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1. Einleitung

1.1. Thrombozyten

Blutplattchen erfullen verschiedene Funktionen in der Blutstillung und Immunabwehr,
darlUber hinaus haben sie Teil an der Entstehung und Aufrechterhaltung einer Reihe
von Erkrankungen, darunter auch akute thrombembolische Geschehen wie das
akute Koronarsyndrom. Ihre vielfaltige Involvierung ist bisher nur teilweise
verstanden und die direkte Untersuchung der thrombozytaren Funktionen ist

stéranfallig und daher schwierig.

In der vorliegenden Untersuchung sollte mittels eines einfach anzuwendenden Tests
der globalen Thrombozytenfunktion deren Aktivitdt in Zusammenhang mit dem

akuten Koronarsyndrom untersucht werden.

1.1.1. Morphologie der Thrombozyten

Thrombozyten stellen den kleinsten korpuskularen Bestandteil im zirkulierenden Blut
dar. Vormals als ausgestoliene Zellkerne missverstanden wurden sie um 1860 von
Zimmermann als eigene Blutbestandteile identifiziert und 1886 von Bizzozero
erstmals in ihrer Funktion beschrieben. Bizzozero konnte experimentell die Bildung
von Thromben an einem Faden beschreiben, den er durch ein Mesenterialgefald zog.
Dartber hinaus wurden ebenfalls die thrombozyten-bildenen Megakaryozyten im
Knochenmark erstmals durch Bizzozero als ,cellule giganti nucleo centrale
gemmatione®, also als Riesenzellen mit knospentreibendem Kern beschrieben. Den
Zusammenhang zwischen der Abscherung der Thrombozyten wund den
knochenmarksstandigen Megakaryozyten konnte Wright erstmals im Jahre 1910

nachweisen (1; 2).

Durch Fragmentation in Form einer Einstllpung der Plasmamembran werden pro
Stunde etwa 250 Milliarden Thrombozyten gebildet. Jeder Megakaryozyt bildet durch
die Stimulation des in Leber und Niere synthetisierten Thrombopoetin zwischen 1000
und 3000 Thrombozyten, hierbei werden durch Scherkrafte die gebildeten
~proplatelets® in das periphere Blut ausgeschwemmt. Der genaue Mechanismus der

Thrombozytenbildung ist bisher nicht vollstandig geklart.

Im peripheren Blut zirkulieren 150.000-300.000 Blutplattchen pro Mikroliter, sich ca.

30% in der Milz und weitere 10% in einem schnell mobilisierbaren intravaskularen
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Pool befinden. Im Mittel betragt die Lebensdauer eines Thrombozyten bis zu seiner

»,Mauserung“ durch in Milzsinus ansassigen Makrophagen 7-10 Tage.

Ein einzelner Thrombozyt weist eine diskoide Form auf, sein Durchmesser betragt
zwischen 1 und 3,5 ym bei einer Dicke von 0,8 bis 1,8 ym und einem Volumen

zwischen 4 und 10 fl (um®), das Einzelgewicht betragt dabei etwa 10 pg.

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie konnte die komplexe Ultrastruktur und Funktion
der Blutplattchen zunehmend dargestellt und verstanden werden. Entsprechend

morphologischen Kriterien findet eine Unterteilung in vier Zonen statt. (Abb. 1)
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Abbildung 1: Morphologie der Thrombozyten (nach Gawaz 1999)1

Die periphere Zone, oder aul3ere Hulle des Thrombozyten wird von der Glykokalix
gebildet, diese besteht aus verschiedenen Proteinen, Glykoproteinen und
Mukopolysaccariden, die in eine Phospholipiddoppelschicht eingebettet sind. Neben
den Rezeptoren der Thrombozytenoberflache, welche die Vermittlung der Adhasion,

Aktivierung und Aggregation der Zellen Gbernehmen befinden sich hier zusatzlich

1 Gawaz, M. (1999). Das Blutplattchen. Physiologie, Pathophysiologie, Membranrezeptoren,
antithromobzytare Wirkstoffe und antithrombozytare Therapie bei koronarer
Herzerkrankung, Stuttgart, New York: Georg Thieme Verlag.



verschiedene Plasmaeiweisse wie unter anderen Immunglobuline (IgG / IgM),
Gerinnungsfaktoren (Faktor V / Faktor VIII / Faktor X), sowie Fibrinogen,
Histokompatibilitatsantigene (HLA) und lonenpumpen (Na*/K*-ATPase).

Die Membran weillt ein verzweigtes Kanalsystem auf, welches als Membran
Reservoir dient und im Rahmen einer Aktivierung des Thrombozyten enthaltene
Rezeptoren an der Zelloberflache bereitstellen kann. Die strukturelle Zone, oder Sol-
Gel-Zone beinhaltet das Zytoskelett der Blutplattchen und ist sowohl flr die diskoide
Ruheform und die Trennung der einzelnen Zellorganellen voneinander, wie auch im
Rahmen der Plattchenaktivierung fir die Ausbildung der Pseudopodien (,shape

change®) und die Stabilisierung der Aggregation verantwortlich.

In der dritten Zone befinden sich die Zellorganellen der Thrombozyten, welche sich
aus Mitochondrien und den verschiedenen Speichergranula, sowie Lysosomen und
Peroxisomen zusammensetzen. Die Granula bilden den sekretorischen Apparat der
Blutplattchen, sie werden morphologisch nach ihrer Elektronendichte eingeteilt.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick Uber die in den Granula gespeicherten Inhalte.

Die elektronendichten 6-Granula oder dense-bodies machen nur etwa 1% des
thrombozytaren Zellvolumens aus, ihre Inhalte dienen der intrazellularen
Signalverstarkung im Rahmen der Zellaktivierung. Circa 15% des Volumens eines
Thrombozyten wird durch die weniger dichten a-Granula gebildet, deren Inneres
neben  Wachstums- und Koagulationsfaktroen im  Wesentlichen  aus
Oberflachenrezeptoren besteht, die im Zuge der Aktivierung an die Zelloberflache

transportiert werden.

Im Weiteren lassen sich in Thrombozyten zytochemisch Lysosomen und
Mikroperoxisomen nachweisen, welche denen anderer Zelltypen in Form und Inhalt

ahneln.

Das vierte Kompartiment des Thrombozyten bildet das Membransystem, welches
sich wiederum aus zwei Anteilen zusammensetzt. Zum einen dem offenen
kanalikuldaren System, welches mit der thrombozytaren Plasmamembran verbunden
ist und der MembranvergrofRerung bei der Zellaktivierung und der Sekretion dient.
Zum anderen dem dichten tubularen System, welches den intrazellularen

Kalziumspiegel reguliert.



Dichte Granula (,dense o-Granula Lysosomen
bodies*)
ATP a1-Antitrypsin a-Arabinoside
ADP a2-Antiplasmin B-Galaktosidase
Ca2+ a2-Makroglobulin B-Glukoronidase
Serotonin C1-Esterase-Inhibitor N-Acetylglucosaminidase
Phosphat Fibrinogen Elastase
Guaninnukleotide Fibronektin Kollagenase
Thromboxan A2 Von-Willebrand-Faktor Kathepsin

\Vitronektin Peptidase

Glykoprotein llb-llla

Platelet derived growth factor

Epidermal growth factor

Transformin growth factor 8

Endothelial cell growth factor

Interleukin 1

CD40-Ligand

Plattchenfaktor 4

B-Thromboglobulin

High molecular weight kininogen

Plasminogen

Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1

Faktor V

Faktor XI

Protein S

Tabelle 1: Inhalt der thrombozytaren Speichergranula (modifiziert nach Gawaz 1999)2

2 Gawaz, M. (1999). Das Blutplattchen. Physiologie, Pathophysiologie, Membranrezeptoren,
antithromobzytare Wirkstoffe und antithrombozytare Therapie bei koronarer
Herzerkrankung, Stuttgart, New York: Georg Thieme Verlag.




1.1.2. Die Membranrezeptoren der Thrombozyten

Die Aktivierung, Adhasion und Aggregation als Ausdruck der physiologischen
Funktionen des Thrombozyten werden Uber verschiedene membrangebundene
Rezeptoren vermittelt. Bei diesen quasi Kommunikationsinstrumenten der Zellen
handelt es sich groltenteils um Glykoproteine, deren Liganden Proteine, Enzyme,
Hormone, oder auch physikalische Einwirkung sein kdnnen. Nach Ligandenbindung

wird Uber ,second messenger” eine bestimmte Stoffwechselantwort ausgeldst.

Die unterschiedlichen Glykoproteine kdnnen entsprechend ihrer molekularen Struktur
in vier Subgruppen unterteilt werden. Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber Rezeptoren

und die jeweils wesentlichen Funktionen und Liganden.

Als Integrine wird eine Gruppe von heterodimeren Rezeptorproteinen bezeichnet, die
sich aus jeweils einer a- und einer B-Untereinheit zusammensetzen. Diese
Untereinheiten bilden eine groRRere extrazellulare Domane, einen transmembrandsen
Bereich und einen kurzen intrazytoplasmatischen Anteil. Integrine verfolgen
Funktionen in der Interaktion zwischen Zellen, sowie in der Interaktion zwischen Zelle
und extrazellularer Matrix. Bisher konnten auf der Oberflache der Thrombozyten funf
verschiedene Integrine identifiziert werden die in unterschiedlicher Haufung

exprimiert werden.

Der am haufigsten auf der Thrombozytenoberflache gefundene Rezeptor vom
Integrintyp ist der Fibrinogenrezeptor (GPIIb/llla-Rezeptor) (Abb. 3), der Name ergibt
sich aus der Angabe der Proteinbanden in der gelelektrophoretischen Auftrennung
(3). Die enorme Bedeutung des GPIlIb/llla-Rezeptors (Integrin a2bp3) fur die
Blutgerinnung wurde bereits zu Anfang des vergangenen Jahrhunderts deutlich,
1918 beschrieb Glanzmann die ,Glanzmann-Thrombasthenie“, die auf einem
erblichen Defizit des Rezeptors beruht und zur Blutungen der Haut und Schleimhaute
fuhrt. Integrin a2bf3 macht etwa 1,5% des Gesamtproteingehaltes eines
Blutplattchens aus und wird 50-80.000 mal pro Zelle exprimiert. Etwa 20-30% der
Rezeptoren sind im inaktivierten Zellzustand in Granula und dem
oberflachengebundenen Membransystem gespeichert und werden nach Aktivierung
des Thrombozyten zusatzlich an die Oberflache transportiert. Eine Bindung des
Hauptliganden Fibrinogen in seiner gelésten Form an den Rezeptor ist erst nach

dessen Aktivierung moglich, die eine Konformationsanderung und damit die
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Freilegung der Bindungsstelle im Rezeptor nach sich zieht. Diese
Konformationsanderung erlaubt eine schnelle Reaktion der Zellen auf ihre
Umgebung und kann sowohl Uber sogenanntes ,outside-in signaling“, das heil3t die
Aktivierung Uber Bindung eines Liganden an den ruhenden Rezeptor und Ausldsung
einer intrazellularen Signaltransduktion, wie auch Uber ,inside-out signalig“, die
Uberfiihrung des Rezeptors in seine aktive Form durch eine vorangegangene
intrazellulare Signalkaskade geschehen. Im Falle des GPIlIb/llla-Rezeptors stellt
unter physiologischen Bedingungen der zweite Weg den haufigeren
Aktivierungsmechanismus dar. Indem der GPIb-Rezeptor an seinen Hauptliganden
den von-Willebrabrand-Faktor bindet, der an subendotheliales Kollagen gebunden
ist, kommt es zur Ausldsung einer intrazellularen Signalkaskade, die die Aktivierung
des Fibrinogenrezeptors nach sich zieht. Die initiale Bindung des Fibrinogen an den
Rezeptor ist noch reversibel, erst nach Degranulation und Freisetzung zusatzlicher
Faktoren wie ADP und Thromboxan A, entstehen zwischen den Thrombozyten
irreversible fibrinogenvermittelte Bindungen, die als sekundare Aggregation

bezeichnet werden.

