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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der koronaren Herzerkrankung

Bei einem Blick auf die Statistik der hdufigsten Todesursachen finden sich in
Industrielindern wie der Bundesrepublik Deutschland die kardiovaskuléren
Erkrankungen auf dem ersten Platz. Uber 43% aller Verstorbenen gehen auf
diese Krankheiten zuriick. Das entspricht 38,2% bei Minnern und 47,4% bei
Frauen. Im Hinblick auf das Alter sind 91% der Verstorbenen &lter als 65 Jahre.
Werden die Todeszahlen eines Herzinfarktes im Speziellen betrachtet, sind das

7,4% aller Verstorbenen, wobei 54% Mainner und 46% Frauen betroffen sind

[1].

Definitionsgeméll handelt es sich bei der koronaren Herzerkrankung um die
Manifestation der Atherosklerose an den Herzkranzarterien. Die dadurch
bedingten Koronarstenosen fithren zu einer Blutflussminderung mit daraus
resultierender Koronarinsuffizienz, welche ein Missverhéltnis von Sauerstoff-
angebot und Sauerstoffbedarf im Herzmuskel darstellt. Die Folge ist eine

Myokardischdmie.

Untersuchungen wie zum Beispiel die deutsche PROCAM-Studie haben gezeigt,
dass es epidemiologische Risikofaktoren fiir die KHK gibt [2]. Zu ithnen gehdren
nicht  beeinflussbare = wie  Lebensalter, = Geschlecht und  positive
Familienanamnese, sowie eine ganze Reihe von beeinflussbaren wie Zigaretten-
konsum, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, erhohtes LDL-Cholesterin und

erniedrigtes HDL-Cholesterin.
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1.2 Koronarangiographie und koronare Stentimplantation

Die Geschichte des Herzkatheters begann vor iiber 90 Jahren im Friithjahr 1929,
als der damals 25jdhrige Assistenzarzt der Auguste-Victoria-Klinik in
Eberswalde Werner ForBmann sich in einem Selbstversuch den ersten
Rechtsherzkatheter legte [3]. Er flihrte den Katheter am linken Arm in die Vena
basilica ein und schob diesen bis zum rechten Vorhof vor. Zur Dokumentation
begab er sich mit liegendem Katheter in die Rontgenabteilung und liel ein
Rontgenbild mit Kontrastmittel anfertigen. Somit hatte er auch noch gleichzeitig
bewiesen, dass das menschliche Herz ohne Gefahren mit Kontrastmittel gefiillt

werden konnte [4].

Die Weiterentwicklung wurde in den 50er und 60er Jahren durch Melvin
Judkins angefiihrt, der den bis heute noch iiblichen transfemoralen Zugang
sowie die Katheterisierung des linken Herzens erforschte [5]. Die erste
Ballondilatation einer peripheren Arterie mit Arteriosklerose gelang Melvin
Judkins zusammen mit Charles Dotter 1964 [6]. Danach waren 13 Jahre
Materialentwicklung und Forschung notwendig, bis es 1977 Andreas Gruntzig
in Ziirich gelang eine Stenose im Ramus interventricularis anterior eines 37
jahrigen Patienten aufzudilatieren [7]. Somit war diese Intervention die erste

perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA).

Seit dieser Zeit hat sich die Linksherzkatheteruntersuchung weltweit bei einem
akuten Koronarsyndrom oder einer stabilen/instabilen Angina Pectoris
weiterentwickelt und ist aktuell zum Diagnose- und Therapiestandart Nummer
eins in Deutschland und vielen anderen Lindern geworden. Waren es im Jahr
1980 in der BRD noch 35.680 Katheteruntersuchungen, ist die Zahl im Jahr
2005 auf 772.137 angewachsen [8]. Diese Tendenz ist bis auf den heutigen Tag
weiter steigend, so dass in Deutschland ein immer flichendeckenderes Netz mit

stetig zunehmenden Untersuchungszahlen entsteht.
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Dadurch wird Patienten auch in ldndlichen Regionen eine schnellere Zufiihrung
zu einem Herzkatheterlabor ermoglicht.

Mit dieser Untersuchungstechnik ist es moglich, Engstellen und Verschliisse in
den Koronararterien zu finden, diese dann im Anschluss mit einem Ballon
aufzudilatieren (Abbildung 1) und somit wieder frei durchgéngig zu machen.

Da sich jedoch gezeigt hat, dass die Langzeitergebnisse nach einer solchen
Ballondilatation nicht optimal waren und es hiufig zu Restenosen gekommen

ist, wurden in der Folge GefdBstiitzen entwickelt.

Um ein lidngerfristiges Offenhalten des dilatierten Gefdlles zu gewéhrleisten,

wurden 2005 in 85% der PTCA's eine solche Gefdl3stiitze, der so genannte

»otent®, eingesetzt (Abbildung 2) [8].

Abbildung 1: Schematische Abbildung 2: Schematische
Darstellung einer Ballondilatation Darstellung einer Stentimplantation
(Quelle: www.herz-praxis.ch (Quelle: www.herz-praxis.ch)

Zur Auswahl stehen heute zum FEinen ,,bare-metal stents® und zum Anderen

,drug-eluting stents*, welche mit Medikamenten beschichtet sind [8].
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1.3 Komplikationen und Verhinderung einer Stentthrombose

Da es sich bei der Herzkatheteruntersuchung um eine invasive Untersuchung/
Behandlung handelt, konnen Komplikationen auftreten. Hier stellt die akute
Stentthrombose wihrend der Intervention oder in der Folgezeit die am meisten

geflirchtete Komplikation dar [9].

Um diesem Problem entgegen zu wirken, hat es die Forschung vor allem in der
Pharmakologie aber auch in der Klinik in den letzten Jahrzehnten geschafft, eine
Abnahme der Komplikationsrate bei und nach der Herzkatheteruntersuchung zu
erreichen. Von Beginn an galt Acetylsalicylsdure (ASS) als Basistherapeutikum
welches zuerst als Monotherapie Verwendung fand und spiter dann mit Heparin
oder Marcumar kombiniert wurde. Jedoch erwies sich die Wirkung als nicht

ausreichend [10, 11]

Erst die duale Plittchenhemmung bestehend aus ASS und einem Thienopyridin
hat den Durchbruch geschafft, sodass eine deutliche Senkung der Zahl der
akuten Ereignisse nach Koronarintervention beobachtet werden konnte [12, 13].
Gerade im Bereich der Thienopyridine findet eine enorme Entwicklung statt.
Die erste Generation, das Ticlopidin, wurde so gut wie vollstindig vom
Clopidogrel, ein Pridparat der zweiten Generation, abgeldst. Dieses ist auch
heute noch Hauptbestandteil der antithrombozytiren Therapie nach Stent-
implantation. Inzwischen existieren aber auch schon Thienopyridine der dritten

Generation wie Prasugrel, Cangrelor, Ticagrelor oder Elinogrel [14].
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Die duale Pliattchenhemmung wird vor einer Koronarintervention mit einer

Loadingdosis begonnen und danach mit einer Erhaltungsdosis fortgesetzt.

Wihrend der Intervention kommen zudem unfraktioniertes Heparin, Enoxaparin
oder Bivalirudin zum Einsatz. In zahlreichen Studien wurden Bivalirudin und

Heparin mit Bezug auf ihre Wirkung verglichen [15-20].

Nuhrenberg und Kollegen beschiftigten sich beispielsweise mit der
Wirksamkeit und Sicherheit von Bivalirudin wihrend
Herzkatheteruntersuchungen bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom
[21].

Aufgrund der Studienlage wurde allerdings das Bivalirudin von Klasse I in den
ESC-Leitlinien von 2015 auf Klasse IIb in den ESC-Leitlinien von 2020
zuriickgestuft [14].

Durch die Entwicklung neuer und potenter Antikoagulanzien konnte zwar eine
Reduktion von thrombotischen Ereignissen erzielt werden, allerdings darf dabei
das Risiko von Blutungskomplikationen nicht auller Acht gelassen werden.

Seit der Etablierung der Koronarintervention  beschéftigen  sich
Forschungsgruppen damit, sowohl das Thromboserisiko als auch das

Blutungsrisiko fiir Patienten so gering wie moglich zu halten [20, 22-25].
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1.4 Thrombozyten und Stentimplantation

Bei den Thrombozyten handelt es sich um kernlose korpuskuldre Blutbestand-
teile, die aus Megakaryozyten im Knochenmark gebildet werden. Physiologisch
befinden sich zwischen 150.000 und 380.000 Thrombozyten in einem Mikroliter
Blut und zirkulieren durchschnittlich 9-10 Tage im Blutkreislauf, bis sie dann im

retikuloendothelialen System von Leber und Milz abgebaut werden [26].

Diese kleinsten korpuskuldren Blutbestandteile weisen im inaktiven Zustand,
wenn sie im Blut zirkulieren, eine discoide Form auf und haben einen
Durchmesser von 2-4 um, sowie eine Dicke von 0,75 pm. Sobald die Plattchen
mit subendothelialem Gewebe in Kontakt kommen, werden sie aktiviert. Zu
dieser Adhdsion am Subendothel kommt es, indem Adhéasivproteine wie
Vitronectin, Thrombospondin oder Fibronectin an Rezeptoren der
Thrombozyten und an subendotheliale Strukturen binden. Die Wechselwirkung
zwischen dem ,,von-Willebrand-Faktor und den Glykoproteinen Ib/IX der
Plattchenmembran ist fiir die initiale Haftung der Thrombozyten von besonderer

Bedeutung [27].

Aktivatoren wie beispielsweise ADP, Thrombin und Kollagen fiihren zu einer
Anderung der Thrombozytenform (,shape change*). Die Folge sind
Ausstiilpungen von Pseudopodien, die mit einer Oberfldchenvergroferung von 8
auf 13 um? einhergehen und es den Blutplittchen ermdglichen, sich am
Subendothel und an kiinstlichen Oberflichen anzuhaften und zu Aggregaten

zusammenzulagern (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Darstellung ruhender, form-
veriinderte Thrombozyten mit vergroferter Oberfliiche und Pseudopodien
sowie aggregierte Thrombozyten (Quelle: Elektronenmikroskopie nach
www.platelet.page).

Fibrinogen und Ca*" binden an Glycoprotein IIb/Illa- Rezeptoren der Thrombo-
zytenmembran und sorgen somit fiir die Aggregation der Plittchen
untereinander. Diese Bindung ist nur beim aktivierten Plattchen moglich und
wird als primdre Aggregation bezeichnet. Unter der sekundédren Aggregation
wird die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin verstanden. Bei diesem irreversiblen
Vorgang sezernieren die Plittchen Inhaltsstoffe ihrer Granula sowie Produkte

des Arachidonsaurestoffwechsels [26].

