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1 Einleitung
1.1 Bedeutung der Thrombozyten

Die Erkrankungen des Kreislaufsystems stellen in Deutschland, sowie in anderen Wirt-
schaftsstaaten die hdufigste Todesursache dar. Vorallem die lebensnotwendigen Organe wie
Herz und Gehirn werden durch kardiale und cerebrale Ischdmie bedroht. In der Genese dieser
Erkrankungen spielen viele Risikofaktoren eine entscheidende Rolle, deren Therapie die
vorderste Mallnahme zur Sekundérprophylaxe darstellt. Vorallem die antithrombozytére
Therapie ist eine der wichtigsten Grundstrategien in diesem Behandlungskonzept (Boden
1998, TIMI IIIB-Investigator 1994). Der Vorgang der Hamostase ist dabei durch ein enges
Zusammenspiel von vaskulédren, zelluldren und plasmatischen Vorgingen gekennzeichnet.
Jedes System fiir sich weist sowohl pro- als auch antithrombotische Mechanismen auf, die
sich im physiologischen Zustand im Gleichgewicht befinden und somit ein unkontrolliertes
Thrombuswachstum verhindern.

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

Zentraler Bestandteil der zelluldren Komponente sind Thrombozyten, die aufgrund viel-
facher Interaktionen in der Lage sind, auch auf die vaskuldre und plasmatische Blutstillung
einzuwirken (Schror 1994, Colman 1994). Eine gestorte Funktion der Blutplittchen oder eine
zu geringe Anzahl bergen die Gefahr schwerer bis hin zu unstillbaren Blutungen. Thrombozy-
ten spielen ebenso eine grofle Rolle bei der Atherogenese, der Entwicklung von akuten arteri-
ellen Thrombosen und ischdmischen Komplikationen bei atherosklerotischen Krankheitsbil-
dern (Ross 1993, Fuster 1992, Willerson 1989).

Unter physiologischen Bedingungen interagieren die Blutplédttchen nicht oder nur sehr einge-
schrankt mit der GefaBwand. Verletzungen der Gefallinnenwand jedoch stéren die antithrom-
botischen Eigenschaften des Endothels und setzen das Blut den adhésiven Molekiilen des
Subendothels aus. Die Plidttchenadhdsion an die beschiddigte GefaBwand ist der erste Schritt
der Hamostase und Thrombose (Sixma 1994). Nach der Adhésion kommt es zur Formverén-
derung der Blutplittchen und zur Aktivierung, welches zur Freisetzung intrazelluldrer Granula

und zur Aggregation fiihrt (Nurden 1994, Siess 1989).



1.1.1 Thrombozytenmorphologie

Thrombozyten sind kernlose, korpuskuldre Blutbestandteile und entstehen im Knochenmark
aus Megakaryozyten, die pulmonalen Gefdlle scheinen ebenfalls ein weiterer Bildungsort
darzustellen (Cramer 2001, George 2001, Hershock 2001). Sie zirkulieren mit einer durch-
schnittlichen Anzahl von 150.000 bis 300.000 pro ul fiir neun bis zehn Tage im peripheren
Blut (Mackie 1988). Im ruhenden Zustand haben sie eine diskoide Form, einen Durchmesser
von 2-4 um und ein durchschnittliches Volumen von 9,5 um’. Thrombozyten zeigen einen
komplexen inneren Aufbau, den man nach morphologischen Kriterien in vier unterschiedliche

Bereiche einteilen kann (Mackie 1988):

Abb. 1: Diskoide Form nicht-aktivierter Thrombozyten

Quelle: Das Blutplittchen; M.Gawaz; Georg Thieme Verlag 1999

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

Strukturelle Zone: Sie enthélt das Zytoplasma und das Zytoskelett, das sich aus Mikrofila-
menten, Mikrotubuli und submembrands gelagerten Aktinfilamenten zusammensetzen. Die
Verankerung dieses fibrilldren, kontraktilen Systems mit der Zellmembran ermdglicht dem
stimulierten Thrombozyten aktive Formveranderungen und die Ausbildung von Pseudopodien

(Mackie 1988).



Zone der Zellorganellen: In diesem Bereich befinden sich vor allem Mitochondrien, Golgi-
Apparate, Ribosomen und eine hohe Anzahl an pléttchenspezifischen Granula. Bei den Gra-
nula werden Lysosomen, a-Granula und Dichte-Granula, welche elektronenmikroskopisch
als dicht erscheinen, unterschieden. Alle Arten von Granula verschmelzen nach Aktivierung
der Thrombozyten mit der Zellmembran und setzen zahlreiche hdmostaserelevante Substan-
zen frei (Mackie 1988).

Membransysteme: Es wurden bisher zwei verschiedene Membransysteme beschrieben,
welche sich in Aufbau und Funktion unterscheiden. Das offene kanalikuldre System (,,Surface
Connected System®, SCS) bewirkt eine starke VergroBerung der Zelloberflache, wihrend im
dichten tubuldren System (,,Dense Tubular System®, DTS) der Arachidonsdure-Metabolismus
des Blutplittchens stattfindet (Mackie 1988). Das kanalikuldre System bildet transzelluldre
Membranstapel, welche mit der Pliattchenoberfliche und mit dem Zellinneren verbunden sind
und so dem Stoffaustausch dienen konnen. Die Membranstapel konnen nach Aktivierung des
Thrombozyten mit der Zellmembran verschmelzen, wodurch Glykoproteine, die als Membr-
anrezeptoren fungieren konnen, an die Zelloberfliche gelangen. Das kanalikuldre System

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

1.1.2 Funktionsstadien der Plittchenaktivierung

Grundsitzlich unterscheidet man zwischen zwei Funktionsstadien der Pldttchenaktivierung,

der initialen Adhédsion und der Aggregation.

Platelets

Adhision
Aggregation

Abb. 2: Aggregation und Adhision

Quelle: Das Blutplittchen; M.Gawaz; Georg Thieme Verlag 1999



1.2  Die Adhision

Die Adhédsion von noch ruhenden Blutplittchen an die verletzte GefdBwand ist der erste
Schritt der primidren Hamostase und wird primire Adhédsion genannt. Die Anlagerung von
schon aktivierten Thrombozyten an Strukturen des Subendothels wird als sekundére Adhdsion

bezeichnet (Andrews 1997, DeGroot 1990, Ruggeri 1994).

Der Adhésionsvorgang wird durch thrombozytire Membranglykoproteine gesteuert. Durch
den ersten Kontakt zirkulierender Blutpldttchen mit der subendothelialen Oberfliche im Be-
reich einer GefdBwandldsion bindet der Glykoprotein(GP)-Ib/V/IX-Komplex mit kollagen-
immobilisiertem von-Willebrand-Faktor. Dadurch kommt es zur Haftung des Blutplittchens
an der GefiBwand (Kontaktphase) (Sixma 1994, Nurden 1994). Uber weitere membranstin-
dige Adhisionsrezeptoren (Kollagen-, Fibronektin- und Lamininrezeptoren) erfolgt eine
Stabilisierung der Plittchenadhdsion (Phase der Stabilisierung ) (Nurden 1994).

Der Kollagen-Rezeptor a;,f3; ist ein bedeutender sekundérer Rezeptor fiir die Plattchen-
Adhision. Die Interaktion zwischen o3, und Kollagen fiihrt zur Aktivierung des Blutplatt-
chens und zu dessen Formverdanderung. Wahrend dieses Prozesses wird auch der Fibrinogen-
Rezeptor GPIIb-IIIa aktiviert und stellt den engen Kontakt des Blutpldttchens mit der Ober-
fliche sicher (Phase der Aktivierung) (Nurden 1994). Wéhrend der Formverdnderung
kommt es zur Bildung von Pseudopodien und zur Ausspreizung des Thrombozyten, was eine
effektive Abdichtung der GefdBBwandldsion begiinstigt (Phase des Ausspreizens) (Nurden
1994). Der adhérente und aktivierte Thrombozyt bildet aus freigesetzter Arachidonsédure (AA)
Thromboxan A; (TxA;), welches nach Abgabe in den Extrazelluldrraum iiber Bindung an
einen spezifischen Thromboxanrezeptor den Aktivierungsvorgang verstirkt. Des weiteren
werden wihrend der Adhésion Granulainhaltsstoffe freigesetzt (Sekretion), welche sowohl
autokrin den Aktivierungsvorgang verstirken als auch durch Stimulation noch ruhender
Thrombozyten (parakrin) diese aus der Zirkulation rekrutieren und zur Aggregation mit schon
adhérenten Pldttchen anregen (Siess 1989). Die Interaktion von noch zirkulierenden Blutplatt-
chen mit schon adhdrenten Thrombozyten erfolgt iiber aktivierte GPIIb-IIIa-Rezeptoren. Das
Endstadium der Adhésion ist erreicht, wenn der Thrombozyt vollkommen {iber dem Sub-
endothel ausgespreizt ist und die Endothelldsion gegeniiber dem Blutstrom abgedichtet ist

(Nurden 1994) (Abbildung 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Thrombozytenadhision : Zu Beginn erfolgt die
Bindung von GP Ib-IX-V an den von-Willebrand-Faktor der Endothelzellen (A). Dieser
Kontakt 16st eine weitere Aktivierung von Membranglykoproteinen aus und bewirkt damit die
Stabilisierung der Bindung (B). Es kommt zur Aktivierung und Formverdnderung des
Thrombozyten mit Aktivierung des GPIIb-Illa-Rezeptors und der Freisetzung von
Granulainhaltsstoffen (C). SchlieBlich kommt es zur Bildung von Pseudopodien und zur
Ausspreizung des Thrombozyten (D).

Fn: Fibronektin, Kol: Kollagen; Lam: Laminin; vWF: von Willebrandt-Faktor;

TxAj,: Thromboxan A,. AA: Arachidonsdure.

Abb.4 : Thrombozyten in der Aggregation mit Pseudopodienausbildung

Quelle: Das Blutplittchen; M.Gawaz; Georg Thieme Verlag 1999



1.3 Die Aggregation

Aggregation nennt man den Vorgang der Koadhésion zwischen zwei Thrombozyten.
Ein bedeutender Rezeptor fiir die Aggregation der Blutplattchen ist der Fibrinogen-Rezeptor
GPIIb-IIIa. Die Aggregation erfordert eine Konformationsdnderung des GPIIb-IIla, die durch
verschiedene Stimulatoren, wie z.B. ADP, Thrombin oder Adrenalin, bewirkt wird.

Diese Konformationsdnderung ermdglicht die Bindung von 16slichem Fibrinogen an
den GPIIb-IITa-Rezeptor und damit an die Plattchenmembran (Gawaz 1999). Im weiteren
Verlauf bewirken Fibrinogenbriicken die Ausbildung von Plittchen-Aggregaten (Siess 1989,
Ginsberg 1995, Gawaz 1991, Plow 1992) (Abbildung 5).

Degranulation
CD62P

GPIlIb-llla Mikropartikel

Abb. 5: Schematische Darstellung der Thrombozytenaggregation: Die Stimulierung des
Thrombozyten bewirkt eine Konformationsdnderung des GPIIb-Illa. Dies ermdglicht die
Bindung von 16slichem Fibrinogen an den GPIIb-Illa und die Bildung von Pléttchenaggrega-
ten liber Fibrinogenbriicken. Auflerdem kommt es durch die Aktivierung des Thrombozyten
zur Freisetzung von Granulainhaltsstoffen. Epi: Epinephrin; Col: Kollagen; Thr: Thrombin;

ADP: Adenosintriphosphat; Fg: Fibrinogen.

Es wird die primdre von der sekundidren Aggregation unterschieden. Wahrend der pri-
maren Phase werden Thrombozyten {iber Fibrinogenbriicken locker miteinander verbunden.

Dieser Vorgang ist reversibel. Die irreversible, sekunddre Aggregation tritt nach Aggregati-



onsbeginn verzogert auf und beginnt sobald der Thrombozyt Granulainhaltsstoffe freisetzt
(Ruggeri 1994).

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; (TXA;), Serotonin und ADP. Diese Substanzen bewirken wiederum die Aktivierung von
weiteren Blutpléttchen, eine Verengung der Blutgefdfle und eine Verlangsamung des Blutflus-
ses. Dadurch steigt einerseits die Interaktion zwischen den Blutplédttchen untereinander und

andererseits zwischen den Pléttchen und der GefaBwand an (Willerson 1989, Siess 1989).

1.4 Thrombozytire Integrine

Integrine sind Transmembranrezeptoren, sie verbinden das Zytoskelett der Zelle mit
dem Extrazelluldrraum. Das bedeutendste dieser Membranglykoproteine ist der Fibrinogenre-
zeptor GPIIb-IIla (sieche Abbildung 6). Hierbei handelt es sich um ein heterodimeres Glyco-
protein mit je einer nicht-kovalent verbundenen o- (GPIIb) und 3-Untereinheit (GPIIla; Plow
1992).Es befinden sich zwischen 60.000 und 100.000 dieser Rezeptoren auf einem Blutplatt-
chen (Ginsberg 1995). 70 % des GPIIb-Illa sind im Ruhezustand auf der Plittchenoberfldche
exprimiert, die restlichen 30 % befinden sich im ,,surface connecting system* (SCS) und in
den intrazelluldren o-Granula (Nurden 1994, Morgenstern 1997). Bei Aktivierung der Blut-
pléattchen gelangen die Rezeptoren, welche sich in den internen Speichern befinden, an die
Zelloberfliche (Woods 1986). Bestimmte Aminosduresequenzen, wie Arginin-Glycin-
Aspartat (RGD) oder Dodeca (KQAGDV), die z.B. Bestandteil des Fibrinogenmolekiils sind,
binden an spezifische Regionen des GPIIb-IIla-Komplexes. RGD und KQAGDYV enthaltende
Peptide konkurrieren dabei mit Fibrinogen um eine gemeinsame Bindungsstelle (Plow 1992,
Lefkovitz 1995)

Angeborene Defekte des GPIIb-11la, wie bei der Thrombasthenie Glanzmann (Morbus
Glanzmann), fithren zu einer fehlerhaften Plittchenaggregation und zu verldngerten Blutungs-

zeiten (Nurden 1994).



