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1 Einleitung

Ischdmische kardiovaskuldre Erkrankungen stellen die hiufigste Todesursache in
industrialisierten Landern dar. Thrombozyten spielen dabei, insbesondere im Rahmen
akuter ischdmischer Komplikationen, eine zentrale Rolle (Gawaz, 1999).

Thrombozyten werden in groer Zahl aus ihren Vorlduferzellen, den Megakaryozyten,
gebildet. Diese entstehen zunichst im Knochenmark und wandern mit zunehmender
Reifung durch die Endothelschranke in die vaskuldren Sinus. Dort fragmentieren sie zu
Pro-Thrombozyten und setzen schlieBlich Thrombozyten frei. Die anukledren
Thrombozyten zirkulieren dann im Kreislauf fiir 7-10 Tage, wobei die physiologische
Thrombozytenzahl im peripheren Blut ca. 150000 bis 300000 pro ul Blut betrigt.
Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle in der Physiologie der Himostase und bei
pathophysiologischen Vorgédngen der arteriellen Thrombose. Die Bildung -eines
GefdaBwandthrombus, welcher zur Blutstillung fiihrt, wird Himostase genannt. Durch
GefdBwandverletzung, welche eine Freilegung von Subendothel bedeutet, kommt es
zunichst zu einer Thrombozytenadhésion, welche eine Thrombozytenaktivierung zur
Folge hat und schlieBlich zur Thrombozytenaggregation, die eine beginnende Blutung
unterbricht und so einen Blutverlust verhindert.

Die Adhédsion wird primir durch die Interaktion des Glykoproteins Ib-IX-V mit von
Willebrand-Faktor ausgeldst, der an die subendotheliale Matrix gebunden wird. Uber
weitere membranstindige Adhésionsrezeptoren, wie Kollagenrezeptoren, erfolgt eine
Stabilisierung der Thrombozytenadhdsion. Insbesondere die Bindung des
thrombozytiren Kollagenrezeptors GP VI an Kollagen fithrt zur Thrombozyten-
aktivierung und damit zur Formverdnderung (,,shape change™) der adhirenten
Thrombozyten (Nieswandt et al., 2001).

Die adhdrenten und nun aktivierten Thrombozyten bilden aus freigesetzter
Arachidonséure Thromboxan A,, welches einerseits den Aktivierungsvorgang verstarkt,
andererseits vasokonstriktorisch wirkt und so durch Verlangsamung des Blutstromes die
Thrombusbildung  begiinstigt. Voraussetzung flir eine normal verlaufende
Thrombozytenaggregation ist einmal Scherkraft, welche die Kontaktwahrscheinlichkeit
zwischen zwei Thrombozyten erhdht, und auBerdem Ca’ und Fibrinogen. Die stabile
Interaktion von noch zirkulierenden Thrombozyten mit schon adhérenten
Thrombozyten erfolgt iiber aktivierte GPIIb/IIla-Rezeptoren, welche sich auf ihrer
Oberflache befinden. Hierbei werden die Thrombozyten iiber Fibrinogenbriicken
miteinander verbunden. Der GPIIb/IIla-Rezeptor ist somit fiir den finalen und allen
Thrombozytenagonisten gemeinsamen Schritt der Aggregation entscheidend (Italiano et
al., 1999; Nurden et al., 2000; Nurden & Nurden, 2002).

Zunichst wird auf die Struktur und die Funktion des GPIIb/IIla-Rezeptors ndher
eingegangen:

Der GPIIb/IIla-Rezeptor gehort zu der Familie der Integrine, welche neben
Immunglobulinen, Selectinen und Cadherinen die groffte Familie der
Adhisionsrezeptoren  bilden. Integrine sind transmembrandre  heterodimere
Glykoproteine mit je einer a- und f-Untereinheit, die abhidngig von divalenten
Kationen, wie Ca'", sind. Die a- und B-Untereinheiten sind Produkte unterschiedlicher
Gene und nichtkovalent miteinander auf der Zelloberfliche zu einer funktionellen
Einheit verbunden. Sowohl die a- als auch die B-Kette der Integrine besteht aus einer
grofen aminoterminalen extrazelluldren Doméne, einem kleinen transmembrandsen und
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einem carboxyterminalen zytoplasmatischen Teil. Die extrazellulire Doméne enthilt
eine aktivierungsabhéngige Ligandenbindungsstelle fiir extrazellulire Matrixproteine,
16sliche Matrixmolekiile oder Gegen-Rezeptoren an der Oberfliache benachbarter Zellen
(Hynes, 1987; Schror, 2000). (Abb. 1)

gebundene Kationen Liganden Bindungsdomane

I1b

extrazellular
A Membran

intrazellular

Abb. 1
Struktur des GPIIb/II1a-Rezeptors.

Der GPIIb/Illa-Rezeptor ist das mengenméfBig am haufigsten vorkommende
Membranglykoprotein der Blutplédttchen mit ca. 3% des Gesamtproteingehaltes und ca.
17% des Zellmembranproteingehaltes (Phillips et al., 1988). Ein normaler Thrombozyt
besitzt ca. 50000 — 100000 GPIIb/II1a-Rezeptoren (Wagner et al., 1996). 50-60% der
Rezeptoren liegen konstitutiv auf der Oberfliche von ruhenden Thrombozyten
exprimiert vor. Der Rest, welcher sich innerhalb der Thrombozyten befindet, kann
jedoch nach Thrombozytenaktivierung an die Oberfldche freigesetzt werden (Schror &
Weber, 2003). Der GPIIb/IIla-Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, der IIb-Kette
und der Illa-Kette, welche zusammen einen funktionellen Komplex bilden. Die Illa-
Kette ist einzelstringig und besitzt ein Molekulargewicht von 95 kDa. Die IIb-Kette
besteht dagegen aus einer niedermolekularen (GPIIbL, light-chain) Untereinheit 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; Calvete, 1994; Bennett, 1996).

Die IIb-Kette, oder auch a-Kette, besitzt vier Ca’ -Bindungsstellen, welche sich im
gleichen Bereich wie die Ligandenbindungsstelle befinden, jedoch nicht mit dieser
identisch sind. Die Illa-Kette, oder auch p-Kette, enthélt vier Wiederholungen einer
Cystein-reichen Region. Zudem wird angenommen, dass die Region, die zur
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Ligandenbindung beitrdgt, in der aminoterminalen Zone, auch eine Bindungsstelle fiir
bivalente Kationen enthélt (Schror, 2000). (Abb. 1)

Ein Polymorphismus in der IIla-Kette hat in den letzten Jahren groBes allgemeines
Interesse verursacht und zu kontroversen Diskussionen gefiihrt hinsichtlich seiner
Beteiligung als mdglicher Risikofaktor bei dem akuten Koronarsyndrom und bei
koronaren Stent-Thrombosen (Walter et al., 1997; Weiss et al., 1996). Auf diese
Thematik wird spéter genauer eingegangen.

Die Hauptaufgabe des GPIIb/Illa-Rezeptors liegt darin losliches Fibrinogen an die
aktivierte Thrombozytenoberfldche zu binden und somit die Thrombozytenaggregation
zu initileren. AuBerdem kann der GPIIb/Illa-Rezeptor zusdtzlich mit anderen
Adhisionsproteinen, die sich im Plasma befinden oder im Subendothel vorkommen, wie
z.B. Fibronectin, Vitronectin oder von Willebrand-Faktor (vWF), interagieren.

All diese Adhisionsproteine besitzen in ihrer Primérstruktur die charakteristische
Aminosduresequenz Arginin-Glycin-Asparaginsiure (Arg-Gly-Asp, RGD), welche die
Ligandenbindung an den GPIIb/Illa-Rezeptor vermittelt. Dariliber hinaus kann der
GPIIb/IlIa-Rezeptor noch die Aminosduresequenz Lysin-Glutaminséure-Alanin-
Asparaginsdure-Glycin-Valin (Lys-Gln-Ala-Asp-Gly-Val, KQAGDV) im Fibrinogen-
molekiil binden (Plow & Ginsberg, 1989). Daher sind RGD-haltige Peptide oder RGD-
analoge Molekiile sehr geeignet die Bindung der natiirlichen Liganden kompetitiv zu
hemmen.

Unter physiologischen Verhiltnissen zirkulieren Thrombozyten frei in der
Blutstrombahn ohne in Kontakt zu der GefiBwand oder zu anderen Thrombozyten zu
geraten. In diesem Zustand tragen die Thrombozyten einen ruhenden nicht aktivierten
GPIIb/IlIa-Rezeptor an ihrer Oberfldche. In diesem niedrigaffinen Funktionszustand
kann der Rezeptor nur immobilisiertes nicht aber 16sliches, plasmatisches Fibrinogen
binden. Ein Ausbleiben der Bindung von l6slichem Fibrinogen an den GPIIb/Illa-
Rezeptor unter Ruhebedingungen ist essentiell, um beim vorhandenen Uberschuss von
Fibrinogen im Plasma eine generelle Thrombozytenaggregation und einen
thrombotischen Gefdfverschluss zu verhindern.

Nach GefiaBBwandverletzungen, wie z.B. bei der Ruptur eines atherosklerotischen
Plaques, kommt es zur Freilegung von Subendothel und somit auch von Kollagen,
Fibronectin und von Willebrand-Faktor. Diese werden von bestimmten Adhésions-
rezeptoren auf der Oberfliche der Thrombozyten erkannt und es kommt zur Adhésion
der Thrombozyten an die verletzte GefiBwand. Durch diese Thrombozytenadhésion und
durch die zusdtzliche Stimulation 16slicher Agonisten wie Thrombin, ADP,
Thromboxan A; und Kollagen kommt es zundchst zur Thrombozytenaktivierung. Dieser
wichtige  Schritt der  Thrombozytenaggregation  fithrt dann zu  einer
Konformationsdnderung des GPIIb/Illa-Rezeptors von einem ruhenden, niedrigaffinen
zu einem aktivierten, hochaffinen Funktionszustand und somit zu einer Freilegung von
Ligandenbindungs-Taschen. Diese ermdglichen schlieBlich eine Bindung von 16slichem
Fibrinogen an die Thrombozytenoberfldche. Dieser komplexe Vorgang wird auch als
»inside-out-signaling* beschrieben.