RGD-Bindungsdomane
Fibinogen
Fibronectin

vWF
Vitronectin

GP llla

25kD

I =

Plasmamembran ¢ C

Abbildung 2: Schematische Darstellung des GPIlb/llla Rezeptors (modifiziert nach Tcheng
1998) (RGD: Arginin-Glycin-Asparat; vWF: von-WiIIebrand-Faktor)3

® Madan, M., Berkowitz, S. D. and Tcheng J. E. (1998). Glycoprotein llb/llla Integrin Blockade,
Circulation 1998;98;2629-2635
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Eine weitere Gruppe der Oberflachenrezeptoren der Thrombozyten bilden die
leuzinreichen Glykoproteine. Der GPIb-V-IX-Komplex (Ibalbp/V/IX) stellt mit etwa
25.000 Kopien auf der Thrombozytenoberflache den zweithaufigsten Rezeptor dar,
er stellt den wichtigsten Rezeptor fur Kontakt zum von-Willebrand-Faktor dar, damit
kommt ihm eine besondere Bedeutung bei der primaren Hamostase zu. Der Kontakt
des Rezeptorkomplexes mit subendothelialem vWF [6st ein Anhaften des
Thrombozyten, sowie eine intrazellulare Ereigniskaskade mit Anstieg der

Kalziumkonzentration und Aktivierung von Proteinkinasen aus.

Dartber hinaus kénnen auf der Thrombozytenoberflache Selektine nachgewiesen
werden, diese werden unterteilt in E-, L- und P-Selektine. Die auf den Thrombozyten
zu findenden P-Selektine werden sowohl in den Weibel-Palade-Korperchen der
Endothelzellen gefunden, als auch in den a-Granula der Blutplattchen. Nach
Degranulation ermoglichen sie eine transiente Bindung an Epithelzellen, sowie die
Adhasion an Leukozyten. Sie tragen somit zur sekundaren Hamostase, sowie zu
inflammatorischen Prozessen bei. Durch ihre aktivierungsgebundene Ausschuttung
konnen die P-Selektine im Plasma als Marker der Thrombozytenaktivierung genutzt

werden (4).

Als weitere Rezeptorklasse werden Adhasionsrezeptoren vom Immunglobulin-Typ
beschrieben. Zwei unterschiedliche Rezeptoren sind bisher bekannt ,platelet-
endothelial cell adhesion molecule-1“ (PCAM-1) und das ,intracellular adhesion
molecule-2“ (ICAM-2). Die Anzahl der PCAM-1 Rezeptoren wird nach Zellaktivierung
durch Degranulation erhdht, sowohl PCAM-1 als auch ICAM-2 dienen zum einen der
Thrombozytenadhasion an das Subendothel, wie auch der Interaktion der
Thrombozyten mit Leukozyten und der durch Thrombozyten-vermittelten

Immunreaktion.



Klassifizierung Klassifizierung CD- Rezeptoranzahl/  Liganden- Funktion
(elekrophoretisch) Nomenklatur Thrombozyt spezifitat
Integrine
a4 GPla-lla CD49b 1000 Kollagen, Adhasion
Laminin
a5+ GPlc-lla CD49c 1000 Fibronektin Adhasion
a4 GPlc-lla CDA49of 1000 Laminin Adhasion
allbfs GPllb-llla CD41-CD61 60000-100000 Fibrinogen, Aggregation /
vWF, Adhasion
Fibrinonektin
Vitronektin
avPs3 GPav-llla CD51-CD61 100 Vitronektin Adhasion
Fibrinogen
Fibrinonektin
vWF
Leuzinreiche
Glykoproteine
GPIb-V-IX CCD42a-b-c 225000 vWF Adhasion
GPIV CCD36 115000-25000 Kollagen Adhasion
| Selektine |
P-Selektin CD62P 12000 PSGL-1 /GPIb Leukozyten-
Endothel-
adhasion
Immunglobulin-
typ-Rezeptoren
ICAM-2 CD102 5000 Fibrinogen Leulozyten-
interaktion
PCAM-1 CD31 3000 Zelladhasion

Tabelle 2: Ubersicht der thrombozytiren Membranglykoproteine (modifiziert nach Gawaz,
1999)2 (GP = Glycoprotein; CD = cluster of differentiation; ICAM = “intracellular adhesion
molecule“; PCAM = ,platelet-endothelial cell adhesion molecule”; PSGL = P-Selectin
glycoprotein ligand; vWF = von-Willebrand-Faktor)

1.2. Die koronare Herzerkrankung

Als koronare Herzerkrankung (KHK) wird die Manifestation einer Atherosklerose an
den Koronararterien verstanden, das hieraus resultierende Missverhaltnis zwischen
Sauerstoffangebot und —bedarf bedingt eine Unterversorgung des Herzmuskels und
dessen Funktionseinschrankung. Daraus entstehende Komplikationen, wie
Herzinsuffizienz und Herzstillstand stellen die haufigsten Todesursachen in

Deutschland und den anderen westlichen Industrienationen dar (5). Eine signifikante

2 Gawaz, M. (1999). Das Blutplattchen. Physiologie, Pathophysiologie, Membranrezeptoren,
antithromobzytare Wirkstoffe und antithrombozytare Therapie bei koronarer
Herzerkrankung, Stuttgart, New York: Georg Thieme Verlag.



Gewebeminderperfusion wird ab einer Lumeneinengung einer epikardialen

Herzkranzarterie auf weniger als 50% angenommen (6).

Die Wahrscheinlichkeit im Laufe des Lebens eine koronare Herzerkrankung zu
entwickeln betragt fur Frauen 32%, fur Manner nahezu 50% (7). Dabei spielen
zusatzliche individuelle Risikofaktoren zur Einschatzung eine grof’e Rolle. Diese
werden in verschiedene Klassen eingeteilt, die den Grad der Krankheitsassoziation
sowie die therapeutische Beeinflussbarkeit widerspiegeln. Das individuelle Risiko
kann anhand von ,Scoring“-Systemen auf der Basis dieser Risikofaktoren

abgeschatzt werden (8, 9).

Zu Faktoren der Klasse | (epidemiologisch gesicherter Zusammenhang /
therapeutische Beeinflussbarkeit) gehoren unter anderem Nikotinkonsum (10) und
arterieller Hypertonus (11). Unter Klasse |l (geringerer Evidenzgrad) finden neben
weiteren Diabetes mellitus (12) und Adipositas (13). Faktoren der Klasse |l
(Assoziation ohne eindeutigen Nachweis einer therapeutischen Beeinflussbarkeit)
sind beispielsweise Alkoholkonsum und Depression. Klasse |V Faktoren
(epidemilogisch gesicherte Assoziation / keine therapeutische Beeinflussbarkeit) sind

neben anderen Alter und Geschlecht (14).

Heute gilt als gesichert, dass es sich bei der Atherosklerose um eine multifaktorielle
chronisch-inflammatorische Systemerkrankung handelt (15; 16), die ihren Ursprung
in einer, durch einige der oben dargestellten Risikofaktoren induzierte und modulierte
Funktionsstérung des Endothels nimmt. Das durch Faktoren wie Dyslipidamie und
eine gesteigerte Plasmakonzentration proinflammatorischer Zytokine veranderte
Endothel erhdht zum einen seine Permeabilitat flr Lipoproteine, zum anderen die
Sekretion endothelialer Adhasionsmolekule. Hieraus resultiert die Adhdsion und
Einwanderung von inflammatorischen Zellen und eine Akkomodation von Lipiden und
die Bildung sog. Schaumzellen. Dies hat eine progrediente Lumeneinengung mit
daraus resultierender Verminderung des Blutflusses und Erhéhung des
Scherstresses zur Folge. Im Rahmen der geschilderten Prozesse entsteht eine
fiorose Membran, die das Gefasslumen von dem nekrotischen, lipidreichen
subendothelialen Raum abgrenzt. Eine Erosion oder Ruptur dieser Kappe fluhrt zur
Freilegung der subendothelialen Matrix, wodurch die darin enthaltenen Proteine (u.a.
Kollagen und von-Willebrand-Faktor) mit dem zirkulierenden Blut und somit den

Thrombozyten und Gerinnungsproteinen in Kontakt treten. Daraus resultieren eine



Aktivierung der Gerinnungskaskade und ein Verschluss des betroffenen

GefalRabschnittes (Abb. 3).

. Thrombotische
Koronare Plaque Erosion / Ruptur Okklusion

0O,-Angebot Myokardiale Ischidmie Nekrose

Abbildung 3: Entstehung eines Koronarartierenverschlusses auf dem Boden einer
vorbestehenden KHK (nach Langer / Gawanz , 2006)4

1.2.1 Das akute Koronarsyndrom

Entsprechend der aktuellen Einteilung wird das ACS unterschieden in die instabile
Angina pectoris, den Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt Myokardinfarkt (NSTEMI) und
den transmuralen Myokardinfarkt (STEMI) (17), die Unterscheidung erfolgt nach dem
Vorhandensein entsprechender EKG-Kriterien, beziehungsweise laborchemischer

Veranderungen (Abb. 4).

4 Langer, F., Gawaz, M. (2006), Die Rolle der Thrombozyten in der
Pathophysiologie des akuten Koronarsyndroms, Hamostaseologie 2006; 26: 114—-8
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Stationare :>
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Arbeits- Verdacht: Akutes Koronarsyndrom
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stratifikation ——— Hobhes Risiko Niedriges Risiko
Diagnose »,,.,;V-:i"' STEMI NSTEMI Instabile Angina ‘
, — —
Therapie Reperfusion Invasiv Nicht-invasiv

Abbildung 4: Das Spektrum des ACS (aus Hamm 2009)5

Als instabile Angina pectoris wird abgrenzend zur stabilen Angina pectoris jedes
Neuauftreten der typischen Symptome wie Brustschmerz mit oder ohne Ausstrahlung
beschrieben. Sollten die 0.g. Beschwerden in kdrperlicher Ruhe, also ohne Erhéhung
des myokardialen Sauerstoffbedarfes auftreten, oder sollte die Symptomatik im
Vergleich zur vorherig stabilen Situation an Haufigkeit oder Intensitat zunehmen und
vermehrt vegetative Begleitsymptome aufweisen, fallt dies ebenfalls in den Bereich
der instabilen Angina pectoris. Weiteres Unterscheidungskriterium ist das fehlende

oder verzogerte Ansprechen einer vormals stabilen Symptomatik auf die Applikation

® C.W. Hamm (2009). ,Kommentar zu den Leitlinien der European Society of Cardiology (ESC) zur

Diagnose und Therapie des akuten Koronarsyndroms ohne ST- Strecken-Hebung (NSTE-ACS).“
Kardiologe 2009 DOI 10.1007/s12181-009-0177-2
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von Nitroglycerin. Dauer und Intensitat der Beschwerden sind hier nicht mit der

Schwere des koronarangiographischen Befundes oder der Prognose korreliert (18).

Die Unterscheidung zwischen einer instabilen Angina pectoris und einem NSTEMI
erfolgt durch den laborchemischen Nachweis einer Erhéhung von Biomarkern der
kardialen Zellnekrose. Hierbei sind die kardialen Troponine T und | in Sensitivitat und
Spezifitat den klassischen Nekrosemarkern Kreatinkinase (CK) und dem
myokardspezifischen Isoenzym CK MB Uberlegen und erlauben eine schnellere

Diagnose und bessere prognostische Vorhersage (19).

Zu anhaltenden monophasischen Hebungen der ST-Strecken im Oberflachen-EKG
bei typischer Symptomatik kommt es durch den kompletten Verschluss einer
Koronararterie und daraus resultierender transmuraler Ischamie des entsprechenden
Versorgungsgebietes nach einer Ischamiezeit von etwa 15-30 Minuten. Diagnostisch
wegweisend ist hier neben der typischen Symptomatik das Vorhandensein von ST-
Hebungen in mindestens zwei benachbarten Ableitungen Uber mehr als 0,2 mV bei
Mannern beziehungsweise 0,15 mV bei Frauen (20). Die diagnostische Spezifitat
betragt hier 94% bei einer Sensitivitat von 56% (21). Diagnostische Schwierigkeiten
sind hierbei beispielsweise durch vorbestehende Leitungsverzdégerungen wie den
Linksschenkelblock, implantierte Schrittmacher oder auch strikt posterior lokalisierte

Ischamien gegeben.

