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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Einfuhrung in die Thematik

Kardiovaskulare Erkrankungen zéhlen gegenwartig zu den haufigsten Todesursachen
in den westlichen Industrienationen, und in Deutschland belegen chronische ischami-
sche Herzerkrankungen, akute Myokardinfarkte und die Herzinsuffizienz die ersten drei
Platze in der Todesfallstatistik [1].

Die koronare Herzerkrankung ist die Manifestation der Atherosklerose in den
epikardialen Herzkranzgefalen. Durch flusslimitierende Koronarstenosen kommt es zur
Koronarinsuffizienz — einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot im
Myokard. Die dadurch hervorgerufene Myokardischamie kann sich klinisch unterschied-
lich darstellen, wie durch stabile Angina pectoris, akutes Koronarsyndrom, ischamische

Kardiomyopathie, Herzrhythmusstérungen und dem pl6tzlichen Herztod.

Heute werden hamodynamisch relevante Stenosen Uberwiegend durch die perkutane
transluminale Koronarangioplastie (PTCA) versorgt. In Deutschland erfolgt bei etwa

80 Prozent aller Koronarinterventionen eine Stentimplantation (Abbildung 1) [2; 3; 4].
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Abbildung 1:  Schematische Darstellung der PTCA mit Stentimplantation
(5], mit freundlicher Genehmigung von Ever D. Grech)
A: Vorschieben des Fiihrungsdrahts mit Stent Giber die Stenose
B: Ballondilatation und Angioplastie
C: Entfalten des Stents - Stentimplantation

D: Zurtckfuhren des Fuhrungsdrahtes

Eine der gefirchtetsten Komplikationen nach Stentimplantation ist eine Thrombosierung
des Stents. In 80 Prozent der Félle geht die Stentthrombose mit einem Myokardinfarkt
einher, wobei insbesondere die spate Stentthrombose mit einer hohen Mortalitéat von bis
zu 45% vergesellschatftet ist [6; 7].

Im Pathomechanismus der Entstehung einer Stentthrombose spielen aktivierte Throm-
bozyten eine Schlisselrolle. Daher wird heute im Rahmen jeder PTCA mit Stentimplan-
tation routinemafig eine antithrombozytare Therapie durchgefihrt, um eine

Stentthrombose zu verhindern.

Im Folgenden sollen zundchst die physiologischen Vorgange bei der
Thrombozytenaktivierung zusammenfassend dargestellt werden, bevor eine Ubersicht
Uber den aktuellen Kenntnisstand der antithrombozytaren Therapie gegeben wird.
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1.2 Physiologie der Thrombozyten

1.2.1 Primdre Hamostase

Die Thrombozyten werden im Knochenmark aus Megakaryozyten gebildet. Im inaktiven
Zustand weisen sie eine typische diskoide Form mit einer durchschnittlichen Oberflache
von 8 um? auf und sind damit die kleinsten korpuskularen Anteile im Vollblut. Die physi-
ologische Thrombozytenzahl im peripheren Blut betragt 150 000 bis 300 000 pro pl Blut.
Thrombozyten besitzen keinen Zellkern (,anukledre Zellen*) und kaum RNA und sind
damit nicht oder nur sehr eingeschrankt zur Proteinbiosynthese fahig. Die Uberlebens-
zeit der Thrombozyten betragt 7-10 Tage bei einer taglichen Erneuerungsrate von etwa
20%. Der Abbau der Thrombozyten erfolgt Gber Leber und Milz [8].

Das Hamostasesystem gewahrleistet bei intakten GefalRwanden durch Hemmung der
Blutgerinnung einen kontinuierlichen Blutfluss und sorgt bei Lasionen der Gefal3wéande
fur eine primare Defektabdichtung beziehungsweise fur eine Wiederherstellung der Ge-
falwandintegritat. Hierbei besitzen Thrombozyten eine zentrale Funktion: Bei einer La-
sion der GefalBinnenwand wird das Subendothel mit Adhé&sionsproteinen, wie bei-
spielsweise Kollagen oder von-Willebrand-Faktor, freigelegt [9]. Thrombozyten haben
spezifische Rezeptoren flr die Adhasionsproteine und lagern sich an diese an. Wenn
sich der Thrombozyt dabei im ruhenden Zustand befindet, spricht man von der priméren
Adhasion im Gegensatz zur sekundaren Adhasion von zuvor aktivierten Thrombozyten
[10; 11]. Die Adhasion fuhrt zur Aktivierung des ruhenden Thrombozyten, d.h. dieser
verandert seine Form (,shape change") und bildet durch Ausstilpungen der Zellmemb-
ran Pseudopodien aus (,spreading®), wodurch sich seine Oberflache auf bis zu 13 pm?2

vergoiert [11].

Zunachst sind die aktivierten und der GefalBwandlasion anhaftenden Thrombozyten
durch lockere Fibrinogenbriicken reversibel miteinander verbunden (,primare Aggrega-
tion“). Verzdgert kommt es durch die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin zur irreversiblen
Verbindung (,sekundare Aggregation®). Die Thrombozyten setzen nun gerinnungswirk-
same Substanzen frei (,release”, Degranulation) [8], die einerseits den Aktivierungszu-
stand verstarken und andererseits weitere Thrombozyten aus der Zirkulation rekrutieren
[12].
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1.2.2 Thrombozytenaggregation

Unter dem Begriff Thrombozytenaggregation versteht man die Kohasion von zahlrei-
chen Thrombozyten zu einem Thrombus innerhalb kurzer Zeit (Sekunden bis Minuten).
Hierbei spielt der Glykoprotein (GP)-lIb/llla-Rezeptor eine zentrale Rolle. Der in die
Thrombozytenoberflache integrierte Glykoprotein-lib/llla-Rezeptor stellt die Bindungs-
stelle des Fibrinogen dar. Im Rahmen der Thrombozytenaktivierung erfolgt eine
Konformationsanderung dieses Glykoproteins, die eine Bindung von léslichem Fibrino-
gen und von Willebrand-Faktor (WVF) erlaubt. Die dimere Fibrinogenstruktur und die
multimere VWF-Struktur ermdglichen eine Vernetzung der Thrombozyten zu Aggrega-
ten [12; 13; 14; 15; 16]. Bei inaktivierten ruhenden Thrombozyten sind Bindungsaffinitat
und  Signalwirkung des  GPIlIb/llla-Rezeptors  sehr  gering. Erst die
Thrombozytenaktivierung induziert die Aktivierung des Rezeptors durch dessen rasche

Konformationsanderung (,Inside-out signaling®) [17; 18; 19].

1.2.3 Signalwege der Thrombozytenaktivierung

1.2.3.1 ADP

ADP wird in hohen Konzentrationen in den dichten Thrombozytengranula gespeichert
und im Rahmen der Thrombozytenaktivierung freigesetzt. Es bindet sich als I6slicher

positiver Feedback-Mediator an die Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache [20].

Die ADP-vermittelte Thrombozytenaktivierung wird durch zwei an G-Proteine gekoppel-
te purinerge Rezeptoren — P,Y; und P,Y1, — mediiert. G-Proteine werden Uber ihre al-
pha-Untereinheiten s, i, g, 11, 12 und 13 definiert und entsprechend in verschiedenen
Gruppen eingeteilt (Gs, Gi Ggi1 und Giz13). Die Untereinheiten 11 und 12 sind in

Thrombozyten nicht exprimiert.

1.2.3.2 PyY;

P.Y: koppelt an Gg4-Proteine [21]. Die Stimulation des P,Y; Rezeptors fiihrt zu einer

Gq vermittelten Aktivierung von Phospholipase C. Diese wiederum bewirkt via Bildung
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von Inosintriphosphat (IP3) und Diacylglycerol eine Mobilisierung des intrazellularen
Calciums bzw. eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) (Abbildung 2). Dies sind Vo-
raussetzungen flr die Formveranderung und die primare Aggregation der Thrombozy-
ten [22]. Bei P,Yi-defizienten Mausen finden keine Formveranderungen der Thrombo-
zyten als ADP-Antwort statt und die ADP-induzierte Aggregation ist deutlich vermindert.
In vivo weisen diese Mause eine leicht verlangerte Blutungszeit und eine relative Resis-

tenz gegentber Thromboembolien auf [23].

1.2.3.3 P2Y12

P,Y12 induziert Signalwege, die tUberwiegend durch G-Proteine der Gruppe G; - insbe-
sondere Gj; — vermittelt werden. Die Stimulierung des P,Y1,-Rezeptors fuhrt so tber
eine Inhibition der Adenylat-Cyclase zu einer reduzierten cAMP-Konzentration und ei-
ner Regulierung verschiedener Enzyme wie beispielsweise der Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K). Diese aktiviert tber die Bildung von Phosphatidylinositol-3,4,5-
Triphosphat (PIP3) eine Vielzahl nachgeordneter Effektoren [24]. Es resultiert eine Sta-
bilisierung der Thrombozytenaggregate und eine weitere Ausschittung von Mediatoren
aus den Granula [20]. Bei P,Y1»-defizienten Mause zeigen die Thrombozyten zwar nach
Aktivierung die charakteristischen Formveranderungen, aber der Aggregationsvorgang
ist gestort [25]. In vivo fallen diese Tiere durch deutlich verlangerte Blutungszeiten und
die Bildung kleiner und unstabiler Thromben auf [26]. Beim Menschen induziert die Ab-

wesenheit von P,Y1, leichte Hamorrhagien [27].

Obwohl die Koaktivierung der beiden Rezeptoren P,Y; und P,Yi, fur eine physiologi-
sche ADP-induzierte Thrombozytenaggregation erforderlich ist, nimmt man an, dass es
sich bei P,Y12 um den dominierenden Rezeptor handelt. Der P,Y1,-Rezeptor stellt da-
her ein attraktives Ziel fur antithrombotische Therapien dar [28; 29; 30]. Beispielsweise

wird P,Y 1, irreversibel durch das Thienopyridin Clopidogrel gehemmt [31; 32].
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Thromboxan
r Thrombin 1 r ADP

I Thromboxan- Thromboxan-
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S

|‘ Formverdnderung Aggregation/Sekretion aus Granula

Abbildung 2:  Signalwege, die durch G-Proteine in Thrombozyten induziert werden (Erlauterungen sie-
he Text)

PAR = Protease-aktivierter Rezeptor, Rho-GEF = Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor der Rho-Kinase,
PLF = Phospholipase C, PI3K = Phosphatidylinositol-3-Kinase, RhoA = A-Form der GTPase Rho,
IP3 = Inosintriphosphat, PIP3 = Phosphatidylinositoltriphosphat, MLC = Myosin light chain,

PKC = Proteinkinase C

1.2.3.4 Thromboxan A,

Ahnlich wie ADP fungiert das Endoperoxid Thromboxan als positiver Feedback-
Mediator wahrend der Thrombozytenaktivierung: Durch die im Thrombozyten vorkom-
mende Cyclooxygenase 1 (COX-1) wird Arachidonsdure zunéchst in die zyklischen
Prostaglandine PGG, und PGH; und nachfolgend mit Hilfe der Thromboxansynthase in
Thromboxan A, umgewandelt. Das freigesetzte Thromboxan A; bindet an G- oder G13-
gekoppelte Rezeptoren. Die Aktivierung von G4-gekoppelten Rezeptoren fiihrt ber die
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) zu Inosintriphosphat (IP3) und Diacylglycerol
zur Freisetzung von intrazellularem Calcium bzw. einer Aktivierung der Proteinkinase C

(o]
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(PKC). Eine Aktivierung von Gis-gekoppelten Rezeptoren dagegen mediiert eine Akti-
vierung der kleinen GTPase RhoA und ist damit an der Regulierung der Myosin-Leicht-
Ketten (MLC)-Phosphorylierung  und  folglich an  der Induktion  der

Thrombozytenformveranderung beteiligt [8; 33].

Thromboxan A, wirkt, wie auch Serotonin und Epinephrin, autokrin verstarkend auf die
Thrombozytenaktivierung und induziert somit die Aggregation weiterer Thrombozyten
[34]. Es aktiviert Thrombozyten sowohl im Rahmen der physiologischen Hamostase als
auch wahrend der pathologischen Thrombusbildung [35]. Prostacyclin wirkt den
Thromboxan-vermittelten Effekten entgegen. Sowohl die Konzentrationen an
Thromboxan A, als auch an Prostacyclin sind bei Patienten mit einer instabilen Angina

pectoris oder nach einem akuten Myokardinfarkt erhéht [36].

