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Einleitung

2. Einleitung

2.1 Thrombozytenfunktion

Die Thrombozyten (Blutplattchen), sind mit einem Durchmesser von 2-4 um die kleinsten Zellen des
Blutes®. Die Thrombozyten haben keinen Zellkern und sind dadurch nur eingeschrinkt zur De-novo-
Synthese von Proteinen fihig!. Die normale Thrombozytenzahl im peripheren Blut betrdgt 150000 bis
300000 pro pul Blut. Thrombozyten werden als zytoplasmatische Abschniirungen von
knochenmarkstdandigen Megakaryozyten in den Blutkreislauf freigesetzt, wo sie physiologischerweise
etwa 8 bis 12 Tage zirkulieren, bevor sie im retikuloendothelialen System der Milz und Leber abgebaut

werden?.

Blutplattchen spielen eine zentrale Rolle bei der primaren Hamostase. Unter physiologischen Bedingungen
flieRt das Blut in einem geschlossenen Kreislauf, ohne dass es zu Blutungen in die Umgebung oder zum
Sistieren des Blutflusses kommt!. Hierbei isoliert ein intaktes Endothel den Blutstrom von den
thrombogenen Strukturen des Subendothelsl. Dabei befinden sich die Thrombozyten im inaktiven
Zustand, weisen eine scheibenférmige Gestalt auf und zeigen keinerlei Interaktion miteinander!. Kommt
es zu einer Endothelldsion z.B. durch eine GefaBRwandverletzung, treten die Blutplattchen in Kontakt mit
subendothelialen thrombogenen GefiaBwandbestandteilen und bilden zusammen mit den Komponenten
der plasmatischen Gerinnungskaskade einen hamostatischen Thrombus, welcher die Lasion abdichtet und
die Blutung zum Stillstand bringt (physiologische Himostase). Dariiber hinaus sind die Thrombozyten
entscheidend an der Entwicklung von atherosklerotischen Lisionen und der Atherothrombose beteiligt>
3, Hierbei kommt es nach Ruptur oder Erosion atherosklerotischer Plaques zur Bildung eines intraluminalen
plattchen- und fibrinreichen Thrombus, der die Arterie komplett oder teilweise verschlieBen und dadurch
ein akutes ischdmisches Ereignis auslésen kann3. Die Bildung eines Blutgerinnsels, sowohl im Rahmen der
physiologischen Hamostase als auch bei der Atherothrombose, ist ein komplexer Vorgang, der neben der
Aktivierung der plasmatischen Gerinnungskaskade eine Thromozytenadhéasion an die Gefdallwandlasion,
Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten erfordert®. Diese Mechanismen werden im Folgenden

genauer erlautert.
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2.2 Mechanismen der Thrombozytenaktivierung

2.2.1 Adhasion

Nach Unterbrechung der Kontinuitdt des Endothels haben die Thrombozyten direkten Kontakt mit
thrombogenen Matrixstrukturen, unter anderem verschiedenen Kollagentypen und von Willebrand Faktor
(VWF)¥ 3>, Die zirkulierenden Plattchen werden initial durch die Wechselwirkung von thrombozytirem
Glykoprotein Ib (GPlb) mit subendothelialem vWF verlangsamt (,tethering”). Subendothelialer vWF ist
durch Sekretion aus Endothelzellen schon in der Matrix vorhanden. Zudem kann vWF in arteriell
fliessendem Blut nach Endothelldsion an subendotheliale Kollagenfasern
binden® * &, Voraussetzung dafiir ist die scherinduzierte Konformationsdnderung des globuliren Plasma-
VWEF, welche dessen Bindung an subendotheliale Kollagenfasern ermdglicht. Der an Kollagen gebundene
VWF spielt eine wichtige Rolle fir die Thrombusbildung im arteriellen System* >, Die Interaktion von
thrombozytdarem GPlb mit vWF, welche insbesondere bei hohen Scherraten (>1000/s), wie in kleinen
Arterien und Arteriolen, aber auch in atherosklerotisch stenosierten GefdaRen, fur die
Thrombozytenadhasion bedeutsam ist, ist aufgrund einer hohen ,on/off-Rate” sehr schnell reversibel und
flihrt zum transienten Anheften (,rolling”) der Thrombozyten an die Endothelldsion. Dadurch wird der
Kontakt der zwei thrombozytdren Kollagenrezeptoren Glykoprotein VI (GPVI) und Integrin a,B: an die
subendothelialen Kollagenfasern erméglicht, was zu einer stabilen Thrombozytenadhésion fuhrt® 7.
AnschlieBend kommt es zur Kollagen-induzierten Thrombozytenaktivierung, bei der das GPVI die zentrale
Rolle spielt® & Die genaue Struktur und Funktionsweise dieser beiden Kollagenrezeptoren wird im

Abschnitt 2.6 ausfiihrlich beschrieben.

Bei der Ausbildung einer festen Adhasion spielt dariiber hinaus das Integrin aypPBs Gber seine Interaktion
mit kollagengebundenem vVvWF und dem im Bereich einer Endothelschadigung freigelegtem
Fibrinogen/Fibrin eine wichtige Rolle* ®°. Im Endstadium der Adhision kommt es zum Thrombozyten-

spreading tiber die subendothelialen Matrixstrukturen, wodurch die Endothellision abgedichtet wird®.
2.2.2 Aktivierung, Formveranderung und granuldre Sekretion

Bereits wahrend des Adhasionsvorgangs beginnt die Thrombozytenaktivierung. Dieser komplexe Prozess
erfolgt in wenigen Sekunden und besteht aus mehreren Teilvorgangen, namlich thrombozytdrer
Formveranderung (,shape change”), Sekretion von Granulainhaltsstoffen, Aktivierung von
Oberflachenrezeptoren und Re-Organisation der Membranphospholipide, welche gemeinsam zur Bildung

eines stabilen plattchenreichen Thrombus fiihren?3.
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Fibrillares Kollagen, insbesondere Typ | und Typ lll, ist von entscheidender Bedeutung nicht nur fiir die
Adhasion, sondern auch fiir die Aktivierung der Thrombozyten. Wahrend das Integrin azf3; insbesondere
fiir die Vermittlung einer stabilen Thrombozytenadhasion an Kollagen verantwortlich ist, spielt das GPVI
die zentrale Rolle bei der Kollagen-induzierten Aktivierung von Thrombozyten®. Die Interaktion von GPVI
mit Kollagen initialisiert die Aktivierung von Integrinen a,f1und auuPs, die Gestaltverdanderung adharenter
Thrombozyten, die granuldre Sekretion sekundarer Mediatoren wie Adenosindiphosphat (ADP), die
enzymatische Freisetzung von Arachidonsdure aus Membranphospholipiden und deren Synthese zu
Thromboxan A, (TxA;) sowie die Re-Organisation der thrombozytdren Plasmamembran mit Steigerung
ihrer pro-koagulatorischen Aktivitit!?. Die GPVI-vermittelte Plittchenaktivierung wird durch das Integrin

aB;1 zusatzlich unterstitzt!t,

Durch die Gestaltveranderung der Thrombozyten, welche durch Neuorganisation ihres Zytoskeletts
geschieht, kommt es zur Bildung von Ausstiilpungen der Plasmamembran (Pseudopodien) und damit zur
VergroRerung der Zelloberflaiche mit konsekutiver Verstarkung der thrombozytdaren Antwort. Ferner

werden die sekretorischen Granula zentralisiert, was fiir den Sekretionsvorgang bedeutsam ist® 3.

Bei granuldrer Sekretion setzen abhingig von der zytosolischen Ca?*-Schwellenkonzentration zunichst die
dichten Granula und die a-Granula ihre Inhaltsstoffe frei, erst dann die Lysosomen® '* 3, Die dichten
Granula sezernieren v.a. ADP, ATP, Serotonin und Ca?'. Die a-Granula setzen Wachstumsfaktoren,
Chemokine, Adhasionsproteine, VWF, Thrombospondin sowie Gerinnungsfaktoren (Fibrinogen, Faktor V)
freil. SchlieRlich sezernieren aktivierte Thrombozyten eine Reihe von Hydrolasen aus ihren Lysosomen, die
fiir eine Auflockerung der subendothelialen Struktur sorgen und pathophysiologisch am Umbau der
GefaBwand bei atherosklerotischen Vorgdngen beteiligt sind® 13, Die Sekretion der Granulainhaltsstoffe
verstarkt den Aktivierungsprozess und leitet die sekundare irreversible Phase der Aggregation durch

Forderung der Fibrinbildung ein.

Die positiven ,feedback“-Mediatoren ADP und TxA,, sowie das durch die Aktivierung der Gerinnung
gebildete Thrombin binden an spezifische Rezeptoren, die an heterotrimere G-Proteine (Gi, Gq und G12/13)
gekoppelt sind. Sie potenzieren die Kollagen-induzierte Thrombozytenaktivierung und rekrutieren
zirkulierende Thrombozyten, sodass ein rapides Thrombuswachstum ermdglicht wird® 4, ADP aktiviert
Thrombozyten Uber Bindung an die Rezeptoren P2Y; und P2Y1,. TxA; wirkt Gber die Thromboxan-
Prostanoid-Rezeptoren TPa und TPB, wobei auf Thrombozyten nur TPa exprimiert ist®>. Thrombin
stimuliert die Thrombozytenaggregation lGber die Bindung an seine Protease-aktivierten Rezeptoren PAR-

1 und PAR-4'21%17 |m Folgenden werden die jeweiligen Signalwege kurz erliutert.
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Gi-Protein-gekoppelte Rezeptoren, wie PAR-1, PAR-4 und P2Y1;, hemmen die Adenylatzyklase, wodurch
die Bildung des inhibitorisch wirksamen cAMP stark verringert und damit die Wirkung des
antiaggregatorisch wirksamen Prostazyklins (PCl;) reduziert wird'2. Zudem setzen Gi-Proteine den By-
Komplex frei, welcher unter anderem tber die Aktivierung von Phosphatidylinositol 3-Kinase (P13K) sowie

von Proteinkinase B die Thrombozytenaggregation stimuliert®.

Gq-gekoppelte Rezeptoren, wie P2Y;, PAR-1, PAR-4 und der TPa, vermitteln die Aktivierung von
Phospholipase Cg. Die Phospholipase Cg spaltet Phosphoinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) der
thrombozytiren Plasmamembran unter Bildung von Inositol-1,4,5-Triphosphat (IPs), das die Ca?-
Freisetzung aus dem dichten tubularen System stimuliert, und Diacylglycerol (DG), das die Proteinkinase C
aktiviert, welche zahlreiche weitere Proteine phosphoryliert * Y. Der Anstieg intrazelluldrer Ca?*-
Konzentration stimuliert die Bildung von TxA; und fiihrt zur Ca?*-Calmodulin-abhdngigen Phosphorylierung
der Myosinleichtketten und dadurch zur Formveranderung der Thrombozyten. Weiterhin vermittelt die
Aktivierung der Phospholipase Cg die granuldre Sekretion sowie Uber die inside-out-Aktivierung des

Fibrinogenrezeptors B3 die Thrombozytenaggregation' 7.

Gi2/13-Protein gekoppelte Rezeptoren, wie PAR-1, PAR-4 und TPa, vermitteln Giber die Aktivierung von
kleinen GTP-bindenden Proteinen der Rho-Familie die Re-Organisation des Zytoskeletts bei der
Formverinderung der Thrombozyten'? > 17, Dabei wird durch die Aktivierung von Rho und Rho-Kinase
Ca?*-unabhingig die Phosphorylierung der Myosinleichtkette stimuliert, welche wie die Ca**-Calmodulin-
abhangige Phosphorylierung der Myosinleichtkette iber den G4-Signalweg die Interaktionen von Myosin

mit Aktinfilamenten ermoglicht, die der thrombozytidren Formveranderung zugrunde liegen!* 1718,

Wahrend der Thrombozytenaktivierung verandert sich die Organisation der thrombozytdren
Plasmamembran, sodass negativ geladene Phospholipide wie Phosphatidylserin auf der
Thrombozytenoberflache exponiert werden, was die Anlagerung von plasmatischen Gerinnungsfaktoren
wie Faktor V, Vllla, IXa und Xa und die Bildung eines katalytischen Prothrombinasekomplexes an der
aktivierten Thrombozytenoberfliche ermoglicht. Das dadurch gebildete Thrombin ist ein starker

Plattchenaktivator und fiihrt Giber die Fibrinbildung zur Stabilisierung des hdmostatischen Thrombus® 3,
2.2.3 Aggregation

Unter Aggregation versteht man den Kohé&sionsvorgang zwischen mindestens zwei Thrombozyten?.
Thrombozytenaggregate kdnnen innerhalb weniger Minuten sehr groff werden (>1000 Thrombozyten)

und einen hamostatischen oder okklusiven Thrombus bilden. Die essentielle Bedeutung hat dabei das
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thrombozytare Integrin auiBs, auch Glykoprotein IIb/llla (GPlIb/llla) genannt®. Durch Kollagen-, ADP-, TXA,-
und Thrombin-induzierte Thrombozytenaktivierung kommt es zur inside-out-Aktivierung des Integrin oy
sowie zur Steigerung der Oberflachendichte der ausPs-Molekiile durch deren Sekretion aus den a-Granula.
Die Aktivierung des Integrin aubPs flhrt zur Steigerung der Affinitdt an seine Liganden, namlich Fibrinogen,
Fibrin, vWF und Fibronektin®31%2° Der wichtigste Ligand des Integrin au»Bs ist Fibrinogen. Fibrinogen kann
die Thrombozyten untereinander vernetzen und dadurch Aggregate bilden®. Die Bindung von Fibrinogen
an das Integrin ayBsist anfangs reversibel und wird nach Sekretion von Granulainhaltsstoffen irreversibel®.
AnschlieBend wird der Thrombus durch die Thrombin-vermittelte Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin

und die oybBs- und Fibrin-vermittelte Gerinnselretraktion stabilisiert 2%,

2.3 Entstehung atherosklerotischer Lasionen

Akuter Myokardinfarkt und ischamischer Schlaganfall flhren seit Jahren die
Todesursachenstatistiktabellen in Industrielandern an?%. Die wichtigste pathophysiologische Grundlage
dieser ischdamischen Ereignisse stellt die Atherosklerose dar. Atherosklerose ist eine chronisch
progrediente degenerative Erkrankung der Arterien, die durch Akkumulation von Lipiden und
extrazelluldren Matrixstrukturen sowie durch komplexe inflammatorische Vorgdnge gekennzeichnet
ist?> 2%, Kardiovaskulare Risikofaktoren, wie Dyslipidamie, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, Diabetes

23 2327 Diese entsteht bevorzugt an

mellitus, konnen eine Endotheldysfunktion induzieren*
GefaRverzweigungen oder in GefaRkurvaturen, an denen es zur Verwirbelung des Blutstroms kommt?3, An
solchen Stellen weist das Endothel eine erhdohte Durchldssigkeit fiir Lipoproteine, wie low density
lipoprotein (LDL), auf, die subendothelial akkumulieren und dort eine Inflammation in Gang
setzen 2 2> 28 Es kommt zur gesteigerten Adhasion und Transmigration von Monozyten, Mastzellen,
Neutrophilen und T-Lymphozyten in die Intima'* 2" 2°, Vermittelt durch macrophage colony-stimulating
factor (MCSF) differenzieren die Monozyten zu Makrophagen? 26, Uber spezifische Scavenger-Rezeptoren
erkennen die Makrophagen das stark oxidierte LDL und nehmen dieses ins Zellinnere auf, wodurch sie zu
sogenannten Schaumzellen werden, die fiir eine friihe, in der Regel asymptomatische atherosklerotische
Lasion (,fatty streak”) typisch sind®> %" 3%, Schaumzellen und andere Entziindungszellen erzeugen ein
hochinflammatorisches Milieu %> 25, Es kommt zur Migration glatter Muskelzellen von der Media in die
Intima, wo sie sich phadnotypisch von kontraktilen zu synthetisierenden Zellen umwandeln, und

extrazelluldre Matrixproteine, vor allem Kollagene produzieren®. An der Auslésung und Aufrechterhaltung

des Entziindungsgeschehens in der Intima sind auch die Thrombozyten beteiligt. Ihre Interaktion mit

9
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Endothelzellen und Leukozyten amplifiziert die Inflammation in der GefaBwand und ist von Bedeutung fir

die Progression der Atherosklerose? 2% 3134,

Durch das Fortschreiten der Inflammation sowie durch die Apoptose von Schaumzellen und Akkumulation
groRer Mengen an extrazelluldren Lipiden und Zelltrimmern entsteht aus einem fatty streak ein fibroser
atherosklerotischer Plaque mit lipidreichem nekrotischen Kern und fibréser Kappe aus Kollagen- und
Proteoglykan-reicher ~ Matrix mit  eingelagerten glatten  Muskelzellen?*.  Fortgeschrittene

atherosklerotische Lisionen kénnen Kalzifizierungen, Ulzerationen und Neovaskularisationen aufweisen*

25,35, 36

2.4 Plaque-Ruptur, Plaque-Erosion und Atherothrombose

Stabile atherosklerotische Lasionen zeichnen sich durch einen verhaltnismaRig kleinen nekrotischen Kern
bedeckt von einer gleichmaRig dichten fibrésen Kappe und geringe Entziindungsaktivitat aus?. Durch das
GroBenwachstum stabiler Plaques kann es zur Obstruktion einer Koronararterie kommen, was sich klinisch

als stabile Angina pectoris dulRert.

Die meisten fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques fiihren bedingt durch expansives Remodelling
in der arteriellen Wand jedoch zu keiner signifikanten GefdRstenose3® *’. Daher sind fortgeschrittene
vulnerable, rupturgefdhrdete Plaques oft asymptomatisch und in der Koronarangiographie nicht
nachweisbar®® 3, Deren Ruptur oder Erosion fihrt durch die Exposition des prothrombotischen Materials
in den Blutstrom zur Atherothrombose, wodurch ein akutes ischamisches Ereignis hervorgerufen werden
kann* 27 29 Abhidngig davon, ob der GefiRverschluss in den Koronar- bzw. Zerebralarterien
voribergehend oder permanent ist, treten entweder instabile Angina pectoris oder ein Myokardinfarkt

bzw. eine transitorische ischamische Attacke (TIA) oder ein ischdmischer Schlaganfall auf?’.

Akute Atherothrombosen entstehen vor allem durch Ruptur eines vulnerablen Plaques, seltener durch
Plaque-Erosion®®. So werden 55-65 %, in manchen Verdffentlichungen sogar bis zu 75 % akuter koronarer
Arterienverschliisse, die zu einem Myokardinfarkt oder einem plétzlichen Herztod gefiihrt haben, durch
eine Plaque-Ruptur verursacht'* 2”3, Eine Studie untersuchte Karotisplaques von Patienten, die einen
Schlaganfall oder eine TIA erlitten hatten, und von asymptomatischen Patienten, die sich einer
Endarterektomie bei hochgradiger Karotisstenose unterzogen hatten. Hierbei zeigte sich, dass 90 %
thrombosierter Karotisplaques, welche zu einem ischamischen Schlaganfall gefiihrt hatten, durch eine
Plaqueruptur zustande kamen®°.

10
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Rupturgefahrdete vulnerable Plaques zeichnen sich durch einen groBen lipidreichen nekrotischen Kern
und eine stark ausgediinnte fibrése Kappe aus, die eine hohe Dichte an Makrophagen und nur wenige
glatte Muskelzellen aufweist?” 3% 3, Die Produktion der extrazelluldren Matrix nimmt ab3®. Zudem bauen
die Matrix-Metalloproteasen (MMPs), die vor allem durch Makrophagen freigesetzt werden, die

Kollagenfasern der fibrésen Kappe ab und destabilisieren den Plaque dadurch zusatzlich?%.

2%, 40 Hierbei werden verschiedene

Die Plaqueruptur erfolgt bevorzugt an der Plaqueschulterregion
prothrombogene Substanzen aus dem Plagueinneren dem Blutstrom ausgesetzt, wobei fibrilldres Kollagen
Typ | und lll sowie Tissue Faktor entscheidend fiir die Plaque-Thrombogenitat sind® 4% %2, Im Vergleich zu
Kollagenfasern einer gesunden Gefdlwand sind Kollagenstrukturen atherosklerotischer Plaques
morphologisch sehr heterogen. Sie zeigen meist keine typische fibrillare Struktur, sondern liegen gemischt
in Form von kleineren und gréReren, diffus verteilten und miteinander vernetzten Fragmenten vor® %,
welche vermutlich durch die proteolytische Spaltung der Kollagenstrukturen durch MMPs und lysosomale
Enzyme entstehen® & 23, Dadurch wird deren Thrombogenitdt im Gegensatz zu der Intima gesunder
Arterien deutlich erhoht. So zeigte sich, dass die Thrombozytenanheftung an menschliche
atherosklerotisch veranderte Koronararterien deutlich hoher im Vergleich zur normalen Arterienwand
ist*1, und dass in Mausen die thrombozytire Antwort in verletzten atherosklerotischen Karotisarterien viel
ausgepragter als nach Verletzung einer normalen Arterienwand ist®. Ferner werden weitere adhisive und
thrombozytenaktivierende Plaguekomponenten, wie Phospholipide, Lysophosphatidsdure, vWF,
Fibrin/Fibrinogen, Vitronektin, Laminin, Fibronektin, oxidiertes LDL, Cholesterinester und -kristalle,

freigesetzt, welche bei der Thrombusbildung méglicherweise beteiligt sind® 2% 414445,

AuRer einer Plaque-Ruptur kann auch eine Plaque-Erosion zu einem akuten ischdmischen Ereignis
fuhren®. Plaque-Erosion entsteht nach Endothelzerstérung wahrscheinlich durch dessen Apoptose oder
Nekrose und wird in manchen Veroffentlichungen fiir bis zu 30-40 % akuter Koronarthrombosen
verantwortlich gemacht!* 2”47, Betroffen sind meist Frauen und jiingere Manner*®. Zudem besteht eine
Korrelation mit Nikotinabusus. Im Vergleich zu einer rupturgefahrdeten atherosklerotischen Lasion ist ein
erosionsanfalliger Plaque reich an Proteoglykanen und glatten Muskelzellen und enthadlt weniger
Entziindungszellen?. Inflammation und Lipidakkumulation scheinen bei der Pathogenese der Plaque-
Erosion keine relevante Rolle zu spielen?” *®, Bei der Plaque-Erosion entsteht meist ein wandstandiger,

nicht okklusiver Thrombus®°.

Nach einer Ruptur oder Erosion eines fortgeschrittenen atherosklerotischen Plagues kommt es zunachst,

wie bei der physiologischen Hamostase, zur transienten Adhasion der Blutplattchen an das Subendothel,
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vermittelt durch die Interaktion des thrombozytiren GPlb mit kollagengebundenem vWF? 14 %8
AnschlieBend erfolgt die Plaque-induzierte Thrombusbildung in 2 aufeinanderfolgenden Schritten: nach
der ersten, schnell ablaufenden Phase der GPVI-abhdngigen Thrombozytenadhéasion und -aggregation auf
Plaque-Kollagen kommt die zweite Phase, in der durch den Plaque-tissue-factor Thrombin und Fibrin
gebildet werden*?. Hierbei wurde gezeigt, dass die Plaque-induzierte Thrombenbildung durch die

Inhibition von GPVI, jedoch nicht von Plaque-tissue-faktor gechemmt werden kann*2.

Wahrend die Thrombusbildung an normales Bindegewebskollagen Typ | und Typ lll unter Fluss die
koordinierte Aktivierung der beiden thrombozytdren Kollagenrezeptoren GPVI und Integrin a3f:
erfordert!* stimulieren die heterogenen Plaque-Kollagenstrukturen die Thrombusbildung ausschlieRlich
tiber die Aktivierung des thrombozytidren GPVI® *°, So konnte die Plaque-induzierte Thrombusbildung
durch GPVI-Antikérper aber nicht durch Antikérper gegen das Integrin a,f: blockiert werden® *°. Dies lieR
sich auch in Mausmodellen bestétigen, in denen die durch Plaqueverletzung induzierte Thrombose durch
Anti-GPVI-Antikdrper gehemmt wurde® 5. Zudem konnten Mausplattchen mit fehlender GPVI-Expression

keine Thromben auf den atherosklerotischen Plaques bilden?®.

2.5 Antithrombozytare Substanzen

Thrombozyten spielen die zentrale Rolle bei der Atherothrombose, welche die pathogenetische Grundlage
fur Myokardinfarkt und ischamischen Schlaganfall darstellt®. Daher steht die antithrombozytare Therapie
im Mittelpunkt der Prévention atherothrombotischer Ereignisse!® 2. Im Folgenden werden verschiedene
derzeit verwendete antithrombozytdre Substanzen vorgestellt, und im Abschnitt 2.9 wird auf neue in

klinischen Studien getestete Plattchen-Hemmer eingegangen.
2.5.1 Duale antithrombozytire Therapie (dual antiplatelet therapy, DAPT)

Acetylsalicylsdure (ASS, Aspirin®) ist der am meisten verbreitete Thrombozytenaggregationshemmer. In
niedriger Dosis blockiert ASS selektiv und irreversibel die Cyclooxygenase-1 (COX-1), indem sie deren Serin-
Rest in der Position Ser529 acetyliert. Hierdurch wird die Bildung von Thromboxan A, fir die gesamte
Lebensdauer der Thrombozyten gehemmt, sodass die TxA,-vermittelte Verstarkung der

Plattchenaggregation ausbleibt®® 54,

Niedrig-dosierte  ASS-Therapie wird zur Primar- und
Sekundarprophylaxe atherothrombotischer Ereignisse sowie nach arteriellen gefdRchirurgischen oder
interventionellen Eingriffen eingesetzt®” >3, Der klinische Nutzen, der durch den Einsatz von ASS in der

Primarpravention erzielt wird, ist nach Abwagung der Risikoreduktion fir kardiovaskuldre Ereignisse
12



Einleitung

gegeniber Steigerung des Blutungsrisikos umstritten®. Die Meta-Analysen aus dem Jahr 2016, in denen
der Nutzen von ASS in der Primarpravention untersucht wurde, ergaben eine 22 %-ige Reduktion der
Inzidenz fir Myokardinfarkt, aber keine Risikoreduktion fiir kardiovaskularen Tod oder Schlaganfall bei
gleichzeitig einem um 58% hoheren Risiko fiir gastrointestinale Blutungen und einem um 27 % héheren
Risiko fiir Hirnblutungen®->7. Zwei groRe, in Jahr 2018 publizierte randomisierte Studien, die den Einsatz
von ASS in der Primarpravention untersuchten, ergaben keine Risikoreduktion fiir kardiovaskulare
Ereignisse und Schlaganfall und zeigten eine signifikant erhéhte Blutungsrate®® *°. In der
Sekundarprdvention Gberwiegen zwar die Vorteile der ASS-Einnahme bei der Risikoreduktion fiir erneute
kardiovaskulidre Ereignisse die Blutungsrisiken®®, wobei das Risiko fiir erneute atherothrombotische
Ereignisse durch ASS nur um ca. 25 % reduziert wird®> 54, Somit kann die Mehrheit akuter ischamischer
Ereignisse durch ASS nicht verhindert werden®® >*, Zudem konnte gezeigt werden, dass die Plaque-

induzierte Thrombozytenaggregation unter arteriellen Flussbedingungen durch ASS nicht gehemmt wird®,

Neben ASS werden P2Yi;-Rezeptor-Antagonisten in der Pravention atherothrombotischer Ereignisse,
insbesondere bei akutem Koronarsyndrom und perkutaner koronarer Intervention (PCl), das heil}t einem
Verfahren zum Aufdehnen stenosierter oder verschlossener HerzkranzgefaRe, meist fiir 6-12 Monate
eingesetzt®. Durch die Bindung an den P2Y1,-Rezeptor verhindern sie die ADP-abhéngige Verstarkung der
Plattchenaktivierung. Die oralen irreversiblen P2Y1,-Rezeptor-Antagonisten Ticlopidin, Clopidogrel und
Prasugrel sind Prodrugs und missen zunachst in der Leber zu ihren aktiven Metaboliten umgewandelt
werden>? . Ticagrelor und Cangrelor sind in Gegensatz dazu direkte und reversible Hemmer, wobei

Ticagrelor oral und Cangrelor intravends verabreicht werden>% 0,

Patienten mit Myokardinfarkt in der Vorgeschichte haben eine (iber Jahre erhéhte Pradisposition fir
erneute Plaqueruptur und somit ein deutlich erhéhtes Risiko, einen erneuten Myokardinfarkt zu
erleiden®®, Furr die Sekundarpravention kardiovaskularer Ereignisse nach Myokardinfarkt bzw. bei und nach
einer PCI bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom etablierte sich die duale antithrombozytédre Therapie
(dual anti-platelet therapy, DAPT) mit niedrigdosierter ASS und einem P2Yi,-Rezeptor-Antagonisten
(Clopidogrel, Ticagrelor oder Prasugrel). Trotz nachgewiesener Vorteile einer DAPT fiir die Patienten mit
Myokardinfarkt zeichnet sich deren Einsatz durch eine auf 22 % begrenzte relative Risikoreduktion fir
erneute atherothrombotische Ereignisse und ein signifikant erhdhtes Blutungsrisiko im Vergleich zur
alleinigen ASS-Therapie aus®l. In einer groRen randomisierten, doppel-blinden, Placebo-kontrollierten
klinischen Studie wurde der Nutzen einer DAPT mit ASS und Ticagrelor in zwei Dosierungen mit der
alleinigen ASS-Einnahme bei Patienten nach Myokardinfarkt verglichen®. Hierbei zeigte sich zwar eine

signifikante Risikoreduktion fiir kardiovaskuldren Tod, Myokardinfarkt oder ischdmischen Schlaganfall. Der
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nachgewiesene Nutzen der DAPT ging jedoch mit erhéhtem Blutungsrisiko einher®. Ahnliches zeigte sich
in einer anderen groRRen randomisierten klinischen Studie, in welcher eine Gber 12 Monate nach einer PCI
mit Implantation eines Drug-Eluting-Stents (DES) hinaus fortgefiihrte DAPT mit Clopidogrel oder Prasugrel
gegeniiber alleiniger ASS-Einnahme verglichen wurde®. Fortgesetzte DAPT reduzierte zwar das Risiko fir
eine Stent-Thrombose und fiir erneute kardiovaskuldre Ereignisse, fiihrte jedoch ebenfalls zur deutlich
erhéhten Blutungsrate®. Eine bessere Pharmakokinetik der neueren P2Yi-Antagonisten (Ticagrelor,
Prasugrel) geht mit effektiverer plattchenhemmender Wirkung, gleichzeitig jedoch mit Erhéhung des

Blutungsrisikos einher 6064 65,

Nach ischdgmischem Schlaganfall oder transitorischer ischdmischer Attacke (TIA) ist das Risiko fur
nachfolgende ischimische Ereignisse innerhalb der ersten 90 Tage besonders hoch®%, Die Vorteile einer
ASS-Einnahme im Rahmen der Sekundarpravention zerebrovaskuldrer Ereignisse sind insbesondere in den
ersten 90 Tagen limitiert®® . Eine groRe randomisierte, doppel-blinde Studie untersuchte 13199
Patienten, welche nach einem ischamischen Schlaganfall oder einer TIA entweder Ticagrelor oder ASS fiir
90 Tage sekundarprophylaktisch erhielten. Hierbei ergab sich kein Vorteil flir Ticagrelor im Vergleich zu

ASS in Bezug auf Risikoreduktion fiir erneuten ischamischen Schlaganfall, Myokardinfarkt oder Tod®®.
2.5.2 GPlIb/llla-Rezeptor-Antagonisten

GPlIb/llla-Rezeptor-Antagonisten hemmen die Fibrinogen-vermittelte Plattchenaggregation und
Thrombusbildung, indem sie an den GPlIb/Illa-Rezeptor binden und seine Interaktion mit Fibrinogen
verhindern3?. Die derzeit verfiigbaren 3 Priparate dieser Substanzklasse — Abciximab, Eptifibatid und
Tirofiban — kdnnen nur parenteral appliziert werden und zeichnen sich durch einen sehr schnellen
Wirkeintritt und eine hochpotente antithrombozytidre Wirkung aus®. GPllb/Illa-Rezeptor-Antagonisten
werden zur Behandlung eines schweren akuten Koronarsyndroms sowie zur Prdvention eines
ischamischen Ereignisses periinterventionell bei einer PCl eingesetzt®®. Aufgrund eines unglinstigen
Nebenwirkungsprofils mit einem nicht unerheblich gesteigerten Blutungsrisiko beschrankt sich der Einsatz
von GPlib/llla-Rezeptor-Antagonisten auf die Hochrisikopatienten, bei denen die thrombotischen
Komplikationen ein erhéhtes Blutungsrisiko deutlich (iberwiegen®*7°, Eine groRe Meta-Analyse, welche
insgesamt 10085 Patienten, die nach einem ST-Hebungsinfarkt (STEMI) einer PCl unterzogen wurden,
untersucht hatte, ergab keine Reduktion der 30-Tage-Mortalitdit und der Re-Infarkt-Rate durch die
GPllb/Illa-Rezeptor-Antagonisten’. Hierbei zeigte sich jedoch eine Korrelation zwischen dem Risikoprofil
der Patienten und der Auswirkung von GPIIb/Illa-Rezeptor-Antagonisten auf die Mortalitat, das heiRt je

unginstiger das Risikoprofil, desto deutlicher war der Vorteil von GPllb/llla-Rezeptor-Antagonisten in
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Bezug auf Reduktion der Mortalitit, nicht aber der Re-Infarkt-Rate’®. Die Anwendung von GPIlb/Illa-
Rezeptor-Antagonisten bei Patienten nach akutem ischamischem Schlaganfall wird aufgrund fehlender
Vorteile in Bezug auf Reduktion der Mortalitdt und Behinderung nach einem Schlaganfall und einer
deutlich erhohten Rate an symptomatischen oder sogar fatalen intrakraniellen Blutungen nicht
empfohlen’ 72, Insgesamt spielen die GPllIb/llla-Rezeptor-Antagonisten im klinischen Alltag eher eine

untergeordnete Rolle®?.
2.5.3 Protease-aktivierter-Rezeptor-1-Antagonist Vorapaxar

Ein neuer Thrombozytenaggregationshemmer Vorapaxar hemmt durch die Bindung an den
Thrombinrezeptor Protease-aktivierter-Rezeptor-1 (PAR-1) die Thrombin-induzierte Sekretion und
Plattchenaggregation. Vorapaxar wird zur Sekundarprophylaxe nach einem Myokardinfarkt sowie bei
peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) eingesetzt32. Eine groRe randomisierte Studie mit 12944
Teilnehmern ergab keine Reduktion des primaren Endpunktes, welcher sich aus kardiovaskuldrem Tod,
Myokardinfarkt, Schlaganfall, erneutem ischdmischem Ereignis mit Hospitalisierung und
Koronarintervention zusammensetzte. Aufgrund einer deutlich erhéhten Blutungsrate, inkl. intrakranieller
Blutungen, musste die Studie vorzeitig beendet werden’. Eine andere Studie zeigte zwar eine
Risikoreduktion fiir kardiovaskuldren Tod und ischdamische Ereignisse durch Vorapaxar bei Patienten mit

Myokardinfarkt, ergab jedoch ebenfalls ein deutlich erhéhtes Blutungsrisiko’.