Die Mortalitat betragt nach sechs Monaten 12% und ist in dieser Phase bei STEMI
und NSTEMI gleich, die Akutsterblichkeit innerhalb der ersten zwei Stunden wird bei
circa 50% beziffert (20).

1.2.2 Thrombozyten im akuten Koronarsyndrom

Wie bereits in Abschnitt 1.2. sowie Abbildung 3 dargestellt, ist die Rolle der
Thrombozyten am akuten Koronarsyndrom gut erklart. So wiesen beispielsweise
Patienten welche an einer ischamischen Herzerkrankung verstarben deutlich mehr
intrakoronare Thrombozytenaggregate auf, wenn sie im Vorfeld an instabiler Angina
pectoris gelitten hatten (22). Auch bei fehlender kompletter Okklusion eines Gefalies
lassen  sich intrakoronar =~ Thrombozytenaggregate bei  Patienten  mit
Anginasymptomatik darstellen, diese unterscheiden sich jedoch in ihrer
Beschaffenheit und ihrem Alter von denen bei akutem Koronarverschluss im Rahmen

eines ST-Streckenhebungsinfarktes. Thromben bei Patienten mit instabiler Angina
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ohne kompletten Gefaliverschluss sind reicher an Plattchen und Fibrin, weisen
weniger Erythrozyten auf und sind alter und von festerer Konsistenz (23), was
ebenfalls auf die kontinuierliche Aktivitat der Thrombozyten im Rahmen der
Koronarkrankheit hinweist. 1957 beschrieb McDonald erstmalig eine Assoziation
verstarkter Koagulopathie des Blutes und koronarer Herzerkrankung, indem
unterschiedliche Gerinnungsanalysen bei Patienten mit Angina pectoris mit einem
gesunden Kontrollkollektiv verglichen wurden. Insbesondere konnten hier
Unterschiede in der Klebrigkeit der Blutplattchen zwischen gesunden Probanden und
Patienten mit Angina pectoris oder akutem Myokardinfarkt nachgewiesen werden
(24). Auch eine Verklrzung der Blutungszeit bei Patienten mit Nachweis eines
Myokardinfarktes verglichen mit Patienten mit Brustschmerz anderer Genese ist
beschrieben worden, dies weist ebenso auf eine gesteigerte Thrombozytenaktivitat
im Sinne der primaren Hamostase in Zusammenhang mit einem akuten

Koronarsyndrom hin (25).

1.2.3 Die Therapie des akuten Koronarsyndroms

Die Behandlung des akuten Koronarsyndroms ist nach wie vor einer standigen
Weiterentwicklung und Evaluation unterzogen. Leitlinien erstellt von den nationalen
und internationalen Fachgesellschaften geben den aktuellen Stand der

Therapieempfehlung flr die klinische Praxis wieder.

Wie in der Diagnostik wird auch in den Therapieleitlinien beim akuten
Koronarsyndrom STEMI und NSTEMI unterschieden. Die Grundprinzipien der
Therapie bilden mdglichst rasche Reperfusion, Symptomlinderung und Reduktion

des myokardialen Sauerstoffverbrauches.

Symptom-lindernd wird der Einsatz von Analgetika, in erster Linie Morphin
empfohlen. Zur Reduktion des myokardialen O2-Beadrfes finden die sublinguale

Applikation von Nitroglycerin, wie die i.v. Gabe von Beta-Blockern Anwendung.

Zusatzlich zur raschen Gabe antithrombotischer Substanzen (siehe 1.3.) zur
Inhibierung der fortschreitenden Thrombozytenaktivierung, wird in den Leitlinien die
zusatzliche Verabreichung weiter Antikoagulanzien, wie Fondaparinux und
niedermolekularem Heparin zur Blockade der Gerinnungskaskade im Akutgeschehen

empfohlen.
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Zur Verbesserung der Prognose sollte eine mdglichst zeitnahe Reperfusion
angestrebt werden. Hier wird der katheter-interventionellen Behandlung mittels
Ballondilatation und Stentimplantation in den Leitlinien der Vorzug gegenlber der
medikamentdsen Thrombolyse gegeben. Zeitlicher Einsatz und die Entscheidung
zwischen primar interventioneller Versorgung und operativer Revaskularisation
mittels koronarer Bypass-Operation werden von dem individuellen Patientenrisiko
abhangig gemacht. In allen Fallen wird die Verabreichung einer dualen

antithrombozytaren Therapie fur die Dauer von zwdlf Monaten empfohlen (19).

1.3. Antithrombozytare Substanzen

Es stehen eine Reihe von Medikamenten mit unterschiedlichen Ansatz- und
Wirkprofilen zur Verfugung. In der Therapie des akuten Koronarsyndroms wird
aktuell die Kombination zweier Wirkprinzipien zur dualen Thrombozyten-
aggregationshemmung zur empfohlen. In der Primar- und Sekundarpravention finden
die unterschiedlichen Substanzen entweder kombiniert oder einzeln Einsatz in
wechselnder Dosierung und Therapiedauer in Abhangigkeit von der jeweiligen

Indikation.

1.3.1. Acetylsalicylsaure (Aspirin / ASS)

Acetylsalicylsaure gilt als die Basis der antithrombozytaren Therapien, da sie am
langsten eingesetzt und am besten untersucht ist. 1897 in dieser Form synthetisiert,
konnte 1953 die thrombozytenhemmende Wirkung beobachtet und beschrieben
werden (26; 27).

Jedoch gelang es erst im Jahre 1971 den exakten Mechanismus der

Plattchenhemmung zu erklaren (28).

Die thrombozytare Zyclooxygenase-1 (COX-1) katalysiert die Bildung von
Prostanoiden aus Arachidonsaure als Vorstufe des proaggregatorisch und
vasokonstriktorisch wirkenden Thromboxan A2. Durch Acetylierung eines Serinrestes
im katalytischen Zentrum des Enzyms wird dieses irreversibel gehemmt und damit
die Produktion von Thromboxan A2 unterbrochen (29). Der Effekt der acetylsalicylat-
induzierten Thrombozytenhemmung wird erst durch die Mauserung des gealterten

Thrombozyten nach 7-10 Tagen aufgehoben.
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Trotz der messbaren Verlangerung der Blutungszeit nach Einnahme von ASS,
handelt es sich lediglich um eine leichte Hemmung der Thrombozytenfunktion, die

eine Aggregation unter starken Stimuli nicht verhindert (30).

Aufgrund der grol3en Erfahrung mit der Substanz und der Menge der zur Verfigung
stehenden Daten aus grof3en Studien gilt Aspirin als Mittel der Wahl sowohl in der
Therapie thrombotischer Erkrankungen, sowohl in der Vorbeugung bei
Risikopatienten, als auch in der Akutversorgung vaskularer Erkrankungen und in der
Sekundarpravention nach stattgehabten thrombembolischen und vaskularen Leiden
(31; 32).

Neben dem oben beschriebenen Effekt, der inkompletten Inhibition der
Thrombozytenaggregation wurde beobachtet, dass insbesondere
Hochrisikopatienten unter der ASS-Monotherapie weiterhin gehauft kardiovaskulare

Ereignisse erleiden. (33; 34).

Andere Hemmstoffe der Zyklooxygenanse-ll, wie das nicht-steroidale
Antiphlogistikum Ibuprofen finden aufgrund Reversibilitat der
Thrombozytenhemmung und einer unter der Einnahme beobachteten Zunahme

kardialer Ereignisse keinen Einsatz in der Therapie der KHK (35).

1.3.2. ADP-Rezeptor-Antagonisten

Die Thienopyridine bilden eine Gruppe von irreversiblen Antagonisten am
thrombozytaren ADP-Rezeptor. |hre therapeutische Wirkdauer entspricht der

Lebensdauer der Thrombozyten.

Die grote Erfahrung besteht in der Substanzgruppe mit Clopidogrel. Clopidogrel
liegt als ,pro-drug“ vor das bedeutet, dass die Substanz im inaktiven Zustand
aufgenommen und erst im Korper in seinen Wirkzustand uberfuhrt wird. Nach der
oralen Aufnahme werden etwa 85% durch einen hepatischen first-pass Effekt durch
Carboxylesterasen inaktiviert. Die Aktivierung erfolgt hepatische Cytochrom P450
Isoenzyme (CYP1A2; CYP2C9; CYP3A4; CYP2C16; CYP3A5; CYP2C); CYP2C19)
in einem zweiten Schritt Uber die Oxidierung zu 2-Oxo-Clopidogrel und die
enzymatische Spaltung des Thiolactonringes mit Freilegung einer freien Thiolgruppe,
welche Uber Bildung einer Disulfidbricke an Cysteinresten des extrazellularen

Anteils des thrombozytaren P2Y, —Rezeptors diesen irreversibel inaktivieren. Die
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Inaktivierung des P2Yq, —Rezeptors fuhrt zum Ausbleiben der Inaktivierung der
Adenlylatcyclase durch das Binden von ADP an den Rezeptor und somit zu einem
Anstieg der cytosolischen cAMP-Konzentration. Das Resultat ist eine fehlende
Zellaktivierung durch das Entfallen der Degranulation, des Gestaltwandels und der

Aktivierung weiterer Rezeptoren (29, 36; 37; 38).

Die EinfUhrung der dualen Thrombozytenaggregationshemmung hatte eine deutliche
Reduktion Mortalitat zu Folge (39), jedoch kommt es durch die grof3e interindividuelle
Unterschiede im Ansprechen auf Clopidogrel weiterhin zu schwerwiegenden
Komplikationen wie Stentthrombosen (40). Der Begriff der Clopidogrel-Resistenz
bildet einen Sammelbegriff, ~der unterschiedliche Madglichkeiten eines
Minderansprechens auf eine plattchenhemmende Therapie beschreibt. Zum einen
gibt es Anhalt, dass genetische Polymorphismen die intestinale Resorption
reduzieren koénnen (41), darlber hinaus zeigen verschiedene Varianten des
Cytochrom P450 Isoenzym-Systems in der Leber sowohl laborchemisch, wie auch
klinisch nachweisbare Resultate auf die Clopidogreleffektivitat (42; 36). Eine
Beeinflussung des hepatischen Metabolismus durch die gleichzeitige Einnahme

weiterer Pharmaka wurde ebenfalls beschrieben (43).

2. Zielsetzung und Fragestellung:

Die Messung der Thrombozytenaktivitat ist komplex und bisher nicht standardisiert.
Unterschiedliche Methoden zur Bestimmung der Plattchenaktivitat und Messung des
Ansprechens auf eingesetzte Pharmaka befinden sich im klinischen Einsatz, diese
bedienen sich verschiedener Messverfahren. Die Ergebnisse der unterschiedlichen
Verfahren sind nicht miteinander zu vergleichen und zeigen haufig wenig Korrelation
mit dem klinischen Verlauf (44; 45).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es anhand eines bettseitigen einfachen Testes zur
Messung der Thrombozytenadhasivitat Unterschiede bei Patienten mit akuter
myokardialer Ischamie und thorakalen Schmerzen anderer Genese nachzuweisen.
Zusatzlich zu dem gemessenen Adhasionsindex wurden ebenso thrombozytare

Grollen- und GrolRenverteilungsindizes als Ausdruck einer Zellaktivierung zwischen
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den beiden Diagnosegruppen miteinander verglichen. DarUber hinaus wurden
mdgliche Einflussfaktoren, sowohl klinischer, wie auch methodischer Art auf die

ermittelten Adhasionsindizes und thrombozytaren VerteilungsgréRen untersucht.

3. Material und Methoden

3.1. Das Studienkollektiv

Fir die Untersuchung wurden 248 Patienten, welche mit thorakaler
Schmerzsymptomatik und dem Verdacht auf akutes Koronarsyndrom (ACS) in der
Zentralen Notaufnahme der Universitatsklinik Hamburg Eppendorf aufgenommen
wurden nach schriftlicher Einwilligung in die Studie eingeschlossen, die Studie wurde
zuvor von der Ethikkommission der Hamburger Arztekammer genehmigt und wurde

entsprechend der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt (46).

Die Diagnose des ACS erfolgte nach den Kriterien der WHO (47; 17), durch
Vorliegen typischer Symptome, erhdhten Troponin Werten (Tabelle 2), von ST-
Streckenhebungen oder Senkungen, pathologischen Q-Wellen, oder Vorhandensein

von ,culprit lesions® in der Koronarangiographie.

