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1) Einleitung

1) Koronare Herzkrankheit

a) Epidemiologie der koronaren Herzkrankheit

Uber 30% der jahrlich weltweit etwa 50 Millionen Todesfalle werden durch
Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems verursacht.' Am haufigsten sind diese meist
chronisch verlaufenden Krankheiten in Industrienationen. Dort stellen Herzkrankheiten,
die man nach ihrer Entstehung in rheumatisch, hypertensiv, ischdmisch und entziindlich
unterteilen kann, die filhrende Todesursache dar.? Einen besonderen Stellenwert unter
diesen Entitaten hat die ischdmische oder auch so genannte koronare Herzkrankheit
(KHK). Sie war bereits 1990 die haufigste Todesursache in den entwickelten Landern*
und ist es bis heute: Durch chronische und akute Manifestationen der KHK wurden zum
Beispiel in Deutschland im Jahr 2006 mehr als 16% aller Todesfalle verursacht.®> Man
nimmt an, dass die Haufigkeit dieses Krankheitshildes sogar noch weiter zunehmen
wird. Denn Ursache dieser akuten oder chronischen Minderversorgung des
Herzmuskelgewebes sind atherosklerotische Veradnderungen der Herzkranzgefalie. Und
die wichtigsten Risikofaktoren, die in einem direkt oder indirekt kausalen
Zusammenhang mit deren Genese stehen, sind hohes Alter, Nikotinabusus,
Bluthochdruck, erhdhte Blutzucker- und Blutfettwerte, Fettleibigkeit und korperliche
Inaktivitat.* Bei steigender Lebenserwartung, zunehmender Haufigkeit von
Fettleibigkeit, Bluthochdruck und Diabetes in den Industrienationen, aber auch in
Entwicklungslandern, wird die koronare Herzkrankheit im Jahr 2020 die fiihrende
Todesursache weltweit sein."%*

b) Klinik der koronaren Herzkrankheit

Die der KHK zu Grunde liegende Atherosklerose ist in erster Linie eine chronische
Erkrankung der GefaRe, die im Verlauf von Jahrzehnten langsam fortschreitet und fir
den betroffenen Patienten lange Zeit keine akute Bedrohung darstellt. Mit zunehmender
Progredienz steigt aber das Risiko fir chronische Begleiterkrankungen und akute,
lebensbedrohliche Komplikationen. Bei letzteren handelt es sich im Falle der KHK vor
allem um plétzliche Verschlisse von Koronararterien durch Thromben. Im gunstigsten
Fall &uRert sich die resultierende akute Minderversorgung des Herzens (akutes
Koronarsyndrom, ACS) nur in Form von Muskelschmerzen, der so genannten

Brustenge oder Angina pectoris. Der Sauerstoffmangel kann jedoch so ausgepragt sein,



dass das betroffene Herzmuskelgewebe abstirbt und einen Herzinfarkt oder sogar den
plétzlichen Herztod zur Folge hat.”> Bei der chronischen Form der KHK bewirkt die
langsame GrolRenzunahme von meist komplizierten Plaques eine progrediente Abnahme
des Blutflusses durch die betroffenen HerzkranzgefdBe. Ab einer 80-90%igen
Lumeneinengung ist die Versorgung des Herzmuskels in der Regel so stark
beeintrachtigt, dass hypoxisch bedingte pectangindse Beschwerden auftreten.
Typischerweise manifestieren sie sich zundchst unter Belastung, wenn der
Sauerstoffbedarf des Herzmuskels besonders hoch und die Diastole, in der das Blut
durch die Koronarien flieR3t, kurz ist. Okklusive Thromben mit der Klinik eines akuten
Koronarsyndroms bilden sich auf den stenotischen Léasionen vergleichsweise selten.®
Wird die zugrunde liegende GefélRenge aber nicht rechtzeitig therapiert, droht eine
irreversible Schadigung des chronisch minderversorgten Herzmuskelgewebes. Diese
kann eine Herzinsuffizienz und gefahrliche Herzrhythmusstérungen zur Folge haben.

c) Pathogenese der koronaren Herzkrankheit

Bei der Erforschung der wesentlichen pathogenetischen Mechanismen, die zu den
verschiedenen Manifestationsformen der KHK flihren, hat man in den letzten Jahren
enorme Fortschritte gemacht. Die Ergebnisse wurden in einem komplexen Modell
zusammengefasst. Demnach geht man heute davon aus, dass ein zentrales Merkmal der
Krankheit die Interaktion und gegenseitige Verstarkung von Entziundungsreaktion und
Thrombosierung ist.”® Da GefaBwandveranderungen und akute Verschliisse somit in
ihrer Entstehung eng miteinander verflochten sind, werden Atherosklerose und
Thrombose im Folgenden unter dem Begriff der Atherothrombose zusammengefasst.
Nach bisherigen Erkenntnissen handelt es sich bei ihr um eine systemische Krankheit,
die primér die innerste Wandschicht, die so genannte Intima, der groRen und

mittelgroBen Arterien betrifft,'%!!

und sich typischerweise tber mehrere Jahrzehnte
entwickelt.> Ausgangspunkt ist wahrscheinlich ein funktioneller oder struktureller
Schaden der innersten Zellschicht der GeféRe, dem Endothel. Dieser kann zum Beispiel
durch erhohten Blutdruck, hohe Blutzucker- und Blutfettwerte, freie Radikale, wie sie
beim Zigarettenrauchen entstehen, oder bestimmte Erreger verursacht werden. In der
Regel ist aber eine Kombination dieser und anderer Faktoren fiir die endotheliale
Dyfunktion verantwortlich.** Da das Endothel ein multifunktionelles Organ ist, das

viele komplexe Vorgange reguliert, manifestiert sich seine Stérung auf mehreren



Ebenen: Die Anheftung von weil3en Blutkdrperchen (Leukozyten) und Blutplattchen
(Thrombozyten) an die Gefdlwande wird erleichtert, und die neuen
Oberflacheneigenschaften fordern nun die Gerinnung, anstatt sie zu hemmen.
Aulerdem werden verschiedenste Botenstoffe freigesetzt, die unter anderem
Entziindungszellen wie Monozyten und Lymphozyten anlocken.’* Eine der
pathogenetisch wichtigsten Verdnderungen ist aber, dass die Durchgéngigkeit des
Endothels fiir verschiedenste Substanzen steigt. Dies fihrt dazu, dass sich im Blut
zirkulierende Lipoproteine wie das cholesterinreiche Low Density Lipoprotein (LDL) in
die Intima einlagern konnen.® Besteht gleichzeitig ein Mangel an High Density
Lipoprotein (HDL), das die Fahigkeit besitzt, Cholesterin von LDL zu tbernehmen und
ins Blut zuriickzufthren, reichern sich die Fette in der Gefalwand an. Dort kdnnen sie
durch Enzyme oder reaktive Sauerstoffspezies modifiziert werden. Die so entstandenen
biologisch aktiven Fette induzieren eine Entziindungsreaktion und wirken somit
proinflammatorisch. In Folge dessen wandern Monozyten in die Gefawand ein, wo sie
sich zu Fresszellen (Makrophagen) differenzieren und modifiziertes LDL aufnehmen.
Nach ihrem histologischen Erscheinungsbild, das aus den multiplen intrazelluléaren
Fetttropfchen resultiert, werden diese auch als Schaumzellen bezeichnet. Sie setzen
Botenstoffe wie Zytokine und Wachstumsfaktoren frei, die eine Aufrechterhaltung der
Entzundungsreaktion mit Anlockung weiterer Entzindungszellen, Teilung glatter
Muskelzellen, Produktion extrazellularer Matrix und zunehmender Degeneration des
urspriinglichen intimalen Gewebes bewirken.> Pathologisches Korrelat dieser VVorgange
sind mit dem Lebensalter fortschreitende Veradnderungen der GefaBwénde. So entstehen
schon in jungen Jahren Vorlauferldsionen, die im Wesentlichen aus Ansammlungen von
Schaumzellen, extrazelluldren Fetttropfchen und glatten Muskelzellen bestehen.'* Diese
verursachen zwar noch keine Symptome oder Komplikationen, kénnen sich aber bei
anhaltender Entzlindungsreaktion zu fortgeschrittenen Lé&sionen weiterentwickeln.
Durch quantitative Zunahme und Konfluens der extrazelluldren Lipidtrépfchen
entstehen atherosklerotische Plagues mit einem zentralen Lipidkern. Dieser verandert
und verdrangt das urspringliche Gewebe der Intima. AulRerdem induziert er die Bildung
von faserreichem Bindegewebe, das schlieBlich den Lipidkern in Form einer fibrosen
Kappe bedeckt. Aus dem urspriinglichen Atherom ist ein so genanntes Fibroatherom

geworden. Bei diesen beiden Formen des fibrosen Plaques handelt es sich um



unkomplizierte Lasionen, die in der Regel erst klinisch relevant werden, wenn Material
tieferer Schichten an die Oberflache gelangt. Ausloser der Freilegung ist die UberméRige
mechanische Beanspruchung eines instabilen Plaques. Dessen Vulnerabilitat wird von
verschiedenen Faktoren beeinflusst. So spielen Zusammensetzung und Morphologie der
Lasion eine entscheidende Rolle.® Und auch die Aktivitat der lokalen und systemischen
Entziindungsprozesse ist wichtig.**°*® Vor allem das Vorkommen von Makrophagen im
Plaque ist prognostisch bedeutsam,'” denn sie setzen Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
frei, die eine enzymatische Degeneration des stabilisierenden Bindegewebes

bewirken.58

2) Thrombozyten

a) Thrombozyten in Entstehung und Progression atherosklerotischer L&sionen

Diese Progression fibroser Plaques zu komplizierten L&sionen unterscheidet sich von
den bisherigen Vorgingen grundlegend: Durch die Freilegung subendothelialer
Strukturen kommt es zur Aktivierung von Thrombozyten, die wandstdndige Thromben
bilden.’® Das AusmaR der thrombotischen Antwort und der resultierenden Obstruktion
hangt von Art und Menge des freigesetzten thrombogenen Materials, dem Grad einer
eventuell préexistenten Stenose und der systemischen Thromboseneigung ab. So wird
sich zum Beispiel bei Rauchern, in deren Plasma Fibrinogen in besonders hohen
Konzentrationen vorkommt, schneller ein thrombozytares Aggregat bilden, als bei
Nichtrauchern. Handelt es sich nur um einen kleinen Endotheldefekt, ist der
thrombogene Stimulus in der Regel nur gering. Bei einer vollstandigen Plaqueruptur
dahingegen kommt es zur Freisetzung von Kollagen und Gewebsfaktor.? Diese kénnen
die Bildung eines groRen Thrombus induzieren, der den Blutstrom massiv behindert und
meist mit akuten pectangintsen Beschwerden einhergeht. In bereits stenotischen
Gefélien reicht in der Regel schon ein kleiner Thrombus aus, um ein Gefal3 vollstandig
zu verschlieBen.?! Fir das betroffene Gebiet hat das aber haufig keine klinische
Relevanz, da sich durch die schon bestehende chronische Minderversorgung bereits

° so dass nur etwa ein Drittel aller akuten

Kollateralkreislaufe ausbilden konnten,*
Koronarsyndrome durch Ruptur stenosierender Plaques entstehen.?? Kleine Thromben
in GefaRen ohne préexistente Stenosen werden in der Regel keine akute Symptomatik

zur Folge haben. Allerdings wird durch sie die GefaBwand weiter geschadigt und



deformiert. So kommt es durch wiederholte thrombogene Stimuli zu einem
episodischen Wachstum des Thrombus, der intermittierend zwar wieder abgebaut
werden kann, allerdings das GefaRlumen auch progredient verschlieRt.® Blutplattchen
spielen also eine wesentliche Rolle bei der Progression fortgeschrittener Lasionen zu
komplizierten Plaques. Ihre Aktivierung durch eine Storung der endothelialen Barriere
ist einfach zu erklaren. Denn die wichtigste Aufgabe der kernlosen Zellfragmente ist die
primare Hamostase, also die schnelle Blutstillung bei Verletzung von BlutgefaRen.?
Dazu missen sie in der Lage sein entsprechende Defekte in der Gefalwand zu
detektieren. Neuere Erkenntnisse zeigen aber, dass Blutplattchen schon bei der

d.2% Bereits eine

Entstehung atherosklerotischer Vorlauferlasionen beteiligt sin
funktionelle Stérung des Endothels flhrt zur vermehrten Ausschittung von Zytokinen
und Expression von Adhésionsmolekilen. Zirkulierende Blutplattchen kénnen sich so
zum Beispiel durch Bindung ihres oberflachlichen Glykoproteins GPIb an endotheliales
P-Selektin (CD62P) oder von-Willebrand-Faktor locker an die GefaBwand anlagern.?>°
Die folgende feste Adhasion der Thrombozyten geht mit ihrer Aktivierung einher. Es
kommt zur Degranulation mit Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und
Chemokine.?”  AuRerdem exprimieren sie Adhésionsmolekille wie CD62P und
CD40Ligand auf ihrer Oberflache.®® CD40Ligand spielt eine entscheidende Rolle bei
der Stabilisierung arterieller Thromben®® und 16st wie das Zytokin Interleukin-1B eine
Entziindungsreaktion der Endothelzellen aus.***! P-Selektin interagiert unter anderem
mit dem leukozytaren Rezeptor GPIlb, wodurch es zur Bildung von Leukozyten-
Thrombozyten-Aggregaten kommt.*? Die Leukozyten kénnen sich dann durch Bindung
endothelialer Adhésionsmolekiile fest an die GefaBwand anlagern.*® Letztendlich
schiitten sowohl das aktivierte Endothel, als auch die so aktivierten weil3en
Blutkorperchen proinflammatorische Zytokine aus. Sie bewirken die Rekrutierung von
Monozyten, die in die Intima einwandern.* Insgesamt induzieren aktivierte
Blutplattchen also eine Entzlindungsreaktion, in deren Folge es zu Initiation und
Progression atherosklerotischer Lasionen kommt. Es scheint sogar so zu sein, dass die
Adhésion aktivierter Thrombozyten an die Gefalwand fiir die nachfolgende
Rekrutierung weifer Blutkdrperchen obligatorisch ist.”®> AuRerdem ist die Inflammation
ein wichtiger Faktor bei der Plaqueruptur, die wiederum die Aktivierung von

Blutplattchen bewirkt.



b) Physiologie der Thrombozytenaktivierung

Thrombozyten kodnnen durch verschiedenste Mechanismen aktiviert werden. Die
physiologische Aktivierung im Rahmen der primdren Hamostase wird durch
GefaBverletzungen mit Zerstérung von Endothel und Freilegung tieferer GefaRschichten
ausgeldst. Nach einer ersten reversiblen Interaktion adherieren die Blutplattchen fest an
die GefaBwand. Dies geschieht durch Bindung von subendothelialen Proteinen wie
Kollagen und von-Willebrand-Faktor an die thrombozytaren Glykoproteine GPVI und
GPIb. Durch diese Ligand-Rezeptor-Interaktion wird eine Kaskade von Reaktionen in
Gang gesetzt, die letztendlich eine Aktivierung der Plattchen induziert. Sie verdndern
durch die Ausbildung von Pseudopodien ihre Form so, dass eine effektivere Abdichtung
der GefaBwand maglich ist. AuBerdem synthetisieren die aktivierten Thrombozyten aus
Arachidonsédure Thromboxan A, (TxA;) und es kommt zur Entleerung sekretorischer
Granula, wodurch groe Mengen an ADP, ATP, Serotonin und Calcium freigesetzt
werden. Diese Stoffe verstarken wie TxA; die Thrombozytenaktivierung und bewirken
eine Rekrutierung grofRer Mengen bisher noch ruhender Plattchen, welche sich in der
Phase der priméren Aggregation zunachst locker miteinander verbinden. Dabei spielt
das membranstandige Glykoprotein GPIIb/Illa eine entscheidende Rolle. Es hat im
Rahmen der Thrombozytenaktivierung seine Konformation so geédndert, dass es freies
Fibrinogen binden kann. Dies ermoglicht die Vernetzung der Plattchen zu einem
Thrombus, der im Folgenden durch die Umwandlung der Fibrinogenbriicken zu Fibrin
im Rahmen der sekundaren Hamostase stabilisiert wird.?