Fibrinogen Bindungstelle

Dodeca (KQAGDYV)-
peptide (297-314)

KGD (211-222)

S
B lla a 1Ib
N
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C \
GPIIla GPIIb

Abb. 6: Struktur des GP IIb-I11a-Rezeptor
Der GPIIb-IITIa-Rezeptor besteht aus einer a-Untereinheit (GPIIb) und einer B-Untereinheit
(GPIIIa) (nach Gawaz 2001).

Nach Zellaktivierung kommt es zur Aktivierung des Fibrinogenrezeptors, d.h. zur Hete-
rodimerbildung und zum Ubergang in einen hochaffinen Zustand (Shattil 1995). In diesem
hochaffinen Zustand kann geldstes Fibrinogen gebunden, und somit eine Plittchen-Plattchen-
Interaktion durch Fibrinogenbriicken induziert werden (Du 1997). Bindung von Fibrinogen an
den aktivierten Fibrinogenrezeptor induziert eine Konformationsédnderung des Molekiils mit
Freilegung von Liganden induzierenden Bindungsstellen (LIBS), dadurch werden intrazellula-
re Mechanismen reguliert, die die irreversible Fibrinogenbindung und ein Rezptor Clustering
bewirken. Deswegen stellt der GPIIb-111a-Rezeptor einen dominierenden Angriffspunkt der
antithrombozytdren Therapie dar, z.B. wihrend eines interventionellen Eingriffes am Herz-
kranzgefal3 (Coller 1997).

Ein weiteres Membranglykoprotein der Thrombozyten ist das Leucin-reiche Glykopro-
tein Ib/IX/V, das als thrombozytdrer Rezeptor fiir von-Willebrand-Faktor fungiert und somit

eine zentrale Rolle in der primidren Hdmostase spielt (Clemetson 1997).
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Ein angeborener Defekt des GP Ib/IX/V im Bernard-Soulier-Syndrom fiihrt zu einem
funktionellen Defekt der Plattchenadhédsion und zu einer erhdhten Blutungsneigung (Nurden

1999).

1.5 ADP-Rezeptoren

Die Thrombozytenoberfliche weist eine Reihe von ADP-Bildungsstellen auf, von denen
bisher im Wesentlichen drei purinerge Rezeptoren, P2X;, P2Y, und P2Y, ndher charakteri-
siert wurden (Kunapuli 1998).

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

1997).

Der zweite purinerge Rezeptor, P2Y, besitzt sieben transmembrandse Doméanen und ist
an inhibitorische G-Proteine gekoppelt. P2Y | vermittelt durch die Freisetzung von Inosi-
toltriphosphat (IP3) als ,,second-messenger* die ADP-induzierte Ausschiittung von intrazellu-
larem Calcium, die Aktivierung des GPIIb-IIla-Rezeptors und nachfolgend die Pléttchenag-
gregation (Nicholas 1996). Jedoch scheint die alleinige Aktivierung von P2Y -Rezeptoren
nicht ausreichend fiir eine vollstindige Thrombozytenaggregation zu sein.

Eine vollstindige ADP-induzierte Plattchenaggregation erfordert die Koaktivierung der bei-
den Rezeptoren P2Y; und P2Y, (Gachet 2001).

Ahnlich wie P2Y, vermittelt auch P2Y, die ADP-induzierte Freisetzung von intrazel-
luldr gespeichertem Calcium, wenngleich iiber einen unterschiedlichen Signaltransduktions-
weg (Inhibierung der Adenlylatcyclase). Versuche mit radioaktiv-markiertem ADP lassen es
sehr wahrscheinlich erscheinen, dass dieser Rezeptor der Hauptangriffspunkt der Thienopyri-

dine ist (Hollopeter 2001).
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Abb. 7 : 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 intrazel-
luldrem Calcium indirekt, zu einer Erhohung der intrazelluldren Konzentration an Calciumio-
nen und damit zur Formverdanderung und Aggregation des Thrombozyten. Die ADP-Wirkung

am P2Y |, wird unter dem Einfluss der Thienopyridine blockiert (nach Gawaz 2001).
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1.6 Antithrombozytire Substanzen

In Abbildung 8 sind die verschiedenen Wirkorte der untersuchten antithrombozytiren
Substanzen dargestellt. Ein weiterer Schritt zur Vermeidung der arteriellen Thrombose ist die

Antikoagulation durch Gabe von unfraktioniertem Heparin (Neumann 2002).

Thienopyridine  (2) Plattchen-
beta-Methylen -ATP :
Gamma-S-ATP ADP Aggregatlon
Apyrase R

' ADP-Rezeptor & Fibrinogenrezeptor -
w Flbrlnogen / antagonisten
| M GPIIbIIIa-Rezeptor (3)

Bindung Q
Aspirin (1 )
Aktivierter Thrombozyt Indomethacin

CA2+ l

Freisetzung Zyclooxygenasel

intrazellulér @ @

PhospholipaseA, Arachidonsiure ThromboxanaA ,

Plittchensekretion <—— Thromboxanrezepto

Abb. 8: Wirkorte von Antithrombozytiren Substanzen

(1) ASS hemmt die Bildung von Thromboxan (TX A,) und dessen Wirkung auf den Throm-
boxanrezeptor (TP-R). (2) Thienopyridine blockieren den P2Y;,-ADP-Rezeptor und hemmen
dariiber ADP-induzierte Aktivierungsmechanismen. Beide Substanzklassen wirken damit
intrathrombozytar inhibitorisch auf die Signaltransduktion. (3) Dagegen ist der Wirkort von

GPIIb-IlIa-Blockern extrathrombozytir (nach Schror 2002).

Zwar ist der Synergismus dieser drei unterschiedlich am Plattchen angreifenden Medi-
kamente bisher hinsichtlich des klinischen Outcomes untersucht worden, jedoch fehlt bislang
eine detaillierte Untersuchung der Effekte dieser kombinierten Therapie auf die Pléttchen-

funktion.



1.6.1 Cyclooxygenasehemmer

1.6.1.1 Acetylsalicylsiure

Acetylsalicysdure (ASS) wirkt antithrombotisch, indem es das Cyclooxygenase — 1 En-
zymsystem irreversibel durch Acetylierung der 530-Serineinheit blockiert (Roth 1975). Die-
ses Enzymsystem findet sich charakteristisch in Thrombozyten und Endothelzellen und ist
verantwortlich fiir die Umwandlung der Arachidonsdure in Endoperoxide, die Vorldufer der
Prostacyclin- und Thromboxansynthese. In Endothelzellen ist das Hauptprodukt dieses Syn-
theseweges das Prostacyclin — ein potenter Vasodilatator und Inhibitor der Thrombozyten-
aggregation. In Thrombozyten dagegen fiihrt dieser Proze3 zum Thromboxan A2 (TXA2),
einem Vasokonstriktor und Ausldser der Plattchenaggregation. Eine Hemmung des Thrombo-
xan fiihrt zur Hemmung der Thrombozytenfunktion. Da Thrombozyten kernlos sind, ist diese
Hemmung irreversibel und das Enzym bleibt wihrend der gesamten Lebensspanne (8 bis 10
Tage) des Plattchen inaktiviert.

ASS wird nach oraler Gabe rasch und vollstindig absorbiert; die Absorptionszeit betrigt
5-16 Minuten. Nach oraler Gabe gelangt der grof3te Teil der ASS (>80 %) unverdndert 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
anhilt (Kiittler 1996). 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, Hen-
nekens 1997). Das Risiko, eine schwerwiegende intrazerebrale Blutung unter ASS-

Dauertherapie zu erleiden, liegt bei etwa < 0,5 % (Schror 1997).

1.6.1.2 Indomethacin

Wie Acetylsalicylsdure so hemmt auch Indomethacin die Cyklooxygenase. Es besteht
eine Priferenz fiir die Cyklooxygenase-1, jedoch wird auch nicht selektiv die Cox-2 inhi-
biert.Die pharmakologische Halbwertszeit betrdgt 3 bis 11 Stunden. Hauptséchlich erfolgt die

Metabolisierung iiber die Leber. 10-20% werden unverdndert renal ausgeschieden, der Rest
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wird nach Metabolisierung per Urin und Gallenfliissigkeit (enterohepatischen Kreislauf )
eleminiert.

Indomethacin ist ein potentes nicht steroidales Antiphlogistika welches vorallem Anwendung
bei rheumatischen Erkrankungen (z.B. rheumatoide Arthritis, Morbus Bechterew, u.a.) und
bei akuten Gichtanfillen findet.

An typischen Nebenwirkungen sind vorallem Kopfschmerzen und gastrointestinale Be-

schwerden zu nennen, die meist dosisabhéngig auftreten.

1.6.2 Thienopyridine

Experimentelle und klinische Studien belegen die Bedeutung der ADP-induzierten
Thrombozytenaktivierung fiir die arterielle Thrombose, besonders unter hohen Strémungsbe-
dingungen und bei gestorter Endothelfunktion. Seit mehr als 15 Jahren ist bekannt, dass Thi-
enopyridine, zu denen die Substanzen Ticlopidin und Clopidogrel zdhlen, durch ihren Ein-
fluss auf die ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung wirkungsvoll arterielle Thrombosen
unterdriicken (Coukell 1997, Harker 1993, Herbert 1993).

Nach ihrer Umwandlung in der Leber zu einem aktiven Metaboliten inhibieren Thieno-
pyridine die ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung, indem sie selektiv und irreversibel
die Antwort am P2Y j,-Rezeptor verhindern (Herbert 1993, Savi 1994, Schrér 2000). Uber
Beeinflussung dieses ADP-Rezeptors bewirken Thienopyridine eine Hemmung der ADP-
induzierten Senkung des thrombozytidren cAMP-Spiegels und somit der intrazelluldren Calci-
umfreisetzung und ADP-induzierten Sekretion der Alpha-Granula (Harker 1993, Nurden
1995) und somit eine verminderte Anzahl funktionierender ADP-Rezeptoren (Mills 1992).
Diese Tatsache bewirkt weiterhin eine reduzierte Aktivierbarkeit der Endstrecke der Throm-
bozytenaktivierung mittels des GPIIb-IIIa-Rezptors, eine direkte Modifizierung des Fibrino-
genrezeptors besteht aber nicht.(Gachet 1990)

Die Inhibierung dieser intrazelluldren Signalkaskade bewirkt auch eine Blockierung der
Pléattchenadhésion an das Subendothel. Desweiteren reduzieren beide Thienopyridin-Praparate
(Ticlopidin und Clopidogrel) die Scherkraft-induzierte Plattchenaggregation und—sekretion
(Jarvis 2000). Thienopyridine wirken synergistisch zu ASS. Entsprechend ist eine kombinier-
te Therapie mit ASS und Thienopyridinen effektiver in der Hemmung der Thrombozytenakti-
vierung und —aggregation als das jeweilige Pharmakon alleine (Herrman 1998). Die heute
bevorzugt eingesetzte Substanz dieser Gruppe ist das Clopidogrel. Die Vorteile von

Clopidogrel gegeniiber Ticlopidin sind ein schneller Wirkungseintritt, sowie eine Reduktion
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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 Pravention ischi-
mischer Ereignisse konnte die Wirksamkeit von Clopidogrel — im Vergleich zu dem bisheri-
gen ,,Goldstandard* ASS — bewiesen werden. . Das CAPRIE Steering Committee konnte
sogar in der Pravention des kombinierten Risikos ischdmischer Ereignisse (Myokardinfarkt,
Schlaganfall, perpipherer GefiBverschluss) eine Uberlegenheit gegeniiber ASS demonstrieren
(The CAPRIE Steering Committee 1996).

1.6.2.1 Eingesetzte funktionelle ADP-Rezeptorblockierungen

Apyrase

Apyrase ist ein Enzym mit Adenosin 5 Triphosphatase und Adenosin 5 Diphosphatase
Aktivitit. Gewonnen wird dieses Enzym aus Solanum tuberosum. Es gibt zwei [soenzyme,
die sich vorallem in Threr ATPase/ADPase — Aktivitdt unterscheiden und ein Molekularge-
wicht von 49 kDa (in der Gel Filtration) besitzten.Das eingesetzte [soenzym besitzt eine
ATPase/ADPase Ratio von ca. 10. Der zu erzielende Effekt dieser Substanz innerhalb der
Testreihen ist es das Substrat des ADP-Rezeptors bishin zu seinem Monophosphat abzubauen

und somit zu inaktivieren.

Adenosin 5” y-thio Triphosphat Tetralithium Salz (ATP-y-S)

ATP-y-S ist ein ATP Analoga, es ist flir ATPasen nicht hydrolysierbar. Die Hydrolyse-
Rate betrdagt 1/200 von natlirlichem ATP. Es kann durch mitochondriale Translokasen trans-
portiert werden und hemmt dann den ATP gekoppelten reversen Elektronen Transport. Das
Molekulargewicht betrdgt 547 kDa.Dieses ATP Analogon dient zur irreversiblen Blockierung
des ADP-Rezeptors durch ATP, welches fiir die ATPasen nicht zu spalten ist und somit eine
negative Riickkopplung zur Folge hat. ATP ist ein kompetetiver Antagonist von ADP am
ADP-Rezeptor und wirkt dadurch antiaggregatorisch.