Die Thrombozytenmembran weist spezifische Rezeptoren fiir eine Vielzahl von
pléattchenaktivierenden Agonisten auf, wobei diese meist zu Familie der
G-Protein gekoppelten gehoren. Als stirkster Agonist hat sich Thrombin
erwiesen. Die durch Signaltransduktion rezeptorvermittelte Thrombozyten-
aktivierung fithrt zur Aktivierung der Phospholipase C, der Bildung von DAG
und IPs.
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Viele Substanzen kénnen zu einer Thrombozytenaktivierung und somit zur
Auslosung intrazelluldrer Reaktionen fiihren. Diese Substanzen werden
entweder von den Blutplittchen selbst synthetisiert oder vom umliegenden
Gewebe und Plasma bereitgestellt. Ein wichtiger Vorgang bei diesem Prozess ist

die Sekretion von ADP.

Aktivierte Thrombozyten setzen den Plédttchenaktivator ADP frei und fiihren so
zu einer weiterfithrenden Aktivierung und Aggregation. Geschidigtes Gefal3-
wandgewebe sowie Erythrozyten und Endothelzellen sezernieren ebenfalls

ADP.

Es wird deutlich, dass ADP eine zentrale Rolle bei der Thrombo-
zytenaggregation spielt und somit einen wichtigen pharmakologischen Ansatz

bei der Reduzierung dieser Aggregation bietet.
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1.4.1 ADP-Rezeptoren

Adenosindiphosphat wurde bereits Anfang der 1960iger Jahre als erste physio-
logische niedermolokulare Substanz mit aggregationsfordernder Wirkung ent-
deckt [28]. Welchen Einfluss dieses ADP hat, wurde anhand der verstirkten
Blutungsneigung bei Patienten mit ADP-Poolmangel oder defekten ADP-
Rezeptoren festgestellt [29-31].

Es existieren auf menschlichen Blutpliattchen drei verschiedene Typen von
purinergen Rezeptoren, die unterschiedliche Aktivierungskaskaden aufweisen.
Zwei davon sind G-Protein gekoppelt (P2Y, und P2Y);), der Dritte ist ein
inotropischer Rezeptor (P2X;) [32-34]. Entscheidend fiir die Thrombozyten-
aggregation sind jedoch die beiden G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(Abbildung 4).
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Abbildung 4: P2Y12-Rezeptor mit zentraler Rolle bei der Entstehung eines
Thrombus.

(Quelle: Tantry US, Gurbel PA.; Platelet monitoring for PCI: is it really
necessary, Haemostaseologie. 2009 Nov,;29(4):368-75)



1 Einleitung 10

1.4.2 ADP-Rezeptor P2X;

Der P2X;-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter, nichtselektiver Kationenkanal,

der zum sofortigen Einstrom von Kalzium aus dem Extrazellularraum fiihrt [35,

36] (Abbildung 5).

N C

Abbildung 5: Topologie eines P2X-Rezeptors.

(Quelle: Markus Glinzel; Synthese von P2-Rezeptor-Antagonisten in der Reihe
der Reaktivblau 2 Farbstoffe und deren Struktur-Wirkungs-Beziehungen,
Dissertation Albert-Ludwigs-Universitdt zu Freiburg im Breisgau; 2003)

Als Ligand am P2X;-Rezeptor hat ADP allerdings eine untergeordnete
Funktion, die Hauptfunktion wird von ATP iibernommen [37].

Da eine Aggregation der Thrombozyten auch im Refraktirzustand des Rezeptors
zu beobachten ist, muss davon ausgegangen werden, dass dieser ADP-Rezeptor
keinen wesentlichen Einfluss auf die Pldttchenaggregation nimmt. Somit kann
erklart werden, warum Medikamente der Substanzgruppe der Thienopyridine,
Ticlopidin und Clopidogrel ihre Wirkung iiber den P2X;-Rezeptor nicht
entfalten konnen, was auch an einem intrazelluldren Kalziumanstieg und ,,shape
change* der Thrombozyten bei Behandlung mit Ticlopidin oder Clopidogrel zu

erkennen ist [38].
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1.4.3 ADP-Rezeptoren P2Y

Die P2Y-Rezeptoren bestehen aus 7 transmembrandsen Doménen, an denen sich

auf der Intrazellularseite G-Proteine befinden (Abbildung 6).

N

C

Abbildung 6: Topologie eines P2Y-Rezeptors.

(Quelle: Markus Gldnzel; Synthese von P2-Rezeptor-Antagonisten in der Reihe
der Reaktivblau 2 Farbstoffe und deren Struktur-Wirkungs-Beziehungen,
Dissertation Albert-Ludwigs-Universitdt zu Freiburg im Breisgau; 2003)

Im Ruhezustand sind die G-Proteine mit einem Guanin-Dinukleotid verbunden.
Nach der Bindung von ADP auf der Extrazellularseite des P2Y-Rezeptors
kommt es zu einem Austausch von GDP durch GTP im Zellinneren. Dies fiihrt
zu einer Konformationsénderung des G-Proteins mit der Folge, dass sich dessen
aktive a-Untereinheit abkoppelt und so die Wirkung iiber Signalmolekiile,
sogenannte ,,second messenger* wie zum Beispiel Inositoltriphosphat (IP3) oder
zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP), ins Zellinnere weitergeleitet wird.

Die Inaktivierung des Rezeptors wird durch das Hydrolysieren des GTP zu GDP
bewerkstelligt und somit der Ausgangszustand wiederhergestellt. Die Klassi-
fizierung der P2Y-Rezeptoren und der G-Proteine wird durch die ,,second

messenger* festgelegt [39].
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1.4.4 ADP-Rezeptor P2Y;

Aus 373 Aminosdureresten bestehend hat er die klassische Struktur eines
G-Protein gekoppelten Rezeptors mit 7 transmembrandosen Domédnen (siehe
Abbildung 7). Er wird von einer Reihe von Geweben exprimiert, zu denen auch
das Herz, Blutgefille, Nervengewebe, glatte Muskelzellen, Prostata, Hoden
sowie Ovarien zdhlen [40]. Im Falle des G-Protein P2Y;-Rezeptors fiihrt eine
ADP-Bindung, insbesondere selektiv durch die ADP-Derivate d-ADP und 1-
Me-ADP, iiber das Gg-Protein zur Aktivierung der Phospholipase C. Eine
Aktivierung durch ATP wird kontrovers diskutiert [41, 42]. Die Phospholipase
C katalysiert dann die Bildung von Inositoltriphosphat (IP3). Das Ergebnis

dieser Signalkette ist eine Calcium-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern.

Als Folge entsteht eine Formveridnderung der Thrombozyten (,,shape change®)
[43]. Eine Aggregation der Blutpléttchen findet allerdings nur in Verbindung
mit der Aktivierung des P2Y ,-Rezeptors statt (Abbildung 7).
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1.4.5 ADP-Rezeptor P2Y1»

Er besteht aus 342 Aminosdureresten und hat auch diese klassische Struktur
eines G-Protein gekoppelten Rezeptors mit 7 transmembrandsen Doménen. Die
intrazelluldre Koppelung findet an G; statt.

Die ausschlieBliche Exprimierung dieser ADP-Rezeptoren vollzieht sich auf
einigen Subregionen des Gehirns und auf Thrombozyten [33]. Im Falle des
P2Y ,-Rezeptors fiihrt eine ADP-Bindung - und dabei speziell das ADP-Derivat
2-MeSADP - iiber das Gi-Protein zur Inhibierung der Adenylatzyklase und
damit zur Senkung des Adenosinmonophosphat-Spiegels in der Zelle [44]. In
Kombination mit dem ,,shape change®, welcher durch die Aktivierung des
P2Y 1-Rezeptors zustande kommt, entsteht eine Aktivierung von GPIIb/IIIa. Erst
diese Aktivierung fiihrt zur Plattchenaggregation (Abbildung 7).

A3P5PS ARL-CEB096
A3P5P AR-CB9931MX
MRS2179 2MeSAMP

ADP

R

ol |

4 Adenylyl Cyclase

\

Activation of Platelet
GPllb/illa Aggregation

Abbildung 7: Rolle des P2Y - und P2Y1:>-Rezeptors bei der ADP-induzierten
Pliittchenaggregation.
(Quelle: http://molpharm.aspetjournals.org/content/60/3/416/F I.large.jpg)

Nur durch die kombinierte Aktivierung des P2Y - und des P2Y,-Rezeptors ist
eine  Aktivierung von GPIIb/Illa moglich. Erst diese fiihrt zur
Plattchenaggregation.
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1.5 Duale Antithrombozytare Therapie

Die Blutplattchen spielen bei der Pathogenese der Komplikationen, die nach
einer Koronarintervention auftreten, eine entscheidende Rolle [45, 46]. Nach der
Einfihrung der dualen Therapie, bestehend aus einem Thienopyridin wie
Clopidogrel und einem Cyclooxygenase-Hemmer wie Aspirin, konnte ein
deutlicher Riickgang der akuten thrombotischen Ereignisrate nach
Koronarintervention beobachtet werden [12, 13, 47, 48]. Somit betridgt das
Stentthromboserisiko in den ersten 30 Tagen nach Koronarintervention 1-3%
[49]. Diese duale Therapie mit Aspirin und Clopidogrel hat sich als Therapie der
Wahl {iber viele Jahre etabliert um Patienten wihrend einer perkutanen
Koronarintervention vor thrombotischen Komplikationen zu schiitzen [11, 12,

50-55].

Aufgrund neuer Erkenntnisse von unterschiedlichem Ansprechverhalten auf
Clopidogrel, sowie der Mboglichkeit einer Phénotypisierung und
Genotypisierung, besteht heute die Mdglichkeit, die duale Antithrombozytire
Therapie auf den Patienten anzupassen, sodass vor allem nach einem akuten
Koronarsyndrom auch die duale Plittchenhemmung mit Aspirin und einem
potenteren Thienopyridin wie Prasugrel oder Ticagrelor Verwendung findet.
Dadurch kann individuell das thrombotische Risiko nach einer

Koronarintervention weiter minimiert werden [56].

Zudem etablierten sich Scores, iiber die sich das Blutungs- und Thromboserisiko

bei Koronarinterventionen bestimmen lasst [57-60].
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1.5.1 Thienopyridine

Seit mehr als 15 Jahren ist bekannt, dass die Substanzgruppe der Thienopyridine
arterielle thrombotische Ereignisse unterdriicken konnen. Als Praparat der ersten
Generation dieser Gruppe fand das Ticlopidin breite Anwendung. Die
Weiterentwicklung flihrte dann zum Clopidogrel, einem Priparat der zweiten
Generation, welches bis auf den heutigen Tag Hauptbestandteil der
antithrombotischen Therapie bei Koronarangiographien und Koronar-
interventionen ist. Aufgrund des hohen Stellenwertes der Thienopyridine war
die Forschungen auf diesem Gebiet weiter tétig, sodass inzwischen die dritte
Generation, das Prasugrel oder Ticagrelor, im Einsatz ist. Es darf davon
ausgegangen werden, dass auch in Zukunft noch neue Préaparate dieser
Substanzgruppe auf den Markt kommen. Bei allen Thienopyridinen handelt es
sich um ,,prodrugs* die nicht in vitro wirken, sondern liber den Diinndarm
resorbiert und in der Leber in die aktiven Metaboliten umgewandelt werden

[61].

Im Folgenden wird ndher auf die 3 Generationen der Thienopyridine

eingegangen.