1.2.3.5 Thrombin

Thrombin stellt einen sehr effektiven Thrombozytenaktivator dar, der bereits in sehr ge-
ringen Konzentrationen wirksam ist [37; 38]. Seine Bildung auf den Oberflachen akti-
vierter Thrombozyten wird beispielsweise bei Schadigungen des GefalRwandepithels
initiiert. Die lokale Thrombinproduktion stellt einen Hauptmechanismus bei der Stimulie-
rung der Blutgerinnung durch aktivierte Thrombozyten dar [39].

Die Thrombozytenaktivierung durch Thrombin erfolgt mit Hilfe von Protease-aktivierten
Rezeptoren (PAR), die an G4- oder Gi3-Proteine gekoppelt sind [40; 41]. Beim Men-
schen wurden zwei Subtypen dieser Rezeptoren, PAR1 und PAR4, nachgewiesen:
PAR1 vermittelt die Thrombozytenaktivierung bei geringen, PAR4 bei hohen
Thrombinkonzentrationen [42; 43]. Als Folge der PAR1-Stimulierung kommt es u.a. zum
Kalziumeinstrom in die Zelle, und Uber eine Aktivierung der GPIIb/IlIA-Rezeptoren zur
Potenzierung der Aggregation sowie zur Verstarkung der prokoagulatorischen Aktivitat
[44].
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1.2.3.6 Andere Thrombozytenaktivatoren

Uber die genannten Agonisten hinaus, gibt es zahlreiche weitere, jedoch deutlich weni-
ger potente Thrombozyten-Aktivatoren (u.a. Epinephrin, Prostaglandin E und Seroto-

nin), auf die hier nicht ndher eingegangen werden soll [33].

1.3 Die Rolle der Thrombozyten in der Pathophysiolo gie der Atherosklerose

und des akuten Koronarsyndroms

Neben entzindungsvermittelnden Zellen wie Monozyten sind auch Thrombozyten ur-
sachlich an der Entstehung, Entwicklung und Ausdehnung der Atherosklerose beteiligt
[8; 45; 46; 47]. Sie treten mit anderen Zellen (neutrophile Granulozyten, Monozyten,
Endothelzellen und endotheliale Vorlauferzellen) in Wechselwirkung und induzieren die
Freisetzung chemotaktischer und inflammatorischer Zytokine sowie solcher Mediatoren,
die proteolytisch wirken, die Adh&sion begunstigen oder eine Thrombosierung fordern
[48]. Auch sind sie in der Lage, Phospholipide des verletzten Gefal3endothels aufzu-
nehmen und die Transformation von Makrophagen zu Schaumzellen zu begtinstigen.
AulRerdem exprimieren Thrombozyten spezifische LDL-Rezeptoren. Mit LDL beladene
Thrombozyten werden dann von an der GefalBwand adhéarierenden Monozyten aufge-
nommen, welche sich anschlieend zu Makrophagen und im weiteren Verlauf zu

Schaumzellen differenzieren [45; 49].

Durch akute Veranderungen im atherosklerotischen Blutgefal3 — wie beispielsweise
Risse oder Plaquerupturen — wird das hoch thrombogene Subendothel freigelegt und ist
fur zirkulierende Thrombozyten zuganglich, die die Gerinnungskaskade in Gang setzen.
Die resultierende Plattchenadhéasion und —aggregation im Bereich der Plaqueruptur
kann zu einer transienten Thrombose oder zu einer unvollstandigen Koronararterien-
okklusion mit dynamischer Vasokonstriktion fihren. Die aktivierten Thrombozyten set-
zen Mediatoren der Vasokonstriktion und Thrombozytenaggregation frei wie beispiels-
weise Thromboxan und ADP [50]. Auch aktiviertes Thrombin, freie Radikale, Tissue
Factor und Endothel akkumulieren Thrombozyten in der Region der Plaqueruptur und
begilnstigen die prothrombotische Konstellation [51; 52; 53; 54]. Die schliel3lich einset-
zende intravasale Thrombosierung kann zum akuten GefafRverschluss und somit einem

akuten Koronarsyndrom fuhren [50].
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1.4  Antithrombozytare Substanzen

In der Vergangenheit wurden verschiedene Substanzen entwickelt, die mit dem Ziel der
pharmakologischen Therapie der Atherosklerose und der Prophylaxe arterieller Throm-
bosen die Thrombozytenfunktion durch unterschiedliche Mechanismen hemmen. Ent-
sprechend dem heutigen Kenntnisstand lassen sich nach dem pharmakologischen
Wirkprinzip folgende Substanzklassen unterscheiden: Cyclooxygenase-Hemmer,

GP-lIb/llla-Antagonisten sowie Thienopyridine und ATP-Analoga.

Der Wirkmechanismus der GP-lIb/llla-Antagonisten sowie der ADP-Inhibitoren ist in

Abbildung 3 schematisch dargestellt.

B ADP

GP Ib/111a Fibrinogen
receplor

GP IIb/IIIa
antagonist

induced
shape change

Thromboxane A2
l Serotonin
Epinephrine

Thrombin

High-affinity
purinergic receptor
(P2Y1)

Ticlopidine
Clopidegrel | oy affinity

purinergic receptor
GF 1b/IX receptor (P2Y12)

o wan Willebrand factar

T —
%_
/“\4__’-—

Exposed subendothelial
collagen

Flatelet

Endothelial cell
in wessel wall

Abbildung 3:  Schematische Darstellung des Wirkmechanismus antithrombozytarer Substanzen

([55], mit freundlicher Genehmigung von Peter J. Sharis)

Bei Kontakt mit verdndertem Gefaliendothel binden Thrombozyten Uiber den Glykoprotein-Rezeptor-1b/IX
mit dem von-Willebrand-Faktor. Die am Endothel adh&arenten Thrombozyten werden aktiviert. Es kommt
zum ,shape change und damit zur Degranulation von ADP und einiger weiterer Substanzen wie Seroto-
nin, Epinephrin und Thromboxan A, welche eine Rolle bei der weiteren Aktivierung und Aggregation spie-
len. ADP bindet an zwei Subtypen des P,Y-Rezeptors, den weniger affinen purinergen P,Y1,-Rezeptor
und den hochaffinen purinergen P,Y;-Rezeptor. Thienopyridine blockieren die Bindung von ADP an den
P,Y;-Rezeptor und verhindern so die Aktivierung des GP-llIb/llla-Rezeptorenkomplexes und in Folge
dessen die Aggregation weiterer Thrombozyten. Die GPlIb/llla-Rezeptorantagonisten verhindern die Agg-
regation, indem sie die Bindung an Fibrinogen inhibieren und dadurch einer Vernetzung der Thrombozy-

ten entgegenwirken.
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1.4.1 Cyclooxygenase-Hemmer (z.B. Acetylsalicylsdure)

Das im Thrombozyten vorkommende Enzym Cyclooxygenase 1 (COX-1) mediiert die
Umwandlung von Arachidonséure Uber PGG, und PGH; in den Thrombozytenaktivator
Thromboxan A, [34]. Das bekannteste Beispiel fur einen COX-1-Inhibitor ist die Acetyl-
salicylsaure (ASS). Acetylsalicylsaure wurde erstmals 1887 durch den deutschen Che-
miker Dr. Felix Hoffmann synthetisiert, und im Jahr 1954 beschrieb Bounameaux ihre
Wirkung auf die Thrombozyten. Man erkannte jedoch erst 1971, dass die antithrombo-
zytare Wirkung von ASS auf der irreversiblen Hemmung der thrombozytéren
Cyclooxygenase COX-1 beruht [56]. Da die kernlosen Thrombozyten nicht zur Protein-
biosynthese in der Lage sind, kann die irreversible Hemmung der Cyclooxygenase nicht
durch Neusynthese ausgeglichen werden, und die Thrombozyten kdnnen fir die Zeit

ihrer Lebensdauer von etwa 7 Tagen kein Thromboxan A, mehr produzieren [8].

Der Einsatz von ASS gilt als Goldstandard in der Therapie und Prophylaxe
atherothrombotischer Krankheitsbilder. Da mit steigender Dosierung die unerwiinschten
Nebenwirkungen in Form von gastrointestinalen Komplikationen zunehmen, empfiehlt
die American Heart Association eine Tagesdosis von 75 mg bis maximal 325 mg. Das
Risiko, unter Dauertherapie mit ASS eine schwerwiegende intrazerebrale Blutung zu
erleiden, liegt bei unter 0,5% [57; 58].

O OH

O. _CHj,

T

O

Abbildung 4:  Strukturformel Acetylsalicylsaure
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1.4.2 Glykoprotein-llb/llla-Antagonisten

GP-lIb/llla-Antagonisten binden an den Glykoprotein-lib/llla-Rezeptor. Sie verhindern
unabhangig von einem Aktivierungsreiz die Bindung von Fibrinogen und folglich die Bil-

dung eines stabilen Thrombus.

In Deutschland sind drei Gruppen von GP-lIb/Illa-Antagonisten zugelassen, die tber ein
identisches Wirkprinzip aber tber unterschiedliche strukturelle und pharmakologische
Eigenschaften verfligen:

1. monoklonale Antikdrper: Abciximab

2. zyklische Peptide: Eptifibatid

3. Nichtpeptide (Fibane): Tirofiban

Im Jahr 1985 entwickelte Coller einen murinen monoklonalen Antikdrper gegen den
Glykoprotein-llb/llla-Rezeptor [59]. Dieser Antikorper, genannt Abxicimab oder 7E3, hat
ein Molekulargewicht von 47,6 kD und verfugt Giber eine hohe Affinitat sowie eine abso-
lute Spezifitdt fir den Glykoprotein-lib/llla-Rezeptor [60]. Die Bindungsaffinitat zeigt
Abciximab sowohl bei dem aktivierten als auch dem inaktivierten Rezeptor. Ungebun-
denes Abciximab wird nur zu einem geringen Teil renal ausgeschieden. Gebunden an

zirkulierende Thrombozyten ist es mindestens 21 Tage nachweisbar [61].

Bei Eptifibatid und Tirofiban handelt es sich im Gegensatz zu Abciximab um kleinmole-
kulare Substanzen mit einem Molekulargewicht unter 1 kD, die zu 50% und mehr renal
ausgeschieden werden [62; 63]. Beide Substanzen haben eine exklusive Spezifitat fur
den Glykoprotein-lib/llla-Rezeptor — Eptifibatid bindet an die Alphakette und Tirofiban
an die Gammakette —, aber eine geringere Bindungsaffinitat und eine kirzere biologi-
sche Wirksamkeit nach der Applikation als Abciximab, da kompetitive Hemmungen

durch andere kleine MolekUle auftreten.

Durch seine langsame Dissoziation ergibt sich ein signifikanter Vorteil von Abciximab im
Vergleich mit den schnell abbaubaren kleinmolekularen Substanzen. Jedoch werden
auf der Basis zahlreicher klinischer Studien [64; 65; 66; 67; 68; 69; 70] alle drei Sub-
stanzen fir die antithrombozytdre Therapie im Rahmen der PTCA durch die Fach—
gesellschaften empfohlen [71], da insbesondere ein rascher Wirkungseintritt und das
frihzeitige Erreichen des maximalen Hemmeffekts fir die klinische Wirkung von gréf3e-
rer Bedeutung sein kann als die Aufrechterhaltung des Effekts Giber die folgenden Tage.
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Alle drei Substanzen werden bei perkutanen Koronarinterventionen periinterventionell
intravenos infundiert. Haufigste Komplikationen sind Blutungen und antigene Eigen-
schaften [72].

1.4.3 Thienopyridine

Thienopyridine hemmen die ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung, indem sie selek-
tiv und irreversibel die Bindung von ADP an den P,Y1,-Rezeptor verhindern und in Fol-
ge dessen die Aktivierung des Glykoprotein-lib/llla-Rezeptors inhibieren [8; 73]. Als
.prodrugs" zeigen die Thienopyridine in vitro keine Wirkung. Sie werden erst in der Le-
ber in ihre Metaboliten transformiert, welche die typische antithrombozytare Wirksam-

keit entfalten.

