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1. Einleitunq

1.1. Thrombozyten

1.1.1. Bildung und Abbau

Thrombozyten entwickeln sich aus myeloiden Stammzellen, die zuné&chst zu
Megakaryozyten heranreifen. Diese verlassen das Knochenmark und zerfallen bei
der Passage durch die Pulmonalarterien in etwa 1000 Plattchen pro Megakaryozyt.
Die Blutplattchen sind bei den S&ugetieren und Menschen kernlos und 2 bis 4 pm
grof3 (1). Bei Vogeln und Reptilien sind sie hingegen kernhaltig und 4 bis 8 um im
Durchmesser (1).

Die Zahl der zirkulierenden Thrombozyten variiert stark zwischen den verschiedenen
Spezies. So liegen die physiologischen Werte beim Hund zwischen 150.000 und
180.000 pro pl Blut, bei der Katze bei 550.000 pro pl, beim Pferd zwischen 90.000
und 300.000 pro ul (2) und bei der Ratte bei 1.000.000 pro ul (1). Die
Thrombozytenzahl beim Menschen liegt bei 150.000 bis 400.000 pro pl Blut (Tabelle
1).

Die Lebensdauer der Plattchen betragt bei den Haussaugetieren 3 bis 10 Tage und
beim Menschen 8 bis 12 Tage. Wahrend der Alterung der Plattchen kommt es zu
Veranderungen der Zellmembran, so dass die Zellen des retikuloendothelialen
Systems der Lunge, der Milz und im geringeren Mal3 auch der Leber diese erkennen

und die alten Thrombozyten phagozytieren kénnen (1,3).



Hund Katze Mensch Ratte Pferd
Durchmesser (um) 2-4 2-4 2-4 2-4 2-4
Hohe (um) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Anzahl pro 150.000 - 500.000 - 150.000 - ~1.000.000 90.000 -
ul Blut 180.000 550.000 400.000 300.000
Lebensdauer
(Tage) 3-10 3-10 8-12 3-10 3-10

Tabelle 1: Vergleich der physiologischen Werte von

Thrombozyten verschiedener Spezies (1,2)




1.1.2. Morphologie
Die Plattchenmorphologie wird nach den Funktionen der Zellstrukturen in drei
Bereiche gegliedert (3,4):

* Membrankomplex

o Zellplasma und Zytoskelett

* Granula und Organellen

e Membrankomplex

Die Plasmamembran ist eine Lipiddoppelschicht, die hauptsachlich aus Cholesterin
und Phospholipiden besteht. Bei der Thrombozytenaktivierung verandert sich die
Phospholipidorganisation, wodurch u.a. Rezeptorbindungen erméglicht werden. Auch
kommt es zur Bildung des Plattchenfaktors 3 und dadurch mit induziert zu einer
gesteigerten Thrombinsynthese. Das dabei entstehende Fibrin bildet mit Rezeptoren
der Thrombozyten stabile Verbindungen zwischen den Blutplattchen (4).

Von auf’en wird die Plasmamembran von einer Glykokalix umhiillt, welche aus
Glykoproteinen und Glykolipiden aufgebaut ist. Sie enthalt eine Vielzahl von
Membranproteinen, die wu.a. als Rezeptoren oder Adhéasionsmolekile der
Zellinteraktion dienen (3,4,5,6,7,8). Die Plasmamembran weist Invaginationen auf,
welche als offene, kanalikulare Systeme (surface connected system, SCS) bezeichnet
werden. Bei der Aktivierung und dem damit verbundenen Formwandel der Plattchen
wird dieses Membranreservoir  ausgestilpt und  bewirkt somit  eine
OberflachenvergrofRerung. Dem Membrankomplex zugehorig ist auferdem das
geschlossene Kanalsystem. Es kann mit dem sarkoplastischen Retikulum der
Muskelzellen verglichen werden und ist ein bedeutender Speicherort fur freie
Kalziumionen. Diese werden bei der Thrombozytenaktivierung freigesetzt und fihren
zu einer Formanderung des Zytoskeletts der Thrombozyten. Zudem wird hier
Thromboxan A2 durch die Zyklooxygenase Il produziert, welches ebenfalls die

Aktivierung und Aggregation der Plattchen auslosen oder verstarken kann (3,4,8).



e Zellplasma und Zytoskelett
Zellplasma und Zytoskelett bilden eine strukturelle Zone, die fur die Bewegung und
Formanderung der Thrombozyten verantwortlich ist. Das Zytoskelett besteht aus
folgenden Komponenten:
Mikrotubuli
Diese submembrants gelegenen Proteinfilamente stabilisieren die bikonvexe Form
des ruhenden Thrombozyten (3,9).
Mikrofilamente
Die Mikrofilamente bestehen hauptséchlich aus Aktin, welches Uber Filamin mit
dem Glykoprotein (GP) Ib der Plasmamembran verbunden ist. Sie leiten bei der
Aktivierung der Blutplattchen die Strukturanderung der Mikrotubuli ein und
bewirken die Ausbildung von Pseudopodien. Somit sind sie in hohem Mal3e an der
Formanderung des aktivierten Thrombozyten beteiligt (3,9).
Intermediare Filamente
Die intermediaren Filamente, bestehend aus Desmin und Vimentin, sind mit den
Mikrotubuli verbunden und unterstiitzen diese in ihrer Funktion. Zugleich stehen
sie mit den Aktinfilamenten in Verbindung und bilden mit diesen die sogenannte
Sol-Gel-Zone (3,9).

e Granula und Organellen

Als Zellorganellen besitzen Thrombozyten u.a. Mitochondrien, den Golgi-Apparat,
Ribosomen und Granula.

Die granuléaren Strukturen lassen sich in a-Granula, dichte Granula (dense bodies),

Lysosomen und Peroxisomen einteilen (3,10).

Die a-Granula reprasentieren die in grof3ter Anzahl vorliegenden Zellorganellen.
Sie umfassen 15% des Thrombozytenvolumens und beinhalten z.B.

* Enzymhemmer (al-Antitrypsin, a2-Makroglobulin, a2-Antiplasmin)

» adhasive Proteine (Fibrinogen, Fibronektin, von-Willebrand-Faktor (VWF),
Thrombospondin, Vitronektin, Glykoprotein-lib/llla-Oberflachenrezeptor
(GPlIb/1l1a))

» Wachstumsfaktoren

(platelet derived growth factor, transforming growth factor 3)
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» zytokindhnliche Proteine (Interleukinl, CDA40-Ligand, Plattchenfaktor 4, [-
Thromboglobulin)
» Koagulationsfaktoren (Plasminogen, Faktor V, Faktor XI, Fibrinogen, Protein S)

Die dichten Granula enthalten Adenosindiphosphat (ADP), Serotonin und Kalzium.
Diese Substanzen dienen vor allem der Thrombozytenaktivierung (8).

Lysosomen beinhalten eine Reihe hydrolytischer Enzyme wie Kollagenase,
Elastase und Heparinase, die bei der Wundheilung, der Auflosung von Gerinnseln
und bei Umbauvorgangen der subendothelialen Matrix der Intima eine wichtige
Rolle spielen (10, 11).

Die Peroxidasen der Peroxisomen sind hauptsachlich fir den Abbau freier

Radikale zustandig (3,8,10,11).

Eine zusammenfassende Darstellung der Thrombozytenmorphologie findet sich in

Abbildung 1.
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Zellorganellen
«a-Granula

*Dichte Granula
*Peroxisomen
*Mitochondrien
esLysosomen

Membrankomplex

*Glykokalix

*Plasmamembran

«Offenes kanalikulares System
*Geschlossenes kanalikuléares
System

Zytoskelett
*Mikrotubuli

Mikrofilamente

. Zellplasma
sIntermediare Filamente

Abbildung 1: Morphologie des Thrombozyten (modifiziert nach Gawaz et al., 6)
Aufteilung der Struktur des Thrombozyten in den Membrankomplex (u.a. Rezeptoren
fur Aktivierung und Interaktion, Speicherort fir Kalziumionen), das Zytoskelett
(verantwortlich fur Zellstruktur und Strukturdnderung bei Aktivierung), Zellplasma und
Zellorganellen (u.a. Speicherort fir Aktivierung und Aggregation notwendiger
Substanzen).
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1.1.3. Physiologie

1.1.3.1. Primare Hamostase

Adhésion

Die primare Adhasion der Plattchen an die verletzte GefaRwand ist der erste Schritt
des mehrstufigen Prozesses der Hamostase (12). Im Blut zirkulierende Thrombozyten
lagern sich dabei an den von-Willebrand-Faktor (VWF) und Kollagen an, welche sich in
der subendothelialen Matrix befinden und bei einer Endothelverletzung freigelegt
werden. Der VWEF ist ein hochmolekulares, multimeres Protein, welches sich durch die
Bindung an Kollagen so verandert, dass es mit hoher Affinitdt an den Glykoprotein-
Ib/V1X-Komplex der Plattchenoberflache binden kann. Durch die Gefal3verletzung
werden auch Substanzen freigesetzt, die zu einer Vasokonstriktion fihren. Die
dadurch bedingten erhéhten Scherkrafte, die auf die Blutplattchen einwirken, fuhren
zu einer verstarkten Aktivierung der Thrombozyten und einem vermehrten Kontakt
zum verletzten Endothel, was die Adhéasion der Plattchen an das Endothel begunstigt.
Dabei bindet der endotheliale VWF an den GP Ib/V/IX-Rezeptor und Kollagen an den
GP VI-Rezeptor der Thrombozyten. Durch die weitere Bindung der Plattchen an
Proteine der subendothelialen Oberflache, wie z. B. GP la/lla an Kollagen, GP Ic/lla

an Fibronektin und GP Ic/ll an Laminin, wird die Bindung stabilisiert.

Aktivierung

Durch die Bindung der Thrombozyten an das verletzte Endothel und auch durch
Substanzen, die im Rahmen der Endothelverletzung freigesetzt werden, wie z.B. ADP
und Thrombin, kommt es zur Aktivierung der Plattchen und nachfolgend deren
Formveranderung. Durch Ausbildung von Pseudopodien (Ausstilpungen der
Plasmamembran) wird die Zelloberflache vergréf3ert, wodurch eine gesteigerte

Rezeptorexpression und eine effektivere Interaktion der Thrombozyten ermdéglicht wird

(4).
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Die Zellaktivierung fuhrt auch zu einer Konformationsanderung des GP llib/llla-
Rezeptors, welche die Freilegung von Bindungsstellen fir Fibrinogen bewirkt. Da der
GP lIb/llla-Rezeptor an mehreren Stellen an Fibrinogen binden kann, kdnnen
zwischen den Thrombozyten Fibrinogenbriicken entstehen, welche die Thrombozyten
untereinander zu einem festen Thrombus verbinden. Weiterhin wird die Thromboxan
A2-Synthese aktiviert. Durch Erh6hung der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration,
unter anderem durch Freisetzung aus dem geschlossenen Kanalsystem, wird die
Freisetzung von Arachidonsdure aus der Phospholipidmebran durch die
Phospholipase A2 katalysiert. Aus der Arachidonsaure wird durch die COX | im
Thrombozyten  Thromboxan A2 gebildet. Dieses stimuliert Uber den
Thromboxanrezeptor des Thrombozyten unter anderem die Freisetzungsreaktion von
Inhaltstoffen der Speichergranula und tragt damit zur Autoaktivierung der
Thrombozyten bei.

Sekretion

Die aktivierten Thrombozyten sezernieren aus den Speichergranula eine Vielzahl von
Substanzen, die zu einer Verstarkung der Plattchenaktivierung und -adhasion, der
plasmatischen Gerinnung, der Geféalikonstriktion, sowie der Aktivierung und
Rekrutierung von weiteren Zellen wie Leukozyten und Fibroblasten beitragen (12).
Zudem setzen Plattchen antimikrobielle Peptide, inflammatorische Zytokine und
weitere Komponenten der Immunabwehr frei. So wird durch Thrombozyten mittels
Interaktion mit Leukozyten und vaskuldren Zellen auch die zellvermittelte (T-
Lymphozyten) und  humorale  (Immunglobulin-vermittelte, B-Lymphozyten)
Immunantwort induziert (13). Den Blutplattchen kommt somit neben ihrer zentralen

Rolle bei der Hamostase auch in der Immunfunktion eine besondere Bedeutung zu.

Im Nachfolgenden sind einige granulare Inhaltsstoffe aufgefuihrt, die wahrend der
Freisetzungsreaktion aus verschiedenen Komponenten sezerniert werden (8):
» dichte Granula: ADP, Adenosintriphosphat (ATP), Serotonin, Kalzium
* a-Granula: B-Thromboglobulin, Plattchenfaktor 4, Wachstumsfaktoren (z.B.
platelet-derived growth factor), transmembrandse Proteine, P-Selektin, VWF,
Fibrinogen, Gerinnungsfaktor V

* Lysosomen: Hydrolasen (z.B: Kollagenase, Elastase)
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Die freigesetzten Stoffe verstarken autokrin die eigene Stimulation und flihren parakrin
zur Aktivierung ruhender Blattchen (Thrombozytenrekrutierung).

Insbesondere dem ADP kommt hierbei eine wichtige Funktion fur die Verstarkung der
Thrombozytenaktivierung zu (14).

ADP bewirkt zum einen eine Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration Uber
zwei verschiedene Wege: Durch Bindung an den P2X1-Rezeptor, der einen
membranstandigen Kalziumkanal darstellt, kommt es zum Einstrom von
extrazellularem Kalzium und durch Aktivierung des P2Y1-Rezeptors fihrt ein Gber ein
G-Protein  (Gq) vermittelter Mechanismus zur Freisetzung von Kalzium aus
intrazellularen Speichern. Zum anderen aktiviert ADP den P2Y,-Rezeptor, der tber
ein inhibitorisches G-Protein (Gi) vermittelten Mechanismus unter anderem die
Adenylatzyklase hemmt und damit zu einem Abfall der intrazellularen Konzentration
von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) fiihrt (8). Dieser Abfall |6st eine
Reihe von Folgeprozessen aus, die zusammen mit den kalziumvermittelten Prozessen
zur Formveranderung und Thrombozytenaktivierung fiihren.

Da der P2Yi,-Rezeptor thrombozytenspezifisch ist und ohne diesen Rezeptor die
purinerg vemittelte Thrombozytenaktivierung nicht stattfinden kann, ist dieser ein

geeigneter Ansatzpunkt fir antithrombotische Wirkstoffe.

Aggregation
Die Aggregation der Blutplattchen lasst sich in eine primére und eine sekundare
Phase unterteilen:
 Bei der Primaren Aggregation kommt es zu einer lockeren, reversiblen
Fibrinogenbrickenbildung zwischen den Thrombozyten. Dabei wird das freie
Fibrinogen von den GPIIb/llla-Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache
gebunden. Die GPIllIb/llla-Rezeptoren erfahren bei der
Thrombozytenaktivierung durch Thrombin, Kollagen, ADP und andere
Aktivatoren eine Konformationsanderung, die eine Fibrinogenbindung erst
ermdglicht (4,12). Aul3er Fibrinogen kénnen auch vVWF, Fibronektin, Vitronektin
und Thrombospondin an die GPIIb/llla-Rezeptoren binden. Die zentrale Rolle
dieses Rezeptors zeigt sich beim genetisch bedingten Funktionsverlust des
GPIlIb/llla-Rezeptors (Morbus Glanzmann-Naegeli). Menschen mit dieser

Erkrankung leiden unter einer erhdhten Blutungsneigung (15,16).
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 Die Sekundare Aggregation tritt zeitverzégert nach einigen Minuten auf,
nachdem die aktivierenden Inhaltstoffe der a-Granula und der dichten Granula
freigesetzt worden sind. Dabei handelt es sich u.a. um ADP, ATP, Kalzium und

Serotonin.

Diese Stoffe bewirken u.a. durch Bindung an die jeweiligen Rezeptoren auf der
Thrombozytenoberflache eine Verstarkung der Eigenaktivierung des Thrombozyten
und zusatzlich die Aktivierung anderer Blutplattchen. Durch Folgeprozesse werden die
Fibrinogenverbindungen zwischen den Pléattchen irreversibel. Die Endothellasion wird
schlief3lich durch das ,Ausspreizen“ der adhésierten Thrombozyten und durch die
Fibrinbildung als Endprodukt der humoralen Gerinnungskaskade ganzlich abgedichtet
(4,12).

Die Abbildung 2 fasst die beschriebenen Schritte der primaren Hamostase zusammen.
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a) Adhasion b) Stabilisierung

| Subendothel | | Subendothel |
@ U 0 O
Lam Kol Fn VWF
T GP la-lla GP Ic-lla
GPIb-IX-V
w GP Ic- Ea GP Ib-IX-V
c) Aktivierung/ d) Aggregation/
Sekretion Ausspreizen
Subendothel | | Subendothel |

Ly, O

Abbildung 2: Verlauf der primaren Hamostase  (modifiziert nach Gawaz et al., 6)

a) Adhasion des Thrombozyten an das Subendothel Uber die Bindung des
Glykoproteinrezeptor GP Ib/IX/V mit dem von-Willebrand-Faktor (VWF).

b) Stabilisierung der Adhasion des Thrombozyten an das Subendothel Uber
weitere Glykoproteinrezeptor vermittelte Bindungen.

c) Aktivierung des Thrombozyten wund Sekretion einer Vielzahl von
aggregationsférdenden Substanzen.

d) Vollstandiges Abdichten der Endothellasion durch ,Ausspreizen” (VergroRerung
der Oberflache) des Thrombozyten.
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1.1.3.1. Sekundare Hamostase

Als sekundadre Hamostase bezeichnet man die Konsolidierung des priméren
Plattchenthrombus, welche mit Hilfe des plasmatischen Gerinnungssystems und der
daraus hervorgehenden Fibrinbildung erfolgt (10). Eine Ubersicht gibt Abbildung 3.
Das plasmatische Gerinnungssystem lasst sich in einen intrinsischen und
extrinsischen Weg der Aktivierung untergliedern.

Bei kleinen Endothelschadigungen wird neben den Thrombozyten das intrinsische
System aktiviert. Ausgel6st wird die Aktivierung dadurch, dass der im Blut
zirkulierende Plasmafaktor XII mit anderen Strukturen der Gefalwand als dem
Endothel in Kontakt kommt. Dieser aktivierte Faktor XII l6st die kaskadenartige
Aktivierung weiterer Plasmafaktoren (XI,IX) aus und fuhrt schlieBlich Uber die
Aktivierung des Faktors X zusammen mit dem Thrombozytemfaktor Ill, dem
Plasmafaktor V und Kalzium zur Thrombin- und damit zur Fibrinbildung. Mit Hilfe des
Faktors Xllla wird aus den Fibrinfaden ein Fibrinnetz gebildet, welches das
Blutplattchenaggregat konsolidiert (8).

Bei groReren Gewebedefekten kommt es durch Beteiligung des Gewebefaktors
(,tissue factor®) zur Aktivierung des extrinsischen Systems. Dabei bewirken
Gewebefaktor, Plasmafaktor VII und Kalzium eine Aktivierung des Faktors X. Die
nachfolgenden Schritte der Kaskade sind identisch mit dem intrinsischen Weg.

Die Thrombozyten sind an der Aktivierung der plasmatischen Gerinnung entscheidend
beteiligt. Sie sezernieren Faktoren und Stimulanzien, die den Ablauf der

Gerinnungskaskade ermdglichen und katalysieren (8).
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1.1.4. Pathophysiologie

Thrombozytopenien, die in angeborene und erworbene Formen unterteilt werden,
stellen die haufigsten Thrombozytopathien dar.

Die angeborenen Thrombozytopenien gehen meist aus einer Erkrankung des
Knochenmarks hervor, so dass eine Knochenmarkstransplantation oder die
Behandlung mit Wachstumsfaktoren bei symptomatischen Formen Therapieoptionen
sind. Bei den erworbenen Thrombozytopenien differenzieren sich diese der Ursache
nach in eine verminderte Thrombozytenbildung, in einen gesteigerten Abbau und in
Verteilungsstérungen.

