1. MEDIZINISCHE KLINIK UND POLIKLINIK DER TECHNISCHEN UNIVERSITAT MUNCHEN

KLINIKUM RECHTS DER ISAR

(DIREKTOR: UNIV.-PROF. DR. A. SCHOMIG)

THROMBOZYTENFUNKTION NACH FIBRINOGEN-
REZEPTORANTAGONISIERUNG BEI PATIENTEN

MIT KORONARER STENTIMPLANTATION

FRAUKE HEDWIG HELLWEG

VOLLSTANDIGER ABDRUCK DER VON DER FAKULTAT FUR MEDIZIN DER TECHNISCHEN

UNIVERSITAT MUNCHEN ZUR ERLANGUNG DES AKADEMISCHEN GRADES EINES
DOKTORS DER MEDIZIN
GENEHMIGTEN DISSERTATION.
VORSITZENDER: UNIV.-PROFE. DR. D. NEUMEIER
PRUFER DER DISSERTATION: 1. UNIV.-PROF. DR. M. P. GAWAZ,
EBERHARD-KARLS-UNIVERSITAT TUBINGEN

2. UNIV.-PROF. A. KASTRATI

Die Dissertation wurde am 30.06.2004 bei der Technischen Universitdt Miinchen eingereicht

und durch die Fakultit fiir Medizin am 11.05.2005 angenommen.



MEINEN LIEBEN ELTERN GEWIDMET



Inhaltsverzeichnis

1.1

1.1.1
1.1.2
1.1.2.1
1.1.2.2
1.1.3
1.1.4
1.1.5
1.2

1.2.1
1.2.2
1.23

3.1
32
33
34
3.5
3.6
3.7
3.8

4.1

4.1.1
4.1.2
4.2

Einleitung

Physiologie der Thrombozyten

Thrombozytenmorphologie
Thrombozytenaktivierung und primére Hidmostase
Adhésion

Aggregation

Der Fibrinogenrezeptor (Glykoprotein IIb-I11a)
Immunologische Marker der thrombozytiren
Membranglykoproteine

Antithrombozytire Substanzen

Acetylsalicylsdure
Thienopyridine
Fibrinogenrezeptorantagonisten

Zielsetzung

Patienten und Methodik

Studienpopulation

Stentimplantation und Verabreichung der Studienmedikation

Probengewinnung

Probenaufbereitung

Aggregometrische Messung der Thrombozyten
Monoklonale Antikérper und Reagenzien

Durchflulzytometrische Messung der Thrombozyten

Statistische Auswertung

Ergebnisse
Aggregation
EinfluB auf die Steigung der Aggregation

Maximale Aggregation
Deaggregation

[

AN N W W = =

11

12
12
12

18

19

19
21
22
22
23
25
26
27

29

29

29
30
32



43

43.1
432
433
4.4

44.1
442

443
4.4.4
45

4.6

4.6.1
4.6.2

52
53
54
5.5
5.6
5.7
5.8

10

Thrombozytire ATP-Freisetzung

Thrombozytire ATP-Freisetzung nach 2,5 Minuten
Thrombozytire ATP-Freisetzung nach fiinf Minuten
Maximale thrombozytire ATP-Freisetzung
Durchflusszytometrische Untersuchung

Bindung von FITC-c7E3 an zirkulierende Thrombozyten

Verfligbarkeit der Fibrinogenbindungsstellen
bindung

Degranulation und P-Selektin-Expression
Thrombozytenzahl

Korrelationen

Variabilitat

Durchflulzytometrische Messung
Messung mit dem Aggregometer

Diskussion

33

33
34
35
36

36

und Pharmakon-
36

37
38
40
45

45
49

52

Antithrombotische Therapie mit GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten bei koronarer

Stentimplantation
Aggregation und Deaggregation

Freisetzungsreaktion

52
53
54

Pharmakologisches Monitoring der GPIIb-IIIa-Rezeptorantagonistentherapie 55

Fibrinogenrezeptorantagonisten-induzierte Thrombozytopenie 58

Variabilitdt der Thrombozytenfunktion
Studienbeschrinkungen
Therapeutische Ausblicke

Zusammenfassung
Abkiirzungsverzeichnis
Literaturverzeichnis
Curriculum vitae

Danksagung

S1I-

59
60
61

62

63

65

76

77



1 Einleitung

1.1 Physiologie der Thrombozyten

1.1.1 Thrombozytenmorphologie

Thrombozyten sind anukledre, korpuskuldre Blutbestandteile und werden im
Knochenmark aus Megakaryozyten gebildet. Mit einer physiologischen Anzahl von 150.000
bis 300.000 pro ul Blut zirkulieren sie flir neun bis zehn Tage im peripheren Blut (Mackie
1988, Schror 1993). Als kleinste korpuskulidre Blutbestandteile weisen die Blutpldttchen im
nichtaktivierten Zustand eine diskoide Form mit einem Durchmesser von 2-4 pm und einer
Dicke von 0,75 um auf. Dabei betrigt die durchschnittliche Uberlebenszeit im peripheren
Blut etwa sieben Tage. Der komplexe innere Aufbau der Thrombozyten 148t sich in vier mor-

phologische Zonen mit jeweils spezifischen Funktionen gliedern (Mackie 1988):

Periphere Zone: Der Thrombozyt wird von einer trilamindren Zellmembran, be-
stehend aus einer duBBeren Glykokalix, Glykoproteinen, Proteinen und Mukopolysacchariden,
umgeben. Die Glykoproteine dienen als spezifische Oberflachenrezeptoren verschiedenster

spezifischer und unspezifischer Stimuli (Mackie 1988).

Die strukturelle Zone enthilt das Zytoplasma und dessen Matrix, die sich aus
Mikrofilamenten, Mikrotubuli und submembranés gelagerten Filamenten zuammensetzt. Die
Komponenten der strukturellen Zone sind fiir die diskoide Form der ruhenden Thrombozyten
verantwortlich. Ebenso flihrt dieses kontraktile System bei Aktivierung der Thrombozyten zu

Formverdanderungen, Pseudopodienausbildung und Sekretion der Thrombozyten.

Die Zone der Organellen besteht aus Speichergranula (dichte Granula,
o-Granula und Lysosomen), Mitochondrien, Ribosomen und Golgi-Apparaten. Am haufigs-
ten sind a-Granula mit folgenden Inhaltsstoffen vertreten: Enzyme, adhésive Proteine (Fibri-
nogen, Fibronektin, von-Willebrand-Faktor, Thrombospondin, Vitronektin, GPIIb-IIIa),
Wachstumsfaktoren, zytokindhnliche Proteine, Koagulationsfaktoren. Die dichten Granula
(elektronenoptisch dicht) enthalten niedermolekulare Substanzen wie Serotonin, ADP und
ATP sowie Calcium, die den Aggregationsvorgang fordern. Die Inhaltsstoffe der lysosomalen
Granula sind hydrolytische Enzyme (Gawaz 1999). Bei Aktivierung der Thrombozyten ver-
schmelzen die Granula mit der Zellmembran und setzen die himostaserelevanten Substanzen
frei (Mackie 1988).



Das Membransystem besteht aus dem offenen kanalikuldren System (surface-
connected open canalicular system, SCS) und dem dichten tubuldren System (dense tubular
system, DTS). Das offene kanalikuldre System bewirkt mit seinen bis weit ins Innere des
Thrombozyten reichenden Kanilen eine starke VergroBerung der Zelloberfliche. Es ermog-
licht den Austausch von Substanzen zwischen dem Thrombozyteninneren und dem Extrazel-
luldrraum. Im dichten tubuldren System wird freies Calcium gespeichert, welches fiir den
Plattchenmetabolismus und die Aktivierung des Thrombozyten unerldBlich ist. Zusétzlich fin-
det hier der Arachidonsduremetabolismus statt (Mackie 1988, Schror 1993).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Ultrastruktur ruhender Blutplittchen (nach Gawaz
1999)
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Ultrastruktur aktivierter Blutplittchen (nach Ga-
waz 1999)



1.1.2 Thrombozytenaktivierung und primdre Hdamostase

Wihrend der primidren Hdmostase werden zwei Funktionsstadien unterschieden:
Die Anreicherung von Thrombozyten an Strukturen im Bereich der GefaBBwandldsion wird
Adhision bezeichnet. Die daraufhin stattfindende Aggregation ist durch die Interaktion mit

weiteren Thrombozyten und Bildung eines primiren hdmostatischen Thrombus gekennzeichnet.

1.1.2.1 Adhésion

Die Adhésion von noch ruhenden Blutpléttchen an die verletzte GefaBwand ist der
erste Schritt der primdren Hamostase und wird primdre Adhésion genannt. Wéhrend der se-
kundédren Adhdsion kommt es zur Anlagerung von bereits aktivierten Thrombozyten an
Strukturen des Subendothels (VanZanten, Ruggeri 1994). Der Adhisionsvorgang wird durch
thrombozytire Membranglykoproteine gesteuert. Der erste Kontakt zirkulierender Thrombo-
zyten mit der subendothelialen Oberfliche erfolgt {iber die Bindung des Glykoprotein Ib-V-
IX-Komplexes an kollagen-immobiliserten von-Willebrand-Faktor (Kontaktphase) (Sixma
1994, Nurden 1994).
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Abb. 3: Adhdsion - Kontaktphase; vVWF = von - Willebrand - Faktor, GPIb-V-1X = vWF -
Rezeptor



Um den Kontakt bei hohen Scherkriften zwischen Blutplattchen und Oberflache
aufrecht zu erhalten, sind weitere membranstidndige Adhésionsrezeptoren wie der Kollagen-,
Fibronektin- und Lamininrezeptor notwendig (Phase der Stabilisierung) (Nurden 1994, Van-

Zanten).
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Abb. 4:  Adhdsion — Phase der Stabilisierung: Fn = Fibronektin; Col = Kollagen; vVWF =
von-Willebrand-Faktor; Lam = Laminin; a5l = Fibronektinrezeptor, a2l =
Kollagenrezeptor; a6f1 = Lamininrezeptor; GPIb-V-IX = vWF-Rezeptor

Die Bindung des Kollagenrezeptors an Kollagen bewirkt die Aktivierung der
Thrombozyten und folglich deren Formverdanderung (shape change). Die dadurch hervorgeru-
fene Induktion des GPIIb-I1Ia-Rezeptors sichert den Kontakt der Thrombozyten mit der Ober-
fliche (Phase der Aktivierung) (Nurden 1994).
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Abb. 5: Adhdsion — Phase der Aktivierung. TxA2 = Thromboxan A2; AA = Arachidon-
saure; ADP = Adenosindiphosphat; GPIIb-1lla = Fibrinogen-Rezeptor

Die Bildung von Pseudopodien und das Ausspreizen der Thrombozyten (durch
Interaktion zwischen GPIIb-IIIa und von-Willebrand-Faktor oder Fibronektin) fiihrt zu einer
effektiven Abdichtung der GefiBwandldsion (Phase des Ausspreizens) (Nurden 1994).
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Abb. 6:  Adhdsion — Spreizung und Aggregation




Aus freigesetzter Arachidonséure (AA) bildet der Thrombozyt Thromboxan A2,
welches zusitzlich den Aktivierungsvorgang verstiarkt. Des weiteren bewirkt die Aktivierung
des Thrombozyten eine intrazelluldre Freisetzung von Granulainhaltsstoffen (Sekretion), wel-
che sowohl autokrin den Aktivierungsvorgang verstirken als auch durch Stimulation noch ru-
hender Thrombozyten (parakrin) zur Aggregation mit schon adhdrenten Plittchen anregen
kann (,,Plattchenrekrutierung) (Siess 1989). Dies erfolgt liber aktivierte GPIIb-IIla-Rezepto-
ren. Nach erfolgreicher Adhésion sind die Thrombozyten vollkommen iiber dem Subendothel

ausgespreizt und dichten die Lésion gegeniiber dem Blutstrom ab.

1.1.2.2 Aggregation

Die Thrombozyten-Aggregation bedeutet die Interaktion zwischen Thrombozyten
mit dem Ziel der Bildung eines hamostatischen Thrombus. Es ist bekannt, da3 der Glykopro-
tein-1Ib-Illa-Komplex auf der Thrombozytenoberfliche ein essentieller Bestandteil der Ag-
gregation ist. Losliches plasmatisches Fibrinogen ist nicht in der Lage, mit ruhenden Plittchen
in Kontakt zu treten. Erst nach Aktivierung durch Agonisten wie ADP, Thromboxan A, oder
Thrombin kommt es im Bereich des Glykoprotein-IIb-Illa-Komplexes zur Freilegung von
Bindungsstellen fiir Fibrinogen (Gawaz 1999). Uber die Bildung von Fibrinogenbriicken
kommt es zur Anlagerung weiterer Thrombozyten und zur Entstehung von hamostatisch
wirksamen, aber noch reversiblen Plattchenaggregaten (primére Aggregation) (Siess 1989,
Gawaz 1991). Dieser Vorgang, die Bindung von Fibrinogen an das GPIIb-1lla, erfordert die
Anwesenheit von freiem Calcium. Des weiteren ist Fibrinogen sowie die Scherkraft (Erho-
hung der Kontaktwahrscheinlichkeit zwischen zwei Thrombozyten) notwendig. Die irreversi-
ble sekundire Aggregation tritt nach Aggregationsbeginn verzégert auf und beginnt, sobald

der Thrombozyt Granulainhaltsstoffe freisetzt.

1.1.3 Der Fibrinogenrezeptor (Glykoprotein IIb-1lla)

Das membranstindige Heterodimer, bestehend aus Glykoprotein IIb und Illa,
spielt eine zentrale Rolle im Aggregationsvorgang. Es gehort zu den Ps-Integrinen und ist Be-
standteil der thrombozytiren Plasmamembran, des offenen kanalikuldren Systems und der a-
Granula. Integrine sind Adhésionsrezeptoren, die Strukturen des Zytoskeletts mit der extra-

zelluldren Matrix verbinden. Sie kommen ubiquitidr vor. Das Glykoprotein IIb-IIla (oubP3) ist



mengenmaBig das am haufigsten vorkommende Membranglykoprotein der Thrombozyten mit
einer durchschnittlichen Oberflichenbesetzung von 60.000 bis 100.000 Rezeptoren pro
Thrombozyt (Gawaz 1999). 70 % der Rezeptoren liegen konstitutiv auf der Oberflidche vor,
die restlichen 30 % werden nach der Thrombozytenaktivierung aus den intrazelluldren Spei-
chern (offenes kanalikuldres System und o-Granula) an der Oberfliche exprimiert. Das
GPIIb-IIIa besteht wie alle Integrine aus einer 3;-Kette (GPIIla) mit einem Molekulargewicht
von 90 kDa und einer ay,-Kette, die 145 kDa schwer ist. Diese setzt sich wiederum aus einer
groflen (heavy chain, 125 kDa) und einer kleinen (light chain, 23 kDa) Untereinheit zusam-
men. Der Komplex aus GPIIb und GPIIla ermdglicht in seiner aktivierten Form die Thrombo-

zytenaggregation durch Fibrinogenbindung.
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Abb. 7: Struktur des Glykoprotein-1Ib-1lla-Rrezeptors (Fibrinogenrezeptor) (nach Gawaz
1999)

Um l6sliches, plasmatisches Fibrinogen zu binden, muf3 der GPIIb-IIIa-Komplex
aus einem nichtaktivierten, niedrigaffinen Funktionszustand in den aktivierten, hochaffi-

nen Funktionszustand {ibergehen.
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Abb. 8:  Aggregation—Fibrinogenbriicke zwischen zwei GPIIb-Illa-Molekiilen (modifiziert
nach Charo et al. 1994) (nach Gawaz 1999)

Dies bedeutet eine Konformationsédnderung des GPIIb-I1Ia-Komplexes mit einer
Freilegung von hochaffinen Fibrinogenbindungsstellen. Die Bindung von 16slichem Fibrino-
gen an die Thrombozytenoberfldche ist nun mdglich (ligandenbesetzter Funktionszustand).
Dies geschieht iiber bestimmte Aminosduresignalsequenzen des Fibrinogens wie die RGD-
Sequenz in der a-Kette (erkannt durch GPIIla) und die KQAGDV-Sequenz am aminotermi-
nalen Ende der y-Kette (erkannt durch GPIIb). Die Bindung von Fibrinogen an den aktivier-
ten GPIIb-IIIa-Rezeptor induziert eine weitere Konformationsinderung des Rezeptors mit der
Freilegung spezifischer Bingungsstellen (LIBS = ligandeninduzierte Bindungsstellen) (Bennet
1988, Phillips 1988). Die ligandeninduzierte Konformationsdnderung des Rezeptors vermittelt
Mechanismen, die die irreversible Fibrinogenbindung an GPIIb-IIla regulieren (,,postoccu-
pancy events®) (Gawaz 1999). Ebenso veridndert Fibrinogen bei Rezeptorbindung seine Kon-
formation und exprimiert rezeptorinduzierte Bindungsstellen (RIBS). Andere RGD enthal-
tende Peptide wie der von-Willebrand-Faktor, Fibronektin und Vitronektin sind dabei in der
Lage, die Fibrinogenbindung kompetitiv zu hemmen (Plow 1992). Des weiteren konnen Pep-
tide vom RGD- und KQAGDV-Typ an den nicht aktivierten GPIIb-IIIa-Rezeptor binden, ihn
aktivieren und zur Konfomationsidnderung fiithren (intrinsiche Aktivitdt von GPIIb-IIla-Anta-

gonisten) (Gawaz 1999).
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Abb. 9: Funktionszustinde des thrombozytdiren Fibrinogenrezeptors GPIIb-Illa (nach Ga-
waz 1999)

1.1.4 Immunologische Marker der thrombozytiren Membranglykoproteine

Durch Inkubation spezifischer monoklonaler Antikorper kann der Funktionszu-
stand des Rezeptors auf zirkulierenden Thrombozyten durchfluzytometrisch bestimmt wer-
den. Dies erlaubt eine Beschreibung der Oberflichenexpression und des Konformationszu-
standes der thrombozytiren Membranrezeptoren sowie deren Ligandenbindung (Michelson
1996; Shattil 1987).

