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1. Einleitung

1.1 Koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit ist die fuhrende Todesursache in der westlichen Welt. In
Deutschland bedingt sie 20% der Todesfille (Bundesamt, 2012) und die
Lebenszeitpravalenz betragt flir Manner knapp 10% und fir Frauen knapp 7%, wahrend die
Inzidenz im Alter zunimmt (Lange, 2012). Die koronare Herzkrankheit stellt die
Manifestation der Arteriosklerose in den Herzkranzarterien dar. Durch Stenosen in den
Herzkranzarterien, die den Blutfluss limitieren, kommt es zu einer sog. Koronarinsuffizienz,
welche ein Missverhiltnis zwischen Sauerstoffangebot und -bedarf darstellt. Dadurch wird
eine Myokardischamie hervorgerufen, die sich in verschiedenen Formen manifestieren

kann:

» Asymptomatische koronare Herzkrankheit (stumme Ischamie)
» Symptomatische koronare Herzkrankheit:
e Stabile Angina pectoris

e Akutes Koronarsyndrom (instabile Angina pectoris, NSTEMI, STEMI)

Die einzelnen Manifestationsformen werden im weiteren Verlauf noch naher beleuchtet.
Die Risikofaktoren fur die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit sind die
kardiovaskuldaren Risikofaktoren flir eine vorzeitige Arteriosklerose. Zu den
Hauptrisikofaktoren gehoren LDL-Cholesterin-Erhéhung, HDL-Cholesterin-Erniedrigung,
arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus, KHK/Herzinfarkte bei erstgradig
verwandten Familienangehdrigen vor dem 55. Lebensjahr (m) bzw. vor dem 65. Lebensjahr
(w) sowie Lebensalter (m 245 Jahre, w2 55 Jahre). Weitere pradisponierende Faktoren sind
eine atherogene Diat, Adipositas, korperliche Inaktivitdt, Lipidstoffwechselstorungen,
Glukosetoleranzstorungen, Thromboseneigung, Hyperfibrinogenamie und genetische Fakt-

oren.
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Die stabile Angina pectoris (AP) entwickelt sich in den meisten Fallen bei einer kritischen
Koronarstenose (> 75%). Hierbei treten vor allem retrosternale Schmerzen auf, die durch
korperlichen oder psychischen Stress getriggert werden. Diese Myokardischamie ist jedoch
reversibel und spricht auf die medikamentdse Einnahme von Nitraten an oder verschwindet
durch Ruhe innerhalb von wenigen Minuten. Die stabile Angina pectoris kann nach der

Canadian Cardiovascular Society in vier Unterformen klassifiziert werden (Fox et al., 2006):

e |: Keine AP bei normaler korperlicher Belastung, AP bei schwerer korperlicher
Anstrengung

e |l: Geringe Beeintrachtigung der normalen kérperlichen Aktivitat durch die AP

e |ll: Erhebliche Beeintrachtigung der normalen korperlichen Aktivitat durch AP

e |V: AP bei geringster korperlicher Belastung oder Ruheschmerzen

Die korperliche Untersuchung fiihrt bei Patienten mit stabiler Angina pectoris meistens zu
einem normalen Befund. Die Patienten sollten jedoch auf Zeichen der atherosklerotischen
Erkrankung  sowie  Risikofaktoren untersucht werden. Hierfir sind auch
Laboruntersuchungen (z.B. LDL, HDL, Glukose) nétig. Im Elektrokardiogramm zeigen sich bei
ca. der Halfte der Patienten normale Befunde, es kénnen jedoch unspezifische Befunde wie
Repolarisationsstorungen und Zeichen der Linksherzhypertrophie vorliegen, die auf eine
ischamische Herzkrankheit hinweisen kdnnen. Eine wichtige Untersuchung stellt das
Belastungs-EKG dar, das unter korperlicher Belastung Verdanderungen darstellen kann. Bei
abnormalen Befunden kénnen bildgebende Verfahren, wie Myokard-
perfusionsszintigraphie, koronare Computertomographie und die Koronarangiographie
eingesetzt werden. Die Herzkatheter-Untersuchung stellt dabei den Goldstandard in der
Diagnostik der koronaren Herzkrankheit und des akuten Koronarsyndroms dar. Diese wird
nach Beurteilung der klinischen Befunde, Biomarkern im Labor und einer EKG-
Untersuchung bei positiven oder unklaren Ergebnissen eingesetzt (Cannon, 2012). Bei der
stabilen AP ist die koronare Angiographie in der Regel im Rahmen eines elektiven Eingriffs
indiziert. Die Therapie der AP kann aus einer konservativen Therapie bestehen, bei der vor
allem die konsequente Einstellung der kardiovaskuldren Risikofaktoren (inkl.

medikamentdse Therapie der Risikofaktoren) und ggf. die symptomatische Therapie mit
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Nitraten bedeutsam ist. Je nach Schwere der AP kann jedoch auch eine interventionelle
oder herzchirurgische Sanierung der Stenosen nétig sein (Fox et al., 2006; Antman, 2012;

Herold, 2012).

1.2 Akutes Koronarsyndrom

Der Begriff des akuten Koronarsyndroms stellt die Zusammenfassung der akuten und
lebensbedrohlichen Stadien der koronaren Herzkrankheit dar. Es umfasst drei Entitdaten: Die
instabile Angina pectoris, den Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) und den ST-
Hebungsinfarkt (STEMI). Hierbei scheint beziglich der Haufigkeit die instabile AP und der

NSTEMI gegeniiber dem STEMI eine zunehmende Bedeutung zu gewinnen (Cannon, 2012).

1.2.1 Instabile Angina pectoris

Die klinische Prasentation ist malRgeblich fir die Diagnosestellung der instabilen Angina
pectoris. Im Gegensatz zur oben beschriebenen stabilen AP, ist die instabile AP durch
mindestens eines der folgenden Kriterien definiert. 1) Es treten Ruhebeschwerden auf, die
mindestens 10 Minuten anhalten, 2) die Beschwerden treten neu und mit groRer Intensitat
auf und/ oder 3) die Beschwerden treten mit zunehmender Schwere (z.B. langer, haufiger,
starker) auf. Es konnen auch weitere Beschwerden, wie Dyspnoe, epigastrische Schmerzen
und Ausstrahlung der Schmerzen in den Hals, die linke Schulter und den linken Arm
auftreten. Die Instabile Angina pectoris zeichnet aus, dass kein Anstieg der Biomarker
Troponin | oder T im Labor nachzuweisen ist. Elektrokardiographisch bestehen in
Abhangigkeit von der Schwere bei 30-50% der Patienten ST-Streckensenkungen, transiente
ST-Streckenhebungen und/ oder T-Negativierungen. Dabei gelten neu aufgetretene ST-
Streckenveranderungen (auch bei nur 0,05 mV) als wichtige und ungliinstige
Prognosemarker. Auch neu aufgetretene T-Negativierungen (> 0,3 mV) stellen ein wichtiges
Ischamiezeichen dar. Bei einer instabilen Angina pectoris besteht ein akutes Infarktrisiko.
Daher ist bei der instabilen AP eine Herzkatheter-Untersuchung je nach Progredienz der

Instabilitdat moglichst schnell indiziert (Hamm et al., 2011; Cannon, 2012).
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1.2.2 Nicht ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI)

Der Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) ist gekennzeichnet durch einen Anstieg von
Troponin | oder T mit oder ohne EKG-Befunde wie ST-Streckensenkungen und T-
Abnormalitaten, jedoch ohne ST-Hebung. Typische retrosternale Beschwerden kodnnen
vorhanden sein, sind jedoch keine Bedingung. Im weiteren Verlauf werden die instabile AP
(IAP) und der NSTEMI zusammen behandelt. Pathophysiologisch wird die instabile AP und
der NSTEMI meistens durch ein Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und -bedarf im
Myokard infolge einer vorliegenden Koronarverengung verursacht. Dabei spielen
verschiedene Mechanismen eine Rolle. Zunachst gilt als haufigster Grund fir die
Entstehung der instabilen AP die Plaqueruptur oder Erosion mit Bildung eines nicht
verschlieRenden Thrombus. Zusatzlich kdnnen Embolisationen von
Thrombozytenaggregaten zu dessen Auftreten beitragen. Des Weiteren koénnen
dynamische Verengungen, wie z.B. Koronoarspasmen, eine IAP/ NSTEMI bedingen. Auch
rasch fortschreitende mechanische Verengungen (z.B. Restenosen) oder sekundar bedingte
Veranderungen (z.B. Tachykardie oder Andmie) kénnen Griinde fir die Entstehung einer
IAP oder eines NSTEMI sein. Die Anamnese und korperliche Untersuchung, sowie
elektrokardiographische Ergebnisse dhneln sich sehr bei instabiler AP und NSTEMI. Den
NSTEMI zeichnet aus, dass er im Gegensatz zur instabilen AP mit einem Anstieg der
kardialen Marker assoziiert ist. Dabei gelten die kardialen Troponine T und | als
spezifischste Marker, die jedoch auch bei anderen Erkrankungen wie z.B. einer
dekompensierten Herzinsuffizienz, einer Lungenembolie oder einer Myokarditis ansteigen
kénnen. Die kardialen Troponine T und | werden nur im Herzmuskel exprimiert. Sie kénnen
2-4 Stunden nach dem Auftreten myokardialer Nekrosen gemessen werden, erreichen nach
18-24 Stunden ihren Gipfel im Blut und halten einen erhéhten Spiegel Gber 7-10 Tage. Die
Troponine eignen sich nicht nur als diagnostische Marker, sondern auch als
Verlaufsparameter und zur Abschatzung der Nekrose, da ihre Spiegel mit der Menge der
untergegangenen Zellen korrelieren. Es wurde ein direkter Zusammenhang zwischen der
Troponinerhéhung und der Letalitat festgestellt. Ein Troponinwert gilt als diagnostisch,

wenn er oberhalb der 99. Perzentile einer ,gesunden” Referenzpopulation (Upper
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Reference Limit=URL) bestimmt wird. Da jedoch die derzeitigen Marker erst eine Diagnose
nach bereits eingetretener Nekrose stellen konnen, werden derzeit weitere Biomarker
getestet, die womoglich eine frilhere und prazisere Diagnose oder den Ausschluss eines
Myokardinfarkts zuverlassig bestimmen kdnnen (Cannon, 2012). Ein anderer wichtiger
Marker ist die CK-MB Aktivitat. Auch hier gilt ein Wert als erhéht, wenn er oberhalb der 99.
Perzentile einer ,gesunden” Referenzpopulation (URL) bestimmt wird (Morrow et al.,,
2007). Die CK-MB sollte bei Aufnahme, sowie 6-9 Stunden spater gemessen werden, um
eine Verlaufsbeurteilung zu ermoglichen. Insbesondere wird das Verhaltnis von CK-MB zu

CK bestimmt, das bei >6% auf ein akutes Koronarsyndrom hinweist (Thygesen et al., 2007).

Die Koronarangiographie, als Goldstandard fiir die Diagnose von koronaren Ereignissen,

sollte bei einer IAP/ NSTEMI moglichst schnell erfolgen (Hamm et al., 2011).

Die Behandlung der instabilen Angina pectoris und des NSTEMI beginnt zundchst mit einer
medikamentdsen Therapie. Diese besteht aus einer antiischamischen und
antithrombotischen Behandlung. Die antiischamische Behandlung dient der Linderung und
Vorbeugung von retrosternalen Beschwerden und beinhaltet Bettruhe, Nitrate und R-
Blocker. Die antithrombotische Therapie besteht aus dem Zyklooxygenasehemmer
Acetylsalicylsdure (Initialdosis 500 mg, zur Erhaltungstherapie 75-162 mg) und dem
Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel oder Prasugrel, seit kurzem auch
Ticagrelor. Zur Erganzung werden die Patienten mit Antikoagulanzien wie unfraktioniertem
Heparin (UFH) oder niedermolekularem Heparin (Enoxaparin) behandelt. Alternativen
stellen der indirekte Faktor Xa-Inhibitor Fondaparinux oder der direkte Thrombininhibitor
Bivalirudin dar. Auf die einzelnen Pharmaka wird an anderer Stelle ndher eingegangen. Die
invasive Diagnostik und ggf. interventionelle Therapie mittels Herzkatheter-Untersuchung
sollte bei der instabilen AP bzw. dem NSTEMI so friih wie moglich, spatestens jedoch
innerhalb von 48 Stunden erfolgen, wenn keine schwerwiegenden Griinde gegen dieses
Verfahren sprechen. Je nach Schwere der koronaren Herzkrankheit im Rahmen der
instabilen AP und des NSTEMI kann auch eine herzchirurgische Therapie, im Sinne einer

Bypass-Operation, notig sein (Hamm et al., 2011).



Einleitung

1.2.3 ST-Hebungsinfarkt (STEMI)

Der ST-Hebungsinfarkt, auch STEMI genannt (ST-segment-elevation myocardial infarction)
zeigt infarkttypische EKG- Verdnderungen mit einer initialen ST- Hebung und den Anstieg
der Biomarker Troponin T und/oder | oder der CK-MB Aktivitat. Eine signifikante ST-Hebung
ist dabei als eine neue ST-Hebung am J-Punkt in zwei benachbarten Ableitungen mit
20,2 mV bei Mannern oder 20,15 mV bei Frauen definiert oder mit 20,15 mV in den
Ableitungen V; bis V5 und 20,1 mV in anderen Ableitungen des EKG (Thygesen et al., 2007).
Wie auch bei den anderen Formen des akuten Koronarsyndroms ist die plotzlich stark
verringerte Durchblutung des Myokards, bedingt durch Atherosklerose und
Thrombusbildung, fir die Entstehung des STEMI verantwortlich (Davies, 2000). Die klinische
Prasentation und das Outcome hdngen dabei stark von der Lokalisation der Obstruktion
sowie der Dauer der myokardialen Ischamie ab. Dabei dominieren im Fall eines STEMI
okklusive und persistierende Thromben. Circa % bis % der letalen Thromben entstehen
durch die plotzliche Ruptur eines vulnerablen Plaque (Falk et al., 1995). Dabei sind
hochgradige Stenosen eines KoronargefiBes mit einem hoheren Risiko fir eine
Plaqueinstabilitdt verbunden (Alderman et al., 1993). Durch die Ausbildung von Kollateralen
konnen Myokardareale von der Nekrose bewahrt werden. Die Antwort auf eine
Plaqueruptur ist dynamisch. Thrombusbildung und Thrombolyse, haufig assoziiert mit
einem Vasospasmus, entstehen nebeneinander, sodass unregelmalige
Durchblutungsstérungen sowie eine distale Embolisation die Folge sein kdnnen (Falk, 1985;

Davies, 2000).

Bei Patienten mit einem STEMI ist eine Herzkatheter-Untersuchung schnellstmoglich

indiziert (Steg et al., 2012).

1.2.4 Anwendung und Risiken der Herzkatheter-Untersuchung

Wie bereits erwahnt, stellt die koronare Angiographie den Goldstandard zur Diagnose und
Therapie der koronaren Herzkrankheit und insbesondere des akuten Koronarsyndroms dar.
Der Vorteil besteht in der Moglichkeit der direkten therapeutischen Intervention bei der

Darstellung von behandlungsdiirftigen Stenosen. Bei Patienten mit stabiler Angina pectoris,
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IAP und NSTEMI wird die Herzkatheter-Untersuchung je nach Schwere der Instabilitat
elektiv bzw. zeitnah (innerhalb von 48 Stunden) durchgefiihrt und eine Intervention je nach
Bedarf angeschlossen. Die primare Behandlungsstrategie bei Patienten mit einem ST-
Hebungsinfarkt ist die moglichst schnelle Wiederherstellung des kardialen Blutflusses.
Dabei ist die perkutane koronare Intervention (PCl) die Methode der Wahl (Van de Werf et
al., 2003). Diese Methode hat sich als effektiver gegentiber der thrombolytischen Therapie
erwiesen (Keeley et al.,, 2003). Ein Schema zur Vorgehensweise bei einem STEMI ist in
Abbildung 1 dargestellt. Derzeit ist fast Uberall in Deutschland ein Zentrum mit der
Moglichkeit zur einer PCl innerhalb von 120 Minuten erreichbar, sodass die Indikation zur
Fibrinolyse dullerst selten gestellt wird. Die PCl besteht aus einer Ballon-assistierten
Angioplastie, in der Regel mit Einsetzen eines Stents, um die Infarkt-assoziierte Arterie zu
offnen. Nach der koronarangiographischen Identifikation der thrombotischen Obstruktion
mittels Rontgenkontrastmittel wird ein Metalldraht hinter den Thrombus geschoben und
die Arterie mittels eines Ballon-Katheters dilatiert. Durch einen Stent kann diese daraufhin
offengehalten und der Blutfluss wiederhergestellt werden (Keeley und Hillis, 2007). Durch
diese Methode kann angiographisch bei 90% der Patienten ein normaler Blutfluss in der
zuvor stenosierten oder verschlossenen Arterie erreicht werden (Stone et al., 1998; Grines
et al., 1999). Der arterielle Zugang erfolgt meist liber die A. femoralis, kann jedoch auch
Uber die A. brachialis oder A. radialis erfolgen. Alle Patienten werden wahrend des Eingriffs
mit einem Antikoagulans wie Heparin oder Bivalirudin behandelt, sowie mit
Thrombozytenaggregationshemmern (Keeley und Grines, 2004). Gelegentlich treten im
Rahmen einer PCI Komplikationen auf. Zu den haufigsten (bis zu 7%) zahlen lokale
GefalRkomplikationen wie Blutungen, Hamatome, Pseudoaneurysmata und arteriovendse
Fisteln an der Einstichstelle fir den arteriellen Zugang (Grines et al., 1993; Aversano et al.,
2002; Piper et al., 2003). Die Blutungsrate ist dabei niedriger als bei der Fibrinolyse-
Therapie (Keeley et al., 2003). Zu den weiteren unerwiinschten Ereignissen zahlen ein
Kontrastmittel-induziertes Nierenversagen (Bartholomew et al., 2004) und ventrikulare
Tachykardien (Mehta et al.,, 2004), die in 2-4% der Falle auftreten. Das Risiko einer
Restenose kann durch das Einsetzen eines Stents stark gesenkt werden kann. Dabei werden

Drug-Eluting-Stents gegeniliber Bare-Metal-Stents bevorzugt eingesetzt, da sie die
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Restenoserate deutlich verringern. Diese erfordern jedoch aufgrund der verzbgerten
Endothelialisierung und ein dadurch erhohtes Stentthrombose-Risiko eine ldngere
antithrombotische Therapie mit P2Y1,-Inhibitoren von derzeit 12 Monaten. Griinde fir die
Wahl des Bare-Metal-Stents (Einnahme antithrombotischer Therapie fiir 4 Wochen) kénnen
daher ein erhohtes Blutungsrisiko oder das Vorliegen einer chirurgischen OP-Indikation sein
(Valgimigli et al., 2005; Laarman et al., 2006; Spaulding et al., 2006; Steg et al., 2012). Ein
weiteres wichtiges unerwiinschtes Ereignis ist die bereits angesprochene akute
Stentthrombose, die jedoch durch den Einsatz moderner antithrombotischer Regime selten
geworden ist (Keeley und Hillis, 2007; Steg et al, 2012). Zur medikamentdsen

Begleittherapie s. Kapitel 1.5.

Diagnose ST- Hebungsinfarkt

~ N

Zentrum fiir eine priméare PCI Zentrum fiir primére PCI nicht
erreichbar erreichbar
moglichst | : 2 o 7‘
Shipen PClin 120 Minuten moglich?

sofortiger Transfer zu einem |
Zentrum

|
Primare PCI

méglichst < 90 Minuten

moglichst
Notfall PCI <30 Minuten

sofort N

— | Sofortige Fibrinolyse
—_—— | Erfolgreiche Fibrinolysc?

Transfer zu
einem
Zentrum
I moglichst < 3-24h mit PCI

Korcnare Angiographie

Abbildung 1: Prahospitales und hospitales Management und Reperfusionsstrategien innerhalb der ersten 24
Stunden nach dem ersten medizinischen Kontakt bei einem STEMI (Steg et al., 2012).



Einleitung

1.3 Pathophysiologie der Atherothrombose

Die Pathophysiologie der Atherosklerose ist ein wichtiger Schritt zum Verstandnis der
Entstehung der koronaren Herzkrankheit. GefaBverletzungen und die Bildung eines
Thrombus sind Schllsselstellen in der Entstehung und im Fortschreiten der
Atherothrombose (Fuster et al., 1992). Verschiedene pathophysiologische Untersuchungen
fihrten zur Formulierung der ,Antwort-auf-Gefdllverletzung Hypothese” der
Atherosklerose, die vor allem die Hypothese der endothelialen Dysfunktion beinhaltet.
Dabei reprasentiert jede charakteristische Lasion der Atherosklerose ein unterschiedliches
Stadium in einem chronischen Entziindungsprozess (Ross, 1999). Daher konnen die
Gefallverletzungen der Atherosklerose am besten als eine Reihe von hochspezifischen
molekularen und zelluldren Prozessen im Rahmen einer entziindlichen Krankheit
beschrieben werden (Ross und Glomset, 1973, 1976; Ross, 1986, 1993a, b). Dabei spielen
immunmodulatorische Prozesse, die durch metabolische Risikofaktoren (z.B. Diabetes
mellitus, Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie, Nikotin) beeinflusst werden, eine
wesentliche Rolle (Hansson, 2005). Atherosklerotische Lasionen, auch sog. Atherome, sind
asymmetrische fokale Verdickungen der Intima, der innersten Schicht einer Arterie. Sie
bestehen aus Zellen, Bindegewebe, Fetten und Zellablagerungen. (Stary et al., 1995) Einen
groRen Teil des Atheroms stellen inflammatorische Zellen und Immunzellen dar, sowie
Endothelzellen und glatte Muskelzellen. Das Atherom besteht vorrangig aus einem sog.
Fettstreifen, der eine Akkumulation aus lipidreichen Zellen unterhalb des Endothels
darstellt (Stary et al., 1994). Die meisten dieser Zellen im Fettstreifen sind Makrophagen
und einige T-Lymphozyten. Im Zentrum eines Atheroms bildet sich eine Kernregion aus sog.
Schaumzellen und extrazelluladre Lipidtropfen, die von einer Hille aus glatten Muskelzellen
und einer Kollagen-reichen Matrix umgeben wird (Hansson, 2005). T-Lymphozyten,
Makrophagen und Mastzellen infiltrieren die Lasion und sind am Wachstum des Atheroms
beteiligt (s. Abb. 3) (Jonasson et al., 1986; Kovanen et al., 1995; Stary et al., 1995). Viele
dieser Immunzellen zeigen Zeichen der Aktivierung und produzieren proinflammatorische
Zytokine, wie z.B. Interferon-y und Tumor-Nekrose-Faktor (Hansson et al., 1989a; van der

Wal et al., 1994; Kovanen et al., 1995; Frostegard et al., 1999). Studien haben gezeigt, dass
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Hypercholesterinamie eine fokale Aktivierung von Endothel in groBen und mittelgrofRen
Arterien erzeugt. Die Infiltration und Retention von LDL in der arteriellen Intima initiiert
inflammatorische Prozesse in der Arterienwand. Eine Modifizierung von LDL durch
Oxidation oder enzymatische Aktivierungen in der Intima fiihrt zu einer Freisetzung von
Phospholipiden, welche wiederum Endothelzellen aktivieren, besonders an
hamodynamisch beanspruchten Stellen (Nakashima et al., 1998; Skalen et al., 2002;
Leitinger, 2003). Hierbei werden an Atherosklerose-anfdlligen Stellen, an denen eine
niedrige mittlere Schubspannung, aber eine hohe oszillatorische Scherspannung herrscht,
durch die Endothelzellen vermehrt Adhdsionsmolekiile gebildet und proinflammatorische
Gene aktiviert (Dai et al., 2004). Daher kann man davon ausgehen, dass hamodynamische
Beanspruchung und die Akkumulation von Lipiden den inflammatorischen Prozess in der

Arterie initiieren (Hansson, 2005).