Die Ligandenbindung fiihrt nun zu einer Clusterbildung, das heilt zu einer Bildung von
multimeren Rezeptorkomplexen, welche die Féhigkeit des gebundenen Liganden fiir
Interaktionen {iber Oberfldchenkontakte erhoht. AuBerdem kommt es jetzt zu einer
Tyrosin-Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméne der Illa-Kette, welche
nunmehr ein ,,outside-in-signaling* zur Folge hat.



Diese bewirkt einen Aufbau des Zytoskeletts und damit eine Verstirkung der Wirkung
chemischer Agonisten in Form eines positiven Riickkopplungsmechanismus. Die
Bindung von Fibrinogen an den nun aktivierten GPIIb/IIla-Rezeptor induziert eine
weitere Konformationsianderung des Rezeptors mit Expression von Neo-Epitopen, den
sogenannten LIBS (ligand-induced binding sites, ligandeninduzierte Bindungsstellen)
(Frelinger et al., 1988; Schwartz et al., 1995; Shattil & Ginsberg, 1997; Gawaz, 1999;
Topol et al., 1999; Schror, 2000; Phillips et al., 2001; Nurden & Nurden, 2002).

ruhend aktiviert Liganden- Cluster-
(niedrigaffin) (hochaffin) blndung blldung

»:-;.-, iy B ST

Verstarkung

G-Protein gekoppelter Rezeptor
(z. B. ADP, Thrombin, TXA,)

S 7ytoskelett

Ay regulatorisches Fibrinogen GPlIb/llla-Rezeptor
e Protein

Abb. 2
Funktion des GPIIb/Ila-Rezeptors (modifiziert nach Schroér, 2000).

Pharmakologische Ansitze zur Inhibition der Thrombozytenaggregation:
Antikorper, Disintegrine und Antiintegrine

Die Thrombasthenie Glanzmann fiihrt aufgrund quantitativer oder qualitativer Defekte
des GPIIb/Illa-Rezeptors zu einem Verlust der Aggregationsfahigkeit von
Thrombozyten gegeniiber allen physiologischen Agonisten. Dies zeigt, dass der
GPIIb/IlIa-Rezeptor fiir den finalen und allen Thrombozytenagonisten gemeinsamen
Schritt der Aggregation entscheidend ist.

Die hier beschriebenen Wirkstoffe beeinflussen extrazellulir die Interaktion zwischen
Adhisionsprotein - und  Adhésionsmolekiil. Im Vergleich dazu beeinflussen
Thrombozytenfunktionshemmer wie Acetylsalicylsiure oder Clopidogrel die
intrazelluldre Signaltransduktion (Schrér, 2002). Aus den Anstrengungen neue
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Pharmaka zu entwickeln, welche die Funktion thrombozytirer Membranglykoproteine
hemmen, entstand so eine neue Klasse der antithrombozytiren Therapie, die GPIIb/I1la-
Inhibitoren, welche die Thrombozytenaggregation nachweislich hemmen. In
Deutschland zugelassen sind diese Substanzen zum einen als Begleitmedikation bei
akuten perkutanen Koronarinterventionen (PCI, percutaneos coronary intervention) und
zum anderen als Therapie des akuten Koronarsyndroms.

Diese Substanzen lassen sich in drei unterschiedliche molekulare Substanzgruppen
unterteilen (Lefkovits et al., 1995; Topol et al., 1999):

a) Die erste Gruppe bilden blockierende Antikorper, die gegen den GPIIb/I1Ia-Rezeptor
gerichtet sind. Das bereits als Arzneimittel zugelassene humanisierte
Antikdrperfragment Abciximab (c7E3, ReoPro®) ist aus dieser Gruppe die einzige
Substanz, die bis zur klinischen Anwendung weiterentwickelt wurde.

b) Die zweite Gruppe sind sogenannte Disintegrine, kleine Proteine, die urspriinglich
aus Schlangengiften isoliert wurden. Die Aminosduresequenz der Bindungsstellen an
den GPIIb/Ila-Rezeptor dienten als Grundlage zur Herstellung von Peptidderivaten und
Analoga. Ein typisches Beispiel dafiir ist die Aminosiduresequenz KGD (Lysin-Glycin-
Asparaginsdure), die in Disintegrinen vorhanden und relativ spezifisch fiir den
GPIIb/I1Ia-Rezeptor ist. Basierend auf dieser Sequenz wurde das Pharmakon Eptifibatid
(Integrelin®) als zyklisches Peptid entwickelt.

c) Antiintegrine, oder auch sogenannte RGD-Analoga, bilden schlieBlich die dritte
Gruppe. Hierbei handelt es sich um chemisch hergestellte Substanzen, die der Struktur
des RGD-Peptids nachgebildet wurden. Die RGD-Sequenz ist im Fibrinogenmolekiil
fiir dessen Bindung an den GPIIb/IIla-Rezeptor verantwortlich. Ein in Deutschland
zugelassenes Pharmakon aus dieser Substanzgruppe ist das Tirofiban (Aggrastat”).

Die drei GPIIb/Illa-Inhibitoren, die in Deutschland zugelassen sind, werden
nachfolgend kurz eingefiihrt.

Abciximab (¢7E3, ReoPro®)

Der monoklonale Antikorper 7E3 wurde 1985 von Barry Coller beschrieben. Er wurde
durch die Immunisierung von Méusen mit menschlichen Thrombozyten gewonnen und
zeigte eine Spezifitdt fiir den GPIIb/IIIa-Rezeptor. Um Immunreaktionen gegen den
originalen Maus-Antikérper zu vermeiden, wurde bei der Entwicklung des endgiiltigen
Pharmakons c7E3 nur das Fab-Fragment verwendet und in diesem zusétzlich alle
konstanten Mausregionen durch humane Sequenzen ersetzt.

Abciximab blockiert die Fibrinogenbindung sowohl an den aktivierten, als auch an den
nichtaktivierten GPIIb/Illa-Rezeptoren. Dadurch wird nicht nur die Thrombozyten-
aggregation, sondern auch die Thrombozytenadhésion gehemmt, da Thrombozyten {iber
den nichtaktivierten GPIIb/IIIa-Rezeptor an immobilisiertes Fibrinogen binden kdnnen
(Coller & Scudder, 1985; Coller, 1995; Knight et al., 1995; Coller, 1997).

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 (Integrelin®)

Im Vergleich zu dem hochmolekularen Abciximab handelt es sich hier um zwei
niedermolekulare GPIIb/Ila-Inhibitoren. Eptifibatid ist ein {iber Disulfid-Briicken
verbundenes zyklisches Peptid mit 7 Aminosduren und weist die Aminosiduresequenz
KGD auf, welche der GPIIb/Illa-Rezeptor Bindungsregion im Disintegrin Barbourin,
einem Schlangengift, &hnelt. Das Heptapeptid Eptifibatid bindet kompetitiv im Bereich
der RGD-Erkennungsregion des GPIIb/I1Ia-Rezeptors (Scarborough et al., 1993).

Tirofiban (Aggrastat®)

Tirofiban ist ein kleines, nichtpeptidisches Molekiil, welches im Vergleich 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 den beiden Vertretern der Thrombozytenaggregationshemmer Eptifibatid und
Tirofiban konnten verschiedene klinische Phase-III-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).

Allen drei Substanzgruppen ist gemeinsam, dass sie sowohl mit der ruhenden, als auch
mit der aktivierten Form des GPIIb/IIla-Rezeptors reagieren und somit sowohl an
stimulierte, als auch an nicht stimulierte Thrombozyten binden konnen. Sie stellen
effektive Pharmaka in der Thrombozytenaggregationshemmung dar. (Topol et al.,
1999).

Thrombozyt Rezeptor Inhibitor

<<l aktivierter \ ’ GP lib/llla- s Fibrinogen g GP lib/llla-

Abb. 3
Wirkmechanismus von GPIIb/IIIa-Inhibitoren.



Allerdings unterscheiden sie sich hinsichtlich verschiedener pharmakokinetischer und
pharmakodynamischer Punkte. Es werden sowohl Konformationsdnderungen der
GPIIb/IIa-Rezeptoren durch GPIIb/IIla-Inhibitoren, als auch paradoxe Thrombozyten-
aktivierungen durch GPIIb/IIla-Inhibitoren diskutiert.

Die Gruppe um Peter (1998) konnte zeigen, dass GPIIb/Illa-Inhibitoren in der Lage sind
eine Konformationsédnderung des GPIIb/IIla-Rezeptors einzuleiten. Nach Dissoziation
eines GPIIb/Illa-Inhibitors, wie z.B. Abciximab, hinterldsst dieser den Rezeptor von
einem ruhenden in einen aktivierten Zustand. Dies wiederum ermdglicht Fibrinogen an
den GPIIb/Illa-Rezeptor zu binden und eine Thrombozytenaggregation einzuleiten.

Holmes et al. (2000) stellten fest, dass es bei Patienten, welche mit dem oralen
GPIIb/IIa-Inhibitor Orbofiban behandelt wurden, zu einem Anstieg der Thrombozyten-
reaktivitidt kam. Diese duBlerte sich in einer vermehrten Fibrinogenbindung und einer
verstdrkten a-Granula-Degranulation, welche sich in einer erhéhten CD62P-Expression
widerspiegelte.

Frelinger et al. (2001) zeigten jedoch, dass GPIIb/I11a-Inhibitoren unter physiologischen
Bedingungen keine intrinsische Aktivitét besitzen, welche zu einer Fibrinogenbindung
oder zu einer Thrombozytenaggregation fiihren konnte.

Zudem beobachteten Ndoko et al. (2002), dass nach Dissoziation des GPIIb/IIla-
Rezeptors durch den GPIIb/Ila-Inhibitor Abciximab dieser nicht in einem aktivierten
Zustand hinterlassen wird.