Die derzeit verwendeten antithrombozytdren Substanzen senken zwar das Risiko fur akute ischamische
Ereignisse, tun dies jedoch nur im begrenzten Umfang sowie auf Kosten eines erhohten
Blutungsrisikos®6 %7374 Das erschwert die Balance-Findung zwischen ischamischen und Blutungsrisiken
einer dauerhaften antithrombozytdren Therapie’™ 7¢. Daher wiren neue therapeutische Ansitze
winschenswert, welche die Plague-induzierte Thrombozytenaktivierung effizient und selektiv, ohne

Beeintrachtigung der physiologischen Himostase hemmen wiirden.
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2.6 Thrombozytare Kollagenrezeptoren und Signaling uber
Tyrosinkinasen

Endothelldasion bei einer GefaBverletzung flihrt zur rapiden Thrombozytenaktivierung durch
subendotheliale Kollagenfasern. Die Interaktion der Thrombozyten mit Kollagenfasern geschieht
hauptsichlich (iber 2 membranstindige Kollagenrezeptoren, ndmlich GPVI und Integrin oB:% 7. Das GPVI
hat hierbei die zentrale Bedeutung fiir die Adhadsion, Aktivierung, Aggregation und Regulation der pro-

11

koagulatorischen  Aktivitit der Thrombozyten® Integrin  ayf1  vermittelt eine stabile

Thrombozytenadhiasion an Kollagenfasern und unterstiitzt die GPVI-induzierte Plattchenaktivierung® #°.

2.6.1 GPVI und die sequentielle Aktivierung von Tyrosinkinasen der Src-Familie, Syk
und Btk

GPVI gehort zu der Immunglobulin-Superfamilie der Oberflachenrezeptoren und stellt ein 60- bis 65-kDa-
groBes Membranglykoprotein dar, welches ausschlielich in Thrombozyten und Megakaryozyten
exprimiert ist®>7”. GPVI ist mit einem Fc-Rezeptor-y-Ketten-Dimer (FcRy) nicht-kovalent assoziiert, welches
mit  seiner ITAM-Region (,Immunrezeptor Tyrosin-basiertes aktivierendes Motiv“) als
signalweiterleitender Teil des GPVI-FcRy-Komplexes fungiert und Gber Tyrosinkinasen und PLCy2 die

Thrombozyten aktiviert?-77,

GPVI bindet an fibrilldres nicht l6sliches Kollagen’. Hierbei werden hauptsichlich aneinander gereihte
GPO-(Glycin-Prolin-Hydroprolin)-Sequenzen des Kollagens von GPVI erkannt und gebunden”™ ., Es wurde
beschrieben, dass GPVI auch an weitere Komponenten der extrazelluldaren Matrix — Laminin, Fibronektin,
Adiponektin, sowie an Fibrin bindet’” 8!, Zu den nicht-physiologischen Liganden des GPVI gehéren das
kinstlich hergestellte ,,collagen related peptide” (CRP), welches aus aneinander gereihten GPO-Sequenzen
besteht und die Kollagen-Tripelhelix nachahmt, sowie das Schlagentoxin Convulxin, welches den

potentesten GPVI-Agonisten darstellt”.

Der GPVI-FcRy-Komplex wird in 4000 bis 6000 Kopien pro Plattchen als GPVI-Monomer und Dimer auf der
Thrombozytenoberfliche exprimiert®® 82, Ein GPVI-Dimer wird durch zwei Riicken an Riicken angeordnete
GPVI-FcRy-Komplexe gebildet (Abb. 1)77- 80 828 Nur der dimere GPVI-FcRy-Komplex weist mit seiner
einzigartigen Konformation eine hohe Affinitat fur fibrillires Kollagen auf’”-8% 8 Circa ein Drittel aller GPVI-
Molekiile liegt in ruhenden Plittchen in dimerer Form vor®. Diese praformierten GPVI-Dimere kénnen
rasch mit hoher Affinitat an Kollagen binden und sind essenziell fiir eine schnelle Plattchenadh&sion und
Aktivierung®. Durch Bindung an Kollagen oder bei Thrombozytenaktivierung durch weitere Agonisten, wie

Thrombin, kommt es zur signifikanten Steigerung der Anzahl von GPVI-Dimeren, wobei die Zahl der GPVI-
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Molekiile pro Zelle konstant bleibt® 2 8, Die GPVI-Monomere dienen als Pool fiir die Bildung von GPVI-

Dimeren nach Plittchenaktivierung®.

Humanes GPVI setzt sich aus 339 Aminosauren zusammen. Der schematische Aufbau von GPVI ist in der
Abbildung 1 dargestellt. Seine extrazelluldre Region beinhaltet die Kollagen-Bindungsstelle, welche von 2
Uber Disulfidbriicken miteinander verbundenen Immunglobulin-C2-dhnlichen Domédnen gebildet

d” 8. Ein Ser/Thr-reicher Muzin-dhnlicher Schaft verbindet die extrazellulire Domine mit der

wir
Transmembranregion’®. Uber eine Salzbriicke zwischen dem Arginin-Rest in der 3. Position der
Transmembrandomadne sowie den ersten 6 juxtamembranen Aminosauren des GPVI-Rezeptors einerseits
und einem Aspartat-Rest des FcRy-Ketten-Dimers anderseits wird ein GPVI-FcRy-Komplex gebildet® ”’. Ein
kurzer, aus 51 Aminosduren bestehender zytoplasmatischer Fortsatz enthalt eine prolinreiche Sequenz
(PxxP), welche die Src-Familien-Kinase Lyn tber ihre SH3-Domane (,,Src homology 3 domain®) konstitutiv
bindet’”®. Dadurch wird der GPVI-Rezeptor in einen sogenannten ready-to-go-Zustand versetzt, so dass
eine schnelle Aktivierung nach Kollagen-Exposition erméglicht wird® 2% 77, Im Gegensatz zu Lyn bindet Fyn
nicht konstitutiv an die prolinreiche Region des GPVI, sondern erst nach Ligandenbindung an GPVI und ist
fur die dauerhafte Signaliibertragung zustandig”” #. Der zytoplasmatische Teil enthilt auBerdem eine an

basischen Aminosauren reiche Sequenz, die an Calmodulin bindet. Die Rolle dieser Interaktion bei der

GPVI-abhingigen Aktivierung ist derzeit nicht vollstandig geklart’®.

FcRy-Ketten-Dimer besteht aus zwei identischen, tGber Disulfid-Briicken miteinander verknipften FcRy-
Ketten (Abb. 1)®77. Jede FcRy-Kette weist eine sogenannte ITAM-Region auf, welche 2 YxxL-Sequenzen
enthalt, die durch 7 Aminosaduren voneinander getrennt sind. Ligand-induzierte Quervernetzung des GPVI-
Rezeptors initialisiert die Phosphorylierung des ITAM-Motivs durch die Src-Familien-Kinasen Fyn und Lyn®
10,21, 77,81 AnschlieRend bindet die Syk mit ihren Tandem-SH2-Doménen (,,Src homology 2 domain®) an die
phosphorylierten Tyrosin-Reste der ITAM-Region und unterzieht sich dabei einer Auto- sowie einer
Lyn/Fyn-vermittelten Phosphorylierung?® 78, Syk wird dadurch aktiviert und induziert daraufhin zusammen
mit Lyn und Fyn Uber die Proteinphosphorylierung die Bildung eines Signalosoms aus Adapter- und
Effektor-Proteinen (Abb. 1)2* 77, Hierbei bilden die Adapter-Proteine ein intrazellulires Geriist, das die
Effektor-Proteine mit ihrem Substrat in Kontakt bringt. Im Zentrum dieses Signalosoms befinden sich das
Transmembranadapterprotein LAT und 2 zytosolische Adapter-Molekiile SLP-76 und Gads. Diese Proteine
binden an verschiedene Signalmolekiile, die gemeinsam die Aktivitdt des wichtigsten Effektor-Molekiils
der GPVI-Signalkaskade — PLCy2 — regulieren. Syk und SPL-76 sind von essenzieller Bedeutung fir die
Aktivierung der PLCy2”’, wahrend die Tyrosinkinasen der Tec-Familie (Btk- und Tec-Kinase) und die GTP-

Austausch-Proteine der Vav-Familie (Vavl/3) die Phosphorylierung und Aktivierung der PLCy2
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unterstitzen’’. PLCy2 bewirkt Uber die Freisetzung von 1,2-Diacylglycerol und Inositol-1,4,5-triphosphat

eine Aktivierung der Proteinkinase C bzw. Ca*-Freisetzung aus den intrazelluliren Speichern — die zwei

wichtigsten Signalwege fiir die Thrombozytenaktivierung® 121,
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des thrombozytaren GPVI-Dimers und der nachgeschalteten Signalkaskade.

Ig - Immunglobulin; ITAM - Immunrezeptor Tyrosin-basiertes aktivierendes Motiv; FcRy-Kette - Fc-Rezeptor-y-Kette; PPP - Prolin-
reiche Region. Kinasen (gelb): Lyn/Fyn - Src-Familien-Tyrosinkinasen Lyn und Fyn mit Src-homology-3-Domane, Syk - Tyrosinkinase
Syk mit Src-homology-2-Doménen, Btk — Bruton's Tyrosinkinase, Tec — Tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma, P13-
Kinase. Adapter (orange): LAT, SLP76 und Gads. Kleine GTP-bindende Proteine Vav1/3. PLCy2 - Phospholipase Cy2. Verdndert nach
Watson et al?%77.

Btk gehort zu den zytoplasmatischen Tyrosinkinasen der Tec-Familie und besteht aus einer Pleckstrin-
Homologie(PH)-Domane, der Tec homology (TH) domain, einer Src-Kinasen-Homologie-3- (SH3) und
Homologie-2- (SH2) Doméane und einer katalytischen Kinase-Domaéne. Btk wird nicht nur nach Aktivierung
von GPVI durch Kollagen, sondern auch nach GPlb-Aktivierung durch vWF aktiviert®. Interessanterweise
gleichen sich die Signalwege: Btk wird in beiden Signalwegen stromabwarts von Lyn, Syk, SLP-76 und PI3K
aktiviert? 77 8.8 Der genaue Sighalweg, der zur Btk-Aktivierung nach GPVI- und GPIb-Stimulation von

Thrombozyten fuhrt, ist nicht bekannt. Er dirfte jedoch dem Signalweg nach B-Zell-Rezeptorstimulation
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in Lymphozyten dhneln. Hier fiihrt die PI3K-Aktivierung zu einer Akkumulation des Phospholipids PIP3 in
der Zellmembran, an welches die PH-Domane von Btk bindet, mit dem Ergebnis, dass Btk vom Zytosol an
die Zellmembran transloziert. Anschliefend phosphoryliert die membrangebundene Src-Kinase Lyn Btk an
Y551, einer hochkonservierten Stelle in der katalytischen Domane zytoplasmatischer
Proteintyrosinkinasen. Daraufhin erfolgt die Btk-Autophosphorylierung an Y223 in der SH3-Domane,
welche fir die Stimulation der Kinase-Aktivitat essentiell ist. Funktionell aktives membrangebundenes Btk
ist dann bereit, stromabwirts die PLCy2 zu phosphorylieren®. Die Beobachtungen in Thrombozyten, dass
die Btk-Aktivierung nach GPVI- und GPlb-Stimulation durch PI3-Kinase-Inhibitoren gehemmt werden

kann®® 8 unterstreicht die Rolle der PI3-Kinase bei der Btk-Aktivierung, auch in Thrombozyten.
2.6.2 Integrin a1

Integrin a,P1, welches 1985 als erster Kollagenrezeptor entdeckt wurde,®* wird in 2000-4000 Kopien pro
Plattchen exprimiert®. Integrin a,pB; stellt ein nichtkovalent verbundenes Heterodimer dar. Die a- sowie
die B-Untereinheit bestehen jeweils aus einer grofen aminoterminalen extrazellularen Doméne, einem
kleinen transmembranéren und einem carboxyterminalen zytoplasmatischen Teil' . Die a-Kette enthilt 7
N-terminale Tandemwiederholungen, welche sich zu einer 7-Blatt-B-Propellerstruktur falten. Innerhalb
der a-Untereinheit befindet sich eine aus ca. 200 Aminosduren bestehende eingesetzte |- (inserted)
Domane, welche Uber ihre Kationenbindestelle, auch MIDAS (metal ion-dependent adhesion site) genannt,
mit Kollagen interagiert. Diese zeigt eine klare Praferenz fir die zweiwertigen Metallionen Mg?* und Mn?*
.92 Méglicherweise existieren noch weitere Kollagen-bindende Motive®. Die B-Untereinheit verfiigt tiber
zahlreiche Disulfidbriicken und enthalt eine sog. endogene Disulphid-lsomerase-Aktivitat, welche die

Konformationsidnderungen von Integrin und somit die Affinitit der a,-1-Doméne fir Kollagen reguliert’.

Integrin auB; spielt eine wichtige Rolle bei der Kollagen-induzierten Adhdsion und beim spreading der
Thrombozyten sowie bei der Thrombusstabilisierung unter FluRbedingungen® ' %°, Die Interaktion von
Integrin aB1 mit Kollagen hingt gréBtenteils von der GPVI-vermittelten Plattchenaktivierung ab’® %,
Ahnlich wie Integrin oupBs liegen ayBi-Rezeptoren meist in ruhendem Zustand auf der Oberfliche
zirkulierender Plattchen vor und sind auf eine inside-out-Aktivierung durch intrazelluldre Signale
angewiesen, damit eine effiziente Bindung an Kollagen erméglicht wird® °. Dies konnte 1998 durch
Untersuchung der Interaktion von Integrin a1 mit I6slichem Kollagen gezeigt werden. Ruhende Plattchen
waren nicht in der Lage, an |6sliches Kollagen zu binden. Erst nach Thrombozytenaktivierung durch den
Antikoérper TS2/16 oder Plattchen-Agonisten ADP, Thrombin oder CRP kam es zu einer hochaffinen a,p:-

vermittelten Adhasion der Thrombozyten an I6sliches Kollagen®*.
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Im Gegensatz zum GPVI-Rezeptor ist Integrin a,f: in der Lage, sowohl an fibrillares als auch an l6sliches
Kollagen zu binden®* %, Mittels kiinstlicher kollagenverwandter Hexapeptide wurde das GFOGER-Motiv
als wichtigste hochaffine a,pfi1-erkennde Sequenz in verschiedenen Kollagentypen (Typ |, II, IV) identifiziert,
welche fiir die afi-vermittelte Adhdsion und spreading verantwortlich ist®* %68, Es existieren auch
weitere a,fB:-erkennende Sequenzen, wie GLOGER, GLSGER, GMOGER, GAOGER, GQRGER, mit welchen
aP:1 erst nach seiner Aktivierung interagieren kann®. In einem begrenzten Umfang kann eine stabile
Plattchenadhision an fibrillires Kollagen direkt tiber a,B: erfolgen® #°. So zeigten Auger et al., dass
Mausplattchen mit fehlender GPVI-Expression oder blockierter Src-Kinasen-Aktivitat Gber das Integrin a1
an fibrillires Kollagen adhéirierten*. Dieser Prozess wird mdglicherweise liber die a,Bi-spezifische

GFOGER-Sequenz des Kollagens vermittelt?% 3,

Obwohl die Rolle des Integrins azB: bei der Kollagen-induzierten Thrombozytenadhdsion und
Unterstlitzung der Plattchenaktivierung gut beschrieben ist, ist nur wenig tber die genauen outside-in-
signaling-Mechanismen dieses Rezeptors bekannt® 7- 11499899 '\wije GPVI stimuliert das Integrin a,B: auch
die Aktivierung der PLCy2 mit konsekutiver Freisetzung von Ca?* und PKC-Stimulation. Der nachgeschaltete
Integrin a,Bi-vermittelte Ca?*-abhdngige Pyk2/PI3KR/Akt-Signalweg spielt eine Rolle bei der inside-out-
Aktivierung des aypPs-Integrins und tragt somit zur Thrombusbildung unter Fluss bei. Dieser Signalweg

scheint allerdings keine Bedeutung fir die Integrin-azBi-vermittelte Plattchenadhasion zu haben®®.

GPVI ist der zentrale Rezeptor bei der Kollagen-induzierten Thrombozytenaktivierung®. Bei
Thrombozyteninteraktion mit fibrillarem Kollagen spielen GPVI und Integrin a,p: komplementire Rollent
4 Auger etc. zeigten in einer Reihe von Experimenten, in denen menschliche und murine Thrombozyten
unter den gleichen Untersuchungsbedingungen, bei Verwendung identischer oder &quivalenter
experimenteller Ansatze, untersucht wurden, dass 2 verschiedene Mechanismen einer stabilen Adhasion
und Aktivierung der Thrombozyten auf Kollagenfasern existieren: der eine beruht auf Aktivierung von GPVI
und Src-Familien-Kinasen und der andere basiert auf Aktivierung von Integrin a;p:%. In einem gewissen
Umfang ist das Integrin axp: in der Lage, die Thrombozytenadhé&sion unabhéngig vom GPVI-/Src-Signalweg
zu induzieren®. Die Integrin a,Bi-vermittelte Adhision stérkt die Interaktion von GPVI mit Kollagen, was
zur  Verbesserung der Signaltransduktion, weiteren Stimulation der Integrinaktivitdit und

Thrombozytenaktivierung mit Entwicklung der pro-koagulatorischen Aktivitat fihrt® 1277,

2.7 Tyrosinkinasehemmer

Wie im Kapitel 2.6.1 erldutert, ist GPVI von essentieller Bedeutung fir die Plaque- und Kollagen-induzierte

Thrombozytenaktivierung. Nach Kollagenbindung an dimeres GPVI werden Src-Familien-Kinasen sowie Syk
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und Btk aktiviert?> 77, In dieser Dissertation wurden die thrombozytidren Wirkungen von Inhibitoren dieser

verschiedenen Tyrosinkinasen untersucht.
2.7.1 Src-Familien-Kinasen-Hemmer: PD173952

Src-Familie schliefSt insgesamt 8 Tyrosinkinasen, namlich Lyn, Fyn, Src, Fgr, Blk, Hck, Yes und Lck,
ein?1 100101 grc-Familien-Kinasen sind in verschiedenen Zellen exprimiert und in viele zelluldre Vorgange,

wie Proliferation, Zelldifferenzierung und Adhésion, involviert!°?,

Insbesondere Lyn, Fyn und Src sind malRgeblich an thrombozytaren Aktivierungsvorgangen beteiligt. Durch
die Fyn- und Lyn-induzierte Tyrosinphosphorylierung in der ITAM-Region spielen die Src-Kinasen Fyn und
Lyn eine wichtige Rolle im friihen Signalweg der GPVI-vermittelten Thrombozytenaktivierung und
Aggregation, wie im Kapitel 2.6.1 ausfiihrlich beschrieben?!. Hierbei ist Lyn insbesondere fiir ein schnelles
Einsetzen der Signallibertragung nach Ligandenbindung an GPVI zustandig, wahrend Fyn eine dauerhafte
Signaliibertragung erméglicht’”” 8. So zeigten sich in Experimenten mit genetisch modifizierten
Mausthrombozyten ohne  Lyn-Expression ein  verzogerter Beginn der GPVl-induzierten
Thrombozytenaktivierung®”: 190102, Mausthrombozyten mit fehlender Fyn-Expression zeigten eine
insgesamt  reduzierte  GPVI-vermittelte thrombozytdre Antwort mit Verminderung der
Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette, der PLCy2-Aktivitat, der Aggregation und der Sekretion!?, Bei
fehlender Expression von Lyn und Fyn oder Lyn und Src kam es zur weiteren Verzégerung und Abnahme
der GPVI-vermittelten Thrombozytenaktivierung und Thrombusbildung®1°2, In fritheren Experimenten
wurde eine vollstandige Hemmung von GPVI-vermittelter Gestaltveranderung und Aggregation durch
einen Src-Familien-Kinasen-Inhibitor PP1 in Mausthrombozyten nach Stimulation mit CRP beobachtet!?,
AulRerdem wurde beschrieben, dass der Src-Familien-Kinasen-Inhibitor PD173952 die GPVI-abhangige
Thrombozytenaktivierung und Aggregation im Blut von Maus und Mensch vollstindig hemmen kann,
wobei die Plattchen weiterhin mit G-Protein-Rezeptor-Agonisten Thrombin und ADP aktiviert werden
kénnen und Aggregate bilden*. Es gibt jedoch Hinweise, dass Src-Familien-Kinasen in die Signalwege der
G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren, wie des Thrombinrezeptors PAR-4 sowie des ADP-Rezeptors P2Y1,,
involviert sind'® 1%, |m PAR-4-Signalweg sind Src-Familien-Kinasen an der Signaliibertragung distal der
PLCB und der Ca*-Freisetzung beteiligt'®® 1%, Zudem wurde beschrieben, dass die Interaktion von Src-
Familien-Kinasen mit PKC die Aktivierung der PKC nach Stimulation mit Thrombin potenziert'®. Durch eine
direkte Interaktion von Gi-Protein mit Lyn und Fyn spielen diese Src-Familien-Kinasen eine wichtige Rolle
im friihen Signalweg des ADP-Rezeptors P2Y:,1°l. AuRerdem sind Src-Familien-Kinasen an der

Initialisierung und Weiterleitung von Sighalen nach Aktivierung von Integrin osBs?% 1°% 201 und GPIb-IX-V**
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100,101, 104 jn humanen und murinen Thrombozyten beteiligt. Ferner wurde beschrieben, dass das Integrin

a,P;1 Uiber Src-Kinasen-Phosphorylierung thrombozytires spreading vermitteln kann®,

Somit sind Src-Familien-Kinasen als Regulatoren von verschiedenen thrombozytédren Signalwegen an der
Plattchenaktivierung wesentlich beteiligt. Sie sind nicht nur in die Signalwege involviert, welche die
Thrombusbildung initialisieren und stabilisieren, sondern tragen Ulber die Signalweiterleitung via G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren zu der Verstirkung der Thrombozytenaktivierung beil®. Es wurde
vorgeschlagen, dass die Src-Familien-Kinasen ein attraktives pharmakologisches target fir die Entwicklung

neuer antithrombozytarer Substanzen sein konnten.

In dieser Dissertation wurde die Wirkung des Src-Familien-Kinasen-Inhibitors PD173952 auf die
Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit verschiedenen Agonisten untersucht. Dieser ist im

Vergleich zu anderen Src-Familien-Kinasen-Inhibitoren wie PP1 und PP2 spezifischer.
2.7.2 Syk-Hemmer: Syk inhibitor I, R406

Syk (spleen tyrosine kinase; 72 kDa) ist eine zytoplasmatische Proteintyrosinkinase mit 2 Src-homologen
Domaénen (SH2), welche liber eine Interdoméne A miteinander verknipft sind. Eine der beiden SH2-

Domanen ist durch eine Interdomine B mit der carboxyterminalen Kinase-Domine verbunden'®,

Syk ist in verschiedenen Zellen exprimiert. Insbesondere in hamatopoetischen Zellen ist die Syk an vielen
Signalwegen essentiell beteiligt'®. So ibermittelt Syk die Signale von T- und B-Zell-Rezeptoren, CD74, Fc-
Rezeptoren, Integrin-Rezeptoren etc.'® Dementsprechend ist die Syk in zahlreiche physiologische
Vorgange involviert, unter anderem in die Regulation des angeborenen und erworbenen Immunsystems,
der B-Zell-Reifung, der Leukozytenadhdsion, der Osteoklastenreifung und deren Funktion, sowie der
Thrombozytenaktivierung und Angiogenese'®. Aufgrund seiner Rolle in vielen physiologischen Vorgéngen
ist Syk an der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen, wie Autoimmunkrankheiten (rheumatoide Arthritis,
systemischer Lupus erythematodes (SLE), Immunthrombozytopenie (ITP), Sklerodermie), Allergien
(allergische Rhinitis, Asthma bronchiale) und Malighomen (B-Zell-Leukdmien, Lymphome), beteiligt1> 106,

Daher stellt Syk ein attraktives target bei Behandlung dieser Erkrankungen dar>-108,

Wie im Kapitel 2.6.1 beschrieben, spielt Syk eine wichtige Rolle bei der GPVI-vermittelten
Thrombozytenaktivierung und Aggregation?77:78, Syk wird durch Autophosphorylierung sowie durch Lyn-
und Fyn-Kinasen phosphoryliert, was eine dauerhafte Syk-Aktivierung aufrechterhélt und die Ablésung von

Syk vom GPVI-FcRy-Komplex ermdglicht? 195 197 Nach Aktivierung leitet Syk — wie in Abschnitt 2.6.1
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beschrieben — die nachgeschaltete Signalkaskade ein, welche zur Thrombozytenaktivierung (Aggregation

und Sekretion) fiihrt?% 77, 105-107,

Aullerdem ist Syk an den Signalwegen von anderen Thrombozytenrezeptoren beteiligt. So wurde gezeigt,
dass Syk nach der outside-in-Aktivierung des Integrin aupBs aktiviert wird?> 819 wobei das Integrin aunBs3
sowohl Syk-vermittelt als auch unabhingig von Syk agieren kann?!. Ferner wurde beschrieben, dass Syk

t98

beim Integrin-azB:-vermittelten Thrombozyten-spreading auf Kollagen involviert ist’®. Des Weiteren

wurde festgestellt, dass Syk nach Aktivierung von GPlb phosphoryliert wird 1.

Nachdem Syk, wie oben beschrieben, in viele pathophysiologische Prozesse involviert ist, stellt Syk ein
attraktives target zur Behandlung verschiedener Erkrankungen dar. Ein bekanntes Beispiel eines klinisch
intensiv erforschten Syk-Inhibitors ist R788, spater umbenannt in Fostamatinib 1% 198 Fostamatinib ist
ein oral verfligbares wasserlosliches Prodrug einer biologisch aktiven Substanz R406, welche Syk reversibel
hemmt, indem es mit deren ATP-Bindungsstelle kompetiert 196110111 R406 verzégerte die Entwicklung der
experimentellen Arthritis in Tiermodellen'" 2, |n einer randomisierten Phase-ll-Studie konnte die
Aktivitat der rheumatoiden Arthritis durch Fostamatinib signifikant reduziert werden!*3. Im Mausmodell
eines systemischen Lupus erythematodes (SLE) — einer Autoimmunerkrankung mit gestorter T- und B-Zell-
Funktion und einer deutlich erhdhten Syk-Expression — konnten die Hautinflammation und der
Nierenschaden durch R788 reduziert werden!'®. Auch bei Miusen mit Sklerodermie begrenzte
Fostamatinib Organschaden und Fibrose-AusmaR!®. Dariiber hinaus wirkte sich Fostamatinib auf die
Therapie von non-Hodgkin-Lymphomen und chronisch lymphatischer Leukdmie im Rahmen der Phase I-
und lI-Studien positiv aus®” 1>, In den klinischen Studien wurde Fostamatinib (R788) in der Dosis von 75

bis 150 mg zweimal taglich oder 150 mg 1x taglich verwendet!> 116,

Zudem konnten Autoimmunerkrankungen mit Stérung der Thrombozytenfunktion, wie die idiopathische
thrombozytopenische Purpura (ITP) und die Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT), welche durch
Autoantikorper-vermittelte Thrombozytenaktivierung und -Elimination gekennzeichnet sind, durch Syk-

106, 116

Inhibitoren positiv beeinflusst werden . In einer kleinen offenen Phase-Il-Studie konnte durch

Fostamatinib die Thrombozytenzahl bei 50 % der Patienten mit ITP dauerhaft normalisiert werden*'®.