Das erste Thienopyridin, das im Zusammenhang mit der PTCA eingesetzt wurde, war
Ticlopidin. Es entfaltet seine Wirksamkeit dosisabhéngig. Bei einer Gabe von
500 mg/Tag setzt die antithrombozytare Wirkung nach zwei Tagen ein, und sie erreicht
ihr Maximum nach funf bis sieben Tagen. Die Verwendung héherer Dosierungen, um
die Zeitspanne bis zum maximalen Wirkungseintritt zu verkirzen, wird durch eine
schlechte Vertraglichkeit limitiert: Bei 30-50% der Patienten kommt es zu Ubelkeit, Erb-
rechen und Diarrhoe. Auch Hautausschlage treten haufig auf. Bei 2% der Patienten
wurde eine Neutropenie beobachtet sowie gelegentlich eine lebensbedrohende
thombotisch thrombozytopenische Purpura [8; 74]. Wegen dieser Nebenwirkungen wird

Ticlopidin heute nur noch in Ausnahmefallen eingesetzt [75].

Das antithrombozytare Standardtherapeutikum unter den Thienopyridinen stellt heute
Clopidogrel dar. Der wirksame Metabolit, ein Thiolderivat, wird in der Leber durch
Cytochrom P 450 3A4 gebildet [76; 77]. In Vergleichsstudien zu Clopidogrel und
Ticlopidin ergaben sich hinsichtlich der Wirksamkeit und der Nebenwirkungsrate Vortei-
le fur Clopidogrel [78; 79; 80; 81, 82].
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Abbildung 5:  Strukturformeln von Ticlopidin (links), Clopidogrel (Mitte) und Prasugrel (rechts)
(www.drugbank.ca, [8. Mai 2011])

Um einen raschen Wirkungseintritt des Clopidogrel zu erzielen, wird eine einmalige ho-
he Anfangsdosierung empfohlen. Allerdings existieren bis heute keine evidenzbasierten
Nachweise, ob eine Aufsattigungsdosis (,loading dose”) von 300 mg oder 600 mg vor-
teilhafter ist [71; 83].

Alternativ zu Clopidogrel wird ein weiteres Thienopyridin — Prasugrel — verwendet.
Prasugrel hemmt die Thrombozytenaggregation noch wirksamer als Clopidogrel und in
der fihrenden Vergleichsstudie TRITON-TIMI 38 war das relative Risiko des primaren
Endpunktes (Summe der Todesfalle wegen kardiovaskularer Ursachen, nicht tédlichem
Myokardinfarkt, nicht tddlichem Schlaganfall) unter Prasugrel um 19% geringer als un-
ter Clopidogrel. Allerdings wurden in Zusammenhang mit Prasugrel auch signifikant
hohere Blutungsraten — einschlie3lich schwerer Blutungen (,major bleeding“ nach der
TIMI-Klassifikation) — beobachtet [84].

Die aktuellen Therapieempfehlungen der Fachgesellschaften weisen explizit darauf hin,
dass nach heutigem Kenntnisstand kein Thienophyridin dem anderen Uberlegen sei.
Den scheinbaren therapeutischen Vorteilen von Prasugrel steht ein groReres
Blutungsisiko gegenuber [71]. Dartber hinaus fehlen ausreichende Informationen dari-
ber, auf welche Weise man Patienten selektieren kdnnte, flr die sich ein eindeutiger
Vorteil der Behandlung mit Prasugrel ergabe. Nicht zuletzt liegen hierfur bis dato auch

nicht gentigend praktische Erfahrungen vor.

Als Standardtherapie im Rahmen einer PTCA mit/ohne Stentimplantation wird aktuell
Clopidogrel in Kombination mit Acetylsalicylsaure (,duale antithrombozytare Therapie®)
verwendet, um Stentthrombosen oder kardiovaskuldren Komplikationen vorzubeugen.
[3; 71; 85; 86; 87].
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1.4.4 Ticagrelor

Durch die irreversible Bindung an den P,Y;,-Rezeptor ist die Therapie mit
Thienopyridinen schwer steuerbar. Daher ist es das Ziel aktueller Forschung, neue
Substanzen zu entwickeln, die ein gunstigeres pharmakodynamisches Profil aufweisen.
Viel versprechende erste Ergebnisse wurden dabei mit dem ATP-Analogon Ticagrelor
erzielt. Es handelt sich um den ersten reversiblen P,Y1,-Rezeptorantagonisten, der
nicht-kompetitiv an eine andere als die ADP-Bindungsstelle des Rezeptors bindet. Im
Gegensatz zu den Thienopyridinen ist Ticagrelor kein Prodrug, d.h. es bendtigt keine
metabolische Aktivierung im Organismus [88]. Es zeigt einen raschen Wirkungseintritt
und eine ausgepragtere Thrombozytenhemmung als Clopidogrel und konnte daher be-
sonders fur Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom attraktiv sein, um die Warte-
spanne beispielsweise bis zu einer Bypassoperation zu tberbriicken [89]. In der Klini-
schen Phase IlI-Studie PLATO erwies sich Ticagrelor, verglichen mit Clopidogrel, als

wirksam und sicher [90].

1.4.5 Residuelle Thrombozytenreaktivitat

Mittlerweile ist insbesondere fur Clopidogrel und ASS gut Dbelegt, dass ihre
thrombozyteninhibitorische Wirkung interindividuell erheblich variiert [91; 92; 93; 94, 95;
96]. So weist ein betrachtlicher Anteil an Patienten, trotz antithrombozytarer Therapie
eine pathologisch relevante Thrombozytenreaktivitat auf. Es konnte gezeigt werden,
dass diese so genannte residuelle Thrombozytenreaktivitat [97; 98; 99] mit einem er-
hohten kardiovaskularen Risiko sowohl im peri-interventionellen Zeitraum [100; 101] als

auch im Langzeitverlauf einhergeht [99].

Fur das verminderte oder fehlende Ansprechen auf Clopidogrel oder ASS — von einigen
Autoren auch als ,Clopidogrel- bzw. ASS-Resistenz* bezeichnet — wurden multifaktoriel-
le Ursachen, wie z.B. eine verminderte intestinale Resorption des Wirkstoffes, verant-
wortlich gemacht. Beziiglich Clopidogrel, schreiben zahlreiche Studien der verminder-
ten Konversion zum aktiven Metaboliten in der Leber tiber CYP3A4 eine Rolle zu, aber
auch Polymorphismen des P,Y1,-Rezeptors werden in diesem Zusammenhang disku-

tiert [85; 102; 103; 104]. Neben einem verminderten Ansprechen auf die antithrombozy-
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tare Therapie, kann auch eine bereits basal (vor Therapiebeginn) gesteigerte Aktivie-
rung ursachlich fir eine erhdhte residuale Thrombozytenreaktivitat sein [105].

Dariber hinaus scheint die Aktivitat des Gerinnungssystems bzw. des
inflammatorischen System das Ansprechen auf Thrombozyten-Inhibitoren zu beeinflus-
sen. So konnte prospektiv randomisiert nach kardiopulmonaler Bypass-OP, einem ext-
rem potententen Stimulus fir das inflammatorische System und das Gerinnungssystem,
Clopidogrel wie ASS bei keinem der eingeschlossenen Patienten die ex-vivo induzierte
Plattchenaggregation signifikant inhibieren [106] Analog dazu war in einer prospektiven
Studie zur Clopidogrel-Resistenz nach Stent-Implantation der Anteil der Patienten mit
akutem Koronarsyndrom in der Gruppe der Clopidogrel-Non-Responder signifikant er-
hoht [103].

1.5 Fragestellung

Vieles deutet darauf hin, dass in der besonderen Konstellation eines akuten Koronar-
syndroms (ACS), das mit einer ausgepragten Inflammation und Aktivierung des Gerin-
nungssystems - insbesondere der Thrombozyten - einhergeht, das Ansprechen auf
Clopidogrel und ASS vermindert ist, was ggf. eine Anpassung des antithrombozytaren
Standard-Regimens bzw. alternative Therapieansatze notwendig machen wirde. Was
die Vorbehandlung vor Stentimplantation im Rahmen eines akuten Koronarsyndroms
angeht, tragen die entsprechenden Leitlinien dieser besonderen Konstellation mit der
Empfehlung einer héheren Clopidogrel Loading-Dose von 600mg bzw. einer hochdo-
sierten ASS-Gabe (500mg) bereits Rechnung. Dariiber hinaus wird nach akutem Koro-
narsyndrom unabhangig von der Intervention eine duale
Thrombozytenaggregationshemmung mit Clopidogrel und ASS empfohlen [85; 86].
Zahlreiche Studien haben jedoch gezeigt, dass weder die Entziindungsreaktion noch
die Aktivierung des Gerinnungssystems zeitlich auf das akute Ereignis beschrankt sind.
Im Gegenteil, entsprechende laborchemische Parameter wie C-reaktives Protein
(CRP), D-Dimere, Prothrombin-Fragment 1 und 2, |6sliche Zelladhasionsmolekile, CD-
40 Ligand etc. sind Uber mehr als 6 Monate signifikant erhdht [102; 104; 107; 108; 109;
110]. Ob diese Verédnderungen ein vermindertes Ansprechen auf Clopidogrel zur Folge
haben ist bislang nicht hinreichend untersucht worden.
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Mit der Hypothese, dass eine protrahierte inflammatorische Antwort und Aktivierung des
Gerinnungssystems bei akutem Koronarsyndrom die residuale Thrombozytenreaktivitat
erhoht, ist es Ziel dieser Untersuchung die Clopidogrel- und ASS-Wirkung in Abhan-
gigkeit von zeitlichem Abstand zum Infarkt-Ereignis, inflammatorischem Status und Ge-
rinnungsstatus zu messen, um zuklnftig das Risiko einer Stentimplantation durch ge-

eignete praventive TherapiemalRnahmen weiter zu minimieren.
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2 Patienten, Material und Methoden

Die vorliegende Untersuchung gliedert sich in zwei Teile: Im Hauptversuch wurden
Thrombozytenfunktionstests nach dualer antithrombozytarer Therapie mit Clopidogrel
und ASS im Anschluss an eine PTCA mit Stentimplantation vorgenommen. Den zwei-
ten Tell stellte ein Methodenvergleich zwischen den Verfahren
Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) und Multiple-Elektroden-Aggregometrie (MEA)

dar.

2.1  Auswahl der Patienten

In die Studie wurden Patienten eingeschlossen, bei denen im Zeitraum von Oktober
2007 bis November 2008 in der Medizinischen Klinik fir Kardiologie und Angiologie der
Berliner Charité, Campus Mitte, eine koronare Stentimplantation durchgefiihrt wurde.
Voraussetzung fur die Teilnahme an der Studie war eine mundliche und schriftliche

Einverstandniserklarung.

Fur den Hauptversuch wurden 66 Patienten rekrutiert, deren Datensatze vollstandig

waren und bei denen die im Folgenden aufgefuhrten Einschlusskriterien erfillt waren.

Fur den Methodenvergleich zwischen LTA und MEA wurden zuséatzlich Proben von Pa-
tienten ausgewertet, die im Verlauf aufgrund von Ausschlusskriterien aus der Hauptstu-

die ausgeschlossen worden waren.

Einschlusskriterien fiir Patienten des Hauptversuchs:

1. Versuchsgruppe: Koronare PTCA-Stentimplantation innerhalb von 12 Stunden

nach Erstvorstellung wegen eines akuten Myokardinfarkts
- akuter Thoraxschmerz im Sinne einer instabilen Angina pectoris
- signifikant erhéhtes Troponin T (Troponin T > 0,03 ug/l)

Der Einschluss von Patienten war unabhangig vom Vorhandensein von EKG-
Veranderungen (STEMI und NSTEMI).
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2. Kontrollgruppe: Elektive koronare Stentimplantation bei klinisch stabilen Patien-

ten ohne Myokardinfarkt innerhalb der vorausgegangenen 12 Monate .

