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1a. Abstract (deutsch)

Die Plattchenreagibilitat ist bei Patienten mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit
(PAVK) erhoht. RANTES (Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted)
und sCD40L sind zwei in den alpha-Granula der Thrombozyten gespeicherte
Chemokine, die die Entzindungsreaktionen und die Plattchenreagibilitdt fordern.
Clopidogrel hemmt den ADP-Rezeptor der Thrombozyten und reduziert dadurch ihre
Reaktionsfahigkeit. Ob eine Behandlung mit Clopidogrel bei Patienten mit PAVK mit
einer Hemmung der systemischen Inflammation einhergeht, wurde bislang nicht
ausreichend erforscht.

Ziel der ersten Studie war es daher, die Wirkung von Clopidogrel auf die
Reaktionfahigkeit der Thrombozyten und somit ihrer Aggregation bei Patienten mit
PAVK zu erfassen. Ferner wurde die hemmende Wirkung von Clopidogrel auf die
Ausschuttung verschiedener Zytokine und somit auf die systemische Inflammation
untersucht. Da die Plattchenreagibilitdt auch bei Patienten mit Koronarer Herzkrankheit
(KHK) und Kardiomyopathie gesteigt ist, untersuchten wir in einer weiteren Studie den
Effekt von Bivalirudin auf die Adenosindiphosphat (ADP) induzierte Expression von P-
Selektin (CD 62P) und CD-63. Eine dritte Studie behandelt den Zusammenhang
zwischen myokardialer Inflammation und Thrombozytenaktivierung bei Patienten mit
nicht ischamischer Kardiomyopathie.

Clopidogrel reduzierte die Agonist-induzierte Plattchenreaktivitat bei Patienten mit
PAVK in Kombinationstherapie mit ASS Uber einen Zeitraum von 4 Wochen gegenuber
einer Monotherapie mit ASS. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der durch ADP
und ,Thrombin Receptor Activating Peptide“ (TRAP) induzierten Expression von CD62P
(P-Selektin) und CD63 nach 7 und 28 tagiger Behandlung. Auch die Freisetzung von
RANTES aus den Plattchen war nach einer Behandlung mit Clopidogrel signifikant
herabgesetzt. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Clopidogrel einen hemmenden
Effekt auf die Plattchenaggregration und systemische Entziindung ausubt.

In der zweiten Untersuchung wurde gezeigt, dass Bivalirudin die ADP induzierte
Expression von P-Selektin und Thrombospondin bei KHK-Patienten wahrend der
Koronarintervention signifikant herabsetzt. Zudem ergab sich bei Patienten mit
Kardiomyopathie ein positiver Zusammenhang zwischen der Plattchenaktivierung und

myokardialen Entzindungsreaktion.



1b. Abstract (englisch)

Platelet reactivity is increased in patients with peripheral artery disease (PAD). RANTES
(Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted) and sCD40L are
chemokines, which are stored in alpha-granules of platelets and contribute to
inflammation and platelet reactivity. Clopidogrel inhibits the ADP receptor of platelets
and thus reduces platelet reactivity. Whether a treatment with clopidogrel is associated
with an inhibition of systemic inflammation in patients with PAD has not been thoroughly
explored.

Aim of the first study was to conceive the effect of clopidogrel on platelet reactivity and
therefore on their aggregation in patients with PAD. Futhermore the inhibitory effect of
clopidogrel on the release of chemokines and thus on systemic inflammation was
explored.

In a second study we analized the effect of bivalirudin on ADP-induced p-selectin-
(cd62p) and cd63 expression in patients with coronry artery disease (CAD) and
cardiomypathy, because platelet reactivity is increased in these patients, too.

A third study examined the association between myocardial inflammation and platelet
reactivity in patients with non ischemic cardiomyopathy.

