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1 Einleitung

1.1 Bedeutungder Thrombozyten fir Hdmostase und arterielle Thrombose

Die komplexen Mechanismen der physiologischen Blutstillung ermoglichen bei ausrei-
chender Funktion der Einzelkomponenten einen wirksamen Schutz gegen grof3ere Blutverlu-
ste. Der Vorgang der Hamostase ist dabel durch ein enges Zusammenspiel von vaskuléren,
zelluldren und plasmatischen Vorgangen gekennzeichnet. Jedes System fir sich weist sowohl
pro- as auch antithrombotische Mechanismen auf, die sich im physiologischen Zustand im
Gleichgewicht befinden und somit ein unkontrolliertes Thrombuswachstum verhindern.

Verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten eines prothrombotischen Zustands, ent-
steht eine Thromboseneigung (thrombophile Diathese). Uberwiegen die antithrombotischen
und fibrinolytischen Mechanismen, werden Blutungen begunstigt (hdmorrhagische Diathese).

Zentraler Bestandteil der zelluldren Komponente sind Thrombozyten, die aufgrund viel-
facher Interaktionen in der Lage sind, auch auf die vaskuldre und plasmatische Blutstillung
einzuwirken (Schrér 1994, Colman 1994). Eine gesttrte Funktion der Blutpl&ttchen oder eine
zu geringe Anzahl bergen die Gefahr schwerer bis hin zu unstillbaren Blutungen. Thrombo-
zyten spielen ebenso eine grof3e Rolle bel der Atherogenese, der Entwicklung von akuten
arteriellen Thrombosen und ischamischen Komplikationen bei atherosklerotischen Krank-
heitshildern (Ross 1993, Fuster 1992, Willerson 1989).

Unter physiologischen Bedingungen interagieren die Blutplé&ttchen nicht oder nur sehr
eingeschrankt mit der GeféRwand. Verletzungen der Geféldinnenwand jedoch stéren die anti-
thrombotischen Eigenschaften des Endothels und setzen das Blut den adhésiven Molekilen
des Subendothels aus. Die Pléttchenadhésion an die beschadigte Gefal3wand ist der erste
Schritt der Hamostase und Thrombose (Sixma 1994). Nach der Adhéasion kommt es zur
Formverénderung der Blutpldttchen und zur Aktivierung, was weiterhin zur Freisetzung
intrazelluldrer Granula und zur Aggregation fihrt (Nurden 1994, Siess 1989).



1.2 Physiologieder Thrombozyten

1.21 Thrombozytenmorphologie

Thrombozyten sind kernlose, korpuskulére Blutbestandteile und entstehen im Kno-
chenmark aus Megakaryozyten. Sie zirkulieren mit einer durchschnittlichen Anzahl von
150.000 bis 300.000 pro pl fur neun bis zehn Tage im peripheren Blut (Mackie 1988). Im
ruhenden Zustand haben sie eine diskoide Form, einen Durchmesser von 2-4 um und ein
durchschnittliches Volumen von 9,5 um®. Thrombozyten zeigen einen komplexen inneren
Aufbau, den man nach morphologischen Kriterien in vier unterschiedliche Bereiche einteilen
kann (Mackie 1988):

Periphere Zone: Dieser Bereich besteht aus der trilamindren Zellmembran, die reich an
Glykoproteinen, Proteinen und Mukopolysacchariden ist. Die Glykoproteine, die sich elektro-
phoretisch trennen lassen, Ubernehmen als Oberfl&chenrezeptoren spezifische Funktionen
(Mackie 1988).

Strukturelle Zone: Sie enthdt das Zytoplasma und das Zytoskelett, das sich aus Mi-
krofilamenten, Mikrotubuli und submembrands gelagerten Aktinfilamenten zusammensetzen.
Die Verankerung dieses fibrillaren, kontraktilen Systems mit der Zellmembran erméglicht
dem stimulierten Thrombozyten aktive Formveranderungen und die Ausbildung von Pseudo-
podien (Mackie 1988).

Zone der Zellorganellen: In diesem Bereich befinden sich vor alem Mitochondrien,
Golgi-Apparate, Ribosomen und eine hohe Anzahl an pléttchenspezifischen Granula. Bei den
Granula werden Lysosomen, a-Granula und Dichte-Granula, welche e ektronenmikrosko-
pisch als dicht erscheinen, unterschieden. Alle Arten von Granula verschmelzen nach Aktivie-
rung der Thrombozyten mit der Zellmembran und setzen zahlreiche hdamostaserel evante Sub-
stanzen frel (Mackie 1988).



Membransysteme: Es wurden bisher zwei verschiedene Membransysteme beschrieben,
welche sich in Aufbau und Funktion unterscheiden. Das offene kanalikulére System (,, Surface
Connected System”, SCS) bewirkt eine starke Vergrofderung der Zelloberflache, wéhrend im
dichten tubuléren System (,, Dense Tubular System®, DTS) der Arachidonsdure-M etabolismus
des Blutpléttchens stattfindet (Mackie 1988). Das kanalikuldre System bildet transzelluldre
Membranstapel, welche mit der Plattchenoberflache und mit dem Zellinneren verbunden sind
und so dem Stoffaustausch dienen kénnen. Die Membranstapel kdnnen nach Aktivierung des
Thrombozyten mit der Zellmembran verschmelzen, wodurch Glykoproteine, die als Mem-
branrezeptoren fungieren kdnnen, an die Zelloberflache gelangen. Das kanalikulére System

stellt somit ein Reservepotential an Glykoproteinen dar (Charo 1994).

1.2.2 Funktionsstadien der Plattchenaktivierung

Es 1&%t sich bei den Funktionsstadien der Pléttchenaktivierung die Adhasion von der
Aggregation unterscheiden.

1.2.2.1 Adhéasion

Die Adhasion von noch ruhenden Blutpléttchen an die verletzte Gefal3wand ist der erste
Schritt der priméren Hamostase und wird priméare Adhéasion genannt. Die Anlagerung von
schon aktivierten Thrombozyten an Strukturen des Subendothels wird als sekundére Adhasion
bezeichnet (Andrews 1997, DeGroot 1990, Ruggeri 1994).

Der Adhéasionsvorgang wird durch thrombozytdre Membranglykoproteine gesteuert.
Durch den ersten Kontakt zirkulierender Blutpldttchen mit der subendothelialen Oberfléche
im Bereich einer Gefal3wandlasion bindet der Glykoprotein(GP)-1b/V/1X-Komplex mit kolla-
gen-immobilisiertem von-Willebrand-Faktor. Dadurch kommt es zur Haftung des Blut-
plattchens an der GefaRwand (K ontaktphase) (Sixma 1994, Nurden 1994). Uber weitere
membranstandige Adhasionsrezeptoren (Kollagen-, Fibronektin- und Lamininrezeptoren)
erfolgt eine Stabilisierung der Plattchenadhésion (Phase der Stabilisierung) (Nurden 1994).



Der Kollagen-Rezeptor a,f3; ist ein bedeutender sekundérer Rezeptor fur die Plattchen-
Adhasion. Die Interaktion zwischen a3; und Kollagen fuhrt zur Aktivierung des Blutplatt-
chens und zu dessen Formveranderung. Wahrend dieses Prozesses wird auch der Fibrinogen-
Rezeptor GPIlb-111a aktiviert und stellt den engen Kontakt des Blutpléttchens mit der Ober-
flache sicher (Phase der Aktivierung) (Nurden 1994). Wéahrend der Formverdnderung
kommt es zur Bildung von Pseudopodien und zur Ausspreizung des Thrombozyten, was eine
effektive Abdichtung der Gefd3wandlasion beginstigt (Phase des Ausspreizens)
(Nurden 1994).

Der adhérente und aktivierte Thrombozyt bildet aus freigesetzter Arachidonsdure (AA)
Thromboxan A, (TxA), welches nach Abgabe in den Extrazellularraum Gber Bindung an
einen spezifischen Thromboxanrezeptor den Aktivierungsvorgang verstarkt. Des weiteren
werden wahrend der Adhasion Granulainhaltsstoffe freigesetzt (Sekretion), welche sowohl
autokrin den Aktivierungsvorgang verstdrken als auch durch Stimulation noch ruhender
Thrombozyten (parakrin) diese aus der Zirkulation rekrutieren und zur Aggregation mit schon
adhérenten Pléttchen anregen (Siess 1989). Die Interaktion von noch zirkulierenden Blutpl &tt-
chen mit schon adhérenten Thrombozyten erfolgt Uber aktivierte GPIlb-111a-Rezeptoren. Das
Endstadium der Adhéasion ist erreicht, wenn der Thrombozyt vollkommen Uber dem Suben-
dothel ausgespreizt ist und die Endothellasion gegeniiber dem Blutstrom abgedichtet ist (Nur-
den 1994) (Abbildung 1).



A Primére Adhésion B Sekundére Adhasion und Stabilisierung

| Subendothel | | Subendothel |
GPIb-1X-V f 0By GPID-IX-V |

C Aktivierung und Formanderung D Ausspreizen
Subendothel \ \ Subendothel \
asp azﬁlePlb IX-V B agBy  GoPBg GPIb-IX-V GPllb-lla
5 Qgb1
———

GPlIb-lla

Abb 1: Schematische Darstellung der Thrombozytenadh&sion an subendothelialen
Strukturen: Zu Beginn erfolgt die Bindung von GP Ib-1X-V an den von- Willebrand-
Faktor der Endothelzellen (A). Dieser Kontakt 10st eine weitere Aktivierung von
Membranglykoproteinen aus und bewirkt damit die Stabilisierung der Bindung (B). Es
kommt zur Aktivierung und Formverénderung des Thrombozyten mit Aktivierung des
GPlIb-llla-Rezeptors und der Freisetzung von Granulainhaltsstoffen (C). Schliefdich
kommt es zur Bildung von Pseudopodien und zur Ausspreizung des Thrombozyten (D).
Fn: Fibronektin; Kol: Kollagen; Lam: Laminin; vWF. von Willebrandt-Faktor;
TxA2: Thromboxan A,. AA: Arachidonsaure.

1.2.2.2 Aggregation

Aggregation nennt man den Vorgang der Koadhdsion zwischen zwei Thrombozyten.
Ein bedeutender Rezeptor fUr die Aggregation der Blutplattchen ist der Fibrinogen-Rezeptor
GPllb-Il1a. Die Aggregation erfordert eine Konformationséanderung des GPIIb-111a, die durch
verschiedene Stimulatoren, wie z.B. ADP, Thrombin oder Adrenalin, bewirkt wird.
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Diese Konformationsanderung ermdglicht die Bindung von léslichem Fibrinogen an
den GPlIb-1l1a-Rezeptor und damit an die Plattchenmembran (Gawaz 1999). Im weiteren
Verlauf bewirken Fibrinogenbriicken die Ausbildung von Plattchen-Aggregaten (Siess 1989,
Ginsberg 1995, Gawaz 1991, Plow 1992) (Abbildung 2).

Degranulation

CD62P

GPllIb-1lla Mikropartikel

Abb 2: Schematische Darstellung der Thrombozytenaggregation: Die Stimulierung des
Thrombozyten bewirkt eine Konformationsanderung des GPIIb-Il1a. Dies erméglicht die
Bindung von |6slichem Fibrinogen an den GPIIb-111a und die Bildung von Plétchenag-
gregaten Uber Fibrinogenbriicken. AufRerdem kommt es durch die Aktivierung des
Thrombozyten zur Freisetzung von Granulainhaltsstoffen. Epi: Epinephrin; Col: Kolla
gen; Thr: Thrombin; ADP: Adenosintriphosphat; Fg: Fibrinogen.

Es wird die primére von der sekundéren Aggregation unterschieden. Wahrend der pri-
méren Phase werden Thrombozyten Uber Fibrinogenbriicken locker miteinander verbunden.
Dieser Vorgang ist reversibel. Die irreversible, sekundére Aggregation tritt nach Aggregati-
onsbeginn verzogert auf und beginnt sobald der Thrombozyt Granulainhaltsstoffe freisetzt
(Ruggeri 1994).

Die Adhasion und die Aggregation lésen intrazelluldre Signalwirkungen aus, welche
zahlreiche Reaktionen zur Folge haben, wie z.B. die Bildung und Sekretion von Thromboxan
Az (TXAy), Serotonin und ADP. Diese Substanzen bewirken wiederum die Aktivierung von
weiteren Blutplattchen, eine Verengung der Blutgefél3e und eine Verlangsamung des Blutflus-
ses. Dadurch steigt einerseits die Interaktion zwischen den Blutpléttchen untereinander und
andererseits zwischen den Plattchen und der Gefal3wand an (Willerson 1989, Siess 1989).



1.2.3 Thrombozytare Membranglykoproteine

Das bedeutendste Membranglykoprotein ist der Fibrinogenrezeptor GPI1b-Il11a. ES be-
finden sich zwischen 60.000 und 100.000 dieser Rezeptoren auf einem Blutpléttchen
(Ginsberg 1995). 80% des GPllb-111a sind im Ruhezustand auf der Pléttchenoberflache ex-
primiert, die restlichen 20% befinden sich im ,, surface connecting system* (SCS) und in den
intrazelluldren a-Granula (Nurden 1994, Morgenstern 1997). Bel Aktivierung der Blutplé&tt-
chen gelangen die Rezeptoren, welche sich in diesen inneren Speichern befinden an die
Zelloberflache (Woods 1986). Angeborene Defekte des GPIlb-111a, wie bei der Thrombasthe-
nie Glanzmann (Morbus Glanzmann), fihren zu einer fehlerhaften Plattchenaggregation und
zu verlangerten Blutungszeiten (Nurden 1994). Der GPlIb-Il1a-Rezeptor ist ein Heterodimer
und besteht aus einer a-Untereinheit (GPI1b) und einer B-Untereinheit (GPII1a) (Plow 1992).
Bestimmte Aminosduresequenzen, wie RGD oder KQAGDV, welche z.B. Bestandtell des
Fibrinogenmoleklls sind, binden an spezifische Regionen des GPI1b-111a-Komplexes. RGD
und KQAGDV enthaltende Peptide konkurrieren dabei mit Fibrinogen um eine gemeinsame
Bindungsstelle (Plow 1992, Lefkovitz 1995) (Abbildung 3).

Fibrinogen Bindungstelle

RGD (109-171 N
( ) Ca2+
caZ Dodeca (KQAGDV)-
>4 peptide (297-314)
KGD (211-222) >~ Jc2
Ca2+
LS
N
Plasmamembran 7
/ \
c C
GPllla GPIlb
(Bs) (ap)

Abb 3: Struktur desGP I1b-111a: Der GPIIb-111a-Rezeptor besteht aus einer a-Untereinheit
(GPl1b) und einer B-Untereinheit (GPI113).
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Auf nicht-stimulierten Blutplétchen kann der GPIIb-Il11a-Komplex RGD-enthaltende,
|6sliche Glykoproteine (wie z.B. Fibrinogen, von-Willebrand-Faktor, Vitronektin oder Fibro-
nektin) nicht binden. Durch Stimulierung der Thrombozyten mit Agonisten kommt es jedoch
zur Konformationsénderung des GPIIb-111a-Rezeptors, wodurch eine Bindung von [6slichem
Fibrinogen ermdglicht wird (Plow 1992). Andererseits konnen kleine, RGD-enthaltende
Peptide auch aktivierungsunabhangig direkt an den GPIIb-I11a-Komplex binden (Plow 1992).
Beide Bindungsmdglichkeiten fihren zu einer weiteren Konformationsdnderung des GPIIb-
[lla (Liganden besetzter Zustand) und damit zur Induktion von Liganden-induzierten-
Bindungsstellen (LIBS). Die RGD-Sequenz innerhalb von Liganden verursacht demnach
sowohl die Bindung selbst al's auch eine sekundére Konformationsanderung, die zur Expressi-
on von kryptogenen Neoepitopen, wie LIBS fuhrt (Plow 1992, Phillips 1991) (Abbildung 4).

Niedrigaffiner Hochaffiner
Funktionszustand Funktionszustand

| Agonist

RGD-Peptid K L
GPlIb-llla-Antagonist Fibrinogen

 / \/

Ligandbesetzter Funktionszustand

LIBS-Induktion
Intrinsische Aktivm /

.postoccupancy events”®

Abb 4: Aktivierungsstadien des GPIIb-I11a: Nach Aktivierung andert sich die Form des
GPIlb-111a-Rezeptors und ermdglicht so die Bindung von Fibrinogen. Dadurch kommt es
zu Konformationsdnderungen mit Ausbildung von LIBS auf dem GPlIb-llla und von
RIBS auf dem Fibrinogenmolekiil. Die Ausbildung von LIBS kann ebenso direkt durch
RGD-Peptide ohne vorherige Aktivierung des GPI1b-111a ausgel 6st werden. LIBS: Ligan-
den-induzierte Bindungsstelle; RIBS: Rezeptor-induzierte Bindungsstelle.



Weitere Membranglykoproteine der Thrombozyten sind die 31-Integrine, die als Re-
zeptoren fur Kollagen, Fibronektin und Laminin fungieren (Nurden 1994). Zwei nicht-
Integrin-Rezeptoren, welche auch eine Rolle bel der Plétchenadhasion spielen, sind das
Leucin-reiche Glykoprotein 1b/IX/V (Rezeptor fur den von-Willebrand-Faktor) und das Gly-
koprotein IV (GPIIlb), ein Rezeptor fur Kollagen und Thrombospondin (Nurden 1994). Ein
angeborener Defekt des GP 1b/IX/V im Bernard-Soulier-Syndrom fuhrt zu einem funktionel -
len Defekt der Plattchenadhdsion und zu einer erhdhten Blutungsneigung (Nurden 1994).
P-Selektin (GMP-140, PADGEM, CD 62P) ist ein Membranglykoprotein, das in den a-
Granula der Blutplattchen und in den Welbel-Palade-K érperchen der Endothelzellen lokali-
siert ist. Durch Aktivierung der Blutpldttchen kommt es zu einer Verschmelzung der
o-Granula mit dem SCS und zur Expression von P-Selektin auf der Thrombozytenoberflache
(Nurden 1994). P-Selektin ist ein wichtiger Oberflachenrezeptor fur die Interaktion von akti-
vierten Blutpléttchen mit neutrophilen Granulozyten und Monozyten (Nurden 1994). Ein
weiteres Glykoprotein (GP 53, CD 63) befindet sich in den thrombozytéren Lysosomen und
hat strukturelle Ahnlichkeit mit den lysosomalen integralen Membranproteinen (LIMPS)
(Nurden 1994). Des Weiteren befinden sich auf der Thrombozytenoberfldche |mmunglobulin-
dhnliche Adhésionsmolekile, wie das ,platelet-endothelial cell adhesion molecul€e’
(PECAM)-1 und das ,intercellular adhesion molecule* (ICAM)-2 (Nurden 1994). Einen
Uberblick tiber die Glykoproteine der Thrombozytenmembran gibt Tabelle 1.



Tab 1: Thrombozytéare M embranglykoproteine

Klassifikation Elektrophoretische CD-Einteilung Anzahl der Liganden
Einteilung (Cluster of Deter minants) Rezeptoren
Integrine
o,P; GPlallia CD49b 1000 Kollagen
asp GPlc/lla CD49c 1000 Fibronektin
OePs GPIc'/lla CDA4of 1000 Laminin
OpPs GPllIbllla CD41-CD61 60 000-100 000 Fibrinogen
Fibronektin
v.Willebrand-Faktor
Vitronektin
o3 GPav/llla CD51-CD61 100 Vitronektin
Fibrinogen
Fibronektin

Leucin-reiche
Glykoproteine
GP Ib/V/IX CD42a-b-c 25000 v.Willebrand-Faktor

GPIV CD36 15 000-25 000 Kollagen
Thrombospondin

Selektine
P-Selektin CD62P 12 000 PSGL-1

Immunglobulin

ahnliche Adhasions-

Rezeptoren
ICAM-2 CD102 5000 LFA-1
PECAM-1 CD31 3000 ?
Lysosomale
Membranproteine
GP 53 CD63 3000 ?
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1.2.4 Immunologische Marker

Die Markierung der Blutplattchen mit monoklonalen Antikorpern und ihre durchfluss-
zytometrische Messung, erstmals beschrieben von Shattil et al (Shattil 1987), erlaubt die
Beurteilung von thrombozytéren Membranglykoproteinen und ist die derzeitige Methode der
Wahl, um die funktionellen Aspekte der Thrombozyten zu Uberprifen (Michelson 1996). Die
Durchflusszytometrie erlaubt anderen Markern der Plattchenaktivierung gegentiber die Er-
kennung von spezifischen aktivierungsabhangigen Veranderungen auf der thrombozytéren
Membranoberfldche (Gawaz 1999).

Man unterscheidet folgende drei Gruppen von immunologischen Markern:

1.2.4.1 Marker fur den GPIlb-llla

Die Verfugbarkeit von monoklonalen Antikdrpern ermdglicht eine Beurteilung des
Funktionszustands des GPI1b-111a-Rezeptors. Antikorper kdnnen sowohl im Ruhezustand, a's
auch im aktivierten oder Liganden-besetzten Zustand an den GPIlIb-l1la-Rezeptor binden
(Gawaz 1999).

Durch die Verwendung von Echistatin als kleines, RGD-enthaltendes Polypeptid (und
damit als nicht-Antikdrper) kann die Zugénglichkeit der Fibrinogen-Bindungsstelle innerhalb
des nicht-aktivierten GPIlb-1lla-Komplexes Uberprift werden. Der anti-CD41 bindet von
aullen an die GPllb-Untereinheit des Rezeptors, wahrend anti-CD61 an die GPllla
Untereinheit bindet (Gawaz 1999). Der Zustand mit hoher Affinitét des aktivierten GPlIb-l11a
kann mit Hilfe des PAC-1 Antikorpers beurteilt werden, welcher spezifisch an den aktivier-
ten, nicht aber an den nicht-aktivierten Komplex bindet (Taub 1989). Der Liganden-besetzte
Zustand kann mit monoklonalen Antikérpern, welche spezifisch fur Liganden-induzierte
Bindungsstellen (LIBS) sind, beurteilt werden (LIBS-Epitope; LIBS-1 und PMI-1) (Ginsberg
1990). Diese Epitope werden nicht von Blutpl&ttchen exprimiert, welche sich im Ruhezustand
oder im aktivierten, nicht mit Liganden besetzten Zustand befinden. LIBS-Epitope befinden
sich sowohl auf der GPIIb als auch auf der GPllla Untereinheit des Rezeptors. Ein PMI-1-
Epitop befindet sich am Carboxy-Ende der schweren Kette des GPIIb (Plow 1992). Im Ge-
gensatz zu PAC-1, wird die Bindung von LIBS-1 nicht durch verschiedene Liganden beein-
trachtigt, die auch an den GPI1b-Il1abinden.
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Eine andere Mdglichkeit, um die aktivierten und mit Ligand besetzten Blutpléttchen zu
charakterisieren, ist die Verwendung von spezifischen monoklonalen Antikorpern, welche
gegen Liganden des GPllb-llla (z.B. anti-Fibrinogen oder anti-von-Willebrand-Faktor)
gerichtet sind (Warkentin 1990). Diese Liganden sind dabel an den GPIlb-Illa-Rezeptor
gebunden. Ebenfalls eine Méglichkeit, um die Bindung von Liganden zu erkennen, ist die
Benutzung von konformationsabhangigen Antikdrpern, wie anti-RIBS (Rezeptor induzierte
Bindungsstelle). Diese erkennen ausschliefdich Rezeptor-gebundenes Fibrinogen, bei wel-
chem sich eine Konformationsdnderung im Ligand (im Gegensatz zu LIBS nicht im GPlIb-
[11a) ereignet hat und damit eine Bindungsstelle fir anti-RIBS frei wurde (Ginsberg 1990). Da
der GPl1b-1ll1a-Rezeptor allerdings verschiedene Liganden binden kann, konnte die Messung
von gebundenem Fibrinogen die Menge an gebundenen Liganden als zu niedrig einschétzen,
wenn ein gentigend hoher Prozentsatz des Rezeptors bereits von anderen Liganden besetzt ist,
wie z.B. von von-Willebrand-Faktor (Gawaz 1999).

