1. Medizinische Klinik und Poliklinik der Technischen Universitit Miinchen
Klinikum rechts der Isar

(Direktor: Univ.-Prof. Dr. A. Schomig)

Einfluss der kombinierten antithrombozytiren Therapie auf die
Plattchenfunktion bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit

im Rahmen der Implantation koronarer Gefaf3stiitzen

Philipp Michael Thomas

Vollstdndiger Abdruck der von der Fakultét fiir Medizin der Technischen

Universitidt Miinchen zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. D. Neumeie

Priifer der Dissertation:

1. apl. Prof. Dr. M. P. Gawaz
2. Univ. Prof. A. Kastrati

Die Dissertation wurde am23.01.2003 bei der Technischen Universitidt Miunchen

eingereicht und durch die Fakultit fiir Medizin am 28.05.2003 angenommen.



Inhaltsverzeichnis

O 5 111 1<) 11 'SR 1
1.1.1 Adhasion Und AKEIVIETUNG ......cceeeiviiiiieiieriieeieeeee e esiee e eneeeeaeesaeesseeeeesnvaens 2
1.1.2 Aggregation und Degranulation ...........ccccoecieeiiieiieniiieiiecie e 4

1.2 Thrombozytare INTEGIINE ......c.ccovieriiieiieiiecie ettt ere e e teesaeeenbeenenes 5
1.3 ADP-REZEPLOTEN......eeeiviieeiiie ettt ettt e et e e e ae e et eesaaeessseeesaeeesaseeennseees 7
1.4 Plittchen-Endothelinteraktion ...........c.coiieriiiienienieiieeeeeree e 9
1.5  Antithrombozytare SUDStANZEN .......cccvveeiiiiiiieeiiieiiecie et e 12
1.5.1 ACCLYISALICYISAUIE. ... .eoviiiiieiiecie ettt et eee 13
1.5.2 ThICNOPYIIAINE ...veeviieiiieiieeiieeie ettt ettt e et eeteesaeeesbeessaeensees 14
1.5.3 GPIIb-TT1a- ANtagONIStEN. ....cueeeeiieiieeeieeiie e eiee et e ebeeree e eteeeaeeaeeesseenseas 15
1.5.4 HEPATIN ..ot 17
1.6 Therapie des akuten Koronarsyndroms ..............ccceeeeuierieeiiienieeiiienieeieenee e 17
1.7 ZERISEIZUNG ..eovvveeiieiieeiie ettt ettt ettt ettt et e e b e ebaeeaseesseessaeensaensaeenseenens 21
2 Patienten und MethOdiK.........c.ooviiiiiiiiiiieeee e 22
2.1 KINISCRET T@IL.....eiiiiiiiiieiiee ettt et 22
2.1.1 Studienpopulation und Medikation ............cocceeiieniiiiiiiiiieeeeeeeee e 22
2.1.2 ProbengeWinnUNG ........cceiiiiiiiiiiieiie ettt ettt 24
2.1.3 Probenweiterverarbeitung. ...........cooueeeuieriieiiienieeieee e 25
2.1.4 AggregometriSChe MESSUNG ........oeviiiiiiiieiieeiie e 26
2.1.5 Bestimmung der pléttchenabhéngigen Thrombingeneration.............ccccccu..e.... 28
2.1.6 Durchflusszytometrische MeSSUNG........cceeviieiiieiiieniieiiee e 30
2.1.7 StatistiSChe AUSWEITUNE .....ccvviviiiiiiiiiriieieeieie ettt 36



2.2 Experimenteller Teil........ccooiiiiiiiiiiiiicce e 36

2.2.1 Kultivierung und Gewinnung der ECV-304-Zellen ........c.cccccvveevveecieennieenee. 37
2.2.2 ZRlIStIMUIETUNG ....vveeeiiiieciieeciee et ettt e e sae e e eae e e b e e eaaeeenaee e 37
223 Markierung der Zellen .........cocveieiiieiiieciieee e e 38
2.2.4 Durchflusszytometrische Messung..........ccceccvvieviiieiiie e 39
2.2.5 MCP-1 BeSHMIMUNG .......ecviiiiieiieiieeiieeieeieeeteeieeeereeaeesaeeseessseeseessseenseennns 39
2.2.6 StatistiSChe AUSWETITUNG ......eocviiiiieiiieiieeieeiee e eteeeveeraeeeaeesaeeeaeessaesnseenaeeans 40

R I o g0 o) 1 T PR SRRRUR 41
3.1 KHNISChE TEIL ..ttt 41
3.1.1 Patientencharakteristika............cooeriiniiiiiiiiniiiee e 41
3.1.2 PIAttchenag@regation ............ccueeueeriieeiienie ettt et 43
3.1.3 Pléattchenabhéngige Thrombingeneration.............ccceeveereereeiieneenensieneeneene 50
3.14 Degranulation ..........c.cooiieiiieiiieiierie ettt 56
3.2 Experimenteller Teil........ccoooiiiiiiiiiiiiieiecieee ettt 60
3.2.1 [ICAM-T1-EXPIESSION ....eeeuiieiiiieniieeiieesiieettesiteeteesereeteesiteesbeessaeeseesnaeenseessseenseas 60
322 UPAR-EXPIESSION ...ttt ettt ettt es 61
323 MCP-1 FIEISELZUNG. ....c.vieeiiieiieeiieeieeeieete ettt ettt et e e e aeessee s es 61

4 DISKUSSION 1ttt ettt ettt ettt ettt e a e e bttt eate st e e e st e s bt et satesbe et e eaeenae e 63
4.1 Pléttchenaggregation und -deaggregation ............c.eecveereeeiiieniieniiienie e 64
4.2 Steigung der AggregationSKUIVE .......coc.oviiviiiiiniiniiiieeeeeeeeee e 66
4.3 LIBS-1 UNA PAC-T oottt 67
4.4 Degranulation .........cccceoiiiiiiiiiiieiee ettt sttt eneens 69
4.5  Plittchenabhidngige Thrombingeneration...........ccoceerieriierieiieeiieeieeee e 71

II



10

11

12

4.6 Pléattcheninduzierte Endothelaktivierung...........ooovvveeiieeeiiieeiiie e 72

4.7 Direkter Vergleich Tirofiban/AbciXimab ...........cccveviiiiiiieeniieecieeeeece e 73
4.8 Therapeutische AUSSICRIEN .........cccviiiiiiieiiece e e 74
ZUSAMIMENTASSUNE ....eeeuvvieeiiieeiiee ettt e eiteeeteeesteeesteeessteeessseeesseeasseeesseesnssessnseeesseeessseens 76
ADBKUIZUNGSVETZEICHIILS ...c.eviiieiiiieciie ettt et e et e et e e e e et e e snaeeenaeeenneeas 77
AbDIIAUNZSVETZEICHNIS ......eeiiiieiiiiiieeie ettt ebeeenaeens 79
TabelleNVErZEICHNIS ......couiiiiiiiie et st 80
LAteraturVerZEICRIIS ...c..eeutieiiiiiiiecieeeee ettt e 81
Lebenslauf ..ottt 105
DaANKSAGUNG ..ottt ettt sttt eabe bt e b enneas 106
F N 1112 s VRSP SSS 107

III



1 Einleitung

Der Herzinfarkt, die instabile Angina pectoris und der plétzliche Herztod sind die
klinischen Krankheitsbilder des akuten Koronarsyndroms, welches in den westlichen Landern
die haufigste Todesursache darstellt (Topol 2002, Weissberg 2002).

In der Therapie des akuten Koronarsyndroms hat sich die interventionelle
Koronarangioplastie mit Ballon-Dilatation und/oder Stentimplantation als Revaskularisations-
mafinahme gegeniiber der Lyse etabliert (Zahn 2001, Schomig 2001/Dong 2002: STOP AMI I
und STOP AMI II). Beide Verfahren sind der Lyse-Therapie iiberlegen (STOP AMI I und
STOP AMI II).

Im Rahmen des akuten Koronarsyndroms kommt es zur Ruptur des atherosklerotischen
Plaque mit Freilegung der subendothelialen Matrix (Schrér 2002). Durch Exposition
von subendothelialen thrombogenen Substanzen (Collagen, von-Willebrand-Faktor,
Vitronektin etc.) kommt es zur Adhésion und Aktivierung zirkulierender Thrombozyten bis
hin zur Ausbildung eines okklusiven Thrombus. Die Thrombozyten sind daher von zentraler
Bedeutung in der Pathogenese des akuten Koronarsyndroms (Willerson 1989, Fuster 1992,
Ross 1993, Davies 1997, Zaman 2000). Auch im Rahmen von Katheterinterventionen kommt
es zu Fissuren im Bereich der atherosklerotischen Gefilwand. Damit spielt die
Thrombozytenfunktion auch fiir die Entwicklung peri- oder postinterventioneller
koronarthrombotischer Ereignisse, wie dem subakuten Gefdverschluss oder der
Restenosierung, eine wichtige Rolle (Lincoff 1992), so dass eine geeignete antithrombotische

Therapie die Ergebnisse der koronaren Angioplastie entscheidend verbessert.

Die therapeutisch eingesetzten Antithrombotika greifen an verschiedenen Wirkorten am
Thrombozyten an. Wihrend Acetylsalicylsdure (ASS) und Thienopyridine (z. B. Clopidogrel)
durch Inhibierung der Zyklooxygenase bzw. durch Hemmung der ADP-abhingigen
Aktivierung die intrazelluldre Signaltransduktion beeinflussen, wirken GPIIb-IIIa-Rezeptor-
antagonisten durch Blockierung des Fibrinogenrezeptors an der Oberfliche des Plittchens
(Scarborough 1993, Cannon 1995, Coller 1995, Schror 1995, Coukell 1997, Cannon 1999,
Schror 2002). Diese antithrombozytére Therapie wird wéihrend der koronaren Intervention

durch eine Antikoagulation mit unfraktioniertem Heparin ergénzt.



Unter Beriicksichtigung der Vielzahl der moglichen Aktivierungswege des
Thrombozyten kann durch einzelne antithrombozytire Substanzen lediglich ein Teil der
Plattchenfunktion beeinflusst werden (Becker 1993, Cannon 1995, Coller 1995, Schror 1995,
Coukell 1997). Nur durch die Kombination von antithrombozytiren Substanzen (ASS,
Clopidogrel und GPIIb-II1a-Rezeptorantagonisten) ist eine effektive, synergistische und
additive Thrombozyteninhibition zu erzielen (Herrman 1998).

Trotz groBer Fortschritte auf dem Gebiet der Thrombozytenforschung wurde der
synergistische Effekt einer solchen Medikamentenkombination auf die Thrombozytenfunktion

bisher noch nicht umfassend untersucht.

Im folgenden werden sowohl die Rolle des Thrombozyten bei der Pathogenese der
arteriellen Thrombose als auch die Wirkweise der oben aufgefiihrten antithrombozytéren

Medikamente vorgestellt.

1.1.1 Adhiésion und Aktivierung

Thrombozytenadhdsion und —aktivierung sind die Initialvorgdnge der arteriellen
Thrombusbildung (Bithell 1993, Andrews 1997) (siche Abbildung 1).

Zuniachst kommt es zur Bindung von GPIb-V-IX an den von-Willebrand-Faktor der
Endothelzellen (Kefalides 1987, DeGroot 1990, Nurden 1994) (A). Dieser Kontakt 16st eine
weitere Aktivierung von Membranglykoproteinen aus und bewirkt in Folge die Stabilisierung
der Bindung (Ruggeri 1994) (B). Es kommt zur Aktivierung und Formverdnderung des
Thrombozyten mit Aktivierung des GPIIb-Illa-Rezeptors und mittels Freisetzung von
granuldren Inhaltsstoffen (Thromboxan A,, ADP) aus thrombozytiren Granula (a-Granula,
dichte Granula etc.) zur autokrinen Verstirkung der Aktivierung (C). SchlieBlich bildet der
Thrombozyt Pseudopodien und spreizt sich iiber dem Subendothel aus (Sixma 1994) (D).
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Abb 1:Schematische Darstellung der Thrombozytenadhésion und Aktivierung

Zu Beginn erfolgt die Bindung von GP Ib-IX-V an den von-Willebrand-Faktor der
Endothelzellen (A). Dieser Kontakt lst eine weitere Aktivierung von Membranglykoproteinen
aus und bewirkt damit die Stabilisierung der Bindung (B). Es kommt zur Aktivierung und
Formverdinderung des Thrombozyten mit Aktivierung des GlIb-Illa-Rezeptors und der
Freisetzung von Granulainahltsstoffen (C). Schliefflich kommt es zur Bildung von
Pseudopodien und zum Spreading des Thrombozytren (D).Fn: Fibronektin; Kol: Kollagen;
Lam: Laminin;, vVWF: von Willebrandt-Faktor; TxA,: Thromboxan A;. AA: Arachidonsdure
(modifiziert nach Gawaz 2001).

Die Thrombozytenaktivierung hat zwei Konsequenzen: Bildung von Thrombozyten-
aggregaten mit Sekretion vasokonstriktorischer und mitogener Inhaltsstoffe sowie
Bereitstellung einer Matrix fiir den Prothrombinasekomplex auf der Oberflache aktivierter
Thrombozyten mit nachfolgender Thrombinbildung (plédttchenabhéngige Thrombinbildung)
(Sims 1989).



1.1.2 Aggregation und Degranulation

Die Aggregation ist die Koadhdsion zwischen zwei Thrombozyten. Der bedeutendste

Rezeptor fiir diesen Vorgang ist der Fibrinogen-Rezeptor GPIIb-IIa.

Es wird die primdre von der sekundiren Aggregation unterschieden. Wéhrend der
primidren Phase kommt es durch Stimulierung des Thrombozyten (z. B. durch ADP,
Thrombin, Adrenalin) es zu einer Konformationsinderung des GPIIb-IIla-Rezeptors (Ruggeri
1994). Dies ermdglicht die Bindung von loslichem Fibrinogen an GPIIb-II1a und die Bildung
von Pléttchenaggregaten {iber Fibrinogenbriicken (Gawaz 1991).

Die irreversible, sekundire Aggregation, tritt mit kurzer Latenz nach der priméren auf
und geht mit der Sekretion der thrombozytidren Botenstoffe der a-Granula (z. B. P-Selektin,
CD 40 Ligand) und elektronenoptisch dichten Granula (ATP, Serotonin etc.) in das
umgebende Milieu einher (Gawaz 2001, Kulkarni 2001) (sieche Abbildung 2).

Subendothel

@ Col Lam vWEF

Thrombozyten

Fibrinogen

reversibel » irreversibel

Abb 2: Aggregation und Degranulation

Die Stimulierung des Thrombozyten bewirkt eine Konformationsdinderung des GPIIb-1lla.
Diese ermaoglicht die Bindung von loslichem Fibrinogen an den GPIIb-1lla und die Bildung
von Pldttchenaggrgaten tiber ,, Fibrinogenbriicken* (primdre Aggregation; reversibel). Im
weiteren Verlauf wird die Fibrinogenbindung an der Thrombozytenoberfliche verfestigt, und
die Granulainhaltsstoffe werden sezerniert (irreversible Phase). Fn: Fibronektin; Col: Kolla-

gen; Lam: Laminin; vWF': von-Willebrand-Faktor (nach Gawaz 2001)
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Die Adhision und die Aggregation losen intrazelluldre Signalwirkungen aus, welche
zahlreiche Reaktionen zur Folge haben, wie z. B. die Bildung und Sekretion von
Thromboxan A; (TX Aj;), Serotonin und ADP. Diese Substanzen bewirken wiederum die
Aktivierung von weiteren Blutplittchen, eine Verengung der Blutgefile und eine
Verlangsamung des Blutflusses. Dadurch steigt sowohl die Interaktion zwischen den
Blutpléttchen untereinander als auch zwischen den Plittchen und der GefaBwand (Siess 1989,

Willerson 1989, Sixma 1994).

1.2 Thrombozytire Integrine

Thrombozytire Adhdsionsmolekiile, und hierbei insbesondere thrombozytire Integrine,
spielen eine zentrale Rolle fiir das Anhaften von Thrombozyten an der atherosklerotischen
Plaque.

Diese Integrine sind Transmembranrezeptoren, welche das Zytoskelett der Zelle mit
dem Extrazelluldrraum verbinden. Das bedeutendste dieser Membranglykoproteine ist der
Fibrinogenrezeptor GPIIb-Illa (siche Abbildung 3). Hierbei handelt es sich um ein
heterodimeres Glycoprotein mit je einer nicht-kovalent verbundenen o- (GPIIb) und
B-Untereinheit (GPIIIa) (Plow 1992). Es befinden sich zwischen 60.000 und 100.000 Kopien
dieses Rezeptors auf einem Blutpléttchen (Ginsberg 1995). 70 % des GPIIb-Illa sind im
Ruhezustand auf der Plattchenoberfliche exprimiert, die restlichen 30 % befinden sich im
,surface connecting system (SCS) und in den intrazelluldren o-Granula (Nurden 1994,
Morgenstern 1997). Bei Aktivierung der Blutpléttchen gelangen die Rezeptoren, welche sich
in den internen Speichern befinden, an die Zelloberfliche (Woods 1986). Bestimmte
Aminosduresequenzen, wie Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) oder Dodeca (KQAGDYV), die
z. B. Bestandteil des Fibrinogenmolekiils sind, binden an spezifische Regionen des
GPIIb-I1Ia-Komplexes. RGD und KQAGDYV enthaltende Peptide konkurrieren dabei mit
Fibrinogen um eine gemeinsame Bindungsstelle (Plow 1992, Lefkovitz 1995).

Angeborene Defekte des GPIIb-Illa, wie bei der Thrombasthenie Glanzmann (Morbus
Glanzmann), fithren zu einer fehlerhaften Plittchenaggregation und zu einer verldngerten

Blutungszeit (Nurden 1994).
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Abb 3:Struktur des GP IIb-I11a
Der GPIIb-Illa-Rezeptor besteht aus einer a-Untereinheit (GPIIb) und einer [-Untereinheit
(GPllla) (modifiziert nach Gawaz 2001).

Nach Zellaktivierung kommt es zur Aktivierung des Fibrinogenrezeptors, d. h. zur
Heterodimerbildung, und somit zum Ubergang in einen hochaffinen Zustand (Shattil 1995).
In diesem hochaffinen Zustand kann geldstes Fibrinogen gebunden, und in der Folge eine
Pléattchen-Plattchen-Interaktion durch Fibrinogenbriicken induziert werden (Du 1997).
Deswegen stellt der GPIIb-I1la-Rezeptor einen dominierenden Angriffspunkt der anti-
thrombozytiren Therapie speziell fiir die Patientenbehandlung wéhrend eines
interventionellen Eingriffes am Herzkranzgefaf3 dar (Coller 1997).

Ein weiteres Membranglykoprotein der Thrombozyten ist das Leucin-reiche
Glykoprotein Ib/IX/V, das als thrombozytirer Rezeptor fiir von-Willebrand-Faktor fungiert
und eine zentrale Rolle in der primédren Hadmostase spielt (Clemetson 1997). Ein angeborener
Defekt des GP Ib/IX/V im Bernard-Soulier-Syndrom fiihrt zu einem funktionellen Defekt der

Pléattchenadhision und zu einer erhéhten Blutungsneigung (Nurden 1999).



P-Selektin (CD62P) ist ein Membranglykoprotein, das in den o-Granula der
Blutplittchen und in den Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen lokalisiert ist. Durch
Aktivierung der Blutplattchen kommt es zu einer Verschmelzung der o-Granula mit dem
,surface connected system® und zur Expression von P-Selektin auf der Thrombozyten-

oberflache. P-Selektin fungiert somit als Degranulationsmarker (Nurden 1994).

1.3 ADP-Rezeptoren

Die Thrombozytenoberfliche weist eine Reihe von ADP-Bindungsstellen auf, von
denen bisher im wesentlichen drei purinerge Rezeptoren, P2X,;, P2Y; und P2Y;, nédher
charakterisiert wurden (Kunapuli 1998).

Der ionotrope Purinorezeptor P2X; steuert den ADP-induzierten Calcium-Einstrom und
den ,,Shape-change® der Plittchen (sieche Abbildung 4). Dieser Aktivierungsvorgang wird
anscheinend von den Substanzen der Thienopyridin-Klasse nicht beeinflusst. Dies konnte eine
Ursache dafiir sein, dass trotz Behandlung mit Ticlopidin oder Clopidogrel ein intrazellulérer
Calciumanstieg sowie eine Formverdnderung der Plédttchen nicht zu verhindern sind
(Gachet 1997).

Der zweite purinerge Rezeptor, P2Y, besitzt sieben transmembrandse Doménen und ist
an inhibitorische G-Proteine gekoppelt. P2Y;, vermittelt durch die Freisetzung von
Inositoltriphosphat (IP3) als ,,second-messenger” die ADP-induzierte Ausschiittung von
intrazelluldrem Calcium, die Aktivierung des GPIIb-Illa-Rezeptors und nachfolgend die
Pléittchenaggregation (Nicholas 1996). Jedoch ist die alleinige Aktivierung von
P2Y,-Rezeptoren = nicht  ausreichend fiir eine  vollstindige =~ ADP-induzierte
Thrombozytenaggregation, welche eine Koaktivierung der beiden Rezeptoren P2Y; und
P2Y, erfordert (Gachet 2001).

Dieser dritte Subtyp (P2Y,) wurde kiirzlich mit Hilfe eines genetischen Defektes bei
einem Patienten mit Blutungsstorung geklont. Ahnlich wie P2Y; vermittelt auch dieser
Rezeptor die ADP-induzierte Freisetzung von intrazelluldr gespeichertem Calcium,
wenngleich {iber einen unterschiedlichen Signaltransduktionsweg (Inhibierung der
Adenlylatcyclase). Versuche mit radioaktiv-markiertem ADP lassen es sehr wahrscheinlich
erscheinen, dass dieser Rezeptor der Hauptangriffspunkt der Thienopyridine ist

(Hollopeter 2001, Remijn 2002).