Als erste Blutzellen erreichen Thrombozyten die Stelle der endothelialen Aktivierung. lhre
Glykoproteine Ib und IlIb/Illa docken an Oberflichenmolekilen der Endothelzellen an,
welche zur endothelialen Aktivierung beitragen (Massberg et al.,, 2002). Aktivierte
Endothelzellen exprimieren verschiedene Typen von Leukozyten-Adhasionsmolekiilen, die
die Leukozyten zum Rollen an der GefalRoberflache bringen und zu deren Adhdsion an der
Stelle der Endothelaktivierung (Eriksson et al., 2001). Sobald die weiBen Blutzellen adhériert
haben, stimulieren in der Intima produzierte Chemokine die Migration der Leukozyten
durch die interendothelialen Junctions in den subendothelialen Raum. Durch die
Aktivierung des Endothels werden Monozyten rekrutiert, die sich in Makrophagen
differenzieren. Dies ist ein kritischer Schritt in der Entwicklung der Atherosklerose und er ist
mit der Hochregulation verschiedener Rezeptoren assoziiert. Uber deren Aktivierung
konnen u.a. bakterielle Endotoxine, apoptotische Zellfragmente oder oxidierte LDL-Partikel
zerstort werden. Letztendlich wird der Makrophage in eine Schaumzelle umgewandelt, die
den Prototyp einer Zelle in der Atherosklerose darstellt. Der aktivierte Makrophage
produziert inflammatorische Zytokine, Proteasen, zytotoxischen Sauerstoff und
Stickstoffradikale. Die Matrix-Metalloprotease und die Zystin-Protease scheinen hierbei

eine wichtige Rolle zu spielen, indem sie Kollagen und andere Komponenten des
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Bindegewebes direkt attackieren. Daher hangt die Entziindung des atherosklerotischen
Plagues wohl wesentlich von diesem Weg der Endothelzellaktivierung ab (Smith et al.,
1995; Edfeldt et al., 2002; Janeway und Medzhitov, 2002; Peiser et al., 2002). Das

Zusammenspiel dieser Zellen ist in Abbildung 2 dargestellt.

Des Weiteren spielen T-Lymphozyten bei der Entziindungsreaktion der Atherosklerose eine
Rolle. Antigene, die von Makrophagen und dendritischen Zellen prdsentiert werden,
triggern die Aktivierung von Antigen-spezifischen T-Zellen in der Arterie. Die meisten dieser
aktivierten T-Zellen produzieren Th-1 Zytokine, wie z.B. Interferon-y. Diese kdnnen zur
Aktivierung von weiteren Makrophagen und Gefal3zellen fiihren (s. Abb. 2), die wiederum
die Entziindungsreaktion vorantreiben und eine Destabilisierung des Plaques bewirken
konnen. Regulatorische T-Zellen modulieren diesen Prozess, in dem sie
antiinflammatorische Zytokine, wie z.B. Interleukin-10 und den transformierenden

Wachstumsfaktor B, sezernieren (Hansson, 2005).
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Abbildung 2: Aktivierung von Immunzellen in einem atherosklerotischen Plaque (Hansson, 2005).

Die Abbildung stellt die Konsequenzen der Aktivierung von Immunzellen in einem atherosklerotischen Plaque dar.
Mikroben, Autoantigene und verschiedene inflammatorische Molekiile kénnen T-Zellen, Makrophagen und
Mastzellen aktivieren, die inflammatorische Zytokine sezernieren, die zur einer Destabilisierung des Plaques
fiihren kénnen.

Demnach fihren Zyklen der Akkumulation von mononuklearen Zellen, die Migration und
Proliferation von glatten Muskelzellen und die Bildung von fibrésem Gewebe zur weiteren
VergrofRerung und Restrukturierung der atherosklerotischen Lasion bis sie das oben
beschriebene Ausmald einer lipidreichen Kernregion mit einer Kollagen-reichen Hiille
erreicht. Dieser Plaque wird daraufhin als eine fortgeschrittene, komplizierte

atherosklerotische Lasion bezeichnet. Durch die Verdickung der arteriellen Wand, wird die

12
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Arterie kompensatorisch dilatiert bis die Lasion in das Lumen eindringt und dadurch den
Blutfluss beeinflusst (Ross, 1999). Die folgende Abbildung fasst die Pathophysiologie der
Atherothrombose zusammen. Der obere Teil stellt dabei die oben beschriebene

Entwicklung des Plaques mit seinen Bestandteilen dar.
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Abbildung 3: Pathophysiologie der Atherothrombose (Yeghiazarians et al., 2000).

Viele physiologische Trigger initiieren wahrscheinlich die Ruptur eines vulnerablen Plaques. Die Ruptur fiihrt zur
Aktivierung, Adhdsion und Aggregation von Thrombozyten und der Gerinnungskaskade, die in die Bildung eines
verschlieffenden Thrombus miinden kann. Wenn dieser Prozess zu einem kompletten Verschluss der Arterie fiihrt,
resultiert ein STEMI. Andernfalls fiihrt dieser Prozess zu einer signifikante Stenose beim klinischen Syndrom einer
Instabilen AP oder NSTEMI.
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Ein akutes koronares Geschehen erfolgt, wenn der atheromatése Prozess den Blutfluss in
den Herzkranzarterien behindert (s. Abb. 3). Es wurde zuerst angenommen, dass der
Hauptgrund fiir das Auftreten von Herzinfarkten die progressive Verengung der Gefille
durch Wachstum der glatten Muskelzellen in einem atherosklerotischen Plaque darstellt. In
angiographischen Studien konnte jedoch herausgefunden werden, dass weniger eine durch
den Plaque bedingte Stenose die Ischdamie und Infarzierung bedingen als dass viel mehr
durch die Aktivierung des Plaques ein verschlieBender Thrombus gebildet wird. Es gibt zwei
Hauptursachen fir die Bildung eines koronaren Thrombus. Dies ist einerseits die
Plaqueruptur und andererseits die endotheliale Erosion. Hierbei ist die Plaqueruptur am
ehesten durch die Interaktion von inflammatorischen Zytokinen, Proteasen,
Gerinnungsfaktoren, Radikalen und vasoaktiven Substanzen, die von Makrophagen, T-
Zellen und Mastzellen ausgeschiittet werden, bedingt (Hansson et al., 1989b; Amento et al.,
1991; Moreno et al., 1994; van der Wal et al., 1994; Kovanen et al., 1995; Saren et al., 1996;
Mach et al.,, 1997). Dies ist vor allem der Fall, wenn die atheromatdsen Anteile
(Cholesterinkristalle, Phospholipide, Wasser und Zelltrimmer) des Plaques Gberwiegen und
der Plaque dadurch einen groRer werdenden Lipidkern bildet und eine im Verhaltnis dazu
diinnere fibrose Hille. Auf der anderen Seite kénnen Plaques Uber eine lange Zeit stabil
sein, wenn sie als fibrozelluldare Plaques strukturiert sind, bei denen die sklerotischen
Anteile (Kollagen und Elastin) tiberwiegen. In diesem Fall kann die allmahliche Verengung
der Arterie entweder klinisch unauffallig oder sich als chronische stabile Angina pectoris
manifestieren (Davies und Thomas, 1985). Im weiteren Verlauf wird auf die zentrale Rolle
des Thromboyzten bei der Bildung eines Thrombus im Rahmen der Atherothrombose

eingegangen.
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1.4 Die zentrale Rolle der Thrombozyten

1.4.1 Die physiologische Rolle der Thrombozyten

Thrombozyten sind die kleinsten Blutzellen (3,6 x 0,7 um) des menschlichen Korpers. Sie
spielen eine zentrale Rolle bei der Hamostase und Thrombose. AulRerdem sind sie
spezialisierte Zellen des angeborenen Immunsystems, Modulatoren der inflammatorischen
Antwort und in den Heilungsprozess von Wunden involviert (Jurk und Kehrel, 2005).
Thrombozyten werden von Megakaryozyten im Knochenmark als kernlose Zellen
produziert. Dabei schniiren Megakaryozyten ihr Zytoplasma ab, wodurch sog. Proplattchen
entstehen. Durch den intravaskuldaren Zerfall dieser Proplattchen entstehen die
Thrombozyten. lhnen fehlt genomische DNA, aber sie enthalten die von Megakaryozyten
stammende mRNA und die fiir die Proteinsynthese notigen Komponenten (Italiano und
Shivdasani, 2003; Healy et al., 2006). Im Blut eines gesunden Erwachsenen zirkulieren ca.
150x10°- 400x10° Thrombozyten. Diese verweilen ca. 5-11 Tage im Blut, bevor sie von
Leber, Lunge und Milz abgebaut werden. Die Ultrastruktur von Thrombozyten kann in vier
morphologische Regionen aufgeteilt werden. Dies sind die periphere Zone, die strukturelle
Zone, die Zone der Organellen und das Membransystem. Die periphere Zone besteht aus
der Plasmamembran und der Glykokalix. Die Phospholipide der Plasmamembran verdandern
ihre Organisation wahrend der Aktivierung der Thrombozyten und fiihren zur Bildung von
Plattchen Faktor 3, sowie zur Freisetzung anderer Faktoren zur Signaltransduktion wie der
Arachidonsaure. Die strukturelle Zone besteht aus Mikrotubuli, Aktin und Myosin, die eine
entscheidende Rolle zur Aufrechterhaltung der diskoiden Form der Thrombozyten spielen.
Wenn Thrombozyten adharieren oder aktiviert werden, verandern sie ihre Form und bilden
sog. Pseudopoden, die ihre Oberflaiche deutlich vergrofRern. Die Bestandteile der
strukturellen Zone sind auch an diesem Prozess beteiligt. Die Zone der Organellen enthalt
die a-Granula, Lysosomen, Glykogenspeicher, Mitochondrien und die Dichtekorper. Diese
speichern wichtige Substanzen fir die Funktionen der Thrombozyten. Die vierte
morphologische Zone, das Membransystem, besteht aus dem offenen kanalikularen System

und dem dichten Tubulussystem. Dieses System stellt einen wichtigen Speicherort fir freie
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Kalziumionen dar, die eine wichtige Rolle bei der Regulation des

Thrombozytenmetabolismus und der Thrombozytenaktivierung spielen (Gawaz, 2001).

1.4.2 Die Rolle der Thrombozyten bei der Atherothrombose

Thrombozyten sind essenziell fir die primdre Hamostase und die Reparatur von
Endothelschdden, aber sie spielen auch eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der

Atherothrombose und des akuten Koronarsyndrom (Davi und Patrono, 2007).

Die GefaRwand mit ihrer innersten Schicht, dem Endothel, ist entscheidend fiir die
Aufrechterhaltung eines geschitzten Gefdlles. Das Endothel enthdlt drei
Thromboregulatoren, Stickstoff (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987), Prostazyklin
(Marcus et al., 2002) und die Ectonukleotidase CD39 (Marcus et al., 2005), die zusammen
die Bildung eines Thrombus verhindern. AuBerdem unterstlitzt Kollagen in der
subendothelialen Matrix, sowie Tissue Factor die Aufrechterhaltung eines geschlossenen
Gefallsystems. Wenn die GefaBwand verletzt wird oder das Endothel rupturiert, z.B. durch
einen atheromatdsen Plaque, werden Kollagen und Tissue Factor freigelegt und somit dem
Blutfluss ausgesetzt. Dadurch initiieren sie die Bildung eines Thrombus. Freigelegtes
Kollagen triggert dabei die Akkumulation und Aktivierung von Thrombozyten, wahrend
Tissue Factor die Bildung von Thrombin initiiert, welches nicht nur Fibrinogen zu Fibrin
umwandelt, sondern auch Thrombozyten aktiviert (Furie und Furie, 2008). Man
unterscheidet in der Gerinnungskaskade zwei verschiedene Pfade (s. Abb. 5), die zur
Aktivierung von Thrombozyten und der Bildung eines Thrombus beitragen (Dubois et al.,
2006; Mangin et al., 2006). Beim intrinsischen Pfad initiiert subendotheliales Kollagen die
Thrombozytenaktivierung. Hierbei bindet Kollagen an den Glykoprotein VI Rezeptor der
Thrombozyten und von Kollagen gebundener von Willebrand Faktor an den Glykoprotein
Ib-IX-V Rezeptor der Thrombozyten, sodass diese an der verletzten Endothelstelle

adhérieren (s. Abb. 4) (Ruggeri, 2000; Massberg et al., 2003).
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Abbildung 4: Adh&sion und Aggregation der Thrombozyten (Borissoff et al., 2011).

Die Thrombozyten-Rezeptoren Glykoprotein Ib/IX/V und Glykoprotein VI bewirken die Bindung an offen gelegte
subendotheliale Proteine, von Willebrand Faktor und Kollagen. Glykoprotein VI generiert auferdem
intrazelluldre Signale zur Adhdsion und Aggregation der Thrombozyten durch die Aktivierung integraler
Rezeptoren, wie z.B. Glykoprotein IIb/llla, das auch als Rezeptor fiir Fibrinogen dient.

Uber diese Kontaktaktivierung wird auch die Gerinnungskaskade {iber Faktor XII aktiviert.
Dessen aktive Form Faktor Xlla fuhrt einerseits zur Umwandlung von Préakallikrein in
Kallikrein und dadurch zur Bildung von Kininen. Andererseits wird die Aktivierung von
Faktor XI bewirkt. Diese beiden Prozesse werden auBerdem durch hochmolekulare Kinine
verstarkt. Der aktive Faktor Xla aktiviert seinerseits Faktor IX zu Faktor IXa. Der Komplex
von Faktor IXa, Kalzium (Ca?*), Phospholipiden und Faktor Vllla aktiviert den Faktor X zu
Faktor Xa, wobei Faktor Vllla nicht enzymatisch aktiv ist, jedoch zur beschleunigten
Aktivierung von Faktor X beitragt (Aktories K., 2005a). Beim extrinischen Pfad (s. Abb. 5)

triggert Tissue Factor die Thrombozytenaktivierung und die Aktivierung der Gerinnung.
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Tissue Factor bildet einen Komplex mit Faktor Vlla, der aktiven Form des Gerinnungsfaktor
VIl. Dieser Komplex aktiviert Faktor X, der zu Faktor Xa aktiviert wird. Als gemeinsame
Endstrecke der Kaskade bildet sich der Prothrombinasekomplex aus Faktor Xa, Faktor Va,
Phospholipiden und Ca%, der zur Thrombinbildung fiihrt. Thrombin spaltet von Fibrinogen
die Fibrinopeptide A und B ab, sodass die entstandenen Fibrinmonomere zu Polymeren
aggregieren (Aktories K., 2005a). Thrombin spaltet auBerdem den Protease-aktivierten
Rezeptor 4 (Parl) an der Thrombozytenoberfliche und aktiviert diese dadurch (Vu et al.,,
1991) und bedingt die Ausschittung von Adenosin-Diphosphat, Serotonin und Thromboxan
A2 aus Thrombozytengranula. Diese Agonisten aktivieren wiederum andere Thrombozyten
und amplifizieren dadurch das Signal der Thrombusbildung (Furie und Furie, 2008). Der sich
bildende Thrombus aus aktivierten Thrombozyten rekrutiert nicht stimulierte
Thrombozyten, aber innerhalb des Thrombus wird nur eine Untergruppe der rekrutierten
Thrombozyten aktiviert. Dadurch ist die Thrombusbildung ein dynamischer Prozess, bei
dem einige Thrombozyten aktiviert werden und adhérieren, andere jedoch lose am
Thrombus assoziiert sind und sich von diesem wieder 16sen konnen (Dubois et al., 2007).
Hierbei spielen Blutfluss, Abscherung, Turbulenzen und die Anzahl an Thrombozyten im
Blutkreislauf eine wichtige Rolle fir die Architektur des Thrombus (Furie und Furie, 2008).
Zusammenfassend kann man diesen ersten Schritt der Thrombusbildung auch
Thrombusinitiation nennen. Die nachfolgende Abbildung 5 veranschaulicht die beiden

Gerinnungspfade, die zu der Bildung eines Thrombus beitragen.
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Abbildung 5: Gerinnungskaskade mit intrinsischem und extrinsischem Weg.

Im weiteren Verlauf wird der Thrombus stabilisiert. Dabei wird das Thrombozyten
Glykoprotein llib/Illa (Integrin ausBs) aktiviert, welches durch Thrombozyten-Thrombozyten
Interaktionen, sowie durch seine Funktion als Fibrinogenrezeptor eine Aggregation der
Thrombozyten bewirkt (s. Abb. 6). Hierbei wird die Enzym Disulfid Isomerase bendtigt, das
die Spaltung oder Bildung von Disulfidbindungen zwischen Cysteinresten katalysiert
(Burgess et al., 2000; Essex et al., 2001; Chen und Hogg, 2006). Es ist auerdem womoglich
bei der entscheidenden Disulfidbindung im Tissue Faktor beteiligt. Daher spielt dieses
Enzym eine wichtige Rolle bei Bildung von Fibrin im Rahmen der Thrombusbildung (Furie
und Furie, 2008). Wahrend der Thrombozytenaktivierung verstarken spate Signalkaskaden

die Affinitdt zwischen den Thrombozyten. Dabei spielen verschiedene Faktoren, wie z.B.
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Growth-arrest-specific gene 6, CD40, Ephrin oder die Lymphozytenaktivierung, zur
Herstellung einer geschiitzten Umgebung in den Zwischenrdumen des Thrombus eine Rolle,
um diesen zu stabilisieren (Angelillo-Scherrer et al., 2001; Andre et al., 2002; Brass et al.,
2005; Nanda et al., 2005; Prevost et al., 2005). Des Weiteren tragt die oben beschriebene
Gerinnungskaskade durch die Bildung von Fibrinpolymeren wesentlich zu Stabilisierung des
Thrombus bei. Die verschiedenen Schritte sind vereinfach in der folgenden Abbildung 6

dargestellt.

Platelet  Pplatelet \

adhesion Thrombin

and rolling
Activation ,/Frm

adhesion

i 5 < GW'.;- GPIIbIIIIa

VWF Collagen  Fibrinogen

Abbildung 6: Mechanismus der Thrombusbildung: Thrombusinitiation und Thrombusstabilisation (Kottke-
Marchant, 2009).

Thrombozyten, die an die GefaBwand adharieren, initiieren nicht nur die Bildung eines
Thrombus, sie tragen auch zur Entwicklung von atherosklerotischen Lasionen bei (s. Abb. 7)
(Davi und Patrono, 2007). In verschiedenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass
Thrombozyten schon vor einem atheromatésen Geschehen am Endothel adhérieren und
die Rate der Bildung von Lasionen erhohen (Pratico et al., 2001; Massberg et al., 2002).
Aktivierte Thrombozyten beeinflussen die Progression von Plaques aulRerdem durch die

Freisetzung von adhasiven Liganden, wie P-Selektin, das an der Thrombozytenmembran
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exprimiert wird und Interaktionen zwischen Thrombozyten und dem Endothel vermittelt
(Ruggeri, 2002). P-Selektin stimuliert aulerdem Monozyten und Makrophagen zur Bildung
von Chemokinen und Wachstumsfaktoren (Dixon et al., 2006). Aktivierte Thrombozyten
setzen inflammatorische und mitogene Mediatoren frei, sodass sie die chemotaktischen
und adhasiven Eigenschaften von Endothelzellen verdndern (Gawaz et al., 2005). Hierbei
spielt der Ligand CD40 eine entscheidende Rolle. Er wird u.a. von Thrombozyten sezerniert
und induziert inflammatorische Prozesse im Endothel. CD40 ist ein transmembranes Protein
aus der Tumor Nekrose Faktor Familie. Es wird im Zytoplasma von ruhenden Thrombozyten
gespeichert und nach dessen Aktivierung schnell an die Oberfliche freigesetzt. Hier
induziert es die Produktion von reaktivem Sauerstoff, Adhdsionsmolekiilen, Chemokinen
und Tissue Faktor in Endothelzellen, die alle am inflammatorischen Prozess der
Atherosklerose beteiligt sind (Henn et al., 1998; Slupsky et al., 1998; Hermann et al., 2001;
Urbich et al., 2002). Thrombozyten produzieren darlber hinaus bei ihrer Aktivierung
Interleukin-1B, das auch einen wichtigen Mediator zwischen Thrombozyten und
Endothelzellen darstellt, in dem es die Freisetzung von Chemokinen und die Hochregulation
von Molekiilen bewirkt, die die Adhasion von neutrophilen Granulozyten und Monozyten
am Endothel bedingen (Lindemann et al., 2001; Denis et al., 2005; Gawaz et al., 2005;
Morel et al., 2006). Somit stellen Thrombozyten eine reiche Quelle an Mediatoren der
Atherosklerose dar. Der Einfluss der Thrombozyten auf die Atherogenese ist in Abbildung 7

zusammengefasst.
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Abbildung 7: Thrombozyten in der Atherogenese (Borissoff et al., 2011).

Intaktes Endothel exprimiert normalerweise CD39 und CD73, die die Spaltung von ATP und ADP zu Adenosin
induzieren, das antiinflammatorisch wirkt. Gesundes Endothel sezerniert auflerdem Vasodilatatoren, wie
Stickstoffmonoxid und Prostazyklin, die antiadhdsive Eigenschaften haben. Wenn Thrombozyten aktiviert
werden, durchlaufen sie eine Phase der Strukturverédnderung und setzen verschiedene Mediatoren frei, wie z.B.
Pldttchen Faktor 4 (PF 4), der die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen beeinflusst.