¢) Hemmung der Thrombozytenaktivierung

Betrachtet man die wichtige Rolle, die Platichen bei der Entstehung der
Atherothrombose spielen, ist es nicht verwunderlich, dass die effektive Hemmung der
Thrombozytenaktivitat ein wesentlicher Bestandteil der Behandlung der akuten und
chronischen KHK ist.*® Basierend auf den komplexen Aktivierungsvorgangen kann man
sich prinzipiell verschiedenste Ansatzpunkte fir plattchenhemmende Substanzen
vorstellen. Dazu gehdren Eingriffe in den Arachidonsauremetabolismus, Erhohung der
thrombozytaren cAMP-Konzentration und Blockade von Rezeptoren, die bei Interaktion
mit ihren Liganden eine Adhé&sion, Aggregation oder Aktivierung der Thrombozyten
bewirken. Da verschiedene Aktivierungsmechanismen in gleichen Signalwegen

zusammenlaufen, also eine gewisse Redundanz besteht, ist es aber schwierig die



Aktivierung durch eine Substanz vollstandig zu unterdriicken. Das bekannteste
plattchenhemmende Medikament ist Acetylsalicylsdure (ASS), dessen inhibitorische
Wirkung auf Thrombozyten bereits vor tiber 40 Jahren beschrieben wurde.* Durch die
irreversible Hemmung der Zyklooxygenase 1 (COX-1) wird die Synthese von TxA, aus
Arachidonsaure verhindert.®” Leider ist ASS mit einigen negativen Eigenschaften
behaftet, zu denen ein unglinstiges Nebenwirkungsprofil gehort. Dieses resultiert aus
der unspezifischen Hemmung der Zyklooxygenase 2 (COX-2), die im Kdrper ubiquitér
vorkommt und einige wichtige Funktionen hat.®® So ist zum Beispiel die endotheliale
Synthese des vasoprotektiv wirkenden Prostaglandins PGI, hauptsachlich von COX-2
abhangig.*® Die wesentlich bessere Wahl ware ein effektives und spezifisch auf
Thrombozyten wirkendes Medikament. Als Ansatzpunkt fr dieses bietet sich der oben
schon erwéhnte Fibrinogenrezeptor GPIIb/Illa an. Denn bei dessen Blockade kann der
zentrale Schritt der Aggregation, die Vernetzung der Thrombozyten tiber Fibrinogen zu
einem Thrombus, nicht stattfinden. Parenteral verfligbare GPIIb/Ill1a-Antagonisten wie
Abciximab, Eptifibatide und Tirofiban werden in der Klinik erfolgreich bei akuten
Koronarsyndromen eingesetzt. Die Bioverfiigbarkeit von oral applizierbaren
GPIIb/I11a-Antagonisten ist jedoch fur eine wirksame Sekundérprévention ischamischer

Ereignisse nicht ausreichend.**

3) Clopidogrel
a) Wirkung von Clopidogrel

Anfang der 1970er Jahre stiel man zuféllig auf die Losung des Problems. Auf der
Suche nach einem neuen entziindungshemmenden Medikament entwickelte man das
Thienopyridin Ticlopidin. Seine antiinflammatorische Wirkung konnte zwar nicht
Uberzeugen, dafiir fand man aber schnell heraus, dass die neue Substanz die Aktivierung
von Thrombozyten effektiv reduziert.”® Die Einnahme von Ticlopidin fiihrte zu einer
Verlangerung der Blutungszeit und zu einer verzégerten Stabilisierung von Thromben.*®
Aufgrund des relativ unglnstigen Nebenwirkungsprofils von Ticlopidin, entwickelte
man das besser vertragliche und ebenso gut wirksame Thienopyridin Clopidogrel. Als
Angriffspunkt beider Medikamente identifizierte man 2001 den ADP-Rezeptor P2Y 1.4/



Bei diesem handelt es sich um einen von zwei G-Protein-gekoppelten P2Y Rezeptoren,
die fiir die Effekte von ADP auf Thrombozyten verantwortlich sind.*® (s. Abb. 1)

P2, P2Y,, R IPR

Initiation Verstarkung Inhibition

Plattchenaggregation
Sekretion

Abbildung 1: Wirkung von ADP auf seine Rezeptoren P2Y,; und P2Y,

P2Y, spielt eine Schlisselrolle bei den ersten Schritten der Thrombusbildung. Durch die G- und
Phospholipase C-vermittelte Freisetzung von Calcium aus den inneren Speicherorganen der
Thrombozyten, kommt es zu deren Aktivierung und Formverédnderung mit der Ausbildung von
Pseudopodien.‘“’;50 Die Effekte von P2Y, werden (iber das G-Protein G; vermittelt. Dessen a-Untereinheit
inhibiert die Adenylatzyklase, die fur den Umbau von ATP zu cAMP verantwortlich ist, so dass die
cAMP-Konzentration abnimmt.>**? Dies beeinflusst eine Vielzahl anderer Reaktionen, wie zum Beispiel
die cAMP-abhéngige Phosphorylierung von VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein), die invers
mit der Bindung von Fibrinogen an GPIlIb/Illa korreliert.® Letztendlich werden die Effekte aller
bekannten Plattchenagonisten (Kollagen, Thrombin, TxA,, Adrenalin, Serotonin, etc.), verstarkt. Damit
ist P2Y 1, fur die Aufrechterhaltung der Plattchenaggregation und somit Wachstum und Stabilisierung von
Thromben entscheidend.>

Die Thienopyridine Ticlopidin und Clopidogrel hemmen den P2Y, Rezeptor selektiv
und irreversibel, so dass eine Verstarkung der Plattchenagonisten ausbleibt. Das hat
indirekt zur Folge, dass auch die Konformationséanderung von GPIIb/Illa, die erst die
Bindung von freiem Fibrinogen ermoglicht, verhindert wird.

b) Anwendung von Clopidogrel

In vielen groRBen Studien wurde die gute Wirksamkeit und Vertraglichkeit von
Clopidogrel belegt.*** Die CAPRIE-Studie (clopidogrel versus aspirin in patients at

risk of ischaemic events) zeigte bereits 1996 die Uberlegenheit von Clopidogrel



gegenliber Aspirin bei der Sekundarprévention ischdmischer Ereignisse. Bei 19185
Patienten mit frischen arteriellen Verschlussen (Herzinfarkt, Hirninfarkt) oder einer
klinisch manifesten peripheren arteriellen Verschlusskrankheit konnte das Risiko
innerhalb eines Jahres einen Herzinfarkt oder Schlaganfall zu erleiden oder aufgrund
einer kardiovaskularen Komplikation zu versterben durch eine Tagesdosis von 75 mg
Clopidogrel von 5,83% auf 5,32% gesenkt werden. Das entspricht einer relativen
Risikoreduktion (RRR) von 8,7% und ist ein beachtlicher Erfolg, wenn man bedenkt,
dass die Patienten der Kontrollgruppe ASS 325 mg taglich bekamen, flr das allein eine
RRR von etwa 25% gezeigt wurde. In Hochrisiko-Subpopulationen (Patienten mit
Diabetes mellitus®®, Zustand nach Revaskularisierung®’ und Zustand nach ischamischen
Ereignissen®®) war der Benefit noch gréRer. AuBerdem war das Risiko einer
gastrointestinalen Blutung unter Clopidogrel signifikant geringer als unter ASS. Die
Raten anderer relevanter hdufiger Nebenwirkungen zeigten Kkeine bedeutenden
Unterschiede.™ Daraufhin wurde Clopidogrel 1997 fiir die sekundare Préavention
ischamischer Ereignisse zugelassen.”® 2001 wurden dann die Ergebnisse der CURE-
Studie (clopidogrel in unstable angina to prevent recurrent ischemic events)
verOffentlicht.  Studienteilnehmer waren 12562 Patienten mit einem akuten
Koronarsyndrom ohne ST-Hebungen im EKG. Es zeigte sich, dass sie unter einer
Standardmedikation mit ASS von der zusatzlichen Gabe von Clopidogrel profitierten.
Das Risiko eines kardiovaskuldr bedingten Todes, Herzinfarkts oder Schlaganfalls
konnte durch das Thienopyridin von 11,4% auf 9,3% gesenkt werden (RRR = 18,4%).%°
Damit wurde die Rolle von Clopidogrel als neues hocheffektiv plattchenhemmendes
Medikament zur Behandlung der Atherothrombose bestatigt. Es folgten weitere grof3e
Studien, die die gute Wirksamkeit von Clopidogrel vor allem in bestimmten
Patientenkollektiven untermauerten.®®* Bei solch fundierten Daten ist es nicht
verwunderlich, dass es sich bei Clopidogrel inzwischen um ein Standardmedikament
handelt, das in vielen Behandlungsleitlinien zu finden ist.**® Als Standard gilt in den
Leitlinien jeweils eine Tagesdosis (Maintenance Dose, MD) von 75 mg nach einer
einmaligen Startdosis (Loading Dose, LD) von 300-600 mg. Die Dosierung ist so
gewdhlt, dass bei gesunden Probanden eine etwa 50%ige Plattchenhemmung erreicht
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¢) Individuelle Unterschiede in der Wirksamkeit von Clopidogrel

Leider gibt es aber eine betrachtliche Anzahl von Patienten mit ischdmischen
Ereignissen trotz Behandlung mit ASS und Clopidogrel. 8,5% der Patienten unter einer
solchen dualen Antiplattchentherapie erleiden innerhalb eines Jahres ein ischamisches
Ereignis in Form von Herzinfarkt, Schlaganfall oder Tod. Insgesamt ist iber diesen
Zeitraum bei mehr als 20% der Patienten eine Revaskularisierung erforderlich.®* 2002
zeigte eine erste Studie den moéglichen Grund hierflr: Nicht alle Patienten sprechen
gleich gut auf Clopidogrel an.%® Es folgten zahlreiche Versffentlichungen, die diese
individuellen Unterschiede in der Wirksamkeit des Plattchenhemmers bestatigten.®® Das
Phanomen, dass Patienten unter Clopidogrel in Standarddosierung im Vergleich zum
unbehandelten Zustand nur geringe Unterschiede in der ADP-induzierten
Plattchenaktivierung zeigen, wurde mit Clopidogrel-Resistenz oder -Nonresponsiveness
bezeichnet. Als Ursache einer solch insuffizienten Thrombozytenhemmung werden
verschiedenste Mechanismen diskutiert. So kénnte etwa die mangelhafte hepatische
Metabolisierung des Medikaments fiir eine schwéchere Wirkung verantwortlich sein.
Denn normalerweise wird ein Teil der wirkungslosen Vorlaufersubstanz Clopidogrel in
der Leber durch das Cytochrom P450 abhangige Enzym CYP3A4 zum aktiven
Thiolderivat umgebaut.”"? Die individuell unterschiedliche Aktivitit von CYP3A4
korreliert in Studien mit dem Ansprechen auf Clopidogrel.>*" Es kommt aber auch ein
Polymorphismus von P2Yi, in Frage. Fontana et al konnten zeigen, dass einer der
Haplotypen des Rezeptors mit einer Uberdurchschnittlich starken ADP-induzierten
Thrombozytenaktivierung assoziiert ist.”* Ebenso kénnte eine verminderte intestinale
Absorption ursachlich sein.”> Es kommen also verschiedenste Griinde fiir ein
vermindertes Ansprechen auf Clopidogrel in Frage. Bei vielen Patienten kann jedoch
durch Steigerung der Dosis eine bessere Wirkung erreicht werden. In diesen Féllen ist
der Begriff Clopidogrel-Resistenz nicht angebracht, weshalb man in letzter Zeit eher zu
den Begriffen des Nonresponders bzw. des Lowresponders tendiert. Diese scheinen
hohere Dosen zu bendtigen, um den antithrombozytaren Effekt eines Responders zu
erreichen.”®®° Da eine Dosissteigerung aber Gefahren wie Neutropenie und eine erhohte
Blutungsneigung® mit sich bringt, sollte sie nur bei entsprechender Notwendigkeit
erfolgen. Voraussetzung flr eine individuelle Dosisanpassung ist die quantitative

Messung der Thrombozytenhemmung durch Clopidogrel.
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4) Messung der Wirksamkeit von Clopidogrel
a) Aggregometrische Verfahren