Thienopyridine

ADP \Caﬂ ADP

Ca2* Shape change

Calcium-Einstrom

Aggregation

Abb 4: ADP-Rezeptoren

ADP fiihrt durch Bindung an den P2X;-Rezeptor mittels Calciumeinstrom direkt und iiber die
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren P2Y; und P2Y;, mittels Freisetzung von intrazelluldirem
Calcium indirekt, zu einer Erhohung der intrazelluldren Konzentration an Calciumionen und
damit zur Formverdnderung und Aggregation des Thrombozyten. Die ADP-Wirkung am
P2Y ;> wird durch Thienopyridine blockiert. G;, G,: unterschiedliche Klassen, der in der Zell-

membran verankerten pldttchenaktivierenden G-Proteine (nach Gawaz 2001).



1.4 Plattchen-induzierte Inflammation des Endothels

In jlingster Zeit wurde gezeigt, dass aktivierte Thrombozyten entscheidend die
chemotaktischen und adhidsiven Eigenschaften von Endothelzellen verdndern kdénnen
(Gawaz 1998, Henn 1998, Gawaz 2000, Schror 2002). Mittels Freisetzung von potenten
zytokindhnlichen Substanzen (Interleukin-18, CD40-Ligand, RANTES etc) (siche Abb. 5)
durch das aktivierte Pliattchen wird im Endothel und in glatten Muskelzellen die Sekretion
chemotaktischer Substanzen wie ,,monocyte chemoattractant protein-1*“ (MCP-1) und die
Oberflichen-expression des ,intercellular adhesion molecule-1“ (ICAM-1) und
,urokinasetype Plasminogen Activating Receptor (uPAR) induziert (Henn 1998,
Gawaz 2000, Dickfeld 2001).

Das Chemokin MCP-1 induziert die Chemotaxis von Monozyten bereits bei
subnanomolaren Konzentrationen und spielt eine zentrale Rolle bei der Einwanderung von
Leukozyten in atherosklerotische GefdBlverletzungen (Gimbrone 1986; Pober 1990;
Valente 1992; Ueda 1994). Auch ICAM-1, das zu der Immunoglobulinfamilie der
Adhésionsmolekiile gehort, wird aktivierungsabhéngig von endothelialen Zellen exprimiert
und beglinstigt als Hauptadhisions-Rezeptor die Anlagerung der ,,angelockten” Monozyten an
die Endothel-oberfliche (Makgoba 1988, Staunton 1988, Wertheimer 1992, Lawrence 1991,
Heyward 1995).

UPAR ist ein multifunktionales Protein, das eine grole Anzahl von
Signaltransduktionswegen beeinflusst, die letztendlich die Regulation von Zellmigration
und —proliferation steuern (Blasi 1993). Interessant hierbei ist, dass uPAR keine eigene
intrazytoplasmatische Domine besitzt, sondern iiber einen Glykolipidanker mit der
Zellmembran verbunden ist. UPAR scheint assoziierte, transmembrandse Glykoproteine wie
z. B. Mit-glieder der Integrinfamilie zur Signaltransduktion zu nutzen (Preissner 2000).
Rezeptor-gebundener uPA (urokinase-type plasminogen activator) aktiviert Plasminogen zu

Plasmin und spielt somit eine essentielle Rolle fiir die Fibrinolyse.

Entscheidend an der thrombozytengesteuerten endothelialen Bildung von MCP-1 und
der Oberflichenexpression von ICAM-1 und uPAR ist der Transkriptionsfaktor Nuklear-
Faktor-kB, der die zentrale Schaltzelle entziindlicher Verdnderungen in GefdBwandzellen
darstellt (Brand 1996). Aktivierte Blutpldttchen stimulieren das NF-kB-System und
induzieren die Transkription NF-kB-regulierter Genprodukte (Koshelnick 1997, Gawaz 1998)
(siche Abbildung 6).



*Cyto-/Chemokine

— Interleukin-1f3

— B-Thromboglobulin
— Platelet factor 4

— CD 40-L

— RANTES

Abb 5: Aktivierungsabhingige Freisetzung thrombozytirer Zytokine
Nach Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur Freisetzung von Cyto-/Chemokinen aus
den thrombozytiren Granula und konsekutiv zu einer Inflammation des Endothels (siehe

Abbildung 6) (modifiziert nach Massberg 2002).
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Abb 6: Plittchen-Endothelinteraktion

Pldittchen interagieren mit Endothelzellen, werden dabei aktiviert und degranulieren. Durch
die Freisetzung potenter proinflammatorischer Mediatoren aus den thrombozytiren Granula
(Abb. 5) werden Endothelzellen aktiviert und exprimieren/sezernieren Chemokine und
Adhdsionsmolekiile. MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1, ICAM-1: intercellular
adhesion molecule—1, uPAR: urokinasetype Plasminogen Activating Receptor, NF-kB:
Nuclear-Factor-xB (modifiziert nach Gawaz 2001).
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1.5 Antithrombozytire Substanzen

In Abbildung 7 sind die verschiedenen Wirkorte der bei der Therapie des akuten Koro-

narsyndroms verwendeten antithrombozytiaren Substanzen dargestellt.

Kollagen, Thrombin, ADP, Scherstress...

A

/- R
/ Granula COX-1

AA — P TXA,

A, )
oY Aktivierung | ¢—————

GPIIb-IlIa
* . Abciximab
' l Tirofiban

ASS

Clopidogrel

Fibrinogen-Bindung
Aggregatbildung

Abb 7: Wirkorte von Antithrombotika

(1) ASS hemmt die Bildung von Thromboxan (TX A;) und dessen Wirkung auf den Thromboxan-
rezeptor (T-R). (2) Thienopyridine blockieren den P2Y;,-ADP-Rezeptor und hemmen dariiber ADP-
induzierte Aktivierungsmechanismen. Beide Substanzklassen wirken damit intrathrombozytdr
inhibitorisch auf die Signaltransduktion. (3) Dagegen ist der Wirkort von GPIIb-Illa-Blockern
extrathrombozytir. R: spezifische Pldttchenrezeptoren fiir die chemischen Agonisten und

physikalische Einwirkung wie Scherstress;, AA: Arachidonsdure (modifiziert nach Schror 2002).

Zwar ist der Synergismus dieser drei unterschiedlich am Plittchen angreifenden
Medikamente bisher hinsichtlich des klinischen Outcomes untersucht worden, eine detaillierte
Untersuchung der Effekte dieser kombinierten Therapie auf die Funktion der Thrombozyten

ist jedoch bislang nicht erfolgt.
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1.5.1 Acetylsalicylsidure

ASS hemmt selektiv und irreversibel die Zyklooxygenase-1 (PGH-Synthetase), ein
ubiquitidr im Organismus vorkommendes Enzym, das die Biosynthese von Prostaglandinen
und anderer FEikosanoide katalysiert und in den Dbeiden Isoenzymformen
Zyklooxygenase-1 (COX-1) und Zyklooxygenase-2 (COX-2) vorkommt (Patrono 1994).
COX-1 ist die konstitutive Form des Enzyms, das unter anderem die Synthese von
Prostazyklin katalysiert, welches nach Bildung und Freisetzung durch das Gefédendothel
antithrombogene und bei Freisetzung durch die Magenmukosa eine zytoprotektive Wirkung
entfaltet. Im Blutplédttchen wird durch COX-1 das prothrombogene Thromboxan gebildet.
COX-2, eine in Leukozyten enthaltene und durch Mitogene induzierbare Form, ist
vorwiegend fiir die Synthese von Prostaglandinen verantwortlich, die an Entziindungs- und
Schmerzprozessen beteiligt sind (Cohen 1976, Wu 2002).

Im Blutpldttchen entsteht aus den Prostaglandin-Endoperoxiden hauptséchlich
Thromboxan A,, das vasokonstriktorisch wirkt und die Aggregation der Thrombozyten
fordert. In den Zellen des Geféllendothels hingegen wird hauptsidchlich Prostazyklin PGl,
gebildet. Prostazyklin PGl, hemmt im Gegensatz zu Thromboxan A, die Plattchenaggregation
und erweitert die Gefalle (Schror 1993). ASS hemmt sowohl die Thromboxansynthese in den
Blutplittchen als auch die Prostazyklinsynthese in den Endothelzellen (,,Aspirin-Dilemma‘).
Im Gegensatz zu Thrombozyten sind die kernhaltigen Endothelzellen jedoch in der Lage, die
durch Einwirkung von ASS funktionsuntiichtig gewordene Zyklooxygenase neu zu
synthetisieren. Der inhibitorische Effekt von ASS auf die Endothelzellen ist somit schwécher
und kiirzer, insbesondere bei Gabe von ASS in niedrigen Dosierungen (Schror 1997).

ASS wird nach oraler Gabe rasch und vollstdndig absorbiert; die Absorptionszeit betragt
5-16 Minuten. Nach oraler Gabe gelangt der grofite Teil der ASS (> 80 %) unveréndert in den
Diinndarm und nach Passage durch die Darmwand iiber das Pfortaderblut in die Leber.

Nach Einnahme von 100 bzw. 300 mg ASS stellen sich maximale ASS-Plasmaspiegel
nach ca. 30 Minuten ein. Die Halbwertszeit von ASS wurde im Blut mit 15-20 Minuten
bestimmt, die Bindung an die Thrombozyten ist jedoch irreversibel, so dass die Wirkung

ca. sieben Tage anhélt (Hardman 2001).
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Mit steigender Tagesdosis nimmt die Komplikationsrate in Form von gastrointestinalen
Nebenwirkungen deutlich zu. Aus diesem Grunde empfiehlt die American Heart Association
den Einsatz von Tagesdosen im Bereich von 75-325 mg (Motz 1994, Hennekens 1997).
Das Risiko, eine schwerwiegende intrazerebrale Blutung unter ASS-Dauertherapie zu

erleiden, liegt bei unter 0,5 % pro Jahr (Schror 1997).

1.5.2 Thienopyridine

Nach ihrer Umwandlung in der Leber zu einem aktiven Metaboliten inhibieren
Thienopyridine die ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung, indem sie selektiv und
irreversibel die Antwort am P2Y;-Rezeptor verhindern (Herbert 1993, Savi 1994,
Schrér 2000). Uber Beeinflussung dieses ADP-Rezeptors bewirken Thienopyridine eine
Hemmung der ADP-induzierten Senkung des thrombozytiren cAMP-Spiegels und somit der
intrazelluldren Calciumfreisetzung und ADP-induzierten Sekretion der o-Granula
(Harker 1993, Nurden 1995).

Die Inhibierung dieser intrazelluldren Signalkaskade bewirkt auch eine Blockierung der
Pléattchenadhision an das Subendothel. Des weiteren reduzieren Thienopyridin-Priparate
(Ticlopidin und Clopidogrel) die Scherkraft-induzierte Plattchenaggregation und —sekretion
(Jarvis 2000).

Thienopyridine wirken synergistisch zu ASS. Dementsprechend ist eine kombinierte
Therapie mit ASS und Thienopyridinen effektiver in der Hemmung der Thrombozyten-
aktivierung und —aggregation als das jeweilige Pharmakon alleine (Herrman 1998).

Die heute bevorzugt eingesetzte Substanz in der Gruppe der Thienopyridine ist das
Clopidogrel. Die Vorteile von Clopidogrel gegeniiber Ticlopidin sind ein schnellerer
Wirkungseintritt sowie eine Reduktion der Rate an Nebenwirkungen wie Blutungen, Diarrhoe
und der thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (Bennett 1999, Mishkel 1999,
Bennett 2000, Michel 2000, Miiller 2000, Gawaz 2001, Miiller 2001, Pache 2002).

Bei der sekundéren Pridvention ischdmischer Ereignisse konnte die Wirksamkeit von
Clopidogrel — im Vergleich zu dem bisherigen ,,Goldstandard ASS —bewiesen werden. Das
CAPRIE Steering Committee konnte sogar in der Pridvention des kombinierten Risikos
ischdmischer Ereignisse (Myokardinfarkt, Schlaganfall, perpipherer Gefdfverschluss) eine
Uberlegenheit gegeniiber ASS demonstrieren (The CAPRIE Steering Committee 1996).
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1.5.3 GPIIb-IIIa-Antagonisten

Im Gegensatz zu den Plittchenfunktionshemmern ASS und Clopidogrel, welche die
intrathrombozytdren  Signalkaskaden hemmen, blockieren die Antiintegrine wie
z. B. Abciximab und Tirofiban direkt die Fibrinogenbindung am aktivierten
GPIIb-IITa-Komplex und somit die letzte gemeinsame Endstrecke aller Reaktionswege, die
zur Thrombozytenaggregation fiithrt (Gawaz 1999, Schrér 2000). Damit bewerkstelligen
sie bei lebensbedrohenden intravasalen Plédttchenaktivierungen, wie dem akuten Koronarsyn-
drom, die wirkungsstérkste Inhibition der Plittchenaggregation (Faulds 1994).

Es besteht ein enges therapeutisches Fenster, um eine optimale Hemmung der
Plattchenaggregation zu erzielen. So miissen stindig iiber 80 % der Gesamtrezeptorzahl
blockiert werden, da sonst keine zuverldssige antithrombozytire Wirksamkeit gegeben ist
(Steinhubl 2000). Hohere Rezeptorblockierungen iiber 90 % hingegen erhéhen das
Blutungsrisiko. Die Hemmung der Plattchenaggregation durch niedermolekulare Fibrinogen-
rezeptorantagonisten korreliert mit dem Grad der GPIIb-IIla-Rezeptorblockade in einer steilen
Dosis-Wirkungs-Beziehung, welche die Dosierung der Fibrinogenrezeptorantagonisten
erschwert (Coller 1998, Cox 1998). Bei den meisten GPIIb-IIla-Antagonisten fiihren kleine
Verdanderungen der Bioverfiigbarkeit des Inhibitors zu grof8en Variationen der Aggregation
(Coller 1998).

Neben ihrer antithrombozytiren Wirkung besitzen GPIIb-IIIa-Antagonisten eine
sogenannte intrinsische Aktivitédt. So fithrt die Bindung der GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten
zu einer Konformationsédnderung des Ziel-Rezeptors. Nach Abdissoziation vom Rezeptor
kommt es konsekutiv zu einer Expression von Liganden-induzierten Bindungsstellen (LIBS)
mit thrombozyten-aktivierender Wirkung (Du 1991, Honda 1998). Dieser Effekt wurde so-

wohl flir Abciximab als auch fiir Tirofiban in vitro nachgewiesen (Peter 1998).

Wihrend das Wirkprinzip der untersuchten GPIIb-IIIa-Antagonisten identisch ist,
unterscheiden sich die strukturellen, pharmakologischen Eigenschaften und die Spezifitit von
Abciximab und Tirofiban erheblich (Coller 1995, Mousa 1996, Madan 1998).

Abciximab ist ein chimires Derivat des monoklonalen Antikorpers 7E3, welcher gegen
den GPIIb-IITa-Komplex gerichtet ist (Topol 1996). Das Fc-Fragment wurde vom kompletten
Antikorper abgespalten, so dass Abciximab nur den Fab-Anteil aufweist. Zusitzlich wurde
der grofite Teil des unspezifischen murinen Fab-Anteils durch einen menschlichen Fab-Anteil

ersetzt (Coller 1983).
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Abciximab kreuzreagiert mit anderen Adhésionsmolekiilen der Integrinfamilie, dem
Vitronektinrezeptor (ayP3) auf Endothel- und glatten Muskelzellen und dem Mac-1-Rezeptor
auf Leukozyten (Tam 1998, Coller 1999). Abciximab ist ein nicht-kompetitiver Blocker des
Glykoprotein IIb-IIla (Faulds 1994). Nach Infusion persistiert thrombozytengebundenes
Abciximab fiir mehrere Tage und erreicht so eine allméhlich abklingende Hemmung der
Thrombozytenaggregation, die {iber mindestens 4 Tage wirksam ist (Gawaz 1998, Neumann
2001).

Der zweite untersuchte GPIIb-Illa-Rezeptorantagonist, Tirofiban, 1ist ein
nicht-peptidisches Molekiil, welches die geometrischen, stereotaktischen und Oberfléchenla-
dungseigenschaften der RGD-Sequenz imitiert und dadurch die Fibrinogenbindung hemmt
(Coller 1995, Mousa 1996). Tirofiban ist ein kompetitiver Inhibitor der Ligandbindung an
GPIIb-IlIa mit kurzer Plasmahalbwertzeit und Wirkdauer, so dass es als Dauerinfusion
appliziert werden muss, um eine kontinuierliche Hemmung der Thrombozytenaggregation zu
erzielen (Deckelbaum 1997, Kleiman 1998).

Wie aus groBlen klinischen Studien unter Einschluss von iiber 20 000 Patienten
hervorgeht, ist die Therapie mit GPIIb-IIla-Antagonisten bei heutiger Dosierung im
allgemeinen gut vertrdglich und sicher. Die Hauptnebenwirkung der GPIIb-I1Ia-Antagonisten
- besonders in Kombination mit weiteren Antithrombotika - besteht im Auftreten von
Thrombozytopenien und — auch speziell im Rahmen letzterer - unerwiinschten Blutungen
(Kleiman 1999, Nurden 1999, Tcheng 2000, Kondo 2002). Speziell bei Patienten, bei denen
unter laufender GPIIb-IIla-Therapie eine koronare Intervention oder Bypass-Operation
notwendig ist, muss mit erhohten Blutungskomplikationen insbesondere bei gleichzeitiger
Thrombozytopenie gerechnet werden (Berkowitz 1997, Giugliano 1998, Blankenship 1999).
Weitere beobachtete Nebenwirkungen wie Hypotension, Schwindel, Erbrechen und
Kopfschmerzen treten mit einer Inzidenz von 5-15 % der behandelten Félle dhnlich haufig

auf, wie bei Placebo behandelten Patienten (Tcheng 1994).
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1.5.4 Heparin

Heparin ist ein Glykosaminoglycan, bestehend aus einer heterogenen Mischung von
unterschiedlich langen Molekiilketten. Trotz bereits jahrzehntelanger Anwendung wurde der
Mechanismus der antikoagulatorischen Wirkung von Heparin erst 1973 aufgeklart
(Rosenberg 1973). Heparin erhoht etwa 1000fach die Affinitit des Plasmaproteins
Antithrombin (AT) fiir die Bindung von Thrombin (Faktor IIa), Faktor Xa und Faktor IXa.
Dadurch wird die prokoagulatorische Aktivitit dieser Gerinnungsfaktoren herabgesetzt.
Heparin ist daher kein direkter, sondern ein indirekter Inhibitor der Blutgerinnung
(Lam 1976).

Die Metaanalyse der wichtigsten Studien zur Heparingabe bei instabiler Angina pectoris
ergibt fiir die Kombination von Heparin und ASS im Vergleich zur ASS-Monotherapie eine
relative Reduktion des Risikos von Tod und Myokardinfarkt von 32 % (White 1998).
Intravends appliziert kommt es zu einem schnellen Eintritt der Wirkung (ca. 30 Sekunden),
welche dosisabhédngig 2-4 Stunden anhilt (Armstrong 1997).

Nachteile des unfraktionierten Heparins sind der variable antithrombotische Effekt
aufgrund starker Plasmaproteinbindung, die fehlende Hemmung von thrombusgebundenem
Thrombin, die heparininduzierte Thrombozytenaktivierung, die Hemmbarkeit durch
Plittchenfaktor 4, sowie als hiufigste Nebenwirkung Blutungen bei Uberdosierung,

allergische Reaktionen und Thrombozytopenien (Kiittler 1996).

1.6 Therapie des akuten Koronarsyndroms

ASS hat seine antithrombotische Wirksamkeit bei der Primarprophylaxe und Therapie
kardiovaskuldrer Erkrankungen in einer Vielzahl klinischer Studien unter Einschluss von
insgesamt mehr als 30 000 Patienten unter Beweis gestellt (,,British Doctor’s Trial*:
Peto 1988, ,,Montreal Heart Study*: Theroux 1988, Steering Committee of the Physician’s
Health Study 1989, The RISC-Group 1990, Antiplatelet Trialists Collaboration 1994). Die
Ergebnisse zeigen, dass die frithzeitige Gabe von ASS die Letalitit und Reinfarkthdufigkeit
bei akutem Koronarsyndrom signifikant vermindert.

Zur Revaskularisation stenosierter und okkludierter Gefd3e hat sich zunehmend die der
Lyse-Therapie beziiglich Nebenwirkungen und Therapieerfolg {iberlegene koronare

Intervention (PTCA und Stent-Implantation) durchgesetzt (Topol 1998).
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Schomig et al konnten mittels serieller szintigraphischer Untersuchungen bei Patienten
mit Myokardinfarkt ein héheres Uberleben von Myokard nach Intervention gegeniiber Lyse
nachweisen (p = 0,02), auch das kumulative Ereignis von Tod, Reinfarkt oder Schlaganfall
nach sechs Monaten war in der Stentgruppe niedriger als in der Alteplasegruppe (p = 0,02;
»STOP-AMI I Studie*: Schomig 2000).

Jedoch limitiert die durch den Eingriff bedingte gesteigerte Aktivierung von
Blutpliattchen den Erfolg von koronaren Interventionen, indem sie bedeutsam zu dem
Auftreten thrombembolischer Komplikationen beitrdgt (Lincoff 1992, Neumann 1996). Da
die bisherige Therapie — bestehend aus ASS und Heparin - die Inzidenz der sich hiufig
entwickelnden Stent-Thrombosen nur inaddquat senken konnte, war eine verstirkte Inhibition
der Plattchenaggregation notwendig (Lincoff 1992, Le Breton 1996, White 1998).

Durch die Entwicklung potenter Aggregationshemmer in Form der Thienopyridine
konnte die periinterventionelle antithrombozytire Therapie akuter Koronarsyndrome
entscheidend verbessert werden. Jiingste Studien belegen, dass der synergistische Einsatz von
ASS und Ticlopidin der ASS-Monotherapie und Antikoagulation in der Reduktion der
post-interventionellen  ischdmischen =~ Komplikationen nach Implantation koronarer
GefaBstiitzen deutlich tiberlegen ist (,,ISAR-Studie”: Schomig 1996, ,,FANTASTIC Studie*:
Bertrand 1998 , ,,STARS-Studie*: Leon 1998, ,MATTIS-Studie: Urban 1998). Auch haben
die Ergebnisse der internationalen Studie zu ,,Clopidogrel in Unstable angina to prevent
Recurrent Events (CURE) die Uberlegenheit einer Kombinationstherapie von Clopidogrel
und ASS im Vergleich zu einer ASS-Monotherapie hoch signifikant bewiesen. So kommt es
bei Patienten, die mit dem neuen Thienopyridin-Derivat Clopidogrel therapiert werden,
signifikant seltener zum Tod durch kardiovaskuldre Ursachen, nicht tddlichem
Myokardinfarkt oder Schlaganfall (9,3 %) als bei Patienten der Kontrollgruppe (11,4 %)
(The CURE Committee 2000).