1.4.3 Der Thrombozyt als therapeutisches Target

Durch die vielfaltigen Oberflichen-Rezeptoren der Thrombozyten stellen diese einen
geeigneten Angriffspunkt fiir therapeutische Optionen dar. Die dabei entwickelten

Medikamente beeinflussen auf unterschiedliche Weise den thrombozytdren

Funktionsmechanismus. Einige nutzen intrazellulare Wege zur Aktivierung der

Thrombozyten (z.B. Hemmung der Zyklooxygenase) und haben daher inhibitorische
Eigenschaften. Andere Substanzen wirken direkt an der Thrombozytenoberflache und

blockieren dadurch einzelne Aktivierungswege der Thrombozyten oder deren Aggregation.
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Zu den Rezeptoren auf der Oberfliche der Thrombozyten zdhlen ADP-Rezeptoren,
Thrombin-Rezeptoren und Kollagen-Rezeptoren. Da die daran bindenden Mediatoren eine
wichtige Rolle in der Aktivierung, Adhadsion und Aggregation der Thrombozyten spielen,
stellen ihre Rezeptoren ein wichtiges Target flir eine medikamentdse Therapie dar (Gawaz,

2001).

1.5 Entwicklung der medikamentosen Begleittherapie

des akuten Myokardinfarkts

Der klinische Erfolg einer interventionellen Therapie mit Einsetzen eines Stents ist durch
das Risiko eines thrombotischen Verschlusses des Stents als haufigste Friihkomplikation
limitiert. Eine Schlisselstelle wahrend der perkutanen koronaren Intervention ist die
Ballon-assistierte Ruptur des okkludierenden Plaques, die die GefaBwand und den Inhalt
des Plaques freilegt. Eine dadurch induzierte Thrombozytenaggregation und
Thrombusbildung kann einen akuten Verschluss des GefdRes oder eine Embolisation des
Materials in die distale Mikrozirkulation bedingen. Daher sind diese Ereignisse Indikatoren
eines frihen negativen Outcomes der perkutanen koronaren Intervention (Wilson et al.,
1999; Schuhlen et al.,, 2001b). Durch den routinemafRigen Einsatz von Stents sowie den
effektiven Einsatz einer antithrombotischen Therapie konnte die Inzidenz dieser Ereignisse
drastisch gesenkt werden (Schomig et al., 1996). AuRerdem sind diese Medikamente fir
das verminderte Auftreten von frihen und spaten vaskuldaren Ereignissen, sowie das
Aufhalten der atherosklerotischen Progression wichtig. Bei der Wahl der
antithrombotischen Therapie ist es jeweils entscheidend, die Waage zwischen der
Verhinderung ischdmischer Ereignisse und Blutungskomplikationen zu finden (Lucking und

Newby, 2007). Die verschiedenen Substanzen werden nun im Einzelnen vorgestellt.
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1.5.1 Antithrombozytare Substanzen

In der Therapie des akuten Myokardinfarkts haben sich antithrombozytdre Substanzen als
optimale Strategie etabliert. Sie spielen eine zentrale Rolle bei der Therapie des akuten

Koronarsyndroms (Mega und Carreras, 2012).

Historisch gesehen wurde zunachst in der Akutphase des Myokardinfarkts das
Antikoagulans Heparin eingesetzt, wahrend in der Dauertherapie das Antikoagulans
Phenprocoumon, ein Vitamin-K-Antagonist, verwendet wurde. Im Laufe der Zeit wurde
dieses mit antithrombozytdren Substanzen kombiniert. In groRen Studien konnte die
Uberlegenheit von antithrombozytiren Medikamenten gegeniiber Phenprocoumon gezeigt
werden. Die ISAR (Intracoronary Stenting and Antithrombotic Regimen) — Studie verglich
dabei bei Patienten nach Stentimplantation einerseits ein antithrombozytares Regime aus
ASS und dem ADP-Rezeptorantagonist Ticlopidin mit der antikoagulierenden Therapie aus
ASS und Phenprocoumon, nach jeweiliger Akuttherapie mit Heparin (Schomig et al., 1997;
Schuhlen et al., 1997; Schuhlen et al., 2001a). Zu den antithrombozytaren Medikamenten
zahlt einerseits ASS, sowie andererseits die P2Y;,-ADP-Rezeptorantagonisten, die im Verlauf

naher erortert werden.

1.5.1.1 Acetylsalicylsdure

ASS induziert einen langandauernden funktionellen Defekt in Thrombozyten, der klinisch
anhand einer verlangerten Blutungszeit detektiert werden kann. ASS hemmt selektiv und
irreversibel die Prostaglandin G/H-Synthetase, die die Biosynthese von Prostaglandinen und
anderer Eikosanoide katalysiert und in den beiden Isoenzymformen Zyklooxygenase-1
(COX-1) und Zyklooxygenase-2 (COX-2) vorkommt. Die Zyklooxygenase-1 wird kontinuierlich
in den meisten Geweben und in Thrombozyten exprimiert und ist in die Synthese von
Prostaglandinen und Thromboxanen involviert, die zur Aufrechterhaltung von zelluldren
Funktionen, wie z.B. der Regulation von Interaktionen zwischen Thrombozyten und dem
Endothel, beitragen (Smith, 1992; Patrono, 1994). Thromboxan A; wird von Thrombozyten
synthetisiert und als Antwort auf verschieden Stimuli, wie z.B. Thrombin, Kollagen und ADP,

freigesetzt und induziert dadurch die irreversible Aggregation von Thrombozyten (Hamberg
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et al.,, 1975; Patrono, 1989; FitzGerald, 1991). Durch die selektive Acetylierung einer
Hydroxylgruppe eines Serinrests in der Polypeptidkette der Zyklooxygenase-1 in
Thrombozyten, bedingt ASS den irreversiblen Verlust der Zyklooxygenase-1 Aktivitdt (Roth
et al.,, 1975; DeWitt und Smith, 1988). Daraus folgt eine verminderte Konversion von
Arachidonsdaure zu Prostaglandin G, und letztendlich von Prostaglandin H, und
Thromboxan A, weil sie aus Prostaglandin G, synthetisiert werden. Die Zyklooxygenase-2
ist in Leukozyten enthalten und wird nur nach Zellaktivierungen als Antwort auf Stimuli von
Wachstumsfaktoren und inflammatorischen Mediatoren exprimiert und spielt daher eine
Rolle bei Entzlindungs- und Schmerzprozessen. Zur schmerz- und entziindungshemmenden
Wirkung sind hohere Dosen an ASS notig (Higgs et al., 1987; Xie et al., 1991; Patrono, 1994).
In den Thrombozyten wird aus den Prostaglandin-Endoperoxiden vor allem Thromboxan A,
gebildet, das eine vasokonstriktorische Wirkung besitzt und wie oben beschrieben die
Aggregation von Thrombozyten fordert. In den Endothelzellen der Gefalwand wird jedoch
aus Prostaglandinen hauptsachlich Prostaglandin PGl, synthetisiert, das im Gegensatz zu
Thromboxan A, die Thrombozytenaggregation hemmt und eine Vasodilatation bewirkt
(Schror, 1993). Somit hemmt ASS sowohl die Thomboxansynthese in den Thrombozyten als
auch die Prostazyklinsynthese in den Endotehlzellen. Im Gegensatz zu Thrombozyten sind
die kernhaltigen Endothelzellen jedoch in der Lage, die funktionsuntlichtig gewordene
Zyklooxygenase neu zu bilden. Der inhibitorische Effekt von ASS auf die Endothelzellen ist
somit schwacher und kiirzer, insbesondere bei Gabe von ASS in niedrigen Dosierungen
(Schror, 1997). ASS wird nach oraler Einnahme schnell und vollstindig absorbiert. Die
Absorptionszeit betragt 5-16 Minuten. Nach oraler Gabe gelangt mehr als 80% der ASS
unverandert in den Dinndarm und nach Passage durch die Darmwand Uber das
Pfortadersystem in die Leber. Nach Einnahme von 100 bzw. 300 mg ASS stellen sich
maximale Plasmaspiegel nach ca. 30 Minuten ein. Die Halbwertszeit von ASS im Blut betragt
15-20 Minuten, da die Bindung an Thrombozyten jedoch irreversibel ist, halt die Wirkung
von ASS ca. 7 Tage an (Hardmann, 2001). Mit steigender Tagesdosis nimmt die Rate an
Komplikationen in Form von gastrointestinalen Nebenwirkungen zu. Eine andere wichtige
Nebenwirkung stellen Blutungskomplikationen dar. Daher empfiehlt sich nach derzeitiger

Vorlage von klinischen Daten, eine tagliche Dosis von 75-81 mg, auch wenn vielerorts
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héhere Dosen verschrieben werden (Campbell et al., 2007). Die Antithrombotic’s Trialists’
Collaboration konnte in einer Metaanalyse den protektiven Effekt von ASS bezliglich des
Auftretens von kardiovaskularen Ereignissen, wie akutem Myokardinfarkt, instabiler Angina
pectoris, aber auch Vorhofflimmern und ischdmischem Schlaganfall nachweisen

(Antithrombotic Trialists, 2002).

1.5.1.2 P2Y1,-ADP-Rezeptor-Antagonisten

Eine andere Gruppe von weit verbreiteten antithrombozytdren Substanzen stellen die
Thienopyridine (Ticlopidin, Clopidogrel, Prasugrel) dar, sowie das Triazolopyramidin
Ticagrelor. Thienopyridine sind ADP-Rezeptor Antagonisten (Savi und Herbert, 2005; Farid
et al.,, 2007). Auf der Thrombozytenmembran werden zwei P2Y-Rezeptor-Subtypen des
ADP-Rezeptors exprimiert (P2Y:; und P2Y3;) (Savi et al.,, 1994a). Thienopyridine sind
selektive, nicht-kompetitve, irreversible Antagonisten des P2Y,-ADP-Rezeptors, der Uber
Gi-Proteine mit der Adenylzylase verbunden ist (Cattaneo et al.,, 1991; Savi, 1996;
Boeynaems et al., 2000). Der P2Y;- und der P2Y;,-ADP Rezeptor agieren synergistisch, um
die Thrombozytenaktivierung zu triggern, wobei jeder alleine ineffektiv ist (Hechler et al.,
1998; Jin und Kunapuli, 1998; Savi et al., 1998). Daher reicht die Inhibierung eines
Rezeptors zur potenten Thrombozytenaggregationshemmung durch Thienopyridine. Da die
ADP-vermittelte Thrombozytenaggregation eine groRe Rolle bei der Bildung eines
Thrombus spielt, konnen ADP-Rezeptor-Antagonisten eine effektive Reduktion der
Thrombozytenaggregation bewirken (Herbert et al., 1992). Als Folge der Hemmung der
ADP-Wirkung, inhibieren Thienopyridine auch indirekt die Fibrinogenbindung am GPIlIb/Illa-
Rezeptor, ein direkter Antagonismus zeigte sich jedoch nicht (Gachet et al., 1990). Uber die
Beeinflussung dieses ADP-Rezeptors bewirken Thienopyridine eine Hemmung der ADP-
induzierten Senkung des thrombozytaren cAMP-Spiegels und somit der intrazelluldren
Kalziumfreisetzung und ADP-induzierten Sekretion der a-Granula (Nurden, 1995). Die
Wirkungsweise der Thienopyridine ist vereinfacht in Abbildung 8 dargestellt.
Thienopyridine sind Progrugs, die erst in aktive Metaboliten umgewandelt werden miissen
(Savi et al., 1992). In Studien konnte gezeigt werden, dass eine in vivo Metabolisierung der

Thienopyridine notwendig ist, da diese in vitro keine Thrombozytenaggregationshemmung
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bewirken konnten (Herbert, 1994). Zuerst wurde Ticlopidin zur
Thrombozytenaggregationshemmung eingesetzt. Ticlopidin wurde im klinischen Alltag
durch Clopidogrel ersetzt, da Clopidogrel im Gegensatz zu Ticlopidin eine geringere Rate an
Neutropenien aufweist und in der Standarddosis nur einmal téaglich verabreicht werden
muss (Bertrand et al., 2000; Michelson, 2008). Das darauf entwickelte Clopidogrel wird
schnell und umfangreich metabolisiert. Dabei entsteht der inaktive Metabolit SR266334
und in zwei Schritten durch Hydrolyse des Thiolaktonrings, der mit SH-Gruppen des ADP-
Rezeptors Disulfidbriicken bildet, der aktive Metabolit R-130946. Die hepatische
Aktivierung von Clopidogrel bendtigt hierbei das Cytochrom P450- System, v.a. das Enzym
CYP2C19 (Savi et al., 1994b; Savi et al., 2000). Als Drittgeneration Substanz wurde im Jahre
2009 Prasugrel zugelassen. Prasugrel wird im Vergleich zu Clopidogrel schneller
metabolisiert, da direkt der aktive Metabolit entsteht. Fiir die Aktivierung von Prasugrel zu
seinem aktiven Metaboliten R-138727 spielen vor allem CYP3A4 und CYP2B6 eine wichtige
Rolle (Rehmel et al., 2006). Daneben entstehen mehrere inaktive Metaboliten. Trotz des
von der Leber abhangigen Metabolismus, konnten keine signifikanten Interaktionen
zwischen Clopidogrel oder Prasugrel mit anderen CYP-abhdngigen Medikamenten
festgestellt werden (Savi und Herbert, 2005; Rehmel et al., 2006). Das Maximum der
Aggregationshemmung nach oraler Gabe wird bei Clopidogrel nach 4-6 Tagen erreicht
(Aktories K., 2005b), die maximale Plasmakonzentration jedoch schon nach einer Stunde
(Mullangi und Srinivas, 2009). Nach der sog. Loading-Dosis von 600 mg wird ein effektive
antithrombozytdre Wirkung nach zwei Stunden erreicht (Hochholzer et al., 2005). Die
maximale Plasmakonzentration kann bei Prasugrel nach ca. 30 Minuten gemessen werden
(Farid et al., 2007). Die Ausscheidung von Clopidogrel erfolgt zu 50% renal und zu 46% Uber
den Stuhl (Mullangi und Srinivas, 2009). Prasugrel wird zu ca. 70% renal und zu <30% Uber
den Stuhl ausgeschieden (Farid et al., 2007). Die Zeit bis zur vollen Aggregationsfahigkeit
der Thrombozyten nach Beendigung der Therapie korreliert mit der Zeit fir die Produktion
neuer Thrombozyten (ca. 1 Woche) (Weber et al., 2001). Prasugrel wirkt im Gegensatz zu
Clopidogrel schneller. Der gleiche inhibitorische Effekt, der bei Prasugrel bereits nach 30
Minuten gezeigt werden konnte, wurde bei Clopidogrel erst nach 6 Stunden nachgewiesen

(Payne et al., 2007; Weerakkody et al., 2007). Wegen des Auftretens des Nicht-Ansprechens
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auf Clopidogrel, wurde ein Zusammenhang mit den haufig auftretenden genetischen
Variationen im CYP2C19 Gen vermutet und eine daraus folgende ineffektive
Thrombozytenhemmung (Mega et al., 2010). Jedoch konnte in einer Metaanalyse gezeigt
werden, dass zwar eine Assoziation zwischen dem Ansprechen auf Clopidogrel und dem
CYP2C19 Genotyp besteht, jedoch keine Assoziation zwischen dem Genotyp und dem
Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen (Holmes et al.,, 2011). In der CAPRIE-Studie
(Clopidogrel versus Aspirin in patients at risk of ischemic events) wurde die Effektivitat und
Sicherheit von Clopidogrel ausfiihrlich dargestellt (Committee, 1996). Der Nutzen von
Clopidogrel als zusatzliche Therapie zu ASS bei der Behandlung von NSTEMIs wurde im
Rahmen einer groRen randomisierten Studie (CURE= clopidogrel in unstable angina to
prevent recurrent ischemic events) gezeigt (Yusuf et al.,, 2001). Die CREDO-Studie
(Clopidogrel for the reduction of events during observation) demonstrierte den Nutzen von
Clopidogrel plus ASS-Therapie Uber einen Zeitraum von 12 Monaten nach perkutaner
koronarer Intervention (Steinhubl et al., 2002). Jliingste Studien haben bereits Clopidogrel
mit dem neueren Thienopyridin Prasugrel verglichen. Dabei zeigte sich eine signifikant
niedrigere Rate an ischdamischen Ereignissen, inklusive Stentthrombose, aber ein hoheres
Blutungsrisiko bei Patienten, die mit Prasugrel im Vergleich zu Clopidogrel beim akuten
Koronarsyndrom behandelt wurden (Wiviott et al., 2007a). Der Vergleich von Prasugrel mit
Clopidogrel beim STEMI mit perkutaner koronarer Intervention zeigte jedoch eine hohere
Effektivitdt von Prasugrel ohne ein signifikant erhohtes Blutungsrisiko (Montalescot et al.,
2009). Eine andere Studie zeigte, dass eine hohe Dosis von Clopidogrel (150 mg) eine
geringere Hemmung der Plattchenaggregation bewirkte, als die Standarddosis von
Prasugrel (10 mg) (Wiviott et al., 2007b). Eine Metaanalyse der wesentlichen Studien ergab,
dass Prasugrel ein vielverprechendes antithrombozytdares Medikament in der Therapie des
akuten Koronarsydroms darstellt. Wegen eines erhdhten Blutungsrisikos und hoherer
Kosten im Vergleich zu Clopidogrel, muss seine erhohte hemmende Wirkung auf die

Thrombozytenaggregation jedoch abwagend bewertet werden.

Im Jahre 2010 wurde das Triazolopyramidin Ticagrelor zugelassen. Es hemmt ebenfalls den

P2Y,,-ADP-Rezptor, jedoch im Gegensatz zu den Thienopyridinen reversibel. Es ist
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auBerdem kein Prodrug und wie Prasugrel entfaltet es sehr schnell seine Wirkung
(innerhalb von 30 Minuten), besitzt jedoch als reversibler Antagonist eine kiirzere
Wirkdauer als die Thienopyridine (Hamm et al., 2011). In der PLATO-Studie wurde
Ticagrelor mit Clopidogrel verglichen und zeigte eine niedrigere Rate an kardiovaskularem
Tod, Myokardinfarkt und Schlaganfall bei einer vergleichbaren Rate an groReren Blutungen,
jedoch eine erhohte Blutungsrate bei nicht mit dem Eingriff assoziierten Blutungen
(Wallentin et al., 2009). In weiteren Studien wurde Ticagrelor mit Prasugrel bei Patienten
mit ST-Hebungsinfarkt hinsichtlich der Starke der Thrombozytenaggregation verglichen und
zeigte sich als vergleichbar stark wirkender Thrombozytenaggregationshemmer
(Alexopoulos et al., 2012; Parodi et al., 2013). Als Folge der vorgenannten Studien wurde in
den Leitlinien der europdischen Gesellschaft flir Kardiologie Prasugrel, zusammen mit
Ticagrelor, als Erstlinientherapie bei Patienten mit STEMI etabliert (Klasse |, Evidenzgrad B).
Clopidogrel soll seit dem bei Kontraindikationen gegen Prasugrel (Schlaganfall oder TIA in
der Vorgeschichte, Alter >75 Jahre) und Ticagrelor (hamorrhagischer Schlaganfall in der
Vorgeschichte) oder deren fehlender Verfiigbarkeit eingesetzt werden (Klasse |,

Evidenzgrad C) (Wiviott et al., 2007a; Wallentin et al., 2009; Steg et al., 2012).

Zusammenfassend  stellen  Clopidogrel, Prasugrel und Ticagrelor effektive
antithrombozytdre Substanzen dar. Der Vorteil von Clopidogrel liegt dabei in der langen
Erfahrung mit diesem Medikament, sowie geringen Nebenwirkungsraten. Prasugrel scheint
durch seine schnellere und vermutlich starkere Wirkung weitere Vorteile zu haben, die

jedoch mit einer leicht erhéhten Blutungsrate assoziiert sind.
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Abbildung 8: Angriffspunkte der Medikamente im Rahmen der Atherothrombosesequenz (Kottke-Marchant,
2009).

Clopidogrel und Prasugrel binden am P2Y1,-ADP-Rezeptor der Thrombozyten. Die spiiter néher beleuchteten
Antikoagulanzien Heparin und Bivalirudin wirken auf die Gerinnungskaskade ein.

1.5.1.3 Glykoprotein Ilb/llla-Antagonisten

Eine weitere Gruppe der antithrombozytiren Medikamente stellen die Glykoprotein
lIb/Illa-Antagonisten dar. Zu diesen gehéren Abciximab, Tirofiban und Eptifibatid.
Abciximab ist ein monoklonaler, chimarer Antikorper, der mit einer hohen Affinitat und
einer niedrigen Dissoziationsrate an den GPllb/Illa-Rezeptor bindet (Tcheng et al., 1994;
Coller, 1995). Abciximab verschwindet schnell aus dem Plasma, kann aber an Thrombozyten
fir bis zu 21 Tage nachgewiesen werden (Kleiman et al., 1995; Mascelli et al., 1998).
Abciximab ist jedoch nicht spezifisch fur den GPlIb/llla-Rezeptor, sondern bindet auch an
den Vitronectin-Rezeptor (ayBs), der eine Rolle bei Zelladhdsion, -migration und -
proliferation spielt. Tirofiban, ein nicht-peptidisches Tyrosinderivat und Eptifibatid, ein

zyklisches Heptapeptid, das auf der Aminosduresequenz Lys-Gly-Asp basiert, sind
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hochspezifische kompetitive Antagonisten des GPIlb/Illa-Komplexes. Sie besitzen eine
schnelle reversible Pharmakodynamik mit kurzer Plasma-Halbwertszeit (2-2,5 Stunden) (Alig
et al., 1992; Harrington et al., 1995; Kereiakes et al., 1996). Die Thrombozytenaggregation
wird von diesen Substanzen dosisabhdngig blockiert. Bei einer Rezeptorblockade von >80%
wird die Plattchenaggregation fast vollstandig aufgehoben. Nach der Therapie mit den
reversiblen Antagonisten normalisiert sich die Thrombozytenfunktion bereits nach 30
Minuten bis 4 Stunden (Harrington et al.,, 1995; Kereiakes et al., 1996). Die Dosis von
Eptifibatid und Tirofiban muss bei Hochrisikopatienten mit Niereninsuffizienz angepasst
werden (Schulman, 2004). Die GPlIb/llla-Antagonisten bewirken eine effektive
Thrombozytenaggregationshemmung, da sie durch die Hemmung der Fibrinogenbindung
die letzte gemeinsame Endstrecke aller Reaktionswege unterbinden, die zur
Thrombozytenaggregation fiihrt (Phillips et al., 1988). Der Nutzen von GPlib/llla-
Antagonisten wurde in vielen randomisierten Studien untersucht. Im Rahmen der EPISTENT
(Evaluation of Platelet llb/llla Inhibtor for Stenting) Studie wurde Abciximab zu einem
festen Bestandteil wahrend einer PCl, da es durch einen schnelleren und potenteren
Wirkungsmechanismus im Vergleich zu Ticlopidin gekennzeichnet war. In verschiedenen
klinischen Studien mit STEMI Patienten zeigte Abciximab in der Kombination mit ASS und
Ticlopidin haufiger eine Wiederherstellung des Blutflusses in der verschlossenen Arterie,
verbesserte die linksventrikuldare Funktion und reduzierte thrombotische Komplikationen.
Das neuere Thienopyridin Clopidogrel l6ste jedoch das langsamer wirkende Ticlopidin ab.
Eine sog. Loading-Dosis von 600 mg Clopidogrel zeigte eine 80%-ige Hemmung der
Thrombozytenaggregation bereits nach ca. 2-3 Stunden. Mehrere doppelt verblindete
Studien untersuchten nun die zusitzliche Gabe von GPllb/llla-Inhibitoren nach einer
Vorbehandlung mit 600 mg Clopidogrel. Die zusatzliche Gabe von Abciximab war nicht
mehr mit einem klinischen Benefit assoziiert. Eine Ausnahme bilden dabei Patientin mit
NSTEMI und einem erhohten Troponinspiegel >0,03 pg/l, da Abiciximab hier mit einer
Reduzierung der ischdmischen Endpunkte, wie Tod und Myokardinfarkt, assoziiert ist
(Kastrati et al.,, 2006). Daher wird seit der Einflhrung der Loading-Strategie, bei der
Patienten bereits vor der PCl einen Hochdosis-Therapie des jeweiligen antithrombozytaren

Medikaments erhalten, der Einsatz von GPIIb/Illa-Inhibitoren zurlickhaltend bewertet und

32



Einleitung

als bail-out Strategie gewahlt. In den aktuellen Leitlinien der europaischen Gesellschaft fir
Kardiologie sollen GPIIb/Illa-Antagonisten nur noch bei angiographischem Beweis eines
massiven  Thrombus, schlechter Flusswiederherstellung oder thrombotischen

Komplikationen in Erwagung gezogen werden (Klasse lla, Evidenzgrad C) (Steg et al., 2012).