Durch anti-CD41 wird die Oberfldchendichte von GPIIb des Rezeptorkomplexes
GPIIb-IIIa bestimmt. Fiir die Darstellung der Oberfldchenexpression von GPIIla wird anti-
CD61 verwendet. Dies ist sowohl in aktiviertem als auch in ruhendem Funktionszustand
moglich (Leytin 1996).

Weitere spezifische Antikorper erkennen den ligandenbestezten Rezeptor (gerich-
tet gegen ligandenbesetzte Bindungsstellen = LIBS; LIBS-1 und PMI-1) (Ginsberg 1990).
LIBS-Epitope befinden sich sowohl auf der GPIIb als auch auf der GPIIla Untereinheit des
Rezeptors. PMI-1 bindet aktivierungsabhingig am Carboxy-Ende der schweren Kette des
GPIIb (Plow 1992). Anti-LIBS-monoklonale Antikdrper wie LIBS-1 oder PMI-1 binden nur
an den Rezeptor, wenn Fibrinogen gebunden ist.

Fiir die direkte quantitative Bestimmung des mit der aktivierten Thrombozyten-
membran assoziierten Fibrinogens wurden Antikorper entwickelt, die gegen den Liganden
Fibrinogen gerichtet sind (anti-Fibrinogen) (Warkentin 1990).



RIBS (rezeptor-induzierte Bindungsstelle) ist in der Lage, das in seiner Konfor-
mation verdnderte Fibrinogen zu erkennen (Ginsberg 1990).

Anti-CD62P bindet ausschlieBlich an aktivierte Thrombozyten und ist ein MaB fiir
die Degranulation der thrombozytiren a-Granula (P-Selektin) (Hagberg 2000, Metcalfe 1997).

Anti-CD42b erkennt die Oberflichenexpression des Glykoproteins Ib (Tarnok
1999). Durch Echistatin (fluoreszenzkonjugierter RGD-haltiger Ligand) wird die Zugénglich-
keit der GPIIb-I1Ia-Bindungsstelle untersucht. Die Bindung von Echistatin an den GPIIb-IIla-
Rezeptorkomplex fiihrt zu einer Konformationsidnderung des Rezeptors und Thrombozy-
tenaktivierung (Belisario 2000).

Um den Anteil des GPIIb-Illa-Rezeptors zu ermitteln, der unter Therapie kein
Abciximab gebunden hat, wurde in der vorliegenden Arbeit eine fluoreszenzkonjugierte Form
von Abciximab benutzt (c7E3; ReoPro). ¢7E3 bindet sowohl an membranstéindige Rezeptoren
als auch an Rezeptoren, die sich im offenen kanalikuldren System (SCCS) und in den a-Gra-
nula befinden (Nurden 1999).

Einen Uberblick iiber die thrombozytiren Membranglykoproteine, ihre Bedeutung

und rezeptorspezifischen monoklonalen Antikorper gibt Tabelle 1.

Glykoprotein monoklonaler Vorkommen Bedeutung
Antikorper
GPIb-V-IX anti-CD42b Thrombozytenmembran Adhiisionsrezeptor:
(25.000) aktivierungs-
unabhingige Bindung

von immobilisiertem
vWF, Kollagen,
Fibronektin, Laminin

GPIIb-II1a Thrombozytenmembran,  Aggregationsrezeptor:
kanalikulédres System, aktivierungsabhéngige

a-Granula Bindung von 16slichem

(60.000-100.000) Fibrinogen, Fibronektin,

Vitronektin, vVWF

anti-CD61 Oberflachenexpression
der B3-Kette
anti-CD41 Oberflachenexpression
der allb-Kette
LIBS-1, PMI-1 Nachweis des
ligandengebundenen
GPIIb-IIIa
P-Selektin CD62P o-Granula der Degranulation von
Thrombozyten, a-Granula
(12.000)

Tab. I: Thrombozytire Membranglykoproteine
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Durchflufzytometrische Bestimmung immunologischer Oberflichenmarker. Mit-
tels spezifischer Antikorper konnen Verdnderungen der Membranglykoproteine
auf der Thrombozytenoberfliche besimmt werden. Antikérper, die gegen den
Fibrinogenrezeptor gerichtet sind, konnen spezifische Funktionszustinde des Re-
zeptors unterscheiden (anti-CD41 = komplexierter Fibrinogenrezeptor;, PAC-1 =
aktivierter Fibrinogenrezeptor; LIBS-1 = ligandenbesetzter Fibrinogenrezeptor).
Antikorper gegen P-Selektin (anti-CD62P) und gegen GP53 (CD-63) erkennen
die Degranulation der o-Granula bzw. der Lysosomen. Die Bindung von anti-
CD42 an die Thrombozytenoberfldche nimmt durch Internalisierung des GPIb-
Rezeptors nach Aktivierung ab (nach Gawaz 1999).

Antithrombozytiire Substanzen

In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl von Medikamenten entwickelt, die dis-

krete Mechanismen der Thrombozyten beeinflussen. Einige derzeit gebrauchliche Substanzen

greifen direkt in den intrazelluldren Metabolismus der Thrombzyten ein, so z.B. durch Erhé-

hung der zyklischen Nukleotide oder durch Hemmung der Zyklooxygenase. Andere Substan-

zen beeinflussen iiber eine Interaktion mit membranstindigen Rezeptoren (z.B. Blockierung

des ADP-Rezeptors) diskrete Aktivierungswege oder inhibieren die Adhésion (z.B. Blockie-

rung des vWF-Rezeptors) bzw. Aggregation (Blockierung des Fibrinogenrezeptors) (Cannon

1995, Coller 1995, Schror 1995).

-11 -



1.2.1 Acetylsalicylsdure

Die erstmals 1887 durch den deutschen Chemiker F. Hoffmann synthetisierte
Substanz wurde 1954 von Bounameaux in seiner Wirkung charakterisiert. Der inhibitorische
Effekt auf die Thromboxan-Synthese wurde erst 1971 erkannt. Durch irreversible Acetylie-
rung der thrombozytdren Cyclo-Oxygenase hemmt Acetylsalicylsdure (ASS) die Bildung von
Thromboxan A,. Die antithrombotische Wirksamkeit bei kardiovaskuldren Erkrankungen wur-
de in einer Vielzahl klinischer Studien unter Einschluf3 von insgesamt mehr als 30.000 Patien-
ten belegt, weshalb die Gabe von ASS als ,,Goldstandard* in der Therapie und Prophylaxe
atherothrombotischer Krankheitsbilder gilt (Cohen 1976, Patrono 1994).

1.2.2 Thienopyridine

In experimentellen und klinischen Studien konnte die Bedeutung der ADP-indu-
zierten Thrombozytenaktivierung fiir die arterielle Thrombose belegt werden. Die Thienopy-
ridine Tiklopidin und Clopidogrel hemmen die ADP-induzierte Sekretion der o-Granula und
verringern die scherkraftinduzierte Plattchenaggregation. Die Unterdriickung arterieller Throm-
bosen durch diese Substanzen ist seit mehr als 15 Jahren bekannt (Coukell 1997, Harker 1993).

1.2.3 Fibrinogenrezeptorantagonisten

In Anbetracht der zahlreichen Agonisten und Stoffwechselwege, die zur Throm-
bozytenaktivierung fiithren, sind pharmakologische Interventionen, die mit der Endstrecke der
Thrombozytenfunktion interferieren, erfolgversprechender als therapeutische Ansitze zur
Hemmung der Thrombozytenaktivierung. Die wichtigsten Thrombozytenfunktionen wie Ad-
hdsion an die verletzte GefdBwand, Aggregation und Interaktion mit anderen Blutzellen wer-
den durch membransténdige Glykoproteine vermittelt (Lefkovits 1995).

Coller et al. waren die ersten, die einen gegen den fiir Thrombozyten und Megaka-
ryozyten spezifischen GPIIb-Illa-Rezeptor gerichteten monokonalen Mausantikorper (7E3)
entwickelten (Coller 1983). Zur Minderung einer moglichen komplementaktivierenden und
immunogenen Aktivitit wurden das Fc-Fragment entfernt und die Fab-Fragmente mit kon-
stanten Regionen humanen Immunglobulins zusmmengebracht. Das hieraus entstandene c7E3
ist somit ein humanisiertes chimerisches Fab-Fragment, das nur noch die variable Region des

urspriinglichen Mausantikorpers besitzt (Gawaz 1999).
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c7E3 (Abciximab) fiihrt nach Gabe zu einer sofortigen und beinahe vollstindigen
Blockade des GPIIb-IIla-Rezeptors. Damit werden die Fibrinogenbindung an die Thrombo-
zyten, deren Aggregation und die nachfolgende Thrombusbildung effektiv gehemmt, die ur-
sdchlich mit der Entstehung abrupter Gefdaokklusionen und ischdmischer Ereignisse zusam-
menhédngen.

Alle anderen GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten beruhen auf den Peptidsequenzen
RGD (Ars-Gly-Asp) oder KGD (Lys-Gly-Asp). Um sie vor enzymatischem Abbau zu schiit-
zen und ihre Wirkung zu verstérken, wurden zyklische Peptide hergestellt, von denen ledig-
lich das auf der KGD-Sequenz beruhende Integrelin in Phase-III-Studien getestet wurde.
Synthetische RGD-Mimetika wie das intravends wirksame Tirofiban und Lamifiban sowie die
oral wirksamen Antagonisten Xemilofiban, Fradafiban, Orbofiban und Sibrafiban wurden in
Phase-II- und -III-Studien gepriift.

Eine Reihe von grofl angelegten Studien zeigte die klinische Wirksamkeit der
Therapie mit GPIIb-IIIa-Rezeptorantagonisten bei Koronarintervention.

Die erste grof3 angelegte Studie mit Glykoprotein-IIb-IIla-Rezeptorantagonisten in
der interventionellen Kardiologie war die EPIC-Studie (,,evaluation of c7E3 for the preven-
tion of ischemic complications®) (The EPIC Investigators 1994). Es wurden 2.099 Patienten
mit erh6htem Risiko fiir eine Koronarintervention in die Studie eingeschlossen. Sie wurden
drei Behandlungsplidnen zugeteilt: Bolus plus zwolfstiindige Infusion von Abciximab (0,25
mg/kg, 10pg/min), nur Bolus von Abciximab oder Placebo. Alle Patienten erhielten Acetyl-
salicylsdure vor der Intervention und Heparin wéhrend und fiir 12 bis 24 Stunden nach der
Intervention. Der kombinierte Endpunkt von Tod, Myokardinfarkt, dringlicher Re-PTCA, ko-
ronarer Bypasschirurgie, abruptem Gefaf3verschlul oder intra-aortaler Gegenpulsation wegen
erneuter Ischdmie innerhalb von 30 Tagen wurde durch Bolus und Infusion von Abciximab
um 35 % im Vergleich zur Placebogruppe gesenkt (P = 0,008) (The EPIC Investigators). Bei
alleiniger Abciximabbolusgabe wurde diese Rate nur um 10 % gesenkt (P = 0,43) (The EPIC
Investigators 1994). Zudem zeigte sich eine deutliche Reduktion von erneuten kardialen Er-
eignissen wahrend der folgenden sechs Monate sowie nach ein und drei Jahren. Der gravie-
rende Nachteil der EPIC-Studie bestand in Blutungskomplikationen. Zu schweren Blutungen
kam es unter der Therapie mit Bolus und Infusion bei 14 % der Patienten. Dagegen betrug die
Hiufigkeit schwerer Blutungen in der Placebo-Gruppe nur sieben Prozent. Die meisten
schweren Blutungen traten am femoralen Gefi3zugang oder nach koronarer Bypassoperation

auf (The EPIC Investigaors 1994).
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Die Nachfolgestudie EPILOG (,,evaluation of PTCA to improve longterm out-
come by c7E3 glycoprotein receptor blockade®), die 2.792 Patienten mit normalem PTCA-Ri-
siko einschloB, zeigte, daB3 Blutungskomplikationen durch Dosisreduktion der begleitenden
Heparintherapie unter Erhalt der Effektivitit reduziert werden konnen. In der Therapie-
Gruppe mit Abciximab plus Standardheparin war lediglich die Hiufigkeit leichter Blutungen
im Vergleich zur Placebo-Gruppe erhdht. Der unter Abciximabtherapie beobachtete Langzeit-
effekt konnte jedoch nicht bestitigt werden (The EPILOG Investigators 1997).

In der CAPTURE- Studie (,,chimeric 7E3 anti-platelet therapy in refractory
unstable angina treatment®) (1.265 Patienten) wurde gezeigt, da3 bei instabiler Angina pectoris
eine 18- bis 24-stiindige Behandlung mit Abciximab vor PTCA innerhalb der ersten 30 Tage
im Vergleich zur Therapie mit Aspirin und Heparin zu einer signifikanten Senkung der Ge-
samtrate von Tod, Myokardinfarkt und dringlicher Intervention von 15,9 % auf 11,3 % fiihrte
(P=0,012) (The CAPTURE Investigators 1997, Van den Brand 1999).

Die RAPPORT-Studie (,,ReoPro in acute myocardial infarction and primary
PTCA organization and randomized trial®) (483 Patienten) ergab bei Abciximabbolusgabe mit
anschlieBender zwolfstiindiger Abciximabinfusion im Vergleich zur Placebogabe bei direkter
PTCA im akuten Myokardinfarkt in der akuten Phase (30 Tage) eine signifikante Reduktion
der gemeinsamen Endpunkte Tod, Re-Infarkt oder dringliche Re-Intervention (P = 0,034)
(The RAPPORT Investigators 1998).