In Anwesenheit hoher Konzentrationen starker Agonisten der Thrombozytenaktivierung
(z. B. Thrombin) konnen jedoch auch Thienopyridine in Kombination mit ASS die
Thrombozytenaggregation nicht ausreichend verhindern (Neumann 2002). Dieses Problem in
der Behandlung akuter Koronarsyndrome konnte in groBem AusmalBl durch adjuvante

Blockade der GPIIb-IIla-Rezeptoren iiberwunden werden.
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In klinischen Studien der Phase III konnte fiir die GPIIb-IITa-Antagonisten Abciximab
und Tirofiban gezeigt werden, dass die Substanzen gut vertriglich sind und bei Patienten mit
instabiler Angina pectoris oder Myokardinfarkt zu einer erheblichen Verbesserung der
Uberlebensrate nach koronarer Intervention fiihren.

Aus den Studien mit Tirofiban ergibt sich, dass durch zusdtzliche Gabe des
GPIIb-IIla-Antagonisten zur Standardtherapie - bestehend aus ASS und Heparin - unabhingig
von der weiteren Therapie das Mortalitits- und Morbiditétsrisiko von Patienten mit akutem
Koronarsyndrom giinstig beeinflusst werden kann (The RESTORE Investigators 1997,
The PRISM-PLUS Investigators 1998). In der EPILOG, CAPTURE und RAPPORT-Studie
wurde die Wirksamkeit von Abciximab bei Patienten mit instabiler Angina pectoris oder
Mpykardinfarkt untersucht. Auch hier zeigte sich eine signifikante Verbesserung des Outcomes
gegeniiber der  bisherigen  medikamentdsen ~ Standardtherapie  (The  EPILOG
Investigators 1994, The CAPTURE Investigators 1997, The RAPPORT Investigators 1998).

Die EPISTENT-Studie hatte die bisherige adjuvante Therapie bestehend aus ASS um
Ticlopidin erweitert. Hier wurde erstmals der synergistische Effekt aller drei Substanzklassen
(ASS, Thienopyridine und GPIIb-IIIa-Rezeptorantagonisten) mit der ASS-plus-Heparin
Therapie verglichen. Fazit der Studie war, dass in der Abciximabgruppe die Ereignisse
beziiglich des primédren Endpunktes (Tod, Myokardinfarkt und dringliche Revaskularisation)
um 43 % gegeniiber der Heparingruppe gesenkt werden konnten (p < 0,005; The EPISTENT
Investigators 1998).

Die TARGET-Studie war die erste klinische Studie, welche die beiden Fibrinogen-
rezeptorantagonisten Abciximab und Tirofiban unter gleichen klinischen Bedingungen direkt
miteinander verglichen hat. In dieser multizentrischen sog. non-inferiority Studie wurde der
Einfluss von Abciximab und Tirofiban — mit adjuvanter Therapie bestehend aus ASS und
Clopidogrel - auf die Verminderung des Auftretens von Tod, Myokardinfarkt und dringlicher
Revaskularisation bei Patienten mit stabiler Angina pectoris und Patienten mit akutem
Koronarsyndrom nach 30 Tagen und sechs Monaten untersucht. In der Gruppe mit akutem
Koronarsyndrom erlitten die mit Abciximab therapierten Patienten nach 30 Tagen und sechs
Monaten signifikant weniger Myokardinfarkte (p = 0,032) und mussten sich auch signifikant
seltener einer Re-Intervention unterziehen (p = 0,041). Die Todesrate war jedoch in beiden

Behandlungsarmen gleich hoch (p = n.s.; The TARGET Investigators 2001).
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Der Einsatz von intravendsen GPIIb-IIla-Rezeptorblockern, kombiniert mit einer oralen
antithrombozytiren Therapie bestehend aus ASS und Clopidogrel, hat zwar die klinische
Prognose von Patienten nach koronarer Stentimplantation signifikant verbessert
(Neumann 1998, Lincoff 2000, Bertrand 2000). Doch obgleich sich der Einsatz dieser
antithrombozytdren Kombination zu einer Standardtherapie bei der intrakoronaren
Intervention entwickelt hat, fehlen detaillierte Untersuchungen iiber die synergistischen
Effekte auf die Thrombozytenfunktion und die plittchen-induzierte Aktivierung des
Endothels. Des weiteren ist bis heute unklar, ob die pharmakodynamischen Unterschiede
zwischen den beiden GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten Abciximab und Tirofiban von einer

Relevanz beziiglich ihrer Wirkungseffektivitét in vivo an Thrombozyten sind.
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1.7 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, in einer klinischen Studie den synergistischen
Einfluss unterschiedlicher antithrombozytirer Substanzen (ASS, Clopidogrel und
GPIIb-IIIa-Rezeptorblocker) vor und nach koronarem Stenting auf die Plittchenfunktion zu
untersuchen. Hierbei wird sowohl der Grad der Thrombozytenaktivierung, als auch der

zeitliche Verlauf bestimmt. Folgende Thrombozytenfunktionen werden iiberpriift:

a) Plattchenaggregation
b) Degranulation der Plattchen

¢) Thrombozytire Thrombingeneration

Des weiteren werden in einer experimentellen Studie der synergistische Effekt der
antithrombozytdren Therapie auf die plattchen-induzierte Endothelaktivierung untersucht.
Dabei werden die Auswirkungen der thrombozytiren Degranulation auf folgende

Eigenschaften von Endothelzellen bestimmt:

a) Chemotaktische Eigenschaften
b) Adhisive Eigenschaften
c) Fibrinolytische Eigenschaften

Zusitzlich  werden die  Auswirkungen der GPIIb-IIla-Blocker auf die
Plattchenaktivierung und die pléttcheninduzierte Endothelaktivierung direkt miteinander

verglichen.
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2 Patienten und Methodik

2.1 Klinischer Teil

2.1.1 Studienpopulation und Medikation

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde eine randomisierte klinische Studie
durchgefiihrt. Hierbei wurden insgesamt 20 konsekutive Patienten mit bekannter koronarer
Herzkrankheit eingeschlossen, die unter thorakalen Beschwerden litten und bei denen elektiv
eine intrakoronare Angioplastie mit Implantation einer koronaren GefaBstiitze (,,Stent®)
geplant war.

Anamnese, Untersuchung und Aufklirung der Patienten erfolgte durch den
diensthabenden Arzt. Alle Patienten wurden vor Studienbeginn aufgeklidrt und gaben ihr
Einverstindnis zur Studienteilnahme. Die Genehmigung des Studienprotokolls durch die
Ethikkommission der Technischen Universitidt Miinchen lag vor.

Die Indikationen fiir eine Stentimplantation waren eine Stenose von mehr als 50 %,
ein plotzlicher Gefdllverschluss sowie eine Dissektion infolge einer PTCA.

Von der Studie ausgeschlossen wurden Patienten mit einem erhohten Blutungsrisiko,
Blutgerinnungsstorungen oder Erkrankungen, die mit einer Stérung der Thrombozyten-

funktion einhergehen, wie im Folgenden aufgefiihrt:

Sepsis, chronische Entziindungen

Blutungsanamnese, bekannte Thrombozytenfunktionsstérung, Gerinnungsstdrung oder
bekannte Thrombozytopenie, Heparin-Unvertraglichkeit oder —allergie einschlielich
einer Heparin-induzierten Thrombozytopenie

Invasive koronare Eingriffe innerhalb der letzten 14 Tage oder koronare Bypassoperation
im letzten Monat

Aktive peptische Ulzera

Anhaltende Hypertension mit Werten von systolisch > 180 mmHg und/oder

diastolisch > 110 mmHg zu Beginn der Studie

Akutes Lungenddem, schwere Herzinsuffizienz (NYHA III-IV) oder kardiogener Schock

Chronisches Nierenversagen
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Ebenso wurden Patienten ausgeschlossen, die bereits dauerhaft vor Aufnahme
Thienopyridine, Phenprocoumon oder innerhalb der letzten 14 Tage vor Aufnahme

GPIIb-I11a-Blocker als Medikation erhalten hatten.

Alle Patienten waren bereits vor Studienbeginn mit einer taglichen Dosis von 100 mg
ASS oral eingestellt. Wihrend der Studie wurde diese Therapie in doppelter Dosis (200 mg)
fortgesetzt (Aspirin®, Fa. Bayer, Leverkusen, Deutschland). Als weitere Medikation erhielten
alle Patienten 24 Stunden vor der koronaren Intervention 300 mg Clopidogrel als
Ladungsdosis, gefolgt von 75mg pro Tag fiir die nichsten vier Wochen (Iscover®, Fa. Bristol-
Myers Squibb, Miinchen, Deutschland). Vor Beginn der Intervention wurden 500 mg ASS
intravends appliziert (Aspisol®, Fa. Bayer, Leverkusen, Deutschland). Nach initialer
angiographischer Darstellung der Koronararterien wurde ein intraarterieller Bolus von 70 L.E.
unfraktioniertem Heparin pro kg Korpergewicht verabreicht (Liquemin®, Fa. Hoffmann-
La Roche, Grenzach-Wyhlen, Schweiz; The EPILOG Investigators).

Die Randomisierung der Patienten in eines der beiden Behandlungsregime erfolgte
direkt vor der transluminalen perkutanen Stentimplantation durch das Ziehen versiegelter

Briefumschlége:

a) Abciximab: Bolus von 0,25 mg pro Kilogramm Korpergewicht, gefolgt von einer
laufenden Infusion mit einer Rate von 10 pg pro Minute fiir 12 Stunden (ReoPro®,

Fa. Lilly, GieBBen, Deutschland; The EPISTENT-Investigators 1998)

b) Tirofiban: Bolusgabe 10 pg pro Kilogramm Korpergewicht, gefolgt von einer
laufenden Infusion mit einer Rate von 0,15 pg pro Minute fiir 12 Stunden
(Aggrastat®, Fa. MSD Sharp & Dohme, Haar, Deutschland; The RESTORE-

Investigators 1997)

Der arterielle Zugang wurde bei einer aPTT unter 60 Sekunden entfernt.
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2.1.2 Probengewinnung

Die Blutentnahmen bei den Patienten wurden zu sechs verschiedenen Zeitpunkten

durchgefiihrt:

Vor der Gabe der Ladungsdosis von Clopidogrel,

24 Stunden nach der Ladungsdosis von Clopidogrel,

Zehn Minuten nach der intravendsen Bolusgabe des GPIIb-IIla-Antagonisten,
Sechs Stunden nach der Bolusgabe,

24 Stunden nach der Bolusgabe und

48 Stunden nach der Bolusgabe

Durch dieses Protokoll war es moglich, Verdnderungen im peripheren Blut wihrend der
Gabe der antithrombozytiren Substanzen und {iber einen ldngeren Zeitraum danach zu
messen. Die Proben wurden jeweils langsam aus einer Oberarmvene bei miBiger Stauung
durch Punktion mit einer 19 Gauche-Kaniile entnommen.

Fiir die durchflusszytometrische und die aggregometrische Messung wurden 10 ml Blut
in ein Rohrchen abgenommen, das mit 2,8 % Citrat antikoaguliert wurde (Citrat-Blut). Fiir die
koagulometrische Messung wurde in einer mit 1,0 ml bestiickten CPDA-Spritze (Fa. Greiner,
Frickenhausen, Deutschland) 9 ml Vollblut abgenommen. Ein 2 ml EDTA-RShrchen wurde
zur Bestimmung von Thrombozytenzahl, Hidmoglobin, H&matokrit und weiteren
Laborparametern entnommen. Die Citrat-Blut-Réhrchen und das CPDA-Vollblut wurden
innerhalb von 30 Minuten weiterverarbeitet. Die Bestimmungen der Laborparameter aus den
EDTA-Rohrchen erfolgten durch die Abteilung fiir Klinische Chemie des Deutschen

Herzzentrums Miinchen.
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2.1.3 Probenweiterverarbeitung

Zehn pl des Vollblutes wurden mit 2490 pl PBS-Puffer (Fa. Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Deutschland) fiir die Prdparation der Thrombozyten fiir die
Durchflusszytometrie verdiinnt (Verdiinnung 1:50).

Das Plattchen-reiche Plasma (PRP) wurde aus Citrat-Blut durch Zentrifugation
hergestellt (200 g bei 20° C fiir 10 Minuten). Der Uberstand (PRP) wurde daraufhin mit einer
Eppendorf-Pipette abgenommen und in ein 15 ml Kunststoffgefi3 (Falcon, Fa. Becton-
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) {iberfiihrt. Um Pldttchen-armes Plasma (PPP)
herzustellen, wurden 800 upl PRP bei 2000 Umdrehungen/Minute (ca.150 g) bei
Raumtemperatur drei Minuten zentrifugiert und 500 ul Uberstand abgenommen.
Anschliefend wurde die Thrombozytenzahl des PRP im Z#hlgerit (Fa. Sysmex, Norderstedt,
Deutschland) bestimmt und durch Zugabe von PBS auf eine konstante Plédttchenzahl von
2 x 10® pro ml eingestellt.

Fir die Bestimmung der plattchenabhdngigen Thrombingeneration wurde das
CPDA-BIlut bei 1.000 Umdrehungen/Minute (ca. 200 g) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Danach wurde der Plasmaiiberstand abpipettiert, die Zellzahl bestimmt und
gegebenenfalls auf 3 x 10° Plittchen/ml verdiinnt. Dieses PRP wurde bis zur

Weiterverarbeitung innerhalb von 1 Stunde auf Eis gelagert.

Die Thrombozyteniiberstinde fiir die Endothelaktivierung im Rahmen des
experimentellen Teils der Studie wurden wie folgt gewonnen:

Nach abgelaufener Aggregation (siche 2.1.4, Seite 26) wurden die Messkiivetten der
ADP 5 uM-, ADP 20 uM- und TRAP 25 uM-Stimulation jeweils in ein Eppendorf-Gefal3
tiberfiihrt und bei 2.000 U/min und Raumtemperatur 5 min zentrifugiert. Anschlieend
wurden von jedem Eppendorf-Gefdl 2 Aliquots a 200 pl mit einer Pipette in vorher
beschriftete Eppendorf-GefaBle gegeben und diese bei —20° C bis zur Weiterverarbeitung
gelagert.

Sédmtliche Pipettierungen wurden mit Pipetten der Firma Eppendorf, Hamburg,

Deutschland, durchgefiihrt.
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2.1.4 Aggregometrische Messung

Die Bestimmung der Aggregation erfolgte gemdf der turbidimetrischen Methode nach
Born et al. (Born 1962, Born 1963). Hierbei wird eine mit PRP gefiillte silikonisierte
Glaskiivette (Fa. BioData, Horsham, USA) unter Verwendung eines Riihrstibchens (konstant
1000 Umdrehungen pro Minute) mittels Magnetriihrer kontinuierlich durchmischt und bei
37° C inkubiert. Durch ein photometrisches Verfahren wird die plattchenbedingte Triibung
der Suspension anhand einer Referenzkiivette, die 500 pl PPP enthilt, bestimmt. Durch
Zugabe von 5 pl eines Plattchenstimulus (Endkonzentration: ADP 5 uM, ADP 20 uM oder
TRAP 25 uM) in die mit 470 pul PRP sowie 25 ul Chrono-Lume-Reagenz gefiillte Kiivette
kommt es zur Plittchenaktivierung und konsekutiv zur Aggregatbildung. Diese ist abhingig
von Calcium, welches im Citratblut und —plasma in ausreichender Konzentration vorliegt.

Da die Einzelplidttchen eine hohere Lichtstreuung als die von ihnen gebildeten
Agglomerate erzeugen, fiihrt die Aggregation zu einer Zunahme der Lichttransmission. Deren
Anderung iiber die Zeit (bis ca. fiinf Minuten nach Stimuluszugabe) wird als

Aggregationskurve aufgezeichnet.

Parallel zur Messung der Aggregation war am verwendeten Zwei-Kanal-Chronolog-
Aggregometer (Fa. Nobis, Endingen, Deutschland) auch eine Bestimmung des freigesetzten
ATP aus den dichten Granula der Thrombozyten mdglich. Dazu wurde dem PRP (470 pl)
25 ul  Chrono-Lume-Reagenz (Luziferin-Luziferase-Extrakt; Fa. Nobis, Endingen,
Deutschland) hinzugesetzt, das in Gegenwart von ATP luminesziert. Die bei der
ATP-Freisetzung entstehende Lumineszenz wurde von einem Photomultiplier erfasst und
mittels Schreiber aufgezeichnet. Zur quantitativen Bestimmung des ATPs wurde zum Anfang
jeder Einzelmessung statt der 5 pl Aggregationsstimulus (ADP 5 uM, 20 uM oder
TRAP 25 pM) 5 ul ATP-Standard (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland)

hinzugegeben, welches einer Stoffmenge von 2 nmol entspricht (Feinmann 1977).
Die Plittchenaggregation sowie die ATP-Freisetzung wurden bei 37°C gemessen. Die

Mess-Sensitivitdt fiir die Aggregation und die ATP-Freisetzung waren auf 0,1 Volt

eingestellt. Der Papiervorschub war auf 2 cm pro Minute festgelegt.
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2.1.4.1 Abgeleitete Werte aus der Aggregationsmessung

Wie in Abbildung 8 dargestellt, konnten durch die aggregatorische Messung sowohl die
grofte Amplitude (maximale Aggregation) und die groBite Steigung (,,Slope®) der
Aggregationskurve, als auch die ATP-Freisetzung (im Vergleich zum ATP-Standard)

bestimmt werden.

A
Steigung
A
=
8
A
é Maximale
: B Aggregationsverlauf Aggregation
= b
2 s A 4
— S
’ff Maximale
”/ ATP-Freisetzung ATP-Freisetzung
Stimulus R
Zeitverlauf

Abb 8: Auswertung der Lichtaggregometrie und Luminometrie

Anhand  der  Aggregationsverlaufskurve wurde sowohl die maximal mdgliche
Aggregation (in Relation zu der Eichungszacke als stirksten Zeigerausschlag), als auch die
Steigung der Kurve durch Berechnung des Quotienten aus a/b bestimmt. Diese Steigung zeigt
an, mit welcher Geschwindigkeit die Aggregation ablduft. Zur Bestimmung der Freisetzung
von ATP aus den dichten Granula wurde ebenfalls der maximale Ausschlag der aktuellen

Messung bestimmt und ins Verhdltnis zu dem ATP-Standard mit einer konstanten Menge von

2 nM gesetzt.
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Die Deaggregation, d. h. die Auflosung von bereits bestehenden Plattchenaggregaten,

errechnet sich durch die folgende Formel:

Aggregation nach 5 Minuten

Deaggregation = 100 -
(Maximale Aggregation/100)

2.1.4.2 Methodikbeschrinkung

Die Untersuchung von Thrombozytenfunktionen wird immer von dem potentiellen
Risiko einer artifiziellen Thrombozytenaktivierung in vitro, bei der Gewinnung oder
Verarbeitung der Proben, beeintrichtigt. Um fehlerhafte Ergebnisse zu vermeiden, wurden
deshalb samtliche methodischen Variablen innerhalb der untersuchten Patienten konstant
gehalten und auBlerdem alle Proben innerhalb kiirzest moglicher Zeit — max. eine Stunde -

verarbeitet.

2.1.5 Bestimmung der plittchenabhéingigen Thrombingeneration

Hierbei wurde die Spaltung von Thrombin aus Prothrombin innerhalb des
Prothrombinasekomplexes gemessen.

Es wurden zu insgesamt 6 Zeitpunkten vor und nach der Gerinnungsreaktion die
Bildung von Thrombin im PRP mittels eines chromogenen Substrates detektiert, welches bei
Vorhandensein von Thrombin in einen gelben Farbkomplex umgewandelt wird. Die Intensitét
dieses Komplexes wird photometrisch bei einer Wellenlinge von 450 nm in einem
ELISA-Reader gemessen. Die Geschwindigkeit der Substratbildung ist proportional zur
enzymatischen Aktivitit (Aronson 1992). Der Thrombingehalt in U/ml wird mittels einer
Standardreihe berechnet.

Das aus dem CPDA-Blut gewonnene und auf 3x10® Plittchen/ml verdiinnte PRP wird
zu je 300 pl in eine mit einer Stahlkugel bestiickte Kiivette (beides Fa. Strathmann, Berg,
Deutschland) im Kugel-Koagulometer KC 4A (Fa. Amelung, Lemgo, Deutschland) pipettiert.
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Fir die Negativ-Kontrolle wurde zusitzlich 200 pl Tyrodes Puffer (pH 7,4)
hinzugegeben, fiir die Positiv-Kontrollen 140 pl Tyrodes Puffer (pH 7,4) sowie
60 upl Thrombin (0,120 U/ml Endkonzentration; Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland) oder Tissue-Faktor (Fa. American diagnostica, Pfungstadt, Deutschland). Die
endgiiltige Konzentration von Tissue-Faktor betrug ein Zehntel der Menge, welche noétig ist,
um PPP in ca. 80 Sekunden zu clotten (Reverter 1996). Im Anschluss wurden in Dreifach-
Bestimmungen jeweils 10 pl der Positiv- und Negativ-Kontrolle und des Ausgangswertes in
die entsprechend markierten Wells der mit 90 pl einer 3,8 prozentigen Sodiumcitrat-Losung
(Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) pro Well vorbereiteten 96-Well-
Mikrotiterplatte (Fa. Greiner, Frickenhausen, Deutschland) fiir den Ausgangswert pipettiert
(siche Pipettierschema).