1.5.2 Antikoagulanzien

Zu den am haufigsten eingesetzten Antikoagulanzien in der Therapie des akuten

Myokardinfarkts zdhlen Heparin und der relativ neue direkte Thrombininhibitor Bivalirudin.

1.5.2.1 Heparin

Heparin gehort zu den indirekten Thrombininhibitoren und beeinflusst demnach die
Gerinnungskaskade. Es gibt unfraktioniertes Heparin (UFH) und niedermolekulares Heparin
(LMWH). UFH ist ein heterogenes Gemisch aus Glykosaminoglykan-Polymeren mit einem
durchschnittlichen Gewicht von 5-35 kDa. UFH ist ein indirekter Inhibitor von Faktor lla
(Thrombin) und Faktor Xa, indem es die Aktivitait des endogenen Antikoagulans
Antithrombin Ill um das ca. 1000-fache verstdrkt. Die Thrombinaktivitat wird dabei von
Heparin am starksten beeinflusst, allerdings bendtigt die Bindung von Thrombin an den
Heparin/Antithrombin lll-komplex eine Briicke aus mindestens 18 Monosaccharideinheiten
des Heparins (Hirsh und Levine, 1992; Freedman, 1994; Fareed et al., 1998; Lucking und
Newby, 2007). UFH wurde seit dem Aufkommen der perkutanen koronaren Intervention
zur Reduktion des Auftretens der Thrombusbildung wahrend des Eingriffs eingesetzt. Der
Einsatz von UFH begann relativ empirisch mit festgelegten Bolusdosierungen. Nach und
nach setzte sich das gewichtadaptierte Regime durch, das im Herzkatheterlabor durch die
aktivierte Koagulationszeit (activated clotting time, ACT, Normwert 120-140 Sekunden)
Uberwacht werden kann (Lucking und Newby, 2007). Es gibt keine grofRangelegten
prospektiven Studien zur Benutzung und Dosierung von UFH wahrend einer PCl, bzw.
bestehende Daten lieferten kontroverse Ergebnisse. Daher bleibt der Einsatz relativ
empirisch (Boersma et al., 2002). Es ist ein glinstiges Antikoagulans und kann mit Protamin

antagonisiert werden. Allerdings gibt es eine Reihe von Einschrankungen fir den Gebrauch
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von UFH. Dazu zdhlen die unspezifischen Bindungen an Plasmaproteine, sowie die
Interaktion mit anderen Substanzen, die haufig wahrend einer PCl eingesetzt werden,
sodass ein variabler gerinnungshemmender Effekt die Folge sein kann. AuRerdem kann UFH
fibringebundenes Thrombin nicht inaktivieren, was zu einer reduzierten Effektivitat fihrt.
UFH kann von dem Plattchenfaktor 4 sowie Fibrinmonomeren gehemmt werden, sodass
eine Heparinresistenz entstehen kann. Eine sehr wichtige Nebenwirkung ist das Potential
zur Bildung von Antikdrpern gegen Heparin, die eine Heparin-induzierte Thrombozytopenie
auslosen kann, die ein gefiirchtetes Krankheitsbild darstellt. AuRerdem kann UFH auch
Thrombozyten aktivieren, sodass es potentiell die Thrombozytenaggregation verstarken
kann, anstatt die Gerinnung zu hemmen. In den letzten Jahren wurde UFH in einigen
Zentren immer weniger wahrend einer PCl eingesetzt, sondern zunehmend

niedermolekulare Heparine (LMWHSs) (Lucking und Newby, 2007).

Niedermolekulare Heparine stammen von UFH ab und werden durch chemische und
enzymatische Depolymerisation hergestellt. Dadurch entstehen kiirzere Heparinketten mit
einem Molekulargewicht von ca. 4-5 kDa. LMWHs entfalten ihre Wirkung auch Uber die
Bindung an Antithrombin Ill, aber da sie aus einer kiirzeren Heparinkette bestehen, haben
sie eine verminderte Moglichkeit, Antithrombin 1l mit Thrombin zu verbinden. Daher (iben
sie ihren Effekt hauptsachlich Gber die Hemmung von Faktor Xa aus. LMWHSs besitzen
gegeniber UFH einige Vorteile. Sie binden weniger stark an Plasmaproteine oder
Endothelzellen als UFH und sie werden nicht von Plattchenfaktor 4 inaktiviert. AuSerdem
aktivieren sie Thrombozyten selbst nur minimal im Gegensatz zu UFH. Aus ungeklarten
Grinden bedingen sie auch seltener eine Heparin-induzierte Thrombozytopenie. Eine
Uberwachung der Gerinnungsparameter unter LMWHs ist normalerweise nicht nétig, ihr
Effekt kann jedoch Uber Anti-Faktor Xa-Spiegel dargestellt werden (Lucking und Newby,
2007). In mehreren randomisierten Studien wurde die Rolle von LMWHs wahrend einer
perkutanen koronaren Intervention, sowie deren Effektivitdt und Sicherheit im Vergleich zu
UFH untersucht. In der Therapie des NSTEMI zeigten viele Studien eine vergleichbare
Wirksamkeit von LMWH und UFH (Ferguson et al., 2004; Mahaffey et al., 2005) oder sogar
eine Uberlegenheit der LMWH im Vergleich zu UFH (Cohen et al., 1997; Choussat et al.,

34



Einleitung

2002; Petersen et al., 2004). Die groRe SYNERGY- Studie fand jedoch eine moderat erhdhte
Blutungsneigung in der Gruppe der mit LMWH behandelten Patienten (Ferguson et al.,
2004). In einer aktuellen Metaanalyse wurde die Uberlegenheit von LMWH (Enoxaparin)
gegeniber UFH in Bezug auf die Reduktion von Mortalitdat und Blutungen wéahrend einer
perkutanen koronaren Intervention dargestellt. Diese bezog sich insbesondere auf
Patienten, die sich einer perkutanen koronaren Intervention nach STEMI unterzogen
(Silvain et al., 2012). Auch wenn nun letztendlich groBe Studien die Rolle von LMWH als
Ersatz zu UFH darlegen (Montalescot et al., 2011), hat bereits der Einsatz von neueren
Antikoagulanzien, den direkten Thrombininhibitoren begonnen, die eine Alternative zu

Heparinen darstellen (Lucking und Newby, 2007).

1.5.2.2 Bivalirudin

Thrombin spielt eine Schliisselrolle wahrend der Thrombose und der Hamostase, sodass
direkte Thrombininhibitoren entwickelt wurden, die von Hirudin abstammen, das im
Speichel von Hirudo medicinalis gefunden wurde (White und Chew, 2002). Bivalirudin ist ein
kleines synthetisches Peptid aus 20 Aminosauren, das aus folgender Sequenz besteht: Der
NH;-endstandigen tetrapeptidischen Sequenz (D-Phe-Pro-Arg-Pro), der hoch anionischen
CO,H-endstandigen zwolfpeptidischen Sequenz, die von den 53-63 Resten von Hirudin
abstammt und einem Zwischensegment aus vier Glycinresten. Das Bivalirduinpeptid bildet
einen hochaffinen stdchiometrischen Komplex mit Thrombin, das dessen Aktivitat wahrend
der Gerinnung und Thrombusbildung unterbindet (Maraganore et al., 1990). Bivalirudin
bindet bivalent an das aktive Zentrum und die Exosite-1-Stelle von Thrombin. Dadurch
hemmt es die Spaltung von Fibrinogen und die Aktivierung von Faktor V und VIII (Bates und
Weitz, 1998). Die Reversibilitdt des Bivalirudin-Thrombin-Komplex wird durch die langsame
Spaltung der Bivalirudin- Args-Pros- Bindung an Thrombin ermdéglicht und fiihrt zur Erholung
des aktiven Zentrum, was zu Protein C Aktivierung flhrt, die einen wichtigen endogenen
Mechanismus in der Abschwadchung der Gerinnungskaskade darstellt (Maraganore et al.,
1990). Bivalirudin hat neben den antikoagulatorischen Eigenschaften eine dosisabhédngige
Hemmung der Thrombin- induzierten Thrombozytenaktivierung sowohl in vitro als auch in

vivo gezeigt. Dabei hemmt es die Freisetzung der Granula und die Expression von P-Selektin
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aus Thrombozyten und damit deren Aggregation. Bivalirudin hemmt zwar nicht die ADP-
oder Kollagen- induzierte Thrombozytenaggregation in vitro, jedoch wurde gezeigt, dass die
Thrombozytenaggregation unter Bivalirudin in vivo reduziert ist. Wahrend die
Heparinaktivitat in Plasmaproben mit Kollagen-aktivierten Thrombozyten neutralisiert wird,
bleibt Bivalirudin ein  potenter Inhibitor von Thrombin und wird von
Thrombozytenaktivatoren nicht beeinflusst (Weitz, 2001). Ein wichtiger Unterschied zu
Heparin ist die Fahigkeit Bivalirudins sowohl gebundenes als auch frei zirkulierendes

Thrombin zu hemmen (Bates und Weitz, 1998).
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Abbildung 9: Wirkmechanismus von direkten Thrombininhibitoren im Vergleich zu Heparin (Di Nisio et al.,
2005).

In Abwesenheit von Heparin ist die Rate der Inaktivierung von Thrombin durch Antithrombin relativ niedrig. Nach
der Konformationsénderung durch Heparin bindet Antithrombin jedoch irreversibel an das aktive Zentrum von
Thrombin und inhibiert dieses. Die Aktivitdt der direkten Thrombininhibitoren ist von Antithrombin unabhéngig.
Sie interagieren direkt mit dem Thrombin-Molekiil. Im unteren Teil der Abbildung ist die Féhigkeit der direkten
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Thrombininhibitoren zur Bindung von fibringebundenem Thrombin dargestellt, sowie die fehlende Wirkung von
Antithrombin auf fibringebundenes Thrombin.

Es besteht eine gute Korrelation zwischen dem Plasmaspiegel von Bivalirudin und seinem
antikoagulatorischen Effekt. Nach intravendser Applikation besteht eine lineare dosis- und
konzentrationsabhdngige antikoagulatorische Aktivitdt, die Uber die aktivierte
Gerinnungszeit (ACT) und die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) gemessen
werden kann. Intravendses Bivalirudin erreicht schnell und reversibel seinen
gerinnungshemmenden Effekt und die Gerinnungszeiten erreichen nach ca. 60 Minuten
wieder normale Werte. Bei einer subkutanen Applikation hat Bivalirudin andere
pharmakokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften. Der maximale
gerinnungshemmende Effekt wird zwischen ein und zwei Stunden nach Applikation erreicht
(Fox et al., 1993). Intravends appliziertes Bivalirudin hat eine Halbwertszeit von ca.
25 Minuten. Nicht-spezifische proteolytische Prozesse tragen zu 80% zum Abbau von
Bivalirudin bei. Die verbleibenden 20% werden lberwiegend renal eliminiert. Deshalb muss
ab einer moderaten Niereninsuffizienz (GFR 30-59 ml/min) die Dosis um 20% reduziert
werden und bei einer schweren Niereninsuffizienz oder Dialysepflichtigkeit
(GFR <30ml/min) um ca. 80% (Fox et al., 1993; Robson, 2000; Robson et al., 2002). Da
Bivalirudin eine kurze Halbwertszeit besitzt und nur reversibel an Thrombin bindet, werden
nach Beendigung der Applikation schnell normale Gerinnungswerte erreicht, sodass
Bivalirudin als ein sicheres Medikament hinsichtlich Blutungskomplikationen gilt. Zu den
unerwinschten Effekten gehort dennoch die Blutung. Diese tritt zudem aus den oben
genannten Griinden haufiger bei Patienten mit Niereninsuffizienz auf (Fox et al., 1993). Zu
den weiteren hiufigen Nebenwirkungen zihlen Riickenschmerzen, Ubelkeit,
Kopfschmerzen sowie Hypotension (Bittl et al., 1995). Es gibt fir Bivalirudin keinen
spezifischen  Antagonisten (Kaplan und Francis, 2002). Es konnten keine
pharmakodynamischen Interaktionen zwischen Bivalirudin und Ticlopidin, Abciximab,
Eptifibatid, Tirofiban, Acetylsalicylsdure oder LMWHs festgestellt werden (Reed und Bell,
2002). Jedoch ist das Blutungsrisiko in Kombination mit anderen Antikoagulanzien oder
thrombolytischen Substanzen erhéht. Da Bivalirudin ein relativ kleines Polypeptid ist,

wurde fiir diese Substanz keine Antigenitdt erwartet. In Studien mit Plasmaproben konnte
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zudem keine Bildung von Antikérpern (IgE, 1gG, IgM) nachgewiesen werden (Fox et al.,
1993). Da jedoch nach Applikation von Lepirudin anaphylaktische Reaktionen beschrieben
wurden, ist es theoretisch moglich, dass in Patienten, die mit Lepirudin behandelt wurden
und Antikorper gegen dieses entwickelt haben, eine Kreuzreaktion mit Bivalirudin
hervorgerufen wird (Greinacher et al., 2003; Badger et al., 2004). AuRerdem wurde bisher
keine Thrombozytopenie im Zusammenhang mit einer Bivalirudingabe beschrieben. Die
REPLACE-1-Studie stellte eine geringere Rate an Thrombozytopenien bei Bivalirudin als bei
Heparin fest, wahrend diese zusammen mit GPlIb/Illa-Antagonisten verabreicht wurden
(Lincoff et al., 2004a). In verschiedenen Studien wurde bereits die Effektivitdt von
Bivalirudin im Rahmen einer perkutanen koronaren Intervention sowie im Rahmen des
akuten Koronarsyndroms untersucht. In der Bivalirudin Angioplasty Study konnte gezeigt
werden, dass Bivalirudin gleichermallen wie Heparin ischamische Komplikationen wahrend
einer PCl verhindern kann, jedoch mit geringeren Blutungsraten assoziiert ist (Bittl et al.,
2001). Die REPLACE-1-Studie etablierte die Dosierung von Bivalirudin, die einer
gleichwertigen Therapie mit Heparin entspricht. Dabei wird Bivalirudin als 0,75 mg/kg Bolus
verabreicht oder mit 1,75 mg/kg/h als Infusion (Lincoff et al.,, 2004a). Die groRe,
randomisierte REPLACE-2-Studie verglich den Einsatz von Bivalirudin plus GPllb/llla-
Antagonisten mit unfraktioniertem Heparin plus GPllb/llla-Antagonisten. Dabei zeigte sich,
dass Bivalirudin dem UFH hinsichtlich akuter ischdamischer Endpunkte, wie Tod oder
Myokardinfarkt, nicht unterlegen, sowie mit weniger Blutungen assoziiert war (Lincoff et
al., 2003). Bei den Langzeitergebnissen wurden vergleichbare klinische Resultate zwischen
der Gruppe, die Bivalirudin plus GPIIb/llla-Blockade erhielt, und jener, die UFH plus
GPIIb/llla-Antagonisten erhielt, erreicht. Zudem zeigte sich ein Trend in Richtung eines
besseren Uberlebens mit Bivalirudin (Lincoff et al., 2004b). In der ISAR-REACT-4-Studie
wurde ebenfalls gezeigt, dass Patienten mit Nicht-ST-Hebungsinfarkt, die Abciximab mit
UFH oder Bivalirudin erhielten, ein vergleichbares Outcome hinsichtlich ischdamischer
Komplikationen erreichten. Bivalirudin erzielte hierbei jedoch eine niedrigere Rate an
Blutungen nach 30 Tagen (Schulz et al., 2013). Auch bei Patienten mit ST- Hebungsinfarkt,
die sich einer perkutanen koronaren Intervention unterzogen, konnte ein erfolgreicher

Einsatz von Bivalirudin gezeigt werden. Die HORIZONS-AMI-Studie untersuchte dabei die
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Antikoagulation mit Bivalirudin alleine im Vergleich zu Heparin plus GPlIb/llla-
Antagonisten. In der Bivalirudin-Gruppe wurden signifikant niedrigere Raten an grofReren
Blutungen nach 30 Tagen erzielt, sowie an ungiinstigen klinischen Ereignissen insgesamt.
Das Risiko einer akuten Stentthrombose war in der Bivalirudingruppe zwar nach 24 Stunden
erhoht, nicht jedoch nach 30 Tagen (Stone et al., 2008). In einer Metaanalyse zum Vergleich
einer Bivalirudin- bzw. Heparinmonotherapie nach PCl bestadtigte sich die geringere
Blutungsrate bei einer Therapie mit Bivalirudin. Die Rate an MACE (major adverse cardiac
event) zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Monotherapien
(Bertrand et al., 2012). Eine weitere Studie untersuchte Bivalirudin anhand einer der
Realitat entsprechenden Population mit ST-Hebungsinfarkt nach PCl. Das hierbei seltene
Auftreten einer sehr frithen akuten Stentthrombose schien nicht durch eine kontinuierliche
Infusion mit niedrig-dosiertem Bivalirudin vermeidbar gewesen zu sein (Shelton et al.,,
2013). Somit stellt Bivalirudin neben Heparin ein potentes Antikoagulans dar, das vor allem
durch das verringerte Auftreten von Blutungskomplikationen einen Ersatz fir eine
Heparintherapie darstellt. Diese Erkenntnisse wurden im Verlaufe der Studie in die
aktuellen Leitlinien der européischen Gesellschaft fiir Kardiologie aufgenommen. Hierbei
wird Bivalirudin nun gegentiber UFH bevorzugt empfohlen (Klasse |, Evidenzgrad B) (Stone
et al., 2008). LMWH, wie Enoxaparin, kann auRerdem gegeniiber UFH bevorzugt eingesetzt
werden (Klasse llb, Evidenzgrad B) (Montalescot et al., 2011). UFH soll laut den Leitlinien
bei Patienten verwendet werden, die weder Bivalirudin noch Enoxaparin erhalten (Klasse |,

Evidenzgrad C) (Steg et al., 2012).

1.6 BRAVE-4-Studie und Substudie

Die BRAVE-4-Studie verglich bei Patienten mit einem ST-Hebungsinfarkt die Kombination
aus einerseits Clopidogrel und Heparin mit den andererseits neueren Medikamenten
Prasugrel und Bivalirudin. Hierbei sollte im Rahmen der klinischen Studie das Outcome der
Patienten verglichen werden in Bezug auf Tod, rezidiverendem Myokardinfarkt,

Schlaganfall, Stentthrombose und gréBeren Blutungen. Ein Follow-Up zur Bestimmung der
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ischamischen- und Blutungskomplikationen wurde nach 30 Tagen durchgefiihrt. Zudem
wird das klinische Outcome uber 3-5 Jahre beobachtet. In der im weiteren Verlauf ndher
beschriebenen Substudie wurde die antithrombozytare und antikoagulierende Effektivitat
der jeweiligen Medikamentenkombination untersucht. Hierzu wurden 3 Stunden nach
Aufnahme der Patienten, also kurz nach PCl, Thrombozytenfunktionstests sowie
Gerinnungstests durchgefiihrt. Dieselben Tests erfolgten 72 Stunden spater ein weiteres
Mal. Zu den Thrombozytenfunktionstests zahlen die Thrombozytenaggregation nach Born
und die Impedanz-Aggregometrie (Multiplate®). Ein weiterer Test untersuchte die
Thrombozytenadhdsion an Kollagen in einer Flusskammer. Die Gerinnungstests umfassen

die Thrombelastographie und die Bestimmung der Gerinnungsparamter PTT und INR.