Bei 93 Patienten konnte die Diagnose eines ACS gesichert werden.
44 (43,3%) Patienten prasentierten sich mit ST-Streckenhebungen, bei 49 (52,68%)
wurde die Diagnose Nicht-ST-Streckenhebungs-ACS laborchemisch gesichert, eine

Koronarangiographie erfolgte in 138 Fallen.
Der mediane Schmerzbeginn vor Konsultation lag bei 4,5 Stunden.

Ausgeschlossen  wurden Patienten mit traumatischem  Thoraxschmerz,
stattgehabtem Myokardinfarkt oder kardialer Operation in den letzten vier Wochen
vor der Aufnahme, Vorliegen von Perikarditis oder Myokarditis, Patienten mit
bekannten Arrhythmien oder schwergradigem arteriellen Hypertonus. Im Weiteren
wurden Patienten mit akuten und chronischen Infektionen, der Diagnose einer
malignen Tumorerkrankung, Autoimmunerkrankungen, sowie einer Niereninsuffizienz
Stadium Il oder Atemnot bei bekannter pulmonaler Hypertonie von der Teilnahme

ausgeschlossen.
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Tabelle 3: Studienkollektiv

ACS
n =93 [39%

NACS
n =147 [61%

p-Wert

Alter in Jahren 65,2+ 11,1 63,8 + 14,7 0,42
Manner 73 (79%) 95 (65%) 0,03
BMI 27,0154 27,4+5,3 0,54
Nikotinkonsum 23 (24%) 22 (15%) 0,08
Bekannte KHK 36 (39%) 64 (43%) 0,5
Diabetes mellitus 22 (23%) 22 (15%) 0,12
0,416 (0,022 — 0,005 (0,001 —
Troponin | (ng/ml)* <0,0001
3,603) 0,014)
Herzkatheteruntersuchung 84 (90%) 48 (33%) <0,0001
Koronarintervention 71 (76%) 15 (10%) <0,0001

*Median (Interquartilsabstand)

Der Patienteneinschluss erfolgte konsekutiv ohne vorherige Kenntnis der

abschlieenden Diagnose.

Zwischen den Patientengruppen mit Ausschluss eines akuten Koronarsyndroms
(NACS) und Patienten mit akutem Koronarsyndrom fanden sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede hinsichtlich Alter, Body Mass Index, einer vorbestehenden
KHK, oder bekanntem Diabetes mellitus. In der Gruppe der Patienten mit ACS fand

sich ein hoherer Manneranteil, sowie ein hoherer Anteil an Rauchern.
3.2. Probenentnahme

Die Behandlung der Patienten erfolgte entsprechend der den geltenden Leitlinien zur
Behandlung des akuten Koronarsyndroms mit oder ohne ST-Streckenhebung (47;
17).

Nach der Vorstellung in der zentralen Notaufnahme erfolgten die Anfertigung eines

12-Kanal-EKGs sowie die erste Blutenthahme.

Nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung des Patienten zur Studienteilnahme
erfolgte die Blutentnahme aus einer peripheren Vene (21Gx3/4" Multifly®; Firma
SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, Deutschland). Es wurde bei der Entnahme auf

eine  moglichst kurze Stauungszeit, sowie die exakte Fullung der

18




Entnahmebehaltnisses (5,0ml 0,106mol/l Trinatriumcitrat-Lésung 0,5ml (1:10) S-
Monovette®, Firma SARSTEDT AG & Co., Numbrecht, Deutschland), sowie
mdglichst geringe Schaumbildung geachtet. Bei Vorliegen einer Venenverweilkanule
wurde das Blut aus dem kontralateralen Arm entnommen. Wahrend des Transportes
wurde auf einen moglichst schonenden Umgang mit der Probe geachtet um eine
Aktivierung der Thromobozyten zu vermeiden. Die Plattchenfunktionsmessung
erfolgte in einem Zeitfenster von 60 Minuten nach der Abnahme, Messung und

Transport erfolgten bei Raumtemperatur.

3.3. Der Platelet Adhesion Assay

Der Platelet Adhesion Assay (PADA) ist eine Blutplattchenfunktionsanalyse, die eine
quantitative Aussage Uuber die aktuelle Adhasivitat der Thrombozyten aus einer
Vollblutprobe zulasst (48). Das Prinzip des PADA basiert auf der Bindung von
Fibrinogen an  Thrombozytenoberflachenrezeptoren  unter  physiologischen
Scherbedingungen. Eine, mit einem speziellen Polymerpartikel versehene Blutprobe

wird dabei in Bezug zu einer Leerprobe gesetzt.

Dartber hinaus liefert die Methode PlattchengrofRenindizes, sowie relative
Grolenverteilungen innerhalb der gemessenen Probe. Im Weiteren kann mit Hilfe
des Assays die Wirkung thrombozytenfunktionshemmender Pharmaka auf die
Adhasivitat Uberpruft und quantifiziert werden. So kann die Wirkung von GPIIb/llla-

Rezeptorantagonisten und ADP-Rezeptorantagonisten gemessen werden (49).

Die Messung erfolgt aus Citrat-antikoaguliertem Vollblut (3,8%), durch das Fehlen
einer umfangreichen Praparation der Probe, wie beispielsweise bei der
Durchflusszytometrie wird die durch Oberflachenreibung und durch Interaktion
vermittelte Aktivierung der Thrombozyten vergleichsweise gering gehalten. Im
Unterschied zu anderen Platichenfunktionstests, die durch Hinzugabe
plattchenaktivierender Substanzen wie ADP, Kollagen oder Arachidonsaure oder
durch unphysiologisch hohen Scherraten zur Aktivierung der Thrombozyten und
Auslosen der Aggregation arbeiten, bildet das PADA lediglich den aktuellen
Funktionszustand der Blutplatichen im Organismus und die Thrombozytenadhasion
ab (50; 51; 52; 53).
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Die Ergebnisse des Platelet Adhesion Assay werden nicht beeinflusst vom
Geschlecht, vom Hamatokrit in einem Bereich zwischen 25 und 44%, einer
Plattchenzahl zwischen 100 und 350 k/ul und einem Fibrinogenspiegel in der
Blutprobe zwischen 1 und 5g/l. Das Alter der Probanden zeigte einen geringen Effekt
auf die erzielten Werte, mit einem nicht signifikanten Anstieg mit zunehmendem Alter
(48).

Zur Durchfuhrung des PADA wird eine Citrat-antikoagulierte Vollblutprobe (5,0ml
0,106mol/l Trinatriumcitrat-Lésung 0,5ml (1:10) S-Monovette®, Firma SARSTEDT
AG & Co., Numbrecht, Deutschland), mit einer definierten Anzahl speziell gestalteter
Polymerpartikel versetzt. Einer 100ul Blutprobe werden 10ul Polyphenylmethacrylat-
Partikel (HaemoSys® PADA, Platelet ADhesion Assay, JenAffin GmbH, Jena,
Deutschland) mit einer GroRe zwischen 5,5 und 6,5um zugesetzt, als Kontrollprobe
werden 100ul Citratblut mit 10pl 0,9% Natriumchloridldsung vermischt. Die
Polymerpartikel werden durch ihre spezielle Oberflachenbeschaffenheit und Grolke

schnell von in der Blutprobe befindlichen Fibrinogenmolekulen tUberzogen.

Beide Proben werden fur exakt funf Minuten auf einen kalibriertem Minischuttler
(IKA® Works, Inc. Wilmington, NC, USA, modifiziert JenAffin GmbH, Jena,
Deutschland) mit 550 Schittelbewegungen /min einem Scherstress ausgesetzt, der
mit 300 bis 400 sec’ den niedrig normalen Scherkraften in kleinen Arterien des
menschlichen Blutkreislaufes entspricht und damit eine Adhasion entsprechend dem
aktuellen Aktivierungszustandes der Thrombozyten vermittelt. Um Abweichung von
der gewlnschten Schuttelfrequenz zu Vermeiden wird der Minischuttler 20 Minuten
vor der Nutzung eingeschaltet, die Schuttelzeit von exakt 5 Minuten muss
eingehalten werden um nicht eine primare Aggregation der Thrombozyten

herbeizufihren.

Die durch den Minischuttler erzeugte Scherspannung ermoglicht die Bindung der
Thrombozyten an das oberflachengebundene Fibrinogen, insbesondere durch das
Integrin GPIlIb/llla (siehe 1.1.2) (Abb. 5).
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Abbildung 5: a Polymerpatikel; b Polymerpartikel mit anhaftenden Thrombozyten (aus Nowak

et. al. 2005)°

Im Anschluss an die Inkubation im Minischuttler erfolgt die Thrombozytenzahlung

mittels Hamatologie-Blutzellzahlautomaten (KX-21N; Sysmex Europe GmbH,

Hamburg, Deutschland). Es werden sowohl in der Partikelprobe, wie auch in der

NaCl-Kontrollprobe die freien, nicht an Polymerpartikel anhaftenden Thrombozyten

gezahlt und aus dem Ergebnis beider Proben der Adhasionsindex (Al) gebildet. Die

freien Blutplattchen der Partikelprobe werden dabei durch folgende Formel in

prozentualen Bezug zur Kontrollprobe gesetzt:

Al

PLT Kontrolle — PLT Partikelprobe

-100
PLT Kontrolle

Formel 1: Al = Adhdsionsindex; PLT = Thrombozytenanzahl/nl

® Nowak G, Wiesenburg A, et al. (2005). ,Platelet adhesion assay--a new quantitative whole blood test

to measure platelet function.” Semin Thromb Hemost. 2005;31(4):470-5.
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3.4. Statistische Analysen

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm StatView 4.5 (Abacus Concepts,
Inc., Berkeley, CA, USA) genutzt.

Kategoriale Variablen wurden als Prozentzahlen mit Haufigkeiten, stetige Variablen
als Mittelwerte + 1 Standardabweichung (SD) oder Median mit Interquartilsabstand
(IQR) angegeben. Unterschiede zwischen stetigen Variablen wurden mittels Mann-
Whitneys U-Test oder dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test verglichen, kategoriale
Variablen wurden mit Hilfe von Chi-Quadrat-Test und dem exakten Test nach Fisher

verglichen.

Als signifikant wurde ein zweiseitiger p-Wert von < 0,05 angenommen.

22



4. Ergebnisse

4.1. Der Einfluss der Thrombozytenzahl auf das Platelet Adhesion Assay

Ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der Thrombozyten in der gemessenen
Blutprobe und den Resultaten des Platelet Adhesion Assay konnte nicht gefunden

werden. (Thrombozyten/nl 191 + 58; min. 89; max. 479)
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Abbildung 6: Verhaltnis Thrombozytenzahl / nl zu Platelet Adhesion Assay Adhasionsindex (%)
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4.2. PADA-AI bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom

Im Vergleich zwischen ACS und Thoraxschmerz anderer Genese konnten signifikant
héhere thrombozytare Adhasionsindizes flr Patienten mit der Diagnose ACS
gefunden werden (ACS 54,7 + 25,4% vs. NACS 44,5 + 22,1%; p = 0,001).
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Abbildung 7: PADA Adhésionsindex (%) im Vergleich Akutes Koronarsyndrom (ACS) mit

Thoraxschmerz anderer Genese (NACS)

4.3. Die thrombozytaren GroRenindizes im ACS

In der Gruppe der ACS Patienten konnten signifikant erhdhte
ThrombozytengréfRenindizes als Ausdruck der stattgehabten Plattchenaktivierung

und Gestaltwandels gemessen werden.
4.3.1. Das Mean Platelet Volume im ACS

Das mittlere Plattchenvolumen, oder mean platelet volume (MPV) gibt die
durchschnittliche GroRe der Blutplattchen gemessen an ihrem Volumen in
Femtolitern (fl = 1 um® an. Es stellt den verlasslichsten thrombozytiren

GrolRenparameter dar und spiegelt die thrombozytare Aktivierung wieder.
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Im Vergleich der gebildeten Gruppen zeigten die Patienten mit akutem
Koronarsyndrom signifikant hdhere Werte des MPV (ACS 9,7 + 1,0 fl vs. NACS 9,3 =+
1,0 fl; p = 0,003).
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Abbildung 8: mean platelet volume (fl) im Vergleich Akutes Koronarsyndrom (ACS) mit

Thoraxschmerz anderer Genese (NACS)
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4.3.2. Die Platelet Deviation Width und das Platelet Large Cell Ratio im ACS

In der Gruppe der ACS-Patienten zeigten sich signifikant grofiere Werte fur die
Platelet Deviation Width (PDW) (ACS 12,7 = 2,3 fl vs. NACS 11,9 + 2,0 fl; p = 0,01),
welche die GroRenverteilung der Blutplattchen bei 20% des Maximums (Abb. 3)

widerspiegelt und einen Indikator fir Anisozytose darstellt (Abb. 4).

