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1 Einleitung

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) umfasst stenosierende und
okkludierende Veranderungen der Aorta und der Extremitaten versorgenden
Arterien. Sie sind zu einem Groliteil artherosklerotisch bedingt. Symptomati-
sche artherosklerotische Durchblutungsstérungen an Armen und Handen sind
wesentlich seltener als an den Beinen. Untersuchungen mit nicht invasiven
Techniken zeigen, dass eine asymptomatische pAVK 3mal haufiger ist als eine
symptomatische. Die Pravalenz der pAVK insgesamt betragt fur Manner und
Frauen im Alter von 55 bis 74 Jahren etwa 20%, fur die symptomatische Form
etwa 4,5%. Ihr Auftreten ist positiv korreliert mit mannlichem Geschlecht, Alter,
Diabetes mellitus, inhalierendem Rauchen, Hypertonie, Hypercholesterinamie,
Hyperfibrinogenamie und Hyperhomozysteinamie. Mehrere Risikofaktoren po-
tenzieren die Haufigkeit der pAVK. Rauchen scheint der wichtigste Einzelrisiko-
faktor zu sein. Raucher entwickeln 3mal haufiger eine pAVK als Nichtraucher.
Die kumulative Funfjahresmortalitatsrate von Mannern mit pAVK reicht von 5-
17% und ist damit erheblich héher als in einer gleich alten Kontrollgruppe ohne
pAVK. Mannliche pAVK-Patienten haben eine um 10 Jahre verminderte Le-
benserwartung. Haufige Todesursachen sind die koronare Herzkrankheit (Pati-
enten mit pAVK 55%, Patienten ohne pAVK 36%), zerebrale Todesursachen
(11%, 4%) und andere vaskulare Todesursachen (10%, 10%). Die pAVK ist al-
so oft mit anderen atherosklerotischen Erkrankungen assoziiert'.

Die Atherosklerose wird heute als entzindlicher Prozess betrachtet. Am Beginn
einer sich entwickelnden Artherosklerose steht eine endotheliale Dysfunktion,
die durch unterschiedliche Faktoren verursacht sein kann, z.B. Nikotinabusus,
arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus, erhdhtes LDL-Cholesterin, erhdhtes
Plasmahomocystein. Unter dieser Dysfunktion kommt es zu einer vermehrten
Adhasion von Leukozyten und Thrombozyten an das Endothel, einer erhdhten
Permeabilitat der Gefallwand und einer Immigration von Zellen in das betroffe-
ne Gebiet. Hinzu kommen eine Zunahme prokoagulativer Eigenschaften am
Endothel und die Bildung verschiedener vasoaktiver Substanzen, Zytokine und

Wachstumsfaktoren. Besteht das auslésende Agens flr langere Zeit, kommt es



zur Einwanderung und Proliferation von glatten Muskelzellen in das geschadig-
te Gebiet. Typisch ist die Anwesenheit von Makrophagen/Monozyten und Lym-
phozyten in solchen Lasionen, die ihrerseits durch die Bildung eigener hydroly-
tischer Enzyme, Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren die Entzindung
unterhalten und Nekrosen in der GefalRwand verursachen kénnen. Ein Fortlau-
fen dieses Prozesses und die Bildung von Bindegewebe im Sinne einer binde-
gewebigen Kappe bedingen ein weiteres Wachstum der Lasion, das im spate-

ren Verlauf zu einer Einengung des Gefalllumens flihren kann.?

Bei den entzundlichen Vorgangen im Rahmen der Atherosklerose spielen
Thrombozyten eine bedeutende Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass Patien-
ten mit pAVK eine gestorte Plattchenfunktion haben. Die Thrombozyten zeigen
sich hier bereits in vivo aktiviert® * und in vitro hyperreagibel auf Stimulanzien
wie ADP oder Thrombin® . Es scheint plausibel, dass sie direkt an der Entste-
hung und dem Fortschreiten der Artherosklerose als auch von Entzindungen
im Allgemeinen beteiligt sind. So tragt das aus Thrombozyten stammende
Chemokin RANTES (regulated upon activation normal T cell expressed and
secreted) zu Arrest und Akkumulation von Monozyten an atherosklerotischen
Lasionen bei und beeinflusst die monozytdre Signalkaskade’. Des Weiteren
beeinflussen Thrombozyten Leukozyten und Endothelzellen sowohl Uber direkte
Interaktion, beispielsweise von P-Selectin (CD62) mit PSGL-1 (P-Selectin Gly-
koprotein Ligand 1) bzw. von Integrin 2 mit ICAM-1 (Intercellular Adhesion Mo-
lecule—1) oder Mac-1, als auch uber Freisetzung von Substanzen wie RANTES,
ENA-78, MIP-10, PF4, Prostanoiden, IL-18 und PAF®. Beispielsweise konnte
gezeigt werden, dass aktivierte Thrombozyten in Monozyten die Bildung von IL-
1B, IL-8 und MCP-1 anregen kénnen®.

Als Marker der in vivo Aktivierung von Thrombozyten haben sich die Bestim-
mung der Expression von aktiviertem GP llb/llla mittels Bindung des monoklo-
nalen Antikorpers PAC-1, der Expression von oberflachlichem P-Selectin und
der Bildung von Plattchen-Monozyten-Aggregaten etabliert’ "'. Bei Patienten
mit pAVK wurde in der Literatur bereits Uber eine vermehrte P-Selectin Expres-

sion, ein vermehrtes Auftreten von Plattchen-Monozyten-Aggregaten und eine



erhdhte Freisetzung von platelet-derived-microparticles berichtet®. Weiterhin er-
scheint es sinnvoll, Bestimmungen der Mac-1-Expression als Marker einer Leu-
kozytenaktivierung und der sICAM-Plasmakonzentration als Marker einer ent-

zuindlichen endothelialen Reaktion durchzufiihren.

Die Bestimmung der Oberflachenexpression des aktivierten GP llb/llla-
Rezeptors auf Thrombozyten wird als allgemeiner Gradmesser des Aktivie-
rungsniveaus dieser Zellen angesehen. Er stellt als Fibrinogenrezeptor der
Thrombozyten die gemeinsame Endstrecke der zur Thrombozytenaggregation
fuhrenden Aktivierungswege dar. Mittels eines speziellen Antikdrpers (PAC-1)

ist selektiv dieser aktivierte Rezeptor nachweisbar'.

CD62 ist ein nur nach vorangegangener Aktivierung auf der Thrombozyteno-
berflache exprimierter Adhasionsrezeptor, der insbesondere bei der Adhasion

von Plattchen an Leukozyten beteiligt ist™.

Durch Interaktion verschiedener Adhasionsrezeptoren wird nach vorangegan-
gener Aktivierung von Thrombozyten die vermehrte Bildung von Plattchen-
Leukozyten-Aggregaten beobachtet. Dabei sind als Rezeptoren CD62 und
GP Ib auf thrombozytarer und PSGL-1 und Mac-1 auf leukozytarer Seite mal}-
geblich beteiligt. Die vergleichsweise lange Halbwertzeit von PLA in der Zirkula-
tion macht sie zu einem gut geeigneten indirekten Gradmesser einer Thrombo-

zyten-aktivierung liber eine nachfolgende Interaktion mit Leukozyten™.

Mac-1 (CD11b) gilt als Aktivierungsmarker von Leukozyten. Es konnte eine
vermehrte Mac-1-Expression auf Monozyten nach Interaktion von CD62 mit
PSGL-1 nachgewiesen werden. Funktionell beeinflusst Mac-1 die PLA-Bildung

und die Leukozyten-Immobilisierung und -Migration™ '°.

Das auf Endothelzellen vorkommende ICAM-1 vermittelt bei der Interaktion des
Endothels mit Leukozyten. Es wird nach Stimulation durch beispielsweise ent-
zundliche Vorgange vermehrt gebildet und auch ins Blutplasma als sICAM-1
freigesetzt. Die sICAM-1-Blutplasmakonzentration erlaubt also Ruckschlisse

auf entziindliche Prozesse am Endothel und deren Aktivitatsgrad™® '’



Die pharmakologische Hemmung der Thrombozytenaggregation ist ein Haupt-
bestandteil der pAVK-Therapie. Trotz einer klinischen Uberlegenheit von Clopi-
dogrel uber ASS in der CAPRIE Studie ist ASS nach wie vor das Therapeuti-
kum der ersten Wahl. Clopidogrel kommt aber als Reservetherapeutikum bei
ASS-Unvertraglichkeit oder in besonderen Einzelfallen zunehmend, teilweise
auch in Kombination mit ASS, zum Einsatz. Normalerweise werden ASS 100mg
taglich oder Clopidogrel 75mg taglich verabreicht'®.

Der positive Effekt einer antiaggregatorischen Therapie auf die Progredienz der
pAVK und der Nachweis einer vermehrten Plattchenaktivierung bei Patienten
mit pAVK haben zu einer pathophysiologischen Vorstellung gefuhrt, bei der ak-
tivierte Plattchen Uber eine Interaktion mit Leukozyten und deren Aktivierung
und eine direkte Interaktion mit dem Gefallendothel an der Entstehung und dem
Fortschreiten der Erkrankung entscheidend beteiligt sind. Die nachgewiesene
unterschiedliche klinische Wirksamkeit der verschiedenen antiaggregatorisch
wirksamen Substanzen sollte nach dem genannten Modell auch laborchemisch

mittels geeigneter Messparameter nachvollziehbar sein.

