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1. Einleitung

1.1 Rolle des Thrombozyten fliir die Hamostase

Das Blut hat durch seine Gerinnbarkeit die Fahigkeit, einem unkontrollierten
Durchtritt durch eine Gefallwandlasion entgegenzuwirken. Die Bildung eines
GefalRwandthrombus, welcher zur Blutstillung fuhrt, wird Hdmostase genannt.

Diese Funktion erflillen plasmatische sowie zellulare Bestandteile des Blutes
und der Gefallwand. Der Thrombozyt interagiert mit den einzelnen Komponenten
und stellt somit das zentrale Bindeglied dar. Im Falle einer GefalRverletzung kommt
es zu einer Interaktion des Thrombozyten mit subendothelialen Strukturen der
GefalBwand und zu einer primaren Defektabdichtung. Gleichzeitig setzt er weitere
Gerinnungsmechanismen ingang, welche schliellich eine Wiederherstellung der
Gefallwandintegritdt bewirken. Aktivierung und Hemmung der Gerinnung sind
physiologischerweise im Gleichgewicht. Um eine UberschieRende Gerinnselbildung
und deren schadigende Folgen zu verhindern, wird die Gerinnungskaskade durch
antikoagulatorische und fibrinolytische Faktoren reguliert.

Ein intaktes Gefalkendothel verhindert den Kontakt der Thrombozyten mit den
adhasiven Bestandteilen des Subendothels. Damit stellt es eine wesentliche Barriere
auf dem Weg zur Atherogenese dar (97). Eine krankhaft veranderte Gefallwand ruft
andererseits eine gesteigerte Aktivitat von Blutplattchen hervor (75). Die Erforschung
der Rolle des Thrombozyten in diesem Pathomechanismus ist deshalb von gro3em

Interesse.



1.2 Morphologie des Thrombozyten

Thrombozyten, die kleinsten Zellen des Blutes, entstammen dem Knochen-
mark. Sie entstehen dort aus Abschnirungen der Megakaryozyten und sind kernlos.
In einem Mikroliter Blut finden sich zwischen 150 000 und 300 000 Thrombozyten
(37). Sie werden physiologischerweise nach ca. einer Woche durch Leber und Milz
abgebaut. Im ruhenden, nicht-aktivierten Zustand hat die Zelle eine diskoide Form

mit einem Durchmesser von 2 - 4um.

Die morphologische Struktur eines Thrombozyten lalt sich in vier Zonen

gliedern:

Im Bereich der Zellmembran, periphere Zone genannt, kommen Proteine, Muko-

polysaccharide und v. a. Glykoproteine als Oberflachenrezeptoren vor.

Die Zone des Zytoplasmas und Zytoskeletts, bestehend aus verschiedenen Fila-
menten und Mikrotubuli, bendtigt der Thrombozyt, um seine Form zu verandern und

Pseudopodien auszubilden.

Im Zellinneren befindet sich die Zone der Organellen mit Mitochondrien, Golgi-
apparaten, Ribosomen und verschiedenen Arten von Granula. Letztere dienen als
Speicherorganellen und enthalten entweder thrombozyten-spezifische Proteine (a-
Granula), hydrolytische Enzyme (lysosomale Granula) oder niedermolekulare Ver-
bindungen wie ADP, ATP, Calzium und Serotonin, welche ihnen elektronenmikro-
skopisch eine optisch héhere Dichte verleihen (dichte Granula oder ,dense bodies®)
(59).

Die vierte Zone bilden zwei Membransysteme: Das ,surface connected system®
(SCS) besteht aus den Thrombozyten durchziehenden Kanalen, die mit der Plasma-
membran verbunden und durch Poren von extrazellular zuganglich sind. Das ,dense
tubular system® (DTS) bildet einen Hauptspeicherort fur Calzium, welches eine zen-
trale Rolle im Stoffwechsel des Thrombozyten einnimmt. Das kanalikulare System
bildet transzellulare Membranstapel, welche mit der Plattchenoberflache und mit dem

Zellinneren verbunden sind und so dem Stoffaustausch dienen. Die Membranstapel



konnen nach Aktivierung des Thrombozyten mit der Zellmembran verschmelzen, wo-
durch Glykoproteine, die als Membranrezeptoren fungieren, an die Zelloberflache
gelangen (22).

1.3 Physiologie des Thrombozyten

1.3.1 Adhasion und Phase der Aktivierung

Der Zusammenlagerung von Thrombozyten zu einem abdichtenden Throm-
bus, der sogenannten Aggregation, geht die Adhasion voraus.

Bei einer Beschadigung der Gefallinnenwand wird das darunterliegende Sub-
endothel mit seinen Struktur- und Adhasionsproteinen, v. a. Kollagen und von-Wille-
brand-Faktor (VWF), freigelegt (88). Die spezifischen Rezeptoren, die der Thrombo-
zyt auf seiner Oberflache tragt, ermoglichen — auch unter hohen Scherkraften im ar-
teriellen Stromgebiet — Kontakt mit diesen Proteinen (so z. B. der vWF-Rezeptor, das
GPIb-V-I1X) und gewahrleisten die erste Bindung des Blutplatichens an die Gefal3-
wand. Sie wird primare Adhdsion genannt, wenn sich der Thrombozyt dabei in ru-
hendem Zustand befindet, und sekundare Adhasion, wenn er bereits aktiviert war
(1; 28). Wahrend dieser Kontaktphase erfolgt Uber Bindung weiterer membranstandi-
ger Rezeptoren flr Kollagen, Fibronektin und Laminin eine Stabilisierung der Platt-

chenanlagerung (75; 97).

Der Adhasionsprozess fuhrt zur Aktivierung des Thrombozyten:

- Er vollzieht eine Formveranderung (,shape change®), womit er seine Oberflache
von 8 auf 13 pm? vergroRert.

- Er bildet Pseudopodien aus und spreizt sich (,spreading“), um eine effektive Ab-
dichtung der GefalRwandlasion zu erzielen.

- Die thrombozytaren Granula sezernieren ihre Inhaltsstoffe (Degranulation). Hierzu
verschmelzen sie entweder mit der Plasmamembran (Exozytose) oder mit dem
,surface connected system“ des Thrombozyten und geben so ihre gerinnungswirk-

samen Substanzen frei (,release®) (37), (Abb. 1.1).



Die granularen Inhaltsstoffe verstarken sowohl autokrin den Aktivierungsvor-
gang als auch parakrin die Stimulation noch ruhender Thrombozyten, die aus der
Zirkulation rekrutiert und zur Aggregation mit schon adharenten Plattchen angeregt
werden (96).

Diese Prozesse sind abhangig von einem aktivierungsbedingten Anstieg der
intrazellularen Konzentration an Calziumionen. Es besteht eine direkte Korrelation
zwischen der Menge an intrazellularem Calzium und dem Aktivierungsgrad des

Thrombozyten.

Abb. 1.1: Aktivierungsphase eines Thrombozyten:
Der Anstieg der intrazellularen Calzium-Konzentration 16st die Formveranderung, Pseudo-

podienbildung und Degranulation der Zelle aus.

Eine Vielzahl von Substanzen kann den Thrombozyten aktivieren und intra-
zellulare Reaktionen auslosen. Teils werden sie vom Thrombozyten selbst syntheti-
siert, teils vom umliegenden Gewebe oder Plasma bereitgestellt. Ein zentraler Stel-
lenwert kommt hierbei der Sekretion von Adenosindiphosphat (ADP) zu. Es wird
ebenso vom geschadigten GefalRwandgewebe wie auch von Endothelzellen und
Erythrozyten freigesetzt. Fur ADP besitzt der Thrombozyt Rezeptoren, deren Bin-
dung zum raschen Calzium-Einstrom und zur Formveranderung der Zelle fuhrt.
SchlieBlich kommt es zur Aktivierung des Fibrinogenrezeptors GPIlIb-llla. Dieser
vollzieht eine Konformationsanderung und ermoglicht dadurch die Bindung von

Fibrinogen, die Voraussetzung fur eine stabile Thrombusbildung.



Das Glykoprotein GPIlIb-llla erkennt im aktivierten Zustand bestimmte Amino-
sauresequenzen, die im Fibrinogenmolekll vorkommen, und bindet diese. Die Fibri-
nogenbricken ermoglichen eine Aggregatbildung der Thrombozyten. Die Bindung
von Fibrinogen erfordert eine Konformationsanderung des GPlIb-llla, die durch ADP,
Thrombin, Adrenalin oder andere Stoffe ausgeldst wird (43; 44; 47; 82; 96),
(Abb.1.2).

Degranulation
' CD62P

() o
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GPllb-llla Mikropartikel

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Thrombozytenaggregation:

Die Stimulierung der Thrombozyten bewirkt eine Konformationsanderung des GPlib-llla.
Dies ermdglicht die Bindung von léslichem Fibrinogen an das GPlIb-llla und die Bildung von
Plattchenaggregaten Uber Fibrinogenbriicken. Auflerdem kommt es durch die Aktivierung
des Thrombozyten zur Freisetzung von Inhaltsstoffen aus den Granula: Epi: Epinephrin;

Col: Kollagen; Thr: Thrombin; ADP: Adenosindiphosphat; Fg: Fibrinogen.

Chemotaktisch angelockt lagern sich noch zirkulierende Thrombozyten an und
unterstiutzen diese Prozesse. Desweiteren sezerniert der Thrombozyt aus freige-
setzter Arachidonsaure synthetisiertes Thromboxan A,, welches die Aktivierung wei-
terer Thrombozyten veranlaldt, vasokonstriktorisch wirkt und durch die Verlangsa-
mung des Blutstromes eine Thrombusbildung begunstigt. Das Endstadium ist er-
reicht, wenn der Thrombozyt vollkommen Uber dem Subendothel ausgespreizt und
die Endothellasion gegenuber dem Blutstrom abgedichtet ist (75), (Abb.1.3).
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Thrombozytenadhasion am Subendothel:

(A) Zu Beginn erfolgt die Bindung von GPIb-V-IX an den von-Willebrand-Faktor der
Endothelzellen.

(B) Dieser Kontakt 16st eine weitere Aktivierung von Membranglykoproteinen aus und bewirkt
damit die Stabilisierung der Bindung.

(C) Es kommt zur Aktivierung und Formveranderung des Thrombozyten mit Aktivierung des
GPlIb-Illa-Rezeptors und der Freisetzung von granuldren Inhaltsstoffen.

(D) Der Thrombozyt bildet Pseudopodien und spreizt sich Uber dem Subendothel aus.

Fn: Fibronektin; Kol: Kollagen; Lam: Laminin;
vWF: von-Willebrand-Faktor; TxA,: Thromboxan A,; AA: Arachidonsaure
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1.3.2 Aggregation

Die der Gefalllasion anhaftenden Thrombozyten werden Uber Bricken aus Fi-
brinogen zunachst locker untereinander verbunden (Koadhéasion). Diesen Vorgang
nennt man primare Aggregation, er ist reversibel. Verzogert kommt es zur sekun-
daren Aggregation. Dabei werden die granuldren Inhaltsstoffe freigesetzt, Fibrino-

gen wird zu Fibrin gespalten. Die sekundare Aggregation ist irreversibel (87).

Fibrinogen liegt in gesundem Plasma in ausreichender Menge vor. Thrombo-
zyten von Patienten mit einer Hypo- bzw. Afibrinogenamie dagegen haben zwar eine
normale Funktion, kdnnen jedoch nur eingeschrankt oder gar nicht aggregieren. Bei
der Thrombasthenie Glanzmann-Naegeli mangelt es dagegen nicht am Fibrinogen,
sondern an dessen thrombozytarer Bindungsstelle, dem Fibrinogenrezeptor. Beide

Erkrankungen haben eine verlangerte Blutungszeit der Betroffenen zur Folge (37).

1.3.3 Sekundare Hamostase

Um eine effektive Blutstillung zu erzielen, ist eine Konsolidierung des instabi-
len Plattchenaggregates erforderlich. Diese wird durch die Aktivierung der Gerin-
nungskaskade eingeleitet, deren Einteilung in ein intrinsisches und ein extrinsisches
System erfolgte. Beiden Systemen gleich ist die gemeinsame Endstrecke, in welcher
die Serinprotease Prothrombin in ihre aktive Form, Thrombin, gespalten wird, wel-
ches Fibrinogen zu Fibrin spaltet. Damit wird eine Verfestigung des Gerinnsels er-

reicht, welches sich anschlieend retrahiert (37).
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1.4 Thrombozytare Membranrezeptoren

Um zu einer effektiven Blutgerinnung beizutragen, mul® der Thrombozyt mit
allen beteiligten Komponenten (Thrombozyten, Endothel, Gerinnungsfaktoren, extra-
zellulare Matrix) interagieren. Dies geschieht durch ein komplexes System an Re-
zeptoren, die Uberwiegend auf der Oberflache der Zelle lokalisiert sind bzw. expo-
niert werden, sobald eine Aktivierung stattfindet. Ein Rezeptor kann je nach Funk-
tionszustand beschrieben werden als ruhend, liganden-gebunden oder aktiviert (37).

Eine Markierung dieser Oberflachenrezeptoren mit spezifischen fluoreszieren-
den Antikdrpern ermdglicht ihre durchfluBzytometrische Untersuchung. Das von
Shattil und Mitarbeitern 1987 entwickelte Verfahren ist derzeit die Methode der Wahl,
aktivierungsabhangige Veranderungen auf der thrombozytaren Oberflache festzu-
stellen (65).

Die elektrophoretischen Eigenschaften klassifizieren die Rezeptortypen in Glykopro-
teine und Nicht-Glykoproteine.

Ihrer Molekulstruktur nach werden die thrombozytaren Adhasionsrezeptoren
unterteilt in vier Gruppen: Integrine, Leuzin-reiche Glykoproteine, Selektine und

immunglobulin-ahnliche Adhasionsrezeptoren.

Integrine fungieren als Adhasionsrezeptoren, die Strukturen des Zytoskeletts
mit der extrazellularen Matrix verbinden. Sie besitzen ubiquitar eine bedeutende
Rolle (53). Auf der thrombozytaren Oberflache steht ein bestimmtes Integrin im Vor-
dergrund: das Glykoprotein llb-llla, die Bindungsstelle des Fibrinogens. Seine be-
sondere Rolle wird in 1.3.1 beschrieben.

Zu den Leuzinreichen Glykoproteinen gehoért der Membranglykoprotein-
komplex Ib-V-IX, der Rezeptor fur von-Willebrand-Faktor.

Selektine sind vaskulare Adhasionsrezeptoren, welche auf Endothelzellen,
Leukozyten und Plattchen zu finden sind und je nach Vorkommen E-, L- oder P-
Selektin genannt werden. P-Selektin wird in den thrombozytaren a-Granula und in
den Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen gespeichert. Sobald es von akti-
vierten Thrombozyten exprimiert oder in I6slicher Form freigesetzt wird, fordert es in-
flammatorische Reaktionen und die Beteiligung von neutrophilen Leukozyten bei

vaskularen Reparaturvorgangen. Die Exprimierung von P-Selektin kann durchfluf3-
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zytometrisch mit anti-P-Selektin-Antikérpern (CD62P) erfasst werden (75). P-Selektin
ist daher ein Degranulationsmarker (63).