Die verminderte Bildung der Blutplattchen kann durch Medikamente, Noxen oder
ionisiernde Strahlen hervorgerufen werden. Der gesteigerte Abbau von Thrombozyten
kann durch Infektionserkrankungen, durch die disseminierte intravasale Gerinnung,
durch Medikamente oder autoimmun bedingt sein. Eine Verteilungsstérung erfolgt
meist infolge einer Splenomegalie. Bei den meisten dieser Erkrankungen kommt es
nach Heilung der Grunderkrankung wieder zu einer Normalisierung der Zellzahl (17).
Weitere Thrombozytopathien lassen sich ebenfalls in angeborene und erworbene
Erkrankungen unterscheiden, wobei die angeborenen Funktionsstérungen selten sind.
Die erworbenen Defizite der Funktionsfahigkeit konnen bei Niereninsuffizienz,
Lebererkrankungen, Tumoren, disseminierter intravasaler Gerinnung, Amyloidose,
antithrombozytaren Antikorpern, Myelodysplasien, Leukamien und Behandlung mit
Medikamenten auftreten. Auch hier kdnnen sich die Zellzahlen nach Behandlung der

Grunderkrankung wieder normalisieren (16).
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1.2. Bedeutung der Thrombozyten in der Kardiologie

1.2.1. Kardiovaskulare Erkrankungen

Herz-Kreislauferkrankungen des Menschen sind die haufigste Todesursache in
Deutschland. Nahezu jeder zweite Bundesbirger, starb 2008 an einer Erkrankung
des Herz-Kreislauf-Systems (18).

Thrombozyten spielen bei den Herz-Kreislauferkrankungen, insbesondere bei den
artherosklerotischen Erkrankungen, eine zentrale Rolle (19,20,21). Dies st
beispielsweise beim akuten Myokardinfarkt der Fall, bei dem es aufgrund einer
Plaqueruptur der inneren Gefal3wand zu einer Uberschiel3enden Aktivierung, Adhasion
und Aggregation der Thrombozyten kommt (22). Die von aktivierten Thrombozyten
sezernierten vasoaktiven Substanzen beginstigen durch lokale Vasokonstriktion die
Thrombusbildung zusétzlich, so dass es zu einem thrombotischen Gefaldverschluss
kommen kann (19).

Die Blutplattchen sind auch bei der Entstehung der Artherosklerose entscheidend
beteiligt (23,24,25). Sie triggern die initiale Ablagerung von Lipiden, von komplexen
Kohlenhydraten und von Kalzium in das Endothel ebenso wie inflammatorische
Prozesse, welche die Migration von Entziindungszellen unterstitzen.

Die Monozyteneinwanderung in die GefaBwand, die oxydierten ,low density
lipoprotein“ (LDL) -Partikel und die durch Phagozytose von lipidreichem Material aus
Makrophagen entstandenen Schaumzellen bilden die ersten sichtbaren
artherosklerotischen Verédnderungen der Intima. Je nach Vorliegen von
kardiovaskularen Risikofaktoren wie Hypertonie, Hypercholesterinamie, Diabetes
mellitus oder Nikotinabusus schreiten diese Veranderungen unterschiedlich schnell
voran und fihren auch zu einer erhdhten Thrombozytenaktivitat. Insbesondere
GefalRabschnitte, die unter der Einwirkung grof3er Scherkréfte stehen, z.B.
GefalRaufzweigungen, sind fur artherosklerotische Veranderungen pradestiniert.

Die aktivierten Thrombozyten sind in der Lage, uUber die Sekretion von Zytokinen,
Interleukinen und Uber Rezeptor-Interaktionen sogar in einer intakten Intima
inflammatorische Veranderungen hervorzurufen (22). Diese Veranderungen des
Endothels fihren wiederum zu einem Anstieg der aktivierten Thrombozyten und somit

ZU einem circulus vitiosus.
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1.2.2. Katheterinterventionen

Bei der koronaren Herzerkrankung des Menschen hat sich die perkutane
Koronarintervention mit Implantation von Gefalistitzen (Stents) als Standardtherapie
des akuten Koronarsyndroms aber auch der stabilen Angina pectoris (sofern der
Patient trotz konservativer Therapie nicht beschwerdefrei wird) etabliert (26,27). Bei
der Implantation des Stents wird dieser mittels eines Katheters lediglich unter leichter
Sedierung Uber die A. femoralis oder die A. brachialis unter angiographischer
Sichtkontrolle bis in die Koronararterien eingefiihrt und dort nach Ballondilatation der
Stenose oder direkter Stentimplantation abgesetzt. Dabei hangt die kurz- und
langfristige Erfolgsrate entscheidend von der Wahl des Stents (28), der Komplexitat
der Stenosen (Gefal3groRe, Anzahl und Ausdehnung der L&sionen) (29), von der
antithrombozytaren Begleitmedikation (30,31,32,33) und von der Erfahrung des
intervenierenden Kardiologen ab (34,35).

Bei der perkutanen transluminalen Koronarintervention (PTCA) wird durch
mechanische Verletzungen und der damit verbundenen Exposition subendothelialer
thrombogener Substanzen eine verstarkte Plattchenaktivierung induziert (36). Somit
besteht eine erhdhte Gerinnungsneigung in den betroffenen Gefal3abschnitten.
Obwohl die Restenoserate mittels Stentimplantation gegenidber der alleinigen
Ballonangioplastie deutlich reduziert werden konnte (37,38,39,40), treten bei dieser
Technik auch Komplikationen wie z. B. die subakute Stentthrombose auf (41). Hierbei
spielt die Thrombozytenaktivierung eine zentrale Rolle, wie Studien, welche die
Korrelation des Auftretens von subakuten Stentthrombosen mit dem Ausmal der
Plattchenaktivierung untersuchten, gezeigt haben (42,43). Die Oberflache des Stents
bewirkt als Fremdkorper einen grof3en Aktivierungsreiz, der zur Adhasion und
Aggregation von Thrombozyten bis hin zum thrombotischen Verschluss des Stents
fuhren kann. Aktuell werden aufgrund der geringeren Restenoseraten anstatt der
reinen Metallstents (bare metal stents, BMS) immer mehr medikamentenbeschichtete
Stents (drug eluting stents, DES) eingesetzt (44,45). Bei den zur Beschichtung
verwendeten Substanzen handelt es sich um Immunsuppressiva wie Sirolimus (z.B.
im Cypher® Stent verwendet) oder Zytostatika wie Paclitaxel (z.B. im Taxus® Stent
verwendet), welche eine Intimahyperproliferation, die eine erneute Lumenverengung
bewirken kann, verhindern sollen. Da diese Stents den jeweiligen Wirkstoff tber
langere Zeit abgeben und damit eine verzégerte Endothelialisierung bewirken, ist auch

der Zeitraum, in der durch diese Stents eine pathologisch gesteigerte Gerinnung
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getriggert werden kann, verlangert (45). Trotz standiger Verbesserung der
Interventionsstechnik und des Materials bleibt gerade in der frihen
postinterventionellen Phase noch ein beachtliches Risiko fur In-Stent-Thrombosen und
frihe Restenosen bestehen (26,46). Eine die Thrombozytenfunktion hemmende
Therapie hat daher bei der Behandlung artherosklerotischer Erkrankungen und bei
Patienten nach Gefalinterventionen einen zentralen Stellenwert.

In der Kleintiermedizin wurden in den letzten Jahren zunehmend kardiovaskulare
Erkrankungen diagnostiziert und therapiert. Hierbei handelt es sich vor allem um
Kardiomyopathien (z.B. hypertrophe und dilatative Kardiomyopathie) sowie
Herzklappenfehlfunktionen (z.B. Mitralklappenendokardiose), aber auch angeborene
Herzfehler, die klinisch als Herzinsuffizienz in Erscheinung treten (47).

Sowohl die diagnostischen als auch die therapeutischen Mdglichkeiten zeigen in der
Veterindrmedizin eine rapide Weiterentwicklung. So wurden u.a. interventionelle
Techniken aus der Humanmedizin in die Tiermedizin Gbertragen (48). Kardiologische
Katheterinterventionen werden inzwischen vor allem bei Hunden angewendet. Als
Indikationen hierfir kommen aktuell der Verschluss eines persistierenden Ductus
arteriosus (49), die Dilatation von schweren Pulmonalstenosen (50) oder von fibrdsen,
ringférmigen  Subaortenstenosen (48) und die therapeutische Ablation bei
Tachyarrhythmien (51) in Frage.

Die Pulmonalstenose gehort mit einer Inzidenz von 1/1000 zu den haufigsten
angeborenen Herzerkrankungen beim Hund (52). Bei hochgradigen Stenosen wird die
Katheterintervention beim Hund inzwischen als Mittel der Wahl mit einer Erfolgsrate
von 80% durchgefuhrt (53). Dabei wird der Katheter tber die rechte V. jugularis und
die rechte Herzkammer in die Pulmonalarterie eingefthrt (54). Durch die Aufweitung
der GefalRengstelle wird der Druckgradient zwischen rechtem Herz und
Pulmonalarterie auf physiologische Werte reduziert (53).

In diesem Zusammenhang wird die zentrale Rolle der Thrombozyten oft nur
ungenigend bericksichtigt. Prospektive Studien sind daher nétig, um die Vorteile
einer adaquaten Begleit- bzw. Pramedikation zur Minimierung thromboembolischer

Komplikationen insbesondere auch in der Kleintiermedizin zu untersuchen.
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1.3. Thrombozyteninhibierende Medikamente

Als orale Thrombozytenaggregationshemmer finden beim Menschen vor allem die

Azetylsalizylsaure (ASS) und Thienopyridine Verwendung.

1.3.1. Azetylsalizylsaure

COOH
2-Azetoxybenzoeséaure @
O_%_CHs

Summenformel: CgHgO4 0
Molekulargewicht: 180,16 Azetylsalizylsaure

Azetylsalizylsdure (ASS) wurde 1897 erstmals von dem deutschen Chemiker und
Apotheker Felix Hoffmann synthetisiert und dann am 6. Marz 1899 unter dem Namen
Aspirin als Arzneimittel zugelassen. Die ASS fand zunéachst hauptsachlich
Verwendung als nicht-steroidales Antiphlogistikum und Antipyretikum. Der
antiaggregatorische Effekt auf Thrombozyten wurde zu Beginn der 50er Jahre des
letzten Jahrhunderts beschrieben, und bereits im Jahr 1956 verdffentlichte Craven
eine erste Untersuchung zur Pravention des Myokardinfarkts und des Schlaganfalls
(55). ASS hat sich danach in einer Vielzahl von gro3en klinischen Studien als
Standard in der Therapie und der Prophylaxe atherothrombotischer Krankheitsbilder
etabliert (56). Die Behandlung mit ASS senkt signifikant die Inzidenz von akuten und
subakuten Komplikationen bei Patienten, die sich einer perkutanen transluminalen
Koronarintervention (PTCA) unterziehen (57). Bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom konnte durch die Therapie mit ASS eine deutliche Reduktion der
Mortalitdt und ischamischer Ereignisse erreicht werden (58,59,60).

Der Eingriff in den Arachidonsaurestoffwechsel als zugrunde liegender
Wirkungsmechanismus konnte 1971 durch Vane nachgewiesen werden (61). ASS
vermittelt die antiaggregatorische Wirkung uUber die Azetylierung und folglich
irreversible Hemmung der ubiquitar vorkommenden Zyklooxygenase (COX) | in den
Thrombozyten. Dabei dringt die ASS in den hydrophoben Kanal des Enzyms ein und

azetyliert einen Serinrest in Position 530 (56).
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Dieser ist selbst nicht Bestandteil des aktiven Zentrums, sondern lediglich dem
katalytisch aktiven Tyr385 am Ende eines hydrophoben Kanals im Inneren der COX-1
benachbart. Als Folge der Azetylierung von Ser530 kommt es zu einer sterischen
Blockade, die das Vordringen des endogenen Substrates Arachidonsaure zum
katalytischen Zentrum verhindert und damit das Enzym irreversibel hemmt, das die
Bildung von proaggregatorischem Thromboxan A2 katalysiert. Dieses steht unter
physiologischen Bedingungen im Gleichgewicht mit seinem Gegenspieler Prostazyklin
(synonym Prostaglandin 12), dessen Synthese in den Endothelzellen ebenfalls durch
COX-1 vermittelt ist. Da Thrombozyten keinen Zellkern besitzen, konnen sie COX-1 im
Gegensatz zu den Endothelzellen nicht nachsynthetisieren. Somit hélt die Hemmung
fur die gesamte Lebensdauer der Thrombozyten (8 bis 12 Tage) an und das
Gleichgewicht verschiebt sich zugunsten des antiaggregatorischen Prostazyklins (56).
Nach Einnahme antithrombotisch wirksamer Dosierungen von ASS (100 bis 300
mg/Tag) findet die Azetylierung der Thrombozyten bereits im Pfortadersystem statt,
wahrend in der systemischen Zirkulation praktisch keine unveranderte ASS
nachweisbar ist. Erst in hoheren Dosierungen wird die durch Entziindungsmediatoren
induzierbare COX 1l inhibiert, die jedoch in einigen Geweben ebenfalls konstitutiv
exprimiert wird.

Die plattchenhemmende Wirkung von ASS ist limitiert. Zwar kommt es nach
Einnahme von hdheren Einzeldosen aufgrund der Hemmung der durch Kollagen und
Arachidonsaure induzierten Aggregation und Freisetzungsreaktion zu einer
Verlangerung der Blutungszeit, die durch potentere Agonisten (z.B. Thrombin)
induzierte Thrombozytenaggregation wird aber kaum beeinflusst (62). Dies bildet die
Rationale fur die Kombination von ASS mit anderen thrombozyteninhibierenden
Substanzen bei bestimmten Indikation wie z. B. mit Thienopyridinen in der
interventionellen Kardiologie nach Angioplastie bzw. Stentimplantation, wo durch die
synergistische Wirkung der Kombination die antiaggregatorische Wirkung von ASS
verstarkt wird.

ASS wird nach oraler Gabe bereits im Magen beginnend resorbiert, weshalb maximale
Plasmakonzentrationen bereits 15-30 Minuten nach Einnahme schnell freisetzender
Darreichungsformen erreicht werden. Dies erklart auch teilweise die hohe Inzidenz
von gastralen Nebenwirkungen (Blutungsneigung der Magenschleimhaut,
Ulkusbildung). ASS unterliegt einer prasystemischen Metabolisierung sowohl im
Gastrointestinaltrakt als auch in der Leber, wobei nach Einnahme analgetischer

Dosierungen ca. 30% zu Salizylat und Azetat hydrolysiert werden. Die
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Bioverfluigbarkeit betragt somit ca. 70%. Die Plasmaproteinbindung von ASS liegt bei
60% (63).

Die Plasmahalbwertszeit der Salizylsaure ist dosisabhangig. Es existiert ein Ubergang
der Eliminationskinetik erster Ordnung in die Kinetik nullter Ordnung (hepatische
Sattigungskinetik) durch Sattigung der metabolisierenden Enzyme. Damit erklart sich
die Kumulation von Salizylsdure nach hohen Dosen. Die Metaboliten werden renal
eliminiert. Der Anteil an Salizylsaure, der Uber die Nieren ausgeschieden wird, liegt
pH-abhéngig zwischen 5% im sauren und 85% im alkalischen Urin (63).

—e—300mg ASS
—=— 100mg ASS

O B M W » O O N
1

Plasmakonzentration in pg/mil

0 025

0,75 1 125

0,5 15 1,75 2

Stunden

Abbildung 4: Plasmakonzentration von ASS in Abhangi gkeit von Zeit und
der Dosis (modifiziert nach Gawaz et al.,64)

Die orange Linie zeigt die Konzentration im Blutplasma nach Einnahme von
300 mg ASS p.o., die schwarze Linie die Plasmakonzentration nach 100 mg
ASS p.o.

In der Tiermedizin ist der Einsatz von ASS begrenzt. ASS ist fur Tiere nur als
Kombinationspraparat mit Sulfadimidin und Sulfamerazin zugelassen.

Bei Kleintieren verwendet man ASS zur Behandlung von Muskel- und
Gelenkschmerzen, bei Katzen zusatzlich als Thromboseprophylaxe bei bestehender
Herzerkrankung (65). Dabei ist die verminderte Glucuronidierungsfahigkeit von ASS
der Katze zu bertcksichtigen. Die Maximaldosis fur Hunde betragt 25mg/kg alle 8
Stunden, bei Katzen 25mg/kg jedoch nur alle 24 Stunden (66).
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Zu den haufigsten Nebenwirkungen bei den Haussaugetieren zahlen hamorrhagische
Ulcera der Magen- und Darmschleimhaut, die respiratorische Alkalose durch
verstarkte  Aktivierung des Atemzentrums und die dadurch  erhdhte
Kohlendioxidabatmung (66).

1.3.2. Thienopyridine

Die Thienopyridine Ticlopidin, Clopidogrel und Prasugrel sind Inhibitoren der ADP-
vermittelten Plattchenaktivierung. Sie fuhren zu einer Aggregationshemmung, indem
sie irreversibel den purinergen P2Y1, Rezeptor an der Plattchenoberflache blockieren.
Wie weiter oben bereits beschrieben, reguliert dieser Rezeptor tUber einen G-Protein
vermittelten Weg die Aktivitat der Adenylatzyklase und damit die intrazellulare cAMP
Konzentration (8).

Thienopyridine werden klinisch meist zusammen mit der Azetylsalizylsdure verwendet.
Doch auch als Monotherapie kdnnen Thienopyridine effektiv eingesetzt werden. In der
»riclopidin Aspirin Stroke Study“ (TASS) (67) beispielsweise erhielten Patienten mit
hohem Schlaganfallrisiko entweder Ticlopidin oder Aspirin. Dabei konnte das Risiko
fur Schlaganfall und Tod bei den Ticlopidin-Patienten innerhalb von zwei bis sechs
Jahren signifikant reduziert werden.

Die duale thrombozytenhemmende Therapie (Thienopyridin und ASS) wird vor allem
nach perkutanen koronaren Interventionen mit Stentimplantationen eingesetzt. Hier
wurden mehrere Studien (30,31,32,33) durchgefuhrt, welche die Kombinationstherapie
von ASS und oraler Antikoagulation mit ASS plus Ticlopidin verglichen. In der ISAR-
Studie (30) konnte eine signifikante Reduktion schwerwiegender kardio-vaskularer
Ereignisse (Myokardinfarkt, Reintervention, Bypassoperation) innerhalb der ersten vier
Wochen nach Intervention bei der ASS plus Ticlopidin-Gruppe im Vergleich zur ASS
plus Antikoagulation-Gruppe gezeigt werden. Blutungskomplikationen traten nur bei
mit ASS und Antikoagulation behandelten Patienten auf. Diese Ergebnisse wurden
spater in drei weiteren grofRen Studien (FANTASTIC (32), MATTIS (31) und STARS
(33)) bestatigt, in die Patienten nach perkutaner Koronarintervention und Implantation
von reinen Metall-Stents eingeschlossen wurden. Verglichen wurde ASS allein oder
ASS plus Antikoagulationstherapie mit ASS plus Ticlopidin, wobei unter ASS plus
Ticlopidin-Therapie jeweils eine deutlich geringere klinische Ereignisrate verzeichnet

wurde.
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Die in diesen Studien nachgewiesene Uberlegenheit der dualen plattchenhemmenden
Therapie im Vergleich zur Kombination aus initial Heparin gefolgt von oraler
Antikoagulation mit ASS sowohl in der Reduktion isch&mischer Ereignisse als auch in
der Reduktion von Blutungskomplikationen hat der perkutanen Koronarintervention mit
Stentimplantation den Weg fir eine breite klinische Anwendung gebahnt.

Thienopyrdine selbst sind pharmakologisch unwirksam (sogenannte ,pro-drugs"). Sie
mussen erst durch Metabolismus im Korper des Patienten in die wirksamen Metabolite
umgewandelt werden, die dann den P2Y;,-Rezeptor der Thrombozyten irreversibel
inhibieren. Ticlopidin und Clopidogrel unterscheiden sich in ihrer Pharmakokinetik und
insbesondere im Spektrum und der Haufigkeit von unerwiinschten Wirkungen (68). Da
der Metabolismus des Clopidogrel in den letzten Jahren intensiv untersucht wurde,
wird die metabolische Bioaktivierung beispielhaft im Kapitel 1.3.2.2. Clopidogrel

dargestellt.

1.3.2.1. Ticlopidin

Thienopyridin: Ticlopidin H H

5-(2-Chlorbenzyl)- 4,5,6,7-tetrahydrothieno [3,2-c] pyridin

Summenformel: C14H14CINS 74 | N

Molekulargewicht: 263,79 S Cl
Ticlopidin

Ticlopidin ist das erste klinisch verwendete Thienopyridin (64). Es unterscheidet sich
in der Molekularstruktur nur durch das Fehlen einer COOH-Gruppe von Clopidogrel.
Die Metabolisierung zur pharmakologisch aktiven Substanz erfolgt, wie bei
Clopidogrel, tber mehrere Schritte, an denen vor allem das Cytochrom-P-450-System
der Leber beteiligt ist.