In dieser Arbeit sollte der Einfluss der unterschiedlichen Therapieregime auf die
Thrombozytenaktivierung, die Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion, die Leu-
kozytenaktivierung und die entzundliche Aktivitat am Endothel untersucht wer-
den. Als Messparameter dienten hierzu die PAC-1- und CD62-Expression, die
PLA-Bildung, die Mac-1-Expression und die sICAM Konzentration im Plasma.
Fir die Untersuchungen wurden Patienten mit pAVK mit und ohne antiaggrega-
torische Therapie und gesunde Probanden als Kontrollgruppe gewonnen. Es
wurden Blutproben entnommen und nachfolgend mittels des Verfahrens der
Flowzytometrie, der induzierten Aggregation und eines Immunoassays analy-

siert.



2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Es wurden Patienten unabhangig von Geschlecht und Alter mit bestehender
pAVK aus dem laufenden Betrieb der Angiologischen Ambulanz der Uniklinik
Frankfurt fur diese Studie rekrutiert. Die Patienten wurden bei gesicherter Diag-
nose einer pAVK und bei Fehlen von Ausschlussfaktoren je nach bestehender
antiaggregatorischer Therapie in 4 Gruppen eingeteilt. Patienten mit ASS-
Monotherapie bildeten Gruppe 1, Patienten mit Clopidogrel-Monotherapie
Gruppe 2, Patienten mit ASS-Clopidogrel-Kombinationstherapie Gruppe 3 und
Patienten ohne antiaggregatorische Therapie Gruppe 4. Gesunde Mitarbeiter
der Uniklinik dienten als Kontrollgruppe und bildeten Gruppe 5. Die Zustimmung
der Patienten und Probanden zur Teilnahme an der Studie wurde schriftlich
festgehalten. Die demographischen Charakteristika der Patienten und Proban-

den der einzelnen Gruppen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.



Gruppe 1 2 3 4 5

Therapie ASS Clopigogrel  ASS + Clopidogrel keine gesunde Probanden
Dosis (mg/diem) 100 75 100 + 75 - -
Anzahl 17 12 8 7 9
Alter in Jahren, Median (Min-Max) 69 (46-82) 62 (48-82) 72 (50-81) 68 (57-73) 30 (27-60)
Manner/Frauen 12/5 7/5 6/2 5/2 8/1
Krankheitsdauer in Jahren, Median (Min-Max)* 6 (3-9) 8 (4-10) 8 (6-12) 3 (2-5) -
vorhergehende PTA** 11 7 6 0 -
Doppler Index, Median (Min-Max) 0,6 (0,4-1,1) 0,7 (0,5-0,9) 0,6 (0,2-1,3) 0,6 (0,4-1,0) -
Anzahl Diabetiker 5 2 3 1 -
Anzahl Raucher 5 4 5 4 3
Anzahl Statintherapie 9 6 6 1 -

*nach Patientenakte oder Anamnese; ** perkutane transluminale Angioplastie

Tabelle 1: Ubersicht iber die demografischen und klinischen Daten der Patienten und Probanden der einzelnen Gruppen



2.2 Diagnose

Die Diagnose einer pAVK wurde bei den Patienten in der Angiologischen Am-
bulanz der Uniklinik Frankfurt gemaly den Richtlinien der Deutschen Gesell-
schaft fiir Angiologie gestellt und gepriift'®. Es wurden ausfiihrliche klinische,
Doppler- und/oder duplexsonographische Untersuchungen durchgefuhrt. Eine
pAVK wurde unter anderem bei typischer Anamnese, einem ermittelten Dopp-
ler-Index von <=0,9, entsprechendem Farbduplexbefund und/oder bei einer vo-
rausgegangenen Intervention oder Operation wegen vorbestehender pAVK an-
genommen. Entsprechend der Untersuchungsergebnisse wurden die Patienten

in die Klassifikationen nach Rutherford und Fontaine eingeordnet.

2.3 Antiaggregatorische Therapie

Die Therapie der Patienten erfolgte mit Ausnahme der Gruppen 4 und 5 nach
den Richtlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Angiologie'. Dabei erhalten Pa-
tienten mit pAVK im Regelfall eine antiaggregatorische Therapie mit ASS
100mg taglich. Im Falle einer ASS-Unvertraglichkeit, bei Patienten mit besonde-
rem kardiovaskularen Risiko oder bei einem Versagen der ASS-Therapie wird
eine Therapie mit Clopidogrel 75mg taglich oder eine Kombinationstherapie aus

ASS und Clopidogrel empfohlen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Patienten erhielten dementsprechend ASS
100mg taglich (Gruppe 1), Clopidogrel 75mg taglich (Gruppe 2) oder beides
(Gruppe 3). Eine evtl. bestehende Begleitmedikation wurde detailliert erfasst.
Die Patienten bzw. Probanden der Gruppen 4 und 5 nahmen keine Medikamen-

te ein.



2.4 Ein-und Ausschluss

Eingeschlossen in die Studie wurden Patienten mit gesicherter pAVK Grades |
nach Rutherford Klassifikation unabhangig von Alter, Geschlecht und Begleiter-

krankungen, die sich einer der oben genannten Gruppe zuordnen lie3en.

Gewisse Kriterien fihrten zum Ausschluss aus der Studie. Dazu gehérten die
Einnahme von Medikamenten mit Einfluss auf die Thrombozytenfunktion wie
Cox-Hemmer 0.a., Heparin oder Marcumar in den letzten 2 Wochen, invasive
chirurgische oder interventionelle Eingriffe wie beispielsweise perkutane trans-
luminale Angioplastien (PTA), Thrombendarteriektomie (TEA) oder Bypasschi-
rurgie in den letzten 3 Monaten.

Die Einnahme von u.a. Betablockern, Calciumantagonisten, ACE-Hemmern,
AT1-Antagonisten, Diuretika oder Statinen flhrte dagegen nicht zum Aus-
schluss aus der Studie. Gleiches gilt fur Begleiterkrankungen wie z.B. Diabetes

mellitus, Koronare Herzkrankheit, Hyperlipidamie u.a. sowie Nikotinabusus.

2.5 Proben

Die Entnahme der Blutproben erfolgte standardisiert vor morgendlicher Ein-
nahme der Medikation nach leichter Stauung aus einer Kubitalvene mittels Ve-
nofix Venenpunktionsbesteck (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-
land) und Coagulation 9 NC/10 ml Monovette (Sarstedt, Deutschland). Es wur-
den insgesamt 20 ml Citratblut gewonnen. Anschliel3end wurden die Proben
umgehend ins Thrombozytenfunktionslabor des Instituts flr Klinische Pharma-
kologie transportiert. Innerhalb von 30 Minuten nach Abnahme wurden dort zu-
nachst 1 ml Vollblut fir die Flowzytometrie abgetrennt und der verbleibende
Rest der Proben bei 400-mal g flir 2 Minuten zentrifugiert. Das so gewonnene
plattchenreiche Plasma (PRP) wurde in ein eigenes Reagenzglas abpipettiert.
Die Thrombozytenzahl des PRP wurde mittels halbautomatischen Zellzahlgerat
Sysmex F-820 (Sysmex, Japan) bestimmt und das PRP dann der Thrombozy-
tenaggregation zugefihrt. Der verbleibende Rest wurde weitere 10 Minuten bei

1000-mal g zentrifugiert und das so als Uberstand entstehende plattchenarme



Plasma (PPP) vom verbleibenden Zellsediment getrennt. Beides wurde bis zur
weiteren Verwendung bei —70 °C gelagert. Spater wurde im PPP der sICAM-1-

Level bestimmt.

2.6 Thrombozytenaggregation

Die Messung der induzierten Aggregation wurde in einem Zeitfenster 60-180
Minuten nach Blutentnahme mittels eines turbidimetrisch messenden Aggrego-
meters (APACT, Labor Inc.) durchgefuhrt. Dazu wurden 500 pl PRP in eine Mik-
ro-Kuvette mit Magnetrihrer pipettiert und diese in das Aggregometer einge-
bracht. Nach dem Start der turbidimetrischen Messung wurde entweder ADP-
oder Collagenreagenz mit einer Endkonzentration von 5 uM bzw. 2ug pro ml als
Induktor der Aggregation zugegeben. Gemessen wurde die Anderung der Licht-
transmission Uber einen Zeitraum von insgesamt 10 Minuten, wobei die Licht-
transmission von destilliertem Wasser gleich 100% gesetzt wurde. Die Messer-
gebnisse wurden Uber einen Plotter ausgegeben und per Hand grafisch ver-
messen. Bestimmt wurden die maximale Transmission Anax in Prozent, die Zeit
T von der Zugabe des Induktors bis zum Beginn der Transmissionsanderung
und Winkel a, der die maximale Steilheit der Transmissionsanderung wieder-
gibt. Dabei entsprachen auf dem Ausdruck 7,5 cm auf der Abszisse einer Zeit
von 10 Minuten und 10 cm auf der Ordinate einer Lichttransmission von 100%.
(Abbildung 1)

A

Lichttransmission

v

‘I’ Zeit

Abbildung 1: Verkleinert dargestellt ist der typische Verlauf einer auf dem Plotter ausgege-
benen Kurve der Lichttransmission nach Zugabe eines Induktors (hier Kollagen). Zu erken-
nen sind Anax, T und Winkel o).
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2.7 Flowzytometrie

Die Aufbereitung der Blutproben erfolgte angelehnt an ein Konsensusproto-
koll®®, modifiziert nach einem Protokoll zur Messung der PLA-Formation?’ wie
bereits anderweitig beschrieben. 200 ul Citrat-antikoaguliertes Vollblut wurde
mittels modifiziertem HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-
Ethansulfonylsaure) Puffer 1:1 (v/v) verdinnt und mit TRAP-7 (thrombin recep-
tor-activating peptide; H-Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-Pro-OH; Bachem, Heidel-
berg, Deutschland) oder ADP (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) bei
einer Endkonzentration von 0 (unstimulierte Kontrolle) oder 2 yM bei Raumtem-

peratur iber 10 Minuten aktiviert.