1242 Marker fur den GP Ib/IX/V

Das Glykoprotein 1b/IX/V kann durch spezifische Antikoérper gegen diesen Komplex,
wie anti-CD42a-b-c, registriert werden. Im Gegensatz zu den aktivierungsabhangigen mono-
klonalen Antikorpern, welche gegen den GPIIb-111a-Rezeptor gerichtet sind, ist die Bindung
von GPlb-spezifischen Antikdrpern an Thrombin-stimulierte Blutplé&ttchen durch eine Inter-
nalisierung des Rezeptor-Komplexes in das SCS herabgesetzt (Michelson 1996).

1.2.4.3 Degranulationsmarker

Die Bindung von anti-P-Selektin Antikorpern zeigt spezifisch die Freisetzungsreaktion
aus den thrombozytéren a-Granula an. Die Bindung von anti-GP 53 dient dagegen der Beur-

tellung der Sekretion aus den Lysosomen (Nurden 1994).

Einige wichtige Degranulationsprodukte der Thrombozyten sind in Tabelle 2 darge-
stellt.
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Tab 2: Thrombozytar e Degranulationsprodukte

Alpha-Granula Dichte Granula Lysosomale Granula
Fibrinogen Serotonin Saure Hydrolasen
Albumin Kalzium GP 53
von-Willebrand-Faktor Magnesium

Fibrinogen ADP

Thrombospondin ATP

P-Selektin

Pléttchenfaktor 4

3-Thromboglobulin

CD40Ligand

(Die markierten Granulawurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemessen)

Einen Uberblick tber die verschiedenen immunologischen thrombozytaren Oberflé-
chenmarker geben Tabelle 3 und Abbildung 5.

Tab 3: Immunologische Marker

Oberflachenantigen monoklonaler Antikor per Aussage
GPllb-Illa 4F10, 2G12 Bestimmung der Oberflachenexpression
desintakten GPllb-111a-Komplexes
GPllb-llla anti-CD61 Oberflachenexpression der Bs-Kette
anti-CD41 Oberflachenexpression der o ,-K ette
PAC-1 Nachweis des aktivierten Fibrinogenrezeptors
LIBS1, LIBS2, LIBS-6,
PMI-1 Nachweis des ligandengebundenen GPI1b-I11a
Fibrinogen RIBS Nachweis von gebundenem Fibrinogen
GPIb-V-IX anti-CD42 Internalisierung nach Thrombin-Aktivierung
P-Selektin anti-CD62P Degranulation von a-Granula
GP-53 anti-CD63 Degranulation von Lysosomen
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GPlIb-llla

GPIb-IX-V Q?:;;

11— Echistatin

GPIV
ce=

ICAM-2

P-Selektin

GP-53

ADbb 5:Immunologische Marker: Mit Hilfe monoklonaler Antikorper ist es moglich spezifi-
sche Funktionszustdnde des GPl1b-111a-Rezeptors zu unterscheiden (anti-CD41 = komple-
xierter GPIIb-111a; PAC-1 = aktivierter GPlIb-Il1a; LIBS = ligandenbesetzter GPIIb-1113a).
Antikdrper gegen P-Selektin (anti-CD62P) und gegen GP53 (CD63) erkennen die Degra-
nulation der a-Granula bzw. der Lysosomen. Die Bindung von anti-CD42 nimmt durch

Internalisierung des GPIb-Rezeptors nach Aktivierung ab.

14



1.3 Pathophysiologie der Thrombozyten

1.3.1 Atherogenese und Progression der Atheroskler ose

Zahlreiche Studien belegen, dass Thrombozyten eine zentrale Rolle in der Pathogenese
der ischamischen Herzerkrankung spielen (Becker 1993, Fuster 1988, Fuster 1992, Willerson
1989). Aufgrund ihrer Fahigkeit zur Exkretion zahlreicher biologisch aktiver Substanzen sind
Thrombozyten zunéchst vor alem in der Lage, einen fordernden Effekt auf die Atherogenese
auszuiiben (Badimon 1993, White 1994). Die a-Granula der Blutpléttchen enthalten eine
Vielzahl von mitogenen Wachstumsfaktoren, wie z.B. ,platelet-derived growth factor*
(PDGF) und ,transforming growth factor* (TGF) (Siess 1989). Diese Wachstumsfaktoren
bewirken eine Einwanderung und Proliferation von glatten Muskelzellen und eine Intima-
Proliferation der Blutgefélie an Stellen mit erhdhter Aktivitat der Blutpldttchen (Ross 1993).
Dariliber hinaus kénnen die koronaren Risikofaktoren tber eine Beeinflussung der Thrombo-
zytenfunktion zur Atherogenese beitragen. Die Veranderung der Pléttchenfunktion bel Diabe-
tikern resultiert wahrscheinlich aus einer priméren Freisetzung von grof3eren Blutpléttchen
mit erhdhter Oberflachendichte an thrombozytaren Membranglykoproteinen (Tschoepe 1991).
Eine Hypercholesterindmie ist verbunden mit einem Anstieg der Fibrinogen-Bindung an
aktivierte Blutpléttchen und einer angestiegenen Degranulation des P-Selektins (Pawlowska
1993, Andrioli 1996). Die koronaren Risikofaktoren konnten so durch einen systemischen
Anstieg von Aktivierung und Degranulation von zirkulierenden Blutpléttchen frihe Mecha-
nismen der Atherogenese induzieren (Gawaz 1999).

1.3.2 AkuteKoronarsyndrome

Der Begriff des akuten Koronarsyndroms umfasst ein klinisches Spektrum akuter oder
rasch fortschreitender Symptome einer myokardialen Ischdmie, das von der instabilen Angina
pectoris Uber den nicht-transmuralen Myokardinfarkt (Nicht-Q-Zacken-Infarkt) bis zum aku-
ten transmuralen Myokardinfarkt (Q-Zacken-Infarkt) reicht (Theroux 1998). Die Ubergange
hierbei sind flief3end. Im Gegensatz zur stabilen Angina pectoris, die im Allgemeinen durch
eine verringerte Sauerstoffversorgung des myokardialen Gewebes, bedingt durch eine stabile
atherosklerotische Gefal3einengung hervorgerufen wird, kann es nach unterschiedlich langer

Latenzzeit durch akute Veranderungen im atherosklerotisch veranderten Blutgefal (z.B. durch
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Einrisse eines atheromatdsen Plaques) zur Freilegung subendothelialer, thrombogener Struk-
turen kommen (Willerson 1989). Die dadurch bedingte Plattchenaktivierung kann zur plétzli-
chen Stenosenbildung oder zu Gefal3verschliissen durch intravasale Thrombosierung fihren.
Dies bildet die pathophysiologische Grundlage der akuten Koronarsyndrome (Schafer 1979,
Willerson 1989). Die Bildung des intravasalen Thrombus im Bereich des rupturierten Plaques
ist ein sehr komplexer Vorgang mit Ineinandergreifen von verschiedensten thrombozytéren
und koagulatorischen Prozessen. Thrombozyten spielen dabei die zentrale Rolle und regulie-
ren durch Interaktion mit Gerinnungsvorgéngen die Thrombusbildung (Fuster 1992). Neben
der Bildung des thrombotischen Geféfdverschlusses sind Blutpléttchen auch an Mikroemboli-
sation und Vasokonstriktion, Plagueprogression und systemischer Entziindungsreaktion be-
telligt. Dies sind Mechanismen, welche die Prognose akuter Koronarsyndrome entscheidend
beeinflussen (Fuster 1992).

1.3.3 Fibrinolyseim akuten Myokardinfarkt

Die intraventse Thrombolyse ist die weitverbreitete Standardtherapie des akuten Myo-
kardinfarktes und fuhrt zur signifikanten Reduktion der Sterblichkeit nach akutem Mykardin-
farkt.

Bel bis zu 50% der Patienten kommt es jedoch nicht zu einer befriedigenden Reperfusi-
on des Infarktgefalies (Califf 1999, Hudson 1999). Eine weitere Limitation der Effektivitét
der Thrombolyse besteht darin, dass es bei 5% bis 15% der Félle, trotz initial erfolgreicher
Wiedererdffnung des Infarktgefaldes, zum Wiederverschluss kommt, was mit einer hohen
Mortalitétsrate verbunden ist (Califf 1999). Eine erhthte intravasale Plétchenaktivierung
scheint den Erfolg der fibrinolytischen Reperfusion und das Auftreten von Reokklusionen
entscheidend zu beeinflussen (Bihour 1995, Topol 1998). In ihren Arbeiten konnten Fitz-
gerald und Mitarbeiter zeigen, dass es wahrend und nach der Thrombolyse zur gesteigerten
Bildung von Thromboxan A, und zur Freisetzungsreaktion aus aktivierten Thrombozyten
kommt (Fitzgerald 1986). Wahrend der Fibrinolyse kommt es zur Aufl6sung der Fibrinquer-
vernetzungen des Koronarthrombus mit Freisetzung von freiem Thrombin (Collen 1995,
Gillis 1995). Freies Thrombin wiederum fuhrt zur verstarkten Plattchenaktivierung in der
Umgebung eines lysierten Thrombus. Fibrinolytika, wie Streptokinase oder rekombinanter
»tissue plasminogen activator* (rtPA), mit welchem die Patienten in der vorliegenden Arbeit
behandelt wurden, fihren auch direkt zur Aktivierung von Blutpléttchen (Bertolino 1992).
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Diese Untersuchungen machen wahrscheinlich, dass eine adjuvante antithrombozytére
Therapie innerhalb der ersten 24 Stunden den Erfolg der Thrombolyse unterstiitzen kann. Seit
langem ist bekannt, dass Acetylsalicylsaure (ASS) den Erfolg der Thrombolysebehandlung
entscheidend verbessert und deshalb auch derzeit die antithrombozytéare Standardtherapie bei
der Thrombolyse darstellt. ASS besitzt jedoch eine verhadltnismaldig schwache antiaggregato-
rische Wirkung und beeinflusst die Freisetzungsreaktion und Fibrinogenrezeptoraktivierung
der Blutpl&ttchen nur wenig (Patrono 1994, Braun 1994). Neuere antithrombozytére Substan-
zen wie die GPI1b-111a-Antagonisten und Clopidogrel weisen eine deutlich stdrkere Hemmung
der Thrombozytenaggregation auf als ASS. Gegenwartig wird die Wirksamkeit der adjuvan-
ten Gabe von Fibrinogenrezeptorantagonisten bei Thrombolyse im akuten Myokardinfarkt in

klinischen Studien untersucht.

1.4 Antithrombozytare Substanzen

In der Vergangenheit wurde ein Vielzahl von Medikamenten entwickelt, die diskrete
Mechanismen der Thrombozyten beeinflussen. Eine Vielzahl derzeit gebréuchlicher Substan-
zen beeinflussen intrazellulére Aktivierungsschritte (Erhdhung der zyklischen Nukleotide,
Inhibierung der Zyklooxygenase) und haben dadurch eine Hemmwirkung. Andere Substanzen
greifen direkt im Bereich der Thrombozytenoberfléche an und verhindern so diskrete Aktivie-
rungswege (z.B. ADP-Aktivierung) oder die Aggregation (GPIIb-111a-Antagonisten) (Cannon
1995, Coller 1995, Coukell 1997, Schror 1995).

Es lassen sich die folgenden drel Gruppen von antithrombozytéren Substanzen unter-
scheiden:
141 Acetylsalicylsaure

1954 wurde von Bounameaux die Wirkung der Acetylsalicylsdure auf die Thrombo-
zyten beschrieben und 1971 der inhibitorische Effekt auf die Thromboxan-Synthese erkannt.

Seither wurde die antithrombotische Wirksamkeit bel kardiovaskuléren Erkrankungen in einer
Vielzahl Klinischer Studien unter Einschluss von insgesamt mehr als 30.000 Patienten belegt.
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Der Einsatz von ASS gilt als,, Goldstandard” in der Therapie und Prophylaxe atherothrombo-
tischer Krankheitsbilder (Cohen 1976, Patrono 1994).

1.4.2 Thienopyridine

Experimentelle und klinische Studien belegen die Bedeutung der ADP-induzierten
Thrombozytenaktivierung fur die arterielle Thrombose, besonders unter hohen Stromungsbe-
dingungen und bel gestorter Endothelfunktion. Seit mehr as 15 Jahren ist bekannt, dass
Thienopyridine, zu denen die Substanzen Ticlopidin und Clopidogrel zahlen, durch ihren
Einfluss auf die ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung wirkungsvoll arterielle Thrombo-
sen unterdriicken (Coukell 1997, Harker 1993, Herbert 1993).

1.4.3 GPIIb-111a-Antagonisten

Durch die Blockierung des GPIlb-111a-Rezeptors besteht die Méglichkeit die Thrombo-
zytenaggregation selektiv zu hemmen und damit der Bildung von pléttchenreichen Thromben
in einem frihen Stadium entgegenzuwirken. Die Blockade der Fibrinogenbindungsstelle
durch GPIIb-l11a-Antagonisten fuhrt, unabhéngig von der Art der Aktivierung, zur effektiven
Hemmung der Fibrinogenbindung am GPIIb-111a-Rezeptor und dadurch zur Aggregations-
hemmung. Wahrend das Wirkprinzip aller derzeit verflgbaren GPI1b-111a-Antagonisten iden-
tisch ist, unterscheiden sich die strukturellen, pharmakologischen Eigenschaften und die
Spezifitét der einzelnen Antagonisten erheblich (Coller 1995, Mousa 1996, Madan 1998). Um
diese unterschiedlichen pharmakologischen Effekte der GPIlIb-llla-Antagonisten auf die
Thrombozytenfunktion zu Uberprifen und daraus Erkenntnisse Uber eine erweiterte klinische
Anwendung zu erhalten, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende klinisch rele-
vanten GPl1b-I11a-Antagonisten untersucht (Tabelle 4).
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Tab 4: Untersuchte GPI1b-111a-Antagonisten

Substanz chemische Gruppe Applikationsform
Abciximab chimérer Mab-Fab V.
Integrelin zyklisches KGD-Peptid 1.V,
Lamifiban RGD-Peptidomimetikum I.V.
Tirofiban RGD-Peptidomimetikum 1.V,
YM 337 Humanisierter Mab-Fab V.
EMD 122347 Peptidomimetisches prodrug oral

Abciximab ist ein chiméres Derivat des monoklonalen Antikorpers 7E3, welcher gegen
den GPIlIb-lIlla-Komplex gerichtet ist. Das Fc-Fragment wurde vom kompletten Antikorper
abgespalten, so dass Abciximab nur den Fab-Anteil aufweist. Zusétzlich wurde der grofite
Teil des unspezifischen murinen Fab-Anteils durch einen menschlichen Fab-Antell ersetzt.
Integrelin ist ein Uber Disulfidbriicken verbundenes zyklisches Peptid mit sieben Aminosau-
ren (Heptapeptid) und weist die Aminosduresequenz KGD auf. Integrelin bindet im Bereich
der RGD-Bindungsregion des GPl1b-111a-Rezeptors. Lamifiban und Tirofiban (MK383) sind
nicht-peptische Molekile. Im Gegensatz zu Integrelin, welches durch seine RGD-8hnliche
Molekulstruktur mit der Fibrinogenbindungsstelle konkuriert, imitieren die nicht-peptischen
Antagonisten die geometrischen, stereotaktischen und Oberflachenladungseigenschaften der
RGD-Sequenz und hemmen dadurch die Fibrinogenbindung (Coller 1995, Mousa 1996).

Die Strukturformeln von Integrelin, Lamifiban und Tirofiban, sowie die Struktur von
Abciximab sind in Abbildung 6 dargestellt.
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Tirofiban

Lamifiban

Integrelin

Abciximab

%&m 7E3 Fabs

Abb 6: Strukturformeln verschiedener GPIIbllla-Antagonisten: Lamifiban und Tirofiban

sind nicht-peptische Molekile. Integrelin ein Uber Disulfidbriicken verbundenes zykli-

sches Peptid. Abciximab ist ein chiméres Derivat des monoklonalen Antikorpers 7E3,

welcher gegen den GPlIb-Illa-Komplex gerichtet ist. Das Fc-Fragment wurde vom kom-

pletten Antikorper abgespalten, so dass Abciximab nur den Fab-Anteil aufwelst.
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YM 337 und EMD 122347 zdhlen zu den neueren GPIIb-l11a-Antagonisten. YM 337 ist
ein Fab-Fragment eines humanisierten monoklonalen Antikérpers gegen GPllb-llla
EMD 122347 dagegen ist ein peptiddhnlicher GPlIb-llla-Antagonist mit Benzamidino-
oxazolidinon Struktur, welcher enteral resorbiert werden kann und somit fur die orale Gabe
geeignet ist (Kuwahara 1998, Kamm 1999, Thomasberger 1999). H12 und GRGDSP gehdren
zu den nicht klinisch relevanten Substanzen und wurden im Rahmen dieser Studie as Ver-
gleichswerte mitgefuhrt. H12 ist ein KQAGDV-Peptid und bindet an die KQAGDV-
Bindungsregion, wahrend das RGD-Peptid GRGDSP an die RGD-Bindungsregion des GPI1b-
I1a-Rezeptors bindet (Coller 1995, Mousa 1996).

1.5 Antithrombozytare Therapie und koronare Her zerkrankung

15.1 Therapieder akuten Koronarsyndrome

Den therapeutischen Nutzen von ASS bel instabiler Angina pectoris belegen im we-
sentlichen vier grof3e plazebokontrollierte Studien: Die ,,Veterans Administration Cooperative
Study” (Lewis 1983), die ,Kanadische Multicenterstudie’, die ,Montreal Heart Institute
Study“ (Theroux 1988) und die RISC-Studie (The RISC-Group 1990). Die Ergebnisse dieser
Studien zeigen, dass bel Patienten mit instabiler Angina pectoris ein hochsignifikanter kardio-
protektiver Effekt von ASS vorliegt. Den Uberzeugendsten Nachweis des préventiven Nutzens
von ASS bel akutem Myokardinfarkt erbrachten die zwei grof3en internationalen Studien
ISIS-2 und ISIS-3. Die Ergebnisse zeigen, dass die frilhzeitige Gabe von ASS die Letalitét
und Reinfarkthaufigkeit bei akutem Myokardinfarkt senkt. Trotz nachgewiesener Wirksam-
keit von ASS in der Behandlung akuter Koronarsyndrome bleibt ein grof3er Teil behandelter
Patienten, bei denen unter der konventionellen antithrombotischen Therapie kein zufrieden-
stellender Therapieerfolg zu erzielen ist.

Die Entwicklung potenter Aggregationshemmer in Form der GPIIb-111a-Antagonisten
hat das Spektrum der zur Verfiigung stehenden antithrombozytéren Substanzen erweitert und
die Behandlung akuter Koronarsyndrome in jingster Zeit entscheidend verbessert. In klini-
schen Studien der Phase I11 konnte fur die GPllb-111a-Antagonisten Abciximab, Lamifiban
und Integrelin gezeigt werden, dass die Substanzen gut vertraglich sind und bel Patienten mit
instabiler Angina pectoris ischamische Komplikationen deutlich reduzieren konnen.
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Aus den Studien mit Tirofiban (The PRISM-Investigators 1998, the PRISM-PLUS-
Investigators 1998) ergibt sich, dass durch zusétzliche Gabe des GPl1b-11l1a-Antagonisten zur
Standardtherapie, bestehend aus ASS und Heparin, unabhangig von der weiteren Therapie das
Mortalitéts- und Morbiditétsrisiko von Patienten mit akutem Koronarsyndrom giinstig beein-
flusst werden kann. In der CAPTURE-Studie wurde die Wirksamkeit von Abciximab bei
Patienten mit refraktérer instabiler Angina pectoris untersucht (The CAPTURE-Investigators
1997). In der PURSUIT-Studie wurde die Wirksamkeit von Integrelin und in der PARAGON-
Studie die Wirksamkeit von Lamifiban bel Patienten mit akutem Koronarsyndrom berprift.
(The PURSUIT-Investigators 1998, The PARA GON-Investigators 1998).

Nach zusammenfassender Analyse dieser Studien zeigte sich, dass durch den Einsatz
von GPlIb-111a-Antagonisten beim akuten Koronarsyndrom eine signifikante Verbesserung
der medikamenttsen Therapie erzielt werden kann. Entscheidend fur den zukunftigen Einsatz
von GPlIb-lIlla-Antagonisten zur Behandlung akuter Koronarsyndrome ist nicht zuletzt aus
Okonomischer Sicht die Identifizierung von , Hoch-Risiko-Patienten”, die von GPllb-1lla-

Antagonisten am meisten profitieren.

15.2 Fibrinolysetherapie desakuten Myokardinfarkt

Die antithrombozytéare Therapie besitzt einen herausragenden Stellenwert in der Fibri-
nolysetherapie des akuten Myokardinfarktes. Trotz nachgewiesener Wirksamkeit von ASSin
Verbindung mit Fibrinolytika besteht weiterhin das Problem, dass der Koronarfluss unter
herkdbmmlicher fibrinolytischer Therapiestrategie sich nur suboptimal wiederherstellen 18sst
(Califf 1999, Cannon 1999).

Da die am Myokardinfarkt beteiligten Thromben einen sehr hohen Gehalt an Thrombo-
zyten aufweisen, konnte durch den Einsatz von potenten GPIIb-111a-Antagonisten in Kombi-
nation mit Fibrinolytika ein zusdtzlicher Nutzen erwartet werden. In Tierversuchen konnte
gezeigt werden, dass die adjuvante Verabreichung von GPllb-Il11a-Antagonisten zur fibrino-
lytischen Therapie die Zeit bis zur Reperfusion beschleunigt und die Reokklusion verhindert
(Gold 1988, Kawasaki 1998). Selbst die alleinige Gabe von GPlIbllla-Antagonisten besitzt in
Abwesenheit von exogenen Fibrinolytika thrombolytische Wirksamkeit (Gold 1997). Diese
Befunde waren Ausgangspunkt fur weiterfUhrende klinische Patientenstudien, wie die
TIMI-8-Filotstudie, die IMPACT-AMI-Studie, die PARADIGM-Studie und die TIMI-14-
Studie (Cannon 1999, The IMPACT-AMI-Investigators 1997, The PARADIGM-
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Investigators 1998, Antman 1999). Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissen dieser
Studien folgern, dass GPlIb-1l1a-Antagonisten die Thrombolyse beschleunigen und eine
Reduzierung der Fibrinolytikumdosis ermdglichen. In der laufenden SPEED-Studie erhalten
Patienten mit akutem Myokardinfarkt randomisiert entweder Abciximab plus Reteplase in
reduzierter Dosis oder Abciximab allein (Califf 1999, Ohman 1998). Die Daten der TIMI-14-
Studie und der SPEED-Studie bilden die Grundlage fur eine grof3 angelegte Studie GUSTO-
IV, in der die Wirksamkeit und Sicherheit von Abciximab mit niedrigdosierten Fibrinolytika
untersucht wird. Bis endgultige Ergebnisse dieser Studien vorliegen, wird der Einsatz von
GPIlbllla-Antagonisten in Verbindung mit Fibrinolytika derzeit nicht empfohlen.

