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1 Einleitung
1.1 Myokardinfarkt

1.1.1 Epidemiologie, Morbiditat und Mortalitat

Der akute Herzinfarkt z&hlt zu den haufigsten Todesursachen in den Industrie-
nationen. In Deutschland sterben jahrlich mehr als 55.000 der ca. 280.000 Men-
schen, die einen akuten Myokardinfarkt erleiden. 2010 starben in der Bundesrepublik
Deutschland insgesamt 858.768 Menschen, 352.689 davon an Erkrankungen des
Herz-Kreislauf-Systems. Den zweitgr6Bten Anteil hiervon trug der akute Myokardin-
farkt mit 6,5% der Sterbefélle nach der chronisch ischdmischen Herzkrankheit mit
8,5% bei (Bundesamt flur Statistik 2010). Haufige Komplikationen des Herzinfarktes
sind Rhythmusstérungen, wobei unter diesen das Kammerflimmern die haufigste
Todesursache darstellt, gefolgt von ventrikularen Tachykardien und Asystolie. Weiter
treten akute Linksherzinsuffizienz eventuell in Kombination mit Lungenddem oder
kardiogenem Schock ebenso auf, wie Herzwandruptur oder Papillarmuskelabriss, der
zu Klappeninsuffizienz fahrt. Spater im Verlauf kommen zur Geltung: Perikarditits,
Herzwandaneurysmata, ventrikulare Tachykardien, plétzlicher Herztod, zunehmende
Herzinsuffizienz und arterielle Embolien.

Far die Pravention, Behandlung, Rehabilitation und Pflege von Erkrankungen und
Unfallen ergaben sich 2008 in Deutschland Krankheitskosten von insgesamt 254,3
Milliarden Euro, umgerechnet rund 3.100 Euro pro Kopf. Die héchsten Kosten hierbei
waren auf die Krankheitsgruppe der Herz-Kreislauf-Leiden zurtckzufuhren, die mit
37 Milliarden Euro etwa 14,5% der Ausgaben des deutschen Gesundheitswesens
verursachen (Bundesamt fir Statistik 2008). Somit stellt der akute Myokardinfarkt
auch wirtschatftlich eine folgenschwere Erkrankung dar.

Diese Zahlen lassen deutlich erkennen, wie wichtig die umfassende Préavention zur
Verbesserung der Prognose ischamischer Herzerkrankungen sowohl aus wirtschaft-
licher Sicht, als auch fur den einzelnen Patienten ist. Hierfir ist ein besseres
Versténdnis der Pathogenese der koronaren Herzkrankheit genauso wie das Erken-
nen von Risikogruppen und die Optimierung der Therapie von Néten.



1.1.2 Risikofaktoren

Schon lange werden die Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen erforscht.
1998 veroffentlichte die World Health Organisation (WHO) die Ergebnisse der grof3
angelegten MONICA-Studie. Zu den wichtigsten Risikofaktoren zahlen (Kannel et al.
1961; Keil, U. und Kuulasmaa 1989; Keil, U. et al. 1998):

« Nikotinkonsum: Risikoerh6hung um den Faktor 1,8 - 2,7

« Hypertonie: Risikoerhdhung um den Faktor 2,0

« Hypercholesterinamie: Risikoerh6hung um den Faktor 2,9

Bei Vorhandensein mehrerer kardiovaskularer Risikofaktoren (CVRF) ergab sich ein
weiter gesteigertes Gesamtrisiko, z.B. bei der Kombination Raucher mit Hyper-
cholesterindmie ein 8,3-fach erhdhtes Risiko, oder bei Vorliegen aller drei Risikofak-
toren ein Faktor von 11,1 (Keil, U. et al. 1998).

Weitere Studien wie HEARTSCORE (Conroy et al. 2003) fuhrten zu SCORE-
Deutschland-Risikotabellen, die aufgrund von Geschlecht, Alter und Risikofaktoren
ein 10-Jahres-Risiko fur todliche Herzkreislauferkrankungen einer Person berechnen
kénnen (Keil, Ulrich et al. 2005; Hense et al. 2008). Auch fanden sich weitere wichti-
ge Risikofaktoren z.B. durch die EUROASPIRE-Studien | und Il (EUROASPIRE-
Study-Group 1997; EUROASPIRE-II-Study-Group 2001):

- Adipositas

Familiare Pradisposition
Diabetes mellitus

Hyperlipidadmie

Hyperhomocysteindmie
- Nicht beeinflussbare Risikofaktoren wie Geschlecht, Alter, Rasse

1.1.3 Pathophysiologie

Die Erforschung der Risikofaktoren und weitere experimentelle Studien lassen ver-
muten, wie die Entstehung des Myokardinfarkts pathophysiologisch ablauft:

Als Ursprung und Grund der GefaBwandveranderungen gelten dysfunktionales
Endothel sowie Inflammation (Corti et al. 2003). So konnte nachgewiesen werden,
dass einige klassische Risikofaktoren die Kontraktilitdt der KoronargeféaBe herabset-
zen. Dies geschieht einerseits durch verminderte Verfugbarkeit von Stickstoffmon-

oxid (NO) in den Endothelzellen, andererseits durch Stimulation der inflammato-



rischen Signalwege (Ruschitzka et al. 2000; Badimon et al. 2009). Diese Prozesse
spielen auch im weiteren Verlauf der Plaquevergrdésserung eine wichtige Rolle und
fihren dadurch zur Eskalation der Inflammation in der GefaBwand.
Artherothrombotische Plaques bestehen hauptsachlich aus Bindegewebsmatrix (inkl.
Kollagen, Proteoglykanen, Fibronektin und elastischen Fasern), Lipiden (inkl. kris-
tallinem Cholesterol, Cholesterylester, Phospholipiden), inflammatorischen Zellen
(inkl. monozytaren Makrophagen, T-Lymphozyten), glatten Muskelzellen und Kalzi-
umablagerungen (Stary 1992; Davies 1996). Die Plaques entstehen durch Ablage-
rungen von Lipiden, zellularen und fibrésen Elementen in der Intima der koronaren
GefaBwéande (Skalen et al. 2002). Die initialen GefaBwandverdickungen werden
auch als ,fatty streaks“ bezeichnet. Bereits frih interagieren Thrombozyten mit dem
leicht vorgeschadigten Endothel und aktivieren GUber NFk-B-Signalwege die Expres-
sion von Adhéasionsmolekilen wie ICAM-1 (,Intercellular Adhesionmolecule®), VCAM-
1 (,Vascular Celladhesion Molecule-1“) und MCP-1 (,Monocyte-chemoattractant Pro-
tein-1“) (Brand et al. 1996; Gawaz et al. 1998; Gawaz et al. 2000; Collins und Cy-
bulsky 2001; Massberg et al. 2002).
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Abbildung 1. Zusammenhang zwischen CVRF, Endotheldysfunktion und Inflammati-
on.

Viele kardiovaskulare Risikofaktoren, wie Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Bluthochdruck und andere, kénnen
endotheliale Dysfunktion und eine Entziindungungsreaktion verursachen. Durch verringerte Produktion von NO
fehlt endothel-abhdngige Vasorelaxation. In Folge produzieren die Endothelzellen vermehrt Adhasionsmolekile
wie ICAM oder VCAM, die erst die Adh&sion von Thrombozyten und Monozyten an die GefaBwand ermdglichen.
Die Immigration inflammatorischer Zellen fuhrt zur Freisetzung von Tissue Factor, der wiederum die Gerinnungs-
kaskade triggert und somit zum Akuten Koronarsyndrom (ACS) fihren kann. ACE: Angiotensin-converting Enzym;
CNP: C-Typ natriuretisches Peptid; CRP: C-Reaktives Protein; ICAM: ,Intercellular Adhesionmolecule”; MCP-1:
sMonocyte-chemoattractant Protein-1%; NF-kB: Nuklearer Factor kB; NO: Stickstoffmonoxid; PDGF: ,Platelet-deri-
ved Growth Factor“; PGl2: Prostaglandin 2; TGF: ,Transforming growth factor®; VCAM: ,Vascular Celladhesion
Molecule®. Frei nach (Corti et al. 2003)



Diese und andere proinflammatorische Zytokine induzieren die Immigration von
Lymphozyten und Monozyten, welche als Makrophagen Lipide und andere Substan-
zen resorbieren und dadurch zu Schaumzellen transformieren. Beim Untergang die-
ser Schaumzellen werden wiederum Lipide extrazellulér freigesetzt, was uber Zyto-
kinproduktion zu verstéarkter Inflammation, Migration von Makrophagen und Prolifera-
tion von glatten Myozyten und Fibroblasten fihrt. Es bildet sich ein fibroatheromat6-
ser Plaque an der GefaBwand. Dabei werden zusatzlich glatte Muskelzellen der Me-
dia Uber Zytokine und Wachstumsfaktoren, die von aktivierten Makrophagen freige-
setzt werden, stimuliert. Sie dedifferenzieren, proliferieren und sezernieren extrazel-
luldre Matrix (Kollagen, Glykoproteine) und fihren so zur Bildung einer bindege-
websartigen Kappe, welche Blut und lipidreichen Kern voneinander trennt. Verschie-
dene CVRF wie Homocysteindmie und Hypertension tragen zu diesem Prozess bei,
der auch Neointimabildung genannt wird. (Ross 1999; Lusis 2000)

In fortgeschrittenen Stadien verringern Kalzium-Einlagerungen und Kalzifizierung von
glatten Muskelzellen die Elastizitat der GefdBwand, so dass es zu Plaqueerosionen,
-rupturen, -fissuren oder -einblutungen kommen kann, was wiederum Thrombozyten
und das Gerinnungssystem aktiviert (Proudfoot et al. 1998; de Boer et al. 1999; Bur-
ke et al. 2001).

Wenn der Plaque spontan rupturiert, werden Oberflachenproteine frei, welche die
Thrombozyten und die Gerinnungskaskade aktivieren (Viles-Gonzalez et al. 2004;
Gawaz et al. 2005). Ein Thrombus formiert sich. Das Gefal3 stenosiert bis hin zum
vollstdndigen Verschluss. Dadurch dass der Blutzufluss reduziert ist, wird ein Areal
von Herzmuskelzellen minderversorgt. Ab einer gewissen Ischdmiezeit gehen Myo-
zyten zu Grunde. Dieser Mechanismus ist flir bis zu 70% der Myokardinfarkte und
des plétzlichen Herztods verantwortlich (Naghavi et al. 2003). Thrombozyten-aktivie-
rende Substanzen aus atherosklerotischen Plaques sind vor allem heterogene kolla-
gene Strukturen, aber auch von Willebrand-Faktor (VWF), Fibronektin, Laminin,
Thrombin, Fibrin/Fibrinogen, oxidiertes LDL (,low density lipoprotein“) und Lysophos-
phatidsdure (De Meyer et al. 1999; Siess et al. 1999; Rother et al. 2003; Penz et al.
2005). Tissue Faktor, zellgebunden oder extrazellular in atherosklerotischen Plaques,
aktiviert das extrinsische Blutgerinnungssystem und fuhrt Gber die Bildung von
Thrombin sowohl zur Gerinnselbildung als auch zur Thrombozytenaktivierung (Ott et
al. 1998).
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Der schwéachste Punkt der Plaques befindet sich an den Randern der Lasion, der
,Plague-Schulter®, wo diese h&ufig rupturieren, da hier die fibrose Kappe meist am
dinnsten und die Inflammation im Sinne einer Infiltration durch Schaumzellen, Mak-
rophagen und kolokalisierten Matrixmetalloproteasen (MMPs) am grdBten ist (Michel
2001).

Verschiedene physikalische Kréafte an der Lasion, insbesondere Stérungen der rheo-
logischen Bedingungen im Sinne von Rezirkulationszonen und die verminderte Elas-
tizitat der GefaBwand, beeinflussen die Plaque-Ruptur. Die Dehnung der GefaB-
wand, z.B. durch arterielle Hypertonie oder erhéhte Sympatikusaktivitat fihren zur
vermehrten mechanischen Belastung der KoronargeféBe, wodurch ebenfalls die
Wahrscheinlichkeit einer Plaque-Ruptur erhéht wird (Corti et al. 2003).

Bei ca 30% des akuten Koronarsyndroms (ACS) findet sich eine oberflachliche Ero-
sion des Endothels vor allem fibrotischer und stenotischer Plaques, mdglicherweise
durch inflammatorische oder apoptotische Vorgénge bedingt (Mallat et al. 1999; Vir-
mani et al. 2000). Eine Erhéhung der systemischen Thrombose-Neigung durch die
kardiovaskularen Risikofaktoren, wie Rauchen, Diabetes mellitus oder Hyperlipida-
mie begunstigen mdglicherweise die arterielle Thrombusbildung bei Plaque-Erosion
(Corti et al. 2002).

1.1.4 Typische klinische Symptomatik und Diagnose des Myo-
kardinfarkts

Typischerweise berichten Patienten mit akutem Myokardinfarkt Gber plétzlich eintre-
tende, retrosternale, seltener epigastrische oder interskapulére Vernichtungsschmer-
zen in Ruhe. Sie strahlen in Unterkiefer, Nacken, Hals oder Arme aus. Oft bestehen
Dyspnoe, Ubelkeit, Hypotension, Tachkardie, Bradykardie, Rhythmusstérungen oder
als Zeichen der Aktivierung des autonomen Nervensystems Blasse oder Kalt-
schweiBigkeit. Um die Diagnose stellen zu kdnnen, sollte die Symptomatik langer als
20 Minuten bestehen und nicht vollstdndig reversibel auf Nitroglyzerin sein (Van de
Werf et al. 2008).

Bei alteren Patienten (>75 Jahre), Diabetikern und Frauen kann die Symptomatik
h&ufig atypisch oder maskiert sein (Hamm 2004).

Der Myokardinfarkt wird im allgemeinen anhand der Kriterien der MONICA-Studie
(Monitoring trends and determinants in cardiovascular disease) definiert (Mathers et
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al. 2004). Zur Diagnosestellung werden folgende Kriterien verwendet (Tuomilehto

und Kuulasmaa 1989):

- Verdnderungen im 12-Kanal-Elektrokardiogramm (EKG) nach dem Minnesota-
Code (Kottke et al. 1998) wie Q-Zacken Veranderungen in hintereinander folgen-
den Ableitungen

- Typische oder atypische Symptomatik mit Enzymveranderungen, egal ob mit oder
ohne EKG-Veranderungen

- Fatale Falle mit Blickdiagnose oder eindeutigen Befunden bei Obduktion post mor-

tem.

Den diagnostisch und prognostisch gréBten Stellenwert haben ST-Strecken Hebun-
gen von >0.1 mV in mehr als zwei Extremitatenableitungen oder >0.2 mV in mehr als
zwei Brustwandableitungen. Auch ein Linksschenkelblock mit infarkttypischer Sym-
ptomatik wird zur Diagnose herangezogen. Weiterhin sollte auf T-Wellenveranderun-
gen geachtet werden. Bei eindeutigem EKG und Symptomatik dirfen die Ergebnisse
der biochemischen Marker nicht abgewartet werden. Dennoch kénnen im Verlauf
oder bei noch unklarer Diagnose Kreatinkinase (CK), herzmuskelspefizfische Krea-
tinkinase (CK-MB) Troponin T und | oder Myoglobin hilfreich sein. Mithilfe der CK und
CK-MB kann die InfarktgréBe abgeschéatzt werden. Auch die Echokardiographie kann
hilfreich sein, um Wandbewegungsstérungen zu detektieren, die weit vor der Nekro-
se beginnen, jedoch unspezifisch sind (Van de Werf et al. 2008).

1.1.5 Therapie des akuten Myokardinfarktes

1.1.5.1 Akute Therapie

Patienten mit akutem Myokardinfarkt kénnen sowohl mit PCI (perkutane Koronarin-
tervention) und eventuell anschlieBendem Stenting als auch mit Thrombolyse erfolg-
reich behandelt werden. Steht beides zur Wahl, wird man der PCI den Vorrang ge-
ben, da fir die meisten Patienten nach Thrombolyse eine PCI empfohlen wird (Silber
et al. 2005). Das Flussdiagramm in Abbildung 3 soll als Entscheidungshilfe tber den
Ablauf der Therapie dienen. Es sollte jedoch keine Zeit bis zum Beginn der Therapie
verloren werden, da dies einen starken Einfluss auf die Prognose der Patienten hat
(Moore et al. 2005).
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Patient mit STEMI

innerhalb 12 Stunden nach
Symptombeginn

[Krankenhaus mit PCIJ / \ Krankenhaus ohne PCD
(23 bis max.12 StunderJ

<3 Stunden J

v
Thrombolyse ]

Sofortiger
Transfer

!

\
( Erfolgreich

!

PCl < 24 Stunden h PCI < 24 Stunden
verfugbar ) nicht verfiigbar

[ Zunachst Ischamie J
\4 l

Y
[ Primar-PCI ]( ,Rescue-PCI* )[Post—Thrombolyse-PCJ Eschimie-geleitete PCI]

Abbildung 3. Flow-Chart zur Therapieentscheidung bei ACS.

Die Leitlinien empfehlen einen Patienten mit STEMI je nach Versorgungssituation zu behandeln. Ist ein Herzka-
theterplatz vorhanden oder kann der Patient innerhalb von 12 Stunden zu einem Krankenhaus mit dieser Ausstat-
tung transferiert werden, sollte der Patient primér eine PCI erhalten. Anderenfalls steht die Thrombolysetherapie

[ Nicht Erfolgreich

im Vordergrund. Auch bei Bevorzugung der Thrombolyse und deren Erfolg sollte sie nicht die endgliltige Behand-
lung sein und eine PCI zu spéterem Zeitpunkt in Erwdgung gezogen werden. STEMI: ST-Hebungsinfarkt; PCI:
Perkutane Koronarintevention. Frei nach (Silber et al. 2005)
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Bei erfolgloser PCI oder schweren Komplikationen kann eine operative Therapie er-
wogen werden (Antman et al. 2004; Hamm 2004; George, J. C. und Dangas 2010).
Zu den ErstmaBnahmen zahlen die Sauerstoffzufuhr sowie die Aufrechterhaltung und
das Monitoring des Kreislaufs. Dazu wird eine Lagerung mit 30° erhéhtem Oberkdr-
per empfohlen. Es wird generell angenommen, dass auch die Therapie der Schmer-
zen z.B. mit Opioiden, eventuell in Kombination mit antiemetischen Substanzen es-
sentiell ist. Auch Tranquilizer kbnnen bei besonders exzitierten Patienten zum Ein-
satz kommen und durch Stressreduktion mit konsekutiv geringerer Sympathikusakti-
vitat der Verengung koronarer GeféaBe entgegenwirken (Van de Werf et al. 2008).
Zusatzlich werden verschiedene Medikamente verabreicht. Dazu geh6ren sowohl die
wiederholte Gabe von Glycerolnitrat als auch Aspirin, Heparin und Clopidogrel (Be-
ginn mit loading dose (Sabatine et al. 2005; Sabatine 2009)). Bei Bedarf kommen
Atropin, Betablocker und Antiemetika zum Einsatz (Antman et al. 2004; Hamm 2004;
George, J. C. und Dangas 2010).