Demnach scheint es sich hier nicht um einen allgemein giiltigen Vorgang zu handeln.

In einer anderen Studie untersuchte die Gruppe um Peter (1999) 26 Patienten, die mit
akutem Myokardinfarkt eingewiesen wurden und mit Abciximab alleine oder mit der
Kombination =~ Abciximab  und  Reteplase = behandelt = wurden.  Mittels
Durchflusszytometrie wurde hier der Aktivierungszustand der Thrombozyten gemessen.
Bei einem Patienten kam es zehn Minuten nach dem Beginn der Behandlung mit
Abciximab zu einer Erhohung der CD62P-Expression von 10.2 % auf 58.3 %. Die
CD62P-Expression spiegelt eine a-Granula-Degranulation wider und zeigt damit eine
Thrombozytenaktivierung und nicht nur eine Konformationséinderung des GPIIb/Ila-
Rezeptors. Interessanterweise konnte sowohl zwei als auch vier Wochen spiter an den
isolierten Thrombozyten dieses Patienten eine Thrombozytenaktivierung durch Zugabe
von Abciximab in vitro reinduziert werden.

Bis jetzt ist jedoch der Mechanismus fiir die Thrombozytenaktivierung durch
GPIIb/Ila-Inhibitoren, wie Abciximab, unklar. Die Hiufigkeit der Thrombozyten-
aktivierung in Peter et al. (1999) Arbeit lag bei ca. 1/30. Dies ist in etwa die gleiche
Haufigkeit wie die des HPA-1-Genotyps b/b.

Bei dem HPA-1-Polymorphismus handelt es sich um eine Punktmutation in der (3-Kette
des GPIIb/IlIa-Rezeptors an der Stelle 33 mit Substitution von Leucin fiir Prolin
(Newman et al., 1989).

Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass der HPA-1-Genotyp moglicherweise an
der paradoxen Thrombozytenaktivierung durch Abciximab beteiligt ist.

Verschiedene Autoren berichteten bereits, dass der HPA-1-Polymorphismus scheinbar
die hemmenden Eigenschaften des GPIIb/IIla-Inhibitors Abciximab beeinflusst.

Michelson et al. (2000) fanden in diesem Zusammenhang heraus, dass die
Thrombozyten gesunder Blutspender mit dem HPA-1-Genotyp b/b eine erhdhte
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Neigung zur Aktivierbarkeit zeigten als diejenigen mit dem HPA-1-Genotyp a/a oder
a/b.
Zudem konnten Wheeler et al. (2002) zeigen, dass es in ihren Untersuchungen zu einer

verminderten Thrombozytenaggregationshemmung durch Abciximab bei Patienten mit
dem HPA-1-Genotyp b/b kam.

Damit scheint der HPA-1-Genotyp b/b mdglicherweise die Funktion von GPIIb/Ila-
Rezeptoren zu beeinflussen. Aufgrund der genannten Ergebnisse wurde in dieser Studie
die Hypothese aufgestellt, wonach der HPA-1-Genotyp b/b moglicherweise bei der von
Peter et al. (1999) beschriebenen paradoxen Thrombozytenaktivierung durch
Abciximab eine Rolle spielt.

Insbesondere sollen in dieser Arbeit folgende Fragestellungen untersucht werden:

1) Kommt es zu einer Aktivierung der Thrombozyten durch GPIIb/I1la-Inhibitoren
in vitro, und wenn ja, wie haufig tritt dann diese Aktivierung auf?

1) Determiniert der HPA-1-Polymorphismus die Aktivierung der Thrombozyten
durch GPIIb/IIa-Inhibitoren in vitro?



2 Material und Methoden

2.1  Studienplan

In dieser Studie wurden gesunde Blutspender aus dem Institut fiir Himostaseologie und
Transfusionsmedizin des Universititsklinikums Diisseldorf als Kontrollgruppe
untersucht. Darauthin wurden Patienten der Klinik fiir Kardiologie, Pneumologie und
Angiologie des Universitétsklinikums Diisseldorf untersucht, wobei es sich hier um
Patienten mit koronarer Herzkrankheit (stabile Angina pectoris) handelte. Bei allen
Teilnehmern wurde sowohl die basale, als auch die ADP-induzierte CD62P-Expression
vor und nach Gabe der GPIIb/IIla-Inhibitoren Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban in
vitro mittels Durchflusszytometrie gemessen. Der HPA-1-Genotyp wurde bei allen
Teilnehmern mittels GALIOS® und automatisierter Einzelmolekiil-Spektroskopie
bestimmt.

2.2 Material

2.2.1 Teilnehmer

Die Teilnehmer der Studie waren zum einen 62 Blutspender aus dem Institut fiir
Himostaseologie und Transfusionsmedizin des Universitdtsklinikums Diisseldorf und
zum anderen 177 Patienten der Klinik fiir Kardiologie, Pneumologie und Angiologie
des Universititsklinikums Diisseldorf.

Die erste Gruppe der Blutspender bestand aus 45 gesunden Ménnern und 17 gesunden
Frauen. Dabei lag der Altersdurchschnitt bei 38.1 + 1.4 Jahren

Die zweite Gruppe bestand aus 132 Miénnern und 45 Frauen mit einem
Altersdurchschnitt der bei 63.9 = 0.9 Jahren lag. In dieser Gruppe lag als
Grundvoraussetzung koronare Herzkrankheit vor. Blutspender bzw. Patienten, die
Thienopyridine zu sich genommen hatten, waren von dieser Studie ausgeschlossen. Die
meisten Patienten wurden mit Acetylsalicylsdure behandelt. Eine Behandlung mit
Acetylsalicylsdure beeinflusst jedoch nicht die Adenosindiphosphat (ADP)-induzierte
Thrombozytenaktivierung, welche bei einer 2 mM Ca' -Konzentration gemessen wurde
(Hermann et al., 2001).

Alle Teilnehmer wurden iiber die Untersuchungen aufgeklért und erkldrten schriftlich
ihr Einverstdndnis.

2.2.2 Blutentnahme

Es wurden jedem Blutspender bzw. Kardiologiepatienten 5 ml Blut entnommen. Das
Blut wurde mittels eines Vakutainers mit Citratvorlage (1:9; v/v) gesammelt und sofort
nach Entnahme in das Labor transportiert.
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2.2.3 Priparation der Thrombozyten

Das aus dem Vakutainer entnommene Vollblut wurde auf zwei Eppendorf-Gefille mit
je 2 ml Inhalt verteilt. Mittels Zentrifugation bei 5000 U/min fiir 45 Sekunden wurde
plittchenreiches Plasma (PRP) gewonnen. Das Eppendorf-Gefdl wurde nun eine
Minute stehen gelassen und hieraus 1 ml PRP in ein neues Eppendorf-Gefdl} pipettiert.
Das PRP wurde jetzt in dem Verhiltnis 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.

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

Das tiibriggebliebene Blut wurde in jeweils zwei 2 ml Eppendorf-Gefdle bei —16°C
eingefroren und so zur HPA-1-Genotypisierung aufbewahrt.

2.2.4 Substanzen und Losungen

Substanzen

Abciximab (ReoPro®) Centocor, Leiden, Niederlande
ACD (Biostabil®) Biotest Pharma, Dreieich
Adenosindiphosphat Sigma, Deisenhofen

Eptifibatid (Integrelin®) Essex Pharma, Miinchen
Isotypische Kontroll-AK Immunotech, Marseille, Frankreich
Monoclonal Antibody CD62P-FITC Immunotech, Marseille, Frankreich
Tirofiban (Aggrastat®) MSD Sharp & Dohme, Haar
Losungen

ACD (Biostabil®): Das Antikoagulans ACD enthilt Natrium-Citrat (74,8 mM),
Citronensdure (38 mM) und Glukose (123,6 mM).

Adenosindiphosphat: Das ADP wurde als Stammldsung in einer Konzentration von 107
M bei —20°C aufbewahrt und zu jedem Versuch mit Testmedium auf die gewiinschte
Konzentration verdiinnt.
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Isoton: Der azidfreie stabilisierte Elektrolyt enthdlt 7,9 g/l Natriumchlorid, 1,9 g/L di-
Natriumhydrogenphosphat, 0,4 g/ EDTA, 0,4 g/L Kaliumchlorid, 0,2 g/L
Natriumdihydrogenphosphat und 0,3 g/L Natriumfluorid.

Komplett-TM: 10 ml TM, 100 ul Rinderserumalbumin, 100 ul CaCl, (200mM), 100 ul
Glukose (100 mg/ml).

TM (HEPES-Tyrode): 134 mM NaCl, 12 mM NaHCOs, 2,9 mM KCl, 0,36 mM
NaH,PO4, 1 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7.4.

2.2.5 Strukturformeln von Tirofiban und Eptifibatid

jllN

HoN

H
Tirofiban Eptifibatid
A
HN coat N/?O
N H
N\

H
SOyNn-Bu

o]
Hl
o)

Abb. 4
Strukturformeln von Tirofiban und Eptifibatid.
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2.3 Methoden

2.3.1 Messung der CD62P-Expression mittels Durchflusszytometrie

Die gewaschenen Thrombozyten wurden in sieben Eppendorf-Gefilien (1,5 ml) zu je
200 ul aufgeteilt. Darauf folgte in sechs der Gefde die Zugabe von 20 ul der drei GP
IIb/IIla-Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen, welche sich nach zuvor
durchgefiihrten Konzentrationsfindungsstudien richteten. Die Konzentrationen betrugen
bei Abciximab 1 ug/ml und 10 ug/ml, bei Eptifibatid 0,3 ug/ml und 3 ug/ml und bei
Tirofiban 3 nM und 30 nM. Das siebte Gefdl3 erhielt keine Inhibitoren und diente als
Kontrollprobe.

