Aus dem Institut fiir Pharmakologie und Klinische
Pharmakologie der

Heinrich-Heine-Universitéit Diisseldorf

Direktor: Prof. Dr. Karsten Schror

Der ""human platelet antigen-1'"' (HPA-1)-Polymorphismus
beeinflusst nicht die Wirkungen von Glykoprotein
IIb/II1a-Inhibitoren

Dissertation
Zur Erlangung des Grades eines Doktors der
Medizin

Der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf

vorgelegt von
Collin Jacobs

2005



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

gez.: Univ.-Prof. Dr. med. dent. Wolfgang H.-M. Raab

Dekan

Referent: Priv.-Doz. Dr. Weber

Korreferent. Prof. Dr. Godecke



Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

1

1.1
1.2
1.3

1.4
1.5
1.6
1.7

2

2.1
2.1.1
2.1.2
2.1.3
22
2.2.1
222

223
3

3.1
3.2
3.3

3.4
3.5

3.6

4.1
4.2
43
4.4

4.5
4.6

4.7
4.8

Einleitung

Polymorphismen als zusitzliches Risiko fiir die koronare Herzkrankheit

Aufbau und Funktion des Glykoprotein (GP) IIb/II1a-Rezeptors
Der "human platelet antigen" (HPA-1)-Polymorphismus des
GPIIb/Ia-Rezeptors

Hemmung der Thrombozytenaggregation durch Antiintegrine
Die GPIIb/IIla-Inhibitoren Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban

Einfluss des HPA-1-Polymorphismus auf die Wirkung der Antiintegrine

Zielsetzung

Material und Methoden

Material

Probanden, Patienten und Blutabnahme

Priparation der Thrombozyten

Substanzen und Losungen

Methoden

Messung der Fibrinogenbindung mittels Durchflusszytometrie
Bestimmung des HPA-1-Genotyps mittels

"gene amplification labelling in one system" (GALIOS)
Statistik

Ergebnisse

Frequenz der HPA-1-Genotypen

Basale und ADP-induzierte Fibrinogenbindung bei Blutspendern
und Patienten mit koronarer Herzkrankheit

Einfluss der HPA-1-Genotypen der Blutspender und Patienten
auf die Fibrinogenbindung

Hemmung der Fibrinogenbindung durch Antiintegrine
Hemmung der Fibrinogenbindung bei Blutspendern und
Patienten mit koronarer Herzkrankheit

Einfluss der HPA-1-Genotypen der Blutspender und Patienten
auf die Hemmung der Fibrinogenbindung

Diskussion

Aktivierung der Thrombozyten

Abhingigkeit der Aktivierbarkeit vom HPA-1-Polymorphismus
Haufigkeit der verschiedenen HPA-1-Genotypen

Haufigkeit des HPA-1b-Genotyps bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit, Myokardinfarkt oder zerebrovaskuldrer Thrombose
Hemmung der Thrombozytenaggregation durch GPIIb/IIIa-Inhibitoren
Einfluss des HPA-1-Polymorphismus auf die Wirksamkeit der
GPIIb/Illa-Inhibitoren

Kritik der Methoden

Schlussfolgerung

Zusammenfassung

01

02
02
02

04
05
06
07
07

08
08
08
08
09
10
10

11
12

13
13

13

14
15

16
17
19
19
19
22

22
24

25
26
27

28



7.1
7.2

Literatur

Publikationen im Zusammenhang mit der Arbeit
Originalarbeiten
Kongressbeitriage

29

35
35
35



Abkiirzungsverzeichnis

ADP
ACD
DNA
Fab
Fc
GALIOS
GP
HPA
IgG
KHK
PRP
TRAP
vWF

Adenosindiphosphat

"acidic citrate dextrose"
Desoxyribonukleinsdure

"fragment antigen-binding"

"fragment constant"

"gene amplification and labelling in one system'
Glykoprotein

"human platelet antigen"
Immunglobulin G

koronare Herzkrankheit
plattchenreiches Plasma

"thrombin receptor-activating peptide"
von-Willebrand-Faktor

!



1 Einleitung
1.1 Polymorphismen als zusétzliches Risiko fiir die koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist die hdufigste Todesursache in der westlichen
Welt (Balter, 1999). Neben bekannten Risikofaktoren wie Ubergewicht, Rauchen,
Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie werden in jiingster Zeit Polymorphismen
von Genen, die fiir die Hamostase zustindig sind, als zusidtzliche Risikofaktoren
untersucht (Wu & Tsongalis, 2001).

Polymorphismen sind DNA-Sequenzvariationen, die héaufiger als 1% in den
Chromosomen der Bevolkerung vorkommen. Diese Polymorphismen kénnen "stumm"
sein, d.h. sie haben keinen Einfluss auf die Aminosiduresequenz, oder sie konnen den
Austausch von Aminosduren bedeuten. Die Rolle dieser Polymorphismen als
Risikofaktoren in Bezug auf die koronare Herzkrankheit und ihre Folgen wurde in den
letzten Jahren in vielen Studien untersucht (Bray, 1999).

Es gibt mehrere Griinde, weshalb Polymorphismen der Rezeptoren von Thrombozyten
mogliche Risikofaktoren fiir arterielle Thrombosen darstellen konnen. FEin
entscheidender Grund liegt darin, dass diese meistens auf den Adhdsionsmolekiilen
liegen. Wenn nun der Austausch von Aminosiduren durch den Polymorphismus die
Funktion dieser Adhisionsmolekiile verdndert, kann dieser eine gesteigerte Adhésion
zur Folge haben (Bray, 2000).

1.2  Aufbau und Funktion des Glykoprotein IIb/I1Ia-Rezeptors

Der in dieser Arbeit untersuchte Polymorphismus betrifft den Glykoproteinrezeptor
[Ib/Illa der Thrombozyten.

Aufgrund seines groflen Einflusses auf die Thrombozytenaggregation stellt dieser
Rezeptor einen wichtigen Ansatzpunkt fiir pharmakologische Eingriffe dar (Lefkovitz et
al., 1995).

Von diesem Rezeptor befinden sich etwa 60.000-80.000 auf der Oberfliche ruhender
Thrombozyten (Wagner et al., 1996). Etwa ebenso viele Rezeptoren liegen im Inneren
der Thrombozyten (Weber & Schror, 2001). Ein Teil befindet sich in dem "surface-
connected membrane system" (SCS), der andere Teil in den Membranen der a-Granula.
Diese gelangen erst nach Aktivierung an die Oberfliche der Thrombozyten (Woods et
al., 1986; Morgenstern et al., 1992).

Dieser Rezeptor gehort zu der Familie der Integrine. Integrine bilden neben
Immunglobulinen, Selektinen und Cadherinen die groBte Familie der
Adhisionsrezeptoren (Hynes, 1987; Bosman, 1993).

Alle 22 bekannten Integrine sind Heterodimere mit je einer o- und einer B-Kette (Abb.
1). Diese o~ und B- Untereinheiten sind Produkte verschiedener Gene und nichtkovalent
miteinander auf der Zelloberfliche zu einer funktionellen Einheit verbunden. Die
o—Einheit besteht aus einer niedermolekularen Untereinheit (GPIIbL, light-chain) mit
einem Molekulargewicht von 25 kDa und einer hohermolekularen Untereinheit
(GPIIbH, heavy-chain) mit 105 kDa Molekulargewicht, welche durch Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind (Phillips et al., 1988; Bennett, 1996).
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Abb. 1.
Schematische Struktur eines GPIIb/IIIa-Integrins

Die Bs-Einheit ist eine einzelne Polypeptidkette (95 kDa) mit einem transmembrandren
Abschnitt und einem kurzen, hydrophilen Schwanz am Carboxy-Ende im Zytoplasma.
Charakteristisch ist die komplizierte Disulfid-Anordnung (Calvete, 1994), die durch die
Existenz fiinf cysteinreicher Regionen entsteht, von denen eine am Amino-Ende und
vier in der Ndhe der Membran liegen (Hynes, 1992).

Diese beiden Untereinheiten legen sich wihrend der Synthese in den Megakaryozyten
zu einem bivalenten, kationenbindenden Heterodimer zusammen, und diese komplexe
Formation ist notwendig fiir die Expression auf der Zelloberflache der Thrombozyten
(Duperray et al., 1989).

Die Ligandenbindungsstelle wird gemeinsam von der o- und B-Untereinheit gebildet
und befindet sich in der amino-terminalen Domine des Integrins im Bereich der
Bindungsstelle fiir bivalente Kationen. Bivalente Kationen sind notwendig, damit sich
die Liganden an den GPIIb/Illa-Rezeptor und an die anderen Integrine anlagern kdnnen
(Plow et al., 1992).

Als Liganden erkennen alle Integrine Aminosiduresequenzen mit einer Sadurefunktion
(Asparaginsdure oder Glutaminsdure), die essentiell fiir die Bindung am Rezeptor ist.
Klassisches Beispiel hierfiir ist die Arginin-Glycin-Asparaginsidure (RGD)-Sequenz, die
in mehreren Adhisionsproteinen, u.a. Vitronectin, Fibronectin, Fibrinogen und von
Willebrand Faktor enthalten sind (Kiefer & Phillips, 1990).

Die Aufgabe der Integrine besteht darin, einen interzelluldren Informationsaustausch
durch eine Verbindung des Zellinneren mit der Umgebung zu ermoglichen. Dies gelingt
ithnen mittels ihrer transmembranidren Struktur. Diese schafft eine mechanische
Verbindung zwischen Zellen, Matrix und anderen Zellen und erméglicht eine
Signaliibertragung iiber die Zellmembran in beide Richtungen, d.h. von innen nach
auflen (inside-out) und von auB3en nach innen (outside-in) (Shattil & Ginsberg, 1997).



Fir den Kontakt der zellmembranstindigen Integrine mit anderen Zellen oder der
extrazelluliren Matrix sind Adhésionsproteine (fibrillires Kollagen, Fibrinogen) als
Liganden notwendig. Diese iibertragen Signale zur Aufrechterhaltung des geordneten
Zellverbandes und fiir zelluldre Reaktionen auf mechanische und chemische
Stressreaktionen. Im kardiovaskuldren System beinhaltet dies z.B. die Anlagerung von
Thrombozyten an die GefdBwand (Adhédsion) oder an andere Thrombozyten
(Aggregation) sowie die Adhdsion von Leukozyten an Thrombozyten und am Endothel
bei der zelluldren Phase der Entziindung.