Das ,platelet-endothelial-cell-adhesion-molecule-1“ (PECAM-1) sowie das
sintercellular-adhesion-molecule-2“ (ICAM-2) sind Rezeptoren vom Immunglobulin-
Typ. Sie spielen eine Rolle bei der Plattchenadhasion an das Subendothel bzw. bei
der Interaktion mit Endothelzellen, neutrophilen Granulozyten und Monozyten, und
sind mitverantwortlich fur durch Thrombozyten vermittelte entzindliche Gefallveran-
derungen (37; 38).

Eine Klassifizierung der thrombozytaren Membranrezeptoren zeigt Tab. 1.1:

Strukturelle Elektrophoretische CD- Anzahl Rezeptoren
Klassifizierung Klassifizierung Nomenklatur pro Thrombozyt
Integrine
02+ GPla-lla CD49b 1000
a3+ GPlc-lla CD49c 1000
QP GPIc’-lla CD49f 1 000
allB; GPllb-llla CD41-CD61 60 000 — 100 000
a3 GPav-llla CD51-CD61 100
Leuzinreiche Glykoproteine
- GPIb-V-IX CD42a-b-c 25000
- GPIV (GPIlIb) CD36 15 000 - 25 000
Selektine
- P-Selektin CD62P 12 000
Immunglobulinahnliche
- ICAM-2 CD102 5000
- PCAM-1 CD31 3 000
Lysosomale Proteine
- GP53 CD63 3 000
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1.4.1 GPlib-llla

Der Fibrinogenrezeptor ist das am haufigsten vorkommende Membranglyko-
protein mit einer durchschnittlichen Oberflachenexpression von 60 000 bis 100 000
Rezeptoren pro Thrombozyt und macht 1-2% des zellularen Gesamtproteingehaltes
aus (47). Unter physiologischen Bedingungen tragen zirkulierende Blutplattchen 70%
ihrer Fibrinogenrezeptoren konstitutiv im nicht-aktivierten Zustand auf ihrer
Oberflache, die restlichen 30% werden erst nach Aktivierung aus ihren intrazellularen

Speichern (offenes kanalikulares System und a-Granula) exponiert.

Der GPIllb-llla-Rezeptor ist ein Heterodimer, bestehend aus einer o-
Untereinheit (GPIIb) und einer B-Untereinheit (GPllla) (81). Der Antikorper anti-CD41
bindet von extrazellular das GPIIb, der Antikdrper anti-CD61 das GPllla (43).

Aktiviertes GPllb-llla kann durch Markierung mit PAC-1 Antikorpern
durchflulRzytometrisch nachgewiesen werden (103). Durch die aktivierungsabhangige
Konformationsanderung wird der Rezeptor in einen hochaffinen Funktionszustand
uberfuhrt, in welchem er die Signalsequenzen des Fibrinogens (RGD und KQAGDV)
erkennen und binden kann. Weitere RGD und KQAGDV enthaltende Peptide
konkurrieren dabei mit Fibrinogen um eine gemeinsame Bindungsstelle (58; 82),
(Abb.1.4). Durch Blockierung des GPllIb-llla ist eine effektive Hemmung der

Ausbildung von Plattchenthromben maoglich.
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Fibrinogen Bindungstelle

RGD (109-171 N
( ) Ca2+
Ca%* Dodeca (KQAGDV)-
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KGD (211-222) - Ec
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N
Plasmamembran 7
C \C
GPllla GPlib
(B3) (oip )

Abb. 1.4: Struktur des GPllb-llla:
Der Fibrinogenrezeptor besteht aus einer a-Untereinheit (GPIIb) und einer B-Untereinheit
(GPIlla).

1.4.2 GPIb-V-IX

Der von-Willebrand-Faktor kommt im physiologischen Zustand im sub-
endothelialen Kollagen, in den Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen sowie
im Plasma vor, wo er an den Gerinnungsfaktor VIII gebunden ist. Seine Struktur ge-
wahrleistet bei einer Lasion der Gefaldintima eine rasche Anheftung von Thrombo-
zyten an die subendothelialen Gefallwandkomponenten (89). Der Glykoprotein-Ib-V-
IX-Komplex fungiert als thrombozytarer Rezeptor fur den von-Willebrand-Faktor und

spielt eine zentrale Rolle in der primaren Hamostase. Er kann durch einen der spezi-
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fischen Antikorper anti-CD42a, -b oder -c gebunden werden. Ist der Antikérper mit ei-
nem Fluoreszenzfarbstoff naturiert, so kann diese Markierung als Erkennungsmerk-
mal far Thrombozyten in der durchflulizytometrischen Erfassung herangezogen wer-
den (35).

1.4.3 ADP-Rezeptoren

Die fur die Fibrinogenbindung notwendige Aktivierung des GPlIb-llla erfolgt
Uber eine Reihe von Agonisten, welche an spezifische Rezeptoren auf der Ober-
flache des Thrombozyten binden. Die Substanzen werden hauptsachlich von den
Plattchen selbst synthetisiert. Neben Serotonin und Thromboxan ist dies v. a. Ade-
nosindiphosphat. ADP triggert ,shape change®, Degranulation, Aggregation und Mo-
bilisation von Calziumionen des Thrombozyten. Es wird ebenso von beschadigten

Erythrozyten sowie verletztem Endothel freigesetzt (45).

Rezeptoren, welche von extrazellularen Adeninnukleotiden gebunden werden,
heiRen Purinozeptoren (P2). Es wurden bislang mehrere Subtypen gefunden, die
nach ihrem Signaltransduktionsmodus in ionotrophe (P2X) und metabotrophe (P2Y)
Rezeptoren eingeteilt werden. Auf menschlichen Blutplattchen wurden bisher drei

Purinozeptor-Arten naher identifiziert (55).

Als erstes beschrieben wurde die Funktion des P2Xs-Rezeptors. Es handelt
sich dabei um einen lonenkanal, der durch Bindung von ADP einen raschen Ein-
strom von Calziumionen in die Zelle und die Formveranderung des Thrombozyten
ermdglicht. Auch die Bindung von ATP, welches von aktivierten Thrombozyten bzw.
im Bereich des verletzten Endothels freigesetzt wird, kann eine direkte Stimulation
der Plattchen bewirken (85). P2X-Rezeptoren scheinen flr die thrombozytare Ag-
gregation nicht unabdingbar zu sein, denn diese funktioniert auch, wenn der Rezep-
tor im Refraktarzustand ist (102).

Die ionotrophen Purinozeptoren stellen keinen Angriffspunkt flr die Substanz-
klasse der Thienopyridine dar. Dies kdnnte eine Ursache daflr sein, dal} trotz Be-
handlung mit Ticlopidin oder Clopidogrel ein intrazellularer Calziumanstieg sowie

eine Formveranderung der Plattchen nicht zu verhindern sind (34).
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P2Y-Rezeptoren bestehen aus sieben transmembrandsen Domanen, die an
G-Proteine gekoppelt die ADP-induzierte Aktivierung amplifizieren: Im Ruhezustand
ist ein G-Protein auf der Zellinnenseite mit einem Guanin-Dinukleotid verbunden. Die
Bindung des Rezeptors durch ADP von aullen bewirkt, dal® im Zellinneren das GDP
durch ein GTP ersetzt wird. Es erfolgt eine Konformationsanderung des G-Proteins,
worauf sich dessen aktive a-Untereinheit abspaltet und im Zellinneren Gber ein Sig-
nalmolekul (,second messenger®, z. B. IP3, CAMP) die Wirkung weiterleitet. Gleich-
zeitig wird das gebundene GTP zu GDP hydrolysiert und das G-Protein wieder inak-
tiviert. Nach den verschiedenen Signalmolekilen werden die G-Proteine sowie die
P2Y-Rezeptoren klassifiziert (16).

Die a-Untereinheit des Rezeptorsubtyps P2Y1 ermdglicht bei Aktivierung IP3-
vermittelt die Mobilisation von Calzium aus den intrazellularen Speichern und initiiert
auf diese Weise die Plattchenaggregation. Das Funktionieren dieses Rezeptors
scheint unverzichtbar fur eine vollstandige Formation von Plattchenaggregaten zu
sein. Bei Individuen, deren P2Y{-Rezeptoren blockiert werden, z. B. aufgrund eines
heriditaren Defekts, wird eine thrombozytare Aggregation und somit eine effektive
Blutstillung verhindert (76). Jedoch scheint ebenso die alleinige Aktivation von P2Y;-
Rezeptoren nicht ausreichend flr eine vollstandige Thrombozytenaggregation zu

sein. Auch P2Y ist nicht Zielrezeptor fur Ticlopidin bzw. Clopidogrel (49).

Eine vollstandige ADP-induzierte Plattchenaggregation erfordert die Koaktivie-
rung der Rezeptoren P2Y; und P2Y, (4):
Der Subtyp P2Y4, veranlal3t G-Protein-vermittelt eine Inhibition der thrombozytaren
Adenylatcyclase, wodurch die Synthese von intrazellularem cAMP supprimiert wird.
Auch dies 16st in der Zelle die Ausschuttung von gespeichertem Calzium aus und ist
schlie3lich essentiell fur die Stabilisierung des Plattchenaggregates (36).
In der Nomenklatur wurde P2Y 4, in den letzten Jahren uneinheitlich P2Y app, P2Y ac,
P2Y.,. oder P2Tac bezeichnet. P2Y1, wurde eindeutig als Zielrezeptor der Thieno-
pyridinderivate identifiziert. Da er ausschlieBlich auf Blutplattchen nachgewiesen
wurde, ist gerade dieser Rezeptor ein interessantes Objekt fur die Erforschung anti-
thrombozytarer Substanzen.
Auch ein kongenital defekter P2Y1,-Rezeptor kann Ursache einer mangelhaften Ag-
gregationsfahigkeit der Plattchen sein (35).

Auf seiner extrazellularen Domane tragt dieser Purinozeptor Cystein-ent-

haltende Aminosaureketten, die von thiolhaltigen Reagenzien wie den Thienopyridi-
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nen verandert werden. Dadurch wird die G-Protein-gekoppelte Antwort des P2Y .-
Rezeptors verhindert (51) (Abb.1.5).

ADP

x Adenylatcyclase¢
IP; J

\ [cAmP] ¢
X
[Ca**]T mm) “shape change” ‘ Aggregation

Abb. 1.5: Metabotrophe ADP-Bindungsstellen:

ADP l6st durch Bindung an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren P2Y, und P2Y,, Uber ei-
nen ,second messenger‘ die Erhéhung der intrazellularen Konzentration an Calziumionen
und damit die Formveranderung und Aggregation des Thrombozyten aus. Die ADP-Wirkung

am P2Y, wird unter Einflu von Thienopyridinen blockiert.

18



Neben den Purinozeptoren wurde noch eine weitere ADP-Bindungsstelle beschrie-
ben, das Aggregin. Dieses Protein scheint im Ruhezustand des Plattchens eine Akti-
vierung des Fibrinogenrezeptors zu verhindern. Wird er von ADP besetzt, verliert er
seine inhibitorische Eigenschaft. Ein Zusammenschlul3 der beiden Untereinheiten
GPIIb und GPllla zu einem Fibrinogen-bindungsfahigen Rezeptor wird ermdglicht
(67).

Adenosin sowie dessen Mono- und Triphosphate AMP und ATP sind die na-
trlichen Antagonisten der ADP-induzierten Plattchenaggregation. Die antithrombo-
zytare Substanz Dipyridamol verhindert den zellularen Abbau von Adenosin und
unterstutzt dadurch dessen inhibitorische Wirkung auf die Aggregation. Kunstliche
Triphosphat-Analoga sind in Entwicklung und konnten kinftig als antithrombozytare

Therapeutika dienen (101).

1.5 Rolle des Thrombozyten in der Pathophysiologie der

koronaren Herzkrankheit

1.5.1 Atherogenese und Progression der Atherosklerose

Zahlreiche Studien belegen, daly Thrombozyten eine zentrale Rolle in der Pa-
thogenese der ischamischen Herzerkrankung spielen (5; 32; 33; 112). Aufgrund ihrer
Fahigkeit zur Exkretion zahlreicher biologisch aktiver Substanzen sind Thrombozyten
zunachst vor allem in der Lage, einen fordernden Effekt auf die Atherogenese aus-
zuuben (3; 110). Die a-Granula der Blutplattchen enthalten eine Vielzahl von mitoge-
nen Wachstumsfaktoren, wie z. B. ,platelet-derived growth factor (PDGF) und
.ransforming growth factor” (TGF) (96). Diese Wachstumsfaktoren bewirken eine
Einwanderung und Proliferation von glatten Muskelzellen und eine Intima-Prolifera-
tion der Blutgefalle an Stellen mit erhohter Aktivitat der Blutplattchen (86). Daruber
hinaus kénnen koronare Risikofaktoren Uber eine Beeinflussung der Thrombozyten-
funktion zur Atherogenese beitragen. Z. B. ist eine Hypercholesterinamie verbunden

mit einem Anstieg der Fibrinogen-Bindung an aktivierte Blutplatichen und einer ver-
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mehrten Freisetzung des P-Selektins (2; 80). Die genannten Risikofaktoren kdnnten
so durch eine erhohte systemische Aktivierung und Degranulation von zirkulierenden
Blutplattchen frihe Mechanismen der Atherogenese induzieren (43).

1.5.2 Akutes Koronarsyndrom

Der Begriff des akuten Koronarsyndroms umfasst ein klinisches Spektrum
akuter oder rasch fortschreitender Symptome einer myokardialen Ischamie, das von
der instabilen Angina pectoris Uber den nicht-transmuralen Myokardinfarkt (Nicht-Q-
Zacken-Infarkt) bis zum akuten transmuralen Myokardinfarkt (Q-Zacken-Infarkt)
reicht (105). Die Ubergange hierbei sind flieRend. Im Gegensatz zur stabilen Angina
pectoris, die im Allgemeinen durch eine verringerte Sauerstoffversorgung des myo-
kardialen Gewebes, bedingt durch eine stabile atherosklerotische Gefalleinengung
hervorgerufen wird, kann es nach unterschiedlich langer Latenzzeit durch akute Ver-
anderungen im atherosklerotisch veranderten Blutgefa® (z. B. durch Einrisse eines
atheromatdsen Plaques) zur Freilegung subendothelialer, thrombogener Strukturen
kommen (111). Die dadurch bedingte Plattchenaktivierung kann zur plotzlichen Ste-
nosierung oder zu Gefallverschlissen durch intravasale Thrombosierung flhren.
Dies bildet die pathophysiologische Grundlage des akuten Koronarsyndroms (91;
111). Die Bildung des intravasalen Thrombus im Bereich des rupturierten Plaques ist
ein komplexer Vorgang des Ineinandergreifens von verschiedensten thrombozytaren
und koagulatorischen Prozessen. Thrombozyten spielen dabei eine zentrale Rolle
und regulieren durch Interaktion mit Gerinnungsvorgangen die Thrombusbildung
(32). Neben der Bildung des thrombotischen Gefallverschlusses sind Blutplattchen
auch an Mikroembolisation und Vasokonstriktion, Plaqueprogression und systemi-
scher Entzindungsreaktion beteiligt. Dies sind Mechanismen, welche die Prognose

bei akutem Koronarsyndrom entscheidend beeinflussen (32).
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1.5.3 Fibrinolyse im akuten Myokardinfarkt

Die intravendse Thrombolyse ist eine weitverbreitete Standardtherapie des
akuten Myokardinfarktes und fihrt zur signifikanten Reduktion der Sterblichkeit nach
akutem Myokardinfarkt.

