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1. Einleitung

1.1. Thrombozyten und Atherosklerose

Unter Atherosklerose versteht man die variable Kombination von Intimaveranderungen der
Arterien, bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen
Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen
verbunden mit Verénderungen der Arterienmedia. Das derzeit diskutierte Modell sieht die
Atherogenese as zdluldre, entzindliche-proliferative Reaktion der Gefal3wand auf
chronische Reizung, beziehungsweise Verletzung. Pathophysiologisch ist der zentrale
Ausl6semechanismus dieser Intimaverdnderungen die Monozytenchemotaxis, die Adhasion
an die Gefallwand, die Transmigration, Makrophagendifferenzierung, Phagozytose von
oxidierten LDL-Partikeln und Bildung von Schaumzellen (,foam cells) 3. Der
Ausldsemechanismus, der zur Monozyteneinwanderung in die Geféwand fihrt, ist nicht
endgultig geklart. Zahlreiche Studien belegen , dal3 Thrombozyten und insbesonders
aktivierte Thrombozyten aufgrund ihrer Fahigkeit zur Exkretion zahlreicher biologisch
aktiver Substanzen in der Lage sind, einen fordernden Effekt auf die Atherogenese auszuiiben
*  Die a-Granula der Blutplattchen enthalten eine Vielzahl von mitogenen
Wachstumsfaktoren wie z.B. ,platelet-derived growth factor “(PDGF ) und , transforming
growth factor “(TGF). Diese Wachstumsfaktoren bewirken eine Einwanderung und
Proliferation von glatten Muskelzellen und eine Intima-Proliferation der Blutgefél3e an
Stellen mit erhdhter Aktivitdt der Thrombozyten . Dariiberhinaus kénnen die koronaren
Risikofaktoren Uber eine Beeinflussung der Thrombozytenfunktion zur Atherogenese
beitragen. Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus sind assoziiert mit
einer erh6hten basalen Plattchenaktivierung. Experimentelle Untersuchungen konnten zeigen,
dass aktivierte Thrombozyten die adhasiven und chemotaktischen Eigenschaften von
Endothelzellen durch Freisetzung von zytokindhnlichen Substanzen wie Interleukin-1 oder
CD40-Ligand ° entscheidend verandern kénnen (siehe Abbildungl)
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Abbildung 1

Die ajpbz vermittelte Pléattchenadhésion fihrt zur Oberfléchenexpression von P-Selectin (CD62P) und zur
Freisetzung von CD40L und IL-1b. Die freigesetzten Substanzen stimulieren Endothelzellen und induzieren ein

entziindliches Milieu, welches die proatherogenen Veranderungen fordert .

Diese Substanzen konnen im Endothel und auch in glatten Muskelzellen wiederum die
Sekretion von MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) und die Oberflachenexpression
von ICAM-1 (interzelluléres Adhésionsmolekiil-1) induzieren *. ICAM-1 als auch MCP-1
stellen einen wesentlichen chemotaktischen Faktor fur die Monozyten dar. Entscheidend fir
die Bildung von MCP-1 und ICAM-1 ist der Transkriptionsfaktor Nuklear-Faktor -kB (NF-
kB). Sowohl NF-kB als auch MCP-1 und ICAM-1 werden in sehr hohen Konzentrationen in
atherosklerotischen Lasionen gefunden ’. Aktivierte Thrombozyten aktiveren das NF-kB-
System und induzieren die Transkription NF-kB regulierender Genprodukte. Zudem koénnen
aktiverte Thrombozyten Uber einen PDGF-abhéngigen Mechanismus die Migration glatter
Muskelzellen stimulieren. Aufgrund all dieser geschilderten Vorgange kénnen Thrombozyten
eine zentrale Rolle bei der Entstehung atherosklerotischer Verénderungen im Bereich der
Gefaldwand spielen und auch die Frohphase der Atherogenese, namlich die
Monozyteneinwanderung beglinstigen. In Abbildung 2 ist das hypothetische Modell der
Atherogenese und die Triggerung durch Thrombozyten zusammengefasst.
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Abbildung 2

Hypothetisches Modell der Atherogenese getriggert durch Thrombozyten.
Aktivierte Pléttchen rollen entlang dem Endothelmonolayer vermittelt durch GPlba/P-Selectin oder PSGL-1/P-
Selectin. Anschlief3end adhdrieren die Pléttchen Uber b3 Integrine am Geféllendothel und setzen
proinflammatorische Verbindungen wie CD40L oder IL-1b frei und induzieren einen proatherogenen Phanotyp
des Endothels. (Chemotaxis, MCP-1, Adhé&sion, ICAM-1). Im weiteren Verlauf rekrutieren die adhérenten
Pléttchen Leukozyten und fordern die Leukozyten-Transmigration durch die Gefé3endothelschicht sowie die
Bildung von Schaumzellen. Auf diese Weise triggern Pléttchen die atherosklerotische Plaquebildung bevor es

tiberhaupt zu einem thrombotischen Gef&Rverschiul? kommt ©.

1.1.1. Thrombozyten und Koronare Herzerkrankung

Die haufigste klinische Manifestation der Atherosklerose stellt die koronare Herzerkrankung
dar, die sich zur Haupttodesursache in der westlichen Welt mit steigender Tendenz entwickelt
hat. Die Pathophysiologie der koronaren Herzkrankheit beruht im wesentlichen auf der
Entstehung und dem Remodelling atherosklerotischer Plaques. Thrombozyten und
inbesonders aktivierte Thrombozyten spielen eine fundamentale Rolle sowohl bei der
Atheroskleroseentstehung als auch bel der Entwicklung ischémischer Komplikationen. So
liegt dem akuten Koronarsyndrom eine akute atherosklerotische Plagueruptur mit
nachfolgender Thrombozytenaggregation und Thrombusbildung zugrunde ®.

Im wesentlichen werden drei Mechanismen diskutiert, die zu einer solchen Plagueruptur
fuhren konnen. Bei Diskontinuitdt des Endothels z.B. durch oberfl&chliche Erosionen
(Abbildung 3B) kommt es zur Freilegung von subendothelialen Strukturen wie Kollagen und
von Willebrand-Faktor (VWF) °. Mittels der membrandsen Adhasionsrezeptoren GP 1b und
GP VI (Abbildung 3B) kommt es zu einem initiadlen Kontakt der Thrombozyten mit dem
Subendothel. Dieser Kontakt mit dem Subendothel fihrt zu einer Aktivierung des
Fibrinogen- (GPIlIbllla) und Kollagenrezeptors (azbi), was schliefdich zu einer festen
Adhésion der Thrombozyten fuhrt (Abbildung 3C). Im weiteren Verlauf degranulieren die
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Thrombozyten (Abbildung 3D) und rekrutieren weitere Thrombozyten an die bereits
adhdrenten Thrombozyten und leiten damit den Vorgang der Plé&ttchenaggregation ein
(Abbildung 3E). Die Bildung von Mikropartikel (Abbildung 3F) im Bereich der
Thrombozytenaggregate katalysiert die Entstehung von Thrombin und damit Fibrin, das den
wachsenden Thrombus stabilisiert.
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Abbildung 3:

Thrombozytenabhéngige Thrombusformation. A:Unter physiologischen Bedingungen adhérieren die
Thrombozyten nicht an intaktes Endothel. B:Diskontinuitdt der Endothelzellen fihrt zur Freilegung
subendothelialer Matrixproteine wie Kollagen und von-Willebrand-Faktor (VWF). Mittels der membrandsen
Adhésionsrezeptoren GPIb und GPVI gehen die Thrombozyten einen intialen Kontakt mit dem Subendothel ein.
C:Kontakt fuhrt zur Aktivierung des Fibrinogenrezeptor (a;pbz) und Kollagenrezeptors (ab;). D:Degranulation
der Blutplédttchen und Rekrutierung weiterer Thrombozyten an die bereits adhd@renten Thrombozyten.
E:Mikroaggregatbildung Uber Fibrinogenbriicken zwischen den GPlIb-lIl1aRezeptoren. F:Formation von
Mikropartikel im Bereich der Thrombozytenaggregate katalysiert die Entstehung von Thrombin und damit
Fibrin, das den wachsenden Thrombus stabilisiert.

Auch durch die Ruptur von Mikrogefal3en, die in atherosklerotische La&sionen einsprossen
und zu kleinen H&morrhagien mit einer in-situ Thrombose fuhren , ist eine Méglichkeit der
plotzlichen Plagueprogression vorstellbar. Die dritte Moglichkeit ist das Aufbrechen der
fibrosen Kappe des Plagues, die vor alem aus migrierten glatten Muskelzellen und
extrazelluldrer  Matrix  besteht. Hier spilen inflammatorische  Stimuli und
Matrixmetalloproteinasen eine entscheidende Rolle. Die Thrombozytenanlagerung an den
vulnerablen rupturierten Plaque kann bis zu einem vollsténdigen Gefél3verschluf und damit
zu enem akuten Myokardinfarkt fuhren. Andererseits konnen die gebildeten
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Thrombozytenaggregate im weiteren Verlauf in die Peripherie embolisieren und dabei zu
einer Beeintrachtigung der myokardialen Mikrozirkulation fihren *°. Neben der
mechanischen Obstruktion und Mikroembolisierung spielen auch die Freisetzung
vasokonstriktiver Substanzen durch die Pldttchen wie z.B. Serotonin, Thromboxan, freie
Radikale eine wichtige Rolle. Neben ihrer Bedeutung fur die Thrombusbildung wirken die
aktivierten Blutpl&ttchen auch inflammatorisch indem sie Zytokine wie Interleukin-8 oder

Interleukin-6 produzieren. Zudem adhérieren aktivierte Blutpldttchen auch an zirkulierende
Leukozyten und bewirken deren Aktivierung. Solche Thrombozyten-L eukozytenaggregate
konnten auch bei Patienten mit instabiler Angina pectoris und Myokardinfarkt nachgewiesen

werden 12,

1.1.2. Thrombozytenfunktion bei cerebrovaskulérer Ischamie (TIA, Stroke)

Der Schlaganfall stellt die dritthaufigste Todesursache 2 in den industrialisierten Landern dar
und ist eine der haufigsten Ursachen fur korperliche Langzeitbehinderung. Ca 80 % der
Schlaganfdle sind ischdmischer Natur und entstehen entweder auf dem Boden eines
atherothrombotischen oder kardioembolischen cerebralen GefaRverschluRes.'*. Obwohl in
beiden Fédlen (atherothrombotisch und kardioembolisch), die Ursache der cerebralen
Ischéamie eine unkontrollierte Thrombusbildung darstellt, ist der Mechanismus, der zur
Bildung des Thrombus fiihrt, unterschiedlich *°. Der atherothrombotische Schlaganfall ist
pathophysiologisch eher vergleichbar mit der koronaren Thrombose. Hier triggern aktivierte
Platchen die Thrombusbildung am Ort der Lasion, meist in Bereichen mit hohen
Scherkréften wie Aortenbogen oder Stenosen von extrakraniellen gehirnversorgenden
Arterien. Im Gegensatz dazu liegt dem Stroke kardio-embolischer Genese wie z.B. bel
Vorhofflimmern, ein anderer Mechanismen zugrunde. Hier entstent der Thrombus in
Bereichen mit niedrigen Scherkraften und erniedrigter Blutflussgeschwindigkeit vorwiegend
durch verstarkte Tissue-Faktoraktivitdt und Thrombinbildung des Endothels mit erst
nachfolgender  Pléttchenaktivierung. Aus diesem Grunde steht im  Fale des
atherothrombotischen Strokes die antithrombozytére Therapie im Vordergrund und im Falle
des kardioembolischem Schlaganfalles die Antikoagul ation.