Nach oraler Verabreichung wird Ticlopidin nahezu vollstandig resorbiert. Die
Elimination erfolgt praktisch vollstandig nach Metabolisierung in der Leber, wobei ca.
50-60% der Dosis in Form der gebildeten Metabolite renal und 23-30% intestinal
ausgeschieden werden. Ticlopidin ist reversibel (zu 98%) an Plasmaproteine
vorwiegend Serumalbumin und Lipoproteine gebunden. Die Eliminationshalbwertszeit
betragt nach Erreichen des Steady State etwa 30-50 Stunden. Bei Ticlopidin lassen

sich zahlreiche Interaktionen mit anderen Pharmaka nachweisen (69).
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So reduziert die gleichzeitige Anwendung von Antazida den Ticlopidinplasmaspiegel
um 20-30%, wéahrend dessen dieser beispielsweise durch Cimetidin angehoben wird.
Ticlopidin verlangert zudem die Halbwertszeit von Theophyllin im Plasma (69).

Die klinische Anwendung von Ticlopidin ist von zahlreichen zum Tell
schwerwiegenden unerwiinschten Wirkungen begleitet. So treten bei mit Ticlopidin
behandelten Patienten lebensbedrohliche Blutbildveranderungen wie Neutropenien in
2,4% der Patienten auf. In seltenen Fallen wurden auch von der gefirchteten,
potenziell letal verlaufenden Thrombotisch-Thrombozytopenischen Purpura (TTP,
Moschcowitz-Syndrom) berichtet (69). Aufgrund der  eingeschréankten
hamatologischen Vertraglichkeit missen zu Beginn der Therapie alle 2 Wochen
Blutbildkontrollen  durchgefiihrt  werden. Daneben treten auch  haufiger
gastrointestinale  Beschwerden (abdominaler Schmerz, Diarrhoe, Vomitus,
Refluxésophagitis, Obstipationen), Kopfschmerzen und Hautauschlage auf (69).

Eine Hemmung der Plattchenaggregation ist innerhalb von zwei Tagen nach
Verabreichung von 2x 250 mg Ticlopidin taglich nachweisbar. Das Maximum der
Wirkung tritt erst nach 5- bis 8-tagiger Behandlung mit zweimal taglich 250 mg ein. Um
die Zeit bis zur maximalen Wirkung zu verklrzen, kdnnen prinzipiell zu Beginn der
Therapie hoéhere Bolusdosen verabreicht werden (Abbildung 6). Wegen der
eingeschrankten Vertraglichkeit kann von Ticlopidin allerdings maximal eine
Bolusdosierung von nur 1000 mg einmalig gegeben werden.

1.3.2.2. Clopidogrel

Thienopyridin: Clopidogrel

(Methyl-(RS)a-( Chlorphenyl)-6,7-dihydrothieno[3,2-c]pyridin-5(4H)-acetat )
Summenformel: C16H16CINO,S

Molekulargewicht: 321,83 H. COOCH;
)
S Cl
Clopidogrel

Clopidogrel wurde 1998 in Deutschland zugelassen und hat aufgrund der besseren
Vertraglichkeit im Vergleich zu Ticlopidin dieses in der Therapie praktisch vollstandig

ersetzt.
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So konnte in der CLASSICS -Studie (Clopidogrel Aspirin Stent International
Cooperative Studie, 70) eine deutliche Reduktion der Nebenwirkungen wie
Blutungen, Blutbildveranderungen um 50% bei Patienten nach PCI unter Clopidogrel
im Vergleich zu Ticlopidin beobachtet werden (p=0,005). Die CAPRIE-Studie
(Clopidogrel vs. Aspirin in Patients at Risk of Ischemic Events, 71) verglich Clopidogrel
mit ASS bei Patienten mit bereits erlittenem Myokardinfarkt, Schlaganfall oder
symptomatischer peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) als Therapie zur
Sekundarprophylaxe. In dieser Studie mit 19185 Patienten konnte der klinische Vortell
von Clopidogrel gegenuber ASS in Form einer signifikanten Risikoreduktion des
Auftretens kardio-vaskularer Ereignisse insbesondere fur spezielle Risikogruppen, wie
Diabetes mellitus Patienten oder Patienten, die sich zuvor einer Bypassoperation
unterzogen hatten, gezeigt werden.

Patienten, mit akutem Koronarsyndrom wurden im Rahmen der CURE-Studie
(Clopidogrel in Unstable Angina to Prevent Recurrent Ischemic Events, 72) entweder
mit ASS plus Clopidogrel oder mit ASS plus Placebo behandelt. Der primare Endpunkt
(Myokardinfarkt, Schlaganfall oder kardio-vaskularer Tod) wurde in der ASS plus
Clopidogrel-Gruppe wahrend der drei bis zwolf monatigen Behandlungsdauer
signifikant (p<0,001) weniger haufig notiert. Die PCI-CURE-Studie (73) umfasste aus
der CURE-Studie die Subgruppe von Patienten mit akutem Koronarysyndrom, bei
denen eine Koronarintervention durchgefihrt wurde. Diese Gruppe profitierte
besonders von der ASS plus Clopidogrel-Kombinationstherapie. Es wurde eine
Reduktion des Endpunktes (s.0.) um 30% erzielt.

In diesen Studien wurde die Uberlegenheit der Kombinationstherapie aus ASS und
Clopidogrel in der Pravention ischamischer Komplikationen nach perkutaner
Koronarintervention mit Stent-Implantation gegentber der Monotherapie mit ASS
gezeigt. Aufgrund der Ergebnisse wurde die so genannte duale
Plattchenhemmertherapie als Standard in die Leitlinien aller grof3en kardiologischen
Fachgesellschaften Ubernommen. Die empfohlene Therapiedauer betragt bei
Verwendung eines reinen Metallstents (bare metal stent - BMS) vier Wochen nach der
Intervention, bei Verwendung eines arzneimittelfreisetzenden Stents (drug eluting
stent - DES) 6 bis 12 Monate nach Intervention (74).
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Wie alle Thienopyridine steht Clopidogrel ausschlief3lich zur peroralen Anwendung zur
Verfigung. Nach Einnahme einer Einzeldosis von 75 mg werden im Mittel
Spitzenkonzentrationen der freien unveranderten Substanz von etwa 2,2- 2,5 ng/ml
ungefahr 45 Minuten nach der Einnahme erreicht. Ausgehend vom Nachweis im Urin
ausgeschiedener Clopidogrel-Metabolite betragt die Resorptionsquote mindestens
50%. Clopidogrel und der hauptséachlich zirkulierende (inaktive) Metabolit binden in
vitro reversibel an menschliche Plasmaproteine (jeweils zu 98% und 94%) (75).

Die Elimination erfolgt durch Metabolismus in der Leber, wobei auch der wirksame
Metabolit entsteht. Nach erfolgter Resorption werden 85% des Clopidogrels von relativ
unspezifischen  Karboxylesterasen durch Hydrolyse des Esters in das
pharmakologisch unwirksame Karboxylsédurederivat SR 26334 umgewandelt.
SR 26334 ist der zirkulierende Hauptmetabolit. Nur 15% des Arzneistoffs werden in
der Leber durch das Cytochrom-P450-System zu einem ersten intermediaren
Metaboliten umgewandelt. Durch Oxidation am Thiophenring entsteht dabei 2-Oxo-
Clopidogrel (76). In einem zweiten, ebenfalls durch Enzyme des Cytochrom P450-
Systems katalysierten Schritt, wird aus 2-Oxo-Clopidogrel der sehr reaktive aber
instabile aktive Metabolit gebildet, der von Savi et al. chemisch als 2-{1-[(1S)-1-(2-
Chlorophenyl)-2-Methoxy-2-Oxoethyl]-4-Sulfanyl-3-piperidinyli-diene}-Essigsaure
identifiziert werden konnte (76). Der aktive Metabolit reagiert mit seiner freien
Sulfhydryl-Gruppe mit einem Cysteinylrestes des P2Yi,-Rezeptors, wodurch dieser
irreversibel inhibiert wird (Abbildung 5). Die Eliminationshalbwertszeiten von
Clopidogrel, Carboxy-Clopidogrel und des aktiven Metaboliten wurden von Taubert
und Mitarbeitern nach Verabreichung von Bolusdosen von 600 mg Clopiodgrel mit im
Mittel 1,0, 1,9 bzw. 0,7 Stunden bestimmt (77).

In den letzten Jahren konnte der Beitrag verschiedener Cytochrom P450-Enzyme, die
alle polymorph exprimiert werden, an der Bioaktivierung von Clopidogrel aufgeklart
werden. So katalysieren in in vitro Untersuchungen CYP1A2, CYP2B6 and CYP2C19
die Bildung von 2-Oxo-Clopidogrel wobei der relative Beitrag 35,8, 19,4 and 44,9%
betragt. Wird im gleichen System 2-Oxo-Clopidogrel als Substrat in Gegenwart von
Glutathion eingesetzt, sind CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 und CYP3A4 an der
Umwandlung in den aktiven Metaboliten beteiligt. Zu diesem Stoffwechselschritt
tragen CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 und CYP3A4 32,9, 6,76, 20,6 und 39,8% bei
(78).
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Abbildung 5: Metabolismus von Clopidogrel

Clopidogrel wird mehrheitlich durch Esterasen in einen inaktive Metaboliten (Carboxy-
Clopidogrel SR26334) umgewandelt. In der Leber wird zunéchst 2-Oxo-Clopidogrel
gebildet, aus dem anschlieRend durch Offnung des Thiolactonrings der aktive
Metabolit entsteht. An beiden Stoffwechselschritten sind verschiedene Cytochrom
P450 Isoenzyme beteiligt. Der aktive Thiolmetabolit bildet Disulfidbriicken mit SH-
Gruppen des P2Yi,-Rezeptors der Thrombozyten und inhibiert diesen fur die
Lebensdauer des Plattchens (modifiziert nach 79,80).
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Um einen schnellen Wirkungseintritt zu erzielen, wird die Clopidogrel-Behandlung in
der Kardiologie in der Regel durch die Gabe einer Bolusdosis eingeleitet. Nach einer
Dosis von 300 mg Clopidogrel wird im Vergleich zu einer Bolusdosis von 1000 mg
Ticlopidin ein schnellerer Wirkungseintritt beobachtet (Abbildung 6), wobei der
Wirkungseintritt durch Steigerung der Bolusdosis auf 600 mg Clopidogrel noch weiter
beschleunigt werden kann (81). Hochholzer und Mitarbeiter konnten in einem grol3en
Patientenkollektiv zeigen, dass 2 Stunden nach einer Dosis von 600 mg Clopidogrel

im Mittel das Maximum der thrombozyteninhibierenden Wirkung erreicht ist (82).
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Abbildung 6: Wirkungseintritt von Ticlopidin vs. Clopidogrel

gemessen mittels optischer Aggregometrie nach Stimulation mit 20 umol/l ADP. Fr
beide Clopidogreldosierungen zeigte sich fur alle Messzeitpunkte ein signifikanter
Unterschied zum Ausgangswert (p<0.05). Dies wurde nach Ticlopidingabe erst am
letzten Messzeitpunkt nach 48 Stunden erreicht, modfiziert nach Miiller et al. (81).
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Eine weitere Steigerung der Bolusdosierung auf 900 mg Clopidogrel zeigt keine
weitere  Zunahme der plattchenhemmenden Wirksamkeit (83,84). Nach
Untersuchungen von von Beckerath und Mitarbeitern (84) beruht dies auf der
fehlenden Dosisproportionalitat in der systemischen Verfluigbarkeit des aktiven

Metaboliten von Clopidogrel (Abbildung 7)
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Abbildung 7: Dosisabhangigkeit der Inhibition der ADP-induzierte n
Thrombozytenaggregation und Plasmakonzentration des aktiven Metaboliten
von Clopidogrel nach Gabe einer Bolusdosis von 300m g, 600mg und 900mg
Clopidogrel (modifiziert nach 83, 84).

AUC - Flache unter der Aggregations-Zeit-Kurve.

Nebenwirkungen kénnen bei Clopidogrel in Form von gastrointestinalen Stdrungen
wie Vomitus, Diarrhoe, Nausea und epigastralen Schmerzen auftreten. Vereinzelt
werden Leukozytopenien beobachtet (75).

Unter Behandlung mit Clopidogrel treten erheblich interindividuelle Unterschiede in der

Wirkstarke auf. Diese werden in Kapitel 1.3.4. ndher dargestellt.
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Im Jahr 2009 wurde das neue Thienopyridin Prasugrel zugelassen, dass eine
konstantere und potentere Hemmung der Thrombozytenfunktion bewirkt und damit die
klinische Ereignisrate bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom weiter reduzieren
kann, was allerdings auch mit einer hoheren Blutungsrate assoziiert ist (85). Es ist
denkbar, dass Prasugrel oder weitere aktuell in der Entwicklung oder Zulassung
befindliche Préaparate Clopidogrel als das Standard-Thienopyridin in Zukunft ablésen

koénnten.

1.3.3. Weitere Thrombozytenfunktionshemmer

Glykoprotein-lib/llla-Rezeptor-Antagonisten

Die Glykoprotein-lib/llla-Rezeptor-Antagonisten blockieren direkt den Glykoprotein-
lIb/llla-Rezeptor, wodurch eine schnelle und effektive antiaggregatorische Wirkung
erzielt wird. Sie blockieren damit die Endstrecke der Thrombozytenaktivierung,
verhindern aber die vorausgehende Zellaktivierung nicht. Die drei aktuell klinisch
verwendeten Substanzen sind:

1. Abciximab (ReoPro®), ein chimares Derivat des monoklonalen
Mausantikérpers (Fab-Fragment) 7E3. Um unerwinschten immunologischen
Abwehrreaktionen vorzubeugen, wurde er so humanisiert, dass nur noch die
Bindungsregion an den GPIlIb/llla-Rezeptor dem urspringlichen Antikorper
entspricht. Abciximab bindet irreversibel an den Rezeptor (86).

2. Eptifibatid (Integrelin®), ein zyklisches Peptid, das reversibel an die KGD-
Sequenz des GPIIb/llla-Rezeptors bindet (87)

3. Tirofiban (Aggrastat®), dass an die RGD-Sequenz des GPIlIb/llla-Rezeptors
ebenfalls reversibel bindet (88).

Klinisch werden diese Substanzen aufgrund ihrer intravendsen Applikation mit
anschlieend unmittelbarem Wirkungseintritt vor allem bei Patienten, die einer Akut-
PCI bei akutem Myokardinfarkt unterzogen werden, verwendet. Hier zeigte sich eine

signifikant niedrigere klinische Ereignisrate unter GPIIb/llla-Rezeptorblockergabe (89).
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Dipyridamol

Dieser Arzneistoff wird als Fixkombination mit Azetylsalizylsdure (Aggrenox®)
vertrieben. Die Wirkung von Dipyridamol erfolgt Uber eine Hemmung der
Phosphodiesterase, die einen Anstieg von cAMP zur Folge hat, wodurch wiederum
die Konzentration von freien Ca™ -lonen im Cytosol der Thrombozyten gesenkt wird.
Dieser Mechanismus erklart die Inhibition der Thrombozytenaggregation (90). Des
weiteren wird die Wiederaufnahme von Adenosin in die Prasynapse durch Inhibition
des Adenosintransporters blockiert, was zu einer Relaxation der glatten Muskelzelle
fuhrt. Das Kombipraparat wird zur Rezidivprophylaxe nach einem aufgetretenen
Schlaganfall verwendet, auch wenn der Nutzen im Vergleich zur Monotherapie mit
ASS umstritten ist (91).

Weitere Medikamente zur Inhibition der Thrombozytenfunktion, die sich aktuell noch in
der Erprobung oder Zulassung befinden, sind neuartige, reversible P2Yi,-
Rezeptorblocker wie z.B. Ticagrelor (92) und PAR-1 Rezeptorblocker, die einen
bestimmten Thrombinrezeptor des Thrombozyten blockieren (93).

Die Abbildung 8 veranschaulicht nochmals die Angriffspunkte der verschiedenen
antithrombozytaren Substanzen. Die Thrombozyten exprimieren auf ihrer Oberflache
Rezeptoren, Uber welche die Zellaktivierung mdglich ist (4,8). Es handelt sich hierbei
um ADP-bindende Rezeptoren (P2Y1,, P2Y; und P2X;) sowie um Rezeptoren fir
Kollagen-, Serotonin-, Thrombin-, Vasopressin-, Adrenalin-, Plattchen aktivierender
Faktor (PAF)-, Thromboxan A2 und Fibrinogen (GPIIb/ll1a).
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Abbildung 8: Angriffspunkte der antithrombozytaren Pharmaka (modifiziert nach
Gawaz et al.,64). Diese sind mit roten Doppelbalken gekennzeichnet. Wahrend ASS
und die Thienopyridine den GP lIb/llla (Fibrin)- Rezeptor indirekt hemmen, besetzen
die GPIIb/llla-Antagonisten direkt die aktivierten Fibrinrezeptoren.

1.3.4. Interindividuelle Unterschiede der Thrombozy  teninhibition

In den letzten Jahren wurde von zahlreichen Arbeitsgruppen sowohl fir ASS als auch
fur  Clopidogrel eine  erhebliche interindividuelle  Variabilitatt in  der
Thrombozyteninhibition beschrieben (94,95,96). Einzelne Autoren pragten dabei die
Begriffe Resistenz oder ,non-responder® (97,98), welche jedoch nicht einheitlich
definiert sind (95,98-102).
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Die folgende  Abbildung zeigt die Variabilitdt der  ADP-induzierten
Thrombozytenaggregation nach Gabe einer Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel bei
Patienten vor elektiver Koronarangiographie (82).
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Abbildung 9: Variabilitat der Thrombozytenaggregation nach
Clopidogrelbolusgabe.

Jeder einzelne Punkt reprasentiert einen von 1001 gemessenen Patienten. Die
schwarze Linie entspricht der Mediankurve. Die Variabilitat in der Zeit ergab sich
daher, dass die Thrombozytenreaktivitat vor Koronarangiographie gemessen wurden,
die nicht zu einer standardisierten einheitlichen Zeit nach Gabe der Bolusdosis von
600 mg Clopidogrel erfolgte (82).

Die Abbildung 9 zeigt die erhebliche interindividuelle Variabilitdt in der Wirkung von
Clopidogrel auf die Thromboyzten bei Einnahme der gleichen Dosis. Zwei Stunden
nach Einnahme der Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel ist im Mittel keine weitere
Abnahme der Thrombozytenreaktivitat mehr zu verzeichnen.

Die klinische Bedeutung dieser Variabilitdt konnte unter anderem in der EXCELSIOR
(Extent of Clopidogrel-Induced Platelet Inhibition During Elective Stent Implantation on
Clinical Event Rate)-Studie (104), die 802 Patienten mit geplanter koronarer
Stentimplantation einschloss, gezeigt werden. In dieser Untersuchung erhielten alle

Patienten vor Koronarintervention eine Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel, gefolgt
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von einer taglichen Erhaltungsdosis von 75 mg. Zudem wurden alle Patienten mit ASS
in einer Dosis zwischen 100 und 300 mg taglich behandelt.

Die Thrombozytenfunktion wurde mittels optischer Aggregometrie (Stimulation mit 5
uM ADP) zum Zeitpunkt der Koronarintervention gemessen. Eine Aggregation
oberhalb des Medians der Kohorte (End-Aggregation 14%) war mit einem 6,5-fach
erhohten Risiko fir das Auftreten schwerwiegender kardiovaskularer Komplikationen
(Tod, Myokardinfarkt, dringende Ziellasionsreintervention) innerhalb von 30 Tagen
nach Intervention assoziiert (104). Die auf einen Kontrollzeitraum von einem Jahr
erweiterte nachfolgende Analyse zeigte, dass eine erhéhte Thrombozytenreaktivitat
(End-Aggregation >14%) gemessen am Tag nach der Intervention nach Gabe einer
Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel und der ersten Erhaltungsdosis von 75 mg eine
3-fach erhéhte 1-Jahresinzidenz von Tod oder Myokardinfarkt zur Folge hatte (105).
Zuvor wurde diese Korrelation von Thrombozytenfunktion unter Clopidogreltherapie
und klinischer Ereignisrate nach Katheterintervention bereits beschrieben (106). Je
nach Arbeitsgruppe und verwendeter Definition werden bei 4 bis 50% der Patienten
unter  Therapie mit Clopidogrel eine unzureichende Hemmung der
Thrombozytenaggregation berichtet (98).

Als Ursache fur die Variabilitat im Ansprechen auf Clopidogrel werden neben
Unterschieden in der intestinalen Resorption (77) Unterschiede in der hepatischen
Metabolisierung aufgrund von Arzneimittelinteraktionen (107) diskutiert. Zahlreiche
andere Medikamente sind ebenfalls Substrate der an der Bioaktivierung von
Clopidogrel beteiligten Isoenzyme CYP1A2, CYP2B6, CYP3A4/5 bzw. CYP2C19 des
Cytochrom P450-Systems (108). Einzelne Studien deuteten auf Interaktionen mit
Statinen (Inhibitoren der Cholesterinsynthese, Substrate von CYP3A4 und CYP3A5)
und Protonenpumpeninhibitoren (Inhibitoren der Magenséuresynthese, Substrate von
CYP2C19) hin.