Anfang des 20. Jahrhunderts wurde in Frankreich mit der Blutungszeit das erste
Verfahren zur Beurteilung der Plattchenfunktion entwickelt. Die Zeit bis zum
Blutungsstillstand einer standardisierten Wunde am Patienten ist von der Aggregabilitat
der Plattchen abh&ngig. Der Test ist physiologisch zwar relevant, hat jedoch viele
Nachteile wie die fehlende Spezifitét, eine hohe Variabilitat abhédngig vom Untersucher
und die Entstehung von Narben,® so dass die klinische Messung der Blutungszeit nicht
mehr empfohlen wird.** Eine spezifischere Bestimmung der Aggregation ist mit in-
vitro-Verfahren wie der konventionellen turbimetrischen Plattchenaggregometrie in
plattchenreichem Plasma (PRP) und der Impedanzaggregometrie maoglich. Letztere
Methode hat den Vorteil, dass mit Vollblut gearbeitet werden kann, wodurch der
arbeits- und zeitintensive Arbeitsschritt der PRP-Herstellung entfallt. Durch eine
verdiinnte, antikoagulierte Vollblutprobe wird mit Hilfe von zwei Platinelektroden
Strom geleitet. Dies fuhrt zu einer Adhésion von Blutpléttchen an die Elektroden. Wird
ein Plattchenagonist hinzu gegeben, kommt es zur Anlagerung von Thrombozyten an
die auf der Elektrode adhdrenten Plattchen. Der folgende Anstieg des elektrischen
Widerstandes, der von dem Gerét aufgezeichnet wird, verhalt sich proportional zur
Thrombozytenaggregation.*® Die konventionelle Plattchenaggregometrie beruht auf
dem Prinzip, dass die optische Dichte einer Partikelsuspension abhéngig von der
Partikelanzahl und nicht ihrer GroRe ist. Nach Zusatz von Plattchenagonisten zu PRP
setzt die Aggregation der Plattchen ein. Es kommt zum Auftreten groRer
Plattchenaggregate und einer Zunahme der Lichttransmission bei abnehmender
optischer Dichte. Die Lichttransmission wird fortlaufend photometrisch registriert und
in Kurvenform kontinuierlich aufgezeichnet. Aus ihren Anderungen leiten sich die
MaRe fir die Aggregabilitat der Thrombozyten ab. So kann mit aggregometrischen
Verfahren die wichtigste Funktion von Thrombozyten beurteilt werden. Nachteil beider
Methoden ist, dass der Plattchenagonist ADP die Aggregation auch Uber den P2Y ;-
Rezeptor beeinflusst, so dass die Verfahren nicht spezifisch fir den P2Y,-Rezeptor
sind.®® Zusatzlich bewirken hohe interindividuelle Unterschiede in der Aggregation
im unbehandelten Zustand, dass die Methoden nur aussagekréftig sind, wenn die

Aggregation vor und nach Behandlung mit Clopidogrel gemessen wird.!” Ist zum
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Beispiel bei einem Patienten die Aggregation bereits vor der Einnahme von Clopidogrel
relativ gering, so kann nach der Einnahme die erreichte Hemmung leicht tberschéatzt
werden. Die konventionelle Plattchenaggregometrie hat auBerdem den Nachteil, dass
das Vollblut innerhalb von zwei Stunden zu PRP weiterverarbeitet werden muss,
woraus ein hoher Zeit- und Personalaufwand resultiert.?? Im Gegensatz zur
Impedanzaggregometrie ist sie aber spezifischer fir die Thrombozytenaktivitat, da es
nicht die Mdglichkeit gibt, dass andere Zellen die Aggregation beeinflussen.

b) Durchflusszytometrische Verfahren

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse von Einzelzellen, die bei konstantem
Fluss durch einen Laserstrahl detektiert werden. Durch spezifische Photodioden kénnen
Streulicht und Fluoreszenzintensitat registriert werden. So kdnnen die Zellen anhand
dem der ZellgroRe entsprechenden Vorwartsstreulicht (forward scatter), dem der
Granularitdt entsprechenden Seitwartsstreulicht (side scatter) und der mittleren
Immunfluoreszenz charakterisiert werden. Letztere entspricht der Menge an
gebundenen fluoreszierenden Antikorpern. So lasst sich mit Hilfe von spezifisch
bindenden Antikérpern eine Aussage Uber das Expressionsmuster intra- und
extrazellularer Molekile der Thrombozyten treffen. Da sich dieses bei Aktivierung
andert,?® kann so die Plattchenaktivitat auf molekularer Ebene beurteilt werden. Am
weitesten verbreitet ist die Bestimmung des Oberflachenmarkers CD62P, der Teil der
Membran der a-Granula ist und nach Degranulation auf der Plattchenoberflache
exprimiert wird.®® Es wird also wie bei den aggregometrischen Verfahren einer der
letzten Schritte der Plattchenaktivierung beurteilt, der auf vielen Ebenen beeinflussbar
und somit relativ unspezifisch ist. Eine fur den P2Y1,-Rezeptor spezifische Methode ist
die Bestimmung des Platelet Reactivity Index (PRI). Dies geschieht mit Hilfe der
durchflusszytometrischen Messung der VASP-Phosphorylierung in Thrombozyten, die
von P2Yi, Uber die intrazellulare Signaltransduktion beeinflusst wird. (s. Abb. 2)
Bestimmt man die Menge von phosphoryliertem VASP (VASP-P) nach Stimulation mit
PGE; und vergleicht sie mit der VASP-P-Menge nach Stimulation mit PGE; und ADP,
zeigt sich, wie groB die P2Y 1, vermittelte Wirkung von ADP ist.®
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Abbildung 2: Die VASP-Phosphorylierung beeinflussende Signaltransduktion

Die Phosphorylierung des intrathrombozytaren Proteins VASP wird unter anderem von der Proteinkinase
A (PKA) gesteuert. Deren Aktivitat ist abhdngig von der intrazellularen cAMP-Konzentration, die
wiederum durch die Adenylatzyklase (AC) reguliert wird. Bei Aktivierung der AC kommt es so zu einem
Anstieg der cAMP-Konzentration und der VASP-Phosphorylierung. PGE; bewirkt (iber seinen Rezeptor
IPR und die a-Untereinheit des regulatorischen G-Proteins G eine Aktivierung, ADP (ber den P2Y;,-
Rezeptor und G,; eine Inhibierung der AC.**

Andert sich die VASP-P-Immunfluoreszenz nur wenig, ist der P2Y1,-Rezeptor gut
inhibiert, so dass ADP kaum wirken kann. Eine groRe Differenz zwischen den beiden
Proben spricht dahingegen fiir eine fehlende bzw. mangelhafte Inhibition des ADP-
Effekts. Wesentliche Vorteile dieser Methode sind, dass nur wenig Vollblut bendtigt
wird, und dass die Wirkung von Clopidogrel auch ohne einen Referenzwert vor
Einnahme beurteilt werden kann.26%® AuBerdem ist der Test im Gegensatz zu vielen
anderen Verfahren fir P2Y, spezifisch, so dass dieser Test in Zukunft wahrscheinlich
der Standard fiir die Ermittlung der Wirksamkeit von Clopidogrel sein wird.**

c) Schnelltests

Alle bisher beschriebenen Verfahren haben den Nachteil, dass sie zeitaufwandig sind
und speziell geschulte Mitarbeiter bendtigt werden.®? Das macht einen Einsatz im
Klinischen Alltag schwierig. Schnellere und einfachere Tests der Plattchenfunktion
waren daflr geeigneter. Ein Beispiel fur solch einen Schnelltest ist die im Platelet
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Function Analyzer (PFA-100®) bestimmte Verschlusszeit. Das Gerat simuliert in
seinem Messsystem die Verhéltnisse in einem verletzten Gefal. (s. Abb. 3)

PFA-100

Membran mit
Epinephrin

oder ADP

Kollagen

vWF

Erythrozyt

Thrombozyt —

FluBrichtung

Kapillare

Abbildung 3: Funktionsweise der Verschlusszeitbestimmung im PFA-100®

Speziell antikoaguliertes Vollblut wird mittels einer Vakuumpumpe aus einem Reservoir durch eine
Kapillare und die etwa 150 pum groBe Offnung einer biologischen Membran befordert. Bei einem
Unterdruck von etwa -40 mbar entstehen dadurch hohe Scherkrafte von 5000 bis 6000 s™. Die
Kollagenbeschichtung der Membran dient als initiale Matrix fur die Adhadsion und Aktivierung der
Thrombozyten. Der zusétzlich in der Membran vorhandene Plattchenagonist 16st bei Kontakt mit den
adhdrenten Thrombozyten deren Degranulation aus. Dies flihrt zur weiteren Aktivierung von
vorbeistrdmenden Thrombozyten und zur Aggregation dieser mit den bereits adharenten Blutplattchen.
So kommt es im Zeitverlauf durch sich aushildende Thrombozytenaggregate zum allmahlichen
Verschluss der im Messsystem vorhandenen Membrandffnung. Dies wird ber Drucksensoren detektiert.
Als Messwert wird dann die Zeit zwischen Beginn der Messung und dem vollstandigen Verschluss der
Membrandffnung als so genannte Verschlusszeit ausgegeben.

Vorteile der Methode sind die einfache und schnelle Bedienung des Geréts, die
vollautomatische Messung in drei bis finf Minuten und exakt reproduzierbare
Versuchsbedingungen.” Leider konnten aber mehrere Studien zeigen, dass bei
Patienten mit Clopidogrel die Verschlusszeit nicht mit den Werten des aktuellen

Goldstandards, der Plattchenaggregometrie, korreliert,”*®’

so dass man davon ausgehen
muss, dass die Verschlusszeit im PFA-100® die Plattcheninhibition durch Clopidogrel
nicht korrekt wiedergibt. Der VerifyNow-Test dahingegen ist ein Schnelltest, der von
der US Food and Drug Administration (FDA) zur Messung der Thienopyridin-
induzierten Plattchenhemmung zugelassen wurde. Da er auf dem Prinzip der
konventionellen Plattchenaggregometrie basiert, hat er die entsprechenden Vor- und
Nachteile. Zeit- und Personalaufwand sind bei dieser Methode allerdings deutlich
geringer. Denn kleine Mengen Vollblut reichen als Probe aus, so dass die PRP-

Herstellung entféllt. Abbildung 4 zeigt, wie der Test funktioniert.
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Abbildung 4: Funktion von VerifyNow

Mit Fibrinogen beschichtete Perlen zur Verstdrkung der Aggregation werden mit Vollblut vermischt.
Nach Zugabe eines Plattchenagonisten wird die Lichttransmission gemessen. Im VerifyNow-P2Y,-Test
wird ADP als Agonist verwendet. Ebenfalls zugegebenes PGE; bewirkt Uber eine Senkung der
intrazelluldren Calcium-Spiegel, dass die ADP-abhangige Plattchenaktivierung tber den P2Y;-Rezeptor
unterdriickt wird.®2

Es existieren noch weitere Schnelltests, die bisher nicht ausreichend auf ihre Eignung
zur Kontrolle der Antiplattchentherapie untersucht wurden. Dazu gehort zum Beispiel
der Plateletworks-Test, bei dem die Anzahl der Thrombozyten in einem EDTA-haltigen
Kontrollrohrchen mit der Thrombozytenanzahl in Citratblut nach Induktion der
Aggregation mit einem Plattchenagonisten verglichen wird. Die relative Abnahme der
Plattchen dient als Mal flr die Aggregation und korreliert gut mit den Ergebnissen der
konventionellen Plattchenaggregometrie. Eine Korrelation mit klinischen Ereignissen
konnte bisher aber nicht gezeigt werden.®? Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
bisher kein Test zur Uberpriifung der Plattcheninhibition in Patienten unter dualer
Antipléttchentherapie existiert, der fir den klinischen Alltag geeignet ware. Da aber
bereits mehrere Studien zeigen konnten, dass eine mangelhafte Plattcheninhibition zu

9398101 \vare bei Patienten, die

einem geh&uften Auftreten ischamischer Ereignisse flhrt,
eine suffiziente antithrombozytére Therapie bend6tigen, eine Testung wichtig.

Bisherige Studien haben das Vorkommen von Clopidogrel-Nonrespondern nur in streng
definierten Populationen untersucht. Deshalb war das Ziel dieser Arbeit die tatsachliche
Relevanz eines verminderten Ansprechens auf Clopidogrel in einem alltaglichen

Patientenkollektiv unter Zuhilfenahme des P2Y 1,-spezifischen PRI zu untersuchen.
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11) Material und Methoden
1) Material

a) Studienpopulation

KHK, die
kardiologischen Abteilung der Universitatsklinik Wirzburg behandelt wurden und nach

Untersucht wurden 100 konsekutive Patienten mit stabiler in der
einer LD von 300-600mg mindestens 5 Tage lang eine Dosis von 75 mg Clopidogrel
eingenommen hatten. 33 Patienten mit stabiler KHK ohne Clopidogrel dienten als
Kontrollen. Um Fehler durch mdgliche Einflussfaktoren der Thrombozytenaktivitat zu
minimieren, wurde auf eine moglichst genaue Ubereinstimmung von Alter, Geschlecht,
Medikation und kardiovaskuldren Risikofaktoren (CVRF) in Fall- und Kontrollgruppe
geachtet. (s. Tab. 1)

Parameter Kontrollen Clopidogrel
n 33 100
Geschlecht m/w, m [%] 24/9, 73 70/30, 70
Alter [Jahre] 70+ 2 68+1
Acetylsalicylsaure [%] 84,8 89,0
ACE-Hemmer [%] 66,7 73,0
Angiotensin-Rezeptor-Blocker [%] [21,2 14,0
BetaBlocker [%] 90,9 90,0

Statin [%] 78,8 86,0
Aldosteronantagonist [%6] 15,2 9,0

Thiazid [%] 15,2 25
Schleifendiuretikum [%] 45,5 41

HbAlc [%] 6,3+0,2 6,2+0,1
Cholesterin [mg/dI] 182,21 +8,0 [189,1 +4,3
LDL [mg/dl] 108,9+7,6 ]103,3+3,9
HDL [mg/dl] 46,44+25 |46,83+1,4
MDRD [ml/min] 75,9 +5,5 81,4+ 3,0
BMI [kg/m?] 279+07 281407
Adipositas (BMI > 30 kg/m?) [%] 24,1 40,5
Diabetes mellitus [%] 24,2 30,0
Hypercholesterindmie [%] 81,8 92,0
Hypertonie [%)] 93,9 82,0
Nikotinabusus [%] 12,9 30,5
positive Familienanamnese [%] 33,3 27,0

Tabelle 1: Alter, Geschlecht, Medikation und CVRF in Fall- und Kontrollgruppe
n = Anzahl der Patienten, HbAlc = glykosyliertes Himoglobin, LDL = Low Densitiy Lipoprotein,
HDL = High Density Lipoprotein, MDRD = Glomeruldre Filtrationsrate, BMI = Body Mass Index
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b) Blutproben