Clopidogrel treatment for 28 days combined with aspirin (ASS) reduced the agonist-
induced platelet reactivity in patients with PAD compared to ASS alone. We found a
significantly reduction of ADP- and Thrombin Receptor Activating Peptide (TRAP)
induced cd62p- and cd63 expression after 7 and 28 days treatment. Also the RANTES
release of platelets was reduced significantly after clopidogrel treatment. These results
explain the inhibitory effect of clopidogrel on platelet reactivity and systemic
inflammation.

The second study showed, that bivalirudin significantly reduced ADP induced p-selectin-
and thrombospondin (TSP) expression in CAD patients during PCIl. Moreover we found

a postive correlation between platelet reactivity and myocardial inflammation.



2. Einleitung und Zielsetzung

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) geht mit einer gesteigerten
Reaktivitat der Plattchen einher, die zu arteriellen Thrombosen beitragt (1,2).
Clopidogrel, ein irreversibler Antagonist des Adenosindiphosphat-Rezeptors vom Typ
P2Y12, ist ein effektiver Inhibitor der Thrombozytenreaktivitat, wie schon in vielen
Studien zuvor gezeigt wurde (3, 8 -10). Die CAPRIE Studie (clopidogrel versus aspirin
in patients at risk of ischemic events) beschrieb ein héheren Effekt von Clopidogrel das
kombinierte Risiko von ischamischem Hirninfarkt, Myokardinfarkt oder Tod durch
Gefalerkrankung bei Patienten mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit zu
reduzieren als ASS (3). Die derzeitige Richtlinie der European Society of Cardiology
(ESC) (4) empfiehlt eine duale Thrombozytenfunktionshemmung mit Aspirin (ASS) und
Clopidogrel als Langzeitbehandlung bisher nur bei Patienten einzusetzen, die eine
periphere Prothesen-Bypassoperation erhielten (5). In den Fallen nach peripherer PTA
(perkutaner transluminaler Angioplastie) mit Stentimplantation konnte eine duale
Thrombozytenfunktionshemmung bisher keine signifikant verlangerten Offenheitsraten
erzielen (6). Die Thrombozytenaktivierung fuhrt zu einer Exposition von P-Selektin
(CD62p), CD63 und Thrombospondin auf der Oberflache von aktivierten Thrombozyten
(7). Diese Molekule sind verantwortlich fur die Adhasion der Thrombozyten, die an
Erosionen schlieBlich zu Plaques fuhren. Im Plasma von Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (KHK) wurden erhohte Werte von P-Selektin gemessen, welche in
Interaktionen wischen Thrombozyten und Leukozyten, sowie Entzindungszellen und
Endothelzellen involviert sind (2, 8-12).

SCDA40L ist ein membranstandiges Protein, das in den alpha-Zellen von Thrombozyten
gespeichert ist. Bei der Aktivierung des Thrombozyten wird es auf der Oberflache
exprimiert. Verschiedene Studien zeigten, dass erhdhte Werte von sCD40L mit einem
ebenfalls erhdhten Risiko fur thrombembolische Ereignisse einhergehen (13). RANTES
(Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted) ist ein chemotaktisches
Zytokin, welches eine aktive Rolle bei der Rekrutierung von Leukozyten in der
Gefallwand spielt (14). Dennoch ist nur wenig Uber die Wirkung von Clopidogrel auf die
systemische Entzindung bei Patienten mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit
bekannt.

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von Clopidogrel in Kombination mit

ASS auf die Agonist-induzierte Plattchenreaktivitat im Vergleich zur Monotherapie mit



ASS zu untersuchen. Desweiteren wurde die Wirkung von Clopidogrel auf die
Freisetzung inflammatorisch wirkender Zytokine wie RANTES und sCD40L untersucht.
In einer zweiten Untersuchung wurde die Wirkung von Bivalirudin auf die Agonist-
induzierte Plattchenreaktivitat im Vergleich zu unfraktioniertem Heparin (UFH) bei
Patienten mit koronarer Herzkrankeit (KHK) wahrend einer Koronarintervention
erforscht.

Ein weiteres Ziel war es, die Plattchenreaktivitat bei Patienten mit Kardiomyopathie zu
bewerten und mit Markern fur die endotheliale Reaktivitat und myokardiale Inflammation

zu korrelieren.