Bei bis zu 50% der Patienten kommt es jedoch nicht zu einer befriedigenden
Reperfusion des Infarktgefalles (18; 54). Eine weitere Limitation der Effektivitat der
Thrombolyse besteht darin, dafl3 es bei 5 bis 15% der Falle trotz initial erfolgreicher
Wiedereroffnung des Infarktgefalles zum Wiederverschluss kommt, was mit einer
hohen Mortalitadtsrate verbunden ist (18). Eine erhdhte intravasale Plattchenaktivie-
rung scheint den Erfolg der fibrinolytischen Reperfusion und das Auftreten von Re-
okklusionen entscheidend zu beeinflussen (13; 107). In ihren Arbeiten konnten Fitz-
gerald und Mitarbeiter zeigen, dal} es wahrend und nach der Thrombolyse zur ge-
steigerten Bildung von Thromboxan A, und zur Freisetzungsreaktion aus aktivierten
Thrombozyten kommt (30). Wahrend der Fibrinolyse kommt es zur Auflésung der Fi-
brinquervernetzungen des Koronarthrombus mit Freisetzung von Thrombin (24; 46).
Freies Thrombin wiederum fuhrt zur verstarkten Plattchenaktivierung in der Umge-
bung eines lysierten Thrombus. Fibrinolytika wie Streptokinase oder rekombinanter
Llissue plasminogen activator® (rtPA) fiUhren auch direkt zur Aktivierung von Blutplatt-
chen (8).

Diese Untersuchungen machen wahrscheinlich, dal} eine adjuvante antithrom-
bozytare Therapie innerhalb der ersten 24 Stunden den Erfolg der Thrombolyse un-
terstitzen kann. Seit langem ist bekannt, dal? Acetylsalicylsdure (ASS) den Erfolg
der Thrombolysebehandlung entscheidend verbessert und deshalb auch derzeit die
antithrombozytare Standardtherapie bei der Thrombolyse darstellt. ASS besitzt je-
doch eine verhaltnismaflig schwache antiaggregatorische Wirkung und beeinfluf3t die
Freisetzungsreaktion und Fibrinogenrezeptoraktivierung der Blutplattchen nur wenig
(17; 79). Neuere antithrombozytare Substanzen wie die GPlIb-llla-Antagonisten und
Clopidogrel weisen eine deutlich starkere Hemmung der Thrombozytenaggregation
auf als ASS.
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1.6 Antithrombozytare Substanzen

In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl von Medikamenten entwickelt, die
Mechanismen der Thrombozyten gezielt beeinflussen. Die Substanzen blockieren
unterschiedliche intrazellulare Aktivierungsschritte (Erhohung der zyklischen Nukleo-
tide, Inhibierung der Cyclooxygenase) und haben dadurch eine Hemmwirkung. An-
dere Substanzen greifen direkt im Bereich der Thrombozytenoberflache an und ver-
hindern so Aktivierungswege (z. B. ADP-Aktivierung) oder die Aggregation (GPIllb-
Illa-Antagonisten) (19; 25; 27; 93).

Es lassen sich die folgenden drei Gruppen antithrombozytarer Substanzen unter-

scheiden:

1.6.1 Acetylsalicylsaure

1954 wurde von Bounameaux die Wirkung der Acetylsalicylsdure auf die
Thrombozyten beschrieben. 1971 wurde der inhibitorische Effekt auf die Throm-
boxan-Synthese erkannt. Seither wurde die antithrombotische Wirksamkeit bei kar-
diovaskularen Erkrankungen in einer Vielzahl klinischer Studien unter Einschluf} von
insgesamt mehr als 30 000 Patienten belegt. Der Einsatz von ASS gilt als ,Gold-
standard” in der Therapie und Prophylaxe atherothrombotischer Krankheitsbilder (23;
79).

1.6.2 GPlib-llla-Antagonisten

Durch die Blockierung des GPIlIb-llla-Rezeptors besteht die Moglichkeit, die
Aggregation der Thrombozyten selektiv zu hemmen und damit der Bildung von platt-
chenreichen Thromben in einem frilhen Stadium entgegenzuwirken. Die Blockade
der Fibrinogenbindungsstelle durch GPlIb-llla-Antagonisten fuhrt, unabhangig von
der Art der Aktivierung, zur effektiven Hemmung der Fibrinogenbindung am GPIIb-
Illa-Rezeptor und dadurch zur Aggregationshemmung. Das Wirkprinzip aller derzeit

verfugbaren GPIllIb-llla-Antagonisten ist identisch, jedoch unterscheiden sich die
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strukturellen und pharmakologischen Eigenschaften und die Spezifitat der einzelnen
Antagonisten (25; 60; 70).

Abciximab ist ein chimares Derivat des monoklonalen Antikérpers 7E3, wel-
cher gegen den Fibrinogenrezeptor gerichtet ist und eine Fibrinogenbindung irrever-
sibel inhibiert. Das Fc-Fragment wurde vom kompletten Antikorper abgespalten, so
daly Abciximab nur aus dem Fab-Anteil besteht. Zusatzlich wurde der grofite Teil des
unspezifischen murinen Fab-Anteils durch einen menschlichen Fab-Anteil ersetzt.

Integrelin ist ein Uber Disulfidbricken verbundenes zyklisches Peptid mit sie-
ben Aminosauren (Heptapeptid) und weist die Aminosauresequenz KGD auf. In-
tegrelin bindet im Bereich der RGD-Bindungsregion des GPIIb-llla-Rezeptors.

Lamifiban und Tirofiban (MK383) sind nicht-peptische Molekule. Im Gegen-
satz zu Integrelin, welches durch seine RGD-ahnliche Molekulstruktur mit der Fibri-
nogenbindungsstelle interagiert, imitieren die nicht-peptischen Antagonisten die
geometrischen, stereotaktischen und Oberflachenladungseigenschaften der RGD-
Sequenz und hemmen dadurch die Fibrinogenbindung (25; 70).

Die Effektivitat dieser Substanzen fur den interventionellen Einsatz wurde durch
Studien mit in-vivo Bestimmungen der Plattchenfunktion belegt (73). Anhand eines
grofien klinischen Vergleichs von Abciximab und Tirofiban konnten Topol und Mitar-
beiter zeigen, dald sich am primaren Endpunkt sowohl 30 Tage als auch ein Jahr
nach Implantation eines Koronarstents ein signifikanter Vorteil zugunsten von
Abciximab ergab (108).

1.6.3 Thienopyridine

Experimentelle und klinische Studien belegen die Bedeutung der ADP-indu-
zierten Thrombozytenaggregation fur die arterielle Thrombose, besonders unter ho-
hen Stromungsbedingungen (arterielle Zirkulation) und bei gestorter Endothelfunktion
(Atherosklerose). Es wurde aullerdem gezeigt, dald interventionelle Eingriffe an Blut-
gefallen zu einer erhohten Thrombozytenaktivitat beitragen (39; 40; 42).

Thienopyridine inhibieren die ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung, indem
sie selektiv und irreversibel die Antwort am P2Y 1,-Rezeptor verhindern (109).

Als ,prodrugs” wirken Ticlopidin und Clopidogrel nicht in-vitro, sondern werden
nach Resorption im Danndarm durch die Leber in die aktiven Metaboliten verwandelt.

Nach einer Einnahmedauer von drei bis vier Tagen ist ein sog. ,steady state“ der
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Wirkstoffkonzentration erreicht. Nach Absetzen der Thienopyridine halt die anti-

thrombozytare Wirkung fur etwa funf bis sieben Tage an (27; 94).

Ticlopidin wurde in den Achtziger Jahren zunachst im Rahmen der Schlag-
anfall-Therapie entdeckt. Der Einsatz der Substanz stellte eine wirkungsvolle Alter-
native zu ASS in der Sekundarprophylaxe atherothrombotischer Krankheitsbilder dar,
wie in der ,Ticlopidin Aspirin Stroke Study“ (TASS) und in weiteren Studien gezeigt
werden konnte (50; 61; 83).

Der kombinierte Einsatz von Ticlopidin und ASS potenziert die antithrombo-
zytare Wirkung und schutzt bei koronaren Interventionen wie der Stent-Implantation
effektiver vor intrakoronaren thrombembolischen Ereignissen als eine Monotherapie
mit ASS (15; 41; 74; 92; 95).

Clopidogrel wurde 1986 zugelassen. Strukturell unterscheidet es sich vom

Ticlopidin wie Abbildung 1.6 zeigt.

Ticlopidin Clopidogrel

Abb. 1.6: Strukturformeln der Molekiile Ticlopidin und Clopidogrel

Clopidogrel wird in der Leber durch Cytochrom P 450 3A4 metabolisiert. Der
aktive Metabolit wurde als 2-{1-[(1S)-1-(2-chlorophenyl)-2-methoxy-2-oxoethyl]-4-

sulfanyl-3-piperidinyli-diene}acetonsaure identifiziert (57; 90).
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Nach etwa zwei Stunden ist bereits ein signifikanter Abfall der Thrombozytenfunktion
mel3bar. Unter Ticlopidin ist dies vergleichsweise erst nach zwei bis vier Tagen der
Fall.

Seit Einfuhrung der neueren Substanz beweist eine Vielzahl von Studien die
Uberlegenheit von Clopidogrel gegeniiber Ticlopidin. So wurden die beiden Substan-
zen 1998 in der CLASSICS-Studie (Clopidogrel Aspirin Stent International Coopera-
tive Study) verglichen. An mehreren europaischen Zentren wurde anhand von insge-
samt 1 021 Patienten, bei denen eine koronare Stent-Implantation erfolgte, gezeigt,
daly unter Clopidogrel-Therapie Symptome wie Blutungskomplikationen, Neutrope-
nie, Thrombozytopenie signifikant seltener auftraten als unter Ticlopidin-Therapie; es
kam seltener zum Abbruch der Therapie wegen nicht-kardialer Komplikationen. Da-
bei hatten Patienten, welche am ersten Tag der Therapie eine Ladungsdosis von
300mg Clopidogrel erhielten, wiederum einen signifikanten Vorteil gegenliber Pa-
tienten, die von Beginn an mit einer Standarddosis von 756mg Clopidogrel behandelt
wurden (9).

Bei cerebralen Gefalerkrankungen haben die Thienopyridine in der Prophy-
laxe und Sekundarpravention ischamischer Schlaganfalle gegenlber einer Aspirin-
Monotherapie einen wachsenden Stellenwert erlangt. In einem internationalen Ver-
gleich beider Substanzen wurde die deutlich effektivere antithrombozytare Wirkung
von Clopidogrel bei atherosklerotischen Gefallerkrankungen kardialer, cerebraler
und peripherer Art nachgewiesen (21).

Weitere Studien, welche die Effektivitat der beiden Substanzen im Rahmen
von koronaren Stent-Implantationen untersuchten, bestatigten die gleichwertige (71)
bzw. starkere (7) antithrombozytare Wirkung der jingeren Substanz und deren ge-
ringeres Nebenwirkungsspektrum. Eine Meta-Analyse aller Vergleichsstudien zu
Ticlopidin versus Clopidogrel ergab nur halb so viele kardiale Ereignisse wahrend der
ersten 30 Tage nach Stent-Implantation unter Clopidogrel als unter Ticlopidin (2% vs.
3,9%). Die Verfasser kommen zu dem Schlul®, da® Clopidogrel eine zumindest
gleichwertige antithrombozytare Wirkung zeigt wie Ticlopidin und aufgrund der bes-
seren Vertraglichkeit und geringeren Nebenwirkungsrate dem alteren Derivat vorzu-
ziehen sei (11).

In der internationalen Studie zu ,Clopidogrel in Unstable angina to prevent
Recurrent Events“ (CURE) wurden 12 562 Patienten untersucht, welche ein akutes

Koronarsyndrom hatten. Die Studienteilnehmer wurden nach doppelblinder Vertei-
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lung sofort mit Clopidogrel (initial 300mg und dann taglich 75mg) oder mit Placebo
zusatzlich zu Acetylsalicylsaure Uber drei bis zwolf Monate behandelt. Es zeigte sich,
dal} es bei mit Clopidogrel therapierten Patienten signifikant seltener (9,3%) zum Tod
durch kardiovaskulare Ursachen, nicht todlichem Myokardinfarkt oder Schlaganfall
kam als bei Patienten der Placebogruppe (11,4%). Der protektive Effekt war bereits
wahrend der ersten Tage nach Therapiebeginn sowie auch vom 30. Tag bis zum
Ende der Studie nachweisbar. Allerdings traten in der Clopidogrel-Gruppe signifikant
haufiger schwere Blutungen auf (3,7% vs. 2,7% in der Placebogruppe) (69; 104;
112).

Es wird demnach der Beginn einer antithrombozytaren Therapie mit einer
Ladungsdosis (,loading dose®) empfohlen, um den Eintritt der Thrombozyten-inhibie-
renden Wirkung zu beschleunigen. Insbesondere zur antithrombotischen Pravention
bei kurzfristigen kardialen Interventionen ist dies von grol3em Interesse.

Die Verfasser der CURE-Studie kamen analog im Rahmen einer prospektiven
Begleitstudie (CURE-PCI) an 2 658 Patienten, welche sich einer Koronarstent-Im-
plantation unterzogen, zu dem Ergebnis, dal® eine sechs Stunden vor der Interven-
tion gestartete Einnahme von Clopidogrel im Sinne einer Pramedikation zudem eine
signifikante Reduktion von kardiovaskularen Todesfallen und Myokardinfarkten ergab
(64).

Auch die CREDO-Studie untersuchte die Fragestellung, welchen Nutzen Clo-
pidogrel in Kombination mit ASS fir Patienten mit Indikation zur koronaren Angiopla-
stie hat. Im Vergleich erhielten die Halfte der Patienten drei bis 24 Stunden vor dem
Eingriff die Ladungsdosis von 300mg. Weiterhin bekamen alle Patienten, auch die
der Plazebogruppe, 75mg taglich Uber vier Wochen. Wahrend der folgenden zwolf
Monate erhielten wiederum die Patienten der Verumgruppe weiterhin 75mg Clopido-
grel pro Tag. Hierin konnte zum einen der Benefit der Vorbehandlung, zum anderen
der Langzeittherapie bestatigt werden: Es ergab sich eine Reduktion des relativen
Risikos um 27%.

