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ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung: Eine gesteigerte Aktivitat der Thrombozyten kann ein erhdéhtes kardiovaskulares
Risiko bedeuten. Aufgrund variablen Ansprechens auf die Medikation kann es auch unter der
Kombination von Clopidogrel und ASS zu einer unzureichenden
Thrombozytenaggregationshemmung kommen. Ursachlich diskutiert wird eine Vielzahl von
Einflissen auf die Thrombozytenaggregation. In dieser Arbeit wurden drei dieser Faktoren

untersucht: 1) Diabetes mellitus Typ-2; 2) Geschlecht; 3) myokardiale Veranderungen.

Methodik: 1) Einbezogen in die Studie wurden 64 Patienten mit stabiler KHK, davon 32 mit
und 32 ohne Diabetes mellitus Typ-2. Alle Patienten erhielten  zur
Thrombozytenaggregationshemmung Clopidogrel (75mg/d) und ASS (100mg/d). Mit einem
Impedanzaggregometer wurde durch Stimulation mit verschiedenen Auslésern eine Agonist-
induzierte Thrombozytenaggregationsmessung durchgefiihrt. 2) 230 Patienten (128 Manner) mit
stabiler KHK unter Therapie mit Clopidogrel (75mg/d) und ASS (100 mg/d) wurden in die
Studie einbezogen. Die durch verschiedene Induktoren ausgeldste Thrombozytenaggregation
wurde mittels Impedanzaggregometrie gemessen und zwischen Ménnern und Frauen verglichen.
3) 30 Patienten mit Verdacht auf eine Kardiomyopathie sowie 10 gesunde Patienten als
Kontrollgruppe wurden in die Studie einbezogen. Bestimmt wurden h&modynamische Parameter,
die myokardiale Entziindung in Myokardbiopsien und die Thrombozytenaktivitat (Quantifikation

der P- Selectin- und Thrombospondin- Expression mittels Durchflusszytometrie).

Ergebnisse: 1) Patienten mit Diabetes mellitus Typ-2 zeigten eine signifikant geringere
Thrombozytenaggregationshemmung als Patienten ohne Diabetes. Eine Korrelation zwischen
Nichternblutzucker- bzw. HbAlc- Werten und der Thrombozytenaggregationhemmung wurde
dargestellt. 2) Frauen zeigten eine signifikant hohere TRAP- induzierte Thrombozytenreaktivitat
als Manner. 3) Die P- Selectin und Thrombospondin- Expression korrelierte signifikant mit der
Menge an CD3+-T- Zellen und endothelialer/ interstitieller Aktivierung.

Schlussfolgerung: Diese Arbeiten zeigen, dass Diabetes mellitus Typ-2, weibliches Geschlecht
und myokardiale Entzlindung Faktoren sind, welche die Thrombozytenreaktivitat beeinflussen

kdnnen.



ABSTRACT

Introduction: Increased activity of platelets may be associated with increased cardiovascular
risk. Due to variable response to the medication there might even be an insufficient inhibition in
platelet activity under the dual combination of clopidogrel and ASA. A variety of influences on
the platelet activation is discussed. Three of these factors have been investigated in this study: 1)

type-2 diabetes; 2) sex; 3) myocardial changes.

Methods: 1) 64 Patients with stable CAD were enrolled in the study, 32 with and 32 without
type-2 diabetes. All patients received the dual combination of clopidogrel (75mg/d) and ASA
(100 mg/d). An impedanzaggregometer was used to measure the agonist- induced platelet
aggregation stimulated by different substrates. 2) 230 patients (128 male) with stable CAD under
therapy with clopidogrel (75mg/d) and ASS (100mg/d) were enrolled in the study. The platelet
aggregation was measured by impedanzaggregometry induced by different agents and compared
between men and women. 3) 30 patients with suspected cardiomyopathy and 10 healthy control
patients were included in the study. Hemodynamic parameters (catherization, echocardiography),
myocardial inflammation (endomyocardial biopsies) and platelet activation (quantification of p-

selectin and thrombospondin- expression with flow cytometry) were determined.