3. Methodik

Die Methoden der ex vivo Thrombozytenstimulation, die in dieser Studie angewendet
wurden, sind von uns bereits vorher etabliert und berichtet worden (13, 15 -18). Vierzig
Patienten mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) sind in die Studie
eingeschlossen und in zwei Gruppen randomisiert worden. In der Gruppe A (n=20)
wurden die Patienten fur 4 Wochen mit Aspirin (100 mg/d) und einem zusatzlichen
Placebo und die Patienten der Gruppe B (n=20) mit Clopidogrel (75 mg/d) zusatzlich zu
Aspirin (100 mg/d) behandelt. Die Placebotabletten bestanden aus Zellulose und
besallen das gleiche Aussehen wie die Clopidogreltabletten. Nach Entnahme der
Blutproben an den Tagen 0, 7 und 28 wurde jeweils die Thrombozytenaktivierung durch
Messung der Proteinkonzentrationen von CD63, CD62p und TSP im Plasma nach
Stimulation mit TRAP, ADP und Kollagen bestimmt. Der Entzindungsverlauf der
Thrombozyten wurde Uber die Ausschuttung der Proteine RANTES und sCD40L von
stimulierten Thrombozyten mittels ELSA bestimmt. Als EinschluRkriterien fur die
Patienten galten eine periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) mit einem
Kndchel-Arm-Index von < 0,9, eine mehr als 4 Wochen andauernde Behandlung mit
ASS und ein Mindestalter von 18 Jahren. Ausschlusskriterien waren eine
Clopidogreltherapie Uber eine Dauer von 4 Wochen vor Studienbeginn, orale
Antikoagulation, eine Tumorerkrankung, Magenulcera, zerebrale Operationen oder
intrakranielle Hamatome, Leberzirrhose mit einem Transaminaseanstieg,
Thrombozytopenie < 100.000 / ul, dialysepflichtige Niereninsuffizienz, operative
Eingriffe, einschlieBlich zahnarztliche, in den vorhergegangenen 4 und den folgenden 6

Wochen, oder eine grippale Infektion.



Vendses Blut wurde in Roéhrchen mit ,Acid Citrate Dextrode“ (ACD/1:7,Sigma)
gesammelt und zentrifugiert. Plattchenreiches Plasma wurde isoliert und die
gewonnenen Plattchen dann nochmals in ACD (1:7) gel6st und erneut zentrifugiert. Das
Pellet wurde dann in HEPES Tyrode Losung (HEPES 5 mM, NaCl 134 mM, KCI 2,9
mM, NaHCO3 12 mM, Na2HPO4 0,36 mM, Glucose 5 mM, Bovine Serum Albumine 0,5
mg/ml) resuspendiert. Die Konzentration der Plattchensuspension wurde auf 150000
Zellen/ul eingestellt und es erfolgte eine Zugabe von Magnesium (MgCI2 200 mM) und
Calcium (CaCl2 750 mM). Nun startete die Stimulation mit ADP (20 pyM, Sigma),
Kollagen (20uM und TRAP (10 uM, Calbiochem) Uber eine Dauer von 15 Minuten. Eine
Probe wurde unstimuliert belassen und diente als Kontrolle. Nach der Fixierung in 2%
Paraformaldehyd (PFA) wurden die Plattchen gewaschen und anhand von
monoklonalen Antikérpern, die gegen P-Selektin (CD 62p), CD 63, CD 41 und
Thrombospondin (TSP) (Coulter Immunotech) gerichtet waren, markiert. Anschlieend
wurden die oben genannten Antigene mit einem Fluorescin Isothiocyanat (F(ab)2-FITC)
(Sigma)-gekoppelten Antikorper fur eine halbe Stunde inkubiert. Schliel3lich wurde die
Dichte der markierten Oberflachenproteine anhand eines Durchflusszytometers
quantifiziert (FACScan, Becton Dickinson).