Unter normalen Bedingungen zirkulieren die Thrombozyten frei im Blut, ohne
miteinander oder mit der GefidBwand zu interagieren. Bei einer Gefd3verletzung, z.B.
der Ruptur eines artherosklerotischen Plaques, werden die nicht thrombogenen
Eigenschaften des Endothels verletzt und die subendotheliale Matrix freigesetzt, die
Fibronectin, Kollagen, Laminin und den von Willebrand Faktor (vWF) enthilt. Diese
Substanzen werden von den auf der Oberfldche sitzenden Integrinen erkannt und fithren
zu einer Plittchenaktivierung und Bindung. Diese Plittchenaktivierung ist die
Voraussetzung fiir die Funktionstidhigkeit des GPIIb/IIla-Rezeptors. Seine Affinitit fiir
l6sliches Fibrinogen ist im Ruhezustand so gering, dass kein Fibrinogen gebunden wird.
Dies verhindert eine unkontrollierte Aggregation ruhender Thrombozyten. Die
Aktivierung beinhaltet eine Anderung seiner Struktur und damit den Ubergang in einen
hochaffinen Zustand. Erst jetzt besitzt der Rezeptor die Fahigkeit, 16sliche Liganden wie
Fibrinogen und vWF zu binden. Nach der Fibrinogenbindung entsteht durch
"Clusterung" ein supramolekularer Komplex (Dedhar & Hannigan, 1996).

Die Bindung dieser Liganden an den GPIIb/Illa-Rezeptor fithrt zur
Plittchenaggregation. Dies ist der Grund, warum dieser Rezeptor eine so entscheidende
Rolle in der Ausbildung von Thromben spielt.

1.3  Der "human platelet antigen' (HPA-1)-Polymorphismus des GPIIb/IIla-
Rezeptors

Der hier untersuchte HPA-1-Polymorphismus mit den Allelen HPA-1a und HPA-1b
betrifft das Glykoprotein I1la des Rezeptors.

Trager des HPA-1a-Allels besitzen Leucin an der 33. Position des Glykoproteins Illa,
bei Tragern des HPA-1b-Allels ist Leucin an dieser Stelle durch Prolin ersetzt. Dieser
Austausch ist Folge der C1565T-Substitution im Exon 2 des GPIIla-Gens (Newman et
al., 1989).

Der HPA-1-Polymorphismus des GPIIb/Illa-Rezeptors ist einer der am genauesten
untersuchten Polymophismen. Dennoch ist seine klinische Relevanz noch nicht
eindeutig geklart (Beer et al., 2000).

So beobachteten Kastrati et al. (1999) und Garcia-Ribes et al. (1998) eine signifikant
erhohte Restenoserate bei Patienten, die Triager des HPA-1 b/b-Allels sind.

Feng et al. (1999) ordneten dem HPA-1-Polymorphismus eine Rolle in der Reaktivitt
der Thrombozyten zu. Thre Untersuchungen ergaben eine  verstirkte
Plattchenaggregation und ein damit verbundenes hoheres Risiko fiir die Entstehung
einer koronaren Herzkrankheit bei Triagern des HPA-1 b/b-Genotyps.

Goodall et al. (1999) entdeckten bei ihren Untersuchungen eine signifikant hohere
Bindung von 16slichem Fibrinogen an Thrombozyten von Personen des HPA-1 b/b-
Genotyps als an Thrombozyten von Personen des HPA-1 a/a-Genotyps. Bennett et al.
(1997) und Meiklejohn et al. (1999) konnten dies jedoch nicht bestétigen.
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Im Gegensatz dazu beschrieben Lasne et al. (1997), dass sogar hohere Konzentrationen
des Plattchenaktivators TRAP (thrombin receptor-activating peptide) notwendig sind,
um Thrombozyten des Genotyps HPA-1 b/b zu aktivieren.

Weiss et al. (1996) registrierten ein doppelt so hdufiges Vorkommen des Genotyps
HPA-1 b/b bei einer Gruppe von Patienten mit koronarer Herzkrankheit verglichen mit
einer Kontrollgruppe von Personen ohne Vorgeschichte einer kardialen Erkrankung.
Aufgrund dessen stellten sie die Hypothese auf, dass das HPA-1 b/b-Gen ein
Risikofaktor fiir das Auftreten einer koronarer Herzerkrankung ist.

Auch Wu & Tsongalis (2001) sahen einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
HPA-1 b/b-Genotyp und dem Auftreten einer koronaren Herzkrankheit.

Ridker et al. (1997) fanden hingegen keine Hinweise fiir einen Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein des HPA-1 b/b-Genotyps und dem Auftreten eines
Myokardinfarktes, Schlaganfalls oder venoser Thrombosen.

Somit ist bis jetzt nicht eindeutig gekldrt, in wiefern der HPA-1-Polymorphismus
alleine oder vielleicht nur bei gemeinsamem Auftreten mit anderen Risikofaktoren fiir
die Entstehung von Thromben die Entwicklung eines Myokardinfarktes,
zerebrovaskulédrer Thromben oder einer koronaren Herzkrankheit begiinstigt.

1.4  Hemmung der Thrombozytenaggregation durch Antiintegrine

Die Blockierung der Thrombozytenfunktion ist ein therapeutisches Prinzip zur
Verhinderung arterieller Thrombosen, d.h. insbesondere von Myokardinfarkten.

Ein relativ neues Therapieprinzip zur Hemmung der Thrombozytenaggregation sind
Antiintegrine. Diese bestehen aus Peptiden, bzw. Peptidomimetika oder Antikorpern,
die direkt den GPIIb/Illa-Rezeptor blockieren. Dadurch verhindern sie die sonst
stattfindende =~ Bindung  von  Fibrinogen @ und  die  Entstehung  von
Thrombozytenaggregaten nach  Aktivierung des Rezeptors durch  ADP,
Kollagen,Thrombin, Adrenalin oder durch andere Thrombozytenstimuli (Lefkovitz et
al.,1995)(Abb.2).

(ADP, Kollagen, Thrombin, Adrenalin)

l

Thrombozyt

GPllb/llla

* ‘— Antiintegrine

Fibrinogenbindung
Aggregatbildung

Abb. 2.
Hemmung der Fibrinogenbindung und Aggregatbildung mittels Blockierung des
GPIIb/IIIa-Rezeptors durch Antiintegrine.



Die Fahigkeit, integrinvermittelte Reaktionen, wie z.B. die Bindung von I6slichem
Fibrinogen, dem von Willebrand Faktor oder Kollagen, direkt zu inhibieren, beruht auf
einer bestimmten Aminosduresequenz, der RGD- bzw. KGD-Sequenz, die mit der
Bindung von Adhésionsproteinen wie Fibrinogen am Pléttchenintegrin, d.h. dem
GPIIb/IlIa-Rezeptor, kompetiert (Ingber, 1997).

1.5  Die GPIIb/IlIa-Inhibitoren Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban

Die GPIIb/Illa-Inhibitoren, die im klinischen Gebrauch sind, sind Antikorper oder
Antagonisten auf Peptidbasis, die intravends gegeben werden.

Anfang der achtziger Jahre entdeckten Coller et al. (1983) Antikorper gegen das
Glykoprotein IIb/Illa, die die Bindung von Fibrinogen an den Rezeptor inhibierten.
Abciximab wurde aus diesem monoklonalen Antikorper 7E3 gewonnen, welcher zur
IgG; -Klasse gehort.

Zur Herstellung von Abciximab wurden die Fc (fragment constant)-Regionen von 7E3
proteolytisch entfernt, so dass nur noch die Fab (fragment antigen-binding)-Regionen
zuriickblieben. Dies war notwendig, um immunologische Komplikationen wie
Komplementaktivierung und Thrombozytopenie infolge der speziesfremden Herkunft
zu reduzieren (Faulds & Sorkin, 1994).

Diese Fab-Fragmente enthielten immer noch Fc-Anteile, die fiir die Antigenbindung
nicht essentiell waren (Coller et al., 1991). Daher reduzierte man die Fc-Region noch
mehr, eine residuale Immunogenitit blieb aber dennoch. Daraufhin wurde die DNA-
Sequenz der Fc-Region durch die entsprechende Region aus humanem IgG ersetzt.
Nach der Entfernung auch dieser Fc-Regionen blieben modifizierte Fab-Fragmente
ibrig, die den Namen Abciximab erhielten (Jordan et al., 1992)

Abciximab blockiert die Fibrinogenbindung sowohl an den aktivierten als auch an den
nichtaktivierten =~ GPIIb/Illa-Rezeptoren. = Dadurch ~ wird  nicht nur  die
Thrombozytenaggregation, sondern auch die Thrombozytenadhision gehemmt, da
Thrombozyten iiber den nicht aktivierten GPIIb/IIla-Rezeptor an immobilisiertes
Fibrinogen binden kénnen (Coller et al., 1983; Coller et al., 1991; Coller, 1992). Dieses
Medikament war der erste GPIIb/IIla-Blocker, der getestet und am Menschen
angewandt wurde. Mehrere klinische Phase-III-Studien konnten die Wirksamkeit dieses
Medikamentes bei perkutaner Koronarintervention belegen (The EPIC Investigators,
1994; The EPILOG Investigators, 1997; The CAPTURE Investigators, 1997; The
EPISTENT Investigators, 1998).

Eptifibatid ist ein zyklisches Heptapeptid, welches iiber Disulfidbriicken verbunden ist.
Seine  Strukur basiert auf einem Disintegrin, Barbourin, welches die
Arminosdurenfrequenz KGD mit einem Disulfidring enthilt (Phillips & Scarborough,
1997). Anstatt einer RGD- enthilt es also eine KGD-Sequenz, welche wahrscheinlich
fiir seine hohe Spezifitit gegeniiber dem GPIIb/Illa-Rezeptor verantwortlich ist. Seine
Affinitdit zum GPIIb/Illa-Rezeptor ist allerdings geringer als die von Abciximab.
Eptifibatid ist ein niedermolekularer Antagonist (Goa & Noble, 1999). Man nimmt an,
dass diese Sequenz analog zu der Sequenz am Caboxyende der y-Kette von Fibrinogen
ist, welche die Bindung von Fibrinogen an den Rezeptor vermittelt (Farrell et al., 1992).