Ebenfalls das Platelet Large Cell Ratio (P-LCR) als prozentuale Angabe der
Plattchen mit einem Volumen gréfRRer als 12 fl war bei ACS-Patienten deutlich héher
als im Vergleichskollektiv (ACS 25,1 = 7,2 fl vs. NACS 21,5 + 7,0 fl; p = 0,0006) (Abb.
5).

100 %
121L
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Abbildung 9: Histogramm der PlattchengroBenverteilung; platelet deviation width (PDW): die
Verteilung bei 20% der MaximalgréRe; Platelet Iarg’e cell ratio (P-LCR): die prozentuale Menge
der Plattchen groBer als 12fl (aus Kaito et. al. 2004)

! Kaito, K., Otsubo, H., (2004) Platelet size deviation width, platelet large cell ratio, and mean
platelet volume have sufficient sensitivity and specificity in the diagnosis of immune thrombocytopenia,

British Journal of Haematology, 2004: 128, 698-702
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Abbildung 10: platelet deviation width (fl) im Vergleich Akutes Koronarsyndrom (ACS) mit

Thoraxschmerz anderer Genese (NACS)
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Abbildung 11: Platelet large cell ratio (%) im Vergleich Akutes Koronarsyndrom (ACS) mit

Thoraxschmerz anderer Genese (NACS)

4.4. Der Einfluss von Clopidogrel und Heparin auf den PADA-Al und
PlattchengroBenindizes im ACS

Patienten, die bei Nachweis eines akuten Koronarsyndromes (ACS) Clopidogrel vor
der PADA-Messung erhalten hatten, zeigten signifikant geringere Adhasionsindizes
im Vergleich zu ACS-Patienten ohne Einnahme eines Thienopyridines (ACS mit
Clopidogrel: 37,1 =+ 24,3% vs. ACS ohne Clopidogrel: 59,2 + 23,7%) (Abb. 6), die

Indizes der Plattchengrdésse waren nicht unterschiedlich.

Heparin hingegen hatte keinen nachweisbaren Einfluss auf den PADA-

Adhasionsindex oder die gemessenen Plattchengrdolien.
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Abbildung 12: PADA Adhésionsindex (%) im Vergleich Akutes Koronarsyndrom (ACS) ohne
Einnahme von Clopidogrel zu ACS mit Clopidogrel

4.5. Der Einfluss kardialer Risikofaktoren auf den PADA-AI und thrombozytare
GroBenindizes

In Tabelle 4 werden die untersuchten kardialen Risikofaktoren und die Beeinflussung
des Platelet-Adhesion-Index dargestellt. Es wurde untersucht, ob sich Unterschiede
im PADA-AI in den jeweiligen Gruppen im Vergleich zu Patienten ohne das

entsprechende Merkmal feststellen lassen.

Das mittlere Alter der untersuchten Patienten betrug 67 Jahre. ACS und NACS
Patienten waren in der Altersverteilung nicht unterschiedlich. Im Vergleich zwischen
Patienten, die zum Zeitpunkt der Messung alter als 67 Jahre waren zu solchen, die
junger waren, konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen festgestellt werden. Jedoch zeigte sich eine Tendenz zu hdheren

Adhasionsindizes bei den alteren Patienten.
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Im Vergleich der Geschlechter wurde in der ACS-Gruppe ein signifikant hdéherer
Manneranteil gefunden als in der NACS-Gruppe (79% vs. 65%; p=0,03). Ein
Unterschied zwischen den PADA-AI Werten im Verglich zwischen Mannern und

Frauen konnte nicht gemessen werden.

Der mittlere BMI im untersuchten Patientenkollektiv betrug 27,1 kg/m?. Bei einem
verwendeten Trennwert bei 25 kg/m? lagen 155 Patienten oberhalb des Trennwertes.
Der PADA-AI zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede in einem Vergleich

zwischen Patienten unterhalb und oberhalb des cut-off Wertes.

Unter den Patienten befanden sich anamnestisch 46 aktive Raucher, der Anteil der
Raucher war in der ACS Gruppe signifikant hdher (24% vs. 15%; p=0,08). Verglichen
mit den Nichtrauchern konnte kein Unterschied im PADA-Al herausgearbeitet

werden.

Es wurden 45 Diabetiker untersucht, verglichen mit den 201 Nicht-Diabetikern konnte

kein Unterschied im Adhasionsindex festgestellt werde.

Die Vergleiche erfolgten sowohl unterteilt nach dem jeweiligen Risikomerkmal, als

auch unterteilt innerhalb der finalen Diagnose nach ACS und NACS.

Keiner der untersuchten Risikofaktoren hatte signifikanten Einfluss auf die
thrombozytaren Grdssenindizes, weder in der Gesamtpopulation, noch innerhalb der

finalen Diagnosegruppen.
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PADA-AI PADA-AI
Risikofaktor

(+)[%] | (-)[%]

Alter (Jahre) 126 120 | 49,6 +24 47 + 23,5 0,47
|
I 48,9 +
Geschlecht m 172 76 I 47 + 23,8 0,56
23,7
|
BMI (kglmz) =25 155 93 I 49 - 26,6 471 + 24 0,72
|
Nikotin +/- 46 200 | 50,6 22 47,7 + 24 0,43
|
Diabetes |
+/- 45 201 I 51,4 + 22 47,6 + 24 0,27
mellitus
|

Tabelle 4 : Einfluss kardialer Risikofaktoren auf den PADA-AI

4.6. Der Einfluss der Schmerzdauer auf den PADA-AIl im ACS

Im Mittel erfolgte die Untersuchung der Patienten 4,5 Stunden nach Beginn der

thorakalen Schmerzsymptomatik.

ACS-Patienten die sich fruher vorstellten, zeigten in der Tendenz hdhere
Adhasionsindizes als die spater untersuchten, der Unterschied war jedoch ohne
statistische Signifikanz (ACS >4,5 h [n = 41]: PADA-Al = 49,6 + 24,6% vs. ACS <4,5
h [n = 52]: PADA-AIl = 58,7 + 26,6%; p = 0,063). Unter den NACS Patienten konnte
kein Unterschied der Adhasionsindizes in Abhangigkeit von der Schmerzdauer

nachgewiesen werden (Abb. 8).

Das Mean Platelet Volume (MPV) zeigte in der Gruppe der spater untersuchten
Patienten mit akutem Koronarsyndrom signifikant hdhere Werte (ACS > 4,5 h [n =
41]: MPV =10,0 £ 1,1 flvs. ACS <4,5h [n =48]: MPV =9,5 = 0,9 fl; p = 0,035).
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Die Ubrigen PlattchengrofRenindizes zeigten keine signifikanten Unterschiede in
Zusammenhang mit dem Zeitpunkt des Symptombeginns. In der Gruppe der NACS-

Patienten waren ebenfalls keine signifikanten Differenzen festzustellen.

100 - P =0.0633 P =0.4890
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(n=41) (n=52) (n=76) (n=71)

Abbildung 13: Einfluss der Schmerzdauer auf das Platelet Adhesion Assay
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5. Diskussion

5.1. Der Einfluss der Thrombozytenzahl auf den PADA-AI

Verschiedene Autoren berichten eine Abhangigkeit der
Thrombozytenfunktionsmessung von der Plattchenanzahl. So wird von Sharp und
Kollegen eine Zunahme der gemessenen Aggregation in der ADP-stimulierten

Impedanzaggregometrie mit ansteigenden Thrombozytenzahlen beschrieben (54).

Seyfert et al. beobachteten keine Beeinflussung der
Thrombozytenaggregationsmessung mittels Multiplate, welches sich ebenfalls dem
Prinzip der Messung Impedanzzunahme bei steigender Aggregation bedient, durch
die Anzahl der Thrombozyten in den verwendeten Vollblutproben innerhalb des

normalen Bereiches (55).

Ebenfalls wurden die Ergebnisse, welche mittels Platelet function analyser 100

gemessen wurden, als unabhangig von der Blutplattchenanzahl beschrieben (56).

Auch in den bisher veroéffentlichten Daten zur Verwendung des Platelet Adhesion
Assay wurde keine Abhangigkeit der Messergebnisse von der Plattchenanzahl

innerhalb des untersuchten physiologischen Bereiches festgestellt (48).

Eine Abhangigkeit der gemessenen Adhasionsindizes von der Thrombozytenzahl in
den untersuchten Blutproben konnte in unserer Analyse nicht beobachtet werden
(Abbildung 6). Die gemessenen Blutplattchenzahlen innerhalb des hier
beschriebenen Untersuchungskollektives bewegten sich zwischen 89 und 479 Zellen
pro Nanoliter. Der berechnete Mittelwert lag bei 191 + 58 /nl. Alle Werte lagen somit

innerhalb des physiologischen Normalbereiches.
5.2. Thrombozytenaktivierung und akutes Koronarsyndrom

In der vorliegenden Untersuchung konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit
akutem Koronarsyndrom erhohte thrombozytare Adhasionsindizes im Vergleich zu
Patienten mit thorakalen Beschwerden anderer Genese aufweisen. Von den
untersuchten Patienten mit dem Leitsymptom Thoraxschmerz wiesen die 93 bei
denen die Diagnose ACS bestatigt werden konnte in der PADA-Untersuchung
signifikant hohere Adhasionsindizes auf, als die 147 Patienten mit thorakalen

Schmerzen anderer Genese (NACS).
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Das hier verwendete Platelet Adhesion Assay erscheint somit in der Lage eine
erhdhte Thrombozytenadhasivitdt im Rahmen eines akuten Koronarsyndroms

abzubilden.

Diese Ergebnisse sind koharent mit den vielfaltigen Beschreibungen zu anderen
Methoden in der |Literatur. So zeigten Patienten, mit akutem ST-
Streckenhebungsmyokardinfarkt eine verstarkte Plattchenaggregation im Vergleich
zu Patienten mit stabiler Angina pectoris, sowohl in der Messung mittels Platelet
Function Analyzer (PFA)-100, wie auch gemessen in der
Lichttransmissionsaggregometrie (57). Ebenfalls konnte mittels
Lichttransmissionsmessung eine erhéhte spontane Bildung von Mikroaggregaten aus
Blutplattchen im peripheren Blut von Patienten mit akutem Myokardinfarkt gemessen
werden, die sich im Blut gesunder Kontrollprobanden nicht nachweisen liel3en (58).
Auch fur den VerifyNow Assay konnte gezeigt werden, dass Patienten im Rahmen
einer akuten Myokardischamie eine erhohte Thrombozytenreaktivitat im Vergleich zu
Patienten mit stabiler KHK aufweisen und sich dieses Phanomen auch nach erfolgter
Koronarintervention und unter medikamentoser Therapie nachweisen lasst (59). Die
Messung der Starke von Fibin-Blutplattchen-Aggregaten mittels
Thrombelastographie wies ebenfalls eine Erhéhung in Zusammenhang mit
stattfindendem Ischamieereignis, im Gegensatz zu stabiler KHK auf (60). Walter et
al. zeigten ebenfalls, dass Patienten mit akutem Koronarsyndrom hohere
Adhasionsindices im PADA Test aufweisen, als solche mit stabiler KHK (61).

Die erwahnten Ergebnisse der beschriecbenen Verfahren weisen auf die
Nachweisbarkeit einer gesteigerten Plattchenaggregation und Adhasivitat im Zuge
eines akuten  Koronarsyndroms unabhangig von der angewendeten

Untersuchungsmethode hin.