Die sieben verschiedenen Eppendorf-Gefdle wurden jetzt zu einer 15 miniitigen
Inkubation in ein Wasserbad mit einer Temperatur von 37°C gestellt. Jetzt wurden aus
jedem Eppendorf-Gefd3 100 ul entnommen und jeweils in ein neues Gefd3 pipettiert.
Die erste Hilfte wurde nun wieder in das Wasserbad fiir 15 Minuten gestellt. Bei der
anderen Hailfte jedoch wurde jedes Gefd3 mit 10 ul ADP in einer Endkonzentration von
3 uM stimuliert und mit der ersten unstimulierten Hilfte in das Wasserbad gestellt.

Somit ergab sich das folgende Inkubationsschema:

Eppendorf-Gefife fiir die CD62P-Antikorperinkubation

Unstimuliert ADP (3 pM) - stimuliert
Kontrolle Kontrolle

Abciximab 1 ug/ml Abciximab 1 ug/ml
Abciximab 10 ug/ml Abciximab 10 ug/ml
Eptifibatid 0,3 ng/ml Eptifibatid 0,3 ug/ml
Eptifibatid 3 ug/ml Eptifibatid 3 ug/ml
Tirofiban 3 nM Tirofiban 3 nM

Tirofiban 30 nM Tirofiban 30 nM

Nach der Inkubation bzw. Stimulation wurden 25 pl Thrombozyten mit 5 pl Anti-
CD62P-FITC-Antikérpern fir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Zum Vergleich wurde
pro Versuchsteilnehmer ein zusétzliches Eppendorf-Gefdl mit nichtspezifischen
Kontrollantikorpern (Isotyp) inkubiert.

Nach der Antikdrperinkubation wurde die Reaktion mit 0,5 ml Isoton gestoppt und die

CD62P-Expression wurde sofort mittels Durchflusszytometrie gemessen (Weber &
Schror, 2001).
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Durchflusszytometrie

Zur Durchflusszytometrie diente das Epics-XL-Zytometer (Beckmann Coulter,
Krefeld). Die Thrombozytenpopulation wurde anhand der Verteilung von Vorwirts-
und Seitwértsstreuung identifiziert. Hierbei wurde die Signalverstidrkung logarithmisch
eingestellt. Mittels der System 2 Software wurden 10000 Thrombozyten bei maximal
1000 Ereignissen pro Sekunde vermessen und analysiert. Hierbei wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitit (MnX) ausgewertet.

4 1 11111

1
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FS LOG

Abb. 5
Scatter zur Identifizierung der Thrombozytenpopulation mittels Vorwérts- und
Seitwértsstreuung.

2.3.2 Bestimmung des Human platelet antigen-1 (HPA-1)-Genotyps

Der Human platelet antigen-1 (HPA-1)-Genotyp wurde mittels GALIOS® und
Einzelmolekiil-Spektroskopie bestimmt (Weber et al., 2002).
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Das GALIOS®-Verfahren basiert auf der Synthese allelspezifischer, fluoreszenz-
markierter PCR-Produkte in einer homogenen Reaktion.

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

Die Markierungsprimer sind 5’-terminal an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt, die
entweder mit Laserlicht der Wellenlédngen 543 nm (TAMRA fiir Allel A) oder 633 nm
(EVOblue” fiir Allel B) angeregt werden.

Die Detektion allelspezifisch markierter 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.

2.3.3 Statistische Auswertung

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 Thrombozytenreaktivitit bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit

Die basale (unstimulierte) Expression von CD62P bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit unterschied sich nicht von der bei den gesunden Blutspendern.

Allerdings konnte eine Thrombozytenhyperreaktivitit bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit festgestellt werden. Bei diesen Patienten war die ADP (3 uM)-stimulierte
CD62P-Expression im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen signifikant erhdht
(Abb. 6).

p < 0,001
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Abb. 6

Basale (Kon) und Adenosindiphosphat (ADP, 3 uM)-induzierte CD62P-Expression
(mittlere Fluoreszenz-Intensitit, MnX) bei gesunden Blutspendern (Kontrolle) und bei
Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (KHK). Die Messdaten wurden als
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben, n.s., nicht signifikant
(ANOVA, Bonferroni).

3.2  Abhingigkeit der ADP-induzierten CD62P-Expression vom HPA-1-
Genotyp

Der human platelet antigen-1 (HPA-1) Genotyp wurde bei allen Studienteilnehmern
bestimmt. Die Haufigkeit der jeweiligen Genotypen werden in Abb. 7 gezeigt.

Die Frequenz der HPA-1-Genotypen in der Kontrollgruppe entspricht nicht der der
allgemeinen Bevolkerung. Hier wurde eine gezielte Vorauswahl der Studienteilnehmer
durchgefiihrt. Bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit wurde hingegen keine
Vorauswahl der Genotypen getroffen.
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Abb. 7 zeigt, dass der HPA-1-Genotyp weder die basale, noch die ADP-induzierte
CD62P-Expression beeinflusste. Dies traf sowohl auf die Kontrollgruppe der gesunden
Blutspendern, als auch auf die Gruppe der Patienten mit koronarer Herzkrankheit zu.
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Abb. 7

Basale (Kon) und Adenosindiphosphat (ADP, 3 uM)-induzierte CD62P-Expression
(mittlere Fluoreszenz-Intensitit, MnX) bei gesunden Blutspendern (Kontrolle) und bei
Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (KHK) hinsichtlich des human platelet
antigen-1 (HPA-1)-Genotyps. Die Messdaten wurden als Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die Diagramme zeigen die jeweilige Anzahl der
Studienteilnehmer, welche hinsichtlich des zugehdrigen Allels genotypisiert wurden. Es
gab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen (p > 0,05,
ANOVA).

3.3 Effekte von GPIIb/IIIa-Inhibitoren auf die thrombozytire CD62P-Expression
in Abhiingigkeit vom HPA-1-Genotyp

Die Effekte der drei GPIIb/IIla-Inhibitoren, die fiir den klinischen Gebrauch zugelassen
sind (Abcixmab, Tirofiban und Eptifibatid), wurden hinsichtlich der basalen und ADP
(3 uM)-induzierten CD62P-Expression bei gesunden Blutspendern (Kontrolle, n = 62)
und bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK, » = 177) untersucht.

Hierbei gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
HPA-1-Genotypen hinsichtlich der Effekte von GPIIb/Illa-Inhibitoren auf die basale
oder ADP-stimulierte CD62P-Expression (Abb. 8).

-17-



@)
—
X 4
= Il a/a, n = 46 [Ja/b,n=10 72 blb, n = 6
c Kontroll
_93_otoe
@
o
1Y
g 2
x
1
1
- 1
o g I il 7 . 1
Z Z 7 % P 7 !
7 / 7 7 ’ 7 /
AV AV AV Al Al AL AN

Kon ADP Kon ADP Kon ADP Kon ADP Kon ADP Kon ADP Kon ADP
L [ [ ) L ) L [ |

Abciximab  Abciximab Tirofiban Tirofiban  Eptifibatid Eptifibatid

b) 1 pg/ml 10 pg/ml 3 nM 30 nM 0,3 pg/ml 3 pg/ml
p—
%
c 4
= KHK Bl a/a,n=135 [Ja/b,n=38 A blb, n = 4
s 3
.g . I
| ]
2 ' ' ' ’
= 7 Z % % Z % 7
g 21 ? Z 11 Z ? Z Z
7 % Z 7 7 7 % 7

LLi 7 7 AN 7 7 7 .
: / i z f % %
o 7 % aAr 7 7 7 /
N 4. 7 7 AV : 7 v 7 2 /
11 oh 200 0 20 bl o0 oM
o Al Al Al I% / Al on AVl

AV AV AV AV I% 7 I/ / I/ /

Kon ADP Kon ADP Kon ADP Kon ADP Kon ADP Kon ADP Kon ADP
L [ [ ) L ) L [ |

Abciximab  Abciximab Tirofiban Tirofiban  Eptifibatid Eptifibatid
1 pg/ml 10 pg/ml 3 nM 30 nM 0,3 pg/ml 3 pg/ml

Abb. 8

Effekte von Abciximab (1-10 pg/ml), Tirofiban (3-30 nM) und Eptifibatid (0,3-3 pg/ml)
auf basale (Kon) und Adenosindiphosphat (ADP, 3 puM)-induzierte Thrombozyten-
CD62P-Expression (mittlere Fluoreszenz-Intensitit, MnX) bei gesunden Blutspendern
(Kontrolle) und bei Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (KHK) hinsichtlich
des human platelet antigen-1 (HPA-1)-Genotyp. Die Messdaten wurden als Mittelwerte
+ Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Es gab keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen hinsichtlich der Effekte der
GPIIb/IIa-Inhibitoren (p > 0,05, ANOVA).

Es konnte nur bei einem Patienten mit koronarer Herzkrankheit eine leichte Stimulation
der CD62P-Expression nach Inkubation mit Abciximab beobachtet werden (Abb. 9a).
Bei diesem Patienten war bereits die basale (unstimulierte) CD62P-Expression leicht
erhoht.

Durch Zugabe von Abciximab (10 pg/ml) erfolgte eine etwa zweifache Erhdhung der
CD62P-Expression.

Allerdings konnten weder die niedrigere Konzentration von Abciximab (1 pg/ml), noch
die beiden anderen GPIIb/Illa-Inhibitoren eine Erhoéhung der CD62P-Expression
bewirken.
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Die ADP-induzierte CD62P-Expression wurde durch keinen der drei untersuchten
GPIIb/Ila-Inhibitoren zusitzlich verstirkt.

Ausgehend von einer Gesamtteilnehmerzahl von 239, liegt demnach in unserer Studie
die Prévalenz einer Thrombozytenaktivierung durch Abciximab bei 0,4 % (95 %
Vertrauensintervall 0,02 %; 2 %).

Demnach scheint eine paradoxe Thrombozytenaktivierung durch GPIIb/IIIa-Inhibitoren

ein seltenes (< 2 %) Ereignis zu sein.

Interessanterweise trug der Patient, bei dem die Thrombozytenaktivierung durch
Abciximab beobachtet wurde, den HPA-1-Genotyp b/b.