1.1.5.2 Therapie nach perkutaner Koronarangioplastie

AnschlieBend an eine PCIl wird den Patienten im Sinne einer Sekundarpravention
bzw. Begleittherapie dringend empfohlen taglich 100 mg Acetylsalicylsdure lebens-
lang sowie einen weiteren Thrombozytenaggregationshemmer wie z.B. Clopidogrel
75 mg je nach Stent Uber mindestens sechs Monate einzunehmen. Die Vitalparame-
ter der Patienten sollten ber mindestens 48 Stunden kontinuierlich z.B. per Monitor
Uberwacht werden. 24 Stunden Bettruhe und schrittweise Mobilisation werden emp-
fohlen.

Weiterhin glnstig wirken sich die Verordnung von Statinen, ACE-Hemmern, und Be-
tablockern auf die Plaquestabilisation, thrombotische Aktivitat und inflammatorische
Prozesse aus. Adaquate Einstellung von Blutdruck, Diabetes, Rhythmusstérungen,
Cholesterin- und Triglyzeridwerten tragen erheblich zur Sekundérprévetion bei.
Grundsatzlich sollte aus diesem Grund ebenfalls eine Umstellung des Lebensstils
und der Erndhrungsgewohnheiten angeraten werden. Wichtig ist hierbei Rauchver-
zicht und physische Aktivitdt sowie der Abbau von Stressbelastung in Zusammen-
spiel mit der Modifizierung der beeinflussbaren Risikofaktoren, um die kardiovaskula-
re Morbiditat und Mortalitat zu reduzieren (Kolenda 1998; 2001; Van de Werf et al.
2008).
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1.2 Thrombozyten
1.2.1 Physiologie

Thrombozyten, die kleinsten korpuskularen Bestandteile des Blutes, sind anukleére,

diskoide Scheiben mit einem Durchmesser von 2-4 um und einer Dicke von 0,75 pm.

Sie entstehen durch Abschnlrung von Fragmenten aus Megakaryozyten im Kno-

chenmark. Sie sind kernlos und zirkulieren 7-10 Tage im GefaBsystem, wo sich etwa

150.000-400.000/ul finden. Etwa ein Drittel der gesamten Thrombozyten findet sich
als Reservepool in den Milzsinus. Letztendlich werden sie im retikuldren System von

Leber und Milz abgebaut (McNicol und Israels 2003).

Man kann morphologisch vier Zonen des Thrombozyten unterteilen (White und

Clawson 1980; White 1987; George, J. N. 2000):

- Peripher befindet sich eine trilamindre Membran, die eine extramembrandse Gly-
kokalix tragt. An deren zytoplasmatischen Seite sind verschiedene Enzyme lokali-
siert wie Phospholipase, Adenylatcyclase und Kalzium-ATPase, die Uber Rezepto-
ren aktiviert werden kénnen. In der Phospholipiddoppelschichtmembran existieren
lonenkanéle und Rezeptoren, die sehr wichtig fir die Konformationsédnderung der
Thrombozyten bei Aktivierung sind.

- Das Membransystem l&sst sich untergliedern in ein offenes, kanalikuléres System,
das die OberflachenvergréBerung bei Aktivierung ermdéglicht und auch als Trans-
portsystem fungiert, sowie ein dichtes, tubuldres System, worin Kalzium gespei-
chert ist und der Arachidonsauremetabolismus stattfindet.

- Die submembranése strukturelle Zone im Zytoplasma beinhaltet das kontraktile
Proteinsystem aus Aktin-, Myosinfilamenten und Mikrotubuli fir das Zytoskelett. Es
ist in der Membran verankert und ermdglicht sowohl die diskoide Form als auch die
Konformationsénderung bei Aktivierung mit der Ausbildung von Pseudopodien (Ca-
nizares et al. 1994; Flaumenhaft et al. 2005).

- Die Organellzone enthalt Mitochondrien, Peroxisomen, Glykogenspeicher und
Granula. Es lassen sich drei Typen von Granula unterscheiden: Lysosomen mit
typischen hydrolytischen Enzymen, ,Dense Granula“ mit Adenosindiphosphat
(ADP), Adenosintriphosphat (ATP), Kalziumionen, Phosphat, Tissue Faktor, P-Se-
lektin und Serotonin und a-Granula mit Zytokinen, Enzymen, vVWF, Glykoprotein
lIb/llla  (GPlIb/llla)-Rezeptormolekile, Adhésionsproteinen wie Fibrinogen und
Wachstums-und Koagulationsfaktoren. Bei Aktivierung verschmelzen die Granula
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mit der Zellmembran und setzten ihren Inhalt frei (Holmsen et al. 1972; Rendu und
Brohard-Bohn 2001).

Thrombozyten Rekrutierung von
Agonisten Leukozyten

Aktivierung

Thrombozyt

(oo ) =)

Gerinnungs-(Co-)Faktoren ~ Mitogene

Adhasionsmolekule Antigenrezeptoren

Abbildung 4. Inhaltsstoffe der Thrombozyten.

Spezifisch

Bei Aktivierung setzten Thrombozyten die Inhaltsstoffe ihrer Granula und Chemokine zur Rekrutierung von Leu-
kozyten frei. In Dense Granula befinden sich vor allem Stoffe, die weitere Thromboyten aktiviern, in a-Granula
sind Mitogene, Gerinnungsfaktoren, Adhasionsmolekile, Antigenrezeptoren und thrombozytenspezifische Stoffe
wie PF4 und TGF(3. ADP: Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; bFGF: ,Basic Fibroblast Growth Fak-
tor”; Ca2+: Kalzium; CD40: ,Cluster of Differentiation 40“; ENA: Epitheliales, Neutrophile-aktivierndes Peptid; EGF:
sEpidermal Growth Factor”; FGFf: ,Fibroblast Growth Faktor B“; GP: Glykoprotein; IGF: ,Insulin-like Growth Fac-
tor”; IL-1B: Interleukin-1p; IL-8: Interleukin-8; Mg2+: Magnesium; MIP-1a: ,Macrophage Inflammatory Protein-1a“;
PAI-1: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor; PECAM: ,Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule®; PF4: ,Platelet Fac-
tor 4“; PDGF: ,Platelet-derived Growth Factor“: RANTES: ,Regulated and Normal T-cell Expressed and Secre-
ted“; TGFpB: , Transforming growth factor“; VEGF:,Vascular Endothelial Growth Factor”; vWF: von-Willebrand-Fak-
tor. Frei nach (Badimon et al. 2009)
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1.2.2 Funktion

Die Thrombozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Blutstillung. Wenn ein Gefal
verletzt wird, lauft die Gerinnungskaskade ab und aus einem priméren, weien
Thrombus formt sich in der Sekundarphase ein roter Thrombus. Der Ablauf der Bil-
dung eines hamostatischen oder eben auch thrombotischen Platichenaggregats ist
komplex und setzt sich aus drei eng verknlpften Phasen der Thrombozytenaggrega-
tion zusammen, die neben der Aktivierung der plasmatischen Gerinnungskaskade
ablauft (George, J. N. 2000; Ruggeri 2002):

- Adhésion

Thrombozyten kommen in Kontakt mit Matrixproteinen wie Kollagen, Fibronektin, P-
Selektin, oder Laminin und beginnen das , Tethering“ und ,Rolling“ sowie die stabi-
lere Adhésion (siehe Abbildung 5). Durch diese Vorgénge haften Thrombozyten an
das subendotheliale Gewebe (Bolhuis et al. 1979; Jackson et al. 2003; Green 2006).
Bei geringer Einwirkung von Scherkraften wird der Kontakt vor allem Uber Fibrino-
gen, VWF, Fibronektin und durch das GPIIb/llla hergestellt. Bei starkerer Strdomung
gewinnen VWF und Fibronektin an Bedeutung, in dem sie das Glykoprotein Ib-V-IX
binden (Kulkarni et al. 2000). Eine Bindung kann aber auch tber Fibronektin und GP
lIb/llla oder Fibrinogen und Thrombospondin hergestellt werden (Jackson et al. 2003;
Jackson 2007).

Tethering Adhasion Aggregation Stabiler Thrombus

/WKollagen @® wr QO Fornogen _—"  Fpan N\ apibvix N\ Glykoprotein Iibfila

Aktivierung

Abbildung 5. Vom Tethering zum Thrombus.

Bei Endothelverletzung werden Thrombozyten schnell aus dem fliessenden Blut via ,Tethering” rekrutiert. Sie
adhérieren mit Integrinen, wichtigste sind GPIb/V/IX und GPlIb/llla, und aggregieren, wobei sie ihre Granula frei-
setzen. Sie formen in Verbindung mit der Gerinnungskaskade, vor allem mit Fibrin, einen stabilen Thrombus.
vWEF: von-Willebrand-Faktor, GP: Glykoprotein. Frei nach (Kaplan und Jackson 2011)
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+ Aktivierung

Bei Aktivierung der Thrombozyten durch G-Protein gekoppelte Signaltransduktion
und intrazelluldre Kalziumerhéhung, fuhren diese einen sogenannten ,shape
change® in Echinosphéarozyten mit Pseudopodien und Filopodien durch (,sprea-
ding“) (Offermanns 2006). Gleichzeitig werden ihre Granula freigesetzt und durch die
parakrinen Effekte kbnnen auch die benachbarten Thrombozyten bessere Glykopro-
tein llb/llla-Komplexe bilden, Fibrinogen binden und so zur Quervernetzung der
Thrombozyten und damit zur Stabilitdt des Thrombus beitragen (Brass et al. 2005).
Zudem bewirken die freigesetzten Granula Vasokonstriktion, locken Entziindungszel-
len an und wirken mitogen (siehe Abbildung 4) auf das umliegende Gewebe.

Mit Oberflachenexposition anionischer Phospholipide, vor allem Phosphatidylserin,
werden Bindestellen fir Kofaktoren der Gerinnungskaskade (Faktoren Va, Vlla, 1Xa,
Xa) bereitgestellt (Savage et al. 1998; Gawaz et al. 2000). Durch Aktivierung der
Thrombozyten werden deren a-Granula aber auch ,Dense Granula® frei. Die Degra-
nulation fahrt zur autokrinen und parakrinen Verstarkung des Aktivierungsprozesses
und damit zur irreversiblen Aggregation. (Ruggeri 2002; Jackson 2007)

Eine Vielzahl weiterer Substanzen kann die Aktivierung der Thrombozyten ausldésen.
Einen besonderen Stellenwert nimmt hier ADP ein, das sowohl von geschadigtem
GefalRwandgewebe wie auch von Endothelzellen und Erythrozyten freigesetzt wird
und ebenso uber membranstandige Rezeptoren der Thrombozyten wirkt.

- Aggregation

Als Aggregation bezeichnet man die stabile Kohé&sion von 2 oder mehr Thrombozy-
ten untereinander. Die Aktivierung des GP lIb/llla stellt die Voraussetzung sowohl zur
Adhésion als auch zur Aggregation dar (Wagner et al. 1996). Adhasionsmolekile wie
vor allem Fibrinogen, aber auch vVWF und Fibronektin aus dem Plasma binden an
speziellen Bindungsstellen, die erst durch Thrombozytenaktivierung freigelegt wer-
den, an das GPIlla/lllb (Kulkarni et al. 2000). Inhaltsstoffe der Thrombozytengranula
festigen die Bindung irreversibel (Ruggeri 2002; Offermanns 2006; Jackson 2007).
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+ Inhibition

Der Thrombozytenaggregation entgegengesetzt wirken verschiedene Mechanismen,
um die GréBe des Thrombus zu begrenzen und im physiologischen Zustand keine
Gerinnung des Blutes zuzulassen.

Uber Stickstoffmonoxid-Freisetzung verhindern Endothelzellen am Rande der Lasion
die Konformationsénderung des GP lIb/llla Uber eine Erhéhung der cGMP-Spiegel
und folgend eine Senkung des Kalziumspiegels. Uber die Freisetzung von
Prostaglandin aus Endothelzellen wird dem GefaBspasmus entgegengewirkt (Offer-
manns 2006; Davi und Patrono 2007).

1.2.3 Rolle der Thrombozyten im akuten Myokardinfarkt

Die Rolle der Thrombozyten im Myokardinfarkt geht weit Uber die Formation des
Thrombus hinaus. Thrombozyten interagieren in verschiedenen Stadien mit arthe-
rosklerotischen Léasionen. So sind sie sowohl an der Formation des Plaque beteiligt,
wie auch an der Plaqueruptur. Schon mit Beginn der Dysfunktion des Endothels in
initialen Stadien der Plaquebildung, z.B. aufgrund erhéhten Blutdruckes oder anderer
Erhéhung der Scherkrafte, kbnnen sie tber P-Selektin adhérieren (Kulkarni et al.
2000; Merten et al. 2000; Davi und Patrono 2007). Die aktivierten Thrombozyten se-
zernieren chemotaktische Stoffe wie Interleukin 1-B, prokoagulatorische, adhéasions-
und inflammationsbegunstigende Stoffe. Dadurch wird die Immigration von Leukozy-
ten erleichtert und die Entziindungsreaktion verstérkt. Uber NFKB werden die Adha-
sionsmolekule ICAM-1, VCAM-1, MCP-1 und andere proinflammatorische Zytokine
exprimiert, was wiederum die Adhéasion und Aktivierung weiterer Thrombozyten be-
gunstigt und Lymphozyten und Monozyten rekrutiert. Es entsteht ein sich selbst ver-
starkender Prozess (Brand et al. 1996; Gawaz et al. 1998; Collins und Cybulsky
2001; Faraday et al. 2001; Massberg et al. 2002; Gawaz et al. 2005; Davi und Patro-
no 2007).

Mitogene Stoffe aus den Thrombozyten bewirken ein Fortschreiten des Wachstums
der Leukozyten und Fibroblasten. Mit Querschnittszunahme des Plaque stenosiert
das GefaB wobei eine Gr6Benzunahme auch mit erhéhter Instabilitat einhergeht. Ei-
ne systemische Aktivierung und Degranulation von zirkulierenden Thrombozyten
kann Uber verschiedene Mechanismen zum Beginn und zur Verstarkung der Arthe-
rosklerose fuhren (Gawaz et al. 1999). Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus oder Nikotinabusus beispielsweise bewirken einen Anstieg der Fi-
brinogen-Bindung an aktivierte Blutplattchen und vermehrte Freisetzung des P-Se-

21



lektins (Pawlowska et al. 1993; Andrioli et al. 1996; Gawaz et al. 1999). Auch die An-
wesenheit von oxidiertem LDL ermdglicht tGber eine Unterdriickung der NO-Produkii-
on eine lokale Aktivierung von Thrombozyten (Lusis 2000).

Im akuten Myokardinfarkt scheint die Aktivitdt von Fibrinogenrezeptoren, anderen
Adhéasionsrezeptoren und die Expression von P-Selektin sogar noch erhéht zu sein
(Gawaz et al. 1999).

1.2.4 Thrombozytenaggregationshemmer

Eine der wichtigsten Therapie-Strategien zur Prophylaxe und Behandlung von
thrombembolischen Komplikationen ist die Hemmung der Thrombozytenfunktion bei
Patienten mit kardio- und cerebrovaskularen Erkrankungen. Am haufigsten einge-
setzt wird Acetylsalicylsaure, ein Cyclooxigenase (COX) - Inhibitor, zuséatzlich oft mit
Substanzen erganzt, die Uber weitere Mechanismen wirken: ADP-Rezeptor-Antago-
nisten (Thienopyridine) und GPlIb/llla Rezeptorantagonisten (Krotz et al. 2008).
Acetylsalicylsdure hemmt im Thrombozyten selektiv und irreversibel die COX-1
durch Acetylierung der Hydroxylgruppe eines Serinrestes (Roth und Majerus 1975;
Loll et al. 1995). Dadurch wird vor allem die Aggregation aufgrund von Arachidonséu-
re gehemmt. Obwohl es bereits nach einmaliger Einnahme zu signifikanter Verlange-
rung der Blutungszeit kommen kann, ist Acetylsalicylsdure ein relativ schwacher
Wirkstoff: Bei Aktivierung durch hohe Konzentrationen von Thrombin, TRAP-6
(Thrombin-Rezeptor-Aktivierendes Peptid-6), ADP oder Kollagen wird die Aggregati-
on der Thrombozyten nur wenig beeinflusst (Rinder et al. 1993; Kariyazono et al.
2004; Toth et al. 2006). Zahlreiche klinische Studien weisen den Nutzen der Acetyl-
salicylsdure-Therapie nach (Madsen et al. 1989; Baigent et al. 1998; Lievre und
Cucherat 2010). Allerdings wurden auch sehr viele interindividuelle Unterschiede der
Wirkstarke von Acetylsalicylsdure gefunden und es gibt dosisabhé&ngige Nebenwir-
kungen wie gastrointestinale Blutungen (Patrono 1994; Hankey und Eikelboom 2004;
Jolly et al. 2009).

Thienopyridine wie Clopidogrel oder Prasugrel wirken Uber die irreversible Inaktivie-
rung von P2Yi2-Rezeptoren und sind damit &hnlich effektiv wie Acetylsalicylsaure,
zeigen aber weniger Nebenwirkungen (1996; Sabatine et al. 2005; Wiviott et al.
2007). GroBangelegte Studien konnten zeigen, dass die Kombination von Acetylsa-
licylsédure und Clopidogrel noch effektiver ist als die Gabe einer Einzelsubstanz (Har-
ker et al. 1999; Steinhubl et al. 2002; Eshaghian et al. 2007). Aber auch bei Thieno-
pyridinen gibt es Resistenzen und Nebenwirkungen (Wiviott et al. 2007).
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GPIlIb/llla-Rezeptor-Antagonisten hemmen die Fibrinogenbindung des GPlIb/llla-
Rezeptors auf der Oberflache von Thrombozyten. Eingesetzt werden monoklonale
Antikérper (Abciximab), zyklische Peptide (Eptifibatid) und synthetische Peptidomi-
metika (Tirofibran) (Krotz et al. 2008). Hier wurden noch keine Resistenzen beschrie-
ben, jedoch vermehrt Blutungskomplikationen.

1.3 Erythropoietin

1.3.1 Struktur, physiologische Herkunft und Metabolisierung

Erythropoietin (EPO) wird auf Chromosom 7 codiert. Es ist ein Hormon, das aus 165
Aminosauren besteht (Imai et al. 1990). EPO wiegt 30,4 kDa und besitzt vier glyko-
silierte Seitenketten, die paarig verbunden sind (Davis et al. 1987; Kawasaki et al.
2001). Da nach Reduktion von Disulfidbriicken zwischen je zwei Cystinresten an
Postition 7 und 160, sowie 19 und 33 ein Aktivitatsverlust nachgewiesen wird, geht
man davon aus, dass dort die biologische Aktivitat lokalisiert (Wang et al. 1985).
Erythropoietin-Mengen werden meist in ,Units* (U) angegeben, wobei 1 U EPO die
selbe Wirkung in Versuchstieren hervorruft wie 5 ymol Chlor-Kobalt. Die spezifische
Aktivitdt von reinem, rekombinantem, humanem EPO ist 130,000 U/mg des voll-

sténdig glykosilierten Proteins (Jelkmann 2004).
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Abbildung 7. Aufbau des Erythropoietins.