In der vorliegen Arbeit soll gepriift werden, zu welchem Zeitpunkt der Fibrinolysethe-
rapie und in welchem Ausmald es zu messbaren Aktivitétssteigerungen der Thrombozyten
kommt, um dadurch zu kléren, wann und wie lange die Gabe von antithrombozytéren Sub-
stanzen am sinnvollsten ist.

1.6 Pharmakologisches Monitoring der antithrombozytéren Therapie

Eine wirkungsvolle antithrombozytére Therapie ist ein wesentliches Behandlungsziel
bei der koronaren Herzerkrankung. Hilfreich in der Entwicklung neuer antithrombozytarer
Therapiestrategien ist ein zuverlassiges pharmakologisches Monitoring. Neben klassischen
aggregatorischen Funktionsuntersuchungen haben sich zur Beurteilung der pharmakologi-
schen Wirksamkeit antithrombozytérer Behandlungsformen durchflusszytometrische Nach-
weisverfahren etabliert (Coller 1998, Cox 1998). Im Gegensatz zu ASS oder den Thienopyri-
dinen, welche irreversibel die Funktion der Blutplattchen Uber deren gesamte Lebenszeit
hinweg blockieren, ist die Blockade des Fibrinogenrezeptors durch die Uberwiegende Zahl der
GPIlIb-l1la-Antagonisten ein reversibler Prozess und abhangig von der aktuellen Plasmakon-
zentration (Patrono 1994, Coukell 1997, Mousa 1996). Um einen effektiven antithromboti-
schen Schutz durch Hemmung des GPIIb-I11a-Rezeptors zu erhalten, missen daher standig
Uber 80% der Gesamtrezeptorzahl blockiert werden. Eine niedrigere Blockade zeigt keine
zuverldssige antithrombozytdare Wirksamkeit. Hohere Rezeptorblockierungen (Uber 90%)
erhohen das Blutungsrisiko. Die Hemmung der Pléttchenaggregation durch niedermolekulare
Fibrinogenrezeptorantagonisten korreliert mit dem Grad der GPIIb-111a-Rezeptorblockade in
einer steilen Dosis-Wirkungs-Beziehung, welche die Dosierung der Fibrinogenrezeptoranta-
gonisten erschwert (Coller 1998, Cox 1998). Bei den meisten GPIIb-111a-Antagonisten fihren
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kleine Veranderungen der effektiven Plasmakonzentration des Inhibitors zu grof3en Variatio-
nen der Aggregation (Coller 1998). Aus diesem Grund wird der zunehmende Einsatz von
GPIlIb-llla-Antagonisten, insbesondere die Langzeittherapie mit oralen Antagonisten, ein
zuverlassiges pharmakol ogisches Monitoring erfordern.

Gegenwartig wird die Wirksamkeit der Therapie mit GPI1b-111a-Antagonisten anhand
der ADP-induzierten Aggregation im Aggregometer Uberprift. Die Gabe eines GPIIb-l11a
Antagonisten fuhrt dabel zu einer raschen Hemmung der ADP-induzierten Aggregation
(Coller 1998). Der Grad der Aggregationshemmung ist abhdngig von der GPllb-llla
Rezeptorblockade, welche durchflusszytometrisch mittels fluoreszeinkonjugierten GPIIb-I11a-
Antagonisten (z.B. c7E3-FITC) oder einem fluoreszeinkonjugierten GPllb-11l1a-Liganden
(z.B. Echistatin-FITC) bestimmt werden kann (Coller 1998, Cox 1998). Wahrend die ADP-
induzierte Aggregation fast vollstandig durch z.B. Abciximab gehemmt werden kann, &3
sich die TRAP (Thrombin Rezeptor Activating Peptide)-induzierte Aggregation nur sehr
unvollstandig hemmen. Dies kdnnte klinisch von Bedeutung sein bei Patienten mit erhohter
Thrombinaktivitét (z.B. bei Fibrinolysetherapie). Inwieweit zwischen den verfligbaren GPI1b-
[11a-Antagonisten Unterschiede in der Thrombin-(TRAP-)induzierten Aggregation bestehen,
kann durch pharmakologisches Monitoring mittels aggregometrischer und durchflusszytome-
trischer Methoden Uberprtft werden (Coller 1998, Cox 1998).
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist esin einer klinischen Studie den Einfluss der Fibrinoly-
setherapie bel Patienten mit akutem Myokardinfarkt auf die Thrombozytenfunktion und
Thrombozytenaktivierung zu untersuchen. Dabel soll sowohl der Grad der Thrombozytenak-
tivierung, als auch der zeitliche Ablauf bestimmt werden. Die unterschiedliche Beeinflussung
der Thrombozyten soll durch die Messung folgender Thrombozytenfunktionen Uberprift

werden:

a) Pléttchenaggregation
b) Degranulation der Blutpléttchen

c) Exposition thrombozytarer Membranproteine

Desweiteren soll in einer experimentellen Studie der Effekt unterschiedlicher
GPIlIb-l1la-Antagonisten auf die Thrombozytenfunktion untersucht werden, um die Wirkprin-
zipien fur eine erwelterte therapeutische Nutzung zu prufen.

Es sollen dazu die Auswirkungen der GPIIb-111a-Antagonisten auf die folgenden Funk-
tionen der Thrombozyten untersucht werden:

a) Plattchenaggregation (primére und sekundére Aggregation)
b) Degranulation der Blutpl&ttchen

c) Exposition thrombozytérer Membranproteine

d) Plétchenadhasion

Zusétzlich sollen die Auswirkungen der GPlIb-Illa-Antagonisten speziell auf den
GPl1b-11l1a-Rezeptor untersucht werden. Dazu werden rekombinante Zellen verwendet, wel-

che speziell den GPIIb-111a-Rezeptor exprimieren.
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3 Patienten und Methodik

3.1 Patientenuntersuchung

3.1.1 Studienpopulation

In der klinischen Studie wurde die Thrombozytenaktivitat im Verlauf der Fibrinolyse-
therapie bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt untersucht. Es wurden insgesamt acht
Patienten in die Studie aufgenommen. Einschlusskriterien fir diese Studie waren: Nachwels
eines akuten Myokardinfarktes aufgrund klinischer Symptome zusammen mit infarkttypi-
schen EKG-Veranderungen und/oder Anstieg von Myokardenzymen im Blut. Von der Studie
ausgeschlossen wurden Patienten mit einem erhdhten Blutungsrisiko, Blutgerinnungsstorun-
gen oder Erkrankungen, die mit einer Stoérung der Thrombozytenfunktion einhergehen, wieim
Folgenden aufgefuhrt:

Sepsis, chronische Entztindungen
Blutungsanamnese, bekannte Thrombozytenfunktionsstorung, Gerinnungsstorung oder
bekannte Thrombozytopenie, Heparin-Unvertraglichkeit oder —allergie einschliefdich ei-
ner Heparin-induzierten Thrombozytopenie
Zustand nach kardiopulmonaler Wiederbel ebung
Schwere Traumen innerhalb der letzten sechs Monate, grof3ere chirurgische Eingriffe
innerhalb der letzten vier Wochen, invasive Eingriffe innerhalb der letzten 14 Tage, koro-
nare Angioplastie innerhalb der letzten sechs Monate oder koronarer Bypass im letzten
Monat
Aktive peptische Ulzera
Anhaltende Hypertension mit Werten von systolisch >180 mmHg und/oder diastolisch
110 mmHG zu Beginn der Studie
Akutes Lungentdem, schwere Herzinsuffizienz (NYHA 111-1V) oder kardiogener Schock
Chronisches Nierenversagen
Zerebrale Erkrankungen
Verdacht auf Perikarditis oder hdmodynamisch signifikante Herzklappenerkrankung,
angeborene Herzfehler, hypertrophe und/oder restriktive Kardiomyopathie, Verdacht auf
Aortendissektion
klinisch bedeutsame systemische Erkrankung
Schwangere, Stillende oder Frauen im gebahrfahigen Alter
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Anamnese, Untersuchung und Aufklarung der Patienten erfolgte durch den dienstha-
benden Arzt. Alle Patienten wurden vor Studienbeginn aufgekléart und gaben eine Einver-
sténdniserklarung bezuglich ihrer Studienteilnahme. Die Genehmigung des Studienprotokolls
durch die Ethikkommission der Technischen Universitdt Minchen lag vor.

Eine Ubersicht tiber die Laborwerte der Studiengruppe gibt Tabelle 5.

Tab 5: Laborparameter der Studienpatienten (n=8)

Mittelwert £SD Referenzwerte
Leukozyten (10%1) 11,5+ 3,0 4-10
Hamoglobin (g/dl) 129+14 13-18
Thrombozyten (10°/1) 2453+ 92 150-450
GOT (ASAT) (U/l) 27,4+ 4,0 <18
LDH (U/) 3219+214 80-240
CRP (mg/dl) 1,2+ 04 <0,5
Fibrinogen(mg/dl) 303,3 £ 56,7 200-450
Creatinkinase (U/l) 273+94,5 <80
CKmax.  (U/l) 873,7 +190,1

Die demographischen Daten der Studienpatienten sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

27




Tab 6: Demographische Daten der Studienpatienten (n=8)

Geschlecht (M/W) 7/1

Alter (J), (Mittelwert + SD) 59,3 + 14,4

KoronareHerzkrankheit,n (%)

1-Gefa 3(39)
2-Gefale 3(38)
3-Gefale 2 (25)

Koronares Risikoprofil,n (%)

Hypercholesterindmie 6 (75)
Hypertonus 7 (88)
Nikotinabusus 3(38)
Diabetes melitus 1(13)
Adipositas 5(63)
Anamnestischer Myokardinfarkt,n (%) 2 (25)
Frihere PTCAn (%) 1(13)
Friher e Stentimplantation,n (%) 1(13)

Pra-Medikation,n (%)

ASS 8 (100)
[3-Blocker 2 (25)
Nitrate 2 (25)

3.1.2 Antithrombozytare Therapie der Studienpatienten

Die Studienpatienten bekamen einen intravendsen Bolus von 5.000 |.E. Heparin gefolgt
von einer kontinuierlichen Verabreichung von 800 bis 1000 I.E Heparin pro Stunde intrave-
nos. Nach etwa 48 Stunden wurden die Patienten mit zwei mal taglich 7.500 I.E. Heparin
subkutan antikoaguliert. Zusétzlich wurden sofort nach Krankenhauseinlieferung 300 bis

500 mg Acetylsalicylsaure (Aspisol ") intravends verabreicht. An den nachfolgenden Tagen
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erfolgte eine orale Applikation von 100 mg Acetylsalicylsaure pro Tag. Die Thrombolysethe-
rapie erfolgte im Mittel etwa 30 Minuten nach Krankenhausaufnahme durch eine Bolus-Gabe
von 15 mg eines Gewebs-Plasminogen-Aktivators (rt-PA = rekombinant tissue plasminogen
activator = Alteplase”), gefolgt von einer 30-miniitigen intravendsen Infusion von 50 mg.
Anschlief3end erfolgte eine zweite Infusion von 35 mg Alteplase tGber 60 Minuten, bis eine
Maximaldosis von 100 mg erreicht wurde.

3.1.3 Probengewinnung

Den Patienten wurde zu insgesamt sechs verschiedenen Zeitpunkten Blut abgenommen:

vor Beginn der Lysetherapie
90 Minuten nach Lysebeginn
sechs Stunden nach Lysebeginn
nach einem Tag

nach zwel Tagen

nach drei Tagen

Durch dieses Protokoll war es mdglich, Verdnderungen im peripheren Blut wahrend der
Gabe des Fibrinolytikums und Uber einen langeren Zeitraum danach zu messen. Die Proben
wurden jeweils langsam aus einer Oberarmvene bei maldiger Stauung abgenommen. Dabel
wurde fir die durchflusszytometrische Messung in ein Rohrchen 5 ml Blut abgenommen, das
mit 2,8% Zitrat antikoaguliert wurde (Zitrat-Blut). Fir die aggregometrische Messung wurden
10 ml Zitrat-Blut abgenommen. Ein 2 ml EDTA-R6hrchen wurde zur Bestimmung von
Thrombozytenzahl, Hdmoglobin, Hamatokrit und weiteren Laborparametern entnommen. Die
Zitrat-Blut-Rohrchen wurden sofort nach der Abnahme auf Eis gelagert und innerhalb 30
Minuten weiterverarbeitet. Die Bestimmungen der Laborparameter aus den EDTA-R6hrchen

erfolgte durch die Abteilung fur Klinische Chemie unserer Klinik.
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3.1.4 Probenweiterverarbeitung

Pléttchen-reiches Plasma (PRP) wurde aus Zitrat-Blut durch Zentrifugation hergestellt
(200g bei 20°C fir 10 Minuten). Der PRP-haltige Uberstand wurde daraufhin mit einer
Eppendorf-Pipette (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland) abgenommen, in ein 15 ml Kunst-
stoffgefald (Falcon, Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) umgefillt und dort durch
leichte Bewegung vermischt. Von dem gewonnenen PRP wurden 20 pl fir die Durchfluss-
zytometrie verwendet, der Rest war fur die Aggregometrie vorgesehen. Um Pléttchen-armes
Plasma (PPP) herzustellen, wurden 2 ml PRP in ein 2 ml Eppendorf-Gefald umgefillt und bei
2000g drei Minuten zentrifugiert. Anschlief3end wurde die Thrombozytenzahl des PRP im
Zahlgerdt (Fa. Sysmex, Norderstadt, Deutschland) bestimmt und durch Zugabe von PPP auf
eine konstante Plattchenzahl von 2 x 10° pro pl eingestellt.

Fur die Aggregometrie wurden jeweils 450 pl PRP in slikonisierte Glaskivetten
(Fa. Bio/Data, Horsham, USA) gegeben und 50 pl Chrono-Lume (Fa. Nobis, Endingen,
Deutschland) hinzugefiigt. Als Referenzwert diente eine zweite Glaskivette, die mit 500 pl
PPP geflllt wurde. Die aggregometrische Messung erfolgte sofort im Anschluss. Fur die
Durchflusszytometrie wurden 20 pl des PRP mit 1980 ul PBS-Puffer (Fa. Sigma, Deisenho-
fen, Deutschland) verdinnt (Verdinnung 1:100). Man gab in vorher beschriftete Kunststoff-
rohrchen (Firma Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) mittels Eppendorf-Pipetten
jeweils 5 pl des Antikorpers CD 42-PE bzw. CD40L-PE, 5 ul eines spezifischen, FITC-
geféarbten, monoklonalen Antikdrpers und 35 pl verdinntes PRP. Jeder Probe wurde ein
Agonist in Form von 5 pl ADP (100 uM), 5 ul TRAP (=Thrombin-Rezeptor-Aktivating-
Peptide) (250 uM) oder 5 pl Thrombin (2,2 U/ml) (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
zugegeben bzw. als unstimulierter Referenzwert 5 pl PBS. Auf diese Weise erhielt man ein
konstantes Gesamtreaktionsvolumen von 50 ul. Anschlief3end wurden die Proben unter Licht-
ausschluss und ohne Agitation 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Antikorperbin-
dung wurde nach der Inkubationsphase durch Zugabe von jeweils 300 pl einer 0,5%-
Paraformaldehyd-PBS-Losung pH 7,4 (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland) gestoppt. Bis
zur durchflusszytometrischen Messung innerhalb von 24 Stunden wurden die Proben unter
Lichtausschluss bei 4° C aufbewahrt (Tabelle 7).
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Tab 7: Verwendete Antikor per und Agonisten - Patientenunter suchung

CD42b-PE + CD41-FITC + PBS bzw. ADP bzw. TRAP bzw. Thrombin
CD42b-PE + PAC-1-FITC + PBS bzw. ADP bzw. TRAP bzw. Thrombin
CD42b-PE + Echigtatin-FITC + PBS bzw. ADP bzw. TRAP bzw. Thrombin
CD42b-PE + CD62p-FITC + PBS bzw. ADP bzw. TRAP bzw. Thrombin
CD42b-PE + CD63-FITC + PBS bzw. ADP bzw. TRAP bzw. Thrombin
CD42b-PE +LIBS-1-FITC + PBS bzw. ADP bzw. TRAP bzw. Thrombin
CDA40L-PE + CD41-FITC + PBS bzw. Thrombin

3.1.5 Aggregometrische Messung

Die Bestimmung der Aggregation erfolgte gemal3 der turbidimetrischen Methode nach
Born et al. (Born 1963). PRP wird hierbei in silikonisierte Glaskuvetten gegeben und unter
Verwendung eines Rihrstédbchens (konstant 1000 Umdrehungen pro Minute) mittels
Magnetrihrer durchmischt. Durch ein photometrisches Verfahren wird die plattchenbedingte
Tribung der Suspension anhand einer Referenzkiivette, die 500 ul PPP enthdlt, bestimmit.
Durch Zugabe eines Plattchenstimulus in die mit PRP geflllte Klvette kommt es zur Aggre-
gatbildung und damit zur Abnahme der Tribung. Der Grad der Tribungsanderung ist ein Mal3
fur die Aggregation, die als Funktion der Zeit mittels Schreiber in Form einer Aggregations-
kurve aufgezeichnet wird. Parallel zur Messung der Aggregation war am verwendeten Zwei-
Kanal-Chronolog-Aggregometer (Fa. Nobis, Endingen, Deutschland) auch eine Bestimmung
des freigesetzten ATP aus den Dichte-Granula der Thrombozyten mdglich. Dazu wurde dem
PRP (450 ul) eine Menge von 50 pl Chrono-Lume-Reagenz (Luziferin-Luziferase-Extrakt)
hinzugesetzt, das in Gegenwart von ATP luminesziert. Die bei der ATP-Freisetzung entste-
hende Lumineszenz wurde von einem empfindlichen Photomultiplier erfaldt und Gber einen
Schreiber aufgezeichnet. Zur quantitativen Bestimmung des ATPs wurde am Schluss jeder
Einzelmessung eine Menge von 5 pl ATP-Standard (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
hinzugegeben, welches einer Stoffmenge von 2 nmol entspricht. Die Pléttchenaggregation
sowie die ATP-Freisetzung wurden bei 37°C gemessen. Die Verstéarkung fur die Aggregation
war konstant auf 0,1 Volt eingestellt, die Verstarkung der ATP-Freisetzung auf 0,5 Volt. Der
Papiervorschub war auf 2 cm pro Minute festgelegt. Wie in Abbildung 7 dargestellt, konnten
auf diese Weise sowohl die grofte Amplitude (maximale Aggregation), die grofte Steigung
(, Slope*) asauch die ATP-Freisetzung (im Vergleich zum ATP-Standard) bestimmt werden.
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Abb 7: Auswertung der Lichtaggregometrie und Luminometrie: Anhand der Aggrega
tionskurve wurde sowohl der maximale Ausschlag (maximale Aggregation), as auch die
Steigung der Kurve durch Berechnung des Quotienten aus a durch b bestimmt. Bei der
ATP-Freisetzung wurde ebenfalls der maximale Ausschlag gemessen und ins Verhdtnis
zu einer Standard-Dosis von ATP gesetzt.

Im Rahmen der Patientenuntersuchung wurde zu Beginn die Spontanaggregation ge-
messen. Dabel wurde die Messung nach Nulllinieneinstellung fr die Dauer von funf Minuten
ohne Zugabe eines Agonisten laufen gelassen. Die Messungen mit Agonist wurden nach
Nulllinieneinstellung mit jeweils 5 pl ADP 1 mM (Endkonzentration 10 uM) bzw. 5 pl TRAP
2,5 mM (Endkonzentration 25 uM) bzw. 5 pl Thrombin 22 U/ml (Endkonzentration 0,22
U/ml) gestartet. Nach der Aktivierung der Aggregation lief die Messung funf Minuten, nach
deren Ablauf zur quantitativen Bestimmung der ATP-Freisetzung der Messkivette 5 pl ATP-
Standard hinzugegeben wurden.
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3.1.6 Durchflusszytometrische M essung

Samitliche Messungen wurden an einem Zwei-Watt-Argonlaser ,, FACScan-Durchfluss-
zytometer” (Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) durchgefihrt. Dieses wurde
mittels im Handel erhaltlichen Standard-Fluoreszenz-Mikrobeads (Calibrite”, Firma Becton-
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) geeicht. Die Auswertung der Daten erfolgte durch das
am Gerédt angeschlossene Datenverarbeitungsprogramm (FACScan) des Herstellers. Neben
therapeutischen Gesichtspunkten dient der Nachweis thrombozytérer Membranglykoproteine
mit Hilfe der Durchflusszytometrie zur diagnostischen Beurteilung prothrombotischer Krank-
heitsbilder (Abrams 1991, Bock 1994, Gawaz 1994, Kestin 1993, Michelson 1996, Nurden
1994). Die Entwicklung aktivierungsabhangiger monoklonaler Antikorper und spezieller
durchflusszytometrischer Methoden ermdglicht es, den Funktionszustand zirkulierender
Thrombozyten ex vivo zu bestimmen (Abrams 1991). Anhand friherer Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die angewandte Methodik zur Untersuchung der Thrombozyten-
funktion ex vivo geeignet und reproduzierbar ist (Abrams 1991, Becker 1994, Bock 1994,
Gawaz 1993, Gawaz 1994)

Man untersucht die Exposition thrombozytarer Membranglykoproteine durch Inkubati-
on der Blutpldttchen mit spezifischen monoklonalen Antikdrpern. Die Antikdrper kénnen
durch ihre Konjugation mit fluoreszierenden Substanzen, wie Phycoerythrin (PE) oder Fluo-
rescein-Isothiocyanat (FITC) nach ihrer Bindung an die Thrombozyten in einem Durchfluss-
zytometer registriert werden. Dazu werden die monoklonalen Antikorper im vielfachen Uber-
schuss eingesetzt, um gesdttigte Konzentrationen zu erreichen. Desweiteren besitzen
Thrombozyten im Durchflusszytometer aufgrund ihrer Grof3e und Oberflachenbeschaffenheit
eine fur sie charakteristische Lichtstreuung (Becker 1994, Bock 1994, Gawaz 1993, Gawaz
1994). Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, gleichzeitig sowohl Fluoreszenz as
auch Streulichtsignale einer Zelle zu messen. Innerhalb kirzester Zeit kdnnen so mehrere
tausend Zellen gemessen und klassifiziert werden. Die Klassifizierung der Thrombozyten
erfolgte dabei anhand der charakteristischen Lichtstreuung und der fur Blutpl&ttchen spezifi-
schen CD42b-PE Fluoreszenz. Der Messbereich konnte so selektiv auf die Pléttchenpopul ati-
on eingestellt werden, wahrend Detritus und andere Zellpopulationen, wie Leukozyten und
Erythrozyten, nicht gemessen wurden. Der Registrierbereich wurde vor jeder Messreihe kon-

stant auf diesen Bereich eingestellt.
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Die Einstellung erfolgte dabei mit Hilfe der Zwei-Parameter-Darstellung. Es kénnen bei
der Zwei-Parameter-Darstellung zwei unabhéngige Parameter wie z.B. PE-Fluoreszenz und
Vorwértsstreulicht zusammen abgebildet werden, wobel die Intensitétsachsen der beiden
Parameter gegeneinander aufgetragen werden (Abbildung 8).