Ticlopidin wurde urspriinglich in den achtziger Jahren in der Apoplexietherapie
eigesetzt. Der Einsatz dieses Medikaments stellte eine wirkungsvolle Alternative
zu ASS in der Sekundarprophylaxe atherothrombotischer Krankheitsbilder dar,
wie in der ,,Ticlopidin Aspirin Stroke Study* (TASS) und in anderen Studien
gezeigt werden konnte [62, 63].
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Der Nutzen von Ticlopidin wurde auch fiir die Kardiologie interessant,
allerdings hier in Kombination mit ASS. Diese duale Therapie fiihrte zu einer
hoheren antithrombozytidren Wirkung als die Monotherapie mit ASS, sodass ein
effektiverer Schutz vor thrombotischen Ereignissen bei Koronarinterventionen

gegeben war [12, 13, 64, 65].

Nach Beginn der Therapie wird die maximale antithrombotische Wirkung nach
vier bis sieben Tagen erzielt. Wegen der irreversiblen Hemmung der
Blutpliattchen ist eine normale Thrombozytenfunktion nach Absetzen des

Medikaments erst nach fiinf bis zehn Tagen wiederhergestellt.

Als Nebenwirkungen zeigten sich gelegentlich Blutbildverdnderungen
(Neutropenie, Agranulozytose), Nausea, Emesis, Schwindel, Kopfschmerzen,
Schlaflosigkeit, depressive Verstimmung und weitere seltenere wie Diarrho,
allergische Reaktionen, allergische Vaskulitis, Lupus erythematodes oder

Leberfunktionsstorungen [61].

Aufgrund besserer Vertrdglichkeit und eines besseren Nebenwirkungsprofils
wurde das Ticlopidin durch die zweite Generation der Thienopyridine, dem
Clopidogrel, abgelost [66, 67].

Zugelassen wurde das neue Préparat im Jahre 1986. Clopidogrel wird zu 90%
enteral resorbiert, kann aber auch parenteral appliziert werden und erreicht eine
Plasmaproteinbindung von iiber 90%. Da Clopidogrel ebenfalls ein ,,Prodrug*
ist, unterliegt es einem First-pass-Effekt und wird in der Leber sehr schnell
metabolisiert. Das fithrt dazu, dass im Plasma nur sehr geringe Mengen in

unverinderter Form zu finden sind [68].
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Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass die Aktivierung und
Metabolisierung dieses Wirkstoffes hauptsidchlich durch das Cytochrom P-450
in der Leber stattfindet [69-71].

Neuere Studien haben allerdings gezeigt, dass CYP2C19, CYPI1A2 und
CYP2B6 fiir den ersten Schritt verantwortlich sind und CYP2C19, CYP2C9,
CYP2B6 und CYP3A fiir den Zweiten [72, 73].

Gut die Hélfe des Clopidogrels wird tiber die Niere ausgeschieden, der Rest iiber
den Stuhl [68]. Studien haben gezeigt, dass eine chronische Therapie mit taglich
75 mg Clopidogrel zu einer etwa 50%igen Hemmung der Aggregation fiihrt.
Allerdings wird diese Hemmung erst nach einer mehrtdgigen Einnahme erreicht
[74, 75]. Um einen schnelleren Wirkungseintritt bei Patienten, denen eine
Koronarintervention bevorsteht zu erreichen, wird ihnen das Medikament
einmalig hochdosiert in einer sogenannten ,,Loading-Dosis* verabreicht. So tritt
mit einer Gabe von 300 mg Clopidogrel die Wirkung nach 6-24 Stunden ein und
mit 600 mg sogar nach 2-4 Stunden [54, 74]. Erstaunlicherweise wird mit einer
taglichen Gabe von 75 mg die gleiche Thrombozytenhemmung wie mit der

einmaligen Gabe von 600 mg erreicht [75].

Als Nebenwirkungen finden sich vor allem Blutungen (z.B.: Nasenbluten,
Magen-Darmblutungen, Blut im Urin), Himatome, Magen-Darmbeschwerden
(viel seltener als bei ASS), Kopfschmerzen, Schwindel, Hautausschlag und in
seltenen Fillen eine Thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (TTP,

Moschcowitz-Syndrom) [61].
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Trotz der Entwicklung neuer Préaparate ist Clopidogrel nach wie vor das am
meisten angewendete Medikament bei Herzkatheteruntersuchungen und

Koronarinterventionen.

Der verzogerte Wirkeintritt und das unterschiedliche Ansprechverhalten auf
Clopidogrel haben zur Suche nach neuen P2Y 12-ADP-Rezeptorantagonisten
gefiihrt. Das Ergebnis ist Prasugrel, ein dritte Generation Thienopyridin,
welches seit 2009 in Europa zugelassen ist. Genau wie bei Ticlopidin und
Clopidogrel wird das Medikament als ,,prodrug®“ oral aufgenommen und
anschlieBend in einen aktiven Metaboliten umgewandelt. Im ersten Schritt findet
die Bildung der Thiolactone R-95913 statt. Dies geschieht durch die schnelle
Hydrolyse von Prasugrel durch Esterasen in Darm, Leber und Plasma. Im
zweiten Schritt erfolgt dann die Oxidation durch Cytochrom P-450 in Darm und
Leber. Durch Ring6ffnung entsteht so der aktive Metabolit R-138727 [76].

Der aktive Metabolit bindet dann an den P2Y12 ADP-Rezeptor der
Thrombozyten, in dessen Folge die Thrombozytenaktivierung durch den
Glykoprotein-IIb/Illa Rezeptorkomplex verhindert wird. Die Blockierung des
P2Y12-Rezeptors ist irreversibel und bleibt fiir die Lebensdauer der
Thrombozyten bestehen. Eine normale Gerinnungsfahigkeit stellt sich nach
Absetzen des Prasugrel erst mit der Neubildung von Thrombozyten im Laufe

von flinf bis sieben Tagen ein.
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Diese beiden Schritte laufen schneller und zu einem groBeren Anteil ab als es
bei anderen Stoffen dieser Gruppe der Fall ist. So ist der aktive Metabolit schon
15 Minuten nach einer Loadingdosis von 60 mg im Plasma zu finden und steigt
nach 30 Minuten zu einer maximalen Plasmakonzentration an. Der
therapeutische Effekt der Plittcheninhibierung wird somit innerhalb einer

Stunde nach Gabe einer Loadingdosis von 60 mg Prasugrel erreicht [77].

In der TRITON TIMI 38-Studie wurden Patienten mit einem akuten
Koronarsyndrom, die einer Koronarintervention unterzogen wurden, mit
Prasugrel behandelt. Das Ergebnis war eine signifikant niedrigere Rate an
ischdmischen Komplikationen wie zum Beispiel Stentthrombosen. Allerdings
fand sich auch ein erhohtes Risiko an massiven Blutungen bis hin zu todlich

verlaufenden Blutungen [78].

Dieses um 2,2 Prozent erhohte Risiko fiir schwere Blutungskomplikationen tritt
am deutlichsten in den folgenden drei Gruppen auf: Patienten die weniger wie
60 kg wiegen, Patienten die 75 Jahre oder élter sind und Patienten die bereits

eine TIA oder einen Apoplex erlitten haben.

Ansonsten konnen Andmien, Hamatome, Nasenbluten, gastrointestinale
Blutungen, Ausschlag, Himaturie sowie Blutungen und Hdmatome im Bereich

von Nadeleinstichstellen auftreten.
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Montalescot et al verglichen in einer Studie beispielsweise die Gabe von
Prasugrel bei Patienten mit nicht-ST-Hebungsinfarkten bei Diagnosestellung
und unmittelbar vor der Koronarintervention.

Dabei zeigte sich, dass die Vorabgabe von Prasugrel nicht zu einer Reduktion
von thrombotischen Komplikationen innerhalb von 30 Tagen gefiihrt hat.

Dafiir nahmen aber die Blutungskomplikationen zu [79].

Andere Forschungsgruppen wie Schupke et al stellten die Gabe von Ticagrelor
und Prasugrel bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom gegeniiber.

Hierbei fand sich ein signifikant niedrigeres Auftreten von thrombotischen
Komplikationen bei Patienten die mit Prasugrel behandelt wurden. Fiir das
Auftreten von Blutungskomplikationen zeigten sich dagegen keine signifikanten

Unterschiede [80].
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1.6 Variabilitit der Clopidogrelwirkung

Einige ex-vivo Studien haben gezeigt, dass Patienten sehr unterschiedlich auf
die Clopidogrelgabe reagieren [55, 69, 72]. Somit ist bei Patienten mit
schlechtem Clopidogrelansprechverhalten von Lowrespondern und bei

fehlendem Ansprechen auf Clopidogrel von Nonrespondern die Rede.

Bei Patienten die sehr gut auf Clopidogrel ansprechen, wird ein erhohtes
Blutungsrisiko diskutiert, wohingegen prospektive und retrospektive Studien
gezeigt haben, dass Low- und vor allem die Nonresponder ein erhohtes
Thromboserisiko wihrend der perkutanen Koronarintervention haben [68, 70,

71,74, 81].

Als Nonresponder beziehungsweise Clopidogrelresistent gelten Patienten, bei
denen die Pléttchenfunktionshemmung nach Clopidogrelgabe weniger als 10%

ausmacht.

Ursiachlich werden zelluldre Faktoren, genetische Faktoren und klinische

Faktoren in Betracht gezogen (Tabelle 1).
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1.6.1 Ursachen fiir unterschiedliches Clopidogrelansprechverhalten

Zelluliare Faktoren

Genetische Faktoren

Klinische Faktoren

Hochregulierung des
P2Y, Signalweges

Polymorphismen P2Y ),

Unterdosierung

Hochregulierung des Polymorphismen Non-Compliance
P2Y ), Signalweges CYP3A4 und CYP3AS
Hochregulierung Polymorphismen GPla | Begleitmedikation
P2Y-unabhéngiger (Protonenpumpenhemmer,
Signalwege (Kollagen, Calciumkanalblocker,
Thrombin, Thromboxan Cumarinderivate, Statine)
A,, Epinephrin)
Verringerte CYP3A Polymorphismen Akutes Koronarsyndrom/
Aktivitdt GP Illa Kardiogener Schock
Erhohter Polymorphismen Ejektionsfraktion
Plattchenumsatz CYP2C19
Polymorphismen MDR1 | Diabetes mellitus
Polymorphismen ITGB3 | Niereninsuffizienz
Polymorphismen Systemische Entziindung
PON-1
Adipositas (BMI)
Alter
Geschlecht
Nikotinkonsum

Tabelle 1: Ursachen fiir unterschiedliches Clopidogrelansprechverhalten
(Quelle: Angiolillo et al., Nguyen et al., Sibbing et al. und Bernlochner et al.

[82-86].)