EPO besteht aus 165 Aminoséauren, die vier glykosilierte Seitenketten tragen. (Jelkmann 1992; Lappin 2003; Ja-
miri 2007)

EPO wird von Erwachsenen hauptséchlich in peritubuléren, Fibroblasten-&hnlichen
Nierenparenchymzellen produziert (Bachmann et al. 1993). Die Produktion von EPO
wurde aber auch in Zellen von Leber, Milz, Lunge, Uterus, Hoden oder sogar dem
Gehirn nachgewiesen; dort als etwas kleineres Molekil (Masuda et al. 1994; Jelk-
mann 2004). Der Hauptstimulus dazu wird durch Gewebehypoxie ausgeldst, d.h. bei
Menschen mit intakter Nierenfunktion steigt die Plasmakonzentration von EPO mit
sinkender Hamoglobinkonzentration, sinkendem Blutfluss, aber auch mit sinkendem
Sauerstoffpartialdruck (z.B. H6henaufenthalt) (Jelkmann 1992). Normale Serumspie-
gel von EPO liegen in der Regelzwischen 10 und 25 U/l (Foley 2008).

Die Mechanismen der Elimination sind noch nicht vollstandig erforscht. Es kdnnte
Eliminationsmechanismen in Niere und Leber geben, zudem gibt es Hinweise auf ei-
ne Aufnahme v.a. in Zellen des Knochenmarks tber den EPO-Rezeptor.

EPO muss an einen spezifischen Rezeptor binden, um seine biologische Wirksam-
keit zu entfalten. Die EPO-Rezeptoren bestehen aus drei Doméanen, einer extrazellu-
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laren, einer transmembranéren und einer intrazellularen (Lappin 2003). Ein Molekdl
EPO bindet an zwei Rezeptormoleklle an der ZellauBenseite. Durch diese Dimerisie-
rung andert sich die Konformation des Rezeptors. Dadurch wird eine Janus Kinase 2,
eine Tyrosinkinase, aktiviert (Livnah et al. 1999; Remy et al. 1999), die verschiedene
Signaltransduktionswege anschaltet. Die Signalkaskaden bewirken die Transkription
spezifischer Gene im Zellkern oder 6ffnen lonenkanéle in der Zellwand. Hauptakteu-
re der beteiligten Signalwege sind die folgenden Genprodukte, Enzyme und Transak-
tivatoren:

« Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase und AKT (Proteinkinase B)

- MAP-Kinase (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) und STAT 5 (,Signal Transducer
and Activator of Transkription®)

Proteinkinase C

Phospholipase C
NF-kB (Nukleé&rer Faktor kB)

1.3.2 Wirkung

Uber die oben erwéhnten verschiedenen Signaltransduktionswege entfaltet EPO sei-
ne Wirkung durch:

- Blockierung der Apoptose

- Vasodilatation

- Reduktion von Sauerstoffradikalen

- Offnen von Kaliumkanélen

- Offnen von Kalziumkanalen

« Anti-Inflammatorische Effekte

Erstmals von Myiake et al isoliert (Miyake et al. 1977) erkannte man zuné&chst nur
den Einfluss von EPO auf Produktion, Proliferation, Differenzierung und das Uberle-
ben der Erythrozyten im Knochenmark und damit auf den Hamatokrit (Eschbach et
al. 1987). Mittlerweile wurden noch viele weitere Zellen mit EPO-Rezeptoren gefun-
den. Einige davon sind in folgender Tabelle angeflhrt:
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Tabelle 1. Wirkungsorte von EPO.

Gewebe Zellart Wirkung
Verschiedene Areale des | Neuronen, Astrozyten, 1 Nekrose/Apoptose/In-
Gehirns Mikroglia flammation/Hirnédem

lInfarktgrésse nach

Ischamie

Bewegungsapparat Skelettmuskelzellen unbekannt

GefaBsystem Endothel, glatte Muskel- T Proliferation, Migration
zellen

Herz Myozyten (Epicard, Peri- | evil. | Nekrose/Apoptose
card) nach Ischamie

Niere Peritubulére Zellen, 1 Nekrose/Apoptose nach
Mesangium, Epithel Ischamie

Knochenmark Erythroide Vorlauferzel- T Zellproliferation und
len, myeloide Zellen, Me- -differenzierung
gakariozyten

Reproduktionsorgane Prostata, Plazenta, Ute- T Testosteronproduktion,
rus GeféaBneubildung

Brustkrebs, Zervixkarzi- Zelllinien: MCF-7, BT549 | 1 Zellproliferation (frag-
nome, hepatische und (in vitro) lich)
renale Karzinome

Die Tabelle zeigt einige Wirkungsorte von EPO, auf welche Zellart es welche Wirkung ausibt. Die Tabelle erhebt
keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. T:Steigerung; {Minderung. Frei nach (Anagnostou et al. 1994; Ammarguellat
et al. 2001; Ehrenreich et al. 2002; Jelkmann 2004; Wright et al. 2004; Depping et al. 2005; Burger et al. 2009).

Auf der Oberflache von ,colony-forming-units-erythroid“ und Pronormoblasten findet
man die groBte Anzahl an EPO-Rezeptoren (Sawada et al. 1990). Wahrend der Zell-
differenzierung &ndert sich die Dichte der Rezeptoren pro Zelle, so dass letztendlich
Retikulozyten und reife Erythrozyten keine EPO-Rezeptoren mehr aufweisen
(Wickrema et al. 1992).
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1.3.3 EPO im akuten Myokardinfarkt

In verschiedenen Studien, zuné&chst in vitro, spater aber auch im Tiermodell und in
klinischen Studien konnte eine protektive, anti-apoptotische Wirkung von EPO auf
Kardiomyozyten bei Ischdmie und Reperfusion gezeigt werden (Calvillo et al. 2003;
Tramontano et al. 2003; Cai und Semenza 2004; Shi et al. 2004; van der Meer et al.
2004; Bullard et al. 2005; Hanlon et al. 2005; Lipsic et al. 2008). Infarktareale waren
kleiner und weniger Zellen gingen zu Grunde.

Es wird vermutet, dass EPO die Ischamie-induzierte Neubildung von GeféaBen unter-
stutzt, in dem es eventuell die Endothelzellen direkt stimuliert, deren Proliferation und
sogar Migration fordert, die GefaBintegritdt durch Festigung von Zell-Zell und Zell-
Matrix Kontakten stabilisiert und damit den Blutfluss und die Sauerstoffzufuhr erhalt
(Anagnostou et al. 1990; van der Meer et al. 2004; Prunier et al. 2007; Mastromarino
et al. 2011). Indem es CD34+/CD45+ Progenitorzellen aus dem Knochenmark
mobilisiert, kbnnte es ebenso zur Reparatur von ischdmischen GefaBschaden oder
auch zur Vaskuloneogenese beitragen (Heeschen et al. 2003; van der Meer et al.
2005; Ferrario et al. 2011; Kawachi et al. 2012). In den ersten Tagen nach akutem
Myokardinfarkt verbessern intrakoronar verabreichte Progenitorzellen die kardiale
Funktion nach vier Monaten ebenso wie nach einem Jahr. Dieser Effekt war aber bei
der BOOST Studie nach zwei und funf Jahren nicht mehr nachweisbar (Meyer et al.
2006; Schachinger et al. 2006; Meyer et al. 2009). Auch die Ergebnisse der REPAIR-
AMI Studie werden kontrovers diskutiert. So fanden Lunde et al. keine Unterschiede
zwischen Patienten mit akutem Myokardinfarkt, denen Progenitorzellen zugefihrt
wurden oder nicht (Lunde et al. 2006). Westenbrink et al. versuchten zu klaren,
welche Mechanismen hier konkret zur méglichen Verbesserung der Herzfunktion bei-
trugen. Sie fanden die Progenitormobilisierung und die ,Vascular endothelial growth
factor” (VEGF)-Expression (Westenbrink et al. 2007), da VEGF zur Proliferation von
Endothelzellen und Chemotaxis von endothelialen Vorlauferzellen fuhrte.

Auch an der embryonalen Angiogenese ist EPO beteiligt, was nahelegt, dass EPO
auch im Erwachsenenalter weiter Einfluss auf die Angiogenese haben kdnnte. Lipsic
et al. fanden heraus, dass EPO die Vasculogenese induziert (Lipsic et al. 2008) und
Moon et al. zeigten eine Verbesserung der Herzfunktion, sogar wenn die EPO-The-
rapie erst drei Wochen nach Myokardinfarkt begonnen wurde. Weil sowohl die Kapil-
lardichte wie auch das Verhaltnis von Kapillaren pro Myozten sich besserte, vermutet
man auch hier Neovaskularisation als Grund flr die Verbesserung der Herzfunktion
(van der Meer et al. 2005).
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Aber auch Kardiomyozyten, sowohl im Ventrikel als auch im Vorhof, haben selbst
EPO-Rezeptoren und es gibt Hinweise, dass EPO Uber diese direkt auf die Kardio-
myozyten oder Fibroblasten wirken kénnte (Parsa et al. 2003; Depping et al. 2005).
Calvillo et al. und auch Tramontano et al. zeigten an Rattenkardiomyozyten in vitro
die anti-apoptotische Wirkung von EPO (Calvillo et al. 2003; Tramontano et al. 2003).
Parsa et al. erganzten, dass EPO in vitro auch die Apoptose aufgrund von oxidativem
Stress oder Noxen minderte (Parsa et al. 2003). Dann wurde in vivo im Reperfusi-
onsmodell an Tieren (Ratten, Kaninchen) die Umsetzung dieser Daten gezeigt (Cai
et al. 2003; Parsa et al. 2003; Tramontano et al. 2003). Vermutlich wurde hier die
Wirkung Uber den EPO-Rezeptor, den Phosphatidylinositol-3-kinase und den MAP-
Kinase Signaltransduktionsweg vermittelt (Cai und Semenza 2004; Bullard et al.
2005; Hanlon et al. 2005). Shi et al. erganzten, dass bei der Signaltransduktion Kali-
um-Kanéale eine wichtige Rolle spielen (Shi et al. 2004). Sterin-Borda et al. fanden
auch eine Wirkung von EPO auf die Kontraktilitdt von Mausekardiomyozyten (Sterin-
Borda et al. 2003).

In ersten klinischen Studien wurde auch die Vertraglichkeit von EPO im akuten MI
und Schlaganfall gepraft und bestatigt (Ehrenreich et al. 2002; Ozawa et al. 2010).
Deutlich wurde hier auch die reduzierte Aktivitdt des Caspase-3 Signalwegs festge-
stellt, sodass deutlich weniger Kardiomyozyten apoptotisch wurden (van der Meer et
al. 2004). Vor allem die EPO-Behandlung vor Ischamie reduzierte deutlich die GroBe
des Infarktareals um bis zu 50% (Calvillo et al. 2003; Parsa et al. 2003). Auch de-
monstrierten Parsa et al. die antiapoptotischen Effekte bei Gabe von EPO sowohl
vor, wahrend und nach der Ischamiephase (Parsa et al. 2004).

Von Latini et al konnte gezeigt werden, dass EPO eine anti-inflammatorische Wir-
kung ausibt, was ebenso zur Minderung des ischdmischen Schadens beitragen
kdnnte, wie es das Fortschreiten des chronischen Herzversagens mindert (Latini et
al. 2008). Ischamie induziert eine Entziindungsreaktion, indem es den NF-kB und
den AP-1 (Aktivator-Protein-1) Signalweg aktiviert. Dadurch wird TNFa hochreguliert,
was wiederum die Zytokin-Kaskade triggert und zur Akkumulation von Neutrophilen
fhrt, die auch das Gewebe zusatzlich schadigen kénnen. Der kardioprotektive Effekt
kénnte also mitbedingt sein durch die Hemmung der Entziindungsreaktion bei
Ischamie (Liu et al. 2006). Doch lieB sich in einer kleinen Studie keine Reduktion der
inflammatorischen Zytokine aufgrund von perioperativer EPO-Gabe bei Bypas-
schirurgie nachweisen (Poulsen et al. 2009).

In einer ersten Metaanalyse verschiedener klinischer Studien fanden Li et al. eine
leichte, aber statistisch signifikante Verbesserung der linksventrikularen Ejektions-
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fraktion (LVEF) nach EPO im akuten Infarkt und sogar einen Langzeiteffekt in einer
Subgruppenanalyse (Li et al. 2012). Sie befurworten die mdglichst hoch dosierte,
moglichst frihzeitige Administration von EPO. Moon et al. etablierten 150 U/kg Kor-
pergewicht als kleinstmogliche noch effektive Dosis, um Apoptose und entsprechend
auch die GroBe des Infarktareals zu reduzieren, wenn diese direkt nach Einsetzen
der Ischédmie gegeben wurde. Nach acht Stunden ging diese Wirkung bereits verlo-
ren. Viel héhere Dosen (bei Moon et al 3000 U/kg Kérpergewicht) wurden jetzt noch
bis 12 Stunden nach Ischdmie wirksam, allerdings konnte keine Wirkung mehr nach
24 Stunden nachgewiesen werden (Moon et al. 2005).

1.3.4 Hinweise auf Akzeleration thrombembolischer Ereignisse

Dennoch zeigten sich in Oleas Studie mit Schafen, Kristensens Versuch mit Schwei-
nen, sowie in grésser angelegten klinischen Studien keine Unterschiede in der Herz-
funktion oder der Infarkigrosse (Kristensen et al. 2005; Olea et al. 2006; Ott et al.
2010; Taniguchi et al. 2010; Voors et al. 2010; Najjar et al. 2011; Suh et al. 2011).
Stattdessen nahmen die thrombembolischen Ereignisse tendenziell sogar zu: Bei der
REVEAL Studie ebenso, wie bei unserer REVIVAL-3 Studie (Ott et al. 2010; Najjar et
al. 2011). Unklar sind ihre Ursachen. Es gibt verschiedene Ansatzpunkte zur Erkla-
rung dieser Beobachtungen:

EPO induzierte die Mobilisation von Retikulozyten und lieB3, ber einen langeren Zeit-
raum angewandt, auch die Gesamterythrozytenmasse im peripheren Blut steigen,
wodurch sich rheologische Eigenschaften des Bluts auf ungunstige Weise &nderten
(Eschbach et al. 1987; Corti et al. 2003).

Zudem wirkte EPO auf Megakaryozyten im Knochenmark, erhéhte die Thrombozy-
tenanzahl im peripheren Blut und anderte mdglicherweise aggregatorische Eigen-
schaften (Tsukada et al. 1990; Wolf et al. 1997). Dies schien jedoch stark von der Ei-
senzufuhr der Individuen abhéngig zu sein (Loo und Beguin 1999). Tang et al. postu-
lierten, dass die Gabe von EPO bis zu Dosen von 200 U/kg keinen Einfluss auf die
Thrombozytenaggregationshemmung mit Aspirin oder Clopidogrel hat. 400 U/kg je-
doch schwéchte die Wirkung dieser Substanzen ab (Tang et al. 2007).

Bisher ungeklart ist der Einfluss von EPO auf die Thrombozytenfunktion. Im Maus-
modell zeigt sich vermehrte Thrombozythenadhasion unter EPO-Behandlung bei Ex-
tremitatenischemie (Kato et al. 2010). Wolf et al. beobachteten, dass die aufgrund
von EPO-Therapie neu gebildeten Thrombozyten zunachst hyperreaktiv waren (Wolf
et al. 1997). Stohlawetz et al. fanden bei der Untersuchung der Thrombozytenfunkti-
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on gesunder Probanden mit TRAP auch vermehrt reaktive Thrombozyten nach EPO-
Gabe (Stohlawetz et al. 2000). Ahnliche Ergebnisse gab es bei Patienten, die auf-
grund anderer Erkrankungen mit EPO behandelt wurden (Taylor et al. 1992; Tassies
et al. 1998; Homoncik et al. 2004).

Auch deuteten die in vitro Untersuchungen von Fuste et al. darauf hin, dass die Sti-
mulation der Endothelzellen, von EPO iniziiert, ebenso eine erhéhte Thrombogenitat
verursachte (Fuste et al. 2002). Heinisch et al. fanden bei der Behandlung von Ge-
sunden mit EPO reaktivere Thrombozyten und Endothelzellen (Heinisch et al. 2012).

Als Nebenwirkungen der Gabe hoher Dosen EPO bei akutem Myokardinfarkt kénn-
ten Bluthochdruck oder Bluthochdruckphasen und GefaBthrombosen auftreten, die in
Einzelféllen zum Tod fuhrten (Fishbane und Besarab 2007; Liem et al. 2009; Pfeffer
et al. 2009).
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2 Zielsetzung

Viele in vitro und in vivo Untersuchungen zeigten, dass EPO auBer der lang bekann-
ten Stimulation der Erythropoese noch eine Vielzahl weiterer Eigenschaften besitzt.
EPO-Rezeptoren finden sich zudem auf weiteren Zellarten. Seine protektive Wirkung
auf Infarktgrésse und Zelluntergang im Ischamie- und Reperfusionsmodell wird kon-
trovers diskutiert (Calvillo et al. 2003; Shi et al. 2004; Wright et al. 2004; Bullard et al.
2005; Hanlon et al. 2005; Namiuchi et al. 2005; Najjar et al. 2011; Suh et al. 2011).
Die hohen Erwartungen wurden dennoch von EPO nicht erfillt, da in groBen, klini-
schen Studien keine Unterschiede gefunden werden konnten. Im Gegenteil, es zeig-
te sich in zwei dieser Studien eine Erhéhung der Nebenwirkungen, wie Restenosera-
ten und thrombembolischen Ereignissen (Ott et al. 2010; Najjar et al. 2011). In der
Langzeitbehandlung mit EPO (Singh et al. 2006; Pfeffer et al. 2009) ist dies bereits
bekannt und auch unter Kurzzeittherapie konnte im Tiermodell (Berridge et al. 1988;
Tsukada et al. 1990; Wolf et al. 1997; Loo und Beguin 1999) ebenso wie in gesunden
Probanden (Stohlawetz et al. 2000) eine Erhdhung der Thrombozytenzahlen nach-
gewiesen werden. Diese erhdhten Thrombozytenzahlen oder auch eine gesteigerte
Thrombozytenfunktion kénnten Hintergrund fur diese thrombembolischen Nebenwir-
kungen sein. Bisher gibt es wenig Erkenntnisse dazu. Dies wéren jedoch wichtige
Informationen, um nicht weitere Patienten dem erhdhten Risiko thrombembolischer
Ereignisse und somit auch einem erhdéhten Mortalitatsrisiko aufgrund einer Therapie
mit EPO auszusetzen.
Ziel dieser Arbeit war es daher, die Auswirkungen von EPO auf die Thrombozyten-
funktion und -aggregation genauer zu erforschen und hierfir nachzuweisen,
- ob sich die Thrombozytenreaktivitat auf verschiedene Testreagenzien bei Inkuba-
tion mit EPO in vitro verandert?
- ob die Zahl der Thrombozyten bei EPO-Gabe auch im ST-Hebungsinfarkt (STEMI)
ansteigt?
- ob die Thrombozytenfunktion sich bei EPO-Gabe verandert?
- wie sich die Reaktivitdt der Thrombozyten auf verschiedene Testreagenzien bei
EPO-Gabe verhalt?
Hierfir wurde zunéchst ein in-vitro-Versuch mit 10 gesunden Probanden durchge-
fihrt und dann ein prospektives, doppelblindes, randomisiertes, Placebo-kontrollier-
tes Studienmodell gewahlt und im Rahmen der REVIVAL - 3 - Studie (= Regeneration
of Vital Myocardium in ST-Segment Elevation Myocardial Infarction by
Erythropoietin) (Ott et al. 2010) mit einer experimentelle Substudie ausgewertet.

