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Abkürzungen:

AA: Arachidonsäure

ABC: Antikörperbindungskapazität (antibody binding capacity)

AC: Adenylatzyklase

ADP: Adenosindiphosphat

AS: Aminosäure

ASS: Acetylsalicylsäure

ATP: Adenosintriphosphat

cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat

CD: Cluster of Differentiation

DAG: Diazykglyzerid

DFZ: Durchflusszytometrie

DTS: dichtes tubuläres System

FITC: Fluoresceinisothiocyanat

GP: Glykoprotein

MoAb: Monoklonaler Antikörper

MPV: Mittleres Thrombozytenvolumen (mean platelet volume)

OCS: offenes kanikuläres System (open canicular system)

PAF: Plättchenaktivierender Faktor

PDGF: Plättchen-generierter Wachstumsfaktor (platelet derived growth factor)

PE: Phycoerythrin

PF: Plättchenfaktor

PG: Prostaglandin

PKC: Proteinkinase C

PLC: Phospholipase C

PMN: Polymorphnukleärer Neutrophiler

PPP: Plättchenarmes Plasma (platelet poor plasma)

PRP: Plättchenreiches Plasma (platelet rich plasma)

PSGL: P-Selektin Glykoprotein Ligand

PTCA: perkutane transluminale Koronarangioplastie

SCS: Oberflächengebundenes System (surface connected system)

TG: Thromboglobulin

TLA: Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion

TRAP: Thrombin Rezeptor aktivierendes Peptid

TxA: Thromboxan A

VWF: von Willebrand Faktor

Einleitung

Thrombembolische Ereignisse stellen eine entscheidende Komplikation der koronaren Atherosklerose dar. Die Ausbildung intrakoronarer Thromben ist als Hauptursache akuter Myokardischämien anzu-sehen, die auf dem Boden atherosklerotischer Gefäßwandveränderungen entstehen und das Gefäß-lumen partiell oder komplett verschließen können. Auslöser dieser thrombotischen Ereignisse sind entweder die spontane Ruptur einer lipidreichen Plaque oder Verletzungen des koronaren Gefäßbettes, die durch perkutane transluminale Revaskularisationsmaßnahmen induziert werden (50, 52, 80). Die Thrombozytenadhäsion und die Aggregation aktivierter Thrombozyten über Fibrinogenbrücken spielen eine zentrale Rolle im Hämostaseprozess, der zur Ausbildung intraluminaler Thromben im arteriellen Gefäßbett führen kann. Während eine intravaskuläre Thrombozytenaktivierung das Risiko eines akuten Gefäßverschlusses mitbestimmt, spielt sie beim Progress der koronaren Atherosklerose eine eher untergeordnete Rolle.

Die antithrombotische Therapie ist von entscheidender Bedeutung bei der Behandlung akuter Koronarsyndrome wie der instabilen Angina pectoris oder dem akuten Myokardinfarkt. Daneben stellen die antithrombotische und adjuvante antiaggregatorische Therapie ein wichtiges Therapie-prinzip bei der Behandlung epikardialer Koronarstenosen mittels interventioneller Revaskularisations-maßnahmen dar. Zunehmende Erkenntnisse über die Mechanismen der Thrombozytenaktivierung und die funktionelle Bedeutung membrangebundener Thrombozytenrezeptoren führten zum besseren Verständnis der Thrombozytenfunktion im Hämostaseprozess und zur Entwicklung neuer, die Thrombozytenaggregation spezifisch hemmender Substanzen. Diese werden erfolgreich bei der Therapie des akuten Koronarsyndroms und zur Sekundärprophylaxe kardialer ischämischer Ereignisse nach Koronarinterventionen eingesetzt.

Im ersten Teil der Arbeit werden Aspekte der Thrombozytenfunktion, der Bedeutung thrombozytärer Membranrezeptoren und der Thrombozytenadhäsion an Leukozyten im zellulären Hämostaseprozess in Form einer kurzen Übersicht dargestellt. Darüber hinaus wird auf die Möglichkeiten einer pharmakologischen Hemmung der Thrombozytenfunktion und die Möglichkeiten laborchemischer Methoden der Thrombozytenfunktionsdiagnostik eingegangen. Im zweiten Teil der Arbeit werden die Ergebnisse eigener laborchemischer Untersuchungen zur Charakterisierung von Thrombozyten-funktion und Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen unter einer Therapie mit dem Thrombozyten-aggregationshemmer Clopidogrel im Rahmen elektiver Koronarinterventionen dargestellt und diskutiert.

1 Hintergrund

Die Aktivierung zirkulierender Thrombozyten ist Teil des zellulären Hämostaseprozesses, der dem physiologischen Wundheilungsprozess nach Gefäßwandverletzungen vorausgeht. Zirkulierende Thrombozyten erzielen durch Adhäsion und Aggregation eine schnelle Abdichtung der verletzten Gefäßwand und tragen zur Aktivierung des plasmatischen Gerinnungssystems bei. Der erste Schritt im Prozess der zellulären Hämostase ist die Adhäsion von Thrombozyten an subendotheliale Matrix-substanzen, die durch die Verletzung des Endothels freigelegt werden. Eine Adhäsion an ein intaktes Gefäßendothel findet nur in sehr geringem Ausmaß statt. Der Adhäsionsprozess wird über verschiedene, auf der Thrombozytenoberfläche lokalisierte Glykoproteinrezeptoren vermittelt. Hierzu zählen der von-Willebrand Rezeptorkomplex und weitere membrangebundene Rezeptoren, die den Gruppen der Integrine und der Nicht-Integrine zugeordnet sind (siehe 2.2). Auch der quantitativ und funktionell bedeutendste Thrombozytenrezeptor GP IIb/IIIa ist am Adhäsionsprozess beteiligt, spielt hier jedoch nur eine untergeordnete Rolle. Tiefe Gefäßwandverletzungen sowie die Freisetzung von Lipidsubstanzen aus dem Kern atherosklerotischer Plaques führen zu einer vermehrten Freisetzung von Gewebsthromboplastin, das die Bildung von Thrombin über den extrinsischen Weg der plasmatischen Gerinnungskaskade induziert und zur Aktivierung zirkulierender Thrombozyten beiträgt. Die Adhäsion stellt den Ausgangspunkt der Thrombozytenaktivierung dar, die über intrazelluläre Aktivierungsmechanismen zum Gestaltwandel der Zelle, der Freisetzung intrazytoplasmatisch gespeicherter Substanzen und schließlich zur Zellaggregation über Fibrinogenbrücken führt (44).

Das Endothel synthetisiert Faktoren, die in das Gefäßlumen abgegeben werden und der Thrombo-zytenaktivierung entgegenwirken. Hierzu zählen das Prostazyklin, das Stickstoffmonoxid (NO) und das Heparin, das die Thrombozytenaktivierung indirekt über eine Hemmung der Thrombinaktivität beeinflusst (44). Im atheroskerotisch veränderten Gefäßsystem erfahren diese physiologischen Mechanismen der Hämostase jedoch eine pathologische Komponente, da ein Ungleichgewicht zwischen pro- und antikoagulatorischen Mechanismen entsteht. So ist zum Beispiel die NO-Synthese des atheroskerotisch veränderten Gefäßendothels gestört. Auch führt die Ruptur einer atherosklerotischen Plaque zur starken lokalen Exposition prothrombogen wirkender Substanzen.

1.1 Thrombozytenmorphologie und Thrombozytenfunktion

Die kernlosen Thrombozyten sind die kleinsten zellulären Elemente des Blutes. Sie werden in den Megakaryozyten des Knochenmarks unter Einwirkung des Wachstumsfaktors Thrombopoetin gebildet. Jede dieser größten aller Knochenmarkszellen bringt etwa 500 Thrombozyten hervor. Im Fliessgleichgewicht befinden sich ca. 30% der zirkulierenden Thrombozyten in der Milz und ca. 10% in einem schnell mobilisierbaren intravaskulären Pool. Die Thrombozytenkonzentration im Blut beträgt 150.000-450.000 / µl. Ihre mittlere Lebensdauer beträgt ca. 8 Tage (maximal 10 Tage) und ihr Abbau erfolgt vorwiegend in der Milz durch Makrophagen. Die Aufgaben der Thrombozyten im Hämostaseprozess sind eng mit ihren morphologischen Charakteristika und den zellulären Aktivierungsmechanismen assoziiert.

1.1.1 Morphologie der Thrombozyten

Unstimulierte Thrombozyten zirkulieren in einer diskoiden Ruheform. Diese sogenannten Diskozyten weisen einen mittleren Durchmesser von 1-3 µm, ein Volumen von 4-8 fl und ein Gewicht von etwa 10 pg auf. Aktivierte Thrombozyten runden sich ab und bilden längliche Pseudopodien aus. Die Stimulation ruhender Thrombozyten führt innerhalb weniger Sekunden zum Formwandel („shape change“) und zur Zellaggregation. Elektronenmikroskopische Untersuchungen und die Ultrastruktur-forschung halfen, die funktionellen Eigenschaften der verschiedenen Thrombozytenbestandteile im Prozess der Zellaktivierung und der Aggregation besser zu charakterisieren.

Plasmamembran

Die Plasmamembran ruhender Thrombozyten weist eine geordnete Verteilung der Membranphospho-lipide auf, die durch die Zellaktivierung verändert wird. Die Glykokalyx enthält Proteoglykane, welche die Bindung an Matrixsubstanzen oder lösliche Agonisten, die Adhäsion von Thrombozyten an Leukozyten und das Endothel sowie die Aggregation vermitteln (siehe 2.2).

Oberflächengebundenes Membransystem

Das oberflächengebundene Membransystem („Surface Connected System“, SCS) besteht aus verzweigten Kanälen, deren Membranoberflächen Eigenschaften des Plasmalemms aufweisen. So wurden auf den Oberflächen des SCS Membranrezeptoren wie der GP IIb/IIIa Rezeptor nachgewiesen (46). Beim Formwandel aktivierter Thrombozyten wird das als Membranreservoir dienende SCS evaginiert, wodurch die darin enthaltenen Membranrezeptoren auf der Zelloberfläche zur Verfügung stehen. Auch wird dem SCS eine Rolle als Transportweg für Sekretionsprodukte aus den Speicher-organellen zugeschrieben (256).

Zellplasma und Zytoskelett

Das Grundplasma unstimulierter Thrombozyten weist Ansammlungen von Glykogenpartikeln und zirkulären Mikrotubuli auf, die zur Form der Zelle beitragen. Das submembranäre Zytoskelett (SMC) besteht aus kurzen Aktinfilamenten, die über Linkermoleküle an die Glykoproteine der Plasma-membran gebunden sind. Das SMC bildet zusammen mit den Mikrotubuli die Voraussetzung für die diskoide Form der Thrombozyten und stabilisiert die Zellen gegen Scherkräfte. Auch verhindert das SMC die Fusion sekretorischer Organellen mit dem Plasmalemm und stellt somit eine Exozytose-barriere dar. Die Zellaktivierung führt zur Dissoziation der Membranrezeptoren vom SMC und zu deren Destabilisierung. Durch die Destabilisierung des SMC können die Granula aus dem Zellinneren mit dem Plasmalemm verschmelzen und ihre Inhaltsstoffe an die Umgebung abgeben.

Das kontraktile Zytoskelett besteht aus zytoplasmatischen Aktin- und Myosinfilamenten, die aktivierungsabhängig ein kontraktiles Gel bilden, welches eine zentrale Zusammenlagerung der Zell-organellen mit Fusion zu sog. „Compoundgranula“ bewirkt und damit der Exozytose vorangeht. Daneben werden Liganden internalisiert, die über Rezeptoren oder Linkermoleküle an das Zytoskelett gebunden sind (183). Ein Beispiel für die Internalisierung fibrillärer Liganden ist die thrombin-induzierte Zellaggregation. Die Bindung von Fibrinogen an der Zelloberfläche führt zur Bildung von Ligandkomplexen mit dem GP IIb/IIIa Rezeptor. Diese Rezeptor-Ligandkomplexe sind über Linker-proteine mit dem kontraktilen Zytoskelett assoziiert und stellen das Substrat fokaler Kontakte dar (17). Bei der Fibrinpolymerisation entstehen Fibrinfasern, die aggregierte Thrombozyten voneinander separieren. Das kontraktile Zytoskelett internalisiert diese Fibrinfasern und führt so zu einer Retraktion des entstehenden Fibrinnetzes. Bei der Retraktion von Kollagenfasern werden ähnliche Retraktionen des Zytoskeletts beobachtet (258).

Zellorganellen

Die in den Thrombozyten lokalisierten Zellorganellen umfassen Mitochondrien, das dichte tubuläre System (DTS), (-Granula, elektronendichte Granula, Lysosomen und Peroxysomen. Die (-Granula weisen mit einem Anteil von 15% am Thrombozytenvolumen den größten Anteil aller Zellorganellen auf. Im ruhenden Thrombozyten liegen sie zentral vom Plasmalemm und dem SCS separiert. Die (-Granula sind Speicherorganellen für eine Vielzahl von Substanzen wie Fibrinogen, Thrombospondin (TSP), ADP, ATP, Thromboxan A2 (TxA2), (-Thromboglobulin ((-TG), Plättchenfaktor 4 (PF 4), plättchenaktivierender Faktor (PAF) und dem „Platelet-Derived Growth Factor“ (PDGF). Thrombo-zyten sind in der Lage, Substanzen wie Fibrinogen oder Albumin aus dem umgebenden Blutplasma aufzunehmen und in den Granula zu speichern. Daneben sind in den Granula membrangebundene Rezeptoren gespeichert, die aktivierungsabhängig freigesetzt werden (92, 255).

Die elektronendichten Granula oder Serotoningranula machen ca. 1% des Thrombozytenvolumens aus. Die relativ hohe Elektronendichte wird auf den Anteil von Kalzium- und Magnesiumionen sowie anorganischem Phosphat zurückgeführt. Sie enthalten hohe Konzentrationen an Serotonin, Kalzium, ADP und ATP. Im Gegensatz zu ATP und ADP wird Serotonin nicht in den Thrombozyten gebildet, sondern aus der Umgebung aufgenommen und in den Granula gespeichert. Freigesetztes Serotonin vermittelt eine lokale Vasokonstriktion und kann zelluläre Retraktionsmechanismen verstärken, während freigesetztes ADP die vor allem zelluläre Aktivierungsmechanismen verstärkt. Auch in den elektronendichten Granula finden sich membranständige Rezeptoren wie P-Selektin und GP IIb/IIIa.

Die Lysosomen stellen einen weiteren Organellentyp dar, der im Rahmen einer Zelldegranulation seine Inhaltsstoffe (v.a. saure Hydrolasen) an die Umgebung abgibt. Auch werden die in den Lysosomen gespeicherten Membranrezeptoren nach der Exozytose auf der Zelloberfläche exprimiert (siehe 2.2.7). Das DTS ist ein ubiquitär im Zytoplasma verteiltes abgeschlossenes Membransystem, in dessen Tubuli Lipide, bivalente Kationen, Proteine, Adenylatzyklasen, ATPasen und Peroxidasen nachgewiesen wurden, denen regulierende Funktionen bei der Zellaktivierung zugeschrieben werden (157).

1.1.2 Molekulare Mechanismen der Thrombozytenaggregation

Die Aktivierung und Aggregation zirkulierender Thrombozyten ist ein komplexer Vorgang und kann durch verschiedene Stimuli ausgelöst werden. Zum einen kann die Zellaktivierung durch die Adhäsion der Thrombozyten an subendotheliale Matrixsubstanzen oder an Fremdoberflächen induziert werden. Hohe Schwerkräfte des Blutes im Bereich von Gefäßstenosen können ebenfalls eine Zellaktivierung hervorrufen (124). Auch wirken lösliche Plasmaproteine wie das Thrombin über membrangebundene Zellrezeptoren direkt aktivierend auf zirkulierende Thrombozyten (siehe 2.2.9 und 2.2.10). Die Zell-aktivierung wird im wesentlichen durch zwei intrazelluläre Stoffwechselwege vermittelt, die durch enzymatische Hydrolyse von Membranphospholipiden eingeleitet werden. Die Bindung der löslichen Agonisten Thrombin und ADP an entsprechende membranständige Rezeptoren führt zur Aktivierung einer Phospholipase C (PLC) und zur Hemmung einer Adenylatzyklase (AC). Die PLC spaltet Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) zu den als „second messenger“ dienenden Substanzen Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diazylglyzerid (DAG). IP3 führt zur Freisetzung von Kalzium aus dem DTS, während DAG und Kalzium eine Proteinkinase C (PKC) aktivieren, die ihrerseits die Phosphorylierung verschiedener Proteine katalysiert (43). Die G-Protein-gekoppelte AC katalysiert die Synthese von ATP zu cAMP. Hohe cAMP-Spiegel wirken einem Anstieg zytoplasmatischer Kalziumkonzentrationen und dadurch einer Zellaktivierung entgegen. Eine Hemmung der AC durch Rezeptorbindung von ADP wirkt der cAMP-Bildung entgegen, was zu einem Absinken der zytoplasmatischen cAMP-Konzentration führt. Im Gegensatz dazu steigern antiaggregatorisch wirkende Substanzen wie die Prostaglandine PGE1, PGD2 und PGI2 die cAMP-Spiegel durch Aktivierung der AC und Hemmung des cAMP-Abbaus über Phosphodiesterasen. Erhöhte intra-zelluläre Kalziumkonzentrationen führen zur Aktivierung kalziumabhängiger Enzyme wie den Kontaktzonenkinasen an den Schnittstellen zwischen Zytoskelett und Membranrezeptoren. Die Aktivierung dieser Kontaktzonen führt über die Kontraktion von Aktin- und Myosinfibrillen zu dreidimensionalen Zytoskelettveränderungen. Erhöhte zytoplasmatische Kalziumkonzentrationen aktivieren eine Phospholipase A2 (PLA2) und führen zur Freisetzung von Arachidonsäure (AA). Die freigesetzte AA wird über die Zyklooxygenase zu PGG2 und PGH2 und über die Thromboxansynthase zu TxA2 umgewandelt. Das proaggregatorisch und vasokonstriktorisch wirkende TxA2 wird aktivierungsabhängig zusammen mit Serotonin und ADP aus der Zelle freigesetzt (Abbildung 1) (43).

Die intrazellulären Granula enthalten eine Vielzahl aggregationsfördernder Mediatoren wie ADP, TxA2, Serotonin, PAF, (-TG, PF 4 und dem PDGF, deren Freisetzung durch strukturelle Änderung des kontraktilen Zytoskeletts und die PKC vermittelt wird. Die aus den Granula freigesetzten Agonisten verstärken durch Bindung an membranständige Rezeptoren die Zellaktivierung und induzieren eine Aktivierung weiterer Thrombozyten in der Umgebung der Zelle (175).
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Abbildung 1: Zentrale Mechanismen der Thrombozytenaktivierung

Während die Adhäsion der Thrombozyten und die intrazelluläre Zellaktivierung über unterschiedliche und teilweise komplexe Mechanismen verlaufen, wird die Aggregation fast ausschließlich über den aktivierten Fibrinogenrezeptor (GP IIb/IIIa) vermittelt. Der GP IIb/IIIa Rezeptor ist jedoch nicht nur Endpunkt der Aktivierungskaskade, sondern kann durch die Ligandenbindung auch zu einem Ausgangspunkt der Zellaktivierung werden (205). Verschiedene exzitatorische und ihhibitorische Mechanismen führen zur Aktivierung oder zur Inaktivierung des GP IIb/IIIa Rezeptors. Die exakten Mechanismen der Signaltransduktion sind jedoch noch nicht eindeutig geklärt. Man vermutet, dass ein Mechanismus, der die PKC, die PLC-( und ein heterotrimeres G-Protein beinhaltet, eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des GP IIb/IIIa Rezeptors über exzitatorische Membranrezeptoren spielt. Auch scheinen Tyrosinkinasen und eine Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) zur Aktivierung des GP IIb/IIIa Rezeptors beizutragen (Abbildung 1) (206).

1.2 Thrombozytenoberflächenrezeptoren

Die Adhäsion der Thrombozyten an das Gefäßendothel, subendotheliale Matrixsubstanzen und Leukozyten sowie die Aggregation aktivierter Zellen werden über unterschiedliche membran-gebundene Rezeptoren vermittelt. Die verschiedenen Reaktionsschritte, die zur Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten führen, erfordern eine aktive Kommunikation der Zellen mit ihrer Umwelt. Als Informationsträger dienen dabei Adhäsionsproteine, Hormone, Autakoide und Enzyme, die mit spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberfläche interagieren. Nach der Rezeptorbindung eines Liganden wird über die Aktivierung bestimmter „second messenger“ eine entsprechende Stoff-wechselantwort hervorgerufen. Der Hauptanteil thrombozytärer Membranrezeptoren besteht aus Glykoproteinen, die entsprechend ihrer molekularen Strukturmerkmale den Integrinen, leuzinreichen Proteinen, Selektinen oder der Immunglobulin-Superfamilie zugeordnet werden (Tabelle 1).

Tabelle 1: Übersicht der membrangebundenen thrombozytären Glykoproteinrezeptoren

	Glykoprotein
	Struktur
	Kopien/Zelle
	Ligand(en)
	Funktion

	Integrine:
	
	
	
	

	   VLA-2 (GP Ia/IIa)
	(2(1
	   ca. 2.000
	Kollagen
	Adhäsion

	   VLA-5 (GP Ic/IIa)
	(5(1
	   ca. 1.500
	Fibronektin
	Adhäsion

	   VLA-6 (GP Ic*/IIa)
	(6(1
	   ca. 1.500
	Laminin
	Adhäsion

	   Vitronektinrezeptor
	(v(3
	   ca. 100
	Vitronektin, Fibrinogen
	Adhäsion / ?

	   GP IIb/IIIa
	(2b(3
	   40-80.000
	Fibrinogen, vWF, TSP, Vitronektin, Fibronektin
	Adhäsion / Aggregation

	Leuzinreiche GP:
	
	
	
	

	   GP Ib/V/IX
	Ib(Ib(/V/IX
	   ca. 25.000
	VWF
	Adhäsion / Aktivierung

	   GP IV
	sc
	   ca. 20.000
	Kollagen, TSP
	Adhäsion

	Selektine:
	
	
	
	

	   P-Selektin
	sc
	   ca. 2.000
	PSGL-1, Sialyl Lewis X
	Leukozyten- / Endothel- Adhäsion

	Weitere Rezeptoren:
	
	
	
	

	   GP 53
	sc
	   ca. 1.000
	?
	?

	   GP VI
	sc
	   ca. 10.000
	Kollagen
	Adhäsion / Aktivierung

	   PECAM-1
	sc
	   ca. 8.000
	?
	Zelladhäsion

	   ICAM-2
	sc
	   ca. 5.000
	LFA-1
	Leukozyteninteraktion

	   LAMP-1 / -2
	sc
	   ca. 1.000
	?
	?


VLA: Very Late Antigen; SC: Single Chain / Einzelkette; TSP: Thrombospondin; vWF: von Willebrand Faktor; PECAM: Platelet-endothelial Cell Adhesion Molecule; PSGL: P-Selectin Glycoprotein Ligand; ICAM: Intercellular Adhesion Molecule; LFA: Lymphocyte Function-associated Antigen; LAMP: Lysosomal-associated Membrane Protein.

1.2.1 Integrine

Die Integrine sind eine Gruppe heterodimerer Membranproteine, die jeweils aus einer (- und einer (-Untereinheit zusammengesetzt sind. Die Untereinheiten wiederum setzen sich aus einer großen extra-zellulären Domäne, einem transmembranären Teil und einem kurzen zytoplasmatischen Ende zusammen. Integrine kommen in verschiedenen Zelltypen vor und spielen eine wichtige Rolle bei Zell-Zell-Interaktionen sowie Interaktion mit der extrazellulären Matrix. Als Liganden fungieren Adhäsivproteine wie der von Willebrand Faktor (vWF), Fibronektin, Vitronektin, Kollagen und verschiedene extrazelluläre Glykoproteine. Viele Integrine erkennen die in den Adhäsivproteinen enthaltene Aminosäuresequenz Arg-Gly-Asp (RGD). Auf der Thrombozytenoberfläche konnten insgesamt fünf verschiedene Integrine identifiziert werden, zu denen der Fibrinogenrezeptor ((IIb/(3), der Vitronektinrezeptor ((V/(3) und die unterschiedlichen VLA-Rezeptoren zählen (Tabelle 1) (86).

1.2.2 Fibrinogenrezeptor (GP IIb/IIIa)

Der GP IIb/IIIa Rezeptor ((IIb(3) wird auf Thrombozyten, Megakaryozyten und auf einigen Tumor-zellen exprimiert. Mit 50-80.000 Kopien pro Zelle und einem Anteil von 1,5% am Proteingehalt ist er quantitativ der wichtigste Thrombozytenrezeptor. Während er bei der Zelladhäsion funktionell eine eher untergeordnete Rolle spielt, wird die Aggregation fast ausschließlich über den GP IIb/IIIa Rezeptor vermittelt (205). Daneben tragen Interaktionen des Rezeptors mit Substanzen der extra-zellulären Matrix zur Umwandlung des Zytoskeletts und damit zum Gestaltwandel der Zellen bei. Der GP IIb/IIIa Rezeptor ist primär auf der Zelloberfläche lokalisiert, jedoch befinden sich 20-30% der Rezeptoren im SCS und den Granula, die nach Zellaktivierung und Exozytose an die Oberfläche gelangen (46, 253).

Das hetreodimere Integrin setzt sich aus einer 140 kD (-Untereinheit ((IIb) und einer 105 kD (-Unter-einheit ((3) zusammen. Die IIb-Untereinheit besteht aus einer schweren (125 kD) und einer leichten (25 kD) Kette, die über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden sind. Die beiden Untereinheiten des GP IIb/IIIa Komplexes sind über Kalziumbrücken nicht-kovalent in einem stöchiometrischen Verhältnis von 1:1 miteinander verbunden (Abbildung 2) (181).

Aktivierung des GP IIb/IIIa Rezeptors und Ligandenbindung

Die Adhäsion an subendotheliale Matrixsubstanzen (Kollagen, vWF, Fibronektin) oder die Bindung löslicher Agonisten an die Thrombozytenoberfläche führen über intrazelluläre Signaltransduktions-mechanismen zur Zellaktivierung und zur Konformationsänderung des Fibrinogenrezeptors. Der nicht-aktivierte GP IIb/IIIa Rezeptor ist nicht in der Lage, lösliches Fibrinogen oder andere Adhäsivproteine zu binden. Erst durch die Konformationsänderung des Rezeptors werden die Bindungsstellen sterisch zugänglich, sodass er eine Bindung mit dem Liganden eingehen kann (59, 211). Das symmetrische Peptiddimer Fibrinogen ist der wichtigste Ligand des GP IIb/IIIa Rezeptors, da über diesen die Bildung von Thrombozytenaggregaten über Fibrinrogenbrücken erfolgt.

Zwei Hypothesen wurden entwickelt, die den Einfluss verschiedener Regulationsmechanismen auf den Aktivitätsstatus des GP IIb/IIIa Rezeptors beschreiben: Die „Affinitäts-Modulations“-Hypothese postuliert, dass direkte Interaktionen zwischen Regulationsproteinen und dem Rezeptor die Konformationsänderungen kontrollieren, die zur Bindung von Fibrinogen und vWF führen (133). Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestützt, dass exzitatorisch wirkende Agonisten die Bindung eines monovalenten Liganden-spezifischen Antikörperfragments an den Fibrinogenrezeptor stimulieren (1). Die „Aviditäts-Modulations“ Hypothese postuliert, dass die Konformationsänderung des Rezeptors und die Ligandenbindung durch die Freisetzung einer Subpopulation des Integrins aus der zytoskelettalen Umklammerung hervorgerufen wird. Diese einzwängende Wirkung des Zyto-skeletts in ruhenden Thrombozyten hält den Rezeptor in der Form einzelner, räumlich voneinander getrennter Heterodimere, die sich bei Zellaktivierung zu Trauben von Oligomeren zusammenlagern (94).