Die EPISTENT-Studie (,evaluation of platelet IIb/Illa inhibitor for stenting®)
schlof3 2.399 Patienten ein, die fiir eine Stentimplantation geeignet waren (Topol 1999). Die
Patienten wurden drei Behandlungsarmen zugeteilt: Standardheparin (100 IE/kg), Placebo
und Stentimplantation; niedrigdosiertes Heparin (70 IE/kg), Abciximabbolus mit anschlie-
Bender zwolfstiindiger Abciximabinfusion und Stentimplantation; niedrigdosiertes Heparin
(70 IE/kg), Abciximabbolus mit anschlieBender zwolfstiindiger Abciximabinfusion und
PTCA (Topol 1999, The EPISTENT Investigators 1998). Zusitzlich wurde allen Patienten
Actetylsalicylsdure und Tiklopidin verabreicht. Stentimplantation und Abciximabgabe sowie
PTCA und Abciximabgabe fiihrten zu einer signifikanten Reduktion der Studienendpunkte
wie Tod, Myokardinfarkt und Re-Angioplastie im Vergleich zur Stentimplantation mit allei-
niger Heparingabe (10,8 %: Stentimplantation und alleinige Heparingabe versus 6,9 %: PTCA
und Abciximab [P = 0,007] versus 5,3 %: Stentimplantation und Abciximabgabe [P = 0,001])
(Adgey 1998; Topol 1999, The EPISTENT Investigators 1998). Zusitzlich wurde bei Abci-
ximabgabe bei Stentimplantation im Vergleich zur alleinigen Heparingabe bei Stentimplanta-
tion eine Reduktion der Mortalititsrate von 57 % innerhalb der folgenden zwdlf Monate ver-

zeichnet (Topol 1999).
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Peptidische GPIIb-IIIa-Rezeptorantagonisten wie die Eptifibatide (Integrelin)
(IMPACT-II-Studie [“integrelin to manage platelet aggregation to combat thrombosis“],
ESPRIT-Studie) (Ferguson 2000, The IMPACT-II Investigators 1997) weisen die Aminosdu-
resequenz KGD auf. Diese greifen im Bereich der RGD-Bindungsregion des GPIIb-IIla-Re-
zeptors an. Die nicht-peptidischen Rezeptorantagonisten Lamifiban und Aggrastat (Tirofiban)
(RESTORE-Studie [“randomized efficacy study of tirofiban for outcomes and restenosis”])
(The RESTORE-Investigators 1997) sind synthetische RGD-Mimetika. Sie imitieren die geo-
metrischen, stereotaktischen und Oberflichenladungseigenschaften der RGD-Sequenz und
hemmen so die Fibrinogenbindung (Coller 1995, Mousa 1996).

Zu den neueren GPIIb-I1Ia-Rezeptorantagonisten zidhlen YM 337, ein Fab-Frag-
ment eines humanisierten monoklonalen Antikorpers gegen GPIIb-IIla, und EMD 122347, ein
peptiddhnlicher GPIIb-IIla Rezeptorantagonist mit Benzamidinooxazolidinon-Struktur. Letz-
teres wird enteral resorbiert und ist somit fiir die orale Verabreichung geeignet (Kuwahara

1998, Kamm 1999).

Tirofiban COOH
}@_\—\ 0—( >—/ "NH— SO,C,H,

Lamifiban NH
HN
(0]

OH

N
O CcooH

Integrelin NH

Abciximab
& 7%

Abb. 11:  Strukturformeln verschiedener GPIIb-Illa-Antagonisten
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Wihrend das Wirkungsprinzip bei den derzeit verfligbaren Fibrinogenrezeptoran-
tagonisten identisch ist, bestehen hinsichtlich struktureller Eigenschaften, Bindungsspezifitit,
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik erhebliche Unterschiede (Coller 1995, Mousa 1996,
Kereiakes 1999,Madan 1998).

Eptifibatide, Tirofiban und Lamifiban sind kleine Molekiile (500 Da bis 800 Da)
und dadurch in der Lage, in die GPIIb-Illa-Rezeptor-Bindungsfurche fiir Liganden vom
RGD-Typ zu passen (Tcheng 1999). Abciximab dagegen (45.000 Da) bedeckt den gesamten
GPIIb-IIla-Komplex, wobei es mit einem komplexen Ligandenbindungsort der 3;-Unterein-
heit des Fibrinogenrezeptors interferiert (Tcheng 1999). Somit besteht durch Abciximab auch
eine Blockade des Vitronektinrezeptors (o,f3), der die Bs-Untereineit des GPIIb-IIIa-Rezep-
tors enthdlt und vornehmlich auf Endothelzellen und glatten Muskelzellen exprimiert wird
(Coller 1999). Der Vitronektinrezeptor spielt eine zentrale Rolle bei der Migration und Proli-
feration glatter Muskelzellen und bei der Neointimabildung nach GefdBwandverletzung. Da-
her wird neben der Aggregationshemmung auch ein antiproliferativer Mechnismus von Abci-
ximab diskutiert (Gawaz 1999, Kleiman 1999). Uber Bindung an den MAC-1-Rezeptor ver-
ringert Abciximab die Adhédsion von Monozyten an die verletzte GefaBwand und wirkt damit
potentiell antiinflammatorisch. Eptifibatide, Tirofiban und Lamifiban sind kompetitive Re-
zeptorantagonisten. Thre antiaggregatorische Wirkung ist proportional abhédngig von der
Plasmakonzentration. Maximale Plasmaspiegel werden fiinf Minuten nach 1.v.-Gabe gemes-
sen. Es handelt sich um niedrigaffine Antikorper mit einer relativ langen Plasmahalbwertszeit
(£ 2,5 Stunden) und kurzer Wirkdauer am Fibrinogenrezeptor. Die Hemmung der Plittchen-
aggregation ist durchschnittlich in zwei bis vier Stunden wieder aufgehoben (Kleiman 1999).

Der hochaffine Antikérper Abciximab bindet innerhalb von Minuter an zirkulie-
rende Thrombozyten mit einer GPIIb-IIla-Rezeptorblockade von < 80 % (Plasmahalbwerts-
zeit = 26 Minuten) (Kleiman 1999). Aufgrund der hohen Antikorperaffinitit besteht zwolf
Stunden nach Abciximab-Gabe noch eine etwa 70 %ige Rezeptorblockade.

Wie aus grof3en Studien hervorgeht, wird die Behandlung mit GPIIb-IIla-Antago-
nisten im allgemeinen gut vertragen. Neben allgemeinen Nebenwirkungen wie Hypotension,
Erbrechen und Kopfschmerzen mit einer Haufigkeit von 5 — 15 % existiert als Hauptneben-
wirkung das Auftreten von unerwiinschten Blutungen. Im Gegensatz zu konservativ behan-

delten Patienten muf} bei Patienten mit der Notwendigkeit einer koronaren Intervention oder
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Bypass-Operation bei gleichzeitiger Thrombozytopenie mit erhchten Blutungskomplikationen
gerechnet werden. So kam es in der EPIC-Studie unter gleichzeitiger Heparingabe zu signifi-
kant vermehrten Blutungskomplikationen als in der Placebogruppe (14 % vs. 7 %). Wie die
Nachfolgestudie EPILOG zeigte, war ein ausschlaggebender Faktor daflir die Verweildauer
des GefaBzuganges. Dagegen bestand hinsichtlich der Inzidenz von intrakraniellen Blutungen
unter Abciximab-Therapie (EPIC, EPILOG und CAPTURE) im Vergleich zur Placebogruppe
kein signifikanter Unterschied (0,19 % vs. 0,13 %). Ahnliche Ergebnisse ergaben sich fiir Ep-
tifibatide, Tirofiban und Lamifiban (Gawaz 1999).

Eine weitere Hauptnebenwirkung von GPIIb-Illa-Antagonisten besteht im Auf-
treten von vorwiegend sich akut (innerhalb der ersten 24 Stunden nach Therapiebeginn) ent-
wickelnder Thrombozytopenien (> 100.000 Thrombozyten/ul) (bis zu 5 % der behandelten
Fille) (Kereiakes 2000, Tcheng 2000). Insbesondere bei schweren Thrombozytopenien
(<20.000 Thrombozyten/ul) in Verbindung mit GPIIb-IIla-Antagonisten und zusétzlicher
Antithrombotika wie ASS und Heparin stellt diese medikamenteninduzierte Thrombozytope-
nie einen potentiell lebensbedrohlichen Zustand dar. Die Therapie der Wahl besteht im Abset-
zen des Fibrinogenrezeptorantagonisten und Infusion von Plittchenkonzentraten, die im Re-
gelfall zu einer raschen Normalisierung der Thrombozytenzahl fiihren (Jubelirer 1999).

Die Inzidenz signifikanter Thrombozytopenien héngt von der Art des GPIIb-Illa-
Rezeptorantagonisten ab (Abciximab: 0,4 % bis 5,6 %, Aggrastat: 1,2 % bis 1,8 %, Eptifiba-
tide: 2,6 % bis 3,0 %, Lamifiban: 0,8 % bis 2,8 %) (Gawaz 1999, Tcheng 2000, Madan 1999).
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2 Zielsetzung

Studien haben gezeigt, daf} eine gesteigerte periinterventionelle Aktivierung von
Thrombozyten fiir das Auftreten thromboembolischer Komplikationen bedeutsam ist. Trotz
herkommlicher antithrombotischer Therapien mit Actylsalicylsdure und Heparin kommt es
vornehmlich nach Implantation von Gefdl3stiitzen zu einer gesteigerten Thrombozytenaktivie-
rung. Durch die Entwicklung neuer antithrombozytirer Substanzen wie GPIIb-IIla-Rezeptor-
Antagonisten konnte in grofl angelegten Studien gezeigt werden, dafl prdinterventionelle Ab-
ciximab-Gabe und anschlieBende zwolfstiindige Abciximab-Infusion die peri-und postinter-
ventionelle Rate ischdmischer Komplikationen signifikant senken kann.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Funktions- und Konformationszustand
thrombozytdrer Membranglykoproteine unter Abciximabtherapie bei Patienten nach koronarer

Stentimplantation zu beschreiben. Dabei wurden folgende Thrombozytenfunktionen gemes-

sen:

v Thrombozytenaggregation

v Degranulation der Thrombozyten

v Exposition thrombozytdrer Membranglykoproteine

Desweiteren stellt sich die Frage, ob unter Abciximab-Therapie ein Zusammen-
hang zwischen dem Funktionszustand der thrombozytiren Membranglykoproteine und einer

moglichen Entwicklung einer Thrombozytopenie besteht.
Zur Klarung dieser Fragestellungen untersuchten wir die Thrombozytenfunktion

vor, wahrend und nach Abciximab-Therapie durch aggregometrische und durchfluzytometri-

sche Verfahren und bestimmten den Verlauf der Thrombozytenzahl im peripheren Blut.
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3 Patienten und Methodik

3.1 Studienpopulation

In der Studie wurde der Einflu3 der Fibrinogenrezeptorantagonisierung durch Ab-
ciximab auf die Thrombozytenfunktion, den Aktivierungszustand der thrombozytdren
Membranglykoproteine sowie die Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten nach Stent-
implantation untersucht. Die Studiengruppe bestand aus 20 konsekutiven Patienten mit symp-
tomatischer ischdmischer Herzerkrankung. Bei allen Patienten wurde eine koronare Ballonan-

gioplastie mit Stentimplantation durchgefiihrt.

Von der Studie ausgeschlossen wurden Patienten mit Blutgerinnungsstérungen
oder anderen die Thrombozytenfunktion beeinflussenden Erkrankungen wie z.B. Multiorgan-
versagen, Sepsis, chronische Entziindungen, chronisches Nierenversagen, aktive Blutungen
oder schwere Andmie (Gawaz 1994, Gawaz 1994, Gawaz 1995, Gawaz 1995). Als Aus-
schluBkriterien galten auerdem ein akuter Myokardinfarkt und Kontraindikationen fiir eine

Antikoagulationstherapie.
Alle Patienten wurden vor Studienbeginn aufgekldrt und gaben eine schriftliche
Einverstidndniserkldrung beziiglich ihrer Studienteilnahme ab. Die Genehmigung des Studien-

protokolls durch die Technische Universitidt Miinchen lag vor.

Eine Ubersicht iiber die demographischen (Tab. 2) und angiographischen Daten
(Tab. 3) sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt.
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Geschlecht (M/W) 13/7

Alter (J) (Mittelwert+SD, Min.-Max) 66 £ 7 (45-79)

Koronares Risikoprofil, n (%)

Arterieller Hypertonus 11 (55)
Hypercholesterindmie 13 (65)
Diabetes mellitus 5(25)
Nikotinabusus 4 (20)
Anamnestischer Myokardinfarkt, n (%) 11 (55)
Eingeschriinkte linsventrikulire Funktion 3 (15%)
Instabile Angina pectoris, n (%) 2 (10)
Mehrgefiflerkrankung 12 (60)
Friihere PTCA, n (%) 7(35)

Angioplastiertes Koronargefif3, n (%)

LAD 5(25)
LCx 6 (30)
RCA 5(25)
Bypass 4 (20)

Tab. 2: Demographische Daten der Studienpatienten (n = 20); Abkiirzungen: PTCA,
perkutane transluminale Koronarangioplastie; LAD, left anterior descending co-
ronary artery; LCx, left circumflex coronary artery; RCA, right coronary artery
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Referenzdurchmesser (mm)
Minimal. Lumendurchmesser (mm):
vorher

nachher

Stenosegrad (%):

vorher

nachher

Maximaler Inflationsdruck (atm)

Verhiltnis Ballon/Gefif3

3,0£0,5

0,4+0,2
2,9+0,6

84,3 +8,7
7,6+5,9
10,0 +3.8
1,1£0,1

Tab. 3: Angiographische Daten der Studienpatienten (n = 20), dargestellt sind Mittelwert

und Standardabweichung

3.2 Stentimplantation und Verabreichung der Studienmedikation

Bei allen Studienpatienten wurde eine koronare Ballonangioplastie mit Stent-
implantation durchgefiihrt (liber transfemoralen Zugang nach Judkins-Technik). Die Koronar-
gefdle wurden mittels anionischem Kontrastmittel (Solutrast 370, Byk-Gulden) dargestellt.

Die Entfernung des arteriellen Zugangs und Anlage eines Druckverbandes erfolgte vier Stun-

den nach Intervention.

Vor der koronaren Intervention erhielten die Studienpatienten intravends einen
Abciximabbolus (0,25 mg/kg Korpergewicht), einen gewichtsadaptierten Bolus unfraktio-
niertes Heparin (70 IE/kg Korpergewicht) und 500 mg Acetysalicylsdure (Aspisol). Im An-
schluB} daran folgte eine zwolfstiindige Abciximabinfusion (10 pg/min). Zusétzlich wurde noch
am selben Tag sowie an den darauffolgenden Tagen den Patienten zweimal taglich 100 mg

Acetylsalicylsdure (Aspirin, Bayer) und zweimal téglich 250 mg Tiklopidin (Tiklyd) oral ap-

pliziert.
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33 Probengewinnung

Die Blutentnahmen fanden zu insgesamt sieben Zeitpunkten statt:

kurz vor Gabe des Abciximabbolus

kurz nach Gabe des Abciximabbolus

nach zwolf Stunden (Insfusionsende von Abciximab)
nach 24 Stunden

nach 48 Stunden

nach 72 Stunden

nach 96 Stunden.