B -y - Methyleneadenosine 5 Triphosphat Disodium Salz (ATP-PCP)

ATP-PCP ist ein selektiver P2x-Purinorezeptor Agonist, der iiber diese Bindung die
Pléattchenaggregation blockiert (Soslau 1993). Dieses geschieht durch den fehlenden ADP
getriggerten Calcium Einstrom in das Blutplittchen und somit kann es nicht zur Forménde-

rung kommen.Das Molekulargewicht betragt 549,2 kDa.
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1.6.3 GPIIb-IIIa-Antagonisten

Durch die Blockierung des GPIIb-IIIa-Rezeptors steht uns die potenteste Thrombozy-
tenaggregationshemmung zur Verfiigung. Die Blockade der Fibrinogenbindungsstelle durch
GPIIb-IIIa-Antagonisten fiihrt, unabhdngig von der Art der Aktivierung, zur effektiven Hem-
mung der Fibrinogenbindung am GPIIb-IIla-Rezeptor und dadurch zur Aggregationshem-
mung. Nach Koronarintervention senken diese Antagonisten zusitzlich zur Standardtherapie
mit ASS und Heparin i.v. das Risiko ischdmischer Komplikationen, vorallem bei Hochrisiko-
Patienten hat sich dieses Therapie-Regime bewéhrt. Ebenfalls in der Therapie von Koronar-
Syndromen und non-Q- wave Myokardinfarkten zeigte sich in Bezug auf Verminderung der
Sterblichkeit und Re-infarkt eine signifikante Verbesserung der statistischen Ergebnisse durch
die additive Antagonisten-Therapie. Waihrend das Wirkprinzip aller derzeit verfiigbaren
GPIIb-IlIa-Antagonisten identisch ist, unterscheiden sich die strukturellen, pharmakologi-
schen Eigenschaften und die Spezifitdt der einzelnen Antagonisten erheblich (Coller 1995,
Mousa 1996, Madan 1998). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende klinisch
relevanten GPIIb-I1la-Antagonisten untersucht (Tabelle 1).

Tab 1: Untersuchte GPIIb-IIIa-Antagonisten

Substanz chemische Gruppe Applikationsform
Abciximab chimdrer Mab-Fab LV.
Integrelin zyklisches KGD-Peptid Lv.
Lamifiban RGD-Peptidomimetikum Lv.
Tirofiban RGD-Peptidomimetikum Lv.
YM 337 Humanisierter Mab-Fab LV.
EMD 122347 Peptidomimetisches prodrug oral

c¢7E3 (ReoPro, Abciximab) von Beiersdorf-Lilly (Hamburg, Deutschland)
Integrelin (Intigrilin, Eptifibatide) von Cor Therapeutics (San Francisco, USA)
Lamifiban von Hoffman LaRouche (Basel, Schweiz)

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

EMD 122347 von Merck (Darmstadt, Deutschland)

YM 337 von Yamanouchi (Leiderdorp, Niederlande)
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Abciximab ist ein chiméres Derivat des monoklonalen Antikorpers 7E3, welcher gegen
den GPIIb-IITa-Komplex gerichtet ist. Das Fc-Fragment wurde vom kompletten Antikorper
abgespalten, so dass Abciximab nur den Fab-Anteil aufweist. Zusitzlich wurde der grof3te
Teil des unspezifischen murinen Fab-Anteils durch einen menschlichen Fab-Anteil ersetzt.
Studienergebnisse belegen eine bessere Langzeitwirkung von Abciximab fiir die Reduktion
des kombinierten Risikos ischdmischer Ereignisse (The TARGET Investigators 2001, SoRelle
2002) und gerade bei Patienten der Hochrisikogruppe hat Abciximab den groBten Effekt
gezeigt (The EPISTENT Investigators 1998).

Integrelin ist ein {iber Disulfidbriicken verbundenes zyklisches Peptid mit einem Mole-
kulargewicht von 832 kD mit sieben Aminosduren (Heptapeptid). Integrelin bindet im Be-
reich der KGD-Bindungsregion des GPIIb-IIIa-Rezeptors. In der PURSUIT-Studie zeigte sich
eine signifikante Abnahme der primaren Endpunkte (Tod; akuter Myokardinfarkt) gegentiber
der Placebotestgruppe, dieser Effekt war auch noch nach 6 Monaten nachweisbar.

Lamifiban und Tirofiban (MK383) sind nicht peptische Molekiile. Im Gegensatz zu
Integrelin, welches durch seine RGD-dhnliche Molekiilstruktur mit der Fibrinogenbindungs-
stelle konkuriert, imitieren die nicht-peptischen Antagonisten die geometrischen, stereotakti-
schen und Oberflachenladungseigenschaften der RGD-Sequenz und hemmen dadurch die
Fibrinogenbindung (Coller 1995, Mousa 1996). Beide haben eine kurze Halbwertszeit und
Wirkdauer.

EMD 122347 ist ein Prodrug eines oralen GPIIbllla Antagonisten. Auch EMD ist ein
peptidomimetisches Prodrug an der RGD-Bindungsregion und zeigte eine gute intestinale

Auffnahmefahigkeit mit einer Halbwertszeit von ca. 70 Stunden.( Kamm 1999).

YM337 ist ein Fab-Fragment eines humanisierten monoklonalen Antikdrpers gegen den
GPIIblIla-Rezeptor, der eine dhnliche pharmako-kinetische Aktivitit wie Abciximab auf-
weist. Auch mogliche unerwiinschte Reaktionen, wie z.B. Bildung von Antikérpern, Throm-
bozytopenie scheinen in der gleichen Héufigkeit vorzukommen wie bei einer Therapie mit
Abciximab. Aktuell sind die Wirkung, Nebenwirkungen, etc. aber noch nicht in klinischen

GroBstudien untersucht. (Harder 1999)

Die Strukturformeln von einigen GPIIbllla Antagonisten, wie z.B. Integrelin, Lamifiban

und Tirofiban, sowie die Struktur von Abciximab sind in Abbildung 9 dargestellt.
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1.7 Therapie des akuten Koronarsyndroms

ASS hat seine antithrombotische Wirksamkeit bei der Prophylaxe und Therapie kardi-
ovaskulédrer Erkrankungen in einer Vielzahl klinischer Studien unter Einschluss von insge-
samt 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 Letalitdt und Reinfarkthidufigkeit bei akutem

Koronarsyndrom signifikant vermindert.
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Zur Revaskularisation stenosierter und okkludierter GefdB3e hat sich zunehmend die der
Lyse-Therapie iiberlegene koronare Intervention (PTCA und Stent-Implantation) durchgesetzt
(,,STOP-AMI Studie*: Schomig 2000). Die durch den Eingriff bedingte erhohte Plattchenak-
tivierung und intravaskuldre Plattchenaggregation limitieren jedoch den Erfolg von koronaren
Interventionen, indem sie kurzzeitige ischdmsiche Episoden initiieren und zur Gefdlrestenose
beitragen (Lincoff 1992). Dieser Effekt machte die weitere Inhibition der Pliattchenaggregati-
on notwendig, da die bisherige ASS-Therapie — auch in Kombination mit Heparin - die Inzi-
denz der sich haufig entwickelnden Restenosen nur inaddquat senken konnte (Lincoff 1992,

Le Breton 1996, White 1998).

Studien belegen, dass der synergistische Einsatz von ASS und Ticlopidin der ASS-
Monotherapie und Antikoagulation in der Reduktion der postinterventionellen ischdmischen
Komplikationen nach Implantation koronarer GefédB3stiitzen deutlich {iberlegen 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 an-
gina 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 (9,3 %) zum Tod durch kardiovaskuldre Ursachen, nicht todli-
chem Myokardinfarkt oder Schlaganfall kam als bei Patienten der Placebogruppe (11,4 %;
The CURE Committee 2000).

In Anwesenheit hoher Konzentrationen starker Agonisten der Thrombozytenaktivierung
konnen Thienopyridine — auch in Kombination mit ASS — die Thrombozytenaggregation
nicht ausreichend verhindern (Neumann 2002). Die Behandlung akuter Koronarsyndrome
konnte jedoch durch die Entwicklung potenter Aggregationshemmer in Form der GPIIb-IIIa-
Antagonisten verbessert werden.

In klinischen Studien der Phase III konnte fiir die GPIIb-I1Ia-Antagonisten Abciximab
und Tirofiban gezeigt werden, dass die Substanzen gut vertrdglich sind und bei Patienten mit
instabiler Angina pectoris oder Myokardinfarkt zu einer erheblichen Verbesserung der Uber-
lebensrate nach koronarer Intervention fiithren.

Aus den Studien mit Tirofiban ergibt sich, dass durch zusétzliche Gabe des GPIIb-Illa-

Antagonisten zur Standardtherapie - bestehend aus ASS und Heparin - unabhingig von der
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weiteren Therapie das Mortalitdts- und Morbiditétsrisiko von Patienten mit akutem Koronar-
syndrom gilinstig beeinflusst werden kann (The RESTORE Investigatos 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 Mykardinfarkt
untersucht. Auch hier zeigte sich eine signifikante Verbesserung gegeniiber der bisherigen
medikamentdsen Standardtherapie (The EPILOG Investigators 1994, The CAPTURE Investi-
gators 1997, The RAPPORT Investigators 1998).

Die EPISTENT-Studie hatte die bisherige adjuvante Therapie bestehend aus ASS noch
um Ticlopidin erweitert. Hier wurde erstmals der synergistische Effekt aller drei untersuchten
Substanzklassen mit der ASS plus Heparin Therapie verglichen. Fazit der Studie war, dass in
der Abciximab-Gruppe die Ereignisse beziiglich des primaren Endpunktes (Tod, Myokardin-
farkt und dringliche Revaskularisation) um 43 % gegeniiber der Heparin-Gruppe gesenkt

werden konnten (p<0,005; The EPISTENT Investigators 1998).

Hinsichtlich des direkten klinischen Vergleichs von GPIIb-I1la-Rezeptorantagonisten —
mit adjuvanter Therapie bestehend aus ASS und Clopidogrel - gibt es bislang nur eine multi-
zentrische klinische Studie. Die TARGET-Studie untersuchte den Einfluss von Abciximab
und Tirofiban auf die Verminderung des Auftretens von Tod, Myokardinfarkt und dringlicher
Revaskularisation bei Patienten mit stabiler Angina pectoris und Patienten mit akutem Koro-
narsyndrom nach 30 Tagen und sechs Monaten. In der Gruppe mit akutem Koronarsyndrom
erlitten die mit Abciximab therapierten Patienten nach 30 Tagen und sechs Monaten signifi-
kant weniger Myokardinfarkte und mussten sich auch signifikant seltener einer Re-
Intervention unterziehen. Die Todesrate war jedoch in beiden Behandlungsarmen gleich (The

TARGET Investigators 2001).

Der Einsatz von intravendsen GPIIb-IIIa-Rezeptorblockern, kombiniert mit einer oralen
antithrombozytédren 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 antithrombozyté-
ren Kombination zu einer Standardtherapie bei der intrakoronaren Intervention entwickelt hat,
sind die synergistischen Effekte auf die Thrombozytenfunktion und die plattcheninduzierte
Aktivierung des Endothels noch nicht im Detail untersucht worden.

Auch ist bis heute unklar, ob die pharmakologischen Unterschiede zwischen den beiden

GPIIb-IlIa-Rezeptorantagonisten Abciximab und Tirofiban,etc. von Relevanz fiir den klini-
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schen Gebrauch sind, denn seit Zulassung der ADP-Rezeptor Antagonisten Prasugrel und
Ticagrelor stehen potente Alternativmedikamente fiir die Akuttherapie des Herzinfarkt zur
Verfligung. Ticagrelor liegt als aktive Form mit reversibler Hemmung des ADP-Rezeptor vor
und ist gut steuerbar. In der PLATO-Studie zeigte sich im Vergleich zur dualen Hemmung
mit ASS und Clopidogrel eine signifikante Reduktion der Endpunkte (kardiovaskuldrer Tod,
Myokardinfarkt, ischdmischer Schlaganfall) nach 12 Monaten bei den mit Ticagrelor thera-
pierten Patienten.

Prasugrel , ein Thienopyridin der 3.Generation, ist ein irreversibler Inhibitor des ADP-
Rezeptor mit hoher Bioverfiigbarkeit. In der TRITON-TIMI-38-Studie zeigte diese Medikati-
on eine signifikant stirkere Hemmung der Blutplittchen als Clopidogrel 300mg mit dem
Resultat einer deutlichen Abnahme der klinischen Endpunkte (kardiovaskuldrer Tod, Myo-
kardinfarkt und ischdmischer Schlaganfall) und wurde somit fester Bestandteil der ESC-
Leitlinien bei interventionellen Behandlungen des akuten Koronarsyndrom.

Ticagrelor und Prasugrel fiihrten aber auch zu einem signifikant erh6htem Blutungsrisi-
ko, wodurch Therapieeinschrinkungen bestehen.

Aktuell sind daher die Fibrinogenrezeptor-Antagonisten vorallem den bail-out Situatio-
nen in den Koronar-Interventionen vorbehalten und nicht mehr erste Wahl in der Vorberei-

tung des Patienten vor einer PTCA bzw. Stentimplantation.

1.8 Aggregations-Reagenzien

1.8.1 Thrombin

Thrombin ist das zentrale Enzym des plasmatischen Gerinnungssystems. Die Arginin-
spezifische Serinprotease zirkuliert im Plasma als Zymogen (Prothrombin, Faktor 1) und wird
durch den Prothrombinase-Komplex (FaktorXa, Faktor Va, Phospholipide und Calcium-
Ionen) aktiviert. Die gerinnungsfordernde Wirkung des Thrombins beruht auf der Splatung
des Fibrinogens in seine Fibrinmonomere, die in der Folge unter Mitwirkung des durch
Thrombin aktivierten FaktorXIII zum unldslichen Fibringerinnsel polymerisieren. Anndhernd
gleichzeitig entfaltet Thrombin auch seine gerinnungshemmende Funktion. Im Komplex mit
Thrombomodulin aktiviert Thrombin das Protein C, welches die gerinnungsfordernden Fakto-

ren Va und VlIlla durch Spaltung inaktiviert.
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Das menschliche o - Thrombin (Molekulargewicht:33 kDa) besteht aus einer A-und B-
Kette, welche tiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Unter Aminosdurenabspal-
tung ensteht die Anionenbindungsregion, welche zur Bindestelle fiir Fibrinogen und dem
klonierten Thrombinrezeptor wird.