Abbildung 2: Schematische Darstellung des GP IIb/IIIa Rezeptors
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Verschiedene Bindungssequenzen auf dem Rezeptor wurden identifiziert, welche die Bindung mit Fibrinogen und dem vWF vermitteln. Die Bindungsstelle für die RGD-Peptidsequenz der Adhäsiv-proteine befindet sich auf der (3-Kette des Rezeptors (Abbildung 2). Die Bindung des Fibrinogen-moleküls an den Rezeptor wird durch mindestens zwei Peptidsequenzen vermittelt: Neben der RGD-Sequenz der A(-Kette stellt das am Carboxylende der (-Kette des Fibrinogenmoleküls lokalisierte Dodecapeptid mit der AS-Sequenz HHLGGAKQAGDV eine wichtige Bindungssequenz dar (66, 184). Die Bindungsstelle dieser, nur im Fibrinogenmolekül enthaltene Peptidsequenz befindet sich auf der (IIb-Kette des Rezeptors (Abbildung 2). Immunologische und elektronenmikroskopische Untersuchungen der Interaktionen zwischen Rezeptor und Ligand legen die Vermutung nahe, dass vor allem die (-Kette des Fibrinogenmoleküls an der Bindung beteiligt ist (14, 252). Die Interaktionen zwischen den beiden Bindungssequenzen der (-Kette und der A(-Kette des Fibrinogenmoleküls mit dem Rezeptor sind im einzelnen jedoch noch nicht genau verstanden. Vermutlich ist ein Zusammen-spiel beider Fibrinogenbindungssequenzen für die Rezeptorbindung erforderlich. Auch konnte eine dritte Bindungsstelle auf der (3-Kette des Rezeptors identifiziert werden, die Angriffspunkt für Peptide mit einer Lys-Gly-Asp-Aminosäuresequenz (KGD) ist, welche die Fibrinogenbindung an die Zelle und damit die Aggregation hemmen (196).

Neben den intrazellulären Aktivierungsmechanismen, die zur Konformationsänderung der quartären Rezeptorstruktur beitragen, führt auch die Ligandenbindung an den GP IIb/IIIa Rezeptor selbst zu einer Konformationsänderung mit der Ausbildung von Neoepitopen, den sogenannten „Ligand-induced Binding Sites“ (LIBS) (72, 208). Die komplexe bivalente Form bleibt auch im aktivierten Zustand erhalten. Während der nicht-aktivierte GP IIb/IIIa Rezeptor fast nur an immobilisiertes Fibrinogen bindet, besitzt der aktivierte Rezeptor die Fähigkeit auch lösliches Fibrinogen zu binden. Auch steigt die Bindungsaffinität für Fibrinogen durch die Konformationsänderung des Rezeptors um ein Vielfaches an (205). Durch die Ligandenbindung treten die zytoplasmatischen Bestandteile des GP IIb/IIIa Rezeptors in Kontakt mit Komponenten des Zytoskeletts, was zu einer Reorganisationen des Zytoskeletts und einer Gruppierung der Fibrinogenrezeptoren auf der Zelloberfläche beiträgt. Die Fibrinogenbindung in diesem, als „Outside-in Signaling“ bezeichneten Prozessen stimuliert die Tyrosin-Phosphorylierung verschiedener Thrombozytenproteine sowie die Aktivierung spezifischer Tyrosinkinasen. Der Prozess der Zellaktivierung führt zu Interaktionen aktivierter Tyrosinkinasen mit dem Zytoskelett, wodurch Gestaltänderungen in der Zelle hervorgerufen werden (48, 206).

1.2.3 Vitronektinrezeptor

Der Vitronektinrezeptor ((V(3) wird im Vergleich zum GP IIb/IIIa Rezeptor nur in geringer Zahl auf der Thrombozytenoberfläche exprimiert. Die (-Untereinheit weist eine nur 30%ige Sequenzhomo-logie mit der (IIb-Untereinheit des GP IIb/IIIa Rezeptors auf, während die (-Ketten strukturell gleich aufgebaut sind. Der Vitronektinrezeptor fungiert als Rezeptor für Adhäsivproteine mit der RGD-Bindungssequenz. Die physiologische Bedeutung des thrombozytären Vitronektinrezeptors ist bisher unklar, während der auf Endothelzellen exprimierte Vitronektinrezeptor u.a. zur Adhäsion und Migration von Neutrophilen und Monozyten durch das Endothel ins perivaskuläre Gewebe beiträgt (68, 205).

1.2.4 VLA-Rezeptoren

Die thrombozytären VLA-Rezeptoren („Very Late Antigen“) VLA-2, -5, und -6 enthalten als gemeinsames Merkmal eine (1-Untereinheit (Tabelle 1). Das ursprünglich als GP Ia-IIa bezeichnete VLA-2 ((2(1) fungiert als Kollagenrezeptor auf der Zelloberfläche und geht, in Anwesenheit von Magnesiumionen, eine Bindung mit verschiedenen Kollagentypen ein (213). Die Kollagenbindung wird durch Interaktionen mit dem GP VI gefördert. Neuere Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dass die Zellaktivierung durch die Adhäsion an Kollagen nicht primär über VLA-2, sondern über das GP VI vermittelt wird (3, 249).

Das VLA-5 ((5(1) vermittelt die Bindung an Fibronektin. Nicht aktivierte Thrombozyten sind in der Lage, an oberflächengebundenes Fibronektin zu binden und können sich auf dieser Proteinschicht aus-breiten. Auch der GP IIb/IIIa Rezeptor kann als Rezeptor für Fibronektin fungieren. Die Interaktion der beiden Rezeptoren mit dem Fibronektin hängt dabei von der Strömungsgeschwindigkeit der zirkulierenden Thrombozyten ab (20). Das VLA-6 ((6(1) schließlich vermittelt die Zelladhäsion an das Matrixprotein Laminin unter statischen wie auch unter Strömungsbedingungen (212).

1.2.5 Glykoprotein Ib-V-IX Rezeptorkomplex

Der aus den Glykoproteinen Ib, V und IX gebildete nicht-kovalente Rezeptorkomplex ist mit ca. 25.000 Kopien auf der Oberfläche ruhender Thrombozyten exprimiert (153). Im Gegensatz zu anderen Membranrezeptoren führt die Zellaktivierung zu einer reversiblen Internalisierung des Rezeptor-komplexes in das OCS (149, 150). Der GP Ib Rezeptor (160 kD) besteht aus den Untereinheiten Ib( und Ib(, die über Disulfidbrücken miteinander kovalent verbunden sind. Die Rezeptoren GP Ib und GP IX (22 kD) sind transmembranäre Glykoproteine, die innerhalb ihrer extrazellulären Abschnitte leuzinreiche Abschnitte enthalten (39). Der GP Ib-V-IX Komplex ist der primäre und wichtigste Rezeptor für den vWF. Nach Gefäßwandverletzungen bindet der im Plasma zirkulierende vWF an Kollagenmoleküle der extrazellulären Matrix, wodurch Konformationsänderungen induziert und die bis dahin verdeckt liegenden Bindungsstellen des vWF für den GP Ib Rezeptor zugänglich werden. Als eine Bindungsstelle des vWF wurde die N-terminale Domäne (His1-Glu282) der GPIb(-Kette identifiziert. Jedoch scheinen auch andere Domänen der GPIb(-Kette an der vWF-Bindung beteiligt zu sein (249). Die zytoplasmatische Domäne der GPIb(-Kette ist mit aktin-bindenden Proteinen des Zytoskeletts verbunden, wodurch strukturelle Veränderungen der Zelle nach Ligandenbindung vermittelt werden (47). Die Bindung zwischen GP Ib und vWF scheint insbesondere bei hohen Strömungsgeschwindigkeiten und hohen Scherkräften von Bedeutung zu sein (124). Eine Voraus-setzung für die hochaffine Bindung an den Rezeptor ist eine Multimerisation des vWF-Moleküls, da nur eine Vielzahl von Bindungen mit GP Ib im vWF Multimer stabile Interaktionen mit dem Thrombozyten gewährleisten kann. Da im Plasma zirkulierender vWF nicht an den GP Ib Rezeptor bindet, wird eine intravasale Thrombozytenadhäsion verhindert (4).

Das leuzinreiche Glykoprotein V (82 kD) ist nicht-kovalent mit den anderen beiden Untereinheiten des Rezeptorkomplexes assoziiert (99). Durch direkte Interaktion mit GP Ib und IX übt GP V eine regulierende Funktion auf den Rezeptorkomplex aus und verstärkt die vWF-Bindung (146).

Nicht nur der vWF sondern auch das (-Thrombin bindet an eine extrazelluläre Domäne der GP Ib-Kette (140). Thrombin spaltet das GP V in ein lösliches Fragment und einen membranständigen Anteil. Jedoch korreliert die Hydrolyserate des GP V nicht mit der Zellaktivierung und -aggregation nach Thrombinstimulation (108). Es wird vermutet, dass GP V unabhängig von der Thrombinspaltung an der Bildung eines hochaffinen Thrombinrezeptors auf der Zelloberfläche beteiligt ist (58).

1.2.6 P-Selektin

Die Mitglieder Familie der Selektine weisen eine charakteristische Molekülstruktur mit einer lektin-ähnlichen Domäne im extrazellulären N-terminalen Bereich auf, gefolgt von einer dem Epidermal Growth Factor (EGF) ähnelnden Domäne. Das integrale membrangebundene P-Selektin (GMP 140 / CD 62P) ist in den (-Granula und elektronendichten Granula der Thrombozyten sowie in den Weibel-Palade Körperchen von Endothelzellen gespeichert (141). Auf der Oberfläche ruhender Thrombozyten wird P-Selektin nur in geringer Anzahl exprimiert, während sich der Hauptanteil dieses Membran-proteins in den (-Granula befindet. Wenige Sekunden nach der Zellaktivierung geben diese ihren Inhalt in das OCS ab, gefolgt von der Expression des gespeicherten P-Selektin auf der Zelloberfläche (104). Ein Teil des freigesetzten P-Selektins wird in löslicher Form an die Umgebung abgegeben. Auf der Oberfläche aktivierter Zellen werden bis zu 5.000 Rezeptoren nachgewiesen. Das auf der Zell-oberfläche freigesetzte P-Selektin trägt zur Adhäsion der Thrombozyten mit Neutrophilen und Monozyten über die Bindung mit dem, dort exprimierten P-Selectin Glycoprotein Ligand (PSGL-1) bei (77). Die rasche, aktivierungsabhängige Rezeptorexpression macht P-Selektin zu einem geeigneten Marker, um den Aktivierungsgrad zirkulierender Thrombozyten zu quantifizieren (144, 147).

1.2.7 Glykoprotein 53 und Lysosomen-assoziierte Membranproteine 

Das membranständige 53 kD Glykoprotein 53 (CD 63) ist hauptsächlich in den elektronendichten Granula und den Lysosomen der Thrombozyten lokalisiert (143). Ähnlich dem P-Selektin wird GP 53 über eine aktivierungsabhängige Degranulation auf der Zelloberfläche exprimiert (145, 171). Die Frei-setzung erfolgt über die Abgabe der Granulainhaltsstoffe in das OCS und von dort auf die Zell-oberfläche (69, 88). Die Lysosomen-assoziierten Membranproteine LAMP-1 (CD 107a) und LAMP-2 (CD 107b) sind ebenfalls in den lysosomalen Granula und den dichten Granula lokalisiert und werden aktivierungsabhängig der Zelloberfläche exprimiert (67, 107). Die Funktionen des GP 53 und der LAMP-1 /-2 sind bisher unklar. Man vermutet, dass sie eine Rolle beim Schutz der Plasmamembran vor Hydrolyse spielen (76). Die aktivierungsabhängige Expression dieser Membranproteine machen sie zu weiteren geeigneten Marker für eine Charakterisierung der Zellaktivierung.

1.2.8 Glykoprotein IV und Glykoprotein VI

Das Glykoprotein IV ist ein stark glykolisiertes 90 kD Membranprotein, das durch Bindung von Kollagen und Thrombospondin am Prozess der Zelladhäsion beteiligt ist (57, 222). Entgegen früherer Beobachtungen, die GP IV als einen zentralen Rezeptor für die Kollagenbindung ansahen (221), scheint GP IV jedoch nur eine untergeordnete Rolle bei der durch Kollagenbindung induzierten Zell-aktivierung zu spielen (163). Die Kollagenbindung an GP VI scheint für die Zellfunktion wichtiger zu sein, da über dieses Membranprotein Signaltransduktionsmechanismen vermittelt werden, die zur Zellaktivierung führen (117). Eine wichtige Rolle spielen hierbei die membranständige FcR(-Kette des GP VI und die Tyrosinkinase Syk, welche die Phosphorylierung der PLC-2 vermittelt (182). Eine verminderte Expression des GP VI Rezeptors ist mit einer leicht eingeschränkten Thrombozyten-adhäsion und -aggregation sowie einer leicht erhöhten Blutungsneigung assoziiert (6).

1.2.9 Thrombinrezeptor

Thrombinrezeptoren wurden auf Thrombozyten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen nach-gewiesen, wo sie als Zellaktivatoren fungieren. Auf Thrombozyten stellt der Thrombinrezeptor einen der wichtigsten Mediatoren der physiologischen Zellaktivierung dar (132). Der aus 7 trans-membranären Domänen bestehende Rezeptor ist intrazellulär an G-Proteine gekoppelt, während die extrazelluläre Domäne das Substrat für die Thrombinbindung darstellt (12, 53). In ruhenden Thrombozyten finden sich nur etwa 2/3 der Thrombinrezeptoren auf der Plasmamembran. Durch Aktivierung der Zellen mit ADP oder Thromboxan gelangen die in dem SCS befindlichen Rezeptoren an die Oberfläche, wo sie für die Thrombinbindung bereitstehen (154). Die Thrombinbindung an den Rezeptor, der auch als Protease Activated Receptor (PAR) bezeichnet wird, führt zur Abspaltung eines 41 AS-Peptids am aminoterminalen Abschnitt des Rezeptors. Das freigelegte aminoterminale Rezeptorende mit der AS-Sequenz SFLLRNPNDKYEPF, das auch als Thrombin Receptor Activating Peptide (TRAP) bezeichnet wird, bindet intramolekular an die Residuen 42-55 des zentralen Rezeptorabschnitts und induziert so wodurch eine Aktivierung des G-Protein gekoppelten Rezeptors (24, 45). Auch ein vom Thrombinrezeptor abgespaltenes 41 AS-Peptid wurde als Zellaktivator beschrieben (78). Bisher konnten vier PARs identifiziert werden, von denen zwei auf der Thrombozytenoberfläche lokalisiert sind (113).

1.2.10 ADP-Rezeptoren

Obwohl ADP selbst nur ein relativ schwacher Agonist ist, zählt es zu den wichtigsten physiologischen Thrombozytenaktivatoren, da es als Kofaktor die Wirkung verschiedener Agonisten verstärkt. Die Hemmung einer Adenylatzyklase und der Einstrom von Kalziumionen in die Zelle sind zwei zentrale Mechanismen, die über ADP-Rezeptoren vermittelt werden (79). Die aus Thrombozytengranula, Erythrozyten oder Endothelzellen freigesetzten Adeninnukleotide interagieren mit den auf unter-schiedlichen Zelltypen exprimierten membranständigen P2-Purinrezeptoren. Die P2-Purinrezeptoren werden in zwei Gruppen unterteilt: die G-Protein gekoppelten P2Y-Rezeptoren und die mit Ionen-kanälen assoziierten P2X-Rezeptoren. Bisher wurden 11 verschiedene P2X-Rezeptoren und 7 P2Y-Rezeptoren identifiziert. Eine Reihe von P2Y-Rezeptoren konnte aus humanen Erythrozyten und Endothelzellen geklont werden (34).

Mindestens drei unterschiedliche ADP-Rezeptoren sind am Prozess der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation beteiligt (49). Der an einen Kalziumionenkanal gekoppelte P2X1-Rezeptor vermittelt einen schnellen Kalziumeinstrom in die Zelle (135), scheint jedoch eine eher untergeordnete Rolle bei der ADP-induzierten Aggregation zu spielen (218). Die Zellantwort auf ADP wird hauptsächlich durch die G-Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptoren vermittelt. Hierbei initiiert der an eine PLC gekoppelte P2Y1-Rezeptor (P2TPLC) den ADP-induzierten Formwandel, die intrazelluläre Kalziummobilisation und die Aggregation (97, 111). Die Aktivierung des P2Y1-Rezeptors führt zu einer schnellen transienten Aggregation, ist jedoch nicht ausreichend eine vollständige aggregatorische Antwort zu vermitteln (110, 193). Die ADP-Bindung an den zweiten G-Protein-gekoppelten Purin-rezeptor P2YAC führt zu einer Hemmung einer membranständigen Adenylatzyklase. Hierdurch wird vor allem eine Verstärkung der aggregatorischen Antwort auf ADP hervorgerufen. Erst kürzlich konnte dieser Gi-gekoppelte ADP-Rezeptor (P2TAC / P2Y12) charakterisiert und geklont werden (71, 101). Die volle aggregatorische Antwort der Zelle auf ADP erfordert jedoch eine gemeinsame Aktivierung beider G-Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptoren (112).

1.3 Thrombozyten und plasmatische Gerinnung

Zentrale Mechanismen der plasmatischen Gerinnung sind die Bildung der Serinprotease Thrombin aus Prothrombin und die Überführung von löslichem Fibrinogen in ein quervernetztes Fibringerinnsel. Ein wichtiger Mechanismus der plasmatischen Gerinnungskaskade ist die Aktivierung von enzymatisch nicht aktiven Proenzymen. Interaktionen zwischen Thrombozyten und der plasmatischen Gerinnungs-kaskade finden sich bei der Bildung des Tenasekomplexes und des Prothrombokinasekomplexes. Der aus den Gerinnungsfaktoren IXa, VIIIa und Kalzium zusammengesetzte Tenasekomplex katalysiert die Bildung von F Xa aus dem Proenzym F X. Der als Kofaktor fungierende F VIII beschleunigt die Bildung von F Xa um ein Vielfaches. Voraussetzung hierfür sind Kalziumionen und Phospholipid-bindungsstellen, die auf aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert werden (164). Der Kofaktor V, der als aktivierter F Va zusammen mit F Xa und Kalziumionen den Prothrombinase-komplex bildet, wird in Thrombozyten gespeichert und aktivierungsabhängig als partiell proteo-lysiertes und an thrombozytäre Mikropartikel gebundenes Molekül freigesetzt (156). Durch eine Komplexbildung von F Va und F Xa an die negativ geladenen Oberflächenmembranen aktivierter Thrombozyten steigt die Prothrombinaktivierung auf ein Vielfaches an (Abbildung 1). Thrombin wirkt durch einen über Thrombinrezeptoren vermittelten positiven Rückkopplungsmechanismus wiederum aktivierend auf zirkulierende Thrombozyten (156, 174).

In den Thrombozytengranula werden unter anderem der Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1 (PAI-1) und der Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) gespeichert, die regulierend auf das plasmatische Gerinnungssystem sowie die intravasale Fibrinolyseaktivität wirken. Der wichtigste Inhibitor der Plasminogenaktivatoren PAI-1 wird primär in Endothelzellen, jedoch zu einem geringen Teil auch in Megakaryozyten gebildet. PAI-1 ist teilweise in Thrombozyten gespeichert und wird aktivierungs-abhängig sezerniert. Während erniedrigte PAI-1-Spiegel mit einer gesteigerten fibrinolytischen Aktivität und einer Blutungsneigung einhergehen, scheinen erhöhte PAI-1-Spiegel bzw. eine verstärkte PAI-1-Aktivität im Sinne einer Hypofibrinolyse das Auftreten thrombotische Ereignisse zu begünstigen (90, 169). TFPI hemmt den extrinsischen Weg der Gerinnungskaskade über eine Komplexbildung mit TF und F VIIa sowie eine direkte Hemmung von F Xa. Dem TFPI wird eine modulierende Rolle bei der Bildung arterieller Thromben nach Gefäßtraumatisierungen zugeschrieben, die von einer verstärkten lokalen TF-Freisetzung begleitet sind (186). Bei Patienten mit akuter Myokardischämie wurden neben erhöhten Plasmakonzentrationen des TF auch erhöhte TFPI-Konzentrationen gemessen (65, 114).

1.4 Thrombozyten und Atherosklerose

Die Atherosklerose wird definiert als eine variable Kombination von Veränderungen der Gefäßintima, bestehend aus herdförmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blutbestand-teilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit Veränderungen der Gefäßmedia. Ursächlich hierfür sind länger andauernde metabolische, entzündliche und physikalische Gefäßwand-schäden, die später in einen sklerosierenden Gefäßwandumbau übergehen (187). Zu den kausalpatho-genetisch wichtigsten Faktoren der Atheroskleroseentstehung zählen die alimentäre Hyperlipoprotein-ämie, die arterielle Hypertonie, der Diabetes mellitus und der Nikotinkonsum, jedoch auch angeborene Fettstoffwechselstörungen oder die Homozysteinurie. In der Folge kommt es zu Einlagerungen von Lipiden und Schaumzellen in die Gefäßwand und schließlich zur Ausbildung eines Atheroms an Prädilektionsstellen im arteriellen Gefäßsystem (214). Insbesondere Stellen im Gefäßbaum, wo die Blutströmung ihre Richtung ändert und Turbulenzen des vorbeiströmenden Blutes auftreten, sind für die Atherombildung prädisponiert.

Akute thrombotische Gefäßverschlüsse stellen eine Hauptkomplikation der koronaren Atherosklerose dar, die sich klinisch als akute Myokardischämie manifestieren. Ursache eines akuten Gefäßver-schlusses ist häufig eine spontane Ruptur einer lipidreichen Plaque mit der Freisetzung von thrombogen wirkendenden Inhaltsstoffen (10, 50). Auch bilden sich im Bereich einer rupturierten Plaque Zonen mit hohen Scherkräften des zirkulierenden Blutes, die zur Aktivierung vorbeifließender Thrombozyten beitragen (191). Die als physiologische Reaktion auf eine lokale Gefäßwand-verletzung stattfindende Thrombozytenaktivierung erfährt im atheroskerotisch veränderten Gefäß-system eine pathologische Komponente, da hier ein lokales Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-koagulatorischer Mechanismen entsteht. Zum einen stellt das Trauma einer Plaqueruptur einen starken lokalen prothrombogenen Reiz dar. Dem gegenüber werden durch Schäden oder eine Dysfunktion des Endothels antikoagulatorisch wirkende Substanzen wie Thrombomodulin oder NO nur eingeschränkt synthetisiert und sezerniert. Dieses Ungleichgewicht von pro- und antikoagulatorisch wirkenden Faktoren trägt zur Ausbildung eines okkludierenden intraluminalen Thrombus bei. Dabei vermitteln aktivierte Thrombozyten nicht nur die Thrombusbildung, sondern tragen durch die Abgabe vaso-aktiver Inhaltsstoffe auch zur lokalen Vasokonstriktion bei (40).

1.5 Thrombozytenfunktion und Koronarintervention

Die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) und die Implantation von Stents haben sich zu einem wichtigen Therapiekonzept bei der Behandlung der koronaren Herzerkrankung entwickelt. Lange Zeit stellte die Ausbildung akuter und subakuter Gefäßverschlüsse jedoch eine wesentliche Limitation der Koronarinterventionen dar. Ursachen akuter Gefäßverschlüsse liegen v.a. in einer Traumatisierung der Gefäßwand durch die Ballondilatation mit einer reaktiven Thrombozyten-aktivierung. Durch die Ballondilatation wird ein lokales Barotrauma induziert, das zur Denudierung des Gefäßendothels und dem Aufbrechen der Koronarstenose mit Einrissen bis in die Gefäßadventitia führt. Insbesondere tiefe Gefäßtraumatisierungen durch Ballonkatheter führen zur Exposition stark thrombogen wirkender Matrixsubstanzen sowie zur Ausbildung flusslimitierender Gefäßwand-dissektionen (247). Hierdurch wird eine starke lokale Aktivierung vorbeifließender Thrombozyten induziert (256). Die Zelladhäsion stellt den Ausgangspunkt der Thrombozytenaktivierung dar, die über Formwandel, Degranulation und Aggregation zur Thrombusbildung führt. Autoptische Unter-suchungen von Patienten mit akuten postinterventionellen Gefäßverschlüssen zeigten, dass die okklusiven intraluminalen Thromben zu einem Grossteil aus Thrombozyten und Fibrin bestanden (248). In klinischen Untersuchungen konnte eine vermehrte Aktivierung und erhöhte Aggregations-neigung zirkulierender Thrombozyten im Rahmen von Koronarinterventionen beobachtet werden (81, 123, 197). Die Implantation von Stents hat in den letzten Jahren gegenüber der alleinigen Ballonangioplastie wesentlich an Bedeutung gewonnen. Während Stents zunächst primär bei der Behandlung von Gefäßdissektionen eingesetzt wurden (96), werden sie mittlerweile erfolgreich als primäres Verfahren für die Behandlung von De-novo Stenosen oder Restenosen eingesetzt (62, 203). Die Ausbildung thrombotischer Verschlüsse nach Stentimplantation galt lange Zeit als eine entscheidende Limitation dieser Interventionstechnik (95). Insbesondere der durch die metallische Oberfläche der Stents hervorgerufene thrombogene Reiz birgt das Risiko eines akuten Gefäßverschlusses (87). So wurde in klinischen Untersuchungen eine verstärkte Aktivierung zirkulierender Thrombozyten nach koronarer Stentimplantation beobachtet (81). Durch den Einsatz einer kombinierten antiaggregatorischen Therapie mit ASS und Thienopyridinen sowie spezifischen Thrombozytenrezeptorantagonisten konnte das Risiko thrombotisch bedingter Komplikationen nach PTCA und Stentimplantation in den letzten Jahren wesentlich reduziert werden (siehe 2.7.2 und 2.7.3).

1.6 Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen

Neben der vermehrten Aktivierung zirkulierender Thrombozyten spielen Entzündungsreaktionen eine wichtige Rolle in der Pathogenese akuter thrombotischer Ereignisse. So wird bei Patienten mit akuter Myokardischämie, die mittels Ballonangioplastie oder systemischer Fibrinolyse behandelt werden, neben einer verstärkten Thrombozytenaktivierung auch eine vermehrte Aktivierung zirkulierender Leukozyten beobachtet. Diese ist von einer vermehrten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine begleitet (131, 166, 167). Auch werden von aktivierten Neutrophilen Sauerstoffradikale freigesetzt, die Zellschäden in der Mikrovaskulatur verursachen und so zur Ausbildung von Reperfusionsschäden nach Wiedereröffnung verschlossener Koronargefäße beitragen (61, 126). Systemische Entzündungs-reaktionen im Rahmen akuter Myokardischämien sind vor allem von einer verstärkten Aktivierung Neutrophiler und Monozyten begleitet, während eine Aktivierung zirkulierender Lymphozyten kaum stattfindet (219). Klinische und experimentelle Untersuchungen konnten zeigen, dass zirkulierende Leukozyten durch die Adhäsion von Thrombozyten aktiviert sowie zur Bildung und Freisetzung von Zytokinen angeregt werden. So wurden bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom neben einer verstärkten Aktivierung zirkulierender Leukozyten auch vermehrt Interaktionen zwischen Thrombo-zyten und Neutrophilen beobachtet (176). In vitro induziert die Thrombozytenadhäsion an Monozyten und Neutrophile (PMN) eine vermehrte Synthese der Zytokine Interleukin 1( und 8 sowie des Monocyte Chemoattractant Proteins (MCP-1) (165, 254). Die vermehrte Zytokinsynthese und              -sekretion wie auch die Freisetzung von Sauerstoffradikalen aus Leukozyten wird dabei unter anderem durch das thrombozytäre P-Selektin vermittelt (162). Daneben tragen abgespaltene Mikropartikel aktivierter Thrombozyten zur Adhäsion an Leukozyten und deren Aktivierung bei (70).