Auch Methoden, welche die Thrombozytenaktivierung im Zuge eines
Myokardinfarktes nicht anhand der gesteigerten Aggregation oder Adhasion
beurteilen sondern den gesteigerten Aktivierungszustand anhand gesteigerter
Plattchensekretion und Zunahme von Oberflachenproteinen gemessen haben zeigen
eine gesteigerte Aktivitat im Rahmen eines ACS. So konnte gezeigt werden, dass

sich auf der Oberflache der Thrombozyten von Patienten mit einem akuten
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Koronarsyndrom eine grofRere Anzahl von GPIllb/llla-Rezeptoren findet, als bei
Patienten mit stabiler KHK (62). Dies ist das thrombozytare Integrin, welches im
aktivierten Plattchenzustand vermehrt aus intrazelluldaren Vesikeln auf die
Zelloberflache transportiert wird und dort primar die Interaktion mit Fibrinogen
vermittelt. Dieser Mechanismus ist der im Rahmen der Adhasion stattfindende Schritt
und bildet die Grundlage der Messung des Adhasionsindex, der mittels dem Platelet

Adhesion Assay gemessen wird (48).

Darlber hinaus wiesen Patienten mit akutem Myokardinfarkt eine hohere Rate von
Aggregaten aus Monozyten und Thrombozyten auf als das Kontrollkollektiv
bestehend aus Patienten mit stabiler KHK, sowie Probanden ohne Nachweis von
Koronarstenosen. Der gesteigerte Aktivierungsgrad von Blutplatichen wahrend eines
akuten Koronarsyndroms konnte auch anhand des, aus aktivierten Thrombozyten
freigesetzten I6slichen CD40 Liganden gemessen werden, der unter Anderem der
auto- und parakrinen Aktivierung des Fibrinogenrezeptors GPIlIb/llla dient. Eine
erhohte Plasmakonzentration wiesen Patienten auf, welche an einem akuten
Myokardinfarkt litten (63). Vergleichbar konnte wiederholt demonstriert werden, dass
das thrombozytare Adhasionsmolekil P-Selektin, ausgeschittet bei Zellaktivierung
aus thrombozytaren Granula wahrend einer akuten Myokardischamie in erhdhten
Konzentrationen im Blut nachgewiesen werden kann (64). Eine Korrelation mit
stattfindender myokardialer Zellnekrose und erhdohten P-Selektin Plasmaspiegeln

gemessen an Troponin T konnte ebenfalls demonstriert werden (65).

Das Vorliegen einer gesteigerten thrombozytaren Aktivierung in Rahmen einer
akuten myokardialen Ischamie ist entsprechend auch methodisch anhand des

Nachweises gesteigerter Sekretionsleistung und Zell-Zell-Interaktionen nachweisbar.

Die direkte Messung einer gesteigerten Blutplattchenaktivitat ist schwierig und
storanfallig, da bereits durch die vendse Entnahme und die Interaktion mit
Fremdkorperoberflachen eine Aktivitatssteigerung herbeifuhrt werden kann. Die
indirekte Messung, von im Blutplasma nachweisbaren Proteinen, die im Rahmen
einer thrombozytaren Zellaktivierung freigesetzt werden, kann hier jedoch als
Nachweis auf die Plausibilitdt der oben beschriebenen Ergebnisse verschiedener

Plattchenfunktionstests im Zusammenhang mit dem Myokardinfarkt gesehen werden.

Die vorliegenden Ergebnisse zur Plattchenadhasivitat bei Patienten mit akuter

koronarer Durchblutungsstérung entsprechen somit bisher verdffentlichten
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Untersuchungen. Die bisher in diesem Zusammenhang publizierten Ergebnisse sind
unabhangig von der verwendeten Methode und stellen sich in vergleichbarer Weise
reproduzierbar dar. Es kann daher angenommen werden, daf, wie in der
vorliegenden  Untersuchung gezeigt, eine Messung der gesteigerten
Plattchenaktivierung im Rahmen eines akuten Koronarsyndroms mittels Platelet-

Adhesion-Assay maoglich und valide ist.

Bei der verwendeten Methode wird, im Gegensatz zu den meisten klinisch
verwendeten Messverfahren zur Bestimmung der Blutplattchenaktivitat die Adhasion,
nicht die Aggregation gemessen. Beide Vorgange setzten jedoch eine vorherige
Zellaktivierung voraus und stellen ein Kontinuum in der thrombozytaren Blutstillung
dar. Daten, welche mittels PFA 100 oder VerifyNow erhoben worden sind (57; 59)
sind daher zwar nicht direkt mit den hier vorgelegten Ergebnissen vergleichbar,
stellen jedoch denselben Sachverhalt dar. Da sowohl die Adhasion als auch die
Aggregation in nachweisbarem MalRe eine vorausgehende Aktivierung der
Thrombozyten voraussetzen, kann davon ausgegangen werden, dass die
Ergebnisse, welche mit unterschiedlichen Messmethoden erhoben worden sind,
letztlich ahnliche Schlisse zulassen. Gestutzt wird die Vermutung im Weiteren durch
die Tatsache, dal® der hauptsachliche Effekt, welcher mit dem PADA-Test erfasst
wird, auf der Aktivitat des GP-lIb/llla Rezeptors beruht. Hier konnte unabhangig eine
vermehrte  Oberflachenexpression auf Thrombozyten im Rahmen eines
Myokardinfarktes nachgewiesen werden (63, 66). Ebenfalls wurde die, im Vergleich
zu gesunden Personen aggravierte Blutplattchenaktivitdt wahrend eines akuten
Koronarsyndroms anhand verschiedener, von aktivierten Thrombozyten sezernierten
Proteinen, wie auch dem Nachweis einer vermehrten Oberflachenexpression
thrombozytarer Rezeptoren belegt. Die Annahme, dal} sich mittels Platelet-Adhesion-
Assay eine gesteigerte Thrombozytenaktivierung bei Patienten mit Myokardinfarkt
feststellen lasst, lasst sich daher auch auf Ebene der gemessen Rezeptoraktivitat

belegen.
5.3. Thrombozytare GroRenindizes im akuten Koronarsyndrom

Im Rahmen ihrer Aktivierung machen Blutplatichen einen Gestaltwandel durch.
Dieser fuhrt zu einer Vergrolerung der Zelloberflache. Thrombozyten mit groRerem
Volumen weisen eine gesteigerte Aktivitat, sowie eine grolere Anzahl an

Oberflachenrezeptoren auf (67; 68, 69). Die Grofle eines Thrombozyten betragt
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zwischen vier und zehn Femtoliter, als Durchschnittswert aus einer Messprobe wird
das mittlere Plattchenvolumen, oder mean platelet volume (MPV) ebenfalls in

Femtolitern angegeben.

In der durchgeflihrten Untersuchung wiesen die 89 Patienten mit der finalen
Diagnose eines akuten Koronarsyndroms  signifikant hdhere  mittlere
Plattchenvolumina auf, als die 144 Patienten, bei denen ein akutes Koronarsyndrom

als Ursache thorakaler Beschwerden ausgeschlossen werden konnte.

Diese Ergebnisse sprechen ebenfalls fur eine erhdhte Plattchenaktivitdt im Rahmen
einer akuten myokardialen Perfusionsstérung und bestatigen die Befunde der
erhohten Plattchen-Adhasionsindizes, die bei denselben Patienten mittels PADA

gemessen wurden.

Ein erhdhtes MPV gilt als etablierter Parameter zum Nachweis einer thrombozytaren
Aktivierung (70).

Es konnte wiederholt gezeigt werden, dass Patienten mit akutem Herzinfarkt erhdhte
mittlere Plattchenvolumina im Vergleich zu Patienten ohne das Vorhandensein einer
koronaren Herzerkrankung aufweisen (71). Im Zusammenhang mit einer akuten
Minderperfusion zeigten sich die MPV-Werte sowohl erhoht im Vergleich zu
gesunden Probanden, wie auch verglichen mit Patienten mit einer stabilen koronaren

Herzerkrankung ohne akute Ischamie.

Bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt, bei denen im Vergleich zu Patienten mit
thorakalen Beschwerden aus anderer Ursache eine Verklrzung der Blutungszeit
gemessen werden konnte, wiesen daruber hinaus die Thrombozyten auch gréliere

Plattchenvolumina auf als in dem Kontrollkollektiv ohne akute Koronarischamie (72).

Hinweisend auf die Assoziation eines erhohten MPV mit gesteigerter Aktivierung der
Blutplattchen konnte gezeigt werden, dass sich auf der Oberflache der groReren
Thrombozyten mehr GP-lIb/llla-Rezeptoren nachweisen lassen. Thrombozyten mit
héherem MPV weisen eine gesteigerte ADP-induzierte Aggragation auf, als solche
mit kleinerem Volumen. Es wird daher angenommen, dass sich nicht primar die
Dichte der Integrine auf der Plattchenoberflache vergrofiert, sondern ihre Anzahl im
Zuge der Zellaktivierung und der Verlagerung von intrazellularen Granula und darin

gespeicherter Rezeptoren an die Zelloberflache zunimmt (69; 67).
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Die Beobachtung einer Korrelation zwischen erhéhtem mittleren Plattchenvolumen
und erhdhter Anzahl von GP-lIb/llla-Oberflachenrezeptoren konnte auch wiederholt
bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom gezeigt werden (66; 69; 73). Hierbei war
auch ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit stabiler Angina pectoris
und akutem Koronarsyndrom nachweisbar. Dabei ist der Unterschied in der
gemessenen Platichengroe unabhangig vom Schweregrad der koronaren
Herzerkrankung. Auch Patienten mit einer Drei-Gefal-KHK, jedoch ohne Nachweis

einer akuten Ischamie weisen geringere MPV-Werte auf, als solche mit Nicht-ST-

Streckenhebungs-Myokardinfarkt (74; 75; 76).

Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen erhdéhten mittleren Plattchenvolumina
bei Patienten mit ACS kdénnen somit als Nachweis einer Plattchenaktivierung im

Rahmen der Myokardischmie interpretiert werden.

Die Platelet Distribution Width (PDW) stellt ein Mal} flr die Anisozytose innerhalb der
untersuchten Thrombozytenprobe dar. Dargestellt wird in diesem Parameter die
durchschnittliche Grofe der Blutplattchen in einer Probe bei 20% der gemessenen
Maximalgrof3e. Analog zum Mean Platelet Volume stellen auch bei der PDW erhdhte
Werte eine gesteigerte Plattchenaktivitat dar. DarlUber hinaus kann aus erhdhten
Werten der BlutplattchengréRenverteilung ein hdheres Mall an Anisozytose, also
unterschiedlichen Zellvolumina innerhalb der Probe abgelesen werden. Dies spricht
fur eine zunehmende Ausbildung von Pseudopodien der aktivierten Thrombozyten
und daraus resultierende Heterogenitat der maschinell vermessenen Zellvolumina
(68).

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich die gemessenen Werte der Platelet
Distribution Width ebenfalls signifikant erhdoht bei Patienten mit Nachweis eines
akuten Koronarsyndroms im Vergleich zu der Patientengruppe ohne akute
myokardiale Durchblutungsstérung. Auch dies spricht fur eine erhdhte thrombozytare
Aktivierung bei den untersuchten ACS-Patienten. Khandekar und Kollegen fanden
vergleichbare Ergebnisse (77), sowohl MPV als auch PDW zeigten sich lediglich in
Zusammenhang mit einem ACS erhoht, die Schwere der zugrundeliegenden KHK
zeigte keinen Einfluss auf die ermittelten Werte (78).

Analog zu den erhéhten MPV-Werten fanden sich auch fir die Platelet-large cell ratio
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als Ausdruck des prozentualen Anteils vergroflerter Blutplattchen an der
Gesamtprobe bei den ACS Patienten verglichen mit den NACS Patienten, statistisch

signifikant hdhere Anteile Uberdurchschnittlich grof3er Plattchen in den Blutproben.

Vergleichbare Ergebnisse konnten auch in anderen Studien gezeigt werden (77). Bei
Patienten mit nachgewiesenem akutem Koronarsyndrom zeigen sich sowohl die
mittlere  PlattchengroRe, als auch der Anteil Uberdurchschnittich groRer
Thrombozyten erhoht. Eine erhdhter Blutplattchenmetabolismus, wie auch eine
erhdohte Aktivierung mit nachfolgend gesteigerter Thrombogenitat wahrend eines

ACS kénnen daher angenommen werden.