In der Folge wird auf die wichtigsten klinischen und genetischen Faktoren

eingegangen.
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1.6.2 Nikotinkonsum

Bliden et al. fanden heraus, dass Raucher unter chronischer Clopidogreltherapie
eine signifikant niedrigere Plattchenaggregation aufwiesen. Diese wurde durch 5
umol/L und 20 pmol/L ADP induziert. Auch die ADP induzierte Bildung von
aktivem GPIIb/IIla ist gegeniiber Nichtrauchern reduziert (P<.0008) [87]. Bei
Behandlung mit 600 mg Clopidogrel zeigte sich ein dhnliches Bild. Die durch
ADP induzierte Plittchenaggregation sowie die Bildung von aktivem GPIIb/IIla
waren im Verglich zu Nichtrauchern vermindert (P<.05). Es ist bekannt, dass
Zigarettenrauch mit CYP1A2 interagiert. Dieses ist wiederum Bestandteil der
hepatischen CYP450 Isoenzymfamilie, welches an der metabolischen

Aktivierung von Clopidogrel beteiligt ist.

1.6.3 Diabetes Mellitus

Einen weiteren Aspekt beleuchteten Serebruany et al. — das Ansprechverhalten
von Clopidogrel bei Diabetikern. Sie fiihrten eine Studie durch, in der 70
Diabetiker ohne koronare Intervention eingeschlossen waren. Gegenstand der
Studie war der Vergleich der antithrombozytiren Wirkung von Aspirin alleine
und der Kombination von Aspirin plus Clopidogrel. Es zeigte sich ein erhohtes
Risiko fiir eine Thrombozytenaggregation bei den Diabetikern [88].

Eine reduzierte Sensitivitit der Thrombozyten bei Diabetikern (Typ II) auf

antithrombozytidre Substanzen konnte die Ursache sein.

Angiolillo et al. fanden in einer Studie heraus, dass die Plattchenaggregation
nach Gabe einer Clopidogrelloading Dosis von 300 mg bei Diabetikern
verglichen mit Nicht-Diabetikern iiber 24 Stunden signifikant erhoht war.
Desweiteren fand sich ein hoherer Anteil unter den Diabetikern, der schlechter
auf Clopidogrel angesprochen hat als unter den Nicht-Diabetikern [89]. Eine
mogliche Ursache der erhohten Pléittchenaggregation konnte im Vorhandensein

eines prothrombotischen Zustandes bei Diabetikern sein.
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Dieser ergibt sich aus einer gestorten Interaktion und Fehlfunktion von
Thrombozyten, Endothel und Gerinnungssystem. In der Literatur werden als
Hauptursachen  dieser komplexen Dysfunktion Insulinresistenz = mit

Hyperinsulindmie, Hyperglycdmie sowie Hyperlipiddmie beschrieben [90].

1.6.4 Begleitmedikation mit Protoneninhibitoren (PPI)

Ebenso belegen einige Studien ein schlechteres Ansprechverhalten auf
Clopidogrel bei einer zusitzlichen Therapie mit PPI. Dunn und Mitarbeiter
haben in der CREDO-Doppelblindstudie Patienten nach einer Koronar-
intervention untersucht. Die beiden Patientenkohorten wurden {iber bis zu 12
Monate entweder nur mit ASS oder kombiniert mit ASS und Clopidogrel
behandelt. In beiden Patientengruppen trat der kombinierte Endpunkt aus
Myokardinfarkt, Schlaganfall und Tod bei Patienten mit einer zusétzlichen PPI-
Medikation im Beobachtungszeitraum von einem Jahr haufiger auf [91].
Clopidogrel wird iiber Cytochrom-P450 zu seinem aktiven Metaboliten
umgewandelt. Dabei spielt neuesten Studien zufolge das Isoenzym CYP2CI19
eine grofle Rolle [73, 92-94]. Da auch PPI’'s eine mogliche Hemmung von
CYP2C19 hervorrufen konnen, ist eine gechemmte Aktivierung von Clopidogrel

moglich.
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1.6.5 Body-mass-index (BMI)

Einige Studien konnten belegen, dass bei adipdsen Patienten (erhchter BMI) die
durch ASS und Clopidogrel gewollte Thrombozytenaggregationshemmung
reduziert war. Tamminen et al. konnten eine verringerte Thrombozyten-
aggregationshemmung nach Gabe von ASS bei adipdsen Patienten nachweisen
[95]. Zu einem dhnlichen Ergebnis, allerdings nach Gabe von Clopidogrel, ist
Sibbing et al. gekommen [96].

Hier konnte, im Vergleich zu normalgewichtigen Patienten, eine schlechtere
Thrombozytenaggregationshemmung nach Gabe von 600 mg Clopidogrel bei

iibergewichtigen Menschen gefunden werden.

1.6.6 Genetische Faktoren

Zuletzt muss noch erwahnt werden, dass CYP2C19 polymorph exprimiert wird,
was dazu fiihrt, dass dieses Enzym genetisch bedingt bei manchen Menschen,
zum Beispiel 30% aller Kaukasier, fehlt beziehungsweise eine reduzierte
Aktivitiat zeigt [93]. Diese Tatsache fiihrt bei betroffenen Patienten zu einer

moglicherweise verminderten Clopidogrelwirkung.
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1.7 Zielsetzung

Das Verfahren der optischen Aggregometrie wurde von Born entwickelt und
1962 erstmals beschrieben [97]. Es handelt sich dabei um die Messung der
optischen Dichtednderung in plittchenreichem Plasma. Zuerst muss das
pléttchenreiche Plasma (PRP) durch Zentrifugation aus Vollblut mit Citratzusatz
gewonnen werden. Nach dem Abpipettieren des PRP wird der Rest der
Vollblutprobe, bestehend aus Erythrozyten und Leukozyten erneut zentrifugiert,
wodurch das plattchenarme Plasma (PPP) gewonnen werden kann. Dieses ist fiir
die Kontrolle der 100%igen Lichttransmission notwendig. Fiir die eigentliche
Messung muss dem PRP ein Aggregationsinduktor, wie zum Beispiel ADP,
zugesetzt werden, um die Thrombozytenaggregation in vitro in Gang zu setzen.
Durch die aktivierte Aggregation kommt es zu einer Abnahme der Dichte des
PRP, die dann mit einem Dekoder wahrgenommen und als prozentuale
Aggregation dargestellt werden kann.

Dieses Verfahren hat sich iiber viele Jahre als Goldstandard bei der Messung der
Thrombozytenaktivitit etabliert und wurde am Anfang in Studien zur

Dosisfindung von Clopidogrel verwendet [68, 70, 98].

Die optische Aggregometrie hat jedoch den Nachteil sehr zeitaufwendig zu sein
und macht daher den Einsatz in der tdglichen klinischen Routine sehr schwierig
[99]. Ursache fiir diesen enormen Zeitaufwand ist, wie oben beschrieben, die
Herstellung von PRP und PPP.

Dafiir sind zwei Zentrifugations- sowie einige Pipettiervorgdnge notwendig. Mit
der Herstellung der Induktoren und letztlich der Durchfiihrung der eigentlichen

Messung vergeht schnell eine Stunde bis das Ergebnis vorliegt.
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Aus diesem Grund wire ein einfaches, schnelles und standardisiertes Verfahren
um die Clopidogrelwirkung auf die Plattchenfunktion zu messen, von enormem
Vorteil. Derzeit kommen neben der optischen Aggregometrie auch andere

Verfahren zum Einsatz, die Parameter der Thrombozytenfunktion in Vollblut

messen [100-105].

Kurz vor Studienbeginn wurde eine neue Methode entwickelt, die MEA genannt
wird und die eine schnelle Messung der Plittchenaggregation in Vollblut
moglich macht [106]. Um die Thrombozytenfunktion in Vollblut zu bestimmen,

arbeitet MEA nach dem Prinzip der Impedanzaggregometrie [107].

Der groffte Vorteil des neuen Verfahrens MEA gegeniiber der optischen
Aggregometrie (LTA) besteht in dem Wegfall der Zentrifugationsschritte was
zur Folge hat, dass das Ergebnis der Thrombozytenaggregation innerhalb von 10
Minuten vorliegt. Ein zweiter Vorteil ist, dass die zelluldren Bestandteile im
Blut unverindert bleiben. Allerdings war bisher nicht bekannt ob und wie gut

die mit MEA erzielten Messergebnisse mit denen der LTA korrelieren.
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1.8 Fragestellungen

1. Korrelieren die Messergebnisse des neuen Verfahrens ,,mehrfach
Elektroden Aggregometrie* (MEA) mit denen des
Goldstandardverfahrens ,,optische Aggregometrie* nach Born (LTA)?

2. Gibt es ein unterschiedliches Ansprechverhalten auf eine Loadingdosis

von 600 mg Clopidogrel?
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2 Methoden

2.1 Studienpopulation

Die Auswahl der Studienpopulation fand im Deutschen Herzzentrum der
Technischen Universitdt in Miinchen im Zeitraum von August 2006 bis Mérz
2007 statt. Sie bestand aus 149 Patienten (n=149) im Alter von 38-85 Jahren.

Davon waren 41% Frauen und 59% Mainner. Bei 89 (n=89) von 149 (n=149)
Patienten erfolgte nur eine Messung nach Clopidogrel-Loading, so dass eine vor
Loading Messung und eine nach Loading Messung bei 60 Probanden (n=60)
umgesetzt werden konnte. Bei allen 149 Patienten (n=149) wurde das Blut in
Citratrohrchen abgenommen, bei der Population n=60 zusitzlich noch in

Hirudinrohrchen.

Einschlusskriterien waren Patienten vor geplanter Herzkatheteruntersuchung,
die eine 600 mg Clopidogrel ,,Loading-Dosis* 2 Stunden vor dem Herzkatheter

erhielten.

Ausschlusskriterien waren Blutbildverdnderungen (besonders Thrombozyten-
zahlen <100.000/ul), Vorliegen einer hdmatologischen und/oder malignen
Erkrankung, orale Antikoagulation mit Cumarinderivaten, Therapie mit
Glykoprotein IIb/Illa-Antagonisten wiahrend der letzten 28 Tage vor
Intervention, Therapie mit Clopidogrel wéhrend der letzten 28 Tage vor
Intervention, Patienten mit akutem Koronarsyndrom und Patienten mit akutem

Myokardinfarkt.
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2.2 Studienprotokoll

Das Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommission der Technischen
Universitidt Miinchen genehmigt. Alle Teilnehmer haben eine Einverstdndnis-

erklarung zur Teilnahme an der Studie unterschrieben.

2.3 Optische Aggregometrie nach Born (LTA)

2.3.1 Materialien

Vollblut/Blutplasma, Citratréhrchen (Sarstedt Monovette), Hirudinréhrchen
(Sarstedt Monovette), Sammelrohrchen, Glastestrohrchen, Eppendorf-Tubes,
Riihrmagnete, Pipetten (Eppendorf) mit passenden Spitzen, Zentrifuge, Vortex

Mischer, ADP 2x10* Molar der Firma moLab, optisches 8-Kanal Aggregometer
PAPS der Firma moLab (Abbildung 8).

Abbildung 8: Optisches 8-Kanal Aggregometer PAPS8 der Firma moLab
(Quelle: Homepage der Firma moLab)
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2.3.2 Blutplasmagewinnung

Fiir die Blutplasmagewinnung wurden den Probanden jeweils 3 Citrat- und 2
Hirudinréhrchen Blut abgenommen. Die erste Blutentnahme (n=60) fiir die
Messung vor Clopidogrelgabe wurde mittels Venenpunktion durchgefiihrt, die
Zweite (n=149) erfolgte aus der Schleuse unmittelbar vor der
Herzkatheteruntersuchung. Bei allen Blutentnahmen wurde das zuerst
abgenommene Rohrchen verworfen und nicht fiir die Messung der

Plattchenfunktion verwendet.