Ein potentieller Zusammenhang zwischen Plétchenaktivierung und cerebraler Ischamie
wurde erstmals in den 60er Jahren vermutet und durch spatere Untersuchungen bestatigt %8,
So konnten bel Patienten mit Schlaganfall erhohte Plasmaspiegel von Pléttchenfaktor 4 sowie

b-Thromboglobulin nachgewiesen werden. Im Vergleich zu gesunden Probanden wiesen



Thrombozyten von Patienten mit ischamischem Schlaganfall eine erhéhte durch Scherkréfte
induzierbare Aggregabilitdt auf *°. Innerhalb von 6 Wochen kam es zu einer spontanen
Normalisierung der in der Akutphase verstarkten Plattchenaggregabilitat %°. Neuere Studien,
die vorwiegend durchflul3zytometrische Methoden verwendeten, zeigten eine vermehrte
Expression von P-Selectin (CD62P) und CD63 auf zirkulierenden Thrombozyten von
Patienten mit akutem Schlaganfall #*. Gleichzeitig war der Anteil von Pléttchen mit , shape
change” in der Phasenkontrastmikroskopie erhdht. Die Einnahme von Aspirin oder
Marcumar hatte keinen Einflud auf die Expresson dieser thrombozytaren
Oberflachenantigene, sodal? trotz Aspirin oder Marcumar aktivierte Thrombozyten vorliegen
konnen. Zeller %, der die Expression von CD62P, CD63 und Thrombospondin bei Patienten
mit akuter cerebraler Ischamie (Stroke und TIA) untersuchte, fand bel Patienten mit
Atherosklerose der gehirnversorgenden Gefél3e eine ausgepragtere Pléttchenaktivierung als
bei Patienten mit kardioembolischen Insulten. Wahrend die CD62P-Expression sich im
Median bei den erwahnten Studien nach 2 Wochen normalisierte, blieb die CD63 Expression
iber den untersuchten Zeitraum von 3 Monaten erhalten 2%, Allerdings konnte bisher keine
Beziehung zwischen einer weiter bestehenden Pléttchenaktivierung und dem Risiko fir einen

erneuten ischamischen Insult nachgewiesen werden.
1.1.3. Thrombozytenfunktion und Diabetes mellitus

Die Koronare Herzerkrankung und die damit verbundenen Komplikationen wie stumme
Ischamien und Myokardinfarkt sind die haufigsten Todesursachen bei Diabetikern 2%, Auch
hier spielen Thrombozyten eine fundamentale Rolle bei der Genese dieser besonders
akzelerierten Atherosklerose und deren ischamischen Komplikationen.

So sind die Thrombozyten von Diabetikern grof3er und weisen eine gesteigerte Aggregabilitét
und Adhasivitst auf > %*. Ferner ist die Expression von thrombozytaren
aktivierungsunabhéngigen als auch aktivierungsabhdngigen Membranglycoproteinen wie
GPIb (Bindungstelle fur von Willebrand Faktor), GPIIbllla (Fibrinogenrezeptor), P-Selectin,
CD63 und GMP140 gesteigert. Zudem weisen Plattchen von Diabetikern (siehe Abbildung 4)
eine veranderte Ca2+ /Mg2+ Homostase auf, der Arachidonsauremetabolismus ist verandert,
die Thromboxan (TXA2) Synthese gesteigert, die Prostacyclin und NO-Produktion

vermindert " %8,
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Abbildung 4

Auswirkungen der diabetischen Stoffwechsellage auf die Thrombozytenfunktion: Verénderung der
Caciumhomostase, Inhibierung der Natrium/Kaium-Adenosintriphosphatase (Nat+/K+-ATPase) Aktivitét,
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), verminderte Produktion von Stickstoffmonoxid (NO), gesteigerte
Bildung von Sauerstoffradikalen (ROS) und nicht enzymatische Glycosylierung der Membranglycoproteine %.

Neben der gesteigerten Plattchenaktivierung liegt beim Diabetiker auch eine gesteigerte
plasmatische Gerinnnung vor®®. Sowohl das endogene as auch exogene Gerinnunssystem
sind betroffen und die prokoagulatorischen Faktoren sind erhoht. Auf der anderen Seite wird
dieses Gleichgewicht noch zusétzlich durch die Erhéhung von PAI-1 und der gleichzeitigen
Verminderung der Fibrinolyse gestort. Somit ist der Diabetes mellitus mit einem hoch
prothrombotischen Zustand verbunden (siehe Abbildung 5). Dieser hoch prothrombotische
Zustand mit den aktivierten Blutpl&tchen und der gesteigerten plasmatischen Gerinnung wird
durch die endotheliale Dysfunktion beim Diabetiker *° weiter aggraviert.
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Abbildung 5:

Diabetes mellitus ein hochprothrombotischer Zustand mit aktivierten Pléttchen, gesteigerter plasmatischer
Gerinnung und Aufhebung der antithrombotischen Eigenschaften des GefaRendothels %°.

Die chronische Hyperglykamie fuhrt zur Bildung von Protein-Glykosylierungs-produkten
(sogenannte  Amadoriprodukte oder early glycosylation products) aus welchen durch
irreversible Vernetzung die AGE-Produkte (advanced glycosylation endproducts) und
Superoxidanionen (Sauerstoffradikale) entstehen. Letztere vermindern die Synthese und
Freisetzung von Prostaglandin (PGI2) und von Stickoxid (NO) am Geféendothel und in
glatten  Muskelzellen. Dies vermindert die Vasorelaxation, verstérkt die
Thrombozytenadhésion und Aggregation und fuhrt zur Aufhebung der antithrombotischen
Eigenschaften des Geféwand. Insgesamt liegt somit beim Diabetiker ein hoch
prothrombotischer Zustand vor mit aktivierten Plattchen, einer gesteigerten plasmatischen
Gerinnung bel gleichzeitiger Aufhebung der antithrombotischen Eigenschaften der
Gefaldwand (Abbildung 5).

1.2.  Antithrombozytére Therapie

Da die Thrombozyten eine bedeutende Rolle bei der Atherosklerose und deren ischdmischen
Komplikationen (akutes koronares Syndrom, Schlaganfall) spielen, sind in den letzten Jahren
eine Vielzahl von Medikamenten zur effektiveren Plattchenhemmung entwickelt worden.



1.2.1. Aspirin

Acetylsalicylsdure (Aspirin) gilt as Standard in der Therapie und Prophylaxe
atherothrombotischer Krankheitsbilder . Der Wirkmechanismus des Aspirins (Abbildung 6)
beruht auf der selektiven und irreversiblen Hemmung der Zyclooxygenase (COX), die in 2
Isoformen (COX-1 und COX-2) existiert. Aspirin hemmt COX-1 irreversibel durch
Acetylierung eines Serinrestes in Position 530 und verhindert damit die Konversion der
Arachidonsaure in das instabile Endoperoxid PGH, , welches dann in Thromboxan TXA;
umgewandelt wird. Letzteres wirkt vasokonstriktiv und fordert die Pl&ttchenaggregation.
Bereits nach einmaliger Einnahme von ASS kommt es zur Verlangerung der Blutungszeit,
zur Hemmung der durch Kollagen oder Arachidonséure induzierten Plattchenaggregation und
zur verminderten Freisetzungsreaktion mit Hemmung der zweiten Aggregationsphase nach
ADP- oder Adrenalinstimulation. **.

| Rollagen, Throanbin, AT, Schemiress,..
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Abbildung 6:

Wirkorte von Antithrombotika

1 Aspirin hemmt selektiv die COX-1, dass die Arachidonsdure (AA) in das instabile Endoperoxid PGH,
umwandelt , wodurch die Thromboxanbildung (TXA, verhindert wird.

2 Thienopyridine blockieren den P2Y,-ADP-Rezeptor und hemmen ADP-induzierte Aktivierungsme-
chanismen. Beide Substanzklassen wirken damit intrathrombozytdr auf die Signaltransduktion.
3 Wirkort der GPIIb-111a Blocker ist extrathrombozytér, wirken direkt am Fibrinogenrezeptor und hemmen so
die Endstrecke der Plattchenaggregation. R: spezifische Rezeptoren fur chemische Agonisten.

AA : Arachidonszure. Modifiziert nach Schror %,



1.2.2. Aspirinresistenz

Die Effektivitét von Aspirin sowohl in der priméren als auch sekundéren Prévention der
kardiovaskuldren thrombotischen Erkrankung ist gut dokumentiert 3*. Dennoch erleidet ein
bedeutender Antell der Patienten trotz scheinbar adaquater  Aspirintherapie
atherothrombotische Ereignisse was zu dem Begriff der ,Aspirinresistenz® (AR) gefihrt hat.
Die Inzidenz der AR variiert je nach angewandter Testmethode und untersuchter
Studienpopulation zwischen 5 und 50% 3" **. Wong et a *® schlagen folgende Einteilung fiir
das Phanomen der Aspirinresistenz (AR) vor: 1. AR als das Unvermégen gegen ischémische
Ereignisse zu schitzen. 2. AR as fehlende Inhibition der Thromboxan-A2 Produktion und
/oder seiner Metaboliten und 3. AR as das Versagen die Thrombozytenaggregation zu

hemmen.

1.2.3. Ursachen der Aspirinresistenz

Die genauen Ursachen der Aspirinresistenz sind nicht eindeutig geklart, und die zugrunde
liegenden Mechanismen scheinen multifaktoriell zu sein. Die wohl einfachste Ursache
betrifft die fehlende Compliance. Aufgrund der Resultate von Cotter ist die Non-Compliance

87 Andere Autoren

sogar moglicherweise der Hauptgrund fur die Aspirinresistenz
argumentieren, die Aspirinresistenz sei ein Dosierungsproblem, das man durch eine
stufenweise Erhéhung der Aspirindosis durchbrechen kann *. Eine andere mogliche Ursache
fur die Aspirinresistenz scheint die Existenz aternativer Stoffwechselwege fir die
Thromboxansynthese zu sein. Aspirin hemmt vorwiegend COX-1 und nicht COX-2. Bei
verschiedenen krankhaften Zusténden (Entziindung) kommt es aber zu einer vermehrten
Expression von COX-2, welche ebenfalls zu einer Synthese von Prostaglandin H2 und
Produktion von TXA2 fuhren kann trotz Inhibition der COX-1 durch Aspirin. Ein erhohter
Thrombozytenumsatz wird auch fur die Aspirinresistenz verantwortlich gemacht. Nur 10-20
% nicht ,aspirinisierter* Thrombozyten muf3 im Gesamtpool vorhanden sein, um eine
normale Thrombozytenfunktion und — aggregation zu gewdhrleisten. Verschiedene
genetische Polymorphismen sind fur das Auftreten einer Aspirinresistenz verantwortlich
gemacht worden *°. Neben TXA2 sind auch andere Mediatoren wie z.B. Kollagen, ADP,
Katecholamine und Thrombin in der Lage eine Plattchenaggregation zu induzieren, was zum
Teil gewisse Formen der Aspirinresistenz erkldren konnte “.
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1.2.4. Bestimmung der Aspirinresistenz

Ein Konsensus hinsichtlich der besten Methode existiert nicht. Die gebrauchlichen in-vitro
Tests unterscheiden sich in Methoden, die die Suprimierung der Thromboxansythese durch
ASS Uberprifen und solche die verschiedene Phasen der Thrombozytenfunktion messen.
Vom biochemisch-pharmakologischen Standpunkt wird die Aspirinwirkung anhand der
Inhibition der Thromboxan A, Bildung im Serum oder Urin bestimmt.

Andererseits kann man den Anti-Aggregationseffekt von Aspirin durch die Messung der
Plattchenaggregation Uberpriifen. Das PFA-100- Gerédt von Dade, Behring ** das auch im
Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, misst die primére hdmostatische Funktion in vitro.
Im Gegensatz zur optischen Thrombozytenaggregation verwendet es Vollblut und simuliert
die ,high-shear stress* Bedingungen wie sie in stenotischen Arterien vorkommen. Beide
Methoden, Plétchenaggregometrie als auch in-vitro Blutungszeitbestimmung werden exakt
im Rahmen der Darstellung der eigenen Arbeiten im Methodenteil erklart.