Die erhdhte Anzahl Ubergrof3er Plattchen als Aktivitatsmerkmal spricht, wie auch die
anderen thrombozytaren GroRenindizes fir die Nachweisbarkeit der gesteigerten
Aktivierung der Thrombozyten bei Patienten mit myokardialer Ischamie mittels

Platelet-Adhesion-Assay.
5.4. Der Einfluss von Clopidogrel auf das Platelet Adhesion Assay

Zum Zeitpunkt der Studiendurchfihrung war Clopidogrel das einzige zugelassene
Thienopyridin und Bestandteil der nationalen und internationalen Therapieleitlinien

des akuten Koronarsyndroms (17).

Der Einfluss von Clopidogrel auf den mittels PADA gemessenen Plattchen-
Adhasionsindex konnte in der vorliegenden Studie gemessen werden. Die 19 ACS-
Patienten, die vor der Untersuchung bereits mit Clopidogrel therapiert worden waren
zeigten signifikant geringere Werte, als die 74 Patienten, welche vor Verabreichung
des Medikamentes untersucht worden waren. Eine Messbarkeit des therapeutischen
Effektes von Clopidogrel auf die Thrombozytenadhasivitat bei Patienten mit akutem

Koronarsyndrom erscheint somit mdglich zu sein.

Die Nachweisbarkeit eines Effekts von Clopidogrel auf den PADA-AI, sowie eine
Dosisabhangigkeit ist in sehr kleinen Patientenzahlen bei Patienten ohne KHK

bereits beschrieben worden (49).

Der ex-vivo Nachweis einer Clopidogrel-induzierten Blutplattcheninhibition wurde mit
verschiedenen Methoden evaluiert und bereits in grof3 angelegten Studien, sowie der

klinischen Routine eingesetzt.
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Es konnte festgestellt werden, dass die Behandlung mit Clopidogrel bei Patienten mit
stabiler KHK und belastungsinduzierter Ischamie die ADP-getriggerte thrombozytare

Expression von P-Selektin reduzierten konnte (85).

Im Gegensatz dazu zeigen die bisher verodffentlichten Daten zum Platelet Function
Analyser 100, der in der Kklinischen Nutzung weit verbreitet ist, nur eine
eingeschrankte Beurteilbarkeit des therapeutischen Effektes durch ADP-
Rezeptorblockade (86).

Die klinisch verwendeten Methoden zur Beurteilung der Wirkung von Clopidogrel auf
die thrombozytare Aggregation bedienen sich sehr unterschiedlicher Mechanismen.
Als Referenzmethode zur Messung der Plattchenaktivitat gilt die Lichttransmissions-
Aggregometrie. Der Einfluss des ADP-Rezeptorantagonisten Clopidogrel, sowie
interindividuelle Schwankungen der medikamentds bewirkten Plattchenhemmung
wurde mit dieser Methode wiederholt gemessen und beschrieben (79). Sowohl flr
die Vasodilatator-stimulierendem Phosphoprotein (VASP) (80), als auch fir das
VerifyNow assay (81, 82), das PlateletWorks assay (84) und die
Thrombelastographie (83) lie® sich eine Messbarkeit der Therapie mit Clopidogrel
nachweisen. Eine Vergleichbarkeit der jeweils erzielten Messwerte ist nicht gegeben
(44; 45).

Die in der vorliegenden Untersuchung nachgewiesene Messbarkeit eines
therapeutischen Effektes von Clopidogrel auf die Thrombozytenadhasivitat mittels
PADA scheint vor dem Hintergrund der mittels vielfaltiger Methoden bewiesener
Nachweisbarkeit dieses Effektes schlussig. Das Platelet-Adhesion-Assay misst
primar die Adhasion von Blutplattchen an immobilisiertes Fibrinogen Uber den
aktivierten throbozytaren GP-lIb/llla —Rezeptor. Das Ausbleiben einer intrinsischen
Aktivierung des Integrins GP-lIb/llla Uber die Blockade des ADP-Rezeptors durch
Clopidogrel erklart die Messbarkeit dieses Effektes durch den PADA-Test.

Vor dem Hintergrund der, in mehreren klinischen Studien nachgewiesenen fehlenden
Verbesserung der Prognose durch Therapieumstellung mit Clopidogrel bei Patienten
nach Koronarintervention durch Messung der Plattchenhemmung (87; 88), sowie der
Einfuhrung neuerer ADP-Rezeptorantagonisten, scheint die Messung der

Clopidorelwirkung lediglich zur Kontrolle der Therapieadherenz klinisch einsetzbar.
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5.5. Der Einfluss von Clopidogrel auf thrombozytare GroRenindizes

In der durchgefihrten Untersuchung konnte keine Veranderung der thrombozytaren
GroRRenindizes in der Patientengruppe, die mit Clopidogrel therapiert worden war

analog zu dem gemessenen Abfall der PADA-Al Werte gemessen werden.

Die Beobachtung wird auf die Tatsache zurtckgefuhrt, dal3 durch Clopidogrel
lediglich die intrinsische Aktivierung des Fibinogen-Rezeptors GP-lIb/llla Uber eine
Verringerung der intrazellularen cAMP-Konzentration bewirkt wird (34). Die Zunahme
des mittleren Plattchenvolumens (MPV) spiegelt die generelle Zellaktivierung im
Rahmen des akuten Koronarsyndroms wieder (70; 71) und wird durch die Blockade
des ADP-Rezeptors nicht beeinflusst. Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom
konnten de Luca et al. ebenfalls nachweisen, dass die mittlere Plattchengréfe erhoht
war und sich nach dem Beginn einer dualen antithrombozytaren Therapie mit ASS
und Clopidogrel zwar eine verringerte Aggregation, jedoch ein Fortbestehen des
vergroRerten Zellvolumens nachweisen lie3 (91). Vergleichbar konnte gezeigt
werden, dass die Einnahme von Clopidogrel bei Patienten mit stabiler KHK unter
belastungsinduzierter Ischamie zwar zu einer Reduktion der Uber ADP vermittelten
Expression von thrombozytarem  P-Selektin  flhrt, jedoch nicht die

Plattchenaktivierung durch Ischamie unterbindet (85).
5.6. Der Einfluss von Heparin auf das Platelet Adhesion Assay

In der durchgeflhrten Untersuchung konnte kein Unterschied des mittels PADA
gemessenen Adhasionsindex zwischen Patienten die zuvor Heparin erhalten hatten

und unbehandelten festgestellt werden.

Heparin hat auf unterschiedliche Weisen Einfluss auf die Blutplattchenaggregation.
So wurde beschrieben, dass durch die Bindung von Heparin eine hdhere Affinitat des

GP-lIb/llla Rezeptors zu Fibrinogen herbeigefihrt werden kann (92).

Auch auf andere Tests zur Feststellung der globalen Aggregation konnte kein
Einfluss einer vorherigen Heparingabe auf die Messergebnisse nachgewiesen
werden (93). Moglicherweise sind die durch Heparin induzierten Veranderungen der
Thrombozytenaktivitat unterhalb der Messgenauigkeit der verwendeten Methoden

und haben daher keinen Einfluss auf die Ergebnisse.
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5.7. Der Einfluss kardialer Risikofaktoren auf den PADA-AI.

Ob und inwieweit die thrombozytare Aktivitdt mit zunehmendem Alter steigt und
inwieweit sich dadurch atherosklerotische Veranderungen in Zusammenhang mit
steigendem Alter erklaren lassen ist nicht eindeutig belegt. Jedoch scheint eine
tendenzielle Aktivitatssteigerung der Blutplattchen im Alter vorzuliegen, welche auch

in der vorliegenden Untersuchung nachgewiesen wurde.

In bisher zu der verwendeten Methode veroffentlichten Untersuchungen wurde in
einem gesunden Kontrollkollektiv von 100 Menschen mit einem mittleren Alter von 52
Jahren ebenfalls keine signifikante Beeinflussung der Messwerte durch das
Probandenalter nachgewiesen, jedoch ein statistisch nicht signifikanter Anstieg des
PADA-AI mit zunehmendem Alter (48). Dies entspricht den Ergebnissen der hier

vorliegenden Arbeit.

In gréReren Kollektiven wurde wiederholt eine zunehmende Blutplattchenaggregation
mit steigendem Alter beschrieben (94). Eine vermehrte Aktivitat der Thrombozyten
bei alteren konnte auch in unterschiedlichen Methoden demonstriert werden (95; 96).
Im Gegensatz dazu konnten Kurabayashi et al. zeigen, dall eine verstarkte
thrombozytare Reaktion nur bei alteren Menschen mit bestehender KHK
nachzuweisen ist, jedoch nicht in einem gleich alten Kontrollkollektiv ohne

vorbestehende Atherosklerose (97).

Manner und Frauen in der durchgefuhrten Untersuchung zeigten keine statistisch
signifikanten Unterschiede in den gemessenen PADA-AI Ergebnissen. Dieser Befund

blieb auch nach Aufteilung nach Bestehen eines ACS und NACS konstant.

Nowak et al. haben in ihren verdffentlichten Ergebnissen zur Messbarkeit der
Plattchenadhasivitat in jeweils 50 gesunden Probanden beider Geschlechter mittels
PADA ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Geschlechtern zeigen kénnen
(48).

In epidemiologischen Studien konnte bei Frauen eine starker ausgepragte
Blutplattchenaktivitat nachgewiesen werden als bei Mannern (94). Frauen weisen im
Vergleich zu Mannern héhere Thromozytenzahlen auf (98). Ebenso zeigen Frauen in
der antithrombozytaren Therapie weniger gute Ergebnisse als Manner und profitieren

in geringerem Male von einer Primarpravention mit ASS (99).
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Eine kurze Verschlusszeit gemessen am PFA-100 wurde von Haubelt und Kollegen
fur weibliche Probanden beschrieben (100). Ergebnisse derselben Arbeitsgruppe zu
Untersuchungen mit der Impedanz-Aggregometrie mittels Multiplate konnten jedoch

keinen Geschlechtereinfluss nachweisen (101).

Die 45 untersuchten Diabetiker zeigten leichtgradig hohere Adhasionsindizes in der
PADA-Messung als die 201 Patienten ohne vorbekannten Diabetes mellitus. Der
Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifikant ausgefallen. Eine Auftrennung nach
Vorhandensein eines akuten Koronarsyndroms zeigte ebenfalls keinen
nachweislichen Unterschied diabetischer zu nichtdiabetischen Patienten. Der
prozentuale Anteil der Diabetiker war tendenziell héher in der ACS Gruppe, dieser

Unterschied erreichte jedoch auch keine statistische Signifikanz.

Feuring et al. zeigten in einem Methodenvergleich zweier Thrombozyten-
funktionstests, dass in Patienten mit einem Diabetes mellitus vom Typ Il und
vorbestehender KHK nur eine der verwendeten Methoden einen Unterschied der
Plattchenaggregation zwischen diabetischen und nichtdiabetischen Patienten zeigen
konnte (102).

Ein Zusammenhang zwischen Nikotinkonsum und der koronaren Herzerkrankung ist
klar belegt. Auch qilt als gesichert, dass Dauer und Menge des Rauchens einen
Einfluss auf das Auftreten und den Verlauf atherosklerostisch bedingter

Erkrankungen haben.

Es fanden sich in der durchgefuhrten Untersuchung mehr aktive Raucher in der ACS
Gruppe als unter den Patienten mit thorakalen Beschwerden anderer Genese. Ein
Unterschied zwischen den PADA-AIl Werten in Abhangigkeit der Rauchgewohnheiten
konnte nicht festgestellt werden. Auch in der Gruppe der Patienten mit ACS konnte
keine relevante Diskrepanz der Adhasionsindizes zwischen Rauchern und

Nichtrauchern festgestellt werden.

Sowohl der Nachweis einer gesteigerten Thrombozytenaktivitat unter Rauchern im
Vergleich zu Nichtrauchern (103), als auch eine ausgepragter vorliegende Zell-Zell-
Interaktion zwischen Thrombozyten und Monozyten in Abhangigkeit von

chronischem Nikotinkonsum sind beschrieben worden (104).
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Rauchen zeigte jedoch keinen Einfluss auf die Thrombozytenaggregationsmessung
nach Therapie mit Thienopyridinen (105). Von Raold und Kollegen, sowie anderen
Arbeitsgruppen konnte eine verstarkte Thrombozytenaktivierung lediglich in kurzem
zeitichem Abstand zum Rauchen gemessen werden, eine bestehende
Daueraktivierung in den untersuchten Rauchern wurde im Vergleich zu
Nichtrauchern nicht gefunden (106; 107).