Da fiir die Messungen im 8- Kanal Aggregometer pléttchenreiches (PRP) und
plattchenarmes Plasma (PPP) bendtigt wurden, mussten diese nacheinander
hergestellt werden. Zuerst wurden die Vollblutproben (in den Citrat- und
Hirudinréhrchen) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur und 750 U/min
zentrifugiert (ohne Bremse). In den Rohrchen befanden sich unten die
Erythrozyten, dariiber eine diinne weille Schicht mit Leukozyten (auch ,,Buffi
Coat* genannt) und als Oberstes das plittchenreiche Plasma. Das PRP aus den
Citratrohrchen wurde in ein Sammelréhrchen abpipettiert, das der

Hirudinréhrchen in ein Zweites.

Danach wurden die 3 Citrat- und 2 Hirudinr6hrchen mit dem restlichen Inhalt
erneut 10 Minuten mit 3000 U/min zentrifugiert. Bei diesem Durchgang mit
aktivierter Bremse. Jetzt befanden sich in den R6hrchen unten die Erythrozyten,
dariiber der ,Buffi Coat™ und als oberste Schicht das plédttchenarme Plasma

(PPP).

2.3.3 ADP-Herstellung

Als Agonist zur Stimulation der Thrombozytenaggregation kam Adenosin-5-
diphosphat (ADP) der Firma moLab zum Einsatz, welches in Form einer
Trockensubstanz mit einer Konzentration von 2x10* Molar in Flischchen

ausgeliefert wurden.
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In die Trockensubstanz wurden zuerst 1000 ul PCR-Wasser pipettiert und gut
durchmischt. So konnte die fertige Ausgangslosung mit 200 uM hergestellt
werden. Nachdem die Messungen auch noch mit zwei weiteren Konzentrationen
(20 uM und 5 uM) durchgefiihrt wurden, musste die Ausgangslosung noch
weiter verdiinnt werden. Um die 20 uMolare Lésung herzustellen, wurden 200
ul PCR-Wasser in einen Eppendorf-Tube vorgelegt und anschlieBend 200 pl der
Ausgangslosung (200 uM) dazupipettiert. Die 5 uM Losung wurde durch

weiteres zugeben von 400 ul PCR-Wasser erhalten.

2.3.4 Durchfiithrung der Messungen

Nach der Eingabe der Patientendaten wurde ein Testtube mit 250 pl
plattchenarmem Plasma (PPP) fiir mindestens 2 Minuten in den auf 37°C
vorgewdrmten Testblock gestellt. Wihrend dieser Zeit wurden die 6 Testtubes
(3 fiir Plasma aus den Citratrohrchen und 3 fiir das Plasma aus den
Hirudinrohrchen) fiir die eigentliche Messung vorbereitet, indem zuerst in jeden
Tube ein Magnetriihrer (1200 U/min im Testblock) vorgelegt und danach 225 pl
pléattchenreiches Plasma (PRP) hineinpipettiert wurden. Diese 6 Tubes kamen

dann ebenfalls fiir 5 Minuten zum Vorwirmen in den Inkubationsblock.

Nach Ablauf der 2 Minuten wurde der Tube mit dem PPP nacheinander in die
Offnrungen der 6 Messkanile eingesetzt und der Wert fiir die 100%
Lichtdurchlass ermittelt.

Nach Ablauf der 5 Minuten wurden die 6 Testtubes in die vorbereiteten
Messkanédle eingesetzt und die Aufzeichnung der 0% Basislinie (0%
Lichtdurchlass) gestartet. Nach Ablauf von 30 Sekunden, die abgewartet werden
mussten um eine Spontanaggregation auszuschlieen, wurden 5 pM oder 20 pM

Induktor (ADP) in die Testtubes pipettiert [81, 98, 108-110].
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Nach 6 Minuten stoppte die Messung automatisch. Die Messergebnisse wurden

vom Gerdt automatisch gespeichert und zur Dokumentation ausgedruckt

(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Aggregationsverlaufiiber die Zeit

(Quelle: Beate Coppola; Thrombozytenfunktion unter Einfluss der antithrombo-
zytiren Substanzen Ticlopidin und Clopidogrel; Dissertation 1. Medizinische
Klinik und Poliklinik der Technischen Universitdit Miinchen Klinikum rechts der
Isar; 2005)

Die Variationskoeffizienten (CV) fiir die mit LTA ermittelten Messergebnisse
betrugen 9,2%, 12,8%, 14,8% und 5,9%. Jeder dieser CV wurde aus 10
Messungen unterschiedlicher Proben eines Blutspenders errechnet. Bei den
Spendern handelte es sich um zwei gesunde Freiwillige und zwei Patienten mit

chronischer Clopidogreltherapie seit mehr als 10 Tagen.
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2.4 Vollblutaggregometrie Multiplate (MEA)

2.4.1 Materialien

Vollblut, Blutentnahmeréhrchen (Tube von Dynabyte) die Hirudin als
Antikoagulans enthalten, ADP 6,4 uM, Multiplate Testzellen der Firma
Dynabyte (Abbildung 11), Vollblutaggregometer Multiplate der Firma Dynabyte
in Miinchen (Abbildung 10).

Abbildung 10: Vollblutaggregometer  Abbildung 11: Multiplate Testzellen
Multiplate der Firma Dynabyte der Firma Dynabyte

(Quelle: Homepage der Firma (Quelle: Homepage der Firma
Dynabyte Miinchen) Dynabyte Miinchen)
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2.4.2 Vollblutgewinnung

Bei der Vollblutgewinnung wurde den Probanden 2 Hirudinréhrchen Blut fiir
die Messungen abgenommen. Die erste Blutentnahme (n=60) fiir die basale
ADP-induzierte Aggregation vor Clopidogrelgabe wurde mittels Venenpunktion
durchgefiihrt, die Zweite (n=149) erfolgte aus der Schleuse unmittelbar nach
dem Legen. Bei allen Blutentnahmen wurde das zuerst abgenommene Rohrchen

verworfen und nicht fiir die Messung der Plédttchenfunktion verwendet.

2.4.3 Durchfiithrung der Messungen

Parallel zu den Messungen mit der optischen Aggregometrie (LTA) wurden alle
Teilnehmer der Studienpopulation (n=149) mit dem neuen Vollblutaggrego-

meter gemessen [111-114].

Das Gerdt mit dem Namen ,,Multiplate Analyzer* wird von der Firma Dynabyte
hergestellt und stellt 5 Kanéle fiir 5 gleichzeitige Messungen zur Verfligung. Die
fiir die Messungen notwendigen Multiplate Testzellen, welche Einmalartikel
sind, bestehen aus zwei unabhingigen Sensoreinheiten (Abbildung 12). Diese
Sensoreinheiten wiederum bestehen aus zwei hoch leitfdhigen versilberten
Kupferkabeln mit einer Lange von 3,2 mm. Durch das Vorhandensein von zwei
Sensoreinheiten erhédlt das Gerdt pro Messvorgang zwei unabhéngige

Messergebnisse, sodass automatisch eine hohe Genauigkeit gewihrleistet ist.

Der ,Muliplate Analyzer* basiert auf einer Weiterentwicklung der
Impedanzaggregometrie, die erstmals 1979 von Cardinal et. al. beschrieben
wurde. Es  handelt sich dabet um ein  Verfahren zur
Thrombozytenfunktionsdiagnostik in Vollblut und basiert auf dem Prinzip der
Messung von elektrischen Widerstandsidnderungen zwischen zwei Elektroden
[107]. Zu diesen Anderungen des elektrischen Widerstandes kommt es durch die

Anlagerung von Thrombozyten an die Elektroden bei Stromfluss.
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Zu Beginn der Messung befindet sich eine diinne Schicht aus Thrombozyten auf
den Elektroden. Wird eine Aggregation induziert, lagern sich weitere
Thrombozyten an die Elektroden an, was zu einer Widerstandszunahme und zu
einer Reduzierung des Stromflusses zwischen den Elektroden fiihrt. Diese
Widerstandszunahme wird gemessen und gilt als Mal} fiir die Aggregation. Es
konnen sowohl pléttchenreiches Plasma als auch Vollblut als Proben verwendet

werden, wobei Vollblut einige Vorteile mit sich bringt.

Zum einen muss der Zeitvorteil angesprochen werden, da das Vollblut nicht
zentrifugiert werden muss. Zum anderen gehen bei der Zentrifugation zellulare
Bestandteile des Blutes wie Leukozyten, Erythrozyten und auch grof3e
Thrombozyten verloren, sodass die Bedingungen nicht mehr mit denen in vivo
vergleichbar sind. Als letzter Punkt muss die Beschddigung der Thrombozyten
bei der Zentrifugation angesprochen werden. Dadurch kommt es zum Freisetzen
von prokoagulatorischen Substanzen, was ebenfalls nicht den Bedingungen in

vivo entspricht.

Nach der Verdiinnung des mit Hirudin antikoagulierten Vollblutes (25ug/ml
Refludan) im Verhéltnis 1:2 mit 0,9% NaCl-Losung, wurden die Proben in den
Testkiivetten bei 37°C fiir 3 Minuten im Testblock automatisch geriihrt.

Im Anschluss daran konnte das ADP der Konzentration 6,4 uM dazu pipettiert,
die Messung gestartet und konstant liber 5 Minuten aufgezeichnet werden. Der

Impedanzanstieg wird fiir jede Sensoreinheit getrennt gemessen.
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Abbildung 12: Mefizelle, schematische Darstellung der Thrombozyten-
anlagerung an die Sensoreinheit
(Quelle: Homepage der Firma Dynabyte Miinchen)

Die Abbildung 12 zeigt links eine Einmalmesszelle mit den beiden
unabhingigen Sensoreinheiten. Auf den 3 schematischen Zeichnungen rechts ist
die Funktionsweise der Testzelle zu sehen. Das linke der drei Bilder zeigt die
Thrombozyten, die sich im Ruhezustand nicht zusammenlagern. Auf dem
mittleren Bild der Abfolge wird die Aktivierung der Thrombozyten durch
Zugabe eines Agonisten gezeigt. Die Aktivierung erfolgt iiber die Rezeptoren
auf der Oberfliche der Thrombozyten. Durch das Anlegen einer Spannung an
die Elektroden kann jetzt die Anlagerung der Thrombozyten erfolgen, wie in

dem rechten der 3 Bilder dargestellt ist.

