch sehen wir also neben der gehemmten Proliferation vaskularer glatter
Muskelzellen die Steigerung der CAC-Spiegel als Erklarung fur die infolge von
Kakaoflavanol-Supplementierung verhinderte Intima-Media-Hyperplasie nach

Endothelverletzung an.

4.3.3 Einfluss von Kakaoflavanolen auf die Anderung von inneren und
auBeren Diameter sowie langfristiges Remodeling nicht belegbar
Wahrend in der Placebo-Gruppe eine postprozedurale reversible Ektasie
- gemessen als Zunahme von innerem und auBerem GefaBdiameter - dokumentiert
wurde, ist diese in der Flavanol-Gruppe nicht zu beobachten. Der Einfluss der
periinterventionellen  Supplementierung von Kakaoflavanolen auf diesen
Sachverhalt kann jedoch nicht belastbar beurteilt werden, da die Wechselwirkung
von Untersuchungszeitpunkt mit Gruppenzugehdrigkeit statistisch nicht signifikant
war und eine post hoc Power-Analyse (power innerer Diameter: 0,26; power
auBerer Diameter 0,13) eine deutlich zu kleine Fallzahl fur die Beantwortung der

Frage nach diesem tertidren Endpunkt attestierte.

In keiner der beiden Gruppen wurde eine signifikante langfristige Anderung von
innerem und auBerem GefaBdiameter beobachtet. Den erwarteten Einfluss auf das

Remodeling konnten wir dementsprechend nicht nachweisen.

Der einschléagigen Literatur zufolge ist die radiale Okklusion nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung eine haufige Komplikation. Die ARTEMIS — Studie
ermittelte durch eine Metaanalyse von 112 Studien eine Gesamt-Okklusionsrate
von 5,2 %. (8)
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In unserer Studie kam es in keinem Fall zu einer radialen Okklusion nach
transradialer Herzkatheteruntersuchung. Wir kdnnen dieses Ergebnis nicht sicher
der protektiven Wirkung der Kakaoflavanole zuschreiben, da es auch in der
Kontrollgruppe keinen Verschluss gab. Die ARTEMIS — Studie zeigte, dass eine
low-dose Heparingabe bei Herzkatheteruntersuchung mit einer hdéheren
Verschlussrate assoziiert ist als eine high-dose Heparingabe (> 50 I.E. / kg). Auch
die Dauer der Kompression (< 4 h vs. > 4 h) scheint einen Einfluss auf die
Okklusionsrate zu haben (112). Wahrscheinlich tragen, wie bereits zuvor diskutiert,
die routinemaBige high-dose Heparingabe wahrend der transradialen
Herzkatheteruntersuchung und die sukzessive (alle 15 min) Entlastung des
TR-Bandes® mit vollstandiger Entlastung nach spatestens zwei Stunden zu den

fehlenden Verschlissen unserer Studienpatienten bei.

4.4 Einfluss der periinterventionellen Kakaoflavanol-
Supplementierung auf endotheliale Mikropartikel als
Surrogatparameter und Modifikator der Endothelfunktion

nach mechanischer Verletzung
Die vermehrte Freisetzung endothelialer Mikropartikel (EMP) durch
katheterinduzierte mechanische Endothelschadigung wurde erstmals von Sansone
et al. beschrieben. Der beobachtete frihe (ein bis vier Stunden nach
Herzkatheteruntersuchung) Anstieg der CD144*EMP wird als Korrelat der
apoptotischen Komponente nach mechanischer Endothelverletzung bewertet,
wahrend der spate (vier bis 24 Stunden nach Herzkatheteruntersuchung) Anstieg
der CD62E*EMP als Korrelat der einsetzenden Zellaktivierung im Sinne der

Lresponse-to-injury anzusehen ist. (69)

Unsere Arbeit bestatigt diese Ergebnisse. In der Placebo-Gruppe findet sich fir alle
Subpopulationen ein signifikanter Anstieg der EMP-Plasmaspiegel zwischen dem

Ausgangswert und dem Wert nach transradialer Herzkatheteruntersuchung.
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Horn et al. stellten fest, dass es nach dreiBigtagiger Kakaoflavanol-
Supplementierung zu einem Abfall der EMP-Spiegel kommt. Gleichzeitig

korrelierten die Spiegel invers mit der FMD (124).

Unsere Daten bestatigen diese Beobachtungen. Es ist denkbar, dass die
verringerten EMP-Spiegel Folge der geringeren Apoptoserate und Aktivierung
endothelialer Zellen nach Besserung der Endothelfunktion durch Kakaoflavanol-
Supplementierung sind (124). Der exakte Mechanismus der EMP-Freisetzung

konnte in vivo bislang jedoch nicht nachgewiesen werden.