1.2.5. Klinische Bedeutung der Aspirinresistenz

Das Ausmal’ und die klinische Bedeutung der Aspirinresistenz sind bislang nicht endgiltig
geklart. Es gibt aber einige klinische Studien zur AR, die zeigen, dass es sich hier nicht nur
um ein Laborphénomen handelt. Schon 1993 beobachtete Grotemeyer “? 180 Patienten tiber 2
Jahre, die wegen eines zurtickliegenden Hirninfarktes mit ASS (Dosierung von 1500 mg/d)
behandelt wurden. Etwa 33% diese Patienten wurden schon damals unter dieser hohen ASS-
Dosierung as Non-Reponder eingestuft. Die Haufigkeit kardiovaskulérer Ereignisse war bel
diesen Non-Responder mit 40% fast 10mal hoher als bei den ASS-Respondern.

Gum et al *® hat die AR prospektiv an 326 Patienten mit einer stabilen KHK mittels optischer
Thrombozytenaggregation und PFA-Messung untersucht. 5.5 % der Patienten hatten eine AR
und nach 2 Jahren war diese AR mit einem erhéhten Risiko von Tod, Myokardinfarkt und
Schlaganfall assoziiert. In einer Subanalyse der Heart Outcomes Prevention Evaluation Study
(HOPE) ** konnte Eikelboom et a * zeigen, dass der kombinierte Endpunkt aus
Myokardinfarkt, Schlaganfall und kardiovaskularem Tod bei 976 ASS-behandelten Patienten
bzw altersangepassten Kontrollen parallel zur in Quartilen unterteilten Ausscheidung von 11-
Dehydro-thromboxan B2 (11-DH-TXB2) zunahm. Chen “° untersuchte die Effekte einer AR
auf das Vorkommen von Myokardnekrosen nach nicht notfallméafiiger PCI bel 151 Aspirin
behandelten Patienten. Das Ansprechen auf ASS wurde hier mit dem VerifyNow RPFA Test
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(Accumetrics, San Diego,CA) % untersucht und 19.2 % der Patienten zeigten kein
Ansprechen auf ASS. Aspirin-resistente Patienten wiesen eine signifikant hohere Inzidenz an
Myokardnekrosen (erhdhte Troponinwerte) verglichen mit Aspirin-sensitiven Patienten auf
(51.7% versus 24.6%, p-Wert=0.006). Eine erst kiirzlich von Marcucci *® publizierte Studie
zeigte, dass Patienten mit einer Aspirinresistenz nach Behandlung eines Myokardinfarktes
mit Akut-PCl und Stentimplantation (bare metal stent) ein hoheres Risiko fir erneute
kardiovaskuldre Ereignisse nach einem Jahr haben (39.1% vs 23.2%, p<0.05). In einer
multivariaten logistischen Regressionsanalyse erwies sich die Aspirinresistenz sogar as ein
signifikanter und unabhangiger Prédiktor fir das Auftreten eines erneuten kardiovaskul&ren
Ereignisses innerhalb eines Jahres (Hazard Ratio 2.9 bel eéinem 95% Konfidenzintervall von
1.1 bis 0.2, p <0.05).

1.2.6. Thienopyridine: Ticlopidin und Clopidogrel

Beide Substanzen gehdren zu den Thienopyridinen, sind sich in ihrer Struktur sehr dhnlich,
unterscheiden sich aber deutlich in ihrem Nebenwirkunsprofil as auch in ihren
pharmakol ogischen Eigenschaften. Beide stellen sogenannte ,prodrugs® dar, d.h. sie wirken
nicht in-vitro und werden erst durch hepatische Metabolisierung in ihre aktiven Metabolite
umgewandelt, die dann die charakteristische antithrombozytare Wirksamkeit entfalten. Im
Gegensatz zu Aspirin hemmen die Metabolite der Thienopyridine nicht die Zyclooxygenase,
sondern interferieren mit der ADP-induzierten Thrombozytenagggregation. Somit haben sie
keinen Einfluf3 auf die Thromboxanbildung. (siehe Abbildung 6,7).
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Abbildung 7:

Wirkmechanismus der Thienopyridine. ADP fuhrt durch Bindung an den P2X1 —Rezeptor mittels
Caciumeinstrom direkt und Uber die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren P2Y 1 und P2Y 12 mittels Freisetzung
von intrazelluldrem Calcium indirekt zu einer Erhéhung der intrazelluléren Konzentration an Calciumionen und
damit zur Formveradnderung und Aggregation des Thrombozyten. Die ADP —-Wirkung am P2Y 12 wird durch
Thienopyridine blockiert. Gi, Gg: Unterschiedliche Klassen, der in der Zellmembran verankerten
plattchenaktivierenden G —Proteine (nach &% 2%

Sie blockieren spezifische ADP-Rezeptoren (P2Y 12) , welche Uber inhibitorische G-Proteine
die Adenylatzyklase regulieren und bewirken so eine Hemmung der ADP-induzierten
Senkung des thrombozytdren c-AMP-Spiegels und damit letztendlich Hemmung der
Pléattchenaggregation (Abbildung 7). Die Thienopyridine und hier inital das Ticlopidin
erlangten ihre besondere klinische Bedeutung vor allem durch die Erkenntnis, daf3 die akute
Stentthrombose nicht ein Problem der plasmatischen, sondern der thrombozytéren Gerinnung
ist. Unter der fruher dblichen bis ca 1998 durchgefiihrten Begleittherapie von Aspirin und
Marcumar nach koronarer Stentimplantation traten in bis zu 13% Stentthrombosen auf ®&
ME 19%). Leon et a konnten erstmals in der STARS-Studie die signifikante Uberlegenheit
einer Kombinationstherapie von ASS und Ticlopidin gegeniiber einer Kombinationstherapie
von ASS und Marcumar hinsichtlich des Auftretens einer Stentthrombose (0.5% [
ASS+Marcumar | vs 2.7% [ ASSt+Ticlopidin ] p=0.001) bei gleichzeitig geringerem

Blutungsrisiko zeigen *°. Diese Ergebnis wurde in der Folge von mehreren anderen Studien
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052 hestitigt. Seitdem hat sich die duale antithrombozytdre Therapie nach koronarer
Stentimplantation im klinischen Alltag durchgesetzt.

1.2.6.1. Ticlopidin

Bel gesunden Probanden wird nach Einnahme von 500 mg Ticlopidin die ADP-induzierte
Thrombozytenaggregation messbar gehemmt. Die maximale antithrombozytéare Wirkung
wird erst nach 4-7 Tagen erzielt. Die Inhibierung der ADP-induzierten Pléttchenaggregation
und die Zeit bis zum Wirkungsmaximum ist direkt abhangig von der Gesamtdosis. Hohere
Dosierungen als 500 mg Ticlopidin erhdhen die Inzidenz der Nebenwirkungen. Die haufigste
Nebenwirkungen sind Durchfélle, die bel ca 20% der behandelten Patienten auftreten. Die
schwerwiegendeste Nebenwirkung des Ticlopidin sind Neutropenien in etwa 2.5 % der Félle.
Diese treten tblicherweise wahrend der ersten 3 Behandlungsmonate auf. Aus diesem Grunde
werden zu Beginn der Behandlung engmaschige Blutbildkontrollen empfohlen. Sehr selten,
aber potentiell lebensbedrohlich, kommt es unter Ticlopidin einer thrombotisch-
thrombozytopenischen Purpura (TTP).

1.2.6.2. Clopidogrel

Clopidogrel °* hemmt &hnlich wie Ticlopidin hochselektiv die ADP induzierte
Thrombozytenaggregation. Angriffspunkt ist der P2Y12 Rezeptor (Abbildung 6,7) . Im
Vergleich zu Ticlopidin wird aber die antithrombozytére Wirkung sehr viel schneller erzielt.
Eine einmalige Loading-Dose von 600 mg Clopidogrel bewirkt schon nach 2 Stunden eine
deutliche Hemmung der ADP-induzierten Aggregation. Das Nebenwirkungsprofil ist deutlich
gunstiger, unter Clopidogrel wurden keine schwerwiegenden Neutropenien beobachtet, sodal3
keine Blutbildkontrollen erforderlich sind. Auch Durchfélle sind weit weniger haufig als bei
Ticlopidin. Uber das Auftreten einer TTP nach Clopidogrelgabe existieren nur vereinzelte
Fallberichte und der Zusammenhang wird kontrovers diskutiert >* >°. Aufgrund des
gunstigeren Nebenwirkunsprofil hat Clopidogrel das Ticlopdin nahezu vollstandig vom
Markt verdrangt.

1.2.6.3. Clopidogrelresistenz

Uber das Phanomen der Clopidogrelresistenz ist bisher weniger publiziert als tber die
Aspirin-Resistenz. Man nimmt an, dass der Anteil der Clopidogrelresistenz mit 5 bis 44% *°
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in einer dhnlichen GrolRenordnung liegt wie die Aspirinresistenz. Auch hier unterscheidet
man zwischen einem Laborphdnomen, dem Ausbleiben einer adaquaten Hemmung der ADP-
induzierten Plattchenaggregation, und dem Unvermogen rezidivierende arterielle

Geféaverschllisse zu verhindern.
1.2.7. Ursachen der Clopidogrelresistenz

Die Ursachen einer Clopidogrelresistenz sind wie bel der Aspirinresistenz ds multifaktoriell
anzusehen. Einerseits wird diskutiert, ob eine Erhaltungsdosis mit 75 mg Clopidogrel zu
niedrig ist, da circa 85% der zugefihrten Clopidogrelmenge durch Esterasen zum inaktiven
Carboxylderivat hydrolisiert wird *’. Eine unterschiedliche Aktivitét des Cytochrom-P450-
Isoenzym 3A4 (CYP3A4), das fir die Bildung des aktiven Clopidogrel-metaboliten wichtig
ist, wird auch as ursachlich fur die Clopidogrelresistenz angesehen. Eine Wechselwirkung
mit anderen Medikamenten (Statine wie Atorvastatin), die ebenfals von diesem
Enzymsystem abgebaut werden, kénnte ebenfalls eine Clopidogrelresistenz verursachen *

% oder an dem

Auch genetische Ursachen wie Mutationen am ADP-P2Y 12-Rezeptor
Cytochrom CY P 3A4 werden diskutiert. ® Auch eine gesteigerte Plattchenaktivierung wie sie
beim Diabetiker vorliegt, stellt eine mogliche Ursache fir ein ungentigendes Ansprechen

einer Clopidogreltherapie dar.
1.2.8. Bestimmung der Clopidogrelresistenz

Eine standardisierte Labormethode zur Bestimmung der Clopidogrelresistenz gibt es bislang
noch nicht. Da Clopidogrel spezifisch einen der beiden ADP-Rezeptoren blockiert, wird
derzeit am haufigsten die ADP-stimulierte Pléttchenaggregation zur Beurteilung der
Effektivitst einer Clopidogreltherapie verwendet und as Goldstandard angesehen °.
Inzwischen ist auch ein ,Point of Care Test* zur Uberpriifung der Clopidogreltherapie
entwickelt worden, der als zuverlassig anzusehen ist und gut mit den Ergebnissen der ADP-
stimulierten Plattchenaggregation korreliert. *® ®2, Der spezifischste Test zur Bestimmung der
Clopidogrelresistenz  ist die flowzytometrische VASP- (Vasodilator-stimulierendes

Phosphoprotein) Methode, die direkt die Hemmung des P2Y 12 Rezeptors nachweist *.
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1.2.9. Klinische Bedeutung der Clopidogrelresistenz

Es existieren bisher nur wenige Studien, die einen Zusammenhang zwischen Nicht-
ansprechen auf eine Clopidogreltherapie und dem Auftreten von atherothrombotischen
Ereignissen nachweisen konnten. Die meisten dieser Studien sind retrospektiv durchgefihrt
worden.