In der Vergangenheit wurden die Medikamente zur Begleittherapie beim Myokardinfarkt
bereits ausfihrlich untersucht und in groRen Studien erforscht. Bei dieser Studie liegt das
besondere Interesse an der Kombination von zwei jeweils unterschiedlich wirkenden
Medikamenten. Die neueren Medikamente Prasugrel und Bivalirudin werfen dabei die
Frage auf, ob ihre jeweiligen Vorzilige kombiniert vorteilhaft wirken kdnnen. Prasugrel wirkt
einerseits starker antithrombozytar als Clopidogrel, ist jedoch haufiger mit Blutungen
assoziiert. Bivalirudin hingegen ist seltener mit Blutungen assoziiert bei &hnlicher
Antikoagulationsstarke wie Heparin. AuBerdem ist bei Bivalirudin aufgrund seines
Wirkmechanismus zumindest theoretisch eine antithrombozytdare Wirkung denkbar. Daher
ist gerade die Kombination dieser beiden Medikamente im Vergleich zu der herkdmmlichen
Kombination aus Clopidogrel und Heparin fiir die Therapie des Myokardinfarkts
hochinteressant. Die Substudie soll dabei an Hand von verschiedenen Versuchen das
Augenmerk auf die Mechanismen der Medikamente und ihre Wirkung auf sowohl die
Thrombozyten als auch auf die Gerinnungskaskade lenken, um die Ergebnisse mit den

klinischen Endpunkten zu korrelieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Es wurden insgesamt 298 Patienten mit ST-Hebungsinfarkt im Zeitraum von September
2009 bis April 2013 in die BRAVE-4-Studie am Deutschen Herzzentrum Miinchen und der 1.
Medizinischen Klinik des Klinikums Rechts der Isar Miinchen eingeschlossen. Von diesen
wurden 51 Patienten in die BRAVE-4-Substudie zwischen Februar 2011 und April 2013
eingeschlossen. Einschlusskriterien waren ein ST-Hebungsinfarkt mit Schmerzbeginn
<24 Stunden und Schmerzdauer >20 Minuten sowie >0,1 mV ST-Segment-Hebung.
Anamnese, Untersuchung und Aufklarung erfolgte durch den diensthabenden Arzt. Alle
Studienteilnehmer waren volljahrig und haben in Form einer schriftlichen
Einverstandniserklarung ihre Zustimmung zur Teilnahme an der Studie bestatigt. Die
Genehmigung des Studienprotokolls durch die Ethikkommission der Technischen

Universitat Miinchen lag vor. Folgende Kriterien fihrten zum Ausschluss aus der Studie:

e Kardiogener Schock / Z.n. Reanimation

e GroRere Operation <6 Wochen

e Aktive Blutung / erhéhtes Blutungsrisiko

e Gastrointestinale Blutung <2 Monate

e Bekannter Hb <100 g/I, Thrombozyten <100.000/ul

e Ablehnung von Bluttransfusionen

e Z.n. Hirnblutung / Schlaganfall

e V.a. Aortendissektion

e Heparin-induzierte Thrombozytopenie

e Gabe von Thrombolyse, Bivalirudin, LMWH, Fondaparinux flir Index-STEMI
e Phenprocoumon- Therapie <7 Tage zurtickliegend

e Chronische Therapie mit NSARs (aufler ASS), Prasugrel oder Clopidogrel

e Lebenserwartung <1 Jahr
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e Schwere Leber- oder Niereninsuffizienz (GFR <30 ml/min) oder Dialyse
e Allergie gegen Studienmedikation
e Schwangerschaft

e Unfahigkeit des Patienten sich an das Studienprotokoll zu halten

Nach Gabe der Einverstandniserklarung wurden die Patienten durch das Ziehen versiegelter

Briefumschladge in eine der beiden Behandlungsgruppen randomisiert:

a) Prasugrel und Bivalirudin: Prasugrel 60 mg loading, Prasugrel 10 mg/d mind. 30 Tage,
5 mg/d, wenn <60 kg oder >75 Jahre; Bivalirudin i.v. Bolus 0,75 mg/kg KG; wahred PCI:
Bivalirudin Perfusor 1,75 mg/kg KG/h (1,4 mg/kg KG/h, falls GFR 30-59 ml/min)

b) Clopidogrel und Heparin: Clopidogrel 600 mg loading, Clopidogrel 150 mg/d bis
Entlassung, 75 mg/d mind. 30 Tage; Heparin 5000 IU i.v. Bolus, wahrend PCl: Heparin
zusatzliche Gabe moglich, ggf. nach ACT

Zudem wurden 20 gesunde Patienten, die in Alter und Geschlecht mit den STEMI-Patienten
vergleichbar waren und keine antithrombozytdren oder gerinnungshemmenden

Medikamente einnahmen, als Kontrollpatienten in die BRAVE-4-Substudie eingeschlossen.

Die im folgenden beschriebenen Thrombozytenfunktionsversuche und Gerinnungstests
wurden 3 und 72 Stunden nach Aufnahme der Patienten durchgefiihrt. Diese Zeitpunkte
wurden gewahlt um einerseits nach 3 Stunden die Wirkung von beiden Medikamenten der
jeweiligen Kombination messen zu konnen, da die Thrombozytenaggregationshemmer
Clopidogrel bzw. Prasugrel zu diesem Zeitpunkt gerade schon wirken. Der Effekt der
Antikoagulanzien Heparin bzw. Bivalirudin, die nur wahrend der PCl verabreicht wurden,
war gleichzeitig noch nachweisbar. Zum Vergleich wurde ein zweiter Zeitpunkt nach 72
Stunden gewahlt, der nur die Wirkung von Clopidogrel bzw. Prasugrel widerspiegelte. Die

Durchfiihrung der Tests mit den Blutproben der Kontrollpatienten erfolgte einmalig.

Die nachfolgende Beschreibung der Methoden bezieht sich auf die BRAVE-4-Substudie.
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2.2 Probengewinnung

Es erfolgte eine Blutentnahme bei Aufnahme der Patienten sowie 3 Stunden und 72
Stunden nach Randomisierung in eine der Behandlungsgruppen. Die Probenentnahme
erfolgte jeweils langsam aus einer Oberarmvene bei maRiger Stauung durch Punktion mit
einer 21 Gauche-Kanile. Nach 3 Stunden erfolgte sie aus dem noch liegenden arteriellen
Zugang in der Regel der A. femoralis. Fir die Bestimmung der Thrombozytenzahl wurde ein
2 ml| EDTA-R6hrchen (SARSTEDT Monovette®, Nimbrecht) entnommen. Zur Bestimmung
von PTT, INR und Fibrinogen wurden 5 ml Blut entnommen, das mit 2,8% Citrat
antikoaguliert wurde (Citrat-Blut). Fir die Thrombozytenfunktionsanalyse mittels
Impedanz-Aggregometrie (Multiplate®) wurden 2,7 ml Blut entnommen, das mit r-Hirudin
antikoaguliert wurde (SARSTEDT Monovette®, Nimbrecht). Die Bestimmung dieser
Parameter erfolgte durch die Abteilung fiir Klinische Chemie des Deutschen Herzzentrums
Minchen und des Klinikums Rechts der Isar Miinchen. Fir die Thrombelastographie
wurden 3,8 ml Blut mit einer Citrate/Buffer 9 NC/PFA Monovette® (SARSTEDT Monovette®,
Nimbrecht) entnommen. Fir die aggregometrische Messung nach Born® und den
Flusskammerversuch wurden insgesamt 15 ml Citrat-Blut entnommen und innerhalb von 30

Minuten weiter verarbeitet.

2.3 Thrombozytenfunktionstests

2.3.1 Aggregometrische Messung nach Born®

Die Bestimmung der Aggregation wurde nach der turbidimetrischen Methode nach Born®
et al. durchgefiihrt. Diese Methode stellt den Goldstandard zur Messung der
Thrombozytenaggregation dar. Hierbei kommt das Prinzip der Licht-Transmissions-
Aggregometrie zur Anwendung, das darauf beruht, dass die Differenz der Intensitat der
Lichttransmission zwischen thrombozytenreichem und thrombozytenarmen Plasma einer
Probe nach Stimulation der Aggregation registriert wird. Zur Herstellung von

thrombozytenreichem Plasma (PRP) wurden 5 ml Citrat-Blut fir 10 Minuten bei
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800 Umdrehungen ohne Bremse zentrifugiert (Megafuge 20 R, Heraeus Instruments®,
Hanau). Der Uberstand wurde daraufhin mit einer Eppendorf-Pipette (Eppendorf
Reference®, Firma Eppendorf, Hamburg) abgenommen und in ein Glasréhrchen Gberfiihrt.
Um thrombozytenarmes Plasma (PPP) herzustellen, wurden die verbleibenden ca. 4 ml Blut
fiir 10 Minuten bei 3000 Umdrehungen mit Bremse zentrifugiert und der Uberstand wieder
abgenommen. In eine Glaskivette (Test Tuben mikro 7,25x55mm, BIO/DATA Corporation,
PA, USA) wurden anschlieBend 225 ul PPP (automatische Pipette e300, BIOHIT, Helsinki,
Finnland) sowie 25 ul PCR-Wasser pipettiert. In drei weitere Glaskilivetten wurden jeweils
225 ul PRP pipettiert, sowie ein Magnetriihrer (Rihrstab mikro, Firma moélLab, Langenfeld)
hinzugegeben. Die erste Glaskiivette wurde in den Testkanal (Platelet Aggregation Profiler
PAPSE V.2.0.0 Optics, BIO/DATA Corporation, PA, USA) gestellt und als Leerwert geeicht, da
sie als Referenzkivette diente. AnschlieBend wurden die Kivetten mit PRP in die
Inkubationskanale gestellt und fir 2 Minuten bei 37° C inkubiert. Daraufhin wurden sie in
die Testkanale gestellt und jeder Kanal mit der jeweiligen Probe separat gestartet. Einige
Sekunden nach Start der Messung erfolgte die Zugabe von 25 ul Aggregationsstimulus.
Diese waren in den drei verschiedenen Kandlen 20 uM ADP (ADP Konz. 2x10“*M, Firma
molab, Langenfeld), 5 uM ADP (200 pl ADP 20 uM wurden mit 600 pl PCR-Wasser gemischt
und in kleinere Mengen aliquotiert) und 0,19 mg/ml Kollagen (Collagen 1,9 mg/ml
Bio/DATA Corporation, PA, USA). Die Aggregation fiihrte zu einer Zunahme der
Lichttransmission und deren Anderung wurde (iber die Zeit (die Messung lief ca. 6 Minuten)
als Aggregationskurve aufgezeichnet. Dabei bedeutet eine hohe Prozentzahl eine geringe

Aggregationshemmung und eine niedrige Prozentzahl eine starke Aggregationshemmung.
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Abbildung 10: Aggregometrische Messung nach Born® (méLab, 2010).

Die Differenz der Intensitit der Lichttransmission zwischen thrombozytenarmen und thrombozytenreichem
Plasma einer Probe wird nach Stimulation der Aggregation durch verschiedene Reagenzien registriert und
prozentual berechnet. Der beispielhafte Kurvenverlauf spricht wegen hoher Prozentwerte fiir eine fehlende
Hemmung der Aggregation.

2.3.2 Impedanz-Aggregometrie (Multiplate ®)

Die Impedanz-Aggregometrie wurde in der Abteilung der Klinischen Chemie des Deutschen
Herzzentrums Minchen bzw. des Klinikums Rechts der Isar Miinchen durchgefiihrt. Diese
Methode beruht auf dem Prinzip, dass Thrombozyten in ihrem Ruhezustand nicht
thrombogen sind, aber auf ihrer Oberfliche bestimmte Rezeptoren exprimieren, die es
ihnen ermdglichen an Endothelldasionen oder kiinstlichen Oberflachen zu haften, wenn sie
aktiviert werden (Cardinal und Flower, 1980). Nach Aktivierung kdnnen Thrombozyten
dadurch an den Sensoren des Multiplate®-Gerats haften und erhéhen den Widerstand
zwischen zwei Sensoren in einem Testkanal. Dieser elektrische Widerstand wird
kontinuierlich registriert und in sogenannte Aggregation Units (AU) umgewandelt, welche
in einer Kurve aufgezeichnet werden. Dabei bedeutet eine im Vergleich zu Referenzwerten
geringere AU eine Hemmung der Thrombozytenaggregation. Zur Aktivierung der

Thrombozyten wurden verschieden Reagenzien verwendet. Es wurde der ADPtest
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verwendet, wobei die Aktivierung der Thrombozyten durch den ADP-Rezeptor erfolgt. Im
ASPltest erfolgte die Aktivierung durch Arachidonsdure, die durch die thrombozytare
Zyklooxygenase in Thromboxan A; umgewandelt wird, das ebenfalls zur
Thrombozytenaggregation fiuhrt. Der TRAPtest verwendete TRAP-6 (thrombin receptor
activating peptide), der ein potenter Thrombin-Agonist ist und die aktivierende Funktion
von Thrombin am Thrombinrezeptor imitiert. Als letztes kam der COLtest zur Anwendung,
bei dem Kollagen an den Kollagenrezeptor bindet und durch die Freisetzung von
Arachidonsaure, das von der Zyklooxygenase zu Thromboxan A, umgewandelt wird, die

Thrombozytenaktivierung stimuliert (Roche, 2012b).

Abbildung 11: Multiplate®- Gerit (Roche, 2012b).
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Abbildung 12: Funktionsweise der Impedanzaggregometrie (Roche, 2012a).
Thrombozyten exponieren Rezeptoren auf ihrer Oberfliche, die bei ihrer Aktivierung an Gefdf3- oder artifiziellen
Oberflidchen haften. Durch die Anhaftung an die Multiplate®-Sensoren erhéhen die Thrombozyten den

Widerstand zwischen den Sensoren, der kontinuierlich aufgezeichnet und in Aggregation Units (AU)
umgerechnet wird.

2.4 Thrombozytenadhasion an Kollagen unter Fluss

In diesem Versuch wurde die Thrombozytenadhéasion an Kollagen unter Fluss in vitro
dargestellt, um primar die Thrombusinitiation naher zu untersuchen und den Einfluss des

Kollagens bei der Thrombusbildung zu beleuchten. Dabei sollten an Kollagen adharierte
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Thrombozyten dargestellt werden und anschlieBend die eingenommene Flache dieser

Thrombozyten prozentual an der Gesamtflache berechnet werden.

Dazu wurde zunichst eine 15u- Slide VI ®*ibiTreat Flusskammer (ibidi ® GmbH, Martinsried)
vorbereitet. Die Kammern wurden unter der Sterilbank (Heraeus Instruments ®, Hanau) mit
30 ul einer Kollagenlésung beschichtet. Die Kollagenlosung wurde aus 495 ul PBS (PBS
Dulbecco lowendotoxin, BIOCHROM AG, Berlin) und 5 pl Kollagen (Collagen ChronoPar
1 mg/ml, Probe&go Labordiagnostica, Osburg) hergestellt, so dass eine Konzentration von
1:100 erreicht wurde. Nach einer Stunde wurden die Kammern mit 200 ul PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Kammern eine Stunde mit 30 pl einer 1% BSA-Losung (Bovine
Serum Albumin, Sigma-Aldrich®, St.Louis, MO, USA) beschichtet und daraufhin wieder mit

200 pl PBS gewaschen.

Zur Durchfiihrung des Versuches wurden 9 ml Citrat-Blut in ein Falcon- Tube (15ml,
greiner®, Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) tiberfiihrt und
mit 1 ml des Farbstoffs Rhodamine 6G (Rhodamine 6G, Simga-Aldrich®, St.Louis, MO, USA)
0,2 mg/ml (Endkonzentration 0,02 mg/ml) gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Das Blut wurde anschlieBend in eine Perfusorspritze (Original Perfusor®- Spritze
OPS 50ml Luerlock, B.BRAUN Melsungen AG, Melsungen) lberfiihrt und in einen Perfusor
(Module DPS Visio DIN, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg) gesetzt. Die Flusskammer wurde
unter ein Mikroskop platziert (Axiovert 100, Zeiss, Jena) und es wurde eine 20-fache
VergrofRerung eingestellt. Zur Visualisierung des gefarbten Blutes wurde eine UV-Lampe
(VHW 50f-2b, Zeiss, Jena) an das Mikroskop angeschlossen. AuRerdem wurde an das
Mikroskop eine Kamera (AxioCam HRc, Zeiss, Jena) angeschlossen und mit dem Computer
verbunden. Uber einen Schlauch wurde der Perfusor mit der Flusskammer verbunden. Kurz
vor Beginn des Versuchs wurden je 100 ul Magnesiumchlorid sowie Kalziumchlorid in einer
Konzentration von 100 mM zum gefarbten Blut hinzugefiigt. Dadurch sollte der Effekt vom
Citrat aufgehoben werden, um physiologische Bedingungen fiir den Versuch herzustellen.
Daraufhin wurde das Blut mit einer Geschwindigkeit von 10 ml /h (entspricht einer shear
Rate von 1761/s bzw. einem shear stress von 17,61 dyn/cm?) durch die Flusskammer

geleitet. Die Schergeschwindigkeit ist ein MaR dafiir, wie schnell eine Flussigkeit in einer

48



Material und Methoden

Rohre, z.B. einem GefaR, fliet. In Arterien erhdht sich die Schergeschwindigkeit mit der
Abnahme des GefdRdurchmessers. In atherosklerotisch verdnderten Gefdflen mit
hochgradigen Stenosen kdénnen extrem hohe Schergeschwindigkeiten bis zu 40.000/s
entstehen (Strony et al., 1993). Die in diesem Versuch verwendete Schergeschwindigkeit
entspricht ca. der in einer Arteriole vorherrschenden (Hanson und Sakariassen, 1998). Zu
den Zeitpunkten 1, 5, 10 und 15 Minuten wurde mit der Kamera ein Foto von der mit Blut
geflllten Flusskammer gemacht. Die Flusskammer wurde von der UV-Lampe griin
angestrahlt, sodass rote Bilder entstanden. Die Bilder wurden anschlieBend mit dem
Computergramm Cap Image® (Cap Image 7.1, Zeintl, Heidelberg) ausgewertet. Dabei
wurde in der Mitte der Flusskammer ein standardisiertes Quadrat definiert und darauf die
adhérierten Thrombozyten markiert, sodass berechnet werden konnte, wie viel Prozent

der Gesamtflache die adharierten Thrombozyten einnehmen.

Abbildung 13: Aufbau des Flusskammerversuchs (Zeiss, 2011).
Durch die mit Kollagen beschichtete Kammer wird das Blut mittels eines Perfusors geleitet und unter dem

Mikroskop mit einer UV-Lampe visualisiert. Eine am Mikroskop angeschlossene Kamera dokumentiert diesen
Prozess nach 1, 5, 10 und 15 Minuten.
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Abbildung 14: Adhérierte Thrombozyten (hellrot) nach 1, 5, 10 und 15 Minuten.

Zur Visualisierung von zelluldren Bestandteilen der Thromben wurden exemplarisch
einzelne Flusskammern nach Beendigung des Versuchs mit DAPI (DAPI, Sigma-Aldrich®,
St.Louis, MO, USA) gefarbt. Dazu wurde die Flusskammer zunachst mit PBS 3 Mal
gewaschen. Anschliefend wurde sie fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 4%-igem PFA
(Paraformaldehyd (PFA) 4%, in PBS pH 7,4, MORPHISTO® Evolutionsforschung und
Anwendung GmbH, Frankfurt am Main) fixiert. Darauf folgte ein weiterer Waschgang mit
PBS. Zur Permeabilisierung der Zellen wurde die Flusskammer fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit 0,25% Triton (Triton® X-100, Sigma-Aldrich®, St.Louis, MO, USA)
beschichtet und anschlieBend 3 Mal mit PBS gewaschen. Daraufhin wurde 1:3000
verdinntes DAPI (in PBS) auf die Flusskammer gegeben und fir 2 Minuten in einer
Dunkelkammer inkubiert. Zuletzt folgte ein letzter Waschgang mit PBS. Unter dem

Mikroskop konnte nun die mit DAPI gefarbte Flusskammer mit Hilfe der Kamera fotografiert

werden und kernhaltige Zellen im Thrombus dargestellt werden.

Abbildung 15: Fotos zur Visualisierung von zelluldaren Bestandteilen.

Leukozyten erscheinen in blau, darunter adhdrierte Thrombozyten in rot.
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2.5 Gerinnungsparameter

Die Gerinnungsparameter des Standard-Labors Thrombozytenzahl, partielle Thrombinzeit
und Quick bzw. INR wurden durch das Institut fiir Klinische Chemie am Deutschen

Herzzentrum Miinchen und am Klinikum Rechts der Isar Miinchen bestimmt.

2.6 Thrombelastographie

Die Rotationsthrombelastographie (ROTEG by Pentapharm, Basel mit Computerprogramm
von ROTEM®, Tem Innovations GmbH, Miinchen), welche zu den sogenannten
viskoelastischen Methoden gehort, ermdoglicht die Beurteilung der Gerinnselfestigkeit und —
stabilitat. Hierbei werden Gerinnungszeit, Dynamik der Gerinnselbildung, maximale
Gerinnselfestigkeit und Gerinnselstabilitat bzw. —fibrinolyse aufgezeichnet, um dadurch

eine funktionelle Evaluierung der Hdmostase zu ermaoglichen (Lang und von Depka, 2006).

Prim. Thrombinbildung clotbildung Lyse
Haemo-
gtase

vaskuldre
Komponente

| Xla |IXa Viila |

Abbildung 16: Phasen der Gerinnung aus analytischer Sicht (Lang und von Depka, 2006).

Die Gerinnung lIdsst sich aus analytischer Sicht in die 4 Phasen Primére Hédmostase, Thrombinbildung,
Gerinnselbildung und Gerinnselauflésung einteilen.
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Bei der Thrombelastographie wird ein an einem diinnen Draht befestigter Stempel in ein
kleines Cup (Cup&Pin Pro, Rotem®, Tem Innovations GmbH, Minchen) in die Blutprobe
eingetaucht. Dieser Stempel bewegt sich alternierend um 4,75°, wobei die Bewegung des
Stempels durch eine elastische Feder angetrieben wird. Nach dem Eintreten der Gerinnung
bilden sich zwischen der Wand des Cups und dem Stempel Gerinnselfiden, die
entsprechend ihrer Festigkeit die Stempelbewegung hemmen. Die Hemmung dieser
Bewegung wird elektronisch erfasst und als Kurve Uber die Zeit aufgezeichnet (Calatzis,

1996).
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Abbildung 17: Wirkprinzip der Thrombelastographie (Lang und von Depka, 2006).
Links: Darstellung der Messweise des ROTEM ®-Geridits. Rechts: Darstellung der Gerinnungszeit (clotting time, CT),

Gerinnselbildungszeit (clot formation time, CFT) und der maximalen Gerinnselfestigkeit (maximum clot firmness,
MCF) in einer Kurve (iber der Zeit.

Zur Aktivierung der Gerinnung stehen verschiedene Messansatze zur Verflgung. In diesem
Fall wurden vier verschiedene Testsdtze verwendet. Nach der Anleitung des Herstellers
wurde zunachst in der ersten Probe das PFA-Blut (gepuffertes Citratblut mit einem hoheren
Citratanteil) mit Kalziumchlorid (star-tem® 20, Rotem®, Tem Innovations GmbH, Miinchen)
rekalzifiziert. Durch Zugabe (Auto-Pipette, BIOHIT, Helsinki, Finnland) des extrinsischen
Aktivators Tissue-Faktor (ex-tem®) wurde das extrinsische Gerinnungssystem aktiviert und

die Kurve der Gerinnselfestigkeit kontinuierlich aufgezeichnet. Dieser Messwert sollte
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theoretisch mit dem Quick/INR korrelieren. In der zweiten Probe wurde wiederum das PFA-
Blut rekalzifiziert und anschlieRend ein intrinischer Aktivator (in-tem®) hinzugegeben,
sodass das intrinische Gerinnungssystem aktiviert wurde und theoretisch ein mit der aPTT
korrelierter Wert gemessen werden sollte. Die dritte Probe enthielt einen extrinischen
Aktivator (ex-tem®) sowie Cytochalasin D (fib-tem®), einen pharmakologischen Inaktivator
der Thrombozyten, sodass hierbei der Einfluss der Thrombozyten auf die Gerinnung
aufgehoben wurde und der Fibrinanteil des Gerinnsels dargestellt werden kann. Durch die
Differenz der Amplitude von EXTEM und FIBTEM kann dadurch der thrombozytare Anteil
des Gerinnsels abgeschéatzt werden (Lang et al., 2004). In der vierten Probe wurde zu dem
PFA-Blut ein intrinsicher Aktivator (in-tem®) hinzugegeben, sowie eine Heparinase (hep-
tem® Lyo + hep-tem® Dil), welche als Kontrolle den Effekt des Heparins aufheben konnte

(Abramson et al., 1996).