In einer zweiten Versuchsreihe erfolgte die Quantifizierung der sCD40L und der
RANTES Sekretion der Thrombozyten mittels ELISA. Hierfur wurde die sCD40L und die
RANTES Freisetzung vor Beginn der Studie und 7 Tage nach Gabe von Clopidogrel
(n=20) oder Placebo (n=20) gemessen. Vendses Blut wurde in Roéhrchen mit ,Acid
Citrate Dextrode“ (ACD/1:7,Sigma) gesammelt zentrifugiert. Die gewonnenen Plattchen
dann nochmals in ACD (1:7) geldst und zentrifugiert. Die Plattchen wurden in HEPES
Puffer auf eine Konzentration von 170000 Zellen/pl eingestellt. Nach Zugabe von
Calcium zu einer Konzentration von 500 mM folgte die Stimulation mit ADP (20 uM,
Sigma), Kollagen (20uM) oder TRAP (10 pM, Calbiochem) Uber eine Dauer von 20
Minuten. Eine Kontrollprobe blieb unstimuliert. Die Stimulation wurde mit Heparin
(200pl) gestoppt und 5 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Die Uberstande wurden bei
minus 80°C eingefroren. Fur die Messungen verwendeten wir ein humanes sCD40L
und RANTES ELISA Kit gemaly den Herstelleranweisungen. Hierfir wurden 100ul des
Coating-Antikorpers auf die MaxiSorp Plates gegeben, bei 4 Grad Celsius inkubiert und
mit 200pl Pufferldsung gewaschen. Anschlieend wurde 2h blockiert und danach erneut
gewaschen. Die Proben wurden in 100ul Probenlésung, 100ul Probes und 200ul HRP

Konjugat gel6st. 150pl Probenlésung wurden auf die beschichteten Platten pipettiert
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und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 Grad Celsius inkubiert.
Nach mehrmaligem Waschen und Hinzufigen von 100yl TMB (Tetramethylbenzidin)
Substrat folgte eine Inkubation fur 30 Minuten im Dunkeln. Nach Zugabe einer
Stoppldésung (Schwefelsaure) wurden die Proben mit einen Spectrophotometer bei
620nm gemessen. Fur die RANTES Messungen verwendeten wir das R&D Systems #
DRNOOB KIT. 100ul der Assay-Probe wurde in den Wells vorgelegt, 100ul der Lésung,
die Nullkontrolle und Standards wurden hinzugefugt und fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen mit der Pufferlésung, wurden 200ul der
Konjugatlésung zu dem Wells hinzugefugt und erneut bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgt wiederum ein Waschen mit der Pufferldsung und eine Inkubation mit 200ul der
Substratldsung. Nach Stoppen des Ablaufes mit H2SO4 (2N) folgt eine Messung mit
dem Spectrophotometer bei 450 nm.

In der zweiten Studie wurden 58 Patienten mit KHK, die bereits vor Studienbeginn mit
Aspirin (100 mg/d) und Clopidogrel (75 mg/d) behandelt wurden, einer
Koronarintervention unterzogen, in der ein Koronarstent implantiert wurde. Wahrend der
Intervention erhielt die erste Gruppe (n=28) Bivalirudin (erst einen Bolus gefolgt von
einer Infusion fur die Dauer der Intervention), die zweite Gruppe unfraktioniertes
Heparin. Blutproben wurden unmittelbar vor der Medikamentengabe und unmittelbar
nach Stentimplantation gewonnen. Abschliel’end erfolgten die
Thrombozytenstimulationstests inclusive der durchfludizytometrischen Analysen.

In der dritten Studie wurden 30 Patienten mit vermuteter nicht-ischamischer
Kardiomyopathie eingeschlossen. Alle erhielten im Rahmen einer
Katheteruntersuchung eine Entnahme von Myokardbiopsien. HLA-1, HLA-DR und
ICAM-1 wurden als Marker fur eine interstitielle und endotheliale Aktivierung
immunhistochemisch analysiert, wahrend CD3+ Zellen, CD45+-Zellen und aktivierte
Makrophagen als Marker fir die myokardiale Inflammation quantifiziert wurden.
Weiterhin wurden vendse Blutproben zur Quantifikation der Thrombozytenaktierung im

zirkulierenden Blut der Patienten abgenommen.