Eine weitere Peptidsequenz, die vom GPIIb/Illa-Rezeptor erkannt wird, ist —Arg-Gly-
Asp- (RGD). Diese Sequenz kommt in Fibrinogen, vWF und anderen Liganden des
Rezeptors vor. Diese RGD-Sequenz war der Ansatzpunkt fiir die Entwicklung von
Tirofiban (Egbertson et al., 1994).

Tirofiban ist ein kleines, nicht peptidisches Molekiil, welches im Gegensatz zu
Eptifibatid nicht mit der Fibrinogenbindungsstelle kompetiert, sondern die
Eigenschaften der RGD-Sequenz imitiert und dadurch die Fibrinogenbindung hemmt
(Egbertson et al., 1994).

Auch bei diesen beiden Vertretern der Thrombozytenaggregationshemmer konnten
verschiedene  klinische  Phase-IlI-Studien  ihren  Effekt bei  perkutaner
Koronarintervention und bei der Therapie des akuten Koronarsyndroms belegen (The
IMPACT II Investigators, 1997; The RESTORE Investigators, 1998; The PRISM Study
Investigators, 1998; The PRISM PLUS Study Investigators, 1998; The PURSUIT
Investigators, 1998).

1.6  Einfluss des HPA-1-Polymorphismus auf die Wirkung der Antiintegrine

Es ist eine grofe Variabilitidt der Wirkungen der Antiintegrine bekannt. Bihour et al.
(1999) registrierten eine interindividuell variable Ansprechbarkeit der Thrombozyten
auf den Inhibitor des GPIIb/I1la-Rezeptors Abciximab.

Auch Holmes et al. (1999) beobachteten eine individuell unterschiedlich starke
Hemmung des GPIIb/IIla-Rezeptors durch Eptifibatid oder Tirofiban.

Eine verstiarkte Wirkung der GPIIb/Illa-Inhibitoren auf ADP-aktivierte Thrombozyten
bei Trigern des Genotyps HPA-1 a/b beschrieben Michelson et al. (2000).

Bennett et al. (2001) sahen in ihren Untersuchungen hingegen keine Auswirkungen des
HPA-1-Genotyps auf die Blockierung der Fibrinogenbindung durch den
niedermolekularen GPIIb/IIla-Inhibitor RWJ 53308.

Ob die Wirkung dieser Antiintegrine in Zusammenhang mit dem HPA-I-
Polymorphismus steht, konnte somit bis jetzt nicht eindeutig geklart werden.

1.7 Zielsetzung

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des HPA-1-Genotyps auf die Hemmung der
Fibrinogenbindung durch die GPIIb/IIIa-Inhibitoren Abciximab, Eptifibatid und
Tirofiban bei gesunden Blutspendern als Kontrollpersonen sowie bei Patienten mit
stabiler koronarer Herzkrankheit untersucht.



2 Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1 Probanden, Patienten und Blutabnahme

Die Studie wurde mit 62 Blutspendern des Instituts fiir Hidmostaseologie und
Transfusionsmedizin der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf und 177 Patienten der
Klinik fiir Kardiologie, Pneumologie und Angiologie der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf durchgefiihrt.

Unter der Gruppe der Blutspender befanden sich 45 Minner und 17 Frauen. Der
Altersdurchschnitt lag bei 38,1 + 1,4 Jahren.

Bei den Patienten bestand als Grundvoraussetzung das Vorliegen einer stabilen
koronaren Herzkrankheit (KHK). Patienten, die im Rahmen ihrer Behandlung
Thienopyridine erhielten, wurden von der Studie ausgeschlossen. Die Einnahme von
Acetylsalicylsdure stellte keinen Grund zum Ausschluss dar, da Aspirin die Adenosin-
diphosphat (ADP)-induzierte Thrombozytenaktivierung, gemessen bei einer
Kalziumkonzentration von 2 mM, nicht beeinflusst (Hermann et al., 2001).

Diese Gruppe bildeten 132 Minner und 45 Frauen mit einem Altersdurchschnitt von
63,9 + 0,9 Jahren.

Den Blutspendern und Patienten wurden jeweils 5 ml Blut abgenommen. Sie wurden
iiber die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente aufgekldrt und erklirten
schriftlich ihr Einverstindnis.

Das Blut wurde in einem Vakutainer mit Citratvorlage (1:9 v/v) gesammelt und
unverziiglich zum Labor transportiert.

2.1.2 Priparation der Thrombozyten

Das Vollblut wurde auf zwei Eppendorf-Gefile zu je 2 ml verteilt. Durch
Zentrifugieren bei 5000 U/min fiir 45 Sekunden wurde pléttchenreiches Plasma (PRP)
gewonnen.

Das Eppendorf-Gefill wurde nun eine Minute stehen gelassen und hieraus 1 ml PRP in
ein neues Eppendorf-Gefil pipettiert.

Dann wurde das PRP 1:5 mit ACD versetzt und bei 6000 U/min. fiir 30 Sekunden
zentrifugiert. Der Uberstand wurde komplett abgesaugt und das Pellet in 1 ml Komplett-
TM resuspendiert. AnschlieBend wurde das Material aus 1 ml ACD-versetztem PRP in
insgesamt 5 ml Komplett-TM resuspendiert. (Weber & Schror, 2001).

Vor jedem Versuch wurde der Aktivierungszustand der Thrombozyten durch
Uberpriifung des “swirl-Phinomens* festgestellt. Dieses Phinomen spiegelt das
“Herumwirbeln* der diskoidalen Thrombozyten im Plasma wider und verschwindet
bereits in frithen Aktivierungsstadien durch die Abrundung der Thrombozyten, die dann
sogenannte Reizformen bilden (Zucker, 1989; Krzywanek, 1987).

Das zuriickgebliebene Blut wurde in zwei 2 ml Eppendorf-Gefialen bei —16° C
eingefroren und fiir die PCR zur Bestimmung des HPA-1-Genotyps aufbewahrt.



2.1.3 Substanzen und Losungen

Substanzen

Abciximab (Reopro®)
ACD (Biostabil®)
Adenosindiphosphat
Eptifibatid (Integrelin®)
Oregon-Green Fibrinogen
Tirofiban (Aggrastat®)

Centocor, Leiden, Holland
Biotest Pharma, Dreieich

Sigma

Essex Pharma, Miinchen
Molecular Probes, Eugene, USA
MSD Sharp & Dohme, Haar

Tirofiban

HoN

H

NH
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Abb. 3. Chemische Struktur von Tirofiban und Eptifibatid.

Losungen

Adenosindiphosphat: ADP wurde als Stammlosung in einer Konzentration von
10 M bei —20 °C aufbewahrt und an jedem Versuchstag auf die gewiinschte

Konzentration verdiinnt.

Komplett-TM: 10 ml TM, 100 ul Rinderserumalbumin, 100 ul CaCl, (200mM), 100 ul

Glukose (100 mg/ml).

HEPES-Tyrode Puffer: Besteht aus 134 mM NaCl, 12 mM NaHCOs;, 2,9 mM KCl, 2
mM CaCl,, 0,36 mM NaH,PO4, 1 mM MgCl,, 5 mM HEPES, 5 mM Glucose, 0,5
mg/ml Rinder-Serumalbumin, pH 7,4.

Isoton: NaCl 7,9 g/1, Na,HPO,4 1,9 g/l, EDTA 0,4 g/1, KCI 0,4 g/l, NaH,PO, 0,2 g/l, NaF

0,3 g/l.



2.2 Methoden
2.2.1 Messung der Fibrinogenbindung mittels Durchflusszytometrie

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sensitivitit der Thrombozyten gegeniiber den
GPIIb/Illa-Inhibitoren Abciximab (0,03-3 pg/ml), Eptfibatid (0,01-1 pg/ml) und
Tirofiban (0,01-1 pg/ml) in Zusammenhang mit dem HPA-1-Genotyp iiberpriift.

Nach Gewinnung der gewaschenen Thrombozyten aus dem Vollblut wurden diese zu je
100 pl auf Eppendorf-Gefille (1,5 ml) aufgeteilt. Es folgte die Zugabe von jeweils 10 pl
der verschiedenen GPIIb/IIla-Inhibitoren.

Nach 15 min. Inkubation bei 37 °C wurden fiir das MaB} der Fibrinogenbindung 10 pl
Fibrinogengemisch mit ADP dazugegeben. Das Fibrinogengemisch bestand aus Oregon
Green-markiertem  Fibrinogen (0,5 mg/ml) und, um die physiologische
Fibrinogenkonzentration zu erreichen, unmarkiertem Fibrinogen (3 mg/ml) (Weber &
Schrér, 2001).

Nach einer Inkubationszeit von 15 min. bei 37 °C wurde die Fibrinogenbindung durch
Verdiinnung mit Isoton (1:200) gestoppt und unmittelbar mittels Durchflusszytometrie
gemessen.

Die Wirksamkeit der Substanzen wurde anhand der Hemmbarkeit der
Fibrinogenbindung bestimmt.

Inkubationsschema:

100 pl gewaschene Thrombozyten + 10 ul GPIIb/IIla-Inhibitor
(15 min. Inkubation bei 37°C)

10 pl Fibrinogengemisch + ADP (30 uM) (15 min. Inkubation bei 37 °C)

Verdiinnung mit Isoton (1:200), durchflusszytometrische Analyse

Es wurden folgende Konzentrationen der GPIIb/II1a-Inhibitoren verwendet:
Abciximab: 0,03 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,3 pug/ml, 1 pg/ml, 3 pg/ml
Eptifibatid: 0,01 pg/ml, 0,03 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,3 pg/ml, 1 pg/ml

Tirofiban: 0,01 nM, 0,03 nM, 0,1 nM, 0,3 nM, 1nM

Nachdem die Reaktionen durch die Zugabe von Isoton gestoppt waren, wurden die
Proben im Epics-XL Zytometer (Beckmann Coulter, Krefeld) untersucht. Die
Thrombozytenpopulation wurde anhand der Verteilung von Vorwirts- und
Seitwirtsstreuung identifiziert und mittels Anfiarbung mit Anti-CD62P-Antikorpern
verifiziert (Weber & Schror, 2001) (Abb. 4) Die Signalverstarkung wurde logarithmisch
eingestellt. Es wurden 10 000 Plittchen bei maximal 1000 Ereignissen pro Sekunde
vermessen und mit der System II-Software analysiert.
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Abb. 4.
Scatter zur Identifizierung der Thrombozytenpopulation mittels Vorwirts- und
Seitwértsstreuung.