Die Bestimmung der PLA-Bildung und CD11b/CD18 (MAC-1) Expression auf
Monozyten erfolgte in zwei getrennten Ansatzen mittels Dreifarbmessung im
Flowzytometer. Dazu wurden jeweils 50 yl der Proben mit gesattigten Konzent-
rationen der Antikorper CD45-Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), CD14-
Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC) (leukozytenspezifisch) (Becton-Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) und CD42b-Phycoerythrin (PE) (thrombozytenspezi-
fisch) (Beckman Coulter Krefeld, Germany) bzw. CD11b-PE  (Becton-
Dickinson, Heidelberg, Germany) flir 10 Minuten inkubiert. Die in den Proben
enthaltenen Erythrozyten wurden mittels FACSIysing-Losung (Becton Dickin-

son, Heidelberg, Deutschland) lysiert.

Zur Bestimmung des Plattchenaktivierungsmarkers CD62 und des aktivierten
Fibrinogenrezeptorglykoproteins GPIlIb/llla (mittels PAC-1) wurden jeweils 5 pl
der Proben mit gesattigten Konzentrationen der Antikorper CD42a-PerCP,
PAC-1-FITC und CD62-PE (alle Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) Uber

10 Minuten aktiviert und anschlieend mit 1%-iger Formaldehydlésung fixiert.

Zur Bestimmung der Hintergrund-Fluoreszenz sowie der unspezifischen Bin-
dung wurde als Kontrolle eine weitere nicht aktivierte Probe bestehend aus mit
den entsprechenden Farbstoffen markierten Isotype-IgG1 und IgM Antikdrpern
inkubiert.
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Im Anschluss an die Inkubation wurden alle Proben in zwei Waschschritten mit
Cellwash (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) bei 610-mal g flr 4 Minuten
gewaschen. Nach Aufnahme in 300 pl Cellwash standen die Proben anschlies-

send zur Messung im Flowzytometer bereit.

Die Datenmessung erfolgte mit dem FACSCalibur Flowzytometer mit der Soft-
ware CELLQuest (Becton Dickinson, Rutherford). Routinemallig erfolgte wo-
chentlich eine Kalibrierung des Gerates mittels Calibrite Beats (Becton Dickin-
son, Heidelberg, Germany) Uber FACSComp (Becton Dickinson, Heidelberg,

Germany).

Zur Bestimmung der PLA-Bildung wurde zunachst die Gesamtpopulation Leu-
kozyten nach ihrer CD45-PerCP-Fluoreszenz in FL3 identifiziert und nach un-
terschiedlichen Subpopulationen gegatet. Dabei wurden Monozyten durch ihre
charakteristische Bindung von CD14-FITC identifiziert und die Population im
Dot Plot FL1 versus FL3 dargestellt. Neutrophile Granulozyten wurden auf glei-
che Weise uber ihre geringere CD14 Bindung im FL1versus FL3 Dot Plot gega-
tet. In einem weiteren Dot Plot wurden die gegateten Leukozyten nach ihrer FLA1
und FL2 Fluoreszenz aufgetragen. Als Leukozyten, die Thrombozyten gebun-
den haben, wurden die Ereignisse in den verschiedenen Subpopulationen ge-
wertet, die eine anti-CD42b-PE Fluoreszenz uber der der Isotype-Kontrolle
(Hintergrundfluoreszenz, unspezifische Bindung) aufzeigten. Zusatzlich wurde
in den jeweiligen Subpopulationen die mittlere PE-Fluoreszenzintensitat (mean
fluorescence intensity, MFI) der CD42b positiven Zellen bestimmt (4 Quadran-
tenstatistik). Die Expression des CD11b Oberflachenantigens wurde Uber die
PE-Fluoreszenz der Gesamtpopulation der Monozyten bestimmt (Histogramm)

und als MFI ausgegeben.

Zur Bestimmung der CD62 und der PAC-1-Expression auf Plattchen wurden
diese zunachst nach Grélke und Granularitat im Vorwarts (FSC)- gegen Seit-
wartsstreulicht (SSC) dargestellt. Das Gaten erfolgte im SSC versus FL3 Dot
Plot, wobei Thrombozyten uber die CD42b-PerCP-Fluoreszenz identifiziert wur-
den. Zur Bestimmung der CD62-Expression wurden die gegateten Platichen

nach ihrer PE Fluoreszenz im Dot Plot aufgetragen (Quadrantenanalyse). Als
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CD62 positive Plattchen wurden die Plattchen gewertet, deren PE-
Fluoreszenzintensitat Uber der einer PE-markierten Isotype-lgG1-Kontrolle lag.
Die PAC-1-Expression wurde Uber die mittlere FITC-Fluoreszenzintensitat der
Gesamt-Thrombozytenpopulation im Histogramm dargestellt und als MFI aus-
gegeben. Alle Messungen wurden zweifach ausgeflhrt und der Mittelwert aus

beiden Messungen gebildet.
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Abbildung 2: Die Bestimmung der PLA (hier Plattchen-Monozyten-Aggregate) erfolgte im
CD42b-PE- versus CD45-PerCP-Dot Plot. Zuvor wurden die Monozyten nach ihrer CD14-
Bindung identifiziert und gegatet. Als PLA wurden die Ereignisse gewertet, die eine CD42b-PE-
Fluoreszenz Uber der einer Isokontrolle zeigten und sich damit im rechten oberen Quadranten
darstellten. lhre Anzahl wurde dann in Verhaltnis zur Monozytengesamtpopulation gesetzt [An-
teil in Prozent]. Gezeigt sind die Dot Plots der Isokontrolle [0%] (A), der unstimulierten [6%] (B),
der ADP stimulierten [37%] (C) und der TRAP stimulierten Probe [40%] (D) eines Patienten der
Gruppe 1 (ASS).
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Abbildung 3: Gezeigt ist die Haufigkeitsverteilung der Thrombozytengesamtpopulation
(Counts, Abszisse) Uber die mittlere Intensitat der PAC-1-FITC-Fluoreszenz (MFI) (FL1-H, Ordi-
nate) in der Isokontrolle (A), der unstimulierten (B), der TRAP stimulierten (C) und der ADP sti-
mulierten Probe (D) bei einem Patienten der Gruppe 1 (ASS). In (E) lasst sich durch ein Uber-
einanderlegen der Einzelkurven gut eine ,Rechtsverschiebung® der Haufigkeitsverteilung unter
Stimulation erkennen (v.l.n.r Isokontrolle, unstimulierte, TRAP stimulierte und ADP stimulierte
Probe).
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2.8 Messung der ICAM-1 Konzentration

Im PPP wurde mittels eines handelstblichen quantitativen Sandwich-
Immunoassays (R&D Systems, Minneapolis, USA) die Konzentration des |6sli-
chen ICAM-1 bestimmt.

2.9 Statistische Auswertung

Aufgrund der unterschiedlichen Haufigkeit des Auftretens der verschiedenen
Therapieregime bei den Patienten in der Angiologischen Ambulanz waren un-
terschiedlich viele Probanden in den einzelnen Gruppen. Aufgrund der beson-
deren Situation einer Ambulanz einer Uniklinik, die Patienten nur mit Uberwei-
sung durch einen Facharzt aufsuchen kénnen, waren insbesondere unbehan-
delte pAVK-Patienten selten. Dadurch war es erforderlich, nicht-parametrische
Testverfahren zu verwenden. Dementsprechend erfolgt die Darstellung der Er-
gebnisse als Median und Streuungsbreite (Minimum und Maximum). Die demo-
graphischen Charakteristika der Patienten und deren Doppler-Index-Werte wur-
den mittels des Mantel-Haenzel-Zimmermann-Tests zwischen den unterschied-
lichen Gruppen verglichen. Alle anderen Daten wurden unter Verwendung der
Software BiAS 7.0 mit Kruskal-Wallis ANOVA adjustiert fur multiple Testung
nach Holm analysiert. Als statistisch signifikant wurde ein Ergebnis ab einem p-
Wert kleiner dem Signifikanzniveau von 0,05 flr den Fehler erster Ordnung an-

gesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Die verschiedenen antiaggregatorischen Therapieregime kommen bei den Pati-
enten in der angiologischen Ambulanz der Uniklinik Frankfurt unterschiedlich
haufig vor. Entsprechend unterscheiden sich die einzelnen Gruppen deutlich in
der Anzahl der Patienten. Allerdings finden sich keine signifikanten Differenzen
zwischen den Gruppen 1, 2 und 3 bezlglich Alter der Patienten und Krank-
heitsdauer. Patienten der Gruppe 4 zeigten eine vergleichsweise kurze Krank-
heitsdauer. Kein Patient der Gruppe 4 war im Voraus interventionell behandelt
worden, wahrend die Mehrheit der Patienten in den Gruppen 1, 2 und 3 sich be-
reits einer PTA (perkutane transluminale Angioplastie) unterzogen hatten. Die
Mediane der Dopplerindices zeigten nur geringe, nicht signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen 1 bis 4.