AN N N N N N

Bis zur Entfernung des arteriellen Zugangs wurden die Proben aus der Arteria fe-
moralis entnommen (innerhalb der ersten vier Stunden). Daraufhin wurden die Blutproben aus
einer peripheren Oberarmvene bei médBiger Stauung entnommen. Fiir die durchfluzytometri-
sche Messung wurden 0,5 ml Vollblut in ein mit 1 ml CyfixII gefiilltes Polypropylenréhrchen
entnommen. Nachdem dieses iiber zehn Minuten auf Eis lag (Fixationszeit), wurde der Inhalt
mit 50 ml PBS verdiinnt. Bis zur Weiterverarbeitung innerhalb der nachsten 24 Stunden wur-
den die Proben bei 4° Celsius unter Lichtausschlufl konserviert. Weitere 2,5 ml EDTA-Blut
wurden zur Bestimmung der Thrombozytenzahl entnommen. Bei Thrombozytopenie erfolgte
eine Kontrollbestimmung im Zitratblut. Fiir die aggregometrische Messung wurden 20 ml mit
3,8 % Zitrat antikoaguliertes Blut abgenommen. Fiir die Bestimmung der Serumchemie ver-
wendeten wir ein Serumrohrchen. Aus fritheren Studien weill man, daf3 diese Abnahmetech-

nik zu keiner mefB3baren in-vitro-Aktivierung der Thrombozyten flihrt (Frelinger 1991).

34 Probenaufbereitung

Fir die aggregometrische Messung bendtigte man Pléttchen-reiches-Plasma
(PRP). Dieses wurde aus Zitrat-Blut durch Zentrifugation (900 Umdrehungen pro Minute bei
20° Celsius iiber 10 Minuten) gewonnen. Der PRP-haltige Uberstand wurde daraufhin mit ei-
ner Eppendorf-Pipette (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland) vorsichtig in ein 15 ml Kunst-
stoffgefdl (Falcon, Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) abpipettiert und mit
leichten Bewegungen vermischt. Fiir die Herstellung von Plittchen-armem-Plasma (PPP)
wurde 1 ml PRP in ein 2 ml Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt und iiber drei Minuten mit 1300 Um-
drehungen pro Minute bei 20° Celsius zentrifugiert. Von diesem Uberstand dienten 500 ul
PPP, die in eine silikonisierte Glaskiivette (Fa. Bio/Data, Horsham, USA) pipettiert wurden,
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als Null- und Referenzwert. In eine zweite Glaskiivette wurden 450 ul PRP, vermischt mit
50 pl Chrono-Lume (Fa. Nobis, Endingen, Deutschland), gegeben. Gleich im Anschlufl daran
erfolgte die Messung der Aggregation.

Fiir die durchfluzytometrische Analyse wurden die mit CyfixII fixierten Throm-
bozyten mit fluorochrommarkierten pléttchenspezifischen monklonalen Antikdrpern aufbe-
reitet. In vorher beschrifteten Reagenzglasern (FACS-Falcon-Rohrchen, Fa. Becton-Dickin-
son, Heidelberg, Deutschland) wurden jeweils 40 pl CyfixII-Blut mit 5 pl spezifischem PE-
gelabeltem anti-CD42b und 5 pl eines spezifischen FITC-markierten Antikorpers (anti-CD41,
anti-CD61, anti-CD62P, ¢7E3) angesetzt, so daBl man jeweils ein Gesamtreaktionsvolumen
von 50 pl erhielt. Nach einer Inkubationzeit von fiinfzehn Minuten bei Raumtemperatur unter
Lichtausschlull ohne Agitation wurde die Antikorperbindung durch Zugabe von jeweils 50 ul
einer 0,5 %igen-Paraformaldehyd-PBS-Losung (ph 7,4) (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutsch-
land) gestoppt. Bis zur Messung im DurchfluBzytometer (innerhalb von 24 Stunden) wurden
die Proben unter Lichtausschluf bei 4° Celsius aufbewahrt.

Bereits in fritheren Studien hat sich das hier verwendete Studienprotokoll als re-

produzierbar und klinisch geeignet erwiesen (Gawaz 1991,Gawaz 1994,Gawaz 1995).

3.5 Aggregometrische Messung der Thrombozyten

Die Bestimmung der Thrombozytenaggregation ist die heute gebriduchlichste Me-
thode fiir die Thrombozytenfunktionsdiagnostik. Sie erfolgt nach dem turbimetrischen Ver-
fahren nach Born (Born 1963).

Das Prinzip dieser Methode ist folgendes: PRP wird in silikonisierte Glaskiivetten
pipettiert und unter Verwendung eines Riihrfisches mittels Magnetriihrer durchmischt. Durch
Photometrie wird die plittchenbedingte Triibung der Suspension anhand einer Referenzkii-
vette (500 ul PPP) bestimmt. Der Grad der Triibungsdnderung ist ein Mal3 der Aggregation,
die als Funktion der Zeit mittels Schreiber in Form einer Kurvenform kontinuierlich aufge-
zeichnet wird. Nach Zugabe des stimulierenden Plédttchenagonisten ADP zu PRP kommt es zu
einer Formverdanderung bzw. Aggregation der Thrombozyten. Beide Phdnomene beeinflussen
die Lichttransmission. Die zunichst eintretende Formverdnderung der Plédttchen dufert sich in
einer Zunahme der Triibung bzw. Abnahme der Lichttransmission. Die daraufhin ansteigende
Aggregationskurve ist bedingt durch eine Abnahme der Triibung und Zunahme der Licht-
transmission (primére, noch reversible Aggregation). Danach ist diese im weiteren Verlauf
entweder wieder riickldufig (Deaggregation) oder geht nach voriibergehendem Erreichen ei-
nes Plateaus (biphasische Aggregation) in die zweite Phase der Aggregation iiber (sekundére

irreversible Aggregation). Ausgewertet werden die maximale Amplitude der Aggregati-
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onskurve (in Prozent), die Aggregation nach finf Minuten und die maximale Steigung der
Kurve (groBte Anstiegsgeschwindigkeit der Aggregationsreaktion). Die maximale Steigung

der Kurve (slope) errechnet sich aus dem Quotienten a durch b.

Um die ATP-Freisetzung aus dichten Granula der Plittchen zu bestimmen, wur-
den gleichzeitig zur Aggregation dem PRP (450 ul) 50 ul Chrono-Lume-Reagenz hinzuge-
fiigt. Dabei handelt es sich um ein Luziferin-Luziferase-Reagenz, das durch Reaktion mit
ATP luminesziert. Durch einen Photomultiplier ist es moglich, die Lumineszenz zu messen
und tiber einen Schreiber kontinuierlich zu registrieren. Um dies auch quantitativ bestimmen
zu konnen, wurden am Ende jeder Messung 5 pl ATP-Standard (Fa. Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) hinzugegeben. Dies entspricht einer Stoffmenge von 2 pmol ATP. Die Freiset-
zungsreaktion wurde nach 2,5 Minuten, 5 Minuten sowie in ihrer maximalen Freisetzung be-

stimmt.

D

Aggregation

ATP-Freisetzung

ADP Zeit =

1 min

Abb. 12 :  Lichtaggregometrie und Luminometrie: Anhand der Aggregationskurve wurde die
Steigung (slope), maximale Aggregation und Aggregation nach fiinf Minuten be-
stimmt. Bei der ATP-Freisetzung wurde der maximale Ausschlag, nach 2,5 Minu-
ten und nach 5 Minuten bestimmt und ins Verhdltnis zu einer Standard-Dosis von
ATP gesetzt (nach Gawaz 1999)
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Sowohl die Messung der Aggregation als auch der ATP-Freisetzung wurden am
Zwei-Kanal-Chronolog-Aggregometer (Fa. Nobis, Endingen, Deutschland) bei 37° Celsius
durchgefiihrt. Die Verstirkung fiir die Aggregation stand konstant auf 0,1 Volt, die Verstar-
kung der ATP-Freisetzung auf 0,5 Volt. Der Papiervorschub war auf 2 cm pro Minute einge-
stellt.

Als Agonist wurden den Messungen nach vorheriger Nulleinstellung jeweils
2 pmol ADP, 5 umol ADP und 20 pmol ADP hinzugefiigt. Nun wurde die Aggregationskurve
iiber fiinf Minuten registriert. Nach Ablauf wurden zur Konzentrationsbestimmung des freige-

setzten ATP 5 pul ATP-Standard zugegeben.

3.6 Monoklonale Antikorper und Reagenzien

Durch Inkubation spezifischer monoklonaler Antikorper kann der Funktionszu-
stand des Rezeptors auf zirkulierenden Thrombozyten durchflulzytometrisch bestimmt werden.

Die zur Beschreibung des Funktionszustandes der thrombozytiren Glykoproteine
verwendeten monoklonalen Antikorper lagen als direkte Fluorescein-Isothiocyanat-Konjugate
(FITC) vor.

Durch anti-CD41 (Fa. Immunotech, Marseille, Frankreich) wird die Oberflachen-
dichte von GPIIb-IIIa bestimmt, sowohl in aktiviertem als auch in ruhendem Funktionszu-
stand.

Anti-CD62P (Fa. Immunotech, Marseille, Frankreich) bindet ausschlieBSlich an
aktivierte Thrombozyten und ist ein MaB fiir die Degranulation von o-Granula (P-Selektin).

Fiir die Darstellung der Oberflichenexpression von GPIIla wurde anti-CD61 (Fa.
Immunotech, Marseille, Frankreich) verwendet.

Um den Anteil des GPIIb-IIla-Rezeptors zu ermitteln, der unter Therapie kein
Abciximab gebunden hat, wurde eine fluoreszenzkonjugierte Form von Abciximab benutzt
(c7E3; ReoPro). Es wurde in einer PD Sepharose Sdule (Pharmacia) gefiltert und anschlie-
Bend mit FITC markiert.

Zur Bestimmung der unspezifischen Membranfluoreszenz wurde ein irrelevanter
FITC-markierter monoklonaler Antikdrper (Fa.Dianova, Hamburg, Deutschland) verwendet.

Die Bestimmung der Thrombozytenzahl wurde freundlicherweise von der Abteilung fiir

Klinische Chemie des Deutschen Herzzentrums (Dr. med. Braun) durchgefiihrt.
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3.7 DurchfluBzytometrische Messung der Thrombozyten

Die Durchflulzytometrie ermoglicht in Verbindung mit fluorochrommarkierten
monoklonalen Antikorpern, spezifische Verdnderungen der aktivierten Thrombozytenoberfla-
che zu charakterisieren. Sowohl der aktivierte als auch der inaktive Zustand konnen durch
diese Methode bestimmt werden (Ginsberg 1990, Ruf 1995).

Eine der wichtigsten klinischen Aufgaben der Durchflulzytometrie ist der Nach-
weis thrombozytirer Membranglykoproteine zur Diagnose prothrombotischer Erkrankungen
wie Angina pectoris, Myokardinfarkt, pAVK etc. (Abrams 1991, Gawaz 1994, Michelson
1996).

Die Analyse sdamtlicher Blutproben wurde an einem Zwei-Watt-Argonlaser
,FACScan-Durchfluzytometer (Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) durchge-
fiihrt. Mittels Standard Fluorszenz-Mikrobeads (Calibrite®, Fa. Becton-Dickinson, Heidel-
berg, Deutschland) wurde das Gerét kalibriert.

Die ,,Zweifarben““-Vollblutmethode ist derzeit die Methode der Wahl zur durch-
fluBzytometrischen Charakterisierung der Thrombozytenfunktion. Die Methode ermdglicht
es, die Pléttchen aufgrund ihrer Grof3e und Oberfldchenbeschaffenheit anhand ihres charakte-
ristischen Streulichtverhaltens sowie anhand ihrer spezifischen Fluoreszenz zu identifizieren.
Jede einzelne Zelle wird in einem konstanten FluB durch einen Laserstrahl detektiert. Das
Streulicht und die Fluoreszenz werden durch spezifische Photodioden registriert.

Fiir die Untersuchung der Exposition thrombozytiarer Membranglykoproteine wer-
den die Blutplittchen mit spezifischen monoklonalen Antikorpern inkubiert. Die genannten
Antikérper wurden im vielfachen Uberschuf} eingesetzt und lagen in gesittigten Konzentrati-
onen vor. Um die Thrombozyten von Erythrozyten, Leukozyten und Detritus unterscheiden zu
konnen, wurden sie mit der pléttchenspezifischen CD42b-Phycoerythrin-Fluoreszenz (PE)
markiert. Gleichzeitig wurden die Plédttchen anhand ihrer spezifischen Lichtstreuung (Vor-
wirtsstreulicht) identifiziert (Zwei-Parameter-Darstellung). Dabei wurde der Registrierbereich

vor jeder MeBreihe konstant darauf eingestellt (Ginsberg 1990, Shattil 1987).
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Zur Beschreibung der Oberflichenexpression und des Funktionszustands waren
die Blutproben zusitzlich mit einem Fluorescein-Isothiocyanat-konjugiertem Antikorper
(FITC) inkubiert worden. Die Darstellung erfolgte in Form eines Histogramms (Ein-Parame-
ter-Darstellung). Je Probe wurden 5.000 Fluoreszenzereignisse bei einer maximalen FluBrate
von 60 Ereignissen pro Sekunde registriert. Die gemessene Fluoreszenzintensitit wurde in ei-
ner Verteilungskurve dargestellt. Uber deren Mittelwert war nun eine Aussage iiber die quan-
titative Antikorperbindung und damit iiber die Oberflaichenexposition thrombozytéirer
Membranglykoproteine und deren Funktionszustand moglich. Die Immunfluoreszenzintensi-
tat der Antikorper, die nur in aktiviertem Zustand an Rezeptoren binden (anti-CD62P), wurde

in Prozentpositiven (Prozentsatz nach Abzug der unspezifischen Fluoreszenz) angegeben.
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[ [¥al
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Vorwartsstreulicht CD41-Immunofluoreszenz
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nicht aktiviert £
|
2 Y
Wy
= £ _ aktiviert
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wd LILJ
CD62P-Immunofluoreszenz LIBST-Immunofluoreszenz

Abb. 13:  Durchflufpzytometrische Analyse der Blutpldttchen (“Zweifarben”-Vollblutme-
thode). Die Blutplittchen werden anhand der plittchenspezifischen Immunoreak-
tivitit (CD42) und ihres charakteristischen Streulichtverhaltens identifiziert. Da-
nach wird die Thrombozytenaktivierung immunologisch anhand der Bindung von
aktivierungsabhdngigen monoklonalen Antikérpern indentifiziert.
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3.8 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test
(mit Liliefors-Korrektur) auf die Normalverteilung nach Gaul3 getestet. Darauthin wurden
statistische Tests angewandt, sog. nicht parametrische Testverfahren, die keine Normalver-
teilung voraussetzen.

Fiir die Korrelationsanalyse wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman,
zur Bestimmung des Signifikanzniveaus fiir Vergleiche im Verlauf wurde der Wilcoxon- und
Friedmann-Test fiir verbundene Stichproben benutzt.

Als Mafzahlen verwendeten wir Median, Maximum und Minimum. Mittelwert
und Standardabweichung wurden dazu angegeben, um Vergleiche mit Literaturstellen, die
keine Medianwerte angeben, zu ermdglichen.

Das Signifikanzniveau wurde auf 5 % festgelegt. Alle Tests wurden zweiseitig
durchgefiihrt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit ,,SPSS 10.1 for Windows*.
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4 Ergebnisse

4.1 Aggregation

Bei der Thrombozytenaggregation untersuchten wir die Steigung der Aggregati-
onskurve (Anstiegsgeschwindigkeit der Aggregation, slope), die maximale Aggregation und
die Aggregation nach fiinf Minuten. Diese MeBBpunkte wurden unter Stimulation verschiede-

ner ADP-Konzentrationen bestimmt (2 umol/l, 5 pmol/l und 20 umol/l ADP).

4.1.1 Einflufp auf die Steigung der Aggregation

Unter Stimulation mit 2 umol/l ADP zeigte sich wihrend aller Zeitpunkte eine
signifikante Abnahme der Steigung (p < 0,05). Die geringste mittlere Steigung wurde direkt
nach Bolusgabe von Abciximab gemessen (p = 0,001). Nach Infusionsende stieg der Slope
der Aggregationskurve wieder an, erreichte aber auch nach 96 Stunden nicht wieder den Aus-
gangswert (Steigung der Aggregation vor Bolusgabe: 3,0; nach Bolusgabe: 0,0; nach Infusi-
onsende: 0,0 und nach 96 Stunden: 1,1).