Aktivierte Thrombozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Akkumulation zirkulierender Leukozyten in einen intraluminalen Thrombus nach einer Gefäßverletzung sowie der Migration von Leukozyten durch die Gefäßwand ins perivaskuläre Gewebe (56, 120). Dabei binden die Thrombozyten primär an Monozyten und PMN, während eine Adhäsion an Lymphozyten kaum stattfindet (190). 

Die Akkumulation von Monozyten und PMN in einen Thrombus scheint unter anderem durch das thrombozytäre P-Selektin vermittelt zu sein, da die Leukozytenakkumulation und die Adhäsion aktivierter Thrombozyten an Monozyten und PMN durch einen Antikörper gegen P-Selektin gehemmt werden kann (177, 189). Auch trägt P-Selektin zur Adhäsion von PMN an das Endothel und damit zur Migration in das perivaskuläre Gewebe im Rahmen myokardialer Reperfusion bei (122).

Die Zelladhäsion von Thrombozyten an Leukozyten erfolgt primär über das thrombozytäre P-Selektin sowie dem auf Leukozyten exprimierten PSGL-1 (36, 142, 177). Auch der membranständige Thrombospondinrezeptor scheint am Adhäsionsprozess beteiligt zu sein (209). Die Bindung zwischen Thrombozyten und PMN läuft in einer kaskadenartigen Reaktion ab, die durch ein über P-Selektin vermitteltes „Rollen“ der Thrombozyten an PMN eingeleitet wird und zu einer über (2-Intergrine vermittelten festen Adhäsion zwischen den Zellen führt (26, 63). P-Selektin scheint über den PSGL-1 einen direkten Einfluss auf die Funktion leukozytärer (2-Integrine auszuüben (21). Durch die Bindung von P-Selektin an PSGL-1 wird die Phosphorylierung von Tyrosinkinasen und die Aktivierung von Mitogen-activated Protein (MAP) Kinasen in den PMN induziert (100). Die über PSGL-1 induzierte Tyrosin-Phosphorylierung scheint ihrerseits die Adhäsion der PMN über das (2-Integrin Mac-1 (CD 11b/18) zu triggern (64). Auch die Adhäsion zirkulierender PMN an das Endothel wird über leukozytäre (2-Integrine und endotheliale Selektine vermittelt. Eine indirekte Rolle bei der Leukozytenadhäsion wird dem thrombozytären GP IIb/IIIa Rezeptor zugeschrieben. Während Thrombozytenrollen an Leukozyten durch P-Selektin und PSGL-1 vermittelt wird, scheint die Bindung zwischen GP IIb/IIIa und Mac-1 über Fibrinogenbrücken zur festen Adhäsion von Thrombozyten an PMN unter Strömungsbedingungen beizutragen (251). In einer klinischen Studie wurde beobachtet, dass bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom unter einer Therapie mit einem GP IIb/IIIa Antagonisten nicht nur die Thrombozytenaggregation und Fibrinogenbindung, sondern auch die Adhäsion von Thrombozyten an PMN vermindert war (257).

Neben der Thrombozytenadhäsion tragen verschiedene inflammatorische Stimuli zur Aktivierung von Leukozyten bei. Die Aktivierungsmechanismen im Zusammenhang mit Entzündungsreaktionen führen unter anderem zur Freisetzung von Cathepsin G. Die Protease Cathepsin G ist ein starker Thrombo-zytenagonist und bewirkt in Konzentrationen, wie sie in aktivierten PMN gefunden werden, eine Thrombozytenaktivierung mit vermehrter Thromboxanbildung, Degranulation und Aggregation (35, 201). Angriffspunkte des Cathepsin G scheinen die Rezeptoren GP Ib und GP IIb/IIIa zu sein (155). Durch die Freisetzung von Cathepsin G tragen aktivierte Leukozyten zur Thrombozytenaktivierung bei und führen hierüber zur Anlagerung von Thrombozyten an die Stelle einer Gefäßverletzung.

1.7 Thrombozytenaggregationshemmer

In den letzten Jahren haben Thrombozytenaggregationshemmer einen immer größeren Stellenwert in der Therapie von Patienten mit symptomatischer Atherosklerose eingenommen. Neben der Acetyl-salicylsäure als klassischem Vertreter der Thrombozytenaggregationshemmer werden Thienopyridine erfolgreich in der Sekundärprophylaxe thrombembolisch bedingter ischämischer Ereignisse eingesetzt. Durch den Einsatz von Thienopyridinen und GP IIb/IIIa Rezeptorantagonisten konnten wesentliche Verbesserungen in der Behandlung des akuten Koronarsyndroms und in der Sekundärprophylaxe ischämischer Ereignisse nach Koronarinterventionen erzielt werden.

1.7.1 Acetylsalicylsäure

Die aggregationshemmenden Eigenschaften der oral verfügbaren Acetylsalicylsäure (ASS), die erst 70 Jahre nach deren Einführung als antiphlogistisches und antipyretisches Analgetikum entdeckt wurden, machten es zum Standardpräparat für die Sekundärprophylaxe akuter Myokardischämien. Die aggregationshemmenden Eigenschaften von ASS beruhen auf der irreversiblen Hemmung des Zyklo-oxygenasezentrums der PGH-Synthetase durch Acetylierung eines spezifischen Serinanteils, wodurch die Synthese von PGH2 und damit die Bildung von TxA2 in den Thrombozyten gehemmt werden. ASS hemmt v.a. die Aktivität der Zyklooxygenase Isoform COX-1, die hauptsächlich an der Regulation der Thrombozytenaktivierung beteiligt ist (8). Die Hemmung der Zyklooxygenase führt jedoch auch zur Hemmung des aggregationshemmend und vasodilatatorisch wirkenden PGI2 in den Endothelzellen. Insgesamt überwiegen jedoch die aggregationshemmenden Eigenschaften, da Endothelzellen zu einer De-novo Synthese der Zyklooxygenase befähigt sind, während die Wirkung im Thrombozyten über die gesamte Lebensdauer erhalten bleibt (8). Die aggregationshemmende Wirkung von ASS wird bereits bei einer Tagesdosis von 100 mg/d erreicht (25). Durch eine Steigerung der Tagesdosis lässt sich jedoch kein zusätzlicher Benefit hinsichtlich der Prävention thrombotischer Ereignisse erzielen (179). Eine Limitation der Langzeittherapie mit ASS ist der Anstieg des Risikos gastrointestinaler Blutungen, was sich durch eine Dosisreduktion oder veränderte Galenik nicht wesentlich reduzieren lässt (54).

Einsatz von ASS bei koronarer Herzerkrankung

Der Einsatz von ASS zur Sekundärprophylaxe akuter Myokardischämien wurde in mehreren großen Studien untersucht. In einer fast 100.000 Patienten umfassenden Metaanalyse dieser Studien konnte ein eindeutiger protektiver Effekt von ASS bei der Sekundärprävention kardiovaskulärer ischämischer Ereignisse aufzeigt werden (5). Auch bei Patienten nach akutem Koronarsyndrom konnte durch ASS eine deutliche Risikoreduktion ischämischer Ereignisse und der Mortalität erzielt werden (27, 128). In der über 17.000 Patienten umfassenden ISIS-2 Studie führte die Behandlung mit ASS (162,5 mg/d) für 30 Tage nach akutem Myokardinfarkt zu einer fast 50%igen Reduktion erneuter kardialer Ischämien und zu einer 23%igen Reduktion der Mortalität (106). In der „Physicians’ Health Study“ konnte durch ASS (325 mg/d) als Primärprophylaxe im Vergleich zu Placebo eine 44% Risikoreduktion akuter Myokardischämien jedoch keine signifikante Reduktion der Mortalität im 5jährigen Beobachtungs-zeitraum verzeichnet werden (215). Ähnliche Ergebnisse zur Primärprophylaxe mit ASS zeigten sich in der „Thrombosis Prevention Trial“ Studie (232).

1.7.2 GP IIb/IIIa Rezeptorantagonisten

GP IIb/IIIa Rezeptorantagonisten binden selektiv an extrazelluläre Domänen des thrombozytären (IIb(3-Integrins, wodurch die Fibrinogenbindung und damit die Aggregation der Thrombozyten gehemmt werden. Im Gegensatz zu anderen aggregationshemmenden Substanzen greifen GP IIb/IIIa-Antagonisten an der gemeinsamen Endstrecke der Zellaktivierung an und erzeugen dadurch eine effektive Hemmung der Aggregation. Biochemisch gesehen handelt es sich bei der Gruppe der GP IIb/IIIa-Antagonisten um eine inhomogene Substanzklasse: Neben chimären und humanisierten Antikörperfragmenten wurden Peptide und synthetische Peptidomimetika entwickelt, die selektiv am GP IIb/IIIa Rezeptor angreifen. Hinsichtlich ihrer Bioverfügbarkeit, Rezeptoraffinität, Spezifität und Wirkungsdauer zeigen sich teilweise deutliche Unterschiede zwischen den Substanzen (173).

Abciximab

Das chimäre Antikörperfragment c7E3 / Abciximab (ReoPro() war der erste klinisch getestete und für eine adjuvante Pharmakotherapie bei Koronarinterventionen zugelassen GP IIb/IIIa Antagonist. Das Antikörperfragment leitet sich aus einem murinem, gegen den humanen GP IIb/IIIa Rezeptor gerichteter Antikörper ab. Durch die Bindung an den thrombozytären Fibrinogenrezeptor (GP IIb/IIIa) wird die Aggregation effektiv gehemmt, während die Zellaktivierung und die Adhäsion der Thrombo-zyten an subendothelial gelegenes Kollagen nicht wesentlich gehemmt werden (42).

Die Bolusgabe von Abciximab (0,25 mg/kg KG) führt innerhalb weniger Minuten zu einer >80%igen Rezeptorblockade und einer fast kompletten Hemmung der ADP-induzierten Aggregation. Durch eine kontinuierliche Infusion (0,125 µg/kg/min) lässt sich das Ausmaß der Rezeptorblockade und der Aggregationshemmung aufrechterhalten (224). Trotz einer relativ kurzen Plasmahalbwertszeit bleiben die Rezeptorblockade und die Aggregationshemmung aufgrund einer hohen Rezeptoraffinität für einen wesentlich längeren Zeitraum bestehen. So sind 24 Std. nach Therapiebeendigung noch fast 70% der Rezeptoren blockiert und die Aggregation hat erst 60% ihres Ausgangswertes erreicht (136). Im Gegensatz zu anderen GP IIb/IIIa-Antagonisten weist Abciximab Kreuzreaktivitäten mit dem Vitronektinrezeptor und dem leukozytären (2-Integrin Mac1 auf (210, 220).

Der klinische Benefit von Abciximab bei Koronarinterventionen konnte durch mehrere große multi-zentrische Studien belegt werden. Alle Interventionsstudien konnten zeigen, dass durch eine adjuvante Therapie mit Abciximab (0,25 mg/kg KG Bolus; 10 (g/min über 12-24 Std.) das Risiko kardialer ischämischer Ereignisse signifikant gesenkt wird. In der EPIC-Studie konnte durch Abciximab eine 35%ige Reduktion des kombinierten Endpunktes aus Tod, akutem Myokardinfarkt und erneuten Intervention 30 Tage und auch 6 Monate nach einer Koronarintervention erzielt werden (227, 240). Jedoch traten unter Abciximab signifikant häufiger postinterventionelle Blutungskomplikationen auf (2). Auch in der EPILOG- und EPISTENT-Studie konnte nach elektiver PTCA und Stentimplantation eine signifikante Reduktion ischämischer Komplikationen durch Abciximab erzielt werden (228, 229). Bei einer reduzierten und gewichtsadaptierten Heparindosierung traten in dieser Studie schwere Blutungskomplikationen unter Abciximab seltener auf. Auch in der CAPTURE-Studie konnte bei Patienten mit therapierefraktärer instabiler Angina pectoris Symptomatik durch Abciximab eine signifikante Reduktion ischämischer Ereignisse im 30 Tage Beobachtungszeitraum erzielt werden (Abbildung 3) (226). Insbesondere bei Patienten mit erhöhten Troponin-Konzentrationen als laborchemisches Zeichen einer Myokardischämie zeigte sich ein deutlicher Benefit durch die Abciximab-Therapie (89). Ein positiver Einfluss der auf den Restenoseprozess nach Stentimplantation durch die Therapie mit Abciximab wurde hingegen nicht erreicht (230). In etwa 0,5% der Fälle werden unter Abciximab schwere Thrombozytopenien (< 20.000 / µl) beobachtet, deren Ursachen im einzelnen noch unklar sind (16).

Eptifibatid

Das zyklische Heptapeptid Eptifibatid (Integrilin() leitet sich vom natürlich vorkommenden Dis-integrin Barbourin ab, das die für den GP IIb/IIIa Rezeptor spezifische Bindungssequenz KGD enthält (194). Durch intravenöse Bolusapplikation von Eptifibatid (180 µg) wird die ADP-induzierte Aggregation rasch und dosisabhängig gehemmt. Bei einer relativ kurzen Halbwertzeit und geringeren Rezeptoraffinität ist die Aggregation bereits 2-4 Std. nach Therapieende wiederhergestellt (91). Die IMPACT-II Studie untersuchte die klinische Wirksamkeit von Eptifibatid (135 (g/kg Bolus; 20-24 Std. Infusion [0,5/0,75 (g/kg/min]) im Rahmen von Koronarinterventionen. Im Vergleich zu Placebo führte Eptifibatid zu einer geringen, nicht-signifikanten Reduktion ischämischer Ereignisse. Blutungs-komplikationen und Thrombozytopenien traten unter der Therapie nicht gehäuft auf (231). Man vermutet, dass die eingesetzte Dosierung der Wirksubstanz und die Dauer der Therapie nicht ausreichend waren, um eine ausreichende Aggregationshemmung in vivo zu erzielen. In der PURSUIT-Studie konnte durch Eptifibatid (180 µg/kg Bolus, 72-96 Std. Infusion [2,0/1,3 µg/kg/min]) bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (instabile Angina oder Non-Q-Wave Infarkt) eine signifikante Reduktion ischämischer Ereignisse im Vergleich zur antithrombotischen und anti-anginösen Standardtherapie erzielt werden (Abbildung 3). Jedoch war die Therapie mit vermehrten Blutungskomplikationen assoziiert, die vor allem im Rahmen von Koronarinterventionen auftraten (235).

Tirofiban

Das synthetische Tyrosinderivat Tirofiban (Aggrastat() zählt zur Gruppe der niedermolekularen Peptidomimetika, die durch freie Diffusion rasch an die RGD-Bindungsstelle des GP IIb/IIIa Rezeptor binden, wodurch die Thrombozytenaggregation reversibel und dosisabhängig gehemmt wird (134). Die intravenöse Bolusgabe (10 µg/kg KG) führt innerhalb weniger Minuten zu einer >80%igen Hemmung der ADP-induzierten Aggregation, die durch eine Infusion mit 0,15 µg/kg/min aufrecht-erhalten werden kann. Bei einer Halbwertzeit von 1,5 ( 0,5 Std. ist die Thrombozytenaggregation bereits wenige Stunden nach Beendigung der Therapie wiederhergestellt (118).

In der RESTORE-Studie konnte durch Tirofiban (10 µg/kg Bolus; 36 Std. Infusion: 0,15 µg/kg/min) im Vergleich zu einer antithrombotischen Standardtherapie 2 und 7 Tage nach einer Intervention, nicht jedoch nach 30 Tagen (primärer Endpunkt) und 6 Monaten eine Reduktion kardialer ischämischer Ereignisse verzeichnet werden (Abbildung 3) (236). In der PRISM-Studie wurde bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (instabile Angina oder Non-Q-Wave Infarkt) durch Tirofiban (48 Std.) im 30 Tage Beobachtungszeitraum kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Heparintherapie (plus Placebo) beobachtet (233). Durch die Kombination aus Tirofiban (48 Std.) und Heparin in der PRISM-Plus-Studie konnte jedoch eine signifikante Reduktion ischämischer Ereignisse im Vergleich zur Heparintherapie erzielt werden (Abbildung 3) (234).

Abbildung 3: Einsatz von GP IIb/IIIa Antagonisten bei Koronarinterventionen und akutem Koronarsyndrom
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Orale GP IIb/IIIa Antagonisten

Neben den genannten intravenös verfügbaren GP IIb/IIIa Antagonisten wurden oral verfügbare Substanzen zur Langzeittherapie und Sekundärprophylaxe ischämischer Ereignisse entwickelt. Die synthetischen RGD-Mimetika Xemilofiban, Orbofiban und Sibrafiban sind oral verfügbare Prodrugs, deren aktive Metabolite den GP IIb/IIIa Rezeptor blockieren und dadurch die Thrombozyten-aggregation dosisabhängig hemmen (170). In der über 7.000 Patienten umfassenden EXCITE-Studie konnte durch eine sechsmonatige Therapie mit Xemilofiban nach Koronarintervention keine Reduktion ischämischer Ereignisse im Vergleich zur Placebogruppe (ASS + Placebo) verzeichnet werden (175). Nachdem Studien mit Orbofiban und Sibrafiban ähnlich enttäuschende Ergebnisse zeigten (28, 237), erscheint das Konzept einer Langzeittherapie mit oralen GP IIb/IIIa Antagonisten als Sekundärprophylaxe kardialer ischämischer Ereignisse zum momentanen Zeitpunkt fragwürdig.

1.7.3 Thienopyridine

Die zur Gruppe der Thienopyridine zählenden Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel (Plavix() und Ticlopidin (Tiklyd() sind oral verfügbare Substanzen, die nach hepatischer Meta-bolisierung einen thrombozytären ADP-Rezeptor und dadurch die ADP-induzierte Thrombozyten-aggregation hemmen. Ticlopidin und Clopidogrel sind strukturell verwandte Substanzen, die sich lediglich in einer Carboxymethylgruppe unterscheiden (Abbildung 4). Beiden Substanzen liegt das gleiche Wirkungsprinzip zugrunde, sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Pharmakokinetik und dem Nebenwirkungsspektrum (185).
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Abbildung 4: Chemische Struktur von Ticlopidin und Clopidogrel
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Beide Substanzen binden reversibel an Plasmaproteine (hauptsächlich Albumin) und unterliegen einem extensiven Metabolismus. Die hepatische Metabolisierung von Clopidogrel über das Cyto-chrom P450 Enzymsystem (CYP 34A) führt zur Bildung des Thiolderivats 2-Oxo-Clopidogrel und über Hydrolyse zur Bildung des aktiven Metaboliten, der primär für die antiaggregatorische Wirkung verantwortlich ist (194). Es wurde jedoch auch eine gewisse aggregationshemmende Wirkung von Clopidogrel in vitro ohne hepatische Metabolisierung beobachtet (250). Die Elimination der Thienopyridine, deren Plasmahalbwertszeit mehrere Tage beträgt, erfolgt über Harn und Faeces (55).

Die Bindung von ADP an membranständige ADP-Rezeptoren führt zur Hemmung einer AC, der Aktivierung einer PLC und einem Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration durch Kalziumeinstrom und Kalziummobilisation (siehe 2.1.2 und 2.2.10). Thienopyridine wirken der ADP-induzierten Hemmung der AC entgegen, während der über Ionenkanäle vermittelte Kalziumeinstrom in die Zelle und die intrazelluläre Kalziummobilisation nicht wesentlich gehemmt werden (51, 151). Primärer Angriffspunkt der Thienopyridine ist der membranständige ADP-Rezeptor P2Y12 / P2YAC, wodurch sie der ADP-induzierten Hemmung der AC und dem intrazellulären Abfall des cAMP entgegenwirken (185). Man vermutet, dass der Rezeptor durch die Bildung einer Disulfidbrücke zwischen der reaktiven Thiolgruppe des aktiven Clopidogrel-Metaboliten und einem Cysteinrest des Rezeptors irreversibel gehemmt wird (195). Auch wirkt Clopidogrel der ADP-vermittelten Dephosphorylierung des zytoskelettalen Vasodilator-Stimulated Phosphor Proteins (VASP) entgegen (Abbildung 5) (85). Die über cAMP vermittelte VASP-Phosphorylierung korreliert wiederum eng mit einer Hemmung der Fibrinogenbindung an den GP IIb/IIIa Rezeptor (102).

Abbildung 5: ADP-Rezeptoren und Wirkung der Thienopyridine
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Beide Thienopyridine hemmen dosisabhängig die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation ex vivo. Dabei wird durch die Einnahme von 250 mg/bid Ticlopidin bzw. 75 mg/d Clopidogrel nach 3-7 Tagen die maximal zu erzielende Aggregationshemmung erreicht (55, 239). Durch eine Steigerung der Dosis zu Therapiebeginn kann eine Beschleunigung der Aggregationshemmung erzielt werden (125, 238). Die Hemmung der ADP-induzierten Aggregation (5 µmol/l) unter einer Tagesdosis von 75 mg Clopidogrel beträgt zwischen 29 und 44%. Das Ausmaß der Aggregationshemmung wird durch eine Steigerung der Tagesdosis nicht wesentlich verstärkt (22, 30). Die Hemmung der Thrombozyten-funktion durch Thienopyridine scheint irreversibel zu sein, da selbst mehrere Tage nach Therapieende noch eine Aggregationshemmung und eine Verlängerung der Blutungszeit beobachtet werden (55). Unklar ist derzeit, welche Faktoren die individuelle aggregationshemmende Wirkung von Clopidogrel beeinflussen und welchen Einfluss Substanzen haben, die ebenfalls über das Cytochrom P-450 Enzymsystem metabolisiert werden.

Klinischer Einsatz von Thienopyridinen

Ticlopidin und Clopidogrel werden bei Patienten mit symptomatischer Atherosklerose erfolgreich zur Sekundärprophylaxe vaskulärer ischämischer Ereignisse eingesetzt. Der Einsatz von Ticlopidin umfasst, neben dem Einsatz nach Koronarinterventionen, die Sekundärprophylaxe zerebrovaskulärer Ischämien und ischämischer Komplikationen bei peripherer arterieller Verschlusserkrankung (93, 109). Die CAPRIE-Studie untersuchte den Einsatz von Clopidogrel (75 mg/d) zur Sekundär-prophylaxe vaskulärer ischämischer Ereignisse bei Patienten mit symptomatischer Atherosklerose (koronar, zerebral sowie pAVK). Durch die Therapie mit Clopidogrel konnte in einem 1-3jährigen Behandlungszeitraum eine signifikante Reduktion des kombinierten Endpunktes (Myokardinfarkt, Apoplex oder vaskulär bedingter Tod) im Vergleich zu ASS (325 mg/d) verzeichnet werden (225). Hinsichtlich ihres Nebenwirkungsspektrums und des Auftretens von Unverträglichkeitsreaktionen waren ASS und Clopidogrel vergleichbar. Die Ergebnisse der CAPRIE-Studie führten zur Zulassung von Clopidogrel für die Sekundärprophylaxe ischämischer Ereignisse bei Patienten mit symptomatischer Atherosklerose.

Das Nebenwirkungsspektrum von Ticlopidin umfasst ein erhöhtes Risiko für Blutungskomplikationen, Thrombozytopenien, Neutropenien (ca. 1%) sowie das Auftreten einer thrombotisch thrombo-zytopenischen Purpura (TTP) (<0,1%). Daneben werden Pruritus, Urtikaria, Ecchymosen und gastro-intestinale Nebenwirkungen (Übelkeit / Erbrechen, Dyspepsie, Diarrhö) beobachtet (185). Clopidogrel wird im Vergleich zu Ticlopidin besser vertragen und weist eine geringere Inzidenz schwerwiegender Blutbildveränderungen auf. In sehr seltenen Fällen wird auch unter Clopidogrel das Auftreten einer TTP beobachtet (13). In der CAPRIE-Studie wurde die Langzeittherapie mit Clopidogrel (75 mg/d) insgesamt gut vertragen. Im Vergleich zu ASS traten unter Clopidogrel weniger gastrointestinale Blutungen oder Ulzera, jedoch vermehrt Diarrhöen und Exantheme auf (225).

Einsatz von Thienopyridinen bei Koronarinterventionen

Die ISAR-Studie verglich als erste den Einsatz einer vierwöchigen antiaggregatorischen Therapie mit Ticlopidin (250 mg/bid) plus ASS und einer oralen Antikoagulation mit Phenprocoumon (INR 3,5-4,5) nach koronarer Stentimplantation. Hierbei zeigte sich, dass durch die kombinierte anti-aggregatorische Therapie die Inzidenz kardialer Ereignisse (Tod, akuter Myokardinfarkt, erneuter koronare Intervention) 30 Tagen nach koronarer Stentimplantation gegenüber der Therapie mit Phenprocoumon signifikant gesenkt werden konnte (Tabelle 2) (199). Auch traten in der Ticlopidin-Gruppe weniger postinterventionelle Blutungskomplikationen auf. Die positiven Auswirkungen auf die Inzidenz ischämischer kardialer Ereignisse blieben auch nach 6 Monaten bestehen, während kein positiver Einfluss auf die Restenoserate verzeichnet werden konnte (116). Auch in der dreiarmig angelegten STARS-Studie konnte durch die Kombination aus Ticlopidin und ASS eine signifikante Reduktion postinterventioneller ischämischer Ereignisse (30 Tage) gegenüber der ASS-Monotherapie sowie der Kombination aus ASS plus Warfarin (INR 2,0-2,5) erzielt werden (127). Ähnlich positive Ergebnisse zeigten sich in der FANTASTIC- und der MATTIS-Studie, wobei insbesondere die Inzidenz nicht kardialer Ereignisse gegenüber der Cumarin-Therapie gesenkt werden konnte (Tabelle 2) (18, 243).

Tabelle 2: Vergleich einer antiaggregatorischen Kombinationstherapie mit einer oralen Antikoagulation nach koronarer Stentimplantation

	
	N
	Kardial ischämische Ereignisse*
	Nicht-kardiale Ereignisse**

	
	
	T
	C
	p
	T
	C
	p

	ISAR (199)
	517
	1,6%
	6,2%
	0,01
	1,2
	12,3
	<0,001

	STARS (127)
	1653
	0,5%
	2,7%
	0,001
	5,5%
	6,1%
	0,001

	MATTIS (243)
	350
	5,6%
	11,0%
	0,37
	1,7%
	6,9%
	0,02

	FANTASTIC (18)
	485
	5,3%
	8,3%
	0,07
	13,5%
	21,0%
	0,03


* Kombinierter Endpunkt aus Tod, akutem Myokardinfarkt und Revaskularisation des Zielgefäßes (30 Tage). 

** Kombinierter Endpunkt aus Blutungskomplikationen, Medikamentenunverträglichkeit und sonstigen nicht-kardialen Nebenwirkungen.   T: Antiaggregatorische Kombinationstherapie (ASS plus Ticlopidin); C: Kombination aus Cumarinen plus ASS (für 4 Wochen).

Vergleich zwischen Ticlopidin und Clopidogrel nach Stentimplantation

Der Einsatz der beiden Thienopyridine in Kombination mit ASS nach koronarer Stentimplantation wurde in mehreren Studien untersucht. In einer retrospektiven Analyse von Moussa et al. zeigten Clopidogrel (75 mg/d) und Ticlopidin (250 mg/bid) vergleichbare Ergebnisse in Bezug auf kardiale Ereignisse nach koronarer Stentimplantation, während unter Clopidogrel signifikant weniger nicht-kardiale Nebenwirkungen beobachtet wurden (Tabelle 3) (159). Ähnliche Ergebnisse in Bezug auf Sicherheit und klinische Wirksamkeit von Clopidogrel im Rahmen von Koronarinterventionen zeigten zwei weitere nicht-randomisierte Studien (15, 152). In einer von Müller et al. durchgeführten prospektiv randomisierten Studie zeigten sich 30 Tage nach Stentimplantation keine signifikanten Unterschiede zwischen Clopidogrel und Ticlopidin (jeweils plus ASS 100 mg/d) in Bezug auf kardiale Ereignisse. Nicht-kardiale Nebenwirkungen traten unter Ticlopidin jedoch signifikant häufiger auf (Tabelle 3) (160). Auch in der CLASSICS-Studie konnte eine signifikante Reduktion nicht-kardialer Nebenwirkungen unter Clopidogrel (primärer Endpunkt) bei vergleichbarer klinische Wirksamkeit beider Substanzen in Bezug auf kardiale Ereignisse nach koronarer Stentimplantation (sekundärer Endpunkt) verzeichnet werden (19).