Nach Abnahme des Ausgangswertes wurden je 20 pl CaCl, [1Mol] zur Initiierung des
Adhésionsprozesses in die drei Testrohrchen pipettiert. Gleichzeitig mit dieser Startreaktion
wurde das Koagulometer gestartet, d. h. das Kreisen der Stahlkugel und der Start der
Stoppuhr zur Messung der Gerinnungszeit. Zu fiinf weiteren Zeitpunkten (20, 30, 40, 50 und
60 Minuten nach Starten der Clottreaktion) wurden wie beim Ausgangswert in Dreifach-
Bestimmungen jeweils 10 ul der Positiv- und Negativ-Kontrolle in die jeweiligen Napfe der
96-Well-Platte pipettiert (siche Pipettierschema).

Kurz vor Ende der Inkubationszeit wurde Thrombin in einer geometrischen
Verdiinnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve angesetzt und in Dreifachbestimmung zu
je 10 ul in die entsprechenden Nipfe der 96-Well-Platte hinzugegeben (siche Tabelle 1). Nach
der Pipettierung der Standardreihe wurde mit Hilfe einer Multichannel-Pipette 50ul von dem
Thrombin Substrat S-2238 (Fa. Chromogenix, Mailand, Italien; Anfertigung siche Tabelle 7
im Anhang, Seite 92) in alle Wells gegeben und der nun folgende Farbumschlag in dem
ELISA-Reader Dynatech MR 5000 (Fa. Dynatech, Denkendorf, Deutschland) bei einer
Wellenldnge von 405 nm und einer Referenz Wellenldnge von 630 nm kinetisch bestimmt
(Dickfeld 2001; Gerdte-Einstellung siehe Tabelle 9 im Anhang, Seite 110). Die durch die
Standardkurve mit Thrombin kalibrierte Auswertung [mO.D./min; O.D.: optische Dichte]
wurde vom angeschlossenen Drucker ausgegeben. Alle Messungen wurden bei 37° C

durchgefiihrt.
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Tab 1: Pipettierschema plittchenabhéngige Thrombingeneration

A | B | C | D | E | F
1 Thrombinstandard:
2
3 1.000 mU/I 500 mU/1 250 mU/1 125 mU/1 62,5mU/l 31,25 mU/1
4
5 Ausgangswert| 40 min | Ausgangswert| 40 min |Ausgangswert| 40 min
6
7
8 20 min 50 min 20 min 40 min 20 min 40 min
9
10
11 30 min 60 min 50 min 60 min 50 min 60 min
12

PBS Thrombin Tissue-Faktor

2.1.5.1 Methodikbeschrinkung

Es ist denkbar, dass ein Teil des pléttchenabhingig entstandenen Thrombins durch
Heparin-ATIII-Komplexe gebunden wurde und somit nicht mehr im Assay nachweisbar war.

Dies hitte moglicherweise eine Uberbewertung der Heparinwirkung zur Folge.

2.1.6 Durchflusszytometrische Messung

Die Markierung der Blutplittchen mit monoklonalen Antikdrpern und ihre
durchflusszytometrische Messung erlaubt die Erkennung von aktivierungsabhingigen
Verianderungen der thrombozytiren Membranglykoproteine (Michelson 1996). Damit ist die
Durchflusszytometrie die derzeitige Methode, um die funktionellen Aspekte der
Thrombozyten beziiglich Aktivierungsgrad und Degranulation zu iiberpriifen (Charo 1994,
Gawaz 1999).

Die Antikorper konnen durch ihre Konjugation mit fluoreszierenden Substanzen, wie
Phycoerythrin (PE) oder Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) nach ihrer Bindung an die
Thrombozyten in einem Durchflusszytometer registriert werden (Shattil 1987,
Michelson 1999). Dazu werden die monoklonalen Antikorper im vielfachen Uberschuss
eingesetzt, um geséttigte Konzentrationen zu erreichen (Becker 1994, Bock 1994,

Gawaz 1993, Gawaz 1994).
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Samtliche Messungen wurden an einem Zwei-Watt-Argonlaser ,,FACScan-Durchfluss-
zytometer” (Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) durchgefiihrt. Dieser wurde
mittels der im Handel erhiltlichen Standard-Fluoreszenz-Mikrobeads (Calibrite®,
Firma Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) geeicht. Die Auswertung der Daten er-
folgte durch das am Gerét angeschlossene Datenverarbeitungsprogramm (FACScan) des

Herstellers.

2.1.6.1 Immunologische Marker

Der Zustand hoher Affinitdt des aktivierten GPIIb-IIla fiir Fibrinogen kann mit Hilfe
des PAC-1 Antikorpers beurteilt werden, welcher kompetitiv an den aktivierten, nicht aber an
den nicht-aktivierten Komplex bindet (Taub 1989, Nurden 1999). Der Liganden-besetzte
Zustand, d. h. wenn GPIIb-Illa Fibrinogen gebunden hat, kann mit monoklonalen
Antikorpern, welche spezifisch fiir bestimmte Epitope auf den GPIIb-IIla-Rezeptoren, den
Liganden-induzierten Bindungsstellen (LIBS), sind, beurteilt werden (LIBS-Epitope: LIBS-1
und PMI-1; Ginsberg 1990, Phillips 1991). Diese Epitope werden weder von Blutplittchen
exprimiert, welche sich im Ruhezustand bedinden, noch von denen, die sich zwar im
aktivierten, jedoch nicht mit Liganden besetzten Zustand befinden. LIBS-Epitope befinden
sich sowohl auf der GPIIb als auch auf der GPIIIa Untereinheit des Rezeptors (Plow 1992).

Das Glykoprotein Ib/IX/V kann durch anti-CD42a-b-c markiert werden und fungiert
somit als Erkennungsmerkmal fiir Thrombozyten in der durchflusszytometrischen Erfassung
(Michelson 2000).

Die Bindung von anti-CD62P Antikdrpern zeigt spezifisch die Freisetzungsreaktion von

P-Selektin aus den thrombozytéren o-Granula an (Nurden 1994, McEver 1995).

2.1.6.2 Thrombozytenfirbung

Im klinischen Teil der vorliegenden Arbeit wurden jeweils 5 upl des Antikorpers
CD42-b-PE (Fa. Immunotech, Krefeld, Deutschland) und 5 pl eines spezifischen, FITC-
gefarbten, monoklonalen Antikérpers (Anti-PAC-1, Anti-LIBS-1 oder Anti-CD62P) sowie
35 ul in PBS gepuffertes Vollblut in vorher beschriftete Kunststoffrohrchen (Firma Becton-
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) pipettiert (Anti-CD62P: Fa. Immunotech, Krefeld,
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Deutschland; Anti-LIBS-1: freundlicherweise von Dr. Mark Ginsberg, Scripps Clinic,
La Jolla, USA, zur Verfiigung gestellt; Anti-PAC-1: Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg,
Deutschland). Jeder Probe wurde ein Agonist in Form von 5 pul ADP (50 uM Ausgangs-
konzentration), 5 ul ADP (200 uM Ausgangskonzentration) oder 5 ul TRAP (250 uM
Ausgangskonzentration) (TRAP und ADP: Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland)
zugegeben bzw. als unstimulierter Referenzwert 5 pl PBS. Auf diese Weise erhielt man ein

konstantes Gesamtreaktionsvolumen von 50 pl (Pipettierschema sieche Tabelle 7).

Tab 2: Pipettierschema fiir Durchflusszytometrie

CD42b PE CD42b PE CD42b PE CD42b PE

+ CD62P FITC + CD62P FITC + CD62P FITC + CD62P FITC
+PBS +ADP (0,05mM) |+ ADP (0,2 mM) + TRAP (0,25 mM)
CD42b PE CD42b PE CD42b PE CD42b PE
+PAC-1 FITC +PAC-1 FITC +PAC-1 FITC +PAC-1 FITC
+PBS +ADP (0,05 mM) |+ ADP (0,2 mM) + TRAP (0,25 mM)
CD42b PE CD42b PE CD42b PE CD42b PE

+ Libs-1 FITC + Libs-1 FITC + Libs-1 FITC + Libs-1 FITC
+PBS + ADP (0,05 mM) |+ ADP (0,2 mM) + TRAP (0,25 mM)

Anschliefend wurden die Proben unter Lichtausschluss und ohne Agitation 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Antikorperbindung wurde nach der Inkubationsphase
durch Zugabe von jeweils 300 pl einer 0,5 %-Paraformaldehyd-PBS-Losung (pH 7,4)
(Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) in die Kunstoffrohrchen gestoppt. Bis zur
durchflusszytometrischen Messung innerhalb von 24 Stunden wurden die Proben unter

Lichtausschluss bei 4° C aufbewahrt.
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2.1.6.3 Messung und Auswertung

Individuelle Zellen im kontinuierlichen Fluss wurden mittels eines Laserstrahles
detektiert (Warkentin 1990). Die entstehenden Streulichtsignale und die Fluoreszenz wurden
von spezifischen Photodioden erfasst. Auf diese Weise konnten sowohl die GroBle (forward
scatter) und die Granularitdt (sideward scatter) als auch die Oberfldchenexpression durch die
mit Fluorochrom markierten Antikérper gebundenen Antigene einer Zelle gemessen werden.
Somit ermdglichte dieses Verfahren die Messung und Klassifizierung mehrerer tausend
Zellen in kurzer Zeit (Michelson 1996).

Die Klassifizierung der Thrombozyten erfolgte dabei anhand der charakteristischen
Lichtstreuung und der fiir Blutplattchen spezifischen CD42b-PE Fluoreszenz. Der
Messbereich wurde selektiv auf die Plittchenpopulation eingestellt, wihrend Detritus und
andere Zellpopulationen, wie Leukozyten und Erythrozyten, nicht gemessen wurden. Der
Registrierbereich wurde vor jeder Messreihe konstant auf diesen Bereich eingestellt.

Die Einstellung erfolgte mit Hilfe der Zwei-Parameter-Darstellung. Hierbei kdnnen
zwel unabhingige Parameter wie z. B. Vorwirtsstreulicht und CD42b-PE-Fluoreszenz
zusammen abgebildet werden, indem sie auf x- und y-Achse gegeneinander aufgetragen

werden (sieche Abbildung 10).
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Vorwartslichtstreuung

Abb 9:Die Zwei-Parameter Darstellung in der Durchflusszytometrie

Jeder Punkt im Diagramm entspricht einer Zelle mit der entsprechenden
CD42-PE-Fluoreszenz und Vorwdrtslichtstreuung. Der aus den einzelnen Punkten
entstehende Streubereich ist charakteristisch fiir die Thrombozytenpopulation (modifiziert

nach Gawaz 2001).

Anschliefend wurde die spezifische FITC-Fluoreszenz der eingestellten Thrombozyten
in Form eines Histogramms dargestellt. Bei der Histogramm-Abbildung handelt es sich um
eine Ein-Parameter-Darstellung, bei der die x-Achse des Diagramms die Fluoreszenzintensitit
bezeichnet, wihrend die y-Achse die Anzahl der Ereignisse abbildet, um die eventuellen
Verdnderungen der Zelleigenschaften, wie z. B. die vermehrte Oberflachenexpression von
P-Selektin, innerhalb einer Zellpopulation zu beschreiben. Die auf der x-Achse aufgetragene
Intensitdt des Signals (Immunfluoreszenz) nimmt dabei proportional mit dem Abstand zu der
y-Achse zu. Pro Messung wurden 5000 Fluoreszenzereignisse registriert und deren Intensitit
in einer Verteilungskurve dargestellt. Die Fluoreszenzintensitit korreliert direkt mit der
Expressionsdichte des Antigens (siche Abbildung 11). Der Mittelwert der Kurvenverldufe
erlaubt eine quantitative Aussage iiber die Antikorperbindung und damit iiber die Exposition

thrombozytidrer Membranglykoproteine der aktivierten Thrombozyten.
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Abb 10:  Die Darstellung als Histogramm in der Durchflusszytometrie

Abgebildet sind jeweils die Intensitditsverteilungen von zwei Messproben mit je 5000
registrierten Fluoreszenz-Ereignissen. Die fett dargestellten Kurven stammen von Proben mit
stimulierten Thrombozyten und somit verdnderter Gesamtintensitdt, erkennbar an der
Verschiebung der Kurve in Richtung hoherer Fluoreszenzintensitditsbereiche (modifiziert

nach Gawaz 2001).

Die Geriteeinstellung fiir die Messung der Thrombozyten am Durchflusszytometer ist

in Tabelle 9 im Anhang dargestellt (siche Seite 107).

2.1.6.4 Methodikbeschrinkung

Die durchflusszytometrische Untersuchung erlaubt nur Aussagen iiber noch
zirkulierende Thrombozyten, nicht aber die Beurteilung einer Aktivierung von Blutpléttchen,
die bereits sequestriert wurden oder an Leukozyten gebunden waren (Gawaz1998). Demnach
wire es moglich, dass die thrombozytire Aktivitdt unterbewertet wurde, was besonders bei

Patienten mit geringer systemischer Thrombozytenaktivierung zum Tragen kommen konnte.
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2.1.7 Statistische Auswertung

Die Datenanalyse wurde mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests fiir nicht
normalverteilte Ergebnisse durchgefiihrt.
Es wurden nicht parametrische Testverfahren angewandt:
Friedmann- und Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben
Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney-Test fiir unverbundene Stichproben
p-Werte von < 0,05 galten als signifikant, von < 0,01 als hochsignifikant.
Die statistische Auswertung erfolgte durch das Programm ,,SPSS 10.0 for Windows*.

2.2 Experimenteller Teil

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der antithrombozytiren
Substanzen auf die plittcheninduzierte Aktivierung von Endothelzellen bestimmt. Zur
Bestimmung des Aktivierungsgrades des Endothels wurden Zellen der Tumorzelllinie
ECV-304 mit den Thrombozyteniiberstinden der Patienten der Abciximab- und der
Tirofibangruppe (jeweils n = 10) inkubiert und anschlieBend die Freisetzung von MCP-1 und
die Oberfldchenexpression von uPAR und ICAM-1 untersucht.

Als Kontrollgruppe dienten sechs gesunde Probanden, die mindestens 14 Tage vor der
Blutentnahme keine antithrombozytiren Substanzen eingenommen hatten. Die Blutentnahme
und die Gewinnung der Thrombozyteniiberstinde nach ADP- und TRAP-stimulierter
Aggregation erfolgte analog zu den beiden Patientengruppen (siehe 2.1.2 —2.1.4).

36



2.2.1 Kaultivierung und Gewinnung der ECV-304-Zellen

Die im ECV-304 Vollmedium, bestechend aus Medium-199, L-Glutamin,
Penicillin / Streptomycin (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) und foetalem
Kélberserum (FCS; Fa. Biochrom, Berlin, Deutschland), herangeziichteten Zellen der
immortalisierten Endothelzellinie ECV-304 (American Tissue Culture Company (ATCC),
Rockwell , USA) wurden mit einer Trypsin-EDTA-L6sung (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland) von der Zellkulturflasche (T-75 Flasche: Fa. Greiner, Frickenhausen,
Deutschland) abgelost (Gawaz 1997). Die gewonnene Zellsuspension wurde darauthin in
ein 50 ml Falcon (Fa. Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) {berfiihrt und mit
ECV-Zell-Vollmedium auf 30 ml aufgefiillt. Danach erfolgte eine flinfminiitige
Zentrifugation bei ca. 200 g. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 1 ml serum-
freiem Medium vorsichtig resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellzahl in der
Neubauer-Zihlkammer bestimmt und mit Vollmedium auf 5 x 10° Zellen pro pl eingestellt.

Die vorinkubierten ECV-Zellen wurden in die 96-Well-Mikrotiterplatten (Fa. Greiner,
Frickenhausen, Deutschland) zu je 8000 Zellen pro Napf ausgelegt. Nach einem Tag wurde
das Medium gewechselt und die Zellen mikroskopisch auf Konfluenz und evtl. Infektion
untersucht. Sobald ca. 80 % der Bodenfliche mit Zellen bedeckt waren, wurde mit der

Zellstimulierung begonnen.

2.2.2 Zellstimulierung

Nach dem Absaugen des Vollmediums und drei Waschschritten mit sterilem PBS wurde
in jedes Well 55 ul eines Gemisches aus FCS-freiem Medium und CPDA (Verhiltnis 4,5:1)
gegeben. Die restlichen 45 ul wurden entweder mit den Thrombozyteniiberstinden der
Patienten oder Probanden, oder der Positiv- (IL 1) bzw. Negativ-Kontrolle (PBS; beide
Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) in Dreifachbestimmung aufgefiillt
(siehe Tabelle 3).
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Tab 3: Pipettierschema Plittchen-Endothelinteraktion

1 \ 2 \ 3 4 | 5 \ 6
A Pat 1: 0Oh: ADPS5 Pat1: 48h: ADPS5
B Pat 1: Oh: ADP20 Pat1: 48h: ADP20
C Pat 1: Oh: TRAP25 Pat1: 48h: TRAP25
D Pat1: 24h: ADPS5 Pat1l: 72h: ADPS5
E Patl: 24h: ADP20 Pat1: 72h: ADP20
F Pat1l: 24h: TRAP25 Pat1: 72h: TRAP?25
G Pat1: 30h: ADPS5 Proband 1: ADP 5
H Patl: 30h: ADP20 Proband 1: ADP 20
I Pat1: 30h: TRAP25 Proband 1: TRAP 25
J Pat1: 36h: ADPS IL-1B  [100 pg/ml]
K Pat1: 36h: ADP20 PBS
L Pat1l: 36h: TRAP25

Nach einstlindiger Stimulierung im Brutschrank bei 37° C und flinf prozentiger
CO»-Sittigung wurde das Medium-CPDA-Uberstand-Gemisch abgesaugt und die Wells drei
mal mit sterilem PBS gewaschen, um die restlichen Thrombozyteniiberstinde zu entfernen.
Danach wurden die Zellen mit Vollmedium versorgt und fiir weitere 24 Stunden im
Brutschrank inkubiert.

Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die ECV-Uberstinde abpipettiert,
zentrifugiert und jeweils 150 pl dieser Ansdtze in einem Reaktionsgefdl bei —70° C zur
spiteren MCP-1 Bestimmung asserviert. Vor der Anfarbung der Zellen erfolgten wiederum

drei Waschschritte mit PBS.

2.2.3 Markierung der Zellen

Fiir die Bestimmung der Oberflichenexpression von ICAM-1 und uPAR wurden die
Zellen mit anti-CD54-FITC (Immunotech, Krefeld, Deutschland) bzw. anti-3936 Anti-Maus-
Antikorper (Epitop von uPAR; Fa. Loxo, Dossenheim, Deutschland) und RPE-konjugiertem
Kaninchen-Antimaus-Antikorper (Fa. Dako, Glostrup, Danemark) angefarbt (Gawaz 1997).
Zuerst wurden die Endothelzellen mit je 50 pl anti-3936-Anti-Maus-Antikorper
(Endkonzentration: 50 pg/ml) pro Well 30 Minuten inkubiert. Nach Absaugen des
Uberstandes und eines Waschschrittes wurde mit 50 ul/Well RPE (Endkonzentration:
50 pg/ml) fiir 30 Minuten versetzt, um den Maus-Antikorper zu detektieren
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und im FACS messbar zu machen. Anschlieend wurden die Zellen bei gleicher Menge und
Inkubationszeit mit anti-CD54-FITC (50 ng/ml) markiert.

Die doppelt gefirbten Zellen wurden im Anschluss mit Trypsin und mehrmaligem
Pipettieren von der Mikrotiterplatte geldst und mit 200 ul/Well 0,5 prozentigem PFA fixiert.
Bis zur durchflusszytometrischen Bestimmung der Oberflichenexpression von ICAM-1 und

uPAR wurden die Zellen bei 4° C und unter Lichtabschluss aufbewahrt.

2.2.4 Durchflusszytometrische Messung

Die durchflusszytometrische Zellanalyse erfolgte, wie unter 2.1.6 dargestellt (siche
Seite 30), innerhalb von 24 Stunden nach Zellmarkierung (Gawaz 1998) (Geriteeinstellung
siche Tabelle 7 im Anhang, Seite 108).

2.2.5 MCP-1 Bestimmung

Die Messung von MCP-1 in den Zelliiberstinden erfolgte mittels eines fertigen
ELISA-Kits der Firma R&D (Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) in einem
Konzentrationsbereich zwischen 30 und 2000 pg/ml (Dickfeld 2001).

Bei diesem Test wurden die asservierten Zelliiberstinde sowie die angefertigte
MCP-1 Standardreihe auf die mit monoklonalen anti-MCP-1 Antikorper beschichteten
Festplatten gegeben, so dass sich in der zweistiindigen Inkubationszeit Immunkomplexe
bilden konnten. Es folgten drei Waschschritte mit je 200 ul Waschpuffer. Nach der Zugabe
von Peroxidase wurden wihrend der einstiindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur die im
Konjugat enthaltenen enzymmarkierten polyklonalen Antikdrper an die vorher gebildeten
Immunkomplexe gebunden. Nach weiteren drei Waschschritten wurde die Substratlosung

hinzupipettiert.

Durch die Reaktion der an den polyklonalen Antikérpern anhaftenden Enzyme mit dem
Substrat kam es zu einer Farbentwicklung proportional der im initialen Schritt gebundenen
Menge an MCP-1. Diese Farbentwicklung wurde nach 20-miniitiger Inkubation durch Zugabe
der Stop-Losung zum Stillstand gebracht. Durch die anschlieBende Messung im

ELISA-Reader Dynatech MR 5000 (Fa. Dynatech, Denkendorf, Deutschland) bei 450 nm
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konnte die MCP-1 Konzentration der Proben anhand der Standardreihe bestimmt werden
(Geriteeinstellung siehe Tabelle 7 im Anhang, Seite 111). Die Messung der jeweiligen

MCP-1 Konzentrationen erfolgte in Doppelbestimmungen.

2.2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Darstellung erfolgte wie unter 2.1.7 beschrieben.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Teil
Im klinischen Teil der Studie wurden neben den Patientencharakteristika die

Plattchenaggregation, die thrombozytire Degranulation und die thrombozytire

Thrombingeneration verglichen.