Unter 5 umol/l ADP-Stimulation konnte bis 72 Stunden nach Bolusgabe eine sig-
nifikante Abnahme der Steigung beobachtet werden (p < 0,05). Die geringste mittlere Stei-
gung war nach Infusionsende zu verzeichnen, stieg danach langsam an, erreichte aber nicht
wieder das Ausgangsniveau (vor Bolusgabe: 4,0; nach Bolusgabe: 0,15; nach Infusionsende:
0,0; nach 96 Stunden: 2,6).

Unter 20 umol/l ADP-Stimulation konnte bis 72 Stunden nach Bolusgabe eine
signifikante Abnahme der Steigung gemessen werden (p < 0,05). Nach der geringsten
Steigung nach Infusionsende (p = 0,001) stieg diese wieder an, erreichte aber nicht das
Ausgangsniveau (vor Bolusgabe: 4,3; nach Bolusgabe: 0,5; nach Infusionsende: 0,6; nach 96
Stunden: 2.9).
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Abb. 14:  Anstiegsgeschwindigkeit der Aggregation (slope) (mm/sec) unter 20 umol/l ADP-
Stimulation,; * signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert (p < 0,05)

4.1.2 Maximale Aggregation

Unter 2 umol/l ADP Stimulation kam es wihrend aller Zeitpunkte zu einem signifi-
kanten Abfall der mittleren Thrombozytenaggregation im Vergleich zum Ausgangswert
(p < 0,05). Kurz nach Bolusgabe von Abciximab bestand eine Aggregation von 0 %, die nach
Infusionsende langsam wieder anstieg, jedoch auch nach 96 Stunden nicht wieder das Aus-
gangsniveau erreichte (25,4 %).

Zu allen MeBpunkten war wihrend der Stimulation mit 5 pmol/l ADP eine signi-
fikante Verringerung der mitteren Aggregation zu verzeichnen (p < 0,05). Die geringste Pltt-
chenaggregation bestand nach Bolusgabe (7,1 %), stieg dann langsam an, erreichte aber nicht
den Ausgangswert (83,1 %). Die Aggregation wurde unter 5 pmol/l ADP im Vergleich zu
2 umol/l ADP erheblich (bis 35 %) gesteigert.

Bei der Stimulation mit 20 pmol/l ADP bestand zu allen Zeitpunkten eine signifi-

kante Verringerung der Pldttchenaggregation (p < 0,05). Die maximale Verringerung der

ADP-induzierten Aggregation wurde nach Infusionsende beobachtet. Auch unter dieser ADP-
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Konzentration wurde eine weitere Zunahme der Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten im
Vergleich zu 2 umol/l ADP und 5 pmol/l ADP beobachtet.

Infusion

100 -

50

Maximale Aggregation (%)

Oh 12h 24 h 48 h 72h 96 h

Zeit nach Therapiebeginn

Abb. 15:  Maximale Aggregation (in %) unter 20 umol/l ADP-Stimulation; * signifikant un-
terschiedlich zum Ausgangswert (p < 0,05)
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4.2 Deaggregation

Um festzustellen, ob ein eventueller Riickgang der Deaggregationskurve unter
GPIIb-IIIa-Rezeptor-Antagonisten besteht, untersuchten wir auch hier unter den verschiede-
nen ADP-Konzentrationen die entsprechenden MeBpunkte.

Unter der Stimulation mit 2 umol/l ADP konnte lediglich kurz nach Bolusgabe
eine signifikante Abnahme der mittleren Deaggregation zum Ausgangswert (p = 0.031)
verzeichnet werden. Danach stieg diese langsam an und erreichte nach 72 Stunden hdhere
Werte (24,7 %) als vor der Bolusgabe (4 %).

Nach 72 Stunden konnte unter der Stimulation mit 5 pmol/l ADP eine signifikante
Zunahme der Deaggregation im Vergleich zum Ausgangswert beobachtet werden (p = 0,21).
Kurz nach Bolusgabe fiel die Deaggregation von 2,4 % auf 0,0 % ab, stieg dann langsam an
und erreichte Werte liber dem Ausgangsniveau (nach 72 Sunden die hochste Deaggregation
mit 29,7 %).

Zu allen Zeitpunkten, bis auf den kurz nach der Bolusgabe, ist wihrend der

Stimulation mit 20 umol/l ADP eine signifikante Zunahme der Deaggregation zu beobachten

(p <0,05). Im ganzen Verlauf war eine stetig zunehmende Deaggregationsfahigkeit zu sehen.
Die Abnahme der Deaggregationskurve betrug vor Bolusgabe 2,4 % und stieg bis 72 Stunden
nach Bolugabe auf 14,8 % an.

100 -
90 A Infusion
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 +

10 -
o4 ¢

Deaggregation (%)

pra post 12 h 24h 48h 72 h 96 h

Zeit nach Therapiebeginn

Abb. 16:  Deaggregation unter 2 umol/l ADP-Stimulation (in %), * signifikant unterschied-
lich zum Ausgangswert (p < 0,05)
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4.3 Thrombozytire ATP-Freisetzung

Um den EinfluB des GPIIb-IIla-Antagonisten auf die Degranulation der Throm-
bozyten beurteilen zu konnen, bestimmten wir wihrend der Aggregometrie die ATP-Freiset-
zung auf den dichten Granula nach 2,5 Minuten und 5 Minuten sowie die maximale ATP-

Freisetzung.

4.3.1 Thrombozytire ATP-Freisetzung nach 2,5 Minuten

Wiéhrend der Stimulation mit 2 umol/l ADP konnte {iber den Zeitverlauf keine
signifikante Zunahme bzw. Abnahme der ATP-Freisetzung beobachtet werden. Uber den
Zeitverlauf wihrend der Stimulation mit 5 pmol/l ADP konnte nach Infusionsende und 24
Stunden nach Bolusgabe eine signifikante Abnahme der ATP-Freisetzung verzeichent werden
(p <0,05). Nach 24 Stunden war der Ausgangswert von 0,08 nmol auf 0,04 nmol gefallen.
Dieser stieg dann langsam bis 0,09 nmol an,womit er iiber dem Ausgangswert liegt. Bei der

Stimulation mit 20 pmol/l ADP war es kurz nach Bolusgabe zu einem signifikanten Abfall

der ATP-Freisetzung gekommen (p = 0,017). Im weiteren Verlauf zeigte sich eine weitere
Abnahme bis 24 Stunden nach Bolusgabe, dann stieg die ATP-Freisetzung wieder an bis

maximal 0,4 nmol ,um dann nach 96 Stunden auf 0,3 nmol abzufallen.

1,0 -
0,9 - Infusion T T
0,8 -
0,7 1
0,649 -
0,5 -1 B
0,4 -
0,3 -
0,2 -
014 L
0,0 - r T T T T 1
pra post 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h

ATP-Freisetzung nach 2,5 min (nmol)

Zeit nach Therapiebeginn

Abb. 17:  ATP-Freisetzung nach 2,5 min (in nmol) unter 20 umol/l ADP-Stimulation; * sig-
nifikant unterschiedlich zum Ausgangswert (p < 0,05)
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4.3.2 Thrombozytire ATP-Freisetzung nach fiinf Minuten

Wiéhrend der Stimulation mit 2 pmol/l ADP konnte kurz nach Bolusgabe eine sig-
nifikante Zunahme der ATP-Freisetzung von 0,00 nmol auf 0,02 nmol (p = 0,018) beobachtet
werden. Danach fiel die Degranulation wieder etwas ab (nach Infusionsende: 0,01 nmol) und
stieg dann nach 72 Stunden langsam an. Nach 96 Stunden bestand eine Konzentration von
0,02 nmol ATP.

Am Infusionsende und nach 24 Stunden kam es unter der 5 umol/l ADP-Stimula-
tion zu einem signifikantem Abfall der ATP-Freisetzung (p < 0,05). Die niedrigste ATP-Kon-
zentration wurde nach 48 Stunden gemessen (0,03 nmol), die dann wieder bis auf 0,1 nmol
nach 96 Stunden anstieg.

Uber den Zeitverlauf ergab sich wihrend der Stimulation mit 20 umol/l ADP eine

signifikante Abnahme der ATP-Freisetzung kurz nach Bolusgabe.

1,0 -
0’9 i Infusion

0,7 1
0,6
0,5 1
0,4

0,3 - "___
0,2 -

ATP-Freisetzung nach 5 min (nmol)

0,0 = r T T T T T 1
pra post 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h

Zeit nach Therapiebeginn

Abb. 18:  ATP-Freisetzung nach 5 min (in nmol) unter 20 umol/l ADP-Stimulation; *
signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert (p < 0,05)
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4.3.3 Maximale thrombozytire ATP-Freisetzung

Uber den gesamten Zeitverlauf wihrend der Stimulation mit 2 umol/l ADP ist
keine signifikante Anderung zum Ausgangswert zu beobachten. Dahingegen ist wihrend der
Stimulation mit 5 umol/l ADP nach 24 Stunden eine signifikante Abnahme zum Ausgangs-
wert der Degranulation (von 0,10 nmol auf 0,05 nmol) zu beobachten. Danach stieg diese bis

auf 0,13 nmol nach 96 Stunden an. Wiahend der Stimulation mit 20 umol/l ADP ist iiber den

gesamten Verlauf kein signifikanter Unterschied beziiglich der ATP-Freisetzung festzustellen.
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Zeit nach Therapiebeginn

Abb. 19:  Maximale ATP-Freisetzung (in nmol) unter 20 umol/l ADP-Stimulation; * signifi-
kant unterschiedlich zum Ausgangswert (p < 0,05)

-35-



4.4 Durchflusszytometrische Untersuchung
44.1 Bindung von FITC-c7E3 an zirkulierende Thrombozyten

Mit einer fluoreszenzkonjugierten Form von Abciximab (FITC-c7E3) wurde der
Anteil des Glykoprotein-IIb-IIla-Komplexes untersucht, der kein Abciximab gebunden hatte.
Zu allen Zeitpunkten wurde eine signifikante Abnahme der FITC-c7E3-Bindung gegeniiber
dem Ausgangswert registriert (p < 0,05). Vor Bolusgabe von Abciximab wurde eine relative
mittlere Intensitdt von FITC-c7E3 von 24,1 beobachtet. Nach Infusionsende stieg der Wert

wieder langsam an und erreichte nach 96h nicht wieder das Ausgangsniveau.
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Zeit nach Therapiebeginn

Abb. 20:  FITC-c7E3-Bindung (mittlere Intensitit) an zirkulierende Thrombozyten bei
Patienten nach koronarer Stentimplantation; Zeitverlauf vor und nach Abciximab-
Gabe, * signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert (p < 0,05)

4.4.2 Verfiigbarkeit der Fibrinogenbindungsstellen und Pharmakonbindung

Die Oberflichendichte von GPIIb unter Abciximabtherapie wurde durch den
komplexspezifischen, monoklonalen Antikorper anti-CD41 untersucht, welcher gegen die
am-Kette gerichtet ist. Bis auf den Wert nach 96 Stunden ist wihrend aller MeBpunkte eine
signifikante Abnahme der anti-CD41-Bindung an zirkulierende Thrombozyten zu beobachten

(p < 0,05). Das Minimum der anti-CD41-Bindung wurde nach Infusionsende gemessen, die
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dann wieder langsam anstieg, aber auch nach 96 Stunden nicht wieder den Ausgangswert

erreichte.

Abb. 21:

4.4.3
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Oberflichendichte von GP IIb auf zirkulierenden Thrombozyten, Zeitverlauf vor
und nach Abciximab-Gabe; anti-CD41-Immunfluoreszenz (mittlere Intensitdt),
* signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert (p < 0,05)

Degranulation und P-Selektin-Expression

Um die Degranulation von alpha-Granula (P-Selektin) beurteilen zu kénnen, ver-

wendeten wir den monoklonalen Antikorper anti-CD62P, dessen zunehmende Bindung eine

irreversible Degranulation der Thrombozyten bedeutet. Nach 48 Stunden konnte eine signifi-

kante Zunahme der anti-CD62P-Bindung beobachtet werden (p < 0,05).
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Abb. 22:  P-Selektin-Freisetzung von zirkulierenden Thrombozyten; Zeitverlauf vor und
nach Abciximab-Gabe; * signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert (p < 0,05)

4.4.4 Thrombozytenzahl

Parallel zu den Veridnderungen des Funktionszustandes des GPIla-IIIb-Komplexes
kam es zu einem Abfall der Thrombozytenzahl (nicht signifikant). Der tiefste Wert wurde
nach Infusionsende erreicht. Dann stieg dieser langsam an und erreichte nach 96 Stunden
nicht wieder das Ausgangsniveau. Bei zwei Patienten kam es zu akuten Thrombozytopenien
(Tiefstwerte nach Infusionsende: 51,0 bzw. 26,0 Thrombozyten x 10%/ul). Auch in den folgen-

den Stunden und Tagen kam es nur zu einem leichten Anstieg der Thrombozytenzahl.
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Abb. 23:  Mittlere Thrombozytenzahl,; Zeitverlauf vor und nach Abciximab-Gabe

-39 -



4.5 Korrelationen

Fiir die Beurteilung eines mdglichen Zusammenhanges bzw. Vergleiches zwi-

schen der Aggregation und der durchfluzytometrischen Messung wurden folgende Korrelati-

onen bestimmt:

Korrelationen zwischen der Aggregation und der ¢7E3-Immunfluoreszenz:

4
40 0

Mittlere c7E3-Immunfluoreszenz
Mittlere c7E3-Immunfluoreszenz

Aggregation (Steigung) mit 2 ymol Aggregation (Steigung) mit 5pmol
ADP stimuliert ADP stimuliert
40

30 . .

1 = r=o0,5

Mittlere c7E3-Immunfluoreszenz

p<0,001

0o 1 2 3 4 5 6 7

Aggregation (Steigung) mit 20 pmol
ADP stimuliert

Abb. 24:  Korrelationen der Aggregation (Steigung) mit der mittleren c7E3-Immunfluores-

zenz

Anhand der obigen Grafiken zeigt sich bzgl. der Korrelation zwischen der c7E3-

Immunfluoreszenz und der Aggregation (Steigung) unabhingig von der Konzentration der

ADP-Stimulation ein signifikanter Zusammenhang (p < 0,001).
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Korrelationen zwischen der Aggregation und der CD41-Immunfluoreszenz:
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Abb. 25:  Korrelationen zwischen der Aggregation (Steigung) und der mittleren CD41-Im-
munfluoreszenz

Wihrend jeder der drei verschiedenen Konzentrationen der ADP-Stimulation be-

steht bzgl. der Korrelation zwischen der Aggregation (Steigung) und der CD41-Immunfluo-

reszenz ein signifikanter Zusammenhang.
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Korrelationen zwischen der ATP-Freisetzung und der CD62P-Immunfluoreszenz:
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Abb. 26:
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ATP-Freisetzung nach 2,5 min mit 2umol
ADP stimuliert (nmol)

Mittlere CD62P-Immunfluoreszenz

Mittlere CD62P-Immunfluoreszenz

30

20

10

p=1,0
. - r=0,002
» L ]
- -
l‘. .
rA L
" .

00 02 04 06 08 10 12
ATP-Freisetzung nach 2,5 min mit 5pymol

ADP stimuliert (nmol)

0,0 02 04 06 08 10

1,2

14 16

ATP-Freisetzung nach 2,5 min mit 20pmol
ADP stimuliert (nmol)

Korrelationen zwischen der ATP-Freisetzung nach 2,5 min (nmol) (unter 2, 5 und

20 umol ADP-Stimulation) und der CD62P-Immunfluoreszenz

Die Abbildungen zeigen, abgesehen von der ADP-Stimulation mit 20 pmol

(p <0,05), keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der ATP-Freisetzung nach 2,5 Mi-

nuten und der CD62P-Immunfluoreszenz.
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Korrelation zwischen der ¢7E3-Immunfluoreszenz und der CD41-Immunfluoreszenz:
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Abb. 27:  Korrelation der mittleren c7E3-Immunfluoreszenz mit der mittleren CD41-Immun-
fluoreszenz

Zwischen der c7E3-Immunfluoreszenz und der CD41-Immunfluoreszenz besteht

ein signifikanter Zusammenhang (r = 0,9; p <0,001).