Matetzky et al © konnten prospektiv zeigen, dass Patienten, die die geringste
Aggregationshemmung unter einer Clopidogreltherapie aufweisen, in 40% der Félle ein
erneutes kardiovaskuldres Ereignis erlitten ®. Cuisset fand ebenfalls eine Assoziation

zwischen dem Auftreten von vaskuldren Ereignissen und dem Nachweis einer

65 66

Clopidogrelresistenz
flowzytometrische ~ VASP-Methode zur  Uberprifung  der  Effektivitdt  einer

. In einer Untersuchung von Barragan °°, der die spezifische
Clopidogreltherapie verwendete, wiesen Patienten mit akuter Stentthrombose haufiger eine
Clopidogrelresistenz auf. Geisler konnte in einer prospektiven Studie an 379 Patienten mit
Stentimplantation zeigen, dass 5.8 % der Patienten Clopidogrel Non-Responder waren . In
dieser Gruppe traten auch in einem Beobachtungszeitraum von 3 Monaten vermehrt
kardiovaskuldre Ereignisse auf ( 27.3% versus 6.75, p=0.005).

Es existieren noch eine Rehe anderer Studien zur Kklinischen Bedeutung der
Clopidogrelresistenz, die aber ale restrospektiv durchgefihrt wurden und deswegen hier im

einzelnen nicht aufgefihrt werden sollen.
1.2.10. Fibrinogenrezeptorantagonisten

Derzeit stehen in  der klinischen Routine nur drei iv. anwendbare
Fibrinogenrezeptorantagonisten (Abciximab, Eptifibatide und Tirofoban) zur Verfiigung. Auf
diese soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht im Detail eingegangen werden.
Fibrinogenrezeptorantagonisten hemmen die Pléttchenaggregation unabhangig von der Art
der Zellaktivierung direkt durch Blockierung des Fibrinogenrezeptors (Abbildung 6). Obwohl
das Wirkprinzip bei den derzeit verfigbaren Fibrinogenrezeptorantagonisten identisch ist,
bestehen hinsichtlich struktureller Eigenschaften, Bindungsspezifitét, Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik erhebliche Unterschiede. Der erste Fibrinogenrezeptorantagonist
(Abciximab) wurde von Coller et a ® entwickelt. Er stellt einen monoklonalen
Mausantikorper dar, an dem das Fc-Fragment entfernt wurde und die verbleibenden Fab
fragmente mit konstanten Regionen humanen Immunoglobulins zusammengebracht wurden.

Auf diese Weise ist ein humanisiertes chimerisches Fab-Fragment entstanden, das nur noch
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%  Dieser hochaffine

die variable Region des urspringlichen Mausantikorpers besitzt
Antikorper Abciximab bindet innerhalb von Minuten an zirkulierende Thrombozyten mit
einer GPIIb-1lla- Rezeptorblockade von > 80% (Plasmahalbwertszeit ca 26 Minuten) ®.
Zwolf Stunden nach Gabe besteht immer noch eine ca 70% Rezeptorblockade. Abciximab
blockiert auch den Vitronectinrezeptor, der eine zentrale Rolle bel der Migration und
Proliferation glatter Muskelzellen und bei der Neointimabildung nach Gefé3wandverletzung
spielt °.

Die anderen beiden Fibrinogenrezeptorantagonisten (Eptifibatide und Tirofiban) sind kleinere
Molekile (500-800 Da). Eptifibatide ist ein cyclisches Peptid, das die RGD sequenz
(Aminosduresequenz Arginin-Glyzin-Aspargin) enthét, Tirofiban ist ein nicht peptidisches
Moleklle, das die geometrischen, stereotaktischen und Oberfldcheneigenschaften der RGD
sequenz imitiert und dadurch in der Lage ist selektiv den Fibrinogenrezeptor zu blockieren.
Sowohl Eptifibatide als auch Tirofiban hemmen den Fibrinogenrezeptor kompetitiv mit
kurzer Plasmahalbwertszeit und Wirkdauer, sodal? sie als Dauerinfusion appliziert werden
miissen, um eine kontinuierliche Hemmung der Thrombozytenaggregation zu erzielen ®. Die
Therapie mit GPIIb-111a Antagonisten wurde in grof3en Studien unter Einschlul® von tber 20
000 Patienten evaluiert und ist im algemeinen gut vertraglich und sicher. Die
Hauptnebenwirkung sind unerwiinschte Blutungen, insbesonders bel gleichzeitiger
Kombination mit anderen Antithrombotika, wie es bei akuten Koronarinterventionen der Fall
ist. Eine weitere wichtige Nebenwirkung sind schwerwiegende Thrombozytopenien bei
abciximab, die sich vorwiegend akut innerhalb der ersten 24 Stunden entwickeln ™. Die
Therapie der Wahl bei solchen schweren Thrombozytopenien besteht im Absetzen von
abciximab und der Infusion von Pl&ttchenkonzentraten, die meist zu ener raschen

Normalisierung der Thrombozytenzahl fiihrt ™.
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2. Zielsetzung

Ziel meiner Arbeiten war die Untersuchung der Thrombozytenfunktion bei unterschiedlichen
kardiovaskuldren  Erkrankungen wie  Sepsis, Transplantatvaskulopathie,  akute
cerebrovaskuldre Ischamie und Diabetes mellitus. Besonderes Interesse galt dem
Zusammenhang zwischen Progression von Atherosklerose und der Thrombozytenfunktion.
Die Progression der Atherosklerose sollte anhand klinischer Daten und Surrogatmarker wie
Zunahme der Intima-Media-Dicke der Carotiden oder Plaguedickenzunahme an den oben
erwdhnten Patientenkollektiven evaluiert werden und mit dem Ausmal? der Plattchen

aktivierung verglichen werden.
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3. Methoden zur Untersuchung der Thrombozytenfunktion

Zur Funktionsdiagnostik der Thrombozyten wurden eine Vielzahl von Methoden entwickelt.
Hier sollen nur die im Rahmen der Arbeiten verwendeten Methoden vorgestellt werden.

Zu den basalen Untersuchungen der Thrombozytenfunktion gehdren die Bestimmung der
Thrombozytenzahl, die Beurteilung eines geférbten Blutausstriches und die Evaluierung der
in-vivo Blutungzeit. Letzterer Test umfald sowohl die Thrombozyten- als auch die
Geféalwandfunktion.

3.1. Bestimmung der in-vitro Blutungszeit (PFA 100)

Das PFA-100 System (Abbildung 8) ist ein spezifisches Verfahren zur Erfassung der
Thrombozytenfunktion **,

Pumpe

LR 21

aocoo
o008

Kollagen

Blut Membran

Reservoir

Kapillare

Abbildung 8

Messprinzip des Pléttchenfunktionsanalyzer PFA-100 von Dade. Zitratblut wird durch ein kleines Loch in eine
Kollagenmembran gesogen. Die Thrombozyten haften dem Kollagen an und es bildet sich mit der Zeit ein
Plattchenthrombus. Durch den sich bildenden Pléttchenthrombus wird diese Offnung immer mehr verschlossen
und der Blutflud kommt zum Erliegen. Die CT (Closure Time=Verschlusszeit) ist ein Mal3 fur die
Thrombozytenfunktion und ist z.B. bei ASS-Einnahme verlangert. (V2" 19%)

Die Messzelle dieses Gerdtes simuliert das verletzte Blutgefald und besteht aus einem
Probenreservoir und einer Kapillare, an deren Ende sich eine biologisch aktive Membran mit
einer zentralen Offnung befindet. Durch die Kapillare wird das Zitratblut unter konstantem
Vakuum aus dem Probenreservoir zur Membran gesaugt. Die Kapillare ahmt dabel die
Durchflussbedingungen in einem Blutgefal? nach. Die Membran ist mit Kollagen und ADP
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bzw Kollagen und Epinephrin beschichtet. Aufgrund der Stimulation mit diesen biologischen
Wirkstoffen und der hohen Scherkréfte lagern sich die Thrombozyten am Rand der
Membranoffnung an und aggregieren auf der Kollagenoberfldche. Der so entstehende
Pléattchenthrombus verengt die Membrandffnung immer mehr, bis er sie vollstandig
verschlief3 und es zum Sistieren des Blutflusses kommt. Das Gerét Uberwacht den Durchfluf3
des Blutes kontinuierlich. Sobald dieser zum Stillstand kommt, ist der Test beendet. Das
Testergebnis wird als Verschlusszeit (Closure time), die Zeit vom ersten Membrankontakt der
Probe bis zum vollstandigen Membranverschlufd angegeben. Neben dieser Mef3grofie, welche
die in-vitro Blutungszeit darstellt, kann das Gesamtvolumen des Blutes, das wahrend der
Messung durch die Kapillare flief3t, optional ausgedruckt werden. Dieses System erfasst
somit die Thrombozytenfunktion unter hohen Shear-Stress-Bedingungen (Schubspannung)
und hat eine hohe Sensitivitat fir ASS ® und das von Willebrand-Syndrom . Firr valide
Ergebnisse sind ein Hamatokrit von mindestens 35% und eine Thrombozytenzahl von
mindestens 100.000/m erforderlich. Fir jedes Labor miissen anhand eines Normalkollektivs

(gesunde Blutspender) Referenzwerte ermittelt werden.
3.2.  Aggregometrie

Die Bestimmung der Thrombozytenfunktion mittels Aggregometrie erfolgt gemald der
Methode nach Born ™. Das Verfahren beruht auf der Eigenschaft, dass die optische Dichte
einer Partikelsuspension abhéngig von der Partikelzahl ist und nicht von der Grof3e. Hierbel
wird pléttchenreiches Plasma (PRP) in silikonisierte Glaskiivetten gegeben und unter
Verwendung eines Magnetriihres konstant durchmischt. Nach Zugabe eines Pléttchen-
agonisten wie z.B. ADP in die mit PRP gefillte Kivette kommt es nun zu zunehmender
Aggregatbildung und damit zur Abnahme der Tribung und zur Zunahme der Licht-
transmission. Der Grad der Tribungsanderung ist ein Mal3 fir die Aggregation und wird als
Funktion der Zeit mittels Schreiber in Form ener Aggregationskurve aufgezeichnet
(Abbildung 9). Als Referenzkiivette dient pléttchenarmes Plasma (PPP), welches den 100%-
Wert der Lichttransmission darstellt. PRP vor Zugabe des Agonisten bezeichnet den
Nullwert. Die Aggregationskurve (Abbildung 9) durchlduft nach Stimulation mit dem
Agonisten wie z.B. ADP eine charakteristische Kurve. Zunachst kommt es zum ,, Shape
change® der Pléttchen, welches man anhand der Abnahme der Lichttransmission erkennen
kann, im weiteren Verlauf steigt die Aggregationskurve wieder an (primére noch reversible
Aggregationskurve, Zunahme der Lichttransmission), die entweder im weiteren Verlauf
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wieder rucklaufig ist (Deaggregation) oder nach Erreichen eines Plateaus in die zweite Phase
der Aggregation Ubergeht (sekundére irreversible Aggregation).