Results: 1) Patients with type-2 diabetes showed a significant lower inhibition of plateted
aggregation than patients without diabetes. Fasting blood glucose- and HbAlc- levels were
shown to be positively correlated with inhibition of plateted aggregation. 2) The TRAP- induced
plateled reactivity was shown to be significant higher in women. 3) The p-selectin and
thrombospondin- expression correlated significantly with the amount of CD3+ T- cells and

endothelial/ interstitial activation.

Conclusion: Type- 2 diabetes, female gender and myocardial inflammation could be elucidated

as factors with impact on the platelet reactivity.



1. EINFUHRUNG

Die Thrombozytenaggregation stellt einen wichtigen Teil bei der H&mostase dar. Es gibt
verschiedene Einflussfaktoren auf die Reaktivitat der Thrombozyten. Deren gesteigerte Aktivitat
oder eine unzureichende medikamentdse Aggregationshemmung kann das kardiovaskuldre
Risiko erhdhen. Das variable Ansprechen auf die duale aggregationshemmende Therapie mit
Clopidogrel und Acetylsalicylsdure (ASS) bedeutet eine klinische Limitation [1,2]. Trotz der
Therapie mit ASS und Clopidogrel kommt es zu Ereignissen wie Herzinfarkt, frihzeitiger oder
spater Stentthrombose oder sogar zu kardiovaskularen Todesféallen [3]. Ursdachlich kommen
Arzneistoffinteraktionen in Frage [4-6]. Aber auch eine durch Non- Compliance verursachte
Unterdosierung oder verschiedene Komorbiditadten, wie zum Beispiel Diabetes mellitus,
Bluthochdruck, Hyperlipiddmie oder das Rauchen haben Einfluss auf die Aktivitat der
Thrombozyten [7,8]. Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ-2 war eine intensive glyk&mische
Kontrolle féhig, die Thrombogenitat des Blutes effektiv herabzusetzen [9]. Die diabetische
kardiovaskuldre Neuropathie und die diabetische Angiopathie sind assoziiert mit einer erhéhten
Thrombozytenaktivitat, welche diese Erkrankungen weiter triggert [8,10]. Mit zunehmendem
Blutzucker wurde ein Anstieg des mittleren Thrombozytenvolumens beobachtet [11]. Diese
Verénderungen sind in der Lage, zur Assoziation zwischen schlechter Blutzuckerkontrolle und
schlechtem Erfolg nach perkutaner Koronarintervention (PCI) beizutragen [12].

Es wurden mehrere genetische Polymorphismen beschrieben, welche Einfluss auf die intestinale
Absorption und metabolische Aktivitat von Clopidogrel haben [13]. Abgesehen davon wird
diskutiert, ob Unterschiede zwischen den Geschlechtern verantwortlich fiir ein reduziertes
Ansprechen auf die Kombinationstherapie, bestehend aus Clopidogrel und ASS, sind. So ist die
Ausgangsreaktivitat der Blutplattchen bei Frauen hoher als bei Mé&nnern [14]. Bei Frauen mit
einer koronaren Herzkrankheit (KHK) fand man haufiger ein Nicht- Ansprechen auf eine
Clopidogrel Therapie als bei Mannern mit KHK [15].

Fur Patienten mit einer zugrundeliegenden Kardiomyopathie wurde Uber signifikante
Abnormalitdten der Thrombozytenfunktion berichtet, die zu einem hyperkoaguablen Status
beitragen [16]. Angenommen wird, dass bei diesen Patienten chronische Verénderungen im
Myokardgewebe, wie myokardiale Entzlindungen zu Stérungen der endothelialen Homdoostase-
und der Thrombozyten- Aktivitat beitragen [17,18].

Ziel der Promotion war es, verschiedene Einflussfaktoren auf die Thrombozytenreaktivitat zu
untersuchen. Zwei Erhebungen analysierten bei Patienten mit einer KHK unter
Kombinationstherapie aus ASS und Clopidogrel 1) die Auswirkungen eines Typ-2- Diabetes
mellitus [19] und 2) des Geschlechts [20] auf die Reaktivitat der Blutplattchen. Die dritte



Erhebung befasste sich mit dem Zusammenhang zwischen myokardialen Veranderungen und

verénderter Thrombozytenfunktion bei Patienten mit Verdacht auf eine Kardiomyopathie [21].