Tabelle 3: Vergleich der adjuvanten Therapie mit Clopidogrel oder Ticlopidin nach koronarer Stentimplantation

	Studie
	Pat.
	
	Kardial ischämische Ereignisse*
	Nicht-kardiale Nebenwirkungen**

	
	
	AD#
	Clopidogrel
	Ticlopidin
	P
	Clopidogrel
	Ticlopidin
	P

	Moussa et al. (159)
	1689
	J
	2,4%
	3,1%
	0,85
	5,3%
	10,6%
	0,006

	Berger et al. (15)
	1327
	J
	0,8% 
	1,6%
	0,05
	-
	-
	-

	Mishkel et al. (152)
	875
	N
	2,1%
	1,4%
	0,57
	-
	-
	-

	Müller et al. (160)
	700
	N
	3,1%
	1,7%
	0,24
	4,5%
	9,6%
	0,01

	CLASSICS (19)
	1020
	J
	1,3%
	0,9%
	N.S.
	4,6%
	9,1%
	0,005


Alle Patienten wurden nach Stentimplantation mit Clopidogrel (75mg/d) oder Ticlopidin (250 mg/bid) über einen Zeitraum von einem Monat behandelt und erhielten zusätzlich ASS (100 oder 325 mg/d).

# AD: 300mg Clopidogrel oder 500mg Ticlopidin als Aufsättigungsdosis nach Stentimplantation.

* Ischämische Ereignisse: kombinierter Endpunkt aus Tod, Myokardinfarkt und erneuten Revaskularisationsmaßnahmen innerhalb von 30 Tagen.

** Nicht-kardiale Nebenwirkungen: Blutbildveränderungen (Thrombozytopenien, Neutropenien), Blutungskomplikationen oder Zeichen einer Medikamentenunverträglichkeit (Exanthem, Übelkeit/ Erbrechen, Diarrhö).

Während der Einsatz der Thienopyridine Ticlopidin und Clopidogrel und deren klinischer Benefit im Rahmen von Koronarinterventionen durch mehrere Interventionsstudien gut belegt ist, ist aus klinischen Studien nur wenig über deren Einfluss auf die Expression thrombozytärer Membran-rezeptoren bekannt. Der Einfluss von Clopidogrel auf die Thrombozytenfunktion wurde bisher v.a. mit Hilfe von Aggregationsmessungen untersucht, die lediglich den Endpunkt der Zellaktivierung erfasst und Aspekte wie Zelldegranulation, Rezeptorinternalisierung und -rekrutierung nicht messen kann. Untersuchungen der Thrombozytenfunktion im Rahmen von Koronarinterventionen beinhalteten bisher entweder keinen Einsatz von Thienopyridinen oder einen Therapiebeginn erst nach erfolgreicher Intervention. Wenig bekannt ist, wie die Thrombozytenfunktion durch eine vor einer geplanten Intervention begonnenen Clopidogrel-Therapie mit Aufsättigungsdosis beeinflusst wird. Der Einfluss von Clopidogrel auf die Thrombozytenadhäsion an Leukozyten, die einen wichtigen Vermittler der Leukozytenaktivierung im Hämostaseprozess darstellt, wurde im Rahmen von klinischen Studien bisher nicht untersucht.

Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der Arbeit ist eine differenzierte Analyse der Expression thrombozytärer Membran-rezeptoren, der Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen sowie der Thrombozytenaggregation bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung, die vor einer geplanten Koronarintervention mit dem Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel behandelt werden.

1.8 Fragestellungen

a) In welchem Ausmaß wird die Expression der thrombozytären Membranrezeptoren P-Selektin, GP53, GP Ib, GP IIb/IIIa, PAC-1 und die Fibrinogenbindung unter einer Therapie mit Clopidogrel beeinflusst?

b) In wieweit beeinflusst die Therapie mit Clopidogrel die Reaktivität der Thrombozyten und die Thrombozytenaggregation unter Stimulation mit den Agonisten ADP und TRAP-6 ex vivo?

c) Welchen Einfluss hat die Therapie mit Clopidogrel auf das Ausmaß der Thrombozytenadhäsion an Leukozyten?

d) In welchem Ausmaß und welchem zeitlichen Rahmen beeinflusst eine Aufsättigungsdosis mit Clopidogrel die Thrombozytenaktivierung und -aggregation vor geplanter Koronarintervention?

e) Welche Faktoren beeinflussen die Expression thrombozytärer Membranrezeptoren, die     Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion und die Thrombozytenaggregation unter Clopidogrel?

f) Welchen Einfluss hat Clopidogrel auf das Blutbild und die plasmatische Gerinnung?

Methodik

1.9 Studienkollektiv

1.9.1 Einschlusskriterien

In die Studie wurden 40 Patienten (33 Männer und 7 Frauen) mit koronarer Herzerkrankung ein-geschlossen, die zur Durchführung einer elektiven Koronarintervention stationär in der Abteilung für Kardiologie des Universitätsklinikums Essen aufgenommen wurden. Eingeschlossen wurden Patienten mit angiographisch vorbeschriebenen Koronarstenosen und Patienten mit bekannter stenosierender koronarer Herzerkrankung und erneuter pektanginöser Beschwerdesymptomatik oder einem Ischämie-hinweis im Belastungs-EKG. Alle Patienten wurden über das Ziel sowie den Ablauf der Studie aufgeklärt und gaben hierzu ihr Einverständnis. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Universität Essen genehmigt.

1.9.2 Ausschlusskriterien

Für die Studie wurden die folgenden Ausschlusskriterien definiert:

· Patienten mit akutem Koronarsyndrom im Sinne einer instabilen Angina pectoris Symptomatik oder eines akuten Myokardinfarktes.

· Bekannte Kontrastmittelallergie des Patienten (anamnestisch).

· Entzündliche Prozesse jeglicher Genese mit dem Vorliegen einer Leukozytose bei Aufnahme.

· Patienten mit Kardiomyopathien, angeborenen oder erworbenen Klappenfehlern und Zustand nach prothetischem Herzklappenersatz, entzündlichen Herzerkrankungen sowie klinisch relevanten Herz-rhythmusstörungen.

-
Akuter Myokardinfarkt innerhalb der letzten 30 Tage.

· Größere operative Eingriffe innerhalb der letzten 30 Tage.

· Störungen des plasmatischen Gerinnungssystems: Mangel an Protein C, Protein S, Antithrombin III, Hämophilien oder Faktor V Leiden.

· Antikoagulation mit Cumarinderivaten.

-
Thrombozytenrezeptordefekte oder Thrombozytopenien (<100.000 / µl).

· Bekannte Medikamentenunverträglichkeiten gegenüber ASS oder Clopidogrel.

-
Bestehende maligne Grunderkrankungen.

1.10 Therapie mit Clopidogrel

Zur stationären Aufnahme erhielten die Patienten, sofern kein Ausschlusskriterium erfüllt war, 300 mg Clopidogrel (Plavix(, Sanofi Synthelabo) als Aufsättigungsdosis und ab dem zweiten Therapietag eine Tagesdosis von 75 mg (morgendliche Einnahme). Alle Patienten waren zum Aufnahmezeitpunkt mit ASS 100 mg/d für mindestens zwei Wochen vorbehandelt. Die Therapie mit ASS wurde bei allen Patienten beibehalten. Die geplante Koronarintervention sollte 24-72 Stunden nach Therapiebeginn mit Clopidogrel durchgeführt werden. Wurde den Patienten ein Stent implantiert oder wurde eine adjuvante Brachytherapie durchgeführt, erhielten sie Clopidogrel (75 mg/d) für 4 Wochen bzw. 6 Monate. Die Clopidogrel-Therapie wurde nach dem dritten Tag beendet, sofern keine Koronar-intervention durchgeführt wurde. Auch wurde das Medikament im Fall von klinisch manifesten Nebenwirkungen abgesetzt. Diese umfassten das Auftreten spontaner Blutungen, Thrombozytopenien, thrombozytopenische Purpura, Neutropenien, gastrointestinale Nebenwirkungen oder sonstige Zeichen einer Medikamentenunverträglichkeit.

1.11 Koronarangiographie und -intervention

Die Herzkatheteruntersuchung und die Koronarintervention wurde bei allen Patienten nach definierten Laborstandards durchgeführt: Nach der Punktion der Arteria femoralis wurde eine arterielle Schleuse (6 oder 8F) in das Gefäß eingebracht. Über die liegende Schleuse wurden die linke Herzkammer und die Koronararterien mit entsprechenden Kathetern sondiert. Zu Begin der diagnostischen Koronar-angiographie erhielten die Patienten 5.000 IE unfraktioniertes Heparin als Bolus (Liquemin(, Roche). Für die Angiographien wurde ausschließlich nicht-ionische Kontrastmittel verwendet: Iodixanol (Visipaque(, Nycomed), Iohexol (Omnipaque(, Schering) oder Iopromid (Ultravist(, Schering). Die Kontrastmittelmenge richtete sich nach Art und Komplexität des Eingriffs.

Bei Vorliegen hämodynamisch relevanter Koronarstenosen wurde die Koronarintervention unmittel-bar im Anschluss an die diagnostische Koronarangiographie durchgeführt. Für die Intervention wurde eine zweite Heparindosis appliziert (insgesamt 100 IE/kg), postinterventionell wurde kein Heparin gegeben. Die Indikation zur Durchführung der Ballonangioplastie und Stentimplantation blieb dem Untersucher überlassen. Der Einsatz von GP IIb/IIIa Rezeptorantagonisten war auf das Auftreten akuter Myokardischämien sowie schwieriger und komplexer Koronarinterventionen beschränkt. Bei Patienten mit dem Rezidiv einer In-Stent Restenose wurde eine PTCA mit adjuvanter intrakoronarer Brachytherapie durchgeführt. Da das Risiko von thrombotischen Verschlüssen nach intrakoronarer Brachytherapie erhöht ist, erhielten diese Patienten postinterventionell ebenfalls Clopidogrel plus ASS. Unmittelbar nach dem Eingriff wurde die arterielle Schleuse mit den Angioseal(-Verschluss-system verschlossen und die Patienten wurden 6-8 Std. nach dem Eingriff mobilisiert.

1.12 Blutentnahmen und Probenaufarbeitung

Die Blutentnahmen für die Analysen der Thrombozytenfunktion wurden am Aufnahmetag, unmittel-bar vor Einnahme der Aufsättigungsdosis sowie 6, 24 und 72 Std. nach Therapiebeginn durchgeführt. Eine zusätzliche Blutentnahme erfolgte 7 Tage nach Therapiebeginn im Rahmen einer ambulanten Nachuntersuchung.

1.12.1 Blutentnahme und Probenaufarbeitung für die Thrombozytenfunktionsanalytik

Zu den genannten Zeitpunkten wurden dem Patienten ca. 20 ml Blut aus einer ungestauten Unterarm-vene mit einer 1,0 mm Kanüle in eine mit Natrium-Citrat (0,11 mmol/l) gefüllte Monovette (Sarstedt, Nümbrecht) entnommen. Die Blutentnahme erfolgte durch vorsichtige Aspiration, um eine Zell-aktivierung durch die Blutentnahme zu minimieren. Zusätzlich wurden Blutproben zur Bestimmung des Blutbildes und der plasmatischen Gerinnung entnommen (siehe 4.7).

Die Aufarbeitung der Blutproben für die Thrombozytenfunktionsanalytik erfolgte innerhalb von 30 Minuten nach der Blutentnahme, um eine artifizielle in vitro Aktivierung der Thrombozyten durch die Lagerung zu reduzieren. Im ersten Schritt wurde das antikoagulierte Vollblut mit einer Mg2+- und Ca2+-freien PBS-Pufferlösung (pH 7,2) auf eine Thrombozytenkonzentration von 20.000 / (l verdünnt, um das Ausmaß einer spontanen Thrombozytenaggregation in vitro zu minimieren. Jeweils 40 (l des verdünnten Vollblutes wurden für 5 Minuten mit den Agonisten ADP [0,5 und 5,0 µmol/l] und TRAP-6 [5,0 µmol/l] bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die Inkubation mit den beiden Agonisten wurde konzentrationsabhängig eine vermehrte Expression aktivierungsabhängiger Membranrezeptoren auf der Zelloberfläche induziert. Anschließend wurden die Proben für 5 Minuten mit entsprechenden fluorochrommarkierten Antikörpern bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Jeweils eine Probe wurde ohne Zugabe eines Agonisten mit den Antikörpern inkubiert. Die Inkubation wurde durch Zugabe von 1 ml einer 1%igen Formaldehydlösung abgestoppt und die Proben wurden bis zur Analyse im Durchflusszytometer in Dunkelheit und bei Raumtemperatur gelagert.

Für die Analyse der thrombozytären Fibrinogenbindung und der Thrombozytenaggregation wurde plättchenreiches (PRP) und plättchenarmes Plasma (PPP) durch Zentrifugation (150 g und 700 g, 15 min) aus dem antikoagulierten Vollblut gewonnen.

1.12.2 Agonisten für die in vitro Stimulation

Adenosindiphosphat

Adenosin-5’-diphosphat (ADP) ist ein aus Adenin, Ribose und zwei miteinander verknüpften Phosphorsäureestern zusammengesetztes Nukleotid. ADP zählt zu den physiologischen Thrombo-zytenaktivatoren. Es bindet an membranständige thrombozytäre ADP-Rezeptoren und führt über die Aktivierung einer PLC sowie membranständige Ionenkanäle zu einem Kalziumanstieg in der Zelle und über die Hemmung einer AC zum Absinken der intrazellulären cAMP-Konzentration (siehe 2.2.10). In den Thrombozyten gebildetes ADP wird in den intrazellulären Granula gespeichert und aktivierungsabhängig freigesetzt. Für die Stimulation der Thrombozyten in vitro wurde hochgereinigtes (95-99%) Adenosin-5’-diphosphat (C10H15N5O10P2) bakteriellen Ursprungs (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) verwendet.

Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6

Die Protease Thrombin ist eine der stärksten physiologischen Thrombozytenaktivatoren. In vitro führt Thrombin zu einer ausgeprägten Thrombozytenaktivierung und -aggregation. In dieser Untersuchung wurden die in vitro Stimulationen mit dem Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6 (TRAP-6) (Bachem, Heidelberg) durchgeführt. Das Hexapeptid TRAP-6 [Aminosäuresequenz: H-Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-OH (SFLLRN)] weist Homologien mit dem aminoterminalen Rezeptorende (AS-Sequenz: SFLLRNPNDKYEPF) des Thrombinrezeptors auf, das nach proteolytischer Spaltung durch Thrombin freigelegt wird und intramolekular mit einem zentralen Rezeptorabschnitt bindet. Durch die Bindung von SFLLRN an die Residuen 42-47 des zentralen Rezeptorabschnittes werden intrazelluläre Aktivierungsmechanismen initiiert, die schließlich zur Thrombozytenaktivierung mit Degranulation und Aggregation führen (119, 245). Die durch Thrombin ausgelöste Fibrinpolymerisation in vitro wird unter SFLLRN nicht beobachtet. Das Hexapeptid TRAP-6 / SFLLRN stellt somit einen geeigneten Agonisten für die Analyse der über den Thrombinrezeptor vermittelten Thrombozytenaktivierung dar.

1.13 Durchflusszytometrische Thrombozytenfunktionsdiagnostik

Die Durchflusszytometrie (DFZ) hat sich zu einer der wichtigsten analytischen Methoden für die immunologische Zelldiagnostik entwickelt. Die Analyse der Bindung spezifischer mono- und poly-klonaler Antikörper an entsprechende zelluläre Bindungsstellen ermöglicht eine Charakterisierung und Typisierung der Zellen. Auch im Bereich der Thrombozytenfunktionsdiagnostik hat die DFZ in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Sie bietet einen methodischen Zugang zu verschiedenen Teilsequenzen der Zellaktivierung, dem Nachweis von Rezeptordefekten, der Thrombozytenreifung sowie dem Nachweis von Thrombozytenalloantikörpern (198).

1.13.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Ein Durchflusszytometer ist ein optisches Messsystem, das Streulicht- und Fluoreszenzsignale einzelner in einem Flüssigkeitsstrom fokussierter Partikel nach Kontakt mit einem Laserlichtstrahl analysiert. Zur durchflusszytometrischen Untersuchung sind Zellen jeder Herkunft geeignet, sofern sie als Suspension von Einzelzellen vorliegen. Die Zellen werden in einer Messkammer von einem fokussierten Laserlichtstrahl (i.d.R. 488 nm Argonlaser) beleuchtet. Die von den Einzelzellen aus-gehenden Lichtsignale (Fluoreszenz- und Streulichtemission) werden von einem optischen Detektions-sytem aufgefangen und quantifiziert. Die Analyse einer Probe besteht aus der Summe vieler schnell aufeinanderfolgender Einzelmessungen (204).

Für die Analyse der Fluoreszenz- und Streulichtemissionen werden die Zellen zuvor mit Antikörpern gegen spezifische Zellepitope versetzt. Die Antikörper werden entweder als direkte Fluorochrom-konjugate, biotinyliert oder unkonjugiert mit entsprechenden 2. Stufe Reagenzien (fluorochromierte Anti-Immunglobulinkonjugate, die an den primären Antikörper gebunden sind) verwendet. Als Fluorochrome werden Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Cy5 und Peridinin-Chlorophyll (PerCP) eingesetzt. Die Fluorochrome absorbieren Lichtenergie des Laserstrahls über einen charakteristischen Frequenzbereich. Das Fluoreszenzlicht entsteht durch die Photonenemission beim Rücksprung angeregter Elektronen auf ihr ursprüngliches Energieniveau. Der Frequenzbereich, der eine fluoreszierende Verbindung anregt, ist das für den Farbstoff charakteristische Exzitations-spektrum, welches weitgehend mit dem Absorptionsspektrum übereinstimmt. Weitere gemessene Charakteristika der Zellen sind die Streulichteigenschaften: trifft der Laserstrahl auf eine Zelle, streut diese aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften das Licht mit unterschiedlicher Qualität und Quantität. Die Lichtstreuung wird durch die Querschnittsfläche der Zelle, den Retraktionsindex, der Membranstruktur und intrazellulären Bestandteilen (Vakuolen, Granula) beeinflusst. Detektoren im Durchflusszytometer messen die Lichtstreuung im Kleinwinkelbereich 0-10° des einfallenden Licht-strahls („Forward Scatter“ [FSC]) und das im 90° Winkel gestreute Licht („Side Scatter“ [SSC]). Mittels der Streulichtparameter lassen sich Thrombozyten, Leukozyten und ihre Subpopulationen identifizieren (204).

Ein Durchflusszytometer besteht aus einem Flüssigkeitssystem, einem optischen System sowie einem System der Signalverarbeitung und Datenauswertung. Das Flüssigkeitssystem setzt sich aus einer Zuleitung der Trägerflüssigkeit zur Messkammer und einer Leitung für den Transport der Zellen vom Proberöhrchen zur Messkammer zusammen. In der Messkammer werden die Zellen nach dem Verlassen einer Kapillare durch die laminar strömende Trägerflüssigkeit erfasst und als Einzellzellen an einer Küvette vorbeigeführt, wo sie auf den Laserstrahl treffen. Das optische System gliedert sich in einen Anregungs- und einen Detektionsteil. Der Anregungsteil besteht aus dem Lasergenerator und einem Prismensystem, das den Laserstahl umlenkt und auf die Messkammer fokussiert. Der Detektionsteil besteht aus Baugruppen zur Messung des Streulichts und der Fluoreszenz. Dabei wird das Licht durch Sammeloptiken, Blenden und spezielle Filter in Streulicht und Fluoreszenzlicht mit den verschiedenen Farbbereichen getrennt (Abbildung 6).

Die ankommenden Lichtsignale werden durch Photodetektoren von optischen Signalen in elektrische Pulse umgewandelt. Spezielle Photoröhren (PMT) werden zur Verstärkung der relativ schwachen Fluoreszenz- und Lichtsignale eingesetzt. Das Auftreffen von Lichtphotonen auf eine Photokathode führt zur Elektronenfreisetzung, die ihrerseits durch angelegte Hochspannung mehrfach verstärkt wird. Durch die Änderung der angelegten Spannung an die PMT wird das ankommende Signal entsprechend verstärkt. Die Abgrenzung der von einer Zelle generierten Signale gegenüber Rausch- oder Störsignalen wird mit Hilfe von elektronischen Schwellen („Threshold“) vorgenommen, die sich auf einen bestimmten Auslöseparameter (z.B. FSC) richten. Ein Analog- / Digitalwandler konvertiert die registrierten Signalintensitäten, die dann computergestützt als Punktwolken, Histogramm- oder Häufigkeitsverteilungen dargestellt werden können (204).

Abbildung 6: Schematischer Aufbau eines analytischen Durchflusszytometers
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1.13.2 Messprinzip der Thrombozytenfunktionsdiagnostik

Die DFZ bietet einen Zugang für die Analyse verschiedener Teilaspekte der Thrombozyten-aktivierung. Sie erlaubt die Analyse morphologischer Veränderungen der Zelle, Aktivierung und Veränderungen des Zytoskeletts, Kalziummobilisation, Freisetzung von Granulainhaltsstoffen oder Mikropartikeln, konformativer Veränderungen membrangebundener Rezeptoren und der Fibrinogen-bindung an die Zelloberfläche (147).

Ein zentraler Aspekt der Zellaktivierung ist die zelluläre Kalziummobilisation mit dem Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration, deren Änderungen durchflusszytometrisch über Färbungen mit Fluo-3 / AM gemessen werden kann. Aktivierte Thrombozyten ändern ihre Form von diskoiden Zellen zu kugeligen Partikeln (Sphärozyten), die zahlreiche lange und filigrane Pseudopodien ausbilden. Dieser Formwandel spiegelt sich in einer Änderung der Streulichteigenschaften der Zellpopulation wider. Die dreidimensionalen Zytoskelettveränderungen werden durch die Kontraktion von Aktin- und Myosinfibrillen hervorgerufen, die durchflusszytometrisch mit Antikörpern gegen thrombozytäres Myosin gemessen werden können (258). Auch können die durch Membranverschiebungen von der Zelloberfläche abgespalten Mikropartikel über ihre Streulichteigenschaften identifiziert werden (37).

Aktivierungsabhängig gelangen die intrazellulären Granula über das OCS an die Zelloberfläche, wo sie ihre Inhaltsstoffe freisetzen und ihre membranständigen Rezeptoren (P-Selektin, GP 53) auf der Zelloberfläche exprimieren. Die Rezeptorexpression auf der Zelloberfläche kann durch spezifische Antikörper gegen diese Rezeptorepitope bestimmt werden (144). Auch die aktivierungsabhängige Internalisierung des GP Ib-V-IX Rezeptorkomplexes in das OCS kann bestimmt werden (103). Neben einer Quantifizierung des GP IIb/IIIa Rezeptors kann die Expression des aktivierten und in seiner Konformation geänderten Rezeptors, wie auch das Ausmaß der Fibrinogenbindung über spezifische Antikörper analysiert werden (130, 207, 223). Für die Analyse von Thrombozytenaktivierung und       -funktion haben sich die Membranrezeptoren P-Selektin, GP 53, GP Ib und der aktivierte GP IIb/IIIa Rezeptor als geeignete Surrogatmarker einer Zellaktivierung erwiesen (198). Die Analyse der Rezeptorexpression nach Stimulation mit ADP, TRAP-6 oder anderen Agonisten erlaubt eine Beurteilung der Reaktivität bzw. Funktion der Thrombozyten ex vivo (137, 147).

1.13.3 Analyse von Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen

Auch die Interaktionen zwischen Thrombozyten und Leukozyten können mit Hilfe der DFZ analysiert werden. Die hierzu beschriebenen Ansätze basieren auf dem Prinzip, dass Thrombozyten- und Leukozytenpopulationen im Vollblut durch spezifische Antikörper unterschiedlicher Fluoreszenz markiert werden können (129, 180). Durch das Übereinanderlegen der Fluoreszenzsignale in einer Punktwolke können so Leukozyten identifiziert werden, die Thrombozyten auf ihrer Oberfläche gebunden haben (siehe 4.5.7). Das Ausmaß der Thrombozytenadhäsion an Leukozyten kann im unstimulierten Vollblut sowie nach in vitro Stimulation der Zellen analysiert werden.

1.13.4 Analyse von Thrombozytenaktivierung und -funktion

Die zur Analyse von Thrombozytenfunktion und Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen eingesetzte Methodik der Durchflusszytometrie wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit in der Abteilung für Kardiologie der Universität Essen neu etabliert.

Die Analysen wurden an einem EPICS XL Durchflusszytometer mit Hilfe der System II Software (Beckman Coulter, Krefeld) durchgeführt. Die Identifizierung der Thrombozytenpopulation in der Zellsuspension erfolgte aufgrund ihrer charakteristischen Streulichteigenschaften im Laserlicht und der Bindung fluorochrommarkierter MoAbs gegen die konstitutiven Membranrezeptoren GP IIb/IIIa (CD 41) und GP Ib (CD 42b). In der so identifizierten Thrombozytenpopulation wurde die Expression der verschiedenen Membranrezeptoren analysiert (Abbildung 7).

Die Expression der Membranrezeptoren P-Selektin, GP 53, GP Ib und des aktivierten GP IIb/IIIa Rezeptors auf der Thrombozytenoberfläche wurde in unstimulierten Zellsuspensionen sowie nach Stimulation mit ADP und TRAP-6 analysiert (Abbildung 8). Das Ausmaß der Rezeptorexpression auf der Zelloberfläche wurde über die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der spezifischen zellgebundenen MoAbs quantifiziert. Die Fluoreszenzintensität der unspezifisch bindenden Antikörper gegen IgG und IgM wurde von den Fluoreszenzsignalen der spezifisch bindenden MoAbs subtrahiert. Pro Messvorgang wurden 10.000 Thrombozyten (jeweils als Doppelansatz) analysiert. Die MFI aus den Messungen wurde mit Hilfe definierter Fluoreszenzpartikel in Antikörperbindungsstellen pro Zelle umgerechnet (siehe 4.5.6).

Abbildung 7: Identifizierung der Thrombozytenpopulation und Analyse der Expression von P-Selektin auf der Zelloberfläche
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Abbildung 8: Beispiel für Expression von P-Selektin und des aktivierten GP IIb/IIIa Rezeptors auf der Zelloberfläche nach in vitro Stimulation
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Die Analyse der fixierten und markierten Blutproben erfolgte innerhalb von 3 Stunden nach der Probenaufarbeitung (siehe 4.4.1). Vorversuche konnten zeigen, dass sich die Fluoreszenzexpression der zellgebundenen MoAbs in den fixierten Blutproben in diesem Zeitraum nicht signifikant ändert.

Die Messkonstanz des Durchflusszytometers wurde mit Partikeln definierter Fluoreszenzintensität (Immuno-Check(, Beckman Coulter) zu Beginn jedes Messtages kontrolliert.

1.13.5 Antikörper

Die gegen die Membranrezeptoren GP Ib und GP IIb gerichteten MoAbs P2 und SZ2 dienten der Identifizierung der Thrombozytenpopulation sowie der Quantifizierung der Rezeptorexpression. Beide Rezeptoren sind konstitutiv auf der Thrombozytenoberfläche exprimiert und werden aktivierungsabhängig auf die Zelloberfläche rekrutiert bzw. teilweise in die Zelle internalisiert. Der Antikörper PAC-1 bindet spezifisch an eine Ligandenbindungsstelle des aktivierten und in seiner Konformation veränderten GP IIb/IIIa Rezeptors. Die Antikörper CLB/Thromb6 und CLBGran/12 binden an die in den Granula gespeicherten Membranrezeptoren P-Selektin und GP 53, die nach aktivierungsabhängiger Exozytose auf der Zelloberfläche exprimiert werden. Der gegen das „Leukocyte Common Antigen“ gerichtete MoAb ALB12 diente der Identifizierung der einzelnen Leukozytenpopulationen, da dieses Epitop auf Thrombozyten oder Erythrozyten nicht exprimiert wird. Eine unterschiedlich starke Rezeptorexpression auf den verschiedenen Subpopulationen der Leukozyten erlaubt zusammen mit den Streulichteigenschaften eine Unterteilung in Neutrophile, Monozyten und Lymphozyten.