Als unstimulierte Kontrolle diente eine Probe von 100 pl gewaschener Thrombozyten,
die mit 10 pl Fibrinogengemisch jedoch ohne ADP versetzt wurde.

Als stimulierte Kontrolle diente eine Probe von 100 ul gewaschener Thrombozyten, die
mit 10 ul Fibrinogengemisch und ADP versetzt wurde.

Fir jeden Versuch wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve erstellt. Aus diesen
Kurven wurde fiir jedes Einzelexperiment die Konzentration fiir die halbmaximale
Hemmung der Fibrinogenbindung (ICso-Wert) mittels nicht-linearer Regression
berechnet (Programm Graph Pad Prism 2.01, GraphPad Software, Inc. San Diego, CA,
USA).

2.2.2 Bestimmung des HPA-1-Genotyps mittels ''gene amplification labelling in one
system'' (GALIOS)

Der HPA-1-Genotyp wurde mittels GALIOS und Einzelmolekiil-Spektroskopie
bestimmt (Weber et al., 2002).

Das  GALIOS-Verfahren  basiert auf der  Synthese  allelspezifischer,
fluoreszenzmarkierter PCR-Produkte in einer homogenen Reaktion.

In einem Reaktionsansatz werden zwei genspezifische Amplifikationsprimer und zwei
allelspezifische Markierungsprimer verwendet. Die genspezifischen, nichtmodifizierten
Amplifikationsprimer dominieren die frithen Zyklen der Amplifikation, wihrend die
beiden allelspezifischen Labelingprimer in spidteren Zyklen hochspezifisch
fluoreszenzmarkierte Produkte des entsprechenden Allels generieren.

Die Markierungsprimer sind 5°-terminal an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt, die
entweder mit Laserlicht der Wellenldngen 543 nm (TAMRA fiir Allel A) oder 633 nm
(EVOblue fiir Allel B) angeregt werden.
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Die Detektion der allelspezifisch markierten PCR-Produkte erfolgte mittels
automatisierter  Einzelmolekiil-Detektion  (Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie,
FCS) auf dem Analyzer AA2.0.

Die Genotypisierung wurde durch Frau Dr. Stephanie Weber, EVOTEC, durchgefiihrt.

2.2.3. Statistik

Die Messdaten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von n
unabhingigen Versuchen angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mittels der
Varianzanalyse (Einweg-ANOVA) und dem Bonferroni-Test (GraphPad Instat 3.01,
GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) fiir multiple Vergleiche iiberpriift. Das
Signifikanzniveau P fiir o wurde mit 0,05 festgesetzt.
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3 Ergebnisse
3.1 Frequenz der HPA-1-Genotypen

Die Tabelle zeigt die Verteilung der einzelnen HPA-1-Genotypen unter den gesunden
Blutspendern und den Patienten mit koronarer Herzkrankheit. Der Genotyp einiger
Blutspender war vor den Experimenten bekannt; daher ist die Hiufigkeit des
homozygoten HPA-1b/b-Genotyps verglichen mit dem Vorkommen in der Bevolkerung
erhoht. Bei den Patienten mit koronarer Herzkrankheit waren die Genotypen vorher
nicht bekannt, und die Héufigkeit der Genotypen entspricht der Verteilung in der
Bevolkerung.

Gesunde Blutspender (n = 62) Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(m=177)
HPA-1 a/a: 46 (74%) HPA-1 a/a: 135 (76%)
HPA-1 a/b: 10 (16%) HPA-1 a/b: 38 (22%)
HPA-1b/b: 6 (10 %) HPA-1b/b: 4 (2%)

3.2 Basale und ADP-induzierte Fibrinogenbindung bei Blutspendern und
Patienten mit koronarer Herzkrankheit

Im nichtaktivierten Zustand zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Fibrinogenbindung der Blutspender und der Fibrinogenbindung der Patienten mit
koronarer Herzkrankheit.

Die Zugabe von ADP fiihrte sowohl bei den Blutspendern, als auch bei den Patienten zu
einer erhohten Fibrinogenbindung (Abb. 5).

SINGLE PARAMETER
=

@

6

1

2

4
.1 1 18 188 1888

Kontrolle ADP (30 uM)
Fibrinogenbindung
Abb. S.

Originaldarstellung der Fibrinogenbindung im nichtaktivierten (Kontrolle) und
aktivierten(30 uM ADP) Zustand der Thrombozyten gemessen mittels der
Durchflusszytometrie.
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Die quantitative Auswertung der Fibrinogenbindung an die Thrombozyten der
Blutspender im Vergleich zu den Patienten mit koronarer Herzkrankheit ergab eine
signifikant erhohte Fibrinogenbindung bei den Patienten verglichen mit der
Fibrinogenbindung bei den Blutspendern (Abb. 6).

p < 0,001
_ Kontolle,

< 6 n==62

[

= KHK,

o n =177

= 41

£

O

C

(0]

2 n.s.

£ 27 —

g

] - N

0
Kon. ADP (30 uM)

Abb. 6.

Fibrinogenbindung (mittlere Fluoreszenz-Intensitit, MnX) der Thrombozyten von
Blutspendern (Kontrolle, n = 62) und Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK, n =
177) im nichtaktivierten (Kon.) und im aktivierten (ADP 30 uM) Zustand. Quantitative
Analyse (Mittelwerte£SEM, n.s. = nicht signifikant).

3.3 Einfluss der HPA-1-Genotypen der Butspender und Patienten auf die
Fibrinogenbindung

Im nicht-aktivierten Zustand konnte kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die
Fibrinogenbindung der Thrombozyten zwischen den drei HPA-1-Genotypen von
Blutspendern und Patienten beobachtet werden.

Bei allen drei Genotypen lief sich die Fibrinogenbindung durch die Zugabe von ADP
(30 uM) erhohen. Es gab auch im aktivierten Zustand keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Genotypen. Allerdings lieBen sich die Thrombozyten der HPA-1 b/b
Genotypen sowohl der Kontrollgruppe, als auch der Patienten tendenziell, jedoch
statistisch nicht signifikant, geringer aktivieren (Abb. 7).
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Abb. 7.

Fibrinogenbindung (mittlere Fluoreszenz-Intensitit, MnX) der Thrombozyten der HPA-
1-Genotypen von Blutspendern (Kontrolle) und Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(KHK) im nichtaktivierten (Kon.) und aktivierten (ADP 30 uM) Zustand. Quantitative
Analyse (Mittelwerte+xSEM, Zahlen iiber den Balken = Anzahl der Spender oder
Patienten), es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen
hinsichtlich der Fibrinogenbindung (p > 0,05, ANOVA).

3.4 Hemmung der Fibrinogenbindung durch Antiintegrine

Die Zugabe von GPIIb/Illa-Inhibitoren bewirkte eine konzentrationsabhingige
Hemmung der ADP-induzierten Fibrinogenbindung der Thrombozyten. Abb. 8 zeigt
dies in einer Originaldarstellung der durchflusszytometrischen Messung am Beispiel
von zwel exemplarischen Konzentrationen von Abciximab.

1 pg/ml 0,1 pg/ml
Abciximab Abciximab ADP
Kontrolle +ADP + ADP (30 uM)
- STHGIE PARAMETER 1 vl /

Fibrinogenbindung

Abb. 8.

Originaldarstellung einer durchflusszytometrischen Messung der Fibrinogenbindung
ohne Stimulierung (Kontrolle), nach Stimulierung mit ADP (30 uM) und nach Zugabe
von Abciximab in zwei verschiedenen Konzentrationen (0,1 pg/ml; 1pg/ml).
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Abciximab 1Csq (ug/mL)

Tirofiban 1G5, (nmol/L)

3.5 Hemmung der Fibrinogenbindung bei Blutspendern und Patienten mit
koronarer Herzkrankheit

Die Patienten mit koronarer Herzkrankheit zeigten tendenziell eine bessere
Ansprechbarkeit auf Abciximab als die gesunden Blutspender. Nach Berechnung der
ICso-Werte aus den Konzentrations-Wirkungskurven fiir jeden GPIIb/IIla-Inhibitor
ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Hemmbarkeit der
Thrombozyten weder bei Abciximab, Eptifibatid noch Tirofiban (Abb. 9).

a) b)
0.37 3 037
©
£
< T
0,21 < ]
S 0,2
i)
0,1] 3 0,1 ]
=]
L
0 0 -
Kontrolle KHK Kontrolle KHK
c)
0,15 17
1
0,10 1
0,05 |

0 Kontrolle ~ KHK

Abb. 9.

ICso-Werte fiir die Hemmung der Fibrinogenbindung bei den Blutspendern (Kontrolle, n
= 62) und den Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK, n = 177) durch a)
Abciximab, b) Eptifibatid und c¢) Tirofiban. Quantitative Analyse (MittelwertexSEM),
es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Spendern und Patienten
hinsichtlich der Effekte der GPIIb/IIla-Inhibitoren (p > 0,05, ANOVA).
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3.6 Einfluss der HPA-1-Genotypen der Blutspender und Patienten auf die
Hemmung der Fibrinogenbindung

Zwischen den einzelnen HPA-1-Genotypen zeigte sich sowohl bei den Blutspendern,
als auch bei den Patienten eine groBe Variabilitit in der Ansprechbarkeit der
Thrombozyten auf die antiaggregatorischen Substanzen.

Es bestand aber weder bei den Blutspendern noch bei den Patienten ein signifikanter
Unterschied in Bezug auf die Hemmbarkeit der Thrombozyten in Abhédngigkeit vom
HPA-1-Genotyp.  Abciximab,  Eptifibatid und  Tirofiban  hemmten die
Fibrinogenbindung der Thrombozyten ohne signifikanten Unterschied zwischen den
einzelnen Genotypen (Abb. 10).
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Abb. 10.