Zur Gewinnung der Blutproben wurde den Patienten 2-4 Stunden nach
Medikamenteneinnahme aus einer Unterarmvene mit einer 21 Gauge Nadel Blut
abgenommen. Um einer spontanen Plattchenaktivierung vorzubeugen, wurden die
ersten 5ml Blut verworfen. Danach wurde das Studienblut in S-Monovetten® (Sarstedt
AG & Co, Numbrecht, Deutschland) gesammelt.Pro Studienteilnehmer wurden 3,8 ml
Blut in eine 9NC (PFA) S-Monovette® (Citrat/Puffer 1:10) und mindestens 10 ml Blut
in 9NC S-Monovetten® (Citrat 1:10) entnommen. Innerhalb der ersten zwei Stunden
nach Blutentnahme wurde aus dem Citratblut PRP gewonnen. Dazu wurde das Vollblut
in den 9NC S-Monovetten® bei Raumtemperatur 10 Minuten mit 180g zentrifugiert
(Zentrifuge Universal 32R, HettichZentrifugen, Tuttlingen, Deutschland). Das Plasma
wurde abpipettiert und nach Messung der Anzahl der enthaltenen Thrombozyten,
Erythrozyten und Leukozyten im automatischen Durchflusszytometer (Sysmex XT
2000, Sysmex, Norderstedt, Deutschland) mit Puffer 1 auf 250000 Plattchen/pl
verdunnt. Zur Herstellung von PPP wurde ein Teil des bereits verdiinnten PRPs bei
Raumtemperatur 10 Minuten mit 2000g zentrifugiert (Zentrifuge 5415C, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland). Bis zur Weiterverarbeitung wurden PRP und PPP im
Wasserbad bei 37°C gelagert.
c) Substanzen
Adenosindiphosphat (ADP) (Sigma, Deisenofen, Deutschland)
Antikdrper 555523 (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

FITC-markierter monoklonaler Antikdrper der Maus gegen humanes P-Selektin
Antikorper 557273 (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

FITC-markierte Isotyp-Kontrolle IgG1 x der Maus
Agua ad iniectabila (DeltaSelect, Miinchen, Deutschland)
Bovines Serum Albumin (Sigma, Deisenofen, Deutschland)
FACS-Clean (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
FACS-Flow (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
FACS-Rinse (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
Formaldehyd 15%, methanolfrei (Polysciences, Inc., Warrington, USA)
Glucose (Sigma, Deisenofen, Deutschland)

Hepes (Sigma, Deisenofen, Deutschland)
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Kaliumchlorid (KCI) (Sigma, Deisenofen, Deutschland)
Natriumchlorid (NaCl) (Sigma, Deisenofen, Deutschland)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) (Sigma, Deisenofen, Deutschland)
Phosphate Buffered Saline (PBS) (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland)
PLT VASP/P2Y12 Kit (Biocytex, Marseille, Frankreich)
d) Pufferldsungen
Puffer 1:

e 0,05g9BSA

e 0,059 Glucose
e 5 ml Thyrodes 10x (80g NaCl; 10,15g NaHCO3; 1,95g KCI ; 1000ul Aqua)
e 45 ml Aqua
e Hepes nach pH (Ziel-pH: 7,4)
Puffer 2:
e 100mg BSA
e 20 mg Glucose
e 20mlPBS

2) Methoden

Die Effektivitat der Plattchenhemmung durch Clopidogrel wurde mit vier verschiedenen
Methoden bestimmt: der konventionellen turbimetrischen Plattchenaggregometrie, dem
Platelet Reactivity Index, der durchflusszytometrischen Messung der ADP-induzierten
P-Selektin-Expression und der Verschlusszeit im PFA-100®.

a) Konventionelle Plattchenaggregometrie

Zur Messung der ADP-induzierten Plattchenaggregation in PRP wurde ein
handelsiibliches Aggregometer mit acht Kanélen (PAP-8E, méLabBioData, Hilden,
Deutschland) verwendet. Die Messréhrchen (TestTubes 7,25 x 5 mm, silikonisiert,
moéLab, Hilden, Deutschland) wurden mit je 300 pul PRP oder PPP und je einem
Ruhrstab (Rihrstab mikro, silikonisiert, méLab, Hilden, Deutschland) beftllt und vor
Messung ihrer Lichttransmission (LT) genau funf Minuten unter Ruhren mit 1000
Umdrehungen/min bei 37°C inkubiert. Vor Beginn der Messungen wurde die LT von
PPP in allen Kanélen auf 100% und die LT von PRP auf 0% Aggregation geeicht. Nach
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Stimulation von PRP mit 5, 10, 15 und 20 pM ADP wurde die LT sechs Minuten lang
aufgezeichnet. Eine typische Aggregationskurve ist in Abbildung 5 dargestellt.

T 0 O N U OO RO DO UOE SO PO PO DU SORDOPRTUOU TS SO RD OO SOSPUPRPURRPU SOTPUTRPROS

Abbildung 5: typische Kurve einer Aggregationsmessung

Anderung der Lichttransmission von PRP nach Stimulation mit 5 (1), 10 (2), 15 (3) und 20 (4) uM ADP
Nach der Formveranderung der Thrombozyten, die sich in den Kurven als primére, kurzzeitige
Abnahme der LT darstellt, kommt es zu einer kontinuierlichen Zunahme der LT auf maximal 100%
durch eine zunachst noch reversible Aggregation der Thrombozyten. Abhéngig von der Aktivitat von
P2Y,, der eine Stabilisierung der Aggregate bewirkt, kann es nach Erreichen der maximalen
Aggregation zu einer Deaggregation der Plattchen mit erneuter Abnahme der LT kommen. Eine
100%ige Aggregation ist erreicht, wenn die LT von PRP nach Zugabe des Plattchenagonisten ADP der
LT von plattchenarmen Plasma (PPP) entspricht.

In der Auswertung wurde die Aggregation durch zwei verschiedene Werte beschrieben:
Die maximale Aggregation (Aggmax), die die Aktivitdt beider P2Y-Rezeptoren
widerspiegelt und die finale Aggregation (Aggsn), die hauptsachlich eine Funktion des
P2Y 1,-Rezeptors ist.>

b) Platelet Reactivity Index

Der Platelet Reactivity Index (PRI) beschreibt die Abnahme der PGE;-induzierten

VASP-Phosphorylierung in Thrombozyten nach Stimulation mit ADP. Er wurde mit
Hilfe eines handelsiblichen Testkits (PLT VASP/P2Y12 Kit, Biocytex, Marseille,
Frankreich) ermittelt. Dazu wurden zunéchst die Proben nach Anleitung des Herstellers
mit den im Kit enthaltenen Reagenzien vorbereitet. Pro Patient wurden jeweils 10 pl
Citratblut zehn Minuten lang mit 10 ul Reagens 2a [PGE;(0.5 pmol/L)] oder Reagens
2b [PGE(0.5 pmol/L) + ADP(20 umol/L)] inkubiert. Nach der flinfminitigen Fixation
mit je 10 pl Reagens 3 wurden beide Proben durch Zugabe von 10 ul Reagens 4a
[FITC-anti-VASP-P + PE-anti-CD61] gefarbt, nach fiinf Minuten Inkubationszeit mit
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0,5 ml Reagens 1 verdiinnt und im Dunkeln bei 4° C gelagert. Spéatestens fiinf Stunden
nach Fertigstellung der Proben, wurde die VASP-Phosphorylierung der Thrombozyten
im Durchflusszytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
mit Hilfe des Programms BD CellQuest ProTM bestimmt. (s. Abb. 6)

104
104

6a) 6b)

107
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Side Scatter
102

YASP-FITC
1.03

10

T10° 10" 10° 10° 10* T10° 10" 10° 10° 10*
FSC-Height CDB1-PE

6c)

Events

10° R 103 TS 10+
VASP-FITC

Abbildung 6: Messung der VASP-Phosphorylierung am FACS mit BD CellQuest ProTM

6a) Charakterisierung der Thrombozyten anhand von FSC-Height und Side Scatter (Gate1/G1)

6b) Charakterisierung der Thrombozyten aus G1 anhand der CD61-Immunfluoreszenz (G2)

6¢) Messung der VASP-P-Immunfluoreszenz der Thrombozyten aus G2

Die Thrombozyten wurden anhand von ZellgréRe (FSC-Height), Granularitat (Side Scatter) (s. Abb. 6a)
und Expression von CD61 (CD61-PE) (s. Abb. 6b) charakterisiert. Danach wurde die Spannung der
FITC-registrierenden Photodiode so eingestellt, dass die mittlere VASP-P-Immunfluoreszenz der
Thrombozyten nach Stimulation mit PGE; bei einer Intensitat von etwa 100 lag. (s. Abb. 6¢) Schliellich
wurde bei niedrigen Durchflussraten die Immunfluoreszenz von 20000 Thrombozyten gemessen.

Die Auswertung der so gewonnenen Daten mit dem Programm WinMDI 2.8 ergab
mittlere Fluoreszenzintensitdten (MFI), die durch Subtraktion der MFI einer

Negativkontrolle mit isotypischen Maus-Antikérpern (Reagens 4b anstatt Reagens 4a)
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korrigiert wurden. Aus den korrigierten mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFIc) wurde
dann der PRI errechnet. (s. Abb. 7)
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Eventz
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: FI [Negativkontrolle]
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Abbildung 7: Rechnerische Ermittlung des PRI
Der PRI ist definiert als (MFICpgg-MFICpge+app)/MFICpce*100%.

Aus der Formel ergibt sich, dass Clopidogrel den P2Y1,-Rezeptor umso besser hemmit,
je niedriger der PRI ist. Ein PRI von 100% bedeutet, dass ADP die durch PGE;
stimulierte VASP-Phosphorylierung vollstandig unterdriickt, Clopidogrel also nicht
wirkt. Betragt der PRI 0%, ist ADP dahingegen unféhig die Adenylatzyklase Uber
P2Y 1, zu inhibieren.1%2

¢) Durchflusszytometrische Bestimmung der P-Selektin-Expression

Zur Bestimmung der ADP-induzierten P-Selektin-Expression wurden 20 pl PRP in 65
ul Puffer 2 mit 0, 5, 10, 15 und 20 uM ADP durch Zugabe von 5 pl Puffer 2 bzw. 5 pl
ADP der Konzentrationen 100, 200, 300 und 400 uM stimuliert. Nach zehn Minuten
Inkubationszeit bei Raumtemperatur mit dem gleichzeitig hinzu gegebenen FITC-

markierten Antikorper gegen CD62P wurden die Proben zehn Minuten lang in 1,5%
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Formaldehyd fixiert. AnschlieRend wurden sie mit 300 pl Puffer 2 verdiinnt und bei 4°C
gelagert. Inkubation und Lagerung der Proben erfolgten im Dunkeln, um eine vorzeitige
Fluoreszenzabnahme der Antikérper zu vermeiden. Die Intensitdit der CD62P-
Immunfluoreszenz in den Proben wurde innerhalb der nédchsten fiinf Stunden am

Durchflusszytometer bestimmt. (s. Abb. 8)

8a) 8b) &
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1 18863 94.32 94.32 23.68

2 3898 19.49 19.49 76.22

Abbildung 8: Messung und Auswertung der CD62P-Immunfluoreszenz

8a) Thrombozyten in Vorwarts- (FSC-Height) und Seitwérts-Scatter (Side Scatter)

8b) FITC-Immunfluoreszenz der Isotyp-Kontrolle

8c) FITC-CD62P-Immunfluoreszenz nach Stimulation mit 20 uM ADP

Die Plattchen wurden zunéchst mit Hilfe des Programms BD CellQuest ProTM anhand ihrer typischen
Verteilung in Vorwarts- und Seitwérts-Scatter identifiziert. (s. Abb. 8a) Die mittlere Immunfluoreszenz
durch unspezifische Antikdrperbindung wurde in einer Istotyp-Kontrolle bestimmt und auf eine Intensitét
von etwa 10 eingestellt. (s. Abb. 8b) Dann wurde in allen Proben bei niedrigen Durchflussraten die
Immunfluoreszenz von jeweils 20000 Thrombozyten gemessen. In der Auswertung mit WinMDI 2.8
wurde ein Bereich (M2) so festgelegt, dass sich mdglichst genau 3% der Thrombozyten in M2 befanden.
(s. Abb. 8b) Dann wurde von allen Proben die mittlere Immunfluoreszenz und die Anzahl der in M2
liegenden Plattchen bestimmt, die den CD62P-exprimierenden Thrombozyten entsprechen. Abbildung 8c
zeigt, dass die mittlere CD62P-Immunfluoreszenz der Thrombozyten nach Stimulation mit 20 pM ADP
deutlich Uber der Fluoreszenz der unspezifisch bindenden Antikdrper liegt und auch die Anzahl der
Thrombozyten in M2 signifikant zugenommen hat.
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d) Verschlusszeit im PFA-100®

Die Verschlusszeit wurde im Zentrallabor der Universitatsklinik Wirzburg im Platelet
Function Analyzer (PFA-100®, Dade Behring, Newark, USA) (s. Abb. 9) aus dem
speziell antikoagulierten Blut der 9NC (PFA) S-Monovette® (Citrat/Puffer 1:10)
bestimmt.

9a) 9b)
PFA-100 - Detailansicht ,___/---‘
Dispensier- — _
pumpe ﬂ _— ] Vakuum
—
Starterlésung

" Druckregulator

Druckdetektor
Membran mit .
Reagenz (Koll/- Spritze
Epi 0. Koll/ADP)
Probenreser-
veir Servomotor

Kapillare

Abbildung 9: PFA-100®

9a) AuRenansicht des PFA-100® von Dade Behring

9b) schematischer Aufbau des Messsystems:

Das Messsystem besteht aus der eigentlichen Messeinheit mit Kapillare und beschichteter Membran,
einem Probenreservoir, sowie einem Vakuumsystem mit Druckdetektoren. In der Membran befindet sich
eine zentrale Offnung von 150 um Durchmesser. Zusitzlich ist eine Vorrichtung vorhanden, um die
Membran zu Beginn der Messung mit einer Starterlésung (isotonische Kochsalzlésung) zu benetzen.
Nach Befiillen der Messzelle mit 800 ul des gepufferten Citratblutes, taucht die Kapillare in das
Probenreservoir ein und der unterdruckgesteuerte Blutfluss durch die Kapillare beginnt. Sobald die
Membrandffnung der Kapillare durch ein Plattchenaggregat verschlossen ist, endet die Messung.