2. METHODIK

In der Tabelle 1 sind die Methodik und das Studiendesign der drei Studien zusammengefasst.
Die Patientencharakteristika sind in den einzelnen Studien dokumentiert [19-21]. Die
Studienprotokolle wurden vom jeweiligen lokalen Ethikkomitee genehmigt. Alle Patienten
haben vor der Teilnahme eine schriftliche Einverstandniserklarung abgegeben.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Auswirkungen eines Diabetes mellitus auf die Thrombozytenreaktivitat

In dieser Studie [19] wurden 64 Patienten mit stabiler KHK einbezogen. Unter diesen waren 32
mit und 32 ohne bekanntem/n Diabetes mellitus Typ-2. Die ADP und ADP-PGE- induzierte
Thrombozytenreaktivitat waren signifikant héher bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ-2 als
bei Patienten ohne Diabetes, obwohl eine Kombinationstherapie mit Clopidogrel und
Acetylsalicysdure (Abbildung 1 A und B; ADP Test: p=0,003; ADP-PGE Test: p=0,004)
verordnet war. Auffallend war, dass 31% der Patienten mit Diabetes eine ADP- induzierte
Thrombozytenreaktivitat tber den Schwellenwert von 27 AUC zeigten, was einer sogenannten
,Low- Response“ auf Clopidogrel entspricht. Basierend auf einem friiheren Vergleich durch
Stellbaum et al. [22] wurden Clopidogrel- ,,Low-Responder* definiert als diejenigen mit einer
Thrombozytenaggregation uber der 75ten Perzentilen, was einer AUC von 27 beim ADP Test
oder einer AUC von 10 beim ADP-PGE- Test entspricht. Im Gegensatz dazu wurden lediglich
6,4% der Patienten ohne Diabetes als ,,Low-Responder« klassifiziert (Abbildung 1A). Unter
Betrachtung der TRAP- induzierten Plattchenreaktivitat zeigte sich eine signifikant hohere
Reaktivitdt in der Gruppe der Patienten mit Diabetes im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Abbildung 1 C, p<0,05). Ahnliche Ergebnisse lieferte der ASPI- Test. Die Arachidonsiure-
induzierte Thrombozytenreaktivitdt war signifikant erhéht bei Diabetikern im Vergleich zu
Nicht-Diabetikern (Abbildung 1 D; p= 0,01). Beim Vergleich der Thrombozytenaggregation der
beiden Gruppen nach Gabe einer Aufsattigungsdosis Clopidogrel (300mg) an Patienten, die
Clopidopgrel-nativ waren, zeigte sich die ADP und ADP-PGE-induzierte Reaktivitit ebenfalls
hoher bei Typ-2-Diabetikern im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die ADP-PGE-induzierte
Thrombozytenaggregation korrelierte positiv mit den Nuchternblutzucker- (r=0,37; p<0,001) und
den HBA1c-Werten (r=0,36; p<0,005).
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Abbildungl: Induzierte Thrombozytenaggregation bei Patienten mit und ohne Diabetes
Die Agonist- induzierten Thrombozytenagggregationsmessungen wurden unter Verwendung der
Impedanzaggregometrie durchgefihrt. Die Thrombozyten wurden stimuliert mit:

- Adenosindiphosphat (ADP; A) allein oder ADP und Prostaglandin-E (ADP-PGE; B),

- Thrombin- Rezeptor- aktivierendem Peptid (TRAP; C),

- Arachidonsdure (ASPI- Test; D).