Bei der Auswertung des Thrombelastogramms wurden die Gerinnungszeit (CT), die
Gerinnsel-Bildungszeit (CFT) und die maximale Gerinnsel- Festigkeit (MCF) beurteilt. Die
Gerinnungszeit (CT) umfasst die Zeitspanne zwischen Zugabe des Aktivators und Beginn der
Gerinnselbildung. Die Gerinnungszeit endet, wenn die Amplitude der aufgezeichneten
Kurve den Wert von 2 mm Uberschreitet. Die Gerinnsel- Bildungszeit (CFT) bezeichnet
definitionsgemald die Zeitspanne zwischen Beginn der Gerinnselbildung und Erreichen einer
Amplitude von 20 mm. Sie wird durch einen Farbwechsel in der Kurve dargestellt. Dieser
Wert liefert einen Hinweis auf die Geschwindigkeit der Gerinnselbildung. Die maximale
Gerinnselfestigkeit (MCF) zeigt die maximale Festigkeit des Gerinnsels, welche wahrend der
Messung erreicht wird. Sie spiegelt sich in der maximalen vertikalen Ausdehnung der Kurve
wider. Durch die verschiedenen Tests (FIBTEM bzw. EXTEM — FIBTEM) kann dabei der
Einfluss von Fibrin bzw. der Thrombozyten auf die Gerinnselfestigkeit naher untersucht
werden. AuBRerdem wurde der Lyse-Index (LI) erfasst, welcher als prozentualer Anteil der
Amplitude 60 Minuten nach Beginn der Gerinnselbildung bezogen auf die MCF definiert
wird. Ist die Amplitude zu diesem Zeitpunkt <85% spricht man von einer vorzeitigen Lyse
bzw. Hyperfibrinolyse. Als letztes kann der a- Winkel evaluiert werden, der die Steilheit des

Kurvenanstiegs widergibt (Lang und von Depka, 2006).
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EXTEM

INTEM

INTEM

HEPTEM (= INTEM + Heparinase)

CT = 354 sec.

CT = 152 sec. = Isolierter Heparineffekt

Abbildung 18: Graphen der Thrombelastographie (Lang und von Depka, 2006).

Oben: Darstellung von Normwerten in der Thrombelastographie mit einem extrinsischen bzw. intrinsischen
Aktivator. In griin dargestellt ist die CT, in pink die CFT, die Amplitude entspricht der Gerinnselfestigkeit.

Unten: Eine verldngerte CT im Intem-Test spricht in diesem Fall fiir einen Heparineffekt, da er durch Zugabe von
Heparinase aufgehoben werden kann.
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EXTEM FIBTEM ( = EXTEM + Cytochalasin D)

/
N

—» Thrombozytopenie oder
Thrombozytendefekt

= Fibrinogenmangel

Abbildung 19: Bedeutung des Fibtem-Tests in der Thrombelastographie (Lang und von Depka, 2006).

Mit Hilfe des Fibtem-Tests (Cytochalasin D inaktiviert Thrombozyten und représentiert daher das Gerinnsel ohne
den Einfluss von Thrombozyten) kann eine verringerte Festigkeit des Gerinnsels nédher differenziert werden. Die
Abbildung zeigt dabei, wie zwischen einem Thrombozytenmangel/-defekt und einem Fibrinogenmangel
unterschieden werden kann.

2.7 Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung erfolgte durch das Programm ,,IBM ®SPSS® Statistics 20.0 for
Windows”“. Dabei wurden nicht parametrische Testverfahren angewandt. Fiir verbundene
Stichproben wurden der Wilcoxon-Test und fiir unverbundene Stichproben der Kruskal-
Wallis-Test und der Mann- Whitney- Test verwendet. p-Werte von <0,05 galten dabei als

signifikant, von <0,01 als hochsignifikant.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden zwischen September 2009 und April 2013 298 Patienten mit ST-
Hebungsinfarkt in die BRAVE-4 Studie eingeschlossen. Manner waren haufiger vertreten als
Frauen. Das Verhaltnis lag bei 75,8% zu 24,2%. Insgesamt wurden 152 Patienten in die
Clopidogrel-/Heparin-Gruppe randomisiert und 146 Patienten in die Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe. Von diesen wurden in die BRAVE-4-Substudie 26 Patienten in die
Clopidogrel/Heparin-Gruppe und 25 Patienten in die Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe
randomisiert. Hier lag das Verhéltnis von Mannern zu Frauen bei 84,5% zu 15,5%. Dariber
hinaus wurden 20 gesunde Patienten in eine Kontrollgruppe eingeschlossen, die keine
Medikamente erhielten. Das mediane Alter lag bei 62 Jahren (31-90 Jahre). Die beiden
Studiengruppen waren hinsichtlich der Baseline-Charakteristika vergleichbar. Zum
Zeitpunkt der Aufnahme waren die Studiengruppen insbesondere auch hinsichtlich der
Thrombozytenzahl vergleichbar. Die Baseline-Charakteristika sind zusammenfassend in

Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Baseline- Charakteristika

Clopidogrel/ Prasugrel/ Kontrollgruppe p (C/H vs.
Heparin Bivalirudin (n=20) P/B)
(n=26) (n=25)
Geschlecht (M), n (%) 21 (81) 21 (84) 18 (90) >0,99
Alter (Jahre) 64,42 +9,79 60,92 + 12,08 60,25 + 9,87 0,200
Myokardinfarkt in der 2 (8) 4 (16) 0 0,419
Vorgeschichte, n (%)
Aortokoronarer Bypass | O 0 0 >0,99
in der Vorgeschichte, n
PCl in der 2(8) 3(12) 0 0,668
Vorgeschichte, n (%)
Anzahl GefaB-KHK,
n (%)
-0 0 1(4) 19 (95) 0,490
-1 7(28) 8(32) 1(5) 0,764
-2 11 (44) 6 (24) 0 0,237
-3 7(28) 10 (40) 0 0,382
Niereninsuffizienz (GFR | 1 (4) 0 0 >0,99
<30 ml/min), n (%)
Arterielle Hypertonie, 20 (80) 18 (72) 3 (25) 0,755
n (%)
Diabetes mellitus, 4 (16) 6 (24) 1(8) 0,499
n (%)
Hypercholesterinamie, 16 (64) 16 (64) 2(17) >0,99
n (%)
Nikotinabusus, n (%) 14 (56) 13 (52) 4 (33) >0,99
Body Mass Index 26,37 4,56 27,91 +4,41 25,63 +2,83 0,296
ASS in der 1(4) 4 (16) 0 0,190
Vormedikation, n (%)
Thrombozytenzahl in 207 £ 46,40 220+ 50,39 247 £ 52,32 0,322

G/l
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3.2 Thrombozytenfunktionstests

3.2.1 Aggregometrische Messung nach Born®

Die aggregometrische Messung nach Born® stellt den Goldstandard zur Messung der
Thrombozytenaggregation dar. Dabei wurden die Stimuli ADP (in den Konzentrationen
20 uM und 5 puM) und Kollagen (1,9 mg/ml) verwendet. Hierbei wurde die maximale
Aggregation in Prozent gemessen. Je starker die Aggregation gehemmt ist, desto niedriger
ist die daraus errechnete Prozentzahl der Aggregation. In der Kontrollgruppe wurden
jeweils Normwerte gemessen. Diese lagen bei ca. 70%. Die Werte waren statistisch
hochsignifikant héher als in den beiden Studiengruppen (p<0,01). Nach 3 Stunden waren
fur beide ADP- Teste die maximale Aggregation in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe
statistisch hochsignifikant niedriger als in der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe. Die
Aggregation war im Test mit Kollagen zwischen beiden Gruppen vergleichbar. Auch nach 72
Stunden bestand ein statistisch signifikanter Unterschied in der maximalen Aggregation
zwischen den beiden Studiengruppen in den beiden ADP-Tests (p<0,05) bei niedrigeren
Werten in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe. Im Test mit Kollagen war die Aggregation
nach wie vor zwischen den beiden Gruppen vergleichbar. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 2,

sowie den Abbildungen 20 und 21 dargestellt.

Des Weiteren wurde die maximale Aggregation innerhalb der jeweiligen Studiengruppe im
Zeitverlauf von 3 und 72 Stunden verglichen. In der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe sank die
maximale Aggregation in den Testen mit ADP zwischen 3 und 72 Stunden, im Kollagentest
stiegen die Werte an. In der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe blieben die Werte zwischen 3
und 72 Stunden in den ADP Testen vergleichbar und im Kollagentest stiegen die Werte
ebenfalls an. Insgesamt waren die Verdnderungen fir beide Studiengruppen im
Kollagentest statistisch signifikant (p<0,05) und fir die maximale Aggregation in der
Clopidogrel-/Heparin-Gruppe bei 5 puM statistisch signifikant (p<0,05) und bei 20 pM
statistisch hochsignifikant (p<0,01). Der Vergleich innerhalb der Studiengruppen im

Zeitverlauf ist in den Tabellen 3 und 4 dargestellt.
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Tabelle 2: Ergebnisse der Thrombozytenaggregation nach Born®

Dargestellt ist die maximale Aggregation (MA) in Prozent zu den beiden Messzeitpunkten 3 und 72 Stunden. Die
Tests wurden mit 20uM ADP, 5uM ADP und Kollagen (COL) durchgefiihrt. Eine hohe Prozentzahl bedeutet eine
geringe Aggregationshemmung.

pl: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe

p2: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

p3: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

Zeit | Parameter | Clopidogrel/ n | Prasugrel/ n | Kontrolle pl p2 p3
Heparin Bivalirudin (n=20)
ADP 20 52,44 + 14,18 16 | 26,58 + 12 | 69,55+ <0,01 | <0,01 | <0,01
MA 15,52 14,83
ADP 5 42,06 + 14,32 16 | 16,83 12 | 67,40 <0,01 | <0,01 | <0,01
3h | ma 11,26 13,58
CcoL 20,94 + 27,44 16 | 17,50+ 12 | 67,58 0,530 | <0,01 | <0,01
MA 19,31 8,58
ADP20 36,33 +12,97 15 | 25,42 12 <0,05
MA 11,49
72h ADP 5 28,87 £9,42 15 | 16,75 12 <0,01
MA 9,70
CcoL 38,60 + 26,21 15 | 37,33 ¢ 12 0,922
MA 20,83
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Abbildung 20: Thrombozytenaggregation nach Born® nach 3 Stunden.

Die y-Achse zeigt die maximale Aggregation in Prozent, die x-Achse die Tests mit den verschiedenen Reagenzien
(ADP 20uM, ADP 5uM und Kollagen). Die statistisch signifikanten Unterschiede sowohl zur Kontrollgruppe, als
auch zwischen den beiden Studiengruppen sind deutlich sichtbar. Die Aggregationshemmung war in der
Prasugrel-/Bivalirudin Gruppe jeweils am stdrksten.
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Abbildung 21: Throbozytenaggregation nach Born® nach 72 Stunden.

Die y-Achse zeigt die maximale Aggregation in Prozent, die x-Achse die Tests mit den verschiedenen Reagenzien
(ADP 20uM, ADP 5uM und Kollagen). Zwischen den beiden Studiengruppen bestanden auch nach 72 Stunden
signifikante Unterschiede in den Tests mit ADP. Die maximale Aggregationshemmung war in der Prasugrel-
/Bivalirudin-Gruppe weiterhin stdrker.

Tabelle 3: Vergleich der Aggregation innerhalb der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe zwischen den beiden
Messzeitpunkten

Die maximale Aggregation war in den Tests mit ADP nach 72 Stunden signifikant niedriger als nach 3 Stunden.
Im Test mit Kollagen war die Aggregation jedoch signifikant héher.

Clopidogrel/Heparin 3h n Clopidogrel/Heparin 72h n p
ADP 20 MA 52,44 + 14,18 16 | 36,33 +12,97 15 | <0,01
ADP 5 MA 42,06 + 14,32 16 | 28,87 +9,42 15 | <0,05
coL MA 20,94 £ 27,44 16 | 38,60 26,21 15 | <0,05
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Tabelle 4: Vergleich der Aggregation innerhalb der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe zwischen den beiden
Messzeitpunkten

Die maximale Aggregation war in den Tests mit ADP innerhalb der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe zu beiden
Messzeitpunkten vergleichbar. Die Aggregation im Test mit Kollagen war nach 72 Stunden signifikant
angestiegen.

Prasugrel/Bivalirudin 3h n Prasugrel/Bivalirudin 72h n ¢}
ADP 20 MA 26,58 + 15,52 12 | 25,42 +11,49 12 | 0,533
ADP 5 MA 16,83 + 11,26 12 | 16,75%9,70 12 | 0,532
CcoL MA 17,50 £ 19,31 12 | 37,33+20,83 12 | <0,05

3.2.2 Impedanz-Aggregometrie (Multiplate®)

Mittels der Impedanz-Aggregometrie wurde die Thrombozytenaggregation nach Zugabe der
Stimuli ADP, Arachidonsdure, TRAP und Kollagen untersucht. Hierbei stellen niedrige
Aggregation Units (AU) einen Parameter fiir eine geringe Aggregation dar und somit eine
Hemmung der natilirlichen Thrombozytenaggregation. Im Vergleich zur Kontrollgruppe
zeigten beide Studiengruppen eine statistisch signifikante Erniedrigung der Aggregation
Units (p<0,05). Die Werte fir die Kontrollgruppe lagen im Normbereich. Bei der
Verwendung des ADPtests bestand nach 3 Stunden ein statistisch hochsignifikanter
Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe, da der Wert fir die AUs in dieser Gruppe um ca. 60% niedriger war (p<0,01). Im
ASPI-, TRAP- und COLtest bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede, es zeigte
sich jedoch ein Trend zu niedrigeren Werten in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe. Nach 72
Stunden waren die Werte in allen Tests vergleichbar. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 5

sowie den Abbildungen 22 und 23 dargestellt.

Des Weiteren wurde die Thrombozytenaggregation innerhalb der jeweiligen Studiengruppe
im Zeitverlauf von 3 und 72 Stunden verglichen. Hierbei waren die Werte in der

Clopidogrel-/Heparin-Gruppe im ADP-, ASPl-und COLtest nach 72 Stunden statistisch
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signifikant niedriger als nach 3 Stunden (p<0,05). In der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe
waren die AUs nach 72 Stunden im ADP- und COLtest signifikant niedriger als nach 3
Stunden (p<0,05). Die Tabellen 6 und 7 zeigen diese Ergebnisse. Flir den ADP- und ASPItest
konnte die Fallzahl durch eine retrospektive Analyse der Daten der Gesamtstudie erhdht
werden, die die Ergebnisse bestatigte. Im ASPltest waren die Aggregationswerte in der
Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe nun auch statistisch signifikant niedriger. Die Tabelle 8 stellt

diese Ergebnisse dar.

Tabelle 5: Ergebnisse der Impedanzaggregometrie (Mulitplate®)
Die Werte der Multiplate®-Analyse sind in Aggregation Units (AU) angegeben. Dargestellt sind jeweils die
unterschiedlich verwendeten Reagenzien (ADP, ASPI, TRAP und COL) zu den beiden Messzeitpunkten nach 3 und

72 Stunden. Ein hoher Wert bedeutet dabei eine niedrigere Aggregationshemmung.

pl: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe

p2: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

p3: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

Zeit | Reagenz | Clopidogrel/ n Prasugrel/ n Kontrolle pl p2 p3
Heparin Bivalirudin (n=19)
ADP 507,12 + 26 | 294,72 + 25 | 683,95+ <0,01 | <0,05 <0,01
345,62 256,40 210,77
ASPI 164,35 + 26 | 145,44 + 25 | 853,63+ 0,207 | <0,01 | <0,01
3h 115,93 150,90 321,70
TRAP 879,42 26 | 721,72 + 25 | 1100,47 £ 0,142 | <0,05 | <0,01
377,34 358,03 232,20
coL 547,42 + 26 | 470,96 + 25 | 736,00 0,604 | <0,05 <0,01
326,94 259,40 211,89
ADP 207,00 £ 24 | 177,54 + 24 0,187
81,62 98,08
ASPI 112,83 + 24 | 109,21 + 24 0,635
72h 63,73 82,63
TRAP 745,71 24 | 717,92 + 24 0,650
314,20 266,72
coL 351,58 + 24 | 391,58+ 24 0,433
147,95 168,03
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Abbildung 22: Ergebnisse der Multiplate®-Analyse nach 3 Stunden.

Auf der y-Achse sind die Aggregation Units (AU) angegeben. Ein hoher Wert der Aggregation Units entspricht
einer starken Aggregation, bzw. einer geringen Hemmung der Aggregation. Auf der x-Achse sind die
verschiedenen Tests dargestellt. Zwischen den beiden Studiengruppen bestand nur im ADPtest ein statistisch
signifikanter Unterschied.
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Abbildung 23: Ergebnisse der Multiplate®-Analyse nach 72 Stunden.

Auf der y-Achse sind die Aggregation Units (AU) angegeben. Ein hoher Wert der Aggregation Units entspricht
einer starken Aggregation, bzw. einer geringen Hemmung der Aggregation. Auf der x-Achse sind die
verschiedenen Tests dargestellt. Nach 72 Stunden bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Studiengruppen.
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Tabelle 6: Vergleich der Multiplate®-Werte innerhalb der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe zwischen den beiden
Messzeitpunkten

Die Aggregation Units (AU) nahmen innerhalb der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe zum zweiten Messzeitpunkt
nach 72 Stunden im ADPtest, ASPItest und COLtest signifikant ab.

Clopidogrel/Heparin 3h n Clopidogrel/Heparin 72h n p
ADP 507,12 + 345,62 26 207,00 + 81,62 24 <0,01
ASPI 164,35+ 115,93 26 112,83 +63,73 24 <0,05
TRAP 879,42 £377,34 26 745,71 £ 314,20 24 0,179
coL 547,42 + 326,94 26 351,58 + 147,95 24 <0,01

Tabelle 7: Vergleich der Multiplate®-Werte innerhalb der Prausgrel-/Bivalirudin-Gruppe zwischen den beiden
Messzeitpunkten

Die Aggregation Units (AU) nahmen innerhalb der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe zum zweiten Messzeitpunkt
nach 72 Stunden im ADPtest und COLtest signifikant ab.

Prasugrel/Bivalirudin 3h n Prasugrel/Bivalirudin 72h n p
ADP 294,72 + 256,40 25 177,54 + 98,08 24 <0,05
ASPI 145,44 + 150,90 25 109,21 + 82,63 24 0,059
TRAP 721,72 + 358,03 25 717,92 + 266,72 24 >0,99
coL 470,96 + 259,40 25 391,58 + 168,03 24 <0,01
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Tabelle 8: Erhohung der Fallzahl durch eine retrospektive Analyse der Tests mit ADP und ASPI

Durch die Erh6hung der Fallzahl aus der Datenbank der klinischen Studie zeigte sich keine Verdnderung der
Ergebnisse im ADPtest, im ASPItest waren die Aggregationswerte nun in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe
statistisch signifikant niedriger.

Clopidogrel/Heparin n Prasugrel/Bivalirudin n Kontrolle ¢}
(n=19)
ADP 460,70 £ 316,87 152 276,88 £ 261,28 146 683,95 <0,01
3h 210,77
ASPI 143,63+ 115,93 136 113,84 + 105,32 138 853,63 <0,05
3h 321,70

3.3 Thrombozytenadhasion an Kollagen unter Fluss

In diesem Versuch wurde die Thrombozytenadhasion an Kollagen in einer Flusskammer
beobachtet und mit Hilfe einer Kamera in Form von Bildern visualisiert. Dabei wurden die
Bilder unter einem kontinuierlichen Fluss nach 1, 5, 10 und 15 Minuten aufgenommen.
Mittels eines Computerprogramms wurde die Flache der adhérierten Thrombozyten in
einem zentralen Quadrat markiert und in Prozent an der Gesamtflache berechnet. In der
Kontrollgruppe waren nach 1 Minute ca. 5%, nach 5 Minuten ca. 20%, nach 10 Minuten ca.
30% und nach 15 Minuten ca. 40% der Flache mit adhdrierten Thrombozyten bedeckt. In
beiden Studiengruppen waren die prozentualen Anteile der adhéarierten Thrombozyten
statistisch hochsignifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (p<0,01). Die Prozentwerte
waren insgesamt je ca. 10% niedriger als in der Kontrollgruppe. Lediglich nach 1 Minute
bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-
Gruppe und der Kontrollgruppe. Zwischen den beiden Studiengruppen bestanden in den
Versuchen 3 Stunden nach Aufnahme der Patienten signifikante Unterschiede in den
Prozentwerten nach 1, 5, 10 und 15 Minuten des Flusskammerversuchs. In der Prasugrel-
/Bivalirudin-Gruppe wurden niedrigere prozentuale Anteile der adhéarierten Thrombozyten

festgestellt (p<0,01). Bei den Versuchen 72 Stunden nach Aufnahme der Patienten wurden
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ebenfalls statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Studienpopulationen
festgestellt auBer in den Bildern nach einer Minute. Auch hier wurde ein niedrigerer
prozentualer Anteil der adhéarierten Thrombozyten in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe
festgestellt (p<0,05). Diese Ergebnisse sind in Tabelle 9 sowie den Abbildungen 24 und 25

dargestellt.

Innerhalb der Studiengruppen wurden anschlieBend die Werte zwischen 3 und 72 Stunden
im Zeitverlauf verglichen. In der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe konnte ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen 3 und 72 Stunden bei den Bildern, die in der 1. Minute
des Flusskammerversuchs aufgenommen waren, nachgewiesen werden. Der prozentuale
Anteil der adhéarierten Thrombozyten an Kollagen war geringer geworden (p<0,05). Die
Bilder, die zu den Ubrigen Zeitpunkten aufgenommen waren, zeigten keine statistischen
Unterschiede zwischen den beiden Versuchszeitpunkten. In der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe waren die Werte zu beiden Zeitpunkten vergleichbar. Dies ist in den Tabellen 10

und 11 abgebildet.
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Tabelle 9: Ergebnisse des Flusskammerversuchs
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der an Kollagen adhdrierten Thrombozyten in der Flusskammer. Die Fotos
wurden zu beiden Messzeitpunkten nach 3 und 72 Stunden jeweils zu den Zeitpunkten 1, 5, 10 und 15 Minuten

aufgenommen.

pl: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe

p2: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

p3: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

Clopidogrel/ n Prasugrel/ n Kontrollgruppe pl p2 p3
Zeit Heparin Bivalirudin (n=20)

1 4,32 +£3,10 25 | 2,452,221 24 | 5,70+ 3,97 <0,01 | 0,205 | <0,01
Min

5 14,99 + 4,87 25 | 10,28 £5,31 | 24 | 22,08 +5,89 <0,01 | <0,01 | <0,01
Min

3h

10 23,77 £5,20 25 | 18,18+6,19 | 24 | 32,51+7,22 <0,01 | <0,01 | <0,01
Min

15 30,23 +5,81 25 | 24,06 +5,57 | 24 | 41,13 +8,06 <0,01 | <0,01 | <0,01
Min

1 2,60+0,95 23 | 2,64 +£1,86 23 0,462

Min

5 15,45 + 4,91 23 | 10,73 +5,65 | 23 <0,01

Min

72h

10 24,74 + 7,57 23 | 19,53+7,93 | 23 <0,05

Min

15 29,38 +5,93 23 | 23,59+6,86 | 23 <0,01

Min
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Abbildung 24: Ergebnisse des Flusskammerversuchs nach 3 Stunden.