Eine weitere Methode zur Bestimmung der Aggregation ist die Vollblutaggregometrie , die
auf der Messung der elektrischen Impedanz beruht. Nach Zusatz der Agonisten bildet sich auf
einer Platinelektrode ein Monolayer von Pléttchen aus, der mit einer Erhohung des
Widerstandes einhergeht. Die Verdnderung des Widerstandes dient als Prinzip der
Impedanzmessung. Die Ergebnisse sind denen der optischen Messung vergleichbar. Der
Vorteil ist die Durchfihrung im Vollblut, es entfallt ein Zentrifugationsschritt und die

Blutpl&ttchen befinden sich in einer physiologischeren Umgebung.
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Abbildung 9

Typischer Verlauf der Lichttransmission nach Zugabe eines Agonisten, hier z.B. Kollagen, monophasischer
Verlauf. A max ist die maximale Zunahme der Lichttransmission, die Steilheit des Kurvenanstiegs pro

Zeiteinheit stellt die Aggregationsrate dar. T représentiert die Zeit von der Zugabe des Agonisten bis zum

Beginn der Anderung der Lichttransmission.
3.3.  DurchfluRzytometrie

Die durchflul3zytometrische Analyse beruht auf einer gleichzeitigen Messung von
Fluoreszenzintensitdt und Streulichtsignalen einer Zelle 7 . Sie stellt eine zuverlassige
Methode zur Beschreibung des in vivo Funktionszustandes der Thrombozyten dar. Die
Entwicklung pléttchenspezifischer, monoklonaler Antikorper, die die ruhende, aktivierte und
ligandenbesetzte Form des GPIlIb-111a-Rezeptors unterscheiden kénnen, erlauben genaue
Aussagen Uber Oberflachenexpression und Funktionszustand der thrombozytéren

-21-



Membranrezeptoren zum Zeitpunkt der Blutentnahme. Darliber hinaus ermdglicht die hohe
Sensitivitét der durchflulRzytometrischen Anayse die Unterscheidung zwischen aktivierten
und nicht aktivierten thrombozytéren Subpopulationen.

3.4. Zwei-Farbenvollblutmethode zur Einzelzellanalyse der Plattchen

Diese ,Zwei-Farbenvollblutmethode”, die erstmals von Shattil und Mitarbeitern 1987
vorgestellt wurde ”°, ist derzeit die Methode der Wahl zur durchfluRzytometrischen
Charakterisierung der Plattchen. Hierbel werden zwei verschiedene Antikorper verwendet,
ein plattchenspezifischer Antikorper (z.B. Phycoerythrin-konjugiert (PE)-antiCD42B) zur
Identifizierung der Thrombozyten und ein weiterer fluorochrom markierter (z.B. FITC-
konjugiert antiCD62P) aktivierungsabhangiger Antikérper zur Beschrelbung des
Funktionszustandes der thrombozytdren Membranrezeptoren. Alle Antikdrper werden im
vielfachen Uberschul? eingesetzt und liegen in gesittigter Konzentration vor. Bei der
durchfluf3zytometrischen Analyse wird die Thrombozytenpopulation anhand der raumlichen
Streulichtverteilung (Vorwértsstreulicht und Seitwértsstreulicht) und der PE-anti-CD42b-
Immunfluoreszenz identifiziert und der Registrierbereich des Zytometers darauf konstant
eingestellt. Abbildung 10 zeigt eine solche Thrombozytenpopulation in einer
Zweiparameterdarstellung, der sogenannten , Dot-Plot“-Darstellung. Hier ist z.B. auf der
Abszisse das Vorwaértsstreulicht (Forward side scatter FSC) und auf der Ordinate die CD42-

PE-Immunfluoreszenz aufgetragen.
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Abbildung 10:
Dot-Plot Darstellung einer Thrombozytenpopulatin mit einer deutlich positiven CD42 Immunfluoreszenz.

CD42b weist das fur Thrombozyten spezifische Glykoprotein 1b-V-1X nach.

Um die Thrombozytenpopulation auf die Exposition von Membranglycoproteinen und die
Degranulation von Granulainhaltsstoffen zu untersuchen bedient man sich einer weiteren
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Zweiparameterdarstellung in der zwel verschiedene Fluoreszenzen gegeneinander
aufgetragen sind (siehe Abbildungll). In dieser Abbildung sient man z.B. die
Thrombozytenpopulation, die CD41 exprimiert.

1
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Abbildung 11:

Dot-Plot Darstellung einer Thrombozytenpopulation mit Nachweis der Expression von CD41. Der Antikorper
CDA41 erkennt die al I b-K ette des thrombozytéren Glykoproteins I1b-111a (Fibrinogenrezeptor

Zur quantitativen Darstellung der Fluoreszensintensitiét dient das sogenannte Histogramm,
eine Einparameterdarstellung. Hierbei wird die logarithmische gemessene Intensitét der
FITC-FHuoreszenzereignisse in einer Verteilungskurve dargestellt und der Mittelwert
(mittlere Immunfluoreszenz MIF) berechnet (Abbildung 12).
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Abbildung 12:

Histogramm zur CD41 Expression. Auf der x-Achse ist die Immunfluoreszenz logarithmisch und auf der y-

Achse die FEreignisshaufigkeit aufgetragen. Dies ermoglicht ene quantitative Bestimmung der
Antikorperexpression

Die mittlere Immunfluoreszenz dient zur Beschreibung der Oberflachenexpression der auf
der Thrombozytenmembran vorkommenden Rezeptoren bzw deren Funktionsszustand und

ermoglicht eine Differenzierung zwischen Ruhezustand und Aktivierung der Blutpl&ttchen.
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Die Immunfluoreszenzintensitéat der Antikorper, die an aktivierungsabhéngige Rezeptoren auf
der Thrombozytenoberflache (z.B. P-Selectin) binden, werden in Prozent nach Abzug der

unspezifischen Fluoreszenz angegeben.
3.5. Analysevon Plattchen-L eukozyten-Aggregaten

Die durchfluf3zytometrische Bestimmung der Thrombozytenaktivierung in der Einzelzell-
Analyse kann das Ausmal3 der gesamten Aktivierung der Thrombozyten unterschétzen, daein
erheblicher Tell der aktivierten Thrombozyten an zirkulierende Leukozyten oder
Endothel zellen adhariert und dadurch der Einzelzell-Analyse entgeht. Aus diesem Grunde ist
es sinnvoll auch die Plattchen-L eukozyten Aggregate zu messen. Auch hier wird das Vollblut
mit fluorochromkonjugierten Antikdrpern geférbt und die Leukozyten nach Erythrozytenlyse
anhand des Vorwartsstreulichtes und einer leukozytenspezifischen Immunofluoreszenz (z.B.
PC5-CD14-Immunfluoreszenz, siehe Abbildung 13 ) identifiziert.

1ty

Monazyten

Abbildung 13

Dot-Plot Darstellung einer Monozytenpopulation. Diese kann gut anhand der positiven Expression von CD14
erkannt werden.

Bel den hier vorgestellten eigenen Arbeiten wurde eine Dreifachfarbung durchgefihrt, um die
Interaktion von Thrombozyten-Monozyten und Thrombozyten-Leukozyten und deren
Expression von Aktivierungsmarkerns zu erfassen. Der erste Antikorper CD52b-PE dient wie
bei der Zweifachfarbung der Identifikation von Thrombozyten, der zweite Antikdrper CD14-
PC5 oder CD11b-Cy-Chrome zur Erkennung spezifischer Epitope auf Monozyten oder
Leukozyten und der dritte Antikérper CD62P bzw CD62L zur Charakterisierung des
Aktivierungsgrades.
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Abbildung 14

Dot-Plot Darstellung von Leukozyten und deren Expression von CD42 und CD62P. Anhand des CD42
Antikdrpers kénnen Leukozyten-Thrombozyten Koaggregate nachgewiesen werden. Die dritte Fluoreszenz

erlaubt die Bestimmung der Expression von Aktivierungsmarkern wie z.B. CD62P.
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4. Darstellung der eigenen Arbeiten

4.1. Thrombozytenfunktion und Thrombozyten-L eukozyteninter aktion bei Patienten
mit Sepsis und Multior ganver sagen

Gawaz M, Dickfeld T, Bogner C, Fateh-Moghadam S Neumann FJ. Platelet function in
septic multiple organ dysfunction syndrome. Intensive Care Med. 1997;23:379-85.

Gawaz M, Fateh-Moghadam S Pilz G, Gurland HJ, Werdan K. Platelet activation and
interaction with leucocytes in patients with sepsis or multiple organ failure. Eur J Clin Invest.
1995;25:843-51.

Gawaz M, Fateh-Moghadam S Pilz G, Gurland HJ, Werdan K. Severity of multiple organ
failure (MOF) but not of sepsis correlates with irreversible platelet degranulation. Infection.
1995;23:16-23.

Salat C, Boekstegers P, Holler E, Werdan K, Reinhardt B, Fateh-Moghadam S, Pihusch R,
Kaul M, Beinert T, Hiller E. Hemostatic parameters in sepsis patients treated with anti-TNF
alpha-monoclonal antibodies. Shock. 1996;6:233-7.

Die Sepsis steht mittlerweile an dritter Stelle der durch Infektionen verursachten Todesfélle.
Der septische Schock ist die Haupttodesursache auf nicht-kardiologischen Intensivstationen
8_ Auch heute noch schwankt die Letalitét des septischen Schocks mit Multiorganversagen
(MOV) zwischen 30 und 80%, abhéngig von der Schadigung der Organsysteme .

In den letzten Jahren wurden die Zusammenhange zwischen Infektion, Inflammation und
Gerinnung immer besser herausgearbeitet, und es konnte gezeigt werden, dass die
systemische Inflammation der Sepsis zu einer Gerinnungsaktivierung fiihrt %. Dies geschieht
Uber multiple Wege. Eine Moglichkeit ist die Aktivierung der Gerinnungskaskade Uber den
extrinsischen Weg mit Hauptbeteiligung des Gewebefaktors (,tissue factor*). Endresultat
dieser Aktivierung ist die Bildung des Thrombins, welches aus dem |6slichen Fibrinogen das
solide Fibrin bildet 3. Das AusmaR der Fibrinbildung bestimmt den Schweregrad der Folgen
der disseminierten intravasalen Gerinnung mit oder ohne MQOV. Gleichzeitig kommt es zu
einer Downregulation gerinnungsinhibierender Prozesse und einer Blockade der
Fibrinogenolyse. Aber es ist auch vorstellbar, da3 aktiverte Plattchen direkt an der
Entstehung der inflammations-assoziierten Gerinnungsaktivierung mitwirken 3. Deswegen
haben wir bei Patienten mit Sepsis und MOV mit unterschiedlichem Ausprégungsgrad die
Thrombozytenfunktion untersucht. Der Schweregrade des MOV und der Sepsis wurde
anhand intensivmedizinischer Scoresysteme, APACHE I ® und Elebutescore % & beurteilt.
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Die Diagnose einer Sepsis wurde anhand definierter Sepsiskriterien gestellt ®. Die
Thrombozytenfunktion wurde anhand durchfluf3zytometrischer Bestimmung
membransténdiger Glykoproteine ( GPIIbll1a, GPIb, Thrombospondin, GMP-140 und GP 53)
untersucht. Hierbel zeigte sich, dass weder Sepsis noch MOV die Oberfléachenexpression von
GPIIb-111a oder GPIb beeinflussen. Dies spricht fir eine normale Rezeptorendichte der nicht
aktivierten Form des Fibrinogenrezeptors (GPI1b-111a) und auch des von Willebrandrezeptors
(GPIb). Die Aktivierung des Fibrinogenrezeptors war jedoch bei der Sepsis signifikant erhoht
und korrelierte mit dem Schweregrad der Erkrankung. Eine signifikant gesteigerte
Degranulation der Thrombozyten konnte bei der Sepsis ohne MOV nicht beobachtet werden,
jedoch bei der Sepsis mit MOV. Hier waren die Degranulationsmarker wie Thrombospondin,
GMP-140, GP53 deutlich erhdht und korrelierten mit dem Schweregrad der Erkrankung.
Somit zirkulieren Thrombozyten bel Patienten mit Sepsis in einem aktivierten (Aktivierung
des Fibrinogenrezeptors) jedoch noch reversiblen Aggregationszustand, der mit einem
erhdhten Risiko fir Mikrothrombosen einhergeht. Im weiteren Verlauf der Erkrankung
kommt es dann zur Freisetzung thrombozytarer Granulaglykoproteine, die eine entscheidende
pathophysiologische Rolle in der Entwicklung von Mikrozirkulationsstorungen und des
MOV spielen konnen.