Blutpléttchen haben im Wesentlichen zwei Bindungsstellen fiir Thrombin:

* Eine hoch-affine im Bereich des Glykoproteins Ib

* Eine miBig-affine mit G-Protein gekoppeleten Rezeptor mit 7 transmembrandsen

Doménen

Thrombin interagiert hauptsdchlich mit letzterem Rezeptor iiber zwei Bindungsstellen.
Weiterhin moduliert Thrombin die Chemotaxis von Monozyten und die mitogenen Eigen-
schaften von Lymphozyten und mesenchymalen Zellen, wie glatte Muskelzellen und Fib-

roblasten.

1.8.2 Tissue Factor

Der Tissue Factor (Gewebethromboplastin ; CD 142) ist iberwiegend Teil des extrinsi-
schen System der Gerinnung und im Gewebe hauptsédchlich in der GefaBwand und in den
Organkapseln lokalisiert ist (Drake 1989), um im Falle einer GefaBBverletzung das verletzte
Organ und somit den Korper vor Blutverlusten zu schiitzen. Der TF ist ein Polypetid, das aus
295 Aminosiduren synthetisiert wird und aufgrund seiner Tertidrstruktur der Familie der Cyto-
kinrezeptoren zugeordnet wird (Bazan 1990).Eine strenge Einordung des Tissue Factor in das
intrinsische (Kontaktaktivierungssystem) und extrinsische Blutgerinnungssytem nach der
Wasserfall-Theorie (Davie /Ratnoff 1964, Mac Farlane 1964) ist jedoch nach heutiger Er-
kenntnis nicht moglich, da z.B. der Gerinnungsfaktor IX des intrinsischen Systems durch den
Tissue Factor/Faktor VIIa Komplex aktiviert wird (Osterud/Rappaport 1977). In seiner Funk-
tion ist der Tissue Factor gleichzeitig ein Rezeptor und ein Kofaktor (Bach 1988, Rapaport
1991) fiir den Faktor VII oder dessen bereits aktivierte Form im Blut (Faktor VIIa). Dieser
Komplex von TF und Faktor VlIa starten die Gerinnung durch Aktivierung der Zymogene
Faktor IX und X, dadurch entstehen geringe Mengen an Thrombin, welches wiederum die

Blutpléttchen aktiviert.
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Der Faktor Xa bildet mit dem Kofaktor Va und Prothrombin den sogenannten Prothrombina-
se-Komplex (Nemerson/Bach 1982, Kalafatis 1994), der zu einer 25-fachen Verstirkung der
Thrombinbildung und schlieBlich zur Bildung eines stabilen Fibringerinnsels fiihrt. (siche

Abbildung 10)
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Prothrombin  ====b  Thrombin

Abb.10: Gerinnungsaktivierung durch den Tissue Factor

Der Tissue Factor spielt auch bei weiteren patholgischen Prozessen eine entscheidene
Rolle, z.B. in der disseminierten intravaskuldren Gerinnung (DIC) bei Sepsis (Rivers 1992),
sowie bei postoperativen Thrombosen und in der Atherosklerose (Landers 1994, Libby 2000).

Weiterhin ist auch eine Mitbeteiligung an der embryonalen Angiogenese (Carmeliet

1996) und auch bei der Tumorangiogenese (Shoji 1997) zu nennen.
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1.9 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, in einer experimentellen Studie den Einfluss unter-
schiedlicher antithrombozytérer Substanzen ( Cyclooxygenase- und ADP-Rezeptorinhibitoren
und GPIIb-IIIa-Rezeptorblocker) auf die Plattchenfunktion zu untersuchen. Dabei soll im
zeitlichen Verlauf die plittchen-eigene Autoaktivierung mittels der Thrombinbildung gemes-

sen werden. Hierzu werden die folgenden Thrombozytenfunktionen tiberpriift:

a) Pléttchenaggregation

b) Thrombozytire Thrombingeneration
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2 Methodik

2.1 Probengewinnung:

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

die Proben sofort, wie im Folgenden beschrieben, weiterverarbeitet.

2.1.1 Probenweiterverarbeitung:

Die Proben wurden mit den Antagonisten inkubiert. Die Inkubatioszeit betrug
15 Minuten. Zusétzlich wurde ein Ausgangswert ohne Zusatz eines Antagonisten durchge-
fiihrt.

Tab 2: Endkonzentrationen der Antagonisten

Antagonist Endkonzentration
C7E3 50 ug/ml
Integrelin 2000 ng/ml
EMD122347 3600 ng/ml
Lamifiban 500 ng/ml
Tirofiban 125 ng/ml
YM337 60 ug/ml
Indomethacin 100 uM
Apyrase 2 U/ml
Gamma-S-ATP 1 mM
PCP-ATP 10 mM

Fiir die Inkubation wurde je 445 ul PRP, 5 ul GPIIb-IIla-Antagonist in verschiedenen
Konzentrationen und 50 ul Chrono-Lume (Luciferase Luciferin Reagent) verwendet. Danach
wurden 500 ul vorinkubiertes und mit Chrono-Lume versetztes PRP in eine silikonisierte
Glaskiivette (Test Tubes 7,25x55mm, Fa. Bio/Data, Horsham, USA) gegeben. Als Referenz-
wert diente eine zweite Glaskiivette, die mit 500 ul PPP gefiillt wurde.
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2.1.1.1 Die Messung der Aggregation:

Die Bestimmung der Aggregation erfolgte geméal der turbidimetrischen Methode nach
Born (Born 1962, Born 1963). Hierbei wird eine mit PRP gefiillte silikonisierte Glaskiivette
(Fa. BioData, Horsham, USA) unter Verwendung eines Riihrstdbchens (konstant 1000 Um-
drehungen pro Minute) mittels Magnetriihrer kontinuierlich durchmischt und bei 37° C inku-
biert. Durch ein photometrisches Verfahren wird die plédttchenbedingte Triibung der Suspen-
sion anhand einer Referenzkiivette, die 500 ul PPP enthilt, bestimmt. Durch Zugabe von 5 ul
eines Pléttchenstimulus (Endkonzentration: ADP 5 uM, ADP 20 uM oder TRAP 25 uM) in
die mit 470 ul PRP sowie 25 ul Chrono-Lume-Reagenz gefiillte Kiivette kommt es zur Platt-
chenaktivierung und konsekutiv zur Aggregatbildung. Diese ist abhidngig von Calcium, wel-
ches im Citratblut und Plasma in ausreichender Konzentration vorliegt.
Da die Einzelpléttchen eine hohere Lichtstreuung als die von ihnen gebildeten Agglomerate
erzeugen, fiihrt die Aggregation zu einer Zunahme der Licht-Transmission. Deren Anderung
iiber die Zeit (bis ca. fiinf Minuten nach Stimuluszugabe) wird als Aggregationskurve aufge-

zeichnet.

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 ul)
eine Menge von 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 ul Aggregationsstimulus (ADP 5 uM, 20 uM oder TRAP 25
uM) 5 ul ATP-Standard (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) hinzugegeben, wel-
ches einer Stoffmenge von 2 nmol entspricht (Feinmann 1977).

Die Plattchenaggregation sowie die ATP-Freisetzung wurden bei 37°C gemessen. Die
Melsensitivitit fiir die Aggregation war konstant auf 0,1 Volt eingestellt und ebenso wie die
Messsensitivitit fiir die ATP-Freisetzung ebenfalls auf 0,1 Volt. Der Papiervorschub war auf

2 cm pro Minute festgelegt.
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2.1.1.2

Abgeleitete Werte aus der Aggregationsmessung

Wie in Abbildung 11 dargestellt, konnten auf diese Weise sowohl die groite Amplitude

(maximale Aggregation) und die grofite Steigung (,,Slope*) der Aggregationskurve, als auch

die ATP-Freisetzung (im Vergleich zum ATP-Standard) bestimmt werden.

Lichttransmission

Steigung

Aggregationsverlauf

rd
" ATP-Freisetzung

Stimulus >

Zeitverlauf

Maximale
Aggregation

Maximale
ATP-Freisetzung

Abb. 11 : Auswertung der Lichtaggregometrie und Luminometrie
Anhand der Aggregationsverlaufskurve wurde sowohl die maximale mogliche Aggrega-

tion (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 gemessen und ins Verhélt-

nis zu dem ATP-Standard mit einer konstanten Menge von 2 nM gesetzt.
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2.1.1.3 Methodikbeschrinkung

Die Untersuchung von Thrombozytenfunktionen wird immer von dem potentiellen Ri-
siko einer artifiziellen Thrombozytenaktivierung in vitro, bei der Gewinnung oder Verarbei-
tung der Proben, beeintrdchtigt. Um fehlerhafte Ergebnisse zu vermeiden, wurden deshalb
samtliche methodischen Variablen innerhalb der untersuchten Patienten konstant gehalten und

auBerdem alle Proben innerhalb kiirzest méglicher Zeit verarbeitet

2.1.2 Bestimmung der plittchenabhéingigen Thrombingeneration

2.1.2.1 Probengewinnung:

Die Probengewinnung erfolgte wie in 2.1. beschrieben.

2.1.2.2 Probenweiterverarbeitung

Das aus dem CPDA-BIlut gewonnene und auf 300 000 Pléttchen/ul verdiinnte PRP wird
zu je 300 pl in ein mit einer Stahlkugel bestilicktes Kiivetten (beides Fa. Strathmann, Berg,
Deutschland) im Kugel-Koagulometer KC 4A (Fa. Amelung, Lemgo, Deutschland) pipettiert.
Fiir die Negativ-Kontrolle wurde zusitzlich 200 pl Tyrodes Puffer ( pH 7,4) hinzugegeben,
fiir die Positiv-Kontrollen 140 pl Tyrodes Puffer ( pH 7,4) und bei Hinzugabe eines Antago-
nisten (50ul) wurde das Volumen vom Tyrodes Puffer ( pH 7,4) um 50ul reduziert, sowie 60
ul 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 nétig ist, um PPP in
ungefahr 80 Sekunden zu clotten (Reverter 1996). Im Anschluss wurden in Dreifach-
Bestimmungen jeweils 10 ul der Positiv- und Negativ-Kontrollen 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
(siehe Pipettierschema). Nach Abnahme des Ausgangswertes wurden je 20 ul CaCl, [1Mol]
zur Initiierung des Clottens in die drei Testréhrchen pipettiert. Gleichzeitig mit dieser Startre-
aktion wurde das Koagulometer gestartet, d.h. das Kreisen der Stahlkugel und der Start der
Stoppuhr zur Messung der Clottzeit. Zu 5 weiteren Zeitpunkten, (20, 30, 40, 50 und 60 Minu-
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ten nach Starten der Clottreaktion) wurden wie beim Ausgangswert in Dreifach-
Bestimmungen jeweils 10 pl der einzelnen Kontrollen in die jeweiligen Néapfe der 96-Napf-
Platte pipettiert. Zur quantitativen Bestimmung und Qualitdtssicherung wurde eine Verdiin-
nungsreihe zur Erstellung der Standardkurve angesetzt und zu je 10 pl (Dreifach-
Bestimmung) in die entsprechenden Népfe der 96-Well-Platte hinzugegeben (siehe Pipettier-

schema).

Dreifachbestimmung pro Zeiteinheit

Anordnung einer
Testreihe

A 46
Ausgangsbestimmung

AT9

Zeiteinheit 20min.
A10-12:
Zeiteinheit 30min.
B 4-6:

Zeiteinheit 40min.
B79:

Zeiteinheit S0min.
B 10-12:
Zeiteinheit B0min.

10 11 12

1 2 3 4
A

0200
ose
S50
oes

Standardreihe N
Thrombin oder >
Tissue-Factor

see
sss
see
ses

SR

Abb. 12 : Pipettierschema

Nach der Pipettierung der Standardreihe wurde mit Hilfe einer Multichannel-Pipette
50ul von dem Thrombin Substrat S-2238 (Fa. Chromogenix, Mailand, Italien; Anfertigung
siche Anhang, Seite 89) in alle Wells gegeben und der nun folgende Farbumschlag in dem
ELISA-Reader Dynatech MR 5000 (Fa. Dynatech, Denkendorf, Deutschland) bei einer Wel-
lenldnge von 405 nm und einer Referenz Wellenldnge von 630 nm kinetisch bestimmt (Dick-
feld 2001; Geréte-Einstellung sieche Anhang, Seite 90) Hierbei wurde die Entstehung von
Thrombin aus Prothrombin an dem vom aktivierten Thrombozyten bereitgestellten Prothrom-

binasekomplex gemessen.
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Es wurde zu insgesamt 6 Zeitpunkten vor und nach der Gerinnungsreaktion die Bildung
von Thrombin im PRP mittels eines Substrates detektiert, welches bei Vorhandensein von
Thrombin in einen gelben Farbkomplex umgewandelt wird.Die Intensitit dieses Komplexes
wird absorptionsphotometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm in einem ELISA-Reader
gemessen. Die Geschwindigkeit der Substratbildung ist proportional zur enzymatischen Akti-
vitdt (Aronson 1992). Der Thrombingehalt in U/ml wird mittels einer Standardreihe berech-
net.Die durch die Standardkurve mit Thrombin kalibrierte Auswertung [m.O.D.; O.D.: opti-
sche Dichte] wurde vom angeschlossenen Drucker ausgegeben. Alle Messungen wurden bei

37° C durchgefiihrt.