3.2 Auswirkungen des Geschlechts auf die Thrombozytenreaktivitat

In diesem Teil der Arbeit [20] wurden 230 Patienten mit KHK und Kombinationstherapie aus
Clopidogrel und ASS einbezogen. Diese wurden unterteilt in Frauen (n= 102) und Manner
(n=128). Eine signifikant hohere TRAP- induzierte Thrombozytenaggregation zeigte sich bei den
Frauen im Vergleich zu den Ménnern (Abbildung 2; TRAP: Méanner 79,43+28,55 U, CV: 0,36
vs. Frauen 89,3+30,69 U, CV: 0,34; p<0,05). Keine signifikanten Unterschiede lagen in der
ADP-induzierten-Thrombozytenaggregation (Abbildung 2; ADP: Méanner: 19,81+15,51 U, CV:
0,78 vs. Frauen 23,74+17,68 U, CV: 0,74; p>0,05) bzw. der Arachidonsaure-induzierten
Thrombozytenaggregation (Abbildung 2; Arachidonsdure: Manner 10,3+12,87 U, CV: 1,25 vs.
Frauen 12,76+14,44 U, CV: 1,13; p>0,05) zwischen Frauen und Mé&nnern vor.

12
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Abbildung 2: Induzierte Thrombozytenaggregation bei Méanner und Frauen

Legende: Die Thrombozyten wurden mit Thrombin- Rezeptor- aktivierendem Peptid (TRAP),
Adenosindiphosphat (ADP) und Arachidonsdure stimuliert. Die Daten sind Mittelwerte *
Standardabweichungen. Alle Daten waren nicht normalverteilt.

3.3 Myokardiale Veranderungen und Thrombozytenreaktivitat

In eine weitere Untersuchung [21] wurden 30 Patienten mit nicht-ischamischer Kardiomyopathie
einbezogen. Die Thrombozytenaktivitdt wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht.
Die Expression von P- Selectin (8,46+3,67 AU), Thrombospondin (26,56+23,21 AU) und
Fibrinogen (25,47+8,62) auf der Oberflache der Blutplattchen wurde quantifiziert. Im Vergleich
mit der gesunden Kontrollgruppe war die P-Selectin-Expression (5,8+1,99 AU, p<0,05), die
Thrombospondin- (12,8+9,21 AU, p<0,05) und die Fibrinogen-Expression (14,1+ 3,55 AU,
p<0,05) signifikant bei Patienten mit nicht-ischdmischer Kardiomyopathie erhéht (Abbildung
3). Patienten mit einer erhohten endothelialen und interstitiellen Aktivierung im Myokard wiesen
eine erhéhte Expression an P-Selectin und Thrombospondin auf den aktivierten Thrombozyten
(Abbildung 3) auf. Die Expression von P-Selectin und von Thrombospondin korrelierte
signifikant mit der Aktivierung von kardialen interstitiellen und endothelialen Zellen (P-
Selectin: r=0,521, p<0,05; Thrombospondin: r=0,39, p<0,05) und mit einer myokardialen
Entzundungsreaktion, welche durch die Quantifizierung der im Myokard vorhandenen CD3+ T-
Zellen (P-Selectin: r= 0,573, p<0,05; Thrombospondin: r= 0,488, p<0,05) (Abbildung 4) belegt
wurde. In einem multivariaten linearen Regressionsmodel zeigte sich, dass nur die Menge an
CD3+ T- Zellen und die interstitielle Aktivierung in den Myokardbiopsien mit einer gesteigerten

Thrombozytenaktivitat assoziiert waren.

13
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der linksventrikuldren Ejektionsfraktion (< 50%, n=14 vs. >50%, n= 16) und der endothelialen
und interstitiellen Aktivierung (<8, n= 15 vs. >8, n=15) wurden die Patienten in jeweils zwei
Gruppen unterteilt um die Expressionsmuster von P-Selectin, Thrombospondin und Fibrinogen
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4. DISKUSSION