3.1.1 Patientencharakteristika

Die beiden Studiengruppen waren hinsichtlich der Laborwerte und der

demographischen Daten zum Zeitpunkt der Aufnahme vergleichbar (siehe Tabelle 4 und 5).

Tab 4: Laborwerte der Patienten zum Zeitpunkt der Aufnahme
Abciximab Tirofiban p
(n=10) (n=10)

Himoglobin [g/dl] 139+14 14,1 +£1,5 0,633
Leukozyten [10°/1] 73+1,6 6,89+ 1,9 0,573
Thrombozyten [10°/1] 248,1+92,2 221,8 +44,2 0,633
GPT [UN] 11,5+43 13,3+ 10,4 0,762
LDH [UN] 172,0+ 71,0 183,1 £76,9 0,633
CRP [mg/1] 16,9+ 10,3 26,1 £ 27,5 0,696
Fibrinogen [mg/dl] 366,2 + 98,2 352,9 +149,7 0,515

Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen.
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Tab S: Demographische Daten der Studienpatienten

Abciximab Tirofiban p
(n=10) (n=10)

Geschlecht (M/W) 6/4 91 0,268
Alter (J), Mittelwert + SD 63 £10 63 t11 0,940
Koronare Mehrgefifierkrankung, n (%) 7 9 0,467
Anamnestischer Myokardinfarkt, n (%) 4 5 0,732
Z.n. PTCA, n (%) 4 6 0,470
Z.n. Stentimplantation, n (%) 2 5 0,269
Z.n. Bypassoperationen, n (%) 2 2 0,969
Kardiovaskuléres Risikoprofil, n (%)

Arterielle Hypertonie 10 9 0,728

Nikotinabusus 4 2 0,469

Diabetes mellitus 4 3 0,732

Hypercholesterindmie 8 8 0,969
Body Mass Index (Mittelwert + SD) 27,3 +£5,1 27,1 £3,1 0,910

Zwischen den beiden Studiengruppen gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede. SD:
Standardabweichung, PTCA: Percutaneous Transluminal Coronary Angioplasty.

Die intrakoronaren Stents wurden erfolgreich bei allen Patienten implantiert. Im
Anschluss war keine angiographisch erkennbare Dissektion zu erkennen. Wéhrend der
folgenden 30 Tage erlitt keiner der Patienten ein hohergradiges koronarischdmisches Ereignis,
definiert als Tod, Myokardinfarkt (Q-wave-Infarkt oder Creatinin-Kinase im Serum um mehr

als das 5-fache des oberen Limits erhoht) oder notwendige Re-Intervention.
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GroBe vaskuldre Ereignisse oder Blutungskomplikationen, wie zerebrale Hirnblutung,
gastrointestinale oder andere Blutung, die evtl. eine Transfusion erfordert hitten, wurden
nicht beobachtet. Ein Patient der Abciximab-Studiengruppe entwickelte am Ende der
Erhaltungsinfusion des GPIIb-IIla-Blockers eine Thrombozytopenie, welche sich nach

Beenden der Infusion innerhalb von 16 Stunden zuriickbildete.

3.1.2 Plittchenaggregation

Im Rahmen der Untersuchung der Thrombozytenaggregation wurden sowohl die
maximale Aggregation, die Deaggregation und die Steigung der Aggregationskurve als auch

die intrinsische- und die Fibrinogenrezeptor-Aktivierung bestimmt.

3.1.2.1 Maximale Aggregation nach 5 Minuten

Die Aggregation wurde mittels Lichttransmissions-Aggregometrie nach Stimulation mit
ADP 5uM, ADP 20 uM beziehungsweise TRAP 25 uM bestimmt.

In der Anwesenheit von ASS war eine 30-50 prozentige Inhibition der maximalen
Plattchenaggregation zu erkennen (siehe Abbildung 11). Die Behandlung mit ASS in
Kombination mit Clopidogrel fiihrte zu einer Reduzierung der Plittchenaggregation von
ungefdhr 60 % (ADP 5 uM) bzw. 45 % (ADP 20 uM), respektiv im Vergleich zur
ASS-Monotherapie (p < 0,05).

Bei der Verwendung von TRAP (25 upM), einem starken Stimulus der
Plattchenaggregation, zeigte sich eine weitere Hemmung der Aggregation bei kombinierter
Behandlung mit ASS und Clopidogrel um 14 % auf insgesamt 65 %. Nach der Bolusgabe von
Abciximab oder Tirofiban war die Thrombozytenaggregation bei schwacher Stimulation
(ADP 5 uM) oder mittlerer Stimulation (ADP 20 uM) um mehr als 90 % inhibiert, bei
starker Stimulation (TRAP 25 puM) um 80 % (beide Stimuli p < 0,05 gegeniber
ASS-Monotherapie). In gleicher Weise wurde die Aggregation infolge ADP- oder
TRAP-Stimulation bei laufender Infusion der beiden GPIIb-IIIa-Antagonisten um mehr
als 90 % bzw. 70 % gehemmt, wiederum signifikant im Vergleich zur ASS-Monotherapie
(p <0,05).
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36 Stunden nach Beendigung der Infusion der GPIIb-Illa-Rezeptorantagonisten erholte
sich die Plattchenaggregation in der Tirofibangruppe auf Werte von 35 % der maximalen
Aggregation bei mittlerer Stimulation (ADP 20 uM) bzw. 54 % der maximalen Aggregation
bei starker Stimulation (TRAP 25 pM), wihrend die maximale Aggregation in der
Abciximabgruppe nach mittlerer Stimulation 21 % (p < 0,05 gegeniiber Tirofiban) bzw. 54 %
nach starker Stimulation betrug. Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 10 aufgefiihrt
(siche Seite 112).
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Abb 11:  Plittchenaggregation nach S Minuten
Dargestellt ist die Pldttchenaggregation im Zeitverlauf vor, wihrend und nach der Koronar-
intervention. Bei Synergismus aller untersuchten Medikamente ist die Aggregation komplett
inhibiert. Mittelwert + Standardabweichung; n = 10 pro Studiengruppe; * p < 0,05 gegen-
iber ASS-Monotherapie; [%]: % der maximal méglichen Aggregation; GPIIb-Illa:
GPIIb-Illa-Blocker
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In Abbildung 1C) und 1D) sind repésentative Plittchen-Aggregations-Kurven
(ADP 20 pM-Stimulation) fiir Abciximab (Abb. 1C) und Tirofiban (Abb. 1D) gezeigt.
Wihrend der ASS-Monotherapie (0 h) ist die maximal mdgliche Aggregation kaum inhibiert.
24 Stunden nach der Ladungsdosis von Clopidogrel (24 h) ist der Ausschlag der Kurve bereits
deutlich geringer als bei ASS-Monotherapie. Zehn Minuten nach Bolusgabe des GPIIb-IIla-
Antagonisten (30 h) und wéhrend laufender Infusion der GPIIb-II1a-Blocker (36 h) ist die
Aggregation nahezu komplett inhibiert und 12 und 36 Stunden nach Beendigung der
Erhaltungsinfusion der Fibrinogenrezeptorantagonisten (48 h und 72 h) nimmt die
Aggregation wieder zu, wobei dieser Vorgang in der Tirofibangruppe stiarker ausgeprigt ist

als in der Abciximabgruppe.

3.1.2.2 Deaggregation

Die Auflosung von bereits bestehenden Plittchenaggregaten, d. h. die Deaggregation,
wurde wie unter 2.1.4.1 beschrieben berechnet. Die Werte fiir die Aggregation nach
fiinf Minuten und innerhalb fiinf Minuten sind im Anhang in Tabelle 10 und 11 aufgefiihrt
(siehe Seite 112 und 113).

Die Deaggregation erreichte bei Monotherapie mit ASS nach Inkubation mit ADP 5 uM
oder ADP 20 uM 9 % bzw. 1 %. Unter einer kombinierten Therapie mit ASS und Clopidogrel
stieg die Deaggregation auf 40 % nach Inkubation mit ADP 5 uM und bis ungefdhr 30 %
nach Stimulation mit ADP 20 uM (siehe Abbildung 12). Nach der intravendsen Bolusgabe
und auch wihrend der kontinuierlichen Infusion von Abciximab und Tirofiban stieg die
Auflosung der ADP 5 uM- und ADP 20 pM-induzierten Pléattchenaggregate auf 100 % in
beiden Studiengruppen.

Die Deaggregation nach Pldttchenaktivierung durch TRAP war bei ASS Monotherapie
0 % und bei der Behandlung mit ASS plus Clopidogrel 8 %. Auch die Gabe Abciximab oder
Tirofiban fiihrte zu keiner signifikanten Inhibition der Deaggregation bei TRAP-induzierter
Plattchenaggregation gegeniiber der ASS-Monotherapie. Nach Bolusgabe betrug die
Deaggregation 8 % in der Abciximabgruppe und 3 % in der Tirofibangruppe, bei laufender
Infusion 16 % in der Abciximabgruppe bzw. 2 % in der Tirofibangruppe.
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12 bzw. 36 Stunden nach Absetzen der GPIIb-IIla-Rezeptorblocker sank die
Deaggregation nach mittlerer Stimulation in der Abciximabgruppe auf 21 % bzw. 33 % und in
der Tirofibangruppe auf 32 % bzw. 39 %. Bei starker Stimulation betrugen diese Werte fiir
die Abciximabgruppe 13 % bzw. 5 % und in der Tirofibangruppe 3 % bzw. 5 %. Die
Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 12 aufgefiihrt (siche Seite 114).
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Abb 12:  Deaggregation

Es ist die Deaggregation, d. h. die Auflosung von bereits bestehenden Plittchenaggregaten,
im Zeitverlauf vor, wihrend und nach der Koronarintervention dargestellt. Unter einer
Kombination aller antithrombozytiren Substanzen ist eine komplette Deaggregation méoglich.
Mittelwert + Standardabweichung, n = 10 pro Studiengruppe; * p < 0,05 gegeniiber
ASS-Monotherapie
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3.1.2.3 Steigung der Aggregationskurve

Bereits die Kombinationstherapie aus ASS und Clopidogrel senkte die Steigung der
Aggregationskurve und damit die Geschwindigkeit der Aggregation bei schwacher und
mittlerer Stimulation (ADP 5 uM und ADP 20 uM) in beiden Gruppen. Die Werte betrugen
in der Abciximabgruppe 4,7 bzw. 6,8 (beide Werte p < 0,05 gegeniiber ASS-
Monotherapie)und in der Tirofibangruppe 5,5 bzw. 6,24 (p < 0,05 gegeniiber ASS-
Monotherapie). Durch zusidtzliche Bolusgabe und Infusion von Abciximab und
Tirofiban konnte die Aggregationsgeschwindigkeit bei schwacher und mittlerer Stimulation
bei beiden Studiengruppen deutlich unter 1,0 gesenkt werden (p < 0,01 versus ASS-
Monotherapie). Nach 12 bzw. 36 Stunden nach Absetzen der Erhaltungsinfusion
stiegen die Werte nach mittlerer Stimulation in der Tirofibangruppe bereits auf 3,5 bzw. 4,5
(p < 0,01 gegeniiber ASS-Monotherapie), wiahrend sich die Werte in der Abciximabgruppe
mit 1,4 und 2,5 langsamer Richtung Ausgangswert erholten (p < 0,01 gegeniiber ASS-
Monotherapie).

Bei Verwendung eines starken Stimulans (TRAP 25 uM) konnte die Kombination aus
ASS und Clopidogrel keine Hemmung der Aggregationsgeschwindigkeit gegeniiber der
ASS-Monotherapie erzielen. Erst durch Bolusgabe und Erhaltungsinfusion der
Fibrinogenrezeptor-Antagonisten war die Steigung in beiden Patientengruppen signifikant
gehemmt, auf 1,7 bzw. 2,8 in der Abciximabgruppe und auf 2,6 bzw. 2,2 in der
Tirofibangruppe (p < 0,01 gegeniiber ASS-Monotherapie). Hierbei war Abciximab dem
Tirofiban bei Bolusgabe in der Hemmung der Aggregationsgeschwindigkeit signifikant
tiberlegen (p < 0,01 gegeniiber Tirofiban). Bei TRAP-Stimulation zeigte sich in der
Tirofibangruppe eine raschere Erholung der Aggregations-Geschwindigkeit in Richtung
Ausgangswert als in der Abciximabgruppe. In der letzteren Patientengruppe stiegen die Werte
fiir den Slope 12 bzw. 36 Stunden nach Absetzen der Fibrinogenrezeptor-Blocker auf 3,5
(p < 0,01 gegeniiber Tirofiban) bzw. 5,1 (beide Werte p < 0,01 gegeniiber ASS-
Monotherapie) und in der Tirofibangruppe auf 6,3 (p < 0,01 gegeniiber ASS-Monotherapie)
bzw. 7,5 (p < 0,05 gegeniiber ASS-Monotherapie; siche Tabelle 6).
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Tab 6: Steigung der Aggregationskurve

Zeitverlauf 0Oh 24 h 30h 36h
ASS + + + +
Clopidogrel - + + +
GPIIb-IIIa - - + +
Heparin - - + -
Abciximab
ADP 5 7,1+27 4,7+ 1,3%* 0,2 £0,1** 0,4 £0,3**
ADP 20 8,7+3,2 6,8 £ 3,6%* 0,3+£0,1** 0,6 £0,3**
TRAP 25 9,9+3)5 10,4 £3,0 1,7 £0,6%*° 2,8 +0,8%*
Tirofiban
ADP 5 5,4+2,0 5,5+3,1 0,4+0,1%* 0,3+0,2%*
ADP 20 8,3+3,3 6,2 +3,5% 0,4 +0,2%* 0,4 +0,3*%*
TRAP 25 9,6 +2.38 9,3+2,6 2,6 £0,5%* 2,2+ 1,0%*

Dargestellt ist die Steigung der Aggregationskurve, d. h. die Geschwindigkeit, mit welcher die
Thrombozyten aggregieren, im Zeitverlauf vor, wihrend und nach der Koronarintervention.
Bei schwacher und mittlerer Stimulation ist die Steigung der Aggregationskurve durch Syner-
gismus aller untersuchten antithrombozytiren Substanzen nahezu komplett hemmbar. Alle
Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben; n = 10 pro Studiengruppe;
*p < 0,05 gegeniiber Abnahme ,,0 h*; ** p < 0,01 gegeniiber Abnahme ,,0 h*; °p < 0,05
Abciximab gegeniiber Tirofiban

3.1.3 Plittchenabhiingige Thrombingeneration

Die thrombozytire Thrombingeneration wurde weder durch ASS noch durch
Clopidogrel nach Stimulation mit Thrombin oder Tissue-Faktor beeinflusst. In Anwesenheit
von Heparin wurde dagegen der Anstieg der Thrombinaktivitit sowohl in Thrombin
stimuliertem als auch Tissue-Faktor stimuliertem PRP von einem Ausgangswert von
ca. 32 mO.D./min bzw. ca. 53 mO.D./min statistisch signifikant auf 16 mO.D./min bzw.
22 mO.D./min gesenkt (p < 0,05 gegeniiber ASS-Monotherapie) (siche Abb. 13). Nach
Absetzen des Heparins stieg die plattchenabhdngige Thrombingeneration bei laufender
Erhaltungsinfusion von Abciximab oder Tirofiban wieder auf das Niveau vom Ausgangswert.

Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 13 aufgefiihrt (siche Seite 115).
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Abb 13:  Plittchenabhiingige Thrombingeneration

Abgebildet ist die plittchenabhdngige Thrombingeneration im Zeitverlauf vor, wdhrend und
nach der Koronarintervention. Nur unter einer Therapie mit Heparin ist eine signifikante
Hemmung der pldttchenabhdngigen Thrombingeneration zu beobachten. Alle Werte sind als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben;, n = 10 pro Studiengruppe; * p < 0,05
gegentiber ASS-Monotherapie
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3.1.3.1 Durchflusszytometrie

Bei der Untersuchung von an der Plittchenoberfldche exprimiertem LIBS-1 zeigte die
Kombinationstherapie von ASS und Clopidogrel bei mittlerer und starker Stimulation
(ADP 20 uM und TRAP 25 uM) eine Inhibition gegeniiber der ASS-Monotherapie. In der
Abciximabgruppe sank die LIBS-1-Expression nach mittlerer bzw. starker Stimulation von
225 auf 207 bzw. von 241 auf 205 mittlere Immunfluoreszenz. In der Tirofibangruppe nahm
die LIBS-1-Expression von einem Ausgangswert von 224 auf 181 bei mittlerer Stimulation
bzw. von 218 auf 182 mittlere Immunfluoreszenz bei starker Stimulation ab (p < 0,05
gegeniiber ASS-Monotherapie).

Nach zusitzlicher Gabe der Fibrinogenrezeptor-Antagonisten fiel eine signifikante
Hemmung gegeniiber dem Ausgangswert durch Abciximab auf: 160 mittlere
Immunfluoreszenz bei mittlerer und 157 mittlere Immunfluoreszenz bei starker Stimulation
(p < 0,05 gegeniiber ASS-Monotherapie). Auch 48 Stunden nach Bolusgabe war eine
signifikante Hemmung der LIBS-1-Expression zu beobachten: 143  mittlere
Immunfluoreszenz bei mittlerer und 159 mittlere Immunfluoreszenz bei starker Stimulation
(p < 0,05 im Vergleich zur ASS-Monotherapie). Die Bolusgabe von Tirofiban hingegen fiihrte
nach mittlerer und starker Stimulation zu einem Anstieg der LIBS-1-Expression auf das
Niveau des Ausgangswertes. Bei laufender Infusion von Tirofiban stieg die
LIBS-1-Expression weiter an: von 219 auf 222 mittlere Immunfluoreszenz bei mittlerer und
von 217 auf 225 mittlere Immunfluoreszenz bei starker Stimulation. Erst 36 Stunden nach
Absetzen der Erhaltungsinfusion von Tirofiban sank der Wert gegeniiber dem Ausgangswert
auf 164 mittlere Immunfluoreszenz bei mittlerer (p < 0,05 gegeniiber ASS-Monotherapie) und
auf 167 mittlere Immunfluoreszenz bei starker Stimulation (p < 0,05 gegeniiber ASS-

Monotherapie; siche Tabelle 7)

Bei der Messung von aktiviertem GPIIb-IIla mit anti-PAC-1 fiihrte die Kombinations-
therapie von ASS plus Clopidogrel bei mittlerer und starker Stimulation zu einer deutlichen
Hemmung der PAC-1-Expression auf der Thrombozytenoberfliche gegeniiber dem
Ausgangswert (ASS-Monotherapie). Bei einem Ausgangswert von ca. 260 mittlere
Immun-fluoreszenz bei mittlerer und starker Stimulation sank die PAC-1-Expression auf ein
Niveau von ca. 225 mittlere Immunfluoreszenz nach mittlerer bzw. ca. 215 mittlere

Immunfluoreszenz nach starker Stimulation. Die Bolusgabe und die Infusion von Tirofiban
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fiihrten zu einer geringfiigigen weiteren Reduktion der Oberflichenexpression von PAC-1
gegeniiber der Kombinationstherapie von ASS und Clopidogrel.

Bei mittlerer Stimulation nahm die PAC-1-Expression auf 210 bzw. 186 mittlere
Immunfluoreszenz und bei starker Stimulation auf 204 bzw. 183 mittlere Immunfluoreszenz
ab. Durch die Bolusgabe und Erhaltungsinfusion von Abciximab konnte eine hoch
signifikante Senkung der PAC-1-Expression erzielt werden: 142 bzw. 140 mittlere
Immunfluoreszenz bei mittlerer Stimulation und 154 bzw. 141 mittlere Immunfluoreszenz bei
starker Stimulation (p < 0,01 gegeniiber ASS-Monotherapie). Diese inhibierende Wirkung
war auch 36 Stunden nach Absetzen von Abciximab zu erkennen; eine mittlere
Immunfluoreszenz von 149 bei mittlerer bzw. 139 nach starker Stimulation (p < 0,01
gegeniiber ASS-Monotherapie; sieche Abbildung 14). Die Originaldaten sind im Anhang in
Tabelle 115 angefiihrt (siehe Seite 117).
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Tab 7: LIBS-1-Expression

Zeitverlauf Oh 24 h 30h 36 h 48 h 72 h
ASS + + + + + +
Clopidogrel - + + + + +
GPIIb-I1Ia - - + + - -
Heparin - - + - - -
Abciximab
unstimuliert | 168 + 35 178 £29 | 150 +£22* | 165%40 130 £49 158 £21
ADP 5 237+50 | 211 +43° | 155+13%* | 168 +41° | 149 +32°%% | 161 +22°
ADP 20 225453 | 207+£45 [160+16°* | 171 £36° |143 £45°*| 166 + 38
TRAP 25 241 £60 | 205+48 |[157+15%*| 170 +£27° [ 159 £28%* | 179 +40°
Tirofiban
unstimuliert | 174 + 16 163 £ 16 177 £ 16 185+ 42 162 £21 151 £ 18°
ADP 5 213 +£47 18017 | 212£31 230+72 | 201+45 168 £+ 24
ADP 20 224+£51 | 181£16° | 219+34 | 222+67 199+43 | 164+ 16°
TRAP 25 218+53 | 182+17° | 217£40 | 225+£55 | 204+£39 | 167+18°

Mit der LIBS-1 Expression ist der Aktivitditszustand des GPIIb-Illa-Rezeptors im
Zeitverlauf unter der verwendeten antithrombozytidren Therapie dargestellt. Bei
Abciximab-Gabe ist eine signifikante Reduktion der LIBS-1 Expression zu beobachten. Alle
Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung der mittleren Immunfluoreszenz angegeben;
n = 10 pro Gruppe;, * p < 0,05 Abciximab gegeniiber Tirofiban; ° p < 0,05 gegeniiber
Abnahme ,,0 h*; GPIIb-Illa: GPIIb-1lla-Antagonisten
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Abb 14: PAC-1-Expression

Es ist die PAC-1 Expression im Zeitverlauf vor, wihrend und nach der Koronarintervention
dargestellt. Nach Gabe von Abciximab ist eine signifikante Hemmung der PAC-1 Expression
zu erzielen. Alle Werte sind als Mittelwert =+ Standardabweichung der mittleren
Immunfluoreszenz dargestellt; n = 10 pro Studiengruppe; * p < 0,05 gegeniiber
ASS-Monotherapie

55



3.1.4 Degranulation

Beziiglich der Degranulation wurden die Freisetzung der Inhaltsstoffe von a-Granula

(P-Selektin) und dichter Granula (ATP-Freisetzung) der Thrombozyten untersucht.