Prothrombinasekomplex

+ Faktor V

+Ca2+

+ Faktor Xa

Prothrombin Thrombin
S-2238 Peptid + pNA
Photometrische
Messung bei
405nM

Abb. 13 : Prinzip der technischen Messung der Thrombingeneration
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2.1.2.3 Methodikbeschrinkung

Aufgrund einer mdglichen mechanischen Voraktivierung der Thrombozyten in der Pra-
parationsphase kann es zu vermehrten Thrombingeneration kommen, daher wurden alle Pro-
ben zur selben Zeit, und nach definierten Zeitpunkten und unter konstanten Temperaturen
bearbeitet. Weiterhin wurden fiir alle Proben Dreifach-Bestimmungen zu jedem Zeitpunkt

entnommen.
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2.1.3 Statistische Auswertung

Die Datenanalyse wurde mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests fiir nicht normalver-
teilte 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*.
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3 Ergebnisse

3.1 Aggregation und Thrombingeneration

In der experimentellen Anordnung unserer Studie wollten wir den Einfluss antithrom-
bozytirer Medikamente auf die plattchen-eigene Thrombingeneration messen.
Daher fithrten wir zur Bestimmung der Endkonzentrationen der Antagonisten, die notwendig
sind um eine maximale Aggregationshemmung herbeizufiihren die aggregometrische Mes-
sung durch. Nach dieser Bestimmung begann die Messung der Pléttchen bedingten Thrombin-
freisetzung unter Fibrinogenrezeptor-Antogonisten, Cyclooxygenaseinhibition und ADP-

Rezeptorblockade.
3.1.1 Plittchenaggregation

Im Rahmen der Untersuchung der Thrombozytenaggregation wurde die maximale Ag-

gregation bestimmt.
3.1.1.1 Maximale Aggregation nach 5 Minuten

Die Aggregation wurde mittels Lichttransmissions-Aggregometrie nach Stimulation mit ADP
S5uM, ADP 20 uM beziehungsweise TRAP 25 uM bestimmt. Die Thrombozytenaggregation
bei schwacher Stimulation (ADP 5 uM) oder mittlerer Stimulation (ADP 20 uM) konnte um
mehr als 90 % inhibiert werden, bei starker Stimulation (TRAP 25 pM) um 80%.

Die verwandten Endkonzentrationen der Antagonisten sind der Tabelle 2 zu entnehmen.

vl o

=

47
Aggregationskurve(ADP stimuliert) ~ ADP stimuliert mit GPIIbIIla Antagonist

Abb.14: Aggregationskurvenverlauf unter Inhibition

32



3.1.1.2 ADP induzierte Aggregation mit SuM-Stimulationsstirke:
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Abb.15: Maximale Aggregation in Prozent (%) unter Stimulation mit SuM ADP

Die GPIIb-IIla Antagonisten konnten die Aggregationsinduktion mit SuM ADP kom-
plett hemmen. Die Cyclooxygenase Hemmung mit Indomethacin erbrachte ebenfalls eine
vollstindige Aggregationshemmung. PCP-ATP konnte gleichermaflen die ADP induzierte
Aggregation verhindern.Die weiteren Antagonisten des ADP-Rezeptor konnten keine voll-
stindige Hemmung der Aggregation bewirken. Gamma S-ATP fiihrte zu einer Reduktion der
ADP — induzierten Aggregation um > 50% und Apyrase zeigte eine Hemmung > 30%. Die
dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf eine Testung gegen die Ausgangswert Stimulie-

rung mit ADP 5uM (p <0,05).
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3.1.1.3 ADP induzierte Aggregation mit 20uM-Stimulationsstiarke:
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Abb.16: Maximale Aggregation in Prozent (%) unter Stimulation mit 20pM ADP

Die GPIIbllla Antagonisten erreichten auch bei stirkerer Stimulierung mit 20uM ADP
eine vollstindige Hemmung der Aggregation. Die Cyclooxygenase Hemmung mit Indome-
thacin erbrachte eine komplette Hemmung der Aggregation. PCP-ATP verhinderte auch
unter der starkeren ADP Konzentration von 20uM eine Aggregation.

Die Hemmung von Gamma S-ATP betrug > 60% und die von Apyrase betrug > 30%.
Die dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf eine Testung gegen die Ausgangswert Stimu-

lierung mit ADP 20uM ( p < 0,05).
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3.1.1.4 TRAP induzierte Aggregation mit 25uM-Stimulationsstirke:

Unter der direkten Stimulierung des Thrombinrezeptors des Thrombozyten mit TRAP
( Thrombin-receptor-activating-peptide ) zeigten alle GPIIblIla Antagonisten bis auf YM337
eine ca. 80-90% Reduktion der Aggregation.

100 -
80 -
60
40

Aggregation in Prozent %

+EMD .

+c7E3 -

+Indomethacin |

vcamma-s-Te |

+ntegrelin [
+YM337

+Lamifiban .

TRAP 25uM
+Apyrase
+PCP-ATP

Abb.17: Maximale Aggregation in Prozent (%) unter Stimulation mit 25pM TRAP

Alle Fibrinogenrezeptorantagonisten erreichten unter konstanter Endkonzentration eine
nahezu vollstindige Inhibition der TRAP-induzierten Aggregation. Nur YM337 konnte die
maximale Aggregation nur auf 43% reduzieren. Die Cyclooxygenase Hemmung erreichte
auch unter TRAP-Stimulierung eine vollstindige Hemmung der Aggregation.

Einzig der ADP Rezeptorantagonist PCP-ATP konnte die Aggregation iiber 20% hem-
men im Vergleich zur isolierten TRAP-Stimulation. Keiner der anderen ADP Rezeptoranta-
gonisten (Apyrase;Gamma-S-ATP) hatten sonst Einflu3 auf die TRAP stimulierte Aggregati-
on. Die dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf eine Testung gegen die Ausgangswert

Stimulierung mit TRAP 25uM ( p < 0,05).
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3.1.2 ATP- Freisetzung unter ADP und TRAP Stimulierung

Anhand der ATP-Freisetzung ist die Sezernierung der dichten Granula der Thrombozy-
ten gemessen worden. Die ATP Freisetzung wurde mittels Lichttransmissions-Aggregometrie
nach Stimulation mit ADP 5uM, ADP 20 uM beziehungsweise TRAP 25 uM bestimmt.

In dieser Testreihe kann mittels der Lichtaggregometrie/Luminometrie die verwandten ADP-
Rezeptorantagonisten technisch bedingt nicht untersucht werden.

Die verwandten Endkonzentrationen der Antagonisten sind der Tabelle 2 zu entnehmen.

3.1.2.1 ADP induzierte ATP-Freisetzung bei SuM-Stimulationsstirke:

Alle benutzten GPIIblIla Antagonisten fiihrten zu einer signifikanten Hemmung
(p <0,05) der ATP Freisetzung, nur unter YM337 und Lamifiban ergab sich keine vollstin-
dige Hemmungen, aber eine signifikante Reduktion der plittchen-eigenen ATP-Freisetzung

(p <0,05).

1,2W

14
0,8+
0,6
0,4+
0,21

0-

ATP-Release (nM)

c/E3
EMD

YM337 -
Integrelin
Lamifiban .

Tirofiban

ADP 5uM
Indomethacin

Abb.18: ATP Freisetzung unter ADP SpuM Stimulierung

Die Cyclooxygenase Hemmung mittels Indomethacin erbrachte eine komplette Hem-

mung der Freisetzung von ATP unter ADP 5uM Stimulierung (p < 0,05).
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3.1.2.2 ADP induzierte ATP-Freisetzung bei 20uM-Stimulationsstirke:

Unter einer stidrkeren Aktivierung der Thrombozyten mit 20uM ADP zeigten die Fibri-

nogenrezeptorantagonisten eine signifikante Hemmung der ATP Freisetzung (p < 0,05).
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Abb.19: ATP Freisetzung unter ADP 20uM Stimulierung

Nur EMD und die Indomethacin Testreihe ergaben eine vollstindige Hemmung der

ATP Freisetzung (p < 0,05). Alle restlichen GPIIblIla Antagonisten erreichten eine signifi-
kante (p < 0,05) Reduktion der ATP Freisetzung.
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3.1.2.3 TRAP induzierte ATP-Freisetzung bei 25uM-Stimulationsstirke:

Unter der TRAP Stimulierung zeigte sich bei den GPIIbllla Antagonisten nur EMD ei-

ne tendenzielle Reduktion der ATP Freisetzung.
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Abb.20: ATP Freisetzung unter 25uM TRAP Stimulierung

Die Antagonisten Tirofiban und auch YM337 zeigten einen signifikanten Anstieg der
ATP Freisetzung (p < 0,05). Indomethacin hemmte auch unter starker Stimulation mit TRAP
die ATP Ausschiittung des Thrombozyten (p < 0,05). EMD und c7E3 erreichten eine Reduk-

tion der ATP Freisetzung in Bezug auf die isolierte TRAP Stimulationsreihe. Integrelin und

Lamifiban hatten keinen Einflu3 auf die TRAP stimulierte ATP Freisetzung.
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3.1.3 Plittchenabhingige Thrombingeneration

3.1.3.1 Thrombinstimulation

704
—4— unstimuliert

60 —&— Thrombin
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40-
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0- | I | T 1 I ]
0 10 20 30 40 50 60

Zeit nach Stimulation mit Thrombin (min.)

Abb.21:Thrombingeneration unter Thrombinstimulation

Unter Stimulation mit Thrombin wurde die plattchen-eigene Thrombinbildung {iber einen
Zeitverlauf von 60 Minuten unter konstanten Bedingungen gemessen. Im Vergleich zur un-
stimmulierten Testreihe ergab sich eine signifikante Steigerung der Thrombingeneration iiber

den Zeitverlauf (p< 0,05).
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3.1.3.2 Tissue-Factor-Stimulation
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Abb.22: Thrombingeneration unter Tissue-Factor Stimulation

Unter Stimulierung mit dem Tissue-Factor ergab sich ebenfalls eine signifikante Erh6hung
der thrombozytidren Thrombinausschiittung iiber den Zeitverlauf von einer Stunde im Ver-
gleich zur unstimulierten Untersuchungsreihe (p< 0,05). Im Vergleich mit der Thrombin
stimulierten Versuchsreihe zeigte sich ein steiler Anstieg der Thrombinausschiittung, der ab

dem Zeitintervall 20 Minuten nach Stimulationsbeginn in eine stabile Plateau-Phase iiberging.
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3.1.3.3 Fibrinogenrezeptorantagonisten

3.1.33.1 c7E3
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Abb.23:Thrombingeneration unter c7E3-Hemmung (Thr.)

Unter c¢7E3 zeigte sich nur bei der Messung (50.min.) eine signifikante Erhéhung der
Thrombinausschiittung, restlich ergab sich kein Einflu8 auf die Thrombin oder Tissue-factor

stimulierte Thrombingeneration (p< 0,05).
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Abb.24 :Thrombingeneration unter c7E3-Hemmung (TF)
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3.1.3.3.2 EMD
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Abb.25 :Thrombingeneration unter EMD-Hemmung (Thr.)

Unter EMD ergab sich bereits bei Minute 20 bis 50 eine signifikante Reduktion der
Thrombin-stimulierten Thrombingeneration, aber kein Einflul auf die Tissue-factor stimulier-

te Thrombinbildung, nur bei Minute 30 zeigte sich eine signifikante Reduktion (p< 0,05).
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Abb.26 :Thrombingeneration unter EMD-Hemmung (TF)
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3.1.3.3.3 Integrelin
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Abb.27 :Thrombingeneration unter Integrelin-Hemmung (Thr.)

Integrelin konnte die Thrombin und Tissue-factor induzierte Thrombingeneration nicht
hemmen und fiihrte bei beiden Stimulationswegen zu einer signifikant erhohten

Thrombinausschiittung ab Minute 40 bis 60 (p< 0,05).
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Abb.28 :Thrombingeneration unter Integrelin-Hemmung (TF)
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3.1.3.3.4 Lamifiban
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Abb.29 :Thrombingeneration unter Lamifiban-Hemmung (Thr.)

Lamifiban zeigte zu Beginn (Minute 0 bis 10) hemmenden Einfluf auf die Thrombi-
ngeneration unter Thrombin Stimulation(p< 0,05).Unter der Tissue-factor Stimulation nume-

rischer Anstieg der Thrombinbildung aber ohne Signifikanz.
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Abb.30 :Thrombingeneration unter Lamifiban-Hemmung (TF)
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3.1.3.3.5 Tirofiban
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Abb.31 :Thrombingeneration unter Tirofiban-Hemmung (Thr.)

Tirofiban zeigte keinen Einflu3 auf die Thrombingeneration unter Thrombin- oder
Tissue-factor Aktivierung. Innerhalb des Kurvenverlaufes unter Thrombinstimulation kam es
zu einem kontinuierlichen Anstieg der Thrombinausschiittung, der bei Minute 60 Signifikanz

erreichte (p< 0,05).
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Abb.32 :Thrombingeneration unter Tirofiban-Hemmung (TF)
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3.1.33.6 YM337
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Abb.33 :Thrombingeneration unter YM337-Hemmung (Thr.)

Der Antagonist YM 337 steigerte die Thrombin stimulierte pléttchen-eigene
Thrombinbildung ab Minute 40 bis 60 signifikant und Minute 40 der Tissue-factor
stimulierten Testreihe (p< 0,05). Restlich ergab sich kein Einfluf auf die Thrombingeneration.
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Abb.34 :Thrombingeneration unter YM337-Hemmung (TF)
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3.1.3.4 ADP-Rezeptorantagonisten

3.1.34.1 PCP-ATP
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Abb.35 :Thrombingeneration unter PCP-ATP-Hemmung (Thr.)

Der selektive P ,x Purino Rezeptorantagonist PCP-ATP zeigte keinen Einfluf} auf die
Thrombin stimulierte Thrombingeneration. Unter Aktivierung mit Tissue-factor ergab sich
eine signifikante Reduktion der Thrombinausschiittung innerhalb des Intervalls von Minute

20 bis 40 (p< 0,05).
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Abb.36 :Thrombingeneration unter PCP-ATP-Hemmung (TF)
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3.1.3.4.2 Apyrase
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Abb.37 :Thrombingeneration unter Apyrase-Hemmung (Thr.)