4. Ergebnisse

Eine Behandlung mit Clopidogrel verglichen Placebo Uber den Zeitraum von 7 und 28
Tage reduzierte signifikant die ADP induzierte Expression von CD62p auf der

Oberflache von  Thrombozyten bei Patienten mit peripherer arterieller
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Verschlusskrankheit. Der gleiche Effekt zeigte sich nach 28 tagiger Behandlung bei der
TRAP induzierten Thrombozytenreaktivitat (Abbildung 1).
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Abbildung 1

Wirkung von Clopidogrel auf die Plattchenexpression von CD62p nach Stimulation mit ADP mit einer signifikanten Reduktion der
CD62p-Expression an den Tagen 7 und 28 bei Patienten die Clopidogrel erhielten verglichen mit Patienten die Placebo einnahmen
((Mann Whitney test; 8.69 + 1.2 vs. 16.91 + 2.7 day 7 (p= 0.019) and 9.31 £ 1.28 vs. 18.85 + 3.12 at day 28 (p= 0.0455), auch TRAP
bei TRAP stimulierter Plattxhenreaktivitdt: Mann Whitney test; 22.77 + 2.92 vs. 32.88 + 3.76 (p=0.0366)). Abbgebildet sind
unstimuliert (A), ADP stimuliert (B), und TRAP stimulierte Proben (C). Die Daten sind als MittelwerttSEM dargestellt. n.s.= nicht
signifikant.. n=40.

Nach 7 tagiger Clopidogrel Behandlung war die Expression von CD63 im Vergleich zur
Monotherapie mit ASS signifikant verringert. Im Vergleich zur ASS-Monotherapie
konnten TRAP stimuliert in der Clopidogrelgruppe keine signifikanten Veranderungen
gemessen werden. Des Weiteren zeigte sich nach 28 tagiger Clopidogrel Behandlung
eine signifikant niedrigere ADP- und TRAP induzierte Thrombozytenreaktivitat bei
Behandlung mit Clopidogrel im Vergleich zu ASS (Abbildung 2).
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Abbildung 2

Wirkung von Clopidogrel auf die Plattchenexpression von CD63 bei Patienten mit PAVK mit signifikant niedrigeren Werten fiir ADP
stimuliertes CD63 in der Clopidogrel-Gruppe am Tag 7 verglichen mit der Placebo-Gruppe. (6.73 £ 0.76 vs. 8.33 + 0.68 (p=0.0397)).
An Tag 28 zeigten die ADP und TRAP stimulierten Proben signifikant niedrigere Werte der CD63 Freisetzung verglichen mit der
Placebo-Gruppe. (7.24 + 0.81 vs. 10.08 + 1.26 (p=0.09) and 10.73 + 1.27 vs. 18.14 + 3.35 (p= 0.03)). Abbgebildet sind unstimuliert
(A), ADP stimuliert (B), und TRAP stimulierte Proben (C). Die Daten sind als MittelwerttSEM dargestellt. n.s.= nicht signifikant..
n=40.



Bei der Agonist-induzierten Thrombospondinfreisetzung aus Thrombozyten waren keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vorhanden (Abbildung 3).
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Abbildung 3

Wirkung von Clopidogrel auf die Plattchenexpression von Thrombospondin (TSP). In der Clopidogrelgruppe zeigten sich am Tag 7
sowohl ADP- wie auch TRAP-stimuliert niedrigere Werte als in der Placebo-Gruppe. (Mann Whitney 9.05 + 1.25 vs. 13.25 + 1.72
(p=0.08) and 15.01 £ 1.89 vs. 18.22 + 2.12 (p=0.35)). An Tag 28 wurden in beiden Gruppen niedrigere Werte ohne signifikanten
Unterschied gemessen. (ADP 9.63 + 1.37 vs. 13.32 + 1.80 (p= 0.13) and 14.94 + 2.1 vs. 19.65 * 2.21 (p= 0.12)). Abbgebildet sind
unstimuliert (A), ADP stimuliert (B), und TRAP stimulierte Proben (C). Die Daten sind als MittelwerttSEM dargestellt. n.s.= nicht
signifikant.. n=40.