Auf der y-Achse ist der Anteil der adhdrierten Thrombozyten in der Flusskammer in Prozent angegeben. Auf der
x-Achse sind die verschiedenen Zeitpunkte, zu denen die Bilder wéhrend des Versuchs aufgenommen wurden,
dargestellt.

Zu allen Zeitpunkten bestanden statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Studiengruppen. Die

Thrombozyten adhdrierten in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe weniger stark an das Kollagen in der
Flusskammer.
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Abbildung 25: Ergebnisse des Flusskammerversuchs nach 72 Stunden.

Auf der y-Achse ist der Anteil der adhdrierten Thrombozyten in der Flusskammer in Prozent angegeben. Auf der
x-Achse sind die verschiedenen Zeitpunkte, zu denen die Bilder wéhrend des Versuchs aufgenommen wurden,
dargestellt.

Nach 72 Stunden bestanden ebenfalls zu den Zeitpunkten 5, 10 und 15 Minuten statistisch signifikante

Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen mit niedrigeren Adhdsionswerten in der Prasugrel-
/Bivalirudin-Gruppe.
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Tabelle 10: Vergleich der prozentualen Adhision innerhalb der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe zwischen den
beiden Messzeitpunkten

Innerhalb der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe verdnderte sich die Adhdsion der Thrombozyten an das Kollagen in
der Flusskammer nahezu nicht.

Clopidogrel/Heparin 3h n Clopidogrel/Heparin 72h n p
1 Min 4,32 +3,10 25 2,60+0,95 23 <0,05
5 Min 14,99 + 4,87 25 15,45 +4,91 23 0,670
10 Min 23,77 £5,20 25 24,74 +7,57 23 0,412
15 Min 30,23 +5,81 25 29,38 +5,93 23 0,584

Tabelle 11: Vergleich der prozentualen Adhdsion innerhalb der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe zwischen den
beiden Messzeitpunkten

Innerhalb der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe verdnderte sich die Adhdsion der Thrombozyten an das Kollagen in
der Flusskammer zwischen den beiden Zeitpunkten 3 und 72 Stunden nicht.

Prasugrel/Bivalirudin 3h n Prasugrel/Bivalirudin 72h n p
1 Min 2,45+2,21 24 2,64 +1,86 23 0,149
5 Min 10,28 £5,31 24 10,73 £ 5,65 23 0,372
10 Min 18,18 + 6,19 24 19,53 +7,93 23 0,168
15 Min 24,06 £5,57 24 23,59+ 6,86 23 0,673
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3.4 Gerinnungsparameter

Die Gerinnungsparameter PTT und INR wurden drei Stunden nach Aufnahme, sowie nach
72 Stunden erhoben. In der Kontrollgruppe wurden die Werte fir PTT und INR jeweils
einmal gemessen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren die Werte fiir PTT und INR nach 3
Stunden in beiden Studiengruppen hochsignifikant héher (p<0,01). Auch zwischen den
beiden Studiengruppen bestand ein statistisch signifikanter Unterschied fir diese
Parameter. Die PTT war nach 3 Stunden in der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe deutlich langer
als in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe (p<0,05). Die INR war hingegen in der Prasugrel-
/Bivalirudin-Gruppe hdher (p<0,01). Nach 72 Stunden konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen festgestellt werden.
Insgesamt waren in beiden Studiengruppen die Werte nach 72 Stunden hochsignifikant
niedriger als nach 3 Stunden (p<0,01). Dieser Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 12

dargestellt und in den Abbildungen 26 und 27 veranschaulicht.

Tabelle 12: Ergebnisse der Gerinnungsparameter PTT und INR

Die PTT ist in Sekunden angegeben, die INR in seiner eigenen Einheit (International Normalized Ratio). Die PTT
war in der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe nach 3 Stunden signifikant Iénger als in der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe. Die INR war in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe nach 3 Stunden signifikant héher als in der
Clopidogrel-/Heparin-Gruppe. Nach 72 Stunden waren beide Werte jeweils vergleichbar.

Zeit Clopidogrel/ | n Prasugrel/ n Kontrollgruppe pl p2 p3
Heparin Bivalirudin (n=20)
3h 93,76 £48,69 | 26 | 63,18 + |25 | 29,37+3,06 <0,05 | <0,01 | <0,01
22,64
PTT
72h 29,10+ 3,01 24 | 29,45 1|24 0,741
3,29
3h 1,10+0,11 26 | 1,30+0,30 | 25 | 1,00+ 0,06 <0,01 | <0,01 | <0,01
INR
72h 1,02+0,10 24 | 0,99 +£0,05 24 0,278
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Abbildung 26: Ergebnisse der PTT zu beiden Messzeitpunkten.
Auf der y-Achse ist die PTT in Sekunden angegeben. Auf der x-Achse ist das Ergebnis der Studiengruppen zu

beiden Messzeitpunkten nach 3 und 72 Stunden dargestellt. Die PTT war nach 3 Stunden in der Clopidogrel-
/Heparin-Gruppe signifikant verldngert, nach 72 Stunden bestanden keine Unterschiede.
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Abbildung 27: Ergebnisse der INR zu beiden Messzeitpunkten.

Auf der y- Achse ist die Einheit der INR angegeben. Auf der x-Achse ist die INR der jeweiligen Studiengruppen zu
den beiden Messzeitpunkten nach 3 und 72 Stunden dargestellt. In der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe war die
INR nach 3 Stunden signifikant erh6ht. Nach 72 Stunden waren beide Werte vergleichbar.

3.5 Thrombelastographie

In der Thrombelastographie wurde die Gerinnselfestigkeit und -stabilitdt untersucht.
Hierbei wurden extrinsische und intrinsische Aktivatoren zur Induktion der Gerinnung
verwendet, sowie Substanzen, die den Effekt der Thrombozyten und von Heparin
aufhoben. Zur Auswertung dieses Versuchs wurden die Gerinnungszeit (CT= coagulation
time), die Gerinnsel-Bildungszeit (CFT= clot formation time) und die maximale

Gerinnselfestigkeit (MCF= maximum clot firmness) gemessen. Die Gerinnungszeit war in der
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Kontrollgruppe in den Testen der extrinsischen und intrinsischen Aktivierung, sowie im Test
mit Heparinase statistisch signifikant kirzer als in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe
(p<0,01). Im Vergleich zur Kontrollgruppe bestand in der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe nur
in der Gerinnungszeit nach intrinsischer Aktivierung ein statistisch signifikanter Unterschied

(p<0,01).

Zwischen den beiden Studiengruppen bestand in der CT ein statistisch hochsignifikanter
Unterschied nach extrinsischer Aktivierung, sowie nach Zugabe von Heparinase. Die CT war
hierbei in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe langer (p<0,01). Nach intrinsischer Aktivierung
der Gerinnung bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Studiengruppen. Innerhalb der jeweiligen Studiengruppen bestand jedoch ein statistisch
hochsignifikanter Unterschied in der Gerinnungszeit (CT) zwischen den beiden Zeitpunkten
der Messungen (p<0,01). Diese Ergebnisse sind in Tabelle 13 dargestellt. Die Abbildung 28
veranschaulicht die Ergebnisse der Gerinnungszeit (CT) nach 3 Stunden und die Abbildung

29 in der Messung nach 72 Stunden.

Die Gerinnsel-Bildungszeit (CFT) war im Test nach extrinsischer Aktivierung im Vergleich zur
Kontrollgruppe in den Studiengruppen signifikant niedriger (p<0,01), jedoch bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studienpopulationen. Die CFT nach
intrinsischer Aktivierung, sowie die Messungen nach 72 Stunden waren jeweils
vergleichbar. Innerhalb der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe zeigte sich eine statistisch
signifikant niedrigere Gerinnsel-Bildungszeit nach 72 Stunden im Vergleich zu der Messung

nach 3 Stunden (p<0,01). Diese Ergebnisse zeigt die Tabelle 14.

Die Werte fiir die maximale Gerinnselfestigkeit (MCF) waren 3 Stunden nach Aufnahme der
Patienten in allen 3 Gruppen in allen Testansatzen vergleichbar. Lediglich im Fibtem-Test
bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der
Clopidogrel-/Heparin-Gruppe bei einer niedrigeren MCF in der Kontrollgruppe (p<0,05).
Nach 72 Stunden war die MCF zwischen den beiden Studiengruppen vergleichbar. Die

Tabelle 15 stellt diese Ergebnisse dar.
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Tabelle 13: Ergebnisse der Gerinnungszeit (CT)

Die Gerinnungszeit (CT) ist in Sekunden angegeben. Darstellung der CT zu den beiden Messzeitpunkten nach 3
und 72 Stunden unter Verwendung verschiedener Aktivatoren (extrinsischer und intrinsischer), sowie im Test mit
Heparinase (HEPTEM).

pl: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Prasugrel-/Bivalirudin-

Gruppe

p2: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

p3: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

Zeit | CT Clopidogrel/ | n | Prasugrel/ | n | Kontrollgruppe | p1 p2 p3
(sec.) Heparin Bivalirudin (n=19)
Extem 65,88 + 25 191,79+ 24 | 58,42 +5,95 <0,01 | 0,055 | <0,01
16,17 26,71
Intem 249,56 + 25 | 278,88 + 24 | 174,00+ 11,71 0,303 | <0,01 | <0,01
3h 99,14 96,96
Heptem | 197,76 25 | 275,13 + 24 | 188,89 +31,22 <0,01 | 0,448 | <0,01
43,20 70,97
Extem 59,14+8,62 | 22 | 60,13 £ 24 0,301
6,01
Intem 175,73 + 22 | 182,42 + 24 0,428
72h 29,85 28,72
Heptem | 180,50 + 22 | 186,83 + 23 0,453
31,74 30,97
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Abbildung 28: Ergebnisse der Gerinnungszeit (CT) nach 3 Stunden.

Auf der y- Achse ist die CT in Sekunden angegeben. Auf der x-Achse sind die Ergebnisse der CT durch Verwendung
verschiedener Tests in der Thrombelastographie dargestellt. Zwischen den beiden Studiengruppen bestanden
statistisch signifikante Unterschiede im Test mit EXTEM und HEPTEM. Die Gerinnungszeit war jeweils in der
Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe verldngert.

78



Ergebnisse

6001 Il ClopidogrelHeparin (n=22)
B PrasugrelBivalirudin (n=24)

n.s. n.s. n.s.

5007
400
3007

IS

100

—_— =

T T T
CT Extem 72h CT Intem 72h CT Heptem 72h

Abbildung 29: Ergebnisse der Gerinnungszeit (CT) nach 72 Stunden.
Auf der y- Achse ist die CT in Sekunden angegeben. Auf der x-Achse sind die Ergebnisse der CT durch Verwendung

verschiedener Tests in der Thrombelastographie dargestellt. Zwischen den beiden Studiengruppen bestanden
keine Unterschiede.
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Tabelle 14: Ergebnisse der Gerinnselbildungszeit (CFT)

Die Gerinnselbildungszeit (CFT) ist in Sekunden angegeben. Zur Induktion der Gerinnung wurden die Tests mit
einem extrinsischen und intrinsischen Aktivator durchgefiihrt.

pl: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe

p2: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

p3: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

Zeit | CFT Clopidogrel/ | n Prasugrel/ | n Kontrollgruppe pl p2 p3
(sec.) Heparin Bivalirudin (n=19)
Extem | 90,64 +16,84 | 25 | 88,33 ¢ 24 | 110,63 +22,85 0,303 | <0,01 | <0,01
17,41
3h
Intem 112,48 = 25 | 83,00+ 24 | 85,42 + 15,86 0,192
104,97 24,75
Extem | 82,86+14,69 | 22 | 81,38+ 24 0,817
14,46
72h
Intem | 73,09+14,70 | 22 | 71,88+ 24 0,826
12,65
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Tabelle 15: Ergebnisse der maximalen Gerinsselfestigkeit (MCF)

Die Amplitude der maximalen Gerinnselfestigkeit ist in mm angegeben. Die Tests wurden mit unterschiedlichen
Aktivatoren der Gerinnung durchgefiihrt. Aufserdem wurde der Fibtem-Test angewandt, der die Wirkung der
Thrombozyten aufhob und somit den Fibrinanteil des Gerinnsels darstellt. Die Differenz aus Extem-Fibtem kann
dafiir den thrombozytdren Anteil des Gerinnsels abschdtzen.

pl: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe

p2: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

p3: p-Wert fiir den Unterschied zwischen der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe und der Kontrollgruppe.

Zeit | MCF Clopidogrel/ | n Prasugrel/ n Kontrollgruppe | p1 p2 p3
(mm) Heparin Bivalirudin (n=19)
Extem 64,92 + 4,53 25 | 63,63 +4,02 24 | 62,21 £4,87 0,276
Intem 59,64 +5,79 25 | 59,92 + 4,05 24 | 57,95+4,35 0,415
3h
Fibtem | 16,76 + 4,02 25 | 15,04 £ 4,28 23 | 14,11 +£4,52 0,145 | <0,05 | 0,315
Extem- | 47,64 + 3,65 25 | 48,70 £ 2,85 23 | 48,78 + 3,37 0,443
Fibtem
Extem | 67,68+3,88 | 22 | 68,58 +3,93 24 0,402
Intem 63,00+4,40 | 22 | 63,83+4,50 24 0,348
72h
Fibtem | 22,23 + 6,89 22 | 20,88 +5,84 24 0,619
Extem- | 48,21 +6,54 22 | 48,21 +4,30 24 0,167
Fibtem
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4. Diskussion

Die Begleittherapie bei der interventionellen Versorgung des akuten Koronarsyndroms
wurde in den letzten Jahren durch zahlreiche Vergleichsstudien optimiert. Ein wesentlicher
Bestandteil der  aktuellen  Therapie des akuten  Koronarsyndroms  sind
thrombozyteninhibierende  Substanzen, wie ASS und Thienopyridine, sowie
Antikoagulanzien, wie Heparin und Bivalirudin. Eine Kombinationstherapie aus Prasugrel
und Bivalirudin koénnte in diesem Zusammenhang vorteilhaft sein, da sich die positiven
Effekte von Prasugrel (stdarker antithrombozytdr) und Bivalirudin (weniger Blutungen)
erganzen konnten. Die vorliegende Studie sollte dabei das Augenmerk auf den Effekt von
einerseits Clopidogrel und Heparin und andererseits Prasugrel und Bivalirudin auf

unterschiedliche Aggregationsmechanismen der Thrombozyten richten.

4.1 Baseline-Charakteristika

Die demographischen Daten der Patienten geben einen Uberblick (iber erhobene
Risikofaktoren und die kardiologische Vorgeschichte der Patienten, die die Wirkung der
Medikamente beeinflussen konnten. Hinsichtlich der sog. Baseline-Charakteristika
bestanden zwischen den beiden Studiengruppen keine statistisch signifikanten
Unterschiede. Die gesunde Kontrollgruppe zeigte ein geringeres Auftreten der
Risikofaktoren, war jedoch in Alter und Geschlecht mit den Studiengruppen ebenfalls

vergleichbar.

Die im Folgenden beschriebenen Thrombozytenfunktionsversuche und Gerinnungstests
wurden 3 und 72 Stunden nach Aufnahme der Patienten durchgefiihrt. Diese Zeitpunkte
wurden gewadhlt, um einerseits nach 3 Stunden die Wirkung von beiden Medikamenten der
jeweiligen Kombination messen zu konnen, da die Thrombozytenaggregationshemmer
Clopidogrel bzw. Prasugrel zu diesem Zeitpunkt gerade schon wirken und der Effekt der

Antikoagulanzien Heparin bzw. Bivalirudin noch nachweisbar war. Zum Vergleich wurde ein
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zweiter Zeitpunkt nach 72 Stunden gewahlt, der nur die Wirkung von Clopidogrel bzw.

Prasugrel widerspiegelte.

4.2 Thrombozytenfunktionstests

Im Rahmen der BRAVE-4-Substudie wurden zwei Tests zur Analyse der
Thrombozytenfunktion durchgefiihrt, die die Aggregation der Thrombozyten messen. Diese
sind einerseits die Licht-Transmissions-Aggregometrie nach Born® und andererseits die
Impedanz-Aggregometrie. Die Thrombozytenaggregation nach Born®, auch Licht-
Transmissions-Aggregometrie (LTA), stellt den Goldstandard zur Messung der
Thrombozytenfunktion dar (Haubelt et al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass das
Ouctome nach einer perkutanen koronaren Intervention durch das Level der
Thrombozytenaggregation bestimmt wird, das mit Hilfe der LTA gemessen werden kann
(Sibbing et al., 2008b). Die Nachteile dieser Methode sind jedoch zum einen, dass sie
klinisch in der Routine nicht praktikabel und zum anderen nicht ausreichend standardisiert
ist, sodass viele Faktoren in der Herstellung des PRP und PPP sowie der Reagenzien eine
groRe Varianz in den Ergebnissen liefern konnen (Haubelt et al., 2005). Die Impedanz-
Aggregometrie (Multiplate®) hingegen stellt ein relativ neues Verfahren zur Uberwachung
einer plattchenhemmenden Therapie dar. Im Vergleich zum Goldstandard, der
Thrombozytenaggregation nach Born®, ist sie eine schnellere und ebenso effektive
Methode zur Analysierung der Thrombozytenfunktion (Sibbing et al., 2008b; Sibbing et al.,
2008a). Sie stellt eine leichte, reproduzierbare und sensitive Methode zur Messung der
Thrombozytenaggregation dar (Toth et al., 2006). In einer grofRen Studie konnte aullerdem
gezeigt werden, dass Patienten, die schlecht auf Clopidogrel ansprechen und dadurch ein
erhohtes Risiko flir eine Stentthrombose haben, durch diese Methode ebenfalls detektiert

werden kdnnen (Sibbing et al., 2009).

Die Messung der Thrombozytenaggregation nach Gabe von antithrombozytdren

Substanzen dient der Bestimmung einer moglichen Reaktivitdt der Thrombozyten auf ihre

83



Diskussion

Agonisten, die womoglich mit wiederkehrenden thrombotischen Ereignissen assoziiert ist
(Gurbel, 2006). In einer Metaanalyse wurde festgestellt, dass eine hohe
Thrombozytenreaktivitdt im Zusammenhang mit einer Clopidogrel- Therapie einen starken
Vorhersagewert fir kardiovaskuldaren Tod, Myokardinfarkt und Stentthrombose bei
Patienten nach PCl darstellt (Aradi et al., 2010). In einer weiteren Studie konnte gezeigt
werden, dass ein hoher Anteil an Patienten mit einem STEMI nur ein inaddquates Level
einer Clopidogrel-induzierten Thrombozytenhemmung erreichen und dass diese
verminderte Antwort auf Clopidogrel mit einer beeintrachtigen Thrombolyse in der vom
Infarkt betroffenen Arterie assoziiert sein kénnte (Ferreiro et al., 2013). Daher wurde auf
Basis der Messung der Thrombozytenreaktivitit der Einsatz einer intensivierten
(wiederholte Loading-Dosis oder erhohte Aufrechterhaltungsdosis) antithrombozytdren
Therapie untersucht. Eine Metaanalyse ergab dabei, dass eine intensivierte Therapie die
kardiovaskuldare Mortalitdt nach einer PCl senken kann, dieser Erfolg jedoch von dem Risiko
einer Stentthrombose bei der Therapie mit der Standarddosis von Clopidogrel abhangig ist
(Aradi et al., 2013). Beide Untersuchungsmethoden koénnten deshalb zuklinftig eine

individualisierte antithrombozytare Therapie ermdéglichen.

4.2.1 Aggregometrische Messung nach Born®

In dieser Studie wurde die Thrombozytenaggregation nach Born® zwischen den beiden
Studiengruppen und der Kontrollgruppe verglichen. Dabei war die Aggregation in der
Kontrollgruppe jeweils statistisch hochsignifikant hoher als in den beiden Studiengruppen,
was einer fehlenden Hemmung der Thrombozytenaggregation entspricht. Zwischen den
beiden Studiengruppen bestand ebenfalls ein statistisch signifikanter Unterschied mit einer
starkeren Aggregationshemmung in den Tests mit ADP als Aktivator in der Prasugrel-
/Bivalirudin-Gruppe, nicht jedoch im Test mit Kollagen als Stimulator der Aggregation. Diese
Unterschiede ergaben sich sowohl in der Messung 3 Stunden nach Aufnahme der Patienten
als auch nach 72 Stunden. Dies spricht flir eine starkere Hemmung der

Plattchenaggregation durch Prasugrel. Der Effekt von Prasugrel konnte bereits mit Hilfe der
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Thrombozytenaggregation nach Born® gemessen werden. In einer prospektiven Studie
konnten die pharmakodynamischen Effekte u.a. mittels der LTA dargestellt werden. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass eine hohere Dosis eine schnellere und hoéhere
Plattcheninhibierung bewirkt als eine niedrige Dosis (Tello-Montoliu et al., 2012). Es wurde
zudem bereits in mehreren Studien der starkere plattchenhemmende Effekt von Prasugrel
im Vergleich zu Clopidogrel dargelegt. In einer Studie mit gesunden Freiwilligen zeigte sich,
dass Prasugrel eine schnellere, héhere und weniger variable Hemmung der Thrombozyten
bewirkte im Vergleich zur Hochdosis Gabe von Clopidogrel (Payne et al.,, 2007). In der
FEATHER-Studie wurde mittels LTA festgestellt, dass Prasugrel (10 mg bei hohem BMI, 5 mg
bei normalem BMI) die maximale Plattchenaggregation und die Plattchenreaktivitat starker

senkt als Clopidogrel bei gleichem Blutungsrisiko (Erlinge et al., 2012).

Innerhalb der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe veranderte sich die Aggregationshemmung
zwischen den beiden Messzeitpunkten signifikant. Die Hemmung war im Test mit ADP nach
72 Stunden signifikant starker als nach 3 Stunden. Hingegen in der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe war der maximale Effekt bereits nach 3 Stunden erreicht. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass der maximale Effekt von Prasugrel bereits nach 3 Stunden erreicht ist,

wahrend der maximale Effekt von Clopidogrel spater erreicht wird.

Im Test mit Kollagen war jedoch die Aggregationshemmung in beiden Studiengruppen nach
72 Stunden signifikant schwacher als nach 3 Stunden. Dieses Ergebnis ist im Vergleich zu

den anderen Ergebnissen dieser Studie nicht konsistent.