Die ADP/-ATPase Apyrase nahm keinen Einflull auf die Thrombin oder Tissue-factor
stimulierte Thrombingeneration. In den Ausgangsbestimmungen beider Stimulationen zeigte
sich noch signifikante Reduktion (p<0,05), nur unter Tissue-Factor Stimulation ergab sich im
Zeitintervall von 30min. eine signifikante Erniedrigung. Im gesamten Zeitverlauf war aber

kein Effekt erkennbar.
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Abb.38 :Thrombingeneration unter Apyrase-Hemmung (TF)
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3.1.343 Gamma (y)-S-ATP
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Abb.39 :Thrombingeneration unter Gamma (y)-S-ATP Hemmung (Thr.)

Der P; purinerge Antagonist Gamma-S-ATP zeigte keine Wirkung auf die Thrombin
stimulierte Thrombingeneration. In der Tissue-Factor stimulierten Testreihe zeigte sich im
Bereich der Messungen ab der 20. bis zur 40 Minute eine signifikante Reduktion der Throm-

bingeneration (p<0,05)
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Abb.40 :Thrombingeneration unter Gamma (y)-S-ATP Hemmung (TF)
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3.1.3.5 Cyclooxygenase Hemmer
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Abb.41 :Thrombingeneration unter Indomethacin Hemmung (Thr.)

Der Cyclooxygenasehemmstoff Indomethacin zeigte sowohl unter Thrombin als auch

unter Tissue-Factor Stimulation eine signifikante Reduktion der Thrombingeneration im

Zeitverlauf (p<0
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Abb.42 :Thrombingeneration unter Indomethacin Hemmung (TF)
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3.1.3.6 Kombinationsversuche
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Abb.43 :Thrombingeneration unter PCP-ATP und ¢7E3 Hemmung (Thr.)

PCP-ATP zeigte vor allem in der Thrombin stimulierten Thrombingeneration in Kom-

bination mit den GPIIblIla Antagonisten ¢7E3 und EMD eine signifikante Reduktion der

Thrombingeneration (p<0,05).
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Abb.44 :Thrombingeneration unter PCP-ATP und EMD Hemmung (Thr.)
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Die Antagonisten Tirofiban, Lamifiban,YM337 und Integrelin ergaben in Kombination
mit PCP-ATP sowohl in der Thrombin als auch in der Tissue-Factor stimulierten Testreihe

keine Reduktion der Thrombingeneration im Zeitverlauf iiber eine Stunde.

Apyrase erbrachte in Kombination mit allen beschriebenen GPIIbIIla Antagonisten kei-
ne additive Reduktion der pléttchen-eigenen Thrombingeneration. In Kombination mit Lami-

fiban kam es zu einer signifikanten Stimulierung der Tissue Factor stimulierten Versuchreihe

(p<0,05).

Auch der purinerge Agonist Gamma S-ATP zeigte keine zusitzliche Einflussnahme in

dem Versuch einer dualen Hemmung der Thrombingeneration.

3.1.3.6.2 Cyclooxygenase Hemmer und GPIIbIIla Rezeptor Antagonisten
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Abb.45 :Thrombingeneration unter Indomethacin und ¢7E3 Hemmung (Thr.)

Unter Kombination von ¢7E3 und Indomethacin zeigten sich signifikante Wirkungen auf die

Thrombin stimulierte Thrombingeneration (p<0,05).
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Nur der Antagonist EMD konnte sowohl bei der Thrombin als auch bei der Tissue-

Factor stimulierten Testreihe eine signifikante Hemmung der Thrombingeneration zeigen

(p<0,05).
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Abb.46 :Thrombingeneration unter Indomethacin und EMD Hemmung (Thr.)
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Abb.47 :Thrombingeneration unter Indomethacin und EMD Hemmung (TF)

Alle anderen beschriebenen GPIIbllla Antagonisten zeigte keine zusdtzliche Reduktion der

Thrombingeneration.
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3.1.3.6.3 Cyclooxygenase Hemmer und ADP-Rezeptorantagonist
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Abb.48 :Thrombingeneration unter Indomethacin und PCP-ATP Hemmung (Thr.)

In der Kombination mit PCP-ATP als ADP Rezeptorblockade und Indomethacin als
Cyclooxygenasehemmer ergab sich eine durchgehende signifikante Hemmung der Thrombin

als auch der Tissue Factor induzierten Thrombingeneration (p<0,05).
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Abb.49 :Thrombingeneration unter Indomethacin und PCP-ATP Hemmung (TF)
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3.1.4 Gesamt Thrombinfreisetzung

Diese Werte entsprechen der Summe der m.O.D./min. Bestimmungen fiir jede einzelne

Messreihe iiber den Zeitraum von 60 Minuten. In der Gesamtmenge von produzierten Throm-

bin nach der Stimulierung mit entweder Thrombin und Tissue-Factor konnten nur Indometha-

cin und EMD eine signifikante Reduzierung gegeniiber der stimulierten Testreihe zeigen

(p<0,05).
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Abb.50:Thrombinfreisetzung unter GPIIbIIla und Cyclooxygenase-Hemmung

Unter Stimulierung mit Thrombin und Tissue-Factor zeigte sich bei der Cyclooxygena-

se Inhibition mit Indomethacin eine signifikante Hemmung der Gesamtmenge von gebildeten

Thrombin (p<0,05). Die Kombination mit den GPIIbllla Antagonisten zeigte unter EMD eine

signifikante Reduktion der Thrombingeneration im statistischen Vergleich mit der Indome-

thacin Testreihe (p<0,05).
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Abb.51:Thrombinfreisetzung unter GPIIbIIla und Indomethacin
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Unter der ADP Rezeptorblockierung mit PCP-ATP konnte keine Hemmung der Gesamt
Thrombin-Menge belegt werden. Nur in der gemeinsamen Hemmung mit Indomethacin konn-
te die bekannte Reduktion der Thrombinproduktion weiterhin nachvollzogen werden. Mit der
Kombination eines Fibrinogenrezeptorantagonisten zeigten sich keine signifikanten Hem-
mungen der freigesetzten Gesamt-Thrombin-Menge.
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Abb.52:Thrombinfreisetzung unter GPIIblIla und PCP-ATP

Auch unter ADP Rezeptorblockierung mit Apyrase zeigte sich keine signifikante Re-
duktion der Thrombin-Gesamt-Menge. Nur in der Kombination mit dem Fibrinogenrezep-
torantagonisten EMD konnte eine numerische Reduktion der Thrombinbildung gesehen wer-

den, die aber nicht signifikant war.
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Abb.53:Thrombinfreisetzung unter GPIIbIIla und Apyrase
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4 Diskussion

Blutpléttchen spielen eine zentrale Rolle in der Regulation der Blutgerinnung. Die akti-
vierte Thrombozytenoberfliche mit dem Prothrombinasekomplex und der pléttchen-eigenen
Thrombingeneration fiihren mittels der Gerinnungsfaktoren zu einer Verbindung des extrinsi-
schen und intrinsischen Blutgerinnungssystemes. Hier zeigt sich, dass eine klare Spaltung
dieser Aktivierungswege nicht moglich ist und dass der Thrombozyt eine entscheidende
Verbindung dieser Aktivierungswege der Gerinnung darstellt.

Um das klinische Outcome von Patienten nach koronarem Stenting oder im Rahmen ei-
ner akuten thrombotischen Erkrankung zu verbessern kommen unterschiedliche thrombozy-
teninhibierende Substanzen, wie ASS, die Thienopyridine Clopidogrel und Prasugrel, das
Triazolo-Pyrimidin Ticagrelor und die GPIIb-IIla-Antagonisten (z.B.Abciximab, Tirofiban)
zum Finsatz.

Obwohl die Fibrinogenrezeptorantagonisten z.B. Abciximab oder Tirofiban, kombiniert
mit einer Therapie bestehend aus ASS und Clopidogrel, bei der interventionellen Kardiologie
einen weit verbreiteten Einsatz haben, fehlt bis heute ein direkter und detaillierter Vergleich
ithrer unterschiedlichen Effekte auf die Thrombozytenfunktion.

In der vorliegenden Studie wurden die GPIIb-IIIa-Rezeptorantagonisten zum Teil kom-
biniert mit ADP-Rezeptorantagonisten und Cyclooxygenase-Inhibitoren gepriift.

Ziel war es eine potentielle Eigenaktivierung der Plittchen bedingt durch eigenstindige
Freisetzung von Thrombin zu detektieren. Da Thrombin ein starker Pldttchenagonist ist,
welcher z.B. weitere Thrombozyten in der Umgebung von pléttchen-reichen Thromben rekru-
tiert, wire die vermehrte Bildung von Thrombin ein unerwiinschter pharmakologischer Ne-

beneffekt.

Die Hauptergebnisse dieser experimentellen Studie sind im Folgenden dargestellt:

(1) Es konnte gezeigt werden, dass die verwendeten GPIIb-IIIa-Antagonisten gleicher-
malen effektiv in der Hemmung der Thrombozytenaggregation und ineffektiver in
der Freisetzung von ATP bei hochdosierter ADP- oder Thrombinrezeptor-
Stimulation waren.

(2) Die Hemmung des Fibrinogenrezeptors mit den verwendeten intravends zu
applizierenden Antagonisten zeigte keine signifikante Hemmung der plittchen-

eigenen Thrombingeneration unter Thrombinstimulierung.
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(3) YM337 und Integrelin steigerten die Thrombingeneration .

(4) Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die effektive Hemmung des Cyclooxygenase
Systems eine signifikante Reduktion der pldttchen-eigenen Thrombingeneration und
damit eine Protektion vor einer Eigenstimulierung des Thrombozyten darstellt.

(5) Unter Tissue-factor und Thrombin Induktion konnte fiir den oral zu applizierenden
GPIIbllla Antagonisten EMD eine Inhibition der pléttchen-eigenen Thrombingene-
ration gezeigt werden.

(6) Indomethacin zeigte unter Kombination mit EMD und ¢7E3 synergistische Effekte

in der Hemmung der Thrombingeneration.

4.1 Pliattchenaggregation und ATP Release

Bei Stimulation des Thrombinrezeptors war die Inhibition der Plittchenaggregation
durch alle Antagonisten deutlich schwicher. Es ist anzunehmen, dass die Ursache fiir die
diskrepant unterschiedliche Inhibition von ADP- und TRAP-induzierter Plittchenaggregation,
welche bereits frither beobachtet wurde (Bihour 1999, Dickfeld 2001), am ehesten in der
Mobilisation des internen Pools von nicht-geblockten GPIIb-I1la-Rezeptoren durch den poten-
teren Agonist TRAP zu sehen ist (Nurden 1999; Gawaz 2000; Kleiman 1995; Morgenstern
1992). Diese Beobachtungen werden durch Untersuchungen von Neumann et al bestétigt, bei
denen drei GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten miteinander verglichen wurden (Neumann 2001).
Auch hier konnte nach Stimulation mit TRAP keine komplette Inhibition der Plattchenaggre-

gation erreicht werden.

4.2 Degranulation

Erhohte Pléttchenaktivierung 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 GefaBirestenose im Anschluss an eine koronare Interventionen beitragen (Gawaz
2001, Dickfeld 2001).

Um den Einfluss der gegenwértig angewandten antithrombozytiaren Behandlungsstrate-

gien auf die Plattchen-Sekretion zu evaluieren, wurde die ATP-Freisetzung als Marker fiir die
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Freisetzung der dichten Granula untersucht. Es konnte gezeigt werden das GPIIbllla Antago-
nisten nach schwacher Stimulierung einen inhibitorischen Effekt auf die Freisetzung der
dichten Granula haben. Bei starker Stimulation jedoch hatte keines der untersuchten Medika-
mente einen entscheidenden inhibitorischen Einfluss auf die Freisetzung der dichten Granula.
Es wurde schon mehrmals gezeigt, dass GPIIb-Illa-Rezeptoren schlechte Inhibitoren der
Degranulation sind, so z.B. durch Gawaz (Gawaz 2000), Dickfeld (Dickfeld 2001) und

Neumann (Neumann 2001).

4.3 Thrombin stimulierte Thrombingeneration

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stehen im Gegensatz zu der in der Literatur be-
schriebenen Thrombinsenkung durch Gabe von Abciximab oder Tirofiban. Jedoch wurde
bisher auch noch nicht der Zeitverlauf iiber eine Stunde untersucht. Bei den in vitro durchge-
fiihrten Testungen zeigten sich fiir die genannten GPIIbIIla Antagonisten, bis auf EMD keine
signifikanten Reduktionen der Thrombingeneration. Abgesehen von den fehlenden throm-
bozytenaktivierenden Einfliissen, wie sie in vivo bei einem Patienten nach Stentimplantation
vorherrschen, sind die Konzentrationen der GPIIb-II1a-Rezeptoren, bei denen sie einen inhibi-
torischen Effekt erzielt haben, weit liber dem physiologisch erreichten Konzentration. (Simon
1997, Keularts 1998, Tam 1998, Vidhun 1999).

Da die Agonisten-induzierte Thrombingeneration unter Cyclooxygenase-Hemmung
ausreichend reduziert werden konnte, ist dies ein Hinweis auf die Notwendigkeit einer Kom-
binationstherapie von unterschiedlich wirkenden Thrombozyten-Aggregationshemmern. Dies
gilt besonders, wenn man davon ausgeht, dass die Thrombozyten beim Passieren der durch
die koronare Intervention verletzten GefiBwand subendothelialen Komponenten exponiert
sind und in Folge aktiviert werden und dadurch eine Thrombozyten-Oberfliche als Aus-

gangspunkt fiir die Thrombingeneration bilden (Scharf 1992, Wittkowsky 2002

4.4 Tissue-factor stimulierte Thrombingeneration

Neben der Plittchenaggregation, welche zu akuter und subakuter Thrombose im An-
schluss an eine koronare Intervention fiihrt, ist die Plittchenadhision an die endotheliale

Zelloberflache ein wichtiger Aktivierungsweg der Plattchen. Durch die Freisetzung von In-
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haltsstoffen aus Alpha-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 gezeigt werden, dass auch hier die Cyclooxygenasehem-
mung von entscheidender Wichtigkeit ist. Vor allem die tendenzielle Wirkungssummierung
mit EMD, einem Antagonisten der keinem Einflu auf die LIBS Induktion hat (Dickfeld
2001), ist sehr interessant. Wie bereits bekannt ist, fiihren GPIIbIlla Antagonisten, die eine
LIBS induzierende Basis haben iiber eine Thromboxan A-2 vermittelte Erh6hung der intrazel-
luldren Calcium Konzentrationen zur Steigerung der intrinsischen Aktivierbarkeit des Throm-
bozyten (Honda 1998, Peter 1998). Freisetzungsreaktionen der Blutplittchen sind Calcium
abhéngig (Siess 1989). Gerade die Substanzen, die entweder keine LIBS Aktivitidt haben
(EMD) oder einen entscheidenden Prozess — die Thromboxan Bildung (Indomethacin) hem-
men, liefern einen moglichen Hinweis, dass die plittchen-eigene Thrombingeneration mit der
LIBS Aktivitit eng in Zusammenhang steht. Somit ist die Kombination von Indomethacin
oder Aspirin mit einem GPIIbIIla Antagonisten ohne LIBS Aktivitit (z.B. EMD) zu favorisie-

ren. ).