Die haufigsten Nebenwirkungen der Thienopyridine sind Durchfalle, die in bis
zu 20% (Ticlopidin) der behandelten Patienten auftreten und in bis zu 2,1% der Falle
zum Absetzen des Medikaments flhren.

Daneben finden sich in bis zu 10% der Falle Hautausschlage, womit v. a. un-

ter Ticlopidin-Behandlung zu rechnen ist (68).
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Blutungen traten in der CAPRIE-Studie an 19 185 Patienten unter Behandlung
mit Thienopyridinen etwa gleich haufig auf wie unter Acetylsalicylsaure. Bei 9,27%
der mit Clopidogrel therapierten Patienten wurden hamorrhagische Nebenwirkungen
diagnostiziert, unter ASS bei 9,28%. Unter Clopidogrel traten diese bei 2% im Ga-
strointestinum und bei 0,35% intracranial auf; unter ASS hatten 2,66% der Patienten

gastrointestinale und 0,49% intracraniale Hamorrhagien (21).

Eine schwerwiegende Nebenwirkung von Ticlopidin ist die Neutropenie, die in
etwa 2,5% der Patienten auftritt und in 0,9% der Falle sehr ausgepragt ist (< 450/pl).
Die schweren Neutropenien werden Ublicherweise wahrend der ersten drei Behand-
lungsmonate, sehr selten jedoch innerhalb der ersten vier Behandlungswochen be-
obachtet und sind im allgemeinen nach Absetzen des Medikaments reversibel.
Ebenso kommt es in Einzelfallen unter Behandlung mit Ticlopidin zu signifikanten
Thrombopenien, weshalb engmaschige Blutbildkontrollen wahrend der ersten Be-

handlungszeit notwendig sind (37).

Sehr selten, aber potentiell lebensbedrohlich, kommt es unter Ticlopidin zu ei-
ner thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP), dem Moschcowitz-Syndrom.
Es handelt sich um eine Multisystemerkrankung, die mit einer Thrombozytopenie, ei-
ner hamolytischen Anamie, Fieber, neurologischen Ausfallen und Nierenversagen
einhergeht. Sie wurde auch unter Clopidogrel beobachtet, wenn auch bedeutend
seltener (1/3 000 000 Menschen pro Jahr vs. 4/1 000 000 unter Ticlopidin). Dieses
Risiko sollte vor allem wahrend der ersten Therapiewoche mit Thienopyridinen be-
achtet werden (6; 29; 84; 99).

Eine zirrhotische Erkrankung der Leber im Stadium Child A oder B macht den
Ergebnissen einer Untersuchung zufolge eine Dosis-Anpassung von Clopidogrel
nicht erforderlich — weder Metabolisierung noch Wirkung der Substanz waren einge-
schrankt (98). Auch konnte gezeigt werden, daf} die Metabolisierung von Clopidogrel,
welches uber drei Monate in konstanter Dosierung verabreicht wurde, linear blieb
(20).
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2. Zielsetzung

Es wurde ausreichend bewiesen, dal3 die orale Einnahme des Thrombo-
zytenaggregationshemmers Ticlopidin im Rahmen einer Stent-Implantation bei Pa-
tienten mit koronarer Herzerkrankung thrombembolischen Ereignissen entgegen-
wirkt. In-vitro-Versuche zeigten allerdings eine aggregationshemmende Wirkung erst
zwei bis vier Tage nach Einnahme in vollem Ausmal}.

Das Thienopyridinderivat Clopidogrel entfaltet dagegen schneller seine anti-
thrombozytaren Eigenschaften. Da es ein deutlich geringeres Spektrum an Neben-
wirkungen besitzt, jedoch mindestens die gleiche antithrombozytare Wirkstarke zeigt,

ist der Einsatz von Clopidogrel dem von Ticlopidin vorzuziehen (9).

Ziel dieser Arbeit war es einerseits, die thrombozyteninhibierende Wirkung von
Clopidogrel und Ticlopidin bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und elektiver
intrakoronarer Stentimplantation experimentell zu vergleichen. Andererseits sollte ein
optimales Regime zur Dosierung von Clopidogrel vor Durchfuhrung einer koronaren
Gefaldintervention evaluiert werden. Zu diesem Zweck wurden funf Therapie-

schemata verglichen:

Ticlopidin 2 x 500mg Ladungsdosis, 2 x 250mg Erhaltungsdosis
Clopidogrel 1 x 600mg Ladungsdosis, 2 x 75mg Erhaltungsdosis
Clopidogrel 1 x 450mg Ladungsdosis, 1 x 75mg Erhaltungsdosis
Clopidogrel 1 x 300mg Ladungsdosis, 1 x 75mg Erhaltungsdosis
Clopidogrel 1 x 75mg Erhaltungsdosis (ohne Ladungsdosis)
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3. Patienten und Methodik

3.1 Studienpopulation und Studiendesign

Bei 50 Patienten wurde im Rahmen einer prospektiv und randomisiert durch-
gefuhrten Studie die Aktivitat der Thrombozyten unter dem Einflull von Ticlopidin
bzw. Clopidogrel in verschiedenen Dosierungen untersucht. Die Patienten hatten
sich aufgrund einer koronarischamischen Symptomatik einer Koronarangiographie
und bei gegebener Indikation einer PTCA mit Implantation eines Stent unterzogen
bzw. sich sechs Monate nach Stentimplantation zur Rekoronarangiographie vorge-

stellt.

Nicht in die Studie aufgenommen wurden Patienten mit

- erh6htem Blutungsrisiko

- bekannten Blutgerinnungsstérungen

- Thrombozytopenie bzw. Thrombozytose

- bekannter Unvertraglichkeit von Thienopyridinen

- cerebralen Erkrankungen, insbesondere mit Blutungsquelle
- eingeschrankter Leberfunktion

- anderen klinisch bedeutsamen Erkrankungen

Ebenfalls ausgeschlossen wurden Patienten, die wahrend der letzten vier Wochen

Ticlopidin oder Clopidogrel eingenommen hatten.

Die Patienten wurden vom diensthabenden Arzt aufgenommen und untersucht
und erklarten sich schriftlich damit einverstanden, an der Studie teilzunehmen.
Die Genehmigung durch die Ethikkommission der Technischen Universitat Minchen

lag vor (Bearbeitungsnummer 191/99).
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3.2 Antithrombozytare Therapie

Wahrend der intrakoronaren Intervention wurde allen Patienten ein Bolus von

500mg Aspirin intravends sowie unfraktioniertes Heparin (70 IE/kg KG) verabreicht.

Alle Patienten erhielten im Folgenden zwei mal taglich 100mg Aspirin oral.

In die funf Studienarme wurden jeweils zehn Patienten eingeschlossen:

Studienarm Behandlungstag Dosis (mg)
Ticlopidin 1. 500 - 0 - 500
2. 500 -0 - 250
ab 3. 250-0-250
Clopidogrel 75mg ab 1. 75-0-0
Clopidogrel 300mg 1. 300-0-0
ab 2. 75-0-0
Clopidogrel 450mg 1. 450-0-0
ab 2. 75-0-0
Clopidogrel 600mg 1. 600-0-0
ab 2. 75-0-75

250mg Ticlopidin sind enthalten in einer Filmtablette Tiklyd®.

75mg Clopidogrel sind enthalten in einer Filmtablette Plavix® bzw. Iscover®.

Im Verlauf der Studie wurde die Thrombozytenfunktion vor Einnahme des Me-

dikaments untersucht sowie zwei, vier, 24, 48 Stunden danach.

Die demographischen Daten der Studienpopulation zeigt Tabelle 3.1.
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Ticlopidin Clopidogrel
Initiale Dosis (mg) 2 x 500 600 450 300 75
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Geschlecht (M/W) 9N 6/4 10/0 9/1 7/3
Alter(J), Mittelwert * SD 66 + 10 63+9 59+7 67 + 11 74 +8
Koronare
Herzkrankheit, n
1-Gefaly
2-Gefalle
3-Gefalde
Myokardinfarkt, n 7 3 5 6 9
in der Vorgeschichte
Z. n. PTCA mit Stent-
Implantation, n 2 6 3 7 4
Z. n. Bypass-
Operation(en), n 1 3 1 3 4
Kardiovaskulares
Risikoprofil, n
Hypercholesterinamie 10 9 9 9 9
Hypertonus 8 7 9 7
Nikotinabusus 4 4 0 2
Diabetes mellitus 1 1 0 1
BMI, Mittelwert und SD 26,5+26|284+34|1269+44|271+34|266+45

Tab. 3.1: Demographische Daten der Studienpopulation
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Zwei Patienten unter Ticlopidin- sowie ein Patient unter Clopidogrel-Therapie
klagten zu Beginn des Beobachtungszeitraumes tber Ubelkeit bzw. leichte Diarrhoe;
ein Abbruch der Therapie war jedoch nicht erforderlich. Arzneimittelexantheme
wurden nicht beobachtet.

Es traten — insbesondere an der Kathetereinstichstelle in die Femoralarterie —

keine Blutungskomplikationen auf.

3.3 Gewinnung und Verarbeitung der Proben

Die Thrombozytenfunktion wurde nach jeder Blutentnahme anhand der
Thrombozytenaggregation und der Thrombozytendegranulation sowie der Expres-

sion von GPIIb-llla untersucht.

Aus einer Oberarmvene des Patienten wurden bei mafliger Stauung zwei 5ml
Citrat-Rohrchen und ein 2,7ml EDTA-R6hrchen mit Blut befullt. Aus letzterem wurde
in der Abteilung fur Klinische Chemie unserer Klinik ein kleines Blutbild bestimmt, um

den Verlauf von Thrombozytenzahl, Hamatokrit und Hamoglobin zu kontrollieren.

Das mit Citrat antikoagulierte Blut wurde innerhalb von 30 Minuten weiter-
verarbeitet.

Zunachst wurden mittels Pipette aus einem der Réhrchen 10yl Blut fur die durchfluf3-
zytometrische Messung entnommen und in einem 1,5ml Eppendorf-Gefal® mit 490pl
einer Phosphatsalzlésung (PBS) gepuffert (Verhaltnis 1:50).

Anschlie®end wurde aus den beiden Citratblut-Réhrchen durch zehnminutiges
Zentrifugieren (1 000 Umdrehungen pro Minute bei Raumtemperatur) das plattchen-
reiche Plasma flr die aggregometrische Messung gewonnen. Dieses wurde vorsich-
tig vom Bodensatz aus den Réhrchen abpipettiert und in einem 15ml Kunststoffgefal
(Falcon, Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) gesammelt. Samtliche
Pipettierungen wurden mit Pipetten der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
durchgefuhrt.
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Fir die durchfluRzytometrische Messung wurden jeweils 5yl zweier unter-
schiedlich fluoreszierender monoklonaler Antikorper in FACScan-Rohrchen (Firma
Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) pipettiert: Der durch Konjugation mit
Phycoerythrin (PE) rot fluoreszierende Antikorper gegen den thrombozytenspezifi-
schen CD42b-Rezeptor (Immunotech, Marseille, Frankreich; PN IM 1417) wurde in
jeweils drei Réhrchen mit einem der durch Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC) grin
fluoreszierenden Antikorper gegen CD41 (Immunotech, Marseille, Frankreich; PN IM
0649), CD62P (Immunotech, Marseille, Frankreich; Cat. No. 1164) bzw. PAC-1
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland; Cat. No. 340507) kombiniert. Die ver-
wendeten Antikorper lagen in einer Endkonzentration von 2ug/ml vor.

In je ein Rohrchen der drei Antikorperreihen wurden 5ul des nicht-aktivieren-
den PBS fur die Referenzmessung bzw. zur Thrombozytenaktivierung 5ul ADP
(0,2mM)- bzw. 5ul TRAP (Thrombin Related Activating Peptid, 0,25mM)-Lésung ge-
geben. Die Agonisten ADP und TRAP lagen so in einer Endkonzentration von 20
bzw. 25uM vor (Tab. 3.2).

Mit Zugabe von 35yl des in PBS gepufferten plattchenreichen Plasmas in je-
des Rdéhrchen ergab sich ein Gesamtreagenzvolumen von 50ul. Die Reaktionslosun-
gen wurden 20 Minuten unter Lichtabschluld bei Raumtemperatur inkubiert und an-
schlieRend durch Zupipettieren von 300ul 0,5%-igem Paraformaldehyd-PBS, pH 7,4,
(Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland) fixiert.

Die Proben wurden bis zur Messung bei 4°C unter Lichtabschlufd aufbewahrt.

CD42b PE CD42b PE CD42b PE
+ CD41 FITC + PAC-1 + CD62P
+ PBS + PBS + PBS
CD42b PE CD42b PE CD42b PE
+ CD41 FITC + PAC-1 +CD62 P
+ ADP (0,2mM) + ADP (0,2mM) + ADP (0,2mM)

CD42b PE CD42b PE CD42b PE
+ CD41 FITC + PAC-1 +CD62 P

+ TRAP (0,25mM) + TRAP (0,25mM) + TRAP (0,25mM)

Tab. 3.2: Pipettierschema fiir die DurchfluBzytometrie (1 Kastchen = 1 Falcon-R&hrchen)

33




Bei mit 300 und 600mg Ladungsdosis Clopidogrel behandelten Patienten wur-
de noch eine zusatzliche durchfluBzytometrische Bestimmung mit SuM Endkonzen-

tration ADP vorbereitet.

3.4 Aggregometrie

Die Thrombozytenaggregation wurde anhand der turbidimetrischen Methode
nach Born bestimmt (14). Es handelt sich hierbei um ein photometrisches Messver-
fahren, bei dem mittels eines Schreibers die Anderung der optischen Dichte im zu
bestimmenden Medium in Form einer Kurve aufgezeichnet wird. Je starker die
Thrombozyten aggregieren, desto mehr erhoht sich die Lichtdurchlassigkeit des zu-
nachst triben, partikelreichen Plasmas, wodurch die Amplitude der entstehenden
MelRkurve umso groler wird (s. 3.4.2). Ebenfalls im Strahlengang des Photometers
befindet sich die Referenzkivette mit plattchenarmem Plasma, welches den 100%-
Wert der Lichttransmission widergibt.

Im selben Messgang lalt sich durch Zugabe einer Luziferase-Reagenz-
Losung, welche ATP luminometrisch erfassbar macht, die Menge des aus den
Thrombozyten freigesetzten ATPs bestimmen, die ebenfalls anhand einer Kurve Uber
einen weiteren Schreiber aufgezeichnet wird. Die absolute Menge des freigesetzten
ATPs wird mit Hilfe einer Standardmel3kurve, bei welcher eine definierte ATP-Menge

freigesetzt wurde, ermittelt.