Da Syk eine wichtige Rolle bei der GPVI-vermittelten Thrombozytenaktivierung und Aggregation
spielt? 77, kdnnte Syk ein attraktives target firr die Entwicklung neuer antithrombozytirer Substanzen sein.
Durch Syk-Inhibition mittels R406 konnte in vitro eine deutliche Hemmung der GPVI-abhangigen CRP-,
Kollagen- und Convulxin-induzierten Gestaltveranderung und Aggregation in gewaschenen humanen

Plattchen erreicht werden. Gleichzeitig war der Effekt von R406 auf Thrombin- und ADP-vermittelte
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Thrombozytenaktivierung vernachlassigbar bzw. gar nicht vorhanden®’. In einer anderen Studie, die eine
Reduktion der Immunkomplex-vermittelten Gelenkentziindung nach oraler Gabe von R406 zeigte, wurde
kein Einfluss auf die Schwanzblutungszeit bei Mausen festgestellt!!!. In derselben Studie wurde aber auch
keine Wirkung auf die Kollagen-vermittelte Aktivierung von menschlichen Thrombozyten nach oraler
Einnahme von R406 gefunden!!!. Eine weitere Studie ergab eine deutliche Hemmung der Kollagen-
induzierten Aggregation nach in vitro Zugabe eines anderen Syk-Inhibitors PRT0603318 in das menschliche
PRP, auch hier ohne Effekt auf ADP-induzierte Aggregation!'®. Zudem wurde die Convulxin-induzierte
Thrombozytenaggregation ex vivo nach einer Infusion von PRT0603318 in Schweinen vollstiandig
gehemmt, ohne Verldngerung der Ohrblutungszeit'!8, Dariiber hinaus konnte durch Syk-Inhibition nach
oraler oder intravendser Gabe von PRT0603318 die arterielle Thrombose in vivo in verschiedenen
Tiermodellen ohne wesentlichen Einfluss auf die Hamostase gehemmt werden!®. Auch in anderen
tierexperimentellen Ansdtzen wurde nach Syk-Inhibition keine Verlangerung der Blutungszeit
beobachtet!'® 2% |n einer Studie von Van Eeuwijk et al. fiihrte ein oral verabreichter selektiver Syk-
Inhibitor BI1002494 zur Verkleinerung des Infarkt-Areals und zur Verbesserung der neurologischen Folgen
einer induzierten zerebralen Ischdmie bei Madusen, ohne dass die Schwanzblutungszeit negativ beeinflusst
wurde!®. Auch bei den M3usen mit fehlender Syk-Expression in ihren Thrombozyten zeigte sich eine
normale Schwanzblutungszeit'?!. Im Einklang mit diesen Ergebnissen wurde auch in klinischen Studien

unter Syk-Inhibitoren kein Anstieg des Blutungsrisikos beobachtet!” 122,

In einer Studie aus dem Jahr 2008 wurde gezeigt, dass unter hohem Scherstress (bis zu 100 dyn/cm?),
welcher typischerweise an atherosklerotisch verengten GefaRstellen vorliegt, Syk an den Tyrosin-Resten
525/526 und 352 vermehrt phosphoryliert wird und die Scher-induzierte Thrombozytenaggregation in
vitro vermittelt'?®, Dementsprechend wurde nach Vorinkubation mit Syk-Inhibitoren OXSI-2 oder
Piceatannol eine Reduktion der Scher-induzierten Syk-Phosphorylierung und Thrombozytenaggregation in
gewaschenen Thrombozyten unter Scherstress von 40 sowie 100 dyn/cm? sowie eine Hemmung der
Thrombusbildung auf Kollagen Typ Il in humanem Vollblut unter erhéhtem Scherstress von 40 dyn/cm?
beobachtet!®. Diese Erkenntnisse lieBen die Autoren vermuten, dass durch Syk-Inhibition eine effektive

Hemmung der Atherothrombose erreicht werden konnte.

In dieser Dissertation wurde aulRer dem klinisch intensiv erforschten R406 ein weiterer Inhibitor von Syk
untersucht — der Syk Inhibitor II. Dieser ist ein Pyrimidin-5-Carboxamid-Derivat, welches Syk in vitro mit
ICso von 41 nM effektiv und selektiv hemmt!?*, Syk Inhibitor Il ist ein reversibler ATP-kompetitiver Inhibitor

von Syk!?,
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2.7.3 Btk-Hemmer: Ibrutinib (Imbruvica®), Acalabrutinib (ACP-196) und ONO/GS-4059

Bruton’s Tyrosinkinase, auch Btk genannt, spielt eine essentielle Rolle bei der Entwicklung und
Proliferation von Pra-B-Zellen und B-Lymphozyten. Btk wird nach B-Zell-Rezeptoraktivierung
phosphoryliert und férdert die Ca?*-Freisetzung aus internen Speichern. Die Rolle der Btk-Kinase im
Signaling des B-Zell-Antigen-Rezeptors wurde erstmalig bei Patienten mit X-chromosomaler
Agammaglobulindmie (XLA) entdeckt. Diese Stérung basiert auf einem genetischen Mangel oder einer
funktionsbeeintrachtigenden Mutation von Btk, welche zu einer starken Reduktion der PLCy1-Aktivierung
durch den B-Zell-Rezeptor in der B-Zellentwicklung und dadurch zu einem Mangel an reifen B-

Lymphozyten fiihrt?t,

Btk-Inhibitoren hemmen die Funktion und Proliferation von B-Zellen. Eine Reihe von oral applizierbaren,
Btk-selektiven irreversiblen niedermolekularen (,small molecule”) Inhibitoren wird derzeit in klinischen
Studien getestet oder ist bereits fiir die Therapie zugelassen. Zum Beispiel lbrutinib (Imbruvica®, PCI-
32765) ist ein potenter Btk-Hemmer der ersten Generation, welcher kovalent an den Cystein-Rest
Cys-481 der Btk bindet und diese irreversibel inaktiviert'?®. Ibrutinib ist derzeit zur Therapie von
chronischer lymphatischer Leukdmie (CLL), kleinzelligem B-Zell-Lymphom, Mantelzelllymphom (MCL), und

Morbus Waldenstrédm sowie seit vor kurzem zur Therapie von Graft-versus-Host-Reaktion zugelassen?®

129 Mittlerweile existieren Btk-Inhibitoren der zweiten Generation, welche in klinischen Studien
untersucht werden: Acalabrutinib wird fir die Behandlung eines CLL-Rezidivs (Phase 1llI) getestet und ist
seit November 2017 als Calquence® zur Behandlung des MCL in den USA zugelassen, ONO/GS-4059 zeigte
sich effektiv und gut vertraglich fiir die Therapie von non-Hodgkin-Lymphomen und/oder CLL (Phase 1)**°,
Spebrutinib (AVL-292, CC-292; Phase 1) und BGB-3111 (Phase 1) werden fiir die Behandlung von CLL
untersucht®®l. Weitere reversible und irreversible Btk-Inhibitoren, wie CNX-774, Imidazoquinoxaline,
CGl1746, GDC-0834, RN486, befinden sich in der Entwicklung flir die Therapie von

Autoimmunerkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis'®2,

Ibrutinib ist auch in der Lage, die Funktion der Thrombozyten zu hemmen. Btk spielt eine wichtige Rolle in
der Kollagen/GPVI- und vWF/GPlb-stimulierten Signaltransduktion in den Thrombozyten® 8 133 (siehe
Abschnitt 2.6.1). Zudem wurde berichtet, dass Btk im outside-in-Signalweg des Integrin auBs, welcher bei
der Thrombin-induzierten Thrombozytenaggregation sowie bei der Adhasion an immobilisiertes

Fibrinogen aktiviert wird, involviert ist'3* 13>,

Dementsprechend konnte eine Hemmung der Kollagen- und vWF-abhangigen Thrombozytenfunktion
unter statischen sowie arteriellen FluBbedingungen in vitro und ex vivo bei Patienten unter lbrutinib-
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Therapie gezeigt werden®**13 Nach Zugabe von lbrutinib in vitro oder in Patienten unter lbrutinib-
Therapie ex vivo zeigte sich eine Hemmung der Kollagen- oder CRP-stimulierten Thrombozytenaggregation
in PRP, Hemmung der Ristocetin-induzierten Thrombozytenaggregation im Blut (Ristocetin vermittelt die
Interaktion von vVWF mit GPlb) sowie eine Inhibition der Kollagen- und vWF-induzierten Thrombusbildung

unter Fluss3>138

. Zudem wurde gezeigt, dass der outside-in-Signalweg von Integrin B3 und die
anschlieRende Thrombozytenadhasion und Ausbreitung auf immobilisiertem Fibrinogen in vitro durch

Ibrutinib gehemmt wird®3>.

Im Vergleich zur Standardchemotherapie war bei Patienten unter Ibrutinib-Therapie eine Hemmung der
Kollagen/GPVI- und der vWF/GPlb-induzierten thrombozytidren Aggregation mit einem erhohten
Blutungsrisiko assoziiert3*13%, Interessanterweise wurden unter Therapie mit neueren, selektiveren Btk-
Inhibitoren der zweiten Generation, wie Acalabrutinib, ONO/GS-4059 und BGB-3111 weniger
Blutungskomplikationen als unter Ibrutinib-Therapie beschrieben®. Auch nach oraler Verabreichung der
neuen Btk-Inhibitoren BTKI-43607 und BTKI-43761 an nicht-humane Primaten fiir 10 Tage lieR sich keine
Verldngerung der Hautblutungszeit und keine Beeintridchtigung der Koagulation feststellen®,
Bemerkenswerterweise zeigten Thrombozyten von XLA-Patienten eine reduzierte Phosphorylierung von
PLCy2 und Aggregation nach Stimulation mit niedrigen Konzentrationen von Kollagen oder CRP, wahrend
die Aggregation nach Zugabe anderer Thrombozytenstimuli normal war'®, Diese Patienten weisen keine

erhodhte Blutungsneigung auf'®l,

In dieser Dissertation wurden die thrombozytaren Wirkungen der Btk-Inhibitoren Ibrutinib, Acalabrutinib

und ONO/GS-4059 untersucht.
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2.8 Mechanismen der Plaque- und Kollagen-induzierten
Thrombozytenadhdsion und Aggregation

Kollagen, das am haufigsten vorkommende Strukturprotein des menschlichen Kérpers, stellt eine wichtige
organische Komponente der extrazelluldren Matrix und des Bindegewebes, inklusive der BlutgefiRe, dar’.
Derzeit sind 29 verschiedene Kollagentypen bekannt”. Die fibrilliren Kollagentypen | und Ill sind die
wichtigsten Komponenten der extrazellularen Matrix der GefaBwand und gleichzeitig der Hauptaktivator
der Thrombozyten nach Endothelschidigung’. Das netzbildende Kollagen Typ IV stellt den
Hauptbestandteil der subendothelialen Basallamina dar®. Insgesamt werden 9 Kollagentypen, nadmlich |,
-V, VIII, XII, XIIl und XIV, in der GefiRwand exprimiert®. Das in unseren Experimenten verwendete
Horm®-Kollagen ist eine Suspension von nativem fibrillirem Pferde-Sehnen-Kollagen, und enthélt Typ |

und Typ lll Kollagen, mit einem kleinen Anteil an anderen extrazelluldren Matrixproteinen®.

Die Primarstruktur aller Kollagene besteht aus repetitiven GXY-Sequenzen, wobei sich an jeder dritten
Position ein Glycin(G)-Rest befindet. Die Position X wird oft mit Prolin (P) und die Position Y mit Hydroprolin
(O) besetzt® ”°. Eine Polypeptidkette besteht aus ca. 1000 aneinander gereihten Aminosduren und bildet
eine linksgangige Helix (a-Kette)®. Drei a-Ketten lagern sich in Form einer rechtsgingigen Tripelhelix
(entspricht einem Kollagenmolekiil), auch als Tropokollagen bezeichnet, aneinander. Diese kdnnen
identisch, wie bei Kollagen Typ Il (3 al-Ketten), oder unterschiedlich, wie bei Kollagen Typ | (2 al-Ketten
und 1 a2-Kette) sein’. Bei fibrilliren Kollagenen, namlich Typ I-llI, V, XI, XXIV und XXVII, lagern sich die
einzelnen Kollagenmolekiile in charakteristischer Art und Weise side-by-side und end-to-end aneinander,

sodass eine hochmolekulare Kollagenfiber entsteht”®.

Fibrillares Kollagen ist von essentieller Bedeutung fiir die Thrombozytenadhasion und Aktivierung nach
Endothelschadigung. Fibrillares Kollagen bindet und aktiviert zwei Thrombozytenrezeptoren — GPVI und
Integrin oB1Y * 7%, Im Gegensatz zum fibrilliren Kollagen bindet das I6sliche Kollagen ausschlieRlich an
Integrin aB1 von aktivierten Thrombozyten®®. Ldsliches Kollagen ist nicht in der Lage, mit ruhenden

Plattchen zu interagieren®*.

Die Zusammensetzung von atherosklerotischen Plaques unterscheidet sich von der Zusammensetzung
einer gesunden GefdBwand, wie im Abschnitt 2.4 ausfiihrlich beschrieben. Die entscheidenden
plattchenaktivierenden Komponenten atherosklerotischer Plaques stellen morphologisch heterogene
Kollagenfasern Typ | und Typ lll dar, welche Ulber die Aktivierung von GPVI die Thrombusbildung

induzieren® 4%,
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Der thrombozytdre Kollagenrezeptor GPVI vermittelt unter statischen Bedingungen sowohl die durch
Plaque als auch die durch fibrillires Kollagen induzierte Thrombozytenaggregation®. Unter arteriellen
Flussbedingungen spielt das Integrin azPf: eine wichtige Rolle bei der Thrombozytenadhéasion an
Kollagenfasern und ergidnzt die Funktion von GPVI bei der Kollagen-stimulierten
Thrombozytenaggregation 4% 5% 7 Dies dhnelt der Situation nach GefiRwandverletzung in einem
gesunden BlutgefaR. Im Gegensatz dazu stimulieren die Kollagenstrukturen von atherosklerotischen
Plaques die Thrombusbildung unter arteriellem Fluss ausschlieRlich iber die Aktivierung des GPVI®*°, Das
Integrin a1 spielt bei der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation keine Rolle®>°, Somit kénnte die
GPVI-Inhibition ein effektiver und selektiver therapeutischer Ansatz fir die Pravention der

Atherothrombose bei Patienten mit erhéhtem kardiovaskularem Risiko darstellen.

2.9 Neue Strategien fiir antithrombozytare Therapien

In den letzten Jahren werden das GPVI und das GPIb als mogliche pharmakologische targets einer
zukunftigen antithrombozytaren Therapie intensiv erforscht. Derzeit werden GPVI- sowie vVWF/GPIb-
hemmende Substanzen in klinischen Studien getestet*2. Im Folgenden wird auf beide

plattchenhemmende Ansatze naher eingegangen.

Nachdem GPVI ausschlieBlich in Thrombozyten und Megakaryozyten exprimiert wird, ware durch die
GPVI-Inhibition eine selektive Plattchenhemmung maoglich. Durch Blockade von Kollagen-Bindungsstellen
von GPVI mittels Anti-GPVI-Antikérper zeigte sich bei Mausen'®® und Ratten!** in vivo eine effektive
Hemmung der arteriellen Thrombose nach Karotisverletzung. Nach intravendser Applikation von Anti-
GPVI-Antikérpern wurde die Blutungszeit in verschiedenen Tiermodellen ahnlich wie bei genetisch
modifizierten Mausen mit fehlender GPVI-Expression nicht oder nur leicht verldngert®®. Bei Menschen
kommen Erkrankungen mit strukturellen oder funktionellen GPVI-Defekten sehr selten vor und kénnen
sowohl genetisch-bedingt, zum Beispiel durch fehlende oder zu niedrige GPVI-Expression mit gestértem
Signaling, als auch erworben sein, beispielsweise durch Bildung von Anti-GPVI-Autoantikérpern®,
Humane Thrombozyten mit GPVI-assoziierten Defekten sind nicht in der Lage, auf Kollagenstimulation zu
aggregieren, wihrend die Reaktion auf andere Stimuli wie vVWF/Ristocetin oder ADP normal ist'*>. Dennoch
wurden bei manchen Patienten mit GPVI-assoziierten Defekten Blutungsereignisse beschrieben, die durch

gleichzeitig vorliegende Thrombozytopenie erkldrt werden kénnten'®®. Ahnlich fiihrte eine selektive

Antikorper-vermittelte Depletion von GPVI bei Mausen zur GPVI-Elimination von der
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Thrombozytenoberflaiche und einer transienten Thrombozytopenie und dadurch zur signifikanten

Verlangerung der Blutungszeit® 81 142,146

Insgesamt gilt die Inhibition des GPVI-Signalweges als ein potentiell sicherer und effektiver Ansatz fir die
Entwicklung neuer antithrombozytdrer Substanzen. Derzeit wird ein rekombinantes dimeres
Fusionsprotein GPVI-Fc (150 kDa) in klinischen Studien getestet!#? 147 148 Djeses besteht aus einer
extrazellularen Domane eines humanen GPVI-Molekiils, einer kurzen Linker-Sequenz und einem Fc-Teil
des humanen 1gG; und bindet an spezifische Bindungsstellen an Kollagen und verhindert dadurch die
Interaktion von Kollagen mit GPVI**2, In einer klinischen Phase-I-Studie mit gesunden Probanden wurde
nach intravendser Applikation von GPVI-Fc (Revacept®) eine Dosis-abhingige Hemmung der Kollagen-
induzierten Thrombozytenaggregation ex vivo beobachtet, wahrend die ADP- und TRAP-stimulierte
Thrombozytenantwort nicht beeinflusst wurde'®. Auch wurde unter Revacept® keine signifikante
Verlangerung der Blutungszeit festgestellt'*> 149, GPVI-Fc wird derzeit fur die Behandlung von akutem
ischamischen Schlaganfall, symptomatischer Karotisstenose, TIA und Amaurosis fugax im Rahmen einer
Phase-lI-Studie untersucht'¥”. In einer weiteren Phase-ll-Studie wird der Einsatz von Revacept® bei
Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit, die sich einer elektiven PCl unterziehen, untersucht*,
Eine neuerliche Studie zeigte, dass die antithrombotische Wirkung von GPVI-Fc durch Quervernetzung von

GPVI-Fc mittels Anti-Fc-Antikérper weiter verbessert werden kann®*,

Einen weiteren vielversprechenden Ansatz fiir die Entwicklung antithrombozytarer Therapien stellt die
Inhibition des VWF/GPIb-Signalweges dar!** 151, Zwar kénnen bei Patienten mit vWF-Mangel oder vWF-
Defekt (von-Willebrand-Jiirgens-Syndrom) bzw. GPIb-Mangel oder -Dysfunktion (Bernard-Soulier-
Syndrom) erhebliche Blutungskomplikationen auftreten, andererseits kdnnen vWF/GPIb-hemmende

Substanzen die arterielle Thrombose ohne Beeintrachtigung der physiologischen Himostase hemmen?*2,

In den letzten Jahren werden bzw. wurden Antagonisten von VvWF zur Behandlung von
Thrombozytopathien klinisch getestet!*2. ALX-0081, ein humanisierter Anti-vWF-Nanoantikérper, auch
Capalizumab genannt, wird fiir die Therapie von thrombotisch-thrombozytopenischer Purpura (TTP) in
einer Phase-lll-Studie derzeit untersucht!®. ARC1779, ein Anti-vWF-Aptamer, zeigte Vorteile bei der
Behandlung von TTP und von-Willebrand-Syndrom Typ 2b (eine Form des von-Willebrand-Syndroms, bei
der der defekte vVWF eine erhthte Affinitdt zum GPlb aufweist, was zur Thrombozytopenie fiihrt), ohne
Blutungskomplikationen auszulésen (Phase-II-Studie)>* 154, Weitere Studien mit ARC1779 wurden wegen

zu langsamer Patienten-Rekrutierung bzw. Wegfallen der Sponsor-Unterstiitzung gestoppt > 1°¢,
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Da der vWF/GPlb-Signalweg von groRer Bedeutung fiir die Thrombozytenadhé&sion insbesondere unter
Flussbedingungen mit hohen Scherraten ist, wie sie in atherosklerotisch stenosierten Arterien
vorkommen, kdnnten Antagonisten von vWF bzw. GPlb effektiv und selektiv zur Hemmung der
Atherothrombose eingesetzt werden. Der oben erwahnte Anti-vWF-Nanoantikorper ALX-0081 zeigte bei
Patienten mit instabiler Angina pectoris, NSTEMI und stabiler Angina pectoris weniger
Blutungskomplikationen im Vergleich zu Abciximab (Phase-lI-Studie)®’. Der GPIb-Antagonist Anfibatide
(ein Schlangengiftderivat), welcher die Bindung von vWF als auch Thrombin an GPIb blockiert, wurde in
einer Phase-II-Studie in Bezug auf Sicherheit und Wirksamkeit bei NSTEMI-Patienten untersucht und flhrte
zu keiner signifikanten Verldngerung der Blutungszeit®®. Andere GPIb-Antagonisten, wie h6B4-Fab und

GPG-290, befinden sich in praklinischer Entwicklung®®®.

Interessanterweise konnte die Plaque-induzierte Thrombusbildung unter arteriellen Flussbedingungen in
vitro durch rekombinantes GPVI-Fc, GPVI-Antikdrper sowie durch GPIb-Antikorper effizienter als durch die
derzeit breit eingesetzten ASS und P2Y1,-Antagonisten gehemmt werden® >°, Somit kénnte die Inhibition

von GPVI, GPlb und vWF die aktuell verfiigbare antithrombozytire Therapie effizienter machen® 5% 142 159,
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3. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die moderne thrombozytenhemmende Therapie geht mit einem erhéhten Blutungsrisiko einher. Um die
Effektivitat der etablierten antithrombozytdren Therapie mit ASS (Aspirin®) und P2Yi,-Rezeptor-
Antagonisten ohne wesentlichen Anstieg des Blutungsrisikos zu verbessern, waren neue Substanzen,
welche die Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung effektiv und spezifisch, ohne Einfluss auf die
physiologische Hdmostase hemmen, sehr wiinschenswert. Nachdem der thrombozytare GPVI-Rezeptor,
und nicht das Integrin a1, die zentrale Rolle bei der Atherothrombose spielt und seine Funktion bei der
physiologischen Hamostase durch Aktivierung von Integrin a.B: kompensiert werden kann, kénnte die
Inhibition des GPVI-Signalweges einen derartigen Ansatz darstellen. In dieser Dissertation wurden
verschiedene Inhibitoren von Tyrosinkinasen, welche im GPVI-induzierten Signalweg eine wichtige Rolle

spielen, untersucht.

Das erste Ziel war es, die Effekte von Inhibitoren der Src-Familien-Kinasen (PD173952) und der Syk-Kinase
(Syk Inhibitor I, R406) auf die Plaque- und Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation unter statischen
und unter arteriellen Flussbedingungen zu untersuchen. Die Src-Kinase Lyn und Syk spielen eine wichtige
Rolle im friihen GPVI-Signalweg und sind funktionell viel weniger in die Thrombozytenaktivierung durch

die Agonisten von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wie Thrombin und ADP, involviert”’.

Das nachste Ziel war es, die Wirkung der irreversiblen Inhibitoren der Btk Ibrutinib, Acalabrutinib (ACP-
196) und ONO/GS-4059 auf die Plaque- und Kollagen-stimulierte Thrombozytenaktivierung unter
statischen und arteriellen Flussbedingungen zu testen. Nachdem die in vitro Experimente
vielversprechende Ergebnisse erbrachten, stellte sich die Frage, ob eine Plague-selektive Hemmung der
Thrombozytenaggregation ex vivo nach Einnahme von Btk-Inhibitoren besteht. Hierflir wurde das Blut von
Patienten mit CLL und MCL unter oraler Therapie mit Ibrutinib (Imbruvica®) untersucht. Zudem erfolgte
die Testung der Blutungszeit mittels PFA-100. Da das Ibrutinib als irreversibler Btk-Inhibitor die
Thrombozyten fiir ihre gesamte Lebensdauer hemmen miisste, stellte sich die Frage, ob Ibrutinib auch in
niedriger Dosierung eine selektive Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaktivierung bewirken

kann.

Zur Klarung des Mechanismus der Plaque-selektiven Hemmung der Thrombozytenaggregation wurden die
Wirkungen der Tyrosinkinaseinhibitoren auf die Sekretion untersucht. AuBerdem stellte sich die Frage, ob
die Btk-Inhibition die Integrin-azB:- und vWF-abhingige Thrombozytenadhasion an Kollagen, welche fiir

die physiologische Hamostase wichtig sind, beeinflusst.
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4. Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Antikorper, Hemmsubstanzen und Chemikalien

Primarantikérper

Anti-Integrin o1

6F1 (monoklonaler IgG1-Antikorper
einer Maus)

Geschenk von Dr. Barry Coller
(Rockefeller University, New York,
USA)

Anti-Integrin ouiBs

Abciximab (ReoPro®, Fab-Fragment
eines monoklonalen Antikdrpers
gegen Integrin ouuPs)

Janssen Biologicals B.V. (Leiden,
Niederlande)

Anti-GPlba -Antikorper

6B4 (monoklonaler IgG1-Antikorper
einer Maus)

Geschenk von Prof. H. Deckmyn
(Laboratory for Thrombosis
Research, IRC, KU Leuven Campus
Kortrijk, Kortrijk, Belgium)

Niedermolekulare Tyrosinkinasehemmer

Src-Familien-Kinasen-

Sigma-Aldrich (Taufkirchen,

Inhibitor PD173952 Deutschland)

R406 Selleckchem (Houston, USA)
Syk-Inhibitoren

Syk Inhibitor II Calbiochem (San Diego, USA)

Btk-Inhibitoren

Acalabrutinib (ACP-196)

Selleckchem (Houston, USA)

Ibrutinib

Selleckchem (Houston, USA)

Ibrutinib Hartkapseln (Imbruvica®)

Janssen Pharmaceutica NV, Beerse,
Belgien

ONO/GS-4059

Selleckchem (Houston, USA)

Chemikalien

Acetylsalicylsdure (ASS) Tabletten
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Adenosin 3-phosphat 5-phosphat (ADP) Biopool (Wicklow, Irland)

Roche Diagnostics (Rotkreuz,

Arachidonsaure (AA) Schweiz)

Life Technologies (Eugene, OR,

DiOCe USA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim,

Humanes Serumalbumin (HSA, Katalog #: A1653) Deutschland)

Kollagen (Horm®) Takeda (Linz, Osterreich)

Chronolog Corp. (Havertown, PA,

Luciferine-luciferase Reagent (Chronolume®) USA)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen,

Losliches Kollagen Typ | (aus Kalbshaut) Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim,

M .
epacrine Deutschland)
PAR-4-Agonist Ala-Tyr-Pro-Gly-Lys-Phe-NH2 Tocris (Avonmouth, Bristol,
(AY-NH,) GrolRbrittanien)
. . Roche Diagnostics (Rotkreuz,
Ristocetin

Schweiz)

Sakura (Alphen aan den Rijn,

Tissue-Tek® (Einbettmedium fiir die Kryotomie) Niederlanden)

TRAP (SFLLRN, Protease-aktivierter Rezeptor-1-

Agonist) Bachem AG (Bubendorf, Schweiz)

U-46619 (TxA,-Rezeptor-Agonist) Calbiochem (San Diego, USA)

4.1.2 Puffer und Losungen

Homogenisierungspuffer * 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; pH 7,4
Dulbecco’s Phosphate buffered Saline (PBS) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
HSA-PBS* HSA 4 % oder HSA 0,5 % in PBS
Natriumchlorid (NaCl) 0,9 % B. Braun (Melsungen, Deutschland)
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gel6st in 0,9 % NaCl, Stock ~ 100000 U/ml;

6,45 mg/ml; Stock bei -20°C gelagert;

finale Konzentration im Blut ~ 200 U/ml; 13 pg/ml
Celgene (Windsor, GroRbritannien)

Refludan® (Rekombinantes Lepirudin)**

SKF-Puffer Takeda (Linz, Osterreich)

* Eigene Herstellung

** Lagerung bei +4°C

4.1.3 Stammlosungen

Acalabrutinib (ACP-196) Stammldsung 20 mM im DMSO*; vor jedem
Experiment Zwischenverdiinnungen (0,1 mM, 0,2
mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM und 5 mM) im DMSO

lbrutinib hergestellt; finale Konzentration der Btk-Hemmer
im Blut 0,1 uM, 0,2 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM bzw.
ONO/GS-4059 5 UM **

Stammlésung 20 mM im DMSO¥*; vor jedem
Experiment Zwischenverdiinnungen (1 mM, 2

PD173952 mM, 5 mM und 10 mM) im DMSO hergestellt;
finale Konzentration des Hemmers im Blut 1 uM,
2 UM, 5 uM bzw. 10 pM **

Stammldsungen 2,5 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM
und 20 mM im DMSO*; finale Konzentration des
Hemmers im Blut 2,5 uM, 5 uM, 10 pM, 15 uM
und 20 uM in den Aggregometrie-Experimenten;
5 uM, 10 uM und 15 pM in den
Flussexperimenten **

R406

Stammlésung 4 mM in aqua destillata*;
anschliefend Verdiinnung im 0,9 % NaCl im
Verhiltnis 1:1 auf 2 mM; Endkonzentrationen im
Blut 1 uM, 2 uM, 5 uM und 10 uM

Syk Inhibitor Il

ADP 500 uM in aqua destillata

Stammldsung 5 mM im DMSO; vor jedem
DiOC6 Experiment Verdiinnung im HSA 0,5 % -PBS auf
100 pM; finale Konzentration im Blut 1 uM

100 pg/ml im SKF-Puffer fiir die Aggregometrie-
Fibrillares Horm®-Kollagen Experimente; 20 pg/ml im SKF-Puffer fir die
Flussexperimente
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TRAP

500 uM im 0,9 % NaCl

U46619 (TxAz-Rezeptor-Antagonist)

Stammlosung 10 mM im Ethanol; Verdiinnung im
NaCl 0,9 % auf 100 uM; finale Konzentration im
Blut 300 nM

* Tyrosinkinase-Inhibitor-Stammlésungen wurden bei -80°C (Acalabrutinib, lbrutinib, ONO/GS-4059,

R406), bei -20°C (Syk Inhibitor Il) sowie bei +4°C (PD173952) gelagert.

** Finale Konzentration von DMSO im Blut war stets 0,1 %.

4.1.4 Verbrauchsmaterialien

Butterflykanilen (20-Gauge)

Intermedica GmbH (Mainz, Deutschland)

Falcon® Réhrchen, 15 ml und 50 ml

Sarstedt (Nirnberg, Deutschland)

Deckglaschen

Deckglaser 24 x 60 mm, # 1,5H, Menzel-Glaser
GmbH (Braunschweig, Deutschland)

Kollagen/ADP-Kartuschen und
Kollagen/Epinephrin-Kartuschen fuir PFA-100

Siemens Healthcare (Erlangen, Deutschland)

Multiplate®-Testzellen

Dynabyte Medical (Minchen, Deutschland)

Plastikspritzen, Spritzenvolumen 10 ml, 20 ml und
50 ml

BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland)

Silikonschlauch (Innen ®: 1,5 mm; AuRen
® : 3,5 mm; Wanddicke: 1 mm)

Wagner & Munz GmbH (Minchen, Deutschland)

S-Monovette® 3,8 ml 9NC/PFA (0,129 mol/I
gepuffertes Natriumcitrat; pH 5,5)

Sarstedt (NUrnberg, Deutschland)

Flusskammern sticky-Slide 1 0,1 Luer
(Kanalvolumen: 25 pl, Lénge: 50 mm,
Breite: 5 mm, Hohe: 100 um)

ibidi GmbH (Martinsried, Deutschland)

Thrombo-Plus® Réhrchen fir die direkte Zahlung
der Thrombozyten

Sarstedt (NUrnberg, Deutschland)

4.1.5 Gerate und Software

Impedanzaggregometer

Multiplate®-Analyzer, Dynabite Medical
(Miinchen, Deutschland)

Inkubator

WTB Binder (Tuttlingen, Deutschland)
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Innovance® PFA-100 System Siemens Healthcare (Erlangen, Deutschland)
Kamera CoolSNAP HQ2 CCD camera,

Photometrics (Tuscon, AZ, USA)

Nikon Eclipse TE2000-E invertiertes

Fluoreszenzmikroskop (Tokyo, Japan)
Mikroskope

Leitzmikroskop Leitz Wetzlar (Wetzlar,
Deutschland)

Neubauer-Zahlkammer; Tiefe 0,1 mm,

Flache 0,0025 m? Neubauer improved (Marienfeld, Deutschland)

LEGATO 270, Harvard Apparatus

Spritzensaugpumpe (Holliston, MA, USA)

Vortex REAX top, Heidolph (Kehlheim, Deutschland)

BP2100S und R160P, Sartorius (Gottingen,

W
aagen Deutschland)

. Milli Q Direct Q 16, Merck Millipore (Billerica, MA,
Wasseraufreinigungssystem

USA)
NIS-element 3.2 Nikon GmbH (Diisseldorf, Deutschland)
ZEN Software Carl Zeiss Microlmaging (Jena, Deutschland)
Kryostat Leica CM 3050S (Wetzlar, Deutschland)

4.2 Methoden

4.2.1 Blutentnahmen fiir in vitro und ex vivo Experimente

Fiir die in vitro Experimente wurde das Blut von gesunden freiwilligen Erwachsenen erhalten, die
zumindest in den zwei Wochen davor keine thrombozytenhemmende Medikation zu sich genommen
hatten. Die Probanden und Patienten stimmten nach einer ausfiihrlichen Aufklarung der experimentellen
Verwendung ihrer Blutproben zu und unterschrieben ein nach Beratung durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultdt der Universitit Minchen (AZ 365-14) erstelltes Informations- und
Einwillungsschreiben. Fiir die periphere Venenpunktion wurde eine 20-Gauge-Butterflykaniile verwendet.
Nachdem die ersten 2 ml Blut verworfen wurden, wurde das vendse Blut fiir die Experimente in eine
Plastikspritze gesammelt, welche vor der Blutentnahme zu 1/10 des Spritzenvolumens mit
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rekombinantem Lepirudin geftllt wurde (gelést im 0,9 % NaCl, finale Konzentration im Blut ~ 200 U/ml; 13
pg/ml). AnschlieBend wurden die Experimente zwischen 20 Minuten und 4 Stunden nach der

Blutentnahme durchgefihrt.