Auch anhand von in- vitro Experimenten konnten wir eine gesteigerte Pléttchenaktivierung
bei septischen Patienten belegen. Thrombozyten von gesunden Spendern, die mit Plasma von
septischen Patienten mit oder ohne MOV inkubiert wurden, erwiesen sich hinsichtlich einer
Stimulation mit Plattchenagonisten wie ADP hyperaggregabel und adherierten auch verstarkt
an Endothel zellenkulturen (HUVEC) .

In anderen Arbeiten konnten wir zeigen, dass es wahrend der Sepsis neben der
Plattchenaktivierung auch zu einer gesteigerten Pléttchen-Leukozytenadhdsion mit der
Ausbildung von Pléttchen-L eukozytenaggregaten kommt. Beim Auftreten des MOV nehmen
diese Aggregate wieder ab. Méglicherweise ist dieses Phdnomen auf vermehrte Sequestration
der Plétchen-Leukozytenaggregate in der Mikrozirkulation zuriickzufiihren und trégt ent-
scheidend zur Entwicklung des MOV bei. Diese Abnahme der Plétchen-Leukozyten-
aggregate erwies sich sogar as unabhangiger Prédiktor fir unglinstiges Outcome. Patienten,
die auf der Intensivstation verstarben, zeigten eine signifikant niedrigere Expression von
CDA41 auf Neutrophilen a's solche, die tberlebten.
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4.2.  Thrombozytenfunktion bei Patienten mit Transplantatvaskulopathie

Fateh-Moghadam S, Bocksch W, Ruf A, Dickfeld T, Schartl M, Pogatsa-Murray G, Hetzer R,
Fleck E, Gawaz M. Changes in surface expression of platelet membrane glycoproteins and
progression of heart transplant vasculopathy. Circulation. 2000;102:890-7.
Fateh-Moghadam S, Bocksch W, Wessely R, Jager G, Hetzer R, Gawaz M. Cytomegalovirus
infection status predicts progression of heart-transplant vasculopathy. Transplantation.
2003;76:1470-4.

Wessely R, Gawaz M, Fateh-Moghadam S, Bocksch W, Jéager G, Hetzer R. Cytomegalovirus
and progressing heart transplant vasculopathy: enough evidence that needs to be transated
in appropriate screening and treatment regimens. Transplantation 2004;78:632

Das Langzeitiberleben von Patienten nach Herztransplantation (HTX) wird im wesentlichen
durch die sogenannte Transplantatvaskulopathie (TVP) limitiert # . Die TVP stellt eine
besonders aggressive Form der koronaren Herzerkrankung dar. Sie ist durch eine diffuse
konzentrische und sehr schnell fortschreitende Intimaverdickung sowohl der epikardialen
Koronararterien als auch der intramyokardidlen GefaRe charakterisiert ® 9. Sogar die
Koronarvenen und das aortale Segment des Spenderherzens konnen betroffen sein. Es finden
sich sehr selten Verkalkungen, die Lamina elastica externa ist meist intakt, und
gewohnlicherweise sind Entziindungszei chen gegenwartig.

Die exakte Pathogenese der TV P ist noch nicht geklart. Man geht von einer multifaktoriellen
Genese aus * % % die sowohl immunologische als auch nicht immunologische
Mechanismen einschlief?t. Das ausldsende Ereignis fur die Entwicklung der TVP ist die
Endothelverletzung ®. Diese kann durch immunvermittelte GefaRverletzung (z.B. Graft-
versus Host Reaktion), durch Reperfusionsischamien, durch eine Cytomegalievirusinfektion
oder durch metabolische Risikofaktoren * verursacht werden. Die Verletzung des intakten
Endothels fuhrt zur Freilegung von subendothelialen Strukturen, die eine Kaskade von
immunologischen Prozessen in Gang setzen, wie Freisetzung von Zytokinen,
Immunmediatoren, Komplementaktivierung und die Adhésion von Leukozyten.. All diese
Verénderungen produzieren eine chronische Entzindung und fihren langfristig zur
Thrombose, Proliferation von glatten Muskelzellen und zu einer Vaskonstriktion des
GeféalRes. Man kann sich gut vorstellen , dass bel diesem Prozess auch aktivierte Pléttchen
eine wichtige Rolle spielen, insbesonders im Rahmen der Freillegung subendothelialer
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Strukturen (, denuding endothel injury*) . Aus diesem Grunde haben wir prospektiv an 78
Patienten nach Herztransplantation (Transplantatalter: 488 + 4.5 Monate) die
Thrombozytenfunktion untersucht. Da die konventionelle Koronarangiographie als
Luminographie die konzentrischen und diffusen Verénderungen der TVP meist unterschétzt,
haben wir bei alen Patienten den Auspragungsgrad der TVP sowohl mittels quantitativer
Koronarangiographie als auch mittels quantitativem intravaskularem Ultraschall (IVUS)
bestimmt. Es wurde eine quantitative und qualitative Plagueanalyse an der Stelle des
minimalsten Lumendurchmessers (MLD) im Hauptstamm und fir jedes LAD segment
durchgefihrt. Die Koronarlésionen der Patienten wurden anhand definierter IVUS-Kriterien
% in 2 Gruppen eingeteilt, namlich in solche mit diffusen, konzentrischen und solche mit
fokalen, exzentrischen Veranderungen. Zusétzlich wurde an einer definierten Stelle zu
Beginn der Studie und nach einem Jahr die maximale Plaquedicke (MPT) gemessen. Eine
Progression der Erkrankung wurde als eine Zunahme der MPT um > 0.3 mm definiert.
Gleichzeitig wurden bel allen Patienten beim Einschlul? in die Studie die Expression von
aktivierungsunabhangigen und aktivierungsabhangigen thrombozytdren Oberflachenmarken
(GPIlIb-111a[CD41], P-Selectin, GPIb [Cd42b] und LIBS-1 [Ligand-induced binding site, ein
aktivierter Fibrinogenrezeptor]) durchflul3zytometrisch gemessen. Patienten mit einer
diffusen TVP zeigten eine deutlich erhohte Expression von aktivierungsabhangigen
Oberflachenmarkern wie LIBS-1 und eine gesteigerte Degranulation von P-Selectin im
Vergleich zu Herztransplantatierten mit fokaler TVP. Die Progression der TVP war mit einer
gesteigerten Pléattchenaktivierung (vermehrte LIBS-1 Expression) assoziiert. In einer
multivariaten logistischen Regressionsanalyse erwies sich die gesteigerte LIBS-1 Expression
sogar als ein unabhangiger Prédiktor sowohl fur das Auftreten als auch fur die Progression
der Transplantatvaskulopathie. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass bei der Genese der
Transplantvaskulopathie  aktivierte Thrombozyten eine wichtige Rolle spielen.
Pathophysiologisch kdnnten aktivierte Pl&ttchen schon sehr frih in diesen Prozess involviert
sein, ndmlich mit der Endothelverletzung. Hierbel kommt es zur Freilegung subendothelialer
Matrix und adhésiven Glykoproteine (GP) wie den van Willebrand Faktor (VWF) und

Kollagen .

Auf diese Weise werden die antithrombotischen Eigenschaften des
GefalRendothels aufgehoben und die Plattchen konnen adherieren. Im weiteren Verlauf der
Pléattchenaktivierung kommt es zur Degranulation und in diessm Rahmen auch zur
Freisetzung von entziindlichen Mediatoren wie Plattchenfaktor 4 (PF4) und proliferative

Wachstumsfaktoren (z.B. platelet-derived growth factor PDGF). Via MCP-1 (monocyte

-29.



chemoattractant Protein-1) konnen aktivierte Pldttchen auch Monozyten und Lymphozyten
anlocken. Durch al diese Vorgange wird die Poliferation von glatten Muskel zellen angeregt.
Ob eine antithrombozytére Therapie die Entstehung oder Progression einer TVP verhindern
kann, ist bislang nicht hinreichend geklart. Eine Monotherapie mit Aspirin hat sich bisher als
ineffektiv erwiesen %', was auch verstandlich ist, da Plattchen auf multiple Wege aktiviert
werden konnen und eine einzige Substanz wie ASS nicht gleichzeitig Aktivierung und
Degranulation der Plattchen verhindern kann, insbesonders in Gegenwart starker
Pl&ttchenagonisten. Eine duale antithrombozytére Therapie wie z.B. ASS und Thienopyridine
konnte eventuell einer Monotherapie Uberlegen sein. Zukiinftige prospektive Therapiestudien
muisssen zeigen ob eine solche duale Kombinationstherapie die Lanzeitprognose der TVP
gunstig beeinflussen kann.

Obwohl einige Arbeiten %% Atherogenese als einen entziindlichen Prozess ansehen, der
durch eine Infektion mit Chlamydia pneumoniae oder humanem Cytomegalievirus (HCMV)
ausgel 6st wird und auch einige kleinere Studien - 12
HCMV-Infektion und TVP berichten, fehlt bisang eine Studie, die wirklich den

Zusammenhang zwischen Progression der TVP und dem HCMV-status untersucht hat. Aus

Uber einen Zusammenhang zwischen

diesem Grunde machten wir dies zum Gegenstand einer weiteren Untersuchung an Patienten
nach Herztransplantation. Wir haben dazu 103 Patienten nach Herztransplantation mit
guantitativer Koronarangiographie und quantitativem IVUS zu Beginn der Studie und nach
einem Jahr untersucht und bei allen Patienten den HCMV -Serostatus und die PCR bestimmit.
Wir fanden, dass Patienten nach Herztransplantation mit einem positiven HCMV-Status
(19G+ und IgM+) im IVUS deutlich fort geschrittenere, kalzifizierte L&sionen aufwiesen und
die maximale Plaguedicke signifikant grof3er war. Ferner konnten wir zeigen, dass en
positiver HCMV-Status (IgG+/IgM+) mit einem erhohten Risiko fur eine Progression der
TVP einhergeht. Bel gleichzeitigem Vorliegen einer positiven PCR erhoht sich dieses Risiko
noch.

Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse, dass HCMV-Infektionen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der TV P spielen. Herztransplantierte sollten demnach hinsichtlich einer HCMV -
Infektion sorgféltig untersucht werden und bei einem positiven HCMV -Serostatus anti-viral
behandelt werden. Ob solch eine anti-virdle HCMV Therapie eine Progression der TV P oder
sogar eine Entwicklung dieser verhindern kann, miissen zukunftige Studien noch zeigen.
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4.3.  Thrombozytenfunktion und Thrombozyten-L eukozyten-Interaktion bei akuter
cerebraler Ischamie

Garlichs CD, Kozina S Fateh-Moghadam S, Handschu R, Tomandl B, Sumpf C, Eskafi S
Raaz D, Schmeisser A, Yilmaz A, Ludwig J, Neundorfer B, Daniel WG. Upregulation of
CD40-CD40 ligand (CD154) in patients with acute cerebral ischemia. Stroke. 2003;34:1412-
8.