Der Normbereich der Zeit von Beginn der Messung bis zum vollstandigen Verschluss
liegt flr den unbehandelten Patienten zwischen 71 und 118 Sekunden. Fur die
Verschlusszeit in einem effektiv mit Clopidogrel behandelten Patienten konnte noch

kein Normbereich beschrieben werden.
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3) Auswertung

a) Statistik

Die gewonnenen Daten wurden mit Hilfe des Statistik-Programms Graph Pad Prism
(GraphPad Prism, Version 4.03, GraphPad Software, San Diego, California, USA)
ausgewertet und als Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Die generierten
Abbildungen zeigen die einzelnen Messwerte und ihren Mittelwert. Unterschiede
zwischen zwei Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney U-Test auf Signifikanz
untersucht, wobei ein p-Wert < 0,05 als signifikant gewertet wurde. Die Assoziation
zwischen dichotom abhéngigen Variablen (z.B. PRI > 50%) und Einflussfaktoren,
wurde mittels logistischer Regression analysiert und das Odds Ratio (OR) mit seinem
95% Konfidenzintervall (CI) angegeben. Dazu wurden rickwirkend Parameter
ausgewahlt, die mit einer signifikanten Wahrscheinlichkeit (p < 0,20) Préadiktoren der
Aggregometrie waren. Die Uberprifung des Gesamtmodells erfolgte mit Hilfe des
Hosmer-Lemeshow-Chi-Quadrat-Tests und Nagelkerke’s-R?.

b) Definitionen

Zur Unterteilung der Patienten in Responder und Nonresponder, wurden Grenzwerte fir
den PRI und die maximale Aggregation unter 20 uM ADP festgelegt. Basierend auf
Studien, die zeigen konnten, dass Patienten mit einem PRI > 50%% "% bzw. einer
Aggmax > 50%% ein erhohtes Risiko fiir ischamische Ereignisse haben, wurden diese
als Nonresponder definiert. Umgekehrt wurden Patienten mit einer maximalen
Aggregation < 50% bzw. einem PRI < 50% als Responder bezeichnet. Bei Nutzung
dieser Definitionen ergaben sich im Rahmen der Studie folgende Referenzbereiche:
Beim PRI lagen die Werte der unbehandelten Patienten mit einer 95%igen
Wahrscheinlichkeit zwischen 78.9% und 87.1%, und bei den Clopidogrel-Respondern
zwischen 26.7% und 37.5%. Fir die Aggregation ergab sich ein Referenzbereich von
72.2% bis 81.4% fir unbehandelte Patienten und von 34.4% bis 39.7% fur Clopidogrel-
Responder.
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111) Ergebnisse

1) Einfluss von Clopidogrel auf die ADP-induzierte Thrombozytenaktivitat

Alle verwendeten Methoden zur Messung der Plattchenhemmung durch Clopidogrel
zeigten eine signifikant geringere ADP-induzierte Plattchenaktivitat bei den mit
Clopidogrel behandelten Patienten im Vergleich zu den Kontrollen.

a) Einfluss von Clopidogrel auf die Thrombozytenaggregation

Die Auswertung der Plattchenaggregometrie zeigte, dass in der mit Clopidogrel
behandelten Gruppe sowohl die maximale Aggregation, als auch die finale Aggregation

unter allen ADP-Konzentrationen signifikant geringer als in der Kontrollgruppe waren.
(s. Abb. 10,11)

10a) 10b)
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Abbildung 10: Maximale Aggregation nach Stimulation mit 5, 10, 15 und 20 uM ADP
Signifikant reduzierte Aggmax bei mit Clopidogrel behandelten Patienten (Falle/schwarz/n = 100)
im Vergleich zu nicht mit Clopidogrel behandelten Patienten (Kontrollen/blau/n = 33)

10a) 5 uM ADP: 539,4 + 2,1 vs. 30,5+ 1,3; p = 0,0004

10b) 10 uM ADP: 55,4 + 2,3 vs. 40,3 £ 1,5; p < 0,0001

10c) 15 pM ADP: 60,0 £ 2,2 vs. 45,7 £ 1,7; p < 0,0001

10d) 20 uM ADP: 63,5+ 2,2 vs. 51,0 £ 1,8; p = 0,0002
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Aggrin war dabei stets signifikanter reduziert als Aggmax, Was sich damit erkléren l&sst,
dass Aggmax auch von der Aktivitat des P2Y1-Rezeptors abhangt, wahrend die finale
Aggregation die von Clopidogrel gehemmte P2Y 1,-Aktivitat selektiver widerspiegelt.
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Abbildung 11: Finale Aggregation nach Stimulation mit 5, 10, 15 und 20 uM ADP
Signifikant reduzierte Aggs, bei mit Clopidogrel behandelten Patienten (Félle/schwarz/n = 100)
im Vergleich zu nicht mit Clopidogrel behandelten Patienten (Kontrollen/blau/n = 33)

11a) 5 uM ADP: 39,4 £ 2,2 vs. 21,2 + 1,6; p < 0,0001

11b) 10 uM ADP: 54,1 + 2,4 vs. 32,8 + 2,0; p < 0,0001

11c) 15 pM ADP: 59,2 £ 2,2 vs. 39,7 £ 2,1; p < 0,0001

11d) 20 uM ADP: 63,4 + 2,3 vs. 46,1 + 2,2; p < 0,0001
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b) Einfluss von Clopidogrel auf den PRI
Auch der PRI war in der Kontrollgruppe signifikant hoher als bei den mit Clopidogrel

behandelten Patienten. (s. Abb. 12)
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Abbildung 12: PRI
Signifikant reduzierter PRI bei mit Clopidogrel behandelten Patienten (Félle/schwarz/n = 100)

im Vergleich zu nicht mit Clopidogrel behandelten Patienten (Kontrollen/blau/n = 33)
82,6 £1,2vs.57,9+2,0vs.; p<0,0001
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¢) Einfluss von Clopidogrel auf die P-Selektin-Expression
In der durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich, dass die CD62P-Expression nach
Stimulation mit ADP auf den Pléattchen der mit Clopidogrel behandelten Patienten

signifikant geringer als auf den Plattchen der Kontrollpersonen war. Die mittlere

CD62P-Immunfluoreszenz der Plattchen war bei den Kontrollpersonen unter allen
ADP-Konzentrationen signifikant hoher als bei den mit Clopidogrel behandelten
Patienten. (s. Abb. 13)
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Abbildung 13: CD62P-Immunfluoreszenz nach Stimulation mit 5, 10, 15 und 20 uM ADP
Signifikant reduzierte Intensitit der CD62P-Immunfluoreszenz bei mit Clopidogrel behandelten Patienten
(Falle/schwarz/n = 100) im Vergleich zu unbehandelten Patienten (Kontrollen/blau/n = 33)

13a) 5 uM ADP: 57,9 £ 4,6 vs. 23,9 + 1,4; p < 0,0001

13b) 10 uM ADP: 63,5 £ 4,3 vs. 27,4 £ 1,4; p < 0,0001

13c) 15 uM ADP: 68,7 £ 4,4 vs. 29,7 £ 1,5; p < 0,0001

13d) 20 uM ADP: 67,9 £ 3,9 vs. 31,0 £ 1,4; p < 0,0001
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Und auch die Anzahl der CD62P exprimierenden (+) Plattchen war bei den mit
Clopidogrel behandelten Patienten unter allen ADP-Konzentrationen signifikant
reduziert. (s. Abb. 14)
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Abbildung 14: CD62P + Plattchen nach Stimulation mit 5, 10, 15 und 20 uM ADP

Signifikant weniger CD62P + Plattchen bei behandelten Patienten (Félle/schwarz/n = 100) im Vergleich
zu nicht mit Clopidogrel behandelten Patienten (Kontrollen/blau/n = 33)

14a) 5 uM ADP: 52,2 + 3,1 vs. 22,1 £ 1,5; p < 0,0001

14b) 10 uM ADP: 56,7 £ 2,4 vs. 26,0 = 1,5; p < 0,0001

14c) 15 pM ADP: 60,2 £ 2,4 vs. 28,6 = 1,6; p < 0,0001

14d) 20 uM ADP: 61,9 + 3,1 vs. 30,2 + 1,6; p < 0,0001
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d) Einfluss von Clopidogrel auf die VVerschlusszeit

Bei der Analyse der Verschlusszeit im PFA-100® zeigte sich eine signifikante

Verlangerung der Verschlusszeit unter Behandlung mit Clopidogrel. (s. Abb. 15)
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Abbildung 15: Verschlusszeit im PFA-100

Signifikant erhéhte Verschlusszeit bei mit Clopidogrel behandelten Patienten (Félle/schwarz/n = 100)
im Vergleich zu nicht mit Clopidogrel behandelten Patienten (Kontrollen/blau/n = 33)

138,2+£9,3vs. 82,7 +£3,7; p = 0,0040
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2) Heterogenitat der Thrombozytenhemmung durch Clopidogrel
Zwar zeigten alle Methoden eine signifikante Hemmung der Thrombozytenaktivitét

unter Clopidogrel, besonders in der Gruppe der behandelten Patienten waren die
Messwerte jedoch sehr heterogen.

a) Heterogenitat der ADP-induzierten Aggregation

So betrug zum Beispiel bei 39% der mit Clopidogrel behandelten Patienten die
maximale Aggregation unter 20 uM ADP mehr als 58,9%, was der unteren Grenze des
95% Konfidenzintervalls der Kontrollgruppe entsprach. (s. Abb. 16b) Weitere 5% der
behandelten Patienten hatten Aggregationswerte zwischen 50% und 58,9%, so dass
44% der Patienten definitionsgemal’ als Nonresponder bezeichnet werden konnten. (s.
Abb. 16a) Betrachtete man die finale Aggregation, ergaben sich praktisch identische
Werte. Das lasst sich damit erkléren, dass die finale Aggregation nur bei einigen gut

gehemmten Patienten im Vergleich zur maximalen Aggregation noch absank.
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Abbildung 16: Heterogenitat der maximalen Aggregation nach Stimulation mit 20 uM ADP
16a) AgQmay > 58,9% bei 39 der 100 mit bei mit Clopidogrel behandelten Patienten
16b) AgYax > 50% bei 44 der 100 mit Clopidogrel behandelten Patienten
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Abbildung 17 =zeigt anhand von drei Patientenbeispielen die verschiedenen
Aggregationskurven bei guter (s. Abb. 17a), mittelmé&Biger (s. Abb. 17b) und schlechter
Plattchenhemmung (s. Abb. 17c) durch Clopidogrel.

17a)

17b)

17c)

Abbildung 17: Aggregationskurven verschiedener mit Clopidogrel behandelter Patienten
17a) Aggregationskurve bei guter Plattchenhemmung

17b) Aggregationskurve bei mittelméaRiger Plattchenhemmung
17¢) Aggregationskurve bei schlechter Plattchenhemmung
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b) Heterogenitat des PRI

Betrachtete man den PRI der mit Clopidogrel behandelten Patienten, so war der Anteil
der Nonresponder noch wesentlich hoher: Bei 70% betrug der PRI Uber 50%. (s. Abb.
18b) 9% der Nonresponder lagen mit Werten uber 80,1% sogar uUber der Untergrenze

des 95% Konfidenzintervalls der unbehandelten Kontrollgruppe. (s. Abb. 18a)
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Abbildung 18: Heterogenitat des PRI
18a) PRI > 80,1% bei 9 der 100 mit Clopidogrel behandelten Patienten
18b) PRI > 50% bei 70 der 100 mit Clopidogrel behandelten Patienten

33



Abbildung 19 zeigt die VASP-P-Immunfluoreszenz in Patienten mit gut, mittelmafig

und schlecht gehemmter Thrombozytenaktivitét.
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Abbildung 19: VASP-P-Immunfluoreszenz verschiedener mit Clopidogrel behandelter Patienten
nach Stimulation mit PGE; (grau) und PGE/ADP (blau)

19a) VASP-P-Immunfluoreszenz bei einem Patienten mit gut gehemmter Thrombozytenaktivitat

19b) VASP-P-Immunfluoreszenz bei einem Patienten mit mittelmaRig gehemmter Thrombozytenaktivitét
19¢) VASP-P-Immunfluoreszenz bei einem Patienten mit schlecht gehemmter Thrombozytenaktivitét
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¢) Heterogenitat der P-Selektin-Expression

Nach Stimulation mit 20 uM ADP lagen bei CD62P-Immunfluoreszenz und Anzahl der
CD62P exprimierenden Plattchen jeweils etwa 5% der behandelten Patienten oberhalb
der Grenze des 95% Konfidenzintervalls der unbehandelten Kontrollgruppe. (s. Abb.
20) Normbereiche fur die Beurteilung der Responsiveness wurden fur die P-Selektin-

Expression noch nicht beschrieben.
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Abbildung 20: Heterogenitét der CD62P-Expression
20a) CD62P-Immunfluoreszenz bei mit Clopidogrel behandelten Patienten > 59,9%
20b) Anteil der CD62P+ Plattchen bei mit Clopidogrel behandelten Patienten > 55,5 %
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d) Heterogenitat der Verschlusszeit

Die deutlichste Heterogenitdt war bei der Messung der Verschlusszeit der mit
Clopidogrel behandelten Patienten zu erkennen. Wéhrend sie bei 21 Patienten mit einem
PRI zwischen 3,32% und 83,78% deutlich auf tber 300 Sekunden verlangert war, lag
sie bei 39 Patienten (40%) unterhalb der Obergrenze des 95% Konfidenzintervalls von
90,3 Sekunden. (s. Abb. 21)

300+ cecccocmmmmeccce

200+

100+

Verschlusszeit [s]

Kontrollen Clopidogrel

Abbildung 21: Heterogenitat der Verschlusszeit
Verschlusszeit bei mit Clopidogrel behandelten Patienten < 90,3 Sekunden
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3) Korrelation der Methoden untereinander

Zur Beurteilung der sehr heterogenen Messergebnisse der einzelnen Methoden ist es
wichtig, diese beziglich ihrer Zuverléssigkeit einordnen zu kénnen. Deshalb wurden die
einzelnen Methoden auf die Korrelation ihrer Ergebnisse mit dem Goldstandard der
Thrombozytenaktivitdtsmessung untersucht: der konventionellen turbimetrischen
Plattchenaggregometrie.

a) Korrelation von Aggregation und PRI

Die Korrelationsanalyse von Aggregation und PRI ergab signifikante Korrelationen des

PRI mit der maximalen Aggregation und der finalen Aggregation nach Stimulation mit

20 uM ADP. (s. Abb. 22)
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Abbildung 22: Korrelation von PRI und Plattchenaggregometrie
22a) Korrelation von PRI und maximaler Aggregation (r? = 0,4434; p < 0,0001)
22b) Korrelation von PRI und finaler Aggregation (r2 = 0,4651; p < 0,0001)
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b) Korrelation von Aggregation und P-Selektin-Expression
Auch die Korrelationsanalysen von Aggregation und CDG62P-Expression zeigten
signifikante Korrelationen. (s. Abb. 23) Im Einzelnen korrelierten mittlere CD62P-

Immunfluoreszenz und AgQQmax, CD62P-Immunfluoreszenz und Aggsin, Anzahl der
CD62P + Plattchen und Aggmax und CD62P + Plattchen und Aggrin zwar jeweils

schwach, aber dennoch signifikant miteinander.