Fiir die ex vivo Experimente wurde das vendse Blut von 5 Patienten mit chronischer lymphatischer
Leukdmie (CLL) unter Dauertherapie mit lbrutinib (Imbruvica®; 3 x 140-mg-Kapseln taglich; Janssen
Pharmaceutica NV, Beerse, Belgien) untersucht. Die Kontrollgruppe bestand aus 4 Patienten mit CLL und
einem Patienten mit Mantelzelllymphom (MCL), bei welchen zum Zeitpunkt unserer Untersuchung keine
Indikation zur lbrutinib-Therapie bestand. Die Voraussetzung fiir die Teilnahme waren
Thrombozytenzahlen > 150 x 10°/L sowie keine thrombozyten- und gerinnungshemmende Medikation.
Bei jedem Experiment wurde jeweils das Blut eines Patienten unter lbrutinib-Therapie und eines

Kontrollpatienten mit ahnlichen Thrombozytenzahlen parallel getestet.

Zur Untersuchung von Ibrutinib als einer moglichen antithrombozytaren Therapie wurde ein Pilot-Versuch
mit 2 freiwilligen gesunden mannlichen Probanden (Arzte im Alter von 66 und 61 Jahren) durchgefiihrt.
Nachdem die beiden Probanden eine Initialdosis von Imbruvica® (3 x 140 mg) zu sich genommen hatten,
erfolgte jeweils eine Woche lang die Einnahme einer niedrigen Dosis (Proband A 140 mg/Tag bzw. Proband

B 140 mg jeden zweiten Tag).

Zum Vergleich wurde eine Versuchsreihe mit 2 Probanden (Arzt, 66 Jahre und Arztin, 28 Jahre)
durchgefiihrt, die niedrig-dosierte ASS (100 mg taglich) fir 1 Woche eingenommen hatten, wobei der

Proband A derselbe wie in den ex vivo Ibrutinib-Versuchen war.

Zur Untersuchung der Thrombozytenfunktion am PFA-100-Gerdat wurde Citrat-antikoaguliertes Blut
verwendet, das in Fertigmonovetten (S-Monovette 9NC/PFA 3,8 ml), die 0,38 ml gepuffertes Natriumcitrat

(0,129 mol/l; pH 5,5) enthielten, abgenommen wurde.
4.2.2 Thrombozytenzdhlung

Bei jedem Probanden wurde die Thrombozytenzahl mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierbei
wurden vor jedem Experiment 10 ul Blut in die Thrombo-Plus® Fertigrohrchen fiir die direkte Zahlung der
Thrombozyten pipettiert und durch Schwenken mit der Flissigkeit (Hg-Salz; 2,5 mg/ml L6sung) vermischt.
AnschlieBend wurde je ein Tropfen von der entstandenen Lésung auf die beiden Felder der Neubauer-
Zahlkammer aufgetragen und mit dem dazugehdrigen Deckglaschen bedeckt. Fiir die Auszahlung wurde

Leitz-Mikroskop (Wetzlar, Deutschland) verwendet.
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4.2.3 Praparation, Konservierung und Aufbewahrung von humanem
atherosklerotischen Plaguematerial

Atherosklerotisches Plaguegewebe stammte von Patienten mit hochgradiger Karotisstenose und wurde
nach Endarterektomie durch Herrn Professor Brandl (Praxis fur GefaRchirurgie und Venenmedizin am
Marienplatz, Minchen) freundlicherweise bereitgestellt. Entsprechend der Deklaration von Helsinki
hatten die Patienten nach arztlicher Aufklarung der Spende ihres Plaquegewebes zugestimmt und ein nach
Beratung durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Universitat Minchen (AZ 365-14)
erstelltes Informations- und Einwillungsschreiben unterschrieben. Die atheromatdsen Plaques wurden
sorgfaltig unter sterilen Bedingungen vom umgebenden atherosklerotischen Gewebe getrennt und bis zur
weiteren Verarbeitung unter -80°C aufbewahrt® %% 1% Das Plaquegewebe wurde verarbeitet, um

Plaguehomogenat oder 3 um-diinne Schnitte zu erhalten.

Um Plaguehomogenat herzustellen, wurden die Plaqueproben abgewogen und unter sterilen
Bedingungen im Homogenisierungspuffer (150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,4) homogenisiert
(Endkonzentration 100 mg Feuchtgewicht pro ml). Um mogliche Unterschiede zwischen Plaques von
verschiedenen Patienten zu minimieren, wurden Pools aus 5 verschiedenen Plaques hergestellt,
aliquotiert und unmittelbar bis zur weiteren Verwendung bei -80° C aufbewahrt?®® 5% 161 |n dieser
Dissertation wurden 5 verschiedene Plaque-Pools eingesetzt. Vor der Verwendung wurden die
Plaguehomogenate fiir statische Untersuchungen im Multiplate®-Aggregometer sowie im Lumi-

Aggregometer mit PBS im Verhaltnis 1:1 sowie fir die Flussexperimente im Verhaltnis 1:20 verdiinnt.

Zur Herstellung von sequentiellen Plaque-Gewebeschnitten wurden atherosklerotische Gewebeproben
von 4 verschiedenen Patienten in Tissue-Tek® eingebettet, quer in 3 um diinne Schnitte bei -20° C mittels
Kryostat (Leica CM 3050S, Wetzlar, Deutschland) geschnitten und auf Deckglaschen aufgetragen. Die

Plague-Gewebeschnitte wurden bei -80° C gelagert.
4.2.4 Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen

Die Thrombozytenaggregation im Blut wurde mittels Impedanzaggregometrie (multiple electrode
aggregometry, MEA) unter Verwendung eines Multiplate®-Aggregometers gemessen, wie initial
beschrieben'®®, Es wurde das Protokoll von Bampalis et al. verwendet, um die Spontanaggregation

moglichst gering zu halten®,

PD173952, Ibrutinib, Acalabrutinib (ACP-196), ONO/GS-4059, R406 oder DMSO als Kontrolle wurden zu

0,3 ml NaCl in die MEA-Kiivetten pipettiert. AnschlieRend wurden 0,3 ml Blut in die Testkivette
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zugegeben. Die Endkonzentration von DMSO betrug stets 0,1 %. Syk Inhibitor Il wurde direkt zu der
Mischung aus 0,3 ml NaCl und 0,3 ml Blut zugesetzt. Als Kontrolle wurde fir Syk Inhibitor Il NaCl
verwendet. Finale Konzentrationen der Tyrosinkinaseninhibitoren in der Testkilivette sind im Abschnitt
4.1.3 angegeben. Je nach Substanz wurden die Proben unterschiedlich lang bei 37°C ohne Rihren
vorinkubiert: Syk Inhibitor Il, PD173952 und R406 fiir 3 min, Ibrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059 fur
15 min. In den ex vivo Experimenten mit dem Blut von Patienten bzw. gesunden Freiwilligen im
Pilotversuch wurden die Proben bei 37°C fir 3 min ohne Riihren vorinkubiert'®®, Danach wurde der
jeweilige Stimulus zugesetzt, das Rihren wurde initilert und die Impedanzinderung fir 10 min
kontinuierlich aufgezeichnet. Als Stimuli wurden Plaguehomogenat (833 pg/ml), Kollagen (0,2-0,4 pg/ml;
die Konzentration wurde fir jeden Probanden individuell gewahlt, sodass das AusmaR der Aggregation
dhnlich wie bei Plaguehomogenat war), TRAP (5 uM), PAR4-Agonist AY-NH, (0,1 mM), Arachidonsaure (0,6
mM), ADP (5 uM), Ristocetin (0,5 mg/ml) oder U46619 (300 nM) verwendet. Die Mittelwerte von zwei
unabhangigen  Messungen wurden als kumulative  Aggregationswerte in  willklrlichen

Aggregationseinheiten (AU) iber den Zeitraum von 10 min (AU*min) ausgedrickt.
4.2.5 Bestimmung der ATP-Sekretion im Blut

ATP-Sekretion wurde mittels Lumineszenz-Bestimmung unter Verwendung eines Lumi-Aggregometers®,
wie friiher beschrieben, gemessen®’ 13, Es wurden dieselben experimentellen Bedingungen wie fiir die
MEA verwendet. NaCl (200 pl) und Hirudin-antikoaguliertes Blut (200 pl) wurden mit dem jeweiligen
Inhibitor fir 3 bzw. 15 min, wie oben beschrieben, bei 37°C ohne Rihren vorinkubiert. In manchen
Ansatzen wurde Abciximab (20 pug/ml) allein oder in Kombination mit einem Tyrosinkinaseinhibitor zum
Blockieren der Aggregation eingesetzt. Nach dem Vorinkubieren wurde das Luciferase-Luciferin Reagent
(30 pl) in die Proben hinzugefiigt, das Rihren (1000 rpm) gestartet und der jeweilige Stimulus zugesetzt.
Als Stimuli dienten Plaguehomogenate (833 pg/ml), Kollagen (0,5 pug/ml) und TRAP (5 pM). Der maximale
Anstieg der Lumineszenz nach 4 min wurde gemessen. Lumineszenzsignale wurden durch Zugabe von

Losungen definierter ATP-Konzentrationen ins Blut kalibriert.
4.2.6 Thrombusbildung unter arteriellen Flussbedingungen

Plaguehomogenat, Plaqueschnitte, fibrillares und l6sliches Kollagen wurden mit Hirudin-antikoaguliertem

Blut unter arteriellen Flussbedingungen bestromt.
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4.2.6.1 Beschichtung von Deckgldaschen mit atherosklerotischem Plaguematerial

Plaguehomogenat wurde mit PBS im Verhaltnis von 1:20 verdliinnt und mittels Vortex gemischt. Das
Eppendorf-Mikroreaktionsgefa® mit Plaquesuspension (100 ul) wurde fiir 30 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Nachdem sich die groBen Plaquepartikel abgesetzt hatten, wurde der Uberstand
vorsichtig abpipettiert. Davon wurden je 4 ul auf mit Isopropanol (70 %) gereinigte Deckgldschen
aufgetragen und lber eine Flache von ca. 5 x 7 mm gleichmaRig ausgestrichen. Die beschichteten
Deckglaschen wurden bei Raumtemperatur getrocknet und Uber Nacht bei 4°C bis zum Experiment
aufbewahrt. Die Vorbereitung und Aufbewahrung von atherosklerotischen Plaqueschnitten ist im

Abschnitt 4.2.3 beschrieben.
4.2.6.2 Beschichtung von Deckgldaschen mit Kollagen

Zum Vergleich mit atherosklerotischem Plaguematerial wurde fibrillires Horm®-Kollagen aus
Bindegewebe verwendet, da dieses kommerzielle Kollagenpraparat Kollagen Typ | und Il wie menschliche
atherosklerotische Plagues enthilt & 1150 150. 159 Horm®-Kollagen wurde mit SKF-Puffer verdiinnt (20
pg/ml). Von der Verdiinnung wurden je 3 pl auf zuvor mit Isopropanol (70 %) gereinigte Deckglaschen
aufgetragen und Gber die Flache von ca. 5 x 7 mm gleichmaRig verteilt. Die beschichteten Deckglaschen

wurden bis zum Experiment in einer feuchten Kammer bei 4°C aufbewahrt.

Zur Untersuchung des Einflusses von Btk-Inhibition auf den asfB:-Signalweg wurde |6sliches Kollagen
verwendet. Es wurden je 3 pl I6slichen Kollagens (fertige Losung 100 pg/ml) auf zuvor mit Isopropanol (70
%) gereinigte Deckglaschen aufgetragen und Uber die Flache von ca. 5 x 7 mm gleichmaRig verteilt. Die

beschichteten Deckgldaschen wurden direkt verwendet.
4.2.6.3 Durchfiihrung der Flussexperimente

Fiir die Flussexperimente wurden die mit Plaguehomogenat, Plaqueschnitten, fibrillarem Kollagen oder
I6slichem Kollagen beschichtete Deckglaschen auf die Flusskammern geklebt (0,1 Luer sticky slides, ibidi®),
welche vorher mit humanem Serumalbumin (HSA, 4 % in PBS) zur Hemmung unspezifischer
Thrombozytenadhdasion blockiert worden waren. Die Flusskammern wurden auf dem Objekttisch eines
Fluoreszenzmikroskops (TE2000-E, Nikon) fixiert, welches mit einer Inkubationskammer (37°C)
ausgestattet war. Die Flusskammern wurden mit einer Spritzensaugpumpe (iber einen Plastikschlauch
verbunden. Zunachst wurden die Flusskammern mit PBS gesplt und anschlieBend mit 4 % HSA in PBS fir

2 min zur Hemmung unspezifischer Thrombozytenbindung blockiert. Danach wurden die Flusskammern
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mit Hirudin-antikoaguliertem Blut unter arteriellen Flussbedingungen bei zwei verschiedenen Scherraten

(600/s und 1500/s) durchstromt.
4.2.6.4 Berechnung der Flussgeschwindigkeiten

Um die gewlinschten Scherraten (600/s oder 1500/s) in den Flussexperimenten zu erhalten, wurden die

notwendigen Flussgeschwindigkeiten mittels folgender Formel ermittelt:
Flussgeschwindigkeit (ul/min) = (Scherrate (s!) x Kammerhdhe (mm)? x Kammerweite (mm)) / 10064

Die Kammerhohe der 0,1 Luer sticky-Slides betragt laut ibidi-GmbH 100 um. Zudem muss die Hohe der
Klebeschicht der sticky-Slides, die nach Herstellerangaben bei 50 um liegt, mit in die Kammerhohe
einberechnet werden. Da die Deckgldaschen sehr fest auf die sticky-Slides geklebt wurden, wurde die
Kammerhohe mikroskopisch ausgemessen und lag bei 109 * 2 um (n = 10). Die Kammerweite betrug 5

mm. Diese Werte wurden fir die Ermittlung der Flussgeschwindigkeiten verwendet.
4.2.6.5 Vorbereitung der Blutproben fiir die Flussexperimente

Fur die 2 verschiedenen Scherraten von 600/s (entspricht der Flussgeschwindigkeit von 356 pl/min) und
1500/s (entspricht der Flussgeschwindigkeit von 891 pl/min) wurden 2 bzw. 3 ml Blut benétigt. Die

Messzeit betrug 5-7 Minuten, um ein Plateau der maximalen Aggregation bzw. Adhasion zu erreichen.

Die Konzentrationen von Syk Inhibitor 1, PD173952 und R406 fir die Flussexperimente wurden
entsprechend den Dosis-Hemm-Kurven der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation in MEA
gewadhlt. Syk Inhibitor Il (Endkonzentration 2 puM, 5 uM oder 10 puM) wurde in verschiedenen
Konzentrationen direkt in die Blutprobe pipettiert. PD173952 (Endkonzentration 2 uM, 5 uM oder 10 uM),
R406 (Endkonzentrationen 5 uM, 10 uM und 15 pM) und DMSO (Endkonzentration im Blut 0,1 %;
Kontrolle) wurden zur Verhinderung einer eventuellen Hamolyse zunachst zu 100 pl NaCl (0,9 %)
zugegeben. Diese Mischung wurde dann in die Blutprobe pipettiert. AnschlieBend wurde Mepacrine (10
KUM) oder DIOC6 (1 uM) zur Fluoreszenzmarkierung der Thrombozyten der Blutprobe zugesetzt. Die Proben
wurden 5 min bei 37°C vorinkubiert. Als Kontrolle wurde NaCl (0,9 %) fir Syk Inhibitor Il und DMSO
(Endkonzentration 0,1 %) fiir PD173952 und R406 verwendet.

Ibrutinib (Endkonzentrationen 0,2 pM, 0,5 uM und 1 uM), Acalabrutinib und ONO/GS-4059
(Endkonzentrationen 0,5 uM, 1 uM, 2 UM bzw. 5 uM) wurden zunachst ins Falcon-Plastikrohrchen mit 100
pl NacCl (0,9 %) pipettiert. Dazu wurde anschlieRend humanes Blut (2-3 ml) zugegeben. Durch dieses

Vorgehen wurde sichergestellt, dass die Btk-Inhibitoren vollstéandig in die Blutprobe gelangten. Die
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Konzentrationen von Ibrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059 fiir die Flussexperimente wurden
entsprechend den Dosis-Hemm-Kurven der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation in MEA
gewahlt. DIOC6 (1 uM) wurde zur Fluoreszenzmarkierung von Thrombozyten ins Blut zugegeben. Die
Proben wurden 15 min bei 37°C vorinkubiert. Als Kontrolle wurde DMSO (Endkonzentration 0,1 %) oder

NacCl (0,9 %) verwendet.

In den ex vivo Flussexperimenten wurde das Blut von Patienten unter bzw. ohne Ibrutinib-Therapie sowie
von freiwilligen Spendern vor und nach der Ibrutinib-Einnahme sowie vor und nach der ASS-Einnahme mit

DiOC6 (1 uM) fiir 10 Minuten bei 37 °C vorinkubiert.

4.2.6.6 Analyse und Quantifizierung der Thrombozytenadhasion und -aggregation an
atherosklerotisches Plaguematerial, fibrillires oder losliches Kollagen unter arteriellen
Flussbedingungen

Die Thrombozytenadhésion und die Aggregatbildung (differenziert durch ihre unterschiedlichen GréRen)
wurden in Echtzeit mittels Fluoreszenzmikroskopie (Exzitation: 485/25 nm, Emission: 528/38 nm) unter
Verwendung eines 10x-Objektivs (numerische Apertur (NA) 0,4) mit einem Nikon TE2000E Mikroskop und
einer CoolSNAP HQ2 CCD Kamera kontinuierlich (1 Bild/sek) fur 5 bis 7 min aufgezeichnet. Die
aufgenommenen Videos wurden mittels eines Softwarepakets NIS-Element 3.2 quantitativ analysiert,
indem der mit Thrombozyten bedeckte Fluoreszenzflachenanteil (1,0 entsprach der Gesamtflache) nach
Subtraktion der Plaque-Autofluoreszenz zum Zeitpunkt 0 min und des Hintergrundes in jedem Bild
ermittelt wurde®®. Der in dieser Einstellung visualisierte Bereich betrug 669 pm x 896 um. Am Ende
entstand eine Flusskurve, in der die mit Thrombozyten bedeckte Bildflache gegen die Zeit aufgetragen
wurde. Die in den Graphen angegebenen Werte entsprachen dem Mittelwert (MW) +
Standardabweichung (SD) (gemessen jede sek) von n Experimenten fiir jeden Inhibitor mit Blut von

verschiedenen Spendern.

4.2.7 Bestimmung der in vitro Verschlusszeit mit dem ,platelet function analyzer” PFA-
100°®

Das PFA-100®-Gerat ist eine Weiterentwicklung des Thrombostat-Systems, welches die primare
Hamostase simuliert und zur Messung der Blutungszeit in vitro verwendet wird!®> 1% Durch die
Vorrichtung wird Citrat-antikoaguliertes Blut (0,8 ml je Probe) aus einem Behélter unter konstantem
Vakuum durch eine Kapillare und ein kleines Loch in einem Membranfilter, der mit Kollagen/ADP oder
Kollagen/Epinephrin beschichtet ist, angesaugt. Die Zeit, die fir eine vollstdndige Okklusion der Apertur

erforderlich ist, wird als "in-vitro-Verschlusszeit" ermittelt. Die Verschlusszeiten wurden bei fiinf Patienten
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mit oder ohne Ibrutinib-Behandlung gemessen. Die funf Ibrutinib-Patienten waren die gleichen wie oben

in den statischen und Flussexperimenten.
4.2.8 Statistik

Die Werte sind als Mittelwert (MW) * Standardabweichung (SD) von n Experimenten angegeben. Dabei
wurde stets Probenmaterial von jedem der n Spender unter allen Konditionen des Experiments getestet.
Zur statistischen Analyse der Ergebnisse wurde das SigmaStat 3,5-Softwarepaket eingesetzt. Dieses
analysiert zunachst mit Hilfe des Kolmogoroff-Smirnov-Tests, ob die Daten normal verteilt sind.
Mittelwerte von 2 parallelen Versuchsbedingungen mit verbundenen Proben wurden nach Bestatigung
der Normalitdat mit dem zweiseitigen gepaarten Student-t-Test (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001)
miteinander verglichen. Mehr als 2 parallel gefiihrte experimentelle Bedingungen wurden durch ANOVA
fiir verbundene Proben getestet. Die globale Signifikanz der ANOVA wurde in der Legende angegeben. Die
interessierenden sekundaren Paarvergleiche zweier experimenteller Konditionen wurden dann mittels der
Bonferroni-Methode durchgefiihrt und mit Verbindungslinien und *-Symbolen gekennzeichnet (*: p <
0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001). Wenn eine Normalverteilung nicht gewahrleistet war, wurden die
entsprechenden nicht-parametrischen Tests, der Mann-Whitney U-Test flir 2 Konditionen und fiir mehr
als 2 Konditionen die Rangvarianzanalyse fiir verbundene Proben mit sekundarem Paarvergleich nach
Tukey verwendet. Signifikanzniveaus wurden mit §-Symbolen analog gekennzeichnet. Dosis-
Wirkungskurven mit einer Substanz wurden ebenfalls mit ANOVA fiir verbundene Proben analysiert und
nur die sekundaren Paarvergleiche zur Losungsmittelkontrolle in den Abbildungen eingezeichnet. Bei den
kontinuierlich aufgezeichneten Kinetiken (fluoreszenzmikroskopische Thrombozytenbedeckung von
Plaque und Kollagen) wurden die Werte der parallel geflihrten verschiedenen experimentellen
Konditionen jeweils zu den vollen Minuten ebenfalls mit ANOVA analysiert. In den Abbildungen wurden

aus Platzgriinden aber meist nur die sekundaren Paarvergleiche bei 5 min (Plateauphase) eingezeichnet.
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5. Ergebnisse

5.1 Wirkung von PD173952 auf die Thrombozytenfunktion in vitro

5.1.1 PD173952 hemmt die Plaque-, Kollagen- und TRAP-induzierte
Plattchenaggregation im Vollblut unter statischen Bedingungen

Zur Stimulation der Thrombozytenaggregation im antikoagulierten Blut unter statischen Bedingungen
wurden verschiedene Agonisten verwendet: Plaguehomogenat, fibrillires Kollagen, TRAP, ADP und
Arachidonsdure (AA). Plaque und fibrillares Kollagen stimulieren die Thrombozytenaggregation unter
statischen Bedingungen iiber GPVI-Aktivierung®® >°. TRAP (liber PAR-1), ADP (iiber die ADP-Rezeptoren
P2Y1; und P2Y1) und Arachidonsaure (Uber die Bildung von TxA; und seine Bindung an den TPa-Rezeptor)
vermitteln die Thrombozytenaggregation Gber GPCR-spezifische Signalwege und somit anders als Plaque

und fibrillares Kollagen (s. Kapitel 2.2.2).

Es wurde vermutet, dass durch die Hemmung der im proximalen GPVI-Signalweg agierenden Src-Familien-
Kinasen und Syk die GPVI-vermittelte Thrombozytenaggregation nach Plaque- und Kollagen-Stimulation
selektiv gehemmt werden kann. Zunachst wurde die Wirkung des Src-Familien-Kinasen-Inhibitors
PD173952 untersucht. Es zeigte sich eine vollstindige Hemmung der Plaque- und Kollagen-induzierten
Thrombozytenaggregation durch PD173952 ab der Konzentration von 5 uM (Abb. 2 A,B,D). Die Dosis-
Wirkungs-Kurven fir die Hemmung der Plague- und Kollagen-stimulierten Thrombozytenaggregation

durch PD173952 waren mit ICsop-Werten von 1,72 + 0,08 uM bzw. 2 + 0,3 uM &hnlich (Abb. 2 A,B).

Plattchenaggregation nach Stimulation mit TRAP, welches den PAR-1-Rezeptor aktiviert, wurde durch
PD173952 um bis zu 74 % reduziert (Abb. 2 C,D). Der ICso-Wert fiir die Inhibition der TRAP-induzierten
Thrombozytenaggregation betrug 1,7 £ 0,9 uM. Darilber hinaus zeigte sich eine signifikante Hemmung der

ADP-stimulierten Thrombozytenaggregation durch PD173952 (5 uM) (Abb. 2 D).

45



Ergebnisse

A
DMSO PD173852
2000
200 _ DMSO  +Plaque  +Plaque Plaque
g |l 77 AUmin' | {1206 AU*min— | 0AU*min — § =
= | N I | B O I E —
£ _ |0 |l - S E 1000
S| T | ] g5 .
= <L
& | 2= vas es
& | | EH 0
D =——'_'_ i B e

10 min 012 5 10
PD173952 (uM)

B
DMSO PD173952 2000
00 DMSO  +Kollagen  +Kollagen Kollagen
= |r42 AUFmin-+— | 1673 AU min -~ — 0 AU*min — s _ **
.g :.. | 1 1 mE‘IDUD FEEk
3| o5
a - cng
= EE 3
&ﬂ i P Ek*
o 0! ———FT=r
0 10 min 012 5 10
PD173952 (uM)
c DMSO PD173952
o0 _DMSO _ +TRAP _ +TRAP 2000 TRAP
& |67 AU'min || 1858 AUmin | [903AUmIn | §
.g I H =] L] ‘é'g -
52 a7 casmansls c g5 1000 s o
Eﬁ 1 | . .:.“__‘_ EE T
= | s I §F
=T | -t L g H 7 S T
|:| ——_ =1 31 3} H E| —T T T —TT —T T
10 min 012 5
PD173952 (uM)
D — 3000 -
= mDOMSO (Kontrolle) mPD173952
E 2500 | -
*
g 2000 4 4o =
|
S 1500
E =1
(]
=@ 1000
a
.
3 500 -
0 4
ST SIS SR
T & &
‘&_Q '_‘9'\-
{@l
&

Abbildung 2: Wirkung des Src-Familien-Kinasen-Inhibitors PD173952 auf die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit
Plaque, Kollagen, TRAP, ADP und Arachidonsdure (AA).

Die Blutproben wurden fir 3 min mit DMSO (0,1 %, Kontrolle) oder PD173952 vorinkubiert, bevor eine Stimulation mit Plaque
(833 pg/ml), Kollagen (0,5 pg/ml), TRAP (5 uM), ADP (5 uM) oder AA (0,6 mM) erfolgte. Links sind reprasentative MEA-Kurven der
(A) Plague-, (B) Kollagen- und (C) TRAP-induzierten Thrombozytenaggregation (die Konzentration von PD173952 betragt 10 uM).
Die Zahlen in den Kurven stehen fiir kumulative Aggregationswerte (AU*min), welche 10 min nach Beginn der Stimulation
gemessen wurden. Rechts sind Dosis-Wirkungs-Kurven von PD173952 fiir (A) Plaque, (B) Kollagen und (C) TRAP dargestellt. (D)
Balkendiagramm zeigt die Effekte von PD173952 (5 uM) auf die Plaque-(833 pg/ml), Kollagen-(0,5 pg/ml), TRAP-(5 uM), ADP-(5
UM) und AA-(0,6 mM) induzierte Thrombozytenaggregation und spontane Thrombozytenaggregation ohne Stimulus. MW + SD,
n=4-5. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p< 0,001 fir PD173952 vs. DMSO (Kontrolle). Verdndert nach Busygina et al.167
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5.1.2 PD173952 hemmt die Plaque- und Kollagen-stimulierte ATP-Sekretion

Um zu untersuchen, ob PD173952 die Thrombozytenaggregation indirekt Gber die Inhibierung der
Sekretion hemmt, wurde die Stimulus-induzierte ATP-Sekretion aus den dichten Granula im Blut unter
denselben experimentellen Bedingungen wie die Aggregation gemessen. Hierbei konnte die Plaque- und
Kollagen-stimulierte ATP-Sekretion durch PD173952 (20 uM) vollstandig gechemmt werden (Abb. 3). Somit
konnte die PD173952-vermittelte  Hemmung der Plaque- und Kollagen-stimulierten

Thrombozytenaggregation zu einem gewissen Teil (iber die Inhibition der granuldaren Sekretion erfolgen.

PD173952 kdnnte zum Teil auch indirekt tGber die Hemmung der Aggregation die Sekretion hemmen. Um
dies zu untersuchen, wurden die Thrombozyten mit Abciximab inkubiert, welches liber die Hemmung der
Fibrinogen-Bindung an das Integrin a3 die Aggregation verhindert. Durch Abciximab konnte die Plaque-
und Kollagen-induzierte ATP-Sekretion um 53 + 28 % bzw. um 38 + 31 % reduziert werden (Abb. 3), was
frihere Beobachtungen bestatigt, die gezeigt hatten, dass die Integrin aypBs-Aktivierung wahrend der
Aggregation die Sekretion verstarkt'®. Die vollstindige Hemmung der Plaque- und Kollagen-induzierten
Aggregation durch PD173952 ist daher durch eine direkte Hemmung sowohl der Aggregation als auch der

Sekretion zu erklaren.

Im Gegensatz zu einer vollstandigen Hemmung der thrombozytaren Sekretion nach Stimulation mit Plaque
und Kollagen, wurde die TRAP-induzierte Sekretion durch PD173952 (20 uM) nicht-signifikant um 28 + 18
% gehemmt. Nach Zugabe von Abciximab konnte die Sekretion zum Teil gghemmt werden (um 29 + 23 %),
aber es konnte keine zusétzliche Inhibition der Sekretion durch gleichzeitige Gabe von PD173952 erreicht
werden (Hemmung der Sekretion insgesamt um 35 = 29 %) (Abb. 3, letzter Balken). Dies zeigt, dass
PD173952 die Sekretion nach TRAP-Stimulation nicht direkt hemmt, sondern indirekt durch Hemmung des

durch Src-Familien-Kinasen vermittelten auBs-Integrin-Signalwegst? 168,
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Abbildung 3: Wirkung des Src-Familien-Kinasen-Inhibitors PD173952 auf die Plaque-, Kollagen- und TRAP-induzierte ATP-
Sekretion im Blut.

Die Blutproben wurden fir 3 min mit DMSO (0,1 %, Kontrolle), PD173952 (20 uM), Abciximab (20 pg/ml) allein oder in
Kombination mit PD173952 vorinkubiert, bevor eine Stimulation mit Plaque (833 pg/ml), Kollagen (0,5 pg/ml) oder TRAP (5 uM)
erfolgte und der Riihrvorgang gestartet wurde. Die ATP-Sekretion ist in % der DMSO-Kontrolle (100 %), gemessen 3 min nach
Beginn der Stimulation, angegeben. MW + SD, n = 4-5. *: p < 0,05, ***: p < 0,001, wie durch horizontale Balken gekennzeichnet.

5.1.3 PD173952 hemmt  die Plattchenthrombenbildung induziert  auf

Plaguehomogenat, Plaqueschnitten und Kollagen unter arteriellem Blutfluss

Um eine Thrombozytenaktivierung durch Plaqueruptur zu simulieren, wurden atherosklerotisches
Plaguehomogenat und Plaqueschnitte unter arteriellen Flussbedingungen mit humanem Hirudin-
antikoagulierten Blut bei einer Scherrate von 600/s bestromt. Zum Vergleich wurde fibrillares Kollagen Typ
| und Typ lll verwendet, welches den Hauptbestandteil einer gesunden Arterienwand darstellt und die
Thrombozytenadhdsion und Aggregation zusatzlich zu GPVI auch lber die Aktivierung von Integrin a,B;

vermittelt.