3.41 Messung am Aggregometer

Die Luziferase-Losung (Chrono-Lume-Reagenz #315, Fa. Nobis, Endingen,
Deutschland) und die ATP-Standard-Losung (Chrono-Lume ATP, Fa. Sigma, Dei-
senhofen, Deutschland) wurden lichtgeschitzt und auf Eis gelagert bereit gestellt. Es
handelt sich hierbei um gefriergetrocknete Lyophilisate, welche durch Zugabe von
1,25 bzw. 5ml PBS und anschlieBendem Aufschuitteln in Losung gebracht und im

Gefrierfach aufbewahrt wurden. Ebenfalls mit PBS hergestellt wurden die Agonisten
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ADP und TRAP (SIGMA-TRAP® #7152) in einer Konzentration von 2mM bzw.
2,5mM.

Je 445ul PRP wurden zusammen mit einem Magnetrihrstabchen in vier sili-
konbeschichtete Glaskuvetten (Fa. Bio-Data, Horsham, USA) gegeben und diese in
den Warmekammern des Aggregometers auf 37°C vorgewarmt. Aus 800ul PRP
wurden durch dreiminttiges Zentrifugieren (13 000 Umdrehungen pro Minute) in ei-
nem 1,5ml Eppendorf-Gefald 500ul PPP fur die Referenzklvette gewonnen, vom Bo-
densatz abpipettiert und ebenfalls in einer Glaskuvette in einer Warmekammer des
Aggregometers vorgewarmt.

Die Referenz- und die Messkiivette wurden anschlieRend in die daflir vorgesehenen
Kammern des Strahlenganges gebracht, und in die Messkuvette unter konstanter
Ruhrung (1 000 Umdrehungen pro Minute) 50ul Chronolume-Reagenz gegeben. Die
beiden Schreiber wurden auf die jeweiligen Nullinien justiert und der Papiervorschub
auf zwei cm/Min. eingestellt.

AnschlieRend wurde jeweils in der ersten Messung durch Zupipettieren von Sl ATP-
Standard-L6sung in die MelRkuvette die Freisetzung von exakt 2mMol ATP ausge-
I6st, womit die ATP-Standard-Kurve vorlag. In den folgenden Messungen wurde
nach Zugabe von 5ul eines Agonisten die Aggregationskurve Uber einen Zeitraum
von funf Minuten aufgezeichnet. Es wurde mit den Endkonzentrationen von ADP
20uM und 5uM (Zugabe von 5ul ADP 20mM und 5mM) und TRAP 25uM (Zugabe
von 5ul TRAP 25mM) aktiviert. Nach jedem Messvorgang wurde die verbrauchte

MeRkuvette verworfen und eine neue verwendet.

3.4.2 Auswertung der Aggregationskurven

Aus den aufgezeichneten Kurven wurden die Werte der Aggregation und der
ATP-Freisetzung errechnet. Die Aggregation wird in Prozent Lichttransmission ange-
geben, deren maximal mdglicher Wert (100%) vorher mittels einem Nullabgleich be-
stimmt wird (Abb.3.1).

Aus dem Kurvenverlauf lassen sich mittels Dreisatzrechnung folgende
Aggregationsparameter feststellen:
e Aggregation nach 5 Minuten

e Aggregationsmaximum
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e Aggregationssteigung: ,slope” bzw. Steilheit der Aggregationskurve dient als Mal}
fur die Schnelligkeit, mit der sich Plattchenaggregate bilden. Sie wird aus dem
Steigungsdreieck errechnet.

e Deaggregation: Hierunter versteht man eine Wiederauflosung entstandener PIatt-
chenaggregate, d. h. die Reversibilitat der Thrombozytenaggregation. Sie errech-
net sich durch die Formel 100 - (Aggr. n. 5 min /Max. Aggr. /100).

Nullabgleich
100 —

Lichttransmission (%)

Aggregationsmaximum

Aggregation
nach 5 min.

|

0 min. ) 5 min.
Zeitverlauf

*
Zugabe von 5 pl ADP bzw. TRAP

Abb. 3.1: Aggregationskurve:
Aus dem Nullabgleich zu Beginn der Aufzeichnung ermittelt man 100% Lichtdurchl&ssigkeit,

was einer 100%igen Aggregation entsprache.
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Simultan zur Aggregation wurde inform einer zweiten Kurve die ATP-Freiset-
zung aufgezeichnet. Aus dem Verhaltnis zur ATP-Standardkurve, welche durch Frei-
setzung von 2mMol ATP erzeugt wird, konnte die Menge des freigesetzten ATP er-

mittelt werden.

3.5 DurchfluBzytometrie

3.51 DurchfluBzytometrische Analyse von Thrombozyten

Wahrend durch die Aggregometrie herausgefunden werden kann, wie stark
die Blutplattchen nach Zugabe eines Stimulus aggregieren, d. h. wie funktionstlchtig
sie sind, konnen in der DurchfluBzytometrie spezifische Eigenschaften der Platt-
chenoberflache festgestellt werden. So kdnnen in der Durchflul3zytometrie qualitative
Aussagen uber den Funktionszustand der thrombozytaren Oberflachenrezeptoren
gemacht und z. B. hereditare Defekte wie das Bernard-Soulier-Syndrom oder der
Morbus Glanzmann-Naegeli erkannt werden.

Die Expression von Antigenen auf der Oberflache des Thrombozyten gibt Auf-
schlul® Uber seinen Aktivierungsgrad. Die verschiedenen Glykoproteine wie der Fibri-
nogenrezeptorkomplex konnen je nach Funktionszustand im DurchfluRzytometer
dargestellt werden, wenn sie in gesattigten Konzentrationen mit fluoreszierenden
monoklonalen Antikdrpern inkubiert wurden. Spezifische Photodioden registrieren
das von den einzelnen Zellen ausgesendete Streulicht und die Intensitat der Fluores-
zenz. Dabei kann durch das vorwarts gestreute Licht (,forward scatter) auf die
Grolde und durch das seitwarts gestreute Licht (,side scatter®) auf die Granularitat der
gemessenen Partikel geschlossen werden (37).

Anhand ihres charakteristischen Vorwartsstreulichts und der Anfarbbarkeit des
VWF-Rezeptors mit anti-CD42b PE kdnnen aus den insgesamt registrierten Partikeln
speziell die Thrombozyten fokusiert werden, so dal} andere zellulare Bestandteile in
der Probe wie Erythrozyten, Leukozyten oder Zelldetritus nicht mitbestimmt werden.
Dazu werden nach einer ersten Messung diese beiden Parameter in einem Dia-
gramm dargestellt und der Mel3bereich auf die Thrombozytenpopulation zentriert. In

diesem werden dann die Immunfluoreszenzen der FITC-markierten Antikdrper regi-
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striert und aus einer bestimmten Anzahl registrierter Ereignisse (in vorliegender

Studie 2 500 Ereignisse) je Probe der Mittelwert bestimmt (Abb. 3.2).

CD42b-PE

Vorwartslichtstreuung

Abb. 3.2: Die Zwei-Parameter-Darstellung in der DurchfluBzytometrie:
Jeder Punkt im Diagramm entspricht einer Zelle mit der entsprechenden CD42b-
PE-Fluoreszenz und Vorwartslichtstreuung. Der aus den einzelnen Punkten

entstehende Streubereich ist charakteristisch fiir die Thrombozytenpopulation.

Im einmal eingestellten Bereich wurde eine Probenreihe konstant gemessen.

Die gemessene FITC-Fluoreszenz der Plattchenpopulation wird ebenfalls in
Diagrammen dargestellt, wobei die Intensitdten der Ereignisse ahnlich einer
Gauly’schen Verteilungskurve abgebildet werden, und so die mittlere Immunfluores-

zenz abgelesen werden kann (Abb. 3.3).
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Ereignisse

v

»
»

Immunfluoreszenz Immunfluoreszenz

Abb. 3.3: Die Darstellung als Histogramm in der DurchfluBzytometrie:

Abgebildet sind jeweils die Intensitatsverteilungen von zwei Messproben mit je 2 500 re-
gistrierten Fluoreszenz-Ereignissen. Die fett dargestellten Kurven stammen von Proben mit
stimulierten Thrombozyten und somit veranderter Gesamtintensitat, erkennbar an der Ver-

schiebung der Kurve in Richtung héherer bzw. niedrigerer Fluoreszenzintensitatsbereiche.

Die Proben in unserer Studie wurden mit dem 2-Watt-Argonlaser-Durchflul3-
zytometer ,FACScan“ (Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) gemessen
und die Ergebnisse durch das angeschlossene Datenverarbeitungsprogramm aus-
gewertet. Das Gerdt war mit Standard-Fluoreszenz-Mikrobeads (Calibrite®, Fa.
Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) geeicht worden. Die Parametereinstel-

lung des DurchflulRzytometers findet sich auf S. 87 im Anhang.

3.5.2 Interpretation der durchfluRzytometrischen Ergebnisse

Die Intensitat der Immunfluoreszenz schwankt je nach Expression aktivie-
rungsabhangiger Oberflachenrezeptoren. Die mittlere Immunfluoreszenz von Anti-
kérpern wie anti-CD62P oder anti-PAC-1 steigt, nachdem die Plattchen durch ADP
oder TRAP stimuliert wurden. Diese exprimieren nach Aktivierung vermehrt aggregie-
rungsspezifische Glykoproteine auf ihrer Oberflache, an welche die fluoreszierenden
Immunmarker binden. Nach Einnahme von Aggregationshemmern, welche speziell

den thrombozytaren ADP-Rezeptor blockieren, exprimieren die Plattchen weniger
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GPIIb-llla, wodurch die spezifische Immunfluoreszenz weniger ansteigt. Die Intensi-
taten der verschiedenen Antikorper liegen dabei auf unterschiedlichen Niveaus.
Durch die Markierung mit dem monoklonalen Antikorper anti-CD41 1afdt sich
die gesamte Oberflachendichte an Fibrinogenrezeptoren - unabhangig von deren
Aktivierungszustand - feststellen. PAC-1-Antikoérper binden hingegen nur an den ak-
tivierten Komplex (60). Daher bleibt die mittlere Immunfluoreszenz fir CD41 im The-
rapieverlauf relativ konstant, wahrend die von anti-PAC-1-markierten Zellen erwar-
tungsgemall abnimmt. Ebenso kommt es zur Abnahme der thrombozytaren Degra-
nulation von a-Granula, was sich durch eine verminderte Expression von P-Selektin
zeigt, an welches anti-CD62P bindet. Die Oberflachendichte von Glykoprotein Ib-V-I1X
verringert sich nach Aktivierung der Blutplatichen durch Rezeptorinternalisierung,

weshalb die anti-CD42b Fluoreszenz im stimulierten Zustand sinkt (37).

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels nicht-parametrischer Testverfah-
ren, da aus dem Test nach Kolmogorov-Smirnov hervorging, dal} die Ergebnisse der
Untersuchung nicht der Gauld’'schen Normalverteilung entsprachen.

Die Signifikanzniveaus wurden durch den Wilcoxon-Test fir verbundene
Stichproben ermittelt. Alle p-Werte kleiner 0,05 wurden als signifikant, kleiner 0,01

als hochsignifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

Im folgenden werden die Ergebnisse aus Aggregationsmessung und Durch-

fluRzytometrie erlautert.

41 Aggregationsverhalten unter Therapie mit Ticlopidin bzw.

Clopidogrel

4.1.1 Aggregationsverlauf

Anhand der Aggregationskurven wurde wie in Abbildung 3.1 erlautert die Ag-
gregation funf Minuten nach Aktivierung, das Aggregationsmaximum, die Deaggre-
gation sowie die Steigung der Aggregationskurve jeweils nach Zugabe von ADP in 5
und 20uM und TRAP in 25uM Konzentration festgestellt.

Die Ergebnisse der Aggregation funf Minuten nach Aktivierung zeigt Tabelle | im An-

hang.

Die ADP-induzierte Aggregation nahm in den einzelnen Studienarmen in un-
terschiedlichem Ausmalf ab: Unter Aktivierung mit 20uM ADP sank die Aggregation
in der Ticlopidin-Gruppe innerhalb von 48 Stunden von 78,0% auf 50,3%; die Ab-
nahme der Aggregation war nach 48 Stunden signifikant (p = 0,046).

Unter 75mg Clopidogrel zeigte sich die Aggregation nach vier (p = 0,021) und
48 Stunden (p = 0,008) signifikant niedriger, unter 300 bzw. 450mg bereits ab der
zweiten Stunde (p = 0,005 bzw. 0,009). Unter 450mg Clopidogrel sank die Aggrega-
tion von 77,2% auf 12,9% nach 48 Stunden. Hier naherten sich die Messergebnisse,
die zusatzlich eine Stunde nach Einnahme erhoben wurden, bereits der Signifikanz-
grenze (p = 0,068).

Unter 600mg Clopidogrel fiel die Aggregation ab der vierten Stunde nach Ein-
nahme signifikant geringer aus (p = 0,015) und lag nach 48 Stunden bei 26,3% (Abb.
4.1).
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Abb. 4.1: Aggregation finf Minuten nach Aktivierung mit 20uM ADP (* p < 0,05)

(Mittelwert + Standardabweichung)

Unter Aktivierung mit 5uM ADP zeigte sich ein ahnlicher Verlauf wie mit 20uM ADP.
Nach einer Ladungsdosis Clopidogrel reduzierte sich die Aggregation innerhalb von
zwei Stunden signifikant (600mg p = 0,022; 450mg p = 0,009; 300mg p = 0,008),
unter Ticlopidin und 75mg Clopidogrel dagegen erst am zweiten Tag (48 Stunden)
nach Therapiebeginn (jeweils p = 0,028).

Unter Ticlopidin fiel die Aggregation innerhalb von 48 Stunden von 44,3% auf 13%,
unter 75mg Clopidogrel von 39,0% auf 14,4%,

unter 300mg Clopidogrel von 75,7% auf 31,9%,

unter 450mg Clopidogrel von 41,5% auf 4,4%,

unter 600mg Clopidogrel von 44,0% auf 3,4%, (Abb. 4.2).

Wiederum lag bereits eine Stunde nach Einnahme von 450mg Clopidogrel das Signi-

fikanzniveau p bei 0,068.
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Abb. 4.2: Aggregation funf Minuten nach Aktivierung mit 5uM ADP (* p < 0,05)

(Mittelwert + Standardabweichung)

Im Vergleich zur ADP-induzierten Aggregation veranderte sich die TRAP-in-
duzierte unter dem Einflull von Clopidogrel kaum: unter 75mg betrug sie anfangs
79,3%, nach 48 Stunden 78,9%; unter 300mg anfangs 68,6% nach 48 Stunden
65,4%.