3.1.4.1 P-Selektin-Expression

Die ADP20 pM -induzierte Sekretion der o-Granula, die durch P-Selektin-Expression
in der DurchfluBzytometrie bestimmt wurde, war unter der kombinierten Therapie von ASS
und Clopidogrel im Vergleich zur ASS-Monotherapie deutlich gehemmt. In der
Abciximabgruppe sank die mittlere Immunfluoreszenz von 211 auf 187 und in der
Tirofibangruppe von 215 auf 190. Die Bolusgabe von Abciximab oder von Tirofiban
bewirkten beziiglich der aktivierungsabhingigen Hochregulation des oberfldchlichen
P-Selektins nur eine geringfiigige zusdtzliche Reduktion auf 180 mittlere Immunfluoreszenz
bei Abciximab und 189 mittlere Immunfluoreszenz bei Tirofiban. Unter kontinuierlicher
Infusion der GPIIb-IIla-Antagonisten stieg die P-Selektin-Expression im Vergleich zur
Kombinationstherapie aus ASS und Clopidogrel sogar tendenziell an, hierbei wurden bei
Abciximab eine mittlere Immunfluoreszenz von 202 und bei Tirofiban von 198 erreicht.

Auch unter starker Stimulation (TRAP 25 uM) fiihrte die Behandlung mit ASS plus
Clopidogrel zu einer Senkung der P-Selektin Expression, wobei diese in der Abciximab-
gruppe von 288 auf 264 mittlere Immunfluoreszenz bzw. in der Tirofibangruppe von 311 auf
278 mittlere Immunfluoreszenz gesenkt wurde. Ahnlich wie bei mittlerer Stimulation mit
ADP 20 uM konnte durch zusétzliche Gabe der GPIIb-IIla-Antagonisten nach starker
Stimulation nur eine geringfligige Wirkungsverstiarkung gegeniiber der Kombinationstherapie
aus ASS und Clopidogrel erzielt werden. So nahm die mittlere Immunfluoreszenz in der
Abciximabgruppe bei Bolusgabe auf 246 mittlere Immunfluoreszenz ab, stieg jedoch bei
laufender Infusion wieder auf 275 mittlere Immunfluoreszenz an. Bei der Tirofibangruppe
stagnierte die mittlere Immunfluoreszenz nach Bolusgabe bei 278 und nahm bei laufender
Infusion auf 270 ab.

Eine signifikante Inhibition der P-Selektin-Expression war demnach auch durch
Kombination aller untersuchten Medikamente nicht moglich (siche Abbildung 15;

Originaldaten sieche Tabelle 14 im Anhang, Seite 116).
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Abb 15:  P-Selektin-Expression

Anhand der P-Selektin Expression ist die a-Degranulation der zirkulierenden Thrombozyten
bei Patienten im Zeitverlauf vor, wihrend und nach der Koronarintervention dargestellt.
Auch unter kombiniertem Einsatz aller untersuchten Antithrombotika ist keine signifikante
Hemmung der P-Selektin Expression zu beobachten. Alle Werte sind als Mittelwert

+Standardabweichung der mittleren Immunfluoreszenz dargestellt; n = 10 pro Studiengruppe
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3.1.4.2 ATP-Freisetzung

Unter ADP 20 pM Stimulation konnte durch die kombinierte Gabe von ASS und
Clopidogrel eine deutliche Inhibition der ATP-Freisetzung gegeniiber dem Ausgangswert
erzielt werden. In der Abciximabgruppe wurde die ATP-Freisetzung von 0,212 nMol auf
0,097 nMol und in der Tirofibangruppe von 0,267 auf 0,176 nMol reduziert. Nach Bolusgabe
der GPIIb-Illa-Blocker konnte bei mittlerer Stimulation eine weitere Hemmung der
ATP-Freisetzung beobachtet werden. Bei Abciximab betrug die ATP-Freisetzung 0,073 nMol
und bei Tirofiban 0,133 nMol. Wahrend laufender Infusion und bis 36 Stunden nach Absetzen
der Infusion blieb die ATP-Freisetzung in der Abciximabgruppe nach mittlerer Stimulation
mit 0,073 bzw. 0,099 nMol auf Niveau des 30 Stunden—Wertes (Bolusgabe der
GPIIb-IITa-Blocker), in der Tirofibangruppe nahm die Freisetzung von ATP weiter gegeniiber
dem Ausgangswert (ASS-Monotherapie) ab (auf 0,135 bzw. 0,067 nMol).

Bei starker Stimulation (TRAP 25 puM) war in der Tirofibangruppe keine deutliche
Verdnderung gegeniiber dem Ausgangswert zu beobachten. So blieb die ATP-Freisetzung bei
den Abnahmezeitpunkten ,,24 h* bis ,,36 h* in einem Wertniveau von 1,116 nMol bei einem
Ausgangswert von 1,119 nMol. In der Abciximabgruppe nahm die Freisetzung von ATP unter
Abciximab-Bolusgabe und laufender Infusion gegeniiber dem Ausgangswert von 1,268 auf
0,968 bzw. 0,904 nMol ab. D. h. unter starker Stimulation war in der Abciximabgruppe bei
Gabe des GPIIb-Illa-Blockers eine gewisse Hemmung zu erkennen, jedoch konnte bei keiner
der beiden Patientengruppen keine signifikante Hemmung der ATP-Freisetzung gegeniiber

dem Ausgangswert erzielt werden (siche Tabelle 8).

58



Tab 8: ATP-Freisetzung

Zeitverlauf 0Oh 24 h 30h 36h

ASS + + + +

Clopidogrel - + + +

GPIIb-111a - - + +

Heparin - - + .
Abciximab

ADP 5 0,150+ 0,160 0,028 £ 0,030 0,022 +0,020* 0,014 £0,010*

ADP 20 0,212 +0,180 0,097 £ 0,050 0,073 +£0,040* 0,099 +0,100*

TRAP 25 1,268 £ 0,520 0,554 £ 0,440 0,968 + 0,680 0,904 £ 0,540
Tirofiban

ADP 5 0,153 +£0,189 0,035 £ 0,034 0,056 + 0,049 0,041 £ 0,059

ADP 20 0,267 £ 0,264 0,176 £ 0,162 0,135+0,144 0,067 = 0,089

TRAP 25 1,199 + 0,994 1,177 £ 0,579 1,116 = 1,003 1,116 £ 1,003

Anhand der ATP-Freisetzung ist die Sezernierung der dichten Granula der zirkulierenden

Thrombozyten bei Patienten im Zeitverlauf vor,wdihrend und nach der Koronarintervention

dargestellt. In beiden Gruppen ist unter einer kombinierten Therapie aller Antithrombotika

eine signifikante Reduktion der ATP-Freisetzung zu beobachten. Alle Werte sind als

Mittelwert + Standardabweichung [nMol] angegeben; n = 10 pro Studiengruppe; GPIIbllla:

GPIIbllla-Antagonisten, * p < 0,05 gegeniiber ASS-Monotherapie
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3.2 Experimenteller Teil

Um die Einfliisse der unterschiedlichen antithrombozytiren Therapieschemata auf die
plattcheninduzierte Endothelaktivierung zu bestimmen, wurden die endotheliale Sekretion
von MCP-1 und die endotheliale Oberflichenexpression von ICAM-1 und uPAR nach
Inkubation mit Uberstinden aus den Aggregationsbestimmungen der mit ADP 5 uM,
ADP 20 uM und TRAP 25 pM stimulierten Plittchen untersucht. Diese Uberstinde stammten
entweder aus den beiden Patientenkollektiven des klinischen Teils der Studie (Abciximab-

und Tirofibangruppe) oder aus der Kontrollgruppe (sechs gesunde Probanden).

3.2.1 ICAM-1-Expression

Weder die Inhibition der thrombozytiren Cyclooxygenase-1 (ASS) noch der
Antagonismus des thrombozytiren ADP- (Clopidogrel) oder Fibrinogen-Rezeptors
(Abciximab / Tirofiban) hatten einen statistisch signifikanten Effekt auf die pléttchen-
induzierte endotheliale ICAM-1-Expression. Auch durch Kombination aller untersuchten
antithrombozytiren Substanzen konnte weder bei mittlerer (ADP 20 pM) noch bei starker
Stimulation (TRAP 25 upuM) ein hemmender Effekt beobachtet werden. In der
Abciximabgruppe war bei mittlerer Stimulation gegeniiber dem Ausgangswert von
188 mittlere Immunfluoreszenz nur eine geringfiigige Senkung der ICAM-1-Expression
sowohl bei der Kombinationstherapie mit ASS und Clopidogrel als auch bei der Abciximab-
Bolusgabe zu verzeichnen (180 bzw. 187 mittlere Immunfluoreszenz; siche Abbildung 16).
Wiéhrend laufender Infusion sank die ICAM-1-Expression auf 172 mittlere
Immunfluoreszenz. Bei der Tirofibangruppe nahm die mittlere Immunfluoreszenz bei
Bolusgabe des Fibrinogenrezeptor-Antagonisten von einem Ausgangswert von 183 zunéchst
auf 199 mittlere Immunfluoreszenz zu und sank dann bei laufender Infusion auf 175 mittlere
Immunfluoreszenz.

Bei starker Stimulation waren in beiden Patientengruppen lediglich bei laufender
Infusion der GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten eine Hemmung der ICAM-1-Expression zu
erkennen. Von einem Ausgangswert von 180 in der Abciximabgruppe sank die mittlere
Immun-fluoreszenz auf 172, in der Tirofibangruppe nahm die ICAM-1-Expression von 182
auf 170 mittlere Immunfluoreszenz ab. Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 17

aufgefiihrt (siehe Seite 119).
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3.2.2 uPAR-Expression

Ahnlich wie bei der ICAM-1-Expression konnte durch keines der untersuchten
antithrombozytiren Pharmaka — auch in Kombination - eine statistisch signifikante Inhibition
der uPAR-Expression erzielt werden.

Bei mittlerer Stimulation wurde in der Abciximabgruppe nur bei laufender Infusion des
GPIIb-Illa-Blockers eine geringe Hemmung erzielt, hierbei sank die mittlere
Immun-fluoreszenz von einem Ausgangswert von 299 auf 284 (siche Abbildung 16). In der
Tirofibangruppe nahm die uPAR-Expression bei mittlerer Stimulation gegeniiber bei einem
Ausgangswert von 278 auf 297 mittlere Immunfluoreszenz zu. Bei laufender Infusion von
Tirofiban nahm die mittlere Immunfluoreszenz wieder auf 283 ab.

Bei Verwendung von stark stimuliertem PRP-Uberstinden kam es bei beiden Patienten-
gruppen nur bei laufender Infusion der GPIIb-IIla-Blocker zu einer gewissen Abnahme
gegeniiber dem Ausgangswert. In der Abciximabgruppe wurde die mittlere Immunfluoreszenz
bei einem Ausgangswert von 290 auf 281 gesenkt, bei der Tirofibangruppe sank die
uPAR-Expression von 277 auf 273 mittlere Immunfluoreszenz. Die Originaldaten sind im

Anhang in Tabelle 18 aufgefiihrt (siche Seite 120).

3.2.3 MCP-1 Freisetzung

Auch die MCP-1 Freisetzung konnte durch die in der vorliegenden Studie
angewendeten antithrombozytiren Strategien nicht signifikant inhibiert werden.

Wihrend bei beiden Patientengruppen bei mittlerer Stimulation die MCP-1 Freisetzung
nach Bolusgabe der GPIIb-IIla-Blocker gegeniiber dem Ausgangswert anstieg (von 0,613 auf
0,824 pg/ml bei Abciximab und von 0,541 auf 0,711 pg/ml bei Tirofiban), nahm die
Freisetzung von MCP-1 bei laufender Infusion wieder ab (auf 0,579 pg/ml bei Abciximab und
auf 0,550 pg/ml bei Tirofiban) (siche Abb. 16). Bei starker Stimulation hingegen wurde eine
Hemmung der MCP-1 Freisetzung gegeniiber dem Ausgangswert bei Bolusgabe von
Abciximab und Tirofiban erzielt (von 0,638 auf 0,534 pg/ml bei Abciximab und von 0,566
auf 0,469 pg/ml bei Tirofiban). Die Originaldaten sind im Anhang in Tabelle 16 aufgefiihrt
(siehe Seite 118). Die Uberstinde der Kontrollgruppe erhdhten sowohl die Expression von
ICAM-1 und uPAR als auch die MCP-1 Freisetzung signifikant gegeniiber dem Medium
(p <0,05).
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Abb 16: Plittcheninduzierte Endothelaktivierung

Dargestellt ist die pldttcheninduzierte Endothelaktivierung anhand der MCP-1 Freisetzung
und der uPAR- und ICAM-1 Expression. Die Patienten- und Kontrolliiberstinde wurden nach
mittlerer Stimulation (ADP 20 uM) gewonnen. Auch unter kombinierter antithrombozytdrer
Therapie konnten keine signifikanten Unterschiede gegeniiber Kontrolle beobachtet werden.

Alle Werte wurden als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt; n = 10 pro Studien-
gruppe
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4 Diskussion

Um das klinische Outcome von Patienten nach koronarem Stenting zu verbessern
kommen unterschiedliche thrombozyteninhibierende Substanzen, wie ASS, das Thienopyridin
Clopidogrel und die GPIIb-I1Ia-Antagonisten Abciximab und Tirofiban zum Einsatz.

Obwohl die Fibrinogenrezeptor-Antagonisten Abciximab und Tirofiban, kombiniert mit
einer Therapie bestehend aus ASS und Clopidogrel, in der interventionellen Kardiologie einen
weitverbreiteten Einsatz finden, fehlt bis heute ein direkter und detaillierter Vergleich ihrer
unterschiedlichen Effekte auf die Thrombozytenfunktion.

In der vorliegenden Studie wurden deshalb die plattcheninhibierenden Effekte der
beiden GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten, Abciximab und Tirofiban, jeweils kombiniert mit
Clopidogrel und ASS, im Zeitverlauf vor und nach der Implantation koronarer GefaBstiitzen

untersucht.

Die Hauptergebnisse dieser randomisierten klinischen Studie sind im Folgenden dargestellt:

(1) Es konnte gezeigt werden, dass beide GPIIb-IIla-Antagonisten nach Bolusgabe und
wiahrend kontinuierlicher Infusion gleichermaflen effektiv in der Hemmung der
Thrombozytenaggregation bei hochdosierter ADP- oder Thrombinrezeptor-Stimulation
waren. Aufgrund der unterschiedlichen pharmakokinetischen Eigenschaften der beiden
Priparate hatte Abciximab einen prolongierten inhibitorischen Effekt nach Beendigung der

Infusion im Vergleich zu Tirofiban.

(2) Wihrend die kombinierte Therapie mit ASS und Clopidogrel die Sekretion der
o-Granula geringfiigig vermindert hatte, konnte durch den Einsatz von Abciximab oder
Tirofiban kein weiterer inhibitorischer Effekt auf die thrombozytire Freisetzungsreaktion

erzielt werden.

(3) Keine der getesteten antithrombotischen Therapien hatte einen signifikanten Effekt
auf die Plattchen-induzierte Endothelzellaktivierung, wie anhand der endothelialen
Freisetzung von MCP-1 und der endothelialen Oberfldchenexpression von ICAM-1 und

uPAR demonstriert werden konnte.
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4.1 Plittchenaggregation und —deaggregation

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die adjuvante Therapie mit ASS und
Clopidogrel eine signifikante Inhibition der Plédttchenaggregation im Vergleich zur ASS-
Monotherapie bewirkt. Dies belegt, dass durch die gleichzeitige Inhibition der
Cyclooxygenase- und der ADP-abhingigen Pléttchenaktivierung (ASS und Clopidogrel) ein
additiver antithrombozytérer Effekt erzielt werden kann.

Entsprechend wurde in groBangelegten klinischen Studien gezeigt, dass durch
Kombination von ASS und Clopidogrel eine Reduktion von Stent-Thrombosen erzielt werden
konnte (Leon 1998, The CURE Committee 2001). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
untermauern die Resultate der oben erwihnten Studien, da sie das pathophysiologische

Korrelat auf zelluldrer Ebene des Thrombozyten darstellen.

In der vorliegenden Studie war eine signifikante Inhibition der Plittchenaggregation
bereits innerhalb von 24 h nach Gabe der Aufsittigungsdosis von Clopidogrel (300mg)
erkennbar. Dies steht im Einklang mit friiheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, in
denen gezeigt wurde, dass Clopidogrel, als Aufsittigungsdosis verabreicht, in den ersten
sechs Stunden nach Beginn der Behandlung eine signifikante Pldttchen Inhibition bewirkt,
wohingegen ein signifikanter pldttchen-inhibierender Effekt bei Ticlopidin erst
48 - 72 Stunden nach Verabreichung gesehen wurde (Gawaz 2001, Miiller 2001).

Obwohl fiir beide Thienopyridine, Ticlopidin und Clopidogrel, nachgewiesen ist, dass
sie effektiv schwerwiegende kardiovaskuldre Ereignisse bei Patienten mit stabiler
GefidBkrankheit und konsekutivem koronaren Stenting verhindern (CAPRIE Steering
Committee 1996; Bertrand 2000; Muller 2000; Mishkel 1999), ist der schnellere Wirkeintritt
von Clopidogrel gegeniiber Ticlopidin als vorteilhaft anzusehen. Dies ist insbesondere bei der
Pravention von schwerwiegenden kardialen Ereignissen bei Hochrisikopatienten im Rahmen

des koronaren Stenting von Bedeutung (Miiller 2001).

Die Bolusgabe und kontinuierliche Infusion von Abciximab oder von Tirofiban fiihrte
zu einer mehr als 90 prozentigen mittleren Inhibition bei ADP-induzierter ex vivo
Thrombozytenaggregation. Wihrend der Verabreichung sind beide Substanzen dquipotent im

Hinblick auf die antiaggregatorische Wirkung.
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Nach Beenden der Infusion hatte jedoch Abciximab im Vergleich zu Tirofiban einen
prolongierten inhibitorischen Effekt. Dies entspricht den theoretischen Erwartungen
bisheriger Untersuchungen, da Tirofiban im Gegensatz zu Abciximab reversibel an den
Fibrinogenrezeptor bindet (Deckelbaum 1997), vergleichende Untersuchungen fehlen jedoch
bislang.

Anders als nach ADP-Stimulation war bei Aktivierung des Thrombinrezeptors durch
TRAP die Inhibition der Pléittchenaggregation deutlich schwécher ausgepriagt. Es bestand
jedoch — wie bei Stimulation mit ADP - kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Substanzen. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der von Neumann et al.
durchgefiihrten Untersuchung (Neumann 2001). In seiner Arbeit konnte ebenfalls durch
GPIIb-Illa-Antagonisten keine vollstindige Inhibition der TRAP-induzierten Aggregation

erzielt werden.

Die Ursache fiir die diskrepant unterschiedliche Inhibition von ADP- und TRAP-
induzierter Plittchenaggregation ist am ehesten in der Mobilisation des internen Pools von
nicht-geblockten GPIIb-IIla-Rezeptoren durch den potenteren Agonist TRAP zu sehen
(Nurden 1999; Gawaz 2000; Kleiman 1995; Morgenstern 1992).

Entsprechend konnten Dickfeld et al. in vitro selbst bei Konzentration von 100 pg/ml
Abciximab und 250 ng/ml Tirofiban keine komplette Inhibition (80 %) der TRAP induzierten
Aggregation erzielen. Dies bedeutet, dass die gespeicherten GPIIb-1IIa Rezeptoren selbst bei
sehr hohen Konzentrationen der Inhibitoren, die in vivo ohnehin nicht erreicht werden

(Barrett 1993), nicht vollstindig blockiert werden kdnnen.

Diese beschriebenen einschrinkenden Effekte auf die Inhibition Plittchenfunktion nach
TRAP-Stimulation durch die Mobilisierung des internen Pools an GPIIb-IIla betreffen die
beiden untersuchten Fibrinogenrezeptor-Antagonisten Tirofiban und Abciximab gleicherma-
Ben. Moglicherweise liefern diese Beobachtungen damit eine Erkldrung dafiir, warum bei
manchen Patienten mit erhohter Thrombin-Aktivitit, wie sie z. B. bei dem akuten Koronar-
syndrom auftritt, die Koronarthrombose trotz addquater Gabe der GPIIb-IIla-Blocker
(Dosierung nach den Richtlinien der EPISTENT- und der RESTORE-Studie) nicht
vollstindig gehemmt werden kann. Bei diesen Patienten wére bei entsprechendem
pharmakologischen Monitoring eine Erhohung der Dosierung fiir eine Optimierung der

Therapie zu erwégen.
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Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse der Deaggregation zeigen, dass
unter ADP-Stimulation eine vollstindige Auflosung der bereits bestehenden Plattchen-
aggregate bei der Kombination aller untersuchten Medikamente erreicht werden konnte.

Die gesteigerte Deaggregation konnte fiir die Behandlung des akuten Koronarsyndroms
von zentraler Bedeutung sein (The PRISM Investigators, The CAPTURE Investigators).
Dariiber hinaus haben aktuelle Studien gezeigt, dass die Kombination von GPIIb-IIla-
Antagonisten mit Fibrinolytika sich vorteilhaft auf die Rekanalisationsrate und damit auch der
Mortalititsrate bei der Fibrinolysetherapie des akuten Myokardinfarktes auswirkt
(The IMPACT-AMI-Investigators 1997, The PARADIGM-Investigators 1998, Cannon 1999).
Auch die durch Fibrinolytika induzierte Pléttchenaktivierung wird durch die kombinierte

Gabe mit GPIIb-IIla-Inhibitoren deutlich inhibiert (Bertolino 1992).

4.2 Steigung der Aggregationskurve

Ein weiteres untersuchtes Kriterium dieser Studie war die Steigung der
Aggregationskurve (,,Slope®), d. h. die Geschwindigkeit, mit welcher die Thrombozyten
aggregieren.