Htun P*, Fateh-Moghadam S, Tomandl B, Handschu R, Klinger K, Sellos K, Garlichs C,
Daniel W, Gawaz M. Course of platelet activation and platelet-leukocyte interaction in
cerebrovascular ischemia. Stroke. 2006; 37:2283-7.(* equally contributed)

Fateh-Moghadam S, Htun P, Tomandl B, , Sander D; Sellos K, Geisler T, Langer H, Walton
K, Handschu R, Garlichs C, Daniedl WG, Gawaz M. Hyperresponsiveness of platelets in
ischemic stroke. Thromb Haemost 2007;97:

Auch bei der akuten cerebrovaskuléren Ischamie spielen aktivierte Plattchen eine bedeutende
Rolle. Wir untersuchten bel Patienten mit akuter cerebrovaskulérer Ischamie (TIA und
Schlaganfall) die Thrombozytenfunktion innerhalb von 24 Stunden nach Beginn des
Ereignisses und nach 3 Monaten. Ferner wurden die Patienten 5 Jahre hinsichtlich eines
Strokerezidivs nachbeobachtet. Die Thrombozytenfunktion wurde sowohl anhand
thrombozytérer Oberflachenmarker wie LIBS-1, PAC-1, CD63 und P-Selectin als auch
anhand der ADP-vermittelten Plattchenaggregation bestimmt. Das Ausmal3 des Schlaganfalls
wurde anhand des in der Craniden Computertomographie (CCT) berechneten
Infarktvolumens charakterisiert und andererseits durch den ,National Insitute of Health
scale* (NIH-scale) Score 1% 1% Patienten mit akuter cerebrovaskul&rer |schamie wiesen eine
gesteigerte Pléttchenaktivierung (erhohte Expression der Oberflachen-marker wie LIBS-1,
PAC-1, CD63 und P-Selectin) und eine gesteigerte Plattchenaggregation im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe auf. Patienten mit Stroke zeigten im Vergleich zu Patienten mit TIA
eine gesteigerte ADP-vermittelte Pléttchenaggregation in der akuten Phase aber keinen
signifikanten  Unterschied  hinsichtlich  der  Expression der  thrombozytéren
Aktivierungsmarker weder in der akuten Phase noch nach 3 Monaten. Zwischen der Grof3e
des Infarktvolumens und dem Ausmald der Thrombozytenaktivierung fand sich keine
Korrelation. Nach 3 Monaten normalisierten sich die thrombozytadren Aktivierungsmarker,
sodal3 sie sich nicht mehr von der Kontrollgruppe unterschieden. Allerdings bel einigen
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Patienten persistierte die Plattchenaktivierung (erhthte PAC-1 Expression) nach 3 Monaten.
Wir konnten zeigen, dass diese erhohte PAC-1 Expression mit einem erhohten Risiko fur
einen Rezidivstroke einherging. Eine multivariate logistische Analyse ergab, dass eine
erhdhte Expression von PAC-1 nach 3 Monaten sogar einen unabhangigen Préadiktor fr
einen Rezidivstroke darstellt.

Die akute cerebrovaskuldre Ischamie ist aber nach unseren Ergebnissen nicht nur mit einer
gesteigerten Pléttchenaktivierung assoziiert, sondern auch mit einer gesteigerten Plattchen-
Leukozyteninteraktion. Dazu bestimmten wir neben den thrombozytéren Oberflachen-
markern auch Marker, die sowohl reprasentativ sind fur die Leukozytenaktivierung (L-
Selectin) as auch fur die Plétchen-Leukozytenwechselwirkung (Messung einer
Leukozytenpopulation, die sowohl CD11b [Leukozytenmarker, a-M-Kette von MAC-1] als
auch CD42b[GPIb, spezifisch fur Plattchen | exprimiert. Patienten mit akutem Stroke und
TIA wiesen neben einer gesteigerten Expression von P-Selectin auch eine gesteigerte
Expression von Thrombozyten-Leukozytenaggregaten auf. Zudem war das L-Selectin als
Ausdruck einer verstérkten Leukozytenaktivierung im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
signifikant vermindert als Folge des Shedding-Prozesses (L-Selectin wird nach Aktivierung
der Leukozyten sehr rasch enzymatisch von der Leukozytenoberfldche abgespalten). Im
Gegensatz zu TIA Patienten normalisierte sich das L-Selectin bei Schlaganfall-Patienten
nicht nach 3 Monaten, was auf eine persistierende Inflammation bei diesen Patienten hin-
weisen konnte. Inwiewelt diese persistierende Leukozytenaktivierung nur einen Ausdruck
von Reparaturmechanismen nach abgelaufenem Schlaganfall darstellt oder Hinweis fir ein
erhohtes Risikos fir einen Rezidivstroke ist, miissen weitere Studien kl&ren.

Eine antithrombozytdre Monotherapie zur sekundéren Prévention eines Schlaganfalls mit
ASS oder Clopidogrel ist derzeit eine anerkannte Therapie nach stattgehabtem Schlaganfall.
Ob eine duale antithrombozytére Therapie mit ASS und Clopidogrel einer Monotherapie mit

ASS oder Clopidogrel zur sekundéren Prévention eines Schlaganfalles tberlegen ist *® 1%,

wird derzeit noch kontrovers diskutiert. Die Pluto-Studie

zeigte, dal3 Patienten nach
Schlaganfall oder TIA unter einer dualen Therapie von Clopidogrel und Aspirin eine
effektivere Plattcheninhibierung und eine geringere Expresson von PECAM-1
(platel et/endothelial cell adhesion molecule 1) und PAC-1 aufweisen. Ob sich diese Effekte
auch in einer Reduktion von klinischen Ereignissen niederschlagt, ist bislang noch nicht
endgtiltig geklart. Zwei groRRe Studien wie MATCH *® und CHARISMA % haben eine duale

Therapie mit ASS und Clopidogrel mit einer ASS-Monotherapie verglichen. Die MATCH-
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Studie schloss Hochrisikopatienten mit Zustand nach TIA oder Schlaganfall ein, die
CHARISMA-Studie Patienten mit niedrigem bis mittlerem Risiko. Beide Studien fanden
bisher in der Patientengruppe mit einer dualen antithrombozytéren Therapie keine
signifikante  Reduktion  kardiovaskularer  Ereignisse, sondern nur  vermehrte
Blutungskomplikationen, die statistisch sogar signifikant waren. Eine Subgruppenanalyse der
MATCH-Studie ergab jedoch bei Patienten mit einem atherothrombotischen Schlaganfall
eine signifikante Reduktion rezidivierender kardiovaskulérer Ereignisse. Moglicherweise ist
der mangelnde nachgewiesene klinische Effekt dieser beiden Studien auf den Einschluf3 nicht
ganz geeigneter Patienten zurlickzufihren. In der Matchstudie war der Antell der Patienten
mit ,stroke und small vessel disease” zwischen 52 und 53% in beiden Gruppen, eine
Patientengruppe die aus pathophysiologischen Uberlegungen eher nicht von einer dualen
antithrombozytéren Therapie profitieren kann. Ferner war der Anteil der eingeschlossenen
Diabetiker mit 68% in beiden Behandlungsgruppen sehr hoch. Maoglicherweise ist der
mangelnde Effekt der dualen antithrombozytéren Therapie auf das haufigere Auftreten einer
Clopidogrelresistenz bei Diabetikern zuriickzufiihren. Angiolilo ® konnte zeigen, da
Plattchen von Diabetikern weniger auf eine Clopidogreltherapie ansprechen al's Plattchen von
Nichtdiabetikern. Bei Charisma betrug der Anteil der Diabetiker nur zwischen 42.3 und 41.7
%, hier wurde aber nicht zwischen einer Primér- und Sekundarprévention unterschieden. Bel
der Priméarpravention herrscht aber ein anderes Gleichgewicht zwischen den einzelnen
Risikofaktoren. Das Gerinnungssystem ist eventuell noch nicht so gestort, das Ausmal3 der
Plattchenaktivierung sehr viel geringer und die Inflammation ist noch nicht so aggraviert wie
wie bei Patienten mit stattgehabtem Schlaganfall. Somit kann man Therapiekonzepte, diein
der Sekundéarpravention erfolgreich sind, nicht unbedingt auf die Primérpravention
Ubertragen.

Es bleibt somit noch zu kléaren, ob moglicherweise Patienten in der chronischen Phase nach
Schlaganfall, die noch eine persistierende Plattchenaktivierung und Leukozytenaktivierung
aufweisen, eventuell doch von einer dualen anti-thrombozytdren Therapie profitieren

konnten.
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4.4. Thrombozytenfunktion und Progression der Atherosklerose bei Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2

Fateh-Moghadam S, Li Z, Ersdl S Reuter T, Htun P, Pléckinger U, Bocksch W, Dietz R,
Gawaz M. Platelet degranulation is associated with progression of intima-media thickness of
the common carotid artery in patients with diabetes mellitus type 2. Arterioscler Thromb
Vasc Biol 2005;25:1299-1303.

Wie schon in der Einleitung erwdhnt, haben Thrombozyten von Diabetikern ein groferes
mittleres Plattchenvolumen, zeigen ein gesteigertes Aggregations- und Adhésionsverhalten,
und exprimieren verstérkt  aktivierungsunabhdngige und  aktivierungsabhangige
Membranglykoproteine > ?°, Im Tiermodell der Maus konnte bereits gezeigt werden, dass
durch eine verstérkte Adhasion von Pléttchen an der Karotisgefaf3wand atherosklerotische
Prozesse in Gang gesetzt werden kénnen '®. Eine klinische Studie, die prospektiv die
systemische Plattchenaktivierung und die Progression der Atherosklerose an Diabetiker
untersucht hat, fehlte jedoch bislang. Wir untersuchten prospektiv an 105 Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2, die sich an unserer Diabetestagesklinik zur Optimierung ihrer
diabetischen Stoffwechsellage vorstellten, die Zunahme der Intima-Media-Dicke der Carotis
communis (Surrogatmarker fur die Progression der Atherosklerose) innerhalb eines Jahres.
Dabei wurde zu Studienbeginn und nach einem Jahr an einer definierten Stelle der Carotis
communis beidseits die Intima-Media-Dicke gemessen und daraus die Differenz bestimmt.
Fur die Messung der Intima-Media-Dicke wurde ein Ultraschallgerét benutzt, das mit einem
hochaufldsenden 8-Mhz linear 2D Scanner ausgestattet war (System Five, GE-Vingmed,
Solingen, Deutschland). Zunéchst wurde die Arteria carotis communis aufgesucht und dann
die Intima-Media-Dicke an einem bestimmten Punkt 30 mm proximal der Carotisbifurkation
(siehe Abbildung 11) gemessen, sofern dort keine kalzifizierten Plaques vorhanden waren.
Bel Nachweis von kazifizierten Plagues an dieser Stelle, wurde die Messung der Intima-
Media-Dicke 25 mm proximal der Carotisbifurkation durchgeftihrt. Anschlief3end wurde aus
drei Messwerten der Mittelwert gebildet und die Bildaufnahmen digital gespeichert. Dem
Untersucher, der die Ultraschallmessungen der Intima-Media-Dicke durchfihrte, waren die
Ergebnisse der durchlusszytometrischen Messungen der Thrombozytenfunktion nicht
bekannt. Die folgende Abbildung 15 soll die Messung der Intima-Media-Dicke



veranschaulichen. Eine Differenz > 0 mm innerhalb eines Jahres wurde als eine Progression
der Atherosklerose definiert

A carctis ext. :'L'Ilqun

]

A carotis cormm.

A, caratis int. ‘I Mo
t

i Iem
Carstisbiharkabon Lt @er Mewnang

Abbildung 15 :

Ultraschallbild und schematische Darstellung zur Messung der Intima-Media-Dicke der A. Carotis Communis
(ACC). Im Ultraschalbild erkennt man einen kalzifizierten Plague (echoreiche Struktur mit Schallschatten)
proximal der Carotishifurkation. Intima und Media zusammen lassen sich as echodichte Struktur gut vom

Geféllumen und den darunter liegenden Gewebeschichten abgrenzen.