4.2.2 Impedanz-Aggregometrie (Multiplate®)

Im Rahmen der BRAVE-4-Studie wurde die Aggregationshemmung auch mit Hilfe der
Impedanz-Aggregometrie in beiden Studiengruppen bestimmt. Dabei wurden die Tests mit
verschiedenen Stimulanzien der Aggregation durchgefiihrt (ADPtest, ASPItest, TRAPtest,
COLtest). Der TRAPtest war hierbei in Bezug auf Bivalirudin interessant, da das verwendete

TRAP-6 ein potenter Thrombin-Agonist ist und die aktivierende Funktion von Thrombin am
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Thrombinrezeptor imitiert. Die Werte in den Studienpopulationen waren jeweils
hochsignifikant niedriger als in der Kontrollgruppe, was fir eine Hemmung der
Thrombozytenaggregation in den Studiengruppen spricht und die Effektivitdt der Methode
unterstreicht. Zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe bestand jedoch nur im ADPtest ein statistisch signifikanter Unterschied bei der
Messung 3 Stunden nach Aufnahme der Patienten. Da der ADPtest vor allem die Wirkung
der ADP-Rezeptor-Inhibitoren beleuchtet, scheint der Unterschied durch die starkere
Inhibition der Thrombozyten durch Prasugrel bedingt zu sein. Da der Unterschied bei der
Messung nach 72 Stunden jedoch nicht mehr signifikant ist, sprechen die Ergebnisse dieser
Substudie eher fir eine schnellere als eine starkere Wirkung von Prasugrel im Vergleich zu
Clopidogrel, da die Unterschiede nur nach 3 Stunden und nicht mehr nach 72 Stunden
ausgepragt waren. Dieses Ergebnis ist mit den Erkenntnissen der unterschiedlichen
Pharmakokinetik von Clopidogrel und Prasugrel konsistent, da Prasugrel schneller
metabolisiert wird (Brandt et al., 2007). Jedoch ist es denkbar, dass durch eine Erhéhung
der Fallzahl auch nach 72 Stunden ein signifikanter Unterschied messbar ware. Auerdem
konnte auch ein additiver Effekt von Bivalirudin in der Messung nach 3 Stunden moglich
sein, der zu einem signifikanten Unterschied nach 3, jedoch nicht nach 72 Stunden flhrte.
In diesem Zusammenhang konnte in einer Studie, die den Einfluss von Bivalirudin und UFH
auf die Thrombozytenaggregation wahrend einer PCl bei Patienten, die mit Clopidogrel
vorbehandelt waren, untersuchte, eine weitere Inhibition der Thrombozytenaggregation
durch Bivalirudin im ADPtest der Multiplate®-Aggregometrie nachgewiesen werden
(Sibbing et al., 2008a). Durch die retrospektive Analyse der erweiterten Daten der
klinischen Studie bestatige sich im ADPtest nach 3 Stunden das Ergebnis der Substudie.
Hinzu kam ein signifikanter Unterschied im ASPltest bei niedrigeren Aggregationswerten in
der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe. In den Tests der Substudie mit ASPI, TRAP und COL
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Studiengruppen, jedoch im ASPI-
und TRAPtest ein Trend zu niedrigeren Werten in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe.
Sowohl im ASPItest als auch im COLtest wird letztendlich Uber verschiedene Mechanismen
durch die Zyklooxygenase Thromboxan A, gebildet, das einen potenten

Thrombozytenaktivator darstellt. Da beide Studienpopulationen ASS erhielten, das die

86



Diskussion

Zyklooxygenase hemmt, scheint sich hieraus zu erkldaren, dass keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen bestanden. Im TRAPtest wurde tGber TRAP-6
direkt der Thrombin-Rezeptor stimuliert. Daher war dieser Test besonders interessant, um
moglicherweise die Bivalirudin-Wirkung direkt zu untersuchen. Hier waren jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen nachweisbar. Der
Vergleich innerhalb der jeweiligen Studiengruppen zeigte jedoch im Test mit ADP sowie
Kollagen eine signifikante Abnahme der Aggregationswerte zwischen den Messzeitpunkten,
die dafiir spricht, dass der jeweilige maximale Effekt von Clopidogrel bzw. Prasugrel nach 3

Stunden noch nicht erreicht war.

In der Vergangenheit konnte in mehreren Studien, wie bereits flir Clopidogrel,
nachgewiesen werden, dass sich mittels der Impedanz-Aggregometrie die
Plattchenreaktivitdt nach Gabe von Prasugrel untersuchen lasst. Hierbei wurde ebenfalls
die starkere Thrombozytenhemmung durch Prasugrel festgestellt, da Prasugrel
beispielsweise die hohe Plattchenreaktivitdat im Rahmen einer Clopidogrel-Therapie
aufheben kann und von einer Vorbehandlung mit Clopidogrel unabhdngig wirkt
(Nuhrenberg et al., 2012; Bernlochner et al., 2013a). In einer weiteren Studie bestand eine
langere Regenerationszeit der Thrombozytenfunktion bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit, die mit Prasugrel behandelt wurden, da Prasugrel die Thrombozyten nach

einer Loading-Dosis starker hemmt als Clopidogrel (Bernlochner et al., 2013b).

Im Rahmen der Brave-4-Substudie lasst sich daher bestatigen, dass in der Multiplate®-
Analyse und in der LTA vergleichbare Werte fiir eine Testung der Aggregation mit ADP als
Stimulator erreicht werden kénnen. Mit Kollagen als Stimulus konnten jedoch keine
konsistenten Ergebnisse erzielt werden, da in der LTA die Werte der Aggregationshemmung
nach 72 Stunden anstiegen und in der Multiplate®-Analyse keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Studiengruppen bestanden. Durch beide Methoden konnte eine sich
daraus ergebende stirkere Hemmung der Thrombozyten in der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe gezeigt werden. Die Ergebnisse der Impedanz-Aggregometrie lassen dabei

zusatzlich eine schnellere Wirkung von Prasugrel im Vergleich zu Clopidogrel vermuten.
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4.3 Thrombozytenadhasion an Kollagen unter Fluss

Wahrend die zuvor beschriebenen  Versuche das Augenmerk auf die
Thrombozytenaggregation richteten, wurde in diesem Versuch die Adhdsion der
Thrombozyten an Kollagen in einer Flusskammer untersucht. Dieser Versuchsansatz wurde
gewahlt, weil die Thrombozytenadhasion eine besonders wichtige Rolle beim akuten
Myokardinfarkt zu spielen scheint (Schonberger et al., 2012). Hierbei soll der Effekt der
beiden Medikamentenkombinationen auf die Thrombozyten naher erforscht werden, um
die Mechanismen der unterschiedlich starken Hemmung der Thrombozyten weiterfiihrend
zu erortern. Diese Methode stellt einen besonders interessanten Aspekt bei den Versuchen
dar, da durch sie am ehesten physiologische Verhaltnisse in einem Blutgefall und die darin
stattfindenden Prozesse dargestellt werden kénnen. Sie bietet die einzigartige Mdoglichkeit
Zell-zu-Zell und Zell-zu-Oberflache Interaktionen zu analysieren (Schulz et al., 2009). Die in
dieser Studie verwendete ibidi®-Flusskammer zeigte bereits im Rahmen anderer Studien ihr
Potenzial zur Charakterisierung von Zellinteraktionen im GefaBmodell (Schulz et al., 2009).
Diese Methode ist jedoch im Gegensatz zu den anderen verwendeten Methoden nicht fiir
den klinischen Gebrauch etabliert. Dies ist zum einen durch den Versuchsaufbau und zum
anderen die Versuchsauswertung mittels eines spezifischen Computerprogramms bedingt.
Die Auswertung der Bilder, die die adharierten Thrombozyten am Kollagen zeigten, erfolgte
nicht automatisch, sondern durch individuelle Markierung der adhérierten Thrombozyten.
Dabei erkannte das Programm unterschiedliche Grauwertschwellen, wodurch die heller
erscheinenden Thrombozytenareale sich vom Hintergrund abhoben. Eine Unterscheidung
zwischen adharierenden und aggregierten Thrombozyten war jedoch nicht méglich. Durch
eine verblindete Auswertung nach Abschluss aller Versuche wurde eine valide Auswertung

sichergestellt.

In diesem Versuch ergaben sich konsistente Ergebnisse im Vergleich zu den bisher
beschriebenen Versuchen. Die Flache der adhérierten Thrombozyten war in den beiden
Studiengruppen statistisch hochsignifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Dies zeigt,
dass durch diese Methode die Hemmung der Thrombozyten durch die Studienmedikation

effektiv dargestellt werden kann. Zwischen den beiden Studiengruppen bestand ebenfalls
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ein statistisch signifikanter Unterschied zu beiden Zeitpunkten (3 und 72 Stunden). Der
prozentuale Anteil der adhéarierten Thrombozyten war dabei in der Prasugrel-/Bivalirudin-
Gruppe niedriger als in der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe. Der Vergleich zwischen den
beiden Untersuchungszeitpunkten innerhalb der jeweiligen Studiengruppen zeigte
insgesamt keine statistisch signifikanten Unterschiede. Der Effekt von Clopidogrel bzw.
Prasugrel scheint also in diesem Zusammenhang wesentlich zu sein, da die Unterschiede zu
beiden Studienzeitpunkten zu vermerken waren und die Antikoagulanzien Heparin und
Bivalirudin nur zum ersten Messzeitpunkt nach 3 Stunden nachweisbar waren. Ein
Erklarungsansatz fir diese Ergebnisse konnte in der Bedeutung der ,shear rate” fir die
Wirksamkeit verschiedener Antikoagulanzien liegen. In der Literatur wurde beschrieben,
dass Antikoagulanzien wie Heparin oder selektive Thrombininhibitoren einen scher-
abhangigen Effekt haben. Dieser Effekt wurde ebenso fiir Aspirin beschrieben, im Sinne
einer starkeren Wirkung bei hohen Scherraten. Im Gegensatz dazu ist jedoch die Wirkung
von ADP-Rezeptor-Inhibitoren, wie Clopidogrel und Prasugrel, sowie Glykoprotein Ilb/Illa-
Antagonisten von der Scherrate in einem GefaR unabhédngig (Hanson und Sakariassen,
1998). Bei sehr hohen Scherraten (bis zu 40.000/s), wie sie in Gefalen mit Stenosen
vorherrschen, verliert Aspirin jedoch seinen antithrombotischen Effekt, wahrend ADP-
Rezeptorantagonisten noch die Thrombusbildung hemmen kénnen (Sakariassen et al.,
2001). In Studien mit Flusskammern wurde gezeigt, dass die Thrombusbildung an Kollagen
bei niedrigen Scherraten (650/s) teilweise von Thrombin abhdngig, bei hohen Scherraten
(wie in diesem Modell vorherrschend) jedoch Thrombin- unabhangig ist und dieses erst
nach der initialen Thrombusbildung durch Thrombozyten eine wesentliche Rolle spielt
(Fressinaud et al., 1992; Gast et al., 1994; Orvim et al., 1995). Daher kdnnten Heparine und
direkte Thrombininhibitoren in diesem Modell keinen Effekt auf die Thrombusbildung
haben. In der Vergangenheit wurde bereits der Effekt von Clopidogrel im Rahmen von
Experimenten mit Flusskammern untersucht. Hierbei zeigte sich eine von der Scherrate
unabhangige reduzierte Thrombusbildung bei Einnahme von Clopidogrel (Roald et al.,,
1994). Dies kdnnte daran liegen, dass Thromben an Kollagenoberflichen hauptsachlich aus
Thrombozyten bestehen (Diquelou et al., 1994). Bei steigenden Scherraten verstarkt sich

die Thrombozytenadhasion an einer GefdBwand und somit die Thrombusbildung. Dieser
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Effekt ist bei einer Scherrate von bis zu 1800/s zu verzeichnen (Sakariassen et al., 2001). In
dieser Studie wurde eine Scherrate von 1760/s verwendet. Dadurch konnte die
Wirksamkeit von Clopidogrel bzw. Prasugrel erklart werden, da sie an
Thrombozytenrezeptoren wirken. Dieser Effekt wurde auch in einer aktuellen Studie mit
Patienten, die eine duale antithrombozytdre Therapie erhielten, dargestellt. Hier wurde
jedoch die Thrombusbildung mittels Veranderungen im Flussdruck und nicht Gber die
Thrombusfliche gemessen (Hosokawa et al.,, 2013). Bei Scherraten, wie sie in
KoronargefaRen herrschen, scheint ein thrombozytenhemmender Mechanismus starker auf
die Adhasion zu wirken als antikoagulatorische Substanzen. Dieser scheint auch
dosisabhadngig zu sein, da das starker antithrombozytdar wirkende Prasugrel in diesem

Versuchsansatz auch einen starkeren Effekt zeigte.

4.4 Gerinnungsparameter

Die erhobenen Gerinnungsparameter PTT und INR werden standardmaRig zur
Uberwachung der Gerinnung bei Patienten mit einer klassischen Antikoagulanzientherapie
bestimmt. In den Studiengruppen zeigte sich 3 Stunden nach ihrer Aufnahme eine zu
erwartende Erhohung der PTT durch Heparin bzw. Bivalirudin. Es wurde bereits gezeigt,
dass Heparin dabei eine Erhohung der PTT bis >150 Sekunden bewirken kann. Auch
Bivalirudin erhoht die partielle Thrombinzeit, jedoch in geringerem Male als Heparin
(White und Chew, 2002). Die INR wird von Heparin nur geringfligig angehoben, fir
Bivalirudin hingegen treten erhohte INR- Werte auf (Warkentin et al., 2005). Diese Befunde
spiegeln sich jeweils auch in den Ergebnissen dieser Studie wider. Da die
antikoagulierenden Substanzen Heparin und Bivalirudin nach der perkutanen koronaren
Intervention abgesetzt wurden, war ihre Wirkung zum Zeitpunkt der zweiten Messung
nach 72 Stunden aufgehoben. Daher wurden in dieser Messung fiir beide Studiengruppen
Normwerte erzielt und die Werte waren statistisch signifikant niedriger als zum Zeitpunkt

der ersten Messung. Die Ergebnisse der Gerinnungstests zeigen insbesondere, dass der
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3 Stunden-Zeitpunkt richtig gewahlt wurde, um den Effekt der jeweiligen

Kombinationstherapie unterscheiden zu kénnen.

4.5 Thrombelastographie

Die Thrombelastographie stellt eine Methode zur Gesamtdarstellung der Gerinnung dar. In
dieser Methode werden sowohl die Gerinnselbildung, als auch dessen Festigkeit und
Stabilitdt untersucht. Die Methode wurde bei dieser Studie eingesetzt, da sowohl der
Mechanismus der Thrombusinitiation als auch der Thrombusstabilisierung dargestellt
werden. Wahrend Aggregationstests meist isoliert die Thrombozytenfunktion messen, wird
durch die Thrombelastographie die Gerinnung in ihrem Gesamtkontext dargestellt (Hobson
et al., 2006). Nachteile dieser Methode sind der ausgedehnte Referenzbereich durch die
groBe Variabilitdit von Faktoren, die das Gerinnungssystem beeinflussen. Dadurch
entstehen  Schwierigkeiten bei der Validierung und Standardisierung der
Thrombelastographie  (Hobson et al., 2006). Des Weiteren spiegelt die
Gerinnungsbestimmung mittels Thrombelastographie nur eingeschrankt die physiologische

Situation wider, da der scherabhangige Fluss nicht beriicksichtigt wird.

Die mit dieser Methode gemessene Gerinnungszeit (CT) mit einem extrinsischen Aktivator
korreliert weitestgehend mit dem Gerinnungsparameter INR, die mit einem intrinsischen
Aktivator mit der PTT. Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass in der
Thrombelastographie mit anderen Aktivatoren und Aktivatorkonzentrationen gearbeitet
wird und die Messungen in Vollblut und nicht in Plasma, wie bei der klassischen
Gerinnungsanalytik, erfolgen (Lang und von Depka, 2006). In dieser Studie ergaben sich
zwischen den beiden Studiengruppen nur statistisch signifikante Unterschiede in den Tests
nach 3 Stunden in der Gerinnungszeit nach Zugabe eines extrinischen Aktivators, sowie
nach Zugabe von Heparinase. Die CT war hierbei in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe
ldnger. Da die INR durch Prasugrel-/Bivalirudin stirker angehoben wird als durch
Clopidogrel-/Heparin scheint plausibel, dass auch in diesem Versuch die Gerinnungszeit

nach Zugabe eines extrinsischen Aktivators in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe léanger war.

91



Diskussion

Da nur in der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe die Heparinase den Effekt von Heparin
aufheben konnte, verkirzte sich in dieser Gruppe die Gerinnungszeit wieder auf
Normwerte, wahrend sie in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe, wo die Heparinase keine
Wirkung zeigte, verlangert blieb. Innerhalb der jeweiligen Studiengruppen bestanden
statistisch signifikante Unterschiede in der Gerinnungszeit zwischen den beiden
Messzeitpunkten (3 und 72 Stunden). Dies lasst sich, entsprechend INR und PTT, auf die
Wirkung von Heparin bzw. Bivalirudin zuriickfiihren, da diese nur in der Messung nach 3
Stunden im Blut nachweisbar waren. Die maximale Gerinnselfestigkeit war zu beiden

Zeitpunkten zwischen den beiden Studiengruppen vergleichbar.

Die Thrombelastographie ist in diesem Zusammenhang weiterhin eine interessante
Methode zur Aufdeckung eventueller Verdnderungen in der Gerinnselfestigkeit und -
stabilitdt durch die verwendeten Medikamente. Frihere Studien zeigten keine
Veranderungen in der Gerinnselfestigkeit bei Clopidogrel. Eine hohe Dosis von GPIIb-llla-
Antagonisten kann hingegen zu einer Reduktion der MCF fiihren. Im Rahmen dieser Studie
wurde festgestellt, dass diese Methode die Wirkung von ADP-Rezeptor-Antagonisten, wie
Clopidogrel und Prasugrel, nicht abbildet. Dies kénnte dadurch erklart sein, dass durch
Zugabe eines Aktivators die primdare Hamostase und dadurch der Schritt der
Thrombozytenaggregation nicht addquat erfasst wird (Lang und von Depka, 2006). Dennoch
ist es eine wichtige Erkenntnis, dass durch die bisher nicht untersuchten Medikamente
Prasugrel und Bivalirudin keine Verdanderungen in der Gerinnselfestigkeit aufzutreten

scheinen.
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5. Zusammenfassung

Die BRAVE-4-Studie verglich bei Patienten mit einem ST-Hebungsinfarkt die Kombination
aus einerseits Clopidogrel und Heparin mit den andererseits neueren Medikamenten
Prasugrel und Bivalirudin. Hierbei sollte im Rahmen der klinischen Studie das Outcome der
Patienten verglichen werden in Bezug auf Tod, rezidiverendem Myokardinfarkt,
Schlaganfall, Stentthrombose und gréReren Blutungen. Ein Follow-Up zur Bestimmung der
ischamischen- und Blutungskomplikationen wurde nach 30 Tagen durchgefihrt. In der hier
beschriebenen Substudie wurde die antithrombozytare und antikoagulierende Effektivitat
der jeweiligen Medikamentenkombination untersucht. Es war in diesem Zusammenhang
besonders interessant, ob eine Kombinationstherapie aus Prasugrel und Bivalirudin
vorteilhaft sein konnte, um die positiven Effekte von Prasugrel (starker antithrombozytar)
und Bivalirudin (weniger Blutungen) zu kombinieren. Die vorliegende Studie hat dabei das
Augenmerk auf den Effekt von einerseits Clopidogrel und Heparin und andererseits
Prasugrel und Bivalirudin auf unterschiedliche Aggregationsmechanismen der

Thrombozyten gerichtet.

In der BRAVE-4-Studie konnte kein statistisch signifikanter Unterschied im klinischen
Outcome der beiden Studiengruppen festgestellt werden. Weder ischamische
Komplikationen noch groRere Blutungen traten in der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe
statistisch signifikant seltener auf als in der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe. Bei der
Interpretation der Ergebnisse der klinischen Studie muss jedoch beriicksichtigt werden,
dass die Studie aufgrund langsamer Patientenrekrutierung vorzeitig beendet wurde und

somit weniger Aussagekraft erhilt (Schulz et al., 2014).
Die Ergebnisse der BRAVE-4-Substudie kénnen folgendermaRen zusammengefasst werden:

a) Die jeweils hochsignifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe unterstreichen die
Effektivitdt von sowohl Clopidogrel-/Heparin, als auch Prasugrel-/Bivalirudin zur Hemmung

der Thrombozytenaggregation bzw. der Gerinnungskaskade.
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b) Es bestanden signifikante Unterschiede zwischen der Clopidogrel-/Heparin-Gruppe und
der Prasugrel-/Bivalirudin-Gruppe in den Thrombozytenfunktionstests. In der
aggregometrischen Methode nach Born® waren die Unterschiede zu beiden
Messzeitpunkten nach 3 und 72 Stunden ausgepragt, in der Impedanz-Aggregometrie
(Multiplate®) nur nach 3 Stunden. Die Unterschiede weisen im Hinblick auf die

Pharmakokinetik auf eine schnellere und starkere Wirksamkeit von Prasugrel hin.

c) Im Flusskammerversuch zur Thrombozytenadhadsion an Kollagen bestanden ebenfalls
signifikante Unterschiede zwischen den Studiengruppen zu beiden Zeitpunkten. In diesem
Versuch spiegelten sich am ehesten die physiologischen Verhéltnisse im Gefallsystem
wider. Die Medikamentenkombination aus Prasugrel und Bivalirudin scheint die
Thrombozytenadhdsion in diesem Zusammenhang zu beiden Zeitpunkten starker zu
hemmen als Clopidogrel und Heparin. Daher wurde in diesem Versuch eher die Wirkung
von Prasugrel-/Clopidogrel abgebildet. Dies kénnte wiederum daran liegen, dass die
Thrombozytenadhdasion an Kollagen von der Scherrate abhangig ist und Prasugrel starker

antithrombozytar wirksam ist.

d) Die Gerinnungsparameter INR und PTT, sowie die Gerinnungszeit in der
Thrombelastographie waren durch die Effekte von Heparin bzw. Bivalirudin erhéht bzw.
verlangert. Die INR wird dabei von Bivalirudin und die PTT von Heparin starker beeinflusst.

Die Unterschiede waren jeweils nur zum Messzeitpunkt nach 3 Stunden signifikant.

Somit scheint zusammenfassend eine Therapie aus Prasugrel und Bivalirudin eine starkere
Wirksamkeit als eine Kombination aus Clopidogrel und Heparin zu haben. Diese Ergebnisse
korrelieren jedoch nicht mit dem Outcome der klinischen Studie. Es ist jedoch denkbar,
dass sich die stirkere Wirksamkeit von Prasugrel-/Bivalirudin durch eine Erhéhung der

Fallzahl auch klinisch bemerkbar machen kdnnte.
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