31



3 Material und Methoden

3.1 Versuchsserie in vitro

3.1.1 Versuchsaufbau

Um die Auswirkung von EPO auf die Thrombozyten bei gesunden Probanden in vitro
zu untersuchen, wurde eine Versuchsreihe mit zehn Probanden durchgefuhrt. Die
Probanden waren zwischen 21 und 26 Jahren alt, ohne vorbekannte hdmatologische
Erkrankungen, und hatten mindestens eine Woche zuvor keine Thrombozytenaggre-
gationshemmer eingenommen. Ihnen wurde vends in mit Hirudin vorgefulite Rohr-
chen Blut abgenommen. Zusatzlich wurde eine mit Ethylendiamintetraessigséure
(EDTA) gefullte Monovette mit Blut beflllt. Aus dem EDTA-Blutgemisch wurde mittels
Durchflusszytometrie (Sysmex, Hamburg, Deutschland) das Blutbild inklusive
Thrombozytenanzahl zweimalig bestimmt. Diese Werte wurden gemittelt.

Eine Verdinnungsreihe des Medikaments EPO (NeoRecormon®; Hoffmann-La
Roche, Basel, Schweiz) wurde erstellt, um die Dosierungen 250 [U/ml, 2500 1U/ml
und 5000 IU/ml zu erhalten. Je 1536 pl Blutgemisch wurden mit 64 pyl EPO aus der
Verdlinnungsreihe gemischt, um EPO-Dosierungen von 10 IU/ml, 100 IU/ml und 200
IU/ml zu erhalten. Nach 30 Min. und erneut nach zwei Stunden Inkubationszeit bei
37°C wurde die Thrombozytenaggregation per ,Multiple Electrodes Aggregation®
(MEA), (Multiplate Analyzer®, Dynabyte, Minchen) wie publiziert gemessen (Toth et
al. 2006; Seyfert et al. 2007; Sibbing et al. 2008; Sibbing et al. 2008). Je zwei Proben
wurden jeweils ohne EPO mit entsprechender Menge NaCl-Gemisch verdinnt und
ebenso uber 30 Min oder zwei Stunden inkubiert. Zur Kontrolle wurde eine Stunde
nach Blutentnahme mit dem bei Raumtemperatur gelagerten Hirudin-Blutgemisch
erneut zwei Blutproben mit 100 1U/ml EPO bei 37°C inkubiert und nach weiteren 30

Min. oder zwei Stunden erneut gemessen.

3.1.2 Thrombozytenaggregation

Die Messung der Thrombozytenaggregation per MEA (Multiplate Analyzer®, Dyna-
byte, Mlnchen) lief wie folgt ab: Eine Probe Vollblut, wurde im Verhéltnis 1:2 mit
0,9%iger NaCl-Lésung verdiinnt und fir 180 Sekunden in der Testzelle bei 37°C ge-
rahrt. AnschlieBend werden je 20 ul der verschiedenen Stimulanzien zugegeben und
die Aggregation kontinuierlich tber finf Minuten gemessen. Eine Testzelle des Ge-
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rats beinhaltet zwei unabh&ngige Sensor-Einheiten, die mit Silber-beschichteten
Kupferdrahten an das Gerat angeschlossen sind. Die Impedanzanderung entsteht
durch Anlagerung der Thrombozyten an die einzelnen Elektroden, wodurch sich der
elektrische Widerstand erhéht (siehe Abbildung 8).

Sensoreinheit

Stimulanz
Messzelle
> K
o o
P %:Z P gx{
— _—
- o -
o P
N o L o ﬁ R
o ) ﬁ
o O
Rihrstaibchen O S ® o o aktivierter

(<)
Thrombozyt Thrombozyt

Abbildung 8. Prinzip der Aggrgationsmessung Uber Impedanzanderung.

In der Messzelle werden Vollblut und 0,9%ige NaCl-Lésung gemischt. Wenn das Stimulanz zugegeben wird, fih-
ren die Thrombozyten eine Konformationsédnderung durch und lagern sich an die Elektroden an. Somit andert
sich der elektrische Widerstand zwischen den beiden Elekiroden, was Uber funf Minuten gemessen wird und als

Flache unter der Kurve (AUC) wiedergegeben wird. Modifiziert nach (Dynabyte Informationssysteme GmbH).
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Abbildung 9. Aggregationskurve.

Die gemessenen AU werden gegen die Zeit aufgetragen, so dass eine Kurve entsteht, aus der die AUC abzule-
sen ist. AU: Aggregation Units, AUC: Area under the Curve. Modifiziert nach (Dynabyte Informationssysteme
GmbH).

Diese Messung wird in Aggregation Units (AU) gegen die Zeit aufgetragen. 8 AU ent-
sprechen etwa einem Ohm. Die Flache unter der Kurve (AUC) errechnet sich aus der
Hohe der Aggregationskurve sowie deren zeitlichen Verlauf und ist ein MaB fur die
Aggregation (siehe Abbildung 9). Es ist bekannt, dass die mit MEA gemessenen
Werte und die Wirkung von Clopidogrel auf die Thrombozytenfunktion gut korrelieren
(Sibbing et al. 2008).

Wir verwendeten vier verschiedene Stimulantien zur Messung der Thrombozytenag-
gregation: ADPtest-, ASPItest-, COLtest- und TRAPtest-Reagenz (siehe Abbildung
10) (Toth et al. 2006). Zudem flhrten wir zum Vergleich eine Messung ohne Stimu-
lanz durch. Hier wurde stattdessen 20 ul 0,9%ige NaCl-Lésung zugegeben.
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Abbildung 10. Funktionsweise der verschiedenen Testreagenzien; Einfluss der Ag-

gregationshemmung.

TRAP, ADP und Kollagen binden direkt an Rezeptoren und bewirken die Aktivierung der Thrombozyten. Arachi-
donséure wird zunachst von COX in TXA2 umgewadelt, was dann an den spezifischen Rezeptor bindet und die
Aktivierung der Thrombozyten ausldst. Thienopyridine wie Clopidogrel hemmen die Aktivierung tGber den ADP-
Rezeptor, ASS hemmt die COX. ADP: Adenosindiphosphat; ArS: Arachidonsaure; COX: Cyclooxignease; NSAR:
Nicht-Steroidale-Antirheumatika; TRAP: Thrombinrezeptor-aktivierendes-Peptid; TXA2: Thromboxan Az. Frei nach
(Dynabyte Informationssysteme GmbH).
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ADPtest-Reagenz enthélt Adenosindiphosphat, das die Thrombozyten direkt Uber
verschiedene ADP-Rezeptoren aktiviert (Hollopeter et al. 2001; Gachet 2006; Mu-
rugappa und Kunapuli 2006). Als wichtigster wird der Rezeptor P2Y1> angesehen
(Bodor et al. 2003; Offermanns 2006; Davi und Patrono 2007). Dieser wird durch
Thienopyridine wie Clopidogrel sowie durch direkte ADP-Rezeptor-Antagonisten blo-
ckiert (Savi und Herbert 2005). Somit fuhrt die Einnahme dieser Medikamente zu ei-
ner verminderten Aggregation. Die Endkonzentration im Test (Multiplate Analyzer®,
Dynabyte, Miinchen) war 6.5 uM ADP.

ASPltest-Reagenz enthéalt Arachidonsdure, was durch die Cyclooxigenase in
Thromboxan A2 umgewandelt wird, welches wiederum eine Aktivierung der Throm-
bozyten verursacht (Offermanns et al. 1994; Djellas et al. 1999). Bei Einnahme Cy-
clooxigenase-hemmender Medikamente wie Acetylsalicylsaure ergibt sich eine ver-
minderte Aggregation. Die Endkonzentration der Arachidonsaure betrug 0.5 mM.
COLtest-Reagenz enthalt Kollagen, welches an Kollagenrezeptoren bindet und da-
durch zur Freisetzung von Arachidonsaure fihrt (Siljander und Lassila 1999). Auch
hier ergibt sich also eine verminderte Aggregation bei Einnahme Cyclooxidase-hem-
mender Medikamente. Die Endkonzentration von Kollagen betrug 3.2 ug/ml.
TRAPtest-Reagenz enthélt Thrombinrezeptor-aktivatierendes-Peptid-6 (TRAP-6),
welches die Thrombozyten via Thrombinrezeptor aktiviert (Offermanns et al. 1994;
De Candia et al. 2001). Dieser Vorgang wird nicht von Acetylsalicylsdure oder Clopi-
dogrel gehemmt. In der MefBzelle betrug die Endkonzentration an TRAP-6 32 yM.

3.2 Studiendesign der REVIVAL-3-Studie

Diese wissenschaftliche Dissertation bezieht sich hauptsachlich auf eine experimen-
telle Substudie der klinischen REVIVAL - 3 - Studie (,Regeneration of Vital Myocardi-
um in ST-Segment Elevation Myocardial Infarction by Erythropoietin®) (Ott et al.
2010) am Medizinischen Klinikum der Technischen Universitat Minchen Rechts der
Isar und dem Deutschen Herzzentrum Minchen. Die Studie ist prospektiv, randomi-
siert, doppelblind und Placebo-kontrolliert.

Hierbei wurden Patienten mit akutem Myokardinfarkt im Deutschen Herzzentrum
oder im Klinikum Rechts der Isar randomisiert und erhielten dreimalig Erythropoetin
oder Placebo zusétzlich zur Standardmedikation.

36



3.2.1 Studienpopulation

Um die Effekte von EPO-Gabe im akuten Myokardinfarkt zu untersuchen, wurden
Patienten mit dem ersten STEMI und einer LVEF von unter 50% ausgewahlt, die in-
nerhalb von 24 Stunden seit Symptombeginn eine erfolgreiche PCI erhielten. An der
klinischen Hauptstudie nahmen 138 Patienten teil, wovon 68 EPO erhielten und 70

Placebo.

Diagnosekriterien waren:

« Mehr als 30 Minuten dauernder Brustschmerz

- Signifikante ST-Streckenhebungen (mindestens 1 mm in mindestens 2 aufeinan-
derfolgenden Ableitungen)

- Das Enzym Creatinkinase (CK) wurde im Verlauf beobachtet und musste auf Uber
das Dreifache der Norm ansteigen.

Hauptausschlusskriterien:
- Alter < 18 Jahre oder > 80 Jahre
vorangegangene Thrombolyse zur Therapie dieses Infarkts

Kardiogener Schock

Kontraindikationen fir Magnetresonanzuntersuchungen (MRT)

unkontrollierter, nicht auf Therapie ansprechender Bluthochdruck von >160/100

mmHg

Kontraindikationenen fir EPO sowie bekannte Allergie auf das Studienmedikament

Komorbiditaten (wie Perikarditis, schwere Leber- oder Nierenfunktionsstérung, ma-
ligne Erkrankungen, Epilepsie, akute Blutung oder Blutungsneigung)
- Schwangerschaft

3.2.2 Einverstandnis der Patienten

Alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die Patienten nahmen freiwillig
an der Studie teil und konnten ihre Einverstandniserklarung jederzeit widerrufen. Sie
waren zum Zeitpunkt der Aufklarung voll entscheidungsfahig und wurden mandlich
und schriftlich Gber den Ablauf, die mdglichen Risiken und den Nutzen der Studie in-
formiert (siehe Patienteninformation und Einverstandniserklarung im Anhang).

Die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Technischen Universitat Min-
chen genehmigte die Studie.
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Bei der Planung, Durchfiihrung und der Auswertung der Studie wurden die Richtlini-
en der Deklaration von Helsinki wie in Stdafrika (1996) und der International Confe-
rence on Harmonisation ,,Good Clinical Practices eingehalten.

3.2.3 InterventionsmaBnahme: PCIl und EPO oder Placebo

Vor der PCI erhielten alle Patienten eine orale loading-dose Clopidogrel von 600 mg,
500 mg Aspirin i.v., 5000 IU unfraktioniertes Heparin i.v. .

Das Studienmedikament EPO wurde dreimal gegeben, direkt im Anschluss an die
Intervention, sowie 24 und 48 Stunden danach (siehe Abbildung 12). Die Patienten
erhielten zuféllig intravends tUber 30 Minuten 3.33x104 IU Erythropoietin beta (Neo-
Recormon®; Hoffmann- La Roche, Basel, Schweiz) oder Placebo. Blutproben wur-
den vor, sowie 24, 48, 60 und 120 Stunden nach PCl abgenommen.

Das postinterventionelle antithrombotische Therapieregime beinhaltete zweimal tag-
liche Gabe von Clopidogrel 75 mg oral Uber drei Tage, danach nur einmal tagliche
Gabe Uber drei bis sechs Monate. Aspirin 100 mg wurde zweimal téglich lebenslang
verordnet. Zusétzlich erhielten die Patienten gangige Medikamente nach Verordnung
des betreuenden Arztes, wie z.B. Nitrate, Betablocker, ACE-Hemmer oder Statine.
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120 Patienten mit STEMI innerhalb 24 Stunden

¥

aufgeklart; schriftliche Einverstandniserklarung

v

SPECT, nach ublicher Routine des Hauses

v

erfolgreiche PCI

)

Angiographie: EF <50%

v

Randomisierung im Herzkatheterlabor

—

Erythropoietin Placebo

v y

| .Administration des Studienmedikaments
direkt nach PCI
EPO 3,3x10*U/l oder Placebo i.v. iber 30 Min.

v

2. & 3. Administration des Studienmedikaments
24 und 48 Stunden nach PCI
EPO 3,3x10%U/l oder Placebo i.v. iber 30 Min.

v

nach 5-7 Tagen: SPECT und MRI

nach 30 Tagen: Klinisches Follow-up
nach 4-6 Monaten: MRI, SPECT, Follow-up Angiographie

Abbildung 11. Study-Flow-Chart der REVIVAL-3 Studie.

In obiger Abbildung wird der Ablauf der REVIVAL-3 Studie verdeutlicht. Unter Beachtung der Ein- und Aus-
schlusskriterien erhielten eingeschlossene Patienten direkt nach erfolgreicher PCI die erste Dosis, 3,3x 104 1U/I
EPO oder Placebo. Die zweite und dritte Administration des Studienmedikaments erfolgte ebenso doppelblind
nach 24 und 48 Stunden. Nach funf bis sieben Tagen wurden SPECT und MRT durchgefiihrt und nach vier bis
sechs Monaten inklusive Angiographie zur Nachuntersuchung wiederholt. Auch wurde eine klinsche Nachunter-
suchung nach 30 Tagen erhoben. EF: Ejektionsfraktion; MRI: Magnetresonanztomographie; SPECT: Single-Pho-
ton-Emmissions Computertomographie; STEMI: ST-Hebungsinfarkt; PCI: Perkutane Koronarintervention.
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3.3 Substudie

3.3.1 Deskriptive Parameter

Personliche, klinische Daten wie Alter oder CVRF wurden bei Aufnahme anamnes-
tisch erhoben. Die LVEF wurde angiographisch im Herzkathetherlabor sowie per
MRT bestimmt.

3.3.2 Thrombozytenaggregation

Fir die Thrombozytenaggregation wurde den Patienten funf Mal vends Blut nach fes-
tem Zeitschema vor PCI, 12, 48, 60 und 120 Stunden danach entnommen. Dazu
wurden die vendsen Blutproben in mit dem Antikoagulans Hirudin vorbefullte Blutent-
nahmerdhrchen eingeflllt, bei Raumtemperatur aufbewahrt und anschliessend in-
nerhalb von maximal sechs Stunden wie oben beschrieben per MEA (Multiplate Ana-
lyzer®, Dynabyte, Mlinchen) von unserem Doktorandenteam gemessen, das per Be-
reitschaftstelefon 24Stunden/Tag erreichbar war und innerhalb von zwei Stunden das
Klinikum erreicht haben musste. Die Blutproben wurden dann ohne Verzdgerung ins
Labor transportiert. Dort wurden die vier verschiedenen Tests mit den Stimulanzien
ADP, COL, TRAP und ASPI parallel in den verschiedenen Testzellen gemessen.

3.3.3 Weitere analytische Parameter

Die Thrombozytenzahlen wurden mittels Durchflusszytometrie (Sysmex®, Hamburg,
Deutschland) aus mit EDTA-antikoaguliertem Vollblut ermittelt. Weiteres Blutbild, C-
Reaktives Protein (CRP), CK, CK-MB, Prothrombinfragment, Retikulozyten und Ha-
moglobin-Wert wurden im Klinikfachlabor bestimmt.

3.4 Statistische Analyse

Es wurde eine Power von 90% gewahlt, um einen 10%igen Unterschied in der Ag-
gregation der Thrombozyten zwischen den mit EPO oder Placebo behandelten
Gruppen zu sehen.

Wir errechneten (nQuery advisor, version 5.0), dass eine Mindestanzahl von 23 Pati-
enten pro Gruppe benétigt wird. Der Kolmogorov-Smirnov Test wurde zur Uberprii-
fung der Normalverteilung der Variablen durchgefiihrt, sowie auch optisch per Histo-
gramm Uberprift. Zur Suche von Unterschieden zwischen Gruppen verwendeten wir
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den Mann-Whitney-U-Test bei unverbundenen Stichproben, sowie den Wilcoxon-Test
bei verbundenen Stichproben, da zwar die Angaben anndhernd normalverteilt und
sicher T-verteilt waren, jedoch die Stichprobenanzahl weniger als 30 umfasst.

Das Signifikanzniveau a wurde auf 5% festgelegt, was also definiert, dass ein p-Wert
< 0.05 z.B. im zweiseitigen T-Test als signifikant gilt. Ergebnisse berichten wir als Mit-
telwert + Standardabweichung. Grafiken wurden per SPSS (Version 19.0) und Num-
bers (Version 2.1) erstellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Thrombozytenaggregation unter Einfluss von EPO in
vitro

Bei der Untersuchung in vitro nahmen 10 gesunde Probanden Teil, Frauen und Man-
ner. Die Thrombozytenzahl betrug im Mittel 254 + 50 x 109/1.

— Normalverteilung
Mittelwert =254,25
3,07 Std.-Abw. =50,2158
N=10
2,0
=
Q
X
(2]
=
=
H)
I
1,01
0,0~

150,0 200,0 250,0 300,0 350,0

Anzahl der Thrombozyten [G/1]

Abbildung 12. Histogramm zur Verteilung der Thrombozytenzahlen.

Angegeben ist die kumulative Anzahl der Thrombozytenzahlenwerte. Dunkelblau im Hintergrund ist die Normal-
verteilungskurve eingezeichnet. N: Anzahl; Std.-Abw.: Standardabweichung.