Die RANTES Plasma Konzentration war sowohl nach 7 tagiger als auch nach 28 tagiger
Behandlung mit Clopidogrel im Vergleich zur Placebogruppe signifikant geringer.
(Abbildung 4).
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Abbildung 4

Positiver Effekt von Clopidogrel auf die RANTES-Freisetzung mit einer signifikanten Reduktion von RANTES in der Clopidogrel-
Gruppe verglichen mit mit der Placebo-Gruppe (1,950 + 297 vs. 3,235 + 494 (p= 0,025)) und mit der Clopidogrel-Gruppe an Tag 0
(1,978 £ 283 vs. 3,517 £ 671 (p=0.007)). Auch an Tag 28 zeigte sich eine signifikante Reduktion der RANTES-Freisetzung in der
Clopidogrel-Gruppe verglichen mit Tag 0(1915 + 276 vs. 3485 + 706 (p=0,013)). Abbgebildet sind Clopidogrel-Proben an den Tagen
0, 7 und 28 verglichen mit Placebo-Proben an den Tagen 0,7 und 28. Die Daten sind als Mittelwert+tSEM dargestellt. n.s.= nicht
signifikant.. n=40.

Patienten mit PAVK wiesen signifikant niedrigere CRP-Spiegel nach der Behandlung
mit Clopidogrel und ASS als unter Behandlung mit ASS alleine auf (Abbildung 5).
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Abbildung 5

Wirkung von Clopidogrel auf die Freisetzung von CRP bei Patienten mit PAVK. Verglichen mit den Werten in der Placebogruppe,
zeigten sich an allen Tagen niedrigere Werte mit einer Signifikanz an Tag 28. (placebo 3,008 + 676 and clopidogrel 1,608 + 529
(p=0.023)). Abbgebildet sind Clopidogrel-Proben an den Tagen 0, 7 und 28 verglichen mit Placebo-Proben an den Tagen 0,7 und
28. Die Daten sind als Mittelwert+tSEM dargestellt. n.s.= nicht signifikant.. n=40.

In unserer zweiten Studie zeigte sich, dass Bivalirudin die Agonist-induzierte
Plattchenreaktivitat wahrend der Koronarintervention signifikant reduzierte. Im Vergleich
zu unfraktioniertem Heparin (UFH) fiel die durch ADP und TRAP induzierte Expression
von Thrombospondin signifikant ab, wenn Bivalirudin wahrend der Intervention gegeben
wurde (Wilcoxon; fur ADP: 7,9 = 0,7 AU pre- vs. 6,2 + 0,4 AU post PCI (p < 0.01); far
TRAP: 15,3 + 1,1 AU pre- vs. 11,8 = 0,8 AU post PCl (p < 0,01)). Auch die
Expressionen von unstimuliertem und stimuliertem P-Selektin sowie stimuliertem CD
63 auf der Thrombozytenoberflache war bei Bivalirudin behandelten Patienten im
Vergleich zu Heparin behandelten signifikant geringer (P-Selektin, unstimuliert; 4,0 =+
0,2AU vs. 3,2 + 0,2 AU ( p < 0,05); ADP: 10,7 + 1,2 AU vs. 7,2 + 0,6 AU ( p = < 0,05),
CD63: Mann-Whitney; ADP: 7,2 + 0,4 AU zu 6,2 = 0,2 AU ( p < 0,05)).