Bereits die kombinierte Gabe von ASS und Clopidogrel konnte den Slope bei mittlerer
Stimulation signifikant senken. Dieser Effekt wurde durch den Einsatz von GPIIb-IIla-
Inhibitoren noch weiter gesteigert, so dass nur noch eine minimale Aggregations-
geschwindigkeit zu erkennen war. Im Gegensatz zur mittleren Stimulation mit ADP 20 uM
zeigte die kombinierte Therapie mit ASS und Clopidogrel bei starker Stimulation
(TRAP 25 uM) keinen signifikanten inhibitorischen Effekt, erst die Ergdnzung der Therapie
mit GPIIb-Illa-Blockern flihrte zu einer signifikanten Hemmung gegeniiber der
ASS-Monotherapie (p < 0,05).

Neumann et al. hatten bei einem gleichen Versuchsaufbau, jedoch einer hoheren TRAP-
Konzentration (50 uM statt wie in der vorliegenden Arbeit 25 pM), eine Hemmung der
Aggregationsgeschwindigkeit auf ca. 50 % des Ausgangswertes nach Bolusgabe von
Abciximab, Tirofiban und Eptifibatide beobachtet. In der vorliegenden Arbeit ist eine
Aggregationsgeschwindigkeit von umgerechnet ca. 25 — 30 % des Ausgangswertes (ASS-
Monotherapie) nach Bolusgabe der GPIIb-IIla-Blocker erreicht worden. Berticksichtigt man
die unterschiedliche TRAP-Konzentration, so sind die beobachteten Ergebnisse der beiden in

vivo durchgefiihrten Studien somit als im Einklang stehend zu betrachten.
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Ergénzend zu den Ergebnissen der Aggregation verdeutlichen die Resultate aus den
»Slope“-Messungen die Wichtigkeit eines synergistischen FEinsatzes verschiedener
antithrombozytérer Substanzen in der Therapie des akuten Koronarsyndroms, da es bei
reinem Einsatz der Einzelsubstanzen zu keiner signifikanten Hemmung des Slope gekommen

war.

4.3 LIBS-1 und PAC-1

Zur Detektion submaximaler Verdnderungen des Aktivierungsgrades wurde die
Durchflusszytometrie eingesetzt (Mikroaggregation), mit der die Oberflachenexpression
unterschiedlicher Antigene auf individuellen Zellen gemessen werden kann (Abrams 1991,
Gawaz 1993, Becker 1994, Bock 1994, Matzdorff 2001). Mit Hilfe der beiden Oberfldchen-
marker anti-LIBS-1 und anti-PAC-1 war es moglich, die Induktion einer intrinsischen
Aktivierung sowie den Aktivierungszustand des GPIIb-IIla-Rezeptors zu bestimmen
(Gawaz 1994, Michelson 1996).

Durch LIBS-Induktion koénnen GPIIb-IIIa-Antagonisten einen aktiven funktionalen
Status des Rezeptors induzieren und somit nach ihrem Abdissoziieren einen
proaggregatorischen Effekt erzeugen (Du 1991, Honda 1998, Peter 1998). Wéihrend die
LIBS-1-Expression bei Gabe von Tirofiban erneut anstieg, fiihrte die Gabe von Abciximab zu
einer additiven signi-fikanten Senkung der LIBS-1-Expression, die auch nach Abstellen der
Erhaltungsinfusion anhielt. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Tirofiban in vivo offensichtlich
zu einer Aktivierung fiihrt, wohingegen Abciximab die LIBS-1 Induktion, und damit indirekt
eine intrinsische Plittchenaktivierung unterdriickt.

Dickfeld et al. haben fiir Abciximab und Tirofiban eine LIBS-Induktion beschrieben,
wobei diese bei Tirofiban ausgeprigter, als bei Abciximab war (Dickfeld 2001). Die in dieser
in vitro durchgefiihrten Studie festgestellte LIBS-Induktion durch Tirofiban-Gabe konnte in
der vorliegenden klinischen Studie bestitigt werden. Im Gegensatz dazu hat die
LIBS-1-Expression nach Bolusgabe und laufender Infusion von Abciximab auch unter starker
Stimulation deutlich abgenommen, d. h. eine LIBS-Induktion von Abciximab war klinisch
nicht reproduzierbar.

Analog zu der Untersuchung der LIBS-1-Expression zeigte Abciximab seine
Uberlegenheit gegeniiber Tirofiban auch in der Reduktion der PAC-1-Expression und damit
der Reduktion der Menge an aktivierten GPIIb-IIla-Rezeptoren. Wéhrend es nach Gabe von
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Tirofiban nur zu einer geringen zusitzlichen Abnahme an PAC-1-Expression gegeniiber der
kombinierten Therapie von ASS und Clopidogrel kam, wurde die PAC-1-Expression durch
Abciximabgabe gegeniiber der kombinierten Therapie von ASS und Clopidogrel signifikant
gehemmt (p < 0,05). Wiederum konnte die Gabe von ASS und Clopidogrel zu einer
Reduktion der PAC-1-Expression in beiden Behandlungsgruppen (Abciximab- und
Tirofibangruppe) gegeniiber der ASS-Monotherapie fiihren.

Caron et al haben bei den mit Tirofiban und Abciximab behandelten isolierten
Thrombozyten zwar eine Hemmung der Aggregation durch die beiden oben genannten
Medikamente feststellen konnen, jedoch lieB sich eine TRAP-induzierte Aktivierung der
Pléattchen — gemessen anhand der PAC-1 Expression — auch bei der gewdhlten Konzentration
von 100 nMol/l nicht inhibieren (Caron 2002). Dieses mittels in vitro Untersuchung gewon-
nene Ergebnis verdeutlicht, dass die GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten zwar als Endstrecke der
gemeinsamen Aktivierungssignalwege das Aneinanderbinden der GPIIb-IIla-Rezeptoren iiber
die Fibrinogenbriicken verhindern konnen, dass aber der Thrombozyt aktiviert bleibt, und
womoglich nach Abdissoziieren von Abciximab oder Tirofiban bei noch bestehender
Aktivierung aggregieren kann. Im Gegensatz zu den Resultaten von Caron et al war bei der
vorliegenden Studie unter Abciximab-Therapie eine Hemmung der PAC-1-Expression zu
beobachten, und dies bereits bei einer niedrigeren Konzentration als bei den in vitro
Untersuchungen von Caron. Dies legt einen mdglichen Vorteil von Abciximab gegeniiber
Tirofiban in der Patientenbehandlung im Rahmen der koronaren Intervention nahe.

Diese unterschiedliche Beeinflussung des Aktivierungsgrades des Fibrinogenrezeptors
und der oben erwéhnten intrinsischen Aktivierung konnte eine mogliche Ursache fiir die in
der TARGET-Studie nachgewiesene bessere klinische Langzeitprognose von Abciximab-
behandelten Patienten gegeniiber Tirofiban-therapierten Patienten nach koronarer Intervention

sein.
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4.4 Degranulation

Erhohte Pléittchenaktivierung und Granula-Sekretion sind von zentraler Bedeutung fiir
die Pathophysiologie der akuten und subakuten Stent-Thrombose. Man geht heutzutage davon
aus, dass diese beiden Effekte entscheidend sowohl zur Progression der Atherosklerose per se
als auch zur Gefdfirestenose im Anschluss an eine koronare Interventionen beitragen
(Gawaz 2001, Dickfeld 2001).

Um den Einfluss der gegenwirtig angewandten antithrombozytiren Behandlungs-
strategien auf die Plattchen-Sekretion zu evaluieren, wurde die Oberflichenexpression von
P-Selektin als Indikator fiir die a-Granula Exozytose sowie die ATP-Freisetzung als Marker
fiir die Freisetzung der dichten Granula untersucht. Durch die Inhibition der Thromboxan A,-
und der ADP-Signaltransduktionswege, d. h. durch die kombinierte Therapie von ASS und
Clopidogrel, wurde die thrombozytdre a-Granula Freisetzung bei schwacher Stimulation
(ADP) unterdriickt. Dieser Effekt war jedoch bei starker Stimulation (TRAP) nicht mehr zu
beobachten.

Die zusitzliche Inhibition des thrombozytiren Fibrinogenrezeptors durch Abciximab
oder Tirofiban hatte keinen additiven Effekt auf die Reduktion der Plittchensekretion. Im
Gegenteil, die kontinuierliche Infusion sowohl von Abciximab als auch Tirofiban tendierte im
Vergleich zu der kombinierten Therapie von ASS und Clopidogrel dazu, die P-Selektin-
Expression zu steigern. In fritheren in vitro durchgefiihrten Studien wurde die Hypothese
aufgestellt, dass GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten mit LIBS-Induktion durch eine Erhéhung
der intrazelluldren Ca®’-Konzentration die Degranulation fordern. Dies legt nahe, dass man
bei einer Senkung der LIBS-Induktion durch Abciximab eine Hemmung der Degranulation
erwartet hitte. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen jedoch, dass beide GPIIb-IIla-
Rezeptoren bei starker Stimulation durch Thrombin schwache Inhibitoren der thrombozytéren
Freisetzungsreaktion der a-Granula sind. Die Degranulation wurde kaum inhibiert bzw. stieg
nach Bolusgabe der GPIIb-IIla-Blocker noch gering an. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit fritheren Untersuchungen, z. B. von Neumann et al., welche in einem direkten Vergleich
von Abciximab, Tirofiban und Eptifibatide bei starker Stimulation einen geringen Anstieg der
P-Selektin Expression in vivo bei allen drei GPIIb-IIla-Blockern beobachtet haben.

Somit ist wahrscheinlich, dass eine Hemmung der LIBS-Induktion in vivo unter
erhohter Thrombin-Aktivitit, wie man sie im Rahmen der Stentimplantation vorfindet, keinen

bedeutsamen Einfluss auf die Degranulation der Thrombozyten hat.
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Bei der ATP-Freisetzung nach schwacher Stimulation (ADP) war eine deutliche
Hemmung durch die Therapie mit ASS plus Clopidogrel in beiden Gruppen zu verzeichnen.
Auch die Bolusgabe und Erhaltungsinfusion der GPIIb-II1a-Blocker konnte zu einer weiteren
Reduktion fithren, wobei der Effekt bei Abciximab ausgepréigter und ldnger anhaltend war.
Bei der Verwendung von starken Agonisten (TRAP) war jedoch keines der untersuchten
Medikamente in der Lage, die Freisetzung signifikant zu blockieren.

Im Gegensatz zur o-Degranulation konnte somit nach schwacher Stimulierung ein
inhibitorischer Effekt auf die Freisetzung der dichte Granula nachgewiesen werden. Hierbei
zeigte sich Abciximab dem Tirofiban in der Wirksamkeit {iberlegen. Bei starker Stimulation
jedoch hatte keines der untersuchten Medikamente einen entscheidenden inhibitorischen
Einfluss auf die Freisetzung der dichten Granula.

Entsprechend konnten Gawaz et al. in vitro flir Abciximab zeigen, dass selbst bei
Konzentrationen von 100 pg/ml von Abciximab nach TRAP-Stimulation nur eine
geringfiigige Inhibition der ATP-Freisetzung erzielt werden konnte. Auch Caron et al konnten
bei ihren in vitro Untersuchungen an isolierten Pldttchen zeigen, dass bei
IC50 Konzentrationen von 100 nMol/l bei Abciximab und Tirofiban (entspricht ca. 21 pg/ml
bei Abciximab bzw. ca. 53 ng/ml bei Tirofiban) die P-Selektin-Expression nach
TRAP-Stimulation nich signifikant gehemmt werden kann (Caron 2002).

Da bei den derzeit eingesetzten Dosierungen von Abciximab und Tirofiban eine
Konzentration von ca. 1 pg/ml bzw. 13-30 ng/ml beim Patient erreicht wird, ist davon auszu-
gehen, dass in vivo keine ausreichende Inhibition der Degranulation erreicht werden kann.
Die in unserer Studie gewéhlte Dosis (nach EPISTENT fiir Abciximab und RESTORE fiir
Tirofiban) entspricht einer mittleren 80 prozentigen Besetzung der GPIIb-IIla-Rezeptoren, bei
welcher nach Steinhubl et al. von einer ausreichenden Inhibition auszugehen ist
(The RESTORE-Investigators 1997, The EPISTENT-Investigators 1998, Steinhubl 2000).
Bei einer hohergradigen Rezeptorblockierung wiirde das Risiko fiir den Patienten, eine

Blutung zu erleiden, betrachtlich gesteigert werden.

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass die Plittchendegranulation selbst
durch synergistischen Einsatz aller untersuchten Substanzen (ASS, Clopidogrel und
Abciximab/Tirofiban) nur unbefriedigend inhibiert werden konnte. Da durch die Freisetzung
der thrombozytiren Granula eine inflammatorische und mitogene Reaktion in der GefdaBwand
initiiert werden kann, ist es eine kiinftige Herausforderung, die thrombozytéiren Freisetzungs-

reaktionen durch Entwicklung neuer Substanzen effektiv zu hemmen.
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In experimentellen Studien konnte zwar ein inhibierender Effekt des Fibrinrezeptor-
antagonisten EMD sowohl auf die Freisetzung der a-Granula als auch der dichten Granula
nach Thrombin-Stimulation demonstriert werden, es bleibt jedoch in klinischen

Untersuchungen abzuwarten, ob dieser Effekt auch in vivo nachzuweisen ist (Dickfeld 2001).

4.5 Plittchenabhiingige Thrombingeneration

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle in der Regulation der Koagulation
(Bevers 1993). Die aktivierte Thrombozyten-Oberfliche fordert die Aktivierung von
Prothrombin und dadurch die Thrombingeneration durch das Bereitstellen einer katalytischen
Oberflache fiir das Zusammenwirken der plasmatischen Faktoren des Prothrombinase-
Komplexes (Sims 1989). In der Umgebung von Plittchen-Aggregaten konnen bereits kleine
Mengen von Thrombin den katalytischen Prozess der plattchenabhéngigen Thrombin-
generation in Gang setzen, welcher im Gegenzug die Thrombin-Produktion in Gebieten
erhohter Pldttchenaktivierung verstirkt. In der Literatur ist die Reduktion der plattchen-
abhingigen Thrombingeneration durch Gabe von GPIIb-IIla-Hemmern beschrieben. Tam und
Simon mutmalten, dass durch den inhibitorischen Effekt von Abciximab sowohl auf den
GPIIb-IITa als auch auf den Vitronektin-Rezeptor moglicherweise die ayps;-mediierte

Thrombingeneration inhibitorisch beeinflusst sein konnte (Simon 1997, Tam 1998).

Die Ergebnisse der vorliegenden klinischen Studie zeigen, dass eine solche Hemmung
der Thrombingeneration weder durch Abciximab noch durch Tirofiban in einem statistisch
signifikanten Bereich erreicht werden konnte. Bei den in vitro durchgefiihrten
Untersuchungen von Dickfeld et al. wurde bei einer Konzentration von ca. 3 pg/ml. bei
Abciximab und ca. 1,5 ng/ml bei Tirofiban nach Tissue-Faktor-Stimulation eine Hemmung
der Thrombingeneration gegeniiber der Kontrolle beschrieben. Hingegen zeigte sich bei
Thrombinstimulation unter einer Dosis von ca. 10 pg/ml bei Abciximab und ca. 75 ng/ml bei
Tirofiban keine signifikante Reduzierung der pléttchenabhéngigen Thrombingeneration.

Interessanterweise konnte in der genannten Untersuchung EMD 122347 als einziges der
evaluierten Medikamente bei Thrombin-Stimulation eine signifikante Inhibition der

Thrombingeneration erzielen.

71



Abgesehen davon, dass die Thrombozyten im Gegensatz zu in vitro Untersuchungen in
vivo beim Passieren der durch die koronare Intervention verletzten GefdBwand
subendothelialen Komponenten exponiert sind und in Folge aktiviert werden, sind die
Konzentrationen der GPIIb-IIla-Rezeptoren, bei denen ein signifikanter inhibitorischer Effekt
gegeniiber der Kontrolle erzielt werden konnte, weit iiber den Plasmakonzentrationen die bei
heutiger Dosierung beim Patienten erreicht werden. Somit konnte die theoretisch zu
erwartende Senkung der Thrombingeneration durch die GPIIb-I1Ia-Blocker bei den
verwendeten Plasmadosierungen klinisch nicht erzielt werden.

Da die Agonisten-induzierte Thrombingeneration durch keines der evaluierten
antithrombozytdren Substanzen beeinflusst wurde, zeigt dieses Ergebnis, dass der Einsatz von
Heparin, welches als einziges der untersuchten Medikamente die pléttchenabhéngige
Thrombingeneration signifikant gegeniiber der ASS-Monotherapie inhibieren konnte, im
Rahmen der Stentimplantation zur Risikoreduktion einer arteriellen Thrombose bzw.
Restenose sinnvoll ist. Dies gilt besonders, wenn man davon ausgeht, dass durch die
Exprimierung von subendothelialer Matrix und die Freisetzung thrombogener Substanzen
vorbeifliessende Thrombozyten aktiviert werden konnen. Die Oberfliche dieser aktivierten
Thrombozyten kann als Ausgangspunkt fiir die Thrombingeneration dienen (Scharf 1992,
Wittkowsky 2002).

4.6 Plittchen-induzierte Endothelaktivierung

Neben der Plittchenaggregation, welche zu akuter und subakuter Thrombose im
Anschluss an eine koronare Intervention fiihrt, ist die Plattchenadhésion an die endotheliale
Zelloberflache ein wichtiges Phinomen, das zur Pléttchenaktivierung beitrdgt. Durch die
Freisetzung von Inhaltsstoffen aus a-Granula und dichten Granula haben die Thrombozyten
das Potential, wichtige endotheliale Zellfunktionen wie Chemotaxis und Migration zu
regulieren (Gawaz 1997, Gawaz 2000).

In der aktuellen Studie konnte anhand der Untersuchung an gesunden Probanden
gezeigt werden, dass die von aktivierten Pléttchen freigesetzte Stoffe die endotheliale
Sekretion von MCP-1 signifikant erhdhen und die endotheliale Oberflichenexpression von

uPAR und ICAM-1 induzieren.
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Es ist bemerkenswert, dass keines der evaluierten antithrombozytiren Behandlungs-
regime substantiell die pldttchen-induzierte Erhdhung der MCP-1-Freisetzung oder die
verstirkte ICAM-1- oder uPAR-Expression des Gefillendothels reduzieren konnte.

Dieses Ergebnis legt das Fehlen eines dosisabhidngigen Effektes der antithrombozytéren
Medikamente auf die thrombozytdren Freisetzungsprozesse nahe. Da die thrombozytéren
Freisetzungsstoffe hochgradig mitogen sind und endotheliale Entziindungsreaktionen und
migratorische Abldufe initiieren, sind wahrscheinlich weder ASS noch Thienopyridine oder
GPIIb-Illa-Antagonisten in den vorliegenden Konzentrationen imstande, die plattchen-

induzierten Restenoseprozesse effektiv zu reduzieren (Le Breton 1996).

4.7 Direkter Vergleich Tirofiban/Abciximab

Beide untersuchten GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten, Abciximab und Tirofiban, haben
den gleichen Wirkmechanismus, sie inhibieren den letzten Teil der Signaltransduktionsstrecke
der Plittchenaggregation, d. h. die Fibrinogenbindung an den GPIIb-Illa-Rezeptor des
Thrombozyten.

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass beide Fibrinogen-
rezeptorantagonisten periinterventionell gleichermaBlen effektiv bei der Reduktion der
Agonistinduzierten Pldttchenaggregation sind, was den Ergebnissen von Neumann et al.
entspricht (Neumann 2001).

Beziiglich der plédttchenabhidngigen Trombingenerierung oder der Pléttchen-
degranulation und damit der plittchen-induzierte endothelialen Aktivierung konnten weder
Abciximab noch Tirofiban eine signifikante Hemmung erzielen.

Allerdings zeigte Abciximab einen deutlichen Vorteil bei der Inhibierung der
LIBS-Induktion und der intrinsischen Aktivierung von GPIIb-Illa gegeniiber Tirofiban.
Dieser vermutlich durch die hoéhere Molekiilgroe und die Kreuzreaktion mit dem
Vitronektin- und dem Mac-1-Rezeptor bedingte Effekt konnten eine Ursache fiir die
Uberlegenheit von Abciximab gegeniiber Tirofiban hinsichtlich der Langzeitwirkung auf die
Reduzierung des kombinierten Risikos von ischdmischen Ereignissen gegeniiber dem rein
GPIIb-1III spezifischen Tirofiban sein. Die TARGET Studie hat diese Reduktion — speziell bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom - im direkten Vergleich nach sechs Wochen und sechs

Monate nach der Intervention demonstriert (The TARGET Investigators 2001).
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Auch die 1-Jahres-Nachuntersuchungen ergaben eine bessere Wirksamkeit von Abcixi-

mab (SoRelle 2002).

4.8 Therapeutische Aussichten

Da bisher nur bereits aktivierte Thrombozyten medikamentds behandelt wurden, wére
die Inhibition eines fritheren Schrittes in der Entwicklung des arteriellen Thrombus ein neuer
Therapieansatz. So konnten Massberg et al. tierexperimentell zeigen, dass die Blockierung
des endothelialen GPVI-Rezeptors (Collagen) die Anheftung von Thrombozyten signifikant
inhibieren konnte (Massberg 2002, unver6ffentliche Daten). Hierdurch kommt es vermutlich
zu keiner weiteren Aktivierung und moglichen Sezernierung von  weiteren
pro-aggregatorischen Substanzen des Thrombozyten. Diese Beobachtungen gilt es in weiteren

Studien zu verifizieren.