Nach Inkubation tUber 30 Minuten lieBen sich vereinzelt kleine Unterschiede zwi-
schen den Proben, die mit EPO inkubiert wurden zu denen, welchen kein EPO zuge-
geben wurde, finden. Im ADP-Test (siehe Tabelle 2, Abschnitt A) ergaben die Erho-
hung der EPO Konzentration auf 10 und 100 IU EPO keine signifikanten Unterschie-
de. Bei der Wiederholung der 100 IU- Messung (100 IU EPO Kontrolle) fand sich ei-
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ne Minderung der Aggregation mit p = 0,037 und bei Erhéhung auf 200 IU EPO eine
weitere Minderung der Aggregation auf einen Mittelwert von 543 AU/min (p-Wert =
0,007). Im COL-Test konnte man einen Unterschied der Aggregation der mit 10 |U
versetzen Probe zur Messung ohne EPO erkennen, sowie der mit 200 IU inkubierten
Blutprobe (p-Wert bei beiden = 0,011). Auch hier bezog sich der Unterschied auf eine
Minderung der Aggregation (siehe Tabelle 2, Abschnitt B). Bei den Messungen des
TRAP-Tests lieBen sich keinerlei signifikante Anderungen der Mittelwerte zwischen
den einzelnen Gruppen der verschiedenen EPO-Dosierungen feststellen (siehe Ta-
belle 2, Abschnitt C). Eine Tendenz zu mehr Aggregation fand sich beim Vergleich
der ASPI-Messungen mit 10 IU EPO und ohne EPO feststellen. Der Wilcoxon-Test
ergab hier einen p-Wert von 0,05. Bei allen weiteren Dosierungen wurden auch hier
keine signifikanten Unterschiede beobachtet (siehe Tabelle 2, Abschnitt D).

Tabelle 2. Messung der Thrombozytenaggregation nach 30 Minuten Inkubation.
A)

ADP-Test nach 30 Minu- MW [AU/min] SD SEM P-Wert Wilco-
ten Inkubation xon-Test
01U EPO 647 197,08 62,32
10 IU EPO 605,6 194,22 61,42 0,169
100 IU EPO 600,3 107,76 34,08 0,241
100 IU EPO Kontrolle 585,6 187,27 59,22 0,037
200 IU EPO 534 172,49 54,55 0,007
B)
COL-Test nach 30 Minu- MW [AU/min] SD SEM P-Wert Wilco-
ten Inkubation xon-Test
01U EPO 817,3 123,46 39,04
10 IU EPO 850,1 209,42 66,22 0,508
100 IU EPO 711,2 116,54 36,85 0,01
100 IU EPO Kontrolle 773,9 118,21 37,38 0,221
200 IU EPO 732,9 95,01 30,04 0,011
C)
TRAP-Test nach 30 Mi- MW [AU/min] SD SEM P-Wert Wilco-
nuten Inkubation xon-Test
01U EPO 986,6 110,42 34,92
10 IU EPO 958,1 115,33 36,47 0,386
100 IU EPO 914,9 135,01 42,69 0,074
100 IU EPO Kontrolle 1019,8 127,17 40,21 0,285
200 IU EPO 956,7 120,62 38,14 0,221
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D)

ASPI-Test nach 30 Minu- MW [AU/min] SD SEM P-Wert Wilco-
ten Inkubation xon-Test

01U EPO 748,6 107,95 34,14

10 IU EPO 891,2 191,17 60,45 0,005

100 IU EPO 730,8 111,67 35,31 0,241

100 IU EPO Kontrolle 789,9 148,71 47,03 0,139

200 IU EPO 722,3 128,87 40,75 0,386

Diese Tabellenserie zeigt die nach dreiig Minuten gemessenen Mittelwerte (MW) der Thrombozytenaggregation,
mit Standardabweichung (SD), Standard Error of the Mean (SEM) und P-Werte nach Zugabe von verschiedenen

Dosierungen von EPO im Vergleich zu Messungen ohne EPO.
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Abbildung 13. Anderung der Thrombozytenaggregation nach 30 Minuten.

Diese Graphik ergibt sich aus den Mittelwerten der Thrombozytenaggregation im jeweiligen Test. Die Fehlerbal-
ken markieren das 95% Konfidenzintervall (Cl). 100K: Wiederholung der 100 1U-Messung.
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Auch nach Inkubation der verschiedenen Dosierungen von EPO Uber zwei Stunden
lieBen sich keine groBen Unterschiede zu den getesteten Blutproben ohne EPO-Zu-
gabe feststellen. Im ADP-Test fand sich beim Vergleich der Werte der Proben mit 100
IU und 200 IU EPO eine leichte Steigerung der Aggregation (p-Wert = 0,037 / 0,047),
was sich allerdings in der Kontrollwiederholung der 100 IU Messung nicht bestétigte
(vgl. Tabelle 3, Abschnitt A). Nach Inkubation mit 200 IU EPO Uber zwei Stunden
zeigte sich im COL-Test ebenso eine vermehrte Aggregation mit einem P-Wert von
0,013. Der Vergleich von 10 und 100 IU EPO gegenlber 0 IU EPO ergab keine sig-
nifikanten Unterschiede (vgl. Tabelle 3, Abschnitt B). Im TRAP-Test ergaben sich
auch nach zwei Stunden keine Unterschiede in der Trombozytenaggregation bei den
verschiedenen Dosierungen (vgl. Tabelle 3, Abschnitt C). Im ASPI-Test fand sich da-
gegen erneut mehr Aggregation nach Inkubation mit nur 10 IU EPO (p = 0,011), nicht
jedoch bei den anderen Dosierungen (vgl. Tabelle 3, Abschnitt D).

Tabelle 3. Messung der Thrombozytenaggregation nach 2 Stunden Inkubation.
A)

ADP-Test nach 2 Stun- MW [AU/min] SD SEM P-Wert Wilco-
den Inkubation xon-Test
0IU EPO 520,3 126,71 40,07
10 IU EPO 477,2 196,07 62,00 0,260
100 IU EPO 561,9 124,65 39,42 0,037
100 IU EPO Kontrolle 518,6 149,39 47,24 0,767
200 IU EPO 570,2 127,66 40,37 0,047
B)
COL-Test nach 2 Stun- MW [AU/min] SD SEM P-Wert Wilco-
den Inkubation xon-Test
0IU EPO 664,8 109,55 34,64
10 IlU EPO 700,4 155,10 49,05 0,139
100 IU EPO 681,3 203,02 64,20 0,445
100 IU EPO Kontrolle 692,1 122,64 38,78 0,126
200 IU EPO 761,4 119,96 37,94 0,013
C)
TRAP-Test nach 2 Stun- MW [AU/min] SD SEM P-Wert Wilco-
den Inkubation xon-Test
0IU EPO 863,4 151,88 48,03
10 IU EPO 885,2 211,27 66,81 0,214
100 IU EPO 937,8 127,71 40,38 0,083
100 IU EPO Kontrolle 903,2 136,11 43,04 0,153
200 IU EPO 913,9 121,89 38,54 0,114
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D)

ASPI-Test nach 2 Stun- MW [AU/min] SD SEM P-Wert Wilco-
den Inkubation xon-Test
0 IU EPO 741,3 108,35 34,26
10 IU EPO 832,4 156,77 49,58 0,01
100 IU EPO 711,0 138,20 43,70 0,074
100 IU EPO Kontrolle 1353,6 1833,24 579,72 0,114
200 IU EPO 752,8 121,10 38,29 0,610

Obige Tabellenserie gibt die nach zwei Stunden gemessenen Mittelwerte (MW) der Thrombozytenaggregation mit
Standardabweichung (SD), Standard Error of the Mean (SEM) und P-Werten des Wilcoxon-Tests im Vergleich zu

Messungen ohne EPO wieder.
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Abbildung 14. Anderung der Thrombozytenaggregation nach zwei Stunden.

Obige Graphik zeigt die Anderung der Mittelwerte der Thrombozytenaggregation im jeweiligen Test auf. Die Feh-
lerbalken markieren das 95% Konfidenzintervall (Cl). 100K: Wiederholung der 100 IU-Messung.
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Der Vergleich der Gruppen nach 30 Minuten oder zwei Stunden ergab bei 0 IU EPO
bereits signifikante Unterschiede in ADP-, COL und TRAP-Test. Auch bei den Dosie-
rungen von 10 IU EPO im ADP-Test und bei der Wiederholungsmessung mit 100 1U
EPO im COL- und TRAP- Test fanden sich deutliche Unterschiede. Bei 200 IU EPO
liessen sich in keinem Test signifikante Unterschiede nachweisen (vgl. Tabelle 4).

Tabelle 4. Vergleich der Thrombozytenaggregation zu verschiedenen Zeitpunkten.

A)
ADP-Test

0 IU EPO
10 IU EPO
100 IU EPO
100 IU EPO Kontrolle
200 IU EPO
B)
COL-Test

0 IU EPO
10 IU EPO
100 IU EPO
100 IU EPO Kontrolle
200 IU EPO
C)
TRAP-Test

0IU EPO
10 IU EPO
100 IU EPO
100 IU EPO Kontrolle
200 IU EPO
D)
ASPI-Test

0 IU EPO

10 IU EPO

100 IU EPO

100 IU EPO Kontrolle
200 IU EPO

30 Min MW
[AU/min]
647
605,6
600,3
585,6
534

30 Min MW
[AU/min]
817,3
850,1
711,2
773,9
732,9

30 Min MW
[AU/min]
986,6
958,1
914,9
1019,8
956,7

30 Min MW
[AU/min]
748,6
891,2
730,8
789,9
722,3

30 Min SD

197,08
194,22
107,76
187,27
172,49

30 Min SD

123,46
209,42
116,54
118,21

95,01

30 Min SD

110,42
115,33
135,01
127,17
120,62

30 Min SD

107,95
191,17
111,67
148,71
128,87

2h MW
[AU/min]
520,3
477,2
561,9
518,6
570,2

2h MW
[AU/min]
664,8
700,4
681,3
692,1
761,4

2h MW
[AU/min]
863,4
885,2
937,8
903,2
913,9

2h MW
[AU/min]
741,3
8324
711,0
1353,6
752,8

2h SD

126,71
196,07
124,65
149,39
127,66

2h SD

109,55
155,10
203,02
122,64
119,96

2h SD

151,88
211,27
127,71
136,11
121,89

2h SD

108,35
156,77
138,20
1833,24
121,10

P-Wert Wilcoxon-Test

0,009
0,021
0,093
0,074
0,359

P-Wert Wilcoxon-Test

0,007
0,051
0,878
0,017
0,721

P-Wert Wilcoxon-Test

0,013
0,214
0,386
0,022
0,241

P-Wert Wilcoxon-Test

0,445
0,155
0,333
0,919
0,314

Obige Tabellenserie gibt die nach 30 Minuten und zwei Stunden gemessenen Mittelwerte (MW) der Thrombozy-

tenaggregation mit Standardabweichung (SD) an. Die P-Werte des Wilcoxon-Tests vergleichen diese.
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4.2 Ergebnisse der REVIVAL-3 Substudie

4.2.1 Patientenkollektiv

45 Patienten wurden in die Substudie eingeschlossen, 13 Frauen und 32 Manner. 23
erhielten EPO, 22 Placebo. Bezulglich der allgemeinen, klinischen Eigenschaften der

Patienten wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten, die EPO

erhalten hatten und denen, mit Placebo (vgl. Tabelle 5) festgestellt. Der Gesamtal-

tersdurchschnitt betrug 61,6 Jahre, bei einem Minimum von 30 und einem Maximum

von 83 Jahren (siehe Abbildung 15). Der Mittelwert der maximalen Serum-Kreatinki-

nasewerte ergab 2197 U/I.

Tabelle 5. Allgemeine, klinische Charakteristika der Patienten.

Allgemeine Charakter- EPO (n=23)
istika der Patienten

Alter (Jahre) 61,9+ 11,8
Frauen 6 (26)
Manner 17 (74)
Diabetes 4 (17)
Aktuell Raucher 7 (30)
Ehemaliger Raucher 7 (30)
Bluthochdruck 14 (61)

Hypercholesterinamie 11 (48)
Fam. Pradisposition 10 (43)

Ein-GefaB-Erkrankung 10 (43)
Zwei-GefaB-Erkran- 5 (22)

kung

Mehr-GefaB-Erkran- 8 (35)
kung(=3)

Betroffene Koronarar-

terie

RCA 11 (49)
LAD 10 (43)
LCX 2(9)

Angiographische LVEF, 44,9 +14,2
%

CK max 2334,6 + 2317,6
CK-MB max 332,7 + 398,6

Placebo p-Wert p-Wert im

(n=22) Wilcoxon-
Test
61,3+13,9 0,86 0,98
7 (32) 0,68 0,68
15 (68) 0,68 0,68
3(14) 0,48 0,71
11 (50) 0,22 0,22
0(0) 0,005 0,004
13 (59) 0,85 0,76
13 (59) 0,76 0,76
4 (18) 0,05 0,06
6 (27) 0,26
5 (23) 1,00
11 (50) 0,31
14 (64) 0,37
7 (32) 0,54
29 1,00
46,4 + 11,7 0,71 0,96
2059,7 + 844,0,59 0,50
256,6 + 142,8 0,4 0,93

Die Daten sind angegeben als n (%) oder Mittelwert + Standardabweichung.
RCA: Rechte Koronararterie; LAD: Linksanteriore Koronararterie; LCX: Linker Ramus Zirkumflexus; CK: Kreatin-
kinase; CK-MB: Herzmuskelspezifische Kreatinkinase.

Gesamt

61,6 +12,7
13 (29)
32 (71)
9 (20)
18 (40)
7 (16)
27 (60)
27 (60)
14 (31)

25 (56)

17 (38)
4(9)
456 + 12,9

2197,2 £ 1729
294,7 + 306,6
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Abbildung 15. Histogramm zur Altersverteilung.

In diesem Histogramm ist das Alter bei Diagnosestellung aufgetragen und die Prozentwerte zur Haufigkeit der
verschiedenen Altersgruppen angegeben. Dunkelblau im Hintergrund ist die Normalverteilungskurve eingezeich-
net N: Anzahl; Std.-Abw.: Standardabweichung.

Die Patienten gaben an, im Schnitt an 2,3 kardiovaskulére Risikofaktoren zu leiden.
Am héaufigsten bestand Bluthochdruck und Hypercholesterindmie mit je 60% der Pa-
tienten (siehe Abbildung 16). Danach folgte mit 40% (18 Patienten) Nikotinabusus
und 31% mit famili&rer Pradisposition.
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Bluthochdruck
Hypercholesterinamie
Nikotinabusus
Ex-Nikotinabusus
Fam. Pardisposition
Diabetes

Gesamt

0 12,5 25,0 37,5 50,0

Abbildung 16. Kardiovaskulare Risikofaktoren.

Hier soll verdeutlicht werden, wie die verschiedenen kardiovaskularen Risikofaktoren des Patientenkollektivs ver-
teilt waren. Von 45 Patienten hatten je 27 (60%) Bluthochdruck und Hypercholesterindmie. Nur 9 (20%) hatten
Diabetes mellitus.

Nimmt man die Gesamtangaben an CVRF zusammen, so dass Mehrfachnennungen
moglich werden, so erhélt man 103 positive Angaben. Hierbei waren Bluthochdruck
und Hypercholesterindmie die beiden gréBten Gruppen, beide je 27 mal genannt,
und ergaben 26% an der Menge aller Nennungen. Bei dieser Aufteilung zeigte sich,
dass Diabetes mit 2% diatatisch, mit 1% mit Insulin eingestellt war, aber zu 6% mit
oralen Antidiabetika therapiert wurde (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17. Verteilung der Risikofaktoren.

In diesem Kreisdiagramm ist die Verteilung der Risikofaktoren angegeben, die Prozentwerte beziehen sich auf die
Gesamtheit aller Nennungen.

Um einen Zusammenhang zwischen steigendem Patientenalter und Erhéhung der
Anzahl von Risikofaktoren, herauszufinden trugen wir diese in einer Kreuztabelle
(siehe Tabelle 6) mitsamt der jeweiligen Prozentzahlen auf. Es bestand keine direkte
Korrelation. Insgesamt nannten die Jingeren weniger bestehende Risikofaktoren
(siehe Abbildung 18). Am meisten Risikofaktoren fanden sich in der Gruppe der 50
bis 69-jahrigen Patienten. Innerhalb der Geschlechter lieBen sich keine bedeutenden
Unterschiede feststellen. Bei den Frauen fanden sich in 33% der Frauen 2 CVREF,
wahrend nur jeweils 8% 0 oder 4 CVRF hatten. Bei den Mannern war die Anzahl
gleichméssiger verteilt, doch es fanden sich keine Manner ohne Risikofaktoren (sie-
he Tabelle 6 und zugehorige Abbildung 20).
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Tabelle 6. Kreuztabelle zu Alter und CVRF.

Anzahl der CVRF
0 1 2 3 4 Gesamt
Alter in 3 Gruppen  Bis 50 Jahre Anzahl 0 3 2 1 2 8
% innerhalb der 0,0% 37,5% 25,0% 12,5% 25,0% 100,0%
Altersgruppe
% innerhalb der CVRF 0,0% 25,0% 16,7% 10,0% 22,2% 18,2%
% der Gesamtzahl 0,0% 6,8% 4,5% 2,3% 4,5% 18,2%
50 bis 69 Jahre  Anzahl 1 6 5 5 6 23
% innerhalb der 4,3% 26,1% 21,7% 21,7% 26,1% 100,0%
Altersgruppe
% innerhalb der CVRF 100,0% 50,0% 41,7% 50,0% 66,7% 52,3%
% der Gesamtzahl 2,3% 13,6% 11,4% 11,4% 13,6% 52,3%
Ab 70 Jahre Anzahl 0 3 5 4 1 13
% innerhalb der 0,0% 23,1% 38,5% 30,8% 7,7% 100,0%
Altersgruppe
% innerhalb der CVRF 0,0% 25,0% 41,7% 40,0% 11,1% 29,5%
% der Gesamtzahl 0,0% 6,8% 11,4% 9,1% 2,3% 29,5%
Gesamt Anzahl 1 12 12 10 9 44
% innerhalb der 2,3% 27,3% 27,3% 22,7% 20,5% 100,0%
Altersgruppe
% innerhalb der CVRF 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0% 100,0% 100,0%
% der Gesamtzahl 2,3% 27,3% 27,3% 22,7% 20,5% 100,0%

In der Tabelle wurde die Anzahl der CVRF gegen das Alter aufgetragen, welches hier in drei Gruppen der unter

49-jahrigen, der 50-69-jahrigen und der Uber 70-jahrigen eingeteilt wurde. Am meisten Risikofaktoren lieBen sich

in der Gruppe der 50 bis 69-jahrigen Patienten finden.

Anzahl

Abbildung 18. Anzahl der CVRF pro Altersgruppe.

Bis 49

Alter in 3 Gruppen

50 bis 69

Ab 70

Im Balkendiagramm ist die Anzahl der CVRF gegen die drei Altersgruppen (unter 49-jahrige, der 50-69-jahrige

und der Uber 70-jahrige) aufgetragen.
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Tabelle 7. Kreuztabelle zu Geschlecht und CVRF.