Korrelation zwischen der CD62P-Immunfluoreszenz und ¢7E3-Immunfluoreszenz:
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Mittlere CD62P-Immunfluoreszenz

Abb. 28:  Korrelation zwischen der mittleren CD62P-Immunfluoreszenz und der mittleren
c7E3-Immunfluoreszenz

Zwischen der CD62P-Immunfluoreszenz und der ¢7E3-Immunfluoreszenz konn-

ten wir ebenfalls eine positive Korrelation finden.
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Korrelation zwischen LIBS-I-Bindung und der Thrombozytenzahl zum Zeitpunkt
A (0-10 h):
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Abb. 29: Korrelation zwischen der mittleren LIBS-I-Immunfluorezenz und der Thrombo-
zytenzahl

Zwischen dem Anstieg der LIBS-I-Bindung und dem Abfall der Thrombozyten-

zahl 12 Stunden nach Abciximabgabe besteht eine signifikante, inverse Korrelation (1= -0,72;

p<0,05).
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4.6 Variabilitit
4.6.1 Durchflufzytometrische Messung

C7E3-Immunfluoreszenz:

Bei drei Patienten kam es erst 12 - 24 Stunden nach Bolusgabe von Abciximab zu
einer deutlichen Abnahme der FITC-c7E3-Bindung. Zu allen anderen Zeitpunkten lagen die
Patienten annéhernd im gleichen Bereich der FITC-c7E3-Bindung.

c7E3 pra post 12h 24 h 48 h 72h 96 h
Patient 1 45 8,7 11,5 12,9 15,5
Patient 2 22,3 53 9 11,9 13,5 19,6
Patient 3 24 20,5 9,2 11,1 21,1
Patient 4 20,9 7.4 97 12,4 14,6 19,5 16,5
Patient 5 20,1 4,4 8,2 13,2 18,5 13,5 16,4
Patient 6 30 4,1 20,7 10,3 16,4 16,3 14,4
Patient 7 17,8 4,2 10,8 10,3 10,8 11,5 14,7
Patient 8 5 10,2 15,9 13,3 12,5
Patient 9 29,5 5,6 11,1 15,5 17,2 16,3 17,7
Patient 10 30,1 11,6 7.5 8,5 13,5 14,4 17
Patient 11 26,1 4,4 9,9 8,4 10,9 11,6
Patient 12 22,8 6.7 57 10,2 20,1 18,8 31,8
Patient 13 24 8 96 16,7 18,2 24,7
Patient 14 26,3 27,8 16,2 58 20,7 22,7 30,9
Patient 15 24,1 4,5 10,6 15,7 17,8 26,8 20,6
Patient 16 7,6 7.3 98 10,8 15,8 19,6
Patient 17 20,9 55 4,9 208
Patient 18 285 5 15,1 17 21,8
Patient 19 26,7 7 13,2 14,5 20

Tab. 4: c7E3-Immunfluoreszenz (Intensitit) zu den verschiedenen Zeitpunkten nach
Therapiebeginn
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CD 41-Immunfluoreszenz: Bei einem Patienten konnte zu allen MeBpunkten kei-

ne wesentliche Beeinflussung von Abciximab beziiglich der CD 41-Bindung beobachtet wer-

den. Ein zweiter Patient stieg mit der CD 41-Bindung bereits nach 12 Stunden wieder rapide

an.

CD 41 pra post 12h 24 h 48h 72h 96 h
Patient 1 18,4 34,9 49,7 52,9 59,5
Patient 2 88,6 18,9 23 41,1 54,3 66,9 74,2
Patient 3 88,8 53 36,8 36,3 78,1
Patient 4 72,5 32,9 35,9 42,7 57,4 59,8 67
Patient 5 82,5 14,5 36,3 48,6 70,3 57,6 70,1
Patient 6 114 15,3 36,9 42,8 53,3 61,4 66,9
Patient 7 83,9 16,6 40 36,4 44,8 452 56,8
Patient 8 204 45,6 51,5 60,9 50
Patient 9 115,3 227 41 58,8 72 71,8 78,9
Patient 10 97,5 8,4 30,9 33,3 54,2 58,1 65,7
Patient 11 103,3 18,2 37,8 33,8 45,8 58,4
Patient 12 95 28,1 22,7 44,6 76,1 74,6 113,8
Patient 13 93,2 34,1 38,3 67,3 76 98,7
Patient 14 100,9 99 76,1 116,2 99,7 90,3 108,4
Patient 15 959 18 415 68,3 70,9 114,5 76,7
Patient 16 29,33 35,9 41,7 45,5 60,3 85,1
Patient 17 103,6 25,8 25,6 76,2
Patient 18 150,2 18,2 93 88,3 104,1
Patient 19 105,5 31,9 54,5 58,1 81,8

Tab. 5: CD41-Immunfluoreszenz (Intensitdt) zu den veschiedenen Zeitpunkten nach The-

rapiebeginn
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CD 61-Immunfluoreszenz: Zwei Patienten zeigen 12 Stunden nach Bolusgabe im

Gegensatz zu den librigen Patienten eine zunehmende anti-CD-61-Bindung.

CD61 pra post 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Patient 1 31,1 31,7 37,5 34,3 38,2
Patient 2 40,5 43,7 55,4 51,9 46,5 77 64,2
Patient 3 45,5 61,2 58,7 53,2 67,3
Patient 4 41,5 40,5 58,2 56,1 72,4 72,4 97,4
Patient 5 25,7 27 27,2 29,5 38,8 28,4 30,6
Patient 6 60,2 52,6 45,9 43,2 46 41,8 47,3
Patient 7 40,9 39,1 39,4 44,3 42,2 42,8 40,9
Patient 8 46,4 44,6 53,4 49 40,4
Patient 9 47,3 52,5 52,8 65,2 56,6 49,9 48,5
Patient 10 64,4 30 56,8 43,7 49,8 45,3 47,2
Patient 11 57,7 46,5 57,6 39,2 35 53,6
Patient 12 39,3 41 33,1 43,6 69,2 62,2 85,1
Patient 13 41,8 45 55,1 55 78 95,6
Patient 14 41,8 46,5 78,2 68,2 65,5 68,1 84,6
Patient 15 54,3 61,4 54,5 56,4 62,1 56,3 52,9
Patient 16 30,5 21,7 23,8 24,4 24,4 37,6
Patient 17 45 35,9 39,1 56,7
Patient 18 72,5 72,7 99 72,3 68,5
Patient 19 28,9 24,5 42,5 41,2 43,7

Tab. 6: CD 61-Immunfluoreszenz (Intensitdt) zu den verschiedenen Zeitpunkten nach The-
rapiebeginn
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gabe kontinuierlich erhohte Werte fiir die CD62-Bindung gemessen.

CD62P-Immunfluoreszenz: Bei zwei Patienten wurden 12 Stunden nach Bolus-

CD62P %
Positive pra post 12h 24h 48h 72h 96 h
Patient 1 0,9 0,5 1,4 2,5 3,5
Patient 2 0,9 1,3 2,3 0,9 1,4 5,7
Patient 3 1,4 8,7 6,9 6,1
Patient 4 10,3 3,1 56 1,2 8,2 0,9
Patient 5 13,7 2,7 2,6 1,5 4,4 1,6
Patient 6 3,5 5,5 25,1 10,1
Patient 7 2,9 10,1 7.7 8,7 13 2,9 2
Patient 8 56,1 60,6 39 60,2 1,1
Patient 9 2,5 2,9 3,5 3 26,8 93 4,9
Patient 10 1,6 20,8 3,1 42,8 2,7 4,9 57
Patient 11 10,2 93 3,5 25,9 13,3 10,3 33
Patient 12 4,3 25 35,6 6,7 5,1 8,9 12,7
Patient 13 6,6 4,5 4,4 13,6 6,5 8,4
Patient 14 55 53 7,9 4,5 19,1 6,3 10,1
Patient 15 10,2 8,8 3,9 8,8 7,5 7,8 53
Patient 16 6,8 78,9 82,3 82,3 5,9 14,5
Patient 17 10,1 9,2 10,7 19,2 32,9 57
Patient 18 10,6 21,8 11,8 16,4 10,3
Patient 19

Tab. 7: Darstellung der CD62 %-Positiven zu den verschiedenen Zeitpunkten nach The-

rapiebeginn
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4.6.2 Messung mit dem Aggregometer

Slope (Anstiegsgeschwindigkeit der Ageregation) unter 20umol ADP-Stimulation:

Ein Patient zeigte eine verzogerte Abnahme der Aggregation (Steigung) bis 12 Stun-
den nach Bolusgabe. Bei den iibrigen individuellen Werten zeigten sich keine groflen Un-

terschiede.

Slope unter 20

pmol ADP-St. pra post 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Patient 1 0,2 2,3 2,2 3,1 4.1
Patient 2 4,2 0,2 0,6 2,2 2,3 4,1 2,9
Patient 3 4,3 1,2 1,4 2,2
Patient 4 57 0,6 0,9 1,3 3,1 2,8
Patient 5 3,9 0,5 1,7 3,2 3,6 2,3
Patient 6 57 2,7 2 2 1,5 2,9
Patient 7 1,8 0,7 0,7 41 2,6 2,7
Patient 8 1,1 0,6 1,6 2,9 2,2
Patient 9 0,3 0,7 1,4 3,1 3 4,7
Patient 10 57 0,7 0,8 3,2 3,3 5
Patient 11 6,5 0,7 0,3 1,7 3,7 2,3 3
Patient 12 4.1 1,2 0 0,6 0,9 1,5 0
Patient 13 5,6 4,2 0 0 3 24 2
Patient 14 3,7 0 0,1 0,4 2,6 0
Patient 15 4,5 0,5 1 3,3 1,4 4,5 4,5
Patient 16 3,1 0 1,1 1,3 2,5 4,2 1,3
Patient 17 0,2 0,3 1,5
Patient 18 6,4 0 0 0 0,8 0
Patient 19 5,1 0 0 0,6 0

Tab. §: Steigung der Aggregation (slope; mm/sec) unter 20 umol ADP-Stimulation

- 49 -



Maximale Aggregation unter 20umol ADP-Stimulation:

Eine verzdgerte Abnahme der maximalen Aggregation bis 12 Stunden nach Bo-
lusgabe wurde bei einem Patienten gemessen.. Die restlichen MeBBwerte zeigten bereits ab

48 Stunden nach Bolusgabe groflere Unterschiede.

Maximale

Aggregation pra post 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Patient 1 100 23,3 55,3 47,6 44,7 73,8
Patient 2 100 6,1 7,3 451 74,4 93,9 78
Patient 3 100 34,7 26,6 26,6
Patient 4 100 12,6 14,9 27,6 73,6 56,3
Patient 5 100 5,5 17,2 57 58,6 46,9
Patient 6 100 65 99,9 93,3 95
Patient 7 100
Patient 8 100
Patient 9 100 7,4 4,6 42,6 53,7 46,3 78,7
Patient 10 100 5,3 14 48,7 37,3 61,3
Patient 11 100 1,6 11,9 31 68,2 62,7 55,6
Patient 12 100 6,3 0 12,5 19,5 7,8 0
Patient 13 100 82,1 0 0 34,6 28,2 12,8
Patient 14 100 0 2,8 6,4 36,7 0
Patient 15 100 23,5 15,3 91,8 5,9 71,8 84,8
Patient 16 100
Patient 17 100 0 9,2 10,3 10,3
Patient 18 100 0 0 0 10 0
Patient 19 100 0 0 21,8 0

Tab. 9: Maximale Aggregation (in %) unter 20 umol ADP-Stimulation
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Agoregation nach 5 Minuten unter 20 umol ADP-Stimulation:

Eine verzogerte Abnahme der maximalen Aggregation bis 12 Stunden nach Bo-
lusgabe wurde bei einem Patienten gemessen. Die folgende Einzelpunktdarstellung nach

24 Stunden zeigte eine groBere Varianz innerhalb der Patientengruppe.

Aggregation
nach 5 min pra post 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Patient 1 100 32,4 29,4 67,6
Patient 2 100 3,8 6,3 36,3 65 91,3 50
Patient 3 100 34,7 22,3 20,7
Patient 4 100 11,9 15,5 27,4 71,4 53,6
Patient 5 100 4,8 12 55,2 56 12
Patient 6 100 65,5 55,2 72,4 62,1
Patient 7 100
Patient 8 100
Patient 9 100 6,7 2,9 42,9 49,5 41,9 69,5
Patient 10 100 4,7 14,7 44,7 30 55,3
Patient 11 100 1,6 16,7 32,5 68,3 62,7 55,6
Patient 12 100 5,5 0 12,5 19,5 7,8 0
Patient 13 100 74,4 0 0 12,8 10,3 0
Patient 14 100 0 4,8 6,7 34,3 0
Patient 15 100 23,5 15,3 85,9 3,5 58,8 54,1
Patient 16 100
Patient 17 100 0 9,6 10,8 6
Patient 18 100 0 0 0 10,2 0
Patient 19 100 0 0 21,8 0

Tab. 10:  Aggregation nach 5 Minuten (in %) im Zeitverlauf nach Therapiebeginn
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5 Diskussion

5.1 Antithrombotische Therapie mit GPIIb-IIIa-Rezeptorantagonisten bei koro-

narer Stentimplantation

Membranstindige Glykoproteine vermitteln zentrale Thrombozytenfunktionen,
die in der Entstehung akuter Koronarsyndrome sowie ischdmischer Komplikationen nach Ko-
ronarintervention eine entscheidende Rolle spielen. Mit der Entwicklung von GPIIb-IIla-Re-
zeptorantagonisten konnte die Rate kardialer Komplikationen nach Koronarintervention auf-
grund einer nahezu vollstindigen Hemmung der Thrombozytenaggregation betrichtlich und
anhaltend gesenkt werden. Grof3 angelegte Studien wie die EPIC-Studie und die EPILOG-
Studie zeigen, dall die Abciximabbolusinjektion vor Koronarintervention mit anschlieBender
zwolfstiindiger Abciximabinfusion die Inzidenzrate peri- und postinterventioneller kardialer
Ereignisse signifikant verringern. Dieser Trend zugunsten einer niedrigeren kardialen Kom-
plikationsrate kann durch andere synthetische Antagonisten wie Eptifibatide (Integrilin, zykli-
sches Heptapeptid) in der IMPACT-II-Studie und in der ESPRIT-Studie oder durch Aggrastat
(Tirofiban, nicht-peptidischer Anatgonist) in der RESTORE-Studie bestitigt werden.

Die koronare Stentimplantation fiihrt zu einer wesentlichen Verbesserung der Er-
folgsrate der PTCA und reduziert die Rate kardialer Ereignisse nach PTCA (Schomig 1996).
Indikationen fiir die koronare Stentimplantation sind eine unbefriedigende GefdB3dilatation
nach PTCA (Restenose > 50 %), plotzlicher Gefallverschlul sowie der angiographische
Nachweis einer groferen Dissektion. Der Erfolg die Stentimplantation wird durch die ISAR-
Studie belegt (Schomig 1994).