23a) 23b)
75+ 754
N . N
S . & .
A ]
e e
S 501 5
= Y=
c c
> >3
IS IS
£ 254 £
o o
) ]
= . a
© 0 © 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Maximale Aggregation [%] Finale Aggregation [%]
23c) 23d)
751 751
5 &
S 501 S
® bS]
o o
+ +
[a o
& 257 ]
a o
O ]
0 . ol

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Maximale Aggregation [%6] Finale Aggregation [%6]

Abbildung 23: Korrelation von CD62P-Expression und Plattchenaggregometrie

23a) Korrelation von CD62P-Immunfluoreszenz und maximaler Aggregation (r2 =0,2514; p < 0,0001)
23b) Korrelation von CD62P-Immunfluoreszenz und finaler Aggregation (r2 =0,3017; p < 0,0001)
23c) Korrelation von CD62P + Plattchen und maximaler Aggregation (r2 =0,3172; p <0,0001)

23d) Korrelation von CD62P + Plattchen und finaler Aggregation (r2 =0,3661; p <0,0001)
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¢) Korrelation von Aggregation und Verschlusszeit

Die Korrelationsanalyse von Verschlusszeit und Aggregation ergab zwar ebenfalls eine
signifikante Korrelation; der Korrelationskoeffizient war jedoch von allen Methoden am
schwéchsten. (s. Abb. 24) Wie wenig die beiden Methoden korrelieren, wird auch
deutlich, wenn man sich die Aggregation der Patienten mit einer Verschlusszeit von
uber 300 Sekunden anschaut. Deren maximale Aggregation nach Stimulation mit 20 uM
ADP schwankte zwischen 18% und 72%, die finale Aggregation sogar zwischen 2%
und 72%.
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Abbildung 24: Korrelation von Verschlusszeit und Plattchenaggregometrie
24a) Korrelation von Verschlusszeit und maximaler Aggregation (r2 = 0,1941; p < 0,0001)
24Db) Korrelation von Verschlusszeit und finaler Aggregation (r2 = 0,2190; p < 0,0001)
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4) Haufigkeit von Nonrespondern

Obwohl von allen Methoden der PRI am deutlichsten mit den Werten der
konventionellen Plattchenaggregometrie korrelierte (AgQmax: > = 0,4434; Aggsin: I° =
0,4651), unterschied sich die Haufigkeit der Nonresponsiveness in den beiden
Methoden doch deutlich.

a) Detektion der Nonresponsiveness mit Aggregometrie und PRI

Wahrend die Plattchenaggregometrie 44% der Patienten als Nonresponder identifizierte,
betrug die mit dem PRI ermittelte Haufigkeit der Nonresponder 69%. Bei 42% der
Patienten waren beide Methoden auffallig, nur 29% waren in beiden Tests Responder.
(s. Abb. 25)
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Abbildung. 25: Haufigkeit von Respondern und Nonrespondern
Responder (blau) und Non-Responder (gelb) definiert durch Agg,,,, und PRI

Wie man an Abbildung 25 ebenfalls erkennen kann, war bei 27% der Patienten die
konventionelle Plattchenaggregometrie falsch negativ fiir das Vorliegen einer
Clopidogrel-Nonresponsiveness. Der PRI erkannte dahingegen nur 2% der Patienten
mit auffalliger Aggregation nicht. Keiner der Patienten mit einer Aggmax in der obersten
Quiartile befand sich beim PRI in der untersten Quartile. Und umgekehrt lag nur ein

Patient mit einem hohen PRI bei der Aggregation in der untersten Quartile.
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b) Haufigkeit von Nonresponsiveness bei Diabetikern

Da vor kurzem berichtet worden war, dass der Anteil der Nonresponder bei Diabetikern
hoher ist als in der Normalbevélkerung,'® wurde die Haufigkeit von Nonresponsiveness
in dieser Untergruppe genauer untersucht. 30 der 100 in die Studie eingeschlossenen
Patienten waren Diabetiker. 27% der Patienten zeigten in beiden Tests ein gutes
Ansprechen auf Clopidogrel und konnten somit eindeutig der Gruppe der Responder
zugeordnet werden. (s. Abb. 26) Dies entsprach etwa der Haufigkeit in der gesamten
Studienpopulation. Der PRI war bei 22 Patienten, also bei 73% der Diabetiker héher als
50%. Bei 53% waren sowohl PRI, als auch Aggregometrie auffallig. Die tber den PRI
definierte Nonresponsiveness war bei Diabetikern und der gesamten Studienpopulation

also annahrend gleich haufig.
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Abbildung. 26: Haufigkeit von Respondern und Nonrespondern bei Diabetikern
Responder (blau) und Non-Responder (gelb) definiert durch Agg,.x und PRI
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5) Einflussfaktoren der Clopidogrel-Responsiveness

Die in allen Methoden sehr heterogene Plattchenaktivitat gab Anlass zur Suche nach
unabhéngigen Einflussfaktoren, die das individuell unterschiedliche Ansprechen auf
Clopidogrel erklaren kdnnten. Dazu wurden PRI und die maximale Aggregation nach
Stimulation mit 20 pM ADP in Gruppen mit verschiedenen kardiovaskuldren
Risikofaktoren, Begleiterkrankungen und Dauermedikationen mittels logistischer
Regression untersucht. Abhangige Variable war jeweils ein PRI bzw. eine maximale
Aggregation von mehr als 50%.

a) Kardiovaskulare Risikofaktoren

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der multivariaten Regressionanalyse fir kardiovaskulére

Risikofaktoren.

Parameter [PRI>50% [p B AQQmax > 50% |[p B
BMI 0,950-1,158 10,345 0,954-1,126 0,392
Adipositas [0,886-6,355 [0,086 0,85-4,792 0,112
HTN 0,730-6,900 10,158 0,543-5,499 0,355
HLP 1,076-6,675 |0,034 |0,986 |0,689-4,069 0,255
Cholesterin {0,981-1,002 |0,115 0,988-1,007 0,659
LDL 0,984-1,007 |0,42 0,987-1,008 0,672
HDL 0,916-0,985 |0,006 |-0,051 |0,962-1,023 0,623
Triglyceride |0,998-1,007 |0,221 0,999-1,005 0,294
HbAlc 0,826-2,511 0,198 0,765-1,927 0,41
DM 0,292-1,977 10,574 0,258-1,464 0,267
FA 0,332-2,215 (0,75 0,412-2,460 0,989
NA 0,501-3,242 10,611 0,573-3,432 0,459
n [CVRF] [0,863-1,924 (0,215 0,866-1,829 0,229

Tabelle 2: Beeinflussung der Clopidogrel-Responsiveness durch kardiovaskuléare Riskofaktoren

Die Tabelle zeigt fiir verschiedene CVRF das Odds Ratio (OR) in seinem 95% Konfidenzintervall (ClI).

p = Signifikanzniveau, p = Regressionskoeffizient f, BMI = Body Mass Index, HTN = arterielle
Hypertonie, HLP = Hypercholesterindmie, LDL = Low Density Lipoprotein, HDL = High Density
Lipoprotein, HbAlc = glykosyliertes Hamoglobin, DM = Diabetes mellitus, FA = positive
Familienanamnese fur kardiovaskuldare Erkrankungen, NA = Nikotinabusus, n [CVRF] = Anzahl der
vorhandenen CVRF

Aufféllig war, dass Patienten mit einer Hypercholesterindmie (HLP) in der Anamnese
ein signifikant hoheres Risiko fur ein unzureichenendes Ansprechen auf Clopidogrel
hatten (OR = 0,950, p = 0,006). Das Gleiche galt fiir Patienten mit niedrigen HDL-
Werten (OR = 2,680, p = 0,034). Bei Diabetikern zeigte sich dahingegen kein erhohtes
Risiko fiir eine Nonresponsiveness: Weder PRI noch Aggmax unterschieden sich bei

Diabetikern oder Patienten mit einer Erhéhung des Langzeitzuckwerts HbAlc
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signifikant von den Werten der Kontrollen. Das passt auch zu der bereits gezeigten
unveranderten Haufigkeit von Nonrespondern bei Diabetikern im Vergleich zur
gesamten Studienpopulation. Adipositas, Body Mass Index, arterielle Hypertonie, eine
positive Familienanamnese, Nikotinabusus und die Anzahl aller vorhandenen
kardiovaskuldaren Risikofaktoren korrelierten ebenfalls nicht mit einer maximalen
Aggregation oder einem PRI von mehr als 50%.

b) Komorbiditéten

Beziiglich der Komorbiditéten wurde untersucht, ob eine schwere Schadigung von Herz
oder Nieren mit Insuffizienz des entsprechenden Organs, Auswirkungen auf die
Plattchenaktivitat hat. Aggregation und PRI bei Patienten mit einer Herzinsuffizienz,
also einer eingeschrankten Pumpfunktion des Herzens mit einer verminderten
linksventrikularen Ejektionsfraktion, wurden mit der Plattchenaktivitdt von Patienten
mit einer normalen Pumpfunktion verglichen. Tabelle 3 zeigt, dass Clopidogrel in
diesem Patientenkollektiv weder eine signifikant hohere noch eine niedrigere
Wirksamkeit hatte. Auch das Vorliegen einer Niereninsuffizienz mit einer verminderten

glomeruléren Filtrationsrate hatte keinen Einfluss auf die Plattchenaktivitat.

Parameter |PRI >50% |p AdOmax > 50% |[p

LV EF 0,968-1,035 {0,951 0,974-1,036 [0,764
MDRD 0,993-1,022 (0,313 |0,989-1,015 0,804

Tabelle 3: Beeinflussung der Clopidogrel-Responsiveness durch Komorbiditaten
Die Tabelle zeigt das OR mit 95% CI fiir Herz- und Nieren-insuffiziente Patienten.
LV EF = linksventrikuldre Ejektionsfraktion, MDRD = glomerulére Filtrationsrate

¢) Medikation

Untersucht wurde ebenfalls, ob von den Patienten dauerhaft eingenommene
Medikamente zu einer Beeinflussung der Thrombozytenaktivitéat fihrten. Im Einzelnen
handelte es sich bei den h&ufig eingenommenen Medikamenten um ACE-Hemmer,
Angiotensin-Rezeptor-Blocker, Betablocker, Aldosteron-Antagonisten, Thiazide,
Schleifendiuretika und Statine. Wie Tabelle 4 zeigt, war nur bei Patienten, die
Betablocker einnahmen, die Plattchenaktivitat in der Aggregometrie im Vergleich zur
Kontrollgruppe grenzwertig signifikant erhéht (OR = 4,565, p = 0,059). Andere
Medikamente beeinflussten die Plattchenaktivitat nicht signifikant.
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Parameter PRI >50% |[p B AgOmax > 50% |p B
ACE | 0,780-5,028 10,151 0,546-3,388 0,509

ARB 0,204-2,282 10,535 0,489-5,081 0,446

ACE I/ ARB 0,726-6,809 (0,161 0,721-8,289 0,151

BB 0,495-5,860 |0,398 0,945-22,048 |0,059 |1,518
Statin 0,515-4,970 10,416 0,396-3,709 0,735

AA 0,097-1,783 10,237 0,076-2,070 0,273
Thiazid 0,355-2,487 10,901 0,619-3,817 0,354
Schleifendiuretikum [0,311-1,733]0,481 0,403-2,025 0,805

ASS 0,172-1,692 0,29

Tabelle 4: Beeinflussung der Clopidogrel-Responsiveness durch Medikamenteneinnahme

Die Tabelle zeigt das OR mit 95% CI fir verschiedene Dauermedikationen.

ACE | = ACE-Hemmer, ARB = Angiotensin-Rezeptor-Blocker, BB = Betablocker, AA = Aldosteron-
Antagonisten, ASS = Acetylsalicylsaure

d) Weitere Einflussfaktoren

Bei der Analyse weiterer Parameter fiel auBerdem auf, dass Patienten mit niedrigen
Thrombozytenzahlen ein signifikant erhohtes Risiko fiir eine Nonresponsiveness in
Aggregometrie (OR = 0,993, p = 0,025) und PRI (OR = 0,993, p = 0,017) hatten. Alter,
Geschlecht, Leukozytenzahlen im Blut sowie eine Erhohung des Entziindungswertes
CRP bzw. der Marker
Thrombozytenaktivitat nicht. (s. Tab. 5)

kardialen CK und Troponin T beeinflussten die

Parameter PRI >50% [p B AdOmax > 50% |p B
Alter 0,983-1,057 |0,298 0,983-1,054 [0,321
Geschlecht 0,369-2,369 |0,887 0,774-4,610 |0,162
Thrombozyten ]0,967-0,999 {0,017 |-0,007 ]0,987-0,999 ]0,025 [-0,007
Leukozyten 0,875-1,134 0,956 0,874-1,114 0,826

CRP 0,895-1,10 |0,956 0,930-1,138 |0,58

CK 0,999-1,001 |0,888 1,000-1,001 0,465
Troponin T 0,780-1,619 |0,532 0,913-1,708 ]0,164

Tabelle 5: Beeinflussung der Clopidogrel-Responsiveness durch andere Faktoren
Die Tabelle zeigt das OR mit 95% CI flir Alter, Geschlecht und verschiedene Laborwerte.
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1VV) Diskussion
1) Zusammenfassung und Beurteilung der Ergebnisse

a) Plattchenhemmung durch Clopidogrel

Wie erwartet konnte gezeigt werden, dass Clopidogrel zu einer Hemmung der
Plattchenaktivitat fuhrt: In allen verwendeten Methoden fand sich eine signifikant
geringere Thrombozytenaktivitat bei den mit Clopidogrel behandelten Patienten als in
der Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse waren nicht berraschend, da sie die aktuelle
Datenlage nur bestatigten: Dass die ADP-induzierte Plattchenaktivitdt nach Einnahme
von Clopidogrel abnimmt, zeigten bereits 1999 Thebault et al. In ihrer Studie
untersuchten sie die PIlattchenaktivitat gesunder Personen vor und wéhrend der
Einnahme von 75 mg Clopidogrel taglich. Unter Clopidogrel nahm die ADP-induzierte
Aggregation (5 uM ADP) im Schnitt um 52% ab.”® Die aktuelle Studie ergab ein
vergleichbares Ergebnis: Die finale Aggregation nach Stimulation mit 5 uM ADP war
in der mit Clopidogrel behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe um 39%
reduziert. Ebenfalls bereits 1999 konnten Schwarz et al zeigen, dass die VASP-
Phosphorylierung nach Stimulation mit ADP und PGE; in mit Clopidogrel behandelten
Patienten signifikant héher war, als bei den unbehandelten Kontrollen.*® Und auch fiir
die P-Selektin-Expression existieren schon langer entsprechende Daten: Moshfegh et al
zeigten im Jahr 2000, dass durch Clopidogrel die Expression des thrombozytéren
Aktivitatsmarkers CD62P nach Stimulation mit ADP signifikant reduziert wird.'®
Komplizierter ist die Datenlage fiir die Verschlusszeit im PFA-100%. Hier gibt es
einerseits Studien, die keine signifikante Veranderung der Verschlusszeit unter
Behandlung mit Clopidogrel feststellen konnten.*®*71%1% Andererseits existieren aber
auch Studien, die eine signifikante Verlangerung der Verschlusszeit unter Clopidogrel
zeigen.’®” Hier fehlt zur abschlieBenden Evaluation der haufig kleinen Studien eine
Meta-Analyse der Ergebnisse.