Bei dem zunehmenden Einsatz der GPIIb-I1Ia-Antagonisten in der Kardiologie auf der
einen Seite und dem durch die Gesundheitsreform und die Einfithrung neuer fallbezogener
Pauschalvergiitungen (DRG) zunehmenden Druck, Kosten einzusparen, auf der anderen Seite,
ist der finanzielle Gesichtspunkt in der Therapie von Patienten mit akutem Koronarsyndrom
nicht unerheblich. Eine koronare Intervention mit adjuvanter Abciximab-Therapie kostet
ca. das 3-4 fache eines Eingriffes mit adjuvanter Gabe von Tirofiban (Topol 1999). Zwar hat
die vorliegende Studie dhnlich wie andere aktuelle Untersuchungen die Gleichwertigkeit
beziiglich der Inhibierung der Aggregation von Abciximab und Tirofiban demonstriert, jedoch
belegen die Ergebnisse der aktuellen Studien eine bessere Langzeitwirkung von Abciximab
auf die Reduktion des kombinierten Risikos ischdmischer Ereignisse (The TARGET
Investigators 2001, Herrmann 2002, SoRelle 2002). Inwieweit hierdurch Kosten im Langzeit-
verlauf letztendlich eingespart werden, ist derzeit noch offen, so dass es, bis eine
kostengiinstigere gleichwertige Therapie zur Verfligung steht, zu erwidgen ist, nur
Hochrisikopatienten mit erhohtem Troponin T eine adjuvante Therapie mit Abciximab im
Rahmen einer sofortigen koronaren Intervention zukommen zu lassen, da Abciximab gerade

in dieser Patientengruppe den grofBiten Effekt gezeigt hat (The EPISTENT Investigators 1998).
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Ein weiterer wichtiger Aspekt in der aktuellen Diskussion {iber die Therapie de akuten
Koronarsyndroms ist die Dosierung der GPIIb-IIIa-Rezeptorantagonisten. Man ging bisher
von den Dosierungen der RESTORE und EPISTENT-Studien als Richtlinie aus. Bei diesen
Dosierungen war im Mittel eine 80-90 prozentige GPIIb-IIla-Rezeptorblockade erzielt
worden. Es bestehen jedoch grole Patienten-interindividuelle Variationen im Grad der
Rezeptorblockade bei gleicher Dosierung der Fibrinogenrezeptor-Antagonisten, so dass fiir
Abciximab wihrend der gesamten Dauer der Erhaltungsinfusion eine grofle Streuung des
AusmaBes der Thrombozytenaggregationshemmung vorlag (Holmes 2001, Gawaz 2002).
Moglicherweise kommt es zu diesem Effekt durch die oben beschriebenene neu Exprimierung
von GPIIb-Illa-Rezeptoren aus dem inrathrombozytdren Pool heraus, da diese durch das
schon irreversibel an vorhandene Rezeptoren gebundene Abciximab nicht erreicht werden,
und die Erhaltungsinfusion aufgrund des Rezeptor-Substanz-Verhiltnisses von 1,5-2:1 fiir
Abciximab nicht ausreicht, um alle neu exprimierten Rezeptoren zu blockieren. Des weiteren
ist von Kereiakes et al. eine zu niedrige Dosierung von Tirofiban beschrieben, so dass initial
nur eine < 80 prozentige Rezeptorbesetzung erfolgt sei (Kereiakes 1999). Da dieser
niedermolekulare GPIIb-IIla-Antagonist bereits bei jetziger Dosierung in einem groBlem
Uberschuss appliziert wird (Rezeptor-Substanz-Verhiltnis ca. 250:1), wire zu testen, ob eine
hohere Dosierung wirklich einen groferen inhibitorischen Effekt auf die Thrombozyten-
funktion erzielen kann.

Des weiteren ist eine einheitliche Bewertung der Studien durch Verwendung
unterschiedlicher Antikoagulation der Blutproben erschwert. Unter dem Ca*"-Chelatbildner
Zitrat ist nach Gabe von niedermolekularen GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten wie Tirofiban
eine  geringere = Hemmung der  ADP-induzierten @~ Aggregation als  unter
D-phenylalanyl-L-prolyl-L-arginine chloromethyl ketone (PPACK) zu beobachten. Bei
Abciximab ist es genau umgekehrt, d. h. es findet unter PPACK-Antikoagulation eine
geringere Hemmung der ADP-induzierten Aggregation als unter Zitrat-Antikoagulation statt
(Proimos 2001, Batchelor 2002, Jennings 2002). Um in Zukunft in groBangelegten Studien
sinnvolle Vergleiche zwischen den antithrombozytiren Effekten der verschiedenen
GPIIb-Illa-Rezeptorantagonisten durchfiihren zu konnen, sollten ev vivo Studien nach
standartisierten Bedingungen, was die Antikoagulation betrifft, durchgefiihrt werden.
Des weiteren ldsst sich sagen, dass bei groflen interindividuellen Patientenunterschieden in
der Wirksamkeit der GPIIb-IIla-Antagonisten eine interindividuell abgestimmte Dosierung
durch pharmakoloigsches Monitoring den groBten Benefit erzielen wird. An einem

kostengiinstigen, leicht-durchfiihrbaren Assay wird derzeit gearbeitet (Holmes 1999).
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden klinischen Studie wurden die antithrombozytiren Effekte der beiden
GPIIb-II1a-Rezeptorantagonisten Abciximab und Tirofiban, jeweils kombiniert mit einer
adjuvanten Therapie bestehend aus Clopidogrel und ASS, untersucht.

Insgesamt wurden 20 Patienten, die im Rahmen einer elektiven Koronarangiographie
eine koronare GefiaBstiitze implantiert bekamen, randomisiert einer der beiden

Studiengruppen, Abciximab oder Tirofiban, zugeteilt.

Die Ergebnisse der klinischen Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen:

a) Die kombinierte Therapie mit ASS plus Clopidogrel hemmte die Agonisten-induzierte
Thrombozytenaggregation und die Oberflaichenexpression von P-Selektin (p < 0,05 versus
ASS Monotherapie).

b) Sowohl Tirofiban als auch Abciximab fiihrten zu einer weiteren Reduktion der Agonisten-
induzierte Pldttchenaggregation (p < 0,05), hatten aber keinen Effekt auf die Freisetzung von
Thrombin und der a-Granula Inhaltsstoffe.

c) Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Abciximab im Gegensatz zu Tirofiban einen
signifikanten inhibitorischen Effekt auf die Aktivierung des GPIIb-IIla-Rezeptors und die
LIBS-Induktion erzielte (p < 0,05 versus Tirofiban).

Die Untersuchungen im Rahmen des experimentellen Teils der vorliegenden Studie
ergaben, dass keine der antithrombozytiren Behandlungsstrategien einen signifikanten

Einfluss auf die plattcheninduzierte Endothel-Aktivierung hatte.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die kombinierte Therapie mit ASS,
Clopidogrel und Abciximab/Tirofiban synergistisch die Pléttchenaggregation durch
hochdosierte  ADP- oder Thrombinrezeptor-Stimulation bei Patienten im Rahmen der
Implantation koronarer GefaBstiitzen reduzieren konnte. Aufgrund des Potentials der
Thrombozyten, mittels Plittchenadhdsion und Plittchendegranulation eine inflammatorische
und mitogene Reaktion in der GefiBBwand zu initiieren, wird es aber eine zukiinftige

Herausforderung sein, die thrombozytiren Freisetzungsreaktionen effektiv zu inhibieren.
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12 Anhang

Tab 9: Geriiteeinstellungen und Herstellung der Losungen

Durchflusszytometer / Thrombozytenmessung:

Cytometer Type: FACScan

Detectors/Amps:
Parameter  Detector
P1 FSC
P2 SSC
P3 FL1
P4 FL2
P5 FL3
Threshold:
Parameter FSC
Value 200
Compensation:

FL1 0,0 % FL2
FL2 45,0% FL1
FL2 0,0 % FL3
FL3 0,0 % FL2
Log Data Units: Channel Values

Voltage

E00
261
670
565
150

Amplification
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

GainMode
log
log
log
log
log
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Durchflusszytometer / ECV-304-Zell Messung:

Cytometer Type:
Detectors/Amps:

Threshold:

Compensation:

Log Data Units:

FACScan

Parameter Detector

Pl
P2
P3
P4
P5

Parameter FSC
Value 0

FL1 0,0 % FL2
FL2 24,7 % FLI
FL2  0,0% FL3
FL3 0,0 % FL2

Channel Values

FSC
SSC
FL1
FL2
FL3

Voltage
E-1
279
418
376
150

Amplification
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

Gain Mode
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Herstellung der Losungen / Plattchenabhéngige Thrombin-Messung:

Chromogen S-2238:

1 Ampulle Chromogen S-2238
+ 13,8 ml Acqua dest. = Stammldsung

1 ml Stammldsung
+ 4,8 ml Tris-Puffer pH 8,1
= fertiges Chromogen

Tris-Puffer (pH 8,1):
12,1 g Trizma-Base (Fa. Sigma-Aldrich) in 100 ml Aqua dest. auflosen
Mit rauchender 37 prozentiger Salzsdure am pH-Meter auf pH 8,1 einstellen
Tyrodes Puffer (pH 7,4):
0,2 g BSA (Bovines Serum Albumin, Fa. Sigma-Aldrich)
+ 0,2 g Glukose
+ 20 ml Tyrodes 10x
+ 180 ml Aqua dest.
Mit Hepes (Fa. Sigma-Aldrich) am pH-Meter auf pH 7,4 einstellen
Tyrodes 10x:
80 g NaCl
+ 10,15 ml NaHCO3

+ 1,95 ml KCI
+ 1000 ml Aqua dest.
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Photometer / Pldttchenabhingige Thrombin-Messung:

MODULE: KINETICS
TEST WAVELENGTH: 405 nm

REF. WAVELENGTH: 630 nm
PLATE ID PROMPT: NO

SHAKE TIME: 5 Seconds
DISPLAY WELL: S6

START MODE: IMMEDIATELY
TOTAL TIME OF KINETIC: 00:19.30
TIME INTERVAL: 30 Secs.
NUMBER OF READINGS: 40
CALCULATION MODE: BEST O.D./min
0.D.’s: INCREASING
SCALE FACTOR: NONE
RESULTS LOG: NO

REPORT FORMAT: mOD

O.D. EDIT OPTION: YES
CONCENTRATIONS:

STD. 1 = 31.250 mU/ml

STD. 2 = 62.500 mU/ml

STD. 3 = 125.000 mU/ml

STD. 4 = 250.000 mU/ml

STD. 5 = 500.000 mU/ml

STD. 6 1000.000 mU/ml

CURVEFITTYPE = LINEAR POWER FIT WITH TAILS

Y =a+bX
LOG-LOG AXIS FITTING
CURVE FIT QUALITY CONTROL : NO

mO.D./min MATRIX : YES
THESHOLD MATRIX : NO
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Photometer / MCP-1 Messung:

MODULE:

W /L MODE:
TEST WAVELENGTH:
REF. WAVELENGTH:

PLATE ID PROMPT:

OD MATRIX PRINTOUT:
PRINTER ENABLED:

NO SHAKE

OPTIONS:

CURVE FIT -
NO. OF STANDARDS =8

MR 5000

DUAL
450 nm
550 nm

YES

YES
YES

LOG-LOG CURVE

CONCENTRATIONS:

STD. 1 = 2000.000
STD. 2 = 1000.000
STD. 3 = 500.000
STD. 4 = 250.000
STD. 5 = 125.000
STD. 6 = 62.500
STD. 7 = 31.500
STD. 8 = 0.000
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Tab 10:

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

Max.-Aggregation nach 5 min

ADP 5uM
Abnahme 24h 30h 36 h 48 h 72h
Mittelwert 61,71 30,90 0,00 0,36 4,40 11,42
SD* 12,83 734 0,00 1,14 5,72 7,50
Abnahme 24h 30h 36h 48 h 72h
Mittelwert 53,14 31,36 0,00 0,00 18,74 24,71
SD 13,30 20,94 0,00 0,00 13,37 11,08
ADP 20 uM
Abnahme 0h 24h 30h 36 h 72h
Mittelwert 67,18 47,59 0,30 2,56 8,99 20,61
SD 10,54 13,28 0,96 436 927 10,43
Abnahme 0h 24h 30 h 36h 48 h 72h
Mittelwert 64,86 43,88 0,00 0,46 27,86 35,05
SD 13,42 16,99 0,00 0,92 18,93 11,79
TRAP 25uM
Abnahme 0h 24h 30h 36h 48 h 72h
Mittelwert 73,91 65,31 20,65 3431 39,70 54,30
SD 8,10 11,72 14,26 14,70 16,33 9,81
Abnahme 0h 24h 30 h 36h 48 h 72h
Mittelwert 73,24 72,78 22,10 18,30 53,94 61,53
SD 10,62 9,66 10,37 12,40 19,13 14,94

*SD: Standardabweichung; [% der max. Aggregation]
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Tab 11:  Max.-Aggregation innerhalb 5 min

ADP SuM
Abciximab
Abnahme Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 61,92 30,90 0,00 0,36 4,40 11,42
SD* 12,83 7,34 0,00 1,14 5,72 7,50
Tirofiban
Abnahme 0Oh 24 h 30h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 46,53 26,86 0,00 0,00 19,74 20,47
SD 20,57 20,94 0,00 0,00 16,37 13,34
ADP 20uM
Abciximab
Abnahme Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 67,18 47,59 0,30 2,56 8,99 20,61
SD 10,54 13,28 0,96 4,36 9,27 10,43
Tirofiban
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 59,64 39,41 0,00 0,46 27,86 33,21
SD 17,76 18,67 0,00 0,82 18,93 12,36
TRAP 25uM
Abciximab
Abnahme Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 73,91 65,31 20,65 34,31 39,70 54,30
SD 8,10 11,72 14,26 14,70 16,33 9,81
Tirofiban
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 71,73 67,87 22,10 18,30 54,39 58,8
SD 10,62 15,14 9,23 11,28 17,46 16,42

*SD: Standardabweichung; [% der max. Aggregation]
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Tab 12:

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

Deaggregation

ADP 5uM
Abnahme 0h 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 8,53 54,65 100,0 100,0 7,91 40,50
SD* 11,14 28,75 100,0 100,0 25,01 36,70
Abnahme 0Oh 24 h 30h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 9,73 25,04 100,0 100,0 46,43 55,33
SD 10,03 33,86 100,0 100,0 40,40 39,22

ADP 20uM
Abnahme 0h 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 1,03 35,19 100,0 100,0 20,84 33,47
SD 2,18 33,54 100,0 100,0 19,40 34,16
Abnahme 0Oh 24 h 30h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 0,66 29,69 100,0 100,0 32,43 39,76
SD 1,61 38,18 100,0 100,0 36,71 34,73

TRAP25uM
Abnahme 0h 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 0,00 12,89 7,90 15,84 13,04 4,61
SD 0,00 17,68 10,21 20,15 16,05 430
Abnahme 0Oh 24 h 30h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 0,28 2,98 2,83 1,61 2,93 4,59
SD 0,78 5,59 4,29 3,33 3,75 8,17

*SD: Standardabweichung
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Tab 13:  Plittchenabhingige Thrombingeneration

unstimuliert
Abciximab
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 17,84 21,33 15,27 15,93 27,00 21,64
SD* 9,43 16,71 5,77 8,56 21,89 12,09
Tirofiban
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 21,08 26,40 20,71 27,24 21,34 25,75
SD 11,77 19,80 16,77 16,14 12,25 14,26
Thrombin
Abciximab
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 36,49 38,32 14,17 31,52 34,39 31,78
SD 16,84 22,00 5,15 15,54 23,77 16,35
Tirofiban
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 31,90 46,18 18,34 32,09 31,33 32,78
SD 19,31 28,93 12,63 16,70 12,18 18,78
Tissue-Factor
Abciximab
Abnahme Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 53,10 52,85 17,70 55,81 50,85 56,23
SD 15,31 23,59 8,34 22,20 16,98 19,98
Tirofiban
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 50,80 65,58 27,19 51,99 64,21 58,33
SD 27,20 29,13 16,69 23,09 29,04 26,52

*SD: Standardabweichung; [mO.D./min]
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Tab 14:

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

P-Selektin-Expression

unstimuliert
Abnahme 0h 24h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 176,56 | 171,33 172,98 | 190,52 177,55 179,00
SD* 30,04 22,67 25,32 35,44 36,90 21,18
Abnahme 0h 24h 30h 36 h 48 h 72h
Mittelwert 184,80 174,98 177,13 183,66 168,25 172,71
SD 31,60 9,31 14,34 29,64 15,74 21,32
ADP 5 uM
Abnahme 0h 24h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 214,80 | 183,51 176,95 | 202,70 180,52 188,98
SD 51,73 21,30 21,66 47,75 45,15 25,11
Abnahme 0h 24h 30h 36 h 48 h 72h
Mittelwert 211,88 187,88 190,50 192,00 184,50 178,00
SD 29,98 16,38 15,41 34,07 23,38 18,38
ADP 20 uM
Abnahme 0h 24h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 211,38 186,64 | 180,12 | 202,46 191,59 | 190,89
SD 46,77 20,24 25,99 51,00 29,02 27,71
Abnahme 0h 24h 30h 36 h 48 h 72h
Mittelwert 215,38 190,09 | 189,03 198,15 188,58 | 172,43
SD 26,73 12,96 10,28 26,95 17,45 24,43
TRAP 25 uM
Abnahme 0h 24h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 288,51 | 264,22 | 24560 | 275,14 | 242,60 | 277,67
SD 36,63 52,50 62,95 56,81 78,65 52,11
Abnahme 0h 24h 30h 36 h 48 h 72h
Mittelwert 310,55 | 277,63 | 24591 | 27521 | 242,60 | 277,82
SD 38,64 32,50 40,38 43,47 44,75 28,67

*SD: Standardabweichung; [mittlere Immunfluoreszenz]
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Tab 15:

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

PAC-1-Expression

unstimuliert
Abnahme 0h 24h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 15720 | 15837 | 140,59 | 134,71 128,40 | 137,72
SD* 55,31 40,70 24,55 26,30 20,07 28,90
Abnahme 0h 24h 30h 36 h 48 h 72h
Mittelwert 15532 | 164,06 | 177,62 | 135,51 154,22 | 162,74
SD 28,08 49,49 58,22 36,72 50,45 32,75
ADP 5 uM
Abnahme 0h 24h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 272,69 | 221,00 | 142,06 | 140,84 145,78 169,95
SD 117,79 62,20 25,50 30,51 25,16 59,40
Abnahme 0h 24h 30h 36 h 48 h 72h
Mittelwert 261,38 213,96 207,51  204,53| 227,13 199,63
SD 80,47 74,56 67,07 57,68 69,57 37,52
ADP 20 uM
Abnahme 0h 24h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 308,01 | 215,21 142,59 | 140,69 14930 | 183,16
SD 84,58 74,35 30,94 29,21 22,44 67,14
Abnahme 0h 24h 30h 36 h 48 h 72h
Mittelwert 253,83 | 236,07 | 210,06 | 186,40 | 225,63 198,38
SD 77,99 75,54 79,99 54,25 66,93 34,02
TRAP 25 uM
Abnahme 0h 24h 30 h 36 h 48 h 72 h
Mittelwert 260,52 | 216,55 154,16 | 140,51 139,11 162,70
SD 64,77 82,08 50,41 33,13 22,78 55,97
Abnahme 0h 24h 30h 36 h 48 h 72h
Mittelwert 200,13 | 212,13 | 204,04 | 183,13 192,63 | 206,25
SD 63,42 68,85 74,46 54,86 55,48 43,63

*SD: Standardabweichung; [mittlere Immunfluoreszenz]
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Tab 16:  MCP-1 Freisetzung

Abciximab ADP 5 uM

Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h

Mittelwert 0,582 0,646 0,690 0,580

SD* 0,141 0,068 0,218 0,099
Tirofiban

Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h

Mittelwert 0,515 0,591 0,588 0,520

SD 0,156 0,298 0,244 0,183
Abciximab ADP 20 uM

Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h

Mittelwert 0,613 0,627 0,824 0,579

SD 0,111 0,070 0,314 0,127
Tirofiban

Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h

Mittelwert 0,541 0,554 0,711 0,550

SD 0,184 0,253 0,439 0,250
Abciximab TRAP 25 uM

Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h

Mittelwert 0,638 0,703 0,534 0,607

SD 0,099 0,124 0,209 0,114
Tirofiban

Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h

Mittelwert 0,566 0,533 0,469 0,598

SD 0,212 0,190 0,139 0,266

Medium | IL-1B Kontrollgruppe
Mittelwert 0,220 1,743 0,716
SD 0,046 0,501 0,016

*SD: Standardabweichung; [pg/ml]

118



Tab 17:

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

ICAM-1-Expression

ADP 5 uM
Abnahme Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 183,1 184,5 186,7 178,5
SD* 15,0 7,0 12,4 8,8
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 187,8 186,8 192,1 175,0
SD 16,2 10,9 10,0 17,6
ADP 20 uM
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 188,3 180,2 187,4 171,9
SD 10,0 5,9 12,6 12,9
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 182,9 183,8 199,3 174,8
SD 20,5 10,0 9,0 15,4
TRAP 25 uM

Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 180,7 183,9 180,0 172,1
SD 6,9 9,5 12,6 9,9
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 181,9 182,1 176,5 170,0
SD 13,0 18,4 19,3 15,7

Medium | IL-1B Kontrollgruppe
Mittelwert 146,5 315,1 190,0
SD 19,2 25,1 14,0

*SD: Standardabweichung; [mittlere Immunfluoreszenz]
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Tab 18:

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

Abciximab

Tirofiban

uPAR-Expression

ADP 5 uM
Abnahme Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 292,5 296,2 301,1 287,8
SD* 15,9 19,1 25,3 20,8
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 287.,9 283.,4 295.8 277.9
SD 28,0 37,2 32,5 29,7
ADP 20 uM
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 298,8 287,7 298,2 283,6
SD 18,7 19.4 26,3 22,5
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 277.,6 283,3 296,8 282,6
SD 43,7 40,4 31,8 359
TRAP 25 uM

Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 289,3 2929 299,8 280,9
SD 19,0 21,4 25,8 24,4
Abnahme 0Oh 24 h 30 h 36 h
Mittelwert 276.,9 280,8 297.,0 273,1
SD 39,7 42,2 37,8 29,4

Medium | IL-1B Kontrollgruppe
Mittelwert 264.9 357,8 342.8
SD 26,1 19,7 16,6

*SD: Standardabweichung; [mittlere Immunfluoreszenz]
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