4.5 Direkter Vergleich der Fibrinogenrezeptorantagonisten

Die untersuchten GPIIb-IIla-Rezeptorantagonisten haben den gleichen Wirkmechanis-
mus, sie inhibieren den letzten Teil der Signaltransduktionsstrecke der Pldttchenaggregation,
d.h. die Fibrinogenbindung an den GPIIb-IIla-Rezeptor des Thrombozyten. Drei Typen dieser
Antagonisten sind derzeit vorhanden. Einerseits gibt es monoklonale Antikorper (c7E3,
YM337), synthetische Peptide wie Integrelin, Lamifiban oder synthetisierte Nicht-Peptide wie
Tirofiban oder EMD 122347.

Es konnte im Rahmen der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass alle Fibrinogenre-
zeptorantagonisten gleichermallen effektiv bei der Reduktion der induzierten Pldttchenaggre-

gation sind. Ahnliche Ergebnisse zeigen die Untersuchungen von Neumann et al 2001.

Die plattchenabhingige Thrombingenerierung wurde signifikant durch den Einsatz von
EMD, eines aktiven Metaboliten eines oralen GPIIblIla Antagonisten gehemmt. Vor allem im
Vergleich mit z.B. YM337 oder Integrelin, die zum Teil zu einer Steigerung der Thrombinge-

neration fiihrten, zeigt sich die Notwendigkeit der weiteren klinischen Kontrollen hinsichtlich
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der pharmakologischen Unterschiede der GPIIbllla Antagonisten. Hier zeigte sich, dass die
meisten der klinisch angewendeten Antagonisten keinen EinfluB3 auf die Thrombingeneration
hatten. Aber es gilt vor allem diejenigen in ihrer Funktion und in ihren Wechselwirkungen zu
bestimmen, die in einem akuten koronaren Syndrom oder einer Intervention mehr Risiken als

Nutzen haben.

4.6 Therapeutische Aussichten

Die Frage dieser Studie hinsichtlich der prokoagulatorischen Aktivitdt der Fibrinogen-

rezeptorantagonisten ist fiir die Therapieentscheidung wichtig. Im heutigen Klinikalltag ste-
hen mehrere Antagonisten zur Verfiigung. Die Indikation fiir diese Therapie ist hinlanglich
bereits geklart worden, z.B. die PRISM- und die CAPTURE-Studie haben diesen positiven
Effekt bei der medikamentdsen Behandlung der instabilen Angina pectoris bewiesen (The
PRISM Investigators, The CAPTURE Investigators). Dariiber hinaus haben Studien gezeigt,
dass die Kombination von GPIIb-I1la-Antagonisten mit Fibrinolytika sich vorteilhaft auf die
Rekanalisationsrate bei der Fibrinolysetherapie des akuten Myokardinfarktes auswirkt (The
IMPACT-AMI-Investigators 1997, The PARADIGM-Investigators 1998, Cannon 1999), aber
die schon oft vermutete und auch teilweise bestdtigte Aktivierung der prothrombotischen
Reaktionen konnten ein weiteres Kriterium zur Wahl sein. Von Seiten der in dieser Studie
gesehenen Ergebnisse gibt es nur den oralen Antagonisten EMD, der die Anforderungen
hinsichtlich der Reduktion der Thrombingeneration erfiillen konnte. In experimentellen Stu-
dien konnte zwar ein inhibierender Effekt des Fibrinrezeptorantagonisten EMD auf die platt-
chen-eigene Thrombingeneration demonstriert werden, aber die negativen Daten der
EXCITE,OPUS und BRAVO-Studie zeigten das die oralen GPIIb-IIla — Antagonisten eine
erhohte Mortalitdt aufgrund einer hoheren Blutungsrate hatten.
Weiterhin ist aber festzuhalten, dass ein multimodaler Ansatz mit mehreren antithrombozyté-
ren Medikamenten eine bessere antithrombotische Therapie darstellt. Dieser Aspekt ist aber
bereits in den klinischen Alltag eingezogen. In klinischen Studien konnte gezeigt werden,
dass durch Kombination von z.B. ASS und Clopidogrel eine Reduktion von Stent-
Thrombosen erzielt werden kann (Leon 1998, The CURE Committee 2001).

Von dem heutigen Bild der Atherosklerose-Entstehung riicken die entziindlichen Kom-
ponenten in den Vordergrund und vor allem Faktor-k B, der die zentrale Schaltzelle entziind-
licher Verdnderungen in GefaBwandzellen darstellt (Brand 1996). Aktivierte Blutpléttchen

stimulieren das NF-kB-System und induzieren die Transkription NF-k B-regulierter Genpro-
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dukte (Koshelnick 1997, Gawaz 1998) und bilden somit Grundlage fiir das Fortschreiten der
ursdchlichen Atherosklerose. Medikamente zur Hemmung dieses inflammatorischen Aspektes
wiéren sicherlich eine Bereicherung der bisherigen Sekundérprophylaxe.

Die Pléttchen eigene Degranulation kann selbst durch synergistischen Einsatz aller un-
tersuchten Substanzen (ASS, Clopidogrel, GPIIbllla Antagonisten) nur unbefriedigend inhi-
biert werden. Da durch diesen Mechanismus eine inflammatorische und mitogene Reaktion in
der GefdBwand initiiert werden kann, ist die Hemmung dieser Freisetzungsreaktionen durch
Entwicklung neuer Medikamente weiterhin erforderlich um eine suffiziente Akut- und Lang-
zeitbehandlung der Gefallverdnderungen zu erhalten.

Die Einfiihrung der neuen Antikoagulantien z.B. Dabigatran, einem Medikament, wel-
ches nach oraler Einnahme direkt das humane a-Thrombin blockiert, wird erneut Raum fiir
die Erforschung von Kombinationsstrategien in der Pravention oder Therapie von thromboti-
schen Ereignissen geschaffen werden. Jedoch auch hier zeigten Studien wie die WOEST-
Studie, dass Kombinationstherapien, bzw. Triple-Therapien mit einem erheblichen Blutungri-
siko behaftet sind. Die Veroffentlichung der PLATO-Studie zur Therapie mit Ticagrelor
einem nicht der Stoffgruppe der Thienopyridine zugehdrigem Inhibitor des P,Y 1, ADP Rezep-
tors und Prasugrel in der TRITON-TIMI-38-Studie zeigt die Aktualitidt neuer Ansétze in der
multimodalen Plidttchenhemmung.

In der TRA2P-Studie mit dem PAR-1-Rezeptor Antagonisten Vorapaxar hemmt dieser
effektiv die Thrombin vermittelte Plattchenaggregation und reduzierte die bekannten vaskula-
ren Endpunkte. Auch dieser neue Wirkungsmechanismus geht mit einer Steigerung insbeson-
dere der intrakraniellen Blutungen einher.

Weiterhin werden Genomics und Proteomics in der thrombozytéren Forschung und so-
mit im Verstidndnis der Vielfalt der Interaktionen des Blutplattchens innerhalb der vaskuldren

Erkrankungen neue Erkenntnisse bringen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden experimentellen Studie wurden die prokoagulativen Effekte der
GPIIb-IlIa-Rezeptorantagonisten Abciximab, Lamifiban, Eptifibatide, Tirofiban, EMD,
YM337  kombiniert mit weiteren thrombozytiren Funktionshemmung mittels ADP-
Rezeptorblockade und/oder Zykoloxygenase-Hemmung untersucht.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen:

a) Alle gepriiften Fibrinogenrezeptorantagonisten fiihrten zu einer Reduktion der Ago-

nisten-induzierten Plattchenaggregation (p < 0,05).

b) Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Indomethacin als Cyclooxygenase-
Hemmstoff sowohl die Plédttchenaggregation, als auch die Thrombingeneration suffi-

zient hemmen kann (p < 0,05).

c¢) Der orale GPIIbllla Antagonist EMD konnte die Thrombingeneration sowohl unter

Thrombin, als auch unter Tissue-Factor Stimulierung hemmen (p < 0,05 ).

d) Die intravends zu verabreichenden GPIIbllla Antagonisten (Abciximab, Lamifiban,
Eptifibatide, Tirofiban) zeigten keine relevanten Auswirkungen auf die pléattchen-eigene

Thrombingeneration {iber den Zeitverlauf von einer Stunde (p < 0,05 ).

e) Die Antagonisten YM337 und Integrelin zeigten eine Steigerung der Thrombin-

generation (p < 0,05 ).

f) Die ADP Rezeptor Antagonisten zeigten in dieser Studienanordnung keinen Effekt
auf die Thrombingeneration (p < 0,05 ).

Die prokoagulatorische Potenz der GPIIbllla Antagonisten, gemessen an der Stimulie-
rung der pléttchen-eigenen Thrombinfreisetzung konnte nur durch EMD entscheidend ge-
hemmt werden. EMD und Abciximab konnten in Kombination mit einer Cyclooxygenase
Hemmung einen tendenziellen synergistischen Effekt in der Reduktion der Thrombingenera-
tion zeigen. Restlich ergaben sich keine signifikanten Auswirkungen auf die Thrombingenera-

tion durch die eingesetzten Fibrinogenrezeptorantagonisten.
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Anhang

Herstellung der Losungen / Plattchenabhidngige 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 / Pldttchenabhéngige 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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Thrombin-Messung mit S-2238

N —

SN kW

10.
11.
12.

13

14.
15.
16.
17.

18.
19.

20.
21.

22.

23.
24.

25

29.
30.
31.
32.
33.
34.

Vorbereitung der 96-well Platten mit Multichannel-Pipette(90ul Sodium-citrat 3,8)
Herstellung des Chromogens ( 4,8ml Tris-Puffer pH 8,1 + 1ml Chromogen S-2238
Ausgangslsg.)

Auftauen von Thrombin oder Tissue-Factor und Bereitstellung der Antagonisten
Herausnahme von CaCl,

Vorbereitung des Koagulometers mit Testrohren mit Stahlkugel und aufwiarmen.

Eine 20ml Spritze mit 2 Tuben vom CPDA aufziehen und Blutabnahme (langsam und
ohne Luft)

Umfiillen des Blutes in die leeren CPDA-R&hrchen und bei 1000U/min. 10 min. zentrifu-
gieren

Danach abpipettieren des PRP und umfiillen in ein Falcon

Leicht schwenken zum Mischen und Zellzahl bestimmen ( Eppi mit 50ul PRP messen)
Berechnung der Zellzahl auf 300.000/ml ( mit PBS verdiinnen je nach Rechnung)
Einfiillen von jeweils 300ul PRP in ein Testréhrchen

Hinzugabe von Tyrodes-Puffer pH 7,4 , von den Antagonisten, Thrombin oder Tissue-
Factor

. Nach Hinzugabe 0-min.-Wert abnehmen ( pro Zeitintervall drei Wells mit je 10ul PRP-

Lsg. fiillen)

Negativ-Kontrolle: 300ul PRP + 200ul Tyrodes-Puffer pH 7,4

Positiv-Kontrolle: 300ul PRP + 140ul Tyrodes + 60ul Thrombin oder Tissue-Factor
Testprobe: 300ul PRP + 90ul Tyrodes + 60ul Thrombin oder TF + 50ul Antagonist
Nach Abnahme des 0 min.-Werts je 20ul CaCl, als Startreaktion des Clottens dazuge-
ben

Start des Koagulometers und Ablesen der Clottzeit

Jeweils im Zeitintervall ( 0min, 20min, 30min, 40min, 50min, 60min ) 10ul einer Probe
in ein Well fiillen ( 3 — fach Bestimmungen)

Zwischen den Abnahmen die Standardkurve vorbereiten

5 Eppis mit je 500ul Tyrodes fiillen, ein Thrombineppi ( 50ul Thrombinlsg ) mit 950ul
Tyrodes fiillen

Gut durchvortexen nach jedem Umfiillen ( Verdiinnungsreihe anfertigen 500ul abnehmen
und umfiillen

In ein neues 500ul Eppi ( nun 1000ul ) vortexen , 500ul abnehmen usw.

In die dafiir vorgesehenen Wells nun je 10ul Standardkurvenlsg. hinzugeben ( auf Reihen-
folge achten)

. Danach mit Multichannel-Pipette auf alle Wells je S0ul Chromogen geben
26.
27.
28.