3.2 Thrombozytenaggregation

Eine signifikant reduzierte ADP induzierte Aggregation fand sich bei den Patien-
ten, die Clopidogrel erhielten (entsprechend den Gruppen 2 und 3). Die Kolla-
gen induzierte Aggregation zeigte sich signifikant reduziert bei den Patienten,
die mit ASS behandelt wurden (entsprechend den Gruppen 1 und 3). Vergli-
chen wurde dabei jeweils mit den Werten der Gruppen 4 und 5 (p<0,05).
(Tabelle 2)

Anmax Nach Stimulation mit

Gruppe Anzahl ADP Kollagen
1 (nur ASS) 17 73 (62-83) 61 (21-72)*
2 (nur Clopidogrel) 12 61 (21-70)* 80 (60-86)
3 (ASS + Clopidogrel) 8 50 (20-69)* 24 (1-56)*
4 (keine Therapie) 7 86 (85-89) 87 (86-89)
5 (gesunde Kontrolle) 9 83 (72-93) 86 (73-93)

Werte als Median (Minimum-Maximum); * p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 4 oder 5

Tabelle 2: Dargestellt ist die maximale Lichttransmission Anax in Prozent nach Stimulation mit
ADP (5umol/l) oder Kollagen (2umol/l). Die Lichttransmission von destilliertem Wasser ent-
spricht 100%.
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3.3 PAC-1-Expression

Die PAC-1-Expression wurde sowohl in unstimulierten als auch in TRAP und
ADP stimulierten Proben untersucht. Nach ADP-Stimulation fand sich unter
Clopidogrel (Gruppen 2 und 3) eine signifikant (gegenuber den Gruppen 1 und
4) reduzierte PAC-1-Expression. In den unstimulierten Proben fand sich nur
zwischen den Gruppen 3 (kombinierte Therapie) und 4 (keine Therapie) ein
signifikanter Unterschied. Unter TRAP Stimulation fanden sich keine signifikan-

ten Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen. (Tabelle 3)

PAC-1-Expression (MFI)

Gruppe Anzahl Baseline TRAP ADP

1 (nur ASS) 17 45 (29-103) 57 (31-117) 302 (104-663)

2 (nur Clopidogrel) 12 47 (16-70) 57 (24-82) 99 (42-136)* **
3 (ASS + Clopidogrel) 8 33 (13-72)** 42 (27-70) 53 (43-138) * **
4 (keine Therapie) 7 65 (39-113) 91 (43-117) 381 (212-486)

5 (gesunde Kontrolle) 9 52 (16-80) 61 (18-92) 182 (65-369)

Werte als Median (Minimum-Maximum); * p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 1; ** p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 4

Tabelle 3: PAC-1-Expression als Mean Fluorescence Intensity (MFI) der gesamten
Plattchenpopulation ohne Stimulation (Baseline) und nach Stimulation mit TRAP oder ADP.
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3.4 CD62-Expression

Bei Patienten unter Clopidogrel allein oder in Kombination mit ASS (Gruppen 2
und 3) fanden sich sowohl in den unstimulierten als auch in den mit ADP und
TRAP stimulierten Proben signifikant reduzierte Werte der CD62-Expression
gegenuber der Gruppe 1 (nur ASS). Im Vergleich zur Gruppe 4 (keine Therapie)
fand sich nur in den TRAP und ADP stimulierten Proben eine signifikante Re-
duktion. Die Proben aus Gruppe 5 (Gesunde) zeigten unstimuliert und TRAP
stimuliert signifikant reduzierte Werte gegenuber den Gruppen 1 und 4, nicht
jedoch in der ADP stimulierten Probe. (Tabelle 4)

CD62-Expression (prozentualer Anteil positiver Thrombozyten)

Gruppe Anzahl Baseline TRAP ADP

1 (nur ASS) 17 15,9 (8,2-33,0) 40,8 (18,4-90,6) 85,0 (59,1-95,3)

2 (nur Clopidogrel) 12 9,5 (3,6-13,1)* 12,6 (5,6-27,9)* ** 38,8 (12,2-52,9)* **
3 (ASS + Clopidogrel) 8 5,1 (2,1-15,9) 10,4 (5,2-32,6)* ** 19,5 (10,7-61,1)* **
4 (keine Therapie) 7 21,6 (6,4-31,7) 44,0 (22,3-68,2) 82,6 (69,7-92,4)

5 (gesunde Kontrolle) 9 6,3 (3,4-8,6)* ** 10,7 (8,8-27,3)* ** 69,8 (58,1-75,5)

Werte als Median (Minimum-Maximum); * p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 1; ** p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 4

Tabelle 4: CD62-Expression auf Thrombozyten dargestellt als prozentualer Anteil CD62-
positiver Thrombozyten an der Gesamtpopulation
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3.5 PLA-Bildung

Der prozentuale Anteil an mit Thrombozyten besetzten Monozyten zeigte sich
unter Kombinationstherapie aus ASS und Clopidogrel (Gruppe 3) in unstimulier-
ten und TRAP oder ADP stimulierten Proben signifikant geringer als unter ASS
Monotherapie (Gruppe 1) oder fehlender Therapie (Gruppe 4). Die gesunden
Probanden (Gruppe 5) zeigten in den unstimulierten Proben gegeniber den
nicht antiaggregatorisch behandelten Patienten (Gruppe 4) eine signifikante
Reduktion der Monozyten-Thrombozyten-Aggregate. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 5 zusammengestellt.

Anteil der Plattchen tragenden Monozyten in Prozent

Gruppe Anzahl Baseline TRAP ADP

1 (nur ASS) 17 16,4 (6,3-74,8) 56,7 (13,0-100,0) 46,6 (20,4-100,0)
2 (nur Clopidogrel) 12 13,3 (6,2-25,6) 22,1 (10,2-37,0) 30,1 (7,1-53,0)

3 (ASS + Clopidogrel) 8 7,1 (4,9-11,0)* 11,7 (6,9-21,6)* ** 24,3 (5,2-33,1)* **
4 (keine Therapie) 7 27,3 (19,2-40,8) 63,1 (30,3-70,2) 53,4 (38,3-72,7)
5 (gesunde Kontrolle) 9 8,0 (3,6-15,5)** 13,6 (10,4-80,8) 36,0 (22,7-65,4)

Werte als Median (Minimum-Maximum); * p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 1; ** p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 4

Tabelle 5: Darstellung der Plattchen-Monozyten-Aggregate als Anteil Plattchen tragender Mo-
nozyten (identifiziert nach anti-CD42b-PE-Fluoreszenz (ber Hintergrundfluoreszenz) an der
Monozytengesamtpopulation.

Beim Vergleich der MFI der Plattchen tragenden Monozyten zeigte sich eine
signifikante Reduktion in den unstimulierten Proben der Gruppen 2 und 3 (Clo-
pidogrel Monotherapie bzw. Clopidogrel / ASS Kombinationstherapie) vergli-
chen mit Gruppe 4 (keine Therapie). In den TRAP und ADP stimulierten Proben
der Gruppen 2 und 3 zeigte sich zusatzlich eine signifikante Reduktion der MFI
gegenuber Gruppe 1 (ASS Monotherapie). Die gesunden Probanden (Gruppe
5) hatten signifikant geringere Werte als Patienten ohne Therapie (Gruppe 4).
(Abbildung 4)
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Abbildung 4: Mean Fluorescence Intensity (MFI) der anti-CD42b-PE-Fluoreszenz der Plattchen
tragenden Monozyten ohne und nach Stimulation mit TRAP oder ADP. Darstellung als Boxplot.
Gekennzeichnet sind signifikante Unterschiede (p<0,05). Werte der Gruppe 1 (ASA), Gruppe 2
(CLO), Gruppe 3 (ASA+CLO), Gruppe 4 (Untreated Pts.) und Gruppe 5 (Healthy Subjects).
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Der Anteil der mit Plattchen besetzten Neutrophilen fand sich nur in Gruppe 3
(ASS / Clopidogrel Kombinationstherapie) unter Stimulation mit TRAP gegen-
uber Gruppe 1 (nur ASS) und unter Stimulation mit ADP gegenuber den Grup-
pen 1 und 4 (nur ASS bzw. keine Therapie) signifikant reduziert. (Tabelle 6)

Anteil Plattchen tragender neutrophiler Granulozyten in %

Gruppe Anzahl Baseline TRAP ADP

1 (nur ASS) 17 2 (2,3-20,2) 14 3 (4,3-52,7) 21,1 (6,5-44,8)

2 (nur Clopidogrel) 12 6 (3,1-13,5) 4 (3,9-26,3) 11 5 (5,1-38,7)

3 (ASS + Clopidogrel) 8 4,4 (2,2-8,5) 9 (3,3-9,5)* 0 (4,0-19,8)* **
4 (keine Therapie) 7 9 (3,7-21,8) 10 9 (5,5-20,7) 29 8 (12,0-49,5)

5 (gesunde Kontrolle) 9 5,3 (2,5-10,5) 9,7 (2,8-15,6) 14,6 (4,2-23,9)

Werte als Median (Minimum-Maximum); * p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 1; ** p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 4

Tabelle 6: Dargestellt ist der prozentuale Anteil Plattchen tragender neutrophiler Granulozyten
an deren Gesamtpopulation ohne und nach Stimulation mit TRAP oder ADP.