CD42b-PE

Vorwartslichtstreuung

ADbb 8:Die Zwei-Parameter Darstellung in der Durchflusszytometrie: Jeder Punkt im
Diagramm entspricht einer Zelle mit der entsprechenden CD42-PE-Fluoreszenz und Vor-
waértdlichtstreuung. Der aus den einzelnen Punkten entstehende Streubereich ist charakte-

ristisch fur die Thrombozytenpopul ation.

Anschlief3end lief3 sich die spezifische FITC-Fluoreszenz der so eingestellten Thrombo-
zyten in Form eines Histogramms darstellen. Bei der Histogramm-Abbildung handelt es sich
um eine Ein-Parameter-Darstellung, bei der die x-Achse des Diagramms die Fluoreszenzin-
tensitdt bezeichnet, wahrend die y-Achse die Anzahl der Ereignisse abbildet. So ist es mog-
lich, die Verteillung einer Zelleigenschaft, wie z.B. der FITC-Fluoreszenz, innerhalb einer
Zéellpopulation zu beschreiben. Ein Signal schwacher Intensitét wird dabel auf der linken Seite
der x-Achse abgebildet, ein stérkeres Signal rechts davon. Pro Messung wurden 2500 Fluo-
reszenzereignisse registriert und deren Intensitét in einer Verteilungskurve dargestellt. Der
bestimmte Mittelwert der Kurvenverléufe erlaubt anschlief3end eine quantitative Aussage Uber
die Antikorperbindung und damit tber die Exposition thrombozytadrer Membranglykoprotei-

ne.
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Abb 9: Die Darstellung als Histogramm in der Durchflusszytometrie: Abgebildet sind
jeweils die Intensitatsverteilungen von zwel Messproben mit je 2500 registrierten Fluores-
zenz-ereignissen. Die fett dargestellten Kurven stammen von Proben mit stimulierten
Thrombozyten und somit verénderter Gesamtintensitét, erkennbar an der Verschiebung

der Kurve in Richtung hoherer bzw. niedrigerer Fluoreszenzintensitétsbereiche.

Auf analoge Weise wurde die Messung von CD40L-PE durchgefiihrt. Dabel hat man
den Messbereich auf CD41-FITC positive Zellen mit der fur Blutplétchen charakteristischen
Vorwartdichtstreuung eingestellt. Danach konnte ein Histogramm mit der gemessenen
CD40L -PE Fluoreszenz abgebildet und daraus der Mittelwert bestimmt werden.

Die Gerédteeinstellung fur die Messung der Thrombozyten am Durchflusszytometer ist
im Anhang dargestellt.
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3.1.7 Statistische Auswertung

Anhand Datenanalyse durch den Kolmogorov-Smirnov-Test konnte festgestellt werden,
dass die Ergebnisse der Untersuchungen keiner Normalverteilung nach Gauf3 unterlagen.
Deshalb wurden nicht parametrische Testverfahren angewandt:

Friedmann- und Wilcoxon-Test fir verbundene Stichproben
Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney-Test fur unverbundene Stichproben
p-Werte von < 0,05 galten als signifikant, von < 0,01 als hochsignifikant.
Die statistische Auswertung erfolgte durch das Programm ,, SPSS 9.0 for Windows".

3.2 Experimentelle Unter suchung

Im Rahmen der experimentellen Studie wurde der Einfluss von verschiedenen

GPIlb-Il1a-Antagonisten auf die Thrombozytenfunktion untersucht.

3.21 Verwendete GPIIb-II1a-Antagonisten

Es wurden sechs verschiedene, klinisch relevante GPI1b-111a-Antagonisten verwendet:

c7E3 (ReoPro, Abciximab) von Beiersdorf-Lilly (Hamburg, Deutschland)
Integrelin (Intigrilin, Eptifibatide) von Cor Therapeutics (San Francisco, USA)
Lamifiban von Hoffman LaRouche (Basel, Schweiz)

Tirofiban (MK 383, Aggrastat) von Merck& Co (West Point, USA).

EMD 122347 von Merck (Darmstadt, Deutschland)

Y M 337 von Yamanouchi (Leiderdorp, Niederlande)

Desweiteren wurden zwei nicht klinisch relevante GPIIb-111a-Antagonisten als Ver-

gleichswerte benutzt. Das Peptid GRGDSP und das Peptid HHLGGAKQAGDV (H12) wur-

den beide von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) erworben.
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3.2.2 Aggregometrische Untersuchung von Thrombozyten

3.2.2.1 Probengewinnung

Fur die aggregometrische Untersuchung wurde mit 2,8% Zitrat antikoaguliertes Blut
verwendet. Dazu nahm man gesunden Probanden Blut in eine mit Zitrat geftllte 10 ml Spritze
ab. Die Abnahme erfolgte aus einer méaldig gestauten Oberarmvene durch Punktion mit einer
19 Gauche-Kanile. Wie in friheren Studien belegt wurde, fuhrt diese Abnahmetechnik zu
keiner messbaren in vitro Aktivierung der Thrombozyten (Frelinger 1991). Danach wurden

die Proben sofort, wie im Folgenden beschrieben, weiterverarbeitet.

3.2.2.2 Probenweiterverarbeitung

Aus dem Zitrat-Blut wurde wie unter 3.1.4 beschrieben PRP und PPP hergestellt.

Mit dem gewonnenen PRP wurden drei verschiedene Versuche durchgefiihrt:
Bel dem ersten Versuch variierte die Konzentration der GPIlb-111a-Antagonisten, jedoch die
Inkubationszeit blieb konstant (vgl. Punkt a).
Beim zweiten Versuch variierte die Inkubationszeit, hingegen die Antagonistenkonzentration
blieb konstant (vgl. Punkt b).
Beim dritten Versuch wurde der Einfluss der GPllb-Illa-Antagonisten auf die sekundére

Aggregation bestimmt (vgl. Punkt c).

a) Das PRP wurde mit den GPlIb-llla-Antagonisten aus Tabelle 8 30 Minuten
vorinkubiert. Pro Antagonist wurden dabei sechs verschiedene Konzentrationen ver-
wendet. Zusétzlich wurde ein Ausgangswert, ohne Zugabe eines Antagonisten be-

stimmt.
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Tab 8: GPIIb-I11a-Antagonistenkonzentr ationen (K onzentrationsver lauf)

Antagonist Endkonzentration

C7E3 (inpg/ml) 1 5 10 25 50 100
GRGDSP  (in mM) 0,06 0,125 0,25 05 1,0 2,0
Integrelin ~ (inng/ml) 40 100 200 400 2000 4000
EMD122347 (inng/ml) 70 270 360 720 1800 3600
H12 (in mM) 0,06 0,125 0,25 05 1,0 2,0
Lamifiban (inng/ml) 10 25 50 100 500 1000
Tirofiban  (inng/ml) 25 25 50 100 125 250
YM337 (inpg/ml) 5 10 20 40 60 100

b) Das gewonnene PRP wurde mit einer konstanten GPI1b-111a-Antagonistenkonzentration
inkubiert und zu verschiedenen Inkubationszeiten gemessen. Die Inkubationszeiten
betrugen 15, 30, 60 und 120 Minuten. Zusétzlich wurde ein Ausgangswert, ohne Zu-
gabe eines Antagonisten bestimmt (Tabelle 9).

Tab 9: GPIIb-l11a-Antagonistenkonzentr ationen (Zeitver lauf)

Antagonist Endkonzentration
C7E3 50 pg/mi

GRGDSP 1,0mM

Integrelin 2000 ng/ml
EMD122347 3600 ng/ml

H12 1,0mM

Lamifiban 500 ng/ml

Tirofiban 125 ng/ml

YM337 60 pg/mi

Fur die Inkubation wurde je 445 pl PRP, 5 pl GPIIb-ll1a-Antagonist in verschiedenen
Konzentrationen und 50 pl Chrono-Lume (Luciferase Luciferin Reagent) verwendet. Danach
wurden 500 pl vorinkubiertes und mit Chrono-Lume versetztes PRP in eine silikonisierte
Glasklivette (Test Tubes 7,25x55mm, Fa. Bio/Data, Horsham, USA) gegeben. Als Referenz-
wert diente eine zweite Glaskivette, die mit 500 pl PPP gefullt wurde.
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c)Zur Bestimmung des Einflusses der GPlIb-Illa-Antagonisten auf die sekundére
Aggregation wurden 400 pl PRP + 50 pl Chronolume in die Glaskivetten gegeben.
Die Zugabe der GPI1b-I11a-Antagonisten erfolgte zu einem spéteren Zeitpunkt.

3.2.2.3 Messung

Das Prinzip der Aggregometrie und Luminometrie wurde bereits unter Punkt 3.1.5

beschrieben.

Die Messungen wurden nach Nulllinieneinstellung mit jeweils 5 yl ADP 2 mM (End-
konzentration 20 uM) bzw. 5 yul TRAP 5 mM (Endkonzentration 50 pM) gestartet. Nach der
Aktivierung der Aggregation lief die Messung fur die Dauer von funf Minuten, nach deren
Ablauf zur quantitativen Bestimmung der ATP-Freisetzung der Messkuvette 5 pl ATP-
Standard hinzugegeben wurden. Bel Messung der sekundéren Aggregation variierte die Ver-
suchsdurchfihrung insofern, dass nach Stimulierung der Blutpldttchen mit ADP und TRAP
die Aggregation bis zum maximalen Wert laufen gelassen wurde. Nach dem Erreichen dieses
Punktes wurden der Messklvette 50 pl GPIIb-I11a-Antagonist zugegeben. Die Endkonzentra-
tionen der Antagonisten entsprachen denen in Tabelle 9. Anschlief3end lief die Messung
ebenfalls funf Minuten, um festzustellen, ob es durch den Einfluss der GPlib-llla
Antagonisten zu einer Deaggregation der Blutplattchen kommt.

3.2.3 Durchflusszytometrische Unter suchung von Thrombozyten

3.23.1 Probengewinnung

Die Blutabnahme an gesunden Probanden erfolgte wie unter 3.2.2.1 beschrieben.

3.2.3.2 Probenweiterverarbeitung

PRP wurde aus dem Zitrat-Blut wie unter 3.1.4 beschrieben, gewonnen. Danach wurde
das gewonnene PRP im Verhdtnis 1:100 mit PBS (Phosphate Buffered Saline, Fa. Sigma,
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Deisenhofen, Deutschland) verdinnt. Das verdinnte PRP wurde entsprechend der Messung
der Aggregation (vgl. Punkt 3.2.2.2) mit den verschiedenen GPllb-11la-Antagonisten inku-
biert. Dabel variierten ebenso einerseits die Konzentrationen der Antagonisten und anderer-
seits die Inkubationszeiten. Anschlief3end wurde zur Sicherung der Ergebnisse der Versuch
mit den Antagonistenkonzentrationen wie in Tabelle 9 und einer Inkubationszeit von 30
Minuten in zwel weiteren Durchgangen durchgefihrt. Fir die Inkubation wurden je 60 pl
verdinntes PRP und 10 pl GPIlb-ll1a-Antagonist in verschiedenen Konzentrationen verwen-
det. Die Endkonzentration wurde auf ein Gesamtvolumen von 100 pl berechnet, um den
Verdunnungsfehler durch die anschlief3ende Zugabe der Antikorper und Agonisten zu ver-
meiden. Wahrend der Inkubationsphase wurden in vorher beschriftete Kunststoffrohrchen
(Falcon 2052, Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) jeweils 10 ul CD42b-PE bzw.
10 pl CD40L-PE, 10 pl eines spezifischen, FITC-geféarbten Antikdrpers sowie 10 pl Agonist
bzw. PBS (fur den unstimulierten Wert) vorgegeben (Tabelle 10).

Tab 10: Verwendete Antikorper und Agonisten — Messung der Thrombozyten am
Dur chflusszytometer

CD42b-PE + LIBS1-HATC + PBS
CD42b-PE + PM1-1-FITC + PBS
CD42b-PE + CD61-FITC + PBS
CD42b-PE + CD61-FITC + TRAP
CD42b-PE + Echistatin-FITC + PBS
CD42b-PE + Echistatin-FITC + TRAP
CD42b-PE + CD62p-FITC + PBS
CD42b-PE + CD62p-FITC + ADP
CD42b-PE + CD62p-FITC + TRAP
CDA40L-PE + CD41-FITC + PBS
CDA40L-PE + CD41-FITC + Thrombin

Nach Zugabe der vorinkubierten Blutplattchen in die Kunststoffréhrchen wurde 15 Mi-
nuten mit den Antikorpern inkubiert. Wahrend dieser Zeit konnte die Bindung der Antikorper
an die entsprechenden Membranglykoproteine der Thrombozyten stattfinden. Anschlief3end
wurde sofort die durchflusszytometrische Messung durchgefihrt.
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3.2.3.3 Monoklonale Antikor per

Die verwendeten monoklonalen Antikorper anti-CD42b und anti-CD40L (Fa
Immunotech, Marseille, Frankreich) lagen PE-Fluoreszenz markiert vor. Anti-CD62P, anti-
CD61 und anti-CD41 (Fa. Immunotech, Marseille, Frankreich) lagen als direkt markierte
Fluoreszenzkonjugate (FITC) vor. Anti-LIBS1 und Anti-PMI-1 wurden mit einem den Stan-
dardmethoden entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff (FITC) markiert und uns grof3ziigigerwei-
se von Dr. Mark Ginsberg (Scipps Research Institute, La Jolla, USA) zur Verfigung gestellt.
Echistatin wurde ebenfalls mit einem den Standardmethoden entsprechenden Fluoreszenz-

farbstoff markiert und von unserem Labor hergestellt.

Eine ausfuhrliche Darstellung der thrombozytdaren Oberflachenrezeptoren und des
Wirkmechanismus der einzelnen verwendeten Antikorper als immunologische Marker er-

folgte bereitsin der Einleitung.

3.234 Messung

Das Prinzip und die Durchfihrung der Durchflusszytometrie wurden unter Punkt 3.1.6

beschrieben.

3.24 Durchflusszytometrische Untersuchung von CHO-Zellen mit rekombinantem

GPllb-111a

3.2.4.1 Kultivierung und Gewinnung der CHO-Zellen

Die stabile Z€llinie von Chinesischen-Hamster-Ovar (CHO)—-Zellen, die menschliche,
rekombinante GPIIbllla-Rezeptoren exprimierten, wurde freundlicherweise von Dr. Mark
Ginsberg (Scipps Research Institute, La Jolla, USA) zur Verfigung gestellt. Die im CHO-
Zell-Vollmedium (DMEM-Medium, 10% Foetal-Calf-Serum FCS, Penicillin/Streptomycin,
L-Glutamin, Nicht-essentielle Aminosauren; Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland) kulti-
vierten CHO-Zellen wurden mit einer Trypsin-EDTA-L6sung (Fa. Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) von der Zellkulturflasche abgel 6st. Die gewonnene Lésung wurde daraufhin in
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ein 15 ml Kunststoffgefass umgefillt und mit PBS auf 15 ml aufgeflllt. Anschlief3end er-
folgte ein Zentrifugationsschritt mit 200g fur eine Dauer von zehn Minuten, nach deren Ab-
lauf der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit 1 ml Tyrodes-Puffer pH 7,4 + Ca®* (2mM)
(Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland) vorsichtig resuspendiert wurde. Im Anschluss wurde
die Zellzahl in einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt und mit dem Tyrodes-Puffer auf
2,0 x 10° Zellen pro ml eingestellt.

3.2.4.2 Probenweiterverarbeitung

Die gewonnenen CHO-Zellen wurden mit den GPIlb-111a-Antagonisten aus Tabelle 8
30 Minuten vorinkubiert. Pro GPIIb-l11a-Antagonist wurden sechs verschiedene Konzentra-
tionen verwendet. Anschlief3end wurde zur Sicherung der Ergebnisse der Versuch mit den
Antagonistenkonzentrationen der Tabelle 9 in drei weiteren Durchgéngen vorgenommen. Fir
die Inkubation nahm man je 70 ul CHO-Zellen und 10 pl GPIlb-111a-Antagonist in verschie-
denen Konzentrationen. Die Endkonzentration wurde dabel auf ein Gesamtvolumen von 100
ul berechnet, um den Verdinnungsfehler durch die anschlief3ende Zugabe der Antikorper zu
vermeiden. Wahrend der Inkubationsphase wurden in vorher beschriftete Kunststoffréhrchen
jeweils 10 ul CD41-PE und 10 ul LIBS-1-FITC bzw. PM1-1-FITC vorgegeben. Nach Zugabe
der vorinkubierten CHO-Zéllen in die Kunststoffréhrchen wurde 15 Minuten mit den Anti-
korpern inkubiert. Wahrend dieser Zeit konnte die Bindung der Antikorper an den GPIIb-I11a-
Rezeptor der CHO-Zellen stattfinden. Anschlief3end wurde sofort die durchflusszytometrische
Messung durchgefuhrt.

3.24.3 Monoklonale Antikor per
Der verwendete monoklonale Antikérper anti-CD41 (Fa. Immunotech, Marseille,

Frankreich) lag PE-Fluoreszenz markiert vor. Die Antikdrper anti-LIBS-1 und anti-PMI-1
wurden bereits unter 3.2.3.3 beschrieben.
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3.24.4 Messung
Das Prinzip der Durchflusszytometrie wurde unter Punkt 3.1.6 beschrieben.

Die CHO-Zéllen konnten durch ihre positive Anfarbbarkeit mit CD41-PE sowie durch
ihre charakteristische Streulichtverteilung im Durchflusszytometer registriert und so von
unspezifischen Einflissen, wie zum Beispiel Zelldetritus, unterschieden werden. Auf diese
Weise lield sich der Registrierbereich vor jeder Messreihe konstant auf diesen Bereich ein-
stellen. Danach konnten ein Histogramm mit der gemessenen LIBS-1-FITC bzw. PMI-1-
FITC Fluoreszenz abgebildet und daraus der Mittelwert bestimmt werden.

Die Geréateeinstellungen fur die Messung der CHO-Zellen am Durchflusszytometer sind
im Anhang dargestellt.

3.25 Adhasionsuntersuchung von Thrombozyten

3.25.1 Herstellung von gewaschenen Thrombozyten

Zur Herstellung gewaschener Thrombozyten wurde in eine mit 4 ml saurer Dextrose-
Zitrat-Losung pH 4,5 geflllte 20 ml-Spritze 16 ml Blut von gesunden Probanden abgenom-
men (Verhdtnis 1:5). Das Blut wurde dabei wie unter 3.2.2.1 beschrieben abgenommen. Je
10 ml Blut wurden daraufhin in zwel 15 ml Kunststoffgeféal3e gegeben. Zur Herstellung von
PRP wurden die Geféf3e bei 200g 20 Minuten zentrifugiert. Das gewonnene PRP wurde mit
einer Eppendorf-Pipette abgenommen, in ein 50 ml Kunststoffgefél gegeben und mit Tyro-
des-Puffer pH 6,5 auf 35 ml aufgefillt. Anschlief3end wurde zehn Minuten bei 400g zentrifu-
giert und der Uberstand komplett abgesaugt. Das Pellet musste daraufhin mit 500 pl Tyrodes-
Puffer pH 6,5 vorsichtig resuspendiert und mit weiteren 500 pl Tyrodes-Puffer pH 7,4 ver-
mischt werden. Danach bestimmte man die Thrombozytenzahl im Zahlgerét (Fa. Sysmex,
Norderstadt, Deutschland) und stellte sie durch Verdinnung mit Tyrodes-Puffer pH 7,4 +
Ca** (2mM) auf eine Zellzahl von 2 x 10° pro pl ein. Die gewaschenen Thrombozyten wurden
danach sofort weiterverarbeitet. Die verwendeten Reagenzien fur die Herstellung von gewa-

schenen Thrombozyten sind im Anhang in Tabelle 19 dargestelit.



3.25.2 Verwendete Mikrotiterplatten

Fur den Versuch wurden folgende beschichtete Mikrotiterplatten verwendet:

Fibronektin

Laminin

Kollagen (alle drei von Biocoat, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
Fibrinogen

Vitronektin

Die mit Fibrinogen und Vitronektin beschichteten Mikrotiterplatten wurden selbst her-
gestellt. DafUr wurden unbeschichtete 96-Napf-Mikrotiterplatten (Fa.Greiner, Frickenhausen,
Deutschland) pro Napf mit jeweils 100ul frisch hergestellter, PBS-gepufferter Fibrinogen-
(5ug/ml) bzw. Vitronektinldsung (5ug/ml) fur drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Entfernen dieser Ldsungen wurden die Platten einmal mit PBS (100ul) gewaschen,
anschliefiend mit 2,5 % BSA-LOsung (Bovines Serum Albumin, Fa. Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) versehen und eine Stunde bel Raumtemperatur inkubiert, um eine Absattigung
unspezifischer Valenzen zu erreichen. Danach folgten zwei Waschgange mit PBS zur Entfer-

nung von Uberschiissigem BSA und die Austrocknung der Platten an der Raumluft.

3.2.5.3 Prinzip und Versuchsdurchfihrung

Es wurde die Thrombozytenbindung auf immobilisierte Proteine (Fibrinogen, Vitronek-
tin, Fibronektin, Laminin und Kollagen) untersucht, die sich auf verschiedenen 96-Napf-
Mikrotiterplatten befanden. Zur Kontrolle diente eine unbeschichtete Plastikplatte. Die Menge
adhérenter Thrombozyten konnte durch kolorimetrische Methoden quantitativ bestimmt
werden. Die gewaschenen Thrombozyten wurden mit verschiedenen GPIIb-I11a-Antagonisten
bei Raumtemperatur 30 Minuten vorinkubiert. Die Konzentrationen der GPlib-Illa
Antagonisten sind der Tabelle 9 zu entnehmen.

Es wurden jeweils 10 pl GPIIb-ll1la-Antagonist auf 90 ul Thrombozytensuspension
(Verdinnung 1:10) verwendet. Die Benutzung von EDTA diente der Spezifitatsbestimmung

der Thrombozytenadhéasion und wurde bei jeder Messreihe in analoger Weise mitgefihrt.



VVon den so vorinkubierten Blutplattchen wurden 100ul pro Napf auf die beschichteten
96-Napf-Mikrotiterplatten und als Kontrolle auf eine unbeschichtete Plastikplatte pipettiert.
Anschlief?end wurden die Mikrotiterplatten zwel Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. In
dieser Zeit konnte die Adhasion der Thrombozyten an die beschichteten Napfwande stattfin-
den. Nach Ablauf der zwei Stunden wurde die FlUssigkeit abgesaugt und die Platten zweimal
mit Tyrodes-Puffer pH 7,4 + Ca?" (2mM) gewaschen, wodurch die nicht adhérenten Blut-
pléttchen entfernt wurden. Nach diesem Waschgang wurden 100 pl Lyse-Substrat-Puffer
(3 mg/ml p-Nitrophenyl-phosphat; 50 mM Natriumazetat; 1% Triton-X; pH 5,0 , Fa. Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) pro Napf hinzupipettiert. Es folgte eine Inkubationszeit von 30
Minuten bei 37°C im Brutschrank, in der die Thrombozyten lysiert wurden und das p-
Nitrophenylphosphat von thrombozytaren, intrazellulér gelagerten Phosphatasen in ein gelb
geféarbtes Reaktionsprodukt mit spezifischem Extinktionsmaximum bei 405nm Wellenlange
umgewandelt wurde. Der Abbruch dieses Vorgangs erfolgte nach der Inkubationszeit durch
Zugabe von 50ul NaOH (1M) pro Napf. Anschlief3end wurde die Messung der Extinktions-
intensitét bel 405nm in einem geeigneten Photometer (ELISA-Reader, Fa. Dynatech,
Deutschland) mit einem Referenzfilter von 630nm durchgefiihrt. Durch die Intensitétsmes-
sung der abgelaufenen Farbreaktion konnte eine quantitative Bestimmung der Thrombo-

zytenadhasion erfolgen.