Generelle Ausschlusskriterien:

- zentrale Ischamie im Sinne eines Apoplex cerebri oder einer transienten ischa-

mischen Attacke (TIA) innerhalb der letzten 12 Monate
- linksventrikulare Ejektionsfraktion < 35%
- h&modynamische Instabilitat
- periinterventionelle Gabe von Abciximab
- maligne Tumorerkrankungen

- bekannte Erkrankungen aus dem autoimmunen oder rheumatischen Formen-

kreis
- akute oder chronische Infektionskrankheit
- orale antikoagulatorische Therapie mit Cumarin-Derivaten
- Thrombozytenzahl < 100 000/ul
- Niereninsuffizienz (Serum-Kreatinin > 2 mg/dl)
- Leberinsuffizienz (Bilirubin > 2mg/dl)
- operativer Eingriff innerhalb der letzten 90 Tage

- Indikation zur operativen Revaskularisierung wahrend des Beobachtungszeit-

raumes

- dauerhafte Einnahme von nicht-steroidalen Antiphlogistika — insbesondere COX-

I-Inhibitoren wie Ibuprofen
- Unvertraglichkeit gegen ASS und/oder Clopidogrel

- Suchterkrankungen wie Alkohol-, Drogen- und Medikamentenabhangigkeit
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Allen Patienten, mit Ausnahme derjenigen, die zum Untersuchungszeitpunkt bereits seit
mehr als 7 Tagen kontinuierlich mit Clopidogrel therapiert waren, wurde eine
Aufsattigungsdosis (,loading dose*) Clopidogrel verabreicht. Die Wahl dieser

Aufsattigungsdosis (300 oder 600 mg) lag im Ermessen des Untersuchers.

Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt erhielten 500 mg ASS per os oder intrave-
nds und Patienten vor einer elektiven PTCA 100 mg ASS.

Patienten, denen periinterventionell einer der GPIIb/llla-Inhibitoren Eptifabide oder
Tirofiban verabreicht worden war, wurden nur dann in die Studie aufgenommen, wenn
diese Therapie mindestens 15 Stunden vor der ersten Blutentnahme (Zeitpunkt T1 des
Studienprotokolls, s.u.) beendet wurde.

Die periinterventionelle Gabe von Abciximab stellte wegen dessen langer Halbwertzeit

ein Ausschlusskriterium dar.

2.2 Hauptversuch: Thrombozytenfunktionsuntersuchung en

2.2.1 Blutentnahmen

Das Blut zur Prifung der Thrombozytenfunktion wurde in 10 ml- und 4,5 ml-
Blutentnahmeréhrchen abgenommen, die 1 ml Citrat (0,106 mol/l, Fa. Sarstedt,
Nuermbrecht) beziehungsweise Hirudin (200 U/ml, Fa. Dynanyte, Minchen) enthielten.
Zur Venenpunktion wurden Butterfly-Kanilen mit einem Durchmesser von 0,8 mm ver-

wendet (Fa. BD Becton Dickinson, Heidelberg).

Nach erfolgter Punktion wurden die R6hrchen bis zur markierten Fullhéhe aufgefullt und
anschlie3end zur Durchmischung drei bis funf Mal vorsichtig gewendet.

Die Blutproben wurden innerhalb von zwei Stunden nach der Entnahme verarbeitet.

2.2.2 Messzeitpunkte

Die erste Blutentnahme (Zeitpunkt T1) erfolgte 48 + 6 Stunden nach Stentimplantation.

Entsprechend dem Studienprotokoll waren die Patienten zu diesem Zeitpunkt bereits
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mindestens zwei Tage mit antithrombozytarer Erhaltungsdosis (100 mg ASS und 75 mg

Clopidogrel) behandelt worden.

Allen Patienten wurde nach 30 Tagen erneut Blut entnommen (Zeitpunkt T2), nachdem
eine Woche vor dem geplanten Follow-up-Termin die Compliance hinsichtlich der re-

gelmafigen Medikamenteneinnahme telefonisch abgefragt worden war.

2.2.3 Lichttransmissionsaggregometrie nach Born

Die Lichttransmissionsaggregometrie nach Born gilt heute noch als Goldstandard zur
Diagnostik der Thrombozytenfunktion. Dem Verfahren liegt eine photometrische Mes-
sung der optischen Dichte des zu analysierenden Mediums — hier thrombozytenreiches

Plasma - zu Grunde.

Fur die vorliegende Untersuchung wurde zunéchst thrombozytenreiches Plasma (PRP)
aus einer Vollblutprobe mit 3,8% Citrat durch zehnminttiges Zentrifugieren bei 160 g

gewonnen.

Durch Verdinnen mit autologem thrombozytenarmen Plasma (gewonnen durch
Zentrifugation mit 1000 g fur 10 min) wurde die Thrombozytenzahl des PRP auf einen
Wert zwischen 100 und 300/nl justiert.

Das PRP wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und in eine lichtdurchlassige
Kivette UGberfuhrt. Um die Funktionsfahigkeit der Thrombozyten zu prifen, wurde dem
PRP in einem Analysegerat ein Agonist zugefuigt. Die einsetzende Aggregation fuhrte
zur Aufklarung des PRP und damit zu einer héheren Lichtdurchléssigkeit (zunehmende

Transmission).

Die Transmissionszunahme innerhalb einer gegebenen Zeit steht in direktem Verhaltnis
zur Thrombozytenaggregation. Sie wurde fortlaufend photometrisch registriert und in

Kurvenform kontinuierlich aufgezeichnet.

ZielgroRe dieser Studie war die maximale Lichttransmission nach Zugabe des jeweili-
gen Agonisten. Diese wurde in relativen Werten angegeben, wobei die basale Licht-

transmission von autologem thrombozytenarmen Plasma als Referenz diente.
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Durchfihrung der Messungen:

- Zugabe von ADP (Fa. Haemochrom Diagnostica, Essen)
a) 2,5 umol/L ADP (LTA-ADP25um)
b) 5 pmol/L (LTA-ADPsym)
- Zugabe von 0,5 mg/ml Arachidonsaure (LTA-AA) (Fa. Haemochrom Diagnostica,

Essen)

Als Analysegerat wurde der Platelet Aggregation Profiler® (PAP-8E, Fa. BIO/DATA

Corporation, Horsham, Pennsylvania/USA) eingesetzt.

Die Thrombozytenaggregation wurde tber die Zeit von 10 min in einer Kurve aufge-
zeichnet und die maximale Thrombozytenaggregation analysiert. Das Ergebnis wurde
als prozentualer Anteil des Referenzwertes (thrombozytenarmes Plasma) angegeben

(vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematischer Kurvenverlauf bei Lichttransmissionsaggregometrie nach Born
1. Referenzkilvette aus thrombozytenarmem Plasma mit 100% Lichttransmission
2. Zugabe des Agonisten; kurzzeitige Abnahme der Lichtransmission durch
.Shape change*
3: Kurvenverlauf zeigt die Geschwindigkeit der Aggregation an

4: maximale Thrombozytenaggregation
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2.2.4 Impedanzaggregometrie

Neben der Lichttransmissionsaggregometrie nach Born wurde als weitere, neuere Me-
thode zur Bestimmung der Thrombozytenreaktivitéat die Impedanzaggregometrie (MEA
= Multiple Electrode Aggregometry) im Vollblut mit Hilfe des Messsysytems Multiplate®
(Fa. Dynabyte, Miinchen, Abbildung 7) durchgefinhrt.

Abbildung 7:  Multiplate®-System (http://www.multiplate.net/de/detection.php; mit freundlicher Geneh-

migung der Verum Diagnostica GmbH, Miinchen)

In der Messzelle des Gerates befinden sich zwei parallel angeordnete Sensorpaare aus
jeweils zwei silberbeschichteten Sensordrahten. Wenn sich Thrombozyten an die Ober-
flache der Drahte anheften, erh6ht sich der messbare elektrische Widerstand zwischen
ihnen (Abbildung 8). Bei den Messungen mit dem Multiplate®-System wird nach einer
Aktivierung der Thrombozyten der Anstieg der Impedanz (Wechselspannungswider-

stand) kontinuierlich tber 6 Minuten im Vollblutansatz gemessen [111].
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Abbildung 8:  Messprinzip des Multiplate®-Systems

(http://mww.multiplate.net/de/detection.php; mit freundlicher Genehmigung der Verum

Diagnostica GmbH, Minchen)

links: Messzelle mit zwei Messeinheiten aus jeweils zwei Sensoren. rechts: Anheftung,
Spreading und Aggregation der Thrombozyten bewirken messbhare Widerstandsanderun-

gen zwischen den beiden Sensordréhten

Die Thrombozytenreaktivitdt kann quantifiziert werden, indem die fir die Impedanz ge-
messenen Werte graphisch gegen die Zeit aufgetragen werden. Die Software des Ge-
rates errechnet die Flache unter der Aggregationskurve (Area Under Curve = AUC) als

Integral Uber der Zeit und gibt den Wert in arbitrdren Einheiten aus.

Im Gegensatz zur Lichttransmissionsaggregometrie im Plasma erfolgt der Nachweis der
Thrombozytenaggregation hier im Vollblut und damit der physiologischen Umgebung

der Thrombozyten (Erythrozyten, Leukozyten, Plasma).

Durchfiihrung der Messungen:

Zur Aktivierung der Thrombozyten wurden unterschiedliche Testansatze verwendet:

- 6,4 umol/L ADP (ADP-Test)
ADP mediiert die Thrombozytenaggregation tber die 2 purinergen Rezeptoren
P2Y12 und P2Y1,. Der Rezeptor P,Y1, wird durch Clopidogrel, Prasugrel und
Ticlopidin blockiert.
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- 6,4 pmol/L ADP + 20 nmol/L Prostaglandin E1 (PGE1l) (ADP HS-Test)
Die Zugabe des Agonisten PGE1 erfolgt, um eine hohere Spezifitdit von ADP
zum P,Y1,-Rezeptor, dem Ziel von Clopidogrel, zu erreichen: PGE1 vermindert
die Signaltransduktion des ADP-Rezeptors P,Y; durch Abschwachung der intra-
zellularen Ca’*-Antwort [112]).

- 0,5 mmol/L Arachidonsaure (ASPItest)
Thrombozytenaktivierung mittels Arachidon-Séure, dem Substrat der
Cyclooxygenase (COX). COX bildet Thromboxan A, (TXA>), einen potenten
Thrombozytenaktivator.

Alle Agonisten wurden mit standardisierten Konzentrationen von dem Hersteller des

Multiplate®-Gerates (Fa. Dynabyte, Miinchen) bezogen.
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Abbildung 9:  Multiplate®-Tests (http://www.multiplate.net/de/detection.php; mit freundlicher Genehmi-
gung der Verum Diagnostica GmbH, Miinchen)
Von den hier schematisch dargestellten Tests wurden in der vorliegenden Untersuchung
der ADPtest, der ADPtest HS und der ASPItest eingesetzt.
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2.2.5 Statistische Analyse

Als StichprobengrofRe wurden 30 Patienten pro Gruppe gewahlt. Fir diese Fallzahl
wurde eine Power von 80% auf das einseitige Signifikanzniveau a von 0,05 (p-Wert)
errechnet. D.h., dass die Stichprobengrd3e ausreicht, um eine absolute Differenz von
10% der durchschnittlichen, durch 5uM-ADP-induzierten, mittleren Thrombozyten—
aggregation bei der LTA festzustellen.

Alle statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe der Software SPSS Version 17.0
(Fa. SPSS Inc, Chicago, lllinois/lUSA) durchgefihrt.

Die Ergebnisse wurden fir stetige Merkmale als arithmetische Mittelwerte
+ Standardabweichung und fir diskrete Merkmale als Haufigkeiten und Perzentilen an-

gegeben.

Zur Ermittlung von Unterschieden zwischen beiden Gruppen wurden fir stetige Merk-
male der Mann-Whitney-U-Test, fur diskrete Merkmale der Chi-Quadrat-Test verwen-
det.

Der statistische Vergleich der Ergebnisse nach 48 h und 30 Tagen wurde unter Ver-

wendung des Wilcoxon-Tests fur verbundene Stichproben durchgefihrt.