Bevor die Wirkung von PD173952 auf Plaguematerial und Kollagen unter arteriellen Flussbedingungen
untersucht wurde, wurde die Wirkung von DMSO, welches zum Auflésen von PD173952 verwendet wurde,
auf die Stimulus-induzierte Thrombozytenaggregation getestet. DMSO (finale Konzentration 0,1 %) zeigte

keinen Einfluss auf die Plattchenthrombenbildung (Abb. 4).
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Abbildung 4: DMSO zeigt keinen Einfluss auf Plaque- und Kollagen-induzierte Thrombenbildung unter arteriellen
Flussbedingungen.
Die Blutproben wurden mit NaCl oder DMSO (0,1 %) fuir 5 min bei 37°C vorinkubiert, bevor der Blutfluss gestartet wurde. MW +

SD, n=5.

Die Kinetik und das AusmaR der Plattchenthrombenbildung waren auf Plaguehomogenat, Plaqueschnitten

und Kollagen dhnlich (Abb. 5 A,B).

Durch PD173952 (10 uM) konnte die Thrombenbildung auf Plaguehomogenat vollstindig gehemmt
werden (Abb. 5 A,B). Hierbei persistierte die Thrombozytenadhasion weiterhin, was in der Abbildung 5B
rechts oben zu erkennen ist. PD173952 (10 uM) hemmte die Plattchenthrombenbildung auf
Plaqueschnitten zwar etwas weniger stark, jedoch auch deutlich—um 81 % (Abb. 5A,B). Auch die Kollagen-
induzierte Plattchenthrombenbildung wurde durch PD173952 (10 uM) signifikant um 50 £ 24 % reduziert
(Abb. 5A,B). Geringere Konzentrationen von PD173952 (2 und 5 uM) verzégerten und reduzierten die

Thrombenbildung auf Plaguehomogenat und Plaqueschnitten, ebenso wie auf Kollagen (Abb. 5B).
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Abbildung 5A: Hemmung der Plaque- und Kollagen-induzierten Plittchenthrombenbildung durch PD173952 unter arteriellen
Flussbedingungen. Reprasentative mikroskopische Aufnahmen.

Die Blutproben wurden mit Mepacrine zur Thrombozytenmarkierung, und mit DMSO (0,1 %, Kontrolle) oder PD173952 (10 uM)
flir 5 min bei 37°C vorinkubiert, bevor der Blutfluss (Scherrate 600/s) gestartet wurde. Reprasentative mikroskopische Aufnahmen
zeigen die Bedeckung von Plaguehomogenat, Plaqueschnitten und Kollagen mit Plattchenthromben am Anfang und 4 min nach
Beginn des Blutflusses sowie die Wirkung von PD173952. Verandert nach Busygina et al.167

Kollagen
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Abbildung 5B: Hemmung der Plaque- und Kollagen-induzierten Plattchenthrombenbildung durch PD173952 unter arteriellen

Flussbedingungen. Kinetik.
Die Blutproben wurden mit DM

SO (0,1 %, Kontrolle) oder PD173952 fiir 5 min bei 37°C vorinkubiert, bevor der Blutfluss (Scherrate

600/s) gestartet wurde. Die Liniendiagramme zeigen die Wirkung von PD173952 (2, 5 oder 10 uM) auf die Plaque- und Kollagen-
induzierte Plattchenthrombenbildung Uber die Zeit. Rechts oben ist die Kinetik der unter PD173952 (10 uM) persistierenden
Thrombozytenadhasion auf Plaguehomogenat bei ca. 100-fach kleinerer Skalierung der Y-Achse dargestellt. MW +SD, n =5, *: p
< 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001 fur PD173952 vs. DMSO (Kontrolle) bei 4 min. Verandert nach Busygina et al.167

Die Hemmung der durch

Hemmung der Kollagen-

starker (Abb. 6).

Plaguehomogenat stimulierten Plattchenthrombenbildung war im Vergleich zur

induzierten Plattchenthrombenbildung nur bei 10 uM PD173952 signifikant

51



Ergebnisse

[ =
.g 0.3 - —=— Kollagen
8 Plaqueschnitte
£
g —s— Plaguehomogenat
£
= 02
£
oD
=
3
=
[*]
[1+]
T 01 -
£
=
[+4]
=
[*]
E
L
U i

PD173952 (uM)

Abbildung 6: Dosis-Wirkungs-Kurven von PD173952 fiir die Hemmung der Plattchenthrombenbildung auf Plaquematerial und
Kollagen unter arteriellen Flusshedingungen.

Siehe Legenden zu Abbildung 5A,B. Die Plattchenthrombenbildung wurde 4 min nach Flussbeginn (Scherrate 600/s) gemessen.
MW +SD, n=5, *: p<0,05.

5.2 Wirkung von Syk Inhibitoren (Syk Inhibitor II, R406) auf die

Thrombozytenfunktion in vitro

5.2.1 Syk Inhibitor Il hemmt die durch Plaque und Kollagen, aber nicht die durch TRAP und

ADP stimulierte Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen

Die Wirkung von Syk Inhibitor Il auf die GPVI-abhangige, durch Plaguehomogenat und Kollagen stimulierte
Aggregation, und die GPCR-vermittelte Aggregation nach Stimulation mit TRAP, ADP, Arachidonsaure (AA)
und dem TxA,-Rezeptor-Agonisten U46619 wurde mittels MEA im antikoagulierten Blut untersucht.
Hierbei wurde die Plaque-stimulierte Thrombozytenaggregation durch Syk Inhibitor Il (5 uM) vollstandig
gehemmt. Die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation wurde ebenfalls deutlich (um 85 %)
reduziert. Die ICso-Werte fir die Hemmung der Plague- und Kollagen-induzierten
Thrombozytenaggregation durch Syk Inhibitor Il waren ahnlich und lagen bei 1,78 + 0,8 uM bzw. bei 2,04
10,6 UM (Abb. 7A,B). Im Gegensatz dazu wurde die TRAP-stimulierte Thrombozytenaggregation durch Syk
Inhibitor Il (10 uM) maximal nur um 46 + 28 % reduziert (Abb. 7C). Ferner wurde Thrombozytenaggregation
nach Stimulation mit ADP, Arachidonsaure (AA) und dem TxA,-Rezeptor-Agonisten U46619 durch Syk
Inhibitor Il (5 uM) nur minimal bzw. nicht gechemmt (Abb. 7D).
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Abbildung 7: Wirkung des Syk Inhibitor Il auf die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit Plaque, Kollagen, TRAP, ADP,

Arachidonsdure (AA) und U46619 (TxA,-Rezeptor-Agonist).

Die Blutproben wurden mit NaCl (0,9 %, Kontrolle) oder Syk Inhibitor Il fiir 3 min bei 37°C vorinkubiert, bevor eine Stimulation mit
(A) Plaguehomogenat (833 pg/ml), (B) Kollagen (0,5 pg/ml) oder (C) TRAP (5 uM) erfolgte. Links sind reprdsentative MEA-Kurven
der Stimulus-induzierten Thrombozytenaggregation (die Konzentration von Syk Inhibitor Il betrdgt 5 uM) zu sehen; Messzeit 10
min. Die Zahlen in den Kurven stehen fur kumulative Aggregationswerte (AU*min), welche 10 min nach Beginn der Stimulation
gemessen wurden. Rechts sind Dosis-Wirkungs-Kurven von Syk Inhibitor II. (D) Balkendiagramm zeigt die Effekte von Syk Inhibitor
Il (5 uM) auf die Plaque-(833 ug/ml), Kollagen-(0,5 ug/ml), TRAP-(5 uM), ADP-(5 uM), AA-(0,6 mM) und U46619-(300 nM)
induzierte Thrombozytenaggregation und die spontane Thrombozytenaggregation (ohne Stimulus). MW + SD, n = 4-5, ***. p <

0,001 fiir Kontrolle vs. Syk Inhibitor II.
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5.2.2 Syk Inhibitor Il hemmt volistiandig die durch Plaque und Kollagen, aber nicht die

durch TRAP stimulierte thrombozytare ATP-Sekretion

Um zu untersuchen, ob Syk inhibitor Il die Thrombozytenaggregation indirekt iber die Hemmung der
Sekretion blockiert, wurde die Stimulus-induzierte ATP-Sekretion aus den dichten Granula unter
denselben experimentellen Bedingungen wie die Aggregation gemessen. Hierbei konnte die Plaque- und
Kollagen-stimulierte ATP-Sekretion, dhnlich wie die Aggregation, fast komplett (um mehr als 95 %) durch
Syk Inhibitor Il gehemmt werden (Abb. 8). In Abwesenheit der Aggregation nach Zugabe von Abciximab
wurde die ATP-Sekretion nach Plaguehomogenat- und Kollagen-Stimulation etwas starker als in den
friheren Experimenten (Abb. 3) gehemmt. Die zusatzliche Gabe des Syk Inhibitor Il fiihrte zu einer beinahe
vollstandigen Inhibition der Plague- und Kollagen-induzierten ATP-Sekretion. Somit hemmt der Syk
Inhibitor Il direkt und unabhangig von der Aggregation die Plaque- und Kollagen-induzierte Sekretion von
Inhaltsstoffen der dichten Granula und reduziert moglicherweise zum Teil die Aggregation durch

Hemmung der thrombozytadren Sekretion.

Im Gegensatz zur der anndhrend vollstdndigen Hemmung der Plaque- und Kollagen-induzierten ATP-
Sekretion, konnte die TRAP-stimulierte Sekretion durch den Syk Inhibitor Il nur um 17 + 15 % reduziert
werden (Abb. 8). In Anwesenheit von Abciximab, welches die TRAP-stimulierte Sekretion wieder reduzierte
(um 37 £ 8 %; siehe auch Abb. 3), zeigte der Syk Inhibitor Il keine zusatzliche Hemmung der ATP-Sekretion.
Dies zeigt, dass der Syk Inhibitor Il die Sekretion nach TRAP-Stimulation nicht hemmt, und die

Thrombozytenaggregation unabhangig von der Wirkung auf die Sekretion reduziert.
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Abbildung 8: Wirkung des Syk Inhibitor Il auf die Plaque-, Kollagen- und TRAP- induzierte ATP-Sekretion im Blut.

Die Blutproben wurden mit NaCl (0,9 %, Kontrolle), Syk Inhibitor Il (20 uM), Abciximab (20 pg/ml) alleine oder mit Syk Inhibitor Il
fr 3 min bei 37°C vorinkubiert, bevor eine Stimulation mit Plaguehomogenat (833 ug/ml), Kollagen (0,5 pg/ml) oder TRAP (5 uM)
erfolgte. Fir weitere Einzelheiten s. Abbildung 3. MW + SD, n = 4-5, *: p < 0,05; **: p < 0,01, wie durch horizontale Balken
gekennzeichnet.

5.2.3 Geringe Konzentrationen von Syk inhibitor Il hemmen selektiv die Plaque-, aber
nicht die Kollagen-induzierte Plattchenthrombenbildung unter arteriellen
FluBbedingungen

Als Nachstes wurde die Wirkung von Syk Inhibitor Il auf die Plaguehomogenat-, Plaqueschnitte- und

Kollagen-induzierte Plattchenthrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen untersucht. Die durch

Plaguehomogenat stimulierte Plattchenthrombenbildung wurde durch Syk Inhibitor Il in niedriger

Konzentration (2 uM) vollstandig gehemmt (Abb. 9A). Die Videos verdeutlichen die Wirkung des Syk

Inhibitor I auf die durch Plaguehomogenat stimulierte Thrombenbildung unter arteriellen

Flussbedingungen (Scherrate 600/s). Im Vergleich zur Kontrolle (Video 1) hemmt der Syk Inhibitor Il (2 uM;

Video 2) die Bildung der Plattchenthromben komplett, wahrend eine Thrombozytenadhédsion an

Plaguehomogenat weiterhin zu beobachten ist. Dabei haften manche Thrombozyten nur transient an

Plaguehomogenat, wahrend andere stabil adhdrieren. Die Thrombozytenadhdsion in Gegenwart von Syk

Inhibitor Il war auch quantifizierbar (siehe Abb. 9A rechts oben). Syk Inhibitor Il (2 uM) hemmte ebenfalls

stark die Thrombenbildung auf Plaqueschnitten (um 84 + 16 %) (Abb. 9B), jedoch nicht auf Kollagenfasern

(Abb. 9C).
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Abbildung 9 Selektive Hemmung der Plaque-, jedoch nicht der Kollagen-induzierten Plattchenthrombenbildung durch Syk
Inhibitor Il unter arteriellen Flussbedingungen. Die Blutproben wurden mit Mepacrine zur Thrombozytenanfarbung, ohne
(Kontrolle) oder mit Syk Inhibitor Il (2 uM in NaCl) fir 5 min bei 37°C vorinkubiert, bevor der Blutfluss (Scherrate 600/s) gestartet
wurde. Links zeigen reprasentative mikroskopische Aufnahmen die Plattchenthrombenbildung auf Plaguehomogenat (A),
Il. Rechts sind
Liniendiagramme abgebildet, welche die Wirkung von Syk Inhibitor Il (2 uM) auf die Kinetik der Plaque- und Kollagen-induzierten
Plattchenthrombenbildung zeigen. Siehe auch Videos 1-2. Rechts oben ist dargestellt, dass eine Thrombozytenadhdsion in
Anwesenheit von Syk Inhibitor Il noch messbar ist (die Y-Skala ist vergroRert). Flr weitere Einzelheiten s. Abbildung 5A,B. MW +

Plagueschnitten (B) und Kollagen (C) bei Flussbeginn und 4 min danach sowie die Wirkung des Syk Inhibitor

SD, n=5, *: p<0,05; **: p< 0,01, ***: p<0,001 firr Syk Inhibitor Il vs. NaCl (Kontrolle) bei voller Minutenzahl.
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Bei hoheren Konzentrationen von Syk Inhibitor Il (5 und 10 uM) wurde die Thrombozytenadhasion auf
Plaguehomogenat stirker gehemmt (Abb. 10, oben rechts). Die Plattchenthrombenbildung auf
Plaqueschnitten wurde durch hohere Konzentrationen von Syk inhibitor Il ebenfalls zunehmend starker
reduziert (Abb. 10, Mitte). Unter Syk Inhibitor Il 10 uM war die Plattchenthrombenbildung auf
Plaqueschnitten vollstandig gehemmt, jedoch die Thrombozytenadhdsion war noch vorhanden und
messbar (Abb. 10, Mitte rechts). In hoheren Konzentrationen hemmte Syk Inhibitor I die

Plattchenthrombusbildung auch auf Kollagenfasern (Abb. 10, unten).
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Abbildung 10: Wirkung des Syk Inhibitor Il (5 uM und 10 uM) auf die Kinetik der Plaque- und Kollagen-induzierten
Plattchenthrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen (Scherrate 600/s). Hemmung der Thrombozytenaggregation auf
Plaguehomogenat, Plagueschnitten und Kollagen durch Syk Inhibitor Il ist links zu sehen. Rechts ist dargestellt, dass in Gegenwart
von Syk Inhibitor Il eine Thrombozytenadhé&sion noch messbar ist (die Y-Skala ist vergroRert). Fir weitere Einzelheiten s. Abbildung
9. MW +SD, n=5, *: p <0,05; ***: p < 0,001 nach 4 min Blutfluss.

Somit konnte Syk Inhibitor Il bei allen untersuchten Konzentrationen (2 puM, 5 uM und 10 uM) die
Plattchenthrombenbildung  auf  Plaguematerial  signifikant  besser hemmen als die

Plattchenthrombenbildung auf Kollagenfasern (Abb. 11).
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Abbildung 11: Dosis-Wirkungs-Kurven von Syk Inhibitor Il fiir die Hemmung der Plaque- und Kollagen-induzierten
Plattchenthrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen.

Die Blutproben wurden ohne (Kontrolle) oder mit Syk Inhibitor Il (2 uM, 5 uM oder 10 uM) fir 5 min bei 37°C vorinkubiert. Die
Flachenbedeckung mit Thrombozyten wurde 4 min nach Flussbeginn (Scherrate von 600/s) gemessen. Weitere Einzelheiten
entsprechen der Legende von der Abbildung 9. MW + SD, n =5, **: p < 0,01, ***: p < 0,001.

5.2.4 R406 unterdriickt vorzugsweise die Plaque- und Kollagen-induzierte

Plattchenaggregation in Blut unter statischen Bedingungen

Im nachsten Schritt wurde ein weiterer Syk-Inhibitor R406 untersucht, welcher Syk reversibel hemmt und
dessen orales Prodrug Fostamatinib (R788) aus klinischen Studien u.a. zur Behandlung von rheumatoider
Arthritis bekannt ist (s. Kapitel 2.7.2). R406 zeigte eine dosis-abhangige Hemmung der Plaque-induzierten
Thrombozytenaggregation mit einem ICso-Wert von 6,05 uM (Abb. 12A). Die Plaque- und Kollagen-
stimulierte Thrombozytenaggregation wurde durch 15 uM R406 annahernd vollstandig ggchemmt. Auch
die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit TRAP und ADP wurde signifikant um 56 % bzw. 43 %
reduziert (Abb. 12B).
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Abbildung 12: Wirkung des Syk Inhibitor R406 auf die Plaque-, Kollagen-, TRAP- und ADP-induzierte Thrombozytenaggregation
unter statischen Bedingungen.

(A) Dosis-Wirkungs-Kurve von R406 fir die Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation. Die Blutproben wurden
mit DMSO (0,1 %; Kontrolle) oder mit R406 in verschiedenen Konzentrationen (2,5 pM, 5 uM, 10 uM, 15 uM oder 20 uM) fir 3
min bei 37°C vorinkubiert, bevor eine Stimulation mit Plaquehomogenat (833 pg/ml) erfolgte. MW + SD, n = 6. (B) R406 (15 uM)
hemmt die Plaque- und Kollagen (0,5 pg/ml)-induzierte Thrombozytenaggregation starker als Thrombozytenaggregation nach
Stimulation mit TRAP (5 uM) und ADP (5 uM). MW + SD, n = 4-6, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 fiir R406 vs. Kontrolle.

5.2.5 Wirkung von R406 auf die Plaque- und Kollagen-induzierte Thrombenbildung unter
arteriellen Flussbedingungen

Als Nachstes wurde R406 (5, 10 und 15 uM) unter arteriellen Flussbedingungen untersucht. Hierbei wurde

die Thrombozytenaggregation auf Plaguehomogenat durch R406 dosis-abhangig reduziert, wobei eine

signifikante Hemmung der Plaque-induzierten Thrombenbildung durch 10 uM R406 erreicht wurde (Abb.

13). Im Gegensatz dazu wurde die Kollagen-stimulierte Thrombenbildung durch R406 in allen getesteten

Konzentrationen (5, 10 und 15 uM) nicht gehemmt (Abb. 13).
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Abbildung 13: Selektive Hemmung der Plaque-, jedoch nicht der Kollagen-induzierten Plattchenthrombenbildung durch Syk
Inhibitor R406 unter arteriellen Flussbedingungen (Scherrate 600/s).

Die Blutproben wurden mit DMSO (0,1 %; Kontrolle) oder mit R406 in verschiedenen Konzentrationen (5 uM, 10 uM oder 15 uM)
fiir 10 min bei 37°C vorinkubiert, bevor der Blutfluss (Scherrate 600/s) gestartet wurde. MW + SD, n = 4, *: p<0,05, **: p<0,01 fur
R406 vs. Kontrolle.

5.3 Wirkung von Btk-Inhibitoren (lbrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-

4059) auf die Thrombozytenfunktion in vitro und ex vivo

Zur selektiven Hemmung der Thrombozytenaktivierung wurde nach einem oral verfligbaren irreversiblen
Tyrosinkinasehemmer gesucht, der in niedriger Dosis die Blutplattchen fiir ihre gesamte Lebensdauer
hemmen wiirde. Thrombozyten haben keinen Zellkern und kénnen Enzyme daher nicht synthetisieren.
Andere Korperzellen mit Zellkern dagegen wiirden die Tyrosinkinasen kontinuierlich nachbilden. So kénnte
eine Thrombozyten-spezifische Wirkung und Minimierung von moglichen Nebenwirkungen von
Tyrosinkinaseinhibitoren erreicht werden. Als erster solcher irreversibler Tyrosinkinasehemmer wurde in
dieser Arbeit der Btk-Inhibitor Ibrutinib untersucht. Btk spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der
PLCy2 im distalen GPVI-signaling (s. Kapitel 2.6.1)% 7. Ibrutinib ist derzeit zur Therapie von chronischer
lymphatischer Leukdmie (CLL), kleinzelligem B-Zell-Lymphom, Mantelzelllymphom (MCL), und Morbus
Waldenstrém sowie seit vor kurzem zur Therapie von Graft-versus-Host-Reaktion zugelassen!?®1%, |n
klinischen Studien wurde ein erhéhtes Blutungsrisiko unter Ibrutinib-Therapie beobachtet3¢13°, wihrend

unter neueren selektiveren Btk-Inhibitoren der zweiten Generation Acalabrutinib (ACP-196) und ONO/GS-
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4059 weniger Blutungskomplikationen als unter Ibrutinib-Therapie beschrieben wurden®®L. In dieser Arbeit
wurde die Wirkung von lbrutinib und dieser neuen selektiveren Btk-Inhibitoren Acalabrutinib und
ONO/GS-4059 auf die Thrombozytenaggregation durch verschiedene Stimuli in unterschiedlichen

Ansatzen untersucht.

5.3.1 lbrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059 hemmen die Plaque- und Kollagen-

induzierte Thrombozytenaggregation im Blut unter statischen Bedingungen

Die Wirkung von Btk-Inhibitoren auf die Plattchenaggregation nach Stimulation mit verschiedenen
Agonisten wurde unter statischen Bedingungen mittels MEA untersucht. Die Btk-Inhibitoren wurden fir
15 min mit Blut pra-inkubiert, um die Entfaltung ihrer irreversiblen Wirkung auf die Btk zu ermdoglichen!?.
Ibrutinib (1 uM) blockierte die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit Plaguehomogenat oder
Kollagen anndhernd vollstandig (um > 90 % im Vergleich zur Kontrolle) (Abb. 14). Hierbei zeigte Ibrutinib
dhnliche Dosis-Wirkungs-Kurven fir die Hemmung der Plaque- und Kollagen-stimulierten Aggregation mit
einem ICsp-Wert von 0,18 + 0,05 uM (Abb. 14, links) bzw. 0,12 + 0,04 uM (nicht dargestellt). Die maximale
Hemmung der Thrombozytenaggregation wurde bei einer Ibrutinib-Konzentration von 0,5 uM erreicht

(Abb. 14, links).
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Abbildung 14: Wirkung von Ibrutinib auf die statische Thrombozytenaggregation im Blut nach Stimulation mit
Plaquehomogenat, Kollagen, TRAP, ADP und AA.

Die Blutproben wurden mit DMSO (0,1 %, Kontrolle) oder lbrutinib fiir 15 min bei 37°C vorinkubiert. Anschliefend wurde die
Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit jeweiligem o.g. Agonisten fiir 10 min gemessen. Links ist die Dosis-Wirkungs-
Kurve von Ibrutinib fur die Plague (833 pg/ml)-induzierte Thrombozytenaggregation zu sehen. Rechts sind die Wirkungen von
Ibrutinib (1 uM) auf die mit Plaque (833 pg/ml), Kollagen (0,1-0,3 pg/ml), TRAP (5 uM), ADP (5 pM) oder AA (0,6 mM) stimulierte
Aggregation sowie spontane Aggregation (ohne Stimulus) in einem Bardiagramm dargestellt. Die Kollagenkonzentrationen
wurden in jedem Experiment titriert, um eine der Plaque-stimulierten Aggregation vergleichbare Aggregation zu induzieren. MW
+SD, n=5, *: p< 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001 fir DMSO (Kontrolle) vs. Ibrutinib. Verdndert nach Busygina et al. 167
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Die Inhibition der Plaque- und Kollagen-vermittelten Plattchenaggregation durch Ibrutinib wurde tiber den

gesamten Beobachtungszeitraum von 10 min aufrechterhalten (Abb. 15).

Ibrutinib
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Abbildung 15: MEA-Kurven der Plaque-, Kollagen- und TRAP-stimulierten Thrombozytenaggregation im Blut. Wirkung von

Ibrutinib.
Die Blutproben wurden mit DMSO (0,1%, Kontrolle) oder Ibrutinib (1 mM) fur 15 min bei 37°C vorinkubiert, bevor die Stimulation

mit Plaque (833 pg/ml), Kollagen (0,3 pug/ml) oder TRAP (5 uM) fiir 10 min erfolgte. Reprasentative MEA-Kurven sind dargestellt.
Die Zahlen in den Kurven stehen fiir kumulative Aggregationswerte (AU*min), welche 10 min nach Beginn der Stimulation
gemessen wurden. Verdndert nach Busygina et al. 167

Es wurde beschrieben, dass Btk nicht nur im GPVI-Signalweg, sondern auch bei der vWF/GPlb-stimulierten
Signaltransduktion in Thrombozyten beteiligt ist® Es wurde daher die Ristocetin-induzierte
Thrombozytenaggregation, welche von der vWF-Bindung an thrombozytares GPIb abhangig ist, gemessen.
Ibrutinib hemmte die Ristocetin-induzierte Thrombozytenaggregation. Der ICso-Wert lag bei 0,085 + 0,017
UM, Die maximale Hemmung der Ristocetin-stimulierten Plattchenaggregation konnte bei der Ibrutinib-

Konzentration von 0,5 uM erreicht werden (Abb. 16).
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Abbildung 16: Wirkung von Ibrutinib auf die statische Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit Ristocetin.

Die Blutproben wurden mit DMSO (0,1%, Kontrolle) oder Ibrutinib fir 15 min bei 37°C vorinkubiert, bevor die Stimulation mit
Ristocetin (0,5 mg/ml) fir 10 min erfolgte. MW + SD, n =4, *: p < 0,05, ***: p < 0,001 fir DMSO (Kontrolle) vs. lbrutinib. Verandert
nach Busygina et al. 167

Im Gegensatz zu einer deutlichen, anndhrend vollstandigen Hemmung der Plaque-, Kollagen- und
Ristocetin-stimulierten Thrombozytenaggregation konnte die TRAP-induzierte Aggregation durch Ibrutinib
nur um 31 % reduziert werden (Abb. 14, rechts). Noch geringer fiel die hemmende Wirkung von Ibrutinib
auf die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit ADP (-13 %) und Arachidonsaure (AA) (-1,5 %) aus
(Abb. 14, rechts).

Ebenso wurde die durch einen PAR-4-Rezeptor-Agonisten induzierte Plattchenaggregation durch Ibrutinib

nur gering (-15 %) reduziert (Abb. 17).
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Abbildung 17: Wirkung von lbrutinib, Acalabrutinib (ACP-196) und ONO/GS-4059 auf die statische Thrombozytenaggregation
im Blut nach Stimulation mit dem PAR-4-Rezeptor-Agonisten AY-NH2.

Die Blutproben wurden mit DMSO (0,1%, Kontrolle), Ibrutinib (1 uM), Acalabrutinib (2 uM) oder ONO/GS-4059 (2 uM) fiir 15 min
bei 37°C vorinkubiert, bevor die Stimulation mit AY-NH2 (100 uM) fir 10 min erfolgte. MW + SD, n = 5, *: p < 0,05, fir DMSO
(Kontrolle) vs. Btk-Inhibitoren. Verandert nach Busygina et al. 167

Zum Vergleich mit Ibrutinib wurden die neuen selektiveren Btk-Inhibitoren der zweiten Generation
Acalabrutinib (APC-196) und ONO/GS-4059, die in klinischen Studien im Vergleich zu Ibrutinib mit weniger

131, 169, 170 yntersucht. Zunichst wurde die Wirkung von

Blutungskomplikationen assoziiert waren
Acalabrutinib und ONO/GS-4059 auf die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit verschiedenen
Agonisten unter statischen Bedingungen getestet. Ahnlich wie Ibrutinib, reduzierten auch Acalabrutinib
und ONO/GS-4059 die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation maximal um 87 % bzw. 83 %, aber mit
hoheren 1Cso-Werten (0,34 = 0,19 uM bzw. 0,79 + 0,33 uM) als Ibrutinib (Abb. 18, links). Diese Btk-
Inhibitoren der zweiten Generation zeigten auch eine deutliche Hemmung der Kollagen-stimulierten
Thrombozytenaggregation (um 89 % bzw. um 85 %; Abb. 18, rechts). Ahnlich wie Ibrutinib reduzierten die
neuen Btk-Inhibitoren die TRAP-induzierte Plattchenaggregation um 30 % bzw. 27 % (Abb. 18, rechts). Die
Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit ADP, AA oder dem PAR-4-Agonisten AY-NH2 wurde durch
die neuen Btk-Inhibitoren dhnlich wie durch Ibrutinib gering bzw. gar nicht gechemmt (Abb. 18, rechts und

17).
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Abbildung 18: Wirkung von Acalabrutinib und ONO/GS-4059 auf die statische Thrombozytenaggregation im Blut nach
Stimulation mit Plaguehomogenat, Kollagen, TRAP, ADP und AA.

Die Blutproben wurden mit DMSO (0,1 %, Kontrolle), Acalabrutinib oder ONO/GS-4059 fiir 15 min bei 37°C vorinkubiert.
AnschlieBend wurde die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit Plaque (833 pg/ml), Kollagen (0,1-0,3 pg/ml), TRAP (5
uM), ADP (5 uM) oder AA (0,6 mM) sowie spontane Aggregation (ohne Stimulation) fiir 10 min gemessen. Die
Kollagenkonzentrationen wurden in jedem Experiment titriert, um eine der Plague-induzierten Aggregation vergleichbare
Aggregation zu induzieren. Links sind Dosis-Wirkungs-Kurven von (A) Acalabrutinib und (B) ONO/GS-4059 fir die Plaque-
induzierte Thrombozytenaggregation zu sehen. Rechts sind die Wirkungen von (A) Acalabrutinib (2 uM) und (B) ONO/GS-4059 (2
uM) auf die Plague-, Kollagen-, TRAP-, ADP- oder AA-stimulierte sowie spontane Aggregation (ohne Stimulus) in Bardiagrammen
dargestellt. MW + SD, n =5, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 fiir DMSO (Kontrolle) vs. Btk-Inhibitoren. Verandert nach Busygina
et al. 167

Die Inhibition der Plaque- und Kollagen-stimulierten Thrombozytenaggregation durch Acalabrutinib und

ONO/GS-4059 persistierte tiber den gesamten Beobachtungszeitraum von 10 min (Abb. 19).
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Abbildung 19: MEA-Kurven der Plaque-, Kollagen- und TRAP-stimulierten Thrombozytenaggregation im Blut. Wirkungen von
Acalabrutinib (ACP-196) und ONO/GS-4059.

Die Blutproben wurden mit DMSO (0,1%, Kontrolle), (A) ACP-196 (2 uM) oder (B) ONO/GS-4059 (2 uM) fiir 15 min bei 37°C
vorinkubiert, bevor die Stimulation mit Plaque (833 pg/ml), Kollagen (0,3 pg/ml) oder TRAP (5 uM) fiur 10 min erfolgte.
Reprasentative MEA-Kurven sind dargestellt. Die Zahlen in den Kurven stehen fur kumulative Aggregationswerte (AU*min),
welche 10 min nach Beginn der Stimulation gemessen wurden. Verdndert nach Busygina et al. 167

Bemerkenswerterweise konnte ein intakter Signalweg liber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren die durch
Btk-Inhibitoren vermittelte Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation aufheben. So
wurde durch Zugabe von ADP zu den Blutproben mit Btk-Inhibitoren die hemmende Wirkung der Btk-

Inhibitoren auf die Plaque-Aktivierung umgangen (Abb. 20).
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Abbildung 20: ADP-Stimulation hebt hemmende Wirkung der Btk-Inhibitoren auf die Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation auf.