Dieser Versuch wurde mit dem Blut von drei verschiedenen, gesunden Probanden
durchgefihrt, wobei fur jeden Messwert eine vierfach Bestimmung vorgenommen wurde.
Somit erhielt man fur jede Mikrotiterplatte pro verwendeten GPIIbllla-Antagonisten zwolf
Messwerte. Zur Bestimmung der entsprechenden Farbintensitét je Thrombozytenzahl erstellte
man fir jeden Probanden eine Eichkurve, wofir in finf verschiedene Ngpfe bekannte Mengen
an Thrombozyten pipettiert und anschlief?end nach Lysierung die Farbreaktion bestimmt

wurden.

Zusétzlich wurde analog zu dieser Versuchsdurchfiihrung die sekundére Adhasion nach
Stimulierung der Thrombozyten mit TRAP getestet. Dabel wurden statt 100 pl vorinkubierter
Thrombozyten 90 pl verwendet und zusétzlich 10 yl TRAP 500 uM (Endkonzentration
50 uM) in jeden Napf pipettiert. Der weitere Versuchsablauf entsprach dem oben beschriebe-

nen.
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3.2.6 Adhasionsuntersuchung von CHO-Zellen mit rekombinantem GPIlb-l11a

3.2.6.1 Kultivierung und Gewinnung der CHO-Zé€llen

Die im CHO-Zéll-Vollmedium (DMEM-Medium, 10% Foetal-Calf-Serum FCS, Peni-
cillin/Streptomycin, L-Glutamin, Nicht-essentielle Aminosauren; Fa. Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) herangeziichteten Chinesischen-Hamster-Ovar (CHO)-Zellen wurden mit einer
Trypsin-EDTA-L6sung von der Zellkulturflasche abgeldst. Die gewonnene Losung wurde
daraufhin in zwei 50 ml Kunststoffgefée umgefillt und mit CHO-Zell-Vollmedium auf
jewells 50 ml aufgefillt. Danach erfolgte ein zehnmindtiger Zentrifugationsschritt bei 200g,
nach dessen Ablauf der Uberstand abgesaugt, das Pellet mit 1 ml Vollmedium vorsichtig
resuspendiert und anschlief3end das Gefald wieder mit Vollmedium auf 50 ml aufgefillt
wurde. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde erneut der Uberstand abgesaugt und
das Pellet mit 1 ml Nahrlosung (wie Vollmedium, aber ohne FCS) resuspendiert. Anschlie-
3end wurde die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und mit der Nahrlésung auf
5 x 10% Zellen pro pl eingestellt. Am Ende erfolgte eine Zugabe von Ca?* (2mM Endkonzen-
tration).

3.2.6.2 Verwendete Mikrotiterplatten

Die verwendeten Mikrotiterplatten wurden bereits unter 3.2.5.2 beschrieben.

3.2.6.3 Prinzip und Versuchsdurchfihrung

Das Prinzip und die Vorinkubation mit den verschiedenen GPIIb-11l1a-Antagonisten
wurde unter Punkt 3.2.5.3 beschrieben und mit den CHO-Zellen auf analoge Weise durchge-
fahrt.

Die vorinkubierten CHO-Zellen wurden auf die beschichteten 96-Napf-
Mikrotiterplatten pipettiert. Dabel verwendete man 100 pl pro Napf, wobei pro Platte je
GPllb-Il1a-Antagonist eine Vierfachbestimmung durchgefuhrt wurde. Anschlief?end wurden
die Platten bel 37°C im Brutschrank vier Stunden inkubiert. In dieser Zeit erfolgte die Adh&a
sion der CHO-Zéellen an die Plattenwénde, was durch die Betrachtung der Zellmorphologie
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unter dem Lichtmikroskop vor der weiteren Verarbeitung bestédtigt wurde. Die weitere Ver-
suchdurchfiihrung und Messung entsprachen denjenigen der Thrombozytenadhésion (Punkt
3.2.5.3). Wegen der nicht moglichen Stimulierung der CHO-Zellen wurde im Gegensatz zur
Thrombozytenadhasion keine Versuchsreihe mit TRAP-Stimulierung durchgefiihrt.

3.2.7 Statistische Auswertung

Die Datenanalyse durch Kolmogorov-Smirnov Test zeigte, dass die Ergebnisse der Un-
tersuchung keiner Normalverteilung nach Gauld unterlagen. Daher wurden nicht parametri-
sche Testverfahren zur statistischen Datenanalyse angewandt. Die Bestimmung der Signifi-
kanzniveaus erfolgte mittels:

Friedmann- und Wilcoxon-Test fir verbundene Stichproben

Kruskal-Wallis- und Mann-Whitney-Test fir unverbundene Stichproben
p-Werte < 0,05 wurden als signifikant bezeichnet.
Die statistische Auswertung erfolgte durch das Programm ,, SPSS 9.0 for Windows®.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenuntersuchung

4.1.1 Aggregation

Bei der Thrombozytenaggregation wurden sowohl der maximale Anstieg als auch die
Steigung der Aggregationskurve bestimmt (Abbildung 7 unter Punkt 3.1.5). Es wurden Werte

fur unstimulierte (Spontanaggregation) und fur stimulierte Thrombozyten gemessen.

Der maximale Anstieg der Aggregationskurve bei unstimulierten Thrombozyten zeigte
bis zum Wert sechs Stunden nach Beginn der Fibrinolysetherapie einen tendentiellen Abfall
und bel den folgenden Werten einen Anstieg. Diese Unterschiede waren allerdings nicht
signifikant (Tabelle 11). Der maximale Anstieg bel Stimulierung der Thrombozyten mit ADP
und TRAP ergab einen tendentiellen, jedoch nicht signifikanten Abfall (Tabelle 11). Bei der
durch Thrombin ausgeldsten Aggregation ergab sich am dritten Tag ein Anstieg von vorher
zwischen 3,7 und 7,1 mm auf 31,3 mm (Tabelle 11).

Tab 11:  Aggregation (Maximaler Anstieg), Patientenunter suchung

Maximale pra 15h 6h 24h 48h 72h
Aggregation

unstimuliert 7,9+ 6,0* 6,9+4.2 6,7+6,1 97+41 7,0+ 37 119+44
ADP-stimuliert 129,7+30,7 | 1253+179 | 1134+198 | 1186+234 | 1124+ 182 | 1156+ 18,1
TRAP-stimuliert 1446+21,3 | 146,0+329 | 1339+338 | 1339+39,1 | 1156+31,9 | 130,9+ 19,7
Thrombin-stimuliert 7,3+6,3 37£56 36+£6,9 3,7+39 6,1+35 31,3+36,1

* Mittelwert + Standardabweichung

Bel der Messung der Steigung der Aggregationskurve unterschieden sich die unstimu-
lierten Werte nicht voneinander (Tabelle 12). Bei den mit ADP und TRAP stimulierten Wer-
ten ergab sich bel der Messung 90 Minuten nach Fibrinolysebeginn eine signifikante (p=0,034
und p=0,025) Erhéhung der Steigung (Tabelle 12 und Abbildung 10). Bei den mit Thrombin
stimulierten Werten zeigte sich nach 72 Stunden ein signifikanter Anstieg (Tabelle 12).
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Tab 12:  Aggregation (Steigung), Patientenuntersuchung

Aggregation pra 15h 6h 24 h 48h 72h
(Steigung)

unstimuliert 0,1+0,1* 01+0,0 01+0,0 01+0,1 0,1+0,0 01+01
ADP-sgtimuliert 56+17 76+1,6 59+14 64+23 52+20 55+18
TRAP-stimuliert 6,7t14 103+29 73122 74125 6,4+ 2,6 70+£22
Thrombin-stimuliert 01+0,1 00+0,1 02+04 02+04 02+04 25+35

* Mittelwert + Standardabweichung

147 —&— TRAP-stimuliert

127 —&  ADP -stimuliert

10

Aggregation (Steigung)

pra 1,5h 6h 24h 48h 72h

Zeit nach Therapiebeginn

Abb 10: Aggregation (Steigung), Patientenuntersuchung: Es kam 1,5 Stunden nach
Beginn der Fibrinolysetherapie zu einem signifikanten Anstieg sowohl der ADP- als auch
der TRAP-induzierten Steigung der Aggregationskurve ([1= Signifikanz).

4.1.2 Freisetzungsreaktion
Die Effekte auf die Degranulation der Blutpléattchen wurden durch die Messung der

ATP-Freisetzung (Dichte Granuld), der Oberflachenexpression von CD 63 (Lysosomen) und
von P-Selektin und CD 40L (a-Granula) bestimmt.
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Bezlglich der ATP-Freisetzung ergaben sich Uber den Zeitverlauf signifikante Unter-
schiede nach 72 Stunden. Dabei kam es durch Thrombin-Stimulierung zu einem Anstieg von
0,0 auf 0,2 nmol (Tabelle 13). Bei der Oberflachenexpression des P-Selektins war bis zum
Zeitpunkt von sechs Stunden nach Beginn der Fibrinolysetherapie ein tendentieller, jedoch
nicht signifikanter Anstieg zu verzeichnen. Anschlief3end fiel der Wert wieder etwas unter-
halb des Ausgangswertes ab (Tabelle 13). Fir CD 63 zeigte sich Uber den Zeitverlauf eine
tendentielle Abnahme der Oberfl&chenexpression. Diese Abnahme war alerdings nicht signi-
fikant (Tabelle 13). Bei CD40L war uUber den Zeitverlauf eine kontinuierliche Steigerung der
Oberflachenexpression festzustellen. Dieser Anstieg sowohl der unstimulierten als auch der
Thrombin-stimulierten Werte war bereits sechs Stunden nach Beginn der Fibrinolysetherapie
signifikant (Tabelle 13 und Abbildung 11).

Tab 13: Fresetzungsr eaktion, Patientenunter suchung

ATP-Freisetzung pra 15h 6h 24 h 48 h 72h

unstimuliert 0,0+0,0* | 0,000 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
ADP-gtimuliert 0,3+0,2 04+0,2 04+0,.2 03+0,1 04+0,2 0,3+0,3
TRAP-stimuliert 0,8+05 09+04 09+04 11+06 08+05 09+07

Thrombin-stimuliert 0,000 00+0,0 00+0,0 00+0,0 00+0,0 02+0,3

CD 62P

unstimuliert 186 + 59 193+ 42 205+ 27 177+30 180 + 27 174+ 33
ADP-stimuliert 249+ 61 233+ 45 255+ 66 227+ 43 226+ 43 217+ 45
TRAP-stimuliert 292+ 45 308 + 53 311+ 36 287 + 36 273+31 277+30

Thrombin-stimuliert 316+ 45 329+ 52 327+ 38 317+ 57 311+61 322 +53

CD 63

unstimuliert 183+ 30 180+ 19 170+ 20 174+ 18 171+ 15 173+ 19
ADP-stimuliert 210+ 24 207+ 20 219+ 31 213+ 24 211+ 25 214+ 15
TRAP-stimuliert 265+ 43 263+ 34 264 + 28 263+ 30 257+ 29 274+ 35

Thrombin-stimuliert 311+ 25 297 + 26 298+ 24 288+ 34 288 + 49 290+ 41

CD 40L

unstimuliert 103+ 12 113+ 14 137+ 20 159 + 50 170+ 52 181 + 60

Thrombin-stimuliert 125+ 25 141+ 36 155+ 28 175+ 39 192 + 39 193+ 53

* Mittelwert + Standardabweichung
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Abb 11: Veranderung der CD 40L-Expression, Patientenunter suchung: Es zeigte sich
im Zeitverlauf ein kontinuierlicher Anstieg der Oberflachenexposition von CD 40L. Die-

ser Anstieg war ab sechs Stunden nach Fibrinolysebeginn signifikant (U= Signifikanz).

4.1.3 Exposition thrombozytarer Membranglykoproteine

Bei der Exposition thrombozytarer Membranglykoproteine, welche Aussagen Uber den
Funktionszustand des GPIlIb-llla-Rezeptors erlauben, ergab sich Uber den Zeitverlauf fir
CD 41 und fur PAC-1 ein tendentieller Abfall der Oberfl&chenexpression, dieser war jedoch
nicht signifikant (Tabelle 14). Bei LIBS-1 und Echistatin war keine Tendenz festzustellen
(Tabelle 14).
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Tab 14:  Exposition thrombozytarer Membranglykopr oteine, Patientenunter suchung

CDh41 pra 15h 6h 24h 48 h 72h

unstimuliert 515 + 35* 504 + 23 507+ 19 507 + 19 500 + 26 498 + 22
ADP-stimuliert 540 + 26 528+ 15 521+ 14 516 + 19 520+ 25 520+ 20
TRAP-stimuliert 556 + 20 555+ 40 535+ 16 533+ 16 537+ 18 537+ 18

Thrombin-stimuliert 557+ 14 543+ 21 543+ 21 538 + 22 536 + 23 536 + 23

LIBS1

unstimuliert 220+ 32 220+ 25 233+ 38 216+ 34 217+29 225+ 35
ADP-stimuliert 272+ 37 278+ 37 284+ 29 262 + 46 264+ 32 274+ 40
TRAP-stimuliert 267 + 36 277+35 283+ 31 286+ 23 275+ 39 292+ 48

Thrombin-stimuliert 299 + 45 315+ 34 308+ 31 289+ 58 291 +55 303+ 53

PAC-1

unstimuliert 239+ 37 189+ 41 197 + 52 204 + 57 184 + 54 184 + 60
ADP-stimuliert 310+ 69 299 + 53 291 + 49 283 + 66 273+53 284+51
TRAP-stimuliert 282 + 47 270+ 29 288+ 41 280+ 40 274+ 60 272+ 54

Thrombin-stimuliert 367 £ 53 363 + 56 368 + 51 338+ 55 326 + 66 332+ 56

Echistatin

unstimuliert 186 + 27 175+ 26 177+ 27 164+ 18 162 + 22 166 + 25
ADP-stimuliert 193+ 25 190+ 23 189+ 21 188+ 16 180+ 22 188+ 23
TRAP-stimuliert 210+ 25 205+21 205+ 17 214+ 23 204 + 22 211+23

Thrombin-stimuliert 218+ 22 206+ 25 200+ 21 216+ 29 219+ 26 222+15

* Mittelwert + Standardabweichung

4.2 Experimentelle Untersuchung

Die jeweils sechs unterschiedlichen Konzentrationen der untersuchten GPlIb-llla-
Antagonisten sind der Tabelle 8 unter Punkt 3.2.2.2 zu entnehmen. Bei Verwendung nur einer
Konzentration, wurde diese gewahlt, mit welcher eine maximale Aggregationshemmung am

Aggregometer zu erzielen war (Tabelle 9).
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4.2.1 Induktion der Liganden-induzierten-Bindungsstelle (L1BS)

Durch die Verwendung von konformationsabhéngigen, monoklonalen Antikorpern
(LIBS-1, PMI-1) wurde der Effekt von GPIIb-I11a-Antagonisten auf die LIBS-Induktion des
GPlIb-llla-Rezeptors der Blutpléattchen untersucht. Dabei bindet LIBS-1 an die GPllla-
Untereinheit und PMI-1 an die GPIlb-Untereinheit.

Integrelin, c7E3, Tirofiban und Lamifiban induzierten die LIBS-1-
Oberflachenexpression in einem konzentrations- und zeitabhangigen Muster (Abbildung 12).
Im Gegensatz dazu induzierten EMD 122347 und YM 337 nicht die LIBS-1-Aktivitét und
zeigten in hoheren Konzentrationen eine Abnahme der LIBS-1-Expression (Abbildung 12).
Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 20 und 21 aufgefihrt.
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Abb 12: LIBS-1-Bindung bel Thrombozyten: GRGDSP, Integrelin, c7E3, Tirofiban,
Lamifiban und H12 fihrten zu einer LIBS-1-Induktion in einem konzentrationsabhangi-
gen (A) und zeitabhangigen (B) Muster. EMD 122347 und YM 337 dagegen fihrten zu
einer Abnahme der LIBS-1-Expression (U= Signifikanz).
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Ahnliche Ergebnisse wie bei der LIBS-1-Bindung an LIBS-Epitope der GPllla-
Untereinheit zeigten sich fir die PMI-1-Bindung an LIBS-Epitope der GPIIb-Untereinheit.
Dabel induzierten ebenso Integrelin, c7E3, Tirofiban und Lamifiban die PMI-1-
Oberflachenexpression in einem konzentrations- und zeitabhangigen Muster (Abbildung 13).
Die hochste PMI-1-Bindung wurde hierbei durch Lamifiban erreicht. EMD 122347 und YM
337 zeigten dagegen eine Abnahme der PMI-1-Expression (Abbildung 13). Die LIBS
Induktion war somit unabhangig vom Typ des monoklonalen Antikorpers, der dazu verwen-
det wurde, die Konformationsdnderung des GPIIb-11l1a-Rezeptors zu registrieren. Die Origi-
naldaten sind im Anhang in Tabelle 22 und 23 aufgefuhrt.
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Abb 13: PMI-1-Bindung bei Thrombozyten: GRGDSP, Integrelin, c7E3, Tirofiban,
Lamifiban und H12 flhrten zu einer PMI-1-Induktion in einem konzentrationsabhangigen
(C) und zeitabhangigen (D) Muster. EMD 122347 und YM 337 dagegen fuhrten zu einer
Abnahme der PMI-1-Expression ([J= Signifikanz).



Die Messung von vier unterschiedlichen Proben mit einer Inkubationszeit von 30 Mi-
nuten und einer Konzentration der GPIIb-111a-Antagonisten, die eine maximale Aggregations-
hemmung bewirkt, zeigte einen signifikanten Anstieg der LIBS-1-Bindung fir GRGDSP,
Integrelin, Tirofiban und Lamifiban. Eine signifikante Hemmung ergab sich dagegen bei
EMD 122347 (Tabelle 15). Bei der PMI-1-Bindung zeigte sich ein signifikanter Anstieg fur
Tirofiban und Lamifiban (Tabelle 15). Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 24 aufge-

fuhrt.

Tab 15: LIBS-1- und PMI-1-Bindung bei Thrombozyten (n=4)
Antagonist Konzentration LIBS-1 PMI-1
% Abweichung p-Wert % Abweichung p-Wert

c7E3 50ug/ml 12,2 0,38 18,7 0,15
GRGDSP 1mM 19,9 0,08 9,0 0,15
Integrelin 2pg/ml 36,4 0,02 17,7 0,08
EMD 122347 3,6pg/ml -12,3 0,02 -1,4 0,77
H12 1mM 7,6 0,38 55 0,15
Lamifiban 500ng/ml 21,5 0,02 39,9 0,02
Tirofiban 125ng/ml 41,6 0,02 35,6 0,02
YM 337 60ug/ml -1,1 0,77 -5,3 0,77

Um den Effekt der GPlIb-llla-Antagonisten auf die LIBS-Induktion unabhangig von
der umgebenden Pléttchenmembran und intrazellulérer Aktivierungsmechanismen zu untersu-
chen, wurde eine stabile CHO-Zellinie benutzt, die den menschlichen, rekombinanten
GPllb-l11a-Rezeptor exprimiert. Wie fir die intakten Blutplétchen beschrieben, induzierten
alle getesteten Antagonisten, aul3er EMD 122347 und YM 337, die LIBS-1-Aktivitét auf dem
rekombinanten GPIIb-111a (Abbildung 14). Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 25
aufgefihrt.
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einer Abnahme der LIBS-1-Expression (L= Signifikanz).

Die Messung von vier unterschiedlichen Proben zeigte einen signifikanten Anstieg der
LIBS-1-Induktion fur GRGDSP, Integrelin, c7E3, Tirofiban und Lamifiban und H12. Eine
signifikante Hemmung der LIBS-1-Induktion ergab sich dagegen bei EMD 122347 und

Tirofiban
H12

Lamifiban

) YM 337

YM 337 (Tabelle 16). Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 26 aufgefihrt.
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Tab 16:

LIBS-1-Bindung bei CHO-Zellen mit rekombinantem GPIIb-111a (n=4)

Antagonist Konzentration % Abweichung p-Wert
Cc7E3 50pg/ml 52,2 0,02
GRGDSP imM 15,7 0,02
Integrelin 2ug/mi 12,0 0,02
EMD 122347 3,6ug/mi -28,0 0,02
H12 1mM 11,4 0,02
Lamifiban 500ng/ml 9,9 0,04
Tirofiban 125ng/ml 15,5 0,02
YM 337 60pug/ml -10,4 0,02

4.2.2 Aggregation und Deaggregation

Alle getesteten GPllb-1llaAntagonisten hemmten die ADP (20uM)-induzierte
Plattchenaggregation in einem konzentrationsabhéngigen Muster. Bel hohen Konzentrationen
wurde die ADP-induzierte Aggregation durch alle Antagonisten komplett gehemmt
(Abbildung 15). Im Gegensatz dazu wurde bel Stimulierung der Thrombozyten mit TRAP
(50uM) bei allen Antagonisten eine deutlich geringere Hemmung der Plattchenaggregation
erreicht. Selbst bei hohen Konzentrationen war keiner der GPIIb-Il1la-Antagonisten in der
Lage die TRAP-induzierte Aggregation komplett zu hemmen. Es blieb je nach verwendeten
GPIlIb-l11a-Antagonisten eine Restaggregation zwischen 8,7 und 24,7 % (Abbildung 15). Die
Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 27 aufgefihrt.
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durch GPlIb-IlT1a-Antagonisten kann erreicht werden bei Stimulierung der Thrombozyten

mit ADP. Bei Stimulierung mit TRAP ist dagegen nur eine inkomplette Hemmung
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Um zu testen, ob die Hemmung des GPllb-llla-Rezeptors durch GPllb-1ll1a
Antagonisten zu einer Deaggregation von bereits aggregierten Thrombozyten fuhren kann,
wurden GPlIb-Illa-Antagonisten in  Konzentrationen, welche die TRAP-induzierte
Aggregation maxima hemmen, den Blutpléttchen nach Starten der Aggregation mit TRAP
(50uM) bzw ADP (20puM) zugegeben. Dabei zeigte keiner der untersuchten Antagonisten
einen Effekt auf die Deaggregation, wenn die Blutpldttchen nach Stimulierung mit TRAP
bereits aggregiert waren.

Bei Durchfiihrung der entsprechenden Versuche mit ADP as Agonist, war nur der
peptiddhnliche GPIIb-I11a-Antagonist EMD 122347, jedoch keiner der anderen Antagonisten,
dazu in der Lage, die ADP-stimulierten Blutpl&ttchen unter den experimentellen Bedingungen
zu deaggregieren (Abbildung 16).
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Abb 16:  Deaggregation von Thrombozyten: Durch die Zugabe von c7E3 (50ug/ml) zu
Thrombozyten, die mit TRAP oder ADP stimuliert wurden, war keine Deaggregation zu
erkennen (A und B). Bel Zugabe von EMD 122347 (3,6 pg/ml) war bei TRAP-
Stimulierung ebenfalls keine Deaggregation mdglich (C). Bei Stimulierung mit ADP
dagegen war eine Abnahme der Aggregation von 79% auszuldsen (D).
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4.2.3 Freisetzungsreaktion

Die Effekte der Antagonisten auf die Degranulation der Blutpl&ttchen wurden durch die
Messung der ATP-Sekretion (Dichte Granula) und der Oberflachenexpression des P-Selektins
(a-Granula) bestimmt.