Potentielle EinflussgroRen auf die residuelle Thrombozytenreaktivitat wurden mit Me-
thoden der univariaten Regression analysiert. Eingeschlossene Variablen waren die
Thrombozytenzahl, Leukozytenzahl, Hamoglobin, C-reaktives Protein (CRP), Fibrino-
gen, D-Dimere, maximale Erh6hung der Kreatinkinase (CKnax), linksventrikulare Ejekti-
onsfraktion, Diabetes mellitus, Hyperlipoproteinamie, arterieller Hypertonus, Einnahme
von Statinen, die Gabe von GPIIb/llla-Rezeptorantagonisten sowie die Zugehorigkeit

zur Gruppe der Patienten mit einem Myokardinfarkt.

Diejenigen Faktoren, fur die die univariate Regressionsanalyse einen statistisch signifi-
kanten Einfluss auf die Thrombozytenreaktivitat zeigte, wurden zusatzlich einer multiva-

riaten schrittweisen logistischen Regression unterzogen.

Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 festgelegt.
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2.3 Methodenvergleich LTA und MEA

Ein Vergleich der Methoden LTA und MEA erfolgte durch Untersuchungen zum Zu-
sammenhang zwischen den Parametern ADP 2,5 uM vs. ADPtest, ADP 5 pM vs.
ADPtest HS sowie AA vs. ASPItest. Dazu wurden einerseits die Messwerte selbst ver-
wendet. Zusatzlich erfolgte eine Transformation dieser Messwerte durch
Dichotomisierung jeder Variablen an der 75 %-Perzentile. Die 25 % hochsten Werte
bildeten dabei eine Kategorie (4. Quartil) und die 75 % kleinsten Werte die andere Ka-
tegorie (1.-3. Quartil). Hierbei entspricht das 4. Quartil der héchsten Thrombozytenreak-

tivitat, d.h. einer unvollstandigen Thrombozytenhemmung.
Folgende statistische Verfahren wurden benutzt:

Die Untersuchung der Korrelation von LTA und MEA erfolgte mit Hilfe des Korrelations-
koeffizienten nach Pearson [113]). Hierzu wurden die Messwerte beider Zeitpunkte zu-

sammengefasst. Die Interpretation der Ergebnisse erfolgte nach Kategorisierung der

Messwerte:
<0,2 sehr schwache Korrelation
0,21-0,4 schwache Korrelation
0,41-0,6 moderate Korrelation

0,61-0,8 starke Korrelation
0,81-1,00 sehr starke Korrelation

Die Ubereinstimmung von LTA und MEA hinsichtlich der Identifikation von Patienten mit
erhohter Thrombozytenreaktivitat im Sinne einer Einteilung in die 4. Quartile (s.0.) mit-
tels Interrater-Reliabilitat (,Cohens Kappa®) ermittelt [114]). Die Kappa-Werte wurden
folgendermal3en kategorisiert.

<0,2 geringe Ubereinstimmung

0,21-0,4 leichte Ubereinstimmung

0,41-0,6 moderate Ubereinstimmung

0,61-0,8 substanzielle Ubereinstimmung

0,81-1,00 (fast) vollstandige Ubereinstimmung
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika

Zwischen 29. Oktober 2007 und 27. November 2008 wurden 66 Patienten konsekutiv in
diese Studie eingeschlossen, wobei 36 Patienten einer PTCA mit Stentimplantation bei
akutem Myokardinfarkt (Versuchsgruppe) und 30 Patienten einer elektiven Stentimplan-
tation (Kontrollgruppe) unterzogen worden waren. Die Patienten—charakteristika sind in

Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Patientencharakteristika

(Werte sind als n (%) oder Mittelwert angegeben)

Patientencharakteristika Versuchsgruppe Kontrollgruppe p
(n=36) (n=30)
Alter (Jahre) 62,1 64,0 0,25
Geschlecht
weiblich 4 (13,3%) 6 (16,7%) 0,75
mannlich 32 (86,7%) 24 (83,3%) 0,79
LVEF (%) 50,3 60,1 <0,001
STEMI 21 (58,3%) - -
NSTEMI 14 (41,7%) - -
Zahl der erkrankten Koronargefalie 0,07
1 10 (27,8%) 12 (40,0%)
2 17 (47,2%) 6 (20,0%)
3 9 (25,0%) 12 (40,0%)
Drug eluting stent 14 (38,9%) 16 (83,3%) 0,24
Kardiale Risikofaktoren
Hyperlipoproteinamie 24 (66,7%) 25 (83,3%) 0,16
Hypertonus 27 (75,0%) 27 (90,0%) 0,20
Diabetes mellitus 10 (27,8%) 8 (26,7%) 1,00
Medikation -
Clopidogrel 36 (100%) 30 (100%) -
Aspirin 36 (100%) 30 (100%) -
GPllIb/llla-Inhibitoren 11 (30,6%) - -
Eptifabitide 10 (27,8%) - -
Tirofiban 1 (2,8%) - -
Statine 31 (83,8%) 26 (86,7%) 0,74
B-Blocker 35 (97,2%) 28 (93,3%) 0,59
ACE-Hemmer/ARB 30 (83,8%) 26 (86,7%) 0,75
Kalzium-Antagonisten 11 (30,6%) 13 (43,3%) 0,31

Bei funf von 30 Patienten der Kontrollgruppe wiesen spezifische Biomarker (Troponin T,
Kreatininkinase) postinterventionell auf eine myokardiale Zellschadigung hin. Jedoch
wurde aufgrund Abwesenheit Kklinischer Manifestationen oder signifikanter EKG-
Veranderungen bei keinem dieser Patienten die Diagnose eines Myokardinfarktes ge-
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stellt. Dartber hinaus gab es hinsichtlich der residuellen Thrombozytenreaktivitat keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Patienten der Kontrollgruppe mit und ohne er-

hohte postinterventionelle Biomarker.

3.2  Hauptversuch: Thrombozytenfunktionstests

3.2.1 Residuelle Thrombozytenreaktivitét 48 h nach Stentimplantation

3.2.1.1 Ubersicht

In Abbildung 10 sind die Ergebnisse aller Einzelversuche der residuellen Thrombozy-
tenreaktivitdt 48 h nach Stentimplantation zusammengefasst. Man erkennt, dass unter
allen angewendeten Testbedingungen die Werte der Versuchsgruppe (akuter Myokard-
infarkt) statistisch signifikant hoher ausfielen, als diejenigen der Kontrollgruppe (elektive
koronare Stentimplantation).
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Abbildung 10: Residuelle Thrombozytenreaktivitat 48 h nach Stentimplantation: Thrombozytenaggrega-
tion (MW + SD; Angaben in Prozent bei Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) und als
AUC bei der Impedanzaggregometrie (MEA) [115]
LTA-ADPg,v = LTA induziert mit 5 yM ADP
LTA-ADP, 5,m = LTA induziert mit 2,5 yM ADP
ADPtest = MEA induziert mit 6,4 yM ADP
ADPtest HS = MEA induziert mit 6,4 yM ADP + 20 nM Prostaglandin E1
LTA-AA = LTA induziert mit 0,5 mg/ml AA
ASPIltest = MEA induziert mit 0,5 mM AA

3.2.1.2 ADP-induzierte Thrombozytenreaktivitat nach 48 h

Die residuelle ADP-induzierte Thrombozytenreaktivitat war bei Patienten 48 Stunden
nach Stentimplantation mit akutem Myokardinfarkt (Versuchsgruppe) im Vergleich mit
Patienten nach elektiver koronarer Stentimplantation (Kontrollgruppe) signifikant erhéht.
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Tabelle 2: ADP-induzierte Thrombozytenreaktivitat nach 48h
Versuchsgruppe Kontrollgruppe p
(n = 36) (n=30)
LTA-ADP5uM (%) 39,22 +16,53 30,00 £ 10,78 0,035
LTA-ADP2,5uM (%) 27,94 + 12,26 20,30 £ 7,58 0,012
ADPtest (AUC) 29,29 £ 13,52 21,03 £ 8,62 0,005
ADPtest HS (AUC) 21,40 £ 8,88 13,83 +6,34 < 0,001

3.2.1.3 AA-induzierte Thrombozytenreaktivitat nach 48 h

Ebenso war die durch Arachidonsaure induzierte Thrombozytenaggregation 48 Stunden
nach Stentimplantation bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt (Versuchsgruppe) im
Vergleich mit Patienten nach elektiver koronarer Stentimplantation (Kontrollgruppe) sta-

tistisch signifikant erhoht.

Tabelle 3: AA-induzierte Thrombozytenreaktivitat nach 48h
Versuchsgruppe Kontrollgruppe p
(n=236) (n =30)
LTA-AA (%) 11,61 + 13,50 3,13+1,85 0,001
ASPItest (AUC) 22,14 + 17,46 13,10+ 11,30 0,011

3.2.2 Residuelle Thrombozytenreaktivitdt 30 Tage nach Stentimplantation

3.2.2.1 Zeitpunkt der Verlaufskontrolle

Die 30-Tage Verlaufskontrolle konnte aus organisatorischen Grinden nicht in allen Fal-
len zeitgerecht durchgefiihrt werden, u.a. da viele Patienten die Méglichkeit einer orts-
fernen Anschlussheilbehandlung wahrnahmen. Entsprechend ergab sich ein mittlerer

Zeitraum von 37 Tagen nach Stentimplantation bis zur Verlaufskontrolle.
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Abbildung 11: Residuelle Thrombozytenreaktivitdt 37 Tage nach Stentimplantation: Thrombozytenagg-
regation (MW + SD; Angaben in Prozent bei Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) und
als AUC bei der Impedanzaggregometrie (MEA)) [115]
LTA-ADPs,y = LTA induziert mit 5 uyM ADP
LTA-ADP2 5,» = LTA induziert mit 2,5 yM ADP
ADPtest = MEA induziert mit 6,4 yM ADP
ADPtest HS = MEA induziert mit 6,4 uM ADP + 20 nM Prostaglandin E1
LTA-AA = LTA induziert mit 0,5 mg/ml AA
ASPItest = MEA induziert mit 0,5 mM AA

3.2.2.2 ADP-induzierte Thromboztenreaktivitat nach 30 Tagen

Zum Zeitpunkt der Verlaufskontrolle war die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation
bei Patienten aus der Versuchsgruppe durchweg erhoht. Trotz dieses durchgehenden
Trends bei allen Testanséatzen konnte in den statistischen Analysen kein signifikanter
Unterschied zwischen den Studiengruppen nachgewiesen werden. Dies wurde zum Teil
jener Tatsache geschuldet, dass es in der Kontrollgruppe einen nicht signifikanten An-
stieg der Thrombozytenreaktivitdt im Zeitraum zwischen T1 und T2 gab (vgl. Kap.
3.2.3).

31



Ergebnisse

Tabelle 4: ADP-induzierte Thrombozytenreaktivitat nach 30 Tagen
Versuchsgruppe Kontrollgruppe p
(n = 36) (n =30)
LTA-ADP5uM (%) 36,67 + 16,66 35,50 + 10,00 0,834
LTA-ADP2,5uM (%) 26,97 £ 12,89 23,14 £ 12,02 0,202
ADPtest (AUC) 27,57 £ 14,63 22,46 +12,99 0,163
ADPtest HS (AUC) 17,89 £ 13,67 13,32 £ 6,18 0,131

3.2.2.3 AA-induzierte Thrombozytenreaktivitat nach 30 Tagen

Auch hinsichtlich der AA-induzierten Thrombozytenreaktivitdt fanden sich nach durch-
schnittlich 37 Tagen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen beiden Stu-

diengruppen.

Tabelle 5: AA-induzierte Thrombozytenreaktivitdt nach 37 Tagen
Versuchsgruppe Kontrollgruppe p
(n = 36) (n=30)
LTA-AA (%) 3,33+£2,381 3,97 £; 3,62% 0,694
ASPltest (AUC) 12,57 £ 8,21 11,34 + 6,41 0,689

3.2.3 Residuelle Thrombozytenreaktivitat im Zeitverlauf

Bei der Gegentberstellung der Daten 48 Stunden (Zeitpunkt T1) und 37 Tage (Zeit-
punkt T2) nach Stentimplantation bestanden in der Kontrollgruppe keine statistisch sig-
nifikanten Unterschiede zwischen beiden Messzeitpunkten. In der Versuchsgruppe
zeigten sich nach der Induktion mit Arachidonséure sowohl in der MEA als auch der
LTA statistisch signifikant geringere Werte zum Zeitpunkt T2 als zum Zeitpunkt T1
(Tabelle 6).