Die Blutproben wurden mit DMSO (0,1%, Kontrolle), Ibrutinib (1 uM), ACP-196 (2 uM) oder ONO/GS-4059 (2 uM) fur 15 min bei
37°C vorinkubiert, bevor die Stimulation mit Plaque (833 pg/ml) erfolgte. 4 min nach Beginn der Messung der
Thrombozytenaggregation wurde zu den Blutproben ADP (5 uM) zugegeben, welches die Hemmung der Plaque-Aktivierung durch

Ibrutinib (siehe Abbildungen 15 und 19A, B) aufhob. Reprasentative MEA-Kurven sind dargestellt. Verdndert nach Busygina et al.
167

5.3.2 lbrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059 hemmen in arteriell flieRendem Blut

die Plattchenthrombenbildung auf Plaque, jedoch nicht auf Kollagen

Plaguehomogenat, Plaguegewebeschnitte oder fibrilldires Kollagen wurden bei mittleren arteriellen
Wandscherraten, die in gesunden Karotis- und Koronararterien (600/s) oder mild-stenosierten
Koronararterien (1500/s) beschrieben sind, mit Blut, das zuvor mit Btk-Inhibitoren pra-inkubiert wurde,

bestromt’+173,

Durch Ibrutinib (1 uM) wurde die Plattchenthrombenbildung auf Plaguehomogenat praktisch vollstandig
gehemmt (-98 + 1 %) (Abb. 21A). Die Thrombozytenadhé&sion war noch vorhanden und messbar (Abb. 21A,
rechts oben). Ebenfalls stark hemmte lbrutinib die Plattchenthrombenbildung auf Plaguegewebeschnitten
(-76 + 16 %; Abb. 21B). Eine hochsignifikante Hemmung der Plattchenthrombenbildung auf
Plaguehomogenat und Plaquegewebeschnitten wurde sogar noch bei einer niedrigen Ibrutinib-
Konzentration von 0,2 uM beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde die maximale Plattchenthrombenbildung
auf Kollagenfasern durch Ibrutinib nicht gehemmt, sondern sie war nur bei einer Konzentration von 1uM

gering verzogert (8 £ 2 %) (Abb. 21C).

68



Ergebnisse

Scherrate 600/s

— DM S0 . |,
.. *
A Plaquehomogenat lorutinib 0.2 i 7 1= | 1,
R T = |brutinib 0,5 M di3s -~
o e 4 = brutinio 1 il Adhasion o
DMSO E E i = |brutinit 1 uM _ g ggg S E
L " g
@ 2 0,3 -]
3E 0,006 8 é
= 2 0.2 1 2 =]
T = 0,003 5 =
. . == | ==
Ibrutinib §‘= 01 0 ==
: —_ g0 120150 20300 B E
D T T T 1
GO 120 180 240 300 Zeit (sek)
. Zeit [sek)
B Plaqueschnitte
<04 -
=5
DMSO %03 DM S0 |,
28" Ibrutinib 0,2 uM - * % [
2Eop2- e [0t 0,5 %
= s | prutiniils 1 P
5= 01
Ibrutinib = e
|:| 4
GO 120 180 240 300
Zeit (sek)
C Kollagen
<04
=5 ——DMSO
K
DMSO 28 Ibrutinib 0,2 g
2 Eoz ——[brutinib 0,5 pi
EE s | By PUILINID T I
2
Ibrutinib EE

60 120 180 240 300
Zeit (sek)

+—  Flussrichtung

Abbildung 21: Ibrutinib hemmt die Plaque-, jedoch nicht die Kollagen-induzierte Plattchenthrombenbildung bei niedriger
arterieller Flussgeschwindigkeit (Wandscherrate von 600/s).

Blutproben wurden mit DiOC6 zur Thrombozytenanfarbung und mit DMSO (0,1 %, Kontrolle) oder Ibrutinib fiir 15 min bei 37°C
vorinkubiert, bevor der Blutfluss durch die Flusskammern mit einer Scherrate von 600/s (entspricht einem Scherstress von 19
dyn/cm?) gestartet wurde. Die Flusskammern enthielten Deckglaschen beschichtet mit Plaguehomogenat, Plaqueschnitten oder
Kollagenfasern. Die Plattchenthrombenbildung wurde liber 5 min aufgezeichnet und gemessen. Links zeigen reprasentative
mikroskopische Aufnahmen die Plattchenthrombenbildung auf (A) Plaguehomogenat, (B) Plaqueschnitten und (C) Kollagen am
Anfang (0 min) und 5 min nach Flussbeginn sowie die Wirkung von Ibrutinib (1 uM). Rechts sind Liniendiagramme zu sehen, welche
die Wirkung verschiedener Konzentrationen von Ibrutinib auf die Kinetik der Plague- und Kollagen-induzierten
Plattchenthrombenbildung zeigen. Rechts oben ist dargestellt, dass eine Thrombozytenadhdsion an Plaguehomogenat in
Anwesenheit von Ibrutinib (1 uM) noch messbar ist (die Y-Skala ist vergroBert). MW % SD, n =5, **: p < 0,01, ***: p < 0,001 fur
Ibrutinib vs. DMSO (Kontrolle) nach 5 min Blutfluss. Verandert nach Busygina et al. 167

Selbst bei der hohen Scherrate von 1500/s konnte Ibrutinib in geringen Konzentrationen (0,2 und 0,5 pM)
die Thrombenbildung auf Plaguehomogenat effektiv reduzieren (-69 + 16 % bzw. -93 £ 5 %), wahrend die
Plattchenthrombenbildung auf Kollagenfasern nicht beeintrachtigt wurde (-1,2 +5 % bzw. 1,8 + 2 %) (Abb.
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22). Plaquegewebeschnitte konnten bei hoher Scherrate nicht untersucht werden, da sie unter solchen

Flussbedingungen nicht am Deckglaschen haften blieben.
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Abbildung 22: Ibrutinib hemmt die Plaque-, jedoch nicht die Kollagen-induzierte Pldttchenthrombenbildung bei hoher
arterieller Flussgeschwindigkeit (Wandscherrate von 1500/s).

Die Blutproben wurden wie in der Abbildung 21 erldutert vorinkubiert, bevor der Blutfluss durch die Flusskammern mit einer
Scherrate von 1500/s (entspricht einem Scherstress von 48 dyn/cm?) gestartet wurde. Links zeigen reprasentative mikroskopische
Aufnahmen die Plattchenthrombenbildung auf (A) Plaguehomogenat und (B) Kollagen am Anfang (0 min) und 5 min nach
Flussbeginn sowie die Wirkung von Ibrutinib (0,5 uM). Rechts sind Liniendiagramme zu sehen, welche die Wirkung von lbrutinib
(0,2 und 0,5 uM) auf die Kinetik der Plaque- und Kollagen-induzierten Plattchenthrombenbildung zeigen. MW % SD,
n =5, *: p<0,05; ***: p < 0,001 fir Ibrutinib vs. DMSO (Kontrolle) nach 5 min Blutfluss. Verandert nach Busygina et al. 167

Ahnliche Ergebnisse ergab die Untersuchung der neuen Btk-Inhibitoren Acalabrutinib und ONO/GS-40509.
Acalabrutinib (0,5 pM, 1 uM und 2 uM) zeigte eine dosis-abhingige Hemmung der
Plattchenthrombenbildung auf Plaguehomogenat, jedoch nicht auf Kollagenfasern (Abb. 23A, 24B).
Hierbei hemmte Acalabrutinib (2 uM) anndhrend vollstindig die Plattchenthrombenbildung auf
Plaguehomogenat (-90 + 12 %), jedoch nicht auf Kollagen (25 + 29 %). Auch ONO/GS-4059 (5 puM)
verhinderte beinahe komplett die Thrombenbildung auf Plaguehomogenat (-91 £ 13 %), jedoch nicht auf

Kollagen (5 + 50 %) unter arteriellen Flussbedingungen (Abb. 23B, 24C). Wenn man die Hemmung der

70



Ergebnisse

Plattchenthrombenbildung auf Plaque unter arteriellem Fluss durch die 3 verschiedenen Btk-Hemmer
vergleicht, hemmte lbrutinib die Plaque-induzierte Thrombenbildung im Vergleich zu Acalabrutinib und
ONO/GS-4059 bei deutlich niedrigeren Konzentrationen (0,5 uM Ibrutinib reduzierte die
Plattchenthrombenbildung um 83 %, Abb. 21). Bezogen auf die ICso-Werte der Btk-Inhibitoren unter Fluss,
war lbrutinib 2,5- bis 5-fach potenter als Acalabrutinib und 2,5- bis 10-fach potenter als ONO/GS-4059
(Abb. 24).
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Abbildung 23: Acalabrutinib (ACP-196) und ONO/GS-4059 hemmen die Plaque-, jedoch nicht die Kollagen-induzierte

Plattchenthrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen.

Blutproben wurden mit DMSO (0,1 %, Kontrolle) oder Acalabrutinib oder ONO/GS-4059 in verschiedenen Konzentrationen (in
DMSO gelést; 0,1 %) fir 15 min bei 37°C vorinkubiert, bevor der Blutfluss (Scherrate 600/s) gestartet wurde. Die Liniendiagramme
zeigen die Wirkung von (A) Acalabrutinib und (B) ONO/GS-4059 auf die Kinetik der Plaque- und Kollagen-induzierten
Plattchenthrombenbildung. MW + SD, n =5 fiir ACP; n = 6 fir 0,5 uM ONO, n =6 flir 1 phM ONO; n =7 fir 2 uM ONO; n =7 fur 5
UM ONO. *: p < 0,05; ***: p < 0,001 fiir Btk-Inhibitor vs. DMSO (Kontrolle) nach 5 min Blutfluss. Weitere statistisch signifikante
Unterschiede nach paarweisem Vergleich: ACP 0,5 uM vs. ACP 2 uM, p < 0,05; ONO 5 uM vs. ONO 2 uM, p < 0,001; ONO 5 pM vs.
ONO 1 uM, p < 0,001; ONO 5 uM vs. ONO 0,5 uM, p < 0,001. Verdandert nach Busygina et al. 167
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Abbildung 24: Dosis-Wirkungs-Kurven von (A) Ibrutinib, (B) Acalabrutinib und (C) ONO/GS-4059 fiir die Hemmung der Plaque-
und Kollagen-induzierten Plittchenthrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen (Scherrate 600/s).

Die Ergebnisse der Experimente gezeigt in den Abbildungen 21 und 23 wurden fur den Zeitpunkt 4 min nach Beginn des Blutflusses
ausgewertet, und die Kontrollen (DMSO) 100 % gesetzt. MW + SD, n =5-7, *: p <0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 fiir Kollagen vs.
Plaguehomogenat. Verdndert nach Busygina et al. 167
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5.3.3 lbrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059 hemmen die Plaque-stimulierte ATP-
Sekretion

Um die Rolle der Btk-Inhibition auf die Plaque-vermittelte Thrombozytenaktivierung zu untersuchen,
wurde die Wirkung der Btk-Inhibitoren auf die Plaque-induzierte granuldre ATP-Sekretion bestimmt.
Ibrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059 reduzierten deutlich (~ 90%) die Plaque-stimulierte ATP-
Sekretion (Abb. 25).
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Abbildung 25: Wirkung von Ibrutinib, Acalabrutinib (ACP-196) und ONO/GS-4059 auf die Plaque-induzierte thrombozytire ATP-
Sekretion im Blut.

Blutproben wurden mit DMSO (0,1 %, Kontrolle), Ibrutinib (1 uM), Acalabrutinib (2 uM) oder ONO/GS-4059 (2 uM) fir 15 min bei
37°Cvorinkubiert, bevor die Stimulation mit Plaguehomogenat (833 mg/ml) erfolgte. Der maximale Anstieg der Lumineszenz nach
4 min wurde ermittelt. Es lag bei den Plaque-stimulierten Kontrollen (100%) zwischen 50 und 100 nM ATP. Die Werte sind in %
der Plaque-induzierten ATP-Sekretion angegeben. MW + SD, n = 4, *¥**: p < 0,001 fiir Kontrolle vs. Btk-Inhibitoren. Verandert nach
Busygina et al. 167

5.3.4 Btk-Inhibition durch Ibrutinib beeinflusst nicht die thrombozytédre Integrin azf-
Funktion

Bei der physiologischen Hamostase spielt neben dem GPVI-Rezeptor auch das Integrin ayB: eine
bedeutsame Rolle (s. Einleitung). Daher wurde als Nachstes die Auswirkung einer Btk-Inhibition durch
Ibrutinib auf die Funktion des Integrin a,p1 untersucht. Hierflir wurde I6sliches Kollagen Typ | verwendet,
welches ausschlieBlich an Integrin a,B: bindet™ % (s. Kapitel 2.6.2). Lésliches Kollagen Typ | wurde mit Blut
unter arteriellen Flussbedingungen (Scherrate 600/s) bestromt. Durch Zugabe von Abciximab (20 ug/ml)
wurde die Thrombozytenaggregation blockiert, um ausschlieRlich die  api-vermittelte

Thrombozytenadhdasion an l6sliches Kollagen zu messen.
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Es zeigte sich eine vollstindige Hemmung der Thrombozytenadhasion an |6sliches Kollagen Typ | durch
den Integrin-ozB1-blockierenden Antikdrper 6F1. Im Gegensatz dazu hatte Ibrutinib keinen Einfluss auf die
azB:-vermittelte Thrombozytenadhasion an |6sliches Kollagen (Abb. 26). Dies bestétigt, dass das Integrin
azB1 die Blutplattchenadhdasion an l6sliches Kollagen aufrechterhalten kann, und erklart wahrscheinlich,
warum |brutinib in unseren Experimenten die Integrin-ouB:-vermittelte Blutplattchenadhdsion an

Kollagenfasern unter Fluss, welche fir die physiologische Himostase wichtig ist, nicht beeintrachtigt hat.
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Abbildung 26: Mechanismus der Plaque-selektiven Hemmung der Thrombenbildung durch Ibrutinib unter Fluss: der Anti-a,f;-
Antikorper 6F1, jedoch nicht Ibrutinib, hemmt die Thrombozytenadhdsion an immobilisiertes l6sliches Kollagen unter
arteriellen Flussbedingungen.

Blutproben wurden vor dem Flussbeginn mit Abciximab (20 pug/ml), sowie DMSO (0,1 %, Kontrolle) oder Ibrutinib (1 uM) oder 6F1
(20 pg/ml) fur 15 min bei 37°C vorinkubiert. AnschlieBend wurde der Blutfluss (Scherrate 600/s) gestartet und die
Thrombozytenadhasion gemessen. MW + SD, n = 4. Verandert nach Busygina et al. 167

5.3.5 Die Plaque- und Kollagen-induzierte Plattchenthrombenbildung unter arteriellen
Flussbedingungen bei hoher Scherrate erfordert die vWF-Bindung an GPIb

Frihere Studien zeigten, dass Btk unter statischen Bedingungen in den vWF/GPIb-Signalweg involviert ist
sowie unter arteriellen Flussbedingungen bei der Adhdsion muriner und humaner Thrombozyten an
immobilisiertes VWF eine Rolle spielen kénnte®® 136 138 Um den Mechanismus der Plaque-spezifischen
Hemmung der Plattchenthrombenbildung durch Ibrutinib unter Fluss mit hoher Scherrate genauer zu
verstehen, wurde humanes Blut mit dem monoklonalen Antikérper 6B4, welcher die Interaktion von GPlba
mit VWF blockiert, vorinkubiert®. Bei der Perfusion von Plaguehomogenat und Kollagen bei hoher
Scherrate wurde die Plaque- und Kollagen-induzierte Thrombenbildung gleichermallen (um > 95 %)

gehemmt (Abb. 27).
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Abbildung 27: Der Anti-GPlb-Antikérper 6B4 hemmt die Plaque- und Kollagen-induzierte Plattchenthrombenbildung unter
arteriellen Flussbedingungen bei hoher Scherrate.

Blutproben wurden mit oder ohne 6B4 (5 pug/ml) vorinkubiert, bevor der Blutfluss mit hoher Scherrate (1500/s) gestartet wurde.
MW + SD, n = 4-5. Verdndert nach Busygina et al. 167

Hierdurch zeigt sich, dass die vVWF-Bindung an GPIlb sowohl fiir die Plaque- als auch Kollagen-vermittelte
Plattchenthrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen bei hoher Scherrate erforderlich ist.
Weiterhin sprechen die erhobenen Ergebnisse dafiir, dass die GPlb-induzierte Btk-Aktivierung fir die
Thrombenbildung bei hoher Scherrate auf nativen Kollagenfasern entbehrlich ist, da andere
Signalmolekile die Btk-Inhibition kompensieren. Im Falle  von Plague-induzierter
Plattchenthrombenbildung ist es unklar, ob die Btk-Aktivierung im GPlb-signaling bei hoher Scherrate

notwendig ist.

5.3.6 Plaque- und Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation unter statischen und

Flussbedingungen im Blut von Patienten unter Ibrutinib-Therapie

Als Nachstes wurde die Thrombozytenfunktion bei 5 CLL-Patienten unter oraler lbrutinib-Therapie
(3 x 140mg Kapseln Imbruvica® = 420 mg Imbruvica®/Tag) im Vergleich zu 5 Kontroll-Patienten (4 CLL-
Patienten und 1 MCL-Patient) ohne Ibrutinib-Therapie untersucht. Die Untersuchung erfolgte paarweise
(1 lbrutinib Patient, 1 Kontrollpatient) am gleichen experimentellen Tag. Es wurden nur Patienten mit
Thrombozytenzahlen (ber 150 x 10°/L untersucht, um die Messergebnisse durch zu niedrige
Thrombozytenzahlen nicht zu beeinflussen. Die Thrombozytenzahlen in beiden Patientengruppen waren
dhnlich (174 x 10° + 19 x 10°/L bei Patienten unter lbrutinib-Therapie bzw. 186 x 10° + 37 x 10%/L bei

Patienten aus der Kontrollgruppe).
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Im Blut von Patienten unter Ibrutinib-Therapie zeigte sich eine deutliche Hemmung der Plaque- und
Kollagen-stimulierten Thrombozytenaggregation (-89 + 7 % bzw. -84 + 8 %) unter statischen Bedingungen

(Abb. 28). Auch die Spontanaggregation war signifikant reduziert.
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Abbildung 28: Hemmung der Plaque- und Kollagen-induzierten statischen Thrombozytenaggregation im Blut von Patienten
unter lbrutinib-Therapie.

Blutproben von Patienten unter Ibrutinib-Therapie sowie von Kontrollpatienten wurden vor der Stimulation mit
Plaguehomogenat (833 ug/ml) oder Kollagen (0,15-0,3 pg/ml) oder ohne Stimulus fir 3 min bei 37°C vorinkubiert. Die
Kollagenkonzentrationen wurden in jedem Experiment titriert, um eine der Plaque-induzierten Aggregation vergleichbare
Aggregation zu erhalten. MW +SD, n=5, *: p <0,05; ***: p <0,001 fir sekundaren Paarvergleich (Ibrutinib-Therapie vs. Kontrolle);
§§: p < 0,01 mit Mann-Whitney-U-Test (Ibrutinib-Therapie vs. Kontrolle). Verdndert nach Busygina et al. 167

Das Blut der o.g. Patienten wurde auch unter arteriellen Flussbedingungen untersucht, wobei
Plaguehomogenat, Plaguegewebeschnitte und Kollagenfasern bei einer Scherrate von 600/s bestromt
wurden. Ahnlich wie in den in vitro Experimenten konnte die Plittchenthrombenbildung auf
Plaguehomogenat durch die lbrutinib-Therapie verhindert werden (Abb. 29A). Um die Wirkung von
Ibrutinib auf die durch Plaguehomogenat stimulierte Thrombenbildung unter arteriellen
Flussbedingungen zu veranschaulichen, sind 2 reprasentative Videos beigefligt (Videos 3,4). Video 3 zeigt
die Kinetik der Plattchenthrombenbildung auf Plaguehomogenat bei einem Patienten ohne lbrutinib-
Therapie (Kontrolle). Video 4 zeigt die komplette Hemmung der Plattchenthrombenbildung auf
Plaguehomogenat bei einem mit Ibrutinib behandelten Patienten. Hierbei ist eine Thrombozytenadhdasion

an Plaguehomogenat, sowohl transient als auch stabil, noch weiterhin zu sehen.
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Ebenso war die Plattchenthrombenbildung auf Plaqueschnitten bei Patienten unter Ibrutinib-Therapie
deutlich gehemmt (-83 + 24 %) (Abb. 29B, Videos 5,6). Hierbei ist im Video 5 die normale Kinetik der
Plattchenthrombenbildung auf einem Plaqueschnitt zu sehen (Kontrollpatient). Im Vergleich dazu zeigen
sich im Video 6 mit Blut eines Patienten unter Ibrutinib-Therapie deutlich weniger Plattchenaggregate, die
wesentlich kleiner sind als mit dem Blut des Kontrollpatienten. Im Gegensatz dazu war bei Patienten unter
Ibrutinib-Therapie die Plattchenthrombenbildung auf Kollagenfasern nur initial etwas verlangsamt,
erreichte jedoch dasselbe Ausmal (108 + 13%) wie bei den Kontrollpatienten (Abb. 29C, Videos 7,8). Die
Kinetik der Thrombenbildung auf Kollagenfasern im Blut eines Kontrollpatienten ist in dem Video 7 zu
sehen. Video 8 zeigt die weiterhin ausgepragte Plattchenthrombenbildung auf Kollagenfasern bei einem
Patienten unter Ibrutinib-Therapie und macht deutlich, dass die Kollagen-induzierte

Plattchenthrombenbildung durch Ibrutinib unter arteriellen Flussbedingungen nicht beeinflusst wird.
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Abbildung 29: Hemmung der Plaque-, jedoch nicht der Kollagen-vermittelten Plittchenthrombenbildung unter arteriellen
Flussbedingungen im Blut von Patienten unter Ibrutinib-Therapie.
(A) Plaguehomogenat, (B) Plaguegewebeschnitte und (C) Kollagen wurden mit Blut von Patienten unter lbrutinib-Therapie oder
von Kontrollpatienten bestromt (Scherrate 600/s). Reprasentative mikroskopische Aufnahmen zeigen Plittchenthromben auf
Plaguehomogenat und Plaquegewebeschnitten 6 min nach Flussbeginn bei Kontrollpatienten, nicht aber bei Ibrutinib-Patienten.
Bei Kollagen ist kaum ein Unterschied der Plattchenthrombenbildung bei Kontroll- und Ibrutinib-Patienten zu sehen (links). Die
Liniendiagramme (rechts) zeigen die Kinetik von Plaque- und Kollagen-induzierter Plattchenthrombenbildung bei Patienten unter
Ibrutinib-Therapie und Kontrollpatienten. MW + SD, n = 5, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 fur lbrutinib-Therapie vs.
Kontrolle. Verandert nach Busygina et al. 167



Ergebnisse

5.3.7 Wirkung von lIbrutinib ex vivo auf die Blutungszeit in vitro

Um den Einfluss von Ibrutinib auf die Blutungszeit zu untersuchen, wurde das Blut der o.g. Patienten unter
Ibrutinib-Therapie sowie von o.g. Kontrollpatienten mittels platelet function analyzer PFA-100®
untersucht, welcher die primdare Hamostase in vitro simuliert, sodass ein potenzielles Blutungsrisiko

offenbart werden kann 165174,

Bei zwei von flinf getesteten Patienten unter Ibrutinib-Therapie lag die Verschlusszeit (closure time, CT)
bei Verwendung der Epinephrin/Kollagen-Kartusche oberhalb des Normbereichs, wobei die mittlere
Verschlusszeit nicht signifikant anstieg (Abb. 30). Bei Verwendung der ADP/Kollagen-Kartusche zeigte sich

bei allen Patienten eine normale Verschlusszeit (Abb. 30).
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Abbildung 30: Wirkung der Ibrutinib-Therapie auf die in vitro Blutungszeit.

Blutproben von 5 Patienten unter lbrutinib-Therapie und 5 Kontrollpatienten wurden in Kivetten mit Epinephrin/Kollagen
(Epi/Koll)- oder ADP/Kollagen (ADP/Koll)-Filter Gbertragen. Die in vitro Verschlusszeit (CT) wurde mit dem PFA-100 (platelet
function analyzer) gemessen. MW + SD, n = 5. Verdndert nach Busygina et al. 167

5.3.8 Orale Einnahme von niedrigen Dosen lbrutinib hemmt die Plaque-induzierte

Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen und arteriellem Fluss

Da die Btk-Inhibitoren irreversibel binden, und die Thrombozyten bei fehlendem Zellkern nicht in der Lage
zur De-novo-Synthese der meisten Proteine sind, stellte sich die Frage, ob durch eine niedrige oder
niedrige und intermittierende Dosierung von lbrutinib in vivo die Thrombozyten suffizient gechemmt
werden kénnen. Zwei gesunde méannliche Probanden nahmen eine Startdosis von lbrutinib (3 x 140 mg)
amTag 1. ein. AnschlieRend nahm der Proband A 140 mg Ibrutinib pro Tag fiir eine Woche ein. Der Proband

B nahm 140 mg jeden 2. Tag eine Woche lang ein.
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Bereits 3 Stunden nach Einnahme von 420 mg lbrutinib wurde die statische Thrombozytenaggregation
nach Stimulation mit 2 verschiedenen Plaguehomogenat-Pools um 94 % sowie nach Stimulation mit
Kollagen um 91 % im Blut des Probanden A gehemmt (nicht dargestellt). Bei dem Probanden B war die
Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation 3 Stunden nach Einnahme um 73 % sowie die Kollagen-
induzierte Thrombozytenaggregation um 58 % reduziert (Abb. 31). Im Gegensatz dazu persistierte die
Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit TRAP, ADP oder AA bei beiden Probanden weiter (nicht
dargestellt; Abb. 31).
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Abbildung 31: Wirkung der oralen Einnahme einer Startdosis von lIbrutinib (420 mg) auf die Thrombozytenaggregation unter
statischen Bedingungen und Plattchenthrombenbildung unter arteriellem Fluss (Proband B).

Nach der oralen Einnahme von 420 mg lbrutinib kam es zu einer schnellen Hemmung der Plaque-induzierten
Thrombozytenaktivierung. Blutproben wurden vor (Kontrolle, schwarz) und 3 h nach Einnahme von 3 x 140 mg lbrutinib (griin)
abgenommen (Proband B). Links ist die statische Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit 2 verschiedenen
Plaguehomogenat-Pools (A und B; 833 pg/ml), Kollagen (0,2 pg/ml), TRAP (5 uM), ADP (5 uM), AA (0,6 mM) oder ohne Stimulus
zu sehen. Rechts ist die Kinetik der Plaque- und Kollagen-induzierten Plattchenthrombenbildung unter arteriellen
Flussbedingungen (Scherrate 600/s) bei dem Probanden B dargestellt. MW + SD von jeweils 3 Messungen. Verandert nach
Busygina et al. 167

Nach einwdchiger Einnahme der niedrigen Dosis von Ibrutinib konnte die Thrombozytenaggregation nach
Stimulation mit 2 verschiedenen Plaque-Pools um 94 % und 91 % bei dem Probanden A (lbrutinib 140 mg
taglich), bzw. um 93% und 91% bei dem Probanden B (lbrutinib 140 mg jeden 2. Tag) reduziert werden
(Abb. 32). Ebenso zeigte sich eine deutliche Hemmung der Kollagen-induzierten
Thrombozytenaggregation —um 91 % bei dem Probanden A bzw. um 82 % bei dem Probanden B (Abb. 32).
Im Gegensatz dazu wurde die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit ADP und AA durch Ibrutinib

kaum beeinflusst (Abb. 32). Die TRAP-induzierte Thrombozytenaggregation wurde nach oraler Einnahme
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von lbrutinib etwas starker gehemmt, wobei bei dem Probanden A die Hemmung deutlicher als bei dem

Probanden B ausfiel (Abb. 32).
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Abbildung 32: Wirkung einer einwdchigen oralen Einnahme von Ibrutinib in niedriger Dosis auf die Thrombozytenaggregation
unter statischen Bedingungen und Plattchenthrombenbildung unter arteriellem Fluss bei zwei Probanden.

Die Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaktivierung wurde durch niedrig-dosierte Ibrutinib-Einnahme fiir 1 Woche
aufrechterhalten. Blutproben wurden vor (Kontrolle, schwarz) und nach einwdéchiger Einnahme (griin) von 140 mg lbrutinib pro
Tag (Proband A) oder von 140 mg jeden 2. Tag (Proband B) abgenommen. Links ist die statische Thrombozytenaggregation nach
Stimulation mit 2 verschiedenen Plaqguehomogenat-Pools (A und B; 833 pg/ml), Kollagen (0,2 ug/ml), ADP (5 uM), TRAP (5 uM),
AA (0,6 mM) oder ohne Stimulus zu sehen. Rechts ist die Kinetik der Plaque- und Kollagen-induzierten Plattchenthrombenbildung
unter  arteriellen  Flussbedingungen  (Scherrate  600/s) bei den Probanden A und B  dargestellt.
MW + SD von jeweils 3 Messungen. Verandert nach Busygina et al. 167

Die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation wurde an verschiedenen Tagen wahrend der

einwochigen Einnahme von lbrutinib (140 mg/Tag) bei dem Probanden A gemessen. Deren Hemmung
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betrug hierbei stets > 90 % unabhangig davon, ob die Blutentnahme 23 oder 3 Stunden nach Ibrutinib-

Einnahme erfolgte (nicht dargestellt).

Die Blutproben der beiden Probanden wurden auch unter arteriellen Flussbedingungen (Scherrate 600/s)
untersucht. Hier zeigte sich 3 Stunden nach Einnahme von 420 mg lbrutinib bei beiden Probanden eine
deutliche Reduktion der Plattchenthrombenbildung auf Plaguehomogenat, jedoch nicht auf Kollagen

(nicht dargestellt; Abb. 31).

Nach einwdéchiger Einnahme der niedrigen Ibrutinib-Dosis (140 mg taglich, Proband A; 140 mg jeden 2.
Tag, Proband B) zeigte sich eine annahrend vollstandige Hemmung der Plaque-, jedoch nicht der Kollagen-

induzierten Plattchenthrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen (Abb. 32).

Die lbrutinib-Einnahme (Startdosis bzw. einwdchige Einnahme niedriger Ibrutinib-Dosis) zeigte keinen
Einfluss auf das Blutbild (Zahl der Erythrozyten, Thrombozyten, Lymphozyten, Neutrophilen, Monozyten)
bei beiden Probanden. Die B-Lymphozyten zeigten bei beiden Probanden sogar einen leichten Anstieg
(Tabelle 1). Auch die Leberenzyme (GOT, yGT) wurden durch die Einnahme der niedrigen Dosen von

Ibrutinib nicht beeinflusst (nicht dargestellt).

Tabelle 1: Wirkung oraler Einnahme von Ibrutinib auf das Blutbild der Spender A und B.

Kontrolle 3h nach 1 Woche nach
Startdosis von niedrig-dosierter
Ibrutinib (420mg) | Ibrutinib-
Einnahme
Spender A | Erythrozyten, x 10%/ul 4.2 4.07 4.22
Hb, g/dl 12.8 12.4 13.0
Hamatokrit 38.9 36.8 36.7
Thrombozyten, x10%/ul 233 247 217
Lymphozyten, % 37.2 44 45.9
Monozyten, % 6.9 5.8 8.1
Neutrophile, % 55.9 50.2 46
Lymphozyten, x103/ul 1.8 2.6 2.9
Monozyten, x103/ul 0.3 0.3 0.5
Neutrophile, x103/ul 2.8 2.9 2.9
B-Lymphozyten, % 12.5 14.0; 14.5 18.9; 18.5
Spender B | Erythrozyten, x 10%/ul 5.26 5.39 491
Hb, g/dl 17.2 17.2 16.1
Hamatokrit 46.4 47.8 44
Thrombozyten, x103/ul 179 188 160
Lymphozyten, % 31.2 27.0 29.5
Monozyten, % 9.4 10.7 12.5
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Neutrophile, % 59.4 62.3 58
Lymphozyten, x103/pl 1.7 1.7 2.0
Monozyten, x103/ul 0.5 0.7 0.9
Neutrophile, x103/pl 3.3 4.0 3.9
B-Lymphozyten,% 6.2;6.0 7.0;7.3 8.6; 8.5

In friheren Studien konnte die Plaque-induzierte Thrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen in
vitro durch rekombinantes GPVI-Fc oder GPVI-Antikorper effizienter als durch ASS und P2Yi,-Antagonisten
gehemmt werden®® ° In dieser Arbeit stellte sich daher die Frage, ob die Plaque-induzierte
Thrombozytenaktivierung durch die Blockade des GPVI-signaling mittels lbrutinib-Einnahme ex vivo
effizienter gehemmt werden kann als durch ASS-Einnahme. Daher wurde eine Versuchsreihe mit 2
Probanden durchgefihrt, welche niedrig-dosierte ASS (100 mg taglich) fiir 1 Woche einnahmen. Dabei war

der Proband A derselbe wie in den ex vivo Versuchen mit lbrutinib.