Alle getesteten GPllIb-llla-Antagonisten hemmten die ATP-Freisetzung bel ADP-
stimulierten Blutplattchen auf einen ahnlichen Wert von etwa 80%. Dagegen war bei Ver-
wendung von TRAP a's Plattchenstimulus eine deutlich geringere oder keine Hemmung der
ATP-Freisetzung feststellbar, je nach dem, welcher Typ von GPlIb-l11a-Inhibitor in der Pl&tt-
chensuspension enthalten war (Abbildung 17). Wéhrend die ATP-Freisetzung bei EMD
122347, Tirofiban und YM 337 um etwa 40% gehemmt wurde, wie das auch bei GRGDSP
der Fall war, fand kein wesentlicher Hemmeffekt der TRAP-induzierten ATP-Freisetzung bei
c7E3, Integrelin und Lamifiban statt (Abbildung 17 und Abbildung 18). Die Originaldaten
sind im Anhang in Tabelle 27 aufgefihrt.
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Abb 17: Hemmung der ATP-Fresetzung: Alle getesteten GPIIb-l11a-Antagonisten
hemmten die ATP-Freisetzung bel Stimulierung der Thrombozyten mit ADP auf einen
ahnlichen Wert von etwa 80% (A). Dagegen war bei Verwendung von TRAP als Stimu-
lus elne deutlich geringere oder keine Hemmung der ATP-Freisetzung feststellbar (B).
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Abb 18: Hemmung der ATP-Freisetzung: Die Thrombozytenaggregation lief3 sich bei

TRAP-Stimulierung durch c7E3 und EMD122347 auf etwa gleiche Werte hemmen (A, B
und C). Dagegen veranderte c7E3 die ATP-Freisetzung aus den Thrombozyten nicht,

wéahrend durch EMD122347 eine Hemmung von tber 40% zu erreichen war (D, E und F).

Bei Untersuchung des Effektes der GPIlb-111a-Antagonisten auf die aktivierungsabhan-

gige Oberflachenexpression des P-Selektins, hemmte keiner der getesteten Antagonisten in

bemerkenswertem Umfang die P-Selektin-Degranulation, mit Ausnahme von EMD 122347,

welches auf schwache Weise die aktivierungsabhangige P-Selektin Exposition um Uber 15%
reduzierte (Abbildung 19). Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 29 aufgefihrt.
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Abb 19: Hemmung des P-Selektins: EMD 122347 fuhrte zu einer signifikanten Hem-
mung der P-Selektin Degranulation, sowohl bei Stimulierung der Thrombozyten mit ADP
(A), asauch bei TRAP-Stimulierung (B). Ansonsten war keiner der anderen GPIIb-111a-
Antagonisten dazu in der Lage ([J= Signifikanz).

4.2.4 Oberflachenexpression von CD61

Bel Messung der Oberflachenexpression von CD61 anhand vier unterschiedlicher Pro-
ben mit einer Inkubationszeit von 30 Minuten und einer Konzentration der GPIlb-Illa
Antagonisten, die eine maximale Aggregationshemmung bewirkt, wurden sowohl unstimu-
lierte als auch mit TRAP-stimulierte Blutpléttchen verwendet. Das Ergebnis wurde jeweils
auf den Ausgangswert von unstimulierten Thrombozyten ohne Zugabe eines Antagonisten

bezogen.
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Dabel ergab keiner der Werte eine signifikante Abweichung vom Ausgangswert. Es
zeigte sich alerdings fur unstimulierte Blutpl&ttchen eine tendentielle Abnahme der Oberfl&
chenexpression von CD61 bei c7E3, EMD 122347, H12 und YM 337. Bei den TRAP-
stimulierten Werten ergab sich dagegen eine Zunahme zwischen 3,7 und 9,6% (Tabelle 24).
Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 30 aufgefihrt.

Tab 17:  Oberflachenexpression von CD61 (n=4)

Antagonist Konzentration % Abweichung % Abweichung
vom Ausgangswert | vom Ausgangswert
(unstimuliert) (TRAP-stimuliert)

c7E3 50pg/ml -1,9 9,2
GRGDSP 1mM 25 9,4
Integrelin 2ug/ml 3,8 93
EMD 122347 3,6pg/mi -8,9 3,7
H12 1mM -5,7 6,1
Lamifiban 500ng/ml -0,3 9,6
Tirofiban 125ng/ml 1,3 9,2
YM 337 60ug/ml -3,7 4,3

4.2.5 Echistatin-Bindung

Die Veranderung der Zuganglichkeit des unaktivierten GPIlIbllla-Rezeptors wurde
durch die Bindung der Blutpldttchen mit Echistatin registriert. Dabel zeigte sich fur c7ES,
EMD122347 und H12 unter TRAP-Stimulierung eine signifikante Abnahme der Echistatin-
Bindung gegentiber dem Ausgangswert und eine signifikant héhere Hemmung gegentiber den
Ubrigen Antagonisten (Abbildung 20). Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 31 aufge-
fahrt.
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Abb 20: Hemmung der Echistatin-Bindung: Es ergab sich fur c7E3, EMD122347 und
H12 unter TRAP-Stimulierung eine signifikante Abnahme der Echistatin-Bindung
(O= Signifikanz).

426 Adhasion

Um zu untersuchen in welchem Umfang GPIIb-111a-Antagonisten in der Lage sind, Ein-
fluss auf die Adhasion von Thrombozyten zu nehmen und welche Rolle dabei der GPIIb-Il1a
Rezeptor spielt, wurden unstimulierte Blutpldttchen (Messung der priméren Adhasion) mit
TRAP stimulierte Blutpl&ttchen (Messung der sekunddren Adhésion) sowie CHO-Zellen mit
rekombinantem GPl1b-1l11a-Rezeptor verwendet. Die Thrombozyten und CHO-Zellen wurden
dabei mit unterschiedlichen GPI1b-111a-Antagonisten vorinkubiert, um zu messen, in welchem
Umfang anschlief?end eine Adhasion an verschiedenen Oberflachenmolekilen moglich ist.
Bel der Auswertung der Adhasionsmessung wurde das Ergebnis der Adhasionshemmung der
einzelnen Antagonisten auf GRGDSP als Vergleichswert bezogen.
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Bei der primédren Adhéasion zeigte sich fiur EMD 122347 auf allen verwendeten Oberfl&a
chenmolekilen eine signifikant stérkere Adhasionshemmung gegeniiber GRGDSP. Fir c7ES3,
Integrelin, Lamifiban, Tirofiban und YM337 ergaben sich insgesamt keine bzw. nur geringe
Unterschiede im Vergleich zu GRGDSP. Bel H12 dagegen zeigte sich eine eher geringere
Adhasionshemmung (Abbildung 21).

Die Messung der sekundéaren Adhasion ergab fur EMD 122347 auf allen verwendeten
Oberflachenmolekilen, mit Ausnahme von Kollagen, eine signifikant stérkere Adhésions-
hemmung gegentiber GRGDSP. Bei den ubrigen GPl1b-111a-Antagonisten zeigten sich insge-
samt sehr unterschiedliche Ergebnisse bel Stimulierung der Thrombozyten mit TRAP und der
anschlief3enden Adhasionsmessung (Abbildung 21). Die Originaldaten sind im Anhang in
Tabelle 32 und 33 aufgefihrt.
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Abb 21:  Adhasionshemmung bei Thrombozyten: Dargestellt ist die Adhasionshemmung
von Thrombozyten durch Inkubation mit verschiedenen GPIlIb-1lla-Antagonisten. Als
Vergleichswert diente dabei der Antagonist GRGDSP, welcher dem Wert von 100% ent-
sprach. Als Oberflachenmolekiile wurden Fibrinogen (A), Vitronektin (B), Fibronektin
(C), Laminin (D) und Kollagen (E) verwendet ([1= Signifikanz).

Bei der Adhéasion der CHO-Zellen ergab sich auf Fibrinogen zwischen den unterschied-
lichen GPlIb-111a-Antagonisten kein signifikanter Unterschied. Auf Vitronektin als Oberfl&
chenmolekil wurde die Adhasion durch c7E3, Integrelin, Lamifiban, Tirofiban und H12 im
Vergleich zu GRGDSP signifikant schwécher gehemmt. EMD 122347 und Y M337 dagegen
unterschieden sich nicht signifikant von GRGDSP (Abbildung 22). Die Originaldaten sind im
Anhang in Tabelle 34 aufgefhrt.
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Abb 22:  Adhasionshemmung bei CHO-Zéellen mit rekombinantem GPIIb-111a: Darge-
stellt ist die Adhasionshemmung von CHO-Zellen durch Inkubation mit verschiedenen
GPl1b-111a-Antagonisten. Als Vergleichswert diente dabel der Antagonist GRGDSP, wel-
cher dem Wert von 100% entsprach. Als Oberflachenmolekile wurden Fibrinogen (A)
und Vitronektin (B) verwendet (U= Signifikanz).
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5 Diskussion

51 Patientenuntersuchung

Trotz initial erfolgreicher Wiedereréffnung eines Infarktgefal3es kommt esin bis zu 15%
der Falle zum Wiederverschluss, was mit einer hohen Mortalitétsrate verbunden ist (Califf
1999). Eine erhohte intravasale Thrombozytenaktivierung scheint den Erfolg der fibrinolyti-
schen Reperfusion und das Auftreten von Reokklusionen entscheidend zu beeinflussen
(Bihour 1995, Topol 1998).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass es wahrend der Fibrinolyse zur Freisetzung von
freiem Thrombin kommt, welches wiederum zur verstérkten Thrombozytenaktivierung in der
Umgebung eines lysierten Thrombus fahrt (Collen 1995, Gillis 1995). Fibrinolytika, wie
Streptokinase oder rekombinanter ,tissue plasminogen aktivator (rt-PA), sind auch in der
Lage zu einer direkten Aktivierung von Blutpl&ttchen zu fihren (Bertolino 1992).

Es stellt sich deshalb die Frage, zu welchem Zeitpunkt und in welchem Umfang es zu
einer Aktivierung der Blutplattchen kommt, um zu kléren, ob eine adjuvante antithrombozyté&-
re Therapie den Erfolg der Fibrinolyse unterstiitzen kann.

Die Hauptergebnisse der vorliegenden Studie sind im Folgenden dargestelIt:

a) Esergab sich bei den mit ADP und TRAP stimulierten Werten bei der Messung 90
Minuten nach Fibrinolysebeginn eine signifikante (p=0,034 und p=0,025) Erhthung
der Aggregationsgeschwindigkeit.

b) Bei dem Degranulationsmarker CD40L war Uber den Zeitverlauf eine deutliche
kontinuierliche Steigerung der Oberflachenexpression festzustellen. Dieser Anstieg
sowohl der unstimulierten als auch der Thrombin-stimulierten Werte war bereits

sechs Stunden nach Beginn der Fibrinolysetherapie signifikant.
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511 Aggregation

Es ergab sich Uber den Zeitverlauf von 72 Stunden bei ADP- und TRAP-Stimulation
keine signifikante Anderung der Thrombozytenaggregation. Es zeigte sich aber, dass es bei
Thrombin-Stimulierung nach 72 Stunden zu einem Anstieg der Thrombozytenaggregation
kam. Dies ist wahrscheinlich auf eine geringere Heparin-Konzentration im Patientenblut
zurlickzufthren, was daher zu einer herabgesetzten Hemmung des Thrombins fuhrt. Die
geringere Heparinkonzentration kommt dabei durch eine Umstellung von einer intravendsen
» high-dose* -Heparinisierung zu einer subkutanen ,,low-dose” -Heparinisierung zustande.

Die Steigung der Aggregation und damit die Reaktionsgeschwindigkeit der Blutplatt-
chen erhdhte sich 90 Minuten nach Fibrinolysebeginn signifikant. Die Thrombozyten befin-
den sich zu diesem Zeitpunkt wahrscheinlich in einem Zustand erhéhter Reaktionsbereitschaft
und reagieren deshalb schneller auf einen aul3eren Reiz, wie z.B. die Zugabe eines Agonisten,
ohne dass sich der Endzustand und damit die maximale Aggregation im Verlauf der Fibrino-

lysetherapie verandert.

In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass es innerhalb von 72 Stunden nach Fi-
brinolysebeginn trotz der Gabe von Acetylsalicylsdure und Heparin zu einer Aktivierung des
GPl1b-111a-Rezeptors kommt (Bihour 1995). Dies assoziiert mit einem erhohten Risiko eines
thrombotischen Wiederverschlusses des Infarkt-Geféf3es (Topol 1998).

Die Kombination von GPIIb-111a-Antagonisten mit Fibrinolytika scheint sich vorteilhaft
auf die Rekanalisationsrate bel der Fibrinolysetherapie des akuten Myokardinfarktes auszu-
wirken (Coller 1990, Lefkovits 1995, Topol 1996). Diese Vorteile ergeben sich durch eine
schnellere und vollsténdigere Reperfusion (Hudson 1999) und durch eine verbesserte angio-
graphische und klinische Effektivitdt der Thrombolyse ohne ein erhthtes Blutungsrisiko
(Cannon 1999). Es konnte gezeigt werden, dass eine friihe und vollstandige Reperfusion mit
der Uberlebensrate der Patienten korreliert (The PARADIGM-Investigators 1998).

Die IMPACT-AMI-Studie, die PARADIGM-Studie und die TIMI-14-Studie zeigen,
dass GPl1b-l11a-Antagonisten die Thrombolyse beschleunigen, zu einer besseren Reperfusion
fuhren und eine Reduzierung der Fibrinolytikumdosis ermdglichen (The IMPACT-AMI-
Investigators 1997, The PARADIGM-Investigators 1998, Cannon 1999).

69



Fruhe Ergebnisse der noch laufenden SPEED- und GUSTO |V-Studien zeigen, dass
durch die Kombination eines niedrig-dosierten Fibrinolytikums (Reteplase) mit einem
GPllb-Il1a-Antagonisten (Abciximab) eine frihzeitige und komplette Reperfusion mdglich ist
(Califf 1999). Aulerdem scheint im Gegensatz zum alleinigen Einsatz eines hochdosierten
Fibrinolytikums die Reokklusionsrate herabgesetzt zu sein und eine geringere Gefahr von
Blutungskomplikationen zu bestehen (Califf 1999).

Diese Beobachtungen und die Messergebnisse in der vorliegenden Arbeit zeigen die
gunstige Beeinflussung einer zusétzlichen antithrombozytéren Therapie mit GPllb-111a-
Antagonisten, um die Effektivitat der Fibrinolysetherapie zu verbessern und die Gefahren
eines Wiederverschlusses fur den Patienten zu vermindern. Allerdings sollten auch die Gefah-
ren eines eventuell erhdhten Blutungsrisikos berticksichtigt werden.

Der Einsatz von GPl1b-111a-Antagonisten sollte friihzeitig erfolgen, weil es offenbar be-
reits 90 Minuten nach Beginn der Fibrinolyse und damit genau in der Phase, in der das Fibri-

nolytikum verabreicht wird, zu einer Aktivitatssteigerung der Thrombozyten kommt.

512 Freisetzungsreaktion

Beziglich des Einflusses der Fibrinolysetherapie auf die Freisetzungsreaktion aus den
Thrombozyten zeigten sich Uber den Zeitverlauf von 72 Stunden signifikante Unterschiede
beim CD40-Ligand (CD40L, CD154). Es war eine kontinuierliche Steigerung der Oberfl&
chenexpression von CD40L festzustellen. Dieser Anstieg sowohl der unstimulierten al's auch
der Thrombin-stimulierten Werte war bereits sechs Stunden nach Beginn der Fibrinolysethe-

rapie signifikant.

CDA40L ist ein transmembranes Protein, welches strukturell verwandt mit dem Zytokin
TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha) ist und urspriinglich auf CD4-positiven T-Zellen
identifiziert wurde. Eine Interaktion zwischen CD40L auf T-Zellen mit CD40 auf B-Zellen
(CD40L-CD40-Interaktion) ist von grof3er Bedeutung fur die Entwicklung und Funktion der
humoralen Immunabwehr (Henn 1998). Allerdings ist zu vermuten, dass CD40L eine breitere
Funktion hat, weil CD40 neben B-Zellen auch auf Monozyten, Makrophagen und Zellen des
Gefdliendothel s nachgewiesen wurde (Henn 1998, Slupsky 1998).
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Ebenso wie TNF-a und Interleukin-1 induziert auch CD40L auf Blutpléttchen bel Zel-
len des Gefél3endothels die Sekretion von Chemokinen und die Expression von Adh&sions-
molekilen. Dadurch spielt CD40L eine Rolle bei der Interaktion von Thrombozyten mit dem
Gefdllendothel. Aktivierte Thrombozyten induzieren dabei bei kultivierten Endothelzellen die
Oberflachenexpression von ICAM-1, Interleukin-6, Interleukin-8, chemotaktisch auf Mono-
zyten wirkendes Protein-1 und TF (Tissue-Faktor) Uber einen CD40L-vermittelten Mecha
nismus. Dadurch fuihrt CD40L zu einer Entztindungsreaktion der Gefé3wand und spielt somit
eine Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose (Hawrylowicz 1991, Gawaz 1998, Henn
1998, Slupsky 1998, Aukrust 1999).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass es bei Patienten mit akuten Koronarsyndromen,
wie akutem Myokardinfarkt und instabiler Angina pectoris, im Vergleich zu Patienten mit
stabiler Angina pectoris oder einer Kontrollgruppe zu einem signifikant hdheren Anstieg der
Oberflachenexpression von CD40L auf den Blutpl&ttchen kommt (Aukrust 1999, Lee 2000).
Ebenso konnte man erkennen, dass es bei Patienten mit stabiler Angina pectoris zu einem
Anstieg von CD40L kommt. Man vermutet daher, dass die CD40L-CD40 Interaktion eine
pathogenetische Rolle sowohl in der Entwicklung des atherosklerotischen Prozesses als auch
in der Ausbildung und dem Fortschreiten von akuten Koronarsyndromen spielt (Aukrust
1999). Die Plagueruptur und folgende Thrombusbildung fuhrt dabei zu einer Aktivierung der
CD40L-Expression von zirkulierenden Thrombozyten bei Patienten mit akuten Koronarsyn-
dromen (Lee 2000).

Ein Anstieg von CD40L wirde demnach bedeuten, dass sich im Verlauf der Fibrinoly-
setherapie bel Patienten mit akutem Myokardinfarkt eine Entztindungsreaktion des Geféal3en-
dothels mit thrombozytérer Beteiligung abspielt, was das Plaguewachstum beginstigen und
die Gefahr eines erneuten Verschlusses oder einer Restenose des Infarkt-Gefal3es erhdhen
konnte. Dies zeigt wiederum die Notwendigkeit, die Thrombozyten mit Hilfe von kompeten-
ten antithrombozytéren Substanzen in ihrer Interaktion mit dem Geféalendothel zu hemmen,

um damit die Entzindungsreaktion abzuschwachen.
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5.2 Experimentelle Untersuchung

Die vorliegende experimentelle Studie zeigt, dass zwischen den untersuchten
GPIlb-IlTa-Antagonisten grundlegende Unterschiede in Bezug auf verschiedene Aspekte der
Thrombozytenfunktion bestehen. Dies bedeutet im Einzelnen:

a) Die Mehrzahl der untersuchten GPIIb-Il1a-Antagonisten induzieren Liganden-induzierte-
Bindungsstellen (LIBS) auf dem GPIlb-I11a-Rezeptor.

b) Alle getesteten GPlIb-l1la-Antagonisten hemmen die Aggregation von mit ADP, nicht
aber mit TRAP, stimulierten Blutplttchen.

c) GPlIb-llla-Antagonisten sind schwache Inhibitoren der Degranulation der Blutplattchen
(ATP und P-Selektin Sekretion), besonders, wenn zur Pléttchenaktivierung starke Agonis-
ten (wie TRAP) verwendet werden.

d) Die einzelnen GPIIb-l1la-Antagonisten Uben einen sehr unterschiedlichen Einfluss auf die
Thrombozyten- und CHO-Zéelladh&sion aus.

Diese Ergebnisse zeigen, dal3 signifikante Unterschiede zwischen den klinisch relevan-
ten GPlIb-Il11a-Antagonisten bestehen. Besonders deshalb, weil unterschiedliche Aspekte der
Thrombozytenfunktion betroffen sind, so wie intrinsische Aktivierung des GPIlIb-llla
Rezeptors und Freisetzungsreaktion aus den Blutpléttchen. Die beschriebenen unterschiedli-
chen Effekte der GPllb-1l1a-Antagonisten auf die Plattchenfunktion kdnnen somit Konse-
guenzen flr die Therapie von Patienten mit koronaren Ereignissen haben. AuRerdem kénnten

sie helfen, die antithrombotischen Strategien bei diesen Patienten zu verbessern.

5.2.1 Intrinsische Aktivierungsvorgange

In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl von Antagonisten des GPIlb-111a-Rezeptors
entwickelt, welche ale eine effektive Reduzierung von thrombo-ischémischen Ereignissen bei
Patienten mit akutem Koronarsydrom zeigten, sowie ebenso bei Patienten, welche sich einer
koronaren Intervention bel symptomatischer koronarer Herzerkrankung unterzogen (Coller
1995, Lefkovits 1995, The PARAGON-Investigators, The PRISM-PLUS-Investigators 1998,
The IMPACT Il-Investigators 1997).
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Zur Zeit werden drei Typen von GPI1b-I11a-Antagonisten klinisch untersucht:

a) GPIlIb-Il1ablockierende monoklonae Antikorper (C7E3, YM337)

b) Synthetische Peptide, welche eine RGD- oder KGD-Sequenz enthaten und aus
Schlangengiften entwickelt werden (Integrelin, Lamifiban)

c) Synthetische nicht-Peptide, welche die Struktur von RGD und KGD imitieren
(Tirofiban, EMD 122347)

Obwohl ale GPIIb-llla-Antagonisten die Fibrinogenbindung an den GPllb-Illa
Rezeptor sowie die Plattchenaggregation effektiv. hemmen, zeigen experimentelle Daten
signifikante Unterschiede, die mit einer unterschiedlichen klinischen Effektivité bel &hnli-

chem klinischen Einsatzgebiet assoziiert sein konnten.

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt der klinisch relevanten GPllb-Illa
Antagonisten auf potentielle intrinsische Aktivierungsvorgange untersucht. Es wurde heraus-
gefunden, dass die Mehrzahl der getesteten Antagonisten (c7E3, Integrelin, Tirofiban und
Lamifiban) eine LIBS-Exposition sowohl auf intakten ruhenden Blutpléttchen als auch auf
rekombinantem menschlichen GPIlb-111a bewirken. Andere untersuchte Antagonisten (EMD
122347 und YM 337) verursachten jedoch keine LIBS-Exposition.