Tabelle 6: Residuelle Thrombozytenreaktivitat im Zeitverlauf
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Versuchsgruppe 48 Stunden 37 Tage
(n =36) (n=30) P
LTA-ADP5UM (%) 39,22 + 16,53 36,67 + 16,66 0,537
LTA-ADP2,5uM (%) 27,94 + 12,26 26,97 + 12,89 0,756
ADPtest (AUC) 29,29 £ 13,52 27,57 £ 14,63 0,624
ADPtest HS (AUC) 21,40 + 8,88 17,89 + 13,67 0,239
LTA-AA (%) 11,61 £ 13,50 3,33+2,81 <0,001
ASPItest (AUC) 22,14 + 17,46 12,57 +8,21 0,005
Kontrollgruppe 48 Stunden 37 Tage .
(n=36) (n=30)
LTA-ADP5uM (%) 30,00 + 10,78 35,50 + 10,00 0,359
LTA-ADP2,5uM (%) 20,30 + 7,58 23,14 + 12,02 0,284
ADPtest (AUC) 21,03 £ 8,62 22,46 £ 12,99 0,85
ADPtest HS (AUC) 13,83 + 6,34 13,32 +6,18 0,756
LTA-AA (%) 3,13+1,85 3,97 t; 3,62% 0,269
ASPltest (AUC) 13,10 + 11,30 11,34 + 6,41 0,463

Die Darstellungen des individuellen Verlaufs bei Patienten aus der Versuchsgruppe
(Abbildung 12) zeigten, dass sowohl mittels LTA als auch mittels MEA bei einzelnen
Patienten zum Zeitpunkt T2 eine deutlich geringere AA-induzierte Thrombozytenreakti-
vitdt nachweisbar war als zum Zeitpunkt T1. Die Unterschiede zwischen beiden Mess-
zeitpunkten waren fur die Gesamtgruppe bei den Messungen mit LTA statistisch hoch
signifikant (p = 0,001) und bei den Messungen mit MEA nicht statistisch signifikant (p =
0,070).
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Abbildung 12: Individuelle Veranderungen der AA-induzierten Thrombozytenreaktivitat bei Patienten mit
Myokardinfarkt im Zeitverlauf.
Arachidonsaure-induzierte Thrombozytenaggregation 48 Stunden und 37 Tage nach
Stentimplantation, gemessen mit (A) Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) und mit (B)

Impedanzaggregometrie (MEA) [115]
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3.2.4 Pradiktoren der residuellen Thrombozytenreaktivitat

Um mogliche Préadiktoren der residuellen Thrombozytenreaktivitat herauszufinden, wur-
den folgende Faktoren in eine univariate Regressionsanalyse einbezogen: Thrombozy-
ten- und Leukozytenzahl, Hamoglobin (Hb), C-reaktives Protein (CRP), Fibrinogen,
D-Dimere, maximale Erh6éhung der Kreatinkinase (Maximum CK), linksventrikulare
Ejektionsfraktion (LVEF), Diabetes mellitus, Hyperlipoproteindmie (HLP), arterieller Hy-
pertonus, Einnahme von Statinen und GPIlIb/llla-Rezeptorantagonisten sowie die Zuge-

horigkeit zur Infarkt-Gruppe (akuter Myokardinfarkt).

Es zeigte sich, dass erhohte Plasma-Spiegel an Fibrinogen und C-reaktivem Protein bei
Patienten aus der Versuchsgruppe bei der univariaten Regressionsanalyse statistisch
signifikant mit einer erhdhten residuellen Thrombozytenreaktivitdt assoziiert waren
(Tabelle 7).

Es fand sich zwischen keinem der erhobenen Basisbefunde (s. Patientencharakteristi-
ka, Tabelle 1, Seite 27) und den verschiedenen Messergebnissen der

Thrombozytenfunktion eine unabhéngige Assoziation.

35



Ergebnisse

Tabelle 7: Univariate Regressionsanalyse der Einflussgrof3en, die mdglicherweise die Thrombozy-
tenreaktivitat 48 Stunden nach Stentimplantation beeinflussen [115].
Beta ist der standardisierte Regressionskoeffizient der relativen Effektivitat der unabhén-

gigen auf die abhangige Variable. Signifikante Interaktionen sind fett gedruckt.

CRP/P Fibrinogen/P D-Dimere/P MI-Gruppe
Beta p-Wert Beta p-Wert Beta p-Wert Beta p-Wert
LTA
ADP 5uM 0,45 <0,001 0,39 0,001 -0,13 0,033 0,31 0,011
ADP 2, 5uM 0,43 <0,001 0,40 0,001 -0,14 0,273 0,35 0,004
AA 0,55 <0,001 0,43 <0,001 -0,05 0,679 0,39 0,010
MEA
ADPtest 0,37 0,003 0,25 0,046 -0,09 0,515 0,34 0,005
ADPtest HS 0,39 0,001 0,25 0,046 -0,09 0,817 0,44 <0,001
ASPltest 0,37 0,002 0,40 0,001 -0,08 0,539 0,29 0,018
Hb Statine GPIllIb/1lla HLP
Beta p-Wert Beta p-Wert Beta p-Wert Beta p-Wert
LTA
ADP 5uM -0,15 0,231 0,21 0,087 0,12 0,344 0,02 0,877
ADP 2, 5uM -0,17 0,172 0,16 0,191 0,13 0,315 -0,007 0,592
AA -0,25 0,045 0,08 0,521 0,29 0,015 0,11 0,403
MEA
ADPtest -0,05 0,667 0,06 0,651 0,19 0,114 0,05 0,711
ADPtest HS -0,10 0,435 -0,09 0,500 0,22 0,076 0,16 0,246
ASPltest -0,16 0,216 -0,02 0,565 0,31 0,010 0,12 0,374
Maximum CK/P Thrombo/B Leuko/B
Beta p-Wert Beta p-Wert Beta p-Wert
LTA
ADP 5uM 0,14 0,250 -0,05 0,667 -0,03 0,812
ADP 2, 5uM 0,15 0,223 -0,04 0,767 -0,05 0,704
AA 0,395 0,001 0,04 0,759 0,27 0,030
MEA
ADPtest 0,26 0,038 0,23 0,094 0,03 0,806
ADPtest HS 0,21 0,094 0,22 0,094 -0,01 0,987
ASPltest 0,21 0,101 0,23 0,06 -0,08 0,555
Diabetes Hypertonus LVEF
Beta p-Wert Beta p-Wert Beta p-Wert
LTA
ADP 5uM 0,14 0,264 0,11 0,402 -0,18 0,15
ADP 2, 5uM 0,16 0,198 0,15 0,242 -0,28 0,022
AA 0,05 0,699 0,20 0,905 -0,30 0,013
MEA
ADPtest 0,22 0,028 0,13 0,288 -0,12 0,334
ADPtest HS 0,26 0,037 0,05 0,69 -0,21 0,991
ASPltest 0,04 0,753 0,08 0,532 -0,10 0,440
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Bei der anschliel3enden schrittweisen multivariaten Regressionsanalyse mit den Fakto-
ren CRP/P, Fibrinogen/P bei Patienten aus der Versuchsgruppe (Tabelle 8) wichen die
Ergebnisse in Abhangigkeit vom verwendeten Testansatz voneinander ab, jedoch wur-
de CRP bei allen Testansatzen mit Ausnahme von ASPItest und ADPtest als der einzi-

ge unabhéngige Pradiktor fur die residuelle Thrombozytenreaktivitat identifiziert.

Tabelle 8: Multiple Regressionsanalyse der Faktoren, die signifikant mit der residuellen Thrombozy-
tenreaktivitat 48 Stunden nach koronarer Stentimplantation assoziiert waren.
Beta ist der standardisierte Regressionskoeffizient, der den relativen Effekt der unabhén-

gigen auf die abhéangige Variable aufzeigt.

CRP/P Fibrinogen/P MI-Gruppe
Beta p-Wert Beta p-Wert Beta p-Wert
LTA
ADP 5uM 0,46 <0,001 = - - -
ADP 2, 5uM 0,43 <0,001 = - - -
AA 0,56 <0,001 - - - -
MEA
ADPtest 0,38 0,020 - - - -
ADPtest HS - - 0,27 0,030 0,34 0,060
ASPItest - - 0,40 0,001 - =

3.2.5 Komplikationen

Zwischen der ersten Verlaufskontrolle nach 48 Stunden und der zweiten nach durch-
schnittlich 37 Tagen erlitten zwei Patienten aus der Versuchsgruppe (akuter Myokardin-
farkt) einen erneuten Myokardinfarkt — einer von ihnen mit nachfolgend todlichem Aus-
gang kardiovaskularer Genese. Aullerdem trat in der Versuchsgruppe ein nicht-
todlicher zerebrovaskularer Schlaganfall auf. Ein weiterer Patient aus dieser Gruppe
erlitt ein akutes Koronarsyndrom, das eine nicht auf die Ziellasion gerichtete
Revaskularisation erforderte. Die einzige Komplikation im Zusammenhang mit einer
Intervention war eine nichttédliche Blutung an der Punktionsstelle, die eine Bluttransfu-
sion nach der primaren Koronarintervention erforderlich machte. Allerdings war die Stu-
die nicht auf den Nachweis eines moglichen Zusammenhangs zwischen Thrombozyten-
reaktivitdt und Komplikationen ausgerichtet und die Probandenanzahl entsprechend zu

gering um einen solchen nachzuweisen.
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3.3 Vergleich der Methoden LTA und MEA

Wir untersuchten die Korrelation zwischen LTA und MEA sowie deren Ubereinstim-
mung hinsichtlich der Identifikation von Patienten mit erhéhter Thrombozytenreaktivitéat.
Da die Ergebnisse der LTA und der MEA in unterschiedlichen Einheiten angegeben
werden, wurden die Aggregations-Werte durch Dichotomisierung an der 75 %-
Perzentile transformiert. Das 4. Quartil entspricht hierbei der héchsten Thrombozyten-

reaktivitat.

3.3.1 Korrelationen zwischen LTA und MEA, Spearman’scher

Rangkorrelationskoeffizient

Die folgende Ubersicht zeigt die Berechnungen mit Hilfe des Spearman’schen Rangkor-
relationskoeffizienten. Die Koeffizienten deuteten mit Werten zwischen R=0,18 und
R=0,35 auf einen bestenfalls moderaten Zusammenhang. Allerdings waren die Zu-

sammenhange in allen drei Fallen statistisch signifikant (p < 0,05).

Tabelle 9: Methodenvergleich LTA vs. MEA, Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizient R
LTA vs. MEA Korrelation (R, p, n)

2,5 uM ADP LTA vs. ADPtest MEA R=0,341; p < 0,001, n=133

5 UM ADP LTA vs. ADPtest HS MEA R=0,182; p = 0,036, n=134

AA LTA vs. ASPItest MEA R=0,351; p < 0,001, n=134
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3.3.2 Cohens Kappa

Die folgende Ubersicht zeigt die Ergebnisse der Berechnungen des Cohen-Kappa-
Tests zur Ubereinstimmung von LTA und MEA hinsichtlich der Identifikation von Patien-

ten mit erhohter Thrombozytenreaktivitat (4. Quartile).

Lediglich fur 2,5 uM LTA vs. ADPtest MEA zeigte Cohens Kappa mit 0,49 eine modera-
te Ubereinstimmung der Testergebnisse an. Dieser Zusammenhang war mit p < 0,001

auch deutlich statistisch signifikant.

Fiur 5 uM ADPtest LTA vs. ADPtest HS MEA wurde eine leichte Ubereinstimmung
(Kappa = 0,24) und fiir AA LTA vs. ASPItest MEA nur eine geringe Ubereinstimmung
(Kappa = 0,15) beider Messverfahren festgestellt.