4.1 Einfluss eines Diabetes mellitus Typ-2 auf die Thrombozytenaggregation

Die Ergebnisse zeigen, dass die kombinierte Therapie von Clopidogrel und ASS bei Patienten
mit Typ-2-Diabetes weniger effektiv ist als bei Nichtdiabetikern. Diskutiert werden mehrere
Ursachen fiir den Einfluss des Diabetes mellitus auf die Plattchenreaktivitit. Patienten mit
Diabetes mellitus Typ-2 weisen hohere sP-Selectin-Spiegel als Nichtdiabetiker auf. Daraus
resultiert eine erhOhte Thrombozytenreaktivitdt mit héherem kardiovaskularem Risiko [7]. Bei
Diabetikern fand man eine verringerte Menge an aktiven Clopidogrel- Metaboliten, so dass eine
ineffektive Umwandlung von Clopidogrel diskutiert wurde [23]. Es wurde berichtet, dass das
hohere kardiovaskuldre Risiko bei Diabetikern im Zusammenhang mit erhdhten Werten
bestimmter Entziindungsmarker wie zum Beispiel C-reaktivem Protein steht [24]. Geisler et al.
fanden bei hyperglykdmischen Diabetikern erhohte Mengen an Entziindungsmarkern
(Interleukin-6 und C-reaktives Protein) im Vergleich zu normoglykamischen Patienten und
Nicht-Diabetikern. Diese korrelierten mit einem verringerten Ansprechen auf die

Kombinationstherapie von Clopidogrel mit ASS [25].

Eine thrombozytenaggregationshemmende Therapie bei Typ-2-Diabetikern ist von groRer
Bedeutung zur Pravention kardiovaskulérer Ereignisse [26]. Die Entwicklung neuer effektiverer
Therapien ist notwendig [27]. Dafur stehen verschiedene potentielle Angriffspunkte zur
Verfugung [28-32].

Weiterhin konnen bereits vorhandene Therapieoptionen einen Vorteil fir Diabetiker bedeuten.
Bivalirudin ein direkter Thrombininhibitor war im Hinblick auf eine effektive Reduktion der
Thrombozytenaktivitat wahrend einer PCI wirksamer als unfraktioniertes Heparin [33]. Auch
andere ADP-Inhibitoren als Clopidogrel wurden fiir den Einsatz bei Diabetikern bewertet.
Neuere randomisierte Studien belegen die Uberlegenheit von Ticagrelor gegeniiber Prasugrel bei
der Reduktion der Thrombozytenreaktivitdt, wenn Patienten mit Diabetes und akutem
Koronarsyndrom (ACS) behandelt werden [34,35]. Fraglich bleibt, ob diese hdhere Potenz von
Ticagrelor sich in einen klinischen Vorteil fur Patienten mit Diabetes mellitus Ubertragen lasst.
Die Behandlung mit Ticagrelor flhrte zu einer signifikanten Reduktion der Mortalitatsrate
aufgrund der Reduktion vaskuldrer Ereignisse, Herzinfarkt oder Schlaganfall im Vergleich zu
Clopidogrel bei Patienten mit ACS [36].
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4.2 Einfluss des Geschlechts auf die Thrombozytenaggregation

Die Ergebnisse weisen auf einen Einfluss des Geschlechts auf die Thrombozytenfunktion bei
Patienten mit KHK und dualer thrombozytenaggregationshemmender Therapie mit ASS und
Clopidogrel hin. Bei Frauen wurde eine signifikant hohere TRAP-induzierte
Thrombozytenreaktivitdt ~ verzeichnet als bei  Maénnern, trotz der  genannten
Kombinationstherapie. Keine signifikanten Unterschiede wurden bezlglich der ADP- und

Arachidonsdure- induzierten Reaktivitat der Blutplattchen beobachtet.

Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Thrombozytenreaktivitat sind seit langem bekannt
und wurden 1975 erstmals beschrieben [14]. In mehreren Studien wurde die Wirkung der
Sexualsteroide Estrogen und Progesteron auf die Thrombozytenfunktion kontrovers dikutiert
[37,38]. So wurde Estradiol als ein Aktivator der Prostacyclin-Expression, welche zu einer
Plattcheninhibition fuhrt, dokumentiert [39]. Dem entgegen beschreibt eine andere Studie eine
erhohte Plattchenaktivitdt bei jungen Frauen im Vergleich zur ménnlichen Kontrollgruppe [40].
Bei Mannern wird testosteron-abhédngig mehr Thromboxan A2 von den Thrombozyten
produziert wird, was mit einer gesteigerten Plattchenfuktion assoziiert ist [41,42]. In dieser
Studie wurden, zur Minimierung des Effektes eines unterschiedlichen Hormonstatus auf die

Thrombozytenaktivitat, lediglich postmenopausale Frauen untersucht.