Durch dieses Anlagern der Thrombozyten an den Elektroden kommt es zu einer
Impedanzidnderung, die von dem Gerét in ,arbitrary Units* (AU) umgerechnet
wird und eine exakte, gegen die Zeit aufgetragene, graphische Darstellung
ermoglicht, die dann auch ausgedruckt werden kann. Dabei entsprechen 8 AU in
etwa 1 Ohm. Die mit dem Verfahren MEA gemessenen Ergebnisse werden

immer in AU oder AUC (area under the curve) angegeben.
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Alle zur Messung mit MEA bendtigten Materialien wurden von der Firma
Dynabyte in Miinchen bezogen, auch das 6,4 uM ADP. Diese Konzentration
wurde als ideal vom Hersteller des Multiplate ermittelt und ist somit
vorgegeben. Ein Vorteil dieser Konzentrationsvorgabe besteht in der besseren
Vergleichbarkeit der Messergebnisse. Dadurch wird eine Standardisierung

dieser Methode fiir den Benutzer erzielt.

Die Variationskoeffizienten (CV) fiir die mit MEA ermittelten Messergebnisse
betrugen 11,4%, 14,9%, 9,7% und 8,4%. Jeder dieser CV wurde aus 10
Messungen unterschiedlicher Proben eines Blutspenders errechnet. Bei den
Spendern handelte es sich um zwei gesunde Freiwillige und zwei Patienten mit

chronischer, ldnger als 10 Tage andauernder Clopidogreltherapie.
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3 Ergebnisse

3.1 Statistische Analysen

Bei der Auswertung dieser Dissertation kommen einige Methoden der

statistischen Analysen zum Einsatz auf die in der Folge kurz eingegangen wird.

3.1.1 Mittelwert

Die hier erhobenen Proben sind Vollerhebungen, alle Messwerte zdhlen zur
Grundgesamtheit der Werte iiber welche argumentiert wird (im Gegensatz zu
einer Stichprobe wie z.B. bei einer Wahlerbefragung, wo nur ein kleiner Teil der

Grundgesamtheit in die Betrachtungen eingeht).

Der , Mittelwert* oder ,,mean‘ errechnet sich indem die Summe der Einzelwerte

durch die Anzahl der Einzelwerte geteilt wird:

3.1.2 Varianz

Die Streuung der Messwerte um den Mittelwert wird als Varianz (o®) der

Messung bezeichnet:

1 N
ol=— —u)?
N;(x, i)

3.1.3 Standardabweichung

In diesem Zusammenhang wird in der Statistik hdufig die Standardabweichung

(o) mit angegeben. Diese ist als Quadratwurzel aus der Varianz definiert:

1 & )
J_\/ﬁ;(xi_m
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Die ,,Varianz* einer Zufallsvariable X entspricht dem Streuungsmalf} von X. Es

handelt sich somit um ein Maf fiir die Abweichung einer Zufallsvariable X von

threm Erwartungswert E(X). Die Varianz ist stets >0 [115].

Im Gegensatz zur Varianz ist der ,,Variationskoeffizient (CV) ein relatives
Streuungsmal}, was bedeutet, dass er nicht von der MaBleinheit der statistischen
Variablen bzw. Zufallsvariablen abhédngt. Hintergrund fiir dieses relative
Streuungsmal} Variationskoeffizient ist, dass eine statistische Variable mit
grofem Mittelwert beziehungsweise eine Zufallsvariable mit groflem
Erwartungswert in der Regel eine grolere Varianz aufweist als eine statistische
Variable mit einem kleinen Mittelwert beziehungsweise mit einem kleinen
Erwartungswert. Somit handelt es sich bei dem Variationskoeffizient um eine
Normierung der Varianz. Sind die Werte flir die Standardabweichung grof3er als
der Mittelwert beziehungsweise grofer als der Erwartungswert, entspricht dies

einem Variationskoeffizient grofler 1 [116].

3.1.4 Wilcoxon Test

Der ,,Wilcoxon-Test* ist ein parameterfreier statistischer Test und dient der
Signifikanziiberpriifung von Ubereinstimmungen von zwei Verteilungen. Also
ob zwei unabhingige Verteilungen A und B (z.B. eine unbeeinflusste und eine

beeinflusste Verteilung) derselben Grundgesamtheit angehdren [117].

3.1.5 Spearmans Rangkorrelationskoeffizient

Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman ist ein parameterfreies Maf fiir
Korrelationen. Er misst, wie gut eine beliebige monotone Funktion den
Zusammenhang zwischen zwei Variablen beschreiben kann, ohne irgendwelche
Annahmen iiber die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Variablen zu machen.
Die Daten werden in Ringe konvertiert, bevor der Korrelationskoeffizient
berechnet werden kann. Somit geht der Spearmans Rangkorrelationskoeffizient

von einer Gleichabstindigkeit (= Aquidistanz) der Skalenwerte/Réinge aus [118].
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3.2 Studienpopulation

Details der Studienkohorte

Anzahl/Mittelwert +
Standardabweichung/%

Durchschnittsalter in Jahren £ SD 66,0+ 10,0
Frauen (%) 41 (27,5)
Ejektionsfraktion (EF) in % + SD 59,7+4,6
Diabetes mellitus (%) 50 (33,6)
aktive Raucher (%) 25 (16,8)
arterielle Hypertonie (%) 133 (89,3)
Hypercholesterindmie (%) 115 (77,2)
KHK in der Familienanamnese (%) 64 (43,0)
Koronarintervention in der Vergangenheit (%) 72 (48,3)
Patienten mit Bypéssen (%) 17 (11,4)
Patienten mit zuriickliegendem Herzinfarkt (%) 38 (25,5)
Thrombozytenzahl x 100/L 204 + 60,3
Hb (g/dl) 13,1+1,5
Zeit nach Clopidogrel-Loading (h) 3,3[2,0-6,0]
Medikation

Aspirin (%) 106 (71,1)
Statine (%) 96 (64,4)
Betablocker (%) 95 (63,8)
ACE-Hemmer (%) 85 (57,0)
Diuretika (%) 54 (36,2)

Tabelle 2: Charakteristika der Patienten

(Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung in % dargesellt)
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3.2.1 Bewertung der Clopidogrelantwort

Die Charakteristika der in der Studie eingeschlossenen Patienten sind in Tabelle
2 dargestellt. In der Untergruppe der Studienpopulation mit beiden Messungen
(vor und nach Clopidogrelgabe) n=60 hat sich eine signifikante Hemmung der
maximalen ADP-induzierten Plattchenaggregation mit LTA von 85,0% [70,0-
97,0] auf 47,0% [35,0-56,5]; P<0,0001 mit 5 uM ADP gezeigt. Analog dazu
ergab sich bei der Pléttchenaktivierung mit 20 uM ADP eine signifikante
Hemmung von 88,0% [81,5-101,5] auf 50,5% [40,5-66,0]; P<0,0001.

Dementsprechend resultierte bei MEA eine signifikante Reduktion der ,,arbitrary
units“ (AU) von 650,5 AU*min [523,0-807,0] Ausgangswert auf 235,5 AU*min
[145,0-429,5]; P<0,0001 nach Clopidogrelgabe.
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Abbildung 13: optische Abbildung 14: Vollblutaggregometrie
Aggregometrie nach Born (LTA) Multiplate (MEA)

(Quelle: Assessment of ADP-induced platelet aggregation with light
transmission aggregometry and multiple electrode platelet aggregometry before
and after clopidogrel treatment. Thromb Haemost. 2008 Jan; 99 (1): 121-126)
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Die Abbildungen 13 und 14 zeigen jeweils eine Boxplot Analyse (n=60
Patienten) der optischen Aggregometrie (LTA) und der Vollblutaggregometrie
(MEA). Die Boxen zeigen die 25. und 75. Perzentile; die Striche kennzeichnen
die 10. und 90. Perzentile und die auBerhalbliegenden Ergebnisse sind als
Punkte dargestellt.

Die grauen Boxen zeigen die Messergebnisse vor der Clopidogrelgabe an, die

weillen Boxen dagegen die Werte nach Clopidogrelgabe.

3.2.2 Korrelation der Messergebnisse von LTA und MEA

Die Abbildung 15 zeigt die Korrelation der Messergebnisse aller Patienten
(n=149) die mit LTA (5 pM und 20 uM ADP) und mit MEA (AUC von
arbitrary units) ermittelt wurden. Der daraus errechnete ,,Spearman rank
correlation coeffizient” betrdgt 0,71 und P<0,0001. In der Untergruppe der
Studien-population mit Messergebnissen vor und nach Clopidogrelgabe (n=60),
ergibt sich ein ,,Spearman rank correlation coeffizient* von 0,66 und P<0,0001.
Zuletzt wurde noch der ,,Spearman rank correlation coeffizient™ fiir gechemmte
Plattchenaggregation (IPA) berechnet, welcher 0,46 und P<0,0001 ist. Dieser
IPA-Wert errechnet sich wie folgt:

IPA = (Plattchenaggregation vor Clopidogrelgabe — Plittchenaggregation nach
Clopidogrelgabe) / Pliattchenaggregation vor Clopidogrelgabe * 100.

Fiir diese Berechnungen fanden ebenfalls nur die mit 5 pM ADP erzielten

Ergebnisse bei LTA verwendung.
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Abbildung 15: Messergebnisse
(Quelle: Assessment of ADP-induced platelet aggregation with light
transmission aggregometry and multiple electrode platelet aggregometry before
and after clopidogrel treatment. Thromb Haemost. 2008 Jan; 99 (1): 121-126)

Die Abbildung 15 zeigt die Punktwolke (n=149 Patienten) der mit ADP (5 uM
und 20 pM) induzierten maximalen Aggregation fiir die Vollblutaggregometrie
(MEA). Messergebnisse, die vor der Clopidogrelgabe gewonnen wurden, sind
als graue Punkte dargestellt (n=60). Die weillen Punkte zeigen die Ergebnisse

nach der Clopidogrelgabe (n=149).

3.2.3 Bewertung eines Low-Response auf Clopidogreltherapie mit LTA
und MEA

In der Studienpopulation mit Messergebnissen vor und nach Clopidogrelgabe

(n=60) wurde die Ubereinstimmung zwischen LTA und MEA auf das

Ansprechen auf Clopidogrel berechnet. Die Ergebnisbandbreite vom niedrigsten

zum hochsten Wert wurde in 4 Quartilen unterteilt.

Fiir LTA ergaben sich somit Werte von 29,5% IPA, 40,9% IPA und 56,6% IPA,
fir MEA dagegen 41,9% IPA, 58,9% IPA und 72,5% IPA. Bei LTA waren es

somit 15 Patienten, die dem untersten Viertel zuzuordnen sind.
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Von diesen 15 Patienten waren 7 (47%) dabei, die auch bet MEA in dieses
unterste Viertel fallen. Entsprechend den Messergebnissen mit LTA lassen sich
die iibrigen 45 Patienten dem 2. bis 4. Viertel zuordnen. Von diesen 45 Patienten
waren es wiederum 37 (82%) die sich auch bei MEA im 2. bis 4. Viertel
befinden.

Es hat sich gezeigt, dass mit der Messung der Pldttchenaggregation nach
Clopidogrelgabe die beste Voraussage iiber das klinische Endergebnis getroffen
werden kann [101, 102, 119]. Deshalb wurde die Ubereinstimmung im obersten
Viertel der Messergebnisse, die mit LTA (mit 5uM ADP aktivierte
Plattchenaggregation) und MEA ermittelt wurden, bei allen Patienten (n=149)
nach Clopidogrelgabe berechnet. So ergaben sich Grenzwerte vom Niedrigsten
zum Hochsten von 28,8%, 42,0% und 53,0% bei LTA und 145,5 AU*min,
229,0 AU*min und 398,5 AU*min bei MEA.