Der relative Anteil von Plattchen-Lymphozyten-Aggregaten an der Lymphozy-
tengesamtpopulation lag zwischen 7 und 10%. Er war unabhangig von der in
vitro Stimulation und zeigte keine grof3eren Unterschiede zwischen den Grup-

pen.
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3.6 Mac-1-Expression

Die Mac-1-Expression auf Monozyten zeigte bei Patienten der Gruppe 3 (ASS
und Clopidogrel) unter Stimulation mit TRAP oder ADP eine signifikante Minde-
rung gegenuber den Gruppen 1 (nur ASS) und 4 (keine Therapie). Unter Clopi-
dogrel-Monotherapie (Gruppe 2) zeigten sich die Werte unter ADP-Stimulation
signifikant gegenlber Gruppe 4 reduziert. (Tabelle 7)

Mac-1-Expression (MFI)

Gruppe Anzahl Baseline TRAP ADP

1 (nur ASS) 17 418 (325-764) 797 (224-1219) 959 (770-1466)

2 (nur Clopidogrel) 12 398 (221-554) 458 (211-970) 698 (433-1032)**
3 (ASS + Clopidogrel) 8 303 (169-689) 352 (169-921)* ** 672 (388-1221)* **
4 (keine Therapie) 7 512 (424-590) 796 (642-930) 1171 (813-1502)

5 (gesunde Kontrolle) 9 498 (252-599) 512 (249-692) 797 (614-1212)

Werte als Median (Minimum-Maximum); * p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 1; ** p<0,05 im Vergleich mit Gruppe 4

Tabelle 7: Darstellung der Mac-1-Expression auf Monozyten als Mean Fluorescence Intensity
(MF1) der CD11b-PE-Fluoreszenz der CD14 positiven Population.
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3.7 sICAM-1-Plasmakonzentrationen

Die sICAM-1-Plasmakonzentrationen bei Patienten ohne Therapie (Gruppe 4)
waren signifikant gegenuber den Werten der Patienten unter antiaggregatori-
scher Therapie (Gruppen 1, 2 und 3) erhoht. Die niedrigsten s-ICAM-Werte
wiesen die gesunden Probanden (Gruppe 5) auf, mit signifikant gegentber der
Gruppe 4 verminderten Plasmakonzentrationen. Zwischen den Gruppen 1, 2
und 3 fanden sich keine gro3eren Unterschiede. Die Ergebnisse sind in Abbil-

dung 5 zusammengefasst.
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Abbildung 5: Darstellung der sICAM-1-Plasmakonzentrationen in ng/ml. Werte der Gruppe 1
(ASA), Gruppe 2 (CLO), Gruppe 3 (ASA+CLO), Gruppe 4 (Untreated Pts.) und Gruppe 5
(Healthy Subjects).
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4 Diskussion

Die Hauptbefunde der vorliegenden Arbeit sind wie folgt:

» Patienten unter Clopidogrel- oder Clopidogrel/ASS-Kombinationstherapie
zeigten eine signifikant niedrigere CD62-Expression und eine signifikant
geringere PLA-Bildung als Patienten unter ASS oder ohne Therapie.

» Patienten mit Clopidogrel/ASS-Kombinationstherapie zeigten unter Sti-
mulation mit TRAP oder ADP eine signifikant reduzierte Mac-1-

Expression.

» Patienten ohne Therapie hatten signifikant erhdhte sICAM-1-Werte ge-

genuber gesunden oder behandelten Probanden bzw. Patienten.

» Signifikante Unterschiede in der PAC-1-Expression fanden sich nur unter
Stimulation mit ADP zwischen Patienten unter Clopidogrel-Mono- oder
Kombinationstherapie und unbehandelten oder nur mit ASS behandelten

Patienten.

» In den Messungen der induzierten Aggregation zeigte sich eine signifi-
kante Reduktion der ADP induzierten Aggregation bei Patienten, die
Clopidogrel allein oder in Kombination erhielten, und der Kollagen indu-
zierten Aggregation bei Patienten unter ASS-Mono- oder Kombinations-
therapie, was als Bestatigung flr ein entsprechendes Therapieregime

gewertet wurde.
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4.1 Studiendesign

Flowzytometrische Messungen sind relativ aufwendig und kénnen somit nur an
spezialisierten Zentren durchgefuhrt werden. Die Zeitspanne zwischen Blutent-
nahme und Messung muss wie oben ausgeflhrt relativ kurz gehalten werden.
Ein langer dauernder Transport der Proben aus peripheren Hausern oder Pra-
xen zum Labor ist somit nicht moglich. Deswegen wurde ein monozentrisches
Studiendesign fur diese Arbeit gewahlt. Diese Bedingungen begrenzen jedoch
die Anzahl der zur Verfugung stehenden Patienten. Des Weiteren bedingt die
besondere Situation einer universitaren Spezialsprechstunde, in der elektiv nur
Patienten nach externer Zuweisung durch einen Facharzt betreut werden kon-
nen, dass insbesondere Patienten ohne bereits eingeleitete medikamentose
pAVK-Therapie sehr selten sind, es somit nur schwer moglich ist, ausreichend
Patienten der Gruppe 4 zu rekrutieren. Eine fehlende antiaggregatorische The-
rapie von Patienten resultierte zumeist aus mangelnder Compliance der Patien-

ten oder fehlerhafter Diagnose und Therapie des zuweisenden Arztes.

Ein prospektiver Studienansatz mit Messungen vor und nach Therapieeinleitung
ware sicherlich wiinschenswert gewesen, war aber aus Mangel an nicht bereits
antiaggregatorisch therapierten Patienten nicht durchflhrbar. Ein Aussetzen ei-
ner schon bestehenden Therapie im Rahmen dieser Studie scheint unter Be-
rucksichtigung des aus einem solchen Vorgehen resultierenden relativ langen
therapiefreien Intervalls nicht vertretbar. Somit wurde die vorliegende Untersu-

chung als Querschnittsstudie konzipiert.

Die einzelnen Gruppen zeigen eine gewisse Heterogenitat bezuglich des relati-
ven Anteils an Rauchern, Diabetikern und einer bestehenden Statintherapie.
Eine Varianzanalyse konnte darin aber keine Ursache fir die gemessenen Un-

terschiede zwischen den Gruppen feststellen.

Die vorliegenden Ergebnisse sind aufgrund dieser Tatsachen und der kleinen
StudiengréfRe entsprechend zu bewerten und sicherlich nur begrenzt generali-

sierbar.
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4.2 CD62

Selectine sind Adhasionsrezeptoren, von denen bislang drei Subtypen be-
schrieben sind: E- / L- / P-Selectin. P-Selectin (synonym: CD62, PADGEM,
GMP-140) kommt auf den Zellmembranen aktivierter Endothelzellen und
Thrombozyten vor. In ruhenden Thrombozyten findet es sich ausschlieBlich in
deren a-Granula. Erst nach einer Aktivierung der Thrombozyten erfolgt die Fei-
setzung von CD62 und dessen Expression an der Membranoberflache. Somit
kann der Nachweis von oberflachlich exprimiertem CD62 als Marker flr die vo-
rangegangene Aktivierung der Thrombozyten genutzt werden'®. Besondere Be-
deutung erlangt CD62 auch durch seine physiologische Funktion als Adhasi-
onsmolekiil. Uber eine Interaktion mit leukozytarem PSGL-1 ist es funktionell
eng mit der Leukozytenaktivierung und der Bildung von PLA verbunden?. Da-
bei vermittelt CD62 unter anderem einen ersten adhasiven Kontakt zwischen
Plattchen und Leukozyten (Monozyten und Granulozyten). Im Gefolge der Ad-
hasion kann es zur Bildung von dauerhaften Plattchen-Leukozyten-Aggregaten
kommen, die dann im Blut der Patienten nachweisbar sind™. Auf Endothelzellen
vermittelt CD62 das Rolling der Leukozyten?. Inzwischen stehen auch eine
pharmakologische Beeinflussung von CD62 oder der CD62-PSGL-1-Interkation

als neue therapeutische Konzepte in der Diskussion.

Es konnte bereits in Studien gezeigt werden, dass bei Patienten mit peripherer

Atherosklerose die CD62-Expression von Thrombozyten erhoht ist* ©.

Im Hinblick auf einen Einfluss einer antiaggregatorischen Therapie auf die
CD62-Expression ist in einer ex vivo in vitro Studie gezeigt worden, dass Clopi-
dogrel in gesunden Probanden geeignet ist, die CD62-Expression auf in vitro
aktivierten Thrombozyten zu reduzieren®*. Dagegen fanden sich bislang keine

Hinweise darauf, dass ASS dazu in der Lage ist*® %°.

In der vorliegenden Studie konnte nun erstmals bei Patienten mit pAVK gezeigt
werden, dass unter Clopidogrel Monotherapie oder unter Clopidogrel-ASS-
Kombinationstherapie die CD62-Expression signifikant niedriger ist als unter

einer ASS-Monotherapie. Dies gilt sowohl fur die unstimulierten als auch die
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TRAP oder ADP stimulierten Proben. Des Weiteren fand sich auch in dieser Ar-
beit eine signifikant erhdhte CD62-Expression von nicht behandelten pAVK-
Patienten und auch von mit ASS behandelten Patienten gegenuber der gesun-
den Kontrollgruppe, was gut mit bereits oben genannten Studienergebnissen

korreliert.