Alle in der Studie verwendeten Antikörper (Beckman Coulter, Krefeld / Becton Dickinson, Heidelberg / DAKO, Hamburg) waren direkt mit den Fluorochromen Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phyco-erythrin (PE) markiert. Die Bestimmung der unspezifischen Rezeptorbindung an die Zellen erfolgte mit Hilfe von Antikörpern gegen IgG- und IgM. Für die Analyse der thrombozytären Fibrinogen-bindung wurde ein polyklonaler, gegen Fibrinogen gerichteter Antikörper (DAKO) verwendet. 

Tabelle 4: Antikörper für die durchflusszytometrischen Analysen

	Zellrezeptor (-epitop)
	CD
	Antikörperklon
	Fluoreszenz

	P-Selektin
	CD 62P
	CLB/Tromb6
	IgG
	FITC

	GP 53
	CD 63
	CLBGran/12
	IgG
	FITC

	GP IIb
	CD 41
	P2
	IgG
	FITC / PE

	aktivierter GP IIb/IIIa
	-
	PAC-1
	IgM
	FITC

	GP Ib
	CD 42b
	SZ2
	IgG
	PE

	Leukocyte common antigen
	CD 45
	ALB12
	IgG
	FITC

	Fibrinogen (-fragmente)
	-
	Fl1 (polyklonal)
	FITC


1.13.6 Berechnung der zellulären Antikörperbindungsstellen

Die Berechnung der Anzahl der Bindungsstellen der verschiedenen MoAbs erfolgte mit Hilfe der Quantum Simply Cellular( Beads (Sigma-Aldrich, Deisenhofen). Hierbei handelt es sich um Partikel-populationen, die jeweils eine definierte Menge fluoreszierender MoAbs binden können. Über die Antikörpermenge, welche die Partikel der einzelnen Populationen binden und die Fluoreszenz-intensitäten der Antikörper in den Populationen können sogenannte Antikörperbindungskapazitäten (ABC) für die zu analysierenden Zellen errechnet werden (200). Zur Bestimmung der ABC wurden die Kalibrationsbeads mit den eingesetzten Antikörpern inkubiert. Anschließend wurden die Fluoreszenzintensitäten der MoAbs in den jeweiligen Partikelpopulationen gemessen. Über die gemessene mittlere Fluoreszenzintensität der MoAbs und den vom Hersteller vorgegebenen ABC für die Partikel wurde eine Regressionsgerade errechnet (Abbildung 9). Anhand dieser Regressions-geraden konnte die Fluoreszenzintensität des MoAbs in einer Zellpopulation in eine entsprechende ABC umgerechnet werden. Die Ermittlung der Regressionsgeraden für die einzelnen Antikörper und die Umrechnung in ABC-Einheiten erfolgte mit Hilfe der QuickCal( Software (Sigma-Aldrich).
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Abbildung 9: Berechnung der Antikörperbindungskapazität

1.13.7 Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion

Die Identifizierung der Leukozyten und ihrer Subpopulationen in der Zellsuspension erfolgte aufgrund ihrer charakteristischen Streulichteigenschaften sowie der Bindung des FITC-markierten MoAbs ALB 12 gegen CD 45. Die Thrombozyten wurden durch den gegen den GP IIb/IIIa Rezeptor gerichteten und PE-markierten MoAb P2 identifiziert. Die Messung der Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion (TLA) in der Leukozytenpopulation erfolgte durch das Übereinanderlegen der Fluoreszenzsignale der beiden MoAbs. Als TLA wurden CD 45-„positive“ Leukozyten definiert, die CD 41-„positive“ Thrombozyten gebunden hatten. Zu den einzelnen Messzeitpunkten wurden jeweils ADP- und TRAP-stimulierte sowie unstimulierte Vollblutproben analysiert (Abbildung 10 und 11). Das Ausmaß der TLA-Bildung wurde als Prozentsatz der Thrombozytenadhäsion an der Gesamtleukozytenzahl (4.000-5.000 Leukozyten pro Messvorgang) ausgedrückt. Durch ein möglichst enges Zeitfenster zwischen Blutentnahme und Messung (30 Min.) sowie eine direkte Fixierung der Zellsuspensionen nach der Probenaufarbeitung wurde versucht, das Ausmaß einer artifiziellen Adhäsion in vitro zu minimieren.

1.13.8 Thrombozytäre Fibrinogenbindung

Die Analyse der Fibrinogenbindung erfolgte im PRP, das durch Zentrifugation gewonnen und mit PBS-Puffer auf eine Endkonzentration von 20.000 / µl verdünnt wurde. Das Ausmaß der thrombo-zytären Fibrinogenbindung wurde durch den FITC-markierten polyklonalen Antikörpers Fl1 / Anti-Fibrinogen (DAKO) quantifiziert. Dieser Antikörper bindet an zellgebundenes Fibrinogen, Fibrin sowie die Fibrinogenfragmente D, E, X und Y. Die Fibrinogenbindung wurde in einer unstimulierten Zellsuspensionen sowie nach Stimulation mit ADP und TRAP analysiert. Die MFI der zellgebundenen Antikörper wurde als Maß der thrombozytären Fibrinogenbindung verwendet, da eine Umrechnung in ABC bei polyklonalen Antikörpern technisch nicht möglich ist.

Abbildung 10: Analyse der Thrombozytenadhäsion in der Leukozytenpopulation
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Abbildung 11: Beispiel für die TLA-Bildung nach in vitro Stimulation
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1.14 Aggregometrie

Die Thrombozytenaggregation wurde im PRP entsprechend der Messmethode nach Born analysiert (23). Das Prinzip der turbidimetrischen Aggregometrie beruht auf der Änderung der Transmission eines Lichtsignals bei der Passage durch eine Thrombozytensuspension. Die in vitro Aggregation der Thrombozyten nach Zugabe eines Agonisten führt dabei zur Zunahme der Lichttransmission durch die Zellsuspension. Das durch Zentrifugation gewonnene PRP wurde durch Verdünnung mit autologem PPP auf eine Endkonzentration von 250.000 / µl eingestellt. Die Zellkonzentrationen in den Proben wurden mit einem STKS-Blutbildanalysegerät (Beckman Coulter) bestimmt. Für die Messungen wurde die Messkammer des Aggregometers auf 37°C erwärmt, und die Lichttransmission durch Messkammer wurde mit PRP (0% optische Transmission) und PPP (100% optische Transmission) kalibriert. Durch die Zugabe von ADP [1,0 und 5,0 (mol/l] TRAP-6 [20,0 (mol/l] wurde die für den jeweiligen Agonisten halbmaximale [ADP 1,0] und maximale [ADP 5,0 / TRAP 20,0] Amplitude der Thrombozytenaggregation erzielt. Die Titrierung der eingesetzten Endkonzentrationen für beide Agonisten erfolgte in einem Vorversuch. Das Ausmaß der Aggregation wurde als prozentuale Änderung der Lichttransmission gegenüber dem PRP ausgedrückt. Analysiert wurden die maximale Amplitude und der maximale Gradient der Aggregation sowie das Auftreten spontaner Desaggregationen (Zunahme der Transmission) innerhalb eines fünfminütigen Messintervalls. Die maximale Amplitude der Aggregation (max. Aggregation) ist als Prozentsatz der Lichttransmission im Verhältnis zum PRP und PPP angegeben (Abbildung 12). Der Mittelwert der als Doppelansatz durchgeführten Aggregationsmessungen wurde für die weiteren Auswertungen verwendet.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung einer Aggregationskurve

1.15 Weitere Laboranalysen

Die Blutbildanalyse inklusive Differentialblutbild, Thrombozytenzahl und mittlerem Thrombozyten-volumen erfolgte in EDTA-antikoaguliertem Vollblut an einem STKS-Blutbildanalysegerät (Beckman Coulter), welches die zellulären Blutbestandteile nach dem Impedanzprinzip analysiert. Die Plasma-fibrinogenkonzentration wurde nach der Claus-Methode an einem BCS-Coagulometer mit Hilfe des Thrombin Reagenz (Dade Behring, Marburg) gemessen. Zur Analyse der plasmatischen Gerinnung wurden die partielle Thromboplastinzeit mit dem Pathrotin SL Reagenz (Dade Behring) und die Thromboplastinzeit nach Quick mit dem Thromborel S Reagenz (Dade Behring) bestimmt. Weitere laborchemische Analysen, die im Rahmen der klinischen Laborroutine durchgeführt wurden, umfassten die Bestimmung der Kreatininkonzentration, der Harnsäurekonzentration, der Laktat-dehydrogenase, der Creatin-Kinase, der Antithrombin-III Aktivität und des Lipidstatus (Gesamt-cholesterin, HDL und LDL). Die Blutbildanalysen wurden in der Abteilung für Hämatologie, alle weiteren Laboranalysen wurden in der Abteilung für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik des Universitätsklinikums Essen nach entsprechenden Standardverfahren durchgeführt.

1.16 Datenauswertung und Statistik

Die Datenauswertung und alle statistischen Analysen wurden mit dem SPSS-Software Paket (Version 9.0) und die graphischen Ergebnisdarstellungen wurden mit dem Programm SigmaPlot (Version 4.0) durchgeführt.

Die kontinuierlichen Variablen wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov Tests auf ihre Normalverteilung hin überprüft. Die Darstellung der normalverteilten Variablen erfolgte als Mittel-wert und Standardabweichung (Tabellen) bzw. als Standardfehler des Mittelwerts (Grafiken). Die zelluläre Rezeptorexpression wird als Antikörperbindungskapazität bzw. Fluoreszenzintensität und die TLA-Bildung wird als Prozentsatz der Leukozyten mit gebunden Thrombozyten dargestellt.

Unterschiede der Rezeptorexpression, der TLA-Bildung sowie der Thrombozytenaggregation zwischen den definierten Zeitpunkten wurden mit Hilfe der einfaktoriellen ANOVA-Varianzanalyse und des Bonferroni Post-Hoc Tests auf ihre statistische Signifikanz hin untersucht. Nicht normal-verteilte Variablen wurden mit dem Wilcoxon-Test auf statistisch signifikante Unterschiede hin überprüft. Ein zweiseitiger P-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die kategorisch verteilten Variablen wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat Tests sowie des exakten Tests nach Fisher auf ihre Signifikanz hin untersucht. Die Korrelationen zwischen den normalverteilten Variablen wurden mittels eines linearen Regressionsmodells durchgeführt. Der Korrelationskoeffizient r der normalverteilten Variablen wurde nach Pearson berechnet.

Ergebnisse

1.17 Patientencharakteristika

40 Patienten (33 Männer und 7 Frauen) mit stenosierender koronarer Herzerkrankung wurden untersucht. Keiner der Patienten hatte zum Zeitpunkt der Aufnahme einen akuten Myokardinfarkt oder zeigte das Bild einer instabilen Angina pectoris. Auch lag bei keinem Patienten eine höhergradige Herzinsuffizienz mit eingeschränkter linksventrikulärer Pumpfunktion vor. Die Tabellen 5 und 6 fassen das Patientenkollektiv hinsichtlich des Koronarstatus, der klinischen Beschwerdesymptomatik, des kardiovaskulären Risikoprofils sowie der Medikation zum Aufnahmezeitpunkt zusammen.

Tabelle 5: Patientencharakteristika bei stationärer Aufnahme

	Variable
	  N (%)     MW ( Stdw.

	   N [Männer / Frauen]
	33 (82,5) / 7 (17,5)

	   Alter
	   59,1 ( 10,5

	Kardiovaskuläre Risikofaktoren:
	

	   Diabetes mellitus
	   10 (25,0)

	   Hypercholesterinämie
	   35 (87,5)

	   Nikotin
	   23 (57,5)

	   aktive Raucher
	   7 (17,5)

	   arterielle Hypertonie
	   27 (67,5)

	   Positive Familienanamnese
	   10 (33,3)

	Koronarstatus: 
	

	  Koronare Eingefäßerkrankung
	   8 (20,0)

	  Koronare Zweigefäßerkrankung
	   12 (30,0)

	  Koronare Dreigefäßerkrankung
	   20 (50,0)

	  Myokardinfarkt (anamnestisch)
	   23 (57,5)

	  vorherige Bypassoperation
	   9 (22,5)

	  vorherige Koronarintervention(en)
	   27 (67,5)

	Klinische Symptomatik *
	

	   CCS I
	   10 (25,0)

	   CCS II
	   18 (45,0)

	   CCS III
	   12 (30,0)

	   CCS IV
	     0 (0)


CCS: Einteilung der pektanginösen Beschwerdesymptomatik entsprechend der Canadian Cardiovascular Society in vier Kategorien (I: keine Angina pectoris bei normaler körperlicher Belastung; II: geringe Beeinträchtigung der normalen körperlichen Aktivität durch Angina pectoris; III: Angina pectoris bereits bei leichter körperlicher Belastung; IV: Angina pectoris bei geringster körperlicher Belastung und in Ruhe).

Tabelle 6: Medikation der Patienten bei stationärer Aufnahme

	Medikation
	n (%)

	ASS
	40 (100)

	Betablocker
	32 (80,0)

	Kalziumantagonisten
	10 (25,0)

	ACE-Hemmer
	21 (52,5)

	AT1-Antagonisten
	4 (10,0)

	Diuretika
	5 (12,5)

	Cholesterinsenker 
	34 (85,0)

	Nitrate
	18 (45,0)

	Molsidomin
	9 (13,3)

	Orale Antidiabetika
	5 (12,5)

	Insulin
	1 (2,5)

	Digitalis 
	0 (0)


1.18 Behandlungsverlauf im untersuchten Patientenkollektiv

Die geplante Koronarintervention wurde bei der Mehrzahl der Fälle (65%) im Zeitintervall zwischen 24 und 72 Stunden nach Therapiebeginn durchgeführt. Bei zwei Patienten wurden der Eingriff kurz vor der 24 Std. Blutentnahme und bei 13 Patienten nach der 72 Std. Blutentnahme durchgeführt. 31 Patienten (77,5%) wiesen angiographisch eine oder mehrere Koronarstenosen auf, die interventionell behandelt werden konnten. Bei 6 (15%) Patienten zeigten sich angiographisch keine interventions-bedürftigen Koronarstenosen, während zwei Patienten aufgrund der Schwere der Erkrankung und ein Patient aufgrund eines zusätzlich bestehenden Aortenaneurysmas im weiteren stationären Verlauf mittels einer operativen Myokardrevaskularisation behandelt wurden.

Die Lokalisation der zu intervenierenden Stenose (Zielläsion) verteilte sich etwa gleichmäßig auf die drei großen epikardialen Gefäße. In vier Fällen wurde eine Stenose in einem aortokoronaren Bypass behandelt. Bei zwei Patienten wurden im Rahmen des Eingriffs Stenosen in zwei unterschiedlichen Gefäßen behandelt. 78% der behandelten Stenosen waren De-novo Stenosen, während in 22% eine Restenose interveniert wurde. In 5 Fälle wurde ein chronischer Gefäßverschluss rekanalisiert.

Im Rahmen der Koronarintervention wurden bei 24 Patienten einer oder mehrere (2-4) Stents implantiert. In den meisten Fällen erfolgte die Stentimplantation nach einer vorhergegangenen Ballon-dilatation. Diese führte bei sechs Patienten zur Ausbildung einer nicht-flusslimitierenden Gefäß-dissektion. Fünf Patienten wurden bei Vorliegen einer Restenose mit alleiniger Ballonangioplastie ohne zusätzliche Stentimplantation behandelt. Zwei Patienten wurden mit PTCA und adjuvanter intra-koronarer Brachytherapie bei In-Stent Restenose behandelt (Tabelle 7). Die Koronarintervention zeigte bei allen Patienten ein gutes angiographisches Frühergebnis ohne Hinweise auf postinter-ventionelle Gefäßwanddissektionen oder Residualstenosen (( 30%) im behandelten Zielgefäß. Akute oder subakute ischämische Ereignisse nach der Koronarintervention wurden in dem untersuchten Patientenkollektiv nicht beobachtet. Ein Patient wurde aufgrund einer schwierigen Intervention bei komplexer Stenosemorphologie periinterventionell prophylaktisch mit dem GP IIb/IIIa Antagonisten Abciximab behandelt. Da die Behandlung mit Abciximab die Thrombozytenaggregation und die Anti-körperbindung an den GP IIb/IIIa Rezeptor wesentlich beeinflusst, wurde dieser Patient post-interventionell von der Studie ausgeschlossen.

In der Mehrzahl der Fälle wurde die in der Arteria femoralis einliegende Schleuse direkt nach dem Eingriff gezogen und die Punktionsstelle mit den Angioseal(-Verschlusssystem verschlossen. Bei keinem Patienten wurden postinterventionell schwere Blutungskomplikationen unter der anti-aggregatorischen Therapie beobachtet. Ein Patient musste jedoch aufgrund eines dislozierten und die Arteria femoralis okkludierenden Angioseal Verschlussankers gefäßchirurgisch behandelt werden.

Die Therapie mit Clopidogrel plus ASS wurde von den Patienten insgesamt gut vertragen. Zwei Patienten berichteten im Beobachtungszeitraum über Juckreiz und Hautrötungen, ein Patient berichtete über ein Übelkeitsgefühl unter der Therapie. Schwere Blutbildveränderungen (Neutropenien, Thrombozytopenien) unter Clopidogrel wurden in dem untersuchten Patientenkollektiv nicht beobachtet (siehe 5.7).

Tabelle 7: Stenoselokalisation und -morphologie der Zielläsion und linksventrikulären Funktion

	
	N (%) / MW ( Stdw.

	LVEF (%)*
	63,2 ( 10,8

	Lokalisation (Zielgefäß):
	

	   RIVA
	9 (29%)

	   RCX
	10 (32%)

	   RCA
	9 (29%)

	   Bypass
	5 (16%)

	Stenosetyp (Zielläsion)**
	

	   Typ A
	5 (16%)

	   Typ B [B1 / B2]
	19 (61%) [14 / 5]

	   Typ C
	9 (29%)

	De novo Stenose
	26 (78%)

	(In-Stent) Restenose
	7 (22%)

	Stenosegrad (%)#
	81,0 ( 14,7


* LVEF: Linksventrikuläre Ejektionsfraktion präinterventionell [(EDV-ESV / EDV) x 100]. ** Einteilung der behandelten Zielläsion entsprechend der angiographisch definierten Kriterien der American Heart Association in drei Gruppen.

# Angiographisch bestimmter maximaler Stenosegrades der Zielläsion (als Prozentsatz bezogen auf einen nicht-stenosierten Referenzabschnitt).

Tabelle 8: Peri- und postprozedurale Charakteristika der Koronarintervention

	
	N (%) / MW ( Stdw.

	Vordilatation vor Stentimplantation**
	19 (79%)

	Dissektion nach Dilatation*
	6 (19%)

	Stentimplantation**
	24 (80%)

	Einfache Stentimplantation*
	13 (43%)

	Mehrfache Stentimplantation*
	11 (37%)

	Stentlänge (mm)
	17,5 ( 5,1

	Stent-/ Ballondurchmesser (mm)
	3,3 ( 0,5

	Implantationsdruck (atm.)
	14,8 ( 2,5

	Adjuvante Brachytherapie
	2 (6,5%)

	Dissektion (postinterventionell) #
	0 (0%)

	Residualstenose (( 30%) #
	0 (0%)


* Prozentsatz bezogen auf alle interventionell behandelten Patienten. ** Prozentsatz bezogen auf die Patienten, bei denen ein Stent implantiert wurde. # Nach Abschluss der Intervention.

1.19 Thrombozytenrezeptorexpression und TLA-Bildung vor Therapiebeginn

Bei allen Patienten wurde vor Therapiebeginn die Expression thrombozytärer Membranrezeptoren und die TLA-Bildung in unstimulierten Vollblutproben und nach in vitro Stimulation mit ADP [0,5 und 5,0 µmol/] und TRAP-6 [5,0 µmol/l] analysiert. Während die Expression von P-Selektin auf der Zell-oberfläche unstimulierter Thrombozyten gering war (im Mittel ca. 100 pro Zelle), stieg sie nach in vitro Stimulation mit ADP auf im Mittel 650 [ADP 0,5] bzw. 1.200 [ADP 5,0] pro Zelle an. Unter höheren ADP-Konzentrationen ließ sich die Rezeptorexpression nicht weiter steigern (nicht dargestellt). Die Inkubation der Zellen mit TRAP-6, welches einen stärkeren Agonisten für die Zelle darstellt, führte gegenüber ADP zu einem weiteren Anstieg der Rezeptorexpression auf etwa 2.000 pro Zelle (Abbildung 13). Ähnliches wurde für den lysosomalen Membranrezeptor GP 53 beobachtet, dessen Expression im ruhenden Zustand und nach Stimulation gegenüber P-Selektin relativ und absolut gesehen geringer ausgeprägt war.

Im Gegensatz zu P-Selektin und GP 53 führte die Stimulation mit ADP und TRAP konzentrations-abhängig zu einer Abnahme der Expression des GP Ib Rezeptors auf der Zelloberfläche. Während auf der Oberfläche unstimulierter Thrombozyten etwa 35.000 GP Ib Rezeptoren exprimiert waren, sank die Zahl nach ADP-Stimulation auf 28.100 [ADP 0,5] bzw. 26.100 [ADP 5,0] pro Zelle. Die TRAP-Stimulation führte im Vergleich zu ADP zu einer verstärkten Abnahme der Rezeptorexpression auf der Zelloberfläche (Abbildung 13).

Die Expression des GP IIb/IIIa Rezeptors (CD 41) auf der Oberfläche unstimulierter Thrombozyten vor Therapiebeginn wurde mit ca. 50.000 Rezeptoren pro Zelle berechnet. Die in vitro Stimulation mit ADP und TRAP führte zu einer Rezeptorrekrutierung und einer Mehrexpression von 24% auf der Zelloberfläche (Abbildung 14). Das GP IIb/IIIa Rezeptorneoepitop PAC-1 wurde erst nach in vitro Stimulation der Zellen zu einem relevanten Anteil exprimiert (8.450 bzw. 12.700 pro Zelle). Da die PAC-1 Expression unter TRAP-Stimulation in den Voruntersuchungen sehr inkonstant war, wurde im Rahmen dieser Studie nur die ADP-induzierte Rezeptorexpression untersucht.
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Abbildung 13: Expression der Membranrezeptoren P-Selektin, GP 53 und GP Ib
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Abbildung 14: Expression des GP IIb/IIIa Rezeptors und dessen Neoepitops PAC-1

Die Analyse der TLA-Bildung vor Therapiebeginn zeigte, dass die Stimulation mit ADP und TRAP-6 zu einer vermehrten Thrombozytenadhäsion an Leukozyten führte. Gegenüber ADP war die Thrombozytenadhäsion an Leukozyten unter TRAP deutlich verstärkt (25,6 % TLA [TRAP-6 5,0] vs. 13,3 % TLA [ADP 5,0]). Die Analyse der einzelnen Leukozytenpopulationen zeigte, dass eine Thrombozytenadhäsion vor allen an Neutrophile und Monozyten stattfand, während eine Adhäsion an Lymphozyten kaum beobachtet wurde. Besonders ausgeprägt war die Thrombozytenadhäsion an Monozyten, die nach ADP-Stimulation zu 56% und nach TRAP-Stimulation zu fast 70% Thrombozyten auf der Zelloberfläche gebunden hatten (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion nach in vitro Stimulation

1.20 Einflussgrößen der Rezeptorexpression und der TLA-Bildung

Im folgenden wurde untersucht, ob das Ausmaß der Expression thrombozytärer Membranrezeptoren, der TLA-Bildung und der Thrombozytenaggregation von bestimmten klinischen oder demo-graphischen Patientenparametern abhängig ist. Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte, dass die Expression von P-Selektin und GP 53 unter ADP-Stimulation bei den Frauen signifikant niedriger lag (Abbildung 16). Die TRAP-induzierte Rezeptorexpression war bei geringer Fallzahl und einer relativ großen Variabilität der Messparameter in den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. Ähnliches zeigte sich für die TLA-Expression und Expression von PAC-1. Ein Unterschied der ADP- und der TRAP-induzierten Thrombozytenaggregation bestand zwischen den beiden Gruppen nicht. Die Thrombozytenzahl lag bei den Frauen in dem untersuchten Patientenkollektiv signifikant höher (267 ( 29 / nl vs. 206 ( 54 / nl; p<0,01), das mittlere Thrombozytenvolumen unterschied sich hingegen nicht signifikant. Keinen Einfluss auf die Thrombozytenrezeptorexpression, die TLA-Bildung und die Aggregation hatten Alter, Größe und Gewicht / Body Mass Index der Patienten, der Koronarstatus, die klinische Beschwerdesymptomatik, kardiovaskuläre Risikofaktoren sowie die Medikation zu Studien-beginn. Der Einfluss des Thrombozytenaggregationshemmers ASS auf die Thrombozytenfunktion konnte nicht bestimmt werden, da alle Patienten bereits mit ASS 100mg/d vorbehandelt waren.

Abbildung 16: Expression von P-Selektin und GP 53 in Abhängigkeit vom Geschlecht
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Einfluss des Blutbildes auf Rezeptorexpression und Aggregation

Die Erythrozyten- und Leukozytenzahl zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die Expression thrombozytärer Membranrezeptoren und die Aggregation. Die Thrombozytenzahl wies eine negative Korrelation mit der Expression von PAC-1 (ADP 0,5: r=-0,38, p<0,05; ADP 5,0: r=-0,40, p<0,05) und der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation auf (ADP 1,0: r=-0,49, p<0,01; ADP 5,0: r=-0,34, p<0,05). Das mittlere Thrombozytenvolumen (MPV) korrelierte mit der Expression des GP IIb/IIIa Rezeptors im unstimulierten Vollblut (r=0,64, p<0,001) wie auch unter ADP- und TRAP-Stimulation (ADP 0,5: r=0,75, p<0,001; ADP 5,0: r=0,74, p<0,001; TRAP: r=0,70, p<0,001). Auch die ADP-induzierte PAC-1 Expression (ADP 0,5: r=-0,50, p<0,01; ADP 5,0l: r=-0,48, p<0,01) und die maximale Thrombozytenaggregation unter ADP korrelierten gering mit dem MPV (ADP 0,5: r=-0,37, p<0,05; ADP 5,0: r=-0,37, p<0,05). Die Expression des GP Ib Rezeptors unstimulierter Thrombozyten korrelierte ebenfalls gering mit dem MPV (r=0,43, p<0,01). Kein Zusammenhang zur Rezeptor-expression und Aggregation zeigte sich für die Serumlipidkonzentrationen (Cholesterin, HDL und LDL), das C-reaktive Protein und die plasmatischen Gerinnungstestes (aPTT, TPZ). Auch bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Plasmafibrinogenkonzentration, der thrombozytären Fibrinogenbindung und der Thrombozytenaggregation.

Verhältnis zwischen thrombozytärer Rezeptorexpression, Aggregation und TLA

Die Analyse des Verhältnisses zwischen der Expression thrombozytärer Membranrezeptoren zur Thrombozytenaggregation und der TLA-Bildung zeigte, dass die Expression des als Ligand für die Thrombozytenadhäsion an Leukozyten fungierenden P-Selektins signifikant mit der TLA-Bildung korrelierte (Abbildung 17). Die Analyse der Leukozytensubpopulationen zeigte, dass die Adhäsion an Neutrophile und Monozyten etwa gleich stark mit der Expression von P-Selektin korrelierten, während die Korrelation zwischen P-Selektin Expression und Adhäsion an Lymphozyten geringer ausgeprägt war. Die Expression der Rezeptoren GP Ib, GP 53 und GP IIb/IIIa wies keinen signifikanten Zusammenhang zur TLA-Bildung auf.