Die Ergebnisse der Kardiomyopathie-Studie ergaben, dass die P-Selektin- (8,46 +3,67
AU) und die Thrombospondin-Expression (26,56 + 23,21 AU) signifikant mit der Menge
an CD3+ T-Zellen im Myokard (P-Selektin r = 0,573, p < 0,05; Thrombospondin: r =
0,488, p < 0,05) und der endothelialen/interstitiellen Aktivierung (P-Selektin: r= 0,521, p
= 0,05; Thrombospondin: r = 0,39, p < 0,05) korrelieren. Somit ergibt sich eine
unmittelbare Beziehung zwischen myokardialem Entzindungsgrad und einer

gesteigerten Plattchenaktivierung im zirkulierenden Blut.



5. Diskussion

Die erste Studie zeigte, dass Clopidogrel in Kombination mit ASS im Vergleich zur
Monotherapie mit ASS signifikant die Agonisten-induzierte Thrombozytenreaktivitat bei
Patienten mit PAVK hemmt. Die Langzeitbehandlung Uber 28 Tage fuhrte zu einer
signifikanten Verringerung der CD63- und CD62P Expression auf der Oberflache der
Thrombozyten bei Patienten mit PAVK. Eine erhdhte Expression von P-Selektin auf
Plattchen ist mit einem erhdhten Risiko einer Koronararterienerkrankung assoziiert (2,
8). Bereits an Tag 7 zeigte sich eine signifikante Hemmung der Expression von CD62P
bei Patienten mit PAVK, die Clopidogrel erhalten haben. Dabei blieb die Expression von
Tag 7 bis Tag 28 konstant niedrig. Auch die Expression von CD63 war nach der
Langzeitbehandlung mit Clopidogrel verglichen mit der ASS-Monotherapie signifikant
niedriger. Zudem konnte, wie auch bereits in anderen Studien bei Patienten mit KHK,
eine positive Wirkung auf die Ausschittung von RANTES und den CRP-Spiegel gezeigt
werden (19). Bezugnehmend auf die CRP Konzentration wurden, verglichen mit der
Placebogruppe, signifikant niedrigere Spiegel am Tag 28, jedoch noch nicht an den
Tagen 0 und 7 beobachtet. Aulerdem bewirkte Clopidogrel bereits ab Tag 7 eine
signifikante Hemmung der RANTES Freisetzung bei Patienten mit PAVK verglichen mit
der Placebogruppe.

Verschiedene  Studien, die die klinische Bedeutung einer erhOhten
Thrombozytenreaktivitat trotz Clopidogrel-Therapie vor allem bei Patienten mit KHK
erforschten, wurden bereits veroffentlicht. Im Gegensatz dazu wurden Patienten mit
PAVK dahingehend noch nicht ausreichend untersucht. Comorbiditaten wie
Bluthochdruck, Diabetes Mellitus, Patientenincompliance oder Unterdosierung kdnnten
zu einer unzureichenden intestinalen Absorption und metabolischen Aktivierung des
Medikaments fuhren und so den mangelnden Effekt der Thrombozytenaggregations-
hemmenden Therapie erklaren (20). Das geringe Ansprechen auf Clopidogrel ist mit
einem erhohten Risiko fur rezidivierende kardiovaskulare Ereignisse assoziiert (21, 22).
Stellbaum et al. (23) zeigten, dass eine Verdoppelung der Clopidogreldosis bei
Patienten mit koronarer Herzerkrankung mit einem verringertem Ansprechen auf die
Standarddosis in ihrer Effektivitat gehemmt war. In der Studie wurden Patienten mit
einem geringerem Ansprechverhalten auf Clopidogrel mit einer Dosis von 150 mg/d