Aufgrund fehlender Daten zur Thrombozytenreaktivitat bei Patienten ohne duale Therapie bleibt
es unklar, ob die ermittelten geschlechtsspezifischen Unterschiede auf zugrundeliegende
Unterschiede in der Thrombozytenaktivitdt zwischen Mannern und Frauen oder auf ein

unterschiedliches Ansprechen auf die Therapie zuriickzufiihren sind.

Faraday et al. konnten zeigen, dass eine erhohte Thrombozytenreaktion mit dem Vorhandensein
hohersensitiver Glycoprotein llb/llla-Rezeptoren auf weiblichen Thrombozyten assoziiert war
[43]. Kurrelmeyer et al. fand, dass Thrombozyten bei Frauen vermehrt mit Fibrinogen
interagierte und dass dies mit signifikant erhdhten Thromboxan A2- Werten im Serum assoziiert
war [44].

Fraglich bleibt, ob die bei Frauen beobachtete erhdhte Thrombozytenreaktion zu signifikanten

geschlechtsspezifischen Differenzen, relevant fiir die klinische Praxis, fihrt.
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4.3 Einfluss myokardialer Veranderungen auf die Thrombozytenaggregation

In dieser Untersuchung wurde bei Patienten mit einer Kardiomyopathie eine positive Korrelation
zwischen erhohten P-Selectin  und Thrombospondin-Expressionen als Markern einer
Thrombozytenaktivierung und der myokardialer Entziindung beobachtet.

Aktuelle Leitlinien geben keine Empfehlung zum allgemeinen Einsatz oraler Antikoagulanzien
bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) [45,46]. Patienten mit einer DCM
weisen eine Hyperkoagulabilitat des Blutes mit erhohten Fibrinogen- und D- Dimer- Blutwerten
auf [47,48]. Ferner ist die Von-Willebrand-Faktor-Expression erhéht und es finden sich erhohte
Konzentrationen an Fibrinopeptid A und Thrombin-Antithrombin-Komplex als Indikatoren
dieses prothrombotischen Zustands. Myokardiale Entziindungen, welche haufig durch eine
Virusinfiltration verursacht werden, sind mit einer endothelialen Dysfunktion mit vermehrter
Expression myokardialer Adhdasionsmolekiile assoziiert [17]. Abnormalitdten in der
myokardialen Endothelfunktion fihren zu Beeintrachtigungen der Stickstoffmonoxid-Synthese
mit thrombozytenaktivierenden Effekten bei Patienten mit einer Kardiomyopathie [49]. Auch
sind endotheliale Zellschdden verbunden mit einer erhdhten Expression von prokoagulablen
Faktoren wie Thrombomodulin oder l6slichem Selectin, bei Patienten mit beeintrachtigter
Herzfunktion vorhanden [50]. Ferner scheinen myokardiale Entzindungen mit einer
Hyperkoagulabilitdat assoziiert zu sein, die zu einem erhohten Risiko fir ventrikulére

Thrombenbildung im Fall einer akuten Myokarditis flhrt [51].

Eine direkte Verbindung zwischen myokardialer Entziindung, dokumentiert als erhohte
Infiltration mit CD3+-T-Zellen, und erhdhter interstitieller / endothelialer Aktivierung und

Thrombozytendysfunktion wurde dargestelit.

5. Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen, dass Patienten mit Diabetes mellitus Typ-2
eine erhohte Plattchenreaktivitdt im Vergleich zu Patienten ohne Diabetes, trotz einer

Kombinationstherapie von Clopidogrel und ASS aufweisen.

Ferner ermittelten wir, dass die TRAP- induzierte Thrombozytenaggregation bei Frauen,

unabhéngig von der routinemaligen dualen thrombozytenaggregationshemmenden Therapie, im
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Vergleich zu Mannern erhoht war. Geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich der

Effektivitat von ASS und Clopidogrel konnten nicht dargestellt werden.

Erstmalig zeigten wir einen signifikanten Einfluss der myokardialen Entziindungsreaktion auf
die Plattchenfunktion, welche unabhéngig von den jeweiligen hdmodynamischen Bedingungen

bei Patienten mit einer Kardiomyopathie vorhanden war.
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