Die Analyse der thrombozytären Rezeptorexpression zeigte, dass die ADP- und die TRAP-induzierte Expression der beiden intrazellulär gespeicherten Membranrezeptoren P-Selektin und GP 53 deutlich miteinander korrelierte (ADP 0,5: r=0,60, p<0,001: ADP 5,0: r=0,66, p<0,001; TRAP: r=0,88, p<0,001). Die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation zeigte eine schwache Korrelation mit der Expression von PAC-1 (ADP 0,5: r=0,36, p<0,05; ADP 5,0: r=0,38, p<0,05) sowie der Expression des GP IIb/IIIa Rezeptors. Die Expression der übrigen Oberflächenrezeptoren war nicht signifikant mit dem Ausmaß der Aggregation assoziiert.

Abbildung 17: Verhältnis zwischen P-Selektin Expression und TLA-Bildung
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1.21 Thrombozytenrezeptorexpression und TLA-Bildung unter Clopidogrel

Die Expression der thrombozytären Membranrezeptoren und der TLA-Bildung wurden vor (0h) und zu vier Zeitpunkten (6h, 24h, 72h und 7d) nach Therapiebeginn mit Clopidogrel bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass Clopidogrel zu einer signifikanten Hemmung der ADP- und TRAP-induzierten Expression der intrazellulär gespeicherten Membranrezeptoren P-Selektin und GP 53 führte. Bereits 6 Stunden nach Therapiebeginn konnte eine fast maximale Hemmung der Rezeptorexpression verzeichnet werden (Abbildung 18 / 19). Nach 24 Sunden war ein stabiles Niveau der Expressionshemmung erreicht, welches durch die Erhaltungsdosis aufrecht gehalten wurde. Ein signifikanter Anstieg der Rezeptorexpression nach der Koronarintervention wurde nicht beobachtet. Während die Hemmung der TRAP-induzierten Expression beider Rezeptoren absolut gesehen stärker ausgeprägt war, wurde die ADP-induzierte Rezeptorexpression relativ gesehen stärker gehemmt (P-Selektin: -68% / -67% [ADP 0,5 / 5,0] vs. -49% [TRAP], GP 53: -52% / -55% [ADP 0,5 / 5,0] vs.        -41% [TRAP]). Auch wies die Hemmung der TRAP-induzierten Rezeptorexpression im Vergleich zu ADP eine größere Streubreite auf. Die Expression von P-Selektin und GP 53 in den unstimulierten Vollblutproben änderte sich während des Beobachtungszeitraums nicht signifikant.
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Abbildung 18: Expression von P-Selektin unter Clopidogrel
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Abbildung 19: Expression von GP 53 unter Clopidogrel

Unter der Clopidogrel-Therapie wurde ein signifikanter Anstieg der Expression des konstitutiven Oberflächenrezeptor GP Ib beobachtet. Dies betraf im Gegensatz zu P-Selektin und GP 53 nicht nur die Expression unter Stimulation mit ADP und TRAP, sondern auch die Rezeptorexpression in den unstimulierten Proben. Auch hier konnte bereits nach 6 Stunden nach Therapiebeginn ein fast maximaler Effekt beobachtet werden, der sich im weiteren Verlauf nicht mehr signifikant änderte (Abbildung 20). Das Ausmaß der Rezeptorexpression unter Clopidogrel war für die Agonisten ADP und TRAP-6 absolut und relativ gesehen etwa gleich stark ausgeprägt (119% / 118% [ADP 0,5 / 5,0] vs. 123% [TRAP 5,0]). Eine signifikante Änderung der Rezeptorexpression nach der Koronar-intervention wurde nicht beobachtet.

Die Gesamtexpression des GP IIb/IIIa Rezeptors änderte sich absolut gesehen nicht-signifikant unter der Clopidogrel-Therapie. Die Rezeptorexpression in den unstimulierten Proben betrug vor und nach Therapiebeginn etwa 50.000 / Zelle. Die Rezeptorexpression unter Stimulation mit ADP und TRAP nahm unter der Therapie gering, jedoch nicht signifikant ab (Abbildung 21). Betrachtet man hingegen die prozentuale Rekrutierung von GP IIb/IIIa Rezeptoren auf der Zelloberfläche, so zeigte sich eine signifikante Hemmung der ADP- und TRAP-induzierten Rezeptorrekrutierung unter Clopidogrel, die für ADP insgesamt gesehen stärker ausgeprägt war (Abbildung 22). Der hemmende Effekt auf die Rezeptorrekrutierung war bereits nach 6 Stunden zu beobachten und ändert sich im weiteren Verlauf nicht mehr signifikant. Für das aktivierungsabhängige Neoepitop des GP IIb/IIIa Rezeptors (PAC-1) wurde ebenfalls 6 Std. nach Therapiebeginn eine signifikante Hemmung der ADP-induzierten Rezeptorexpression verzeichnet (ADP 0,5: -69 %, ADP 5,0: -59 %). Das Ausmaß der Hemmung blieb unter der Therapie erhalten und stieg postinterventionell nicht signifikant an. Die Expression von PAC-1 in den unstimulierten Proben war unter Clopidogrel gering, jedoch signifikant vermindert (Abbildung 23).
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Abbildung 20: Expression des GP Ib Rezeptors unter Clopidogrel
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Abbildung 21: Gesamtexpression des GP IIb/IIIa Rezeptors unter Clopidogrel
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Abbildung 22: GP IIb/IIIa Rezeptorrekrutierung unter Clopidogrel
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Abbildung 23: Expression des aktivierten GP IIb/IIIa Rezeptors (PAC-1) unter Clopidogrel
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Unter der Therapie mit Clopidogrel wurde auch die agonisten-induzierte Adhäsion von Thrombo-zyten an Leukozyten ebenfalls signifikant gehemmt. Das Ausmaß der ADP-induzierten TLA-Bildung war 6 Std. nach Therapiebeginn bereits um 59% [ADP 0,5] bzw. 48,5% [ADP 5,0] vermindert. Im weiteren Verlauf konnte eine geringe, jedoch nicht signifikante Abnahme der TLA-Bildung beobachtet werden. Ein signifikanter Anstieg der TLA-Bildung nach der Koronarintervention wurde nicht verzeichnet. Die TRAP-induzierte TLA-Bildung war unter Clopidogrel ebenfalls vermindert, wies jedoch eine relativ hohe Streubreite der Messwerte auf. Eine signifikante Hemmung der TLA-Bildung wurde nur zu zwei Zeitpunkten nach Therapiebeginn verzeichnet. Das Ausmaß der TLA-Bildung in den unstimulierten Vollblutproben war vor Therapiebeginn nur gering ausgeprägt und wurde durch die Therapie mit Clopidogrel nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 24).

Abbildung 24: Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion unter Clopidogrel

Die Analyse der einzelnen Leukozytenpopulationen vor Therapiebeginn zeigte, dass unter in vitro Stimulation eine Thrombozytenadhäsion insbesondere an Neutrophile und Monozyten stattfand, während die Adhäsion an Lymphozyten nur sehr schwach ausgeprägt war (Abbildung 15). Betrachtet man die TLA-Bildung unter der Therapie mit Clopidogrel, so zeigte sich für die Gruppe der Neutrophilen ein ähnliche Bild der Hemmung wie für die gesamte Leukozytenpopulation. Auch hier konnte bereits 6 Std. nach Therapiebeginn eine deutliche Hemmung der ADP-induzierten TLA-Bildung verzeichnet werden (ADP [0,5 / 5,0]: -63% / -57%). Das Ausmaß der Hemmung änderte sich im weiteren Verlauf nicht mehr signifikant. Auch die TRAP-induzierte Adhäsion an Neutrophile war unter der Therapie signifikant vermindert. Relativ betrachtet war die Hemmung der TRAP-induzierten TLA-Bildung jedoch geringer ausgeprägt als unter ADP und wies eine höhere Streubreite der Messwerte auf (Abbildung 25a). Die Thrombozytenadhäsion an Monozyten, die vor Therapiebeginn relativ gesehen am stärksten ausgeprägt war, wurde ebenfalls durch Clopidogrel signifikant gehemmt. Auch hier zeigte sich nach 6 Stunden bereits eine deutliche Hemmung der ADP-induzierten Adhäsion (ADP [0,5 / 5,0]: -56% / -43%), die im weiteren Verlauf erhalten bliebt und sich nicht signifikant änderte. Die Hemmung der TRAP-induzierten Adhäsion war relativ betrachtet geringer ausgeprägt und erreichte bei größerer Streubreite kein Signifikanzniveau (Abbildung 25b). Die Adhäsion an Lymphozyten, die im Vergleich zu Neutrophilen und Monozyten vor Therapiebeginn deutlich geringer ausgeprägt war, war unter Clopidogrel ebenfalls signifikant vermindert (Abbildung 25c)

Abbildung 25: TLA-Bildung in den einzelnen Leukozytenpopulationen unter Clopidogrel
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Die thrombozytäre Fibrinogenbindung wurde ebenfalls rasch und signifikant durch Clopidogrel gehemmt. Dies betraf sowohl die ADP- wie auch die TRAP-induzierte Fibrinogenbindung auf der Zelloberfläche. Bereits 6 Std. nach Therapiebeginn war die Fibrinogenbindung gegenüber den Ausgangswerten signifikant vermindert. Im weiteren Verlauf war eine geringe, jedoch nicht signifikante Abnahme zu beobachten (Abbildung 26). Ein Anstieg der Fibrinogenbindung nach der Koronarintervention wurde nicht beobachtet. Die Verminderung der Fibrinogenbindung war für ADP und TRAP etwa gleich stark ausgeprägt. Die Fibrinogenbindung in den unstimulierten Proben wurde durch die Therapie nicht signifikant beeinflusst 
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Abbildung 26:Thrombozytäre Fibrinogenbindung unter Clopidogrel

1.22 Thrombozytenaggregation unter Clopidogrel

Die im PRP gemessene ADP- sowie TRAP-induzierte Thrombozytenaggregation war bereits 6 Std. nach Therapiebeginn signifikant gehemmt. Dies betraf insbesondere die ADP-induzierte Aggregation, die um 33% [ADP 1,0] bzw. um 18% [ADP 5,0] gehemmt wurde. Im weiteren Verlauf stieg das Ausmaß der Aggregationshemmung auf 36,5% [ADP 1,0] bzw. 27% [ADP 5,0] an (Abbildung 27). Auch die TRAP-induzierte Aggregation war unter Clopidogrel signifikant vermindert, im Vergleich zu ADP war sie jedoch geringer ausgeprägt (8% Hemmung nach 6 Std.; 8,5% nach 7 Tagen). Auch der maximale Gradient der Aggregation wurde durch Clopidogrel gehemmt, dieser Effekt war jedoch deutlich geringer ausgeprägt als die Hemmung der maximalen Aggregation. Lediglich unter geringer ADP-Konzentration zeigte sich eine signifikante Minderung des maximalen Aggregationsgradienten nach Therapiebeginn. Unter der hohen ADP-Konzentration wurde eine signifikante Hemmung nach 72 Std. bzw. 7 Tagen beobachtet, während der maximale Gradient unter TRAP durch Clopidogrel nicht signifikant beeinflusst wurde (Abbildung 28). Ein signifikanter Anstieg der ADP- oder TRAP-induzierten Aggregation zu Messzeitpunkten nach der Koronarintervention wurde nicht beobachtet.

Betrachtet man das Auftreten spontaner Desaggregationen im fünfminütigen Messintervall nach in vitro Stimulation, so trat diese unter der Therapie mit Clopidogrel signifikant häufiger auf. Während unter der geringen ADP-Konzentration [ADP 1,0] vor Therapiebeginn in 38% der Fälle eine Des-aggregation beobachtet wurde, stieg der Anteil unter der Clopidogrel-Therapie auf über 75% an. Vor Therapiebeginn wurde unter der hohen ADP-Konzentration und unter TRAP keine Desaggregationen beobachtet. Unter der Therapie mit Clopidogrel hingegen wurde bei 30-38% [ADP 5,0] bzw. 19-25% [TRAP] der Patienten eine Desaggregation nach in vitro Stimulation beobachtet (Abbildung 29).

Abbildung 27: Maximale Thrombozytenaggregation unter Clopidogrel
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Abbildung 28: Maximaler Gradient der Thrombozytenaggregation unter Clopidogrel
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Abbildung 29: Spontane Desaggregation nach in vitro Stimulation unter Clopidogrel

1.23 Blutbildanalyse und plasmatische Gerinnung unter Clopidogrel

Zum Zeitpunkt des Therapiebeginns lag bei keinem Patienten eine Thrombozytopenie oder eine Störung der Leukozyten- und Erythrozytenzahlen vor. Die Blutbildanalyse im Therapieverlauf zeigte, dass die Hämoglobinkonzentration, der Hämatokritwert und die Erythrozytenzahlen gegenüber dem Ausgangswert nach 72 Std. geringfügig, nach 7 Tagen jedoch signifikant vermindert waren (Tabelle 9). Der Hb-Abfall betrug im Mittel 1,1 g/dl gegenüber dem Ausgangswert. Bei vier Patienten wurde postinterventionell ein Hb-Abfall von mehr als 2,0 g/dl beobachtet. Keiner der Patienten benötigte jedoch eine Substitution in Form von Erythrozytenkonzentraten. Die Analyse der Thrombozytenzahl und des mittleren Thrombozytenvolumens zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messpunkten vor und nach Therapiebeginn. Die Leukozytenzahl stieg 72 Stunden nach Therapie-beginn gering gegenüber dem Ausgangswert an, fiel im weiteren Verlauf jedoch wieder ab und war nach 7 Tagen nicht mehr signifikant erhöht. Der Anteil der Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten im Differentialblutbild war im Beobachtungszeitraum nicht signifikant verändert.

Tabelle 9: Blutbildanalyse unter der Therapie mit Clopidogrel

	
	         0 h
	         6 h
	        24 h
	        72 h
	         7 d

	Hämoglobin (g/dl)
	  14,6 ( 1,0
	  14,0 ( 0,8
	  14,4 ( 0,8
	  13,9 ( 1,5
	  13,5 ( 1,5**

	Hämatokrit (%)
	  42,1 ( 2,8
	  41,4 ( 2,8
	  41,8 ( 2,6
	  40,4 ( 4,0
	  39,8 ( 4,1**

	Erythrozyten / µl
	  4,64 ( 0,4
	  4,51 ( 0,3
	  4,61 ( 0,33
	  4,44 ( 0,5
	  4,25 ( 0,4**

	Thrombozyten / nl
	   216 ( 57
	   218 ( 62
	   211 ( 64
	   218 ( 59
	   233 ( 66

	MPV (fl)
	  8,25 ( 1,04
	-
	  7,91 ( 0,72
	  8,22 ( 1,07
	  8,27 ( 0,90

	Leukozyten / nl
	  7,55 ( 2,20
	  6,90 ( 1,60
	  6,57 ( 1,53
	  8,71 ( 3,30*
	  7,67 ( 2,01

	Neutrophile (%)
	  60,7 ( 9,7
	-
	  58,0 ( 7,6
	  62,0 ( 9,1
	  60,8 ( 7,7

	Monozyten (%)
	  9,02 ( 2,7
	-
	  9,32 ( 2,1
	  8,60 ( 2,6
	  8,92 ( 2,1

	Lymphozyten (%)
	  26,8 ( 8,2
	-
	  28,6 ( 6,3
	  26,4 ( 8,9
	  26,1 ( 8,0


Ergebnisdarstellung als Mittelwert ( Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01; # p<0,001 (ANOVA, Bonferroni Post-Hoc Test). MPV: mittleres Thrombozytenvolumen.

In den am Aufnahmetag durchgeführten Gerinnungstests wurde bei keinem Patienten eine Störung der plasmatischen Gerinnung (aPTT, TPZ), der AT-III Aktivität oder der Plasmafibrinogenkonzentration beobachtet. Die Analysen der aPTT und TPZ im Beobachtungszeitraum zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten (Tabelle 10). Auch die AT-III Aktivität war unter der Therapie nicht signifikant verändert. Die Plasmafibrinogenkonzentration änderte sich zunächst nicht, stieg postinterventionell (7 Tage) jedoch signifikant gegenüber dem Ausgangswert an. Auch das Akutphaseprotein CRP war nach 7 Tagen gering, jedoch signifikant gegenüber dem Ausgangswert erhöht (Tabelle 11). Die Serumkonzentration des Kreatinins, der Harnsäure, der Laktatdehydrogenase und der Creatin-Kinase zeigten gegenüber dem Ausgangswert keine signifikanten Änderungen.

Tabelle 10: Plasmatischen Gerinnung und Plasmafibrinogenkonzentration unter Clopidogrel

	
	0 h
	6 h
	24 h
	72 h
	7 d

	Fibrinogen (mg/dl)
	   342 ( 71
	    348 ( 89
	  336 ( 64
	   374 ( 107
	   448 ( 159#

	aPTT (sec.)
	  30,8 ( 2,4
	-
	  30,6 ( 3,2
	  28,7 ( 1,8
	  30,6 ( 3,1

	TPZ (%)
	106,0 ( 12,5
	-
	103,4 ( 9,1
	103,8 ( 7,9
	105,4 ( 10,7

	AT III (%)
	110,2 ( 14,1
	-
	-
	-
	105,1 ( 18,1


Ergebnisdarstellung als Mittelwert ( Stdw. * p<0,05; ** p<0,01; # p<0,001 (ANOVA, Bonferroni Post-Hoc Test). aPTT: aktivierte partielle Thromboplastinzeit (in Sek.), TPZ: Thromboplastinzeit nach Quick, ATIII: Antithrombin III Aktivität.

Tabelle 11: Weiterer laborchemische Analysen

	
	0h 
	7d

	Kreatinin (mg/dl)
	0,81 ( 0,17
	0,83 ( 0,24

	Harnsäure (mg/dl)
	5,8 ( 2,4
	5,67 ( 2,1

	CRP (mg/l)
	0,28 [0,1-1,8]
	0,55 [0,2-3,2]*

	LDH (U/l)
	189 ( 49,6
	174 ( 38,3

	CK (U/l)
	58,0 ( 24,4
	60,0 ( 31,4

	Gesamtcholesterin (mg/dl)
	185,6 ( 34,0
	-

	LDL (mg/dl)
	125,7 ( 30,5
	-

	HDL (mg/dl)
	42,0 ( 10,7
	-


Darstellung als Mittelwert ( Stdw. bzw. Median [Min.-Max.],* p=0.01 (Wilcoxon-Test).

CRP: C-reaktives Protein; LDH: Laktatdehydrogenase; CK: Creatin-Kinase; 

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein.

1.24 Einflussgrößen der Rezeptorexpression, TLA-Bildung und Aggregation

Die Expression der aktivierungsabhängigen thrombozytären Membranrezeptoren, die TLA-Bildung und die Thrombozytenaggregation wurde unter der Clopidogrel-Therapie im Mittel rasch und signifikant gehemmt. Im folgenden wurde untersucht, welche Faktoren das Ausmaß der Hemmung potentiell beeinflussen und welche Beziehungen die untersuchten Membranrezeptoren zueinander bzw. zur TLA-Bildung und zur Thrombozytenaggregation aufwiesen.

Bei nahezu allen Parametern wurde unter Clopidogrel nach 24 Std. ein fast maximaler Hemmeffekt beobachtet, der sich im weiteren Verlauf nicht mehr signifikant änderte. Für die Analyse potentieller Einflussgrößen wurde deshalb das Verhältnis des 24-Std. Wertes zum Ausgangwert zugrunde gelegt.

Es zeigte sich, dass die Hemmung der ADP-induzierten Expression von P-Selektin bei den Frauen tendenziell geringer ausgeprägt war (M: 65,9% vs. F: 43,0%, p=0,02 [ADP 0,5], M: 64,5% vs. F: 50,7%, p=0,2 [ADP 5,0]), was wahrscheinlich durch die vermehrte Rezeptorexpression bei Männern zu Therapiebeginn bedingt war. Auf die Hemmung der übrigen Membranrezeptoren und die Thrombozytenaggregation hatte das Geschlecht keinen signifikanten Einfluss. Der Koronarstatus der Patienten und die kardiovaskulären Risikofaktoren zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die Hemmung der Rezeptorexpression unter Clopidogrel. Lediglich die Gruppe der Diabetiker wies eine tendenziell geringere Hemmung der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation auf (DM: 38,1% vs. 23,8%, p=0,035 [ADP 1,0], DM: 20,9% vs. 11,9%, p=0,15 [ADP 5,0]). Alter, Größe und Gewicht der Patienten hatten keinen Einfluss auf die Hemmung der Rezeptorexpression und der Aggregation. Auch die Thrombozytenzahl, das MPV und die Fibrinrogenkonzentration beeinflussten die Hemmung nicht signifikant. Insbesondere bestand kein Zusammenhang zwischen der Plasmafibrinogenkonzentration und der thrombozytären Fibrinogenbindung sowie zwischen der Thrombozytenzahl und der Hemmung der Thrombozytenaggregation unter Clopidogrel.

Betrachtet man das Verhältnis zwischen Aggregationshemmung und der Hemmung der Rezeptor-expression, zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Hemmung der ADP-induzierten Aggregation und der Hemmung der ADP-induzierten Rekrutierung des GP IIb/IIIa Rezeptors (r=0,48, p<0,01) sowie der ADP-induzierten Expression von PAC-1 (r=0,51, p<0,001). Daneben wurde ein Verhältnis zwischen der Aggregationshemmung und der Hemmung der Fibrinogenbindung beobachtet (r=0,47, p<0,001 [ADP 1,0 / 5,0], r=0,49, p<0,001 [ADP 5,0 / 5,0], r=0,43, p<0,01 [TRAP]). Die Hemmung der ADP-induzierten Expression von PAC-1 wies signifikante Korrelationen zur Hemmung der ADP-induzierten Rekrutierung des GP IIb/IIIa Rezeptors (r=0,65, p<0,001) und der Fibrinogenbindung auf (r=0,50, p<0,01).

Neben der Korrelation der Rezeptorexpression von P-Selektin und GP 53 vor Therapiebeginn zeigte sich auch bei der Hemmung der Rezeptorexpression ein deutlicher Zusammenhang zwischen beiden Membranrezeptoren (r=0,59, p<0,001 [ADP 0,5], r=0,85, p<0,001 [ADP 5,0], r=0,76, p<0,001 [TRAP]). Ähnliches wurde für den Zusammenhang zwischen der Expression von P-Selektin auf der Thrombozytenoberfläche und der TLA-Bildung beobachtet. Auch hier zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hemmung der P-Selektin Expression und der Hemmung der TLA-Bildung (Abbildung 30).

Abbildung 30: Verhältnis zwischen der Hemmung der P-Selektin Expression und der Hemmung 

 der TLA-Bildung unter Clopidogrel
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1.25 Einfluss der Intervention auf Rezeptorexpression, TLA-Bildung und Aggregation

Zur Beurteilung des Einflusses der Koronarintervention auf die Expression der thrombozytären Membranrezeptoren, der TLA-Bildung und der Aggregation wurde die Patientengruppe betrachtet, die zwischen den Messzeitpunkten 2 und 3 (24-72 Std.) interventionell behandelt wurde. In dieser Patientengruppe (N = 21) zeigte sich postinterventionell kein signifikanter Anstieg der ADP- und der TRAP-induzierten Expression von P-Selektin, GP 53 und PAC-1, der TLA-Bildung und der Thrombo-zytenaggregation (Abbildung 31). Auch in der Gruppe, die zwischen den Messzeitpunkten 4 und 5 (72h – 7d) interveniert wurde (N = 9), war postinterventionell kein Anstieg der Rezeptorexpression oder Aggregation zu beobachten (nicht dargestellt). Die Rezeptorexpression und die TLA-Bildung der Patienten, denen im Rahmen der Intervention ein Stent implantiert wurde, unterschied sich nicht signifikant von den Patienten, die mit alleiniger Ballonangioplastie behandelt wurden.

Postinterventionell wurde ein signifikanter Anstieg der Leukozytenzahl (24h: 6,82 / nl, 72h: 9,03 / nl, 7d: 7,85 / nl, p<0,01 [ANOVA]) und der Plasmafibrinogenkonzentration (24h: 343 mg/dl, 72h: 379 mg/dl: 7d: 460 mg/dl, p<0,01 [ANOVA]) beobachtet. Auch wurde postinterventionell ein signifikanter Abfall der Hämoglobinkonzentration beobachtet. Der Hb-Wert (Tag 7) der interventionell behandelten Patienten unterschied sich jedoch nicht signifikant von den Patienten, die nicht interventionell behandelt wurden (Interv: 13,5 g/dl, Koro: 12,9 g/dl, N.S.). Die Thrombozytenzahl, das MPV und das Differentialblutbild waren postinterventionell nicht signifikant unterschiedlich.

Abbildung 31: Einfluss der Koronarintervention auf die Thrombozytenrezeptorexpression und die TLA-Bildung unter Clopidogrel
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Diskussion

Ziel dieser Arbeit war eine differenzierte Analyse der Thrombozytenfunktion und der Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung, die vor geplanter elektiver Koronarintervention mit dem Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel behandelt wurden.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigten, dass die Therapie mit Clopidogrel (300 mg Aufsättigungsdosis, 75 mg/d Erhaltungsdosis) zu einer raschen Hemmung der ADP- und TRAP-induzierten Expression der intrazellulär gespeicherten Membranrezeptoren P-Selektin und GP 53 führte. Während sich die Gesamtexpression des GP IIb/IIIa Rezeptors auf der Zelloberfläche nicht signifikant änderte, wurden die Rezeptorrekrutierung des GP IIb/IIIa Rezeptors und die Expression des aktivierungsabhängigen Neoepitops (PAC-1) durch Clopidogrel signifikant gehemmt. Auch die Fibrinogenbindung an die Thrombozytenoberfläche und die Thrombozytenaggregation waren unter der Therapie signifikant vermindert. Insbesondere die ADP-induzierte Rezeptorexpression und die ADP-induzierte Aggregation wurden deutlich gehemmt, jedoch war auch die durch TRAP-induzierte Zellaktivierung signifikant vermindert. Bereits 6 Stunden nach Therapiebeginn (300 mg Clopidogrel) konnte eine fast maximale Hemmung der Expression der aktivierungsabhängigen Membranrezeptoren und der Thrombozytenaggregation verzeichnet werden, deren Ausmaß im weiteren Therapieverlauf erhalten blieb. Postinterventionell waren die Expression der thrombozytären Membranrezeptoren und die Aggregation nicht signifikant erhöht. Neben der Hemmung der Thrombozytenrezeptorexpression und Aggregation war auch das Ausmaß der Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion unter Clopidogrel deutlich gehemmt. Dies betraf insbesondere die ADP-induzierte Adhäsion der Thrombozyten an Neutrophile und Monozyten.

1.26 Koronarintervention und reaktive Thrombozytenaktivierung

Wie bereits unter Punkt 2.5 dargestellt, spielt die reaktive Aktivierung zirkulierender Thrombozyten, die durch eine Traumatisierung des Koronargefäßes bei Ballonangioplastien induziert wird, eine wichtige Rolle bei Ausbildung thrombotischer Gefäßverschlüsse. Experimentelle Untersuchungen und Analysen der Thrombozytenfunktion im Rahmen von Koronarinterventionen beim Menschen zeigten, dass zirkulierende Thrombozyten postinterventionell vermehrt aktivierungsabhängige Membran-rezeptoren (P-Selektin, GP 53 und aktivierter GP IIb/IIIa Rezeptor) exprimieren sowie eine verstärkte Aggregationsneigung aufweisen. Während Untersuchungen von Scharf et al. sowie Gasparetti et al. eine verstärkte Thrombozytenaktivierung und Aggregation nur bei der Blutentnahme über den Koronarsinus beobachten konnten (80, 197), wurden in der Düsseldorf PTCA-Studie und in einer Untersuchung von Gawaz et al. auch bei peripher venösen Blutentnahmen eine verstärkte Thrombozytenaktivierung postinterventionell beobachtet (81, 123). In der Düsseldorf PTCA-Studie zeigte sich periinterventionell zunächst ein Abfall der Thrombozytenzahl mit Verlust aktivierter Thrombozyten (P-Selektin, GP 53 und Thrombospondin), postinterventionell wurde jedoch Anstieg der Zahl aktivierter Thrombozyten beobachtet (121). In der Untersuchung von Gawaz et al. wurde 2-4 Tage nach koronarer Stentimplantation ein Maximum der thrombozytären Rezeptorexpression verzeichnet (81). Alternative Interventionstechniken, wie die direktionale Atherektomie und die Rotablation führen, vor allem durch ihre potentiell höheres traumatisierendes Potential bedingt, zu einer verstärkten Thrombozytenaktivierung im Vergleich zur alleinigen Ballonangioplastie (11 52). Auch wird bei Patienten mit dem Bild eines akuten Koronarsyndroms ein verstärktes Ausmaß einer Thrombozytenaktivierung im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris Symptomatik beobachtet (7, 83). Die Analyse der Thrombozytenaktivierung in diesen Studien umfasste lediglich die Thrombozytenrezeptorexpression in unstimulierten Zellsuspensionen, was nur begrenzt Aussagen über die Thrombozytenfunktion erlaubt.