Es wurde allerdings bei keinem weiteren Studienteilnehmer eine Thrombozyten-
aktivierung durch GPIIb/IIla-Inhibitoren beobachtet (Abb. 9b).

a)

b)

ie

CD62P (Fluoreszenz-Intensitit)

Abb. 9

Original-Durchflusszytometrie-Histogramm der Effekte von Abciximab (10 pg/ml) auf
die thrombozytire CD62P-Expression bei einem Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(a). Histogramm, welches représentativ fiir alle anderen Studienteilnehmer ist (b). Die
Histogramme, welche sowohl unbehandelte, als auch mit Abcixmab behandelte
Thrombozyten beinhalten, iiberlappen sich. Dies zeigt, dass Abciximab die CD62P-
Expression nicht beeinflusst. Zum Vergleich wurden Histogramme mit
nichtspezifischen Kontrollantikdrpern (Isotyp) gemacht.
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4 Diskussion

4.1 Kritik der Methoden

Es soll hier darauf hingewiesen werden, dass alle Versuche in vitro durchgefiihrt
wurden und somit das Verhalten der Thrombozyten und der Ergebnisse nicht dem
Verhalten unter in vivo-Bedingungen widerspiegeln muss.

Larsson et al. (1990) konnten zeigen, dass Thrombozyten eine unterschiedliche
Aggregabilitét unter in vivo und in vitro-Bedingungen besitzen.

Andere Befunde belegen, dass moglicherweise auch andere Blutzellen, wie
Erythrozyten und Leukozyten, an der Aktivierung von Thrombozyten beteiligt sind
(Santos et al., 1991, Li et al., 2000).

Interaktionen zwischen Thrombozyten und dem Endothel oder der GefédBwand, wie es
in physiologischen oder pathophysiologischen Vorgdngen vorkommt, werden bei in
vitro Versuchen ebenfalls nicht erfasst.

Die Aktivierung der Thrombozyten in dieser Studie erfolgte durch Stimulation von 3
uM ADP. ADP ist einer der hauptverantwortlichen chemischen Agonisten der
Thrombozytenaktivierung, jedoch nicht der einzige. Stimulation und deren
Auswirkungen durch potentiell stirkere Agonisten, wie Thrombin oder Kollagen,
blieben somit unerfasst.

Die Anzahl der in dieser Arbeit untersuchten Personen betridgt 239. Dennoch liegt die
Anzahl der homozygoten HPA-1 b/b Genotypen nur bei 10, was an dem seltenen
Vorkommen dieses Genotypen liegt. Nur durch das Bekanntsein einiger Genotypen der
Blutspender war es iliberhaupt moglich, im Rahmen dieser Studie 10 Personen mit
diesem Genotyp zu untersuchen. Von 4 Individuen in der HPA-1b/b-KHK-Patienten-
Gruppe stellt der Patient mit der paradoxen Thrombozytenaktivierung durch Abciximab
25 % der Fille. Es ist somit nicht ausgeschlossen, dass diese Gruppe einen breiteren
Raum einndhme, wenn mehr Individuen untersucht wiirden.

Um wirklich aussagekréftige Studien {iber den homozygoten HPA-1-Genotyp b/b zu
machen, wire die Untersuchung von wesentlich hoheren Fallzahlen notwendig, was
allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht geleistet werden konnte.

4.2  Thrombozytenhyperreaktivitiit bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit

In dieser Studie stellte sich zundchst heraus, dass es keinen Unterschied in der basalen
CD62P-Expression zwischen gesunden Blutspendern und Patienten mit koronarer
Herzkrankheit gab. Jedoch kam es bei der ADP-induzierten CD62P-Expression zu
einem signifikanten Anstieg dieser Expression bei der Gruppe der KHK-Patienten im
Vergleich zu der Gruppe der gesunden Blutspender.

Im Zusammenhang mit den Ergebnissen anderer Arbeiten zeigte diese Studie damit eine
signifikante Thrombozytenhyperreaktivitit bei Patienten mit KHK.
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So konnten Furman et al. (1998) zeigen, dass Patienten mit stabiler koronarer
Herzkrankheit aktivierte Thrombozyten und Monozyten-Thrombozyten Aggregate im
zirkulierenden Blut besitzen. Zudem besallen die Patienten eine erhohte Reaktivitét
gegeniiber den chemischen Agonisten ADP, Adrenalin und TRAP (Thrombin receptor
activating peptide) und eine erhohte Neigung Monozyten-Thrombozyten Aggregate zu
bilden.

Auch Holmes et al. (1999) kamen zu dhnlichen Ergebnissen wie den vorliegenden. Sie
zeigten, dass Patienten mit akutem Koronarsyndrom im Vergleich zu gesunden
Teilnehmern eine signifikant hohere CD62P-Expression nach ADP-Stimulation
vorwiesen.

Die Gruppe um Ault (1999) untersuchte die Effekte eines oralen GPIIb/IIla-Inhibitors,
Sibrafiban, bei der Therapie des akuten Koronarsyndroms. Auch hier zeigte die Gruppe
der Patienten, die aufgrund eines akuten Koronarsyndroms behandelt wurde, eine
erhohte Aktivierung der Thrombozyten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe.
Diese erhohte Thrombozytenaktivierung lieB sich auch noch 28 Tage nach Beginn der
Therapie nachweisen.

4.3  Thrombozytenhyperreaktivitit und HPA-1-Polymorphismus

Zahlreiche Arbeiten befassen sich mit dem Zusammenhang zwischen dem HPA-1-
Polymorphismus und der thrombozytiren Funktion. Die Meinungen diesbeziiglich sind
jedoch geteilt. Einige Autoren vertreten die Ansicht, dass der HPA-1-Polymorphismus
die Funktion des GPIIb/Illa-Rezeptors beeinflusst, andere wiederum konnten hier
keinen Zusammenhang feststellen.

Bei dem HPA-1-Polymorphismus handelt es sich um eine Punktmutation in der -Kette
des GPIIb/Illa-Rezeptors an der Stelle 33 mit Substitution von Leucin (HPA-1 a/a) fiir
Prolin (HPA-1 b/b) (Newmann et al., 1989).

Feng und Mitarbeiter (1999) fanden heraus, dass die Konzentrationsschwelle fiir
Adrenalin-stimulierte Thrombozytenaggregation bei Menschen mit dem HPA-1-
Genotyp b/b signifikant niedriger ist als bei Tragern des a-Allels. Die Gruppe um
Michelson (2000) beobachtete, dass Thrombozyten mit dem HPA-1-Genotyp b/b sich
eher aktivieren lassen als Thrombozyten mit dem HPA-1-Genotyp a/a oder a/b.

In einer anderen Studie untersuchten Lasne et al. (1997) die Schwelle fiir biphasische
Aggregation, welche durch TRAP und ADP induziert wurde, und fanden heraus, dass
Thrombozyten mit dem HPA-1-Genotyp b/b weniger stark auf diese Agonisten wirkten
als diejenigen mit dem a-Allel.

Goodall et al. (1999) konnten zeigen, dass Thrombozyten mit dem HPA-1-Genotyp b/b
eine erhohte Fibrinogenbindung an den GPIIb/IIla-Rezeptor besitzen, wenn sie mit
ADP aktiviert werden, als Thrombozyten mit dem HPA-1-Genotyp a. Zu diesem Effekt
kam es jedoch nicht nach Stimulation mit TRAP. Diese Beobachtung wiederum
konnten Meiklejohn et al. (1999) nicht teilen. In ihrer Arbeit kamen sie zu dem
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Ergebnis, dass es keinen Unterschied in den verschiedenen HPA-1-Genotypen
hinsichtlich der ADP-induzierten Fibrinogenbindung gibt.

Golanski et al. (2001) beobachteten eine Thrombozytenhyperreaktivitdt nach ACVB
(Aortocoronarer Venenbypass) und vermuteten, dass auch hier der HPA-1-Poly-
morphismus eine mogliche Rolle spielt.

SchlieBlich zeigten Bennett et al. (2001), dass der HPA-1-Genotyp b/b keinerlei Aus-
wirkungen auf turbidometrisch gemessene Thrombozytenaggregation, Thrombozyten-
sekretion oder auf Thrombusbildungen hat.

In der vorliegenden Arbeit wurde der HPA-1-Genotyp bei 62 gesunden Blutspendern
und bei 177 Patienten mit koronarer Herzkrankheit bestimmt. Somit war im Vergleich
zu anderen Studien hier eine direkte Gegeniiberstellung zwischen gesunden und
kranken Teilnehmern moglich. Zudem erhohte die Gesamtzahl von 239
Studienteilnehmern die Aussagekraft in Bezug auf den Einfluss des HPA-1-
Polymorphismus. Im Vergleich zu anderen Arbeiten handelte es sich hier nicht nur um
eine grofere, sondern auch um eine vollstindigere Studie. In dieser Arbeit wurden
ndmlich die Effekte aller drei in Deutschland zugelassenen GPIIb/IIla-Inhibitoren,
Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban, untersucht. Dies wiederum ermdglichte einen
direkten Vergleich zwischen den drei Substanzgruppen Antikorper, Disintegrine und
Antiintegrine.

In der vorliegenden Studie kam man zu dem Ergebnis, dass der HPA-1-Genotyp weder
die basale, noch die ADP-induzierte CD62P-Expression beeinflusst. Dieser Effekt
konnte sowohl innerhalb der Kontrollgruppe, als auch innerhalb der Patientengruppe
gezeigt werden. Die in dieser Arbeit beobachtete Thrombozytenhyperreaktivitit nach
Stimulation durch den chemischen Agonisten ADP innerhalb der Patientengruppe war
somit ebenfalls nicht abhéngig von dem HPA-1-Genotyp.

In einer anderen Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass es keinen Anhaltspunkt
dafiir gibt, wonach der HPA-1-Polymorphismus die antithrombozytiren Effekte der drei
GPIIb/IlIa-Inhibitoren Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban beeinflusst (Weber et al.,
2002).