Umfangreiche klinische Studien zeigen jedoch, dass die Therapie mit Statinen keinen
Einfluss auf die thrombozyteninhibierende Wirkung von Clopiodgrel hat (109,110).
Eine aktuelle Untersuchung konnte keinen Unterschied in der klinischen Ereignisrate
bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom und Clopidogrelmedikation mit und ohne
Protonenpumpeninhibitoren als Begleittherapie nachweisen (111).

Fur etliche der an der Bildung des aktiven Metaboliten von Clopidogrel beteiligten
Zytochrome sind Polymorphismen beschrieben. So konnte gezeigt werden, dass der

*2-Polymorphismus des CYP2C19 mit einer verminderten
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Thrombozytenfunktionshemmung nach Clopidogrelgabe assoziiert ist (105). Die

klinische Relevanz dieses Polymoprhismus zeigten z.B. Mega et. al. (112).

1.3.5. Antithrombozytéare Therapie in der Kleintierm  edizin

Ein Indikationsgebiet fur aggregationshemmende Substanzen liegt in der
Kleintiermedizin bei der Pravention von Thromboembolien (62).

Der dies bezlglich meist eingesetzte Wirkstoff ist die ASS. Insgesamt gibt die Literatur
jedoch wenig Hinweise. Bei Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie und bei
solchen, die bereits einen thromboembolischen GefalRverschluss erlitten haben, wird
eine antithrombozytdre Therapie mit ASS angewandt. Bei dieser Spezies wird eine
Verabreichung in dreitdgigem Abstand zur optimalen COX-I-Hemmung in den
Thrombozyten empfohlen.

Somit wird die Aktivitat der endothelialen COX-I, welche tber die Prostazyklinsynthese
eine antiaggregatorische Wirkung austibt, mdglichst wenig reduziert. Die empfohlene
Dosis fur Katzen zur Prophylaxe thromboembolischer Ereignisse liegt bei 25 mg/kg
jeden dritten Tag (113).

Die Reverschlussraten nach einem bereits erfolgten thrombotischen Verschluss liegen
trotz ASS-Gabe nach klinischen Erfahrungsberichten bei Katzen mit 75% inakzeptabel
hoch (114). Auch die Anwendung von Antikoagulanzien, wie Heparin und Warfarin,
verhindert das erneute Auftreten thromboembolischer Verschlisse nicht effektiv
(115,116).

In der Groldtiermedizin ist der Einsatz von Antithrombotika derzeit nicht relevant.

40



2. Hintergrund und Fragestellunqg

2.1. Hintergrund

Kardiovaskulare Erkrankungen sind in der Humanmedizin von grof3er und in der
Tiermedizin von standig wachsender Bedeutung (117,118). Dabei spielen
Thrombozyten bei der Entstehung und Progression atherosklerotischer Erkrankungen,
wie der koronaren Herzerkrankung und der Entwicklung akuter ischamischer
Syndrome, wie dem akuten Myokardinfarkt, eine zentrale Rolle. Auch ist eine sichere
Durchfihrung perkutaner koronarer Gefaldinterventionen erst seit der Verfugbarkeit
effektiver thrombozyteninhibierender Strategien mdglich, die eine deutliche Reduktion
isch&mischer peri- und postinterventioneller Komplikationen, wie der subakuten
Stentthrombose, bewirken. Daher wird zur Prophylaxe von thromboembolischen und
anderen ischamischen Komplikationen nach koronarer Stentimplantation eine
kombinierte thrombozyteninhibierende Therapie, bestehend aus ASS und einem
Thienopyridinderivat, bevorzugt Clopidogrel, verwendet. Diese Kombination gilt
gegenwartig als Standardtherapie bei diesen Indikationen (73,119,120).

Allerdings  haben vorangegangene Untersuchungen gezeigt, dass der
thrombozyteninhibierende Effekt unter der Therapie mit Clopidogrel, trotz der
nachgewiesenen klinischen Wirksamkeit, nicht bei jedem Patienten in gleichem MalRe
vorhanden ist, sondern vielmehr eine erhebliche interindividuelle Variabilitdt besteht
(95,101). Das Auftreten von bedeutsamen peri- und postinterventionellen
Komplikationen korreliert sowohl nach elektiver koronarer Stentimplantation (104) als
auch bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (121-124) mit dem Ausmal der
Plattcheninhibition unter Therapie mit Clopidogrel. In der EXCELSIOR Studie konnte
gezeigt werden, dass eine residuelle Plattchenaggregation nach Stimulation mit 5 pM
ADP von >14% nach Gabe einer Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel mit einer
erhohten Inzidenz von Tod, Myokardinfarkt oder dringender Reintervention an der

Ziellasion innerhalb von 30 Tagen nach Intervention assoziiert war (104).
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2.2. Fragestellung

Unter der Ublichen Standarddosierung von Clopidogrel beim Menschen kommt es, wie
bereits beschrieben, zu erheblichen interindividuellen Differenzen in der
Thrombozyteninhibition (95,101). Damit scheint ein gewisser Patiententeil nicht
ausreichend vor peri- und postinterventionellen Ereignissen geschitzt zu sein
(104,105). Daher stellt sich die Frage, in wie weit sich durch eine optimierte
antithrombozytare Therapie, in Form einer individualisierten Dosisanpassung von
Clopidogrel, eine Verbesserung der Inhibition der Plattchenaggregation bei den
Patienten erzielen lasst.

Daraus geht die Zielsetzung der hier durchgefiihrten EXCELSIOR-ACT (EXCELSIOR-
Advanced Clopidogrel Therapy)-Studie hervor, die als Grundlage der vorliegenden
Dissertation dient. Es soll die Fragestellung gepruft werden, ob bei Patienten mit initial
unzureichendem Ansprechen auf Clopidogrel mittels einer Verdoppelung der
Erhaltungsdosis auf 150 mg Uuber einen Zeitraum von vier Wochen nach
Koronarintervention eine signifikant verbesserte Thrombozytenfunktionshemmung
erzielt werden kann. Unzureichendes Ansprechen auf Clopidogrel wird dabei geman
dem klinisch validierten Grenzwert der EXCELSIOR-Studie (End-Aggregation >14%
nach Stimulation mit 5 uM ADP) einen Tag nach Erhalt der Bolusdosis bzw. PCI
definiert (105).
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3. Studienaufbau , Patienten und Methoden

3.1. Studienaufbau

Die EXCELSIOR-ACT Studie ist eine prospektive, observative Kohortenstudie, die

Patienten mit elektiver koronarer Stentimplantation nach Gabe einer Bolusdosis von
600mg Clopidogrel einschloss. Die Patienten wurden je nach Ansprechen auf
Clopidogrel am Tag nach Intervention in zwei Gruppen mit unterschiedlicher
Behandlung eingeteilt, wie in der folgenden Abbildung dargestellit.

Elektive koronare Stentimplantation
Vorbehandlung mit
600 mg Bolusdosis Clopidogrel,
ASS mind. 100 mg/Tag

|

Messung der
Thrombozytenaggregation
am 1. Tag nach perkutaner

Katheterintervention

Gruppe 1 Gruppe 2
Aggregation < 14%: Aggregation > 14%:
keine zweite Bolusdosis 2. Bolusdosis Clopidogrel (300 mg)
Clopidogrel 75 mg/Tag Clopidogrel 2x75 mg/Tag
ASS unverandert weiter ASS unverandert weiter

Abbildung 10 : EXCELSIOR-ACT-Studienmedikation

Die Patienten der Gruppe 1, deren Thrombozytenendaggregation am 1.Tag nach
Verabreichung der Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel p.o. und nach Einnahme der
ersten Erhaltungsdosis von 75 mg bei der Messung mittels optischer Aggregometrie
(Stimulation mit 5 uM ADP) bei <14% lag, erhielten weiterhin die Erhaltungsdosis von
75 mg/Tag Clopidogrel.

Den Patienten der Gruppe 2, deren Messergebnisse Uber 14% lagen, wurde einmalig
eine weitere Bolusdosis von 300 mg Clopidogrel verabreicht. Anschlie3end wurden sie
fur die ersten vier Wochen nach der Intervention mit einer Erhaltungsdosis von 150
mg/Tag Clopidogrel behandelt.

43



Alle Patienten wurden an Tag 14 und 28 nach Intervention zu Nachkontrollen
einbestellt und die Thrombozytenfunktion wurde zu diesen Zeitpunkten bestimmt. Eine
weitere Dosisanpassung erfolgte nicht. Nach der letzten Visite (Tag 28) wurde die
Therapie mit Clopidogrel beendet bzw. bei Patienten, die eine Indikation fur eine
langere  Behandlung mit Clopidogrel hatten (z.B. Implantation eines
medikamentenfreisetzenden Stents), mit 75 mg taglich fortgefuhrt. Flr die Auswertung
wurden die Ergebnisse mit 57 Patienten der EXCELSIOR-Studie, welche die gleichen
Ein- und Ausschlusskriterien wie die vorliegende Studie hatte, und fur die ebenfalls
Thrombozytenfunktionswerte nach 14 und 28 Tagen vorlagen, verglichen. Diese
Patienten hatten keine Dosisanpassung erhalten und waren mit 75 mg Clopidogrel
taglich behandelt worden.

Die EXCELSIOR-ACT Studie wurde gemafll den Richtlinien der Deklaration von
Helsinki durchgefiihrt und von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der
Albert-Ludwig-Universitat Freiburg (Antrags-Nr. 122/05) genehmigt. Alle Patienten
erklarten schriftlich ihr Einverstandnis zur Teilnahme, nachdem sie schriftlich und
mundlich tber mogliche Vorteile und Risiken der Studienteilnahme aufgeklart wurden.

3.2. Patienten

3.2.1. Einschlusskriterien
Die Patienten hatten fiir die Teilnahme an der Studie folgende Kriterien zu erfillen:
= durchgeflihrte koronare Stentimplantation
= Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel (p.o.) vor Koronarintervention
= Vorbehandlung mit ASS (=100mg/d oral) fir mindestens sieben Tage vor
Koronarintervention
* Mindestalter 18 Jahre
= gschriftliche Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme
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3.2.2. Ausschlusskriterien
Von den folgenden Kriterien durfte keines zum Zeitpunkt des Einschlusses in die

Studie vorliegen:

= akuter Myokardinfarkt innerhalb der letzten 14 Tage oder aktuell vor
Einschluss Troponin T* > 0,03 ng/ml Blut

= Fibrinolyse innerhalb der letzten 14 Tage

= Dbestehender kardiogener Schock

» Kontraindikationen fir ASS oder Clopidogrel (Uberempfindlichkeit gegen
den Wirkstoff oder andere Bestandteile des Praparats)

= Behandlung mit oralen Antikoagulantien vom Kumarin-Typ, Heparin
(ausgenommen prainterventionelle intraarterielle Gabe zur
Thromboseprophylaxe) oder mit Thienopyridinen innerhalb der letzten 7
Tage

= Behandlung mit einem GPIIb/llla-Antagonisten wahrend der perkutanen
Koronarintervention

= Thrombozytenzahl < 100.000/ul Blut

» bekannte Koagulopathie

= schwerwiegende Erkrankung der Eliminationsorgane (Leber, Niere)

» Dbedeutsame hadmatologische Erkrankung

"Kardiales Troponin | oder T ist ein Blutmarker fiir eine Myokardnekrose jeglicher Art.
Aufgrund seiner fast 100%igen Myokardspezifitat, ist es der Marker der Wahl fur diese
Fragestellung. Der verwendete Grenzwert von >0.03 ng/ml entspricht fir Troponin T
der 99% Prozent der Normalbevdlkerung, der adaptiert wurde, um einen
Variationskoeffizienten von <10% zu erreichen. Ein Verlauf der gemessenen
Troponinwerte mit Anstieg Uber diesen Grenzwert mit anschlieBendem Abfall stellt
eines der drei klinischen Diagnosekriterien fur den akuten Myokardinfarkt dar.
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3.2.3. Medikation der Studienpatienten

3.2.3.1. Azetylsalizylsaure

Alle Patienten der EXCELSIOR-ACT-Studie erhielten bereits vor Einschluss in die
Studie ASS in einer Dosierung von 2100 mg pro Tag (p.o.) als Dauermedikation.
Dabei handelte es sich um Praparate unterschiedlicher pharmazeutischer
Unternehmen (u.a. Bayer Vital GmbH, Leverkusen; Hexal AG, Holzkirchen;
Ratiopharm GmbH, Ulm).

Die Therapieempfehlung bei Entlassung sah bei allen Patienten 100 mg ASS pro Tag

als Dauermedikation vor.

3.2.3.2. Clopidogrel

Alle Patienten der EXCELSIOR-ACT-Studie erhielten vor der geplanten Intervention
eine Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel p.o. und am nachfolgenden Tag morgens
eine erste Erhaltungsdosis von 75 mg. Die weitere Dosierung gliederte sich nach dem
Grad der Thrombozytenreaktivitdt, gemessen mittels optischer Aggregometrie (End-
Aggregation, 5 uM ADP) am ersten Tag nach der Katheterintervention. Wie bereits in
Abbildung 10 dargestellt, erhielten Patienten mit einer Aggregation <14% fur den
Studienzeitraum von 4 Wochen weiterhin Clopidogrel in einer Dosis von 75 mg taglich.
Patienten mit einer Aggregation oberhalb dieses Wertes erhielten am Tag nach
Koronarintervention eine zweite Bolusdosis von 300 mg Clopidogrel und anschlieRend
fur den Studienzeitraum eine tégliche Dosis von 2x75 mg aufgeteilt auf eine
morgendliche und abendliche Gabe. Nach Studienende erhielten die Patienten, die
eine weiterbestehende Indikation fur Clopidogrel hatten, wieder die tUbliche Dosierung
von 75 mgq taglich.

Clopidogrel wird unter zwei verschiedenen Handelsnamen angeboten (Plavix® -
Sanofi Pharma Bristol-Myers Squibb SNC, Frankreich oder Iscover® - Bristol-Myers
Squibb Pharma EEIG, UK), wobei beide Praparate die identische galenische
Formulierung darstellen. In der EXCELSIOR-ACT-Studie konnten deshalb beide

Praparate verwendet werden.
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3.2.3.3. Antikoagulantien
Allen teilnehmenden Patienten wurde im Rahmen der Koronarintervention gemaf3 dem
krankenhausinternen Standard Heparin in einer Dosis von 100-140 Einheiten/kg

intraarteriell verabreicht.

3.2.3.4. Begleitmedikation
Die Studie nahm keinen Einfluss auf die sonstige Medikation (z.B. Insulin, Magen-
Darm-Medikamente,  Antihypertensiva, Diuretika, Lipidsenker,  Analgetika,

Antidepressiva) der Patienten.
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3.3. Methoden

3.3.1. Probengewinnung

Den Patienten wurden fur die Untersuchungen drei Blutproben entnommen. Die erste
Blutabnahme erfolgte am Folgetag nach Einnahme der Bolusdosis von 600 mg
Clopidogrel und perkutaner Koronarintervention (PCI), am Vormittag 2 bis 4 Stunden
nach Gabe der ersten Erhaltungsdosis von 75 mg. Nach 14 Tagen wurde die zweite
Blutentnahme durchgefihrt, nach 28 Tagen die dritte. Die Blutproben wurden in eine
9 ml Natrium-Citrat Monovette® und eine 9 ml Heparin-Natrium-Monovette® (Sarstedt
AG, Nurnberg, Deutschland) entnommen. Die Abnahmen erfolgten aus einer der
Venae brachiales mit einer 21 Gauche-Kanule® (Sarstedt AG, Nurnberg,
Deutschland). Zu diesem Zweck wurde die Oberarmvene nur mafig gestaut und
versucht, eine iatrogene Aktivierung der Thrombozyten zu vermeiden. Die
Aufarbeitung der Citratblutproben erfolgte innerhalb von zwei Stunden nach der
Abnahme (Probenaufbewahrung bei Zimmertemperatur).

Aus der Heparin-Natrium-Monovette® wurde das Plasma fir die Messungen der
Clopidogrel- und Carboxy-Clopidogrelkonzentrationen gewonnen. Daflir wurde die
Probe fur 10 Minuten bei 3000 g zentrifugiert, der Plasmatberstand abpipettiert und
direkt im Anschluss tiefgefroren und bei -70°C auf bewabhrt.

3.3.2. Testreagenzien

Dulbecco’s Phosphate buffered Saline (PBS)
PBS wurde von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen, Deutschland) in
500 ml Flaschen gebrauchsfertig bezogen.
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Paraformaldehyd 1%

Die 1% ige Losung wurde aus 95% igem Paraformaldehydpulver (PFA) (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miunchen, Deutschland) hergestellt. 2 g PFA wurden in 200 ml
PBS gelost. Die Losung wurde unter Ruhren fur etwa 10 min bei 200 erhitzt, bis die
Mischung klar und frei von Aggregaten war. Die fertige Losung konnte fur bis zu 3

Wochen verwendet werden.

Adenosindiphosphat

Adenosin 5’-Diphosphat (ADP) wurde von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Minchen, Deutschland) bezogen. Die Stammlésung wurde wie folgt hergestellt:
17,09 mg ADP wurden in einem 2 ml Eppendorf-Réhrchen mit 2 ml NaCl-Lésung
(0,9%) aufgeldst. Die ADP-Stammlésung wurde mit 0,9%iger NaCl-Lésung auf die

jeweils bendtigten Konzentrationen (Gebrauchslosungen) verdinnt.

Kollagen
Kollagen wurde ebenfalls als fertige Losung bezogen (Kollagenreagens Horm®,
Nycomed Pharma, Unterschleiheim). Die Stammlosung (1 g/L) wurde mit der

mitgelieferten Pufferlosung auf die bendtigten Konzentrationen verdinnt.

Thrombin-Rezeptor aktivierendes Peptid

Fur die vorliegende Studie wurde ein Thrombin-Receptor-Activating-Peptide (TRAP)
der Firma Bachem verwendet (H-2234, Aminosaurensequenz, H-Ser-Phe-Leu-Leu-
Arg-Asn-Pro-OH, Molekulargewicht: 846,0 d). Dabei wurden 5 mg TRAP mit 5910 pl
PBS aufgelost um eine 1 mmol/l Stammlosung zu erhalten. Diese wurde mittels PBS

auf die Gebrauchslésungen weiter verdinnt.
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3.3.3. Optische Aggregometrie

3.3.3.1. Funktionsprinzip

Die Methode der Lichttransmissionsaggregometrie nach Born (125) beruht auf der
Tatsache, dass die Streuung von Lichtstrahlen, welche durch eine Partikelsuspension
geschickt werden, nicht von der Teilchengrof3e, sondern von der Anzahl der Teilchen
abhangig ist. Somit nimmt mit abnehmender Teilchenzahl (z.B. der
Thrombozytenzahl) die Lichtdurchlassigkeit der Suspension zu.

Bei der Lichtransmissionsaggregometrie wird eine gleichbleibende Strahlung durch die
Messklvette mit der zu untersuchenden Suspension geschickt. Zur Eichung wird
plattchenarmes Plasma (PPP) mit einer niedrigen Anzahl an gelésten Teilchen und
somit der hochsten Lichtdurchlassigkeit verwendet. Dieser Wert entspricht der
maximal maoglichen Aggregation (100%) und dient dem Aggregometer als
Referenzwert. FlUr die Messungen wird plattchenreiches Blutplasma (PRP) verwendet,
welches zunachst durch die hohe Anzahl der suspendierten Thrombozyten eine hohe
Streustrahlung aufweist. Das bedeutet, dass nur ein geringer Teil der Strahlen die
Flussigkeit passiert. Dieser Wert wird im aufgezeichneten Diagramm als Nulllinie
dargestellt wird.

Durch Zugabe verschiedener plattchenaktivierender Substanzen kommt es zur
Aggregation der Thrombozyten und somit wegen der abnehmenden Anzahl an
separaten Partikeln zu einer gesteigerten Lichttransmission. Je weniger Teilchen (freie
Thrombozytenaggregate) sich in der Flussigkeit befinden, umso hoéher ist die
Strahlendurchlassigkeit. Das Funktionsprinzip eines Aggregometers ist in Abbildung

11 dargestellt.
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Abbildung 11 : Aufbau eines Aggregometers

Mittels einer konstanten Lichtquelle (Leuchtdioden beim PAP4-Aggregometer) wird
eine zu Beginn der Messung mit einer Referenzlésung (plattchenarmes Plasma
entspricht 100% Aggregation) geeichte Strahlung (Wellenlange 697 nm) durch eine
Suspension geschickt, deren Teilchen mittels Magnetrihrer standig in Bewegung
gehalten werden. Der Detektor misst die durch die Probe transmittierte Strahlung. Die
Ergebnisse werden mittels der angeschlossenen Computersoftware ausgewertet.