Ein verstärktes Ausmaß der Thrombozytenaktivierung scheint mit einem erhöhten Risiko post-interventioneller ischämischer Ereignisse assoziiert zu sein. Zwei Studien hierzu konnten zeigen, dass eine verstärkte Thrombozytenaktivierung vor dem Eingriff sowie eine verstärkte reaktive Aktivierung postinterventionell einen gewissen prädiktiven Wert für das Risiko akuter und subakuter ischämischer Komplikationen nach PTCA und Stentimplantation haben (82, 242).

Durch die Implantation von Stents wird, im Vergleich zur alleinigen Ballonangioplastie, post-interventionell ein größeres Gefäßinnenlumen ohne wesentliche Gefäßwanddissektionen im behandelten Gefäßsegment erzielt. Jedoch stellt die metallische Oberfläche der Stentstreben einen starken thrombogener Reiz dar. Untersuchungen in vitro konnten zeigen, dass der Kontakt mit der Stentoberfläche zur Aktivierung zirkulierender Thrombozyten führt (87). Auch in klinischen Unter-suchungen konnte eine verstärkte Thrombozytenaktivierung nach koronarer Stentimplantation beobachtet werden (81). Die durch die Stentimplantation hervorgerufene lokale Zellaktivierung scheint ein wesentlicher Faktor für das Auftreten akuter und subakuter Gefäßverschlüsse darzustellen. Neuere Interventionstechniken wie die adjuvante Brachytherapie bergen ebenfalls ein erhöhtes Risiko thrombotischer Gefäßverschlüsse. Aufgrund einer verzögerten Reendothelialisierung des durch radio-aktive Strahlung behandelten Gefäßsegmentes können diese auch noch mehrere Monate nach der Intervention auftreten (246).

Im Gegensatz zur Koronarintervention wird bei der diagnostischen Koronarangiographie keine verstärkte systemische Thrombozytenaktivierung beobachtet. Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Kontrastmittel auf die Thrombozytenaktivierung zeigten, dass nicht-ionische und hochosmolare ionische Kontrastmittel in vitro eine verstärkte Zellaktivierung induzierten, während dieser Effekt für niedermolekulare ionische Kontrastmittel geringer ausgeprägt war (38). Unklar ist jedoch, welche klinische Bedeutung diese in vitro Beobachtungen haben. In der vorliegenden Untersuchung wurden die Angiographien ausschließlich mit nicht-ionischen Kontrastmitteln durchgeführt, da diese das geringste Risikopotential für kardial bedingte Komplikationen aufweisen.

1.27 Koronarintervention und Entzündungsreaktionen

Reaktive Entzündungsreaktionen spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der Pathogenese akuter ischämischer Ereignisse sowie den Mechanismen, die zur Ausbildung von Restenosen nach Koronar-interventionen beitragen. In klinischen Untersuchungen konnte nach elektiver PTCA neben einer verstärkten Thrombozytenaktivierung auch ein Anstieg des Akut-Phase Proteins CRP, eine verstärkte Expression des Mac-1 Rezeptors und eine verminderte L-Selektin Expression auf Neutrophilen als Zeichen einer systemischen Entzündungsreaktion beobachtet werden (9, 202). Neumann et al. beobachteten insbesondere distal der dilatierten Koronarstenose Zeichen einer verstärkten Aktivierung zirkulierender Thrombozyten und Neutrophiler (166). In der vorliegenden Untersuchung konnte postinterventionell ein signifikanter geringer Anstieg des CRPs, der Plasmafibrinogenkonzentration sowie ein reversibler Anstieg der Leukozytenzahl beobachtet werden, was als Zeichen einer reaktiven Entzündungsreaktion gedeutet werden kann. Die Analyse des Differentialblutbildes zeigte hingegen keine signifikanten Veränderungen im Sinne einer reaktiven „Linksverschiebung“. Eine Analyse aktivierungsabhängiger leukozytärer Membranrezeptoren oder der Zytokinfreisetzung aus Leukozyten wurde im Rahmen dieser Untersuchung nicht durchgeführt.

Zeichen einer systemischen Entzündungsreaktion werden insbesondere bei Patienten mit dem klinischen Bild eines akuten Myokardinfarktes oder einer instabilen Angina pectoris beobachtet. Untersuchungen bei Patienten mit akuter Myokardischämie, die mit direkter Koronarangioplastie oder systemischer Thrombolyse behandelt wurden, zeigten eine vermehrte systemische Aktivierung zirkulierender Leukozyten, die von einer vermehrten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine begleitet waren (131, 167, 168). Aktivierte Neutrophile setzen auch Sauerstoffradikale frei, die Zell-schäden in der Mikrovaskulatur verursachen und dadurch zu Reperfusionsschäden nach Wieder-eröffnung eines verschlossenen Gefäßes beitragen können (122). Insbesondere zirkulierende Neutro-phile und Monozyten tragen zu den reaktiven Entzündungsreaktionen nach einer Gefäßtrauma-tisierung bei, während Lymphozyten hierbei eine eher untergeordnete Rolle spielen (219).

Die Adhäsion aktivierter Thrombozyten an zirkulierende Leukozyten scheint ein wichtiger Vermittler für reaktive Entzündungsreaktionen zu sein, wie sie im Rahmen thrombotischer Ereignisse beobachtet werden. In einer klinischen Untersuchung bei Patienten mit dem Bild eines akuten Koronarsyndroms wurde neben Zeichen einer vermehrten Aktivierung zirkulierender Leukozyten auch eine vermehrte Thrombozytenadhäsion an Leukozyten beobachtet (176). Die Adhäsion von Thrombozyten an Leukozyten wird vor allem durch den thrombozytären Membranrezeptor P-Selektin und das leuko-zytäre PSGL-1 vermittelt. Auch scheinen abgespaltene thrombozytäre Mikropartikel und die Membran-rezeptoren GP IIb/IIIa und Mac-1 zur Zelladhäsion und zur Leukozytenaktivierung beizutragen (siehe 2.6). In vitro Untersuchungen konnten beobachten, dass die Adhäsion aktivierter Thrombozyten an Monozyten und PMN von einer vermehrten Bildung und Freisetzung der Zytokine Il 1(, Il 8 und dem MCP-1 begleitet ist (165, 254).

1.28 Clopidogrel und Thrombozytenfunktion

Das oral verfügbare Thienopyridin Clopidogrel hemmt als aktiver Metabolit den membranständigen ADP-Rezeptor P2Y12, wodurch es die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation effektiv hemmt (siehe 2.7.3). Die Bildung einer Disulfidbrücke zwischen der reaktiven Thiolgruppe des aktiven Metaboliten und einem Cysteinrest des Rezeptors scheint für die Hemmung des P2YAC-Rezeptors und damit für die biologische Aktivität des aktiven Metaboliten verantwortlich zu sein (196). Durch die Modifikation des P2Y12-Rezeptors wirkt Clopidogrel der ADP-vermittelten Hemmung der AC und einem Abfall der cAMP-Konzentration entgegen, während der durch den P2X1-Rezeptor vermittelte schnelle Kalziumeinstrom in die Zelle und die über den P2Y1-Rezeptor (P2YPLC) und eine PLC vermittelte Kalziummobilisation nicht wesentlich gehemmt werden. In vitro Untersuchungen mit dem P2Y12- (P2YT)-Rezeptorantagonisten AR-C69931MX zeigten, dass dieser Rezeptor v.a. für die Verstärkung der ADP-induzierten Aggregation, Degranulation und Sekretion sowie die Ausbildung stabiler Thrombozytenaggregate verantwortlich ist (216). Eine hemmende Wirkung auf die Zyklo-oxygenaseaktivität und damit auf die Bildung von TxA2 und Prostazyklin wurde unter der Hemmung des P2Y12-Rezeptors nicht beobachtet (51, 216). Die Hypothese, dass der P2Y12-Rezeptor v.a. für die Verstärkung der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation und die Ausbildung stabiler Thrombo-zytenaggregate verantwortlich ist, wird durch die aggregometrischen Analysen der vorliegenden Untersuchung gestützt. Während durch Clopidogrel das maximale Ausmaß der ADP-induzierten Aggregation deutlich gehemmt wurde, war der Aggregationsgradient als ein Geschwindigkeits-parameter der ablaufenden Zellaggregation nur gering vermindert. Dies ist dadurch zu erklären, dass der über die ADP-Rezeptoren P2X und P2Y1 vermittelte und für die frühe Phase der Zellaktivierung verantwortliche, rasche Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration durch Clopidogrel nicht gehemmt wird. Das gehäufte Auftreten spontaner Desaggregationen der Zellen nach der ADP-Stimulation unter Clopidogrel spricht für eine gewisse Instabilität der in vitro gebildeten Zellaggregate und stützt die Hypothese, dass der P2Y12-Rezeptor zur Bildung stabiler Aggregate beiträgt.

Dosisfindungsstudien zeigten, dass die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation unter einer Tages-dosis von 75mg Clopidogrel zu 30-45 % gehemmt ist. Durch eine weitere Steigerung der Tagesdosis ließ sich die Hemmwirkung nicht wesentlich steigern (22, 29). In der vorliegenden Untersuchung wurde unter Clopidogrel eine Hemmung der durch ADP induzierten maximalen Aggregation von 36,5% unter der geringen ADP-Konzentration [ADP 1,0] beobachtet, während unter der hohen ADP-Konzentration [ADP 5,0] eine 27%ige Hemmung verzeichnet wurde (siehe 5.6). Wahrscheinlich wird der P2Y12-Rezeptor durch Clopidogrel nicht komplett gehemmt, da P2Y12-Rezeptorantagonisten wie AR-C69931MX, der diesen ADP-Rezeptor mit hoher Bindungsaffinität blockiert, in vitro eine fast 80%ige Hemmung der ADP-induzierten Aggregation erzielen (216).

Neben der Hemmung der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation beeinflussen Antagonisten des P2Y12-Rezeptors auch die durch andere Agonisten induzierte Zellaktivierung und Aggregation. So wurden für Ticlopidin gering ausgeprägte Effekte auf die durch Kollagen und PAF, nicht jedoch auf die durch Epinephrin induzierte Aggregation beobachtet (98). Auch wurden unter Ticlopidin hemmende Effekte auf die thrombin-induzierte Aggregation und eine verstärkte spontane Des-aggregation nach Thrombinstimulation beobachtet (32, 33). In vitro Untersuchungen mit dem P2Y12-Rezeptorantagonisten AR-C69931MX zeigten, dass die durch TRAP, Kollagen und das Thromboxan Analogon U-46619 induzierte Zellaktivierung und Aggregation unabhängig von der Thromboxan-synthese gehemmt werden (216). Auch die dem Clopidogrel verwandte Substanz C-747 und dessen aktiver Metabolit R-99224 führten in vitro zu einer geringen Hemmung der kollagen- und thrombin-induzierten Aggregation (217). In einer Dosisfindungsstudie für Clopidogrel wurde hingegen keine signifikante Hemmung der kollagen-induzierten Aggregation beobachtet (22). Die Ergebnisse der vorliegenden klinischen Untersuchung stützen die These, dass durch eine medikamentöse Hemmung des P2Y12-Rezeptors mit Clopidogrel auch die durch andere Agonisten induzierte Zellaktivierung und –aggregation gehemmt wird. Die Beeinflussung der durch Thrombin / TRAP, Kollagen oder Plasmin induzierten Zellaktivierung und –aggregation scheint vor allem darin begründet, dass intrazellulär gespeichertes und aktivierungsabhängig freigesetztes ADP die Zellaktivierung über einen positiven Rückkopplungsmechanismus verstärkt. Dieser wird durch eine Antagonisierung der ADP-Rezeptoren partiell gehemmt (105).

Moshfegh et al. untersuchten die Wirkung von Clopidogrel (75 mg/d), ASS (100 / 300 mg/d) und einer Kombination beider Substanzen auf die durch ADP, Kollagen und TRAP induzierte Thrombozyten-aggregation sowie die Expression von P-Selektin, GP 53 und PAC-1 bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung (158). Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten, dass unter einer Kombination aus Clopidogrel und ASS nicht nur die ADP-induzierte, sondern auch die TRAP-induzierte Aggregation gegenüber einer Therapie mit ASS vermindert war. Während die Kollagen-induzierte Aggregation unter Clopidogrel stärker ausgeprägt war, zeigte sich unter der Kombination aus ASS und Clopidogrel eine gegenüber ASS verminderte Aggregation. Ähnliche Ergebnisse wurden für die Expression von P-Selektin, GP 53 und PAC-1 unter Stimulation mit ADP und Thrombin beobachtet. Auch für die Kombination aus Ticlopidin und ASS konnten ähnliche synergistische Effekte auf die Thrombo-zytenaktivierung und Aggregation im Rahmen von Koronarinterventionen beobachtet werden (192, 244). In der vorliegenden Untersuchung waren alle Patienten bereits mit ASS (100 mg/d) vor-behandelt. Unter dieser antiaggregatorischen Langzeittherapie führte die Gabe von Clopidogrel zu einer deutlichen Hemmung der ADP-induzierten und einer mäßigen Hemmung der TRAP-induzierten Thrombozytenaktivierung und -aggregation. Diese Beobachtungen stellen einen indirekten Hinweis dafür dar, dass durch die Kombination von ASS und Clopidogrel die aggregationshemmende Wirksamkeit gegenüber der ASS-Monotherapie gesteigert werden kann. Synergistische Effekte von Thienopyridinen und ASS können dadurch erklärt werden, dass durch die Substanzen unterschiedliche Wege der Thrombozytenaktivierung gehemmt werden. Während Thienopyridine primär der über den P2Y12-Rezeptor induzierten Hemmung der AC und der Dephosphorylisierung des zytosklettalen VASP entgegenwirken, hemmt ASS die Zyklooxygenase und damit die Bildung von TxA2 in den Zellen. Durch ASS wird v.a. die durch Kollagen bzw. Epinephrin induzierte Aggregation gehemmt, während keine oder nur gering ausgeprägte Effekte auf die durch ADP und Thrombin induzierte Zellaktivierung und Aggregation beobachtet werden (178, 188).

GP IIb/IIIa Antagonisten hemmen durch eine Blockade des Fibrinogenrezeptors effektiv die Thrombozytenaggregation in vivo und in vitro (siehe 2.7.2). In vitro Untersuchungen zeigten, dass die im Rahmen der Zellaktivierung stattfindende Degranulation und Sekretion der Zellen durch GP IIb/IIIa Antagonisten im Gegensatz zu Clopidogrel nicht wesentlich gehemmt werden. Für die Kombination aus ASS bzw. Clopidogrel und einem GP IIb/IIIa Antagonisten konnten hingegen synergistische Effekte in Bezug auf die Hemmung der Thrombozytenaggregation und der Fibrinogen-bindung beobachtet werden (121). In der vorliegenden Arbeit wurde durch Clopidogrel neben der ADP-induzierten Expression des aktivierten GP IIb/IIIa Rezeptors (PAC-1) und der Fibrinogen-bindung auch die Rekrutierung von GP IIb/IIIa Rezeptoren aus intrazellulären Speichern gehemmt. Die Hemmung dieser Rezeptorrekrutierung könnte einen möglichen Grund für synergistische Effekte von Clopidogrel und GP IIb/IIIa Antagonisten darstellen, da GP IIb/IIIa Antagonisten die intrazellulär gespeicherten Rezeptoren nur teilweise blockieren und eine Zellaggregation über die freigesetzten und nicht blockierten GP IIb/IIIa Rezeptoren stattfinden kann. Für diese Hypothese sprechen klinische Untersuchungen von Gawaz et al., die unter einer Therapie mit Abciximab nur eine partielle Hemmung der TRAP-induzierten Aggregation beobachten konnten (84).

Untersuchungen bei gesunden Probanden und Patienten mit Atherosklerose zeigten für die beiden Thienopyridine Clopidogrel (75 mg/d) und Ticlopidin (250 mg/bid) eine vergleichbare Hemmung der ADP-induzierten Aggregation (22). Während die maximal zu erzielende Aggregationshemmung unter Ticlopidin erst nach 5-7 Tagen erreicht wird, zeigt sich diese unter Clopidogrel bereits nach ca. 3 Tagen der Therapie. Durch eine Aufsättigungsdosis (300-600 mg) kann eine Beschleunigung der aggregationshemmenden Wirkung erzielt werden (238). In der vorliegenden Untersuchung führte die Gabe von 300mg Clopidogrel bereits 6 Stunden nach Therapiebeginn zu einer fast maximalen Hemmung der ADP-induzierten Expression von P-Selektin, GP 53 und PAC-1 sowie der ADP-induzierten Aggregation. Das Ausmaß der Hemmung blieb unter 75 mg/d in dem 7tägigen Beobachtungszeitraum erhalten. Die klinische Wirksamkeit und Sicherheit dieses Dosisregimes im Rahmen von Koronarinterventionen konnten in der CLASSICS-Studie belegt werden (19).

Die Hemmung des ADP-Rezeptors durch Clopidogrel und Ticlopidin scheint irreversibel, da die Thrombozytenaggregation noch mehrere Tage nach Beendigung der Therapie gehemmt bleibt (29, 125). Da der Beobachtungszeitraum dieser Studie auf 7 Tage festgelegt war und keine Laboranalysen nach Absetzen der Medikation durchgeführt wurden, können für dieses Patientenkollektiv im Gegensatz zum Einsetzen antiaggregatorischen Wirkung von Clopidogrel keine Aussagen über das Abklingen der Aggregationshemmung gemacht werden.

Die Therapie mit Clopidogrel (75 mg/d) führt im Mittel zu einer 30-45%igen Hemmung der ADP-induzierten Aggregation. Mögliche Einflussgrößen auf die antiaggregatorische Wirkung von Clopidogrel wurden bisher nicht beschrieben. Eine Analyse potentieller Einflussgrößen auf Wirkung von Clopidogrel in der vorliegenden Untersuchung zeigte, dass in der Gruppe der Diabetiker die Hemmung der ADP-induzierten Aggregation unter Clopidogrel tendenziell geringer ausgeprägt war. In der Gruppe der Frauen wurde die initial geringer ausgeprägte ADP-induzierte Expression von P-Selektin durch Clopidogrel weniger stark gehemmt. Andere demographische Patientendaten sowie prozedurale Faktoren hatten keinen Einfluss auf die Wirkung von Clopidogrel. Auch die Thrombo-zytenzahl und die Fibrinogenkonzentration zeigten keinen signifikanten Einfluss auf das Ausmaß der Thrombozytenaktivierung und Aggregationshemmung unter Clopidogrel (siehe 5.8).

In seltenen Fällen können durch Thienopyridine schwerwiegende Blutbildveränderungen (Neutro-penien, Thrombozytopenien) hervorgerufen werden, wobei das Risiko für Clopidogrel gegenüber Ticlopidin deutlich geringer ausgeprägt ist (13). In der vorliegenden Untersuchung wurden bei geringer Patientenzahl keine schwerwiegenden Blutbildveränderungen unter der Therapie beobachtet. Lediglich ein geringer Anstieg der Leukozytenzahl und ein leichter Abfall der Hämoglobin-konzentration wurden beobachtet, was am ehesten durch den invasiven Eingriff zu erklären ist. Unter Clopidogrel wurde keine signifikante Änderung der Thrombozytenzahl und des mittleren Thrombozytenvolumens beobachtet.

Experimentelle und klinische Untersuchungen lieferten Hinweise, dass Thrombozytenaggregations-hemmer nicht nur die Aggregation der Thrombozyten, sondern auch die Thrombozytenadhäsion an Leukozyten beeinflussen. So konnte unter einer antiaggregatorische Therapie mit ASS und Ticlopidin nach koronarer Stentimplantation ein vermindertes Ausmaß der Adhäsion von Thrombozyten an Monozyten sowie eine verminderte Aktivität der Monozyten (charakterisiert durch die Expression von Mac-1 und L-Selektin) beobachtet werden (139). Auch konnte bei Patienten mit akutem Koronar-syndrom durch den Einsatz von GP IIb/IIIa Antagnisten, neben der Hemmung der Thrombozyten-aggregation und der Fibrinogenbindung auch eine signifikante Hemmung der Adhäsion von Thrombozyten an Neutrophile beobachtet werden (257). Die vorliegende Untersuchung konnte zeigen, dass durch die Therapie mit Clopidogrel das Ausmaß der Adhäsion von Thrombozyten an Neutrophile und Monozyten deutlich gehemmt wird. Dies betraf insbesondere die ADP-induzierte TLA-Bildung, jedoch auch die TLA-Bildung unter TRAP war vermindert. Die Hemmung der TLA-Bildung unter Clopidogrel erfolgte dabei ebenso rasch wie die Hemmung der Zelldegranulation und der Aggregation. Sowohl das Ausmaß der TLA-Bildung vor Therapiebeginn wie auch die Hemmung der TLA-Bildung unter Therapie mit Clopidogrel korrelierten signifikant mit der Expression von P-Selektin auf der Thrombozytenoberfläche. Das thrombozytäre P-Selektin ist ein zentraler Rezeptor der Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion, da diese durch eine Bindung von P-Selektin and den leukozytären Membranrezeptor PSGL-1 vermittelt wird (siehe 2.6). Eine Analyse der Expression aktivierungsabhängiger leukozytärer Membranrezeptoren oder der Zytokinsynthese und -freisetzung zur Charakterisierung der Leukozytenaktivität wurde im Rahmen dieser Untersuchung nicht durchgeführt.

1.29 Koronarinterventionen unter Einsatz von Clopidogrel

Im Rahmen von Koronarinterventionen mit Stentimplantation werden Thienopyridine eingesetzt, um das Ausmaß einer reaktiven Thrombozytenaktivierung zu hemmen und so das Risiko akuter oder sub-akuter thrombotischer Gefäßverschlüsse zu reduzieren. Die ISAR-Studie konnte zeigen, dass durch eine vierwöchige Therapie mit Ticlopidin und ASS nach koronarer Stentimplantation die Inzidenz ischämischer Komplikationen sowie nicht-kardialer Ereignisse gegenüber einer Therapie mit Phenpro-coumon deutlich gesenkt werden konnte (199). Diese Beobachtungen konnten durch mehrere große Interventionsstudien bestätigt werden. Auch gegenüber einer Monotherapie mit ASS konnte durch die Kombination aus Ticlopidin und ASS eine signifikant geringere Inzidenz postinterventioneller ischämischer Ereignisse erzielt werden (18, 127, 243). Analysen der Thrombozytenaktivierung und Aggregation nach Koronarinterventionen zeigten, dass durch die Therapie mit Ticlopidin plus ASS das Ausmaß der Zellaktivierung und der Aggregation im Vergleich zu einer oralen Antikoagulation sowie der ASS-Monotherapie gesenkt werden konnte (192).

Clopidogrel weist im Vergleich zu Ticlopidin eine bessere Verträglichkeit und günstigere Neben-wirkungsspektrum bei vergleichbarer antiaggregatorischer Wirkung auf. Der Einsatz von Clopidogrel als adjuvante Therapie bei Koronarinterventionen wurde in mehreren Studien untersucht. Die hierzu durchgeführten randomisierten und nicht-randomisierten Interventionsstudien zeigten im Vergleich zu Ticlopidin (plus ASS) vergleichbare Ergebnisse in Bezug auf kardiale ischämische Ereignisse, während unter Clopidogrel (plus ASS) signifikant weniger nicht-kardiale Nebenwirkungen beobachtet wurden (19). In diesen Studien wurde die Therapie mit Clopidogrel oder Ticlopidin jedoch erst nach erfolgreicher koronarer Stentimplantation begonnen. Der Einfluss einer präinterventionell begonnenen Therapie mit Clopidogrel auf die Thrombozytenaktivierung und Aggregation ist bisher nicht untersucht worden. In der vorliegenden Untersuchung konnte durch die vor dem geplanten Eingriff begonnene Therapie mit Clopidogrel eine rasche Hemmung der Rezeptorexpression und der Aggregation erzielt werden. Unter der Therapie waren die Expression der aktivierungsabhängigen Membranrezeptoren, die TLA-Bildung und die Thrombozytenaggregation postinterventionell nicht signifikant erhöht. Vielmehr konnte durch die präinterventionell begonnene Therapie eine gewisse Passivierung der Thrombozytenaktivierung und der Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion erzielt werden. In dem untersuchten Patientenkollektiv wurden bei einer, für eine klinische Endpunktanalyse zu kleinen Fallzahl postinterventionell keine akuten oder subakuten ischämischen Komplikationen beobachtet. Schwere Blutungskomplikationen oder andere schwerwiegende nicht-kardiale Neben-wirkungen wurden ebenfalls nicht beobachtet. Größere multizentrische Untersuchungen sind daher notwendig, um die Sicherheit und die Effektivität einer Therapie mit Clopidogrel vor geplanter Koronarintervention zu untersuchen.

1.30 Methoden der Thrombozytenfunktionsdiagnostik

Verschiedene Tests wurden entwickelt, um die Thrombozytenfunktion im Rahmen klinischer Frage-stellungen zu analysieren. Lange Zeit galten die Thrombozytenaggregations und -agglutinationstests als Standardverfahren zur laborchemischen Analyse der Thrombozytenfunktion. Das Prinzip der Aggregationstests beruht auf der Messung des Aggregationsverhalten der Thrombozyten unter Zugabe verschiedener Agonisten (74, 161). In der Regel werden hierfür die Substanzen Thrombin / TRAP, ADP, Kollagen, Epinephrin und Arachidonsäure eingesetzt. Die durch die Agonisten induzierte Zell-aktivierung führt schließlich zur Aggregation der Thrombozyten über Fibrinogenbrückenbindungen zwischen den membranständigen GP IIb/IIIa Rezeptoren. Da diese Reaktion kalziumabhängig ist, erfolgt die Messungen im Citratblut / -plasma bei ausreichender Kalziumkonzentration. Die Aus-bildung der Thrombozytenaggregate oder der Agglutination kann turbidimetrisch oder mit Hilfe der Impedanzmethode gemessen werden. Während die turbidimetrische Methode die Änderung der Licht-transmission beim Durchtritt durch eine Suspension aus Thrombozyten misst, die proportional zum Ausmaß der Aggregatbildung in der Zellsuspension zunimmt (23), misst die Impedanzmethode den Leitungswiderstand zwischen zwei Elektroden, der sich durch anhaftende Thrombozytenaggregate nach Stimulation erhöht (31). Mit einem Lumineszenzaggregometer kann parallel zum Aggregations-verhalten die ATP-Freisetzung aus den Granula mit Hilfe eines Luciferin-Luciferase Reagenz gemessen werden. Eine weitere Möglichkeit zur Quantifizierung des Aggregationsverhaltens ist die Messung nicht aggregierter Einzelthrombozyten in einer Zellsuspension nach Stimulation. Während hiermit auch schwache Zellaggregationen gemessen werden können, liegen die Nachteile dieser Methode in der Diskontinuität der Messungen sowie der Abhängigkeit der Messergebnisse von der Güte der Zählkammer (75). Ein wesentlicher Nachteil aller Aggregations- bzw. Agglutinationstests ist die starke Abhängigkeit von der Thrombozytenkonzentration im Plasma sowie der Güte des Agonisten. In der Regel wird das plättchenreiche Citratplasma deshalb mit PPP auf eine definierte Zellkonzentration (200.000 - 250.000 / µl) verdünnt. Die Messung der Thrombozytenaggregation ab einer Plasmakonzentration unter 100.000 / µl erscheint aufgrund einer mangelnden Aggregations-fähigkeit in vitro nicht mehr sinnvoll. Die Ergebnisse der Aggregationstests ermöglichen Aussagen über die Reaktivität der Thrombozyten auf einen definierten Stimulus. Der Einfluss bestimmter klinischer Situationen auf die Thrombozytenaktivierung kann nicht direkt bestimmt werden. Strukturelle Funktionsdefizite, wie etwa eine verminderte Expression oder gar das Fehlen bestimmter Membranrezeptoren können nur indirekt über ein geändertes Aggregationsverhalten analysiert werden (74).