Zunachst wurden die Blutproben mittels MEA untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die niedrig-dosierte ASS
die statische Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit 2 verschiedenen Plaguehomogenat-Pools
weniger effektiv als niedrig-dosiertes Ibrutinib hemmte: die Thrombozytenaggregation unter ASS wurde
um 49 % bei dem Probanden A bzw. um 24 % bei dem Probanden C reduziert (Abb. 33). Zudem fand sich
eine ausgepragte Hemmung der TRAP-induzierten Thrombozytenaggregation durch ASS um
63 % sowie um 52 % bei Probanden A bzw. C. ErwartungsgemaR wurde die Thrombozytenaggregation nach
Stimulation mit AA deutlich (um 78 % bei dem Probanden A bzw. um 74 % bei dem Probanden C) reduziert,

dhnlich den Ergebnissen friiherer Untersuchungen®”.

Die Blutproben der beiden Probanden vor und eine Woche nach taglicher Einnahme von ASS wurden auch
unter arteriellen Flussbedingungen (Scherrate 600/s) untersucht. Nach einwdéchiger ASS-Einnahme wurde
die Plaque-induzierte Plattchenthrombenbildung nach 4,5 min Blutfluss beim Probanden A um
64 % sowie beim Probanden C um 53 % reduziert (Abb. 33). Somit wurde die Plaque-induzierte
Plattchenthrombenbildung durch ASS deutlich weniger effektiv gechemmt als durch Ibrutinib in niedriger

Dosis (Abb. 32).
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Abbildung 33: Wirkung einer einwdchigen oralen Einnahme von niedrig-dosierter ASS auf die Thrombozytenaggregation unter
statischen Bedingungen und die Plattchenthrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen bei zwei Probanden.

Blutproben wurden vor (Kontrolle, grau) und nach einwéchiger Einnahme von ASS 100 mg pro Tag (orange) abgenommen. Links
ist die statische Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit 2 verschiedenen Plaguehomogenat-Pools (A und B; 833 ug/ml),
Kollagen (0,2 pug/ml), ADP (5 uM), TRAP (5 uM), AA (0,6 mM) oder ohne Stimulus zu sehen. Rechts ist die Kinetik der Plague- und
Kollagen-induzierten Plattchenthrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen (Scherrate 600/s) bei den Probanden A und
C dargestellt. Der Proband A ist dieselbe Person wie der Proband A in der Abbildung 32. MW + SD von jeweils 3 Messungen.

Verandert nach Busygina et al. 167

85



Diskussion

6. Diskussion

Die derzeit eingesetzten antithrombozytaren Substanzen (ASS und P2Yi,-Antagonisten) senken zwar das
Risiko fiir akute ischamische kardiovaskuldre Ereignisse, tun dies jedoch auf Kosten eines gesteigerten
Blutungsrisikos® %% 67374 Daher wiren neue therapeutische Ansitze wiinschenswert, welche die Plaque-
induzierte Thrombozytenaktivierung effizient und selektiv, ohne Beeintrachtigung der physiologischen
Hamostase, hemmen. Eine Moglichkeit, die Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung effektiv zu
hemmen, wére die Inhibition der im GPVI-Signalweg funktionell beteiligten Tyrosinkinasen, wie der Src-
Familien-Kinasen sowie Syk und Btk*" 77, In dieser Dissertation wurde untersucht, ob eine spezifische
Hemmung der Plaque-induzierten GPVI-vermittelten Thrombozytenaktivierung durch niedermolekulare

Inhibitoren dieser im GPVI-Signalweg beteiligten Tyrosinkinasen erreicht werden kann.

6.1 Plaque- und Kollagen-induzierte Plattchenthrombenbildung unter
Fluss

In dieser Dissertation wurde die Plaque- und Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation unter
statischen Bedingungen und arteriellem Fluss untersucht. Zur bestmoglichen Simulation
pathophysiologischer Verhéltnisse einer Plaque-Ruptur wurden Deckglaschen mit humanem
Plaguematerial (Plaguehomogenat bzw. Plaque-Gefrierschnitten) beschichtet, und unter arteriellen
Flussbedingungen bei einer Scherrate von 600/s (entspricht der mittleren Scherrate in Karotis- oder
Koronararterien) sowie 1500/s (entspricht der Scherrate in mild-stenosierten Koronararterien) mit Blut
bestromt. Es wurden hier meines Wissens zum ersten Mal Plaque-Gefrierschnitte arteriell flieRendem Blut
exponiert. Die Plaque-Gefrierschnitte mit ihrer feinen rauen Oberfliche kénnten bei weitgehend
erhaltener Plaque-Architektur ein gutes Modell fiir die thrombogene Oberflache eines atherosklerotischen
Plaques, die bei einer Plaque-Ruptur generiert wird, darstellen®> 7%, Da die Plaque-Gefrierschnitte jedoch
nicht chemisch (z.B. mit Formaldehyd) fiir die funktionellen Flussversuche fixiert werden kénnen, auf
Deckgldaschen Ubertragen werden missen, welche vor dem Flussversuch mit Alouminpuffer gewaschen
und blockiert werden, gehen bis zum Flussversuch mit Blut wahrscheinlich Lipide verloren, was die leeren

Zwischenrdaume (schwarz in den Autofluoreszenzbildern) erkldaren konnte.

Da Intima von gesunden Karotisarterien nicht verfligbar war, wurde fibrillares Kollagen, eine wesentliche
Plattchen-aktivierende = Komponente subendothelialer arterieller Intima, verwendet. Dass

subendotheliales Kollagen eine zentrale Rolle bei der arteriellen Thrombose nach Verletzung gesunder
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Arterien (inkl. der Karotisarterie) in vivo spielt, wurde in zahlreichen Untersuchungen an Mausen mit

defizienten oder gehemmten Kollagenrezeptoren (GPVI und Integrin a,pB:) gezeigt!4> 177-181,

Es wurde beobachtet, dass bei der Perfusion von Plaguehomogenat und Kollagen mit Blut unter arteriellen
Flussbedingungen die Verteilung der Plattchenthrombi gleichmaRig war. Auf den Plaqueschnitten war die
Thrombozytenaggregation und Plattchenthrombenbildung am Iuminalen Plaque-Rand, wo die
Thrombozyten auf den Plaque treffen, wahrscheinlich aus rheologischen Griinden, am starksten. Auch
ansonsten war die Plattchenthrombenbildung auf den Plaqueschnitten inhomogen, was durch teilweise
turbulente, nicht-laminare Stromungen auf unebener Oberflache erklart werden kann. Interessanterweise
zeigten Plaquehomogenat und Plaqueschnitte trotz der Unterschiede in der Verteilung der
Plattchenthrombi &hnliche Ergebnisse in Bezug auf Kinetik und die maximale Bedeckung mit
Plattchenthrombi. Auch auf Kollagenfasern waren die Kinetik und die maximale Bedeckung mit
Plattchenthromben mit den Ergebnissen mit Plaguehomogenat vergleichbar, wie bereits in friiheren

Untersuchungen beobachtet?.

6.2 Wirkungen von Inhibitoren der Src-Familien-Kinasen (PD173952) und
Syk (Syk Inhibitor Il, R406) auf die Thrombozytenaktivierung in vitro

Src-Familien-Kinasen-Inhibitor PD173952 und Syk Inhibitor Il blockierten vollstandig die Plaque- und
Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation und ATP-Sekretion aus den dichten Granula unter
statischen Bedingungen (Abb. 2A,B,D, 3, 7A,B,D, 8). In Abwesenheit der Aggregation (durch Zugabe von
Abciximab) war die Plaque- und Kollagen-stimulierte Sekretion reduziert, jedoch nicht vollstindig
gehemmt (Abb. 3, 8). Dies entspricht Ergebnissen friiherer Experimente, die gezeigt hatten, dass die
Integrin oyiPBs-Aktivierung wihrend der Aggregation die Sekretion verstarkt!®!. Die zusitzliche Gabe des
Syk Inhibitor Il zu Abciximab fiihrte zu einer kompletten Inhibition der Plaque- und Kollagen-induzierten
ATP-Sekretion (Abb. 8). Die vollstindige Hemmung der Plaque- und Kollagen-induzierten Aggregation
durch Syk Inhibitor Il ist daher durch eine direkte Hemmung sowohl der Sekretion als auch der Aggregation

zu erklaren.

Im Gegensatz zu Plaque und Kollagen wurde die TRAP-stimulierte Thrombozytenaggregation und ATP-
Sekretion durch Syk inhibitor Il nur gering gehemmt (Abb. 7C,D, 8). Im Vergleich zu Syk Inhibitor Il zeigte
PD173952 eine signifikante Hemmung der TRAP-induzierten Thrombozytenaggregation (Abb. 2C,D). Die
TRAP-vermittelte ATP-Sekretion war durch PD173952 um 28 %, jedoch nicht signifikant reduziert
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(Abb. 3). Die Wirkungen von PD173952 und Abciximab auf die Sekretion waren adhnlich. Durch zusatzliche
Gabe von PD173952 zu Abciximab wurde die Hemmung der Sekretion nicht verstarkt. Dies zeigt, dass
PD173952 nach TRAP-Stimulation die Sekretion nicht direkt hemmt, und legt den Schluss nahe, dass
PD173952 die Sekretion nach TRAP-Stimulation indirekt durch Hemmung des durch Src-Familien-Kinasen

vermittelten aypBs-Integrin-Signalwegs reduziert®® 168,

Daruber hinaus wurde die ADP-stimulierte Thrombozytenaggregation durch PD173952, jedoch nicht durch
Syk Inhibitor Il signifikant gehemmt. Unter statischen Bedingungen im Blut zeigte PD173952 insgesamt
eine weniger selektive Hemmung der Thrombozytenaggregation durch verschiedene Stimuli, wahrend Syk
Inhibitor Il eine deutliche Selektivitat fur Plaque und Kollagen présentierte (Abb. 2D und 7D). Die weniger
selektive Hemmung der Thrombozytenaggregation durch PD173952 kdonnte moglicherweise — wie oben
erlautert — durch die Hemmung des Src-Familien-Kinasen-vermittelten ayuBs-Integrin-Signalwegs zu

erklaren sein.

Der andere in dieser Arbeit getestete Syk-Inhibitor R406 zeigte eine vollstandige Hemmung der Plaque-
und Kollagen-stimulierten GPVI-vermittelten Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen
(Abb. 12), dhnlich den Ergebnissen einer fritheren Studie mit gewaschenen humanen Plattchen, in der die
GPVI-vermittelte durch CRP, Kollagen oder Convulxin induzierte Thrombozytenaggregation mittels R406
gehemmt wurde'’. Méglicherweise aufgrund einer hohen Plasmabindung von R406 waren dreifach
héhere Konzentrationen von R406 (ICso ca. 7 uM) im Vergleich zu Syk Inhibitor Il (ICso ca. 2 uM) notwendig,
um eine vergleichbare Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation zu erzielen (Abb. 7
und 12). Im Gegensatz zu Syk Inhibitor Il wurde unter R406 auch eine signifikante Hemmung der TRAP-
und ADP-induzierten Thrombozytenaggregation beobachtet. R406 wirkt somit im Vergleich zu Syk

Inhibitor Il weniger stark und ist weniger selektiv.

Die Hemmung von Plaque- und Kollagen-induzierter Plattchenthrombenbildung durch PD173952, Syk
Inhibitor Il und R406 unter arteriellen Flussbedingungen offenbarte deutliche funktionelle Unterschiede
zwischen Src-Familien-Kinasen- und Syk-Inhibitoren. Im Gegensatz zu PD173952 zeigten Syk Inhibitor Il
und R406 bei allen getesteten Konzentrationen eine wesentlich starkere Hemmung der Thrombenbildung
auf Plaguehomogenat als auf Kollagenfasern (zum Vergleich Abb. 5A,B, 6, 9-11, 13, Videos 1,2). Syk
Inhibitor Il erzielte die volle Wirksamkeit und anndahrend komplette Hemmung der
Plattchenthrombenbildung sowohl auf Plaguehomogenat als auch auf Plaqueschnitten bereits bei einer
niedrigen Konzentration von 2 uM (Abb. 11). Die Hemmkonzentrationen von R406 waren moglicherweise

aufgrund einer stiarkeren Plasmaproteinbindung!® 117 deutlich héher als die von Syk Inhibitor I1.
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Bemerkenswerterweise erzielte Syk Inhibitor Il insbesondere in niedrigen Konzentrationen eine Plaque-
selektive Hemmung der Plattchenthrombenbildung unter arteriellem Fluss, ohne die Kollagen-induzierte
Plattchenthrombenbildung zu beeintrachtigen (Abb. 9 und 11). H6here Konzentrationen von Syk Inhibitor
Il hemmten zusatzlich die Plattchenthrombenbildung auf Kollagenfasern (Abb. 10 und 11). Dies bestatigt
die  Ergebnisse  friherer  Studien, in denen Syk-Inhibitoren die Kollagen-induzierte

Plattchenthrombenbildung unter Fluss hemmten?!!® 20,

Wie konnte die Plaque-Selektivitdt von Syk Inhibitor Il und R406 insbesondere unter arteriellen
Flussbedingungen erklart werden? Src-Familien-Kinasen und Syk werden im frihen GPVI-signaling
aktiviert. Wie oben ausgefiihrt, ist die Plagque- und Kollagen-stimulierte Thrombozytenaggregation unter
statischen Bedingungen von der GPVI-Aktivierung abhangig. Daher war die hemmende Wirkung der Src-
Familien-Kinasen- und Syk-Inhibitoren auf Plaque- und Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation
vergleichbar. Bei der Plattchenthrombenbildung auf isolierten Kollagenfasern unter arteriellem Blutfluss
spielt zusédtzlich Integrin aoB:1 eine wichtige Rolle*®” 7°. Im Gegensatz dazu wird die
Plattchenthrombenbildung auf Plaguehomogenat unter arteriellen Flussbedingungen ausschlieBlich iber
GPVI vermittelt®>°, Src-Familien-Kinasen sind auch im Signalweg von Integrin a,p: beteiligt und vermitteln
thrombozytires spreading auf Kollagen®®. Dies kénnte die stirkere Hemmung der Kollagen-induzierten
Thrombusbildung durch PD173952 im Vergleich zu Syk Inhibitor Il und R406 unter arteriellem Fluss
erklaren. Auf der anderen Seite wurde von einer PD173952-resistenten Integrin-a,pi1-vermittelten stabilen
Thrombozytenadhiasion an Kollagen unter arteriellen Flussbedingungen berichtet®. Zudem wurde gezeigt,
dass die Bindung von GFOGER-Peptid an Integrin azpf: sowohl die Src-Familien-Kinasen als auch Syk
aktiviert®. Das heiRt zusammengefasst, dass der zugrundeliegende Mechanismus der Plaque-selektiven
Hemmung der Plattchenthrombenbildung durch Syk Inhibitor Il und R406 im Vergleich zu PD173952 noch

zu kléren bleibt.

Syk Inhibitor Il unterdriickte die Plaque-induzierte Plattchenthrombenbildung in beiden
Atherothrombose-Modellen (Plaguehomogenat und Plaqueschnitte). Die Hemmung der Plaque-
stimulierten Thrombenbildung durch Syk-Inhibition fiel hierbei deutlich starker aus als sie in fritheren
Studien unter ASS und P2Y1;,-Rezeptor-Antagonisten — der aktuell etablierten DAPT — beobachtet worden
war %159 Basierend auf diesen Ergebnissen kénnte vermutet werden, dass die spezifische Hemmung von
Syk im GPVI-Signalweg die akute Atherothrombose effektiver und selektiver supprimieren kdnnte als die

DAPT.

89



Diskussion

In einer friiheren Studie wurde gezeigt, dass unter arteriellem Fluss bei hohen Scherkraften (bis zu 100
dyn/cm?), welche an atherosklerotisch verengten GefiRstellen auftreten, Syk in Thrombozyten verstarkt
phosphoryliert wird und die Syk-Aktivierung die Scher-induzierte Thrombozytenaggregation in vitro
vermittelt'?®. In Anwesenheit der Syk-Inhibitoren OXSI-2 oder Piceatannol wurde eine Reduktion der
Scher-induzierten Syk-Phosphorylierung und Thrombozytenaggregation in gewaschenen Thrombozyten
unter Scherkriften von 40 sowie 100 dyn/cm? sowie eine Hemmung der Thrombusbildung auf Kollagen
Typ Il in humanem Vollblut bei 40 dyn/cm? beobachtet!?®. Es wurde daher vermutet, dass die Scher-
induzierte Thrombozytenaktivierung in atherosklerotisch stenosierten Gefdaflen und somit auch die
Atherothrombose durch Syk-Inhibitoren eventuell verhindert werden kann. Zudem zeigten Andre et al. an
Tiermodellen von Kaninchen und Schwein, dass die Plattchenthrombenbildung nach Karotisverletzung in
vivo durch Syk vermittelt wird und durch einen selektiven Syk-Inhibitor PRT060318 (ebenfalls ein
Pyrimidin-5-Carboxamid-Abkommling wie Syk Inhibitor Il) gehemmt werden kann, ohne dabei wesentlich
die Hdmostase zu beeintrachtigen!®®. In einer weiteren Studie von Van Eeuwijk et al. fihrte ein oral
verabreichter selektiver Syk-Inhibitor BI1002494 zur Verkleinerung des Infarkt-Areals und zur
Verbesserung der neurologischen Folgen einer induzierten zerebralen Ischamie bei Mausen, ohne dass die
Schwanzblutungszeit negativ beeinflusst wurde!®. Somit kénnten selektive Syk-Inhibitoren eine effektive

und in Bezug auf Blutungsrisiko sichere anti-atherothrombotische Strategie darstellen.

Wie im Kapitel 2.7.2 ausfihrlich beschrieben, wurden zahlreiche Syk-Inhibitoren zur Behandlung von
rheumatischen und anderen Autoimmunerkrankungen sowie von non-Hodgkin-Lymphomen und CLL
entwickelt!%1% Dje meisten von ihnen sind kompetitive Inhibitoren der ATP-Bindungsstelle von Syk. Eine
in dieser Arbeit getestete Substanz R406 und ihr orales wasserlosliches Prodrug R788 (umbenannt in
Fostamatinib) wurden zur Behandlung von experimenteller und rheumatoider Arthritis
getestet!!® 182 18 gyk-Inhibitoren fiihrten in klinischen Studien zu keinem Anstieg des
Blutungsrisikos'®” 122, Ubereinstimmend mit diesen Daten zeigten Miuse mit fehlender Syk-Expression in
hamatopoetischen Zellen, inklusive Thrombozyten, eine normale Schwanzblutungszeit'?’. R788 (das
Prodrug von R406) und ein weiterer Syk-Inhibitor PRT060318 wurden sogar erfolgreich fir die Behandlung

von autoimmunen Thrombozytopathien in M3usen und bei Menschen getestet!16 184,

Interessanterweise wurde in einer Studie von Braselmann et al. bei Menschen keine Wirkung von oral

t1 Méglicherweise

verabreichtem R406 auf die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation festgestell
ist die fehlende Hemmung der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation durch R406 in dieser Studie
auf eine zu niedrige Plasmakonzentration von R406 zurilickzufiihren: die maximale Plasmakonzentration

von R406 nach Einnahme von 400 mg/Tag lag bei ca. 2000 ng/ml (entspricht 3,18 uM)**!, was ca. 5mal
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geringer ist als die Konzentration, die in unseren in vitro Experimenten die Kollagen-stimulierte
Thrombozytenaggregation komplett hemmte. In den Versuchen mit Plaguehomogenat betrug der ICso-
Wert von R406 ca. 7 uM fir die Hemmung der Aggregation unter statischen Bedingungen (Abb. 12A), und
ca. 10 uM fir die Hemmung der Plaque-induzierten Plattchenthrombusbildung unter Flussbedingungen
(Abb. 13). Nach Einnahme des Prodrug Fostamatinib (400 mg/Tag oder 160 mg taglich fir 1 Woche) lagen
die maximal erreichten Plasmaspiegel von R406 sogar nur bei 1000 ng/ml (entspricht 1,59 uM)*®>, Es ist
daher unwahrscheinlich, dass diese Dosis von Fostamatinib ausreicht, um die Thrombozytenaggregation

im Blut zu hemmen.

Syk-Inhibitoren konnten durch Storung der Syk-Funktion in anderen hamatopoetischen Zellen,
insbesondere in Lymphozyten und Neutrophilen, unerwiinschte Nebenwirkungen auf das Immunsystem
und die entziindliche Abwehr haben?®. Dieses Problem kénnte man durch Entwicklung von irreversiblen
Syk-Inhibitoren umgehen. Bei fehlendem Zellkern sind die Thrombozyten nur eingeschrankt zur De-Novo-
Enzymsynthese fahig. Kovalente Syk-Inhibitoren wirden die Blutplattchen, die wahrend der
Absorptionsphase in den Pfortaderkreislauf gelangen, ahnlich der Situation nach Einnahme von niedrig-
dosierter ASS, irreversibel inaktivieren'®, Dadurch kénnte eine relativ selektive Syk-Hemmung

vorzugsweise in Thrombozyten in vivo erreicht werden. Wie oben ausgefiihrt, fihrten Syk-Inhibitoren

111, 118-120 107, 122

sowohl in Tierexperimenten als auch in klinischen Studien zu keinem Anstieg des

Blutungsrisikos.

6.3 Wirkungen von Btk-Inhibitoren (lbrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-
4059) auf die Thrombozytenaktivierung in vitro und ex vivo

Es wurde nach einem irreversiblen Tyrosinkinasehemmer gesucht, der die Thrombozyten fir ihre
Lebensdauer hemmen wiirde. Ein irreversibler Tyrosinkinasehemmer konnte die Thrombozyten selektiv
hemmen, da eine De-Novo-Enzymsynthese in den Thrombozyten nur eingeschrdankt moglich ist und die
anderen kernhaltigen Zellen die Tyrosinkinasen kontinuierlich nachbilden koénnen. Ein kovalenter
Tyrosinkinaseinhibitor konnte dann in niedrigen Dosen verabreicht werden, wahrend der
Absorptionsphase in die Thrombozyten im Pfortaderkreislauf gelangen, und das Enzym dort irreversibel
inaktivieren. Es wurde gefunden, dass es in der Tat irreversible Tyrosinkinasehemmer gibt, die
erfreulicherweise sogar eine Tyrosinkinase hemmen, welche im GPVI-Signalweg involviert ist: Btk. Wie in
der Einleitung (Kapitel 2.7.3) ausgeflihrt, ist Btk im distalen GPVI-signaling beteiligt und tragt zur
Aktivierung der PLCy2 bei®" 77, Es stellte sich daher zunichst die Frage, ob Btk-Inhibitoren die Plaque-
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induzierte Thrombozytenaktivierung hemmen, und vor allem, wie stark ausgepragt die Hemmung ist, da
ja Btk im GPVI-Signalweg nicht essentiell, sondern nur beteiligt ist. Falls eine gute Hemmung zu sehen
ware, ware dann die nachste Frage, ob die Hemmung selektiv fir die Plaque-Aktivierung ist. Es wurde der
fur die Therapie der CLL und MCL zugelassene irreversible Btk-Inhibitor Ibrutinib in vitro und ex vivo

untersucht, und mit den neuen irreversiblen Btk-Inhibitoren (Acalabrutinib und ONO/GS-4059) verglichen.

Es wurde gefunden, dass Ibrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059 in vitro sowie lbrutinib ex vivo unter
statischen Bedingungen die GPVI-vermittelte Plaque- und Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation
im Blut vollstandig hemmen, wobei die durch ADP und AA stimulierte, Giber GPCR-Aktivierung vermittelte
Thrombozytenaggregation auch bei hoheren Inhibitor-Konzentrationen kaum beeinflusst wurde (Abb. 14,
18, 31, 32). Die erhobenen Ergebnisse stimmen mit den Daten aus 2 vorangehenden Studien (iberein, die
gezeigt hatten, dass Ibrutinib die Kollagen-, jedoch nicht die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation im
PRP hemmte®® 37, Zudem konnte die Stimulation des ADP-induzierten Signalwegs iber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren die durch Btk-Inhibitoren vermittelte Hemmung der Plaque-stimulierten
Thrombozytenaggregation umgehen (Abb. 20). Zusammen zeigen diese Ergebnisse, dass das GPVI-
signaling durch die Btk-Inhibitoren komplett gechemmt wird, aber das signaling Giber G-Protein-gekoppelte

Rezeptoren durch diese nicht beeinflusst wird.

Alle 3 getesteten Btk-Inhibitoren zeigten zudem eine starke Hemmung der thrombozytdren ATP-Sekretion
unter statischen Bedingungen (Abb. 25). Dies deutet darauf hin, dass die Btk-Inhibitoren die

Thrombozytenaggregation zumindest zum Teil iber die Blockade der ATP-Sekretion hemmen kénnten.

In den Flussexperimenten, in denen Plaguehomogenat und Plaqueschnitte mit Blut bestromt wurden,
zeigte sich in Anwesenheit von Ibrutinib eine starke Dosis-abhdngige Hemmung der Plaque-induzierten
Plattchenthrombenbildung sowohl bei einer niedrigen Scherrate von 600/s wie in gesunden
Koronararterien (Abb. 21A,B und 24A) als auch bei einer hohen Scherrate von 1500/s wie in mittelgradig
stenosierten Koronararterien (Abb. 22A). Im Vergleich zu atherosklerotischem Plaguematerial wurde die
Plattchenthrombenbildung auf fibrillarem Kollagen durch Ibrutinib in allen getesteten Konzentrationen bei

den beiden Wandscherraten (600/s, Abb. 21C und 24A, bzw. 1500/s, Abb. 22B) praktisch nicht beeinflusst.

Bemerkenswert ist, dass die Plaque-selektive Hemmung der Thrombozytenaktivierung auch im Blut der
Patienten unter lbrutinib-Therapie beobachtet wurde (Abb. 29). Hier war die Hemmung der Plaque-
induzierten Plattchenthrombenbildung sogar noch ausgepragter als in in-vitro-Versuchen. Die
durchschnittliche Plasmakonzentration von lbrutinib bei CLL-Patienten, die 420 mg lbrutinib pro Tag

einnehmen, liegt bei ca. 0,31 uM*®” 188 |m Blut dieser Patienten kam es zu einer kompletten Hemmung
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der Plaque-induzierten Plattchenthrombenbildung (Abb. 29A,B). Im Vergleich dazu waren in vitro héhere
Konzentrationen  von  lbrutinib  (0,5-1 M) notwendig, um die  Plaque-stimulierte
Plattchenthrombenbildung vollstdndig zu hemmen (Abb. 21A,B). Somit wurde im Blut von Patienten unter
Ibrutinib-Therapie eine Plaque-selektive Hemmung der Thrombozytenaggregation bei einer deutlich

niedrigeren Ibrutinib-Konzentration erreicht.

Besonders hervorzuheben ist, dass bei gesunden Probanden bereits 3 Stunden nach Einnahme einer
Startdosis von lbrutinib (420 mg) sowie Uber die gesamte Dauer (1 Woche) der Einnahme einer niedrigen
Ibrutinib-Dosis (140 mg/Tag bzw. 140 mg jeden 2. Tag) eine sehr effektive und Plaque-selektive Hemmung
der Thrombozytenaktivierung beobachtet wurde (Abb. 31, 32). Diese Ergebnisse korrelieren mit den Daten
einer neuerlichen in-vitro-Studie, die zeigte, dass eine prolongierte Pra-Inkubation der Btk-Inhibitoren
Ibrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059 deren thrombozytenhemmende Potenz steigert, so dass
niedrige Konzentrationen dieser Btk-Hemmer im Blut fir die Hemmung der GPVI-induzierten
Thrombozytenaktivierung ausreichten, und viel niedriger waren als die Plasmaspiegel nach Behandlung

von Patienten mit B-Zell-Leukdmien mit diesen Btk-Inhibitoren®.

Bei der Untersuchung der neuen selektiveren Btk-Inhibitoren Acalabrutinib und ONO/GS-4059 wurden
dhnliche Ergebnisse erhoben: die Plaque-stimulierte Plattchenthrombenbildung unter arteriellen
Flussbedingungen wurde durch die beiden neuen Btk-Inhibitoren Dosis-abhangig gehemmt, wahrend die

Kollagen-induzierte Thrombenbildung unbeeinflusst persistierte (Abb. 23, 24B,C).

Was konnte der Plaque-selektiven Hemmung der Thrombozytenaktivierung durch Btk-Inhibitoren unter
arteriellen Flussbedingungen zugrunde liegen? Btk-Inhibitoren hemmen das distale GPVI-signaling durch
irreversible Blockade von Btk. Mittels immobilisierten 16slichen Kollagens, das ausschlieRlich an Integrin
0231 bindet, wurde demonstriert, dass die Integrin-a,p1-abhangige Thrombozytenadhasion durch Ibrutinib
nicht beeinflusst wird (Abb. 26). Beim arteriellen Blutfluss tber natives fibrilldres Kollagen ist Integrin a,p:
unabdingbar fir die initiale Thrombozytenadhasion an Kollagen und ergénzt die Rolle des GPVI bei der
Plattchenthrombenbildung auf Kollagenfasern (Abb. 34)% 4% 79 190 Somit ist Integrin a,Pf: neben GPVI
essenziell fiir die physiologische Himostase nach traumatisch bedingter GefaBwandverletzung, die zur
Freilegung nativer Kollagenfasern fihrt. Bei einer Plaque-Ruptur werden — im Gegensatz zu der
physiologischen Himostase — modifizierte Kollagenstrukturen freigelegt, die die Thrombozytenaktivierung
Uber GPVI, jedoch nicht (ber Integrin aB: stimulieren (Abb. 34)% 3°, Zudem binden Plaque-

Kollagenstrukturen im Vergleich zu fibrillirem Kollagen geringer rekombinantes GPVI *°,
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Abbildung 34: Modell einer Plaque-selektiven Hemmung der Plattchenthrombenbildung durch Btk-Inhibitoren. TxA; entspricht
Thromboxan A,. Verandert nach Busygina et al.167

Die Plaque-induzierte Plattchenthrombenbildung setzt sich aus der GPVl-stimulierten
Thrombozytenaktivierung und Aggregation sowie der darauf folgenden TF-vermittelten Koagulation mit
Bildung von Thrombin und Fibrin zusammen, wobei die Blockade des ersten Schrittes fiir die Hemmung
der Plaque-induzierten Thrombenbildung entscheidend ist*2. Btk-Inhibitoren sind somit die ersten oral

verfligbaren Substanzen, die den initialen Schritt der Atherothrombose spezifisch blockieren kénnen.