Dies lasst vermuten, dass obwohl alle GPI1b-I11a-Antagonisten mit Fibrinogen um eine
gemeinsame Bindungsstelle auf dem GPIIb-111a-Rezeptor konkurrieren, die Bindungscharak-
teristiken an den Rezeptor und die daraus folgenden Effekte auf die Konformationsanderung
des Rezeptors unterschiedlich sind. Eine Konsequenz der LIBS-Induktion konnte sein, dass
GPl1b-111a-Antagonisten einen aktiven funktionellen Zustand auf dem Rezeptor induzieren,
welcher proaggregatorische Effekte nach Abdissoziation des Antagonisten und anschlief3en-
der Fibrinogen-Bindung hat. Dies wurde bereits fir einige Antagonisten beschrieben
(Du 1991, Peter 1998, Satoh 1994).

Diese Induktion des aktiven funktionellen Zustandes des GPIIb-Il1a-Rezeptors kommt
wahrscheinlich durch eine Gber Thromboxan-A, vermittelte Erhdhung der intrazelluldren
Calcium-Konzentration zustande (Honda 1998, Peter 1998).
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Eine weitere Konsequenz der intrinsischen Aktivierungsfahigkeit der GPllb-1lla
Antagonisten ist daher moglicherweise, dass Uber die LIBS-Induktion eine intrazellulére
Signaltibertragung moduliert wird (outside in signaling), welche anschlief3end zu einer Frei-
setzungsreaktion aus den aktivierten Blutpl&ttchen fuhrt.

Es wurde bereits gezeigt, dass Antagonisten mit LIBS-Aktivitdt einen Thrombin-
induzierten intrazelluléaren Kalziumanstieg bewirken (Honda 1998). Weil die Freisetzungsre-
aktion aus den Blutplattchen stark abhéngig von der intrazelluldren Ca®*-Konzentration ist
(Siess 1989), wurde der Effekt der GPIIb-111a-Antagonisten auf die Freisetzungsreaktion der
Blutpl&ttchen im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Es wurde herausgefunden, dass GPllb-111a-Antagonisten keine effektiven Inhibitoren
der Freisetzungsreaktion unter den Bedingungen einer starken Plattchenaktivierung sind.
Obwonhl alle getesteten Antagonisten die Freisetzungsreaktion aus mit ADP-aktivierten Blut-
pléttchen grundlegend hemmten, war die Hemmung der TRAP-induzierten Degranulation
gering. Interessanterweise zeigte ein Antagonist, der keine LIBS-Induktion aufweist, EMD
122347, eine schwache Hemmung der TRAP-induzierten Degranulation. Dieses Ergebnis
lasst einen Zusammenhang zwischen LIBS-Expression und einer tber GPIIb-l11a verursach-
ten Freisetzungsreaktion aus den Blutpldttchen vermuten.

Wie bereits beschrieben, erhdhen GPlIb-Illa-Antagonisten, die LIBS auf der
B3(GPIIla)-Untereinheit induzieren, die intrazelluldre Ca®*-Konzentration tber eine Throm-
boxan-A, Produktion. Andererseits beeintréchtigen Antagonisten, die keine LIBS-Aktivitét
zeigen, nicht die Thrombin-induzierte intrazellulare Ca?*-K onzentration (Honda 1998).

Well Blutpléttchen eine Vielzahl von freisetzungsfahigen, aktiven Bestandteilen ent-
halten (Nukleotide, Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolekiile), welche an der Pathophysiolo-
gie von Restenosen und Mikrozirkulationsstérungen beteiligt sind, wére eine effektive Hem-
mung der Freisetzungsreaktion neben einer Hemmung der Aggregation wunschenswert. Es
sind allerdings zusétzliche Studien nétig, um die Rolle der Antagonisten-induzierten LIBS-

Expression auf die Freisetzungsreaktion der Blutpldttchen naher zu untersuchen.
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5.2.2 Aggregation und Deaggregation

Es zeigte sich, dass es mit keinem der GPIlb-1l11a-Antagonisten moglich war, die Ag-
gregation der Thrombozyten durch Stimulierung mit einem starken Agonisten, wie TRAP,
vollkommen zu hemmen.

Bei der Messung der Oberflachenexpression von CD61, und damit der Bestimmung der
Oberflachendichte des zur Aggregation der Thrombozyten notwendigen GPllb-llla
Rezeptors, konnte bei unstimulierten und mit GPIlb-I11a-Antagonisten vorinkubierten Blut-
pléttchen bei einigen der Antagonisten eine tendentielle Abnahme gezeigt werden. Dagegen
kam es bei Stimulierung mit TRAP trotz Anwesenheit der Antagonisten zu einer Zunahme
der Oberflachendichte des GPIIb-111a-Rezeptors.

Die verminderte Oberflachenexpression von GPIlb-111a-Rezeptoren bel Inkubation der
Blutplattchen mit GPllb-Il11a-Antagonisten ist auf eine Aufnahme in den Intrazellularraum
zurlickzuftihren. Durch einen starken Stimulus kommt es dagegen zu einer gesteigerten Ober-
flachenexpression von intrazelluléar gespeicherten GPIIb-I11a-Rezeptoren, die trotz Anwesen-
heit von GPIIb-111a-Antagonisten nicht adaquat blockiert werden kdnnen, weil durch Stimu-
lierung mit starken Agonisten GPllb-I11a-Rezeptoren, welche bereits mit Fibrinogen oder
anderen Liganden gebunden sind, aus dem , Surface Connecting System” (SCS) und den
Membranen der a-Granula an die Thrombozytenoberfléche gelangen kénnen (Woods 1986,
Wencel-Drake 1986, Morgenstern 1992). Dadurch kdnnen auch in hoher Konzentration vor-
handene Antagonisten nicht mehr an den Rezeptor binden und somit ist es auch nicht mdglich
die Thrombozytenaggregation komplett zu hemmen.

Der einzige GPlIb-lIlla-Antagonist, mit dem eine Deaggregation von mit ADP-
stimulierten und bereits aggregierten Blutplattchen mdglich war, ist EMD122347. Dieser
Antagonist verursachte auch keine LIBS-Induktion und ist deshalb vermutlich auch nicht
verantwortlich fur eine intrinsische Aktivierung des GPI1b-I11a-Rezeptors. Durch den mdgli-
chen fehlenden proaggregatorischen Effekt konnte so die Deaggregationsfahigkeit zu erkléren
sein (Du 1991, Peter 1998, Satoh 1994).
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5.2.3 Echistatin-Bindung

Mit Hilfe der Echistatin-Bindung wurde die Zuganglichkeit des unaktivierten GPIlb-
[11a-Rezeptors gemessen. VVon den klinisch relevanten GPI1b-I11a-Antagonisten zeigten dabel
c7E3 und EMD 122347 eine signifikant starkere Hemmung der Echistatin-Bindung im Ver-
gleich zu den anderen Antagonisten.

Dies bedeutet, dass die Zuganglichkeit des GPIIb-llla fur kleine, RGD-enthaltende
Peptide durch die beiden genannten Antagonisten gehemmt wird, wahrend die Ubrigen
Antagonisten weiterhin eine Bindung von kleinen Peptiden zulassen. Diese Bindung kénnte
zur Folge haben, dass es innerhalb des GPI1b-Il11a-Komplexes zu einer Verstarkung der LIBS-
Induktion und damit zu einer proaggregatorischen Wirkung kommen kann (Du 1991, Peter
1998, Satoh 1994).

5.2.4 Adhéasion

Die Ergebnisse der Adhésionsmessung zeigten einen sehr unterschiedlichen Einfluss der
einzelnen GPIIb-l11a-Antagonisten auf die Hemmung der Thrombozytenbindung an verschie-
dene Oberflachenmolekle.

Dies legt die Vermutung nahe, dass die Antagonisten neben einer unterschiedlich stark
ausgepragten Beeinflussung des GPllb-Il11a-Rezeptors (allbB3-Integrin) auch noch diverse
Beeinflussungsmoglichkeiten auf die anderen Thrombozyten-Integrine, z.B. die B1-Integrine
haben. Wahrscheinlich kommt es durch die Bindung der GPIIb-Illa-Antagonisten zu einer
trans-dominanten Hemmung von anderen Integrinen (Diaz-Gonzalez 1996). Deshab war
neben der Hemmung der Thrombozytenbindung auf Fibrinogen, Vitronektin und Fibronektin
(Bindung v.a. Uber B3-Integrine), auch eine Adhasionshemmung auf Laminin und Kollagen

maoglich (Bindung tUber 1-Integrine).

Vor alem ein Antagonist, der keine LIBS-Induktion und damit wahrscheinlich keine
intrinsische Aktivierung des GPllb-Illa zeigte, EMD 122347, stach bei der Untersuchung
besonders heraus, indem er bei allen Oberflachenstrukturen einen zum Teil deutlich besseren

Hemmeffekt auf die Thrombozytenadhasion austibte.
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Bei der CHO-Zelladhasion zeigte sich dagegen keine bessere Adhésionshemmung von
EMD 122347 gegenlber den anderen GPIIb-llla-Antagonisten. Wahrscheinlich hat EMD
122347 in groferem Umfang die Moglichkeit, auf andere Thrombozyten-Integrine Einfluss zu
nehmen und damit die Adh&sion in hdherem Mal3e zu hemmen.

Aufgrund der bei dieser Studie verwendeten CHO-Zéellen, die nur den rekombinanten
GPlIb-l11a-Rezeptor exprimieren, besteht jedoch nicht die Moglichkeit, auf andere Integrine
aulBer dem allbB3-Integrin einzuwirken. So ist zu erkléren, dass EMD122347 zwar eine
deutlich bessere Adhasionshemmung gegeniber den restlichen Antagonisten bei den Throm-

bozyten zeigte, nicht aber bei den CHO-Zellen.

5.2.5 Therapeutische Mdglichkeiten

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten unterschiedlichen Effekte der
GPlIb-ll1la-Antagonisten auf die Plattchenfunktion kénnen bei Entwicklung und Design von
neuen GPIIb-lIlla-Antagonisten helfen. Allerdings werfen diese Effekte auch viele Fragen
bezlglich der Therapiestrategien fur Patienten auf. Vom therapeutischen Standpunkt aus
konnte die Expression von LIBS-Neoepitopen eine Produktion von Antikdrpern gegen die
LIBS-Neoepitope nach sich ziehen und so eine ausgesprochene I|mmunthrombozytopenie
verursachen (Berkowitz 1997). Es wurde gezeigt, dass bei Gabe von c7E3 eine LIBSI-
Expression induziert wird, die mit der peripheren Pléattchenzahl korreliert (Gawaz 1998).
Jedoch gibt es im Moment keine umfassenden klinischen Daten, die diese Hypothese unter-
stutzen.

AulBerdem wurde gezeigt, dass LIBS-induzierende GPIlIb-Illa-Antagonisten eine
Thromboxan-A,-Produktion nach Aktivierung der Blutplétchen mit Thrombin bewirken
(Honda 1998). Weil Thromboxan A, als ein Vasokonstriktor den koronaren Durchfluss wah-
rend einer thrombotischen Situation beeintréchtigen kann, kdnnte die daraus entstehende
Mikrozirkulationsstorung einen gegensatzlichen Effekt bei Patienten mit vermehrten throm-
botischen Ereignissen haben und die Notwendigkeit einer gemeinsamen Therapie eines

GPIIb-l11a-Antagonisten mit einem Cyklooxygenasehemmer nahel egen.
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Aulerdem konnten unterschiedliche Effekte der GPlIb-l11a-Antagonisten auf die (31-
Integrine die adhésive Funktion der Blutpl&ttchen an die Gefal3wand beeinflussen. Neben
ihrer allgemeinen aggregationshemmenden Aktivitdt kénnten GPIIb-I11a-Antagonisten des-
halb vorteilhaft auf die adhasive Funktion von Blutpldttchen wahrend der Reperfusion sein

oder positiv auf proliferative Mechanismen innerhalb der Gefal3wand einwirken.

5.3 Studienbeschrankungen

Die Untersuchung von Thrombozytenfunktionen wird immer von dem potentiellen Ri-
siko einer artifiziellen Thrombozytenaktivierung in vitro, bel der Gewinnung oder Verarbei-
tung der Proben, beeintréchtigt. Um fehlerhafte Ergebnisse zu vermeiden, wurden deshalb
sémtliche methodische Variablen innerhalb der untersuchten Patienten konstant gehalten und
aulRerdem alle Proben innerhalb kiirzest méglicher Zeit verarbeitet. Die durchflusszytometri-
sche Untersuchung erlaubt alerdings nur Aussagen uber noch zirkulierende Thrombozyten,
aber keine Beurteilung einer Aktivierung von Blutplé&ttchen, die bereits sequestriert wurden.
Demnach wére es mdglich, dass die thrombozytare Aktivitét unterbewertet wurde, was be-
sonders bei Patienten mit geringer systemischer Thrombozytenaktivierung zum Tragen kom-
men konnte.

Durch die Wahl der im Rahmen der Patientenstudie verwendeten Agonistenkonzentra-
tionen, war es moglich eine hohere Reaktionsbereitschaft der Thrombozyten nachzuweisen.
Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der maximalen Aggregation und in der ATP-
Freisetzung gemessen werden, wohl aber in der Steigung der Aggregationskurve. Mit Hilfe
der Durchflusszytometrie ist es dagegen nicht moglich nur kleine Unterschiede in der Reakti-
onsbereitschaft der Thrombozyten nachzuweisen, weil durch diese Methodik nur der Endzu-
stand der Thrombozyten dargestellt werden kann und nicht der Verlauf bis zu diesem Zu-
stand. So ist zu erkldren, dass in der Durchflusszytometrie durch die gewahlten Agonisten-
konzentrationen keine signifikanten Unterschiede in der Oberfl&chenexpression der meisten

Membranglykoproteine messbar waren.
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Zur Zeit gibt es keine Daten dartiber, ob die unterschiedlichen Effekte der im Rahmen
der experimentellen Studie getesteten GPI1b-111a-Antagonisten Konsequenzen beziiglich der
Behandlung von Patienten mit koronarer Herzerkrankung haben. Es wéare von besonderem
Interesse, ob GPlIb-1lla-Antagonisten, welche Konformationsdnderungen im GPllb-Il1a
Rezeptor bewirken kénnen, zu einer thrombotischen Episode in pathophysiologischen Situa-
tionen fuhren kdnnen. Es sollte eine vergleichende Beurteilung der Antagonisten in vivo
durchgeftihrt werden, bevor endgiltige Entscheidungen beziglich dieses Themas getroffen
werden. Obwohl experimentelle Daten zeigen, dass die Aktivierung des GPI1b-I11a-Rezeptors
durch Antagonisten reversibel ist, sind weitere klinische Studien notwendig, um die Reversi-
bilitét der GPIlb-111a-Aktivierung bei Patienten zu bestétigen oder zu widerlegen.

In dieser Arbeit wurde nicht das Thema des synergistischen Effektes von anderen
Thrombozytenhemmern (Acetylsalicylsaure, Ticlopidin) zusammen mit GPlIb-llla
Antagonisten auf die Plattchenfunktion behandelt. Obwohl die Effekte der GPllb-llla-
Antagonisten auf die Plattchenfunktion, so wie Aggregation, Adhasion, Freisetzungsreaktion
oder prokoagulatorische Aktivitét, in Gegenwart von anderen Thrombozytenhemmern unter-
schiedlich sein kdnnten, wurde allerdings bereits gezeigt, dass Acetylsalicylsdaure die intrinsi-
schen Aktivierungsvorgange der GPI1b-111a-Antagonisten nicht beeintrachtigt (Peter 1998).
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in einer klinischen-experimentellen Studie die Throm-
bozytenaktivitdt im Verlauf der Fibrinolysetherapie bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt
untersucht. Es wurden insgesamt acht Patienten in die Studie aufgenommen. Der Beobach-
tungszeitraum betrug 72 Stunden nach Therapiebeginn. In diesem Zeitraum wurden sechs
Blutabnahmen bel jedem Patienten vorgenommen. Als Methodik der Probenuntersuchung
dienten dabei die Aggregometrie und Luminometrie zur Messung der Thrombozytenaggrega-
tion und Freisetzungsreaktion von ATP und die Durchflusszytometrie zur Bestimmung des
Aktivierungszustandes der einzelnen thrombozytdren Membranglykoproteine.

Dabel ergab sich 90 Minuten nach Beginn der Fibrinolyse eine signifikante Erhéhung
der Steigung der Thrombozytenaggregationskurve, was auf eine Aktivitétszunahme der Blut-
plattchen in der Phase der Fibrinolytikumgabe hindeutet. Zur Verhinderung dieser Aktivitéts-
steigerung und damit zur Erreichung einer schnelleren und kompletteren Thrombolyse und
einer geringeren Gefahr eines Wiederverschlusses des Infarkt-Gefésses wére der Einsatz von
antithrombozytéren Substanzen, wie GPl1b-111a-Antagonisten, sinnvoll. Dadurch kdnnte auch
die Dosierung des Fibrinolytikums herabgesetzt werden. Der Einsatz von GPllb-llla
Antagonisten sollte allerdings unter Berlicksichtigung einer eventuell erhdhten Blutungsnei-
gung erfolgen.

Bei der durchflusszytometrischen Messung ergaben sich Uber den Zeitverlauf bei den
meisten der untersuchten thrombozytéren Membranglykoproteine keine signifikanten Unter-
schiede. Ausnahme war CD40L, welches eine Rolle bel der Vermittlung einer Entziindungs-
reaktion von Blutplattchen auf das Gefallendothel spielt. Ein Anstieg dieses Markers wirde
bedeuten, dass sich im Verlauf der Fibrinolysetherapie bei Patienten mit akutem Myokardin-
farkt eine Entzindungsreaktion des Geféf3endothels Uber einen durch Thrombozyten vermit-
telten Mechanismus abspielt. Dies kénnte die Gefahr eines Wiederverschlusses des Infarktge-
faldes erhthen und legt damit bei diesen Patienten die Wichtigleit einer antithrombozytaren

Therapie zur Verhinderung dieses Ereignisses nahe.

Desweiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit in einer experimentellen Studie die
Thrombozytenfunktion unter dem Einfluss von verschiedenen, klinisch relevanten Fibrino-
genrezeptor (GPIIb-111a)-Antagonisten untersucht. Die verwendeten GPl1b-111a-Antagonisten
waren Abciximab (c7E3, ReoPro), Integrelin (Integrilin, Eptifibatide), Lamifiban, Tirofiban
(MK 383, Aggrastat), EMD 122347 und YM 337.
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Als methodische Verfahren dienten dabel die Aggregometrie und Luminometrie zur
Messung der Thrombozytenaggregation und Freisetzungsreaktion von ATP, die Durchfluss-
zytometrie zur Bestimmung des Aktivierungszustandes der einzelnen thrombozytéren Mem-
branglykoproteine und die Bindung von Blutpléttchen an beschichtete Mikrotiterplatten zur
Untersuchung der Thrombozytenadhasion. Zusétzlich wurden zum Teil rekombinante Ham-
sterzellen (CHO-Zé€llen), die den menschlichen GPI1b-I11a-Rezeptor exprimierten, verwendet.

Dabei zeigte sich, dass zwischen den untersuchten GPllb-111a-Antagonisten einige
wichtige Unterschiede in Bezug auf verschiedene Aspekte der Thrombozytenfunktion beste-
hen. Die Hauptergebnisse sind:

a) Die Mehrzahl, aber nicht ale der untersuchten GPIIb-I11a-Antagonisten induzieren Ligan-
den-induzierte-Bindungsstellen (LIBS) auf dem GPl1b-I11a-Rezeptor.

b) Alle getesteten GPIlb-Il1a-Antagonisten hemmen die Aggregation bei Stimulierung mit
schwachen, nicht aber mit starken Agonisten.

c) GPlib-lllaAntagonisten sind schwache Inhibitoren der Freisetzungsreaktion aus den
Blutpl&ttchen besonders, wenn starke Agonisten benutzt werden, um die Pléttchen zu ak-
tivieren.

d) Die einzelnen GPIIb-l1la-Antagonisten Uben einen sehr unterschiedlichen Einfluss auf die
Thrombozyten- und CHO-Zéelladhésion aus.

Besonders EMD 122347 stach bei der Untersuchung heraus. Dieser induzierte nicht die
Liganden-induzierten-Bindungsstellen (LIBS) auf dem GPIIb-l11a-Rezeptor und hatte deshalb
wahrscheinlich auch keine intrinsische Aktivierung des GPlIb-ll1la-Rezeptors zur Folge.
Dadurch ist auch zu erkléren, dass EMD 122347 im Vergleich zu den anderen Antagonisten
den stérksten Einfluss auf die Hemmung der Freisetzungsreaktion aus den Blutpl&tchen
besitzt, auch wenn die Hemmung insgesamt schwach ausgepréagt ist. Auch bei der Messung
der Thrombozytenadhésion zeigte sich, dass vor adlem EMD 122347 ausgepragte Beeinflus-
sungsmaoglichkeiten auf die Adh&sionshemmung besitzt.

Die beschriebenen unterschiedlichen Effekte der GPI1b-111a-Antagonisten auf die Platt-
chenfunktion konnten sowohl Konsequenzen fur die Therapie von Patienten mit koronaren
Ereignissen haben als auch helfen die antithrombotischen Strategien bei diesen Patienten zu
verbessern. Zudem konnten diese Ergebnisse bel Entwicklung und Design von neuen
GPIlb-111a-Antagonisten helfen.
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Anhang

Tab 18: Gerateeinstellungen

Durchflusszytometer / Thrombozytenmessung:

Cytometer Type: Facscan
Detectors/Amps: Parameter  Detector Voltage
P1 FSC E00
P2 SSC 261
P3 FL1 670
P4 FL2 565
P5 FL3 150
Threshold: Parameter FSC
Vaue 200
Compensation: FL1 0,0%FL2
FL2 450%FL1
FL2 0,0%FL3
FL3 0,0%FL2
Log Data Units: Channel Values

Amplification Gain Mode
1,00 log
1,00 log
1,00 log
1,00 log
1,00 log

Durchflusszytometer / CHO-Zell Messung:

Cytometer Type: Facscan

Detectors/Amps: Parameter ~ Detector Voltage
P1 FSC EOO
P2 SSC 330
P3 FL1 430
PA FL2 440
P5 FL3 150

Threshold: Parameter FSC

Value 88
Compensation: FL1 6,0% FL2

FL2 35,0% FL1
FL2 0,0% FL3
FL3 0,0% FL2

Log Data Units: Channel Values

Amplification Gain Mode
1,00 lin
1,00 lin
1,00 log
1,00 log
1,00 log
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Tab 19: Verwendete Reagenzien

Tyrodes 10x:
80g NaCl

+10,15g NaHCO3
+1,95g KCl
+1000ml Aqua dest.