b) Heterogenitét der Plattchenhemmung und Haufigkeit von Nonresponsiveness

Bei der genaueren Betrachtung der Ergebnisse fiel in allen Methoden eine deutliche
Heterogenitat in der Plattchenaktivitat bei mit Clopidogrel behandelten Patienten auf.
So lag zum Beispiel der PRI zwischen 3,32% und 95,69%. Die maximale Aggregation
nach Stimulation mit 20 uM ADP schwankte zwischen 12% und 98%. Daraus ergaben
sich Standardabweichungen (SD) von 20,59% bzw. 18,07%. Die Standardabweichung
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der Verschlusszeit (SD = 91,31) war sogar noch deutlich hoher. Fast die Hélfte der
Patienten (42%) zeigte sowohl beim PRI als auch in der Aggregometrie eine
beeintrachtigte Plattcheninhibition mit Werten Uber 50%. Bei 27% der Patienten war
allein der PRI erhéht, und nur 2 Patienten hatten allein in der Aggregometrie hohe
Plattchenaktivitaten. Insgesamt wurden also mit Hilfe des PRI 69% der Patienten als
Nonresponder definiert, in der Aggregometrie gelang dies nur bei 44%. In 39% der
Falle war die konventionelle Aggregometrie also falsch negativ fir das VVorliegen einer
Clopidogrel-Nonresponsiveness, was einer Sensitivitat von 61% entspricht. Der PRI
war mit uber 95% deutlich sensitiver. Wie bereits erlautert wurde, ist die Heterogenitét
der Plattchenhemmung durch Clopidogrel kein neues Phanomen. Sie wurde bereits
2002 zum ersten Mal beobachtet und in einer Vielzahl von Studien bestatigt.®®*® Aleil et
al fanden zum Beispiel bei der Auswertung des PRI von 33 mit Clopidogrel
behandelten Patienten eine mit 17% ahnlich hohe Standardabweichung.®* Und bei der
aggregometrischen Untersuchung der Plattchenaktivitat von 84 bzw. 96 mit Clopidogrel
behandelten Patienten durch Angiolillo et al und Gurbel et al ergaben sich entsprechend
der aktuellen Ergebnisse Standardabweichungen von 20% bzw. 18%.'%% Eine
suboptimale Thrombozyteninhibition fand man bisher insgesamt bei zwischen 5% und
58% der Patienten,’®’" 94102108114 piase  sehr unterschiedlichen Pravalenzen
verwundern nicht, wenn man bedenkt, dass es noch keine einheitliche Definition der
Nonresponsiveness gibt. Bisher wurden weder Grenzwerte noch Messverfahren
einheitlich festlegt. In einigen Studien wurde zum Beispiel die prozentuale Anderung
der Plattchenaktivitat nach Einnahme von Clopidogrel im Vergleich zum unbehandelten
Zustand beobachtet. Andere Studien wiederum verwendeten zur Definition einer
Nonresponsiveness nur die Plattchenaktivitdt nach Behandlung. Da aktuell in einer
normalen Krankenhauspopulation mit Hilfe des P2Yi, spezifischen PRIs 70% der
Patienten als Nonresponder definiert werden konnten, muss man wahrscheinlich von
einer deutlich hoheren Prévalenz als bisher angenommen ausgehen. Die deutlich
groRere Pravalenz der Nonresponsiveness bei KHK-Patienten im Vergleich zu gesunden
Probanden spiegelt dabei die gestorte Homoostase der Plattchenfunktion in diesen

Patienten wieder.
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¢) Methoden zur Beurteilung der Responsiveness

Obwohl in allen Methoden eine geringere Plattchenaktivitat bei mit Clopidogrel
behandelten Patienten nachgewiesen werden konnte, zeigte der Vergleich der Methoden
nur relativ schwache Korrelationen. Die deutlichste (r* = 0,4651) und gleichzeitig hoch
signifikante (p < 0,0001) Korrelation fand sich zwischen der finalen Aggregation in der
konventionellen Plattchenaggregometrie und dem PRI. Dass der Korrelationskoeffizient
trotzdem relativ weit von 1 entfernt war, was einer linearen Korrelation entsprochen
hatte, passt zu der Tatsache, dass die ADP-induzierte Aggregation nicht allein eine
Funktion von P2Y3, ist, sondern auch von anderen Faktoren beeinflusst wird. Die
VASP-Phosphorylierung dahingegen ist ausschlie}lich von P2Y 1, abh&ngig und damit
selektiv fur diesen Rezeptor. Am wenigsten deutlich korrelierte die Verschlusszeit im
PFA-100® mit den Werten der Aggregometrie (r* = 0,1941).

Die relativ gute Korrelation von Aggregometrie und PRI konnte bereits mehrfach
gezeigt werden.'> ™" Beziiglich P-Selektin-Expression und Verschlusszeit ist die
Studienlage weniger einheitlich: Angiolillo et al konnten keine Korrelation zwischen
CD62P-Expression und Responsiveness in der Aggregometrie nachweisen.'® Bei
Sbrana et al korrelierten die beiden Methoden dahingegen hochsignifikant.**® Und
wahrend Lordkipanidze et al eine signifikante (p < 0,05) Korrelation zwischen
Aggregation und Verschlusszeit im PFA-100® (r* = 0,274) zeigen konnten,** existieren
mehrere Studien, in denen die Verschlusszeit nicht mit der Aggregation korreliert. "
Deshalb muss davon ausgegangen werden, dass PFA-100® und P-Selektin-Expression
die Plattcheninhibition durch Clopidogrel nicht korrekt wiedergeben. Anders verhélt es
sich beim PRI. Wie oben bereits ausgefihrt, ist die gute Korrelation mit dem aktuellen
Goldstandard der Thrombozytenaktivitatsmessung, der konventionellen turbimetrischen
Plattchenaggregometrie bekannt. AufRerdem ist der PRI klinisch duBerst relevant. So
wurde bereits eine gute Korrelation des PRI mit klinischen Ereignissen wie der
Stentthrombose gezeigt.**** Anhand von 195 Patienten mit NSTEMI fanden Angiolillo
et al jedoch heraus, dass die hohere Sensitivitdt mit einer geringeren Spezifitat
einhergeht.'”® Trotzdem wird dieser Test aufgrund seiner klinischen Relevanz und
seiner hohen Spezifitat fur den von Clopidogrel gehemmten P2Y1,-Rezeptor in Zukunft
wahrscheinlich der Standard fiir die Ermittlung der Wirksamkeit von Clopidogrel sein.**
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d) Einflussfaktoren der Clopidogrel-Responsiveness

Bei der Untersuchung moglicher Einflussfaktoren der Responsiveness in der
multivariaten Regressionsanalyse zeigte sich, dass niedrige HDL-Cholesterin-Werte,
eine Hyperlipoproteindmie in der Vorgeschichte sowie niedrige Thrombozytenzahlen
Risikofaktoren fur ein vermindertes Ansprechen auf Clopidogrel im PRI waren. In der
Aggregometrie konnten ebenfalls niedrige Thrombozytenzahlen und zusétzlich die
Einnahme von Betablockern als Risikofaktoren fiir eine Nonresponsiveness identifiziert
werden. Diese Faktoren wurden noch nicht als mdgliche Einflussfaktoren einer
Clopidogrel-Nonresponsiveness beschrieben. In bisherigen Studien wurden jedoch
andere Risikofaktoren diskutiert: So konnten zum Beispiel Serebruany et al zeigen, dass
Diabetiker eine signifikant hohere Thrombozytenaktivitat in Aggregometrie und
CD62P-Expressionsmessung haben und nach Behandlung mit Clopidogrel geringere
Ansprechraten haben.’** Cuisset et al identifizierten auRerdem Alter und BMI als
Risikofaktoren fiir eine Nonresponsiveness.'®* Zusétzlich besteht wohl auch eine
Assoziation zwischen Clopidogrel- und Aspirin-Nonresponse.'??> Betrachtet man
Arzneimittelinteraktionen, so weill man, das Omeprazol zu einem verminderten
Ansprechen auf Clopidogrel fihrt. Gilard et al konnten dieses Phanomen an 105 KHK-

Patienten  zeigen.'®

Statine, ACE-Hemmer, Angiotensin-Rezeptor-Blocker und
Betablocker hatten in dieser Studie keinen Einfluss auf den PRI. Eine andere Studie
zeigte, dass Calcium-Kanal-Blocker zu einer Abnahme der Wirksamkeit von
Clopidogrel fiihren.*?*

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es wohl eine Vielzahl von Einflussfaktoren
gibt. Bei den Medikamenten sind besonders solche Substanzen bedenklich, die wie
Clopidogrel hepatisch metabolisiert werden und so zu einer Beeinflussung der
Pharmakokinetik des Thienopyridins fiihren. Klinisch relevant werden diese
Erkenntnisse aber hochstens im Sinne einer erhéhten Aufmerksamkeit in bestimmten
Risikogruppen werden. Ein Verzicht auf Omeprazol konnte bei Patienten, die mit
Clopidogrel behandelt werden, in Erwégung gezogen werden, da Alternativen, wie zum

Beispiel Pantoprazol, zur Verfiigung stehen.'?®
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2) Diskussion der Problematik
a) Die Rolle von Clopidogrel in der Behandlung der KHK

Clopidogrel ist aktuell ein fester Bestandteil der leitliniengerechten Therapie der KHK,
deren Ziel es ist, die beeintrachtigte Durchblutung des Herzmuskelgewebes zu
verbessern bzw. wiederherzustellen. Hierzu gibt es prinzipiell drei verschiedene
Therapieansétze. Zum Einen ist eine rein medikamentdse, konservative Therapie mit
antithrombozytar wirksamen Substanzen moglich. Im Gegensatz dazu ist die operative
Revaskularisierung im Rahmen einer Bypass-Operation eine sehr invasive
Behandlungsoption und deshalb nur in bestimmten Fallen indiziert.'®® Die dritte
Maoglichkeit einer minimal invasiven, interventionellen Behandlung stellt in vielerlei
Hinsicht einen Mittelweg zwischen den beiden zuerst genannten Optionen dar. Bei der
so genannten perkutanen koronaren Intervention (PCI) kdnnen Koronarstenosen nach
einer konservativen angiographischen Darstellung unter Durchleuchtung noch in
gleicher Sitzung mit Hilfe eines Ballonkatheters behoben werden. In der Regel wird im
Anschluss an die erfolgreiche Ballondilatation, oder auch so genannte perkutane
transluminale Koronarangioplastie (PTCA), ein Stent platziert, der das GefaR auf Dauer
offen halten soll. Dieser besteht aus Metall, das zu einer Thrombozytenaktivierung fiihrt
und deshalb zur Vermeidung von Stentthrombosen und anderen kardiovaskuldren
Ereignissen eine postinterventionelle antithrombozytére Therapie notwendig macht.
Dass eine duale Antiplattchentherapie mit ASS und Clopidogrel kardiovaskuldre
Ereignisse nach einer PCI effektiver verhindert als ASS allein, konnte bereits in vielen
grolRen Studien gezeigt werden. So beobachtete man zum Beispiel bei 2658 Patienten
mit einer PCI bei akutem Koronarsyndrom ohne ST-Hebungen im EKG eine relative
Risikoreduktion um 31% beziglich des kombinierten Endpunktes kardiovaskularer Tod,
Herzinfarkt und dringliche Revaskularisierung innerhalb von 30 Tagen nach
Intervention bei Vor- und Nachbehandlung mit ASS und Clopidogrel im Vergleich zu
ASS und Placebo.®* Mit der randomisiert-kontrollierten Studie CREDO (clopidogrel for
the reduction of events during observation) konnte auBerdem die Effektivitat des
Thienopyridins in der Langzeittherapie gezeigt werden. 2116 KHK-Patienten mit ASS
als Standardmedikation wurden nach einer elektiven PCI Uber ein Jahr beobachtet. Die
zusatzliche Gabe von Clopidogrel bewirkte eine relative Risikoreduktion von 26,9%

bezlglich des kombinierten Endpunktes Tod, Herzinfarkt und Schlaganfall. AuRerdem
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hatte eine VVorbehandlung mit Clopidogrel mindestens sechs Stunden vor der geplanten
PCI eine relative Risikoreduktion bezuglich des kombinierten Endpunktes Tod,
Herzinfarkt und dringliche Revaskularisierung von 38,6% im Vergleich zu nicht
vorbehandelten Patienten zur Folge. Eine kurzfristigere Vorbehandlung zeigte
dahingegen keinen signifikanten Effekt.®® In zwei neueren Studien konnte auBerdem
gezeigt werden, dass auch bei der primér konservativen, medikamentdsen Therapie
eines akuten Herzinfarkts, die zusatzliche Gabe von Clopidogrel zu einer Abnahme der
kardiovaskularen Ereignisse, sowie der Mortalitat fihrt. So beobachteten Chen et al bei
45852 Patienten mit akuten ST-Hebungs-Infarkten eine hochsignifikante relative
Risikoreduktion von 9% beziiglich des kombinierten Endpunkts Tod, erneuter Infarkt
oder Schlaganfall bei Behandlung mit Clopidogrel.” Ahnliches war bereits einige
Monate zuvor von Sabatine et al gezeigt worden.®® Es verwundert also nicht, dass
Clopidogrel ein fester Bestandteil der Behandlungsleitlinien der KHK ist. So wird eine
mindestens einmonatige duale Antiplattchentherapie mit ASS und Clopidogrel nach
einem akuten Herzinfarkt oder nach Implantation eines unbeschichteten Stents im
Rahmen einer PCI empfohlen.'?”*?® Und da die Pravalenz der KHK weiter zunimmt und
betroffene Patienten immer hé&ufiger interventionell behandelt werden, wird die
suffiziente Hemmung der Thrombozytenaktivitat immer wichtiger.'® Zum Beispiel
stieg die Anzahl der perkutanen Interventionen in den USA zwischen 1987 und 2003
um 326% auf 664000 pro Jahr. Und auch die Rate der Stentimplantationen nimmt zu:
So stieg sie beispielsweise zwischen 1996 und 2000 um 147%. 2003 wurden bei etwa
84% der durchgefiihrten PCls Stents implantiert."*

b) Auswirkungen der Nonresponsiveness

Eine wichtige Frage, die sich nun stellt, ist, welche Auswirkungen eine unvollstandige
Hemmung der Plattchenaktivitat auf Patienten hat, die eigentlich von dieser profitieren
sollten. Denn man weil bereits seit einigen Jahren, dass nach Stentimplantation in 1-2%
der Falle trotz dualer Antiplattchentherapie akute oder subakute Stentthrombosen
entstehen.®® Und da sich Berichte (ber Stentthrombosen in Patienten mit hoher