Aktivierte Thrombozyten setzen in vivo wie auch in vitro intrazellulär gespeicherte Substanzen frei. Hierzu zählen unter anderem Beta-Thromboglobulin ((-TG), Plättchenfaktor 4 (PF4), P-Selektin oder TxA2. Die bei der Zellaktivierung freigesetzten plättchenspezifischen Proteine können im Plasma mittels Radio- oder Enzymimmunoassay gemessen werden (115). Die quantitative Bestimmung freigesetzter plättchenspezifischer Proteine erlaubt Aussagen zur Thrombozytenaktivierung im Rahmen bestimmter klinischer Situationen. So werden erhöhte Plasmaspiegel des (-TG und des PF-4 bei Patienten mit akuter Myokardischämie oder Apoplex sowie bei Patienten mit Diabetes mellitus oder peripherer arterieller Verschlusserkrankung beobachtet (73). Auch kann mit diesen Tests das Verhalten der Thrombozyten auf eine in vitro Aktivierung gemessen werden. Die Analyse von (-TG und des PF-4 weist gewisse Limitationen auf. So führt Heparin zur Freisetzung von gespeichertem PF4 aus dem Endothel damit zu erhöhten Plasmaspiegeln. Erhöhte Plasmakonzentrationen von PF4 und (-TG werden auch bei Patienten mit chronischem Nierenversagen gefunden, da beide Substanzen renal eliminiert werden. Auch die Präparationsschritte der Plasmaseparation machen die RIA- bzw. ELISA-Assays von (-TG und PF4 anfällig für eine artifizielle in vitro Aktivierung (138). Die Analyse des freigesetzten TxA2 sowie der Thromboxanmetaboliten kann im Urin oder im Plasma erfolgen. Das über eine Thromboxansynthetase gebildete TxA2 besitzt eine sehr kurze Halbwertszeit und wird zu dem stabileren TxB2 abgebaut. Die Analyse des TxB2 im Plasma oder im Urin dient als Maß der zyklooxygenaseabhängigen Thrombozytenaktivierung. Erhöhte Plasmaspiegel lassen auf eine verstärkte systemische Thrombozytenaktivierung schließen. Keine der genannten Methoden erlaubt jedoch das Ausmaß der Aktivierung einzelner Thrombozyten zu analysieren oder Thrombozyten-subpopulationen zu erfassen.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können verschiedene zelluläre Teilaspekte der Thrombozyten-aktivierung analysiert werden. Zum einen können morphologische Veränderungen der Zelle gemessen werden, wie etwa die Gestaltänderung, die Aktivierung des Zytoskeletts oder die Freisetzung thrombozytärer Mikropartikel. Auch kann die aktivierungsabhängige Änderung der intrazellulären Kalziumkonzentration analysiert werden. Schließlich kann die Expression membranständiger Rezeptoren auf der Zelloberfläche mit Hilfe spezifischer Antiköper quantifiziert werden. Während die Analyse der konstitutiv exprimierten Rezeptorkomplexe GP IIb/IIIa und GP Ib/V/IX vor allem der Identifizierung der Thrombozytenpopulation und dem direkten Nachweis thrombozytärer Rezeptor-defekte (Bernard-Soulier Syndrom, Glanzmann-Thrombasthenie) dient, kann das Ausmaß der Zellaktivierung über die aktivierungsabhängige Expression intrazellulär gespeicherter Rezeptoren (P-Selektin, GP 53, LAMP-1/2) auf der Zelloberfläche analysiert werden. Auch die aktivierungs-abhängige Internalisierung des GP Ib/V/IX, die Rekrutierung von GP IIb/IIIa Rezeptoren sowie die Identifizierung von aktivierten und in ihrer Konformation geänderten GP IIb/IIIa Rezeptoren über spezifische Antikörper (PAC-1 / LIBS) dienen der Charakterisierung der Thrombozytenaktivität. Für die Methodik der durchflusszytometrischen Charakterisierung von Thrombozytenaktivierung und        -funktion wurde 1998 ein Konsensusprotokoll der europäischen Arbeitsgruppe für klinische Zelldiagnostik erstellt (198). Die in dieser Arbeit eingesetzte Methodik der durchflusszytometrischen Thrombozytenfunktionsdiagnostik wurde in Anlehnung an die Leitlinien des Konsensusprotokolls durchgeführt (siehe 4.4 und 4.5).

Thrombozyten sind sehr anfällig für eine artifizielle in vitro Aktivierung. So führen Präparations-schritte wie die Herstellung von PRP, das „Waschen“ von Thrombozyten, eine mehrstündige Lagerung unfixierter Zellsuspensionen oder stärkere Temperaturschwankungen zu einer artifiziellen Zellaktivierung. Neuere Protokolle für die Thrombozytenfunktionsdiagnostik beschränken sich deshalb auf ein Minimum an Präparationsschritten, eine möglichst rasche Probenaufarbeitung und die Fixierung der Probe mit (Para-) Formaldehyd, um das Ausmaß einer artifiziellen Aktivierung in vitro zu minimieren. Auch in der vorliegenden Untersuchung wurde versucht durch eine rasche Probenaufarbeitung mit direkter Fixierung und die Analyse in verdünnter Vollblutsuspension das Ausmaß einer artifiziellen in vitro Aktivierung zu minimieren. Die Fixierung der Blutprobe erfolgte entgegen früheren Messprotokollen nicht direkt nach der Blutentnahme (242), sondern erst nach der Probenaufarbeitung. Dieses Vorgehen wurde gewählt, da eine Stimulation mit ADP und TRAP in fixierten Proben nicht mehr durchführbar ist. Während frühere Protokolle der Thrombozyten-funktionsdiagnostik lediglich die Analyse unstimulierter Thrombozyten beinhalten (147), erlaubt die in vitro Stimulation mit ADP, TRAP oder anderen Agonisten Aussagen über die Funktionsfähigkeit der Zellen zu treffen (138, 148). Diese ist besonders dann erforderlich, wenn die Wirkung bestimmter Pharmaka auf die Thrombozytenfunktion analysiert werden soll. In der vorliegenden Untersuchung wurden die Agonisten ADP und TRAP für eine in vitro Stimulation der Zellen ausgewählt, da sie zentrale Mechanismen der Zellaktivierung vermitteln und Clopidogrel einen ADP-Rezeptor funktionell hemmt. Parallel wurde die Aggregationsfähigkeit der Zellen mit Hilfe der turbidimetrischen Aggregometrie im PRP unter Zugabe der Agonisten ADP und TRAP untersucht. Somit standen zwei unterschiedliche analytische Verfahren für die Charakterisierung der Thrombozytenfunktion zur Verfügung. Insgesamt zeigten beide Methoden gute Übereinstimmungen in der Analyse der Thrombozytenfunktion unter Clopidogrel. So korrelierte etwa das Ausmaß der maximalen Aggregation mit der Expression des aktivierten GP IIb/IIIa Rezeptors und der Fibrinogenbindung in den durchflusszytometrischen Analysen (siehe 5.8).

Ein wesentlicher Nachteil aller Thrombozytenfunktionstests ist die starke Abhängigkeit der Mess-ergebnisse vom Zeitintervall zwischen der Blutentnahme und der Probenaufarbeitung bis hin zur Analyse der Proben. Untersuchungen hierzu zeigten eine deutlich vermehrte Expression von P-Selektin, GP 53 und PAC-1, sofern die Probe nicht direkt bzw. innerhalb von 30 Minuten, sondern erst nach 60 oder 90 Minuten aufgearbeitet wurden. Auch ist die Rezeptorexpression abhängig von der Dauer der Inkubation mit dem Agonisten. Erst die Fixierung mit Formaldehyd erlaubt ein längeres Zeitintervall zwischen der Probenaufarbeitung und der Analyse im Durchflusszytometer, da die Rezeptorexpression nach der Fixierung über mehrere Stunden konstant bleibt. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb ein maximales Zeitintervall von 30 Minuten für den Beginn der Proben-aufarbeitung definiert, und die Zellsuspensionen wurden direkt nach der Aufarbeitung fixiert.

Die Analyse der Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist ein vergleichsweise neues Messverfahren. Die methodischen Ansätze basieren auf dem Prinzip, dass Leukozyten und Thrombozyten im verdünnten Vollblut durch spezifische MoAbs unterschiedlicher Fluoreszenz markiert werden können und durch das Übereinanderlegen der Fluoreszenzsignale in einer Punktwolke spezifische Leukozyten identifiziert werden können, die einen oder mehrere Thrombozyten gebunden haben (129, 189). Auch lassen sich einzelne Leukozytenpopulationen identifizieren und deren Interaktionen mit Thrombozyten charakterisieren (siehe 4.5.7). Die Thrombozytenadhäsion an Leukozyten ist reversibel und die TLA-Bildung im verdünnten Vollblut ist abhängig vom Zeitintervall der Probenaufbereitung sowie der Präparation der Probe. Aus diesem Grund versucht, durch ein Minimum an Präparationsschritten und eng definierte Zeitintervalle das Ausmaß artifizieller TLA-Bildungen in vitro zu minimieren.

1.31 Limitationen der Arbeit

Bei einem Kollektiv von 40 Patienten war die Untersuchung lediglich für eine validierte Analyse laborchemischer Parameter, nicht jedoch für eine klinische Endpunktanalyse ausgelegt. Die dar-gestellten klinischen Ergebnisse (kardiale und nicht-kardiale Ereignisse postinterventionell; Neben-wirkungsspektrum von Clopidogrel) sind daher nur bedingt zu interpretieren. Eine Kontrollgruppe von Patienten, die kein Clopidogrel im Rahmen des Eingriffs erhielten, wurde nicht untersucht. Da in der STARS-Studie unter einer ASS-Monotherapie im Vergleich zur Kombination aus ASS plus Ticlopidin eine deutlich höhere Inzidenz kardialer Ereignisse beobachtet wurde (127), erscheint die Durch-führung einer Koronarintervention und Stentimplantation ohne den Schutz der Thienopyridine nicht mehr vertretbar. Da die Untersuchung nicht doppelblind durchgeführt wurde, kann eine Beeinflussung der Messergebnisse durch die Kenntnis der Medikation und des Messzeitpunktes nicht ausgeschlossen werden. Ein Vergleich der aggregationshemmenden Eigenschaften von Clopidogrel und Ticlopidin im Rahmen von Koronarinterventionen ist in dieser Arbeit nicht dargestellt. Frühere Untersuchungen konnten jedoch zeigen, dass beide Substanzen hinsichtlich ihrer aggregationshemmenden Wirkung vergleichbar sind (22). Auch konnten mehreren Studien zeigen, dass beide Substanzen hinsichtlich der Prävention ischämischer kardialer Ereignisse nach koronarer Stentimplantation vergleichbar sind, während Clopidogrel eine insgesamt bessere Verträglichkeit aufweist.

Die durchflusszytometrischen Analysen thrombozytärer Zellaktivierung und die Aggregations-messungen umfassten mit ADP und TRAP zwei zentrale Agonisten der Zellaktivierung. Eine Analyse der Zellaktivierung und Aggregation unter Stimulation mit anderen Agonisten wie Kollagen oder Epinephrin wäre wünschenswert gewesen, war jedoch aufgrund der Vielzahl der analysierten Parameter und der eng definierten Zeitfenster für die Thrombozytenfunktionsanalytik praktisch nicht umsetzbar. Für die laborchemischen Untersuchungen wurden fünf Messzeitpunkte vor und nach Therapiebeginn definiert. Diese wurden so gewählt, um das Ausmaß der Zellaktivierung und Aggregation zu einem frühen Zeitpunkt nach Therapiebeginn sowie zu einem frühen Zeitpunkt nach der Koronarintervention zu erfassen. Da keine Analysen über den Zeitpunkt 7 Tage nach Therapie-beginn mit Clopidogrel hinaus vorgesehen waren, lassen sich keine Aussagen über die antiaggregatorische Langzeitwirkung und die Wiederherstellung der Thrombozytenfunktion nach Beendigung der Therapie machen. Phase II-Studien konnten jedoch zeigen, dass sich das Ausmaß der Aggregationshemmung unter Clopidogrel nach 7 Tagen nicht mehr signifikant ändert und die Wiederherstellung der Aggregation durch die irreversible Hemmung des ADP-Rezeptors verzögert ist.

Ein zentraler Aspekt der laborchemischen Analysen betraf die Interaktionen zwischen Thrombozyten und Leukozyten unter der antiaggregatorischen Therapie. Es wurde beschrieben, dass die Adhäsion aktivierter Thrombozyten eine Aktivierung von Neutrophilen und Monozyten induziert. Ein direkter Nachweis, dass die verminderte TLA-Bildung auch zu einer verminderten Leukozytenaktivierung beiträgt, konnte in dieser Untersuchung jedoch nicht erbracht werden.

1.32 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass durch Clopidogrel (300mg Aufsättigungs-dosis) bereits nach 6 Stunden ein fast maximales Ausmaß der Hemmung der ADP-induzierten Thrombozytenaktivierung und Aggregation erzielt wird. Das Ausmaß der Hemmung bleibt unter einer Tagesdosis von 75mg erhalten. Da diese Effekte unter einer antiaggregatorischen Therapie mit ASS beobachtet wurden, kann eine synergistische Wirkung der beiden Substanzen angenommen werden. Durch die Kombination aus ASS und Clopidogrel wird eine gewisse Passivierung der Thrombozytenfunktion erreicht ohne eine signifikante Thrombozytenaktivierung nach elektiver Koronarintervention. Es erscheint daher sinnvoll, die Therapie mit Clopidogrel vor einer geplanten Koronarintervention zu beginnen, um das Ausmaß einer postinterventionellen Aktivierung zirkulierender Thrombozyten und einer durch Thrombozytenadhäsion induzierten Leukozyten-aktivierung zu reduzieren. Größere multizentrische Untersuchungen sind jedoch notwendig, um die Sicherheit und die Effektivität einer Therapie mit Clopidogrel vor geplanter Koronarintervention zu untersuchen. Aufgrund des gezeigten raschen Wirkungsbeginns bei Einsatz eines Aufsättigungs-schemas mit einer effektiven Hemmung der Zelldegranulation und Sekretion, der Aggregation und der Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen scheint die Therapie mit Clopidogrel auch eine geeignete Wahl für die Behandlung von Patienten mit dem Bild eines akuten Koronarsyndroms darzustellen.

1.33 Perspektiven

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden Patienten mit bekannter koronarer Herzerkrankung und stabiler Angina pectoris Symptomatik untersucht. Es wäre von großem Interesse zu untersuchen, ob Clopidogrel denselben positiven Einfluss auf Thrombozytenfunktion und Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom hat. Im Rahmen einer solchen Studie könnte auch untersucht werden, welchen Einfluss die unter Clopidogrel beobachtete Hemmung der Adhäsion von Thrombozyten an Leukozyten auf die Zellaktivierung der Leukozyten hat.

Obwohl durch Clopidogrel die ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung und -aggregation im Mittel effektiv gehemmt wird, ist derzeit noch unklar, ob die Hemmung durch Einflussgrößen auf zellulärer Ebene, Medikamenteninteraktionen, bestimmte Laborparameter oder Patientencharakteristika beeinflusst wird. Neben der Untersuchung möglicher Faktoren, die einen Einfluss auf die aggregationshemmende Wirkung von Clopidogrel haben, wäre es wünschenswert zu untersuchen, ob eine verminderte Hemmung der Thrombozytenaktivierung und –aggregation mit einem erhöhten Risiko kardiovaskulärer Ereignisse assoziiert ist.

Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Thrombozytenfunktion und der Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion (TLA) im Rahmen von Koronarinterventionen unter einer Therapie mit dem Thienopyridin Clopidogrel. Untersucht wurden die Expression aktivierungsab-hängiger membranständiger Thrombozytenrezeptoren, die Thrombozytenadhäsion an Leukozyten und die Aggregation bei 40 Patienten mit koronarer Herzerkrankung, die vor geplanter Koronar-intervention mit Clopidogrel (300mg Aufsättigungsdosis, 75mg/d Erhaltungsdosis) behandelt wurden.

Bereits 6 Stunden nach Therapiebeginn war eine signifikante Hemmung der durch Adenosin-diphosphat (ADP) induzierten Expression der Membranrezeptoren P-Selektin und Glykoprotein (GP) 53 zu beobachten, deren Ausmaß unter der Erhaltungsdosis bestehen blieb. Auch die durch das Thrombin Rezeptor aktivierende Peptid (TRAP) induzierte Rezeptorexpression war unter Clopidogrel signifikant vermindert. Daneben wurde eine vermehrte Hemmung der Internalisierung des GP Ib Rezeptors und eine deutliche Hemmung der thrombozytären Fibrinogenbindung beobachtet. Auch wurde die Rekrutierung von GP IIb/IIIa Rezeptoren auf der Zelloberfläche und die Expression aktivierter GP IIb/IIIa Rezeptoren signifikant gehemmt. Neben der verminderten Thrombozyten-rezeptorexpression war die Thrombozytenadhäsion an Neutrophile und an Monozyten unter Clopidogrel deutlich vermindert. Auch hier konnte bereits nach 6 Stunden eine signifikante Hemmung der ADP-induzierten TLA-Bildung verzeichnet werden, die im weiteren Verlauf erhalten blieb. Das Ausmaß der TLA-Bildung vor Therapiebeginn und unter Clopidogrel korrelierte signifikant mit der Expression des thrombozytären P-Selektin. Die Thrombozytenaggregation wurde ebenfalls rasch und signifikant durch Clopidogrel gehemmt. Neben der Hemmung der ADP-induzierten Aggregation war auch die TRAP-induzierte Aggregation leicht vermindert. Unter der Clopidogrel-Therapie wurde postinterventionell kein signifikanter Anstieg der Expression thrombozytärer Membranrezeptoren, der TLA-Bildung oder der Thrombozytenaggregation beobachtet.

Clopidogrel führt als Aufsättigungsdosis zur raschen Hemmung der Thrombozytenfunktion, welche die agonisten-induzierte Expression der intrazellulär gespeicherter Membranrezeptoren P-Selektin und GP 53, die Internalisierung des GP Ib, die Rekrutierung und Expression aktivierter GP IIb/IIIa Rezeptoren sowie die Fibrinogenbindung und die Thrombozytenaggregation beinhaltet. Darüber hinaus wird die Thrombozytenadhäsion an zirkulierende Leukozyten signifikant gehemmt. Das Ausmaß der Funktionshemmung bleibt unter der Erhaltungsdosis bestehen. Durch die Therapie mit Clopidogrel scheint eine Passivierung der Thrombozytenfunktion ohne signifikanten reaktiven Anstieg der Expression membranständiger Rezeptoren oder der Aggregation nach elektiver Koronar-intervention induziert zu werden.
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3. Staatsexamen

Ärztliche Tätigkeit:

08/99 – 01/2001
  Arzt im Praktikum am Zentrum für Innere Medizin (Abteilung für 

Kardiologie) der Universität Essen.

01.02.2001:
 Approbation als Arzt

02 - 04/2001
 Assistenzarzt am Zentrum für Innere Medizin der Universität Essen.

Seit 01.04.2001
 Wissenschaftlicher Mitarbeiter im Institut für Pharmakologie der Universität 

 Essen.
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Modifiziert nach Quinn MJ (185)





Nach Topol, E.J. (241)
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Korrelation zwischen P-Selektin Expression und TLA-Bildung nach ADP- und TRAP-Stimulation. Lineare Regression mit Darstellung der Regressionsgeraden und den 95% Konfidenzintervallen. Korrelationskoeffizient nach Pearson (zwei-seitiges Signifikanzniveau).
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a) Identifizierung der Leukozytenpopulation (Neutrophile, Monozyten und Lymphozyten) aufgrund ihrer Streulicht-eigenschaften.





b) Übereinanderlegen der Fluoreszenzsignale der CD45-positiven Leukozyten und der CD41-positiven Thrombozyten.





c) Unterteilung der Leukozyten durch die unterschiedlich starke Expression des CD45 Epitops in Neutrophile, Mono-zyten und Lymphozyten.
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Expression der thrombozytären Membranrezeptoren P-Selektin (CD 62P), GP 53 (CD 63) und GP Ib (CD 42b) im unstimulierten Vollblut und nach in vitro Stimulation. N = 40, Mittelwert ( SEM. # Antikörperbindungskapazität.
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a) Messung des Fluoreszenzexpression des jeweiligen fluorochrommarkierten (FITC / PE) Antiköpers auf einer Negativkontrolle (0) und den definierten Eichpartikeln (1-4).





b) Erstellung einer Regressionsgeraden zur Kalibration, basierend auf den gemessenen mittleren Fluoreszenzintensitäten der Antikörper und den vom Hersteller bestimmten Bindungskapazitäten für die einzelnen Populationen.





a) Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion im unstimulierten Vollblut


� EMBED PhotoDraw.Document  ���





a) Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion nach in vitro Stimulation
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TLA: Prozentsatz der Adhäsion CD 41-positiver Thrombozyten an CD 45-positive Leukozyten (Neutrophile, Monozyten und Lymphozyten) nach in vitro Stimulation (ADP, TRAP-6). N = 40, Mittelwert ( SEM.
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Vergleich der Expression von P-Selektin und GP 53 nach in vitro Stimulation in Abhängigkeit vom Geschlecht. Darstellung als Mittelwert ( SEM. P<0,05 (ANOVA). # ABC: Antikörperbindungskapazität.
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Expression des GP IIb/IIIa Rezeptorkomplexes (CD 41) und des aktivierungsabhängigen Rezeptorneoepitops PAC-1 im unstimulierten Vollblut und nach in vitro Stimulation. N = 40, Mittelwert ( SEM. # Antikörperbindungskapazität.





�


N = 40. Mittelwert ( SEM, #Antikörperbindungskapazität. Rezeptorexpression vor bzw. zu vier Zeitpunkten nach Therapiebeginn. * p<0,05, ** p<0,01 (ANOVA, Bonferroni Post Hoc Test).
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N =40. Mittelwert ( SEM, #Antikörperbindungskapazität. Rezeptorexpression vor bzw. zu vier Zeitpunkten nach Therapiebeginn. * p<0,05, ** p<0,01 (ANOVA, Bonferroni Post Hoc Test).
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Rezeptorexpression vor bzw. zu vier Zeitpunkten nach Therapiebeginn. * p<0,05, ** p<0,01 (ANOVA, 


Bonferroni Post Hoc Test). Mittelwert ( SEM. N = 40. #Antikörperbindungskapazität.
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Rezeptorexpression vor bzw. zu vier Zeitpunkten nach Therapiebeginn (ANOVA). N= 40. Mittelwert ( SEM, #Antikörperbindungskapazität.
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# Rekrutierung von GP IIb/IIIa Rezeptoren unter in vitro Stimulation vor und zu vier Zeitpunkten


 nach Therapiebeginn. *p<0,05, **p<0,01 (ANOVA, Bonferroni Post-Hoc Test). Mittelwert ( SEM. N = 40.


Berechnung der prozentualen Rekrutierung: (Expression stimuliert / Expression unstimuliert) x 100 –1
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Rezeptorexpression vor und zu vier definierten Zeitpunkten nach Therapiebeginn. *p<0,05, **p<0,01 (ANOVA, Bonferroni Post Hoc Test). Mittelwert ( SEM. N = 40. #Antikörperbindungskapazität.
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#Thrombozyten-Leukozyten Ahdäsion vor und zu vier definierten Zeitpunkten nach Therapiebeginn. 


* p<0,05; ** p<0,01 (ANOVA, Bonferroni Post Hoc Test). Mittelwert ( SEM. N = 40.
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#Thrombozyten-Leukozyten Adhäsion in den einzelnen Leukozytenpopulationen vor und zu vier Zeitpunkten nach Therapiebeginn. * p<0,05; ** p<0,01 (ANOVA, Bonferroni Post Hoc Test). Mittelwert ( SEM. N = 40.





�


Maximale Thrombozytenaggregation (%) im plättchenreichen Plasma (250.000/ µl) nach in vitro Stimulation mit ADP und TRAP-6 unter der Therapie mit Clopidogrel.


Mittelwert ( SEM. N= 40. * p<0,05; ** p<0,01 (ANOVA, Bonferroni Post-Hoc Test).
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Maximaler Gradient der Thrombozytenaggregation nach in vitro Stimulation mit ADP und TRAP-6 unter der Clopidogrel. Mittelwert ( SEM. * p<0,05; ** p<0,01 (ANOVA).
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Spontane Desaggregation nach in vitro Stimulation mit ADP und TRAP-6 unter Clopidogrel. * p<0,05 (Chi Qudrat Test).
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Identifizierung der Thrombozytenpopulation (Leukozyten) aufgrund ihrer Streulichteigenschaften.


Bestätigung durch die Expression des konstitutiven Thrombozytenrezeptors GP Ib (CD 42b) durch den PE-markierten MoAb SZ2.


Expression von P-Selektin (CD 62P) in der Thrombozytenpopulation [Schnittmenge aus a) und b)] mittels des FITC-markierten MoAbs CLB / Tromb6.
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Thrombozytären Fibrinogenbindung vor und zu den definierten Zeitpunkten nach Therapiebeginn. Mittelwert ( SEM. N = 40. # MFI: mittlere Fluoreszenzintensität der gebundenen Antikörper. ** p<0,01 (ANOVA, Bonferroni).
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Korrelation zwischen der Hemmung der P-Selektin Expression und TLA-Expression unter Clopidogrel. Lineare Regression mit Darstellung der linearen Regressionsgeraden und den 95% Konfidenzintervallen. Korrelationskoeffizient nach Pearson (zweiseitiges Signifikanzniveau).
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Expression von P-Selektin, GP 53, PAC-1 und TLA-Bildung bei den Patienten, die 24-72 Std. nach Therapiebeginn interveniert wurden. Darstellung als Mittelwert ( SEM. N = 21.
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Modifiziert nach Colman, R.W., et al. (43).





Abkürzungen: AA: Arachidonsäure, AC: Adenylatzyklase, ADP: Adenosindiphosphat, cAMP: zyklisches Adenosin-monophoshat, ATP: Adenosintriphosphat, (TG: Beta-Thromboglobulin, COX: Zyklooxygenase, DAG: Diazylglyzerid, DTS: dichtes tubuläres System, GP: Glykoprotein, IP3: Inositol-1,4,5-triphosphat, PAF: Plättchenaktivierender Faktor, PDGF: Platelet-Derived Growth Factor, PDE: Phosphodiesterase, PG: Prostaglandin, PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat, PKC: Protein-kinase C, PLA / PLC: Phospholipase A/C, TK: Thrombokinase, TSP: Thrombospondin, TS: Thromboxansythase, TXA: Thromboxan A, vWF: von Willebrand Faktor.
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Maximale Aggregation: Differenz der Transmission zwischen der Nulllinie und der maximal erreichten Extinktions-abnahme nach Zugabe des Agonisten (in Prozent angegeben).


Aggregationsgradient: Winkel ( zwischen der Nulllinie und Tangente am Wendepunkt der Aggregationskurve.
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