Zudem zeigen unsere Daten, dass in der Flavanol-Gruppe der Anstieg der
Plasmaspiegel der untersuchten EMP-Subpopulationen nach mechanischer
Endothelverletzung  ausbleibt. Der  Einfluss der  periinterventionellen
Supplementierung von Kakaoflavanolen auf diesen Sachverhalt kann jedoch nicht
belastbar beurteilt werden, da die Wechselwirkung von Untersuchungszeitpunkt mit
Gruppenzugehorigkeit statistisch nicht signifikant war und eine post hoc Power-
Analyse eine deutlich zu kleine Fallzahl (power CD31+41- EMP: 0,37,
power CD144+ EMP: 0,12, power CD62E+* EMP: 0,18) fiir die Beantwortung der

Frage nach diesem tertidren Endpunkt attestierte.

Der Zusammenhang von periinterventioneller Kakaoflavanol-Supplementierung

und EMP-Plasmaspiegel wurde in der Literatur bislang nicht untersucht.

In Zusammenschau mit der im vorherigen Abschnitt zitierten Arbeit von Horn et al.
und dem von uns beobachteten trendweise geringeren Abfall der FMD in der
Flavanol-Gruppe werten wir die EMP daher als mdglichen Surrogat-Parameter fur
die protektive Wirkung der periinterventionellen Kakaoflavanol-Supplementierung,

auch wenn diese Aussage mit der untersuchten Fallzahl nicht belastbar ist.

Neben ihrer Charakterisierung als Marker fir Apoptose und Zellaktivierung wurde
nachgewiesen, dass EMP aktiv die Endothelfunktion beeintrachtigen. In vivo
generierte Mikropartikel, die im Blut von Patienten mit akutem Koronarsyndrom,

metabolischem Syndrom oder chronischem Nierenversagen zirkulierten, fihrten bei
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Aortenringen von Ratten nach Inkubation zu endothelialer Dysfunktion (66). Uber
verschiedene Mechanismen hemmen EMP die eNOS (66,68). EMP tragen durch
Forderung eines prothrombotischen und inflammatorischen Zustandes Uber
verschiedene Mechanismen zur Auspragung eines proatherogenen Phanotyp der
Endothelzellen bei, unter anderem durch verminderte Bioverfligbarkeit von NO und
durch Férderung der Sekretion der proinflammatorischen Interleukine 6 und 8 (75).
Daher ist es mdglich, dass die in Folge der Kakaoflavanol-Supplementierung
gesenkten EMP-Spiegel zusatzlich zur direkten Wirkung der Kakaoflavanole zur
Verbesserung und umgekehrt die nach mechanischer Endothelverletzung
freigesetzten EMP zur Verschlechterung der Endothelfunktion, gemessen als FMD,

beitragen.
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4.5 Limitationen der Studie

Fir diese Studie ergeben sich mehrere Limitationen. Es handelt sich um eine
Single-Center- Studie mit relativ kleiner Fallzahl. Die in der a priori— Power-Analyse
geplante StichprobengrdéBe von n =18 pro Gruppe, die auf Basis friherer Arbeiten
der Arbeitsgruppe durchgefuhrt wurde, konnte fir die angiologischen
Untersuchungen eingehalten werden. Der primare und sekundare Endpunkt zeigten
eine klare statistische Signifikanz der erwarteten Wechselwirkung von
Gruppenzugehorigkeit  und Untersuchungszeitpunkt. Far  ergénzende
Fragestellungen erwies sich in einer post hoc durchgefihrten Power-Analyse die

Fallzahl jedoch als zu klein.

Die FMD kann durch verschiedene Medikamente beeinflusst werden (53). Da die
Medikamenteneinnahme flr die Studie nicht pausiert wurden, ist eine Beeinflussung

der Messergebnisse moglich.

Vor Beginn der Kakaoflavanol-Supplementierung wurde keine
Erndhrungsanamnese erhoben. Daher kann keine Aussage dartber getroffen
werden, ob die Erndhrungsgewohnheiten der Studienpatienten einen Einfluss auf
die FMD hatten. In der Literatur finden sich Hinweise, dass das Ausmal der Intima-
Media-Hyperplasie nach Endothelverletzung ebenfalls durch Medikamente wie
Statine (122), Hormone wie Ostrogen (121), Nikotinkonsum (58) und Polyphenole
(119), deren Zufuhr durch unterschiedliche Ern&hrungsgewohnheiten
interindividuell méglicherweise differiert, moduliert werden kann. Der Einfluss dieser

Variablen wurde nicht gesondert untersucht und kann daher nicht beurteilt werden.