Die Thrombozytenfunktion der untersuchten Patienten wurde anhand der Expression von
thrombozytéren aktivierungsabhangigen Oberflachenantigenen (CD62P, CD63 und CD40L)
durchfluf3zytometrisch bestimmt. Von 105 Patienten wiesen 58 (55.2%) eine Zunahme der
Intima-Media-Dicke auf und 47 (44.8%) Patienten keine Zunahme. Die demographischen
Charakteristika unterschieden sich nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen. Auch eine
begleitende medikamenttse Therapie wie Aspirin, Betablocker , ACE-Inhibitoren und Statine
war gleich vertellt zwischen beiden Gruppen. Wir fanden eine signifikante Korrelation
zwischen der Zunahme der Intima-Media-Dicke und der Degranulation von
aktivierungsabhangigen Plattchenmarkern wie CD63 und CD40L. Patienten mit einer
Progression der Intima-Media-Dicke wiesen zudem eine signifikant hohere Expression von
CD63 im Vergleich zu Patienten ohne Progression auf. Mit Hilfe einer multivariaten
logistischen Regressionsanalyse, in der wir die klassischen Riskofaktoren wie
Hypercholesterinamie, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, positive Familienanamnese,
Gewicht, und as weitere Parameter Alter, HbAlc, mittlere Intima-Media-Dicke zu
Studienbeginn, die Thrombozytenmarker CD40L, CD62P und CD63 einschlossen, konnten
wir zeigen, dass allein die erhohte Expression von CD63 einen unabhéngigen Prédiktor fur
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die Progression der Intima-Media-Dicke darstellt. Das Neue an unserer klinischen Studie
war, dass wir die Zunahme der Intima-Media-Dicke bel Patienten mit Diabetes mellitus Typ
2 prospektiv gemessen haben und diese dann mit der Pléttchenaktivierung korreliert haben.
Aufgrund unserer Ergebnisse ergibt sich die Frage ob mit einer effizienten
antithrombozytéaren Therapie eine Progression der Atherosklerose bei Diabetikern verhindert
werden kann. In der Tat gibt es schon einige wenige klinische Studien, die dies zeigen
konnten. Ranke *° fand einen dosisabhangigen Effekt von Aspirin auf das Plaguewachstum
in der Carotis communis. Eine Dosierung von 900 mg ASS téglich erwies sich hierbei
effizienter als eine Dosis von 50mg. Kodama et a ™ zeigte, dass Diabetiker ohne
antithrombozytére Therapie nach 3 Jahren eine deutlich grof3ere Progression der Intima-
Media-Dicke aufwiesen als solche die eine antithrombozytdre Therapie mit ASS oder
Ticlopidin hatten. Letztendlich fehlen bislang immer noch prospektive Therapiestudien, die
einen positiven Effekt einer dualen antithrombozytdren Therapie auf die Progression der
Atherosklerose belegen konnen.

4.5. Antithrombozytére Therapie und Aspirinresistenz bel Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 2

Fateh-Moghadam S, Pléckinger U, Cabeza N, Htun P, Reuter T, Ersel S Gawaz M, Dietz R,
Bocksch W. Prevalence of aspirin resistence in patients with type 2 diabetes . Acta Diabetol
2005;42:99-103.

Eine effektive Aspirintherapie zur Primér- und Sekundarprévention ist beim Diabetiker
besonders wichtig, da dieser aufgrund seines ausgepragten prothrombotischen Zustandes
(Pl&ttchenaktivierung, Aktivierung der plasmatischen Gerinnung, Verminderung der
Fibrinolyse und Aufhebung der antithrombotischen Eigenschaften des Geféf3endothels)
besonders durch kardiovaskulére Ereignisse gefdhrdet ist. Deshalb haben wir uns fur die
Haufigkeit der Aspirinresistenz beim Typ 2 Diabetiker interessiert. Es wurden 172 Patienten
mit Typ 2 Diabetes, die sich an unserer Diabetestagesklinik zur Optimierung ihres
Blutzuckers vorstellten, in unsere Studie eingeschlossen. Die demographischen Daten der
Patienten wurden sorgfatig dokumentiert. Eingeschlossen wurden Patienten mit Typ 2
Diabetikes mellitus und ausgeprdgtem Risikoprofil wie arterielle Hypertonie,
Hypercholesterindmie, Adipositas. Alle Patienten waren unter einer téglichen Aspirintherapie
von 100 mg. Der Aspirineffekt wurde anhand der Plétchenhdmostasekapazitdt mit dem
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Pléttchenfunktionsanalyzer (PFA-100) von Dade (siehe Abschnitt 3.1.) bestimmt. Aspirin
verlangert gewohnlich die in-vitro Blutungs- oder Verschlusszeiten. Als Aspirin resistent
wurden solche Patienten bezeichnet, die trotz einer chronischen regelméfdigen Einnahme von
100 mg Aspirin normae in-vitro Blutungszeiten aufwiesen. Die normae in-vitro
Blutungszeiten (Referenzwerte wurden an normalen gesunden Blutspendern ermittelt)
betrugen zwischen 82 und 165 sec. Patienten mit in-vitro Blutungszeiten > 300 ms wurden
als Aspirin-Responder definiert, Patienten zwischen diesen Werten (166 - 300 sec) als Semi-
Responder. Von unseren 172 Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus waren 37 (21.5%)
Patienten nach dieser Definition Non-Responder und 29 (16.9%) Semi-Responder. Somit
zeigten nur 61.6% aller Patienten ein adaguates Ansprechen auf Aspirin. Obwohl einige
Studien von einem Zusammenhang zwischen Aspirinresistenz und Rauchen, Hochdruck,
Hypercholesterinamie oder Alter berichteten * ** 2, konnte bislang keine Studie einen
klinischen Pradiktor fur die Entwicklung einer Aspirinresistenz finden. In unserer eigenen
Studie waren die Aspirin Non-Responder signifikant jinger als die Aspirin-Responder. Eine
daraufhin durchgefiihrte multivariate logistische Regressionsanalyse ergab Alter als einen
unabhangigen Pradiktor fur Aspirinresistenz beim Typ 2 Diabetiker. Eine mogliche
Erklarung fur das héufigere Auftreten der Aspirinresistenz bei jingeren Diabetikern in
unserer Studie konnte der gesteigerte Plattchenumsatz im jingeren Alter sein.

Weiterfuhrende Studien missen klaren ob die Aspirinresistenz bei Diabetikern mit einem
erhdhten Risiko fir kardiovaskulére Ereignisse einhergeht. Unklar ist auch ob diese Patienten
nur einer Aspirindosiserhéhung bedirfen oder ob die Umstellung auf eine duae
antithrombozytére Therapie erforderlich ist. Bedenkt man, dass in Deutschland ca 6
Millionen Diabetiker leben und diese ab dem 40 Lebengahr und Vorliegen eines weiteren
kardiovaskuldren Risikofaktors 100 mg Aspirin zur Primérpravention nehmen sollten '3, ist
eine Aspirinresistenz von 21.5% sowohl von gesundheitspolitischer als auch wirtschaftlich

Bedeutung.
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6. Zusammenfassung und Diskussion

In den hier vorgelegten Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten und
insbesonders  aktivierte Thrombozyten ene grole Rolle be unterschiedlichen
kardiovaskuldren Erkrankungen wie Sepsis , Transplantatvaskulopathie, akuter cerebrovas-
kul&rer Ischamie und bei der akzelerierten Atherosklerose des Diabetikers spielen.

So zirkulieren Thrombozyten bei Patienten mit Sepsisin einem aktivierten jedoch reversiblen
Aggregationszustand, der mit einem erhthten Risiko fur Mikrothrombosen einhergeht. Im
weiteren Verlauf des septischen Krankheitsbildes kommt es zur Freisetzung thrombozytérer
Granulaglykoproteine (Degranulation), die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von
Mikrozirkulationsstérungen und Multiorganversagen (MOV) spielen konnen. Bel der Sepsis
kommt es jedoch nicht nur zu einer gesteigerten Plattchenaktivierung, sondern auch zu einer
vermehrten Ausbildung von Pléttchen-L eukozytenaggregaten, die sobald das MOV auftritt,
wieder abnehmen. Diese Abnahme der Pléttchen-L eukozytenaggregate erwies sich sogar as
unabhangiger Pradiktor fir unglnstiges Outcome dieser Patienten.

Auch bel der Entwicklung der Transplantatvaskulopathie (TVP) nach Herztransplantation
spielen aktivierte Thrombozyten eine wichtige Rolle. Patienten mit einer diffusen TVP
wiesen eine deutlich erhdhte Expression von aktivierungsabhangigen Oberflachenmarkern
wie LIBS-1 und Degranulationsmarkern (P-Selectin) im Vergleich zu Patienten mit fokaler
TVP auf. Wir konnten aber nicht nur eine Assoziation der TVP mit einer gesteigerten
Plattchenaktivierung zeigen, sondern dass diese gesteigerte Plattchenaktivierung (vermehrte
LIBS- Expression) mit einer Progression der Erkrankung einhergeht. Dazu haben wir
gleichzeitig mittels IVUS die Zunahme der Plaguedicke an einer definierten Stelle in der
Koronararterie zu Beginn der Studie und nach einem Jahr gemessen. In einer multivariaten
logistischen Regressionsanalyse erwies sich die gesteigerte LIBS-1-Expression as en
unabhéngiger Pradiktor fir das Auftreten einer Progression der Transplantatvaskul opathie.
Bel Patienten mit akuter cerebrovaskulérer Ischamie (TIA und Stroke) konnten wir ebenfalls
eine gesteigerte Plattchenaktivierung (Expression von Oberflachenmarkern wie LIBS-1,
PAC-1, CD63, P-Selectin) und eine vermehrte Plattchenaggregation im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe nachweisen. Nach 3 Monaten normalisierten sich die thrombozytéren
Oberflachenmarker, sodald sie sich von der Kontrollgruppe nicht mehr unterschieden. Beli
einigen Patienten persistierte aber die Plattchenaktivierung (erhdhte PAC-1 Expression) nach
3 Monaten. Diese erhohte PAC-1 Expression ging mit einem erhodhten Risiko fir einen

Rezidivstroke einher. Neben dieser gesteigerten Plattchenaktivierung fanden wir auch eine
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gesteigerte Leukozytenaktivierung (verminderte L-Selectinexpression) bei Patienten mit
akutem Stroke und TIA, wobei sich hinsichtlich dem Ausmal? der Leukozytenaktivierung in
der Akutphase kein signifikanter Unterschied zwischen Stroke und TIA Patienten zeigte.
Jedoch nach 3 Monaten wiesen die Patienten mit Stroke im Gegensatz zu den TIA-Patienten
immer noch keine Normalisierung des L-Selectins auf. Zukunftige Studien mussen kldren ob
diese persistierende Leukozytenaktivierung nach  Schlaganfall Ausdruck von
weiterbestehenden Reparaturmechanismen ist oder ob diese mit einem erhéhten Risiko fur
einen erneuten Schlaganfall verbunden ist.

Auch bel Diabetikern liegt eine systemische Pl&ttchenaktivierung vor, die mit einer besonders
akzelerierten Atherosklerose einhergeht. Wir konnten bei Typ 2 Diabetikern in ener
prospektiven Studie zeigen, dass bel diesen Patienten nicht nur eine gesteigerte
Pléttchenaktivierung vorliegt, sondern dass diese mit der Progression der Atherosklerose
assoziiert ist. Surrogatmarker fur die Progression der Atherosklerose war hierbei die
Zunahme der Intima-Media-Dicke an der Carotis communis innerhalb eines Jahres. In einer
multivariaten logistischen Regressionsanalyse erwies sich eine erhdhte Expression von CD63
als unabhangiger Prédiktor fir die Progression der Intima-Media-Dicke innerhalb eines
Jahres. Aufgrund der gesteigerten Plattchenaktivierung und der damit verbundenen sehr
aggressiven Atherosklerose bei Diabetikern ist eine effektive antithrombozytére Therapie
beim Diabetiker besonders wichtig. Dem steht aber das Problem der Aspirinresistenz
gegentber. Wir konnten anhand eigener Untersuchungen zeigen, dass ca 21.5% der Typ 2
Diabetiker eine Aspirinresistenz aufweisen. Weliterfuhrende Studien missen kléren ob diese
Aspirinresistenz bei Diabetiker auch mit einem erhohtem Risiko fir kardiovaskulére
Ereignisse einhergeht und wie diese Aspirinresistenz im klinischen Alltag zu beriicksichtigen
ist.
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7. Abkurzungsverzeichnis:
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