Die Lichtdurchlassigkeit des PRP nimmt nach Aktivierung der Thrombozyten (z.B.
mittels ADP) und einsetzender Aggregation zu.
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Die  Abbildung 12 demonstriert den  Verlauf (siehe  Grafik) der
Thrombozytenaggregation nach Stimulation des PRP mit ADP.

| ruhender Zustand [l Formveranderung

Il reversible Aggregation

Aggregationskurve

IV irreversible Aggregation

Lichttransmission

Zeit

Abbildung 12: Messung der Thrombozytenaggregation (modifiziert nach Gawaz,6)

| Die Thrombozyten des Plasmas befinden sich im Ruhezustand, die
Lichtdurchlassigkeit ist gering. Es besteht aufgrund der hohen Teilchenzahl
eine starke Streustrahlung, die in der Basislinie A dargestellt wird.

Il Durch die Zugabe von ADP kommt es zur Aktivierung und Formveranderung der
Thrombozyten, die auch eine Vergrof3erung der Oberflache der Zellen bewirkt,
zu einem negativen Kurvenausschlag (B), d.h. zu einer Abnahme der
Lichttransmission.

[l Die aktivierten Thrombozyten binden aneinander (reversible Aggre-
gation), die Streustrahlung wird reduziert, die Lichtdurchlassigkeit nimmt zu (C).

IV Durch Folgeprozesse stabilisieren sich die Thrombzytenbindungen und weitere
Thrombozyten werden aktiviert. Die Lichtdurchlassigkeit nimmt weiter zu (D).
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3.3.3.2. Probenaufbereitung
Etwa 15 min nach Blutentnahme wurde das Citratblut fir 2 min zentrifugiert (20C, 750
g). Der Uberstand, der das PRP darstellt, wurde abpipettiert und ein Teil davon fur
weitere 5 min (20T und 2300 g) zentrifugiert. Der resultierende Uberstand stellte das
plattchenarme Blutplasma (PPP) dar, welches als Referenz zur Messung der
Plattchenaggregation diente.

3.3.3.3. Durchfuihrung der aggregometrischen Messung

Fur diese Studie wurde ein optisches Aggregometer vom Typ Bio/Data PAP4 (Mdlab,
Hilden, Deutschland) eingesetzt.

Die Thrombozytenzahl des Plasmas wurde bei allen Patienten auf 300.000 + 75.000
Thrombozyten/ul standardisiert. Hierfuir wurde die Thrombozytenzahl im PRP mit Hilfe
eines automatischen Zellzéhlgerates (Cellcounter, Baker Instruments, System 9000,
USA) ermittelt, wozu 40 pl des PRPs bendtigt wurden. Bei Ergebnissen aufR3erhalb des
Referenzbereichs wurde das PRP entsprechend mit plattchenarmen Plasma
desselben Patienten verdunnt. Bei zu niedriger Thrombozytenzahl wurde die Messung
nicht durchgefuhrt.

Vom PRP wurden jeweils 285 pl in die Messkivetten (Fa. Mdlab GmbH, Langenfeld,
Deutschland) des Aggregometers pipettiert. In diesen wurde das PRP mittels
Magnetstabchen standig in Bewegung gehalten. Als Referenzwert fir die maximal
maogliche Aggregation dienten 300 pul des PPPs.

Die Kivetten wurden mit dem zu testenden Plasma vor der Messung 5 Minuten im
Warmfach des Aggregometers auf 37C erwarmt. Die Me sskandle wurden einzeln mit
dem PPP geeicht. Die Messung wurde bei 37C unter konstantem Rihren (1000
U/min) mit einer gleichbleibenden Strahlung der Wellenlange 697 nm durchgefihrt.
Die Zugabe der Substanzen (ADP, TRAP, Collagen) erfolgte in einem Abstand von
30 Sekunden. Jeweils 15 pl der unterschiedlichen Stimulantien (ADP, TRAP,
Kollagen) wurden dem PRP (285 ul) in den einzelnen Kivetten zugegeben, um die

Messung zu starten.
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Folgende Reihenfolge wurde dabei eingehalten:

Kanal |Konzentration Stimulanz Endkonzentration
1 50 mg/l Kollagen 2,5 mg/l Kollagen
2 0,1 mM ADP 5 uM ADP

3 0,4 mM ADP 20 uM ADP

4 0,5 mM TRAP 25 uM TRAP

Kollagen und TRAP dienten bei der Messung als Positivkontrolle,
Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten zu tGberprufen (Qualitatskontrolle).
Die Messungen der Thrombozytenaggregation unter ADP-Stimulation dienten der

Bestimmung der Clopidogrelwirkung. Der Aggregationsverlauf der Thrombozyten

wurde nach Stimulanzzugabe funf Minuten aufgezeichnet.
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3.3.3.4. Auswertung der aggregometrischen Messung

Die folgende Abbildung 13 zeigt typische Messkurven und deren Auswertung:

T OoO— - D> O M @D ;D e

Minuten

Abbildung 13 : Beispielkurven einer aggregometrischen Messung

Die y-Achse entspricht der Lichttransmission durch das Blutplattchenplasma. Die x-
Achse steht fur die zeitliche Abfolge in min. Durch Eichung mit blutplattchenarmen
Plasma (PPP) wird der Nullabgleich erreicht. In das plattchenreiche Plasma werden
Stimulanzien (Rote Kurve (1): Kollagen (2,5 mg/l) - Grine Kurve (2): ADP (5 uM) -
Blaue Kurve (3): ADP (20 uM) - Schwarze Kurve (4): TRAP (25 uM)) zugegeben,
welche eine Thrombozytenaggregation induzieren (Zeitpunkt der Stimulanzzugabe mit
Sternsymbol * markiert). Die Aggregation zeigt sich in der Abbildung durch einen
Anstieg der Kurve. Je starker die Aggregation ausféllt, umso hoher ist der
Kurvenausschlag. Die Messung erfolgt Uber einen Zeitraum von 5 min. Die
Endaggregation (1), wie fur diese Studie verwendet, entspricht dem Ausschlag nach 5
min.
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3.3.3.5. Variabilitat der Thrombozytenaggregation

Wie bereits erwahnt (Kapitel 1.3.5.) zeigt sich unter Clopidogrelmedikation eine
erhebliche interindividuelle Variabilitat der Thrombozytenaggregationshemmung.

Die Abbildungen 14 und 15 verdeutlichen, wie diese Variabilitdt mit Hilfe der optischen
Aggregometrie gemessen und dargestellt werden kann. Dabei reprasentiert die
Abbildung 14 gut gehemmte und Abbildung 15 weniger gut gehemmte Thrombozyten

von zwei verschiedenen Patienten.
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Abbildung 14: Verlauf von Aggregationskurven

Die Graphik stellt die Thrombozytenaggregation eines Patienten einen Tag nach Gabe
einer Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel dar. Die einzelnen Stimulanzien wurden im
0,5 Minutenabstand zugegeben.

Rote Kurve (1) : Kollagen (2,5 mg/l) - dient v.a. zur Qualitatskontrolle der Messung.
Grine Kurve (2) : ADP (5 uM) - es zeigt sich nur eine reversible, schwache
Thrombozytenaggregation, wie man es bei gutem Ansprechen auf Clopidogrel
erwarten wurde.

Blaue Kurve (3) : ADP (20 uM) - es zeigt sich ebenfalls nur eine reversible, relativ
schwache Aggregation.

Schwarze Kurve (4) : TRAP (25 uM) - dient v.a. zur Qualitatskontrolle der Messung.
Da die Wirkung dieses Stimulanz nur minimal durch ASS oder Clopidogrel beeinflusst
wird, zeigt sich eine fast vollstandige und irreversible Aggregation.
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Die Endaggregation 5 Minuten nach ADP-Zugabe (5 uM) des Patienten in Abbildung
14 ist unter 14%. Unter dieser Bedingung wirde der Patient eine Clopidogreldosis von

75 mg/d fur die Studienperiode erhalten.
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Abbildung 15: Verlauf von Aggregationskurven

Diese Graphik zeigt ebenfalls die Thrombozytenaggregation eines Patienten, der am
Tag nach Gabe einer Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel Bolusdosis gemessen
wurde. Die Farben der einzelnen Kurven entsprechen der Einteilung, wie in Abbildung
14. Die ADP-induzierten Messungen (ADP 5uM in griin und ADP 20uM in blau) zeigen
eine kaum gehemmte Aggregation nach Stimulation mit ADP.

Im Gegensatz zur Endaggregation (5 uM ADP) in Abbildung 14 zeigt sich in Abbildung
15 eine Endaggregation von 41% (grine Kurve). Dieser Patient héatte in der
vorliegenden Studie einmalig eine weitere 300 mg Bolusdosis Clopidogrel gefolgt von

einer Erhaltungsdosis von 150 mg Clopidogrel pro Tag Uber 4 Wochen erhalten.
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3.3.4. Durchflusszytometrie

3.3.4.1. Funktionsprinzip

Die Durchflusszytometrie (FACS= Fluorescence Activated Cell Sorting) ist eine
Methode mit der z.B. Zellgréle und -granularitit oder auch die
Oberflachenproteinexpression von Zellen bestimmt werden kann. Zur Anwendung
kam ein 4-Farben-Benchtop Durchflusszytometer vom Typ ,FACSCalibur® der Firma
Becton-Dickinson (Heidelberg, Deutschland). Das Gerat besitzt einen Argonlaser
(A=488 nm/0,5 Watt). Die Ergebniserfassung wird mittels der Auswertungssoftware
.,FACScan” (Firma Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) durchgefihrt.

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Analyse einzelner Blutzellen. Es lassen sich
GroRe und Anzahl der Zellen, aber auch die Expression bestimmter
Oberflachenrezeptoren untersuchen. Zu diesem Zweck wird ein Laserstrahl durch den
konstanten Zellfluss gesendet. Die zu untersuchenden Oberflachenproteine werden
zuvor mit fluoreszierenden Antikorpern markiert. Die durch die Zellen entstehende
Streustrahlung sowie das durch die markierten Antikdrper induzierte Fluoreszenzlicht
der einzelnen Zellen werden mittels Photodioden registriert, in elekronische Signale
umgewandelt und von der Software ausgewertet (126). Das Vorwartsstreulicht
(forward scatter, FSC) st hierbei proportional zur GroRe der Zelle, das
Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) gibt Auskunft tiber die Oberflache und Inhalt der
Zellen (Membran/Granularitéat). Um ein  Vermischen der Informationen von
verschiedenen Zellen zu vermeiden, werden diese einzeln am Laser vorbeigefihrt.
Um dies zu erreichen, wird die zu untersuchende Probe von einer Tragerflissigkeit
(sheath fluid) umgeben. Durch besondere Fihrung dieser Flussigkeit wird ein
sogenannter Hullstrom erzeugt, der den Probenstrom vollstandig umgibt und sich nicht
mit ihm vermischt. Durch Querschnittsverringerung der Messkivette erreicht man eine
hydrodynamische Fokussierung, die es ermdglicht die Zellen einzeln zu erfassen.
Durch die Bindung  fluorochrommarkierter  Antikdrper an  spezifische
Oberflachenrezeptoren kann man aufgrund der Fluoreszenzintensitat auf die jeweilige
Rezeptorexpression schlielen (126). Unter Verwendung verschiedener Fluorochrome
mit unterschiedlichen Absorptionsmaxima, die an unterschiedliche Antikdrper
gebunden sind, lassen sich mehrere Oberflachenproteine gleichzeitig untersuchen.
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In der Studie fanden die folgenden Antikérper Verwendung:

Antikdrper Oberflachenantigen Farbung
CD 41 GPIllIb/llla-Rezeptor PC5 (Phycoerythrin
(thrombozytenspezifischer mit kovalent
Antikdrper) gebundenem
Cyanin5)
PAC-1 aktivierte GPIIb/llla-Rezeptoren FITC (Fluoreszin-
Isothiocyanat)
CD62P P-Selectin PE (Phycoerythrin)

Tabelle 2: In der Studie angewandte Antikdrper und ihre Oberflachenantigene

Die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten monoklonalen Antikdrper (mAK) CD41 und
CD62 wurden von Beckman Coulter, Immunotech (Marseille, Frankreich), und PAC-1
von Becton-Dickinson Immunocytometry Systems (San Jose, Kalifornien, USA)
bezogen.

Zur durchflusszytometrischen Messung wurden die mAK den Proben im vielfachen
Uberschuss zugesetzt, um eine Sattigung zu erreichen.

Die monoklonalen Antikérper (mAK) PAC-1, die gegen die aktivierten GPIlIb/llla-
Rezeptoren gerichtet sind und der mAK CD62P, welcher gegen die granularen
Membranproteine gerichtet ist, dienen der Unterscheidung zwischen ruhenden und

aktivierten Thrombozyten.

3.3.4.2. Probenaufbereitung

Fur die durchflusszytometrische Untersuchung wurde Citratblut verwendet, das sofort
nach der Abnahme verarbeitet wurde. Als Stimulanzien dienten ADP (20 uM) und das
Thrombin-Rezeptor- aktivierende Peptid (TRAP, 25 uM) zur Positivkontolle.

Zuerst wurden die Antikdrper nach folgendem Pipettierschema in BD Falcon®-
Rohrchen (BD Biosciences Europe, Belgien) gegeben: 2,5 pl CD41-PC5, 5 ul CD62P-
PE und 5 pl PAC1-FITC. Zu diesen Antikdrperansatzen wurden jeweils 5 pl Citratblut
pipettiert.

Von jeder Messreihe blieb eine Probe unstimuliert (Tubel), je eine wurde mit 5 pl ADP
(20 puM,Tube 2) und die Dritte mit 5 pl TRAP (25 uM,Tube 3) versetzt.

59



Die Proben wurden mit PBS auf 45 pl Endvolumen aufgefillt, kurz durchmischt und
anschlieRend fur 30 Minuten bei Raumtemperatur (20°C) in Dunkelheit inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion mit 300 pl 1,0%igem Paraformaldehyd

gestoppt. Die Proben wurden bis zur Messung lichtgeschutzt bei + 4C aufbewahrt.

3.3.4.3. Durchfuhrung und Auswertung der Messung

Da das primare Interesse bei der Durchflusszytometrie den Thrombozyten galt, wurde
diese Zellgruppe anhand der ZellgroRe (FSC) und mittels eines geeigneten
Antikdrpers  (CD41) identifiziert (Abbildungenl16,17). Hierfir wurde eine

Zweiparameterdarstellung, in Form einer Punktwolkendarstellung (dot plot) gewabhilt.
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Abbildung 16: SSC/FSC Abbildung 17: CD41-AK/FSC

Die Abbildungen 16 und 17 zeigen Thrombozytenpopulationen (rote Punktwolken). In
Abbildung 16 werden die Thrombozyten durch die Grof3e der Zellen (X-Achse= FSC)
und die Granularitat (Y-Achse=SSC) von den restlichen Plasmabestandteilen
differenziert. In Abbildung 17 werden die Blutplattchen anhand von GroRe (X-
Achse=FSC) und von thrombozytenspezifischen Antikdrpern CD 41 (y-Achse) als
Population identifiziert.

Fur jede Probe wurden je 10.000 events der ausgewahlten Thrombozytenpopulation
gemessen. Mittels der Software des Durchflusszytometers wurde jeweils die mittlere
Fluoreszenzintensitat der zur Untersuchung angewandten Antikdrper berechnet.
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3.3.4.4. Interindividuelle Variabilitdt der Express  ion von Oberflachenproteinen
Auch mittels Durchflusszytometrie lasst sich die Thrombozytenfunktion quantitativ
beurteilen. Die Abbildungen 18a-c und 19a-c zeigen Darstellungen der Tests mit dem
PAC-1-AK (x-Achse) zusammen mit dem CD62P- Antikorper (y-Achse) in Form eines
~<density-plot”. Die Abbildungen 18 und 19 reprasentieren jeweils einen Patienten, der
am Tag nach Gabe einer Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel gemessen wurde.
Abbildung 18a und 19a zeigen jeweils das Ergebnis einer unstimulierten Probe. Die
,dots“ befinden sich links unten in der Grafik, das entspricht einer geringen
Fluoreszenz beider Antikorpertypen. Die geringe Fluoreszenz beider Antikdrpertypen
steht in Korrelation zur Rezeptorexpression bei inaktivierten Thrombozyten. Nach
ADP-Stimulation (20 uM Endkonzentration) der Probe nimmt die PAC-1-Fluoreszenz
und die CD62P-Fluoreszenz an Intensitat zu (Abbildung 18b und 19b). Dabei fallen die
Unterschiede zwischen beiden Abbildungen auf. Wahrend es in Abbildung 18 unter
ADP nur zu einer geringen Verschiebung der Zellwolke kommt, verschiebt sich diese
in Abbildung 19 deutlich nach rechts oben, was bedeutet, dass es zu einer
erheblichen Zellaktivierung unter ADP kommt, da die ADP-induzierte Zellaktivierung
nicht oder kaum gehemmt ist, d.h. hier liegt ein geringes Ansprechen auf Clopidogrel
vor. Abbildung 18c und 19c zeigen die mit thrombinaktivierendem Peptid (25 puM
TRAP Endkonzentration) stimulierte Probe. Diese dient als Positivkontrolle. Der
Vergleich mit Abbildung 18c zu 18b verdeutlicht, wie stark die Hemmung der ADP-
induzierten Zellaktivierung bei diesem Patienten ist.

Diese Beispiele demonstrieren, dass der erste Patient (Abb.18a-c) eine gute
Hemmung der ADP-induzierten Thrombozytenfunktion aufweist, wahrend der zweite
Patient (Abb.19a-c) eine schlechte Hemmung der Thrombozytenaktivierung unter

identischer Clopidogrelmedikation zeigt.
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Abbildung 18a-c und 19a-c : Darstellung  der  Ergebnisse  von
durchlusszytometrischen Untersuchungen in Form von ,dot plots”

Jeder Punkt entspricht einem Thrombozyten. Es handelt sich um zwei
Patientenproben (Patient A: 18a-c und Patient B 19a-c). Die Blutproben wurden einen
Tag nach p.o. Gabe von 600 mg Clopidogrel entnommen und untersucht. Die Proben
wurden mit zwei unterschiedlich fluoreszierenden Antikérpern, PAC-1 (x-Achse) und
CD62P (y-Achse) markiert. Mit steigender Intensitat der Fluoreszenz verschiebt sich
der ,dot plot“ nach rechts (PAC-1) oder nach oben (CD62P). 18a/19a entsprechen den
unstimulierten Proben. Als Stimulans wurde ADP (20 uM Endkonzentration) bei
Abbildung18b,19b und TRAP (25 pM Endkonzentration) bei Abbildung 18c, 19c
verwendet.

3.3.5. Plasmakonzentrationen von Clopidogrel und Me  taboliten

Die Bestimmung der Konzentrationen von Clopidogrel und Metaboliten im Blutplasma
erfolgte durch die Fa. ACC GmbH Analytical Clinical Concepts, Schontalweg 9 in
63849 Leidersbach entsprechend den Good Laboratory Practice Richtlinien (127).

Die Analytik wurde mit Hochdruck-Flissigkeits-Chromatographie mit MS/MS (Tandem-
Massenspektrometrie)-Detektion nach flissig-flissig Extraktion und mit Diltiazem als
internem Standard durchgefiihrt. Hierzu wurden 500 ul Plasma mit 50 pl einer Lésung
von Clopidogrel in Methanol, 50 ul einer Losung Diltiazem in Methanol (0,25 pg/ml), 50
Ml Essigsaure (5 %) und 3000 pl Diathylather vermischt. Der Ansatz wurde 5
Sekunden auf einem Labormischer bei 2000 U/Min gemischt, und im Anschlufd Gber
10 Minuten bei 200 U/min extrahiert Danach wurde die Probe Uber 10 min bei 4000
U/min zentrifugiert. Die organische Phase wurde in Spitzglaser Uberfuhrt und unter
Stickstoffstrom bei 40T eingedampft. Der Ruckstand wurde in 250 pl
Rekonstitutionslosung  (Acetonitril:  2mM  Ammoniumacetat (viv; 1:1)) wieder
aufgenommen. Diese Losung wurde dann fir 5 Sekunden bei 2000 U/min
(Minishaker) gemischt und in ein weiteres Spitzglas tUberfuhrt. Nach Zentrifugation bei
4000 U/min fur 5 Minuten wurde der Uberstand in ein Probenglaschen des HPLC-
Autosamplers Uberfihrt und 10,0 pl in das LC-MS/MS-System injiziert. Zur Analyse
der Plasmaproben der Patienten wurden 500 pl Plasma mit 50 pl Methanol, 50 pl
einer Losung des internen Standards in Methanol (0,25 upg/ml), 50 ul Essigsaure (5 %)
und 3000 ul Diethylether vermischt und wie zuvor beschrieben aufgearbeitet.