Unter 450mg bzw. 600mg Clopidogrel lie} sich die Aggregation mittels TRAP
nach vier bzw. 24 Stunden signifikant (p = 0,011 bzw. 0,021) weniger induzieren
(450mg initial 86,6%, vier Stunden 77,6%, 24 Stunden 75,5%; 600mg initial 70,9%,
vier Stunden 59,3%, 24 Stunden 64,0%).

Unter Ticlopidin trat im Behandlungsverlauf keine signifikante Veranderung
der durch TRAP ausgelosten Aggregation auf (initial 86,4%; 24 Stunden 82,8%)
(Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Aggregation funf Minuten nach Aktivierung mit 25uM TRAP (* p < 0,05)

(Mittelwert + Standardabweichung)

41.2 Aggregationsmaximum

Die Ergebnisse der Aggregationsmaxima sind in Tabelle Il im Anhang aufgefuhrt.

Auch das Aggregationsmaximum nach ADP-Aktivierung verringerte sich in al-
len Studienarmen. Auch hier zeigten die Therapien unter Clopidogrel mit Ladungs-
Dosis die starkere Wirkung bzw. den schnelleren Wirkungseintritt: Innerhalb von 48
Stunden war das durch 20uM ADP ausgeldste Aggregationsmaximum unter Ticlopi-
din von 77,3% auf 63,0% zurtickgegangen, nach 300mg Clopidogrel von 77,5% auf
44,3 % (p = 0,043) und unter 600 mg von 66,9% auf 38,1% (p = 0,028).
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Unter Clopidogrel mit einer Ladungsdosis war das Aggregationsmaximum be-
reits nach zwei (300mg p = 0,005; 450mg p = 0,007) bzw. vier Stunden (600mg p =
0,015) signifikant kleiner; nach Beginn mit 75mg war es nach 48 Stunden mit p =
0,075 nicht-signifikant erniedrigt. Unter 450mg Clopidogrel lag das Signifikanzniveau
bereits eine Stunde nach Einnahme bei p = 0,068. Ticlopidin konnte dagegen keinen

signifikanten Einflul3 auf das Aggregationsmaximum nehmen (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Aggregationsmaximum nach Aktivierung mit 20uM ADP (* p < 0,05)

(Mittelwert + Standardabweichung)

Auch die durch 5uM ADP ausgelosten Aggregationsmaxima sanken in allen
Studienarmen: unter Ticlopidin nicht-signifikant von anfangs 52,5% auf 40,8% nach

48 Stunden, unter den hoheren Clopidogrel-Dosen 450mg bzw. 600mg signifikant
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auf 21,3% (p = 0,068) bzw. 17,3% (p = 0,018). 600mg konnten bereits innerhalb von
zwei Stunden eine signifikante Abnahme von 51.4% auf 30.9% bewirken (p = 0,028),
450mg eine hochsignifikante (p = 0,005).

Unter 75mg Clopidogrel war die maximale Aggregation ab 24 Stunden (p =
0,036), unter 300mg zwei Stunden nach Einnahme signifikant (p = 0,017) erniedrigt
(Abb. 4.5).

O - Ticlopidin

O -75mg Clopidogrel
A -300mg Clopidogrel
® - 450mg Clopidogrel
4 -600mg Clopidogrel

Aggregation (%)

Abb. 4.5: Aggregationsmaximum nach Aktivierung mit SuM ADP (* p < 0,05)

(Mittelwert £ Standardabweichung)

Im Vergleich dazu wurden die durch TRAP hervorgerufenen Aggregations-
maxima durch Clopidogrel nicht so stark gehemmt wie die ADP-induzierten. Bei-

spielsweise gingen sie wahrend 48 Stunden nach Einnahme von 600mg von 70,9%

46



auf 63,5% zuruck. Dieser Verlauf war nach 24 und 48 Stunden signifikant (p =
0,021), unter 450mg Clopidogrel nach vier Stunden (p = 0.011).

Unter Ticlopidin blieb die TRAP-induzierte maximale Aggregation auf dem
Ausgangsniveau (initial 84,4%; nach 48 Stunden 82,8%).

41.3 Deaggregation

Die Berechnung der Thrombozytendeaggregation wurde unter 3.4.2 erlautert, die Er-
gebnisse zeigt Tabelle Il im Anhang. Da die Deaggregation indirekt ermittelt wurde
(aus der Aggregation funf Minuten nach Aktivierung und dem Aggregationsmaxi-
mum), wurde hierzu eine vergleichende Analyse ohne Angabe von Signifikanzen er-

stellt.

Die mit 20uM ADP aktivierten Thrombozyten deaggregierten je nach Therapie
unterschiedlich stark.

Innerhalb von zwei Stunden konnte die Wiederauflosung der Plattchenaggre-
gate am meisten durch Einnahme von 600mg Clopidogrel angeregt werden (von
5,2% auf 41,8%). Die starkste Deaggregation zeigte sich am ersten und zweiten Tag
nach Einnahme von 450mg Clopidogrel (57,8% und 65,7%). Unter Ticlopidin war die
Deaggregation mit 11,6% 48 Stunden nach Einnahme am geringsten (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Deaggregation nach Aktivierung mit 20uM ADP

(Mittelwert + Standardabweichung)

Auch nach Aktivierung mit 5uM ADP deaggregierten die Thrombozyten nach
Einnahme von hoheren Clopidogrel-Dosen starker als unter 75mg und unter Ticlopi-
din. Unter 450mg Clopidogrel wurde die Deaggregation im Verlauf mit 88,2% nach
24 Stunden am hochsten (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Deaggregation nach Aktivierung mit 5uM ADP

(Mittelwert + Standardabweichung)

Die durch 25uM TRAP ausgeldste Aggregation zeigte sich irreversibel.
In einem Fall wurde zwei Stunden nach Einnahme von 600mg Clopidogrel ein
Hochstwert von 37% Deaggregation beobachtet.
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41.4 Aggregationsgeschwindigkeit

Die Ergebnisse aus der Bestimmung der Aggregationsgeschwindigkeit (slope) zeigt

Tabelle IV im Anhang.

Die Geschwindigkeit der durch 20uM ADP ausgelosten Aggregation ging unter
dem Einflud von Clopidogrel wahrend 48 Stunden zurlick — eine signifikante Ab-
nahme zeigte sich jedoch nur unter 450mg nach vier Stunden (p = 0,028).

Unter Ticlopidin war die Steigung nach anfanglicher Schwankung 48 Stunden

nach Einnahme hoher als vor Einnahme (Abb. 4.8).

O - Ticlopidin
12 — O - 7omg Clopidogrel
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Abb. 4.8: Steigung der Aggregationskurven nach Aktivierung mit 20uM ADP (* p < 0,05)

(Mittelwert + Standardabweichung)
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Nach Aktivation mit 5uM ADP aggregierten die Thrombozyten unter Ticlopidin
nach vier, 24 (p = 0,028) und 48 Stunden (p = 0,044) und unter Clopidogrel 75mg
nach 48 Stunden (p = 0,027) signifikant langsamer.

Die Steigung der TRAP-induzierten Aggregationskurven blieb unter Clopido-
grel im Verlauf konstant, unter Ticlopidin war dagegen eine leichte Zunahme zu ver-

zeichnen.

41.5 Degranulation

Die Ergebnisse der Freisetzungsreaktion sind in Tabelle V im Anhang widergegeben.

Bei der Degranulierung der dichten Granula (ATP-Freisetzung) fielen in allen
Studienarmen grof3e Schwankungen auf, was an hohen Standardabweichungen
deutlich wird. Bei Stimulation mit 20uM ADP setzten die Thrombozyten der mit den
héheren Clopidogrel-Dosen behandelten Patienten nach 48 Stunden am wenigsten
ATP frei.

Signifikant geringer war die ATP-Freisetzung nur unter 450 bzw. 600mg Clopidogrel
nach 24 (p = 0,028) bzw. 48 Stunden (p = 0,018) (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Freisetzung von ATP nach Aktivierung mit 20uM ADP (* p < 0,05)

(Mittelwert + Standardabweichung)

Bei der durch 5uM ADP ausgelésten Aggregation differierten die Ausgangs-
werte der ATP-Freisetzung bereits erheblich. Wahrend vor Einnahme von 450mg
Clopidogrel im Mittel 0,12nMol, nach 48 Stunden 0,03nMol ATP freigesetzt wurden,
sank die Ausschuttung unter 600mg von 0,05nMol auf 0,01nMol. Die Sekretion von
ATP war unter 450mg Clopidogrel zwei Stunden nach Einnahme signifikant niedriger
(p =0,021).

Unter 300 und 75mg Clopidogrel und unter Ticlopidin ergaben sich keine ein-
deutigen Tendenzen in der Freisetzungsreaktion; 48 Stunden nach Einnahme von

Ticlopidin wurde signifikant weniger ATP sezerniert (p = 0,046).

In allen Studienarmen fiel auf, dal} die durch TRAP induzierte ATP-Freiset-
zung bis vier Stunden nach Therapiebeginn anstieg (unter Ticlopidin signifikant; p =
0,018) und anschlieRend wieder abfiel - in den héheren Clopidogrel-Dosen bis unter

das Ausgangsniveau (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Freisetzung von ATP nach Aktivierung mit 25uM TRAP (* p < 0,05)

(Mittelwert £ Standardabweichung)
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4.2 Oberflachenexpression thrombozytarer Membran-

glykoproteine unter EinfluB von Ticlopidin bzw. Clopidogrel

4.2.1 Dichte der Fibrinogenrezeptoren (CD41-Antikorper)

Die Ergebnisse der durchfluizytometrischen Bestimmung der CD41-Immunfluores-

zenz zeigt Tabelle VI im Anhang.

Eine erhohte Aktivierung des Fibrinogenrezeptors war unabhangig von der
quantitativen Oberflachenexpression des GPIllb-llla-Komplexes. Die Oberflachen-
expression von GPlIb-llla (anti-CD41) blieb innerhalb des Beobachtungszeitraums in
den einzelnen Studienarmen im wesentlichen unverandert.

Die mit 20uM ADP aktivierten Plattchen zeigten unter Clopidogrel-Therapie
(450mg) nach vier Stunden eine signifikant niedrigere Immunfluoreszenz der CD41-
Antikorper (p = 0,011), unter 300mg nach zwei (p = 0,028), unter 600mg nach vier
Stunden (p = 0,012).

Unter Aktivierung mit 5uM ADP war die Fluoreszenz vier Stunden nach Ein-
nahme von 300mg Clopidogrel geringer: Es waren hochsignifikant weniger CD41-
Antigene exprimiert (p = 0,008).

Unter den TRAP-aktivierten Thrombozyten waren die gemessenen Werte vier
Stunden nach Einnahme von 75 bzw. 300mg Clopidogrel signifikant niedriger (p =
0,043 bzw. 0,044), ebenso 24 Stunden nach Einnahme von 600mg (p = 0,037).

4.2.2 Expression aktivierter Fibrinogenrezeptoren (PAC-1-Antikorper)

Die Ergebnisse der durchfluRzytometrischen Bestimmung der PAC-1-Immunfluores-

zenz sind in Tabelle VIl im Anhang dargestellt.

Vor Einnahme von 600mg Clopidogrel wurde eine mittlere Immunfluoreszenz
der PAC-1-markierten nicht-aktivierten Thrombozyten von 119 gemessen, 48 Stun-
den danach mit 107 eine signifikant erniedrigte (p = 0,027). Der gleiche jedoch nicht-
signifikante Verlauf fand nach 450 und 300mg Clopidogrel statt. Unter 300mg war die
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Fluoreszenz innerhalb der ersten zwei Stunden nach Einnahme von 129 auf 119
signifikant schwacher (p = 0,038) und blieb auf diesem Niveau.

Unter 75mg Clopidogrel und unter Ticlopidin wurde nach 48 Stunden mit 122 bzw.
121 eine gleichbleibende Immunfluoreszenzstarke anti-PAC-1 gemessen wie ein-
gangs mit 127 bzw. 124 (Abb. 4.11).

200 — O - Ticlopidin

O -75mg Clopidogrel
A -300mg Clopidogrel
@® - 450mg Clopidogrel
150 — € -600mg Clopidogrel

mittlere Immunfluoreszenz

’ T 1 [ 1
0 2 4 24 48
Stunden nach Therapiebeginn

Abb. 4.11: PAC-1, nicht-aktiviert (* p < 0,05)

(mittlere Immunfluoreszenz, 25%- und 75%-Quartile)

Mittels 20uM ADP induzierte Thrombozyten zeigten unter 600mg Clopidogrel
ebenfalls innerhalb von zwei Stunden einen signifikanten Ruckgang (p = 0,037) in ih-
rer PAC-1-Immunfluoreszenz von 339 auf 272, dieser setzte sich fort bis auf 218
nach 48 Stunden. Innerhalb 48 Stunden am starksten zurlickgegangen war die
Dichte aktivierter GPIIb-llla-Komplexe unter 450mg Clopidogrel von 371 auf 155.
Nach zwei und vier Stunden war dieser Verlauf hochsignifikant (p = 0,005), nach 24
Stunden signifikant (p = 0,018), nach 48 Stunden war p = 0,068. Hier ist zu bemer-
ken, dal die Immunfluoreszenz 24 Stunden nach Einnahme (264) im Vergleich zur
Messung vier Stunden nach Einnahme wieder etwas angestiegen war (239). Dieser
Verlauf zeigte sich noch etwas ausgepragter unter 75mg Clopidogrel, wo die Werte

nach vier Stunden mit p = 0,066 annahernd signifikant unterhalb des Ausgangsni-
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veaus lagen, am nachsten Tag jedoch héher als dieses waren. Nach 48 Stunden la-
gen sie wieder darunter.

Unter 300mg Clopidogrel unterlagen die PAC-1-Messwerte nicht so ausge-
pragten Schwankungen - 24 Stunden nach Einnahme waren sie signifikant gesunken
(p = 0,025).

Unter Ticlopidin war die PAC-1-Immunfluoreszenz zwei Stunden nach Ein-
nahme von 286 auf 365 nicht-signifikant angestiegen, im weiteren Verlauf mani-

festierte sie sich in HOhe des Ausgangsniveaus (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: PAC-1, Aktivierung mit 20uM ADP (* p < 0,05)

(mittlere Immunfluoreszenz, 25%- und 75%-Quartile)
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Unter 300 und 600mg Clopidogrel wurde - wie unter 3.3 beschrieben - auch
die Fibrinogenrezeptordichte der mit 5uM ADP aktivierten Thrombozyten bestimmit.
Zwei Stunden nach Einnahme von 600mg Clopidogrel waren die PAC-1-Werte von
239 auf 181 hochsignifikant gesunken (p = 0,007), sie gingen im Verlauf noch weiter
signifikant zurick bis auf 142 nach 48 Stunden (p = 0,046). Unter 300mg fielen sie
wahrend der ersten 24 Stunden ebenfalls signifikant von 267 auf 241 ab (p = 0,05),

lagen nach 48 Stunden jedoch wieder in Hohe des Ausgangsniveaus (Abb. 4.13).
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Abb. 4.13: PAC-1, Aktivierung mit 5uM ADP (* p < 0,05)

(mittlere Immunfluoreszenz, 25%- und 75%-Quartile)
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Gemessen mit PAC-1-Immunfluoreszenz exprimierten die TRAP-induzierten
Thrombozyten unter 75mg Clopidogrel bereits eine, zwei und vier Stunden nach Ein-
nahme signifikant (p = 0,043, 0,018 und 0,021) weniger aktivierte Fibrinogenrezepto-
ren auf ihrer Oberflache (im Verlauf bis vier Stunden: 205, 157, 154, 181). Nach 24
Stunden war PAC-1 mit 211 wieder angestiegen. Ein ahnlicher, jedoch nicht signifi-
kanter Verlauf ergab sich auch unter 300 und 450mg Clopidogrel. Unter 600mg war
die Immunfluoreszenz 24 Stunden nach Einnahme dagegen signifikant gesunken (p
= 0,046); nach 48 Stunden war sie wieder so hoch wie zu Beginn.