Bei LTA befanden sich 38 Patienten im obersten Viertel. Von diesen 38 waren
21 (55%) auch bei MEA im obersten Viertel. Die restlichen 111 Patienten
konnten entsprechend der Messergebnisse mit LTA dem 1. bis 3. Viertel
zugeordnet werden. Von diesen 111 Patienten befanden sich wiederum 94

(85%) auch bei MEA im 1. bis 3. Viertel.

3.2.4 Klinisches Outcome

Bei allen in der Studie beteiligten Patienten (n=149) kam es innerhalb der ersten
30 Tage nach Intervention nur zu einem grofleren kardialen Zwischenfall. Dabei
handelte es sich um einen Myokardinfarkt als Folge eines Verschlusses im
Diagonalast. Fine Rekanalisation des Gefifles war weder wihrend der
Koronarintervention noch zu einem spiteren Zeitpunkt moglich. Dabei ist die
Kreatinkinase auf 611U/l innerhalb von 24 Stunden nach Intervention
angestiegen. Das MB-Isoenzym betrug 13%. Danach waren beide Werte wieder
rickldufig. Bei diesem Patienten betrug die durch 5uM ADP induzierte
Pléattchenaggregation bei LTA 43%, bei MEA konnte ein Wert von 215 AUC

gemessen werden.
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4 Diskussion

Es handelt sich bei dieser wissenschaftlichen Arbeit um die erste Studie, bei der
die Hemmung der Plattchenfunktion mittels Clopidogrel mit der als
Goldstandard geltenden optischen Aggregometrie (LTA) und parallel dazu mit
der damals neu auf dem Markt befindlichen Vollblutaggregometrie (MEA)
gemessen wurde. Auch ein Vergleich dieser Messergebnisse und eine
Korrelation wurde vorher noch nicht durchgefiihrt. Bisher war die optische
Aggregometriec nach Born (LTA) das am haufigsten und zuverldssigste
Verfahren, das in grofangelegten prospektiven Studien zu Risikoabschédtzung
von thrombotischen Komplikationen nach Koronarintervention Anwendung

fand [71, 81, 101, 102].

Das erste Hauptresultat besteht im Nachweis, dass das Verfahren mit MEA den
Clopidogreleffekt erkennt.

Das zweite Hauptresultat ist der Nachweis, dass die mit MEA in Vollblut
ermittelten Ergebnisse mit denen der LTA in pléttchenreichem Plasma (PRP)
korrelieren. Der berechnete Korrelationskoeffizient betrdgt 0,71 und ist damit
vergleichbar mit Korrelationskoeffizienten, die mit LTA und anderen

alternativen Messverfahren errechnet wurden [120].

Zu diesen alternativen Verfahren gehort zum einen die Durchflusszytometrie,
bei der die Phosphorylierung von durch Vasodilatatoren stimulierten
Phosphoprotein (VASP) gemessen wird (PLT VASP / P2Y12 der Firma
Biocytex). Hier betrdgt der Korrelationskoeftizient 0,66 [103].
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Zum anderen der Bedsidetest ,,Verify Now* (P2Y12 Kassetten der Firma
Accumetrics), der die ADP- induzierte Aggregation in Vollblut misst. Der
Korrelationskoeffizient dabei betrdgt 0,73 [104].

Der Korrelationskoeffizient beider Methoden ist in der Untergruppe der
Studienpopulation mit Messergebnissen vor- und nach Clopidogrelgabe (n=60)

niedriger als in der gesamten Studienpopulation (n=149).

Bei der neuen Methode der Vollblutaggregometrie (MEA) fiihrt die Adhdsion
und Aggregation der Blutpladttchen zu einem Impedanzanstieg. Das heif3t, umso
mehr Pléttchen sich an die Elektroden anlagern, desto hoher ist die Impedanz. Es
gibt bei dieser Methode auch keine vom Hersteller festgelegte Obergrenze fiir

die Messwerte.

Die Berechnung der relativen Plittchenhemmung ergab beim Methoden-
vergleich (MEA und LTA) einen Unterschied bei den Messergebnissen vor
Clopidogrelgabe.

In einer anderen Studie haben Hochholzer et al verschiedene Vollblutverfahren
miteinander verglichen.

Unter Anderem fand ein 4-Kanal Impedanzaggregometer (Chronolog Series
590) Verwendung [121]. Die Studienpopulation bestand dabei aus 27 Patienten.
Wie auch in dieser Studie, wurde bei Hochholzer et al die
Thrombozytenfunktion vor und nach einer einmaligen hochdosierten
Clopidogrelgabe (loading Dosis) gemessen. Hochholzer et al kamen zu dem
Ergebnis, dass die relative Plittchenhemmung (%) bei dem Vergleich beider
Methoden (LTA und Impedanzaggregometer) nicht signifikant miteinander
korrelieren. Der ,Spearman rank correlation coefficient” betrug bei der

Impedanzaggregometrie 0,257, bei der LTA dagegen 0,196.
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Bei einem weiteren Verfahren (ULTEGRA) ergab sich ein Korrelations-
koeffizient von 0,135, im Vergleich dazu 0,504 mit LTA.

Die beiden vollblutaggregometrischen Verfahren Multiplate und Chronolog
unterscheiden sich jedoch, was sich auch in den unterschiedlichen
Studienergebnissen wieder spiegelt. Wie vom Hersteller empfohlen, wurde bei
MEA mit Hirudin antikoaguliertes Vollblut verwendet. Hirudin bildet keine
Kalziumkomplexe aus und hat somit einen enormen Vorteil gegeniiber Citrat als

Antikoagulans [106, 122, 123].

Erstens ist die durch Agonisten induzierte Pléattchenaggregation in
plattchenreichem Plasma (PRP), welches mit Citrat antikoaguliert wurde,
abgeschwacht. Desweiteren ist das Fehlen von zweiwertigen Ionen bei citriertem
Vollblut fiir einige Aspekte der Plattchenfunktion von enormer Bedeutung [122,
124].

Zweitens ist die zweite Welle der agonisteninduzierten Aggregation speziell in
geringer Kalziumumgebung infolge vermehrter Thromboxanverbindungen

gesteigert [125, 126].

In dieser Studie wurde Hirudin auch als Antikoagulans fiir die LTA verwendet.
Das fiihrte zu einer identischen Ionenkonzentration und somit zu einer idealen
Voraussetzung fiir den Methodenvergleich von MEA und LTA.

Dariiber hinaus arbeitet MEA mit Einwegtestzellen, die {iiber doppelt
angeordnete Impedanzsensoren verfiigen [106]. Diese doppelt angeordneten
Sensoren verschaffen dem System eine niedrige Fehlerrate und eine
automatische Qualitdtskontrolle bei jeder Messung. So werden von beiden
Sensoren getrennt die Impedanz gemessen, der Korrelationskoeffizient ermittelt

und die Flichen unter den Aggregationskurven (AUC) miteinander verglichen

[111].
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Messergebnisse, die auBlerhalb der Toleranz liegen, werden vom Geréit
angezeigt. Dazu zdhlt ein Korrelationskoeffizient von <0,98 und eine
Abweichung von >20 % zu einer durchschnittlichen Kurve. Ublicherweise sind
Einwegmesszellen im Vergleich zu wieder verwendbaren Messzellen, so wie sie
meistens bei dem Chronolog-Aggregometer Verwendung finden, von Vorteil.
Diese Aussage ist auch nahe liegend, da das mehrfache Auswaschen und
Reinigen der Testzellen die Oberflacheneigenschaften der Elektroden verdndern

kann.

Eine elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt in 2.000-facher VergroB3erung,

wie die zusammengelagerten Blutpléttchen nach einer Vollblutaggregation auf

der Elektrodenoberfldache einer Multiplate Einwegtestzelle haften

(Abbildung 16).

Abbildung 16: Elektronenmikroskopisches Bild von zusammengelagerten
Blutpliittchen nach einer Vollblutaggregation in 2.000-facher Vergrofierung
(Quelle: freundlicherweise von PD Dr. Armin Reininger zu Verfiigung gestellt.
Klinikum der Universitdt Miinchen, Abteilung fiir Hamostaseologie und
Transfusionsmedizin)
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Es ist durchaus moglich, dass auch eine griindliche Reinigung der Testzellen
nicht zum vollstindigen Entfernen der Blutplattchen von den Elektroden fiihren
kann. Folglich konnen wieder verwendbare Messzellen das Testergebnis
beeinflussen. Inzwischen werden aber auch Einwegmesszellen fiir das
Chronolog-Aggregometer angeboten [119]. Trotzdem finden sie weitestgehend

keine Anwendung.

Bei MEA werden die Messergebnisse als Flache unter der Kurve (AUC)
angegeben. Diese Flache ergibt sich aus der maximalen Aggregation in
Abhidngigkeit von der Zeit. Im Allgemeinen hat die Messung der Plittchen-
funktion in Vollblut mehrere Vorteile gegeniiber der konventionellen optischen

Aggregometrie (LTA) in plattchenreichem Plasma (PRP).

Der groflte Vorteil ist sicher die Zeitersparnis bis zum Vorliegen des
Messergebnisses. Diese wird durch den Wegfall der zeitaufwendigen
Zentrifugationsschritte erreicht, die nétig sind, um plattchenarmes Plasma (PPP)
und pléttchenreiches Plasma (PRP) zu erhalten. Dariiberhinaus ist
pléttchenreiches Plasma (PRP) im Vergleich zu der physiologischen Umgebung
ein unnatlirliches Milieu, in dem Erythrozyten, Leukozyten und groBere
Thrombozytenuntergruppen fehlen. Diese beeinflussen jedoch die Messung der

Thrombozytenaggregation [127].
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Bei MEA findet die Aggregation an der Oberfliche der Elektroden statt, im
Unterschied dazu in einer fliissigen Losung bei LTA. Physiologischer Weise
findet die Koagulation der Thrombozyten im Organismus an Oberfldchen wie
Plaques oder GefalBwanddefekten statt. Nur unter besonderen Umstdanden findet
die Koagulation in fliissiger Losung statt. Als Beispiele sind hier die
,disseminierte intravaskuldre Koagulopathie* (DIC) und die ,,Heparin induzierte

Thrombozytopenie* (HIT) vom Typ II zu nennen.

Aufgrund dieser elementaren Unterschiede zwischen MEA und LTA konnen die
Messergebnisse zwar miteinander verglichen werden, sind aber nicht als gleich-
wertig anzusehen. Unklar ist jedoch, ob die mit MEA erhaltenen Messergebnisse
eine grofere Relevanz fiir das Outcome der Patienten nach perkutaner

Koronarintervention (PCI) haben.

Abschlieffend kann gesagt werden, dass MEA eine standardisierte und schnelle
Methode ist, um die individuelle Thrombozytenfunktion vor- und nach einer

Clopidogrelgabe zu messen.