Tyrodes-Puffer (pH 7,4):
0,2g BSA (Bovines Serum Albumin, Fa. Sigma)
+0,2g Glucose

+20ml Tyrodes 10x
+180ml Aqua dest.
Mit Hepes (Fa. Sigma) am pH-Meter auf pH 7,4 einstellen

Tyrodes-Puffer (pH 6,5):
Tyrodes-Puffer (pH 7,4) durch Zugabe von HCI am pH-Meter auf pH 6,5 einstellen

Lyse-Substrat-Puffer:
30mg p-Nitrophenylphosphat (Fa. Sigma)
+25mg Triton x-100 (Fa. Sigma)
+2,5ml Natriumacetat (200mM)
+7,5ml Aquadest.
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Tab 20:

Werte zu Abbildung 12 A (L1BS-1-Induktion bei Thrombozyten)

GRGDSP

Konzentrationen in mM 0 006 | 0125 | 025 05 1 2
LIBS-1 183 184 190 193 203 220 251
%Anstieg 0 1 4 5 11 20 37
C7E3

Konzentrationen in pg/ml 0 1 5 10 25 50 100
LIBS-1 209 225 234 241 245 249 253
%Anstieg 0 8 12 15 17 19 21
Integrelin

Konzentrationen in ng/ml 0 40 100 200 400 2000 4000
LIBS-1 176 178 204 214 218 217 217
%Anstieg 0 1 16 22 24 23 23
Lamifiban

Konzentrationen in ng/ml 0 10 25 50 100 500 1000
LIBS1 175 185 188 222 231 238 244
%Anstieg 0 6 7 27 32 36 39
Tirofiban

Konzentrationen in ng/ml 0 25 25 50 100 125 250
LIBS-1 175 200 243 261 270 286 293
%Anstieg 0 15 39 49 54 63 67
EMD 122347

Konzentrationen in mM 0 0,2 0,75 1 2 5 10
LIBS-1 178 175 169 167 162 161 160
%Anstieg 0 -2 -5 -6 -9 -10 -10
YM 337

Konzentrationen in pg/ml 0 5 10 20 40 60 100
LIBS-1 192 190 185 180 179 171 170
%Anstieg 0 -1 -4 -6 -7 -11 -11
H12

Konzentrationen in mM 0 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2
LIBS-1 173 174 156 184 198 195 201
%Anstieg 0 1 -10 6 14 13 16
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Tab 21: Wertezu Abbildung 12 B (L1BS-1-Induktion bei Thrombozyten)

GRGDSP

Zeitin Minuten | 0 | 15 30 | 60 | 120
LIBS1 166 184 176 172 182
%Anstieg 0 11 6 4 10
Cc7E3

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
LIBS1 209 236 249 261 268
%Anstieg 0 13 19 25 28
Integrelin

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
LIBS1 176 201 217 222 230
%Anstieg 0 14 23 26 31
Lamifiban

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
LIBS-1 165 182 208 205 206
%Anstieg 0 10 26 24 25
Tirofiban

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
LIBS1 165 174 210 208 210
%Anstieg 0 5 27 26 27
EMD 122347

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
LIBS1 165 148 150 151 146
%Anstieg 0 -10 -9 -8 -12
YM 337

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
LIBS-1 188 180 173 174 172
%Anstieg 0 -4 -8 -7 -9
H12

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
LIBS1 148 150 154 155 160
%Anstieg 0 1 4 5 8
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Tab 22:

Werte zu Abbildung 13 C (PMI-1-Induktion bei Thrombozyten)

GRGDSP

Konzentrationen in mM 0 006 | 0125 | 025 05 1 2
PMI-1 149 144 146 144 145 144 174
%Anstieg 0 -3 -2 -3 -3 -3 17
C7E3

Konzentrationen in pg/ml 0 1 5 10 25 50 100
PMI-1 221 245 251 263 260 260 258
%Anstieg 0 11 14 19 18 18 17
Integrelin

Konzentrationen in ng/ml 0 40 100 200 400 2000 4000
PMI-1 192 193 208 217 219 224 225
%Anstieg 0 1 8 13 14 17 17
Lamifiban

Konzentrationen in ng/ml 0 10 25 50 100 500 1000
PMI-1 180 200 209 233 264 282 292
%Anstieg 0 11 16 28 47 57 62
Tirofiban

Konzentrationen in ng/ml 0 25 25 50 100 125 250
PMI-1 180 202 258 283 280 289 299
%Anstieg 0 12 43 57 56 61 66
EMD 122347

Konzentrationen in mM 0 0,2 0,75 1 2 5 10
PMI-1 195 196 194 190 189 186 181
%Anstieg 0 1 -1 -3 -3 -5 -7
YM 337

Konzentrationen in pg/ml 0 5 10 20 40 60 100
PMI-1 166 165 158 150 153 140 131
%Anstieg 0 -1 -5 -10 -8 -16 -21
H12

Konzentrationen in mM 0 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2
PMI-1 156 164 170 166 171 165 168
%Anstieg 0 5 9 6 10 6 8
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Tab23: Wertezu Abbildung 13 D (PMI-1-Induktion bei Thrombozyten)

GRGDSP

Zeitin Minuten | 0 | 15 30 | 60 | 120
PMI-1 144 166 179 191 184
%Anstieg 0 15 24 33 28
Cc7E3

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
PMI-1 221 250 260 268 273
%Anstieg 0 13 18 21 24
Integrelin

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
PMI-1 192 210 224 230 242
%Anstieg 0 9 17 20 26
Lamifiban

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
PMI-1 160 205 220 220 218
%Anstieg 0 28 38 38 36
Tirofiban

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
PMI-1 160 170 196 190 192
%Anstieg 0 6 23 19 20
EMD 122347

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
PMI-1 140 122 127 131 132
%Anstieg 0 -13 -9 -6 -6
YM 337

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
PMI-1 156 154 140 135 136
%Anstieg 0 -1 -10 -13 -13
H12

Zeit in Minuten 0 15 30 60 120
PMI-1 160 166 171 173 172
%Anstieg 0 4 7 8 8
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Tab 24:

Werte zu Tabelle 15 (LIBS-1- und PMI-1-Induktion bei Thrombozyten)

GRGDSP

LIBS-1 0 ImM PMI-1 0 ImM
178,0 £ 96| 2135 + 29,9 1583 + 138| 1725 + 184

C7E3

LIBS-1 0 50ug/ml PMI-1 0 50ug/ml
186,5 £17,7] 209,3+ 30,0 171,8+ 338 204,0+ 37,9

Integrelin

LIBS1 0 2ug/mi PMI-1 0 2ug/mi
1785+ 91| 2435+272 1765+ 17,9 207,8+ 20,0

Lamifiban

LIBS-1 0 500ng/m PMI-1 0 500ng/ml
1778+ 10,0| 216,0+149 1655+ 9,7 2315+ 34,4

Tirofiban

LIBS-1 0 125ng/ml PMI-1 0 125ng/ml
1778+ 100| 251,8+324 1655+ 9,7 2245+ 44,0

EMD

122347

LIBS1 0 3,6pug/ml PMI-1 0 3,6pg/ml
1785+99 | 1565+41 164,3+ 22,8 162,0+ 24,9

YM 337

LIBS-1 0 60ug/ml PMI-1 0 60pg/ml
1878+ 3,7 | 1858+155 161,0+4.2 1525+ 174

H12

LIBS1 0 1mM PMI-1 0 1ImM
1588+123| 1708+175 1625+73 1715+6,2
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Tab 25:

Werte zu Abbildung 14 (L1BS-1-Induktion bei CHO-Zellen)

GRGDSP

Konzentrationen (in mM) 0 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2
LIBS-1 238 245 256 269 280 288 300
% Abweichung 0 3 8 13 18 21 26
C7E3

Konzentrationen (in pg/ml) 0 1 5 10 25 50 100
LIBS1 240 350 361 364 370 372 375
% Abweichung 0 46 50 52 54 55 56
Integrelin

Konzentrationen (in ng/ml) 0 40 100 200 400 2000 4000
LIBS-1 233 234 244 245 251 256 255
% Abweichung 0 1 5 5 8 10 10
Lamifiban

Konzentrationen (in ng/ml) 0 10 25 50 100 500 1000
LIBS-1 233 233 235 238 242 246 253
% Abweichung 0 0 1 2 4 6 9
Tirofiban

Konzentrationen (ng/ml) 0 25 25 50 100 125 250
LIBS-1 253 254 276 282 290 288 296
% Abweichung 0 1 9 11 15 14 17
EMD

Konzentrationen (in mM) 0 0,2 0,75 1 2 5 10
LIBS1 253 255 240 226 221 162 118
% Abweichung 0 1 -5 -11 -13 -36 -53
YM 337

Konzentrationen (in pug/ml) 0 5 10 20 40 60 100
LIBS-1 240 238 232 232 225 219 195
% Abweichung 0 -1 -3 -3 -6 -9 -19
H12

Konzentrationen (in mM) 0 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2
LIBS1 238 238 250 257 261 267 278
% Abweichung 0 0 5 8 10 12 17
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Tab 26:

Werte zu Tabelle 16 (L IBS-1-Induktion bet CHO-Zellen)

GRGDSP

LIBS-1 0 1mM
241+85 | 2788+ 7,0

Integrelin

LIBS1 0 2ug/mi
241+85 | 269,8+9,3

Tirofiban

LIBS1 0 125ng/ml

Mittelwert 241+ 85 278,3+7,7

YM 337

LIBS1 0 60ug/mi
241+85 | 216,0+45

Cc7E3

LIBS-1 0 50ug/ml
241 + 8,5 366,8+ 5,4

Lamifiban

LIBS-1 0 500ng/mi
241 + 8,5 264,8+ 13,5

EMD

LIBS1 0 3,6ug/ml

Mittelwert 241+ 85 1735+9,3

H12

LIBS1 0 1mM
241 + 85 268,5+ 3,1
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Tab 27:  Werte zu Abb. 15 (Aggregationsmessung, maximale Aggregation in mm)
Cc7E3
|Konzentration in ug/ml 0 1 | 5 | 10 | 25 | 50 | 100 |
ADP-stimuliert 159 146 19 5 3 2 2
% Veranderung 100 91,6 12,1 31 1,7 1,3 1,3
TRAP-gtimuliert 171 156 132 91 46 37 29
% Veranderung 100 91,6 77,3 53,5 26,7 21,9 16,9
Integrelin
[Konzentration in ng/ml 0 40 | 100 | 200 | 400 | 2000 | 4000 |
ADP-gtimuliert 148 139 90 8 0 0 0
% Verénderung 100 93,9 60,8 54 0 0 0
TRAP-stimuliert 150 143 135 95 58 30 28
% Verénderung 100 95,3 90 60 38,7 20 18,7
L amifiban
[K onzentration in ng/ml 0 10 | 25 50 100 | 500 | 1000 |
ADP-stimuliert 114 114 66 5 0 0 0
% Verdnderung 100 100 57,9 4.4 0 0 0
TRAP-stimuliert 123 117 117 107 46 24 20
% Verédnderung 100 95,1 95,1 86,9 37,4 19,5 16,3
Tirofiban
[Konzentration in ng/ml 0 25 | 25 50 100 125 250 |
ADP-stimuliert 154 0 0 0 0 0 0
% Veranderung 100 0 0 0 0 0 0
TRAP-gtimuliert 172 171 158 129 33 33 28
% Verénderung 100 99,4 91,9 75 19,2 19,2 16,3
EMD 122347
[K onzentrationen in mM 0 02 | 075 1 2 | 5 | 10 |
ADP-gtimuliert 136 126 88 0 0 0 0
% Verénderung 100 92,6 64,7 0 0 0 0
TRAP-stimuliert 146 128 112 74 60 43 36
% Verdnderung 100 87,7 76,7 50,7 41,1 29,5 24,7
YM 337
Konzentration in pg/ml 0 5 | 10 20 40 | 60 | 100 |
ADP-stimuliert 160 133 42 0 0 0 0
% Verdnderung 100 83,1 26,3 0 0 0 0
TRAP-gtimuliert 184 171 164 90 95 19 16
% Verénderung 100 92,9 89,1 48,9 40,0 10,3 8,7
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Tab 28:

Werte zu Abbildung 17 (ATP-Freisetzung in mmol)

GRGDSP

ADP-gtimuliert 0 1mM TRAP-stimuliert 0 1mM
09+0,1 0,2+0,0 35+11 20+0,0

% Hemmung 78+35 % Hemmung 39+ 18,7

C7E3

ADP-stimuliert 0 50pg/ml TRAP-stimuliert 0 50ug/ml
1,3+0,1 0,2+0,0 24+0,3 25+0,1

% Hemmung 85+1,7 % Hemmung 1+97

Integrelin

ADP-stimuliert 0 2ug/ml TRAP-stimuliert 0 2ug/mi
1,3+0,2 0,2+0,0 23+0,1 22+04

% Hemmung 84+28 % Hemmung 5+12,7

Lamifiban

ADP-stimuliert 0 500ng/ml TRAP-stimuliert 0 500ng/ml
1,35+0,2 0,15+0,1 22+04 20402

% Hemmung 85+24 % Hemmung 9+51

Tirofiban

ADP-stimuliert 0 125ng/ml TRAP-stimuliert 0 125ng/ml
1,1+0,1 0,2+0,0 30+0,7 1,8+0,1

0,1 - 0,7 0,1

% Hemmung 82 24 % Hemmung 39 9,7

EMD 122347

ADP-stimuliert 0 3,6pg/ml TRAP-stimuliert 0 3,6pg/ml
09+0,3 0,25+0,1 20+04 11+0,1

% Hemmung 77+7,3 % Hemmung 47+ 78

YM 337

ADP-stimuliert 0 60pg/ml TRAP-stimuliert 0 60ug/ml
16+0,2 0,2+0,0 24+0,1 1,4+04

% Hemmung 88+ 1,6 % Hemmung 41+16,3
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Tab29: Wertezu Abb. 19 (P-Selektin-Freisetzung, dur chflusszytometrische Werte)

GRGDSP
ADP-gtimuliert 0 1mM TRAP-stimuliert 0 1mM
232,8+221| 2248+ 194 3115+6,8| 3163+49
% Hemmung 3+30 % Hemmung -2+3,6
C7E3
ADP-stimuliert 0 50ug/mi TRAP-stimuliert 0 50pug/ml
219+ 10,3 2125+19 3125+9,0 3228+127
% Hemmung 3+48 % Hemmung -3+6,8
Integrelin
ADP-stimuliert 0 2ug/ml TRAP-stimuliert 0 2ug/mi
212+8,8 220+ 8,8 310+5,5 325+ 2,6
% Hemmung -4+40 % Hemmung -4+40
Lamifiban
ADP-stimuliert 0 500ng/ml TRAP-stimuliert 0 500ng/ml
2215+145| 2288+ 17,6 3055+79| 331+280
% Hemmung -3+2.3 % Hemmung -9+10,9
Tirofiban
ADP-stimuliert 0 125ng/ml TRAP-stimuliert 0 125ng/ml
229+28,7 | 2485+27,3 319,8+22,7| 337,8+19,0
% Hemmung -9+8,1 % Hemmung -6+23
EMD 122347
ADP-stimuliert 0 3,6pg/ml TRAP-stimuliert 0 3,6pg/ml
220+119| 1845+58 3055+79 251,8+16,1
% Hemmung 16+ 6,3 % Hemmung 18+ 4,8
YM 337
ADP-stimuliert 0 60pg/ml TRAP-stimuliert 0 60ug/ml
2215+145| 222+124 311+6,7 297 + 38,5
% Hemmung -0,3+2,2 % Hemmung 4+131
H12
ADP-stimuliert 0 1ImM TRAP-stimuliert 0 1ImM
231+106| 2175+76 2995+ 6,5 3138+10.7
% Hemmung 6+45 % Hemmung -5+58
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Tab 30:

Werte zu Tabdlle 17

c7E3

unstimuliert 0 50pg/ml
4250+40,1 | 417,0+355

GRGDSP

unstimuliert 0 1mM
264,0+ 78,3 | 2705+ 73,7

Integrelin

unstimuliert 0 2ug/mi
4445+ 16,8 | 461,3+19,1

EMD 122347

unstimuliert 0 3,6pug/mi
434,3+34,0 | 3958+ 40,1

H12

unstimuliert 0 ImM
420,8+ 27,0 | 397,0+ 30,3

Lamifiban

unstimuliert 0 500ng/ml
433,8+ 29,2 | 432,3+22,6

Tirofiban

unstimuliert 0 125ng/ml
433,3+ 29,7 | 438,8+ 33,9

YM 337

unstimuliert 0 60ug/mi
4528+ 275 | 4353+ 26,8
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(Oberflachenexpression von CD 61, dur chflusszytometrische Werte)

TRAP-stimuliert

50pg/ml

463,8 + 33,3

464,3 + 334

TRAP-stimuliert

1imM

281,3+921

288,86+ 94,9

TRAP-stimuliert

2ug/ml

4770+ 14,1

485,8 + 18,8

TRAP-stimuliert

3,6ug/mi

469,0+ 27,9

4505+13

TRAP-stimuliert

1mM

451,3+ 32,8

4465+ 34,5

TRAP-stimuliert

500ng/ml

462,0+ 31,5

4755+ 179

TRAP-stimuliert

125ng/ml

462,0+ 31,5

4730+ 36,4

TRAP-stimuliert

60ug/mi

483,8 + 25,0

472,3+ 26,6




Tab 31:

Werte zu Abb. 20 (Echistatin-Bindung, dur chflusszytometrische Werte)

GRGDSP C7E3
0 ImM 0 50pg/ml
2135+91 | 1988+ 29,9 1765+ 36,4| 109,5+ 25,6
% Hemmung 7+99 % Hemmung 38+57
Integrelin Lamifiban
0 2ug/mi 0 500ng/ml
211+ 3,6 179+ 249 2158+94 | 1768+17,7
% Hemmung 15+ 10,4 % Hemmung 18+ 5,6
Tirofiban EMD 122347
0 125ng/ml 0 3,6ug/ml
2158+94 | 1783+8,3 2143+73| 137,3+92
% Hemmung 17+29 % Hemmung 36+44
YM 337 H12
0 60pg/ml 0 1ImM
232,3+28,0| 223+31,9 227+109| 1585+ 8,2
% Hemmung 4+36 30+46
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Tab 32:

Fibrinogen

Adhérierte Zellzahl

Werte zu Abbildung 21 (Thrombozytenadh&sion, unstimuliert)

X 10°
ohne| RGD c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 4,4 1,1 1,1 1,6 14 15 0,8 1,2 19 09
Stabw. 2,2 0,3 0,2 0,2 0,3 04 0,2 0,3 0,7 0,2
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
C7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12
Mittelwert | 0,5 | -135 -81 -11.4 6,6 -5,0 -19,7
Stabw. 28 91 8,5 13,6 4,5 85 16,2
Vitronektin
Adhérierte Zellzahl
X 10°
ohne| RGD c7/E3  |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 3,9 11 15 1,6 15 1,6 0,6 13 11 04
Stabw. 0,6 0,3 04 0,6 0,5 0,7 0,2 04 0,2 0,1
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12
Mittelwert | -89 | -13,1 -12,5 -12,3 12,4 -1,9 -1,9
Stabw. 8,6 134 8,8 15,7 38 10,2 6,9
Fibronektin
Adhérierte Zellzahl
X 10°
ohne| RGD c/E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 16,1 99 10,6 9,7 99 9,7 17 7,7 17,4 1,9
Stabw. 4,2 1,0 1,2 14 13 1,1 0,5 1,2 7,0 0,4
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
C7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD YM 337 | H12
Mittelwert | -3,8 34 0,3 24 50,0 13,8 -32,7
Stabw. 6,4 11,8 6,6 7,8 15,7 8,7 18,0
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Laminin

Adhéarierte Zellzahl
X 10°

ohne| RGD c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 17,0 58 53 6,9 6,0 6,6 13 6,4 10,2 14
Stabw. 17 2,3 19 29 31 3,0 0,3 35 2,2 0,4
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
C7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12
Mittelwert | 3,6 -6,7 -1,0 -4,7 27,9 -3,0 -25,4
Stabw. 104 | 10,2 11,6 10,2 16,0 13,8 16,0
Kollagen IV
Adhérierte Zellzahl
X 10°
ohne| RGD c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 16,7 75 9,9 73 7,0 79 2,0 6,0 75 32
Stabw. 2,6 2,3 3,7 35 3,7 3.7 0,4 3.3 3,0 09
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12
Mittelwert |-13,6 1,7 3.9 -1,3 35,8 10,0 0,6
Stabw. 156 | 124 15,7 19,3 194 13,1 14,6
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Tab 33:
Fibrinogen

Adhérierte Thrombozyten
X 10°

Werte zu Abbildung 21 (Thrombozytenadh&sion, TRAP-stimuliert)

ohne| RGD c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 6,4 1,1 0,9 14 14 13 0,7 1,2 1,3 0,7
Stabw. 1,9 0,3 0,3 0,3 0,6 0,2 0,3 0,2 0,5 0,1
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
C7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12
Mittelwert | 1,5 -6,6 -5,3 -5,0 5,6 -2,7 -52
Stabw. 28 6,0 6,9 6,8 2,6 4,7 11,3
Vitronektin
Adhérierte Thrombozyten
X10°
ohne| RGD c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 10,5 17 24 2,7 2,7 2,8 1,0 2,3 1,8 19
Stabw. 1,0 04 04 04 0,5 0,7 0,1 0,3 0,6 0,8
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12
Mittelwert | -7,0 | -10,0 -9,7 -11,3 6,1 -6,1 -0,9
Stabw. 58 3.8 51 7,3 4,2 51 7,6
Fibronektin
Adhérierte Thrombozyten
X 10°
ohne| RGD c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 21,7 8,2 10,1 6,2 53 5,6 4,6 5,6 41 4,3
Stabw. 2,2 25 12 2,3 35 35 11 35 04 12
% Adhasi onshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12
Mittelwert | -10 7,8 11,5 10,1 16,1 10,2 28,3
Stabw. 175 | 193 26,0 26,7 8,7 25,7 9,3
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Laminin

Adhérierte Thrombozyten

X 10°
ohne| RGD c7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 20,8 29 78 6,2 41 5,4 1,0 7,0 84 1,9
Stabw. 14 12 1,6 3,0 30 31 0,1 4,6 4,3 0,5
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
C7E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD YM 337 | H12
Mittelwert |-23,4| -15,8 -5,8 -12,5 9.8 -19,2 | -14,6
Stabw. 79 13,0 10,2 12,8 7,0 221 22,5
Kollagen IV
Adhérierte Thrombozyten
X10°
ohne | RGD c/E3 |Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 22,1 3,7 10,3 6,8 6,5 6,2 4,0 6,3 11,4 7,3
Stabw. 1,7 2,4 44 55 53 57 1,0 51 4,3 1,9
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
C7E3 |Integrelin| Lamifiban [Tirofiban| EMD |[YM 337 | H12
Mittelwert | -29,2 | -13,2 -12,0 -10,6 -1,8 -10,9 | -339
Stabw. 89 134 13,5 14,5 8,1 11,6 12,1
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Tab 34: Wertezu Abbildung 22 (CHO-Z€ll-Adhasion)

Fibrinogen

Adhérierte Zellen

X 10°
ohne |GRGDSP| c7E3 |Integrelin| Lamifiban |Tirofiban| EMD | YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 0,53 0,16 0,16 0,17 0,15 0,16 0,14 0,12 0,14 | 0,16
Stabw. 0,08 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 | 0,03
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
c7E3 [Integrelin| Lamifiban | Tirofiban| EMD YM 337 | H12
Mittelwert | -0,6 -2,8 0,8 -0,7 3,6 6,9 3.9
Stabw. 15 1,6 34 17 34 4,6 5,0
Vitronektin
Adhérierte Zellen
X 10°
ohne |GRGDSP| c7E3 |[Integrelin| Lamifiban |Tirofiban| EMD [ YM 337 | H12 | EDTA
Mittelwert | 0,61 0,15 0,27 0,30 0,29 0,34 0,21 0,19 0,31 | 0,15
Stabw. 0,03 0,01 0,07 0,04 0,03 0,02 0,06 0,04 0,03 | 0,03
% Adhasionshemmung
(im Vergleich zu GRGDSP)
c7E3 |Integrelin| Lamifiban [Tirofiban| EMD YM 337 | H12
Mittelwert | -19,4 | -24,2 -237 -30,9 -10,2 -6,9 -26,0
Stabw. 134 6,8 74 59 8,4 75 4,7
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