ICso-Werte fiir die Hemmung der Fibrinogenbindung bei den Genotypen HPA-1-aa,
HPA-1-ab und HPA-1-bb der Blutspender (Kontrolle, n = 62) und der Patienten mit
koronarer Herzkrankheit (KHK, n = 177) durch a) Abciximab, b) Eptifibatid und ¢)
Tirofiban. Quantitative Analyse (MittelwertetSEM), es gab keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen hinsichtlich der Effekte der
GPIIb/IIIa-Inhibitoren (p > 0,05, ANOVA).
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4 Diskussion
4.1 Aktivierung der Thrombozyten

Die Aktivierung der Thrombozyten ist ein komplexer Vorgang, der durch eine Vielzahl
von Substanzen, wie beispielsweise durch 16sliche Agonisten wie ADP oder Thrombin
induziert wird. Diese werden zum Teil von den Thrombozyten selbst freigesetzt,
teilweise vom umliegenden Gewebe. Die Agonisten wirken iiber spezifische Rezeptoren
und losen eine Reihe von intrazelluldiren Signaltransduktionswegen aus, wie
beispielsweise die Freisetzung von Kalzium aus dem dichten tubuldren System und die
Bildung von Thromboxan A,. Sie bewirken die Sekretion von Granula und eine
Formverdnderung mit Bildung von Pseudopodien zur Oberflichenvergrolerung der
Thrombozyten. Weiterhin sorgen diese Agonisten fiir eine Aktivierung des
Aggregationsrezeptors GPIIb/IIIa (Andrews et al., 1997). Der GPIIb/IIIa-Rezeptor, der
in ruhendem Zustand kein plasmatisches Fibrinogen bindet, @ndert nach Aktivierung
seine Affinitét, so dass 16sliches Fibrinogen gebunden werden kann (Plow & Ginsberg,
1989).

Zusitzlich zu dieser Formédnderung erhoht sich die Oberflachendichte der Rezeptoren
durch die Freisetzung aus einem internen Speicher (Wencel-Drake et al., 1986; Woods
et al., 1986; Weber & Schror, 2001). Diese interne Speicherung der Rezeptoren spielt
moglicherweise eine bedeutende Rolle in der Therapie mit den Antagonisten des
GPIIb/IIIa-Rezeptors (Kleimann et al., 1995, Bihour et al, 1999). Denn bei starker
Aktivierung der Thrombozyten erfolgt die Freisetzung dieser internen Speicher und die
GPIIb/Illa-Rezeptoren gelangen an die Thrombozytenoberflidche. Da diese Rezeptoren
in ihrem inneren Speicher wahrscheinlich nicht durch die GPIIb/IIla-Antagonisten
blockiert wurden, konnen sie auch bei hohen Konzentrationen von GPIIb/IIIa-
Antagonisten eine Thrombozytenaggregation bewirken (Gawaz et al., 2000).

4.2 Abhiingigkeit der Aktivierbarkeit vom HPA-1-Polymorphismus

Das  Glykoprotein  IIb/Illa  spielt eine entscheidende Rolle bei der
Thrombozytenaggregation. In letzter Zeit wird der HPA-1-Polymorphismus dieses
Rezeptors mit einem erhohten Risiko fiir das Auftreten einer koronaren Herzkrankheit
in Zusammenhang gebracht. Es ist noch unklar, welcher Mechanismus dafiir
verantwortlich sein konnte. Es wird iiber eine erhohte Thrombozytenaktivitit bei
Tragern des HPA-1-b-Allels diskutiert. Es ist jedoch noch nicht gekldrt, ob ein
eindeutiger =~ Zusammenhang  zwischen dem  Polymorphismus und  der
Thrombozytenaggregation besteht.

Einige Studien zeigen dies jedoch. So wurde eine erhohte Plittchenaktivitit bei
heterozygoten und homozygoten Trigern des b-Allels dieses Genotyps in vitro
beobachtet (Feng et al., 1999). Bei Trigern dieses Allels waren signifikant niedrige
Konzentrationen Adrenalin notwendig, um die Thrombozyten zu aktivieren. Diese
verstirke Thrombozytenaktivitdt konnte mit einem erhohten Risiko fiir die Entstehung
einer koronaren Herzerkrankung, bzw. deren thrombotischen Komplikationen, bei
Triagern des b-Allels zusammenhéngen.

Bei Untersuchungen zeigten Thrombozyten von Trigern des HPA-1b-Allels auch im

ruhenden Zustand verglichen mit Thrombozyten homozygoter Triger des HPA-1la-
Allels eine signifikant gesteigerte Bindung von CD62P (P-selectin), welches die o-
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Granula-Sekretion widerspiegelt (Michelson et al., 2000). Auch der F26 Antikorper, der
gegen das vom GPIIb/IIla-Rezeptor gebundene Fibrinogen gerichtet ist, zeigte eine
starkere Bindung zu den Thrombozyten der homozygoten Triger des HPA-1b-Allels als
zu den Thrombozyten der anderen Genotypen. Nach Stimulation der Thrombozyten mit
ADP zeigten die homozygoten HPA-1b-Triger eine signifikant gesteigerte Aktivierung
verglichen mit den HPA-1a-Homozygoten gemessen an der Bindung von CD62P, F26
und LIBS1. Auch zwischen den homozygoten und heterozygoten Trigern des HPA-1b-
Allels bestanden bei Michelson et al. (2000) signifikante Unterschiede in der
GPIIb/IIa-Aktivierung. Das Vorhandensein von zwei HPA-1b-Allelen zeigte eine
signifikant gesteigerte Plittchenaktivitidt gemessen an der o-Granula-Sekretion und der
Aktivierung des GPIIb/IIIa-Rezeptors.

Auch nach der Stimulation der Thrombozyten in vifro mit Adrenalin zeigten die
Thrombozyten bei den homozygoten und heterozygoten HPA-1b-Genotypen eine
signifikant schnellere und stirkere Aggregation im Vergleich mit den Thrombozyten
der homozygoten Triger des HPA-la-Allels. Ebenso bewirkte die Stimulation mit
Kollagen eine signifikant verstirkte Aggregation bei Trigern des HPA-1b-Allels. Dies
lasst darauf schlieBen, dass das HPA-1b-Allel die Schwelle fiir die Aktivierbarkeit des
GPIIb/IIa-Rezeptors herabsetzt (Theodoropoulos et al., 2001).

Eine Studie, die die Aktivierbarkeit der Thrombozyten bei 32 Patienten vor ihrer
Bypass-Operation der Koronararterien und am siebten Tag danach untersuchte, ergab
fiir die Stimulation mit ADP eine signifikant erhohte Aktivierbarkeit der Thrombozyten
bei den Triagern des HPA-1b-Allels sowohl vor der Operation, als auch danach. Dies
spricht fiir eine erbliche Disposition dieser Alleltriger mit einer erhdhten
Plattchenreaktivitit in der Anwesenheit bestimmter Agonisten und einem damit
moglicherweise verbundenen erhohten Risiko fiir die Entstehung eines postoperativen
Myokardinfarkts (Golanski et al., 2001).

Vijayan et al. (2000) untersuchten 293 Zellen von Ovarien chinesischer Hamster und
von embryonalen, menschlichen Nierenzellen, die entweder HPA-1a-positiv oder HPA-
1b-positiv waren. In der Bindung von 16slichem Fibrinogen beobachteten sie ebenso
wie Bennett et al. (1997) keine Unterschiede zwischen den Genotypen. Auch die
Aktivierung der Zellen mit TRAP und Adrenalin ergab keine Abweichungen in der
Bindung von l16slichem Fibrinogen. Die Bindung von immobilisiertem Fibrinogen
hingegen war bei den Zellen des HPA-1b-Allels verglichen mit den Zellen des HPA-1a-
Allels signifikant erhoht. Ursache hierfiir konnten die unterschiedlichen Strukturen von
16slichem und immobilisiertem Fibrinogen sein.

Den Grund fiir die gesteigerte Adhédsion der HPA-1b-Zellen sehen Vijayan et al. (2000)
in der besseren Reorganisation des Actin-Zytoskeletts, die durch eine hohere
Anwesenheit von F-actin in der Peripherie der HPA-1b-Zellen entsteht, und der
besseren Ausbreitung dieser Zellen.

Die hier vorliegende Arbeit ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede in der
Aktivierbarkeit der Thrombozyten mit ADP gemessen an der Fibrinogenbindung.
Sowohl bei den Blutspendern, als auch bei den Patienten mit koronarer Herzkrankheit
lieBen sich die Thrombozyten der drei Genotypen gleich stark aktivieren. Tendenziell
war die Aktivierung der homozygoten b/b-Alleltriger in beiden Gruppen zwar geringer,
dies ist jedoch aufgrund der geringen Anzahl nicht signifikant.
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Es wire allerdings denkbar, dass bei einer hoheren Fallzahl (siehe Kritik der Methoden)
dieser Unterschied sich als signifikant herausstellen konnte. Zumindest sprechen die
hier vorliegenden Daten nicht fiir eine Hyperreaktivitiat der Thrombozyten bei Trigern
des HPA-1b-Allels und damit auch gegen ein, mit diesem Allel verbundenes, erhohtes
Risiko fiir das Entstehen eines arteriellen Verschlusses in Form eines Schlaganfalls
oder Myokardinfarktes.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnten Benett et al. (2001) ebenfalls
keinen signifikanten Unterschied zwischen homozygoten Trigern des HPA-1a-Allels
und heterozygoten Trigern des HPA-1b-Allels in Bezug auf die Fibrinogenbindung
nach maximaler Stimulation mit ADP feststellen. Auch bei niedrigeren ADP-
Konzentrationen von 0,25 uM bis 10 uM konnten sie keine signifikanten Unterschiede
beobachten.

Auch Corral et al. (1997) beobachteten keine Assoziation des HPA-1-Polymorphismus
mit unterschiedlicher Expression des GPIIb/IIla-Rezeptors und dessen Aktivierbarkeit.
Ebenso sahen sie auch keine Variation in der Thrombozytenaggregation in Verbindung
mit den einzelnen Genotypen gemessen an der Expression von CD62P und CD63. Auch
die Bindung von Fibrinogen und von Willebrand-Faktor an den GPIIb/IIIa-Rezeptor
wurde nicht durch den HPA-1b-Genotyp beeinflusst. Ihre Daten lassen somit auch nicht
auf eine Hyperreaktivitidt der Thrombozyten von Trigern des HPA-1b-Allels schlieBen
und unterstitzen nicht die These, dass das HPA-1b-Allel ein Risikofaktor fiir die
Entstehung arterieller Thromben darstellt.