Unter Ticlopidin zeigte sich hingegen keine Veranderung im Auftreten von ak-
tiviertem GPlIb-llla.

423 Expression von P-Selektin (CD62P-Antikorper)

Die Ergebnisse der durchflulizytometrischen Bestimmung der CD62P-Immunfluores-

zenz zeigt Tabelle VIII im Anhang.

Die Sekretion von a-Granula und damit die Expression von P-Selektin der
nicht-aktivierten Thrombozyten zeigte gemessen anhand mittlerer Immunfluoreszenz
von CD62P-Antikérpern unter Clopidogrel-Therapie einen leichten Rickgang, der
unter 75mg 48 Stunden nach Einnahme (p = 0,028), unter 300mg zwei (p = 0,032),
vier (p = 0,021) und 48 Stunden (p = 0,043), und unter 600mg 24 Stunden nach Ein-
nahme signifikant war (p = 0,037).

Die mit 20puM ADP induzierten Thrombozyten zeigten wahrend der ersten vier
Stunden nach Einnahme von Clopidogrel eine Abnahme ihrer CD62P-Immunfluores-
zenz: unter 75 mg nach vier Stunden (p = 0,011), unter 300mg wahrend aller Mes-
sungen nach Einnahme signifikant (nach zwei und nach vier Stunden p = 0,005, nach
24 Stunden p = 0,035, nach 48 Stunden p = 0,043) unter 450mg nach zwei und vier
Stunden hochsignifikant (p = 0,005 und 0,008) und lagen nach 24 Stunden wieder
auf dem Ausgangsniveau. Unter der hohen Ladungsdosis von 600mg zeigten sich
hohe Standardabweichungen und keine signifikante Abnahme der gemessenen Im-

munfluoreszenz. Unter Ticlopidin war die CD62P-Immunfluoreszenz nach zwei Stun-
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den gesunken (p = 0,08), in den weiteren Messungen jedoch nicht unter das Aus-

gangsniveau (Abb. 4.14).

Dagegen war die Expression von CD62P nach Aktivierung mit 5uM ADP zwei
und vier Stunden nach Einnahme von 600 mg reduziert (p = 0,074), signifikant redu-
ziert nach 24 (p = 0,013) und nach 48 Stunden (p = 0,028). Unter der Ladungsdosis
von 300mg zeigte sich ein hochsignifikanter Abfall der Aktivierbarkeit bereits zwei (p
= 0,009) bzw. vier Stunden (p = 0,005) nach Einnahme, nach 24 Stunden ein nicht-
signifikanter (p = 0,069), nach 48 Stunden erneut ein signifikanter (p = 0,043).
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Abb. 4.14: CD62P, Aktivierung mit 20uM ADP; Einzelwerte nach 0 und 4 Stunden

(mittlere Immunfluoreszenz)
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Die durch TRAP stimulierten Thrombozyten zeigten in ihrer CD62P-Immun-
fluoreszenz keine eindeutige Tendenz. Unter Ticlopidin blieben sie relativ konstant
auf gleicher Hohe. Unter 75mg und 300mg wurden nach zwei und vier Stunden
zunachst signifikant geringere Werte gemessen, danach wieder die Ausgangswerte.
Ein ahnlicher jedoch nicht-signifikanter Verlauf lie3 sich unter 600mg Clopidogrel
feststellen. Die starksten Schwankungen in der Immunfluoreszenz ergaben sich

unter 450mg.

4.2.4 Expression von von-Willebrand-Faktor-Rezeptor (CD42b-Antigen)

Die Bestimmung der CD42b-Immunfluoreszenz zeigt Tabelle IX im Anhang.

Die Immunfluoreszenz der CD42b-markierten Thrombozyten, welche nicht ak-
tiviert wurden, zeigte unter Ticlopidin wie auch unter 75mg Clopidogrel nach 48
Stunden eine leicht ansteigende Tendenz, unter den hoheren Clopidogrel-Dosen da-
gegen einen Abfall, der unter 600mg nach 48 Stunden signifikant wurde (p = 0,043).

Die mit 20puM ADP aktivierten Thrombozyten exprimierten wahrend der ersten
vier Stunden nach Einnahme von Ticlopidin bzw. Clopidogrel vermehrt von-Wille-
brand-Faktor-Rezeptoren, im weiteren Verlauf lieR sich jedoch keine einheitliche
Tendenz feststellen.

Unter 300 und 600mg Clopidogrel war die CD42b-Immunfluoreszenz nach vier Stun-
den signifikant erhoht (p = 0,032 und 0,005), unter 300mg zusatzlich hochsignifikant
bereits nach zwei Stunden (p = 0,009). In beiden Gruppen fanden sich zu spateren
Messzeiten wieder Ausgangswerte.

Unter 75mg Clopidogrel wurde eine Stunde nach Einnahme eine signifikant hdhere
Anzahl an vVWF-Rezeptoren gemessen (p = 0,043; Median 0 h: 532, 1 h: 550).

Nach Aktivierung mit 5uM ADP ergab sich unter 300mg Clopidogrel ein ten-

dentieller Rickgang der Oberflachendichte von Glykoprotein Ib-V-IX, unter 600mg

zunachst eine leichte Zunahme.
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Auf die Expression von vWF-Rezeptoren, welche mittels TRAP induziert

wurde, nahmen Clopidogrel sowie Ticlopidin keinen wesentlichen Einflul3.

4.3 Thrombozytenzahl im Routineblutbild

Die Anzahl der im peripheren Blut zirkulierenden Thrombozyten nahm in allen
Studienarmen innerhalb von 48 Stunden nicht-signifikant geringfugig ab. In der
Gruppe mit 600mg Ladungsdosis Clopidogrel sanken die Mittelwerte von 210 auf
186x109/I, mit 450mg Ladungsdosis von 226 auf 214x109/l, mit 300mg Ladungs-
dosis von 219 auf 197x10%1, in der Gruppe ohne Ladungsdosis Clopidogrel stieg die
Thrombozytenzahl nach zwei Stunden signifikant Uber das Ausgangsniveau von 240
auf 251 (p < 0,05) und sank anschlie3end nicht-signifikant auf 221x109/I. Unter Ticlo-
pidin fielen die Thrombozyten von anfangs 228 auf 202x109/I.

Insbesondere zeigte sich im Gruppenvergleich kein Unterschied zwischen den

einzelnen Therapien.
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5. Diskussion

5.1 Bedeutung der Thienopyridine fir die interventionelle

Kardiologie

Thrombozyten spielen eine bedeutende Rolle in der Pathophysiologie von
Atherosklerose und ischamischen Komplikationen (26; 31; 78). Bei Geschehnissen
im Blutgefallsystem pathologischer (Ischamien, Infarkte) sowie therapeutischer Art
(PTCA, Stent-Implantationen) zeigen Thrombozyten eine erhohte Aktivierbarkeit und
vergrofRern damit zusatzlich das Risiko einer vollstandigen Thrombosierung z. B. von
Koronararterien (39). Mit einer Funktionsanalyse des thrombozytaren GPlIb-llla |ait
sich das Risiko einer Stentthrombose abschatzen (40). Desweiteren konnte gezeigt
werden, dal} es innerhalb von 72 Stunden nach Fibrinolysebeginn trotz der Gabe von
Acetylsalicylsdure und Heparin zu einer Aktivierung des Fibrinogenrezeptors kommt
(13). Dies ist assoziiert mit einem erhohten Risiko eines thrombotischen Wieder-
verschlusses des Infarkt-Gefalkes (107).

Thienopyridine blockieren die ADP-vermittelte Thrombozytenaktivierung, wo-
durch sie dem thrombotischen VerschlulR eines Gefalles entgegenwirken. Die
CAPRIE-Studie zeigte bei einem Vergleich der Monotherapien eine Reduktion des
relativen Risikos um 8,7% von Clopidogrel gegentber ASS hinsichtlich ischamischer
vaskularer Mortalitat (21; 37).

Clopidogrel vermag dabei im Vergleich zu Ticlopidin ein groeres antithrom-
botisches Potential in kilirzerer Zeit zu entfalten und ist zugleich hinsichtlich seiner
Nebenwirkungen weniger belastend. Dies wurde klinisch anhand der CLASSICS-
Studie nachgewiesen und konnte im Rahmen der vorliegenden Untersuchung expe-
rimentell verifiziert werden. Eine signifikante Reduktion der funf Minuten nach Zu-
gabe einer aktivierenden Substanz (20uM ADP) gemessenen Plattchenaggregierung
zeigte sich unter Clopidogrel spatestens vier Stunden nach Einnahme des Medika-
ments (75mg). Unter Ticlopidin dagegen wurde diese Wirkung erst nach 48 Stunden
erreicht.

Die Datenlage der jungsten Vergleichsstudien der beiden Thienopyridin-
derivate macht einen Ersatz von Ticlopidin durch Clopidogrel mit Ladungsdosis im
Rahmen akuter Koronarsyndrome bzw. zur Prophylaxe von Restenosierungen nach

intrakoronarem Stenten empfehlenswert (7; 11; 77). Die Kombination von Clopidogrel
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mit Acetylsalicylsaure ist dabei der Monotherapie aus Clopidogrel bzw. ASS uber-
legen (9).

Wahrend das Blutungsrisiko unter beiden Therapeutika gleich grof3 ist (9%),
verursacht Ticlopidin doppelt so haufig Diarrhoen wie Clopidogrel. Die Wahrschein-
lichkeit, eine medikamenten-induzierte schwere Neutropenie (< 450/ul) zu erleiden,
liegt unter Ticlopidin bei knapp einem Prozent, unter Clopidogrel bei 0,05% (35).

In der vorliegenden Versuchsreihe klagten zwei Patienten aus der Ticlopidin-
Gruppe und ein Patient unter Clopidogrel zu Beginn der Therapie tiber Ubelkeit bzw.

leichte Diarrhoe.

5.2 Thrombozytare Aggregation unter Thienopyridinen

Die Aktivierbarkeit von Blutplattchen wurde in der vorliegenden Arbeit mit
thrombogenen Substanzen bestimmt, welche nach Zugabe zu einer plattchenreichen
Suspension die Aggregation auslésen. Je nach Aktivierbarkeit fallt diese — in Form
einer aufgezeichneten Kurve — unterschiedlich stark aus bzw. ist unterschiedlich
stark reversibel (Deaggregation). In vitro kann die Aktivierung agonisten-spezifisch
induziert werden. So lalt sich das Mal® der ADP-induzierten Aktivierungshemmung
ermitteln.

Einen gesicherten Einflul3 auf die TRAP-induzierte Aggregierbarkeit haben die
Thienopyridine nicht.

Die Steigung der Aggregationskurven und damit die Reaktionsfahigkeit der
Thrombozyten wurde durch die beiden Substanzen nur leicht unterschiedlich modifi-
ziert: Unter Ticlopidin nahm sie nicht-signifikant leicht zu, wahrend sie unter Clopido-

grel abnahm (nicht-signifikant).

5.3 Freisetzungsreaktion

Luminometrisch wurde simultan zur Aggregation die Menge an freigesetztem
ATP festgestellt, ein Indikator fur die Freisetzung dichter Granula von Thrombozyten.

Die thrombozytare ATP-Freisetzungsreaktion reduzierte sich in keiner der Therapie-
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gruppen nennenswert. Sie ging unter Clopidogrel tendentiell eher zurlck als unter

Ticlopidin.

P-Selektin wird an der thrombozytaren Oberflache nach Freisetzung von o-
Granula exprimiert und von anti-CD62P-Antikérpern gebunden. Es ist bekannt, dal®
gemeinsam mit P-Selektin auch andere granular gespeicherte, biologisch potente
Stoffe wie Wachstumsfaktoren sowie Serotonin in den plasmatischen Raum
freigegeben werden und ihre atherosklerotische Wirkung entfalten (43; 52; 59). Sie
spielen in der Pathophysiologie der Restenosierung nach PCI eine Rolle.

Thienopyridine hemmen die nach Stentimplantation zu beobachtende ver-
mehrte Freisetzung von a-Granula (40). Dies unterlegt vorliegende Studie sowohl fur
Ticlopidin als auch fur Clopidogrel. Nach Einsatz von Clopidogrel verminderte sich
die mit 20uM ADP induzierte Expression von CD62P am deutlichsten unter den La-
dungsdosen 300 und 450mg: Zwei und vier Stunden nach Einnahme war die Akti-
vierbarkeit durch 20uM ADP hochsignifikant gesunken. Fiur 600mg ergab sich eine
hohe Standardabweichung bei der Messung unter dieser ADP-Konzentration, und
die Abnahme der gemessenen Oberflachenexpression war insgesamt statistisch
nicht signifikant; die Einzelauswertung zeigt dennoch einen Abfall der Immunfluores-
zenz, wie am Beispiel vier Stunden nach Einnahme graphisch dargestellt werden
kann (s. 4.2.3).

Es lalt sich hieraus schliel3en, dal} durch den Einsatz von Clopidogrel, insbe-
sondere mit einer initialen Ladungsdosis in der Akutbehandlung eines Koronarsyn-
droms, eine verminderte Degranulierung der pleiotrophen thrombozytaren Stoffe er-

zielt werden kann.

5.4 Effekte der Ladungsdosen von Clopidogrel

Die antithrombozytare Wirkung von Clopidogrel ist konzentrationsabhangig
(66). Verglichen mit Ticlopidin bewirkte Clopidogrel bereits in einer Dosis von 75mg
ab dem ersten Einnahmetag eine signifikante Reduktion der Plattchenaggregation
(vier Stunden nach Einnahme um 10,9% bei Aktivierung mit 20uM ADP versus 4,4%

unter Ticlopidin). Noch effektiver war die Aggregationshemmung nach einer initialen
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Ladungsdosis Clopidogrel: um 22,7% bei 300mg, um 47,1% bei 450mg und um
32,8% bei 600mg.