Die Eichkurve von Clopidogrel umfasste 10 Eichwerte Uber den Bereich von 0,25 bis
250 ng/ml.
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Die Plasmakonzentrationen von Clopidogrel konnten direkt quantifiziert werden, wobei
die Nachweisgrenze bei 0,025 ng/ml lag. Aufgrund patentrechtlicher Aspekte standen
leider keine Referenzsubstanzen von Carboxy-Clopidogrel (R26334) bzw. des aktiven
Metaboliten zur Verfiigung. Carboxy-Clopidogrel (R26334) konnte deshalb nur als
Quotient des Messsignals relativ zum internen Standard quantifiziert werden.
Aufgrund der zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht bekannten Erfordernisse der
praanalytischen Stabilisierung des aktiven Metaboliten von Clopidogrel konnten die
Ergebnisse dieses Analyten leider nicht verwertet werden.

Die Methodenvalidierung und die Akzeptanz der gemessenen Werte erfolgten
entsprechend den Vorschriften der Food and Drug Administration (FDA, 128) bzw.
unter Zugrundelegung der International Conference on Harmonisation (ICH)
Consensus Guidelines (129,130).
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3.3.6. Statistische Auswertung

Die Studie sollte insbesondere die Hemmung der Thrombozytenaggregation vier
Wochen nach Intervention und nach Dosisanpassung von Clopidogrel untersuchen.
Der primare Endpunkt war somit die Abnahme der Thrombozytenendaggregation (5
1M ADP) nach Dosisanpassung von Clopidogrel von 75 auf 150 mg taglich. Sie wurde
in der Weise konzipiert, dass mit einer Teststarke von 80% eine Abnahme der
Thrombozytenendaggregation (5 uM ADP) von 20% bei einem Signifikanzniveau von
p < 0,05 nachgewiesen werden kann. Ausgehend von den Daten der EXCELSIOR
Studie (60) war anzunehmen, dass in der Gruppe mit Thrombozytenaggregation >14%
nach Clopidogrelbolusgabe die ADP-induzierte Thrombozytenendaggregation 35%
(x15%) betragen wird. Aufgrund dieser Annahme ergab sich eine berechnete
GruppengroRe von 39 Patienten in der Kohorte mit Dosisanpassung (Software:
nQuery advisor, version 5.0, Cork, Irland). Da von einem Anteil der Patienten mit
einer Aggregation >14% von etwa 1/3 der Gesamtkohorte ausgegangen wurde, sollten
etwa 120 Patienten in diese Studie eingeschlossen werden.

In dieser Arbeit werden diskrete Variablen als Zahl (Prozente) angegeben,
kontinuierliche Variablen als Mittelwert + Standardabweichung. Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit
dem y2- Test oder mit dem ,Fisher's Exact-Test" (bei Gruppengrol3e < 5) berechnet,
sofern es sich um diskrete Variablen handelte. Kontinuierliche Variablen wurden
mittels one-way ANOVA verglichen. Da die Verteilung der Thrombozytenaggregation
und der Plasmakonzentrationen keiner Normalverteilung entsprach, wie die Testung
mit dem Kolmogorov-Smirnov Test ergab, wurden diese Daten als Median (25% und
75% Quartile) dargestellt und mittels Wilcoxon Test verglichen. Der Mann-Whithney-
U-Test wurde verwendet, um die Plattchenfunktion der EXCELSIOR-ACT Kohorte mit
der EXCELSIOR Kohorte zu vergleichen. Die Veranderungen der
Thrombozytenaggregation in den beiden Studiengruppen mit und ohne
Dosisanpassung wurden weiterhin mittels einer univariaten und einer multivariaten
linearen Regressionsanalyse, die alle Patientencharakteristika mit einem p-Wert < 0,1
einschloss, untersucht.

Alle statistischen Analysen wurden mit der SPSS-Software (SPSS Inc.Versionl4,
Chicago, USA) durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Studienpopulation

4.1.1. Patientenverteilung

In die EXCELSIOR-ACT Studie wurden 117 Patienten eingeschlossen. Das
Vergleichskollektiv ohne Dosisanpassung von Clopidogrel der EXCELSIOR Studie
bestand aus 57 Patienten. Die Aufteilung der Patientengruppen gemalR ihrer

Thrombozytenaggregation zeigt Abbildung 20.

Patienten mit elektiver koronarer Stentimplantation nach einer Clopidogrel-
Bolusdosisgabe von 600 mg

| |

EXCELSIOR-ACT Studiengruppe EXCELSIOR Subgruppe
(n=117) (n=57)

| |

Thrombozytenfunktionsmessung (Aggregation 5uM ADP) an Tag 1 nach PCI

| |

Dosisanpassung keine Dosisanpassung
Erhaltungsdosis: 2.Bolusdosis:300 mg
75 mg/d Erhaltungsdosis: Erhaltungsdosis 75 mg/d
(n=78) 150 mg/d (n=57)
(n=39)

L |

Kontrollmessungen der Thrombozytenfunktion an Tag 14 und 28 nach PCI,
ohne weitere Anderung der Clopidogreldosis

Abbildung 20: Ubersicht tiber die Aufteilung der Stu dienpatienten
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Die Abbildung zeigt den Studienaufbau und gibt eine Ubersicht tiber die Verteilung der
Studienpatienten. Aggregation ist definiert als Thrombozytenendaggregation nach
Stimulation mit 5 uM ADP.

Bei den Patienten wurde eine elektive Koronoarintervention mit Stentimplantation
durchgefiihrt. Alle Patienten waren mit ASS (100-300 mg/d) vorbehandelt und
erhielten vor der Intervention eine Dosis von 600 mg Clopidogrel. Am Folgetag
erfolgte die erste Messung der Thrombozytenaggregation in einer Blutprobe, die 2 bis
4 Stunden nach Einnahme der ersten Erhaltungsdosis von Clopidogrel (75 mg)
abgenommen wurde. Danach teilte sich das EXCELSIOR-ACT Kollektiv in 78
Patienten, welche eine Aggregation <14% aufwiesen und demzufolge 75 mg/Tag
Clopidogrel Uber die néchsten vier Wochen einnahmen, und 39 Patienten, die eine
Aggregation >14% zeigten und eine zweite Bolusdosis von 300 mg Clopidogrel
erhielten. Diese Gruppe wurde die folgenden vier Wochen taglich mit 150 mg
Clopidogrel behandelt.

Die 57 EXCELSIOR Patienten bekamen unabhangig von ihren
Thrombozytenaggregationsergebnissen uber vier Wochen eine tagliche Dosis von 75
mg Clopidogrel.

Weitere Messungen der Thrombozytenaggregation erfolgten jeweils an Tag 14 und
Tag 28.
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4.1.2. Patientendaten

Die Patientencharakteristika der einzelnen Kohorten sind in Tabelle 3 dargestellt.

Das mittlere Alter der Patienten in der EXCELSIOR-ACT Studie lag bei 64,8 Jahren,
der Anteil an weiblichen Patienten bei 13,7%. Im Vergleichskollektiv der EXCELSIOR
Studie lag das mittlere Alter bei 66,5 Jahren und 21,1% der Patienten waren Frauen.
Insgesamt zeigten sich kaum signifikante Unterschiede zwischen den Patienten der
zwei Studien bzw. zwischen den Subgruppen der EXCELSIOR-ACT Studie. Lediglich
das Durchschnittsalter war im EXCELSIOR-ACT Kollektiv bei Patienten mit einer
residuellen Plattchenendaggregation (RPA) > 14% nach Stimulation mit 5 pM ADP
hoher als bei Patienten mit einer Aggregation <14% (67,8 vs. 63,2). Des weiteren
wurde wurde in der EXCELSIOR-ACT Studie im Vergleich zum EXCELSIOR Kollektiv
ein signifikant hoherer Anteil der Patienten mit einem drug-eluting stent (DES)
behandelt (73,5% vs. 26,3%). Dies ist mit der spateren Durchfihrung der
EXCELSIOR-ACT Studie und zahlreichen in der Zwischenzeit publizierten Studien,

welche eine klinische Uberlegenheit der DES zeigen, zu erklaren.

68



EXCELSIOR-ACT EXCELSIOR
Patienten Subgruppe pt p?
Gesamtes Patienten Patienten
Patienten- mit mit gesamte
Kollektiv RPA < 14% RPA >14% | Subgruppe
(n=117) n=78 n=39 n=57
Alter (Jahre) 64,8+ 9,0 63,2+ 9,8 67,8+ 6,2 66,5+ 8,7 0,24 0,009
Frauen 16 (13,7) 13 (16,7) 3(7,7) 12 (21,1) 0,21 0,26
Aktiver Raucher 23 (19,7) 19 (24,4) 4 (10,3) 10 (17,5) 0,74 0,09
Arterielle Hypertonie 95 (81,2) 63 (80,8) 32(82,1) 48 (84,2) 0,63 1,00
Diabetes mellitus 26 (22,2) 13 (16,7) 13 (33,3) 15 (26,3) 0,55 0,06
Hypercholesterinamie 92 (78,6) 61 (78,2) 31 (79,5) 46 (80,7) 0,75 1,00
Body mass index
(kg/m?) 27,2+ 3,9 27,6+4,1 26,6+ 3,3 26,7+ 2,7 0,40 0,20
Kreatinin (umol/l) 88,5(22,1) 79,6 (26,5) 88,5(26,5) | 79,6 (26,5) 0,49 0,16
Reduzierte LV-
Funktion® 28 (23,9) 19 (24,4) 9(23,1) 16 (28,1) 0,56 1,00
Z. n. Myokardinfarkt 24 (20,5) 16 (20,5) 8 (20,5) 10 (17,5) 0,64 1,00
CCS Angina Klasse IlI/
v* 36 (30,8) 24 (30,8) 12 (30,8) 12 (21,1) 0,18 1,00
Aktuelle Medikation
ASS 117 (100,0) 78 (100,0) 39(100,0) | 57 (100,0) 1,00 1,00
Betablocker 100 (85,5) 69 (88,5) 31 (79,5) 50 (87,7) 0,69 0,27
ACE-Hemmer 75 (64,1) 49 (62,8) 26 (66,7) 29 (50,9) 0,10 0,84
AT1-Blocker 8 (6,8) 3(3,8) 5(12,8) 9 (15,8) 0,06 0,12
Diuretika 42 (35,9) 26 (33,3) 16 (41,0) 13 (22,8) 0,08 0,54
Nitrate 3(2,6) 3(3,8) 0 (0,0) 6 (10,5) 0,07 0,55
Statine 107 (91,5) 70 (89,7) 37 (94,9) 50 (87,7) 0,44 0,49
Aktuelle
Koronarintervention
Mehrgefassintervention 34 (29,1) 22 (28,2) 12 (30,8) 15 (26,3) 0,71 0,83
DES verwendet 86 (73,5) 56 (71,8) 30 (76,9) 15 (26,3) <0,001 0,66
Stentimplantation in
Linker Hauptstamm 6 (5,1) 3(3.,8) 3(7,7) 0 (0,0) 0,08 0,40
Ramus intervent. ant. 57 (48,7) 42 (53,8) 15 (38,5) 25 (43,9) 0,55 0,17
Ramus circumflexus 41 (35,0) 26 (33,3) 15 (38,5) 24 (42,1) 0,37 0,68
A. coronaria dextra 46 (39,3) 30 (38,5) 16 (41,0) 20 (35,1) 0,59 0,84
Aorto-koronare Bypass-OP 5 (4,3) 2(2,6) 3(7,7) 3 (5,3) 0,77 0,33

Tabelle 3: Demographische, klinische und angiograph

Studienpatienten

ische Charakteristika der

Die Werte sind als Absolutzahlen (prozentualer Anteil in Klammern) oder als
Mittelwerte + Standardabweichungen angegeben. Verglichen wurden die Gruppen
mittels x> Test oder unifaktorieller ANOVA. Kreatinin wurde wegen der nicht-
parametrischen Verteilung als Median (Interquartiler Abstand) angegeben und die
Werte mittels des Mann-Whitney-U Testes verglichen.

P! gibt die Ergebnisse des Vergleiches zwischen der EXCELSIOR-ACT und der
EXCELSIOR Kohorte an, P? den Vergleich der EXCELSIOR-ACT Subgruppen.
®Reduzierte LV-Funktion definiert als linksventrikulare Ejektionsfraktion <55%.

“CCS Angina -Klasse lII: Starke Einschrénkung der kérperlichen Aktivitat durch Angina
pectoris. CCS-Klasse IV: Unmdglichkeit der kérperlichen Belastung ohne
Beschwerden. Symptome kénnen auch in Ruhe auftreten. RPA= residuelle
Plattchenaggregation (Endaggregation nach Stimulation mit 5uM ADP); Z.n.= Zustand
nach; LV= linksventrikular, CCS= Canadian Cardiovascular Society; DES= drug
eluting stent.
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4.2. Verlauf der Thrombozytenfunktion

4.2.1. Primarer Endpunkt der EXCELSIOR-ACT Studie

Der primare Endpunkt der EXCELSIOR-ACT Studie war die residuelle
Plattchenaggregation (RPA) nach Stimulation mit 5 uM ADP nach Dosisanpassung
von 75 auf 150 mg bei Patienten mit einer RPA von >14% am Tag 1 nach Gabe der
Bolusdosis von 600mg Clopidogrel. Bei diesen Patienten nahm die
Thrombozytenaggregation im Median von 24% (25%-75% Quartile: 18-32%) am Tag 1
nach Bolusdosis signifikant auf 14% (8-20%) am Tag 14 nach der Intervention ab (p<
0,001). Die Thrombozytenaggregation nahm am Tag 28 mit 14% (6-22%) nicht weiter
ab (Abbildung 21). In der Subgruppe der Patienten mit einer RPA <14%, die keine
Dosisanpassung erhielten, nahm die RPA zu Tag 14 von initial im Median 4% (1-7%)
auf 8% (2-20%) zu (p< 0,001). Im weiteren Verlauf kam es zu keinem weiteren Anstieg
am Tag 28 mit einer RPA von 8% (3-15%). Der Vergleich zwischen beiden Gruppen
am Tag 14 und 28 zeigte aber eine in der Gruppe der Patienten mit hoher
Ausgangsaggregation immer noch héhere RPA (p=0,04).

— p< 0,001 - r n.s. -
. —— RPAan Tagl <14%

—=— RPAan Tagl >14%

#..14%

n.s. -

Aggregation in %

Zeitin Tagen

Abbildung 21: Verlauf der RPA (5 uM ADP) im EXCELSI OR-ACT Kollektiv
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Die Kurven in Abbildung 21 stellen jeweils den Median mit 25%- und 75% Quartilen
dar. Die in der Abbildung angegebenen p-Werte geben den Vergleich zwischen zwei
Zeitpunkten mittels Wilcoxon Test an. Mit # ist der Vergleich zwischen den zwei
Gruppen nach 14 und 28 Tagen mittels Mann-Whitney-U Test markiert (p-Wert jeweils
0,04). Die hellgraue Linie stellt den Grenzwert (14%) zwischen adaquater und
inadaquater  Thrombozytenreaktivitdtt dar. Die RPA ist die residuelle
Plattchenaggregation (Endaggregation nach Stimulation mit 5 uM ADP); n.s. = nicht

signifikant.

4.2.2. Residuelle Thrombozytenreaktivitat nach Stim

ADP

Der Verlauf der Thrombozytenfunktion nach Stimulation mit 20 uM ADP in der
EXCELSIOR-ACT Studie ist in der folgenden Tabelle 4 dargestellt. Wie durch die

Definition der Patientengruppen zu erwarten, unterschieden sich die Gruppen an Tag

ulation mit 20 uM

1 in der verbleibenden Thrombozytenaggregation signifikant. Nach Dosisanpassung
wurde hingegen an Tag 14 und 28 kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den
Gruppen beobachtet. Auch zeigte sich analog zu den Ergebnissen der RPA nach
Stimulation mit 5 pM ADP fur die Stimulation mit 20 uM ADP eine signifikante
Anderung von Tag 1 zu Tag 14, nicht aber von Tag 14 zu Tag 28.

RPA <14% | RPA>14% | p-Wert' p-Wert” p-Wert”
(n=78) (n=39) RPA <14% | RPA >14%
RPA
(20 UM ADP)
Tag 1 20 (7-30) | 55 (42-63) | <0,001 i i
Tag 14 | 34 (1447) | 33 (24-43) 0,42 <0,001 <0,001
Tag28 | 28 (14-45) | 34 (22-43) 0,21 0,45 0,97

Tabelle 4: Residuelle Thrombozytenaggregation der E ~ XCELSIOR- ACT Patienten
nach Stimulation mit 20uM ADP

Die Werte sind als Median (25%-75% Quartile) angegeben. p' gibt den Vergleich
zwischen den zwei Kohorten zum jeweiligen Zeitpunkt mittels Mann-Whitney-U Test
an. p? gibt den Vergleich an Tag 14 zu Tag 1 und an Tag 28 zu Tag 14 mittels

Wilcoxon Test an. RPA= residuelle Plattchenaggregation.
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4.2.3. Vergleich der Thromboyztenreaktivitdit zwisch en dem

EXCELSIOR-ACT und dem EXCELSIOR Kaollektiv

Ein Vergleich der Thrombozytenreaktivitdt zwischen der EXCELSIOR-ACT Studie und
dem Vergleichskollektiv der EXCELSIOR Studie zeigt eine vergleichbare RPA am Tag
1 nach der Intervention in beiden Kollektiven.

An den Tagen 14 und 28 zeigt die RPA im EXCELSIOR-Kollektiv, bei dem keine
Dosiserhohung bei Patienten mit erhdhter residueller Thrombozytenreaktivitat am Tag
1 durchgefuhrt wurde, mit beiden Konzentrationen von ADP signifikant hGhere Werte
als bei den Patienten der EXCELSIOR-ACT Studie (Tabelle 5). Bei Betrachtung des
Zeitverlaufs der Aggregation in beiden Kollektiven tUber den Beobachtungszeitraum
fallt auf, dass die RPA von Tag 1 zu Tag 14 im EXCELSIOR-Kollektiv deutlich starker
ansteigt als im EXCELSIOR-ACT Gesamtkollektiv (p<0,001). In beiden Kollektiven
bleibt die RPA von Tag 14 zu Tag 28 weitgehend stabil.

EXCELSIOR ACT EXCELSIOR p-Wert
(n=117) (n=57)
RPA (5 uM ADP)
Tag 1 7 (2-18) 10 (4-20) 0,23
Tag 14 10 (4-20) 17 (9-32) 0,001
Tag 28 10 (4-18) 20 (9-22) <0,001
RPA (20 uM ADP)
Tag 1 30 (10-46) 39 (23-46) 0,38
Tag 14 34 (20-45) 43 (32-55) <0,001
Tag 28 32 (18-44) 44 (33-60) <0,001

Tabelle 5: Vergleich der Thrombozytenfunktionsparam eter zwischen
EXCELSIOR- ACT und EXCELSIOR

Werte als Median (25%-75% Quartile) angegeben. P gibt den Vergleich zwischen den
zwei Kohorten zum jeweiligen Zeitpunkt mittels Mann-Whitney-U Test an.

Zur lllustration der Verteilung der RPA (5 uM ADP), die durch Median und Quartile nur
begrenzt darstellbar ist, sind die gemessenen Einzelwerte nach Stimulation mit ADP 5
MM als Histogramm in der Abbildung 22 fiir Tag 1 und Tag 28 dargestellt. Wahrend die
Aggregation in beiden Kohorten am Tag 1 vergleichbar war (p=0,23) zeigten sich an
Tag 28 im Median deutlich niedrigere Werte in der EXCELSIOR-ACT Kohorte

(p<0,001) wund auch eine im Vergleich deutlich geringere Streuung.
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EXCELSIOR-ACT PATIENTEN
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Abbildung 22: Histogramm der RPA (5 uM ADP) in EXCE LSIOR-ACT und
EXCELSIOR

Die Abbildung zeigt die Verteilung der Patienten nach Thrombozytenaggregation
jeweils gemessen an Tag 1 und Tag 28 nach durchgefiihrter Koronarintervention. Die
grinen Balken stellen die Patienten mit einer RPA <14%, die roten Balken die
Patienten mit einer RPA >14% dar (Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test).

Der Anteil der Patienten mit einer RPA (5 uM ADP) >14% zeigte ebenfalls deutliche
Unterschiede zwischen beiden Studien (Abbildung 23). Wahrend dieser an Tag 1 nach
Bolusdosis in der EXCELSIOR-ACT Studie bei 33% und in der EXCELSIOR Kohorte
bei 40% lag (p=0,40), zeigten sich an Tag 14 (39 vs. 56%, p=0,04) und Tag 28 (34 vs.
58%, p<0,001) deutliche Unterschiede. Fir die EXCELSIOR-ACT Kohorte ist die

Verteilung in die Untergruppen ohne bzw. mit Dosisanpassung dargestellt.