Unmittelbar danach Wellplatte in den Reader geben und kinetisches Programm starten.
Nach etwa 19min. erscheint im Display eine Anzeige — auf All-Wells driicken

Nach Druckvorgang auf Finish gehen. Ein paar Minuten vergehen bis zum nichsten
Druckvorgang

Ausdruck der mO.D.-Werte und der Standardkurve ( Frage Graph yes oder no )

Bei r = 0.950 oder hoher auf yes driicken , bei geringern Werten auf No und Edit Yes
Auf dem Ausdruck falsche Werte ausfindig machen und l6schen

Danach Druck einer neuen Kurve , falls r > 0,950 auf Graph yes

Jetzt kommt der Ausdruck der berechneten Thrombinkonzentrationen pro Well
Wellplatte entfernen und Geréte ausstellen.
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ADP 5uM ADP 20uM TRAP 20uM
Ohne Antagonsit 80,6 92,5 95,6
C7E3 0 0 21,9
EMD 0 0 11,3
YM337 0 0 42,5
Lamifiban 0 0 14,4
Tirofiban 0 0 26,3
Integrelin 0 0 13,8

Werteangaben in Prozent (%)

Tabelle 3: Aggregation unter ADP-Rezeptorblockade mit Gamma S-ATP

ADP 5uM ADP 20uM TRAP 20uM
Ohne Antagonist 82,0 86,9 92,5
Gamma S-ATP 26,0 30,0 94,0

Werteangaben in Prozent (%)

Tabelle 4: Aggregation unter ADP-Rezeptorblockade mit Apyrase

ADP 5uM ADP 20uM TRAP 20uM
Ohne Antagonist 65,7 68,9 66,3
Apyrase 53,8 60,0 64,7

Werteangaben in Prozent (%)

Tabelle 5: Aggregation unter ADP-Rezeptorblockade mit PCP-ATP

ADP 5uM ADP 20uM TRAP 20uM
Ohne Antagonist 80,0 79,0 81,0
PCP-ATP 0 0 68,0
Werteangaben in Prozent (%)
Tabelle 6: Aggregation unter Cyclooxygenaseinhibition

ADP 5uM ADP 20uM TRAP 20uM
Ohne Antagonist 65,7 68,9 66,3
Indomethacin 0 0 0

Werteangaben in Prozent (%)
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Minuten nach Stimulation

0 Min.
19,6 + 4,5

Stimulierung Antagonist

Thrombin ®

Tirofiban
Lamifiban
C7E3
YM337
EMD

Integrelin

Tissue - ®

Factor

Tirofiban
Lamifiban
C7E3
YM337
EMD

Integrelin

Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.Signifikanz * p < 0,05

19,2 £ 16,1

9,9 £49 *

16,1

18,8

15,9

13,4

22,7

22,9

10,4

23,7

24,1

18,3

16,6

+ 6,5

+ 75

+ 5.8

+ 5,6

+4,9%

+ 74

+ 59

+ 84

+ 45

20 Min.
19,4 +8,7

25,4 + 16

11,3+ 2,7*

148 + 9

189 + 54

12,3 £5,6*

21,7 £9,2

26,4 + 14

33,7 +£18,9

30 £ 17,5

28 + 22,8

30,8 +11,9

20,9 £ 6,5

31,3 +£16,7

30 Min. 40 Min.
38,5+ 14,1 42,5+188

45,6

+ 21 53,8+ 20,2

28,1 +£11,3 344 £ 7,6

36,3+ 22,3 46,1+ 19,6

29,9

18,2

32,9

37,6

47,3

48,8

43,1

43,8

19,7

51,4

97

+9  657+122%*

+10% 252 +13 %

+14,7 594 +15%

+£192 41,7 £16,5

+15,1 58,4 = 17

+14,7 52,7 £ 11

+15,7 50,9 £10,3

£20,8 583 +19%

18.6% 32,6 £202

+£95 66,1 +8 %

50 Min.
492 + 18,5

60,1 + 22,9

48,7 £ 11,4

65,3+ 10,1 *

72,9 £9,8 *

344 £172%*

716 £72 %

48,5 + 14,7

59,8 + 13,6

54,8 + 8.4

57 £ 7,1

58 + 13

40,8 + 26,1

68 £ 4,8%

60 Min.
51,2 +14,2

70 £ 154 *

60,1 + 13,8

53 £ 11,3

80,3 £ 95 *

49,3

63,1

55,4

60,2

57,3

63,1

60,9

45,1

68,0

25,1

7,9 *

14,2

12,9

6,6

28,1

10

19,8

74 *



Minuten nach Stimulation

0 Min.

Stimulierung Antagonist

Thrombin ®

Indo-
methacin
Tirofiban

+ Indometh.
Lamifiban
+ Indometh.
C7E3

+ Indometh.
YM337

+ Indometh.
EMD

+ Indometh.
Integrelin

+ Indometh.

Tissue - ®

Factor
Indome-
thacin
Tirofiban
+ Indometh.
Lamifiban
+ Indometh.
C7E3
+ Indometh.
YM337
+ Indometh.
EMD
+ Indometh.
Integrelin

+ Indometh.

Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.Signifikanz * p < 0,05

19,6

15,8

16,6

13,6

19,1

+ 45

+ 54

+ 13,4

+ 57

+ 3,6

16 + 1,5

14,9

10,2

22,7

17,1

16,0

10,7

26,3

16,2

13,4

15,3

+ 1.8

+ 2%

+ 5,6

+ 6%

+ 8,8%

+3,7%

+13,7

+ 1.3

+3,2%

+1,2%

20 Min.

19,4

12,5

12,8

+ 87

+4,6%

+11,3

10 £ 1,9 %

81 = 1,7%

12,6

+ 42

9,6 £ 3,1%

12,0

26,4

17,3

26,8

19,1

13,6

21,6

+ 40

+3,7%

+13,9

+ 83

+ 6,1

+12,4

30 Min.
38,5 + 14,1

192 + 8 *

19,4 +15,3

16,2 + 4 *

12,8 + 6 *

16,4 +59%

10,4 +3,9*

18,9 + 5,7

37,6 +£19,2

229 +£12%

32,2 + 20

19,7 + 8,4

38 £ 114

23,1 +£11,9

15,7 £6,1*

31,3 +£10,7

98

40 Min. 50 Min.
42,5 £18,8 492 + 18,5

20,2 &£ 10* 234 + 11,3*

20,6 £13,2 24,1 + 134

20,7 £10,7 174 £ 11,5

17,1+ 6,3% 22,8 £ 9,8

21,3 £ 51 29 £22

94 +44% 10,1 £ 18%

21,3 £10,9 279 £ 7,7

41,7 £16,5 485 + 14,7

254 + 13* 297 £ 11,7*

342 £254 33,4 £ 253

253 £92 333 +29

43,6 £ 9,1 458 + 5,1

30,7 £ 6,7 33,77 £ 9,8

12,7 £2,3% 11,9 £ 49 %

373 £ 9,7 399 £ 9,1

60 Min.

51,2

14,2

24 £9,1%

373

314 +

23,7 £

36,4 +

12,1 +

35,8

554 +

342 +

40,8 +

37,8 £

53,3 +

36,4 +

11,8

14,5

1,9

5,7

6,6 *

12,2

14,2

11,9%

20,3

4,9

22,7 £113%*

45,1 +

9,1



Minuten nach Stimulation

Stimulierung Antagonist

Thrombin ®

PCP-ATP
Tirofiban

+ PCP-ATP
Lamifiban
+ PCP-ATP
C7E3

+ PCP-ATP
YM337

+ PCP-ATP
EMD

+ PCP-ATP
Integrelin
+PCP-ATP
Indometh.
+ PCP-ATP

Tissue - ®

Factor

PCP-ATP

Tirofiban

+ PCP-ATP
Lamifiban
+ PCP-ATP
C7E3

+ PCP-ATP
YM337

+ PCP-ATP
EMD

+ PCP-ATP
Integrelin

+ PCP-ATP
Indometh.
+ PCP-ATP

Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.Signifikanz * p < 0,05

0 Min.

28,3

25,1
25,1

31,6

25,3

30,7

34,1

28,4

25,6

36,0

34,9

29,9

35,4

38,3

29,2

37,8

42,8

32,0

+16,2 24,9

20 Min.

+11,8

+ 12 23 £ 148

+ 7,1 243

+13,6 324

=114 137

£103 176

+12,5 20,1

+ 9,8 27,0

=123 11,7

+14,5 62,1

£123 524

£17,5 419

£12,1 458

+92 496

+82 504

+13,5 50,8

£147 487

+13,2 358

+ 6,3

+15,6

+6,0%

+11%

+ 5.8

+ 8,1

+6,9%

+10,0

+9,0%

+52%

+7,3%

+9.3%

+4,2%

+7,6%

+5,1%

+5,3%

30 Min.

44,9

46,8
49,2

53,0

29,1

33,7

32,3

472

18,0

62,2

53,9

45,7

49,0

53,4

57,9

54,3

54,0

+17,7

+17,7
+ 14,1

+13,0

+9.2%

+ 18,0

+ 17%

+16,7

+8,9%

+ 8,1

+ 14%

+72%

+9,0%

+11%

+ 57

+ 10%*

+7,3%

40 Min.

52,1

58,1
66,4

66,3

37,9

51,8

36,8

52,1

23,4

56,6

52,7

45,8

46,9

53,9

56,1

53,2

49,3

+ 18,1

+12,1

+11%

+ 13%

+ 11%

+20,0

+ 17%

+10,8

+12%

+ 8.8

+7,8%

+7,7%

+5,0%

+ 74

+ 7.8

+ 6,5

+4.4%

50 Min.

61,3

63,9
68,1

59,3

60,1

58,7

42,3

66,0

29,0

57,0

53,0

44,1

47,6

53,4

57,3

55,4

49,9

+ 16,5

+ 10,2
+ 13,7

+ 18,0

+ 12,0

+ 10,2

+ 22,3%

+ 74

£11,2%*

+ 104

+ 44%

+ 3,5%

+ 7.2

+ 11,2

+97

+ 6,6 *

40,5 £6,3% 40,5 £12% 438 £ 7,5%

99

60 Min.

64,7

68,7
67,9

67,7

67,0

57,8

42,0

75,4

35,4

59,3

56,8

51,0

50,6

57,0

61,7

58,1

54,7

47,1

+ 154

+ 13
+ 13,8

+ 10,4*

+ 12,4%

+ 14,0

£11,9%*

+ 10,2

+ 8,5%

+ 39%

+ 8,9%*



Minuten nach Stimulation

Stimulierung Antagonist

Thrombin ®

Apyrase

Tirofiban
+ Apyrase
Lamifiban
+ Apyrase
C7E3

+ Apyrase
YM337

+ Apyrase
EMD

+ Apyrase
Integrelin

+ Apyrase

Tissue - ®

Factor

Apyrase

Tirofiban
+ Apyrase
Lamifiban
+ Apyrase
C7E3

+ Apyrase
YM337

+ Apyrase
EMD

+ Apyrase
Integrelin

+ Apyrase

Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.Signifikanz * p < 0,05

0 Min.
253 £ 45

18,1 +5,7*
18,9 + 6,9

17,3 £2,3*

18,9 + 5,6

17,2 £4,7*%

21,2 £ 5,6

17,7 +£3,4%

28,9 + 8,7

22,2 £6,6%
21,0 + 8,2

18,2 + 2,6

18,2 +£7,5%

15,7 +£3,6*

24,77 £ 4,0

16,7 +3,0*

20 Min.

33,5

32,5

31,7

36,0

27,2

27,4

31,0

25,8

59,2

64,6

62,4

71,2

63,4

64,3

41,3

60,2

+12,0

+174

+15,1

+29,1

+16,1

+ 14,2

+10,0

+10,9

+274

+ 73

+ 4,7

+ 92

+ 35

+ 87

+11,8

+ 3,7

30 Min.

55,8

53,0

58,3

51,0

38,3

54,8

28,7

46,8

75,4

66,6
68,0

68,9

64,0

65,3

443

60,8

100

+ 15,5

+19,1

+17,5

+45,2

+15,6

+224

+5,9%

+ 14,9

+14.3

+7,7%
+ 0,7

+ 27

+ 6,2

+11,6

+22 %

+ 2,0

40 Min.

64,2

68.9

80,0

77,6

61,0

82,9

40,4

76,6

64,5

68,2

76,7

82,4

71,4

78,6

54,6

69,4

+ 18,9

+ 20,7

+ 14,7

+333

+21,7

+21,0

+14 %

+ 84

+ 9,0

+ 83

+3,4%

+8,2%

+ 34

+11%

+29,7

+ 5,1

50 Min.
69,2 + 18,7

71,2 + 19,2

82,0 + 12,4

81,3 + 34,0

72,9 £ 9.3

1054 + 44 %

55,4 + 26,2

70,8 + 4.8

67,7 £ 6,7

67,6 £ 75

74,7 £ 6,8

76,7 £ 4,7%*

64,7 + 11,9

84,1 £ 11*

54,1 + 25,6

71,1 £ 2,4

60 Min.

72,1

73,3

82,1

87,0

81,1

93,1

67,4

86,3

69,2

68,6

71,3

79,1

79,6

82,8

58,1

68,8

+ 18,9

+ 17,1

+ 8,9

+ 32,8

+53

£21,8%*

+ 254

+ 6,9

+ 8.4

+ 74

+ 3,0%

+ 3,0%

+ 6,9

+14,5 %

+ 26,7

+ 19,7



Minuten nach Stimulation

Stimulierung  Antagonist 0 Min.

Thrombin ®

18,6 £5,9

Gamma-S- 16,7 +7,1
ATP

Gamma-S- 18,4 +3,5
ATP

+ Tirofiban

Tissue - ® 19,3 +5,8

Factor

Gamma-S- 24,7+64
ATP

Gamma-S- 20,8 £10,0
ATP

+ Tirofiban

Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.Signifikanz * p < 0,05

20 Min.

18,9 £9,7

18,0 £11,5

14,4 +£5,8

57,1 +£4,2

43,6 + 8,7*

44474

30 Min.

35,1+£9,7

31,3 £11,2

22,4+5,0

58,6 £3.5

46,6 + 6,7*

49,7+7,1

101

40 Min.

37,6 £7,1

41,699

442 +12,2

52,4+5,8

44,9 + 5,9*

46,6 + 3,4

50 Min.

46,1 = 14,9

49,1 +11,7

48,6 +17,8

52,5+5,1

454 £4.4

47,1£6,5

60 Min.

54,1 £10.0

50,6 £11,8

55,7+ 10,1

55,4 +6,6

49,7+5.3

49,9+6,0