Tabelle 10: Ergebnisse des Cohens Kappa-Tests

LTA vs. MEA Cohens Kappa (Kappa, p, n)
2,5 UM ADP LTA vs. ADPtest MEA Kappa=0,487, p < 0,001, n=145
5 uM ADP LTA vs. ADPtest HS MEA Kappa= 0,243, p = 0,003, n=145
AA LTA vs. ASPItest MEA Kappa=0,145, p=0,081, n=145
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4 Diskussion

Die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) mit Stentimplantation zur Be-
handlung der koronaren Herzerkrankung hat in den letzten 20 Jahren an Bedeutung
zugenommen und spielt heute eine zentrale Rolle bei der Versorgung von signifikanten
Koronarstenosen [116]. Es konnte gezeigt werden, dass die Langzeit-Uberlebensraten
von Patienten mit koronarer Herzkrankheit nach PTCA mit Stentimplantation und nach

koronarer Bypass-Operation vergleichbar sind [117].

Ein Risiko wahrend und im Verlauf nach PTCA mit Stentimplantation, stellen thrombo-
ischAmische Komplikationen dar. Diese konnen einerseits durch die Grunderkrankung
ausgelost werden kénnen. Andererseits bergen PTCA und Stentimplantation selbst —
unabhangig von der Art des eingesetzten Stents — ein hohes Risiko thrombotischer
Komplikationen [75; 118; 119; 120; 121; 122]. Daher ist eine wirksame Inhibition der
Thrombozytenaktivitat unverzichtbar, und nach den aktuellen Empfehlungen der Fach-
gesellschaften wird hierfiir im Allgemeinen eine Kombination aus Clopidogrel und Ace-
tylsalicylsdure verwendet. ASS blockiert die Thrombozyten irreversibel durch Hemmung
der thrombozytaren Cyclooxygenase COX I, wahrend Clopidogrel die ADP-induzierte
Aktivierung des Fibrinogen-Rezeptors GPIIb/llla irreversibel hemmt.

Aktuelle Richtlinien empfehlen, die antithrombozytéare Therapie — insbesondere im
Rahmen eines akuten Koronarsyndroms - mit einer hohen Aufséattungsdosis (,loading
dose”) von 300 mg oder 600 mg Clopidogrel sowie 100mg ASS (bei Myokardinfarkt
500mg ASS) einzuleiten, um einen raschen Wirkeintritt zu gewahrleisten. Die Therapie
sollte mit einer taglichen Erhaltungsdosis von 75 mg Clopidogrel und 100 mg ASS fort-
gesetzt werden [71; 86; 123; 124]. Bis heute fehlen aber Kriterien, um besondere Risi-
kopatienten zu identifizieren, bei denen Modifikationen der Standarddosierungen erfor-
derlich sind.

Es wurde gezeigt, dass trotz einer Leitlinien-gerechten antithrombozytéaren Therapie ein
Teil der Patienten weiterhin eine gesteigerte Thrombozytenreaktivitat aufweist [91; 95;
96] und eine solche residuelle Thrombozytenreaktivitdt mit einem erhdhten Risiko von
kardiovaskuléaren Ereignissen assoziiert ist [99; 125; 126; 127; 128; 129; 130]. In die-
sem Zusammenhang spricht man haufig von einer ,Resistenz" gegeniber Clopidogrel

oder ASS [131]. De facto kann eine residuelle Thrombozytenreaktivitat aber sowohl auf
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einem reduzierten Ansprechen auf die antithrombozytédre Therapie, als auch einer be-
reits basal erh6hten Thrombozytenreaktivitat, oder einer Kombination aus Beidem be-
ruhen [105]. so dass es richtiger erscheint, die Bezeichnung ,erhdhte residuelle Throm-
bozytenreaktivitat* zu verwenden und den Begriff ,Resistenz* fur solche Falle zu ver-
wenden, bei denen nachgewiesenermal3en die verabreichte Medikation keinen phar-
makologischen Effekt besitzt [132; 133].

Im Rahmen eines Myokardinfarktes kommt es zu einer Thrombozytenaktivierung, wobei
Geisler et al. zeigen konnten, dass die Thrombozytenreaktivitat im akuten Infarktstadi-
um, trotz dualer Thrombozyteninhibition mit Clopidogrel und ASS, erhoht bleibt [134].
Dieser Befund deckt sich mit vorangegangenen Studien, die den Nutzen einer zusatzli-
chen Thrombozyteninhibition im Sinne einer periinterventionellen Applikation von GPIIb
[lla-Antagonisten bei akutem Myokardinfarkt demonstrierten, was sich auch in den ak-
tuellen Therapieleitlinen ausdrickt [64; 135]. Allerdings sind prothrombotische und
proinflammatorische Faktoren noch Monate Uber das akute Infarktstadium hinaus
nachweisbar — ein Umstand dem die therapeutische Praxis derzeit keine Rechnung
tragt [104; 107; 108; 109; 110]: In den Tagen und Wochen nach einem akuten Infarkt-

Ereignis entspricht das antithrombozytare Regime dem nach elektiver Intervention.

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir die Hypothese, dass unter Therapie mit ASS
und Clopidogrel eine gesteigerte Thrombozytenreaktivitat tber das akute Infarktstadium
hinaus fortbesteht, was eine theoretische Grundlage fur eine intensivierte antithrombo-

zytare Erhaltungstherapie darstellen wirde.

Als Patientenkollektiv wurden Patienten gewahlt, die sich einer PTCA mit Stentimplan-
tation unterzogen — entweder aufgrund eines akuten Myokardinfarkts (Versuchsgruppe)

oder bei elektiver Indikation (Kontrollgruppe).

Die in-vitro Thrombozytenaggregation - induziert mit Adenosin-5-Diphosphat (ADP) und
Arachidonsaure (AA) - wurde hier mittels Lichttransmissionsaggregometrie nach Born
(LTA) — des bis heute als Goldstandard erachteten Tests zur Prifung der
Thrombozytenfunktion — und der Multiplen-Elektroden-Impedanz-Aggregometrie (MEA),

einem neueren Schnelltest, untersucht.

Die wesentliche Erkenntnis dieser Studie ist, dass sowohl die ADP-induzierte als auch
die AA-induzierte residuelle Thrombozytenaggregation, bei Infarktpatienten noch 48
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Stunden nach Stentimplantation signifikant erhoht war. Zu einem vergleichbaren Er-
gebnis waren auch Geissler et al. (2008) gekommen, die zeigten, dass das akute Koro-
narsyndrom unabh&ngig mit einer erhdhten residuellen Thrombozytenreaktivitat assozi-
iert ist [134]. Allerdings waren in jener Studie die Tests zur Thrombozytenfunktion weni-
ge Stunden nach Diagnose des Myokardinfarkts gestellt worden und lassen daher nur
Ruckschlisse auf den perakuten Zeitraum des Myokardinfarktes zu.

Da aktuelle Richtlinien bereits eine intensivierte antithrombozytare Therapie in Form
von GPIlIb/llla-Rezeptorantagonisten fur 12-24 Stunden nach PTCA mit Stentimplanta-
tion bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt empfehlen (NSTEMI oder STEMI) [135],
wurde in der vorliegenden Untersuchung die Thrombozytenreaktivitdt zu spateren Zeit-
punkten, und zwar 48 Stunden und 30 Tage nach Stentimplantation, gemessen. Fir
diesen Zeitraum gelten fur Myokardinfarkt- und Elektivpatienten identische Empfehlun-
gen zur antithrombozytaren Erhaltungstherapie ohne Beriicksichtigung der klinischen
Begleitumstande [71; 86; 123; 124].

In der vorliegenden Untersuchung zeigten samtliche Testverfahren 48 Stunden nach
Stentimplantation eine anhaltend erhdhte residuelle Thrombozytenreaktivitat in der Ver-
suchsgruppe. Dartber hinaus deutete der einheitliche numerische Trend nach 30 Ta-
gen daraufhin hin, dass die residuelle Thrombotytenreaktivitat auf ADP noch weiter
fortbesteht.

Da die Reaktivitdt der Thrombozyten naturgemalf vor dem jeweiligen ischamischen Er-
eignis nicht gemessen werden kann, bleibt unklar, ob der Myokardinfarkt im Einzelfall
als Ergebnis oder als Ursache einer gesteigerten Thrombozytenreaktivitat zu werten ist.
Bei Annahme der letztgenannten Mdoglichkeit wirde man eine Normalisierung der
Thrombozytenreaktivitat im zeitlichen Verlauf erwarten. Hier konnte dies nur fir die AA-
induzierte Thrombozytenreaktivitat gezeigt werden. Allerdings kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass sich bei einem verlangerten Beobachtungszeitraum und einer grof3e-
ren Stichprobe ebenso ein signifikanter Abfall der ADP-induzierten Thrombozytenagg-

regation zu detektieren ware.

Wie erwahnt, sind das optimale antithrombozytare Therapieregime sowie der optimale
Bereich der Thrombozytenreaktivitat im Hinblick auf thromboischamische Komplikatio-
nen bisher nicht bekannt [83]. Da aber eine erhéhte Thrombozytenreaktivitat, gemessen
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mit LTA oder MEA, mit thromboischamischen Komplikationen und kardiovaskularem
Tod assoziiert sind [99; 125; 130], legen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung
nahe, dass die Wirkung der antithrombozytaren Standardtherapie bei Patienten nach

akutem Myokardinfarkt nicht ausreichend ist.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Verdopplung der Clopidogrel-
Erhaltungsdosis die antithrombozytare Wirkung deutlich erhéht [136] beziehungsweise
die Haufigkeit kardiovaskularer Ereignisse und Stentthrombosen reduziert [137; 138].
Auch die Gabe des neuen potenteren Thienopyridins Prasugrel hat im Vergleich mit der
Clopidogrel-Standardtherapie eine Reduktion thromboischamischer Komplikationen bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt zur Folge, wie die TRITON-TIMI 38-Studie zeigte
[84]. Allerdings besteht hier — wie auch bei der Clopidogrel-Hochdosistherapie — die
Neigung zu gravierenden, zum Teil schwer beherrschbaren Blutungen. Dies unter-
streicht die Notwendigkeit der Suche nach einem geeigneten Therapieregime, das eine
optimale Balance zwischen thromboischdmischen und hamorrhagischen Komplikatio-
nen gewahrleistet [139; 140; 141; 142]. Vor diesem Hintergrund sind die kirzlich publi-
zierten Ergebnisse der PLATO-Studie [143] Uber den neuen P,Yi,-
Rerzeptorantagonisten Ticagrelor vielversprechend.

Wir gingen zudem der Frage nach, welche Faktoren die residuelle Thrombozytenaktivi-
tat beeinflussen. Die beiden Patientengruppen der vorliegenden Untersuchung wiesen
per definitionem eine heterogene Struktur im Hinblick auf ihre Basisbefunde auf. So
war, wie erwartet, die durchschnittliche linksventrikulare Ejektionsfraktion bei den In-
farkt-Patienten signifikant erniedrigt. Eine lineare Regressionsanalyse konnte aber we-
der hierfar, noch fur die anderen Basisbefunde einen signifikanten Zusammenhang mit

der residuellen Thrombozytenreaktivitat detektieren.

Wir konnten jedoch belegen, dass der Myokardinfarkt selbst eine unabhangige Ein-
flussgrof3e darstellt, wie dies auch andere Autoren bereits, wenn auch im Bezug auf
frihere Messzeitpunkte, festgestellt hatten [104; 107; 108; 109; 110]. Darlber hinaus
waren die Parameter C-reaktives Protein (CRP) und Fibrinogen statistisch signifikant
mit der residuellen Thrombozytenreaktivitat assoziiert. Auch dieses Ergebnis deckt sich
mit bereits friher verdffentlichen Daten [144; 145]. Die schrittweise lineare Regressi-
onsanalyse identifizierte das C-reaktive Protein als die unabhangige Variable mit dem

starksten Einfluss auf die residuelle Thrombozytenreaktivitat. Der Zusammenhang der
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Akutphase-Proteine CRP und Fibrinogen mit der residuellen Thrombozytenreaktivitat
deutet darauf hin, dass diese Faktoren mdglicherweise eine — noch nicht ndher definier-
te — Rolle im Aktivierungsmechanismus spielen. Die Ergebnisse der Regressionsanaly-
se miussen mit Vorsicht interpretiert werden, da sich eine Ursache-Wirkungs-Beziehung
nicht mit Sicherheit belegen lasst. — insbesondere, da Interaktionen zwischen verschie-
denen unabhangigen Einflussfaktoren (wie CRP, Fibrinogen und Myokardinfarkt) ange-
nommen werden missen. Dariber hinaus konnte eine erhéhte CRP-Konzentrationen
sowohl Ursache, als auch Folge einer gesteigerten Thrombozytenaktivierung sein -
wahrscheinlich besteht eine bidirektionale Interaktion. Das gleiche gilt fur die Variablen
Fibrinogen und Myokardinfarkt, sodass eine Einteilung in abhangige und unabhangige

Variablen praktisch wohl nicht haltbar ist.