Galt et al konnten in einer Arbeit keine signifikante Erhohung der CD62-
Expression bei Patienten mit pAVK messen?’. Auch in einer kiirzlich erschiene-
nen Arbeit konnte keine erhdhte CD62-Expression nachgewiesen werden. Die
Patienten in dieser Studie waren allerdings mehrheitlich mit ASS antiaggregato-
risch therapiert und die Proben wurden nicht in vitro stimuliert. Die Untersu-
chungen zeigten jedoch eine erhdhte CD62-Expression bei Patienten mit Arte-
rieller Verschlusskrankheit der Hirnarterien®®. Dazu passend fand man an ande-
rer Stelle bei akuter cerebraler Ischamie ebenfalls eine erhdhte CD62-
Expression®®. Auch bei Patienten mit stabiler KHK konnte eine signifikante Er-

héhung nachgewiesen werden'".

Andere Untersuchungen zeigten, dass Thrombozyten ihr oberflachlich expri-
miertes CD62 in vivo, aber nicht in vitro schnell wieder verlieren. Es wird des-
wegen postuliert, dass eine Bestimmung von CD62 nur sinnvoll sein kann,
wenn die Blutentnahmen direkt distal des Ortes der Thrombozytenaktivierung,
innerhalb von 5 Minuten nach dem aktivierenden Stimulus oder bei kontinuierli-
cher Thrombozytenaktivierung erfolgt’® '°. Letzteres sollte bei Patienten mit
pAVK zumindest in fortgeschritteneren Krankheitsstadien und auch fur die Pati-
enten der vorliegenden Studie gelten, da die Blutentnahmen in keiner Verbin-
dung zu einem akuten ischamischen Ereignis noch direkt an einem betroffenen

Gefal} erfolgten.
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4.3 PLA-Bildung

Plattchen-Leukozyten-Aggregate spielen wahrscheinlich eine bedeutende Rolle
im Rahmen von atherosklerotischen Prozessen. So soll diese Interaktion von
Leukozyten und Thrombozyten gewahrleisten, dass die entsprechenden Zellen
durch die jeweils anderen an den Ort des Geschehens gebracht werden. So
kommen Thrombozyten mit den Leukozyten zu Orten entziindlicher Reaktionen
und umgekehrt Leukozyten zu Prozessen mit Thrombozytenaktivierung, wie
z.B. atherosklerotischen Lasionen. Ein substantieller Vorgang bei der PLA-
Bildung ist die Interaktion von thrombozytarem CD62 mit dem leukozytaren
PSGL-1%. Es konnte gezeigt werden, dass im weiteren Verlauf dieser Interakti-
on aktivierte Plattchen in der Lage sind, die Synthese leukozytarer Mediatoren
wie IL-1B3, IL-8 und MCP-1, die ihrerseits wiederum entzundliche Prozesse mo-
dulieren, zu stimulieren®’. Weiterhin wird eine verstarkte Mac-1-Expression
neutrophiler Granulozyten, eine vermehrte monozytare Gewebefaktor- (Tissue

Factor) Expression und eine vermehrte Thrombinbildung beschrieben® *° .

Die Bestimmung von PLA gilt inzwischen als sensitiver Marker fur eine in vivo
erfolgte Thrombozytenaktivierung. Insbesondere die Tatsache, dass aktivierte
Thrombozyten in vivo ihr oberflachliches CD62 relativ schnell verlieren und PLA
langer nach dem aktivierenden Stimulus im Blut zirkulieren, macht deren eigen-

standige Bestimmung sinnvoll™®

. So konnte in Studien beispielsweise bei Pati-
enten mit stabiler und instabiler Angina pectoris, akutem Myokardinfarkt oder
kardiopulmonalem Bypass eine vermehrte PLA-Bildung nachgewiesen wer-

11 31 32 33 34
den )

Zur PLA-Bildung bei Patienten mit pAVK ist bislang wenig bekannt. Zu pharma-
kologischen Einflissen auf die Plattchen-Leukozyten-Interaktion finden sich ei-
nige Voruntersuchungen. Eine Studie bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt
zeigte eine Reduktion der PLA-Bildung durch Abciximab'®. In einer anderen Ar-
beit konnte bei Patienten nach koronarer Stentimplantation durch eine Ticlopi-
din-ASS-Kombinationstherapie eine Verminderung der PLA gemessen werden.

Eine Medikation aus Heparin/Phenprocoumon und ASS vermochte dies dage-
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gen nicht.* Eine andere Arbeit konnte des Weiteren zeigen, dass Clopidogrel
im Gegensatz zu ASS in der Lage ist, bei gesunden Probanden die ADP indu-
zierte PLA-Bildung und CD62-Expression zu reduzieren®. Klinkhardt et al zeig-
ten, dass in einem ex vivo in vitro Modell die PLA-Bildung unter Clopidogrel-
Therapie signifikant in unstimulierten und ADP oder TRAP stimulierten Proben

vermindert werden konnte?*.

Vor diesem Hintergrund zeigt die vorliegende Studie, dass bei Patienten mit
pAVK mehr Plattchen-Monozyten-Aggregate vorkommen als bei gesunden
Kontrollen. Weiterhin wird deutlich, dass eine Kombinationstherapie aus Clopi-
dogrel und ASS in der Lage ist, die Bildung von Plattchen-Monozyten-
Aggregaten, gemessen am Anteil der Plattchen tragenden Monozyten an der
Gesamtpopulation, gegenuber Patienten ohne Therapie oder unter einer ASS-
Monotherapie signifikant zu reduzieren. Die MFI der Plattchen tragenden Mo-
nozyten zeigte sich sogar in den Proben der Gruppen 2 und 3 (Clopidogrel bzw.
Clopidogrel und ASS) unstimuliert gegenuber der Gruppe 4 (keine Therapie),
TRAP und ADP stimuliert gegentber den Gruppen 1 und 4 (ASS bzw. keine
Therapie) signifikant reduziert. Die niedrigsten absoluten Werte fur die MFI
zeigten dabei Patienten, die eine Clopidogrel-ASS-Kombinationstherapie erhiel-
ten. Dieses Therapieregime erreichte dabei sogar Werte flir den prozentualen
Anteil der Plattchen tragenden Monozyten und deren MFI, die unterhalb derer

der gesunden Kontrollpersonen lagen.

Weniger deutlich sind die Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf die
untersuchten Plattchen-Neutrophilen-Aggregate. Dort konnte nur bei Patienten
unter Clopidogrel-ASS-Kombinationstherapie in den stimulierten Proben ge-
genuber den nicht oder nur mit ASS behandelten Patienten ein signifikanter Un-
terschied gemessen werden. Insgesamt sind die Unterschiede zwischen den
Gruppen geringer ausgepragt als bei den Plattchen-Monozyten-Aggregaten und
groldteils nicht signifikant. Die verminderte oder erschwerte Bildung von Platt-
chen-Neutrophilen-Aggregaten im  Vergleich zu Plattchen-Monozyten-
Aggregaten unter Konditionen mit Thrombozytenaktivierung ist aber ein schon
ofter bemerktes Phanomen. So scheinen sich Monozyten und Plattchen leichter

miteinander zu verbinden oder ihre Aggregate dauerhafter zu sein'' *' 7 %,
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Durch den engen Zusammenhang von CD62 und PLA-Bildung scheint gerade
auch im Vergleich mit oben beschriebenen Messungen der CD62-Expresison
ein Zusammenhang zwischen diesen beiden Messparametern wahrscheinlich.
Ob die veranderte PLA-Bildung direkt auf die unterschiedliche Expression von
CD62 zuruckzufthren ist oder noch andere Effekte (z.B. Mac-1-Expression) ei-
ne bedeutende Rolle spielen, bleibt fraglich. Insgesamt Iasst sich vor dem Hin-
tergrund der moglichen pathophysiologischen Rolle der PLA eine Uberlegenheit
der Therapie mit Clopidogrel gegenlber einer ASS-Monotherapie diskutieren.
Eine Kombination von Clopidogrel und ASS scheint dazu noch additive Effekte
zu haben, die auf zumindest teilweise unterschiedliche Wirkmechanismen

schlieen lassen.



30

4.4 Mac-1

Der auf Leukozyten vorkommende Adhasionsrezeptor Mac-1 (CD11b/CD18) ist
Teil der Integrin-Superfamilie und kann Uber Adhasion an Liganden Signale zur
Zellaktivierung kommunizieren. Typische Liganden von Mac-1 sind ICAM-1,
C3bi, Fibrinogen und Faktor X'?. Dabei kann es unter anderem in vivo durch
kontinuierliche Aktivierung und Deaktivierung die Immobilisation und Migration

von neutrophilen Granulozyten vermitteln.

Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen werden zu einem bedeutenden Anteil
von CD62 bestimmt. Die Bindung von P-Selectin an PSGL-1 kann eine ver-
mehrte Expression des B2 Integrins Mac-1 bewirken'®. Im weiteren Verlauf der
Interaktion spielt dann Mac-1 auch als leukozytarer Adhasionsrezeptor eine
wichtige Rolle. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von einem ,Cross
Talk® zwischen CD62 und dem 32 Integrin Mac-1. Im Rahmen der PLA-Bildung
und gegenseitiger Aktivierung geht man von einem initialen CD62 abhangigen
Initiierungs- und erstem Adhasionsvorgang und einem folgenden Mac-1 abhan-
gigen festeren Adhasionsschritt aus. Der thrombozytare Ligand fur Mac-1 ist
moglicherweise das Glykoprotein Ib a (von-Willebrand-Faktor-Rezeptor)*°. Des
Weiteren spielt Mac-1 eine bedeutende Rolle im Rahmen der Leukozytenmigra-
tion, —phagozytose u.a. Es bindet und aktiviert Faktor X und vermittelt Uber
ICAM-1 eine Leukozyten-Endothel-Interaktion. In ruhenden Zellen liegt Mac-1
verteilt auf der Plasmamembran und in grof3erer Dichte auch in intrazellularen
Granula vor. Nach Aktivierung der Zellen erfolgt dann eine vermehrte Expressi-

on der aggregierten Rezeptoren an der Oberflache'.
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Die Mac-1-Expression gilt aufgrund ihrer Eigenschaften als Marker einer Mono-
zytenaktivierung. In einer Studie von Murphy et al konnte beispielsweise bei Pa-
tienten mit akutem Koronarsyndrom eine erhohte Mac-1-Expression gemessen
werden*'. Eine andere Arbeitsgruppe fand bei Patienten mit pAVK dagegen
keine erhdhten Werte fur den ebenfalls zur Messung der Monozytenaktivierung
benutzten und nahe verwandten Parameter CD11¢c/CD18. Allerdings wurde dort
im Gegensatz zur vorliegenden Studie nur in unstimulierten Proben gemes-

sen®.

In dieser Arbeit zeigte sich in den TRAP und ADP stimulierten Proben eine sig-
nifikant hohere MFI der CD11b-PE-Fluoreszenz auf Monozyten bei Patienten
ohne Therapie oder unter ASS-Monotherapie als bei Patienten unter Kombina-
tion aus Clopidogrel und ASS. Absolut gesehen zeigten die Patienten unter der
Kombinationstherapie die niedrigsten MFI Werte aller Gruppen. Damit scheint
dieses Therapieregime geeignet zu sein, den Aktivierungszustand zirkulieren-
der Leukozyten bei pAVK-Patienten zu senken. Zwischen gesunden Probanden
und unbehandelten Patienten konnte kein signifikanter Unterschied gemessen
werden. Dies passt gut zu den Ergebnissen der oben genannten Studie von
Murphy et al. Dennoch zeigten die unbehandelten Patienten die hochsten abso-
luten MFI-Werte. Unter Clopidogrel-Monotherapie konnten, aufder unter ADP-
Stimulation im Vergleich zu unbehandelten Patienten, keine solch signifikanten
Unterschiede wie unter der Kombinationstherapie festgestellt werden, was man
eventuell als Hinweis auf einen additiven Effekt von Clopidogrel und ASS auf

die Reduktion der Mac-1-Expression interpretieren konnte.
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4.5 sICAM-1
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule—1) ist Teil der ICAM Familie, welche

zur Immunglobulin Superfamilie gehort. ICAM-1 wird von vielen hamatopoeti-
schen und nicht-hamatopoetischen Zellen und insbesondere auch von Gefa-
Rendothelzellen exprimiert. Als Liganden funktionieren beispielsweise die Ad-
hasionsrezeptoren Mac-1 und Leucocyte Adhesion LFA-1 Protein (Intergrin a-
L/B-2) auf Leukozyten**. Durch seine Rolle im Rahmen der Leukozyten-
Aktivierung, -Adhasion und —Migration ist es ein wichtiger Faktor im Rahmen
entzundlicher Vorgange. ICAM-1 ist beteiligt an der Adhasion und Migration von
Neutrophilen an und durch Endothelien. Des Weiteren ist es an der Aktivierung
von Neutrophilen beteiligt*. Losliche Formen von ICAM-1 (soluble, sICAM-1)
sind im Blutplasma nachzuweisen. Sie scheinen einen hemmenden Effekt auf
die Neutrophilen Adhasion und Aktivierung zu haben*®. Bei vermehrter Oberfla-
chenexpression von ICAM-1 auf Endothelzellen — beispielsweise nach Zyto-
kinstimulation - wird auch vermehrt ICAM-1 in I6slicher Form ins Plasma freige-
setzt®® *’. In atherosklerotischen Plaques konnten beim Menschen erhdhte
ICAM-1-Konzentrationen gemessen werden'® *®. Im Rahmen von entziindlichen
Prozessen und auch bei atherosklerotischen Erkrankungen sind Veranderun-
gen der Plasmakonzentration zu beobachten®. Es ist also mdglich, lber die
sICAM-1-Konzentration im Plasma Rulckschlisse auf die Fahigkeit des Endo-
thels zu ziehen, aktivierte Neutrophile zu binden. Sie kann somit zur Abschat-

zung der Entzindungsaktivitat herangezogen werden.

Thrombozyten scheinen in der Lage zu sein, unter anderem die Expression von
ICAM-1 auf Endothelzellen Uber einen IL-1-abhangigen Mechanismus zu indu-
zieren und dadurch der Progression einer Atherosklerose Vorschub zu leisten®.
Damit scheint es moglich, dass eine antiaggregatorische Therapie sich auf die

sICAM-1-Konzentration im Plasma auswirken konnte.



33

Bei unterschiedlichen Erkrankungen konnten bislang erhdhte Werte fur 16sli-
ches ICAM-1 im Plasma der entsprechenden Patienten nachgewiesen werden.
So zeigten prospektive Studien einen Zusammenhang zwischen erhohten
sICAM-1-Konzentrationen und der Inzidenz der KHK®®. Murphy et al fanden in
einer Studie bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom erhéhte sICAM-1-Werte
in Verbindung mit erhéhten Werten fir die Mac-1-Expression auf Monozyten im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe‘”. Pradhan et al fanden eine positi-
ve Korrelation zwischen erhohten sICAM-1-Werten und der nachfolgenden

Entwicklung einer pAVK bei Mannern®'.

Die in dieser Studie gemessenen erhohten sICAM-1-Werte bei Patienten mit
pAVK ohne Therapie konnten ein Hinweis auf eine erhdhte entzindliche Aktivi-
tat bei diesen Patienten und damit insbesondere im Hinblick auf die Progre-
dienz ihrer pAVK relevant sein. Die Senkung der sICAM-1-Plasmakonzentration
unter einer antiaggregatorischen Therapie auf das Niveau der gesunden Kon-
trolle mag als Hinweis auf eine wirksame Unterdrickung der entzindlichen Ak-
tivitat bei pAVK-Patienten gewertet werden und als eine mdgliche Erklarung fir
die klinisch beobachtbaren glnstigen Effekte solcher Therapien auf den Krank-
heitsverlauf dienen. Im Vergleich der unterschiedlichen Therapieregime zuein-

ander zeigen die Werte keine grofieren Unterschiede.

In der vorliegenden Studie erhielten einige Patienten eine Statintherapie. In ei-
ner in vitro Studie waren Statine in der Lage, die sICAM-1-Konzentration in ei-
ner menschlichen Endothelzellkultur zu reduzieren®. Allerdings konnte in einer
Studie bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom keine signifikante Verminde-
rung der sICAM-1-Konzentration im Serum durch eine bereits bestehende Sta-

tintherapie nachgewiesen werden®,
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Bei einem orientierenden Vergleich zwischen mit und ohne Statin behandelten
Patienten innerhalb der einzelnen Gruppen fanden sich in der vorliegenden Ar-
beit keine signifikanten Unterschiede der sICAM-1-Plasmakonzentrationen.
Beispielhaft sind in Tabelle 8 die entsprechenden Werte der Gruppen 1 und 2

aufgefuhrt.
Gruppe Anzahl  sICAM-Plasmakonzentration*
1 (nur ASS) mit Statin 9 119 (83-333)
1 (nur ASS) ohne Statin 8 135 (90-185)
2 (nur Clopidogrel) mit Statin 6 114 (76-136)
2 (nur Clopidogrel) ohne Statin 6 101 (82-118)

Werte als Median (Minimum-Maximum); * in ng/ml

Tabelle 8: Vergleich der sICAM-Plasmakonzentration in den Gruppen 1 und 2 bzgl. Statingabe

4.6 PAC-1

GP lIb/llla ist ein zu den B3-Integrinen gehdrendes Glykoprotein, das Bestand-
teil der Plasmamembran, des offenen kanalikularen Systems und der a-Granula
von Thrombozyten ist. 70% dieser Rezeptoren liegen konstitutiv auf der Ober-
flache der Thrombozyten vor, 30% werden erst nach Aktivierung aus den intra-
zellularen Speichern an die Oberflache gebracht. Liganden fur den Rezeptor
sind Fibrinogen, Vitronektin, von Willebrand Faktor und Fibronektin. Man unter-
scheidet einen ruhenden, nicht aktivierten (niedrig affinen) von einem aktivierten
(hoch affinen) und einem ligandenbesetzten Funktionszustand. Die Bindung
von Fibrinogen an den aktivierten GP lIb/llla Rezeptor ist Voraussetzung fur die
Thrombozytenaggregation. Es wird vermutet, dass ein noch zu identifizierender
Aktivator bei Patienten mit pAVK eine vermehrte Expression und Aktivierung
von GP llb/llla auf der Plasmamembran bedingt und damit die Reaktivitat der

Thrombozyten erhoht™

. Man kann mittels eines spezifischen monoklonalen An-
tikorpers (PAC-1) selektiv den aktivierten, hoch affinen Rezeptor nachweisen
und dies zur Messung des Grades der Thrombozytenaktivierung nutzen. PAC-1
ist dabei gegen ein Epitop gerichtet, das auf oder nahe der Fibrinogenbin-
dungsstelle des Rezeptorkomplexes liegt und nur auf dem aktivierten Rezeptor

fiir eine Bindung des Antikérpers zuganglich ist'%.
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In dieser Arbeit wurde mit der Messung der Expression des aktivierten Fibrino-
genrezeptors GPIlIb/llla mittels PAC-1-FITC-Fluoreszenz der Aktivierungszu-

stand zirkulierender Thrombozyten erfasst.