Trotz wirksamer antithrombotischer Therapien stellt die subakute Stentthrombose
die hiufigste ischdmische Komplikation nach Stentimplantation dar. Die Therapie mit Hepa-
rin, oraler Antikoagulation und ASS konnte die H&ufigkeit an subakuten Stentthrombosen,
verbunden mit einem betréchtlichen Risiko an schweren Blutungen und vaskuldren Kompli-
kationen, nur ungeniigend senken. Kombinierte antithrombotische Therapien mit ASS und
Ticlopidin bzw. Clopidogrel zeigen eine Reduktion kardialer ischdmischer Ereignisse nach
Stentimplantation (Berger 2000, Bertrand 2000, Kolansky 2000). Jedoch entwickeln Ticlopi-
din oder Clopidogrel ihren maximalen Hemmeffekt erst Tage nach erstmaliger Gabe (Calver
2000, Gawaz 1999). Demzufolge ist die Effektivitit einer Behandlung mit Aspirin und Ticlo-

pidin fiir Hochrisikopatienten mit Myokardinfarkt und instabiler Angina pectoris ungeniigend.
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In der vorliegenden Arbeit konnen wir zeigen, dal die Verabreichung von Abci-
ximab in Kombination mit Aspirin, Tiklopidin und / oder Clopidogrel bei Patienten mit koro-
narer Stentimplantation zu einer sofortigen Fibrinogenrezeptorblockade fiihrt. Innerhalb von
96 Stunden kommt es zu einer allmdhlichen Abnahme der Rezeptorverfiigbarkeit, die inner-
halb dieses Zeitraumes unterhalb des Ausgangsniveaus bleibt. Wir schlufifolgern daraus, daf3
GPIIb-IIIa-Antagonisten das antithrombotische ,, Tiklopidin-Fenster* schlieBen kénnen und so
zu einer weiteren Reduktion kardialer Komplikationen nach koronarer Stentimplantation bei-
tragen. Diese Vermutung wird durch die kiirzlich durchgefiihrte EPISTENT-Studie untermau-
ert (The EPISTENT-Investigators). Hier konnte nach 30 Tagen eine 57 %-ige Verringerung
von Tod, Myokardinfarkt und Re-Angioplastie durch die kombinierte Therapie von koronarer
Stentimplantation und Abciximabgabe im Vergleich zur alleinigen Stentimplantation ver-

zeichnet werden.

5.2 Aggregation und Deaggregation

Die Blockierung des GPIIb-IIIa Rezeptors durch Abciximab erfolgt dosisabhén-
gig. Die maximale Rezeptorblockade wird innerhalb von 30 Minuten nach i.v.-Bolusgabe von
0,25 mg/kg Korpergewicht erreicht. Diese kann durch eine anschliefende 12-stiindige Abci-
ximab-Infusion (10 pg/min) kontinuierlich aufrechterhalten werden.

Ein groBer Teil der thrombozytiren GPIIb-11Ia-Rezeptoren (30 %) liegt im Inne-
ren des Blutplittchens, im ,,surface connected system*, und in den a-Granula gespeichert vor
(Gawaz 1999). Nach Aktivierung werden diese Rezeptoren an die Oberfliche des Pléttchens
transportiert (Morgenstern 1992). In welchem Ausmall die Rezeptoren freigesetzt werden,
héngt von der Art der Aktivierung ab.

In unserer Studie kénnen wir zeigen, dall die Stimulation mit ADP die Aggrega-
tion beinahe vollstindig unbeeinfluBt 1a6t. Auch die unterschiedlichen Stimulations-Konzen-
trationen (2, 5 und 20 umol/l) zeigen hier keinen entscheidenden Einflu3. Die ADP-induzierte
Aggregation kann somit unter der Standarddosierung von Abciximab effektiv gehemmt wer-
den.

Die Untersuchung der Deaggregation ergab eine dosisabhidngige Reaktion. Unter der
Konzentration von 2 umol/l ADP zeigt sich keine Zunahme der Deaggregation. Unter Erho-
hung der Konzentration auf 5 und 20 pmol/l kann vor allem unter 20 umol/l ADP eine konti-

nuierliche Zunahme der Deaggregation gemessen werden.
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5.3 Freisetzungsreaktion

Die Effekte von Abciximab auf die Degranulation und Sekretion der Plittchen
lassen sich zum einen anhand der ADP-induzierten gemessenen ATP-Freisetzung (dichte
Granula), zum anderen {iber die P-Selektin Oberflichenexpression (a-Granula) bestimmen
(Gawaz 1996; Michelson 1996). Der Zusammenhang zwischen der Oberflichenexpression
von CD62 und der Freisetzungsreaktion ist jedoch noch unklar.

Die durchfluBzytometrische Messung des Oberflichenmarkers P-Selektin ergibt in
unserer Studie eine signifikant zunehmende anti-CD62P-Bindung innerhalb von 48 Stunden
nach Infusionsbeginn. Die maximale Zunahme der P-Selektin-Expression zeigt sich innerhalb
von 48 Stunden, nach 72 Stunden kann diese nicht mehr nachgewiesen werden. Daraus
schlieen wir auf eine irreversible Degranulation der Thrombozyten wéhrend dieses Zeitrau-
mes. Eine Hemmung der P-Selektin-Degranulation konnen wir zu keinem Zeitpunkt messen.

Diese Tatsache 1483t vermuten, daf3 eine potentiell zunehmende P-Selektin-Expres-
sion durch Abciximab bis ca. 48 Stunden nach Infusionsbeginn besteht. Ein mdglicher kau-
saler Zusammenhang kann in einem partiellen agonistischen Effekt von Abciximab bestehen.
So stellen Peter et al. vor allem bei geringfiigigen Konzentrationen von Abciximab eine po-
tentielle Aktivierung des GPIIb-I1la-Rezeptors mit nachfolgender Fibrinogenbindung und
Aggregation fest (Peter 1998). Folglich kann eine GPIIb-IIla-Ligandenbindung eine Aktivie-
rung der Pléttchen induzieren. Diese Beobachtung konnte die iiber ca. 48 Stunden bestehende
ADP-induzierte P-Selektin-Expression in unserer Studie teilweise erkldren. Es unterstiitzt den
von Peter et al. postulierten Mechanismus, dafl Abciximab nach initialer Bindung an das ober-
flichliche GPIIb-IIla zwischenzeitlich in die o-Granula transportiert wurde. Dieser Trans-
portweg konnte eine Abschwéchung des partiellen agonistischen Effektes von Abciximab zur
Folge haben. Ahnliche Ergebnisse werden auch von Schneider et al. berichtet (Schneider
2000).

Im Aggregometer kommt es zu einer Abnahme bzw. Hemmung der ADP-indu-
zierten ATP-Freisetzung bis 24 Stunden nach der Bolusgabe von Abciximab. Eine Beziehung
zur ADP-Dosierung ergibt sich nicht. Somit ist Abciximab bis 24 Stunden nach Bolusgabe in
der Lage, die ADP-induzierte ATP-Freisetzung, d.h. die Degranulation, zu unterbinden. Die-
ses Ergebnis konnte dadurch erklidrt werden, daf3 die potentielle Aktivierung nicht generell

alle, sondern speziell die a-Granula-Degranulation betrifft.
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Die Sekretion vasoaktiver Substanzen spielt sowohl in der Entstehung der Athero-
sklerose (Ross 1999) als auch im Auftreten von Reokklusionen nach Koronarinterventionen
eine wichtige Rolle (Chandrasekar and Tanguay 2000). Die durch Sekretion freigesetzten
Wachstumsfaktoren wie ,,platelet-derived growth factor (PDGF) und ,transforming growth
factor B “wirken in der Umgebung eines Pldttchenthrombus mitogen fiir Fibroblasten und
stimulieren proliferative und atherogene Prozesse im Bereich der GefdBwandldsion (Heldin
and Westermark 1999, Fuster 1990).

Ein wichtiger Zusammenhang besteht zwischen der Degranulation der Pléttchen
und dem Auftreten der subakuten Stentthrombose. Studien ergaben, dal3 thrombozytire Akti-
vierungsmarker (P-Selektin) eine pradiktive Aussagekraft fiir die subakute Stentthrombose
besitzen (Gawaz 1996 und 1997), die die Grundlage fiir die Weiterentwicklung neuer an-
tithrombozytédrer Therapien in der interventionellen Kardiologie darstellen.

Im Gegensatz zu ADP, das nur zu einer geringen Zunahme der oberflachlichen
GPIIb-II1a-Rezeptoren fiihrt, konnte in anderen Studien gezeigt werden, da3 die Thrombinak-
tivierung eine gro3e Translokation von Fibrinogenrezeptoren bewirkt. Die Folge, besonders in
klinischen Situationen mit erhéhter Thrombinaktivierung, wire eine signifikante Restaggre-
gation und intrakoronare Thrombusbildung trotz Gabe eines GPIIb-Illa-Antagonisten. Die
Moglichkeit der kombinierten Gabe eines Thrombinantagonisten in besonders thrombogenen

Situationen bleibt in zukiinftigen Studien zu iiberpriifen.

54 Pharmakologisches Monitoring der GPIIb-IIIa-Rezeptorantagonistentherapie

Bei der Therapie mit GPIIb-IIla-Antagonisten ist zu beriicksichtigen, da3 die Blo-
ckierung des Fibrinogenrezeptors ein reversibler Vorgang und von der aktuellen Plasmakon-
zentration abhingig ist. Um eine Thrombusbildung durch Hemmung des GPIIb-IIIa-Rezep-
tors zu verhindern, miissen > 80% der GPIIb-Illa-Rezeptoren blockiert sein (The EPIC In-
vestigators). Eine hohere Blockade (> 90%) erhoht das Risiko hdmorrhagischer Komplikatio-
nen (Coller 1998). Da die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch GPIIb-IIla-Anta-
gonisten sowie die Fibrinogenrezeptorblockade in einer steilen Dosis-Wirkungs-Beziehung
stehen, ist die Dosierung der GPIIb-Illa-Antagonisten erschwert. Bereits kleinste Unter-
schiede in der effektiven Plasmakonzentration des Inhibitors konnen zu groflen Verdnderun-
gen in der Plittchenaggregation fithren. Nicht zu vernachldssigen sind ferner der intraindivi-
duelle Medikamentenmetabolismus, die periphere Thrombozytenzahl, die thrombozytire

Oberflachenrezeptorenanzahl sowie andere unbekannte Faktoren der Pharmakodynamik der
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Fibrinogenrezeptorantagonisten (Coller 1998). Vor allem im Hinblick auf die Langzeitthera-
pie mit oralen GPIIb-Illa-Antagonisten ist die Uberwachung der pharmakodynamischen
Wirksamkeit dieser Therapie beim einzelnen Patienten anzustreben, was ein zuverlédssiges
pharmakologisches Monitoring erfordert.

Als technische Methode zur Untersuchung der GPIIb-IIla-Rezeptor-Blockade an-
hand der ADP-induzierten Plittchenaggregation verwendeten wir das turbimetrische Verfah-
ren. Diese in den sechziger Jahren erfundene Technik machte die Identifizierung und Be-
stimmung der Thrombozytenfunktion moglich und wurde der ,,Gold-Standard* in der Throm-
bozytenfunktionsuntersuchung. Plattchenreichem Plasma (PRP) wird ein Agonist wie ADP
zugegeben, worauthin es zur Bildung von Plittchenaggregaten kommt, die durch zunehmende
Lichttransmission detektiert und als Zeitfunktion nach Zugabe der Reagenz aufgezeichnet
werden (Born 1962). Diese Methode erfordert einen hohen Arbeits- und Zeitaufwand, eine
sorgfiltige Qualititskontrolle, groBBe technische Sachkenntis sowie exakte Interpretation der
Ergebnisse. Trotz der Weiterentwicklung moderner Aggregometer mit der zusdtzlichen Mes-
sung der ATP-Freisetzung via Lumineszenz steht diese Methode nur Speziallabors zur Verfii-
gung. Vergleichende Tests deuten darauf hin, daf die Aggregometrie den Grad und die Dauer
der GPIIb-IIIa-Rezeptor-Blockade unterschitzt (Mascelli 1997). Desweiteren konnte gezeigt
werden, da3 die Methode der Aggregometrie ungeniigend sensitiv in der Detektierung von
Thrombozytenmikroaggregaten oder der Uberwachung der Plittchenfunktion ist (Born 1967,
Frojmovic 1983). So geht man davon aus, daB3 mit dieser Technik Aggregate, die aus weniger
als 100 Thrombozyten bestehen, nicht detektiert werden konnen (Thompson 1986). Die tur-
bimetrische Methode ist somit zur Detektierung vorbestehender Plittchenaggregate bzw.
Uberwachung der friihen Phase der Aggregation relativ ungeeignet, was insbesondere bei Pa-
tienten mit einer Thrombozyteniiberfunktion von Bedeutung ist.

Die Messung mit der Vollblutaggregometrie wurde im Hinblick auf die oben be-
schriebenen Schwierigkeiten der klassischen Aggregometrie entwickelt (Cardinal 1980), de-
ren Ergebnisse denen der konventionellen Methode insbesondere bzgl. kleiner Plittchenag-
gregate dhnlich waren (Nicholson 1998, Storey 1999, Mascelli 1997).

Die GPIIb-IIla-Rezeptor-Therapie kann ebenso durch die Messung der Thrombo-
zytenaggregatbildung im Coulter Counter (Poullis 1999) oder der aktivierten Gerinnungszeit
mit dem Hemostatus Test erfolgen (Coiffic 1999).

Die vermehrte Gabe von intravendsen und oralen GPIIb-IIla-Antagonisten ver-
langt die Entwicklung einer einfachen, raschen und preisgiinstigen Methode, die jederzeit in

der Klinik als ,,bedside“-Bestimmungsmethode der Thrombozytenfunktion in standardisierter
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Form zur Verfiigung steht (Frelinger 1998, Smith 1999, Kereiakes 1999). Der Rapid Platelet
Function Assay (RPFA) basiert auf dem Prinzip der zu der Anzahl der verfiigbaren GPIIb-III-
Rezeptoren proportionalen Agglutination von fibrinogenbedeckten Perlen (Coller 1997). Die-
ser Test ermoglicht sowohl die Messung der Pldttchenaggregation als auch des Grades der
GPIIb-IIIa-Rezeptor-Blockade. Da die Durchfiihrung dieser Methode allerdings nicht stan-
dardisiert ist, wird sie nicht im Routinealltag angewendet.

In unserer Studie verwendeten wir die DurchfluBzytometrie, um die Thrombozy-
tenfunktion unter Abciximabtherapie mit fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikdrpern
zu bestimmen (Harrison 2000, Davis 1999, Kunz 2001). Wihrend des gesamten Beobach-
tungszeitraumes unter Abciximabtherapie kann keine Verdnderung des Immunofluoreszenz-
histogramms von anti-CD41 bzw. des fluoreszenzkonjugierten c7E3 nachgewiesen werden.
Dies bedeutet, daB3 alle zirkulierenden Thrombozyten wihrend dieses Zeitraumes nachweis-
bare Mengen von Abciximab gebunden haben.

Das Verteilungsmuster der Abciximabbindung in der Thrombozytenpopulation
14Bt auf einen Zusammenhang zwischen der Wiederherstellung der Pldttchenfunktion und des
Langzeiteffektes von Abciximab in Hinsicht auf die Vermeidung ischdmischer Komplikatio-
nen nach PTCA schlief3en.

Die mit der DurchfluBzytometrie ermittelten Thrombozytenzahlen sind mit Ab-
weichungen von weniger als fiinf Prozent hochstgenau. Sie stellt eine zuverldssige und einfa-
che Methode zur Therapieiiberpriifung der GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten dar und konnte
eine international anerkannte Methode werden (Hezard 1999, Harrison 2000, Kunz 2001).
Zusétzlich ist mit dieser Methode eine Unterscheidung zwischen abciximabbesetzten Rezep-
toren und Rezeptoren, die von anderen synthetischen Rezeptorantagonisten blockiert sind,
moglich (Quinn 1999). Auf diese Weise kann ein zuverldssiges pharmakologisches Monito-
ring bei Patienten durchgefiihrt werden, die von Abciximab auf einen niedermolekularen
GPIIb-IITa-Rezeptorantgonisten wie Eptifibatide umgestellt werden.