4.4  Paradoxe Thrombozytenaktivierung durch Abciximab

Die Bindung von Fibrinogen an den GPIIb/IIla-Rezeptor ermoglicht insbesondere den
Kontakt zwischen Thrombozyten und stellt somit den finalen Schritt der Thrombozyten-
aggregation dar. Allerdings fiihrt sie ebenso zu Signaltransduktionen in Thrombozyten
(outside-in signaling), welche fiir die normale thrombozytire Funktion unerldsslich
sind. In den letzten Jahren wurde immer héufiger berichtet, dass GPIIb/IIIa-Inhibitoren
ebenfalls in der Lage sind bestimmte Signaltransduktionen in Thrombozyten zu
initiieren. Diese zeigten sich unter anderem als intrazelluldre Verinderungen der Ca*'-
Signale, Thromboxan A;-Produktionen, Konformationsinderungen des GPIIb/Illa-
Rezeptors mit nachfolgender Fibrinogen-Bindung und nicht zuletzt als erhohte
Expressionen verschiedener Marker fiir Thrombozytenaktivierung (Honda et al., 1998;
Peter et al., 1998; Cox et al., 2000).

Hierbei muss jedoch eindeutig zwischen einer durch outside-in signaling bedingten
Thrombozytenaktivierung (erhdhtes Ca;**, erhohte CD62P-Expression) und einer
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Aktivierung des GPIIb/Ila-Rezeptors, im Sinne einer Transformation des Rezeptors in
den high-affinity-state, dabei aber ohne Thrombozytenaktivierung, unterschieden
werden. Eine erhohte Thrombozytenaktivierung spielt eine herausragende Rolle in den
Pathomechanismen des akuten Koronarsyndroms und der instabilen Angina pectoris
(Fitzgerald et al., 1986).

In der vorliegenden Arbeit wurden die in vitro-Effekte von Abciximab (1 und 10
ug/ml), Eptifibatid (0,3 und 3 ug/ml) und Tirofiban (3 und 30 nM) auf Thrombozyten
von 62 gesunden Blutspendern aus dem Institut fiir H&mostaseologie und
Transfusionsmedizin des Universitétsklinikums Diisseldorf und von 177 Patienten mit
koronarer Herzkrankheit (KHK) der Klinik fiir Kardiologie, Pneumologie und
Angiologie des Universititsklinikums Diisseldorf untersucht. Hierbei wurde sowohl die
basale, als auch die durch 3 uM ADP-induzierte CD62P-Expression mittels
Durchflusszytometrie gemessen.

Die drei von uns verwendeten Medikamente entstammen alle jeweils einer anderen
molekularen Substanzgruppe. Abciximab ist ein Antikorper, Eptifibatid stammt aus der

Gruppe der Disintegrine und Tirofiban ist ein Vertreter der sogenannten Antiintegrine
oder auch Peptid-Mimetika (Lefkovits et al., 1995).

Nur bei einem Patienten mit koronarer Herzkrankheit konnte eine leichte, ca. zweifache
Stimulation der CD62P-Expression durch Abciximab, jedoch nicht durch Eptifibatid
oder Tirofiban, festgestellt werden. Zu dieser paradoxen Thrombozytenaktivierung kam
es allerdings nur bei der suprapharmakologischen Konzentration von 10 ug/ml. Bei der
Konzentration von 1 ug/ml Abciximab kam es nicht zu diesem Effekt.
Interessanterweise trug dieser Patient den HPA-1-Genotyp b/b.

Es konnte bei keinem weiteren Teilnehmer dieser Studie eine Thrombozytenaktivierung
durch GPIIb/IIa-Inhibitoren festgestellt werden.

Schneider et al. (2000) untersuchten die in vitro-Effekte der GPIIb/IIla-Inhibitoren
Abciximab  und  Orbofiban  hinsichtlich  einer = moglichen = paradoxen
Thrombozytenaktivierung. Hierbei wurden als durchflusszytometrische Marker fiir
Thrombozytenaktivierung zum einen P-selectin (CD62P) zum anderen CD63
verwendet. P-selectin spiegelt eine «-Granula-Degranulation wider, die CD63-
Expression hingegen misst die lysosomale-Degranulation. Abciximab erhohte eine
ADP-induzierte P-selectin (CD62P)-Expression um ca. 10-20 %, wihrend der orale
GPIIb/IIa-Inhibitor Orbofiban diesen Effekt nicht zeigen konnte. Die CD63-Expression
blieb zu jeder Zeit durch die GPIIb/IIla-Inhibitoren unbeeinflusst.

In einer anderen Arbeit (Holmes et al., 1999) konnte die selbe Gruppe zeigen, dass auch
Eptifibatid eine Agonisten-induzierte P-selectin-Expression erhohte, Xemilofiban und
Tirofiban jedoch nicht.

Thre Ausgangshypothese fiir diese Ergebnisse war, dass eine erhdhte Proteinmasse in
den a-Granula der Thrombozyten zu einer o-Granula-Degranulation fiihrt. Sowohl
Abciximab, als auch Orbofiban konnten nach Exposition an Thrombozyten in deren o.-
Granula lokalisiert werden. Dabei steigerte Abciximab, welches ein Fab-Fragment eines
IgG-Molekiils ist, eine Agonisten-induzierte CD62P-Expression. Orbofiban, welches zu
der Gruppe der Nicht-Peptide z&hlt, wies diesen Effekt dagegen nicht auf. Daher
gelangten sie zu dem Schluss, dass die thrombozytire Aufnahme von Proteinen oder
Peptiden in den a-Granula zu einer o-Granula-Degranulation fithren konnte.
Eptifibatid, welches zu den Peptid-Inhibitoren zdhlt, fiihrte ebenso zu einer erhdhten
Agonisten-induzierten P-Selectin-Expression. Dieser Effekt blieb bei den Nicht-
Peptiden Xemilofiban und Tirofiban aus.
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Abciximab konnte jedoch die ADP-induzierte lysosomale Degranulation, gemessen als
CD63-Expression, nicht weiter erhdhen. Dies zeigte, dass es sich hierbei nicht um eine
generalisierte Thrombozytenaktivierung handelte, sondern vielmehr um eine spezifische
a-Granula-Degranulation.

Hinzufligend muss erwihnt werden, dass die Studiengrdsse lediglich 25 Teilnehmer
betrug und dass die Studienteilnehmer gesunde Personen waren, welche in den letzten
zehn Tagen vor der Studie weder Acetylsalicylsdure, noch irgendwelche anderen nicht-
steroidalen Antiphlogistika eingenommen hatten.

Es stellt sich nun die Frage, welche klinische Relevanz eine in vitro-gemessene,
lediglich um ca. 10-20 % erhohte CD62P-Expression besitzt. In einer neueren Studie
untersuchte dieselbe Arbeitsgruppe die in vivo-Effekte von Abciximab und Tirofiban
sowohl an gesunden Probanden, als auch an Patienten mit koronarer Herzkrankheit. Sie
stellten fest, dass es hierbei zu einer signifikanten Hemmung der ADP-induzierten
CD62P-Expression durch die GPIIb/IIla-Inhibitoren kam (Holmes et al., 2000).

In unserer Studie fithrte nur Abciximab bei einer suprapharmakologischen
Konzentration zu einer paradoxen Thrombozytenaktivierung. Sie wurde als CD62P-
Expression gemessen. Holmes et al. (1999) kamen zu dem zunéchst dhnlichen Ergebnis,
dass die ADP-induzierte P-selectin (CD62P)-Expression durch die hdchste
Konzentration von Eptifibatid verstirkt wurde. In unserer Arbeit dagegen induzierte
Abciximab eine erhohte CD62P-Expression nur unter basalen Bedingungen und konnte
eine ADP-induzierte CD62P-Expression nicht weiter verstirken. Aulerdem bewirkte
Eptifibatid (0,3-3 ug/ml), welches ein Peptid darstellt, vorliegend weder eine basale
noch eine ADP-induzierte Erh6hung der CD62P-Expression.

Somit erscheint es geboten eine andere Erkldrung fiir die paradoxe Thrombozyten-
aktivierung durch GPIIb/I1la-Inhibitoren zu suchen.

Andere Arbeiten konnten ebenfalls Thrombozytenaktivierungen durch GPIIb/Illa-
Inhibitoren demonstrieren. Aufgrund der fehlenden Effektivitit des oralen GPIIb/Illa-
Inhibitors Orbofiban untersuchten Cox et al. (2000) die Maoglichkeit einer partiell
agonistischen Aktivitdt. Hierbei konnten sie an den Thrombozyten von Patienten mit
akutem Koronarsyndrom zeigen, dass Orbofiban sowohl eine Konformationséinderung
des GPIIb/IIla-Rezeptors, als auch eine Thrombozytenaktivierung,, gemessen als CD63-
Expression, herbeifiihrte.

Auch Dalby et al. (2003) kamen in ihrer Studie zu dem Ergebnis, dass ein GPIIb/IIIa-
Inhibitor mdglicherweise eine partiell agonistische Aktivitdt besitzt. Sie untersuchten
die Effekte von Eptifibatid an 32 NSTEMI (Non-ST-Elevation Myocardial Infarction)-
Patienten hinsichtlich der Thrombozytenaktivierung und stellten eine leichte Erhdhung
der P-selectin (CD62P)-Expression fest.

Die Gruppe um Seiffert (2003) hingegen fand in ihrer Studie keinen Anhalt fiir eine
Thrombozytenaktivierung durch einen GPIIb/Illa-Inhibitor. Sie untersuchten die
Effekte des oralen GPIIb/IIla-Inhibitors Roxifiban an den Thrombozyten von 21 jungen,
gesunden Versuchsteilnehmern. Diese Studie kann daher nicht als reprédsentativ fiir
dltere Patienten mit koronarer Herzkrankheit angesehen werden, die GPIIb/Illa-
Inhibitoren benétigen wiirden. Auerdem reichte die Teilnehmerzahl nicht aus um
Individuen zu erfassen, welche mdglicherweise abnorm auf GPIIb/IIla-Inhibitoren
ansprechen.
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In einer anderen Arbeit konnten Peter et al. (1999) erstmals unter klinischen
Bedingungen eine durch einen GPIIb/Ila-Inhibitor induzierte Thrombozyten-
aktivierung und eine darauffolgende Thrombozytopenie zeigen.