Erhdhte Thrombozytenaktivitat gemessen am PADA-AI in Verbindung mit einem
body mass index oberhalb von 25 kg/m? im Untersuchungskollektiv konnten nicht
ermittelt werden. Eine mogliche Teilhabe einer Blutplatichenaktivierung in der
Entstehung atherosklerostischer Erkrankungen bei Patienten mit erhdhtem
Koérpergewicht wird diskutiert. So konnte bei adipdsen Patienten eine vermehrte
Bildung thrombozytarer Mikropartikel als Ausdruck einer bestehenden Zellaktivierung
im Vergleich zu normalgewichtigen Kontrollprobanden, sowie ein Rluckgang dieser
Partikelbildung unter Gewichtsreduktion beobachtet werden (109). Auch zeigten
Patienten mit einem erhohten BMI hdhere Werte des mittleren
Blutplattchenvolumens als mdglicher Ausdruck einer bestehenden Zellaktivierung
(110). Diese Beobachtung konnte unter Verwendung der Durchflusszytometrie nicht
bestatigt werden. Adipdse Patienten zeigten in der Untersuchung von Samocha-
Bonet et al. zwar erhdhte Inflammationsmarker, jedoch konnte keine verstarkte
Thrombozytenaktivierung gemessen an einem normalgewichtigen Kontrollkollektiv
nachgewiesen werden (111). Auch konnte unter Verwendung verschiedener
Testmethoden keine Assoziation zwischen Adipositas und dem Auftreten einer

verminderten Reaktion auf antithrombozytare Substanzen festgestellt werden (112).

In der vorliegenden Untersuchung konnte fur keinen der untersuchten Risikofaktoren
eine Beeinflussung der Messergebnisse des Platelet Adhesion Assay
herausgearbeitet werden. Sowohl in der Auftrennung der Gruppen nach
Vorhandensein des jeweiligen Merkmals, wie auch innerhalb der beiden finalen
Diagnosegruppen, wurde kein Unterschied flir den Adhasions-Index festgestellt. Vor
dem Hintergrund der unterschiedlichen Beobachtungen in der Literatur erscheinen
die Beobachtungen plausibel. Ob die Ergebnisse jedoch den reellen Begebenheiten
entsprechen, oder methodischer Ursache sind, ist anhand der Daten nicht zu

beantworten.
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5.8. Der Einfluss der Schmerzdauer auf den PADA-Al und thrombozytare

GroRenindizes

In der durchgefluhrten Studie lag die ermittelte mittlere Symptomdauer vor der
Vorstellung in der Notaufnahme bei 4,5 Stunden. Patienten mit der finalen Diagnose
eines akuten Koronarsyndroms, die friher untersucht wurden zeigten tendenziell
hdhere thrombozytare Adhasionindizes als diejenigen, die spater aufgenommen

wurden. Der gemessene Unterschied erreichte keine statistische Signifikanz.

Interessanterweise verhielt sich das mittlere Plattchenvolumen umgekehrt zu den
mittels PADA ermittelten Adhasionsindizes. Hier zeigten ACS-Patienten die schon
mehr als 4,5 Stunden vor der Vorstellung in der Klinik unter ihren Symptomen litten

signifikant hdhere Werte.

5.9. Limitationen

Einschrankend zu der vorliegenden Untersuchung muss gesagt werden, daf3 nur 248
Patienten eingeschlossen worden sind. Die Diagnose ACS wurde schliel3lich bei 93
(37,5%) der Patienten gestellt. Ob und inwieweit die hier prasentierten Ergebnisse
einer mittels PADA nachweisbaren erhdhten Thrombozytenadhasivitat auch
innerhalb grolierer Kollektive statistische Signifikanz erreichen wirde kann anhand
der vorliegenden Daten nicht beurteilt werden. Insbesondere laldt sich auf der Basis
der jeweils kleinen Fallzahlen die zur Beurteilung maoglicher Einflisse bekannter
kardialer Risikofaktoren auf die Ergebnisse nicht ausschliel3en. Insbesondere ein
hdheres Patientenalter und das Vorliegen eines Diabetes mellitus zeigten in der
Untersuchung tendenzielle Beeinflussung des Adhasionsindex und kdnnten unter
Umstanden lediglich aufgrund der geringen Fallzahl nicht die statistische Signifikanz
erreicht haben. Auch die Gruppe der ACS-Patienten, welche vor der Messung bereits
Clopidogrel zur Thrombozyteninhibition erhalten hatten ist mit 19 verhaltnismaliig
gering, sodal} eine zufallige Feststellung einer Beeinflussung nicht ausgeschlossen

werden kann.

Das Platelet Adhesion Assay bedient sich der Messung der Anhaftung aktivierter
Thrombozyten an immobilisiertes Fibrinogen. Eine Assoziation erhdhter
Fibrinogenplasmaspiegel und der koronaren Herzerkrankung wurde mehrfach

beschrieben. So konnten Kannel et al. in Untersuchungen der Framingham Studie
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einen Zusammenhang der Hohe des Plasmafibrinogenspiegels und dem Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse feststellen (113). Darlber hinaus wurde auch gezeigt,
dal Patienten mit akutem Koronarsyndrom hdhere Fibrinogenplasamspiegel
aufweisen als solche mit stabiler KHK oder Menschen ohne atherosklerostische
Erkrankungen (114; 115).

Es finden sich hingegen in der Literatur widerspruchliche Aussagen zum Einfluss der
Fibrinogenkonzentration auf die Blutplattchenaktivitdt und Aggregation. So
beschreiben Schneider et al. eine gesteigerte Degranulation von aktivierten
Blutplattchen in vitro durch Steigerung der Fibrinogenkonzentration (116), Koltai et al.
fanden hingegen keinen Zusammenhang einer erhohten Plattchenaggregation nach
ADP-Stimulation und der Konzentration des Fibrinogens im Plasma von Gber 5000
Patienten mit KHK (117).

In der bisher veroffentlichten Untersuchung zum PADA konnten Nowak et al. keine
Beeinflussung der ermittelten Adhasionsindizes durch die Fibrinogenkonzentration im

physiologischen Bereich bei gesunden Probanden beobachten (48).

Die aktuelle Untersuchung wendete den PADA-Test in Patienten mit akutem
Koronarsyndrom an, ob und in wie weit sich die Fibrinogenkonzentrationen der
untersuchten Patienten innerhalb des physiologischen Rahmens bewegten wurde
nicht untersucht. Eine Beeinflussung der ermittelten Ergebnisse durch
mdglicherweise erhdhte Konzentrationen in der Gruppe der ACS-Patienten kann

daher nicht ausgeschlossen werden.

Ein weiterer Faktor, welcher eine Veranderung der in vitro gemessenen
Thrombozytenaktivitat nach sich ziehen kann ist die Art der Blutentnahme. Durch
Scherstressaktivierung im Rahmen der Aspiration von Blut ist eine Verfalschung der
Messresultate denkbar. Mani et al. haben eine Beeinflussung der ermittelten
Plattchenaggregation mittels PFA-100 und optischer Aggregometrie durch die Art
des vendsen Blutentnahmesystems untersucht. Hierbei konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen Abnahmen mittels Nadel oder Butterlfly Punktionssystemen
festgestellt werden (118). Die Blutentnahmen zur Gewinnung von Natriumcitrat-
antikoaguliertem Blut in der vorgelegten Studie erfolgten alle mit einem Butterfly
Entnahmesystem, eine Veranderung des Aktivitatsstatus der Blutplattchen auf

diesem Wege erscheint daher unwahrscheinlich. Eine Beeinflussung der
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festgestellten Unterschiede zwischen den untersuchten Patientengruppen ware bei

durchgehender Verwendung des gleichen Punktionssystems nicht zu erwarten.

Auch wird eine Beeinflussung der in vitro Messerresultate der Blutplattchenaktivitat
und insbesondere der Plattchenvolumina durch das verwendete Antikoagulanz
diskutiert. Ein Unterschied zwischen den Messungen des MPV aus Citrat- oder
EDTA-antikoguliertem Blut konnte von Dastjerdi et al. nicht beobachtet werden (119).
Zur Messung des PADA wird die Verwendung von Natriumcitrat im Verhaltnis 1:10
vom Hersteller empfohlen. Ob sich durch Unterschiede in der Fullhbhe der
verwendeten Monovetten konzentrationsbedingte Messungenauigkeiten ergeben

haben konnten, kann nicht beurteilt werden.
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6. Zusammenfassung

Thrombozyten sind beteiligt an der Entstehung, dem Progress und den
Komplikationen akuter atherosklerotischer Erkrankungen. Eine starkere Aktivierung
von Thrombozyten ist bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom wiederholt

nachgewiesen worden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es darzustellen, dal3 das Platelet Adhesion Assay
als schneller, und im Vergleich zu den meisten in der Kklinischen und
wissenschaftlichen Praxis verwendeten Methoden einfach durchzufuhrender Test in
der Lage ist, eine Aktivierung der Thrombozyten gemessen an ihrer Adhasion an
immobilisiertes Fibrinogen festzustellen. Von den 248 untersuchten Patienten,
welche mit dem Symptom Thoraxschmerz und Verdacht auf ein akutes
Koronarsyndrom aufgenommen worden sind, wurde bei 93 die Diagnose
elektrokardiographisch, laborchemisch oder koronarangiographisch schliel3lich

gesichert.

Diese Patienten zeigten in der Messung des Adhasionsindex mittels PADA
signifikant hdhere Werte als Patienten bei denen ein ACS als Ursache der
Beschwerden ausgeschlossen werden konnte. Ebenfalls zeigten sich die
thrombozytaren Zellvolumina, die als MalRR flur eine starkere Aktivitat von

Thrombozyten gelten, in der Gruppe der ACS Patienten erhoht.

Dartber hinaus konnte der inhibitorische Effekt von Clopidogrel auch im Rahmen

eines akuten Koronarsyndroms durch Messung des PADA-AI nachgewiesen werden.

Die mittels PADA erhaltenen Resultate zeigten sich unbeeinflusst durch kardiale
Risikofaktoren und waren auch unter Berucksichtigung moglicher Einflussfaktoren

valide.

Patienten, die sich kurz nach Beginn ihrer Symptome vorstellten zeigten eine starker

ausgepragte Thrombozytenadhasivitat.

Ob auf der Basis dieses Verfahrens die antithrombozytére Therapie gesteuert

werden kann, sollte in weiteren Untersuchungen evaluiert werden.
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7. Abkiurzungsverzeichnis

ACS
ADP
AP
ASS
ATP
Ca**
cAMP
CD
CK
CK-MB
COX
CYP
EKG

fl

g

GP

I

ICAM
KHK
pl

ml

um
mm
mmol
mV
MPV
NSAID
NSTEMI
PADA
PADA-AI
PCAM
P9

PCI
PDW
PLCR
PLT
PSGL
sec
STEMI
vWF
WHO

Acute Coronary Syndrome
Adenosintriphosphat

Angina Pectoris

Acetylsalicylsaure
Adenosintriphosphat

Calcium

zyklisches Adenosin Monophosphat
Cluster of differentiation
Creatinkinase

Creatinkinase myokardspezifisch
Zyklooxygenase

Cytochrom P (Pigment)
Elektrokardiogramm

Femtoliter

Gramm

Glykoprotein

Liter

intracellular adhaesion molecule
Koronare Herzerkrankung

Mikroliter

Milliliter

Mikrometer

Millimeter

Milli Mol

Millivolt

Mean Platelet Volume

non-steroidal anti-inflammatory drug
non-ST Segment Elevation Myocardial Infarction
Platelet Adhesion Assay

Platelet Adhesion Assay Adhesions Index
platelet endothelial cell adhesion molecule
Picogramm

Percutanous Coronary Intervention
Platelet Deviation Width

Platelet Large Cell Ratio

Plattchen

P-Selektin Glycoprotein Ligand
Sekunde

ST Segment Elevation Myocardial Infarction
von Willebrand Faktor

World Health Organisation
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