Wie in friheren Experimenten beschrieben, spielt Btk eine Rolle im vWF/GPlb-signaling sowie bei der
Thrombozytenadhdsion an immobilisiertes VWF unter arteriellen Flussbedingungen in Mausen und
Menschen®® 136 138 |n dieser Dissertation zeigte sich in Anwesenheit von Ibrutinib eine deutliche Dosis-
abhangige Hemmung der Ristocetin-induzierten statischen Thrombozytenaggregation, welche von der
vWF-Bindung an thrombozytires GPIb abhangig ist (Abb. 16). Mittels des monoklonalen Antikérpers 6B4,
der die Interaktion von GPlIba mit vWF blockiert, wurde gezeigt, dass die vWF-Bindung an GPIb sowohl fiir
die Plaque- als auch Kollagen-vermittelte Plattchenthrombenbildung unter arteriellen Flussbedingungen
bei hoher Scherrate (1500/s) erforderlich ist (Abb. 27). Ibrutinib (0,5 uM) verhinderte komplett die
Plattchenthrombenbildung auf Plaque bei der hohen Scherrate von 1500/s (Abb. 22A), wihrend die
Kollagen-induzierte Thrombenbildung unter denselben Flussbedingungen durch Ibrutinib nicht beeinflusst
wurde (Abb. 22B). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Btk-Aktivierung im GPlb-signaling fir die
Plattchenthrombenbildung auf fibrillarem Kollagen offenbar nicht essentiell ist, da wahrscheinlich andere
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Signalmolekiile hier die gehemmte Btk-Funktion kompensieren kdnnen. Es ist aber nicht auszuschlieRen,
dass die GPlb-induzierte Btk-Aktivierung zur Thrombozytenrekrutierung an atherosklerotisches

Plaquematerial bei hoher Scherrate beitragt®.

Aus friheren Studien wurde berichtet, dass Btk im Integrin-ouisB3-Signalweg von Thrombin-aggregierten
gewaschenen Thrombozyten aktiviert wird, und dass Ibrutinib das thrombozytare Integrin-aysBs-outside-
in-signaling auf immobilisiertem Fibrinogen hemmt3* 13>, Dies kénnte der Grund fiir die Hemmung der
spontanen Thrombozytenaggregation und die maximal 30%-ige Reduktion der durch niedrige
Konzentrationen von TRAP (5 uM) induzierten Thrombozytenaggregation durch Btk-Inhibitoren in vitro
sein (Abb. 14, 18). Auch die variable Reduktion der TRAP-induzierten Thrombozytenaggregation ex vivo
nach niedrig-dosierter lbrutinib-Einnahme konnte dadurch erklart werden (Abb. 31, 32). In einer anderen
Studie war die TRAP-induzierte Thrombozytenaggregation bei Patienten unter Ibrutinib- oder
Acalabrutinib-Therapie jedoch nicht beeintrichtigt’®’. Im Vergleich zu Btk-Inhibitoren hemmt Vorapaxar,
ein therapeutisch zugelassener PAR-1-Antagonist, in einer Dosis von 2,5 mg/Tag die
Thrombozytenaggregation im Blut um 93 % nach Stimulation mit einer hohen TRAP-Konzentration (15
uM)®2, Es wurde gezeigt, dass die durch hohe TRAP-Konzentrationen (15 uM) induzierte
Thrombozytenaggregation durch Btk-Inhibitoren nicht gehemmt wird'®3. Die in dieser Arbeit ebenfalls
getestete durch einen PAR-4-Agonisten stimulierte Thrombozytenaggregation wurde durch alle 3
untersuchten Btk-Inhibitoren nur wenig beeinflusst (Abb. 17). In Zusammenschau der erhobenen Daten
ist eine Reduktion der Thrombin-induzierten Thrombozytenaggregation durch Btk-Inhibitoren im Blut
daher eher unwahrscheinlich. Die Btk-Aktivierung im Integrin-aypPs-outside-in-Signalweg in

aggregierenden Thrombozyten**

erscheint generell nicht funktionell bedeutsam, da Btk-Defizienz in
Thrombozyten von XLA-Patienten und Btk-Inhibitoren die Thrombozytenaggregation nach GPCR-

Stimulation nicht beeinflussen'®3.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die akute okkludierende Atherothrombose durch die Btk-
Hemmung in GPVI- und GPlb-Signalwegen effektiv und lokalisiert, ohne wesentliche Beeintrachtigung der
physiologischen Hamostase verhindert werden kdnnte. Die durchschnittliche Verschlusszeit (clotting time,
CT) im Blut von Patienten unter Ibrutinib-Therapie wurde im PFA-100, welcher die primare Hamostase
simuliert, nicht signifikant verlangert (Abb. 30). Nur bei 2 Patienten zeigte sich eine prolongierte
Verschlusszeit mit der Kollagen/Epinephrin-Kartusche. Eine deutliche Verlangerung der Verschlusszeit mit
dieser Kartusche wird in der Regel nach ASS-Einnahme beobachtet'’*, Eine vor kurzem durchgefiihrte

Studie, in der neue Ibrutinib-Analoga an nicht-humane Primaten oral verabreicht wurden, stellte ebenfalls
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keine Verlangerung der Hautblutungszeit fest'*°, Hervorzuheben ist auBerdem, dass Patienten mit XLA mit

genetischem Btk-Mangel keine Blutungsneigung aufweisen# 194,

Beim Vergleich der Thrombozyten-hemmenden Wirkung von lbrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059
in vitro wurden keine grundsatzlichen Unterschiede festgestellt. Ibrutinib war jedoch in geringeren
Konzentrationen als Acalabrutinib und ONO/GS-4059 wirksam. In fritheren Studien wurden off-target-
Effekte von Ibrutinib, wie die Hemmung von Src-Familien-Kinasen (Yes, Fyn, Lyn) und Tec (wie Btk gehort
Tec zu Tec-Familien-Kinasen) beschrieben!?> % Eine Hemmung von Src- und Lyn-Kinase durch hohe
Konzentrationen von Ibrutinib, nicht jedoch von Acalabrutinib wurde ebenfalls in gewaschenen
Thrombozyten gefunden®® %5 In Kinase-Inhibitor-Tests zeigte sich Acalabrutinib in Bezug auf Btk-
Hemmung spezifischer als Ibrutinib®®. Neuere Studien zeigen jedoch, dass Acalabrutinib, so wie Ibrutinib,
in hoheren Konzentrationen sowohl in verschiedenen kinase platforms als auch in Thrombozyten
zusiatzlich zu Btk auch Tec hemmt®-1%, Laut Untersuchungen in der Kinomescan platform bindet ONO/GS-
4059 mit dhnlich hoher Affinitat an Btk und Tec®°. Eine friihere Studie zeigte, dass die Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation in Mdusen mit fehlender Expression von Btk und Tec deutlich starker gehemmt
ist, als die Aggregation der Mausthrombozyten mit alleinigem Fehlen von Btk!®®. In Thrombozyten von
XLA-Patienten, die nur eine Verminderung der Aggregation nach Stimulation mit niedrigen Kollagen-
Konzentrationen zeigen®*3, kam es zur Phosphorylierung von Tec nach Kollagen-Stimulation®. Das zeigt,

dass ein Fehlen oder eine Inaktivierung von Btk durch Tec kompensiert werden kann.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der oben erwihnten Studien an Thrombozyten von XLA-

133,19 wurde vor kurzem gezeigt, dass in menschlichen

Patienten und Btk-defizienten Mausthrombozyten
Thrombozyten, aktiviert durch geringe (halb-maximale) Kollagen-Konzentrationen, die Hemmung von Btk
und nicht von Tec mit der Thrombozyten-hemmenden Potenz von Btk-Inhibitoren korreliert'®”. In dieser
Arbeit wurde festgestellt, dass Ibrutinib die hochste Thrombozyten-hemmende Potenz unter den
getesteten Btk-Inhibitoren aufweist, gefolgt von Acalabrutinib und ONO/GS-4059. Ubereinstimmend mit
diesen Ergebnissen zeigte eine neuerliche Studie, dass Ibrutinib, das auch in in vitro kinase assays die
hochste Potenz bei der Btk-Hemmung aufweist, in niedrigeren Konzentrationen die Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation im PRP hemmt als Acalabrutinib und andere Btk-Inhibitoren®.
Bemerkenswerterweise werden die Konzentrationen von Acalabrutinib (1-2 uM) und ONO/GS-4059 (2
KuM), die die Plaque-induzierte statische Thrombozytenaggregation in vitro maximal hemmten, auch im

Blut nach oraler Einnahme von therapeutischen Dosen erreicht (Acalabrutinib — 1,78 pM, ONO/GS-4059 —

1,95 pM)130 169 187, 197 Bej |prutinib lag die fir die komplette Hemmung der Plaque-induzierten
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Thrombozytenaggregation notwendige Konzentration in vitro mit 0,5 uM etwas hoher als die

Plasmaspiegel bei Patienten unter Ibrutinib-Therapie (0,31 und 0,38 pM)*#’.

Ibrutinib und die neuen Btk-Inhibitoren der zweiten Generation werden zur Therapie von
hamatoonkologischen Erkrankungen (CLL, MCL, Morbus Waldenstrém) eingesetzt!?® 12719 |nsbesondere
fir lbrutinib liegen umfangreiche Langzeit-Sicherheitsdaten einer groRen Anzahl von Patienten
vori?6:19%-201 rolgende Nebenwirkungen sind mit Ibrutinib-Therapie assoziiert: Diarrhoe, Ubelkeit, Fatigue,
Arthralgien, Myalgien sowie Vorhofflimmern'®. Zudem wurden Blutungsereignisse unter lbrutinib-
Therapie beschrieben!®2%!, Laut einer groBen Metaanalyse von 15 klinischen Studien inklusive 4
randomisierten klinischen Studien mit CLL- und MCL-Patienten (n = 1768) unter voll ausdosierter Ibrutinib-
Therapie handelte es sich in den meisten Fallen um leichte Blutungsereignisse, wie spontane Bluterglsse,
Epistaxis oder Petechien, die bei ca. 35 % von Patienten aufgetreten sind*®®2%, Dabej erfolgte bei ca. 50 %
der Patienten mit CLL oder MCL gleichzeitig eine antithrombozytire Therapie bzw. eine Antikoagulation®®
200 Als Risikofaktoren fiir leichte Blutungen unter Ibrutinib-Therapie wurden niedrige Thrombozytenzahlen
im Rahmen der Grunderkrankung sowie eine gleichzeitige antithrombozytdre Therapie oder
Antikoagulation festgestellt'®* 2%, Schwere Blutungsepisoden traten unter Langzeittherapie mit Ibrutinib
nicht hiufiger als bei Kontrollpatienten auf?®® 21, Zudem wurde festgestellt, dass das Risiko fur
schwergradige Blutungen bei Patienten mit B-Zell-Lymphomen bei gleichzeitig bestehender

antithrombozytarer Therapie oder Antikoagulation durch Ibrutinib nicht gesteigert wird®3 2%,

Aus der Fachinformation von dem neueren Btk-Inhibitor Acalabrutinib (Calquence®), das zur Behandlung
des MCL zugelassen ist, geht bei den behandelten Patienten (n = 612) ein dhnliches Nebenwirkungsprofil
mit Vorhofflimmern (3 %), leichten Blutungen (Petechien, Himatome) (ca. 50 %) sowie in seltenen Fallen
schwergradigen Blutungen Grad 3 und hdéher (gastrointestinal, intrakraniell) (2 %) hervor®®?. Eine
neuerliche Langzeitstudie an MCL-Patienten unter Calquence-Therapie (n = 121) ergab leichte
Blutungsereignisse Grad 1 und 2 bei 33 % der Patienten, und eine laufende klinische Studie mit CLL-
Patienten unter Calquence-Therapie (n = 99) berichtete Gber Blutungen aller Grade sogar bei 64 % der
Patienten, davon lber schwere Blutungsepisoden in 3 % der Falle?®®, Bei den Patienten unter Therapie mit
ONO/GS-4059 (n = 28) wurde eine &dhnliche Inzidenz von leichten Blutungen (Petechien, Purpura,
Hamatome) beschrieben’®, Somit ist das Nebenwirkungsprofil der Therapie von CLL und MCL mit Ibrutinib
und den neuen Btk-Inhibitoren auch in Bezug auf Blutungen 3hnlich!®. Wie oben erwihnt, weisen die
Patienten mit XLA keine Blutungsneigung auf'*" 194, Leichte Blutungen unter Therapie mit Btk-Inhibitoren

sind moglicherweise zumindest zum Teil auf die gleichzeitige Hemmung von Tec in Thrombozyten durch
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die fur die Behandlung von CLL und MCL notwendigen hohen Dosierungen der Btk-Hemmer

zurickzufihren®.

Die kleine Pilot-Studie, die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrt wurde, zeigte, dass deutlich
niedrigere Dosen von lbrutinib (140 mg/Tag bzw. 140 mg jeden 2.Tag) als die fur die CLL-Therapie
Ublicherweise verwendeten Dosen die Plaque-induzierte statische Thrombozytenaggregation und die
Plaque-induzierte Plattchenthrombenbildung unter Fluss effektiv und selektiv, ohne Beeintrachtigung der
Kollagen-stimulierten Plattchenthrombenbildung hemmen (Abb. 31, 32). Im Gegensatz dazu wurde die
Plaque-induzierte statische Thrombozytenaggregation und die Plague-induzierte
Plattchenthrombenbildung unter Fluss durch niedrig-dosierte ASS deutlich weniger gehemmt (Abb. 33).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass niedrig-dosierte Btk-Inhibitoren eine wirksame Plaque-selektive
antithrombozytare Therapie darstellen konnten. Btk-Inhibitoren binden kovalent und irreversibel an Btk.
Bei fehlendem Zellkern ist die Moglichkeit einer De-Novo-Synthese der Enzyme und anderer Proteine in
Thrombozyten deutlich eingeschrankt. Dies kénnte — ahnlich wie die irreversible und damit auf
Thrombozyten begrenzte COX-Hemmung durch ASS!® — fiir eine plattchenselektive Btk-Inhibition zunutze
gemacht werden. Durch intermittierende Gaben niedrig-dosierter Btk-Inhibitoren kénnte Btk in den
Thrombozyten, die den Pfortaderkreislauf passieren, wdhrend der Resorptionsphase permanent
inaktiviert werden. Dadurch wird das GPVI-signaling unterbrochen und somit der Schlisselmechanismus
fiir die Plaque-stimulierte Plattchenthrombenbildung fiir die Lebenszeit der Thrombozyten unterdrickt.
Andere Korperzellen wiirden bei vorhandenem Zellkern die Btk kontinuierlich nachbilden. So wurden bei
den Probanden nach niedrig-dosierter Ibrutinib-Einnahme in der kleinen Pilot-Studie keine Auswirkungen
auf die Leukozyten-Zahlen (Neutrophilen, Monozyten, Lymphozyten) sowie keine Verminderung der B-
Lymphozyten-Zahlen beobachtet. Das heillt zusammengefasst, dass durch die niedrige Dosierung von
Ibrutinib und eine hohere Btk-Selektivitdit von neuen Btk-Inhibitoren das Risiko fiir potenzielle
Nebenwirkungen reduziert werden konnte. Ein groRer Vorteil von Btk-Inhibitoren im Vergleich zu dem
derzeit klinisch getesteten rekombinanten dimeren Fusionsprotein GPVI-Fc (Revacept®) ist die Moglichkeit

der oralen Einnahme von Btk-Inhibitoren.

Als Limitation der Ergebnisse sollte beriicksichtigt werden, dass die Experimente in dieser Arbeit im
Hirudin-antikoagulierten Blut, das heiflt in Abwesenheit der durch Plaque-tissue factor (TF) induzierten

Koagulation®, durchgefiihrt wurden.
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7. Klinische Relevanz

In dieser Dissertation wurde eine selektive und sehr potente Hemmung der Plattchenthrombenbildung
auf humanem atherosklerotischen Plaquematerial durch Syk-Inhibitoren (Syk Inhibitor Il und R406) und
irreversible Btk-Inhibitoren (lbrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059) entdeckt. Die Kollagen-stimulierte
Plattchenthrombenbildung unter Fluss sowie die ADP- und Arachidonsdure-induzierte
Thrombozytenaggregation, die flir die primare Hamostase wichtig sind, wurden von diesen Substanzen
ausgespart, sodass mit einem gilinstigen Sicherheitsprofil in Bezug auf das Blutungsrisiko gerechnet
werden kann. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten konnten als Grundlage fir klinische Studien dienen, in

denen das Potenzial dieser neuen antithrombozytdren Substanzen weiter eruiert werden kann.

Die oralen irreversiblen Btk-Inhibitoren werden zur Behandlung von hamatoonkologischen Erkrankungen,
wie CLL, MCL und Morbus Waldenstrém, klinisch eingesetzt!26: 127. 130, 169,170, 198 ' \yghej insbesondere fiir
Ibrutinib umfangreiche Langzeit-Sicherheitsdaten einer groBen Patientenzahl vorliegen?® 1%, Die in dieser
Dissertation erlangten Ergebnisse zusammen mit der wachsenden klinischen Erfahrung tiber die Langzeit-
Sicherheit von selektiven Btk-Inhibitoren stellen die Grundlage fiir weitere Studien dar, in denen niedrig-
dosierte Btk-Inhibitoren als erste orale Plaque-selektive antithrombozytidre Therapie untersucht werden
konnten. Da es sich hierbei um eine neue Indikation flir den Einsatz der Btk-Inhibitoren handeln wiirde,
ware das alleinige Verabreichen der Btk-Inhibitoren an die Patienten aus Sicherheitsgriinden zu riskant.
Aus diesem Grund musste das Potential der selektiven Btk-Inhibitoren zunachst in Kombination mit den
derzeit verwendeten antithrombotischen Substanzen (Heparin oder Faktor-Xa-Hemmer, ASS und/oder
P2Y1,-Rezeptor-Antagonisten) beispielsweise bei Patienten mit stabiler oder instabiler KHK oder NSTEMI,
die sich einer PCl unterziehen, untersucht werden. Es ist zu erwarten, dass Btk-Inhibitoren die
Thrombozytenaktivierung, ausgelost durch die Plague-Verletzung im Rahmen der PCl, blockieren und

damit die Effektivitat der antithrombozytaren Therapie deutlich verbessern.

Auch Syk-Inhibitoren kdnnten als selektive antithrombozytdre Therapie zur Pravention und Behandlung
von akuten atherothrombotischen Ereignissen weiter verfolgt werden. Zur Vermeidung von off-target-
Effekten und zur Minimierung von moglichen Nebenwirkungen, bedingt durch die Wirkungen der derzeit
vorhandenen reversiblen Syk-Inhibitoren in anderen Koérperzellen, ware jedoch zunachst die Entwicklung

von selektiven irreversibel wirkenden Syk-Inhibitoren erforderlich.
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8. Zusammenfassung

Zur Verbesserung der derzeit eingesetzten antithrombozytaren Therapie mit ASS und P2Yi,-Rezeptor-
Antagonisten waren Substanzen, die die Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung effizient und
spezifisch blockieren wirden, ohne die physiologische Thrombozytenfunktion bei der priméaren

Hamostase zu beeintrachtigen, sehr wiinschenswert.

Die Interaktion von Plaque-Kollagen mit Glykoprotein VI (GPVI) ist essentiell fur die
Plattchenthrombenbildung im Bereich eines rupturierten oder erodierten atherosklerotischen Plaques
(Atherothrombose). GPVI vermittelt die Thrombozytenaktivierung liber die Aktivierung von Src-Familien-
Kinasen sowie Syk und Btk. Eine gezielte Blockade dieser im GPVI-signaling beteiligten Tyrosinkinasen

konnte eine neue vielversprechende Plaque-spezifische antithrombozytare Therapie darstellen.

Im ersten Teil dieser Dissertation wurden der Src-Familien-Kinasen-Inhibitor PD173952 und die Syk-
Inhibitoren Syk Inhibitor Il und R406 untersucht. PD173952, Syk Inhibitor Il und R406 reduzierten die
Plague- und Kollagen-induzierte GPVI-vermittelte Thrombozytenaktivierung unter statischen
Bedingungen in vitro, wobei die durch TRAP stimulierte PAR-1 vermittelte Thrombozytenaggregation und
ATP-Sekretion, die fiir die physiologische Hdmostase wichtig sind, insbesondere durch Syk Inhibitor Il und
R406 auch bei hohen Inhibitor-Konzentrationen deutlich weniger gehemmt wurden. Unter arteriellen
Flussbedingungen offenbarten sich deutliche Unterschiede zwischen Src-Familien-Kinasen- und Syk-
Inhibitoren. Im Gegensatz zu PD173952, hemmte Syk Inhibitor Il in niedriger Konzentration vollstandig die
Plattchenthrombenbildung auf Plaguehomogenat und Plaqueschnitten, wobei die Kollagen-induzierte
Plattchenthrombenbildung nicht beeinflusst wurde. Auch R406 zeigte eine Plaque-selektive Hemmung der
Plattchenthrombenbildung unter arteriellem Fluss. Somit ermdglichen Syk-Inhibitoren eine effektive
Plaque-selektive Hemmung der Plattchenthrombenbildung mit Aussparung der Thrombozytenaktivierung

durch Kollagen unter Fluss und Thrombin, die fiir die primare Hamostase wichtig ist.

Im zweiten Teil dieser Dissertation wurden der irreversible Btk-Inhibitor Ibrutinib sowie die irreversiblen
Btk-Inhibitoren der zweiten Generation Acalabrutinib (ACP-196) und ONO/GS-4059 untersucht. Diese sind
als orale Therapeutika zur Behandlung von hamatoonkologischen B-Zellerkrankungen zugelassen
(Ibrutinib, Acalabrutinib) bzw. werden in klinischen Studien (ONO/GS-4059) untersucht. Btk spielt eine
wichtige Rolle nicht nur im distalen GPVI-, sondern auch im GPlb-signaling. Es wurde festgestellt, dass
Ibrutinib, Acalabrutinib und ONO/GS-4059 die GPVI-abhingige statische durch atherosklerotisches
Plaguehomogenat und Kollagen induzierte, jedoch nicht durch ADP und Arachidonsdure stimulierte

Thrombozytenaggregation im Blut vollstandig hemmen. Zudem wurde demonstriert, dass alle 3 getesteten
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Btk-Inhibitoren die GPVI-vermittelte Plattchenthrombenbildung induziert durch atherosklerotisches
Plaquematerial unter arteriellen Flussbedingungen effektiv hemmen und die a;Bfi:- und vWF/GPIb-
vermittelte Thrombozytenadhdsion und Aggregation an fibrilldres Kollagen intakt lassen, was fiir die
physiologische Hamostase wichtig ist. Die Plaque-selektive Hemmung der Thrombozytenaktivierung
wurde auch ex vivo bei Patienten mit CLL unter Ibrutinib-Therapie (420 mg/Tag) sowie bei Probanden, die
eine geringe lbrutinib-Dosis (140 mg pro Tag bzw. jeden 2. Tag) eingenommen hatten, beobachtet. Somit
kénnen Btk-Inhibitoren durch die irreversible Blockade der Btk in der GPVI- und GPlb-Signalkaskade die
Plattchenthrombenbildung auf atherosklerotischem Plague selektiv. hemmen, ohne die
Thrombozytenfunktion in der primaren Hamostase zu beeintrachtigen. Aufgrund der irreversiblen
Wirkung von Btk-Inhibitoren kénnten die Thrombozyten, die den Pfortaderkreislauf passieren — dhnlich
wie durch ASS —durch niedrig-dosierte Btk-Inhibitoren wahrend der Resorptionsphase selektiv fiir ihre
gesamte Lebensdauer (10 Tage) gehemmt werden, weil sie nicht wie andere Koérperzellen mit
vorhandenem Zellkern Btk kontinuierlich nachbilden. Im Vergleich zu Ibrutinib fihrte niedrig-dosierte ASS
zu einer wesentlich geringeren Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaktivierung. Die
Ergebnisse dieser Arbeit kdnnten als Grundlage fir klinische Studien dienen, in denen das Potenzial
niedrig-dosierter irreversibler Btk-Inhibitoren in Kombination mit etablierten antithrombotischen
Substanzen beispielsweise bei Patienten mit stabiler oder instabiler Angina pectoris oder NSTEMI

untersucht werden.

In der Zusammenschau der erlangten Ergebnisse kdnnten niedrig-dosierte irreversible Btk-Inhibitoren sich
als erste oral wirksame Lasions-selektive antithrombozytdre Substanzen und neue, hocheffektive,
spezifisch gegen die Atherothrombose gerichtete Thrombozytenaggregationshemmer erweisen. Auch
Syk-Inhibitoren kdnnten als zukiinftige antithrombozytdre Substanzen weiter verfolgt werden, falls
irreversibel wirkende Syk-Inhibitoren zur Minimierung von moéglichen Wirkungen auf andere Zellen

entwickelt werden kénnten.
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9. Summary

Dual anti-platelet therapy with aspirin (acetylsalicylic acid) and a P2Y:; antagonist reduces ischemic
cardiovascular events at the cost of increased bleeding risk. An anti-atherothrombotic strategy that
specifically targets plaque-stimulated platelet activation with high efficacy, but that leave physiologic

hemostatic mechanisms intact, would be highly desirable.

Interaction of collagen with GPVI is essential for thrombus formation on ruptured or eroded
atherosclerotic plaques (atherothrombosis). GPVI signals through Src family kinases, as well as through
Syk and Btk. Targeting these tyrosine kinases involved in GPVI signaling may be a promising new plaque-

specific antiplatelet therapy.

In the first part of this dissertation, the Src family kinase inhibitor PD173952 and the Syk inhibitors Syk
inhibitor Il and R406 were investigated. PD173952, Syk inhibitor Il and R406 maximally suppressed plaque-
and collagen-stimulated GPVI-mediated platelet activation and aggregation under static conditions in
vitro. TRAP-induced platelet aggregation relevant in hemostasis was much less inhibited by Syk inhibitors
than by PD173952 even at high inhibitor concentrations. In contrast to PD173952, Syk inhibitor Il and
R406 showed a preferential inhibition of platelet adhesion and thrombus formation onto plaque tissue
sections and plaque homogenate under arterial flow as compared to collagen. Of note, Syk inhibitor Il (2
puM) fully dissociated the suppression of platelet thrombus formation onto plaque homogenate (-100%)
and plaque tissue sections (-84%) from platelet aggregation onto collagen (-8%). In conclusion, low
concentrations of Syk inhibitor Il spare hemostatic platelet response to thrombin and collagen but

suppress platelet thrombus formation on atherosclerotic plaque from arterially flowing blood.

In the second part of this dissertation, the irreversible Btk inhibitor ibrutinib, an established oral therapy
for chronic lymphocytic leukemia (CLL), mantle cell lymphoma (MCL) and Waldenstrom
macroglobulinemia with long-term safety, and the novel, in kinase assays more selective Btk inhibitors
acalabrutinib (ACP-196) and ONO/GS-4059 were investigated. Btk has been reported to be involved in
collagen/GPVI- and vWF/GPIb-triggered platelet signal transduction. It was found that ibrutinib and the
novel second-generation Btk inhibitors acalabrutinib and ONO/GS-4059 suppress GPVI-mediated static
platelet aggregation in blood exposed to human plague homogenate and collagen but spare hemostatic
platelet response to ADP or arachidonic acid. Furthermore, Btk inhibitors blocked platelet thrombus
formation on human atherosclerotic plague homogenate and plaque tissue sections from arterially flowing
blood, whereas vVWF- and integrin a,B:-dependent platelet response to collagen, which is necessary for

physiologic hemostasis, was spared. This plaque-specific platelet inhibition was also detected in CLL
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patients taking 420 mg of ibrutinib per day and in healthy volunteers taking much lower and intermittent
dosing of ibrutinib (140 mg per day or 140 mg each 2™ day). It can be concluded that targeting GPVI and
GPlb signal transduction by Btk inhibitors prevent platelet thrombus formation from flowing blood on

ruptured or eroded atherosclerotic plaque but spare hemostatic platelet function.

In summary, low dosed irreversible Btk inhibitors may represent new, highly effective and selective
antiplatelet agents against atherothrombosis and hold promise as the first culprit lesion-focused oral
antiplatelet drugs. The Syk inhibitors could also be considered as future antiplatelet agents, if irreversible

Syk inhibitors are developed to minimize in vivo effects on cells other than platelets.
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11.2 Videoverzeichnis

Auf der beigelegten CD befinden sich folgende Videos:

Video 1

Video 2

Video 3

Video 4

Thrombozytenadhasion, Aggregation und Plattchenthrombenbildung auf
Plaquehomogenat unter arteriellen Flussbedingungen (Scherrate 600/s).

Die Blutproben wurden mit Mepacrine zur Thrombozytenmarkierung vorinkubiert.
AnschlieBend wurde Plaguehomogenat fir 3 min mit Blut perfundiert (Scherrate 600/s).
Plaguehomogenat und Thrombozyten wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie (1 Bild/s)
unter Verwendung eines 10x Objektivs (NA 0,4) dargestellt. Flussrichtung: von rechts nach
links.

Plattchenthrombenbildung auf Plaquehomogenat wurde durch Syk Inhibitor 1l (2 uM)
vollstindig gehemmt.

Die Blutproben wurden mit Mepacrine zur Thrombozytenmarkierung und Syk Inhibitor Il
(2 uM) vorinkubiert. Plaguehomogenat wurde fiir 3 min mit Blut perfundiert (Scherrate
600/s). Flussrichtung: von rechts nach links.

Plattchenthrombenbildung auf Plaquehomogenat im Blut eines Kontrollpatienten
ohne Ibrutinib-Therapie.

Blutproben wurden mit DiOC6 zur Thrombozytenmarkierung vorinkubiert.
Plaguehomogenat wurde fur 5 min mit Blut perfundiert (Scherrate 600/s).
Plaguehomogenat und Thrombozyten wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie (1 Bild/3 s)
unter Verwendung eines 10x Objektivs (NA 0,4) dargestellt. Flussrichtung: von rechts nach
links.

Vollstindige Hemmung der Plattchenthrombenbildung auf Plaquehomogenat im Blut
eines CLL-Patienten unter Ibrutinib-Therapie.

Blutproben wurden mit DiOC6 zur Thrombozytenmarkierung vorinkubiert.
Plaguehomogenat wurde fir 5 min mit Blut perfundiert (Scherrate 600/s).
Plaguehomogenat und Thrombozyten wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie (1 Bild/3 s)
unter Verwendung eines 10x Objektivs (NA 0,4) dargestellt. Flussrichtung: von rechts nach
links.
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Video 5

Video 6

Video 7

Video 8

Plattchenthrombenbildung auf einem Plaqueschnitt im Blut eines Kontrollpatienten
ohne Ibrutinib-Therapie.

Blutproben wurden mit DIOC6 zur Thrombozytenmarkierung vorinkubiert. Plaqueschnitt
wurde fir 5 min mit Blut perfundiert (Scherrate 600/s). Plaqueschnitt und Thrombozyten
wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie (1 Bild/3 s) unter Verwendung eines 10x Objektivs
(NA 0,4) dargestellt. Flussrichtung: von rechts nach links.

Hemmung der Plattchenthrombenbildung auf einem Plaqueschnitt im Blut eines CLL-
Patienten unter Ibrutinib-Therapie.

Blutproben wurden mit DiOC6 zur Thrombozytenmarkierung vorinkubiert. Plaqueschnitt
wurde fir 5 min mit Blut perfundiert (Scherrate 600/s). Plaqueschnitt und Thrombozyten
wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie (1 Bild/3 s) unter Verwendung eines 10x Objektivs
(NA 0,4) dargestellt. Flussrichtung: von rechts nach links.

Plattchenthrombenbildung auf Kollagenfasern im Blut eines Kontrollpatienten ohne
Ibrutinib-Therapie.

Blutproben wurden mit DiOC6 zur Thrombozytenmarkierung vorinkubiert. Kollagen
wurde fir 5 min mit Blut perfundiert (Scherrate 600/s). Thrombozyten wurden mittels
Fluoreszenzmikroskopie (1 Bild/3 s) unter Verwendung eines 10x Objektivs (NA 0,4)
dargestellt. Flussrichtung: von rechts nach links.

Plattchenthrombenbildung auf Kollagenfasern im Blut eines CLL-Patienten unter
Ibrutinib-Therapie.

Blutproben wurden mit DiOC6 zur Thrombozytenmarkierung vorinkubiert. Kollagen
wurde ftr 5 min mit Blut perfundiert (Scherrate 600/s). Thrombozyten wurden mittels
Fluoreszenzmikroskopie (1 Bild/3 s) unter Verwendung eines 10x Objektivs (NA 0,4)
dargestellt. Flussrichtung: von rechts nach links.

Die Videos 3-8 sind publiziert!®’.
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