Sie beobachteten 26 Patienten, die aufgrund eines akuten Myokardinfarktes in ein
Klinikum eingewiesen wurden, in Bezug auf den Aktivierungszustand ihrer
Thrombozyten und GPIIb/IIla-Rezeptoren. Alle Patienten wurden mit 500 mg
Acetylsalicylsdure und 5000 IU unfraktioniertem Heparin behandelt. Zusétzlich wurden
7 Patienten nur mit Abciximab behandelt, wihrend die anderen 19 Patienten sowohl mit
Abciximab, als auch mit dem Thrombolytikum Reteplase behandelt wurden.

Bei einem 63 Jahre alten Mann, welcher mit Abciximab und Reteplase behandelt
wurde, kam es zu einer Thrombozytopenie zehn Minuten nach Beginn der Behandlung.
Mittels Durchflusszytometrie stellten sie bei ihm eine erhdhte CD62P-Expression und
eine erhohte Fibrinogenbindung fest. Auflerdem bildeten sich bei diesem Patienten
Thrombozytenaggregate im Verlauf der Therapie. Diese Effekte konnten sowohl zwei,
als auch vier Wochen spiter in vitro reinduziert werden. Es zeigte sich eine
konzentrationsabhidngige Erhéhung der CD62P-Expression durch Abciximab.

Dies zeigt eindeutig, dass es hierbei zu einer Thrombozytenaktivierung gekommen ist.
Weitere Versuche nur mit Heparin oder mit Reteplase zeigten keinerlei abnormen
Verinderungen der Thrombozyten, womit die Faktoren einer iatrogen induzierten
Thrombozytopenie ausgeschlossen werden konnten.

Bis auf die Thrombozytenaggregate zeigten sich keine thrombotischen Komplikationen
bei diesem Patienten. Seine durch Abciximab induzierten Aggregate waren klein und
hatten nur eine reduzierte Stabilitit. In diesem Zusammenhang wurde in fritheren
Studien auch gezeigt, dass Thrombozytenaggregate, induziert durch Abciximab oder
RGD-Peptide, andere Charakteristika besitzen, als solche die durch ADP induziert
wurden (Nakatani et al., 1996; Peter et al., 1998). Daher konnte man zu der Annahme
gelangen, dass sich durch Abciximab-induzierte Thrombozytenaggregate von solchen,
die durch physiologische Agonisten, wie ADP, induziert wurden, unterscheiden und
moglicherweise aufgrund ihrer Grofe und reduzierten Stabilitdt nicht zu einer
Verklumpung der Geféfe fiihren.

Es stellt sich die Frage was den Patienten aus Peters Arbeit (1999) und unserem
Patienten, bei dem die paradoxe Thrombozytenaktivierung durch Abciximab erfolgte,
von den anderen Patienten oder Versuchsteilnehmern unterscheidet.

Es werden praformierte Antikorper als eine mdgliche immunologische Antwort fiir
GPIIb/IlIa-Inhibitor-induzierte Thrombozytopenie diskutiert. Es kann sich hierbei um
Medikamenten-abhingige Antikdrper handeln, welche ,.natiirlich vorkommen oder
aber durch vorherige Exposition an verschiedene Inhibitoren entstanden sind (Bougie et
al., 2002; Seiffert et al., 2003). Allerdings wurden bisher noch keine anaphylaktischen
Reaktionen durch Abciximab beobachtet. Zudem konnten an den Thrombozyten des
Patienten von der Gruppe um Peter (1999) keine préformierten Antikdrper entdeckt
werden.

Somit ist das Vorhandensein von korpereigenen Antikdrpern gegen bestimmte
GPIIb/I1Ia-Inhibitoren als Grund fiir eine Thrombozytenaktivierung unwahrscheinlich.

Vielmehr stellt sich die Frage, ob nicht eine Mutation im GPIIb/IIla-Rezeptor zu einer
abnormen outside-in Signaltransduktion fiihrt, welche wiederum ein abnormes
Bindungsverhalten von Abciximab an den GPIIb/Illa-Rezeptor nach sich zieht und
damit eine paradoxe Thrombozytenaktivierung hervorruft.
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Da die Priavalenz einer paradoxen Thrombozytenaktivierung durch Abciximab in Peters
et al. Arbeit (1999) bei 1/26 lag, wurde vorliegend die Hypothese aufgestellt, wonach
der HPA-1-Polymorphismus b/b, welcher bei ca. 1/30 liegt, hieran moglicherweise
beteiligt ist. Der HPA-1-Polymorphismus scheint die thrombozytire Funktion zu
beeinflussen. Manche Autoren sprechen von einer erhohten thrombozytiren
Fibrinogenbindung und Thrombozytenaggregation im Zusammenhang mit dem HPA-1-
Genotyp b/b (Feng et al., 1999; Goodall et al., 1999; Michelson et al., 2000; Golanski et
al., 2001), wéhrend andere diese Ergebnisse nicht bestitigen konnten (Bennett et al.,
2001).

Bei einer Gesamtzahl von 239 Studienteilnehmern gab es keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen HPA-1-Genotypen hinsichtlich der basalen und
der ADP-induzierten CD62P-Expression durch die verschiedenen GPIIb/IIIa-
Inhibitoren.

Allerdings trug der oben beschriebene Patient tatsdchlich den HPA-1-Genotyp b/b. Aus
unseren Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass es sich bei der hier beschriebenen
paradoxen Thrombozytenaktivierung durch den GPIIb/IIla-Inhibitor Abciximab um ein
seltenes (< 2 %) Ereignis handelt. Der in diesem Zusammenhang beschriebene HPA-1-
Genotyp b/b ist moglicherweise ein mitwirkender Faktor, ldsst jedoch keine zwingende
Aussage diesbeziiglich zu.

Es ist derzeit ungekldrt und bleibt daher abzuwarten, ob ausserdem nicht andere,
vielleicht unbekannte Mutationen an dem GPIIb/Illa-Rezeptor, oder aber
Verdnderungen innerhalb des outside-in Signaltransduktionsweges als iiberwiegende
wenn nicht sogar ausschlaggebende Faktoren beteiligt sind.

In einer anderen Studie (Adderley & Fitzgerald, 2000) konnte gezeigt werden, dass
bestimmte GPIIb/Illa-Inhibitoren aufgrund einer Caspase-3-Aktivierung Apoptose in
Kardiomyozyten einleiten konnen. Allerdings trat dieser Effekt nur bei bestimmten
RGD-Peptiden auf. Abciximab hingegen war aufgrund seiner Molekiilgroe nicht in der
Lage die Zellmembran zu passieren. Welche Rolle dieses Phidnomen in unserem
Zusammenhang spielt ist unklar und es erscheint fragwiirdig, ob eine klinische
Relevanz gegeben ist.

Desweiteren muss erwidhnt werden, dass die Mehrheit der Patienten mit koronarer
Herzkrankheit aus unserer Studie mit oraler Acetylsalicylsdure behandelt wurden.
Acetylsalicylsdure hemmt zwar keine ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung im
Sinne einer CD62P-Expression (Hermann et al., 2001), kann aber Abciximab-induzierte
Thrombozytenaggregationen hemmen (Peter et al. 1998). Die beobachtete
Thrombozytenaktivierung nach Abciximab-Infusion bei einem Patienten (Peter et al.,
1999) erfolgte interessanterweise nach intravendser Gabe von 500 mg
Acetylsalicylsdure, so dass sich die Frage stellt, ob der Wirkstoff Acetylsalicylsdure in
den beiden genannten Féllen moglicherweise ebenfalls eine Rolle bei der
Thrombozytenaktivierung gespielt hat.

Mit dem Zusammenhang zwischen einer Thrombozytenaktivierung und der
Verabreichung von Acetylsalicylsdure befassten sich andere Autoren.

So kam es bei Patienten eines Methadon-Programmes nach einmaliger oraler Gabe von
325 mg Acetylsalicylsdure zu einer paradoxen Erhdhung der CD62P-Expression. In der
Kontrollgruppe, welche aus gesunden Teilnehmern bestand, konnte Acetylsalicylsdure
dagegen die CD62P-Expression verringern (Malinin et al., 2001).

Weiterhin konnte die Gruppe um McKenzie (2003) zeigen, dass Acetylsalicylsidure
konzentrationsabhédngig die CD62P- und auch die CD63-Expression hemmt.
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Li et al. (2003) hingegen stellten fest, dass Acetylsalicylsdure eine Thrombozyten-
aktivierung, gemessen als P-selectin (CD62P)-Expression, nicht beeinflusst.

Die genannten unterschiedlichen Ergebnisse zeigen, dass es weiterer Kldrung bedarf, ob
der Cyclooxygenase-Hemmer in diesem Zusammenhang eine klinisch relevante Rolle
spielt.

Es stellt sich die Frage, warum in der vorliegenden Arbeit nur Abciximab das
Phénomen einer paradoxen Thrombozytenaktivierung zeigte, nicht jedoch Eptifibatid
und Tirofiban. Abciximab unterscheidet sich von Tirofiban und Eptifibatid hinsichtlich
einiger physikochemischer Eigenschaften, wie z.B. dem Molekulargewicht und der
physikalischen Bindungsstelle am GPIIb/IIIa-Rezeptor. Moglicherweise spielt demnach
die pharmakologische Substanzgruppe ebenfalls eine Rolle in diesem Zusammenhang.