Da hier die Thrombozytenreaktivitdt vor Beginn der antithrombozytaren Therapie nicht
untersucht wurde, konnte nicht mit Bestimmtheit festgelegt werden, ob die gesteigerte
Thrombozytenreaktivitat bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt bei Zustand nach
PTCA und Stentimplantation einem geringeren Ansprechen auf die antithrombozytare
Therapie oder einer primar erhéhten Thrombozytenreaktivitat vor Therapiebeginn ge-
schuldet ist. In jedem Fall ist jedoch eine erhdhte residuelle Thrombozytenreaktivitat mit
Komplikationen vergesellschaftet [99; 125; 126; 128; 130]. D.h., dass wiederholte Be-
stimmungen der residuellen Thrombozytenreaktivitat nicht nur zur Kontrolle des Thera-
pieansprechens, sondern auch als sinnvoller prognostischer Faktor in Erwdgung gezo-

gen werden kdnnen.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach einer Nachweismethode der
Thrombozytenreaktivitat, die — auch im Rahmen der Notfalldiagnostik — als Point-of-
care-Verfahren schnell, einfach und kostengtinstig durchgefihrt werden kénnte. Als
Goldstandard fir Untersuchung der Thrombozytenfunktion gilt bis dato die
Lichttransmissionsaggregometrie. Allerdings ist die LTA fur die Routinediagnostik un-
geeignet, da sie sehr zeitaufwandig und nur wenig standardisiert ist und zudem nur
durch qualifiziertes Laborpersonal durchgefihrt werden kann [146]. Die LTA-
Untersuchungen werden an Thrombozyten-reichem Plasma (PRP) durchgefuhrt, d.h.
durch schrittweises Zentrifugieren mussen die Thrombozyten von anderen Blutzellen

abgetrennt werden. Neben der zeitaufwandigen Gewinnung des PRP ist es als negativ
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anzusehen, dass mit Hilfe der LTA die Thrombozyten nicht in ihrem naturlichen zellula-
ren Milieu sondern in einer artifiziellen Umgebung untersucht werden [147; 148].

Daher wurden in den letzten Jahren eine Reihe von Point-of-care-Verfahren entwickelt,
die eine standardisierte, unkompliziert durchzufihrende Untersuchung der
Thrombozytenfunktion im Vollblut erméglichen. Keines von ihnen konnte sich allerdings
bisher im klinischen Alltag etablieren [149]. Unter den neuen Methoden befindet sich die
hier eingesetzte Multiple electrode aggregometry (MEA), die eine Testung der
Thrombozytenfunktion in etwa zehn Minuten aus dem Vollblut erlaubt. Die Methode
wurde an gesunden Probanden auch fir Messungen nach der Anwendung von Clopi-
dogrel und Acetylsalicylsaure validiert [150]. In jungster Zeit wurden Untersuchungen
durchgefuhrt, die Korrelationen zwischen den Ergebnissen von
Thrombozytenfunktionstests mit dem klinischen Ergebnis aufdecken sollen. So konnte
zum Beispiel speziell fir die LTA und die MEA — die in dieser Arbeit verwendeten Me-
thoden — gezeigt werden, dass eine gesteigerte residuelle Thrombozytenreaktivitat mit

kardiovaskularen Komplikationen unabhéangig korreliert ist [125; 129; 130] [147].

In der vorliegenden Untersuchung wurde eine signifikante Korrelation zwischen LTA
und MEA unter Verwendung verschiedener Agonisten vorgefunden. Allerdings war der
absolute Grad der Korrelation mit Werten zwischen R=0,18 und R=0,35 bestenfalls
mafig. Auch bestand im Hinblick auf die Identifizierung von Patienten mit einer hohen
residuellen Thrombozytenreaktivitat (definiert als 4. Quartile der Messwerte) zwischen

beiden Tests nur eine moderate Ubereinstimmung.

Die Frage, ob sich die MEA als Routinemethode fir die Uberwachung der
Thrombozytenfunktion bei Patienten mit einem Myokardinfarkt beziehungsweise PTCA
und Stentimplantation eignet, kann daher auf der Basis der hier erhobenen Daten nicht
geklart werden. In jedem Fall sind die Ergebnisse beider Verfahren zu unterschiedlich,
um einen beispielsweise mittels MEA erhobenen Befund als Basis fur eine LTA-
Verlaufskontrolle heranziehen zu kénnen und umgekehrt. Trotzdem ist es beachtens-
wert, dass die hier mit den sechs verschiedenen Testansatzen erlangten Ergebnisse
hinsichtlich des entscheidenden Befundes einer erhéhten residuellen Thrombozytenak-
tivitat 48h nach Myokardinfarkt absolut konsistent sind.
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Schlussfolgerungen:

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass die Thrombozytenreaktivi-
tat bei Patienten nach koronarer Stentimplantation bei Myokardinfarkt im Vergleich zu
Patienten nach elektiver PTCA mit Stentimplantation trotz der Standardtherapie mit
Clopidogrel und ASS erhoht ist. Diese gesteigerte Thrombozytenreaktivitat ist nicht auf
die akute Phase eines Myokardinfarktes begrenzt, sondern sie besteht noch mindes-
tens 48 Stunden nach Stentimplantation. Diese Erkenntnis ist von besonderer Bedeu-
tung, da gegenwartige Leitlinien, von den 12-24 Stunden nach Koronarintervention ab-
gesehen, eine einheitliche antithrombozytare Erhaltungstherapie empfehlen — ungeach-
tet der klinischen Konstellation. Da die hier beobachtete, anhaltend erhéhte Thrombozy-
tenaktivitdt einen unabhéngigen Pradiktor fur kardiovaskular bedingte Todesfélle dar-
stellt [125; 129; 151], liefern unsere Ergebnisse eine rationale Basis fur die Intensivie-

rung der antithrombozytaren Erhaltungstherapie nach Myokardinfarkt.
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5 Zusammenfassung

Einleitung: Die Thrombozyten-Aktivierung spielt eine entscheidende Rolle in der Pa-
thogenese der koronaren Herzerkrankung und der Pathophysiologie des akuten Koro-
narsyndroms. Dementsprechend bildet die antithrombozytare Therapie einen Grund-
pfeiler der Behandlung einer koronaren Herzerkrankung. Gegenwartig gilt die duale
Therapie mit Clopidogrel und Acetylsalicylsaure nach perkutaner transluminaler korona-
rer Angioplastie (PTCA) als Goldstandard. Beziglich der Erhaltungsdosis unterschei-
den aktuelle Leitlinien nicht zwischen Patienten mit akutem Myokardinfarkt und elekti-
ven Patienten.

In der vorliegenden Untersuchung sollte gezeigt werden, dass bei akutem Myokardin-
farkt die residuelle Thrombozytenreaktivitdt anhaltend gesteigert ist. Dies wirde - in
anbetracht der Tatsache, dass eine gesteigerte residuelle Thrombozytenreaktivitat mit
einem erhohten kardiovaskularen Risiko nach PTCA assoziiert ist - eine theoretische
Grundlage fur Intensivierung der antithrombozytaren Erhaltungstherapie darstellen.

Material und Methoden: Insgesamt wurden 66 Patienten nach koronarer Stentimplan-
tation bei Myokardinfarkt (Versuchsgruppe, n = 36) oder nach elektiver Stentimplantati-
on (Kontrollgruppe, n = 30) in diese prospektive, kontrollierte Studie eingeschlossen.
Die Adenosin-5-diphosphat (ADP)- und Arachidonsaure (AA)-induzierte Thrombozyten-
reaktivitat unter Erhaltungstherapie mit Clopidogrel (75 mg) und Acetylsalicylsaure (100
mg) wurde 48 h und 30 d nach koronarer Stentimplantation gleichzeitig unter Verwen-
dung der Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) und der multiplen Elektroden-
Impedanzaggregometrie (MEA) analysiert.

Ergebnisse: 48h nach Stentimplantation zeigten samtliche Testverfahren eine signifi-
kant erhohte residuelle Thrombozytenreaktivitat in der Versuchsgruppe — sowohl hin-
sichtlich ADP als auch hinsichtlich Arachidonsaure (AA). Die ADP-induzierte Thrombo-
zytenreaktivitdt war auch nach durchschnittlich 37 Tagen noch durchgehend, aber nicht
statistisch signifikant erhdoht. Dagegen fiel die AA-induzierte Thrombozytenreaktivitat
signifikant ab und hatte sich bis zum Zeitpunkt der Verlaufskontrolle normalisiert.

Myokardinfarkt, C-reaktives Protein und Fibrinogen erwiesen sich als Pradiktoren fir
eine gesteigerte Thrombozytenreaktivitat 48 h nach koronarer Stentimplantation.

Schlussfolgerung: Patienten, die einer koronaren Stentimplantation bei akutem Myo-
kardinfarkt unterzogen werden, weisen eine gesteigerte residuelle Thrombozytenreakti-
vitdt auf, welche mindestens 48 h nach koronarer Stentimplantation anhélt. Diese Er-
kenntnis bietet eine Begriindung fir eine weitergehende intensivierte antithrombozytare
Therapie nach Myokardinfarkt.
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7 Anhang

7.1  Abklrzungen

AA

ACE

ACS

ADP
ADPtest
ADPtest HS

ARB
ASPltest
ASS
AUC

B

CK
COX
CRP
EKG
GP

Hb

HLP
IP3
LDL
Leuko
LTA
LTA-AA

LTA-ADP, 5,
LTA-ADPs,
LVEF

Arachidonsaure

Angiotensin Converting Enzyme

Akutes Koronarsyndrom

Adenosindiphosphat

Impedanzaggregometrie induziert mit 6,4 yM ADP
Impedanzaggregometrie induziert mit 6,4 yM ADP +

20 nM Prostaglandin E1
Angiotensin-Rezeptorantagonisten

MEA induziert mit 0,5 mM Arachidonsaure
Acetylsalicylsdure

Area Under the Curve

Blut

Creatinkinase

Cyclooxygenase

C-reaktives Protein

Elektrokardiographie

Glykoprotein

Hamoglobin

Hyperlipoproteindmie

Inosintriphosphat

Low Density Lipoprotein

Leukozyten

Lichttransmissionsaggregometrie
Lichttransmissionsaggregometrie induziert mit 0,5 mg/mi
Arachidonsaure

Lichttransmissionsaggregometrie induziert mit 2,5 yM ADP
Lichttransmissionsaggregometrie induziert mit 5uM ADP

Linksventrikulare Ejektionsfraktion
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MEA

MI

MLC
MRNA
MW

n
NSTEMI
Y

P

PAR
PGE;
PGG,
PGH,
PIP3
PKC
PLC
PRP
PTCA
RhoA
Rho-GEF
RNA
SD
STEMI
Thrombo
VS.

VWF

Impedanzaggregometrie, Multiple Electrode Aggregometry
Myokardinfarkt

Myosin Light Chain

Messenger Ribonucleic Acid

Mittelwert

Anzahl der Werte

Non- ST-Elevation Myocardial Infarction
Irrtumswahrscheinlichkeit

Plasma

Protease-aktivierter Rezeptor

Prostaglandin E;

Prostaglandin G,

Prostaglandin H,
Phosphatidylinositoltriphosphat

Proteinkinase C

Phospholipase C

Thrombozytenreiches Plasma

Perkutane transluminale konorare Angioplastie
A-Form der GPTase Rho
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor der Rho-Kinase
Ribonucleic Acid

Standardabweichung

ST-Elevation Myocardial Infarction
Thrombozyten

versus

von-Willebrandt-Faktor
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