Ebenso brachten Untersuchungen, in denen in vivo bei 150 Patienten mit akuter
arterieller Thrombose die Thrombozytenaktivierung anhand der P-selectin (CD62P)-
Expression und der Fibrinogenbindung im Vollblut mittels der Durchflusszytometrie
gemessen wurden, keinen Hinweis auf einen Einfluss des HPA-1-Genotyps auf die
Thrombozytenaktivierung. Es wurde zwar eine anhaltende Thrombozytenaktivierung
bei arteriellen Thrombosen beobachtet, diese war jedoch unabhingig vom HPA-1-
Genotyp (Meiklejohn et al., 2000).

Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der oben genannten Studien ist grof3, und die
Griinde hierfiir sind nicht geklirt. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit geben
jedoch keine Unterstiitzung fiir die These, dass das HPA-1b-Allel einen erblichen
Risikofaktor fiir eine verstiarkte Thrombozytenaggregation und ein damit verbundenes,
erhohtes Risiko fiir die Entstethung von Thromben darstellt. Es wurden keine
funktionellen Unterschiede in Bezug auf die Fibrinogenbindung der Thrombozyten bei
Triagern des HPA-1b-Allels festgestellt. Somit kann der HPA-1b-Genotyp alleine nicht
als Risikofaktor fiir die Entstehung von Thromben angesehen werden. Da jedoch viele
genetische und umweltbedingte Einfliisse fiir die Entstehung von Thromben eine grof3e
Rolle spielen, ist es moglich, dass einige davon, wenn sie kombiniert mit einem HPA-
1b-Allel vorliegen, synergistisch mit diesem HPA-1b-Allel wirken. Dies konnte zu
einer erhohten Thrombozytenaktivitét fiihren und damit die Entstehung von Thromben
begiinstigen. Dariiber hinaus konnten Thrombozytenfunktionen, die in der vorliegenden
Arbeit nicht untersucht wurden, wie z. B. die Adhision, durch den HPA-1-Genotyp
moduliert werden.

Weiterhin ist unklar, ob die von Feng et al. (1999) und Michelson et al. (2000)

beobachtete verstiarkte Aktivitit der Thrombozyten von gesunden Probanden iiberhaupt
klinische Relevanz hat. Hierfiir miisste gezeigt werden, dass Personen, die Triger des
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HPA-1b-Allels sind, hidufiger Thromben entwickeln, bzw. die verstirkte
Thrombozytenaktivierung bei der akuten Thrombenentstehung abhingig vom HPA-1-
Genotyp ist. Dies konnten Meiklejohn et al. (2000) jedoch nicht bestétigen.

4.3 Haufigkeit der verschiedenen HPA-1-Genotypen

Der HPA-1-Genotyp wurde in dieser Arbeit bei allen Blutspendern und Patienten
bestimmt. Die Verteilung der Genotypen bei den Blutspendern ist dadurch beeinflusst,
dass einige Genotypen in dieser Gruppe schon vorher bekannt waren, wihrend bei den
Patienten mit der koronaren Herzkrankheit keine Vorbestimmung der Genotypen
durchgefiihrt wurde.

Das Bekanntsein einiger Genotypen der Blutspender ermdoglichte eine Steigerung der
homozygoten HPA-1b-Frequenz in der Kontrollgruppe auf 10%. Die Anzahl der
Triager des HPA-1b-Allels liegt in der nordeuropéischen Bevolkerung bei etwa 25%, die
Anzahl homozygoter HPA-1b-Tréger bei etwa 2% (Kim et al., 1995).

4.4 Haufigkeit des HPA-1b-Genotyps bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit,
Myokardinfarkt oder zerebrovaskulirer Thrombose

In der Frage, ob die Frequenz des HPA-1b-Genotyps unter den Patienten mit
bestehender koronarer Herzkrankheit, schon erlittenem Myokardinfarkt oder
Schlaganfall erhoht ist, ergeben zahlreiche Studien kein einheitliches Ergebnis.

Einige Studien beobachteten dies jedoch. So wurde ein erhdhtes Vorkommen des b-
Allels bei Patienten mit instabiler Angina pectoris oder Myokardinfarkt beobachtet
(Weiss et al., 1996). Die Hiufigkeit des b-Allels war iiber zweimal grofler als bei der
Kontrollgruppe ohne Angina pectoris oder Myokardinfarkt. Bei der Patientengruppe mit
instabiler Angina pectoris oder Myokardinfarkt vor dem sechzigsten Lebensjahr war die
Anzahl der b-Allel-Trdager sogar mehr als verdreifacht. Dies spricht fiir eine enge
Assoziation zwischen dem Vorhandensein des b-Allels und dem Auftreten der
koronaren Herzkrankheit. Allerdings lag in dieser Studie die Anzahl der untersuchten
Patienten bei nur 71 und auch die Kontrollgruppe umfasste nur 68 Personen, was die
Aussagekraft dieser Studie limitiert. Weiterhin waren unter den Patienten 18 Prozent
zusitzlich an Diabetes mellitus erkrankt, was deutlich iiber der normalen Héufigkeit der
Diabetiker bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit liegt und die Ergebnisse
beeinflusst haben konnte, da sich die Thrombozyten der Diabetiker physiologisch von
Thrombozyten der Nicht-Diabetiker unterscheiden (Steinhubl et al., 1999).

Um den familidren Risikofaktor fiir das frithe Entstehen einer koronaren Herzkrankheit
zu untersuchen, bestimmte man den HPA-1-Genotyp der Geschwister von Patienten mit
Manifestation einer koronaren Herzkrankheit vor dem 60. Lebensjahr. Dies ergab eine
signifikant erhohte Frequenz des HPA-1b-Allels unter den Geschwistern im Vergleich
zur Kontrollgruppe ohne koronare Herzkrankheit. Da andere bekannte Risikofaktoren
fiir die Entstehung einer Thrombose tendenziell in der Risikogruppe erniedrigt waren,
spricht dies fiir einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Vorliegen des HPA-1b-
Allels und der frithen Manifestation einer koronarer Herzkrankheit (Goldschmidt-
Clermont et al., 1999).

Zotz et al. (1998) untersuchten die Hiufigkeit des HPA-1b-Allels bei Patienten mit

koronarer Herzkrankheit und aufgetretenem Myokardinfarkt, bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit ohne Myokardinfarkt und bei einer Kontrollgruppe ohne
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koronare Herzkrankheit und Myokardinfarkt. Es zeigte sich, dass das HPA-1b-Allel
zwar kein Risikofaktor fiir die Entstehung einer koronaren Herzkrankheit darstellt,
jedoch als ein Risikofaktor fiir die Bildung arterieller Thromben bei bestehender
koronarer Herzkrankheit eingeordnet werden kann.

Bei der Beobachtung von 261 Patienten ein Jahr lang nach dem Erhalt eines vendsen
Bypasses aus der Vena saphena ergab sich unter den Patienten, die spiter als 30 Tage
nach der Operation einen Verschluss des Bypasses, einen Infarkt erlitten oder
verstarben, eine signifikant erhohte Frequenz des HPA-1b-Allels verglichen mit den
Patienten ohne postoperative Komplikationen. Diese signifikante Assoziation bedeutet,
dass das HPA-1b-Allel einen erblichen Risikofaktor fiir das Auftreten eines Bypass-
Verschlusses, Infarkts und Todesfall nach einer Bypass-Operation darstellt (Zotz et al.,
2000).

Es gibt jedoch eine grofSe Anzahl an Studien, die diese These nicht unterstiitzen und
keine erhohte Frequenz des HPA-1-b-Allels bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit,
Myokardinfarkt oder zerebrovaskuldren Thromben verglichen mit der normalen
Bevolkerung beobachteten. Auch in der hier vorliegenden Studie war die Héaufigkeit des
HPA-1b-Allels in der Gruppe der Patienten mit koronarer Herzkrankheit nicht erhoht
und die Verteilung der HPA-1-Genotypen in der Gruppe der Patienten entsprach der
Verteilung in der gesunden nordeuropdischen Bevolkerung.

In einer Studie von Ridker et al. (1997) wurden 14916 anfangs gesunde Minner iiber
einen Zeitraum von 8,6 Jahren beobachtet. In dieser Zeit erlitten 374 Maéinner ihren
ersten Herzinfarkt, 209 einen Schlaganfall und 121 Minner entwickelten eine vendse
Thrombose. Bei der Bestimmung der einzelnen HPA-1-Genotypen dieser 704 Patienten
und dem Vergleich mit der Haufigkeit der einzelnen HPA-1-Genotypen unter den
iibrigen, gesund gebliebenen Minnern ergab sich kein signifikanter Unterschied in der
Frequenz der Genotypen. Dies spricht gegen einen Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen des HPA-1b-Allels und dem Entstehen eines Myokardinfarktes, Schlaganfalls
oder einer vendsen Thrombose.

Corral et al. (1997) konnten einen Zusammenhang in dieser Form ebenfalls nicht
bestétigen. Sie beobachteten keine Verbindung zwischen dem Vorhandensein des HPA-
1b-Allels weder mit dem Auftreten einer koronaren Herzerkrankung, noch mit der
Entstehung zerebrovaskuldrer Thromben. Die Frequenz des HPA-1b-Allels war in
keiner der beiden Patientengruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht. Weiterhin
registrierten sie in ihrer Kontrollgruppe eine dhnlich wie in ihrer holldndischen
Bevolkerung vorkommende hohe Frequenz an HPA-1b-Allel-Trdagern von etwa 30
Prozent. Nach den Ergebnissen von Weiss et al. (1996) miisste demnach auch die
Haufigkeit der Myokardinfarkte entsprechend erhoht sein. Dies war jedoch nicht der
Fall.

Auch Sperr et al. (1998) konnten die Ergebnisse von Weiss et al. (1996) nicht
unterstiitzen. Sie registrierten kein gehduftes Vorkommen des HPA-1b-Allels bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit. Es gab keinen signifikanten Unterschied in der
Héufigkeit des HPA-1b-Allels zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten mit
koronarer Herzkrankheit. Tendenziell war sogar das Vorkommen des HPA-1a-Allels in
der Patientengruppe erhoht, allerdings nicht signifikant. Auch bei jungen Patienten mit
frither Manifestation der koronaren Herzkrankheit, bei denen genetische Faktoren wie
Polymorphismen moglicherweise eine groBere Rolle spielen als bei dlteren Patienten,
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bei denen Erndhrung und Lebensgewohnheiten einen immer wachsenden Einfluss
nehmen, konnten sie keine signifikanten Unterschiede im Vorkommen der HPA-1-
Allele feststellen. Dies spricht gegen einen Einfluss des HPA-1-Polymorphismus auf die
Entstehung einer koronaren Herzkrankheit.