Anzahl der CVRF
0 1 2 3 4 Gesamt
Geschlecht ~ Weiblich Anzahl 1 3 4 3 1 12
% innerhalb des 8,3% 25,0% 33,3% 25,0% 8,3% 100,0%
Geschlechts
% innerhalb der CVRF 100,0% 25,0% 33,3% 30,0% 11,1% 27,3%
% der Gesamtzahl 2,3% 6,8% 9,1% 6,8% 2,3% 27,3%
Mannlich  Anzahl 0 9 8 7 8 32
% innerhalb des 0,0% 28,1% 25,0% 21,9% 25,0% 100,0%
Geschlechts
% innerhalb der CVRF 0,0% 75,0% 66,7% 70,0% 88,9% 72,7%
% der Gesamtzahl 0,0% 20,5% 18,2% 15,9% 18,2% 72,7%
Gesamt Anzahl 1 12 12 10 9 44
% innerhalb des 2,3% 27,3% 27,3% 22,7% 20,5% 100,0%
Geschlechts
% innerhalb der CVRF 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% der Gesamtzahl 2,3% 27,3% 27,3% 22,7% 20,5% 100,0%

In der Tabelle wurde die Anzahl der CVRF gegen das Geschlecht aufgetragen. Bei den

Frauen fanden sich in

33% der Frauen 2 CVRF, wahrend nur jeweils 8% 0 oder 4 CVRF hatten. Bei den Méannern war die Anzahl

gleichméssiger verteilt, doch es fanden sich keine Manner ohne Risikofaktoren.

Anzahl

107

8

4

9,09%

Weiblich

6,82%

Geschlecht

18,18%]

15,91%

Mannlich

Abbildung 19. Anzahl der CVRF bei Méannern und Frauen.

Im obigen Diagramm ist die Verteilung der Anzahl der CVRF unter dem Geschlecht angegeben.
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In der angiographischen Darstellung der Koronararterien lieB sich in der Mehrzahl
der Patienten, in 42% eine DreigeféBerkrankung feststellen, gefolgt von den 36% der
Patienten, bei denen nur ein Gefal3 betroffen war. Die ZweigefaBerkrankung betraf
lediglich 22% der Patienten (siehe Abbildung 20).

@® EingefaBerkrankung
©® ZweigefaBerkrankung
DreigefaBerkrankung

Abbildung 20. Schweregrad der koronaren Herzkrankheit.

Das Kreisdiagramm verbildlicht die Verteilung der Schweregrade der koronaren Herzkrankheit. Mit 42% (19 Pati-
enten) stellten die DreigefaB-erkrankten die gréBte Gruppe. Die ZweigefaBerkrankungen erreichten lediglich 22%,
die EingefaBerkrankungen 36%.

Innerhalb der DreigefaBerkrankungen hatten viele Patienten drei oder vier CVRF,

wohingegen die Gruppe der Patienten mit einer EingefaBerkrankung mit einer H&u-
figkeit von 40% nur einen CVRF aufwies (siehe Tabelle 8 und Abbildung 21).
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Tabelle 8. Kreuztabelle zu betroffenen GefaBen und CVRF.

Anzahl der CVRF

0 1 2 3 4 Gesamt

GefaBerkr. 1 Anzahl 1 6 4 2 2 15

% innerhalb der 6,7% 40,0% 26,7% 13,3% 13,3% 100,0%
Gefalerkrankung

% innerhalb der CVRF 100,0% 50,0% 33,3% 20,0% 22,2% 34,1%

% der Gesamtzahl 2,3% 13,6% 9,1% 4,5% 4,5% 34,1%

2 Anzahl 0 3 4 1 2 10

% innerhalb der 0,0% 30,0% 40,0% 10,0% 20,0% 100,0%
GefaBerkrankung

% innerhalb der CVRF 0,0% 25,0% 33,3% 10,0% 22,2% 22,7%

% der Gesamtzahl 0,0% 6,8% 9,1% 2,3% 4,5% 22,7%

3 Anzahl 0 3 4 7 5 19

% innerhalb der 0,0% 15,8% 21,1% 36,8% 26,3% 100,0%
GefaRerkrankung

% innerhalb der CVRF 0,0% 25,0% 33,3% 70,0% 55,6% 43,2%

% der Gesamtzahl 0,0% 6,8% 9,1% 15,9% 11,4% 43,2%

Gesamt Anzahl 1 12 12 10 9 44

% innerhalb der 2,3% 27,3% 27,3% 22,7% 20,5% 100,0%
GefaRerkrankung

% innerhalb der CVRF 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

% der Gesamtzahl 2,3% 27,3% 27,3% 22,7% 20,5% 100,0%

In der Tabelle sind CVRF gegen die Anzahl der betroffenen GefaBe aufgetragen. Innerhalb der DreigefaBerkran-
kungen hatten viele Patienten drei oder vier CVRF, und in der Gruppe der Patienten mit einer EingefaBerkran-
kung hatte die Mehrzahl mit 40% nur einen CVRF.

Anzahl
der
CVRF
20,0% Ho
[N
2
M3
Cla
15,0%
(V]
=
c
[
N
o
a 10,0%7
11,36%|
5,0%
9,09%
0,0%—

Betroffene GefiaBBe

Abbildung 21. Anzahl der CVRF je Anzahl der betroffenen GeféaBe.

In der Tabelle sind CVRF gegen die Anzahl der betroffenen GeféBe aufgetragen. Prozentwerte sind Anteile aller.
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Innerhalb der Messungen Uber finf Tage war die Thrombozytenzahl in der EPO-
Gruppe im Vergleich zur Placebo-Gruppe nicht signifikant verschieden. Aber bei der
Blutabnahme nach 12 Stunden waren die Trombozytenzahlen der EPO-Gruppe ten-
denziell héher, jedoch ohne signifikanten Unterschied. Die gréBte Differenz bestand
am funften Tag (Epo: 150 + 57 x 109/1, Placebo: 156 + 73 x 1091, p = 0.111, Abbildung
22 und 23). Im Verlauf stiegen die Thrombozyten sowohl bei Patienten mit als auch
ohne EPO tendentiell an, von 142,6 x 1091 auf 1156,1 x 1091 in der Placebogruppe
und von 129,7 x 109/l auf 150,4 in der EPO-Gruppe (siehe Abbildung 22). Tendenziell
hatten Frauen, die EPO erhielten eine geringere Thrombozytenanzahl, wohingegen
es sich bei Mannern umgekehrt verhielt. Es liessen sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede feststellen (siehe Abbildung 24)

Tabelle 9. Mittelwerte und Standardabweichung der Thrombozytenzahlen.

Thrombozytenzahl EPO-Gruppe SD EPO- Placebo- SD Placebo- P-Wert Whitney-

(109/1)) Gruppe Gruppe gruppe Mann-U-Test
vor PCI 129,7 53,90 142,6 50,10 0,565
12 h nach PCI 155,6 30,70 142,6 60,20 0,461
48 h nach PCI 138,9 36,50 136,8 55,20 0,474
60 h nach PCI 141,7 39,40 126,8 58,60 0,111
120 h nach PCI 150,4 57,10 156,1 73,40 0,890
ca 6 Monate nach PCI 184,7 48,60 169,4 50,90 0,674

Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der Thrombozytenzahlen, die Standardabweichung und die P-Werte im Whitney-
Mann-U-Test zu den Unterschieden der EPO- und Placebo-Gruppe im Vergleich an den verschiedenen Zeitpunk-

ten der Messungen.
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200,07 — L EPO

150,07

100,07

Thrombozytenanzahl [x 109/ ]

50,07

0,0 | | | | | |
bei 12 Stunden 48 Stunden 60 Stunden 120 Stunden 6 Monaten
Aufnahme

Zeitpunkt

Fehlerbalken: 95% ClI

Abbildung 22. Verlauf der Thrombozytenzahlen.

Hier wird der Anstieg der Thrombozyten im Verlauf graphisch dargestellt. Angegeben sind Mittelwerte, die Fehler-

balken markieren das 95% Konfidenzintervall.
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Abbildung 23. Thrombozytenzahlen 60 Stunden nach PCI

Die Thrombozytenanzahl zeigte keinen Anstieg in der EPO-Gruppe. (EPO-Gruppe 141,7 + 39,4x 109/, Placebo-
Gruppe 126,8 + 58,6 x 1091, p = 0.011)

200,07

Mittelwert der Thrombozytenanzahl [G/I]

0,0~

150,07

100,07

50,07

Weiblich Mannlich
Geschlecht

Fehlerbalken: 95% ClI

NeoR=1
Placebo=0
M Placebo
HEpo

Abbildung 24. Thrombozytenzahl nach Geschlechtern und EPO oder Placebogruppe.

Aufgetragen sind die Mittelwerte der Thrombozytenzahlen, getrennt nach Geschlecht und ob die Patienten EPO

oder Placebo erhielten.
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Trotz der hohen Dosierung des EPO waren auch die Hamoglobinlevel nach 120

Stunden in beiden Gruppen nicht messbar unterschiedlich (EPO 14.8 + 1.6 versus

Placebo 15 + 1.3 mg/dl, p = 0.593, siehe Abbildung 25 und 26).

16 1

12
8

4

Hamoglobin [mg/dl]

0

[] Placebo

Abbildung 25. Hamoglobinwerte 120 Stunden nach PCI.

Zwischen EPO und Placebogruppe fand sich kein Unterschied der Himoglobinwerte .
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Abbildung 26. Verlauf des Hb-Werts.
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Der Graph zeigt den Verlauf der gemessenen Hb-Werte. EPO und Placebogruppe unterschieden sich nicht.
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Abbildung 27. Prothrombinfragment.

Prothrombinfragmente im Blut der Patienten stiegen nach 60 Stunden signifikant an, jedoch ohne Unterschiede
zwischen der EPO- und Placebo-Gruppe.

Die Thrombingeneration in vivo stieg nach 60 Stunden signifikant an. Gemessen
wurde dies mit den Konzentrationen der Prothrombinfragmente F1 und F2 (p < 0.01,
siehe Abbildung 27). Dieser Effekt konnte sowohl in der EPO- als auch in der Place-
bo-Gruppe und ohne signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen gemessen
werden.

Auch die Retikulozytenanzahl wurde bei beiden Gruppen bestimmt. Im Mittel war sie
etwa 10/ul bei Aufnahme. In der Placebogruppe stieg sie auf ein Maximum von 17,4/
I, in der EPO-Gruppe auf einen Maximalwert von 36,9/ul, der Gber einen Zeitraum
von sieben Tagen erreicht wurde (P-Wert des T-Tests hier <0,001). Ab dem vierten
bis einschliesslich dem neunten Tag lag der Mittelwert der Retikulozytenzahl signifi-
kant Gber dem der Placebogruppe, mit dem Mittelwert von 19,8/ul in der EPO-Grup-
pe, von 14,1/ul in der Placebogruppe und einem P-Wert von 0,003, danach <0,001.
Nach dem neunten Tag fand sich kein signifikanter Unterschied mehr (siehe Abbil-
dung 28).
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Fehlerbalken: 95% Cl
Abbildung 28. Verlauf der Retikulozytenwerte.

Eingezeichnet ist der Anstieg der Retikulozytenzahl in EPO- und Placebogruppe. Bei der EPO Gruppe wurde ein
deutlich grésserer Anstieg beobachtet.

Der CRP-Wert betrug im Mittel 7,23 mg/dl bei Aufnahme und stieg auf einen Maxi-
malwert von 45,1 mg/dl an Tag 3, hier wurden jedoch keine signifikanten Unterschie-
de zwischen der EPO und der Placebogruppe beobachtet. Von Tag vier bis sechs
fand sich eine Tendenz zu héheren CRP-Werten in der EPO Gruppe (p-Wert = 0,06).
Bei den Leukozyten verhielt es sich ahnlich. Bei Aufnahme betrugen sie im Mittel 12
G/l, sanken dann stetig leicht ab. Zwischen den beiden Gruppen waren keine signifi-
kanten Unterschiede zu finden (siehe Abbildung 29 und 30).
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Abbildung 29. CRP-Werte im Verlauf.
Eingezeichnet und miteinander verbunden sind die Mittelwerte der CPR-Messungen.
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Abbildung 30. Verlauf der Leukozytenanzahl.

Hier wurden die im Labor bestimmten Leukozytenwerte im Verlauf eingezeichnet.



Alle Patienten erhielten bei Entlassung Acetylsalicylsadure, Clopidogrel, einen Beta-
blocker und ein Statin. Ein Patient erhielt einen Angiotensin-Rezeptorblocker, alle
anderen einen ACE-Hemmer. 28 Patienten erhielten ein Diuretikum.

Wéhrend des Klinikaufenthaltes und der Nachsorge kam es bei keinem der Patienten
zum Tod. Bei zwei Patienten der EPO-Gruppe und einem Patienten der Placebo-
Gruppe kam es im Verlauf zum erneuten Infarkt, einmal innerhalb von drei Tagen,
einmal nach 31 Tagen und einmal nach etwa drei Monaten. Bei der Intervention
konnte allen Patienten erfolgreich ein Stent implantiert werden. Bei einem Patienten
kam es nach drei Tagen zur Stentthrombose. Bei drei Patienten wurde von vornhe-
rein eine Reintervention geplant, bei zwei Patienten musste beim sechs-Monats-Fol-
low-Up erneut ein Stent eingesetzt werden.

Vergleiche nach Gruppen des Geschlechts, der Anzahl von Risikofaktoren oder Ge-
faBerkrankungen oder Altersgruppen (bis 50, 50-70, Uber 70) ergab keine signifikan-
ten Unterschiede.

4.2.2 Thrombozytenaggregation

Die Thrombozytenaggregation nahm nach PCI deutlich ab, was als Reaktion auf die
periinterventionelle Therapie mit Acetylsalicylsdure und Clopidogrel erwartet war
(siehe Abbildung 31, A-E). Dieser Effekt war am deutlichsten nach 12 Stunden bei
Stimulation mit TRAP und Kollagen (Abbildung 31,C und E) und nach 48 Stunden bei
Stimulation mit ADP und ASPI oder ohne Stimulation (Abbildung 31, A, B und D). Es
ergeben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen der EPO- und der
Placebogruppe. Nach 60 bis 120 Stunden erreichte die Aggregation allméahlich wie-
der héhere Werte, die jedoch ausser bei TRAP-Stimulation unter den Ausgangswer-
ten lagen.

Die Thrombozytenaggreagtion in den einzenlen Tests, zu den verschiedenen Mess-
zeitpunkten korrelierte nicht mit der Anzahl der Thrombozyten.

Man konnte keine signifikante Korrelation der Thrombozytenaggregation mit dem Al-
ter feststellen. In einzelnen Altersgruppen fanden sich keine signifikanten Unter-
schiede (siehe Abbildung 32).

Auch zwischen Mannern und Frauen fanden sich keine signifikanten Unterschiede in
der Thrombozytenaggregation (siehe Abbildung 33).

Ebenfalls konnten wir statistisch keine Unterschiede zwischen der Thrombozytenag-
gregation bei Patientengruppen nach Anzahl der CVRF aufgeteilt, herausfinden (sie-
he Abbildung 34).
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Abbildung 31. Thrombozytenaggregation.
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Stunden

------ - Placebo
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Die Thrombozytenaggregation, gemessen mit verschieden Stimulanzien per Impedanzaggregometrie ergab ein
deutliche Reduktion nach PCI, bei Patientengruppen mit und ohne EPO fanden sich jedoch keine signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 32. Thrombozytenaggregation je Test und Altersgruppe.

In der Abbildung sind die Mittelwerte der Thrombozytenaggregation in drei Altersgruppen aufgetragen. Es zeigen
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen (unter 49-jahrige, der 50-69-jahrige und der
Uber 70-jahrige).
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Abbildung 33. Thrombozytenaggregation bei Mannern und Frauen.

Es sind die Mittelwerte der Thrombozytenaggregation nach Geschlechtern getrennt aufgetragen. Es fanden sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 34. Thrombozytenaggregation je Anzahl der CVRF.

Es sind die Mittelwerte der Thrombozytenaggregation in Gruppen der Anzahl der CVRF aufgetragen. Es fanden
sich keine signifikanten Unterschiede.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

Multiplate® ist ein relativ neues Verfahren, das erst seit 2006 haufiger zur Messung
der Thrombozytenaggreagtion angewandt wird. Es ist ein Verfahren zur Vollblutag-
gregometrie, das per Impedanzmessung so realitdtsgenau wie mdéglich die Aggrega-
tion im Vollblut des Patienten misst. Bei der Messung sind Erythrozyten, Leukozyten
und auch weitere |6sliche Blutbestandteile anwesend, wahrend bei den bestehenden,
alternativen Verfahren zur Messung der Thrombozytenfunktion in einem zeit- und ar-
beitsaufwandigen Verfahren zunachst Platelet-Rich-Plasma gewonnen werden muss.
Diese Methoden werden als ,Light Transmission Aggregometry“ (LTA) und ,turbidi-
metric aggregometry“ bezeichnet. Es wird noch diskutiert, welche dieser Methoden
unter welchen Aspekten mehr Aussagekraft haben. Konsens ist allerdings momen-
tan, dass diese verschiedenen Messsysteme, kaum vergleichbare Messergebnisse
liefern (Mueller et al. 2007; Seyfert et al. 2007), obwohl die medikamentdése Hem-
mung der Thrombozytenaggregation, z.B. mit Clopidogrel gleich zuverlassig durch
die verschiedenen Messsysteme nachgewiesen werden kénnen (Sibbing et al.
2008). Somit kénnte diese Studie durch weitere Thrombozytenfunktionstests erganzt
werden. MEA wurde jedoch als Methode gewéhlt, da die Aggregation wie in vivo an
verletzten GeféBoberflachen ablduft und nicht im flissigen Medium, wie beispiels-
weise bei LTA.

MEA kénnte stdranféllig durch vielfaltige Verédnderungen im Blut sein, beziehungs-
weise seine Behandlung. Allerdings zeigen verschiedene Publikationen, dass MEA
auch unter verschiedenen getesteten Bedingungen valide Messergebnisse liefern
(Toth et al. 2006; Seyfert et al. 2007; Sibbing et al. 2008).

Erwahnenswert ist auch ein Mehrgewinn an Informationen, da MEA-Messungen als
Kurve mit zeitlichem Verlauf dargestellt werden und sowohl die maximale HOhe, als
auch die Flache unter der Kurve angegeben wird.

Von Vorteil ist auch die gute Prozesswiederholbarkeit durch Automatisierung und ge-
ringere Fehlerquellen im Ablauf, da das Geréat intuitiv bedient werden kann und z.B.
mit einer automatischen Pipette ausgestattet ist. Es kann an 5 Messzellen gleichzei-
tig (je 2 Messungen) genutzt werden und auch hierdurch ergibt sich eine Zeiterspar-
nis im Vergleich zu anderen Verfahren.

Da die Testzellen Einmalartikel sind, werden Fehler, z.B. durch Anderung der Ober-
flachenstruktur der Messelektroden, unvollstédndige Entfernung der zuvor aggregier-
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ten Thrombozyten bei der Aufbereitung der Materialien oder auch durch Abnutzung,
minimiert.