Die Patienten fiihrten die Kakaoflavanol-Supplementierung im ambulanten Setting
durch. Die Compliance wurde mittels Aussage der Patienten, nicht aber mit

Untersuchung des Urins auf Flavanol-Metabolite GUberpruft.

Um oben genannte bekannte sowie unbekannte personengebundenen StérgréBen
auf beide Gruppen moglichst gleich zu verteilen, wurde zu Beginn der Studie

dementsprechend eine Randomisierung vorgenommen.
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4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser randomisierten, placebokontrollierten und doppelblinden Studie im
Parallelgruppendesign wurde zum ersten Mal der Einfluss von Kakaoflavanolen auf
die kurz- und langfristige GeféaBantwort nach Endothelverletzung infolge von

transradialer Herzkatheteruntersuchung analysiert.

Unsere Daten zeigen, dass Kakaoflavanole eine verletzungsassoziierte Intima-
Media-Hyperplasie verhindern. Kakaoflavanole beugen auBerdem einer
langfristigen endothelialen Dysfunktion nach transradialer
Herzkatheteruntersuchung vor. Auf zellularer Ebene spiegelte sich die durch
Flavanol-Supplementierung verbesserte Endothelfunktion durch einen Abfall der
EMP-Plasmaspiegel wider. Der in der Placebo-Gruppe postprozedural beobachtete
Anstieg der EMP-Plasmaspiegel als Marker fur Endothelverletzung blieb in der
Flavanol-Gruppe aus. Der Effekt der Flavanole ist jedoch aufgrund einer fur diese

Fragestellung zu geringen Fallzahl statistisch nicht belastbar.

Der transradiale Zugangsweg hat far die Koronarangiographie einen hohen
Stellenwert. Trotz vieler Vorteile kébnnen katheterassoziierte kurz- und langfristige
Veranderungen der A. radialis wie endotheliale Dysfunktion, Intima-Media-
Hyperplasie und Lumenreduktion zu Komplikationen mit klinischer Relevanz fuhren:
Nach wie vor sind radiale Okklusionen ein prasentes Problem. AuBerdem wird nach
stattgehabter transradialer Koronarangiographie wegen maoglicher persistierender
Endothelschadigung und -dysfunktion von einer Verwendung der A. radialis als
Bypass abgeraten. Auch fur die Verwendung der A. radialis als arterio-venoser
Shunt kann eine vorherige transradiale Herzkatheteruntersuchung nachteilig sein,

da die IMT positiv mit frihem Shuntversagen korreliert.

Wir sehen in der periinterventionellen Kakaoflavanol-Supplementierung eine
Maoglichkeit, katheterassoziierte funktionelle und strukturelle Schaden der A. radialis
zu reduzieren. Es werden weitere Studien benétigt, um unsere Ergebnisse zu
bestadtigen und Vorteile durch periinterventionelle Supplementierung von
Kakaoflavanolen flr die weitere Verwendung der A. radialis als Shunt oder Bypass

zu belegen.
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4.7 Graphical Abstract
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Abb. 17: Graphical abstract

In dieser placebokontrollierten Parallelgruppenstudie wird der Einfluss von Kakaoflavanolen auf die
kurz- und langfristige GefaBantwort nach Endothelverletzung infolge einer transradialen
Herzkatheteruntersuchung untersucht. Durch die mechanische Endothelverletzung selbst werden
endotheliale Mikropartikel (EMP) freigesetzt. In der akuten Phase nimmt das Endothel nach der
Verletzung einen prothrombotischen und proinflammatorischen Phénotypen an. Aufgrund von
Zellaktivierung und -Apoptose werden vermehrt EMP freigesetzt. Die flussvermittelte Vasodilatation
(FMD) ist wegen der verminderten Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) deutlich reduziert.
Zusammenfassend wird dieser Zustand als endotheliale Dysfunktion beschrieben. Unter Vermittlung
von zirkulierende angiogenetischen Zellen (CAC) findet die Endothelregeneration statt. Langfristige
Folge der endothelialen Dysfunktion ist die Intima-Media-Hyperplasie durch Anreicherung

extrazellularen Kollagens und einer Zunahme glatter Muskelzellen.

Infolge der periinterventionellen Flavanol-Supplementierung kommt es zu einer gesteigerten
Bioverflgbarkeit von NO. Dadurch wird der Zustand der endothelialen Dysfunktion nach
mechanischer Endothelverletzung abgemildert. Durch verminderte Aktivierung und Apoptose der
Endothelzellen sind weniger EMP nachweisbar. Die FMD féllt weniger stark ab. Die
Endothelregeneration wird durch gesteigerte Verflgbarkeit von CAC geférdert. Langfristig wird

dadurch die Intima-Media-Hyperplasie gemindert.
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