Carlsson et al. (1997) beobachteten ebenso keine signifikant erhohte Anwesenheit des
HPA-1b-Allels bei Patienten mit zerebrovaskuldren Erkrankungen. Sie sehen das HPA-
1b-Allel ebenfalls nicht als einen Risikofaktor fiir die Entstehung arterieller
Verschliisse.

Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Marian et al. (1996) iiberein. Auch sie
konnten bei 180 Patienten mit nachgewiesener koronarer Herzkrankheit keine erhohte
Frequenz des HPA-1b-Genotypes feststellen.

Auch Carter et al. (1996) fanden bei 101 Patienten mit aufgetretenem Myokardinfarkt
vor dem 60. Lebensjahr kein hdufigeres Auftreten des HPA-1b-Allels als in der
gesunden Kontrollgruppe.

Eine weitere Studie (Mamotte et al., 1998) untersuchte 589 Patienten im Alter unter 50
Jahren mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit und 207 Patienten sechs Monate
nach Ballondilatation im Vergleich zu einer Kontrollgruppe von 570 Personen ohne
bekannte koronare Herzkrankheit hinsichtlich der Frequenz des HPA-1b-Allels. Auch
hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im Auftreten dieses Allels zwischen
den einzelnen Gruppen. Auch das Auftreten von Restenosen nach der Balondilatation
war unabhingig vom vorliegenden HPA-1-Genotyp der Patienten. Diese Ergebnisse
geben ebenfalls keinen Grund, eine direkte Verbindung zwischen dem Vorhandensein
des HPA-1b-Allels und dem Auftreten arterieller Thromben zu sehen.

Bottiger et al. (2000) untersuchten eine Gruppe von 998 Patienten mit einer koronaren
Herzerkrankung ohne Symptomatik und 793 Patienten mit akutem oder
vorausgegangenem Herzinfarkt in Bezug auf die Héufigkeit der HPA-1-Allele. Als
Vergleichsgruppen dienten 340 Patienten ohne koronare Herzerkrankung oder Infarkt
und 104 gesunde Blutspender. Auch sie konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Frequenz der HPA-1-Allele feststellen und somit keine Assoziation des HPA-1-
Polymorphismus mit einem erhohten Risiko weder fiir Koronarsklerose noch fiir das
Auftreten eines Herzinfarktes bestdtigen. Auch weiterfithrende Untersuchungen von
ihnen erstens zwischen den Patienten mit akutem und denen mit dlterem Herzinfarkt
und zweitens zwischen den Patienten mit einer und denen mit mehreren
KoronargefdBsklerosen ergaben keine Abweichungen in dem Vorliegen der HPA-1b-
Allele.

4.5 Hemmung der Thrombozytenaggregation durch GPIIb/IIIa-Inhibitoren

In vivo-Studien an tierischen Modellen der arteriellen Thrombose, die sich iiber mehr
als zehn Jahre erstreckten, haben Hinweise dafiir geliefert, dass die Blockade des
GPIIb/Illa-Rezeptors erstens die Tiere nach einer GefidBverletzung vor einer akuten
Thrombose schiitzte, zweitens die Lyse eines entstandenen Thrombus in Kombination
mit einem lysierenden Medikament und Heparin bescheunigte, selbst wenn dessen
Dosis um 75 % reduziert war und auch bei pléttchenreichen Thromben wirkte, die
normalerweise resistent gegen Fibrinolyse sind (Coller, 1997). Weiterhin verhindert
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diese Blockierung den Wiederverschluss der Gefdle nach der Reperfusion mit
thrombolytischen Medikamenten (Coller, 1992).

Fiinf groBe, mit Placebo kontrollierte Studien ergeben das heutige Wissen iiber den
Nutzen von Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban bei koronaren Eingriffen. Diese sind
EPIC (Evaluation of 7E3 for the Prevention of Ischemic Complications) (1994),
EPILOG (Evaluation in PTCA to Improve Long-term Outcome with Abciximab
GPIIb/Illa blockade) (1997), CAPTURE (Chimeric 7E3 AntiPlateleT in Unstable
angina REfractory to standart treatment) (1997), IMPACT II (Integrin to Minimize
Platelet Aggregation and Coronary Thrombosis II, Eptifibatid) (1997) und RESTORE
(Randomized Efficacy Study of Tirofiban for Outcomes and REstenosis) (1997). In
allen Studien wurden die Medikamente vor den koronaren Eingriffen zugefiihrt.
Gemessen am Auftreten von Myokardinfarkt oder Todesfall innerhalb von dreiflig
Tagen nach dem Eingriff ergab sich eine relative Risikoreduktion in Vergleich zur
Placebogabe bei EPIC von 30 %, bei EPILOG von 56 %, bei CAPTURE von 29 %, bei
IMPACT II von 22 % und 24 % bei RESTORE.

4.6 Einfluss des HPA-1-Polymorphismus auf die  Wirksamkeit
der GPIIb/ITIa-Inhibitoren

Trotz der nachgewiesenen Wirksamkeit der GPIIb/IIIa-Inhibitoren ist es mdglich, dass
bestimmte Patienten oder Untergruppen von Patienten von der Behandlung mit den
GPIIb/IIIA-Inhibitoren weniger profitieren als andere. Die Ursache hierfiir konnten
Unterschiede in der Plittchenstruktur und ihrer Funktion sein, welche moglicherweise
die Wirkung der GPIIb/IIIa-Inhibitoren beeinflussen.

In der Frage, ob der HPA-1-Polymorphismus Einfluss auf die Wirkung der GPIIb/IIla-
Inhibitoren hat, liegen unterschiedliche Studienergebnisse vor und es besteht noch keine
einheitliche Erkldrung, wodurch diese unterschiedlichen Ergebnisse hervorgerufen
werden.

In dieser Arbeit zeigte sich kein Einfluss des HPA-I1-Polymorphismus auf die
Hemmung der ADP-induzierten Fibrinogenbindung der Thrombozyten durch
Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban. Es bestand zwar eine grof3e Variabilitdt in den
Wirkungen der GPIIb/IIla-Inhibitoren, signifikante Unterschiede zwischen den drei
Genotypen in der Ansprechbarkeit auf die Inhibitoren gab es jedoch weder bei den
gesunden Blutspendern noch bei den Patienten mit koronarer Herzkrankheit.

Benett et al. (2001) iiberpriiften die Auswirkungen des HPA-1b-Allels auf die Inhibition
der Fibrinogenbindung von ADP-aktivierten Thrombozyten durch das Tetrapeptid
RGDS, welches die Fibrinogenbindung kompetitiv verhindert. Auch bei Thnen ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede in der Hemmbarkeit zwischen homozygoten
HPA-1a-Genotypen und Trigern eines HPA-1b-Allels.

Michelson et al. (2000) untersuchten die Thrombozytenfunktion und ihre Hemmbarkeit
von 56 gesunden Blutspendern. 20 Blutspender waren homozygote Triger des HPA-1a-
Allels, 20 waren heterozygoteTrager eines HPA-1b-Allels und 16 waren homozygote
Triager des HPA-1-b-Allels. Sie beobachteten bei Trigern des HPA-1b-Allels eine
verstirkte Fibrinogenbindung wund eine verstirkte Oberflichenexpression des
GPIIb/Illa-Rezeptor ~ nach Stimulation mit  ADP. Diese verstirkte
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Oberflachenexpression konnte der Grund fiir die von Thnen beobachtete gesteigerte
Ansprechbarkeit heterozygoter Triger des HPA-1b-Allels auf Abciximab im Vergleich
mit homozygoten HPA-1a- und HPA-1b-Trégern.

Es ldsst sich allerdings nur schwer nachvollziehen, weshalb es bei heterozygoten
Trigern eines Allels zu Auswirkungen auf die Effekte von Abciximab kommen soll,
nicht aber bei homozygoten Tréigern dieses Allels.

Wheeler et al. (2002) sehen den klinischen Nutzen von Abciximab fiir heterozygote
Trager des HPA-1b-Allels verringert, zumal in ihren Messungen die
Pldttchenaggregation bei dieser Patientengruppe nicht vollstindig durch Abciximab
gehemmt werden konnte. Ursache hierfiir konnte ein groBerer innerer Speicher an
GPIIb/II1a-Rezeptoren bei diesen Patienten sein, der durch starke Agonisten wie TRAP
freigesetzt wurde, aber schon vorher Fibrinogen gebunden hatte und so fiir Abciximab
nicht empfinglich war. Ebenso konnte es sein, dass der GPIIb/Illa-Rezeptor vom
heterozygoten HPA-1b-Genotyp eine niedrige Affinitdt zu Abciximab hat.

Die Diskrepanz zu diesen Untersuchungen hingt moglicherweise mit dem verwendeten
Agonisten zusammen. So waren auch bei Wheeler et al. (2002) die Unterschiede
zwischen den heterozygoten HPA-1b-Tridgern und den homozygoten HPA-1a-Trédgern
unter Verwendung eines starken Aktivators wie TRAP stirker ausgeprigt als bei
Zugabe eines schwachen Agonisten wie ADP, der in dieser Arbeit verwendet wurde.

Ein weiterer Grund fiir die von dieser Studie abweichenden Ergebnisse konnten die
kiinstlich niedrig gehaltenen Kalziumkonzentrationen sein, die Michelson et al. (2000)
und Wheeler et al. (2002) verwendet haben. Da die Kalziumbindungsstellen unmittelbar
neben der Ligandenbindungstelle liegen und die Bindung von bivalenten Kationen
essentiell fiir die Ligandenbindung ist (Phillips et Scarborough, 1997), konnten niedrig
gehaltene Kalziumspiegel das Bindungsverhalten des Rezeptors sowohl in Bezug auf
Fibrinogen als auch in Bezug auf die Antiintegrine beeinflussen.