Durch die verschiedenen Methoden der Stimulation kann differenziert zwischen Teil-
aspekten der Thrombozytenaggregation unterschieden werden. Somit kann man un-
tersuchen, inwiefern die Aggregation verandert ist, oder was einzelne zu testende
Wirksubstanzen mit den Thrombozyten machen. Allerdings gibt es auch hier Uber-
schneidungen bei durchgefliihrten Tests, Inhibitoren der Aggregation und Stimulanzi-
en.

5.1.1 Versuchsserie in vitro

Ein in-vitro-Versuch kann nie 100% die Gegebenheiten in vivo wiedergeben. Den-
noch kann man, ohne die Patienten gravierend zu gefahrden, bereits mit wenig Zeit-
und Arbeitsaufwand versuchen, mehr Hinweise zu erhalten. Zudem lassen sich die
Bedingungen besser standardisieren und somit kann man mit kleineren Fallzahlen
arbeiten und dennoch aussagekréftige Ergebnisse erzielen. Es sollte somit der erste
Schritt wissenschaftlicher Forschung sein, der allerdings vor Umsetzung noch weite-
re Tier- und klinische Studien durchlaufen muss.

Auch Testreinen mit gesunden Probanden sind risikoarm, kbnnen aber nicht unbe-
dingt exakte Informationen Uber die Verhaltnisse und Auswirkungen bei Erkrankten
geben.

5.1.2 Studienform von REVIVAL-3

Die REVIVAL-3 Studie ist prospektiv, randomisiert, doppelblind und Placebo-kontrol-
liert. Dies ist eines der aussagekréftigsten Studienmodelle. Allerdings kdnnten gré-
Ber-angelegte, multizentrische Studien sowie Metaanalysen hier detailgenauere In-
formationen bringen und statistisch besser abgesicherte Ergebnisse liefern und ge-
ringere Unterschiede detektieren, als eine Gruppe von nur 45 Patienten.

Da nur 22% des Studienkollektivs Frauen waren, kann keine reprasentative Aussage
far die Gesamtbevélkerung getroffen werden. Es waren sowohl Frauen, als auch
Manner aller Altersstufen inkludiert, so dass der Altersdurchschnitt relativ gut der far
die Erkrankung am akuten Myokardinfarkt typischen Altersspanne entspricht. Weitere
klinisch Charakteristika waren relativ ausgewogen in EPO- und Placebogruppe ver-
teilt.
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Relativ grosse Infarktareale (CK-Mittelwert von 2197 U/l) und 34% der Patienten mit
> DreigeféaBerkrankung, sowie 2,3 CVRF durchschnittlich sprechen fir einen Aus-
schnitt einer Risikogruppe: Patienten dieser Gruppe kénnten eventuell am meisten
und frihesten von Verbesserungen und Ergénzungen der bisherigen Standardthera-
pie profitieren.

Meines Wissens ist dies eine der am héchsten dosierten EPO-Studien mit maximaler
kumulativer Dosis von 99 000 IU von EPO Uber einen kurzen Zeitraum von 48 Stun-
den.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

« In vitro konnten 10, 100 und 200 IU EPO innerhalb von 30 Minuten bis zwei Stun-
den kaum messbare Anderung der Thrombozytenaggregation auslésen.

- Die Thrombozytenanzahl im akuten Myokardinfarkt mit und ohne EPO nach erfolg-
reicher PCl und Standard-Therapie unterschied sich nach 120 Stunden nicht.

- Bei der gemessenen Thrombozytenaggregation lieBen sich auch mit verschiedenen
Tests keine Unterschiede zwischen der EPO-Gruppe und der Placebo-Gruppe

nachweisen.

- Auch die Thrombingeneration unterschied sich nicht in beiden Gruppen.

5.2.2 Versuchsserie in vitro

Mit Hilfe von in vitro Versuchen mit Blut von zehn gesunden Probanden sollte der
Einfluss von EPO auf die Thrombozytenaggregation kurzzeitig nach EPO-Gabe un-
tersucht werden. Die Messungen zeigten nach 30 Minuten im ADP- und COL-Test
leichte Minderungen der Aggregation nach Inkubation mit 200 IU EPO. Nach zwei
Stunden fanden sich in beiden Tests bei 200 IU EPO eine Erh6hung der Aggregation.
Dies konnte anzeigen, dass die thrombembolische Wirkung von EPO sich erst nach
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langerer Einwirkzeit entfaltet. Die Ergebnisse der eingeschréankien Versuchsreihe
mussten durch Versuche mit verlangerten Inkubationszeiten untermauert werden.

Im ASPI-Test war bei den mit 10 IU versetzten Proben sowohl nach 30 Minuten wie
auch nach zwei Stunden eine Steigerung der Thrombozytenaggregation zuerkennen.
Es kdnnte sein, dass EPO Uber verschiedene Wege auf die Thrombozytenaggregati-
on Einfluss nehmen kann und Uber Thromboxan A2 bereits friher Auswirkungen
zeigt, als Uber APD- und Kollagenrezeptoren. Auch ist es mdglich, dass geringere
Dosen EPO, wie in diesem Versuch (10IU EPO) ebensoviel oder sogar mehr Effekte
haben kénnten. Die Studie von Taniguchi et al. findet auch bei geringeren EPO Do-
sen einen Effekt auf die LVEF (Taniguchi et al. 2010).

Um dies zu bestatigen sollten Untersuchungen mit einer gréBeren Anzahl an Pro-
banden und mit erweiterten EPO-Dosierungen durchgefiihrt werden.

Im TRAP-Test zeigten sich keinerlei Unterschiede nach verschiedenen EPO-Gaben
im Vergleich zu unbehandelten Proben.

Im Vergleich der tber 30 Minuten inkubierten Proben mit den Uber zwei Stunden in-
kubierten Proben fanden sich kaum signifikante Unterschiede, bei 10 IlU EPO im
ADP-, TRAP und ASPI-Test, bei 100 IU EPO im COL- und TRAP-Test, bei 200 U
EPO nur noch im TRAP- Test. Hier liess sich weder 100%-ig feststellen, ob eine Wir-
kung von EPO von der Zeit abh&ngt, noch liess sich dieses ausschliessen.

Die Blutproben ohne jegliche Mischung mit EPO unterschieden sich signifikant nach
30 Minuten und zwei Stunden in den ADP-, COL- und TRAP-Tests. Dies kdnnte da-
rauf hinweisen, dass hier noch weitere Gr6Ben, wie die Zeit Einfluss auf die Throm-
bozytenaggregation nehmen. Somit sind die Anderungen der Aggregation nicht zu
100% auf die Inkubation mit EPO zurlckzufihren. Lediglich der ASPI-Test schien
hiervon nicht beeinflusst. Die Ergebnisse der eingeschrankten Versuchsreihe konn-
ten durch die Erh6hung der Anzahl an Probanden und durch eine Erweiterung der
Konzentrationsstarke der EPO-Dosierungen sowie verlangerter Inkubationszeiten
validiert werden. Eine Bestétigung der Ergebnisse wére insofern von Bedeutung, da
eine erhdhte Reaktivitdt der Thrombozyten zur Aggregation vermutlich geféhrliche
Nebenwirkungen verursachen kdnnte. In zwei groB angelegten klinischen Studien
zur Wirkung von EPO im akuten Myokardinfarkt wurde ein Anstieg der thrombembo-
lischen Ereignisse beschrieben (Ott et al. 2010; Najjar et al. 2011). Allerdings waren
auch dabei die Fallzahlen zu gering, um Erhéhungen der Mortalitat feststellen zu
kénnen.
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5.2.3 Substudie von REVIVAL-3

In dem klinischen Rahmen des akuten Myokardinfarkts, was meist mit einem akuten,
thrombotischen oder thrombembolischen Verschluss eines GeféaBes einhergeht und
somit eine eventuelle Reaktivitdtsanderung der Thrombozyten eintritt, konnten wir
keine Auswirkungen des EPOs auf die Thrombozytenaggregation oder -anzahl
feststellen. Die Mittelwerte der Thrombozytenanzahl lagen vergleichsweise niedrig.
Wir vermuten als Ursache einen Verdinnungseffekt durch Infusionen.

Auch war kein Einfluss des Alters, der CVRF oder des Geschlechts auf die Thrombo-
zytenaggregation festzustellen. Wir fanden jedoch die Thrombozytenaggregation
vermutlich aufgrund der dualen Plattchenhemmung mit Acetylsalicylsdure und Clopi-
dogrel deutlich gehemmt. Da sich hier die EPO- und die Placebogruppe nicht signifi-
kant unterschieden, vermuten wir, dass EPO die Wirkung der Aggregationshemmer
nicht mindert.

5.3 Relevanz der Ergebnisse

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle bei der Hamostase, vor allem bei der Er-
kennung der Verletzung, dem Rekrutieren weiterer Thrombozyten durch interzellulare
Kommunikation, dem Adhérieren untereinander und der Interaktion mit der Gerin-
nungskaskade, um die betroffene GeféBlasion abzudichten. Das akute Koronarsyn-
drom ist mit inaddquater Thrombozytenaktivierung verbunden, einem zentralen Punkt
der Pathogenese thrombotischer Komplikationen nach Koronarintervention (Davi und
Patrono 2007).

Die residuale Thrombozytenreaktivitdt nach PCI ist ein unabhangiger Pradiktor far
die Schadigung des Herzens im akuten Myokardinfarkt (Marcucci et al. 2007).

Lange bekannt ist, dass in einem weniger akuten Setting, in dem Patienten eine
Langzeitbehandlung mit EPO erhielten, ein erhéhter Hamatokrit mit einer erhéhten
Rate an thrombembolischen Ereignissen assoziiert war (Besarab et al. 1998; Singh
et al. 2006; Pfeffer et al. 2009). Mdgliche Mechanismen dafur kdnnten die Steigerung
der Thrombozytenbildung und -freisetzung sowie deren erhdhte Reaktivitat gewesen
sein. Andererseits kénnten nicht-hdmatopoetische Mechanismen des EPO ebenfalls
beglnstigend zu einem akuten Myokardinfarkt beigetragen haben. Es wurden nam-
lich EPO-Rezeptoren im kardiovaskuldren System sogar an Endothelzellen, und
Kardiomyozyten nachgewiesen (Anagnostou et al. 1994; Wright et al. 2004). Einige
in vitro und in vivo Studien zeigten eine protektive Wirkung von EPO wahrend
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Ischamie- und Reperfusionsmodellen, die mit einer Reduktion der InfarkigréBe und
Apoptose einherging (Calvillo et al. 2003; Tramontano et al. 2003; Cai und Semenza
2004; Shi et al. 2004; van der Meer et al. 2004; Bullard et al. 2005; Hanlon et al.
2005; Lipsic et al. 2008). Erste klinische Studien bestétigten die Vertraglichkeit von
EPO in akuten Myokardinfarkt und Schlaganfall (Ehrenreich et al. 2002; Ozawa et al.
2010).

Trotz dieser vielversprechenden Daten konnte in weiteren klinischen Studien kein
Benefit einer EPO-Gabe im akuten Myokardinfarkt gefunden werden (Ott et al. 2010;
Taniguchi et al. 2010; Voors et al. 2010; Najjar et al. 2011; Suh et al. 2011). Im Ge-
genteil, die REVEAL-Studie zeigte ebenso wie unsere REVIVAL-3 Studie sogar eine
Tendenz zu mehr Komplikationen (Ott et al. 2010; Najjar et al. 2011). Die Ursachen
daflrr sind unklar. Es gibt jedoch Hinweise, dass EPO sowohl die Thrombozytenan-
zahl als auch deren Reaktivitat beeinflusst (Berridge et al. 1988; Tsukada et al. 1990;
Wolf et al. 1997; Stohlawetz et al. 2000; Tang et al. 2007). Da die Thrombozytenfunk-
tion in Bezug auf Komplikationen des akuten Myokardinfarkts extrem wichtig ist,
muss die Wirkung von EPO auf die Thrombozyten beriicksichtigt werden. Die Be-
handlung mit EPO Uber einen kurzen Zeitraum ist mit einem Anstieg der Thrombozy-
tenzahlen in Tiermodellen und bei gesunden Probanden vergesellschaftet. In unserer
Studie fanden wir keine erhéhten Thrombozytenzahlen bei Patienten, die hochdosier-
tes EPO Uber einen kurzen Zeitraum im akuten Myokardinfarkt erhielten.

Bisher gab es wenig Studien in diesem Setting zu mdglichen Auswirkungen auf die
Thrombozytenfunktion. Im Mausmodell zeigte sich eine vermehrte Thrombozy-
thenadhasion unter EPO-Behandlung bei Extremitatenischemie (Kato et al. 2010).
Wolf et al. erklarten, die aufgrund von EPO-Therapie neu gebildeten Thrombozyten
seien zunéchst hyperreaktiv (Wolf et al. 1997). Stohlawetz et al. fanden bei der Un-
tersuchung der Thrombozytenfunktion gesunder Probanden ebenfalls vermehrt reak-
tive Thrombozyten nach EPO-Gabe bei der Untersuchung mit TRAP (Stohlawetz et
al. 2000). Ahnliche Ergebnisse gab es bei Patienten, die aufgrund anderer Erkran-
kungen mit EPO behandelt wurden (Taylor et al. 1992; Tassies et al. 1998; Homoncik
et al. 2004).

Wir beobachteten in unserer Studie keine erhéhte Thrombozytenreaktivitat in den mit
EPO behandelten Patienten. Um dies genauer zu examinieren, analysierten wir die
Thrombozytenaggregation mit vier verschiedenen Stimulantien. Alle Tests mit ver-
schiedenen Stimulantien zeigten &hnliche Zeitverlaufe wie die unstimulierten Tests.
Wir vermuten, dass dies auf die periinterventionelle antithrombotische Therapie mit
ASS und Clopidogrel zurtckzufihren war, da die Thrombozytenaggregation in den
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ersten 48 Stunden nach PCI signifikant absank. Dennoch kénnten mégliche signifi-
kante Unterschiede zwischen den Gruppen unerkannt geblieben sein. Dies kénnte
mit einer gréBer angelegten Studie abgeklart werden.

Auch koénnten Prozesse am Endothel fur die erhéhte Rate an thrombembolischen
Komplikationen verantwortlich sein. Die Untersuchungen von Fuste et al. z.B deuten
darauf hin, dass EPO Endothelzellen stimuliert, was zu einer erhéhten Thrombogeni-
tat fuhrte (Fuste et al. 2002). Weitere Nachforschungen wéren auch hier von groBem
Nutzen, um die vermehrten thrombembolischen Ereignisse bei EPO-Therapie zu er-
klaren.

Die Thrombinbildung stieg nach dem akuten Infarkt und der PCI, wie zuvor beschrie-
ben, was eine allgemeine Hyperkoagulabilitat ebenso wie Entziindungsprozesse re-
flektiert. Allerdings beobachteten wir dazu keine Unterschiede zwischen der EPO-
und der Placebogruppe (Busch et al. 2005).

Auch wenn Studien mit Ratten Dosen von 350 bis 5000 IU/kg nutzten (Ye et al.
2006), was bis zu 350 000 IU im Menschen entspricht, war die kumulierte Dosis von
100 000 IU dieser Studie unter den héchsten, in klinischen Studien getesteten, Do-
sen EPO.

Zusammenfassend bewirkte in der Studie ,akuter Myokardinfarkt mit Standardthera-
pie bestehend aus Acetylsalicylsdure und Clopidogrel“ kurzzeitige EPO-Gabe weder
eine Erhéhung der Thrombozytenzahlen, noch eine Anderung der Aggregation.
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6 Zusammenfassung

6.1 Deutsche Zusammenfassung

Hintergrund: In experimentellen Studien wurde bereits gezeigt, dass EPO im akuten
Myokardinfarkt die Herzfunktion verbessert. Allerdings zeigte sich auch eine Steige-
rung von thrombembolischen Ereignissen, weswegen diese Arbeit die Wirkung von
EPO auf die Thrombozytenaggregation weiter erforschen sollte.

Material und Methoden: Der erste Teil der Arbeit umfasst eine in vitro-Testserie, bei
der Blut gesunder Patienten mit verschiedenen Dosierungen EPO gemischt wurde.
Anschliessend wurde nach Stimulation mit ADP, COL, TRAP und ASPI die Thrombo-
zytenaggregation per Vollblut-lmpedanzaggregometrie bestimmit.

Der zweite Teil wertete die Ergebnisse der Substudie der REVIVAL-3 Studie aus, bei
der Patienten mit akutem Myokardinfarkt und erfolgreicher PCI hochdosiert EPO
oder Placebo erhielten. Die Thrombozytenaggregation wurde 5 Mal im Verlauf mit

den selben vier verschiedenen Stimulanzien gemessen.

Ergebnisse: In vitro ergab sich im ADP- und COL-Test eine Minderung der Aggrega-
tion bei 200 IU EPO, sowohl nach 30 Minuten Inkubationszeit, als auch nach zwei
Stunden. Bei ASPI zeigte sich eine Erhéhung der Aggregation bei Behandlung mit 10
IU EPO nach Inkubation tGber 30 Minuten und tber zwei Stunden.

Bei der Thrombozytenaggregation der Patienten der REVIVAL-3 Studie fanden sich
keine Unterschiede zwischen der EPO- und der Placebo-Gruppe. Es zeigte sich eine
deutliche Minderung der Aggregation bereits 12 Stunden nach PCI, was vermutlich
auf die duale Plattchenhemmung mit Acetylsalicylsédure und Clopidogrel zuriickzufih-
ren ist. Die Anzahl der Thrombozyten stieg in der EPO-Gruppe nicht auf signifikant
héhere Werte als in der Placebo-Gruppe.

Schlussfolgerung: Die Thrombozytenzahl stieg nicht durch EPO-Gabe im akuten

Myokardinfarkt an. Es konnte ebenfalls keine Anderung der Thrombozytenaggregati-

on im Vergleich zu den Patienten, die Placebo erhielten nachgewiesen werden.
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6.2 English Summary

Background: It has been shown in several studies that erythropoietin improves car-
diac function within the setting of acute myocardial infarction. However, a rise in
thrombembolic events was also observed. Therefore this dissertation is meant to ex-
plore further effects of EPO on the aggregation of platelets.

Materials and Methods: The first part contains a series of in vitro experiments with
blood samples of healthy individuals, which were treated with several different dos-
ages of EPO. Subsequently, the aggregation of the platelets was tested after stimula-
tion with ADP, COL, TRAP and ASPI in whole-blood-aggregation.

The second part harbours the results of a substudy of the REVIVAL-3 study, in which
patients received high-dose EPO or Placebo shortly after myocardial infarction and
stenting. The aggregation of platelets was measured five times with the same four

stimulants.

Results: In vitro experiments resulted in an decrease of aggregation after incubating
blood samples with 200 IlU EPO during 30 minutes and two hours, tested with ADP
and COL. If tested with ASPI, an increase was found after incubation over 30 minutes
or two hours with 10 IlU EPO.