anstatt der Standarddosis von 75 mg/d Clopidogrel behandelt.
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Die lokale Adhasion der Thrombozyten an der Gefaldwand und die darauf folgende
Thrombozytenaktivierung fuhrt zu einer Ausschittung multipler Zytokine und
Blutgerinnung aktivierender Faktoren. Bis heute ist der Effekt von Clopidogrel auf die
Ausschittung von Chemokinen zwar bei Patienten mit KHK und akutem
Koronarsyndrom gut erforscht, bei Patienten mit PAVK jedoch noch unzureichend. Als
ein chemotaktisches Zytokin spielt RANTES eine aktive Rolle bei der Rekrutierung von
Leukozyten in die GefaBwand (14). In dieser Studie verringerte Clopidogrel bei pAVK
Patienten die RANTES Freisetzung signifikant im Vergleich zur Monotherapie mit
Aspirin. Clopidogrel ist bekannt dafur, die sCD40L Freisetzung zu hemmen (24).
SCD40L induziert die Produktion und Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen
aus Gefalzellen. Stellbaum et al. (13) zeigten diesen Effekt auch bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit. Demgegenuber fanden wir in dieser Studie keinen
signifikanten Abfall der sCD40L Konzentration im Plasma. Die sCD40L Werte bei PAVK
Patienten, die Clopidogrel erhielten, waren am Tag 28 zwar niedriger als die der
Placebo Gruppe, aber nicht signifikant niedriger im Vergleich zu den Tagen 0 und 7. Wir
vermuten daher, dass der Effekt von Clopidogrel auf die sCD40L Spiegel bei PAVK
Patienten nicht potent genug ist. Mdglicherweise ist das Ausmald der Arteriosklerose
der PAVK Patienten im Vergleich zu den Patienten mit KHK hdher. Prasugrel, ein
potenterer Plattchenhemmer als Clopidogrel, weist hingegen eine grofere inhibitorische
Wirkung auf die thrombozytare sCD40L Freisetzung als Clopidogrel bei Patienten mit
KHK auf (29).

Clopidogrel reduziert die CRP Spiegel bei Patienten mit KHK (25). In dieser Studie
konnten wir nun zeigen, dass Clopidogrel im Vergleich zur ASS Monotherapie die CRP
Spiegel signifikant bei Patienten mit PAVK senkt. Ayral et al. berichteten, dass eine
verlangerte periproceduale Clopidogrelbehandlung den CRP-Spiegel und die Tissue
Faktor -Expression nach PCI reduzieren (22, 26). Erhdhte TF Expression kdnnen
thrombotische Ereignisse beglnstigen (27). Eine Behandlung von PAVK-Patienten mit
den antithrombotischen Substanzen Clopidogrel, ASS und Cliostazol reduziert die TF
Blutspiegel-Konzentration.

Zusammengefasst senkt eine 28 tagige Clopidogrelbehandlung bei Patienten mit PAVK
die Freisetzung von P-Selektin und CD63. Zusatzlich senkt Clopidogrel signifikant
RANTES- und CRP-Spiegel im Blut.

Die Daten der zweiten Studie ergaben, dass Bivalirudin als direkter ein

Thrombinhemmer signifikant die periproceduale Thrombozytenreaktivitdt senkt. Eine
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Therapie mit unfraktioniertem Heparin (UFH) ist mit einer erhdhten Plattchenreaktivitat
nach einer PCI assoziiert. Darlberhinaus zeigte sich in der dritten Studie ein direkter
Zusammenhang zwischen myokardialer Inflammation mit erhéhter CD3+-Zell Infiltration
im Myokard und der systemischen Plattchenaktivierung. Diese Daten weisen auf ein
erhohtes thrombembolisches Risiko bei Patienten mit Kardiomyopathie und einem

erhohten myokardialen Entzindungsgrad hin.

Schlussfolgernd lasst sich feststellen, dass Clopidogrel eine hemmenden Effekt auf die
systemische Entzindung und auf die Thrombozytenaggregation besitzt. Dieser Effekt
trifft sowohl auf Patienten mit PAVK zu, als auch auf solche, die an einer
Kardiomyopathie leiden. Bei beiden Patientengruppen sind eine erhdohte systemische
oder lokale Inflammation mit einer gesteigerten Plattchenreaktivitat assoziiert. Durch
eine gezielte postinterventionelle Behandlung mit Clopidogrel, wie sie auch in den ESC-
Richtlinien festgehalten wird, konnte so folglich das Risiko eines thrombembolischen

Ereignisses beeinflusst werden.
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