Zudem muss erwdhnt werden, dass die CD62P-Expression auf den Thrombozyten des
vorliegend beschriebenen Patienten bereits unter basalen (unstimulierten) Bedingungen
leicht erh6ht war (Abb. 9a). Zu einer weiteren ca. zweifachen Erhéhung der CD62P-
Expression kam es erst nach Gabe von Abciximab bei einer suprapharmakologischen
Konzentration von 10 ug/ml. Ob die Thrombozyten schon im Vorfeld aktiviert waren
und wenn ja, warum bleibt wungekldrt. Die Moglichkeit einer spontanen
Thrombozytenaktivierung, welche verschiedene Mediatoren mit einbezieht, sollte
zumindest nicht ausgeschlossen werden.

SchlieBlich sollte im Zusammenhang mit einer moglichen paradoxen Thrombozyten-
aktivierung nicht unerwihnt bleiben, dass die orale Gabe von GPIIb/I1la-Inhibitoren in
der Vergangenheit nicht nur klinische Unwirksamkeit gezeigt hat, sondern sogar zu
einer Zunahme der Sterblichkeit gefiihrt hat (Chew et al., 2001). Die Ursachen dafiir
sind unklar. In Diskussion stehen neben einem inkonstanten Wirkspiegel der
Substanzen eine Thrombozytenaktivierung durch outside-in signaling.

Ob nun eine partiell agonistische Aktivitit in den negativen Langzeiteffekten der
GUSTO-IV-ACS-Studie (Ottervanger et al., 2003) durch Abciximab eine Rolle gespielt
hat, bleibt ebenfalls zu klaren.

4.5  Schlussfolgerung

AbschlieBend kann aus den Ergebnissen abgeleitet werden, dass es sich bei der hier
beschriebenen paradoxen Thrombozytenaktivierung durch den GPIIb/IIla-Inhibitor
Abciximab um ein seltenes (< 2 %) Ereignis handelt. Der in diesem Zusammenhang
beschriebene HPA-1-Genotyp b/b ist moglicherweise ein mitwirkender Faktor, lésst
jedoch keinen zwingenden Schluss fiir eine paradoxe Thrombozytenaktivierung durch
Abciximab zu. Da dieses Ereignis zudem nur bei einer suprapharmakologischen
Konzentration aufgetreten ist, erscheint eine klinische Relevanz duferst
unwahrscheinlich.
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Zusammenfassung

Es werden sowohl Konformationsdnderungen der GPIIb/Illa-Rezeptoren durch
GPIIb/Ila-Inhibitoren als auch paradoxe Thrombozytenaktivierungen durch
GPIIb/IlIa-Inhibitoren diskutiert. Bis jetzt ist der Mechanismus fiir eine
Thrombozytenaktivierung durch GPIIb/Illa-Inhibitoren jedoch wunklar. Die
Hiufigkeit der Thrombozytenaktivierung wurde von anderen Autoren mit 1/30
beschrieben, welche in etwa der gleichen Haufigkeit des HPA-1-Genotyps b/b
entspricht. Damit scheint der HPA-1-Genotyp b/b moglicherweise die Funktion
von GPIIb/Illa-Rezeptoren zu beeinflussen. In dieser Arbeit wurde die
Hypothese aufgestellt, wonach der HPA-1-Genotyp mdglicherweise an der
paradoxen Thrombozytenaktivierung durch GPIIb/IIla-Inhibitoren beteiligt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden die in vitro-Effekte von Abciximab (1 und 10
ug/ml), Eptifibatid (0,3 und 3 ug/ml) und Tirofiban (3 und 30 nM) auf
Thrombozyten von 62 gesunden Blutspendern aus dem Institut fiir
Himostaseologie und  Transfusionsmedizin des  Universitétsklinikums
Diisseldorf und von 177 Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK) der
Klinik fiir Kardiologie, Pneumologie und Angiologie des Universitétsklinikums
Diisseldorf untersucht. Hierbei wurde sowohl die basale, als auch die durch 3
uM ADP-induzierte CD62P-Expression mittels Durchflusszytometrie gemessen.
An allen Teilnehmern dieser Studie erfolgte eine Genotypisierung hinsichtlich
des HPA-1-Genotyps mittels GALIOS® und automatisierter Einzelmolekiil-
Spektroskopie.

Im Vergleich zu der Kontrollgruppe der gesunden Blutspender konnte in der
Gruppe der Patienten mit KHK eine Thrombozytenhyperreaktivitit festgestellt
werden. Der HPA-1-Genotyp beeinflusste jedoch in beiden Gruppen weder die
basale, noch die ADP-induzierte CD62P-Expression.

Nur bei einem Patienten mit koronarer Herzkrankheit konnte eine leichte, ca
zweifache Stimulation der CD62P-Expression durch Abciximab, jedoch nicht
durch Eptifibatid oder Tirofiban, festgestellt werden. Zu dieser paradoxen
Thrombozytenaktivierung kam es jedoch nur bei der suprapharmakologischen
Konzentration von 10 ug/ml. Bei der Konzentration von 1 ug/ml Abciximab
kam es nicht zu diesem Effekt. Interessanterweise trug dieser Patient den HPA-
1-Genotyp b/b.

Es konnte bei keinem weiteren Teilnehmer dieser Studie eine
Thrombozytenaktivierung durch GPIIb/IIla-Inhibitoren festgestellt werden.
Zudem gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen HPA-1-Genotypen hinsichtlich der basalen und der ADP-induzierten
CD62P-Expression durch die verschiedenen GPIIb/IIIa-Inhibitoren.
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(6)

AbschlieBend kann aus den Ergebnissen abgeleitet werden, dass es sich bei der
hier beschriebenen paradoxen Thrombozytenaktivierung durch den GPIIb/I1la-
Inhibitor Abciximab um ein seltenes (< 2 %) Ereignis handelt. Der in diesem
Zusammenhang beschriebene HPA-1-Genotyp b/b ist moglicherweise ein
mitwirkender Faktor, 14sst jedoch keinen zwingenden Schluss fiir eine paradoxe
Thrombozytenaktivierung durch Abciximab zu. Da dieses Ereignis zudem nur
bei einer suprapharmakologischen Konzentration aufgetreten ist, erscheint eine
klinische Relevanz duflerst unwahrscheinlich.
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Niedrige Privalenz einer paradoxen Thrombozytenaktivierung durch
Glykoprotein IIb/II1a-Inhibitoren

vorgelegt von

Dan Doru Meila

Zusammenfassung

Es werden sowohl Konformationsdnderungen der Glykoprotein (GP)IIb/IIla-Rezeptoren
durch GPIIb/Ila-Inhibitoren als auch paradoxe Thrombozytenaktivierungen durch GPIIb/II1a-
Inhibitoren diskutiert. Bis jetzt ist der Mechanismus fiir eine Thrombozytenaktivierung durch
GPIIb/IlIa-Inhibitoren jedoch unklar. Die Héaufigkeit der Thrombozytenaktivierung wurde
von anderen Autoren mit 1/30 beschrieben, welche in etwa der gleichen Héaufigkeit des
Human platelet antigen-1 (HPA-1)-Genotyps b/b entspricht. Damit scheint der HPA-1-
Genotyp b/b moglicherweise die Funktion von GPIIb/Illa-Rezeptoren zu beeinflussen. In
dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, wonach der HPA-1-Genotyp mdglicherweise
an der paradoxen Thrombozytenaktivierung durch GPIIb/IIIa-Inhibitoren beteiligt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden die in vitro-Effekte von Abciximab (1 und 10 ug/ml),
Eptifibatid (0,3 und 3 ug/ml) und Tirofiban (3 und 30 nM) auf Thrombozyten von 62
gesunden Blutspendern aus dem Institut fiir Himostaseologie und Transfusionsmedizin des
Universitétsklinikums Diisseldorf und von 177 Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK)
der Klinik fiir Kardiologie, Pneumologie und Angiologie des Universititsklinikums
Diisseldorf untersucht. Hierbei wurde sowohl die basale, als auch die durch 3 uM Adenosin-
diphosphat (ADP)-induzierte CD62P-Expression mittels Durchflusszytometrie gemessen.

An allen Teilnehmern dieser Studie erfolgte eine Genotypisierung hinsichtlich des HPA-1-
Genotyps mittels GALIOS® und automatisierter Einzelmolekiil-Spektroskopie.

Im Vergleich zu der Kontrollgruppe der gesunden Blutspender konnte in der Gruppe der
Patienten mit KHK eine Thrombozytenhyperreaktivitit festgestellt werden. Der HPA-I-
Genotyp beeinflusste jedoch in beiden Gruppen weder die basale, noch die ADP-induzierte
CD62P-Expression.

Nur bei einem Patienten mit koronarer Herzkrankheit konnte eine leichte, ca. zweifache
Stimulation der CD62P-Expression durch Abciximab, jedoch nicht durch Eptifibatid oder
Tirofiban, festgestellt werden. Zu dieser paradoxen Thrombozytenaktivierung kam es jedoch
nur bei der suprapharmakologischen Konzentration von 10 ug/ml. Bei der Konzentration von
1 ug/ml Abciximab kam es nicht zu diesem Effekt. Interessanterweise trug dieser Patient den
HPA-1-Genotyp b/b.

Es konnte bei keinem weiteren Teilnehmer dieser Studie eine Thrombozytenaktivierung durch
GPIIb/IlIa-Inhibitoren festgestellt werden. Zudem gab es keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen HPA-1-Genotypen hinsichtlich der basalen und der
ADP-induzierten CD62P-Expression durch die verschiedenen GPIIb/IIIa-Inhibitoren.

AbschlieBend kann aus den Ergebnissen abgeleitet werden, dass es sich bei der hier
beschriebenen paradoxen Thrombozytenaktivierung durch den GPIIb/IIIa-Inhibitor
Abciximab um ein seltenes (< 2 %) Ereignis handelt. Der in diesem Zusammenhang
beschriebene HPA-1-Genotyp b/b ist moglicherweise ein mitwirkender Faktor, ldsst jedoch
keinen zwingenden Schluss fiir eine paradoxe Thrombozytenaktivierung durch Abciximab zu.
Da dieses Ereignis zudem nur bei einer suprapharmakologischen Konzentration aufgetreten
ist, erscheint eine klinische Relevanz dullerst unwahrscheinlich.