MEA kann auch dazu dienen, Patienten mit bevorstehender -elektiver
Koronarintervention (PCI) oder einem akuten Koronarsyndrom einem

antithrombozytiren Therapieschema zuzuordnen.

Uberzeugende Daten, die prognostische Aussagen in Bezug auf die Messung der
Thrombozytenfunktion bei Clopidogrelbehandlung zulassen, existierten jedoch
lange Zeit nur fiir die optische Aggregometrie nach Born (LTA) in
pléattchenreichem Plasma (PRP) [68, 70, 71, 74, 81, 108].
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Bei neueren wissenschaftlichen Arbeiten wie beispielsweise der Nebenstudie der
TROPICAL-ACS Studie bewerteten Aradi et al das Blutungs- und
Thromboserisiko bei Patienten in Bezug auf eine hohe oder niedrige
Plattchenreaktivitit (HPR/LPR) durch ADP. Verglichen wurde eine Gruppe, bei
der alle Patienten mit Prasugrel behandelt wurden mit einer zweiten Gruppe, die
entsprechend des Ergebnisses nach einer Pléittchenfunktionsmessung mit MEA
entweder Clopidogrel oder Prasugrel erhalten haben. Es zeigte sich, dass
Patienten mit einer hohen Pléttchenreaktivitit (HPR) ein erhohtes Risiko fiir
thrombotische Ereignisse und Patienten mit einer niedrigen Pléttchenaktivitit
(LPR) ein erhohtes Blutungsrisiko hatten. Zusammenfassend ergab die
Eskalation der Clopidogreltherapie bei ACS-Patienten mit dem potenteren
Thienopyridin Prasugrel ein dhnliches Ergebnis wie bei Patienten ohne HPR
unter Clopidogreltherapie.

Umgekehrt zeigte sich ein erhohtes Blutungsrisiko bei Patienten mit einer
niedrigen Plittchenreaktivitidt (LPR) unabhéngig davon, ob sie mit Clopidogrel
oder Prasugrel behandelt wurden [128].

Durch diesen wissenschaftlichen Stellenwert der MEA ergeben sich neue
Therapieansdtze um sowohl das Thromboserisiko als auch das Blutungsrisiko

nach Koronarinterventionen zu minimieren.

Neben der Phénotypisierung mit Messung der Plittchenreaktivitit (HPR/LPR)
ist auch die Genotypisierung durch Feststellung der Funktion des CYP2C19
Allel von Bedeutung.
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In Studien konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von potenteren
Thienopyridinen wie beispielsweise Prasugrel im Vergleich zu Clopidogrel zu
einem besseren Outcome hinsichtlich thrombotischer Ereignisse bei Patienten
mit hoher Pléttchenreaktivitit (HPR) oder funktionslosem CYP2C19 Allel
gefiihrt hat.

Entsprechend zeigte sich ein niedriges Risiko fiir thrombotische Ereignisse und
Blutungskomplikationen nach Clopidogrelbehandlung bei Patienten ohne eine
hohe Plittchenreaktivitit (HPR) oder funktionslosem CYP2C19 Allel [25, 86,
129].

Die Erlangung der Giiltigkeit im klinischen Alltag war nicht die Zielsetzung der
vorliegenden Studie. Die GroB3e der Studienpopulation dieser wissenschaftlichen
Arbeit ist viel zu klein um ausreichend zu analysieren, ob die Messergebnisse,
die mit MEA und LTA zum Zeitpunkt der Koronarintervention (PCI) erzielt

wurden, eine Voraussage auf mogliche thrombotische Zwischenfille nach der

Intervention (PCI) zulassen.

Ob die Information iiber den Nutzen von Clopidogrel, die mit Hilfe von MEA
erzielt wurde, genauso- oder sogar mehr Aussagekraft als die mit LTA
gewonnene in Bezug auf das Vorkommen von thrombotischen Zwischenfillen
nach einer Koronarintervention (PCI) hat, muss in einer speziellen grof3-

angelegten Studie geklart werden.

Auch andere Forschungsgruppen wie zum Beispiel Aradi et al oder Bernlochner
et al beschiftigten sich mit der Rolle der Plattchenfunktionstestung bei Patienten

die eine Koronarintervention erhalten [130, 131].
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5 Weitere wissenschaftliche Arbeit

5.1 Beschreibung

Neben der vorliegenden Studie wurde noch eine weitere wissenschaftliche
Arbeit mit dem Titel ,,Auswirkungen von Bivalirudin oder unfraktioniertem
Heparin auf die Thrombozytenaggregation wihrend einer elektiven Koronar-
intervention bei mit 600 mg Clopidogrel vorbehandelten Patienten realisiert,
bei der ebenfalls das neue vollblutaggregometrische Verfahren ,MEA“ zum

Einsatz kam.

Untersucht wurde der Einflufl von Bivalirudin und unfraktioniertem Heparin auf
die Plittchenaggregation wihrend einer geplanten Koronarintervention (PCI) bei
Patienten, die eine einmalige vorherige Gabe von 600 mg Clopidogrel erhalten
hatten. Die Studienpopulation dieser als doppelblind angelegten Arbeit umfasste
100 (n=100) Patienten. Die erste Blutentnahme fand unmittelbar vor der
Koronarintervention (PCI) statt. Wiahrend des Eingriffs erhielten die Probanden,

dann entweder Bivalirudin oder unfraktioniertes Heparin.

Nach Beendigung der Intervention fand die zweite Blutentnahme statt, eine
Dritte dann nach 24 Stunden. Auch bei dieser Studie wurde die mit ADP
aktivierte Thrombozytenaggregation sowohl mit der herkdmmlichen optischen
Aggregometriec nach Born (LTA) als auch mit der neuartigen

Vollblutaggregometrie (MEA) gemessen.

Bei der Messung vor der Koronarintervention (PCI) ergaben sich fiir die ADP-
induzierte = Plittchenaggregation  dhnliche Werte in der gesamten

Studienpopulation (P=0,99 mit LTA; P=0,28 mit MEA).
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Die Subpopulation, die mit Bivalirudin wahrend der Intervention behandelt
wurden, zeigten eine signifikante Hemmung der Thrombozytenaggregation bei
der zweiten Blutentnahme (P=0,012 mit LTA; P=0,008 mit MEA).

Keinen signifikanten Einfluss auf die Aggregation der Blutplittchen hatte
dagegen die Gabe des unfraktionierten Heparins wéhrend der Koronar-

intervention (PCI) (P=0,42 mit LTA; P=0,78 mit MEA).

Bei der dritten Messung 24 Stunden nach der Intervention war die
Thrombozytenaggregation in beiden Populationen wieder dhnlich (P>0,05 mit

LTA und MEA).

5.2 Ergebnis der Studie

Die Gabe von Bivalirudin wihrend einer Koronarintervention bei Patienten, die
mit 600mg Clopidogrel vorbehandelt sind, fiihrt zu einer verstirkten Hemmung
der Thrombozytenaggregation. Eine Anwendung von unfraktioniertem Heparin
erbringt dagegen zu den 600 mg Clopidogrel keine zusétzliche Hemmung der

Pléittchenaggregation.
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6 Zusammenfassung

Wissenschaftliche Studien haben gezeigt, dass das Mall der Thrombozyten-

aggregation eine Vorhersage iiber das klinische Outcome zulésst.

Fiir Messungen dieser Art fand bisher das Goldstandardverfahren optische
Aggregometrie nach Born (LTA) in plittchenreichem Plasma Verwendung.
Dieses Verfahren (LTA) ist allerdings sehr zeitaufwendig und wenig
standardisiert.

Daher wiére ein schnelles und standardisiertes Verfahren zur Messung der
Plattchenfunktion nach einer Clopidogrelgabe fiir den klinischen Gebrauch von
enormem Vorteil.

Vor Studienbeginn kam ein damals neu entwickeltes Verfahren namens
,mehrfach  Elektroden Aggregometrie (MEA) zur Messung der
Thrombozytenaggregation in Vollblut auf den Markt.

Das Ziel dieser Studie lag in der Bewertung und im Vergleich der
Thrombozytenfunktion nach Gabe einer 600 mg Loadingdosis Clopidogrel
gemessen mit LTA und MEA.

Bei dieser Studie wurden Blutproben von 149 Patienten untersucht, die einer
elektiven Koronarangiographie zugefiihrt und mit 600 mg Clopidogrel-Loading
vorbehandelt wurden. Bei 60 dieser Patienten erfolgte zusdtzliche noch eine
weitere Messung vor dem Loading.

In Vitro wurde die Thrombozytenaggregation mit Adenosindiphasphat (ADP)
ausgelost und mit LTA und MEA gemessen.
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Es zeigte sich bei dem neuen Verfahren MEA eine signifikante Reduktion der

Plattchenhemmung nach der Clopidogrelbehandlung (P<0,0001).

Bei dem Vergleich von LTA und MEA ergab sich eine deutliche Korrelation der
beiden Verfahren bei der Messung der ADP-induzierten Thrombozyten-

aggregation (,,Spearman rank correlation coeffizient* von 0,71 und P<0,0001).

Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass das neue Verfahren MEA den
Clopidogreleffekt erkennt und dass die mit dem schnellen und standardisierten
Verfahren MEA gemessenen Werte der Thrombozytenaggregation vor und nach

Clopidogrelgabe mit den durch LTA gemessenen Werten korrelieren.
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8.1 Verzeichnis verwendeter Abkiirzungen

AC Adenylatcyclase

ADP Adenosindiphosphat
AMP Adenosinmonophosphat
ASS Acetylsalicylsdure

AU arbitrary units

AUC area under the curve
BMI Body-mass-index

BMS bare metal stent

BRD Bundesrepublik Deutschland
°C Grad Celsius

Ca Calcium

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CvV Variationskoeffizient

CYP3A Cytochrom P450 3A4

CYP450  Cytochrom P450

DAG Diacylglycerole

DES drug eluting stent

DIC disseminierte intravaskuldre Koagulopathie
EF Ejektionsfraktion

GDP Guanosindiphosphat

GP Ia Glykoprotein Ia

GP IIb-1lIa Glykoprotein IIb-I11a
GP Illa Glykoprotein Illa

GTP Guanosintriphosphat
Hb Hamoglobin
HDL high density lipoproteins

HIT Heparin induzierte Thrombozytopenie
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HPR
IPA
IP3
KHK
LCA
LDL
LPR
LTA
MEA
mg

mm

un
U/min

VASP

high platelet reactivity

inhibited platelet aggregation
Inositoltriphosphat

koronare Herzkrankheit

left coronary artery

low density lipoproteins

low platelet reactivity

light transmission aggregometrie
mehrfach Elektroden Aggregometrie
Milligramm

Millimeter

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromol

Stichprobenumfang

Natriumchlorid

percutaneous coronary intervention
Polymerase Kettenreaktion

Protein Kinase Aktivation (aktivierte Proteinkinase)
Phospholipase C
Protonenpumpeninhibitor

platelet poor plasma

platelet rich plasma

percutaneous transluminal coronary angioplasty
Standardabweichung

Units pro Liter

Umdrehungen pro Minute

Vasodilator stimuliertes Phosphoprotein
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