73



p=0,40

p<0,001

p=0,04 p<|0,001

B EXCELSIOR
B EXCELSIOR-ACT = 14%
B EXCELSIOR-ACT >14%

Patienten mit RPA >14%l in %

Tag 1 Tag 14 Tag 28
Zeit nach Koronarintervention

Abbildung 23: Anteil der Patienten mit RPA >14% (5 uM ADP)

. EXCELSIOR-Vergleichskohorte.

Diese Patienten erhielten unabhangig von der an Tag 1 nach
Intervention gemessenen RPA eine Dosis von 75 mg Clopidogrel pro
Tag.

EXCELSIOR-ACT Gruppe mit RPA <14% an Tag 1 nach Intervention.

Diese Patienten erhielten fur die Studiendauer von 4 Wochen 75 mg

Clopidogrel proTag.

. EXCELSIOR-ACT Gruppe mit RPA >14% an Tag 1 nach Intervention.

Diese Patienten erhielten eine zweite Bolusdosis von 300 mg
Clopidogrel gefolgt von einer taglichen Erhaltungsdosis von 150 mg
Clopidogrel fur die Studiendauer.

Der Vergleich zwischen den EXCELSIOR-ACT Gruppen erfolgte mittels x* Test.
Daraus ergab sich an Tag 14 kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
(p=0,17). An Tag 28 hingegen lasst sich ein signifikanter Unterschied (p<0,001)
feststellen.
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Die Einzelwerte der Thrombozytenaggregation bei den Patienten der EXCELSIOR-
und EXCELSIOR-ACT-Kohorten von Tag 1 zu Tag 14 ist in Abbildung 24 dargestellt.
Es zeigt sich, dass es in der EXCELSIOR-ACT-Population bei der Patientengruppe
mit 75 mg Clopidogrel taglich (A) zu einem signifikanten Anstieg (p<0,001) der
Thrombozytenaggregation kommt. Bei der Patientengruppe mit 150 mg Clopidogrel
(B) hingegen kommt es zu einer signifikanten Abnahme (p<0,001) der
Thrombozytenaggregation (Wilcoxon-Test).

Der Aggregationsverlauf des EXCELSIOR-Population zeigt bei den Patienten mit
initial (Tag 1) einer Thrombozytenaggregation <14% (C) einen signifikanten (p=0,001)
Anstieg zum Tag 14. Die Patientengruppe, die an Tag 1 eine
Thrombozytenaggregation >14% aufwies und unverandert mit 75 mg Clopidogrel pro
Tag weiterbehandelt wurde, bleibt die Thrombozytenaggregation auch an Tag 14
erhoht (p=0,681 vs. Tag 1).
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Abbildung 24: Einzeldarstellung der Thrombozytenagg regation an Tag 1 und
Tag 14 der EXCELSIOR-ACT und der EXCELSIOR Patiente n.

A und B reflektieren die Ergebnisse der EXCELSIOR-ACT Patienten, C und D die
Ergebnisse der EXCELSIOR Patienten.

A: Patientenguppe der EXCELSIOR-ACT-Studie, welche an Tag 1 eine
Thrombozytenaggregation < 14% aufwiesen und 75mg Clopidogrel/d erhielten (28
Tage).

B: EXCELSIOR-ACT Patientengruppe, welche initial eine Thrombozytenaggregation
von > 14% zeigten und daraufhin 150 mg Clopidogrel/d erhielten (28 Tage).

C: EXCELSIOR Patientengruppe mit einer initialen Thrombozytenaggregation von
<14% und einer Medikation von 75 mg Clopidogrel/d.

D: EXCELSIOR Patientengruppe mit einer Thrombozytenaggregation von >14% an
Tag 1 und einer davon unabhangigen anschlielRenden Clopidogrelmedikation von 75
mg/d Uber 28 Tage.

Die p-Werte vergleichen die Ergebnisse von Tag 1 und Tag 14 innerhalb der
jeweiligen Gruppe mittels Wilcoxon-Test.
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4.2.4. Expression von Oberflachenproteinen auf den Thrombozyten

Der Zeitverlauf der Expression spezifischer Oberflachenproteine (P-Selektin, GP-
lIb/llla) auf den Thrombozyten nach Stimulation mit ADP 20 uM bei den EXCELSIOR-
ACT Patienten ist in der folgenden Tabelle 6 zusammengefasst. Wie durch die
Definition der Subgruppen zu erwarten, unterschieden sich die Kohorten an Tag 1 in
allen Parametern signifikant. Nach Dosisanpassung bei den Patienten mit initialer

Thrombozytenaggregation >14% kommt es dann an Tag 14 und 28 zum Angleich der

Expressionswert zwischen den Gruppen.

RPA <14% | RPA>14% | p-Wert p-Wert” p-Wert”
(n=78) (n=39) RPA <14% | RPA >14%

Expression von P-Selektin nach Stimulation mit 20 uM ADP

Tag 1 10 (7-16) 25 (15-35) <0,001 - -

Tag 14 13 (8-17) 12 (10-19) 0,37 0,005 <0,001

Tag 28 13 (8-18) 13 (10-16) 0,85 0,37 0,46
Expression von aktiviertem GP-lIb/llla nach Stimulation mit 20 uM ADP

Tag 1 44 (30-61) 68 (53-82) <0,001 - -

Tag 14 38 (26-57) 40 (28-55) 0,86 0,01 <0,001

Tag 28 40 (30-56) 42 (33-53) 0,79 0,63 0,79

Tabelle 6: Ubersicht tiber die Expression von Oberfl
EXCELSIOR- ACT Patienten

Die Werte sind als Median (25%-75% Quartile) angegeben. p' gibt den Vergleich
zwischen den zwei Kohorten zum jeweiligen Zeitpunkt mittel Mann-Whitney-U Test
an. p? gibt den Vergleich an Tag 14 zu Tag 1 und an Tag 28 zu Tag 14 mittels
Wilcoxon Test an. Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie sind ohne Einheit
angegeben (arbitrary units) und stellen die mittlere relative Fluoreszenzintensitat dar.

achenproteinen bei den
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4.3. Plasmakonzentration von Clopidogrel und Carbox y-

Clopidogrel

Die Bestimmung des aktiven Metaboliten war nicht mdglich, da zum Zeitpunkt der
Blutentnahme keine Information Uber die Erfordernisse zur préaanalytischen
Stabilisierung des aktiven Metaboliten vorlag. Im Folgenden werden daher nur die
absoluten Konzentrationen von Clopidogrel und relative Konzentrationen (berichtet als
Einheiten/ml) des mengenmé&Rig dominanten pharmakologisch aber unwirksamen
Metaboliten Carboxy-Clopidogrel (SR26334) angegeben.

Die Plasmakonzentration von Clopidogrel lag bei den Patienten der EXCELSIOR-ACT
Studie ohne Dosisanpassung (RPA < 14%) bei 0,87 ng/ml (25%-75% Quatrtile:0,43-
1,87 ng/ml) am Tag 1 nach Gabe der Bolusdosis von 600 mg Clopidogrel. Am Tag 14
lagen die Plasmakonzentrationen bei 0,26 (0,08-0,99) ng/ml und am Tag 28 bei 0,34
(0,06-1,00) ng/ml (Abbildung 25). Bei Patienten, die eine Dosisanpassung auf 150 mg
Clopidogrel taglich erhielten, lag die Clopidogrel- Plasmakonzentration an Tag 1 bei
0,76 (0,40-1,19) ng/ml, am Tag 14 bei 0,19 (0,09-0,78) ng/ml und am Tag 28 bei 0,18
(0,08-0,37) ng/ml. Der Vergleich zwischen den beiden Gruppen ohne bzw. mit
Dosiserh6hung zeigte zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 25: Clopidogrel-Plasmakonzentrationen

Die Werte sind als Median mit 25%- und 75% Quartile angegeben. Der Vergleich
zwischen den einzelnen Zeitpunkten erfolgte mittels Wilcoxon Test. Der Vergleich
zwischen den Gruppen zu den einzelnen Zeitpunkten mittels Mann-Whitney U Test.
Die grinen Balken stellen die Werte der Patientenguppe mit anfanglicher RPA <14%,
(5 uM ADP), die tagliche Clopidogreldosis von 75 mg erhielten, dar. Die roten Balken
zeigen die Plasmakonzentrationen der Patientengruppe, deren anfangliche RPA >14%
betrug, und die 150 mg Clopidogrel pro Tag erhielten. Zwischen den beiden Gruppen
zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied.

An Tag 1 lag die Carboxy-Clopidogrelplasmakonzentration der mit 75 mg Clopidogrel
behandelten EXCELSIOR-ACT Gruppe bei 3,86 (1,67-8,08) Einheiten/ml. Die
Carboxy-Clopidgrelplasmakonzentration der 150 mg Gruppe bei 5,72 (1,66-7,34)
Einheiten/ml. Die Konzentrationen nahmen zum Tag 14 sowohl in der 75 mg Gruppe
auf 0,67 (0,25-3,08) Einheiten/ml als auch in der 150 mg Gruppe auf 1,16 (0,26-3,05)
Einheiten/ml signifikant ab. An Tag 28 lagen die Werte bei 0,69 (0,11-3,66)
Einheiten/ml in der 75 mg Gruppe und bei 1,58 (0,61-3,36) Einheiten/ml in der 150 mg
Gruppe (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Plasmakonzentrationen von Carboxy-Clo pidogrel (SR26334)

Die Werte sind als Median mit 25%- und 75% Quartile angegeben. Der Vergleich
zwischen den einzelnen Zeitpunkten erfolgte mittels Wilcoxon Test. Der Vergleich
zwischen den Gruppen zu den einzelnen Zeitpunkten mittels Mann-Whitney U Test.
Die grinen Balken stellen die Werte der Patientenguppe mit anfanglicher RPA <14%

(5 uM ADP), die tagliche Clopidogreldosis von 75 mg erhielten, dar. Die roten Balken

zeigen die Plasmakonzentrationen der Patientengruppe, deren anfangliche RPA >14%
betrug, und die 150 mg Clopidogrel pro Tag erhielten. Zwischen den beiden Gruppen
zeigte sich Zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied.
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4.4. Klinische Ereignisrate

Auch wenn diese Studie sicherlich keine ausreichende Fallzahl aufweist, um den
Einfluss auf die Klinische Ereignisrate zu untersuchen, wurde das Auftreten von
klinischen Endpunkten innerhalb von 30 Tagen dennoch erfasst, um Hinweise auf eine
mogliche Gefahrdung der Patienten durch die Erhéhung der Clopidogreldosis
erkennen zu kobnnen. Wie in Tabelle 7 aufgefiihrt, kam es nur zu wenigen
bedeutsamen Ereignissen (2 Myokardinfarkte). Zwei weitere Patienten entwickelten
nach Angiographie ein Aneurysma falsum an der Punktionsstelle, das allerdings in
beiden Féllen konservativ behandelt werden konnte.

EXCELSIOR-ACT EXCELSIOR
75 mg 150 mg 75 mg
(n=78) (n=39) (n=57)
Tod 0 0 0
Myokardinfarkt 1 1 0
Schwerwiegende Blutung 0 0 0
nach den TIMI Kriterien
Aneurysma falsum 2 0 0

Tabelle 7: Klinische Ereignisrate der behandelten P atienten

TIMI (Thrombolysis in myocardial infarction) schwerwiegende Blutung definiert als
Blutung assoziiert mit einem Hb-Abfall >5 g/l oder intrazerebrale Blutung oder todliche
Blutung. Wegen der geringen Anzahl an Ereignissen wurde auf einen statistischen
Vegleich verzichtet.

Die Daten der Tabelle 7 zeigen, dass es in der EXCELSIOR-ACT-Studie keinen
Hinweis darauf gab, dass eine Erhéhung der Clopidogreldosis auf 150 mg mit einer
Zunahme von Blutungskomplikationen oder anderer schwerer kardiovaskularer

Ereignisse oder mit einer erhdhten Inzidenz von Aneurysmae falsa assoziiert war.
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5. Diskussion

Die Thrombozyten spielen bei der physiologischen Reaktion auf Gefal3verletzungen
eine entscheidende Rolle. Durch ihre Aktivierung mit nachfolgender
Thrombozytenaggregation an die geschadigte Gefalwand kommt es zu einem
Verschluss der Verletzung, der primaren und Einleitung der nachfolgenden
sekundaren Hamostase. Im Rahmen artherosklerotischer Veranderungen tragt die
dadurch bedingte Thrombozytenaktivierung und -aggregation entscheidend zum
Fortschreiten des Krankheitsgeschehens bei und kann letztlich zum thrombotischen
Verschluss der veranderten Gefal3abschnitte fuhren (131). Die Aktivierung der
Thrombozyten und deren Folgen lassen sich auch bei Gefal3interventionen nicht
vollstdndig unterbinden. In der Humanmedizin hat daher die Hemmung der
Thrombozytenfunktion in der Therapie von artherosklerotischen Erkrankungen und bei
perkutanen  Koronargefal3interventionen einen  zentralen  Stellenwert. Die
Komplikationsrate nach derartigen Interventionen, insbesondere die Haufigkeit von
postinterventionellen subakuten Stenosen, konnte durch den Einsatz von
Therapieschemata auf der Grundlage von Thrombozytenaggregationshemmern
entscheidend reduziert werden (27,30,132,133).

Die aktuelle Standardtherapie besteht aus der Kombination von ASS (>100 mg/d) und
einem Thienopyridin, meist Clopidogrel (75 mg/d). Dabei wird ASS in der Regel als
lebenslange Dauertherapie verabreicht. Clopidogrel wird in Abh&ngigkeit von der Art
der verwendeten Stents Uber einen Zeitraum von 4 Wochen bis zu 12 Monaten
gegeben. Um einen schnellen Wirkungseintritt von Clopidogrel vor der
Koronarintervention zu erreichen, wird gegenwaértig eine Bolusdosis von 600 mg
verabreicht. Allerdings findet sich auch nach Gabe einer solchen Bolusdosis eine
erhebliche interindividuelle Variabilitat im Ansprechen auf Clopidogrel (104). Die
EXCELSIOR-Studie zeigte, dass diese Variabilitdt von grofRer klinischer Bedeutung ist
(104). Patienten, die eine Thrombozytenaggregation (5 umol/l ADP) tber dem Median
der Kohorte (14%) hatten, wiesen eine signifikant hohere klinische Ereignisrate
innerhalb der ersten 30 Tage (104) und auch im Langzeitverlauf Uber ein Jahr nach

Koronarintervention auf (105).
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Die Beziehung zwischen hoher Thrombozytenreaktivitat unter der Behandlung mit
Clopidogrel und erhéhtem Risiko fur klinische Ereignisse nach durchgefiihrter
Stentimplantation wurde auch von anderen Arbeitsgruppen nachgewiesen. Diese
Assoziation besteht unabhdngig davon, ob bei den Patienten eine elektive
Koronarintervention bei Belastungskoronarinsuffizienz durchgefiihrt wurde, oder die
Intervention bei Patientenkohorten mit  akutem Koronarsyndrom oder akutem
Myokardinfarkt erfolgte (121-124,134). Dabei treten klinische Ereignisse haufiger bei
Patienten auf, welche trotz Clopidogrel und ASS eine erhdhte Reaktivitdt der
Thromboyzten nach Stimulation mit ADP aufweisen. Insbesondere das Auftreten von
frihen postinterventionellen Stentthrombosen ist mit einer erhéhten
Thrombozytenreaktivitat assoziiert (122,134).

Es ergibt sich daraus die Fragestellung der vorliegenden Arbeit, ob durch eine
selektive Dosiserhohung von Clopidogrel nur bei Patienten mit unzureichender
plattchenhemmender Wirkung die erhdhte Thrombozytenreaktivitat besser unterdriickt
werden kann. Eine unzureichende Wirkung von Clopidogrel wurde als
Thrombozytenreaktivitat >14% in der Lichttransmissionsaggregometrie, gemessen
nach Stimulation mit ADP 5 uM, definiert. Fur diesen Grenzwert konnte in der
EXCELSIOR-Studie gezeigt werden, dass fur die Patienten sowohl hinsichtlich der 30-
Tages-Ereignisrate  von Tod, nicht-tédlichem Myokardinfarkt und dringlicher
Revaskularsierung der Ziellasion (104) als auch hinsichtlich der 12-Monats-Inzidenz
von Tod oder nicht-tddlichem Myokardinfarkt (105) ein statistisch signifikantes und
therapeutisch relevantes erhdhtes Risiko besteht.

Tatsachlich zeigen die Ergebnisse der EXCELSIOR-ACT-Studie, dass durch
Verdoppelung der  Clopidogrelerhaltungsdosis eine  Verbesserung der
Thrombozytenfunktionshemmung bei Patienten, die anfanglich eine schwache
Inhibition der Aggregation aufwiesen, erzielt werden konnte. Somit erreicht durch die
Dosisanpassung insgesamt ein grofRerer Patientenanteil die gewinschte Hemmung
der Thrombozytenfunktion.

Bei der Patientengruppe, welche initial ein unzureichendes Ansprechen auf
Clopidogrel (RPA>14%) zeigte und die doppelte Clopidogreldosis erhielt, konnte nach
14 Tagen eine signifikante Reduktion der Thrombozytenaggregation (p<0,001,
Abb.21) nachgewiesen werden. Die RPA steigt bei der Gruppe mit anfanglich
adaquater Aggregationshemmung (RPA<14%) an Tag 14 im Vergleich zu Tag 1 an,
liegt im Median aber immer noch unter 14% (p<0,001, Abb.21).
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Trotz der Verbesserung der Thrombozytenfunktionshemmung der 150 mg Gruppe von
Tag 1 zu Tag 14 liegt die gemessene RPA am Tag 14 signifikant hoher als in der
Gruppe mit initial gutem Ansprechen. Die Thrombozytenaggregation ist bei beiden
Gruppen am Tag 28 vergleichbar mit den am Tag 14 gemessenen Werten. Durch die
Dosissteigerung werden bei 90% (35 von 39) der Patienten, welche initial suboptimal
auf Clopidogrel ansprachen, eine RPA < 14% erreicht. Dennoch zeigt diese Gruppe im
Mittel immer noch eine héhere Thrombozytenaggregation als die 75 mg Gruppe mit
einer initialen RPA < 14%. Insgesamt liegen 60% der EXCELSIOR-ACT-Patienten mit
einer RPA < 14% im angestrebten Bereich der Thrombozytenreaktivitat.

Sowohl die Ergebnisse der Thrombozytenaggregometrie (mit ADP 20 uM stimuliert)
als auch die durchflusszytometrischen Ergebnisse bestatigen die Resultate der
Aggregometrie mit 5 pM ADP. Die Daten der mit 5 puM ADP induzierten
Thrombozytenaggregation wurden jedoch in der EXCELSIOR-Studie mit der
klinischen Ereignisrate validiert und sind somit von héherer Wertigkeit in Bezug auf die
Bewertung der Clopidogrel-Wirkung.

In der vorliegenden Arbeit wurden auch Plasmakonzentrationen von Clopidogrel und
des in grofen Mengen gebildeten unwirksamen Metaboliten Carboxy-Clopidogrel
gemessen. Aufgrund einer unzureichenden praanalytischen Stabilisierung des sehr
labilen aktiven Metaboliten konnte dieser in den asservierten Proben nicht quantifiziert
werden.

Die Plasmakonzentrationen von Clopidogrel sind am Tag 1 in beiden Gruppen nicht
verschieden. Die an den Tagen 14 und 28 gemessenen Plasmakonzentrationen von
Clopidogrel sind sowohl in der Gruppe mit der Standarddosierung von Clopidogrel (75
mg/Tag) als auch in der Gruppe mit erhdhter Erhaltungsdosis (150 mg/Tag) signifikant
niedriger als am Tag 1, was im Wesentlichen auf die Gabe der 600 mg Dosis am Tag
vor der ersten Messung zurtickzufiihren ist. Die Erhéhung der Erhaltungsdosis fuihrt zu
keiner signifikanten Zunahme der Plasmakonzentration von Clopidogrel am Tag 14
bzw. am Tag 28 im Vergleich zur Standarddosierung, wobei bei der Bewertung der
Plasmakonzentrationen die bekannten sehr ausgepragten interindividuellen
Unterschiede in den gemessenen Werten zu beriicksichtigen sind (Abbildung 25).
Ahnliche Relationen gelten auch fiir die Betrachtung der Plasmakonzentrationen des
unwirksamen Metaboliten Carboxy-Clopidogrel. Auch dessen Plasmakonzentrationen
sind aufgrund des am Vortag verabreichten 600 mg Bolus von Clopidogrel um den

Faktor 3-4 hoéher als unter der Erhaltungstherapie, worunter es zu einer signifikanten
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Abnahme der Plasmakonzentration von Carboxy-Clopidogrel kommt (Abbildung 26).
Offensichtlich ist weder die Messung der Muttersubstanz noch die des unwirksamen
Metaboliten geeignet, als Parameter fir die Steuerung der Clopiodgreltherapie zu
dienen. Ob dies unter Kklinischen Bedingungen durch die Bestimmung der
Plasmakonzentrationen des aktiven Metaboliten moglich ist, wurde bisher in der
Literatur nicht belegt. Die erheblichen Anforderungen an die Praanalytik und die
Analytik lassen erwarten, dass dies - wenn uberhaupt - dann nur in spezialisierten
Kliniken mdglich sein durfte.