Within the REVIAVAL-3 study no differences between EPO and Placebo group were
observed concerning aggregation. A significant diminution of aggregation was shown
12 hours after coronary intervention, which we attribute to dual platelet inhibition with
acetylsalicylic acid and clopidogrel. Platelet count in the EPO group did not rise to

significantly higher levels as in the placebo group.
Conclusion: Platelet count did not rise significantly due to EPO administration during

acute myocardial infarction in contrast to the placebo-treated group. No significant
changes in platelet aggregation were observed between both groups.
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7 Verzeichnisse

7.1 Abklrzungen

Abkiirzung Bedeutung

A ACS Akutes Koronarsyndrom
ACE »+Angiotensin-converting-Enzym*
ADP Adenosindiphosphat
ATP Adenosintriphosphat
ASPI Testreagenz, das Arachidonsé&ure zur Induktion der Throm-

bozytenaggregation enthalt

ASS Acetylsalicylsaure
AU Aggregationseinheiten ,Aggregation Units®
AUC Flache unter der Kurve ,Area under the Curve*
AP-1 Aktivator- Protein-1
ArS Arachidonséaure

C Caz+ Kalzium
CD40 ,Cluster of Differentiation 40“
CK Kreatinkinase
CK-MB Herzmuskelspezifische Kreatinkinase
CNP C-typ natriuretisches Peptid
COL Testreagenz, das Kollagen zur Induktion der Thrombozy-

tenaggregation enthalt

COX Cyclooxigenase
CRP C-Reaktives Protein
CVRF Kardiovaskulare-Risikofaktoren

E EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EF Ejektionsfraktion
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Abkiirzung Bedeutung

EGF ~Epidermal Growth Factor”

EKG Elektrokardiogramm

ENA Epitheliales, Neutrophile-aktivierndes Peptid

EPO Erythropoietin (rekombinantes humanes Erythropoietin beta;
NeoRecormon®)

FGF ,Fibroblast Growth Faktor*

GP llb/llla Glykoprotein llb/llla, auch Integrin allbf3

GP IV Glykoprotein 1V

Gq G-Protein

Hb H&moglobin

ICAM sintercellular Adhesionmolecule®

IGF ,Insulin-like Growth Factor

IL Interleukin

LAD ,Left Anterior Artery”

LCX ,Circumflex Branch of Left Artery“

LDL ,Low Density Lipoprotein®

LVEF Linksvenrikuléare Ejektionsfraktion

LTA ,Light Transmission Aggregometry*

MAP Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MCP »,Monocyte-chemoattractant Protein®

MCSF »,Macrophage Colony-stimulating Factor”

MI Myokardinfarkt

Min. Minuten

MIP ,Macrophage Inflammatory Protein”

MMP Matrixmetalloprotease

MRT Magnetresonanztomographie

MEA ~-Multiple Electrodes Aggregation”
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Abkiirzung Bedeutung

Mg2+ Magnesium

NO Stickstoffmonoxid

NF-kB Nuklearer Faktor kB

NSAR Nichtsteroidale Antirheumatika

P2Y Purinergischer Rezeptor

PAI Plasminogen-Aktivator-Inhibitor

PAR Thrombozytenproteinase-aktivierender Rezeptor, auch
.Platelet Proteinase-activated Receptor®

PCI Perkutane Koronarintervention

PDGF ,Platelet-derived Growth Factor*

PECAM ,Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule®

PF4 ,Platelet Factor 4“

PGl Prostaglandin

RANTES ,Regulated and Normal T-cell Expressed and Secreted®,
auch CCL5, d.h. Chemokinligand 5

RCA »Right Coronary Artery“

SD Standardabweichung ,Standard Deviation”

STEMI ST-Strecken-Hebungsinfarkt

STAT 5 »oignal Transducer and Activator of Transkription®

SEM Standardfehler ,Standard Error of the Mean*®

SPECT Single-Photon-Emmissions Computertomographie

TF »1issue Factor®

TGF »1ransforming growth factor”

TNFa ,lumornekrose Faktor”

TRAP Thrombinrezeptor-aktivierendes-Peptid

TP Thromboxanrezeptor

TXA2 Thromboxan Az
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Abkiirzung Bedeutung
\ VCAM ,vascular Celladhesion Molecule®
VEGF ,vascular Endothelial Growth Factor®
vgl. vergleiche
vWF von-Willebrand-Faktor
W WHO World Health Organisation
Z z.B. Zum Beispiel

Die Einheiten entsprechen der SI-Norm.
Zur besseren Lesbarkeit des Textes wurde auf die jeweilige weibliche Form verzich-

tet. Naturlich sind diese ebenso angesprochen.
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9 Anhang

Patiententeninformation zur Studie und Einverstandnis-
erklarungen

Patienteninformation zur Studie

Schutzende Wirkung von Erythropoietin bei Patienten mit Herzinfarkt und perkutaner
Koronarintervention: eine prospektive, randomisierte, doppel-blinde, placebo-
kontrollierte Untersuchung (REVIVAL-3)

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Sie wurden soeben darliber aufgeklart, dass Sie einen Herzinfarkt erlitten haben. Ursache
hierfur ist der Verschluss eines Herzkranzgefalles durch ein Blutgerinnsel. Dadurch besteht
eine akute Durchblutungsstorung des Herzmuskels. Wichtigstes Behandlungsziel ist zu
verhindern, dass wesentliche Teile des Herzmuskels absterben und die Pumpleistung des
Herzens abnimmt. Die effektivste Behandlungsform stellt die so genannte
Koronarintervention (Ballondilatation und Einsetzen einer Gefal3stiitze) dar.

Gibt es zusitzliche Behandlungsméglichkeiten?

Obwohl die rasche und erfolgreiche Wiedereroffnung des verschlossenen Gefalles die
Prognose der Infarktpatienten deutlich verbessert, ist meist zum Zeitpunkt der
Wiedereroffnung bereits ein Teil der Herzmuskelzellen tot oder geschadigt. Ziel von neuen
Therapieprinzipien ist es daher, Méglichkeiten zu finden, wie man trotz der abgestorbenen
Muskelzellen eine deutliche Schwachung des Herzmuskels verhindern oder méglichst gering
halten kann. Erythropoietin ist ein Botenstoff, der flr die Bildung roter Blutkérperchen von
entscheidender Bedeutung ist. Erythropoietin besitzt zusatzlich einen schitzenden Effekt bei
Durchblutungsstérungen, indem es den Zelluntergang verringert, Gefalneubildung fordert
und Stammzellen aus dem Knochenmark freisetzt. Erste Studien bei Patienten mit
Schlaganfall deuten darauf hin, dass die Gabe von Erythropoietin die Grolie des
Hirninfarktes verringert. Es bestehen Hinweise, dass Erythropoietin auch im Herzinfarkt zu
einer Verbesserung der Herzfunktion und zu einer Verkleinerung der Infarktgrof3e fuhrt.

Welche Behandlungsméglichkeiten schlagen wir Ilhnen vor?

Um zu klaren, ob Erythropoietin zu einer Verbesserung der Herzfunktion und einer
Verkleinerung der Infarktgrofie fihrt, fihren wir eine Untersuchung durch, bei der Sie
entweder

Erythropoietin (NeoRecormon®) an 3 Tagen einmal taglich als intravendse Infusion
oder

ein Placebo (d.h. eine Substanz ohne Wirkung) in der gleichen Darreichungsform und

-dauer erhalten.

Mit der Therapie wird unmittelbar nach Wiedereréffnung des Infarktgefalles begonnen. Um
die Therapieeffekte objektiv erfassen zu koénnen, werden Sie nach einem bereits
festgelegten Verteilungsmuster einem der beiden Therapieverfahren zugeteilt. Da die
Medikamentenverpackungen anonymisiert werden, weill weder der sie betreuende
Stationsarzt, noch der Katheterarzt, welches Medikament sie bekommen. Dadurch wird eine
groltmogliche wissenschaftliche Aussagekraft gewahrleistet.
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Wie gestaltet sich der Behandlungs- und Untersuchungsablauf?

Als Infarktpatient werden Sie nach der Aufdehnung des Herzgefalles im Herzkatheterlabor
fur einige Tage auf der Intensivstation Uberwacht und behandelt. Unabhangig von der
Teilnahme an dieser Studie raten wir Ihnen, 6 Monate nach dem Infarktereignis nochmals
eine Kontroll-Herzkatheteruntersuchung durchfihren zu lassen. Bei Teilnahme an dieser
Studie wird an Tag 5-7 und nach 6 Monaten zusatzlich eine Kernspintomographie mit und
ohne Kontrastmittel durchgefuhrt. Unmittelbar nach der Herzkatheteruntersuchung sowie an
den folgenden 2 Tagen erhalten sie jeweils einmal taglich Erythropoietin oder ein Placebo als
intravenose Infusion.

Hat die Festlegung der Therapie Nachteile fiir mich?

Nein. Bei Teilnahme an dieser Studie erhalten sie entweder Erythropoietin oder ein Placebo,
d.h. eine Substanz ohne Wirkung. Erythropoietin wird seit mehreren Jahren in der
Anamiebehandlung eingesetzt und gut vertragen. Unter der Therapie mit Erythropoietin kann
es zu Kopf- und Gelenkschmerzen kommen, die gut mit einem schwachen handelsUblichen
Schmerzmittel behandelbar sind. Weiterhin wurden Blutdruckerhohungen und Ubelkeit
beobachtet. Eine vorUubergehende, leichte Erhohung einiger Laborwerte (rote
Blutkdrperchen, Blutplattchen) ist moéglich. Eine sehr seltene Nebenwirkung sind schwere
allergische Reaktionen. Insgesamt ist die medikamentdse Begleittherapie als gut vertraglich
und nebenwirkungsarm einzustufen. Werden Sie in der Gruppe mit Placebo behandelt,
entspricht die medikamentdse Therapie der Standardtherapie der Klinik. Durch die
Teilnahme an dieser Studie entsteht fur Sie keine zusatzliche Strahlenbelastung.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig und setzt eine Einwilligung zur Weitergabe lhrer
Daten an die klinische Forschungsabteilung des Deutschen Herzzentrum Munchens (ISAR
Zentrum) voraus. Sie konnen lhr Einverstandnis zur Teilnahme an dieser Studie jederzeit
widerrufen. Die Ablehnung der Teilnahme an dieser Studie hat fur Sie keinerlei Nachteile.

Bei dieser klinischen Prifung werden personenbezogene Daten erhoben, gespeichert und
ausgewertet. Die Verwendung der Daten erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen. Nur
wenn Sie die beiliegende Datenschutzerklarung unterschreiben, kénnen sie an der klini-
schen Prufung teilnehmen.

Versicherungsbestimmungen:

Wir gehen davon aus, dass Sie durch lhre Teilnahme an dieser Studie keine
gesundheitlichen Schaden erleiden werden. Sollten Sie aufgrund der Therapie dieser Studie
nachweislich einen unerwarteten Gesundheitsschaden erleiden, besteht eine
Patientenversicherung, die die Kosten einer eventuellen Behandlung Ubernimmt (Gerling-
Konzern, Allgemeine Versicherungs-AG, Vertrieb Deutschland, Ganghoferstralle 39, 80339 Miinchen,
Tel.: +49/892107-451, Fax: +49/892107-594, Police-Nr. 70-005799238-6).

Die Versicherungsbedingungen werden lhnen im Falle einer Teilnahme an der Studie auf
Anfrage ausgehandigt. Falls Sie an der Studie teilnehmen, erhalten Sie eine unterschriebene
Kopie dieser Informations- und Einverstandniserklarung und kénnen sich im Verlauf der
Studie an Frau PD Dr. med. llka Ott Tel: 089-1218-4024 wenden.
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Einverstandniserklarung

Schiitzende Wirkung von Erythropoetin bei Patienten mit Herzinfarkt und
perkutaner Koronarintervention: eine prospektive, randomisierte, doppel-
blinde, placebo-kontrollierte Untersuchung (REVIVAL-3)

Ich habe das vorstehende Merkblatt gelesen und verstanden. Ich hatte die Gelegenheit und
ausreichend Zeit, Fragen zu stellen. Meine Fragen sind zufrieden stellend beantwortet
worden. Ich habe keine weiteren Fragen. Mir ist bekannt, dass mir bei Ablehnung der
Teilnahme an der Studie keinerlei Nachteile in der Behandlung entstehen und dass ich auch

zu einem spateren Zeitpunkt meine Teilnahme jederzeit widerrufen kann.

Einwilligungserklarung zum Datenschutz (gemaR Arzneimittelgesetz)

Mir ist bekannt, dass bei dieser klinischen Priifung personenbezogene Daten, insbe-
sondere medizinische Befunde, iiber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet
werden sollen. Die Verwendung der Daten erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen
und setzt vor der Teilnahme an der klinischen Priifung eine freiwillig abgegebene

Hiermit erklare ich mich damit einverstanden, an der Untersuchung uber die
Effektivitat von Erythropoetin im Herzinfarkt nach erfolgreicher

Revaskularisierung teilzunehmen.

Munchen, den

Unterschrift des Patienten Unterschrift des aufklarenden Arztes
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Einwilligung zur Aufzeichnung personlicher Daten

Bei klinischen Priifungen werden personliche Daten und medizinische Befunde iiber
Sie erhoben.

Die Erhebung, Weitergabe, Speicherung und Auswertung dieser Angaben iiber lhre
Gesundheit erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor Teilnahme an der
klinischen Priifung folgende freiwillige Einwilligung voraus:

1) Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser klinischen Priifung erhobene
Daten, insbesondere Angaben Ulber meine Gesundheit, in Papierform und auf elekironischen
Datentragern im Deutschen Herzzentrum Minchen, im folgenden DHM genannt, aufgezeichnet
werden. Soweit erforderlich, dirfen die erhobenen Daten pseudonymisiert (verschliisselt)
weitergegeben werden:

a) an den Sponsor (DHM) oder eine von diesem beauftiragte Stelle zum Zwecke der
wissenschaftlichen Auswertung.

b) im Falle eines Antrags auf Zulassung: an den Antragsteller und die fur die Zulassung zustandige
Behorde, das Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM).

c) im Falle unerwiinschter Ereignisse: an den Sponsor (DHM), an die jeweils zustandige Ethik-
Kommission und die zustandige Bundesoberbehorde (BfArM), sowie von dieser an die Europaische
Datenbank.

2) AuRerdem erklare ich mich damit einverstanden, dass autorisierte und zur Verschwiegenheit
verpflichtete Beauftragte des Sponsors (DHM) sowie die zustandigen inlandischen und auslandischen
Uberwachungsbehérden in meine beim Priifarzt vorhandenen personenbezogenen Daten,
insbesondere meine Gesundheitsdaten, Einsicht nehmen, soweit dies fiir die Uberprifung der
ordnungsgemalen Durchfiihrung der Studie notwendig ist. Fiir diese Malknahme entbinde ich den
Prifarzt von der arztlichen Schweigepflicht.

3) Die Einwilligung zur Erhebung und Verarbeitung meiner personenbezogenen Daten,
insbesondere der Angaben (ber meine Gesundheit, ist unwiderruflich. Ich bin bereits dariiber
aufgeklart worden, dass ich jederzeit die Teilnahme an der klinischen Prifung beenden kann. Im Fall
eines solchen Widerrufs meiner Einwilligung, an der Studie teilzunehmen, erklare ich mich damit
einverstanden, dass die bis zu diesem Zeitpunkt gespeicherten Daten ohne Namensnennung
weiterhin verwendet werden dirfen, soweit dies erforderlich ist, um

a) Wirkungen des zu prifenden Arzneimittels festzustellen
b) sicherzustellen, dass meine schutzwiirdigen Interessen nicht beeintrachtigt werden
c) der Pflicht zur Vorlage vollstandiger Zulassungsunterlagen zu gentigen.

4) Ich erklare mich damit einverstanden, dass meine Daten nach Beendigung oder Abbruch der
Prifung mindestens zehn Jahre aufbewahrt werden, wie es die Vorschriften Gber die klinische Prifung
von Arzneimitteln bestimmen. Danach werden meine personenbezogenen Daten geléscht, soweit
nicht gesetzliche, satzungsmafige oder vertragliche Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.

5) Ich bin Uber folgende gesetzliche Regelung informiert: Falls ich meine Einwilligung, an der
Studie teilzunehmen, widerrufe, mussen alle Stellen, die meine personenbezogenen Daten,
insbesondere Gesundheitsdaten gespeichert haben, unverziglich prifen, inwieweit die gespeicherten
Daten fur die in Nr. 3 a) bis c) genannten Zwecke noch erforderlich sind. Nicht mehr bendétigte Daten
sind unverzulglich zu I6éschen.

Datum Name Unterschrift
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Patienteninformation

»,Untersuchungen zur Mobilisierung von Vorlauferzellen und zu
Veranderungen von Entziindungs- und Gerinnungsmarkern
im Blut von Patienten mit Herzinfarkt und perkutaner Koronarintervention,
bei denen die schiutzende Wirkung von Erythropoetin untersucht wird*
(Unterstudie der REVIVAL-3 Studie)

Als Teilnehmer/-in der REVIVAL-3 Studie nehmen Sie an der Untersuchung Uber die
schitzende Wirkung von Erythropoetin im Herzinfarkt teil. Neuere Daten haben
gezeigt, dass Erythropoetin Vorlauferzellen freisetzen kénnen, denen eine wichtige
Rolle bei der Gefallneubildung zugeschrieben wird. Diese im Blut zirkulierenden
Zellen sollen bei lhnen untersucht werden. AuRerdem sollen Entzindungs- und
Gerinnungsparameter analysiert werden, denen eine Bedeutung fur den weiteren
Krankheitsverlauf nach Herzinfarkt zugeschrieben wird.

Dazu werden lhnen mit dem normalen Routinelabor zu 8 verschiedenen Zeitpunkten
(direkt vor, direkt nach, sowie 8 Stunden jeweils nach der 1. und 3. Infusion von
Erythropoetin oder Placebo, an Tag 4 nach der Herzkatheteruntersuchung und bei
der empfohlenen Kontrolluntersuchung nach 6 Monaten) jeweils 15ml Blut
entnommen. Die Gesamtmenge an zusatzlich entnommenem Blut betragt 120ml.

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgt in pseudonymisierter Form ent-
sprechend den Datenschutzvorschriften. Die Gewinnung der Daten erfolgt aus-
schliel3lich zu wissenschaftlichen Zwecken. Die Teilnahme an der Studie ist frei-
willig und kann jederzeit zurtickgezogen werden.

Einverstandniserklarung

zur Aufbewahrung und Analyse von entnommenen Blutproben zum
Zwecke der Wissenschaft

Ich erklare mich ausdricklich damit einverstanden, dass Blutproben, die bei mir
entnommen und einer diagnostischen Untersuchung zugeflhrt werden, aufbewahrt
und fur spatere wissenschaftliche Untersuchungen verwendet werden durfen. Es ist
mdglich, dass mit diesem Blut auch kinftige Untersuchungsverfahren, die neue
Erkenntnisse bringen, durchgefiihrt werden kénnen.

Ich willige mit meiner Unterschrift ein, dass auf die erhobenen Daten zu wissen-
schaftlichen und statistischen Analysen zuruckgegriffen werden kann.

Datum Name Unterschrift
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