Niedermolekulare GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten mit einer kurzen thrombozy-
tenaggregationshemmenden Wirkung bis ca. 4 Stunden nach Gabe weisen im Gegensatz zu
Abciximab, das noch Tage nach der Anwendung auf der Thrombozytenoberfliche nachweis-
bar ist, eine weniger effektive Fibrinogenrezeptorblockade auf. Hingegen konnen durch den
Einsatz niedermolekularer Substanzen aufgrund der raschen Wiederherstellung der Thrombo-
zytenfunktion innerhalb weniger Stunden nach Absetzen Blutungskomplikationen minimiert

werden (Kleiman 1999, Tcheng 1999).
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5.5 Fibrinogenrezeptorantagonisten-induzierte Thrombozytopenie

Unter Abciximabtherapie konnen vermehrt himorrhagischen Komplikationen mit
nachfolgender Gabe von Bluttransfusionen beobachtet werden (Blankenship 1999, Juran
1999, The CAPTURE Investigators, The EPIC Investigators). Dieses erhohte Blutungsrisiko
wird iiberwiegend durch sich akut (wenige Stunden nach Therapiebeginn) entwickelnde
Thrombozytopenien (bis zu fiinf Prozent der Patienten) verursacht (Gawaz 1999, Kereiakes
2000). Besonders bei schweren Thrombozytopenien < 20.000/ul unter einer antithrombozyta-
ren Therapie mit GPIIb-IIla-Antagonisten, die die wenigen Pléttchen in ihrer Funktion hem-
men, sowie paralleler Gabe weiterer antithrombotischer Substanzen wie z.B. Acetylsalicyl-
sdaure und Heparin kann es zu lebensbedrohlichen Zustinden kommen. Die Therapie besteht
in der Gabe von Thrombozytenkonzentraten, die innerhalb von 24 Stunden zu einem Anstieg
der Thrombozyten fiihren. Abgesehen davon erholen sich die Thrombozyten nach Absetzen
der Abciximabtherapie innerhalb von 12 Tagen (> 100.000/pul) (Jubelirer 1999).

Eine wichtige Differentialdiagnose stellt die Pseudothrombozytopenie im EDTA-
Blut durch Bildung von Pléittchenaggregaten dar (Moll 1999; Christopoulos 1994). Eine pa-
rallele Bestimmung der Thrombozyten im Zitratblut kann diese ausschlieB3en.

Der der Thrombozytopenie zugrundeliegende Pathomechanismus ist noch nicht
bekannt. Eine mogliche Erkldrung zeigt ein Beispiel an der Maus. Natiirlich vorkommende
Antikorper erkennen Epitope auf IgG, die noch auf dem Fab-Fragment vorhanden sind. Die
Immunkomplexbindung durch die Pldttchen geschieht nach dem Kontakt mit dem retikuloen-
dothelialen System und der Milz.

Ferner bestheht die Moglichkeit, dal Immunglobuline Neoepitope auf GPIIb-Illa er-
kennen, die durch die Bindung des GPIIb-IIla-Antagonisten an seinen Rezeptor (LIBS-In-
duktion) freigelegt werden und so die Entstehung der Thrombozytopenie fordern (Cines 1998,
Jennings 1998, Madan 1999).

So kénnen wir in unserer Studie nach Abciximabgabe eine vermehrte LIBS-1-Oberfla-
chenexpression der Thromobozyten feststellen, die mit der Thrombozytenzahl invers korreliert.

Peter et al. postulieren als weiteren Faktor der Thrombozytopenie die intrinsische
Aktivitit der GPIIb-IIIa-Rezeptorantagonisten (Peter 1999).

Desweiteren konnen durch Bindung von Abciximab Konformationsdnderungen
des Rezeptors bewirkt werden, wodurch ein hochaffiner, proaggregatoricher Funktionszu-
stand des Fibrinogenrezeptors entsteht, der letztendlich zur Entwicklung einer Thrombozyto-

penie fiihrt (Peter 1998).
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5.6 Variabilitit der Thrombozytenfunktion

Die in unserer Studie verwendete Dosierung von Abciximab bewirkt, wie bereits
in frither durchgefiihrten Studien demonstriert, eine > 80 %ige GPIIb-Illa-Rezpetor-Blockade
und hochgradige Inhibierung der Plittchenaggregation bei einem Grofteil der Patienten (Ellis
1993; Coller 1989, Tcheng 1994). Zudem wird eine interindividuelle Variabilitit beziiglich
des Grades der erreichten GPIIb-IIla-Rezeptor-Blockade unter der besagten Abciximab-Do-
sierung festgestellt (Tcheng 1994, Coller 1997). Erst kiirzlich durchgefiihrte Studien zeigen,
daf3 beinahe fiinf Prozent der Patienten nach der erhaltenen Standarddosierung nicht die hohe
GPIIb-IIIa-Inhibition erreichen (= 80 %) und bei 10-13 % die hochgradige Inhibierung wéh-
rend der 12-stiindigen Infusion nicht aufrecht erhalten werden kann.

In unserer Studienpopulation zeigt ein Patient eine verminderte Abnahme der Ag-
gregation bzw. unvollstindige Hemmung bis zwolf Stunden nach der Bolusgabe von Abcixi-
mab, und zwar unabhingig von der Hohe der ADP-Stimulation (2, 5 oder 20 pmol ADP).

Es mul3 somit davon ausgegangen werden, da} einige Individuen sensitiver auf
Abciximab ansprechen.

Dies wird erstmals von Casterella et al. in einer Studie gesehen, in der eine signi-
fikante Patientenzahl eine > 80 %ige Plittcheninhibierung unter einer niedrigeren Dosierung
als der bisherigen Standarddosierung von Abciximab aufzeigen.

Beziiglich der interindividuellen Ansprechrate auf Abciximab geht man von ei-
nem Zusammenhang zwischen der Plédttchenfunktion und verschiedenen klinischen Erschei-
nungsbildern (z.B. Diabetes mellitus, Geschlecht, Zigarettenkonsum, akute koronare Syn-
drome) und der Thrombozytenzahl aus. Eine signifikante Abhéngigkeit kann jedoch nicht
nachgewiesen werden.

Andere Studien zeigen betrdchtliche Unterschiede in der GPIIb-IIla-Rezeptor-
dichte auf (Phillips 1988). Es besteht somit ein moglicher Zusammenhang zwischen der un-
terschiedlichen Pléttchenfunktion unter Abciximabtherapie und der Rezeptordichte auf der
Thrombozytenoberfliche. Um dies zu belegen, sind weitere Studien erforderlich.

Die Vorteile einer niedrigeren Dosierung von Abciximab bestehen sowohl in einer

Reduzierung der Blutungskomplikationen als auch in einer Kostenersparnis.
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5.7 Studienbeschrinkungen

Untersuchungen der Thrombozytenfunktion werden immer bei der Gewinnung
oder Verarbeitung der Proben durch das Risiko einer artifiziellen Thrombozytenaktivierung in
vitro beeintrachtigt. Zur Vermeidung fehlerhafter Ergebnisse hielten wir sdémtliche methodi-
schen Verfahren innerhalb der untersuchten Individuen konstant. Zudem wurden alle Proben
innerhalb kiirzester Zeit verarbeitet und analysiert.

Die durchfluBzytometrische Untersuchung erlaubt nur Aussagen tliber noch zirku-
lierende Thrombozyten. Eine Beurteilung tiber Blutplattchen, die bereits sequestriert wurden,
ist nicht mdglich. Somit besteht die Mdglichkeit, dal die thrombozytire Aktivierung unter-
bewertet wird, was besonders bei Patienten mit schwerer Thrombozytopenie zum Tragen
kommen kdnnte.

Ferner war die Studiengruppe hinsichtlich der Fallzahlen grof3 genug, um die Aus-
wirkung des Therapieplanes auf die Plattchenfunktion zu untersuchen.

Bei hoher Thrombozytenzahl im pléttchenreichen Plasma (> 350 K/muL) ist die
gemessene Hemmung der Plittchenaggregation durch Abciximab vermindert (Kereiakes
2000). Somit stellt sich die Frage, ob unterschiedliche Thrombozytenzahlen die Mefwerte der
Durchflulzytometrie und Aggregometrie signifikant beeinfluflit und zu falschen Ergebnissen
geflihrt haben.

Eine Antwort auf die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen der erh6hten LIBS-
1-Oberflachenexpression und einer Thrombozytopenie unter Abciximabgabe besteht und auf
diese Weise pathophysiologische Konsequenzen mit sich bringt, konnten wir in unserer Stu-
die nicht geben. Eine von McQueney et al. durchgefiihrte Studie zeigt, da3 GPIIb-IIla-Re-
zeptorantagonisten unterschiedliche Neoepitope auf dem Fibrinogenrezeptor induzieren und
nur gewisse GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten zu einer LIBS-1-Oberflichenexpression fiihren
(McQueney, 1996). Um einen Zusammenhang zwischen der erhohten LIBS-1-Oberflichen-
expression und der Thrombozytopenie unter GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten zu kléren,
miiflten vergleichende Studien mit verschiedenen GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten veranlaf3t
werden.

Desweiteren ergibt sich die Frage eines synergistischen Effektes anderer
Thrombozytenhemmer wie Ticlopidin und Abciximab auf die Pldttchenfunktion. So fanden
Peter et al., daB3 Acetylsalicylsdure und Indomethacin nicht die intrinsischen Aktivierungsvor-
ginge von Abciximab blockieren, jedoch die von Abciximab induzierte Thrombozytenaggre-
gation verhindern konnen (Peter 1998). Somit sind Cyclooxygenasehemmer in der Lage, die

durch GPIIb-IIIa-Antagonisten verursachte Plattchenaggregation zu inhibieren.
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5.8 Therapeutische Ausblicke

Die im Rahmen dieser Studie zusammengetragenen Ergebnisse der Wirkungs-
weise von Abciximab bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung kdnnen bei der Weiterent-
wicklung neuer Fibrinogenrezeptorantagonisten behilflich sein. So fiihrt die Gabe von Abci-
ximab zu einer LIBS-1-Induktion, die invers mit der peripheren Thrombozytenzahl korreliert.
Der zugrundeliegende Pathomechanismus ist jedoch noch nicht geklart. Berkowitz et al. pos-
tulieren, daB3 die Expression von LIBS-Neoepitopen eine Antikdrperproduktion gegen die
LIBS-Neoepitope veranlaBt und damit eine Immunthrombozytopenie nach sich ziehen konnte
(Berkowitz 1997).

Die Tatsache, dal Abciximab eine LIBS-1-Oberflachenexpression und Induktion
proaggregatorischer Effekte mit nachfolgender Thrombozytopenie hervorruft, wirft ebenfalls
neue Fragen in der antithrombozytdren Therapiestrategie auf (Peter 1998). Die weitere Unter-
suchung oraler GPIIb-IIIa-Rezeptorantagonisten bei Patienten mit akuten Koronarsyndromen
kann die frithzeitige Erkennung einer Thrombozytopenie ermoglichen und somit eine thera-
peutische Anwendung limitieren.

LIBS-1-induzierte GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten konnen eine Thromboxansyn-
these bewirken (Honda 1998). Das vasokonstriktorisch wirkende Thromboxan A2 férdert zu-
satzlich die Aktivierung und Aggregation der Thromobzyten. Dies kann zu einer wesentlichen
Beeintrachtigung des koronaren Durchflusses wihrend thromboembolischer Ereignisse fithren.

Ebenfalls werden unterschiedliche Effekte von Abciximab auf die Funktion weite-
rer Integrinrezeptoren beobachtet. Die Kreuzreaktion von Abciximab mit dem Vitronektinre-
zeptor, der eine zentrale Rolle bei der Migration und Proliferation glatter Muskelzellen und
der Neointimabildung nach GefdBwandverletzung spielt (Coller 1999), fiihrt im Tiermodell zu
einer Hemmung der Proliferation glatter Muskelzellen (Coller 1997). Somit besitzt Abcixi-
mab moglicherweise neben der aggregationshemmenden Aktivitdt auch einen positiven Effekt
auf die Antiproliferation, was eine Reduktion der Restenosierung bewirken konnte. Eine po-
tentiell antiinflammatorische Wirkung wird iiber die Bindung von Abciximab an den MAC-1-
Rezeptor diskutiert, womit die Adhésion von Monozyten an die verletzte Gefdwand verhin-
dert wird.

Unter Beriicksichtigung der vielen unterschiedlichen Mechanismen der Thrombo-
zytenaktivierung besteht die klinische Herausforderung nun darin, eine optimale Kombination
antithrombozytédrer Substanzen zur effizienten Hemmung einer Thrombusbildung zu finden.
Zukiinftige klinische Studien konnten auf den einzelnen Patienten und Krankheitsverlauf ab-
gestimmte Dosierungen der synergistisch wirkenden Substanzen priifen und damit das Risiko
von Nebenwirkungen senken helfen. Denkbar wire bei Patienten mit hohem koronarem Ri-
siko eine kombinierte Therapie aus GPIIb-Illa-Antagonisten, Acetylsalicylsdure und Clopi-
dogrel (Gawaz 1999).
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6 Zusammenfassung

GPIIb-I1Ia-Rezeptorantagonisten inhibieren die Thrombozytenaggregation und
werden zur Privention ischdmischer Komplikationen nach PTCA und koronarer Stent-
implantation eingesetzt. Zahlreiche Studien kdnnen eine signifikante Reduktion postinterven-
tioneller akuter Ereignisse verzeichnen.

Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir in einer klinisch-experimentellen Stu-
die die Auswirkung von Abciximab auf die Thrombozytenfunktion bei Patienten mit ischdmi-
scher Herzkrankheit, die eine PTCA mit Stentimplantation erhielten. Bei 20 Patienten wurden
die Verinderungen der thrombozytiren Membranrezeptoren, die Blockade von GPIIb-IIla-
Rezeptoren, die Aggregation, die Deaggregation sowie die Freisetzung von ATP in einem
Beobachtungszeitraum von 96 Stunden aufgezeichnet. Zur Messung der Thrombozytenaggre-
gation und Freisetzung von ATP bedienten wir uns der Technik der Aggregometrie und Lu-
minometrie, zur Bestimmung des Aktivierungszustandes der thrombozytdren Membrangly-
koproteine der DurchfluBBzytometrie.

Unter Abciximabtherapie zeigte sich eine nahezu vollstindige Inhibierung der
ADP-induzierten Plittchenaggregation. Die ADP-Stimulation lie die Thrombozytenaggre-
gation auch unter unterschiedlichen Dosierungen unbeeinfluf3t.

Eine maximale Zunahme der ADP-stimulierten P-Selektin-Expression sowie die
durchfluzytometrisch gemessene gesteigerte P-Selektin-Freisetzung aus den a-Granula ha-
ben wir innerhalb von 48 Stunden nachgewiesen.

Desweiteren kam es unter Abciximabtherapie zu einer signifikanten Reduktion
des GPIIb-IIIa-Rezeptoranteils, der fiir die Fibrinogenbindung zur Verfiigung steht. Gleich-
zeitig konnte eine Thrombozytenaktivierung mit einer vermehrten LIBS-1-Induktion gemes-
sen werden. Diese korreliert invers mit der verminderten Thrombozytenzahl.

Auch in unserer Arbeit wurde eine interindividuelle Variabilitit beziiglich des
Grades der erreichten GPIIb-IIla-Rezeptor-Blockade unter der standardisierten Abciximab-

Dosierung festgestellt.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen, da3 unter
Abciximabtherapie eine rasche GPIIb-IIla-Rezeptorblockade gewéhrleistet ist und so das
,» Tiklopidinfenster* der antithrombozytiren Therapie geschlossen werden kann, um eine wei-

tere Reduktion kardialer Ereignisse nach PTCA und Stentimplantation zu erreichen.
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