Eine Wiederauflosung der Plattchenaggregate konnte durch Einnahme von
Ticlopidin kaum erzielt werden, jedoch sehr effektiv unter Clopidogrel-Therapie,
welche mit einer Ladungsdosis von 450 oder 600mg begonnen wurde: Am zweiten
Tag der Einnahme l6sten sich bis zu 66% der nach Aktivierung (ADP 20uM)
gebildeten Aggregate nach funf Minuten wieder auf.

Die Aktivierung uber den Thrombinrezeptor I6ste dagegen die Aggregation in
gleicher Weise aus wie vor Behandlungsbeginn mit Clopidogrel. Es kann folglich
davon ausgegangen werden, dald auch eine Kombinationstherapie von Aspirin und
Clopidogrel keinen Einfluy auf die thrombininduzierte Plattchenaktivitat ausubt bzw.
die ADP-Rezeptor getriggerte Aktivierung nicht durch Thrombin ausgeldst werden

kann.

Die Gabe einer Ladungsdosis bei bereits bestehender Standardtherapie mit
75mg Clopidogrel scheint im Rahmen interventioneller Eingriffe zusatzlich einen
Benefit zu erbringen. In einer Studie an zwanzig Patienten erzielte eine Dosis von
600mg nach vierwdchiger Clopidogreltherapie zusatzlich noch einen Effekt von Uber

60% der bereits bestehenden Plattchenhemmung (56).

5.5 Interindividuelle Wirkung der Thienopyridine

Das Ansprechen auf die antithrombozytare Wirkung von Clopidogrel oder
Ticlopidin zeigte sich auch innerhalb der Gruppen individuell unterschiedlich. Daf} die
in einer Konzentration von 5 oder 20uM ADP hervorgerufene Aggregation sich im
Verlauf der ersten vier Stunden in nicht wenigstens einer der Messungen um minde-
stens 20% verringerte, war bei sechs Patienten unter Ticlopidin-, sieben Patienten
unter 75mg Clopidogrel- und einem Patienten unter 450mg Clopidogrel-Therapie der
Fall.

Bei einem Teil der Patienten stieg die Aggregation mit 20uM ADP nach The-
rapiebeginn im Verlauf der ersten Stunden sogar an: Unter Ticlopidin und unter 75mg
Clopidogrel bei Uber 40%, nach 300mg Clopidogrel bei einem Patienten, bei zwei

Patienten nach 450mg und nach 600mg Clopidogrel. Eine dosisabhangige Bezie-
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hung des Ansprechens ist nicht eindeutig erkennbar — auch nach Gabe von 450mg
Clopidogrel wurden Verlaufe beobachtet, die verminderte bzw. keine thrombozytare
Reaktion zeigten. In Abb. 5.1 sind zwei Verlaufskurven der Aggregation nach funf
Minuten unter 450mg Clopidogrel dargestellt:

Patient 1 Patient 2

100 % 100 %

O% T |> 0% I |>
Oh 24 h Oh 24 h

Abb. 5.1: Aggregation im Zeitinterval 0 bis 24 Stunden

bei zwei Patienten nach Einnahme von Clopidogrel 450mg

Zu sehen ist ein typischer Abfall der Aggregation innerhalb der ersten 24 Stunden
nach Einnahme von 77,8% auf 2,5% sowie ein Verlauf ohne Aggregationshemmung
(0 h: 74,1%; 24 h: 77,8%). Die Immunfluoreszenz der aktivierten Fibrinogenrezepto-
ren (PAC-1) war jeweils adaquat dazu gesunken (um 21% bei Patient 1) bzw. nicht
zurlckgegangen (bei Patient 2), sondern leicht gestiegen. Auch unter Ticlopidin wur-
den derartige Unterschiede zwischen den einzelnen Patienten deutlich.

Eine klrzlich publizierte Studie untersuchte die Ansprechrate auf Clopidogrel
anhand der Thrombozyteninhibition. 105 Patienten mit stabiler Angina pectoris unter-
zogen sich einer Koronarangiographie mit PTCA bzw. Stent-Implantation. Wie in der
vorliegenden Untersuchung wurde die Aggregation nach Aktivierung mit ADP in 5
bzw. 20uM Konzentration vor und vier Stunden nach Einnahme von 600mg Clopido-
grel gemessen. Patienten mit einer Aggregationshemmung von unter 30% im Ver-
gleich zum Ausgangswert wurden als relative (Semi-responder), mit einer Aggrega-
tionshemmung von weniger als 10% als absolute Non-responder eingestuft. Bei zwei

Patienten war es anschliel3end zu einer subakuten Thrombose des Stent-Implantates
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gekommen. Diese Patienten befanden sich in der Gruppe der Non-responder. Die
Verfasser diskutieren eine hohere Validitat der Aussage gemessen mit SuM ADP-
Aktivierung der Thrombozyten. Im Vergleich zur Stimulierung mit 20uM ADP kann ein
subtileres Ansprechen der Blutplatichen detektiert werden. In dieser Studie waren
10% der Patienten Semi- und 5% Non-responder (72).

Gemessen an diesen Kriterien kdnnen in der vorliegenden Arbeit drei der zehn
Patienten nach 600mg Clopidogrel-Ladungsdosis als Semi-responder bezeichnet
werden. Eine Inhibition von weniger als 10% nach 4 Stunden (Non-responder)
konnte in dieser Gruppe unter 5uM ADP-Aktivierung nicht verzeichnet werden, unter
20uM ADP-Aktivierung bei zwei Patienten.

Im Vergleich dazu liel3 sich unter den zehn Patienten, welche 450mg
Clopidogrel eingenommen hatten, unter 5uM Aktivierung jeweils nur ein Semi- und
ein absoluter Non-responder feststellen (versus drei Semi-respondern unter 600mg).
Dies konnte erklaren, warum die Aggregationshemmung der Gruppe mit 450mg
Ladungsdosis durchschnittlich starker war als in der 600mg-Gruppe (47,1% versus
32,8%; s. 5.4). Ein eindeutig linearer Verlauf der Inhibitionssteigerung entsprechend
der Ladungsdosis wird in der vorliegenden Studie durch die individuelle Ansprechrate
auf Thienopyridine verhindert. Eine grofliere Fallzahl an Probanden ware nétig, um

dies darstellen zu kdnnen.

Es ist demnach ein individuell sehr unterschiedliches Ansprechen auf Thieno-
pyridine zu beobachten. Es wurde bereits erwahnt, dal} kongenitale Variationen unter
den thrombozytaren Purinozeptoren beschrieben sind (35). Auch Topol und Mitar-
beiter fuhren bis zu 30% der naturlichen Variationen im Reaktionsverhalten von Blut-
plattchen auf genetische Unterschiede zurtick (106).

Desweiteren wird ein individueller Unterschied in der Metabolisierung der
,prodrugs” Ticlopidin bzw. Clopidogrel diskutiert. Wie jungst bestatigt werden konnte,
geschieht die Umwandlung uUber den Subtyp 3A4 des hepatischen Cytochrom-P-
Systems. Die individuelle Aktivitat dieses Enzyms scheint fur die Auspragung der
Umwandlung von Clopidogrel in seinen aktiven Metaboliten verantwortlich bzw. fur
den antithrombozytaren Effekt entscheidend zu sein. Bei Probanden mit guter bzw.
reduzierter antithrombozytarer Wirkung von Clopidogrel wurde dies nachgewiesen:
Die Einnahme weiterer Substanzen, welche uUber das Cytochrom-P 450 3A4 metabo-

lisiert werden und sich im Atemtest messen lassen (z. B. Erythromycin), zeigten bei
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ihnen entsprechend der Aktivitat des Enzyms eine hohe bzw. schwache Wirkung
(57).

Erste klinische Ergebnisse weisen darauf hin, dafl bei Clopidogrel-Non-
respondern ein um 40% erhohtes Risiko fur ein weiteres cardiovaskulares Ereignis
besteht, verglichen mit Patienten, deren Thrombozyten durch das Medikament inhi-
biert werden (62).

5.6 Studienbeschrankung

Die Untersuchung der Thrombozytenfunktion wird immer von dem potentiellen
Risiko einer artifiziellen Thrombozytenaktivierung in vitro, bei der Gewinnung oder
Verarbeitung der Proben, beeintrachtigt. Um fehlerhafte Ergebnisse zu vermeiden,
wurden deshalb methodische Variablen innerhalb der untersuchten Patienten kon-
stant gehalten und auRerdem alle Proben innerhalb kirzest moglicher Zeit verarbei-
tet.

Die durchfluRzytometrische Untersuchung erlaubt nur Aussagen uber noch zir-
kulierende Thrombozyten, aber keine Beurteilung einer Aktivierung von Blutplatt-
chen, die bereits sequestriert wurden. Demnach ware es mdglich, dal® die thrombo-
zytare Aktivitat unterbewertet wurde, was besonders bei Patienten mit geringer sy-

stemischer Thrombozytenaktivierung zum Tragen kommen konnte.

Mit Hilfe der DurchfluRzytometrie ist es nicht moglich nur geringe Unterschiede
in der Reaktionsbereitschaft der Thrombozyten nachzuweisen, weil durch diese Me-
thodik lediglich der Endzustand der Thrombozyten dargestellt werden kann und nicht
der Verlauf bis zu diesem Zustand. So ist zu erklaren, daf} in der Durchfluizytometrie
durch die gewahlten Agonistenkonzentrationen keine signifikanten Unterschiede in

der Oberflachenexpression mancher Membranglykoproteine mef3bar waren.
Desweiteren konnen auch in dieser Studie keine Interaktionen der vom Patien-

ten eingenommenen Medikamente ausgeschlossen werden, welche einen uner-

wunschten Einfluf3 auf die untersuchten Mel3grofien haben.
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5.7 Aussichten

Sowohl CURE als auch CREDO konnten den Nutzen der Kombination Clopi-
dogrel plus ASS beim akuten Koronarsyndrom belegen (100; 112). Inzwischen wurde
der diesbezugliche Einsatz von Clopidogrel in die Leitlinien der Amerikanischen so-
wie auch der Europaischen Gesellschaften fur Kardiologie aufgenommen. Die Be-
handlung sollte demnach mit der einmaligen Aufsattigungsdosis von 300mg Clopido-
grel begonnen und langfristig (mindestens neun Monate) mit 75mg pro Tag fortge-
setzt werden (10).

Die in dieser Arbeit evaluierten unterschiedlichen Ladungsdosen sind derzeit
klinisch in Erprobung. Die Messergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen eine Be-
fUrwortung der hohen Ladungsdosis von 600mg Clopidogrel zu. Im Vergleich mit der
Ladungsdosis von 300mg konnte mit 600mg zum einen die maximale Aggregation
nach Aktivation mit ADP (5uM) vier Stunden nach Einnahme um 46,5% gesenkt wer-
den (versus 24,7% nach 300mg Clopidogrel). Zum anderen zeigte sich durchfluf3-
zytometrisch die Aktivierbarkeit der Thrombozyten unter 600mg Clopidogrel in der
hohen wie auch der niedrigen ADP-Konzentration in allen Messungen nach Thera-
piebeginn signifikant erniedrigt. Dies ergab die Verlaufskurve der gemessenen Im-
munfluoreszenz der PAC-Antikorper. Unter der halben Ladungsdosis konnte dies nur
in der 5uM ADP-Konzentration nachgewiesen werden.

In Form weiterer Untersuchungen und anhand weiterer Messparameter sollten
die beiden Ladungsdosen verglichen werden, um darzustellen, wie sich der Einsatz

der hohen initialen Dosis von 600mg Clopidogrel auswirken konnte.

Weiterfihrend wird das ,Management of Atherothrombosis with Clopidogrel in
High-risk Patients with Recent Transient Ischaemic Attack or Ischaemic Stroke" eva-
luiert (MATCH), wo an ca. 7 600 Patienten ermittelt werden soll, ob Clopidogrel in
Kombination mit ASS effizienter vor ischamischen Insulten schitzt als ASS alleine
(48).

Um die Langzeiteffekte im Sinne einer Sekundarpravention zu ermessen,
wurde die ,The Clopidogrel for High Atherothrombotic Risk and Ischemic Stabiliza-
tion, Management and Avoidance“-Studie (CHARISMA) in die Wege geleitet. Anhand

einer langerfristigen Kontrolle der tber 15 000 eingeschlossenen Patienten soll sich
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zeigen, ob die Kombination von Clopidogrel mit Aspirin auch einen langerfristigen

Benefit gegenuber Aspirin erwarten laft (12).
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurde anhand von 50 Patienten mit stabiler
Angina pectoris untersucht, welchen EinfluR die Substanzen Ticlopidin und Clopido-
grel auf die Thrombozytenaktivitat ausiben. Dazu wurde vor Einnahme von Ticlopi-
din oder Clopidogrel und in mehreren Intervallen danach Blut enthommen und die
Aggregation sowie die Expression aktivierungsabhangiger Oberflachenantigene be-
stimmt.

Ticlopidin wurde initial mit 2 x 500mg und dann mit 2 x 250mg taglich verab-
reicht, Clopidogrel wurde ohne sowie mit einer Ladungsdosis von 300, 450 bzw.
600mg und anschlieRend 75mg pro Tag verordnet.

Im Vergleich zu Ticlopidin zeigte sich unter Clopidogrel eine signifikant hohere
Inhibierung der thrombozytaren Aggregation, die mittels photometrischer Aggrego-
metrie bestimmt wurde, sowie durchflulzytometrisch eine verminderte Expression
aktivierter Fibrinogenrezeptoren nach Stimulation der Thrombozyten mit ADP. Eine
hohere Ladungsdosis beschleunigt den Eintritt der antithrombozytaren Wirkung von
Clopidogrel und schliet damit eine therapeutische Lucke, die zwischen Einnahme
und Wirkungseintritt von Ticlopidin entsteht. Innerhalb von vier Stunden konnte eine
Ladungsdosis von mindestens 300mg Clopidogrel die thrombozytare Aggregation
bereits signifikant inhibieren.

Eine signifikant verminderte Freisetzung thrombogener Substanzen wie P-
Selektin konnte in der vorliegenden Untersuchung teilweise gemessen werden; die
ATP-Freisetzung blieb unbeeinfluft.

Es bleibt zu diskutieren, ob ein thrombozytares Ansprechen bei Verabreichung
von Clopidogrel individuell zu Uberprufen ist, um einen plattcheninhibierenden Effekt

sicherstellen zu kbnnen.
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Anhang

Gerateeinstellung:

DurchfluBzytometer

(Bestimmung der Thrombozyten)

Cytometer Typ: FACScan

Detectors/Amps:  Parameter

Mode
P1
P2
P3
P4
P5

FSC
SSC
FLA1
FL2
FL3

Threshold: Parameter FSC
Value 200

Compensation: FL1
FL2
FL2
FL3

0,0 % FL2
45,0 % FL1
0,0 %FL3
0,0 % FL2

Log Data Units: Channel Values

Detector

Voltage

EOO
261
670
565
150

Amplification Gain

1,00 log
1,00 log
1,00 log
1,00 log
1,00 log
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