4.7 Kritik der Methoden

Als Agonist wurde in dieser Arbeit ADP verwendet. Das Ausmall der Aktivierung
korreliert jedoch sehr eng mit der Stirke des Agonisten. Verantwortlich hierfiir sind
unter anderem die GPIIb/IIIa-Rezeptoren, die nicht auf der Oberfliche ruhender
Thrombozyten liegen, sondern sich in inneren Speichern befinden und moglicherweise
erst nach starker Aktivierung der Thrombozyten, z.B. durch TRAP, an die Oberfldche
gelangen. Es gibt Hinweise, dass diese in ihren Speichern mit Fibrinogen besetzt sind
und daher durch die Antiintegrine nicht vollstdndig blockiert werden kénnen (Nurden et
al., 1996). Dies konnte die Wirkung der Antiintegrine beeinflussen, da sie bei ihrer
Freisetzung durch einen starken Agonisten eine Thrombozytenaggregation trotz
vorheriger Gabe von Antiintegrinen ermoglichen. So beobachteten Gawaz et al. (2000)
eine fast vollstindige Hemmung der Thrombozytenaggregation durch Abciximab bei
ADP-aktivierten Thrombozyten, bei TRAP-aktivierten Thrombozyten hingegen eine
nur teilweise blockierte Aggregation.

Auch Weber et Schror (2001) beobachteten eine vollstindige Hemmung der ADP-
induzierten Fibrinogenbindung bei einer Abciximab-Konzentration von 10 ug/ml. Bei
der gleichen Konzentration lie} sich die TRAP-induzierte Fibrinogenbindung nur um
etwa 50 % hemmen. Die Erkldarung hierfiir liegt moglicherweise in den von ihnen
beobachteten Unterschieden in der Kinetik der Fibrinogenbindung. Die ADP-induzierte
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Fibrinogenbindung ist langsamer als die Bindung von Abciximab and den GPIIb/IIla-
Rezeptor, so dass Abciximab die Rezeptoren blockieren kann, bevor sie Fibrinogen
binden. Die TRAP-induzierte Fibrinogenbindung lduft hingegen etwa genauso schnell
ab, so dass noch Fibrinogen gebunden werden kann, bevor die Rezeptoren durch
Abciximab blockiert sind.

Es ist moglich, dass zwischen den hier untersuchten Thrombozyten der drei Genotypen
des HPA-1-Polymorphismus Unterschiede in der Kinetik der Fibrinogenbindung und
vielleicht auch in der Ansprechbarkeit auf die Antiintegrine vorliegen, die sich erst bei
der Aktivierung mit einem starken Agonisten wie beispielsweise TRAP zeigen. Diese
Untersuchung, in der ADP als Agonist verwendet wurde, liefert jedoch keine Hinweise
auf derartige Unterschiede zwischen den Thombozyten der drei Genotypen.

Die Anzahl der in dieser Arbeit untersuchten Personen betrigt 239. Dennoch liegt die
Anzahl der homozygoten HPA-1b-Genotypen nur bei 10. Dies liegt an dem seltenen
Vorkommen dieses Genotypen von etwa 2 % in der nordeuropdischen Bevolkerung
(Kim et al., 1995). Nur durch das Bekanntsein einiger Genotypen der Blutspender war
es iiberhaupt moglich, im Rahmen dieser Studie 10 Personen mit diesem Genotyp zu
untersuchen. Um wirklich aussagekriftige Studien iiber den homozygoten HPA-1b-
Genotypen zu machen, wire die Untersuchung von wesentlich hoheren Fallzahlen
notwendig, was allerdings den Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirde.

4.8 Schlussfolgerungen

In der hier vorliegenden Untersuchung liel sich die Fibrinogenbindung sowohl der
Thrombozyten der gesunden Blutspender als auch der Thrombozyten der Patienten mit
koronarer Herzkrankheit unabhéngig von dem HPA-1-Genotyp konzentrationsabhéngig
durch die GPIIb/Illa-Inhibitoren hemmen. Dies war bei Abciximab, Eptifibatid und
Tirofiban der Fall. Es bestand zwar eine ausgeprigte Variabilitidt in der Ansprechbarkeit
der Thrombozyten der einzelnen HPA-1-Genotypen auf die GPIIb/IIla-Inhibitoren; ein
signifikanter Unterschied zeigte sich jedoch weder bei den gesunden Blutspendern,
noch bei den Patienten mit koronarer Herzkrankheit.

Folglich liefern diese Untersuchungen keinen Hinweis dafiir, dass der HPA-I-
Polymorphismus die Wirkungen von Glykoprotein IIb/IIla-Inhibitoren beeinflusst.
Obwohl dies momentan die grofte Studie darstellt, die angelegt wurde, um
herauszufinden, ob der HPA-1-Polymorphismus einen Einfluss auf die Wirkung der
GPIIb/IIIa-Inhibitoren hat, ist die Anzahl der Probanden und Patienten nicht grof3
genug, um mogliche Effekte anderer Erkrankungen oder Medikamente auf die
Hemmung der GPIIb/II1a-Inhibitoren endgiiltig auszuschlieBen.
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S Zusammenfassung

In der Frage, ob der HPA-1-Polymorphismus die Wirkungen der GPIIb/IIla-Inhibitoren
beeinflusst, besteht momentan eine grole Diskrepanz zwischen den Ergebnissen vieler
Studien. Wihrend einige Studien keinen Zusammenhang zwischen den Effekten der
GPIIb/Illa-Inhibitoren und dem vorliegenden HPA-1-Genotyp beobachteten,
berichteten andere Untersuchungen von unterschiedlicher Ansprechbarkeit der
Thrombozyten. Weitere Studien berichteten auch von einem gehiduften Vorkommen
eines HPA-1-Genotyps in Patientenkollektiven mit thrombotischen Ereignissen, was
entweder darauf zuriickzufiihren ist, dass die Thrombozyten von Personen eines HPA-1-
Genotyps reaktiver sind als die eines anderen Genotyps oder, dass diese Thrombozyten
schlechter auf die inhibitorischen Wirkungen der GPIIb/IIIa-Inhibitoren ansprechen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hemmbarkeit der ADP-induzierten
Fibrinogenbindung an Thrombozyten von gesunden Blutspendern und von Patienten mit
koronarer Herzkrankheit durch die GPIIb/Illa-Inhibitoren Abciximab, Eptifibatid und
Tirofiban mittels der Durchflusszytometrie gemessen und mit dem HPA-1-Genotyp
korreliert.

Es wird gezeigt, dass zwar eine grofle Variabilitét in der Effektivitét der drei Substanzen
besteht, es jedoch keinen signifikanten Unterschied in der Ansprechbarkeit der
Thrombozyten der einzelnen Genotypen gibt. Auch die Frequenz des HPA-1b-Allels
war in der Gruppe der Patienten mit koronarer Herzkrankheit nicht erhoht und entsprach
der Verteilung in der gesunden nordeuropidischen Bevolkerung. Weiterhin wird gezeigt,
dass der HPA-1-Genotyp weder die nichtaktivierte Fibrinogenbindung noch die ADP-
induzierte Fibrinogenbindung der Blutspender und der Patienten mit koronarer
Herzkrankheit beeinflusst.

Obwohl diese Studie bislang die grofte Studie ist, die den Einfluss des HPA-1-
Polymorphismus auf die Effekte der GPIIb/IIla-Inhibitoren untersucht hat, ist die
Anzahl der Probanden und Patienten nicht grofl genug, um mogliche Einwirkungen von
anderen Krankheiten oder Medikamenten auf die Ansprechbarkeit der GPIIb/Illa-
Inhibitoren auszuschlieBen.
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Der ""human platelet antigen-1'' (HPA-1)-Polymorphismus beeinflusst nicht die
Wirkungen von Glykoprotein I1b/IIIa-Inhibitoren

vorgelegt von

Collin Jacobs

Zusammenfassung

In der Frage, ob der HPA-1-Polymorphismus die Wirkungen der GPIIb/I1Ia-Inhibitoren
beeinflusst, besteht momentan eine gro3e Diskrepanz zwischen den Ergebnissen vieler
Studien. Wihrend einige Studien keinen Zusammenhang zwischen den Effekten der
GPIIb/IIIa-Inhibitoren und dem vorliegenden HPA-1-Genotyp beobachteten,
berichteten andere Untersuchungen von unterschiedlicher Ansprechbarkeit der
Thrombozyten. Weitere Studien berichteten auch von einem gehiduften Vorkommen
eines HPA-1-Genotyps in Patientenkollektiven mit thrombotischen Ereignissen, was
entweder darauf zuriickzufiihren ist, dass die Thrombozyten von Personen eines HPA-1-
Genotyps reaktiver sind als die eines anderen Genotyps oder, dass diese Thrombozyten
schlechter auf die inhibitorischen Wirkungen der GPIIb/IIla-Inhibitoren ansprechen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hemmbarkeit der ADP-induzierten
Fibrinogenbindung an Thrombozyten von gesunden Blutspendern und von Patienten mit
koronarer Herzkrankheit durch die GPIIb/Illa-Inhibitoren Abciximab, Eptifibatid und
Tirofiban mittels der Durchflusszytometrie gemessen und mit dem HPA-1-Genotyp
korreliert.

Es wird gezeigt, dass zwar eine grofle Variabilitit in der Effektivitidt der drei Substanzen
besteht, es jedoch keinen signifikanten Unterschied in der Ansprechbarkeit der
Thrombozyten der einzelnen Genotypen gibt. Auch die Frequenz des HPA-1b-Allels
war in der Gruppe der Patienten mit koronarer Herzkrankheit nicht erhoht und entsprach
der Verteilung in der gesunden nordeuropidischen Bevolkerung. Weiterhin wird gezeigt,
dass der HPA-1-Genotyp weder die nichtaktivierte Fibrinogenbindung noch die ADP-
induzierte Fibrinogenbindung der Blutspender und der Patienten mit koronarer
Herzkrankheit beeinflusst.

Obwohl diese Studie bislang die grofte Studie ist, die den Einfluss des HPA-1-
Polymorphismus auf die Effekte der GPIIb/IIla-Inhibitoren untersucht hat, ist die
Anzahl der Probanden und Patienten nicht grofl genug, um mogliche Einwirkungen von
anderen Krankheiten oder Medikamenten auf die Ansprechbarkeit der GPIIb/Illa-
Inhibitoren auszuschlieen