93;98-101;131;132 muss

Thrombozytenaktivitat unter dualer Antiplattchentherapie h&ufen,
davon ausgegangen werden, dass ein vermindertes Ansprechen auf Clopidogrel ein
wichtiger Risikofaktor fir ein postinterventionelles ischdmisches Ereignis ist. Das

erhohte Risiko flr Stentthrombosen in Clopidogrel-Nonrespondern wurde sogar bereits
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durch prospektive Studien bestatigt und liegt bei bis zu 4,7%.°**3 Das hat zur Folge,
dass diese Patienten nach einer PCI signifikant mehr kardiovaskulére Ereignisse

% Insbesondere nach Intervention am

erleiden und auch haufiger versterben.®
dominanten oder letzten offenen Gefall kann eine insuffiziente Plattchenhemmung mit
resultierendem Verschluss des Stents flr den Patienten fatal sein. AuBerdem sind bei
Clopidogrel-Nonrespondern im Falle eines akuten Herzinfarktes Morbiditdt und
Mortalitat erhoht.”**** Besonders problematisch ist die Tatsache, dass durch
Standarddosen Clopidogrel haufig keine ausreichende Plattchenhemmung erreicht wird,
bei Patienten, die sich einer elektiven PCI unterziehen. Denn der Eingriff per se senkt
bei diesem Kollektiv nur die Symptomatik, nicht aber das Herzinfarktrisiko."**** So
kann die Intervention bei einem Nonresponder mit einer stabilen KHK das Risiko eines
akuten Verschlusses, der als akuter Herzinfarkt mit allen Ublichen Komplikationen
imponieren kann, erhohen. Das Ziel sollte aber vielmehr sein, jeden Patienten so zu
behandeln, dass ischamische Ereignisse effektiv verhindert werden. 33

¢) Drug-eluting Stents

Die so genannten Drug-eluting-Stents (DES) sind in diesem Zusammenhang besonders
problematisch. Bei diesen wird die Endothelialisierung des Stents, durch die es zu
Stent-Stenosen kommen kann, durch die Ausschittung zytostatisch wirksamer
Medikamente wie Sirolimus unterdriickt.’* In einem handelsiiblichen Metallstent
(Bare-Metal-Stent, BMS) ist die Endothelialisierung der Metalloberflache in der Regel
nach etwa drei Monaten abgeschlossen. Damit gibt es dann kein freiliegendes
Fremdmaterial mehr, das von den Thrombozyten erkannt werden kann. Ein DES kann
dahingegen Uber einen langeren Zeitraum Thrombozyten aktivieren. So wurden zum
Beispiel nach frihzeitigem Absetzen von Clopidogrel spate Stentthrombosen, die mehr
als 30 Tage nach Intervention auftraten, beschrieben.'***** Deshalb entschieden sich
FDA und AHA (American Heart Association) in ihren Leitlinien nach Implantation
eines DES eine mindestens zwolfmonatige Therapie mit Clopidogrel zu empfehlen.***
1%® Dies zeigt auch, dass nach DES-Implantation eine insuffiziente Plattchenhemmung
wesentlich bedrohlicher ist als nach Implantation eines BMS. Die erhebliche Anzahl
von Nonrespondern, die in der klinischen Routine bisher nicht identifiziert werden
konnen und erst bei Auftreten von Komplikationen auffallen, ist bei dem immer groRer

werdenden Anteil von DES bei Stentimplantationen problematisch.
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3) Losungsmoglichkeiten

Losungsmoglichkeiten fiur das Problem einer insuffizienten Plattchenhemmung
umfassen eine Steigerung der Clopidogreldosis und eine individuelle Dosisanpassung
bei Clopidogrel-Nonresponsiveness. Alternativ. kommt auch der Einsatz neuer
antithrombozytér wirksamer Substanzen in Frage.

a) Generelle Dosissteigerung

Dass eine Erhéhung der Clopidogreldosis zu einer Abnahme der Nonresponsiveness
flhrt, konnte bereits in vielen groRen Studien gezeigt werden. Eine Optimierung der
Clopidogrel-Wirkung mit konsekutiver Senkung des Risikos fiir klinische Ereignisse

76,7879 86:87 arreicht werden.

kann durch Erh6hung der Startdosis oder der Erhaltungsdosis
Problematisch an einer generellen Anpassung der Dosierung ist jedoch, dass héhere
Dosen des Thienopyridins auch mit Gefahren wie einer Neutropenie oder einer erhéhten
Blutungsneigung einhergehen.®® Andererseits scheinen diese hoheren Dosen nicht bei
allen Patienten eine adaquate Plattchenhemmung zu bewirken. So zeigten zum Beispiel
Fontana et al, dass trotz einer Verdopplung der Erhaltungsdosis bei 45 Nonrespondern
diese nicht die Thrombozytenhemmung eines Responders aufwiesen.'*’ Angiolillo et al
bestatigten diese Ergebnisse bei Diabetikern. Eine Erhohung der Erhaltungsdosis
bewirkte nur bei 35% der Nonresponder eine gute Clopidogrel-Response.'*® Sinnvoller
ware also eine selektive Dosis-Anpassung bei entsprechender Notwendigkeit.

b) Individuelle Dosisanpassung

Benefit und Sicherheit einer individuellen Anpassung der Clopidogrel-Dosis bei
Nonresponse wurden bereits gezeigt.*® Bonello et al fanden in ihrer prospektiven
Multicenter-Studie eine Abnahme kardiovaskuldrer Ereignisse durch die PRI-gesteuerte
Dosisanpassung. Das Blutungsrisiko war dabei nicht erhéht. Voraussetzung fir eine
individuelle Dosisanpassung ist die quantitative Messung der Thrombozytenhemmung
durch Clopidogrel. Hier kommt nun jedoch wieder oben genannte Problematik zu
tragen: Bisher existieren keine standardisierten Methoden und Grenzwerte, mit Hilfe
derer man eine Aussage zum Kklinischen Risiko eines Patienten treffen kann. Bei
zusatzlich aufwandigen Testverfahren mit hohem Zeit- und Personalaufwand ist die
klinisch routineméal3ige Thrombozytenaktivitatsmessung zur Beurteilung der Clopidgrel-

Response aktuell nur in einigen wenigen Kliniken méglich.™®
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¢) Neue Substanzen

Da eine unzureichende Metabolisierung die wahrscheinlichste Ursache der Clopidogrel-
Nonresponsiveness ist, konnte die Losung des Problems bei neuen Substanzen liegen,
die wie das neue, oral verfligbare Thienopyridin Prasugrel, einheitlicher metabolisiert
werden und somit eine hohere Bioverfuigarkeit besitzen. Auch andere P2Y,-
Antagonisten wie Cangrelor oder Ticagrelor (AZD6140), die gar nicht metabolisiert
werden miissen, kommen als Alternativen in Frage.®® Das Thienopyridin Prasugrel zum
Beispiel hat in klinischen Studien Erfolg versprechende Ergebnisse geliefert. So fand
man heraus, dass in gesunden Kontrollen eine LD mit 60 mg Prasugrel schneller,
einheitlicher und effektiver wirkt als 300 mg Clopidogrel.’**!* Bereits 2005 zeigten
Wiviott et al in der Phase Il Studie JUMBO-TIMI 26 (joint utilization of medications to
block platelets optimally-thrombolysis in myocardial infarction) an 904 PCI-Patienten
eine &hnliche Effektivitat von Prasugrel im Vergleich zu Clopidogrel bei vergleichbarer
Sicherheit.™® Und Jernberg et al konnten zeigen, dass Prasugrel zu einer besseren
Plattcheninhibition bei Patienten mit stabiler KHK fiihrt als Clopidogrel.™>* In der 2007
veroffentlichten Phase 111 Studie TRITON-TIMI 38 (trial to assess improvement in
therapeutic outcomes by optimizing platelet inhibition with prasugrel) war die
Behandlung mit Prasugrel 10 mg téglich bei ACS zwar mit signifikant weniger
kardiovaskuldaren Ereignissen als unter Clopidogrel 75 mg assoziiert. Gleichzeitig war
aber das Risiko fur schwere Blutungen erhéht und die Gesamtmortalitat wurde nicht
beeinflusst. Erwahnenswert ist aber die in dieser Studie gezeigte signifikante Reduktion
von Stentthrombosen um 52% und der groRere Benefit von Diabetikern.*>>**® Eine
weitere Phase Il Studie (prasugrel in comparison to clopidogrel for inhibition of
platelet activation and aggregation-thrombolysis in myocardial infarction /PRINCIPLE-
TIMI 44) zeigte bei 201 KHK-Patienten mit elektiver PCI eine signifikant bessere
Plattcheninhibition durch Prasugrel (LD 60 mg/MD 10 mg) im Vergleich zu hoch
dosiertem Clopidogrel (LD 600 mg/MD 150mg) in der Plattchenaggregometrie.**’ Dies
lasst vermuten, dass eine Erhéhung der Clopidogreldosis keine Auswirkungen auf die
Ergebnisse von TRITON-TIMI 38 gehabt hatte. Zur weiteren Evaluation von
Effektivitat und Sicherheit von Prasugrel sind weitere groRe Studien wie zum Beispiel
TRILOGY ACS (targeted platelet inhibition to clarify the optimal strategy to medically

manage acute coronary syndromes) geplant. Und in der OPTIMUS-3 Studie (optimizing
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antiplatelet therapy in diabetes mellitus) soll der Benefit von Prasugrel fir Diabetiker
genauer untersucht werden.*

Cangrelor und Ticagrelor sind direkte, reversible P2Y1,-Antagonisten, die nicht erst
durch Metabolisierung aktiviert werden mussen. Wahrend Ticagrelor oral verabreicht
werden kann, ist Cangrelor nur fiir die intravendse Applikation geeignet.™®® Dass
Ticagrelor (2 x 100/200mg) gut toleriert wird und in der Plattchenaggregometrie einen
besseren antithrombozytaren Effekt als Clopidogrel hat, wurde von Husted et al 2006 an
200 KHK-Patienten gezeigt.'®® Dieses Ergebnis konnte bei ACS-Patienten in der
DISPERSE-2 Studie (dose confirmation study assessing anti-platelet effects of
AZD6140 vs. Clopidogrel in non-ST-segment elevation myocardial infarction)
reproduziert werden.*® Und eine Subgruppenanalyse der Studie zeigte auRerdem, dass
bei mit Clopidogrel vorbehandelten Patienten die Plattchenhemmung durch Ticagrelor
noch verstarkt wird.'®* Ein weiterer \Vorteil der neuen Substanz ist die schnellere
Wirkung: Bereits vier Stunden nach Einnahme werden 90% der endgultigen Hemmung
erreicht. Unter Clopidogrel werden zum gleichen Zeitpunkt lediglich 60% erreicht.**®
Aufgrund der viel versprechenden Ergebnisse wird die Effektivitat und Sicherheit von
Ticagrelor aktuell in einer Phase Il Studie (platelet inhibition and patient
outcomes/PLATOQO) untersucht, in die 18000 Patienten eingeschlossen wurden.
Cangrelor stellt wegen der intravendsen Applikation und seiner sehr kurzen
Halbwertszeit von weniger als einer Stunde keine Alternative fur eine Langzeittherapie
mit Clopidogrel dar. Allerdings existieren bereits Phase Il Studien, in denen gezeigt
wurde, dass Cangrelor dhnlich effektiv und sicher wie GPlIbllla-Antagonisten ist. In
Studien wie CHAMPION-PCI (cangrelor vs standard therapy to achieve optimal
management of platelet inhibition — percutaneous coronary intervention) und
CHAMPION-PLATFORM (cangrelor vs placebo to achieve optimal management of
platelet inhibition) soll Cangrelor an insgesamt etwa 15000 Patienten genauer auf seine
Effektivitat und Sicherheit untersucht werden.

Mit Prasugrel und Ticagrelor existieren also zwei neue Substanzen, die eine ernst zu
nehmende Alternative zu Clopidogrel darstellen und aktuell in Phase 11l Studien weiter

uberpriift werden.
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V) Zusammenfassung

Die koronare Herzkrankheit ist die hdufigste Todesursache in Industrienationen und
wird mit Zunahme ihrer Risikofaktoren in Zukunft weiter an Bedeutung gewinnen.
Seitdem grof3e Studien zeigen konnten, dass KHK-Patienten von der Behandlung mit
dem Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel profitieren, ist das Thienopyridin
Bestandteil der leitliniengerechten Therapie der akuten und chronischen KHK. In den
letzten Jahren fanden Forscher jedoch heraus, dass individuelle Unterschiede in der
Wirksamkeit von Clopidogrel existieren, die bei Nonrespondern mit einem erhdhten
kardiovaskularen Risiko einhergehen.

Zur Beurteilung der Relevanz eines verminderten Ansprechens auf Clopidogrel in
einem alltaglichen Patientenkollektiv wurde aktuell die Thrombozytenaktivitat von 100
konsekutiven Patienten mit stabiler KHK untersucht, die mit mindestens 75 mg
Clopidogrel taglich behandelt wurden. Neben dem P2Y1,-spezifischen PRI kam dazu
auch die Messung der Verschlusszeit im PFA-100®, die ADP-induzierte P-Selektin-
Expression und der aktuelle Goldstandard der Thrombozytenaktivitatsmessung, die
ADP-induzierte Plattchenaggregometrie, zum Einsatz.

Trotz guter Korrelation der Ergebnisse von PRI und Aggregometrie, war die Rate der
Nonresponder mit einem PRI > 50% deutlich hoher als in der Aggregometrie. Insgesamt
fand sich bei 69% der Patienten ein unzureichendes Ansprechen auf Clopidogrel. 39%
der Clopidogrel-Nonresponder konnten in der Aggregometrie nicht als solche detektiert
werden. In der statistischen Analyse zeigten sich niedrige HDL-Spiegel und eine
Hypercholesterindmie in der Vorgeschichte als Einflussfaktoren der Clopidogrel-
Nonresponsiveness. Andere kardiovaskulare Risikofaktoren, Komorbiditdten und
Medikamente hatten keine Auswirkung auf die Clopidogrel-Responsiveness.

Die Problematik der Clopidogrel-Nonresponsiveness bedarf vor allem wegen der
Korrelation mit klinischen Ereignissen und der erhohten Mortalitat einer baldigen
Losung. In Frage kommen dazu der Einsatz neuer Substanzen und eine generelle oder
individuelle Dosisanpassung. Unklar ist allerdings noch, welches Konzept am sichersten
und 6konomischsten ist. Aktuell ist besonders bei Hochrisikopatienten eine Testung der
Clopidogrel-Responsiveness mit individueller Dosisanpassung sinnvoll. Aufgrund der
hoheren Sensitivitdt im Vergleich zur Plattchenaggregometrie ware ein P2Y,-

spezifischer Test ahnlich dem PRI dazu am ehesten geeignet.
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