Die hier dokumentierten Ergebnisse favorisieren eindeutig Funktionsanalysen wie die
Thrombozytenaggregometrie zur Individualisierung und Steuerung der Behandlung mit
Thrombozytenaggregationshemmern wie z. B. Clopidogrel im Vergleich zur
Konzentrationsbestimmung der wirksamen Bestandteile (Muttersubstanz bzw. aktiver
Metabolit) im Blutplasma. Der offensichtliche Vorteil des Funktionstests begriindet sich
auch darin, dass mit diesem simultan durch Variation der Stimulantien die Wirkung
anderer Aggregationshemmer (ASS, GPIlIb/llla-Rezeptorantagonisten) mit erfasst
werden kann.

Auch andere Arbeitsgruppen haben das Konzept einer Intensivierung der
Clopidogreltherapie verfolgt. So wurden in der OPTIMUS-Studie 40 Patienten mit
koronarer Herzkrankheit und Diabetes mellitus Typ 2, die keine adaquate Wirkung von
Clopidogrel zeigten, randomsiert tiber 30 Tage entweder mit der Standarddosierung
von Clopidogrel (75 mg/Tag) oder mit erhohter Clopiodgrel-Dosis (150 mg/Tag)
behandelt (135). Die Autoren definierten eine inadaquate Wirkung von Clopidogrel als
maximale Plattchenreaktivitat >50% in der Lichttransmissionsaggregometrie nach
Stimulation mit 20 uM ADP. Aufgrund der bekannten erhdhten Plattchenreaktivitéat von
Diabetikern (136,137) mussten lediglich 64 Patienten untersucht werden, um das
Studienkollektiv von 40 Patienten zu erhalten. Bei den mit der hoheren Clopidogrel-
Dosis behandelten Patienten kam es nach 30 Tagen zu einer signifikanten (p<0,002)
Abnahme der maximalen Plattchenaggregation, wobei allerdings bei 60% der
Patienten die Clopidogrel-Wirkung nach den erwdhnten Kriterien noch immer
suboptimal (Aggregation >50% mit 20 uM ADP) war.

Von Beckerath und Mitarbeiter (138) verglichen die plattchenhemmende Wirkung von
75 mg Clopidogrel/Tag mit 150 mg/Tag bei 60 Patienten mit
Lichttransmissionsaggregometrie (5 uM ADP).
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Die Patienten erhielten vor der Koronarintervention eine Bolusdosis von 600 mg
Clopidogrel und wurden 12 Stunden nach der PCI ohne vorherige Messung des
initialen Ansprechens in einen der beiden Behandlungsschemata randomisiert. Nach
Behandlung Uber 30 Tage lagen die Aggregationswerte bei den mit 150 mg
Clopidogrel-behandelten Patienten mit 45,1 + 20,9% signifikant niedriger als bei den
Patienten unter der Standarddosierung (65,3 + 12,1%; p<0,001).

Beide Studien konnten aufgrund der niedrigen Fallzahlen keine Aussage zur
klinischen Wertigkeit der intensivierten Plattchenhemmung machen. Bonello und
Mitarbeiter (139,140) haben in zwei Studien nach identischem Design untersucht, ob
Patienten Kklinisch von der Individualisierung der Bolusdosis profitieren. Andere
Arbeitsgruppen hatten zuvor gezeigt, dass eine Steigerung der Dosis von 600 auf 900
mg Clopidogrel als einzelne Bolusdosis verabreicht zu keiner weiteren Zunahme der
plattchenhemmenden Wirkung fuhrt (83,84). Bonello und Mitarbeiter (139,140)
randomisierten in beiden Studien die Patienten vor einer durchzufihrenden
Koronarintervention 24 Stunden nach Einnahme einer Standardaufsattigungsdosis
von 600 mg Clopidogrel nach Bestimmung des VASP-(vasodilator stimulated
phosphoprotein)-Index. Dieser Test gilt als zurzeit spezifischster Nachweis der
Inhibition des P2Y,-Rezeptors. Ein Index >50% war als nicht ausreichende Wirkung
von Clopidogrel definiert, und nur Patienten mit einem Index >50% konnten entweder
zur konventionellen Therapie oder zur individualisierten Therapie in Bezug auf die
Aufséttigungsdosis randomisiert werden. Bei den Patienten mit Standardtherapie
wurde die PCI danach durchgefiihrt. Bei den Patienten mit individualisierter Therapie
wurde versucht, den VASP-Index durch weitere Dosen von 600 mg Clopidogrel unter
50% zu senken, und erst danach wurde die PCI durchgefiihrt. Es konnten bis zu drei
weitere Aufsattigungsdosen jeweils im Abstand von einem Tag verabreicht werden.
Bei 8% der Patienten fihrte eine kumulierte Dosis von 2400 mg Clopidogrel nicht zu
einem VASP-Index <50%. Der primare Endpunkt war die 30-Tage-Inzidenz von
schwerwiegenden Kkardiovaskuldaren Ereignissen (MACE) zusammengesetzt aus
kardiovaskularem Tod, angiografisch bestatigter Stent-Thrombose oder erneut
aufgetretenem akuten Koronarsyndrom.

Nach einem Monat war die Inzidenz des primaren Endpunkts mit 8,9% in der
Standardtherapie-Gruppe signifikant (p<0,001) hdher als in der Gruppe von Patienten
mit individualisierter Therapie, wo der Endpunkt nur bei 0,5% der Patienten auftrat
(140).

86



Es fanden sich keine Unterschiede in der Haufigkeit von Blutungskomplikationen (2,8
% vs. 3,7%, p=0,8).

Diese Untersuchungen konnten erstmals den klinischen Nutzen einer indiviudalisierten
Therapie mit Clopidogrel nachweisen. Allerdings ist die Umsetzung des Ansatzes mit
Auftitration der Clopidogrel-Dosis Uber 4 konsekutive Tage im klinischen Alltag
praktisch nicht umsetzbar.

Nachdem die hier vorgelegte Untersuchung gezeigt hat, dass eine individualisierte
Dosisanpassung mit einem insgesamt besseren Ansprechen auf Clopidogrel im
Langzeitverlauf Uber 4 Wochen assoziiert ist, stellen sich die entscheidenden Fragen,
ob diese Dosissteigerung sicher ist und ob sich inbesondere damit auch klinische
Ereignisse verhindern lassen. Die Erh6hung der taglichen Erhaltungsdosis hatte,
soweit die limitierte Patientenzahl eine Beurteilung zulasst, kein vermehrtes Auftreten
von Blutungskomplikationen zur Folge.

Der klinische Nutzen einer individualisierten Anpassung der Erhaltungstherapie von
Clopidogrel &hnlich dem Ansatz der EXCELSIOR-ACT Studie wird derzeit in USA in
der GRAVITAS-Studie bei 2800 Patienten dberpruft (141). Patienten mit
nachgewiesener unzureichender Clopidogrel Wirkung werden doppel-blind und
randomisiert entweder mit der zugelassenen Standarddosis von Clopidogrel (75
mg/Tag) oder mit einer erhohten Tagesdosis von 150 mg nach elektiver
Koronarintervention behandelt. Als primarer kombinierter Endpunkt wird Uber 6
Monate nach Einschluss die Haufigkeit von kardiovaskularem Tod, nicht-tddlichem

Myokardinfarkt oder definitive/wahrscheinliche Stent-Thrombose verglichen.

Limitationen der Untersuchung

Bei der Bewertung der EXCELSIOR-ACT-Studie missen auch die Limitationen der
Untersuchung beachtet werden. Es handelt sich um eine Untersuchung mit einer
Uberschaubaren, im Kklinischen Kontext vergleichsweise niedrigen Patientenzahl,
deren Endpunkt sich ausschlieBlich auf die Thrombozytenaggregation bezieht.
Deshalb lassen sich Aussagen tber die klinische Bedeutung bzw. die Reduktion von
schweren kardiovaskularen Ereignissen nicht treffen. Obwohl es keinen Hinweis auf
vermehrte Nebenwirkungen wie Blutungen gibt, kann auch die Frage zur Sicherheit
dieser Dosiserh6hung nicht endgultig beantwortet werden. Dazu bedarf es weiterer

Studien mit gréReren Fallzahlen.
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Zu bertcksichtigen ist auch, dass es sich beim Vergleich zwischen EXCELSIOR und
EXCELSIOR-ACT um zwei unterschiedliche Patientenkollektive handelt, welche nicht
randomisiert  eingeschlossen  wurden. Jedoch unterscheiden sich die
Patientenkollektive nur in wenigen Merkmalen (Tabelle 3). So wurden bei den
Patienten der EXCELSIOR-ACT Studie signifikant mehr DES eingesetzt, was sich
durch die zeitliche Differenz der Studien erklaren lasst.

AuBerdem sind Unterschiede in der Haufigkeit der Verordnung von organischen
Nitraten, AT1-Blockern und Diuretika zu nennen. Allerdings konnte mittels
multivariabler Analyse kein Einfluss der Unterschiede in den Patientencharakteristika
auf die Thrombozytenfunktion festgestellt werden.

Obwohl einige der Patienten auch unter der Dosiserhbhung nach 14 Tagen weiter
eine RPA >14% zeigten, wurde die Dosis nicht Gber 150 mg gesteigert. Es bleibt
daher die Frage, ob bei diesen Patienten mit einer weiteren Dosissteigerung von
Clopidogrel die angestrebte Reduktion der Thrombozytenreaktivitat erreicht worden
ware.

In der Kleintiermedizin erlangen kardiovaskulare Erkrankungen standig wachsende
Bedeutung (118). Hierbei handelt es sich vor allem um angeborene oder erworbene
Herzerkrankungen, welche sich in  Form von Kardiomyopathien oder
Herzklappenfehlfunktionen (z.B. Mitralklappenstenose) manifestieren und schlie3lich
klinisch als Herzinsuffizienz in Erscheinung treten (47). Kardiologische MalRnahmen
mittels Katheter werden heute vor allem bei Hunden angewandt.

Als Indikationen hierfir kommen der Verschluss eines persistierenden Ductus
arteriosus (48), die Ballondilatation von schweren Pulmonalstenosen (50), fibrosen,
ringférmigen Subaortenstenosen (48) und MalRnahmen bei Tachyarrhythmien (51) in
Frage. Die Funktion der Thrombozyten wird hierbei in geringem Mal3e berucksichtigt.
Die Begleitmedikation bei den genannten Eingriffen sollte durch eine
antithrombozytare Zusatzbehandlung erweitert werden, insbesondere bei alteren
Hunden, bei Diabetes mellitus Patienten oder bei an Artherosklerose leidenden
Tieren. Bei diesen Patienten muss von einer erhohten basalen
Thrombozytenaggregationsneigung ausgegangen werden. Gleiche Uberlegungen
gelten fur &hnliche Behandlungen bei der Katze, zumal feline Thrombozyten, im
Vergleich zu anderern Spezies, verstarkt zur Aggregation neigen (142) und unter

Serotoninstimulation eine gesteigerte Aggregationsneigung zeigen (143).
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Insbesondere zur Prophylaxe von thrombotischen Verschliissen bei bestehender
hypertropher Kardiomyopathie bei der Katze koénnte Clopidogrel eine neue
Therapieoption darstellen. Experimentiell wurde es bereits bei Katzen eingesetzt
(144).

Die einfache orale Applikation und die bisher selten aufgetretenen Nebenwirkungen
bei der Anwendung am Menschen (145) kénnten dieses Pharmakon zu einem

praktikablen tiermedizinischen Therapeutikum werden lassen.

Die EXCELSIOR-ACT Studie zeigt, dass bei einem grol3en Teil der Patienten, bei
welchen eine Koronarintervention durchgefiihrt wird und die eine konventionelle
thrombozyteninhibierende Therapie erhalten, eine erhdhte, Uber den P2Y,-Rezeptor
vermittelte, Thrombozytenreaktivitat festzustellen ist. Die frihe postinterventionelle
aggregometrische Messung ist hier eine verlassliche Methode, um diese Patienten zu
identifizieren. Die Erhoéhung der Clopidogrelerhaltungsdosis auf 150 mg/d nur bei
Patienten, die unter der zugelassenen Standarddosierung von Clopidogrel eine
ungenigende Wirkung zeigen, konnte einen auch unter pharmakotkonomischen
Gesichtspunkten sinnvollen Ansatz darstellen, die Therapie mit diesem Medikament
zu optimieren. Der Nachweis einer Verbesserung des klinischen Verlaufs nach
Koronarintervention durch diese Malinahmen wird in umfangreichen Studien derzeit

untersucht.
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6.1. Zusammenfassunq

Thrombozyten spielen in der Human- wie auch der Tiermedizin eine zentrale Rolle in
der Pathophysiologie vieler Herz-Kreislauferkrankungen. Daraus erkléart sich der hohe
klinische Stellenwert von thrombozyteninhibierenden Therapieansatzen in der
Humanmedizin, wie sie z.B. zur Prophylaxe thrombotischer Verschlisse nach
Gefaldinterventionen  verwendet werden. Die  aktuellen Richtlinien  der
Fachgesellschaften empfehlen fir die Dauertherapie nach elektiver perkutaner
Koronarintervention mit Stentimplantation niedrig dosierte Azetylsalizylsdure plus 75
mg Clopidogrel pro Tag. Jedoch zeigten mehrere Studien, dass unter der
Standarddosierung von 75 mg Clopidogrel eine erhebliche interindividuelle Variabilitat
in der Thrombozytenfunktionshemmung besteht. Dabei haben Patienten mit erhéhter
Thrombozytenreaktivitat unter der Behandlung mit Clopidogrel ein erhdhtes Risiko fur
schwerwiegende kardiovaskulére Ereignisse in der Folgezeit. So konnte unter
anderem in der EXCELSIOR-Studie gezeigt werden, dass Patienten mit einer
inadaquaten Wirkung (definiert als >14% Aggregation nach Stimulation mit 5 uM ADP)
nach Einnahme von 600 mg Clopidogrel ein 3-fach erhdhtes Risiko fir Tod oder nicht-
todlichem Myokardinfarkt innerhalb eines Jahres nach einer elektiver koronarer
Stentimplantation aufweisen.

Die Fragestellung dieser prospektiven Untersuchung war daher, ob eine
Dosiserhohung von Clopidogrel bei Patienten mit nachgewiesenem unzureichendem
initialen Ansprechen auf dieses Medikament unter Standarddosierung die erhdhte
Thrombozytenreaktivitat starker inhibieren kann.

Die plattchenhemmende Wirkung von Clopidogrel wurde deshalb mittels
Lichttransmissionsaggregometrie am Tag 1 nach elektiver koronarer Stentimplantation
und vorheriger Gabe einer Aufsattigungsdosis von 600 mg Clopidogrel gemessen.
Von den eingeschlossenen 117 Patienten wiesen 39 Patienten eine residuelle
Plattchenaggregation von >14% nach Stimulation mit 5uM ADP auf. Diese Patienten
erhielten eine zusatzliche Dosis von 300 mg Clopidogrel und wurden im Weiteren fur 4
Wochen mit einer taglichen Dosis von 150 mg Clopidogrel behandelt. Patienten mit
einer adaquaten Thrombozytenreaktivitat definiert als residuelle Aggregation von
<14% wurden entsprechend der Zulassung von Clopidogrel mit einer Dosis von 75 mg
pro Tag behandelt.
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Die Thrombozytenreaktivitdt wurde am Tag 14 und am Tag 28 nach der Intervention
Uberpruft. Die Daten von 57 Patienten ohne Dosisadjustierung wurden als Kontrolle
verwendet.

Die Intensivierung der Behandlung mit Clopidogrel senkte die residuelle
Plattchenaggregation signifikant im Vergleich zum Ausgangswert ab, wobei erhebliche
interindividuelle Unterschiede bestehen blieben. Der Median der
Thrombozytenreaktivitat war am Tag 14 und am Tag 28 noch gering aber statistisch
signifikant hoher als die Werte der Patienten mit adaquater Wirkung von Clopidogrel
bereits unter Standarddosierung. Diese Befunde wurden durch Untersuchungen mit
hoherer ADP-Konzentration (20 pM) und die Analyse der Expression von
thrombozytdren Oberflachenproteinen bestatigt. Die Steigerung der Erhaltungsdosis
von Clopidogrel fuhrte zu keiner entsprechenden Zunahme der systemischen
Exposition gegeniber dem Arzneistoff oder dem unwirksamen Metaboliten Carboxy-
Clopidogrel, was im Wesentlichen auf der bekannten Variabilitdt der Pharmakokinetik
von Clopidogrel beruhen dirfte. Die Steigerung der taglichen Dosis von Clopidogrel
hatte keine Zunahme von Blutungskomplikationen zur Folge, wobei die Fallzahl der
Untersuchung fur eine definitive Beurteilung der Sicherheit und Vertraglichkeit dieses
Dosierungsschemas nicht ausreicht.

Zusammenfassend zeigte sich, dass durch eine selektive Dosisanpassung von
Clopidogrel eine bessere Hemmung der Thrombozytenreaktivitat bei Patienten, die
initial unzureichend auf dieses Medikament angesprochen haben, erreicht werden
kann. Die Befunde der vorliegenden Arbeit kénnen die Grundlage fir die
Durchfihrung grol3er klinischer Studien zum therapeutischen Nutzen einer
individualisierten Dosierung von Clopidogrel bei Patienten nach perkutaner koronarer

Intervention bilden.
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6.2. Summary

Platelets are major players in pathophysiology of cardiovascular diseases in man and
animals. Therefore, antiplatelet strategies are an important element in human
medicine (e.g., for prevention of thrombotic events after vascular interventions).
Current guidelines recommend dual antiplatelet therapy with clopidogrel 75 mg qd and
acetylsalicylic acid 100mg qd in patients undergoing elective coronary stent
implantation. However, several studies demonstrated a high interindividual variability
in antiplatelet response to clopidogrel with a significant impact on clinical outcome. For
instance, the EXCELSIOR study showed that patients with an insufficient response to
clopidogrel (defined as >14% aggregation after stimulation with ADP 5 uM) after
loading with clopidogrel 600 mg had a 3-fold higher incidence of death and non-fatal
myocardial infarction within one year after elective coronary stenting.

Therefore, the current prospective study aimed to investigate if high on-treatment
platelet reactivity with a standard dosing of clopidogrel can be overcome by an
increased dosing regimen.

Antiplatelet effects of clopidogrel were assessed by light transmission aggregometry
(stimulation with ADP 5 umol/L) at day 1 after loading with clopidogrel 600 mg and
subsequent elective coronary stenting. Out of the 117 patients enrolled, 39 were
identified having a residual platelet reactivity >14%. These patients received an
additional bolus of clopidogrel 300 mg and an intensified maintenance dosing regimen
of clopidogrel 150 mg per day. Patients with residual platelet reactivity <14% were
treated according to the labelled standard dosing regimen of clopidogrel (75 mg qd).
Platelet reactivity was assessed 2 and 4 weeks after PCl. Data from 57 patients
without any adjustment of clopidogrel dose served as control.

The intensified dosing regimen of clopidogrel decreased residual platelet reactivity
significantly compared to baseline assessments despite a persisting substantial inter-
individual variability. Median platelet reactivity in the group of patients with dose
adaption was slightly but significantly higher compared to patients with adequate initial
response and treatment with clopidogrel 75 mg qd throughout. These results were
confirmed by additional tests such as aggregometry with higher concentrations of ADP

(20 uM) and analysis of surface protein expression of platelets.
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After increasing the dose of clopidogrel, no dose-related increase in systemic
exposure to parent clopidogrel or the inactive metabolite carboxy-clopidogrel could be
determined which most likely can be attributed to the large variability in
pharmacokinetics of clopidogrel. The higher dose of clopidogrel 150 mg gd was not
associated with any evidence of an increased incidence of bleeding. However, the
present study was not sufficiently powered to detect differences with regards to safety.
In conclusion, selective dose adaptation of clopidogrel is a feasible way to achieve a
better platelet inhibition in patients with insufficient response to clopidogrel. These
findings open the field for large scale clinical studies investigating the impact of
tailored and individualized antiplatetet therapy on clinical outcome in patients

undergoing percutaneous coronary interventions.
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