Klinkhardt et al zeigten, dass Clopidogrel bei gesunden Probanden in der Lage
ist, die PAC-1-Expression unter Stimulation mit TRAP oder ADP zu senken®.
Robless et al fanden in einer kurzlich veroffentlichten Studie keine signifikanten
Unterschiede in der PAC-1-Expression bei Patienten mit pAVK, arterieller Ver-
schlusskrankheit der Hirnarterien oder abdominellem Aortenaneurysma im Ver-
gleich zu einer gesunden Kontrollgruppe?®. Allerdings wurde bei diesen Mes-
sungen keine in vitro Stimulation durchgefuhrt und die Patienten erhielten U-

berwiegend eine antiaggregatorische Therapie mit ASS.

In dieser Arbeit fand sich in den Proben unter ADP-Stimulation eine signifikante
Erhdhung der PAC-1-Expression bei Patienten unter ASS-Medikation oder
ohne Therapie gegenuber den Patienten mit Clopidogrel als Monotherapie oder
in Kombination mit ASS. Bei Patienten ohne Therapie fand sich zusatzlich in
den unstimulierten Proben eine signifikante Erhdhung der Werte im Vergleich
zu Patienten mit Kombinationstherapie. Wenn auch Patienten ohne Therapie
hdohere PAC-1-Werte aufwiesen als die gesunden Kontrollen, war dieser Unter-
schied nicht signifikant. Auch war eine ASS-Therapie nicht in der Lage, die
PAC-1-Expression signifikant zu senken, was mit den Ergebnissen von Robless
et al Ubereinstimmt. Dabei ist aber zu berlcksichtigen, dass in der vorliegenden

Studie relativ kleine Gruppen untersucht wurden.

Die hochsten Werte zeigten Patienten mit pAVK ohne Therapie, was flr einen
erhohten Aktivierungszustand der Thrombozyten bei diesen Patienten spricht,
wovon, wie bereits beschrieben, ausgegangen werden kann. Anders als ASS
scheint Clopidogrel dabei in der Lage zu sein, diesem Aktivierungsvorgang

deutlich entgegenzuwirken.
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4.7 Induzierte Thrombozytenaggregation

Die induzierte Thrombozytenaggregation ist ein seit langerer Zeit gebrauchli-
ches Verfahren zur Charakterisierung der Thrombozytenfunktion. Typischerwei-

se finden dabei Induktoren wie ADP oder Kollagen Verwendung®°.

Aufgrund der unterschiedlichen Wirkmechanismen von Clopidogrel (ADP-
Antagonist) und ASS (Hemmung des Prostaglandinstoffwechsels) kann man
unterschiedliche Einflisse einer entsprechenden Therapie auf die Messwerte
erwarten. So sollte Clopidogrel einen hemmenden Einfluss auf die ADP indu-
zierte und ASS einen hemmenden Einfluss auf die Kollagen induzierte Aggre-
gation bedingen, wie auch Storey et al zeigen konnten. Die Messung der indu-
zierten Aggregation wird wegen dieser Tatsache auch zum Monitoring einer

entsprechenden Therapie empfohlen'?.

Storey et al fanden eine signifikante Hemmung der durch Kollagen induzierba-
ren Aggregation durch ASS in vitro wie in vivo in einer turbidimetrischen Mess-
anordnung. Eine Blockade der ADP-Rezeptoren P2Y 1 und P2Y,, welcher auch
durch Clopidogrel blockiert wird, bewirkte eine Hemmung der ADP induzierten

Aggregation®®.

Robless et al fanden in einer Arbeit, in der sie die Plattchenaggregation nach
der Anzahl verbliebener freier Plattchen spontan, nach ADP- oder Kollagen-
Stimulation untersuchten, eine vermehrte Aggregationsneigung bei Patienten
mit pAVK unter antiaggregatorischer Therapie im Vergleich zu gesunden Kon-
trollen. Allerdings zeigten sich diese Unterschiede nur in der spontanen und in
der Kollagen induzierten Aggregation. In der ADP stimulierten Probe fand sich

keine signifikante Differenz?®.

Die in dieser Studie ermittelten Daten zeigten erwartungsgemal, dass ASS die
Kollagen induzierte, aber nicht die ADP induzierte Aggregation signifikant
hemmte, gemessen an der maximalen Lichttransmission (Gruppe 1). Clopi-
dogrel hemmte dagegen signifikant nur die ADP induzierte Aggregation (Grup-

pe 2). Diese Patientengruppen wurden jeweils mit den Patienten ohne anti-
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aggregatorische Therapie (Gruppe 4) oder gesunden Probanden (Gruppe 5)
verglichen. Bei Patienten mit einer Kombinationstherapie konnten beide Effekte

registriert werden (Gruppe 3).

Anders als bei Robless et al fand sich in der Kollagen induzierten Aggregation
kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten unter ASS-Therapie und ge-

sunden Probanden.

4.8 Vergleich von Clopidogrel und ASS

ASS hemmt irreversibel die ubiquitar vorkommende, zellulare Zyklooxygenase
(COX) und damit die Synthese verschiedener Arachidonsauremetabolite. In
Thrombozyten wird so die Synthese von prothrombogenem Thromboxan A2
gehemmt. Da Thrombozyten die Fahigkeit zur Proteinsynthese fehlt, dauert die
Hemmung Uber die gesamte Lebensdauer des Thrombozyten an. Dies erklart
auch die lange Wirkungsdauer von ASS von mehreren Tagen bei zugleich kur-
zer Plasmahalbwertszeit von nur einigen Minuten. Auch in Endothelzellen wird
die COX gehemmt, was unter anderem zu einer verminderten Bildung von
Prostazyklin PGI2 fuhrt, welches antithrombogene Eigenschaften besitzt. Ins-
gesamt Uberwiegt aber bei ASS-Gabe der aggregationshemmende Effekt an
den Thrombozyten. Bei GefaRkrankheiten wird von einem Uberwiegen der
Thromboxane gegeniiber den Prostazyklinen und damit einem Uberwiegen
prothrombogener Substanzen ausgegangen, verursacht durch eine Prosta-
zyklinsynthesestérung des betroffenen Endothels'®. Dies Ungleichgewicht aus-
zugleichen ist folglich das Ziel einer entsprechend eingeleiteten ASS-Therapie.
In Studien konnte der positive Effekt von ASS auf die Progredienz atherosklero-
tischer Erkrankungen und ihrer Prognose nachgewiesen werden. Die Antiplate-
let Trialists” Collaboration fand, dass eine antiaggregatorische Therapie mit
ASS bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen eine Prognoseverbes-
serung bewirkt. Bei einer Subgruppenanalyse konnte fur Patienten mit pAVK
eine wenn auch nicht signifikante Senkung der kardiovaskularen Ereignisse er-
reicht werden®’. In der Physicians’ Health Study verringerte ASS bei pAVK die
Rate an nachfolgend notwendig werdenden gefalichirurgischen Interventio-

nen®®.
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Einige neuere Studien zeigen, dass Medikamente der Klasse der Thienopyridi-
ne (Ticlopidin und Clopidogrel) offensichtlich eine Uberlegenheit gegeniiber
ASS in der Langzeittherapie atherosklerotischer Krankheitsbilder und insbeson-

dere bei pAVK aufzeigen® .

Clopidogrel gehort zur Gruppe der Thienopyridine und ist aufgrund seines guns-
tigeren Nebenwirkungsprofils im Vergleich zu Ticlopidin der bevorzugte Vertre-
ter dieser Substanzgruppe. Sein aktiver Metabolit hemmt irreversibel einen
thrombozytaren ADP-Rezeptor. Dieser Rezeptor konnte kirzlich als P2Y 4, iden-
tifiziert werden®’. Obwohl ADP fiir sich betrachtet ein eher schwacher Induktor
der Thrombozytenaggregation ist, ist seine Bedeutung fur diese im Rahmen ei-
ner Interaktion mit anderen Induktoren groR3. Insbesondere bei der irreversiblen

Thrombozytenaggregation scheint ADP eine Schliisselrolle zu spielen®?.

Es wird in der Literatur eine ASS-Resistenz bei manchen Patienten beschrie-
ben. Dabei wird zwischen klinischer, welche das auftreten kardiovaskularer Er-
eignisse trotz ASS-Therapie beschreibt, und biochemischer ASS-Resistenz un-
terschieden. Letztere wird unterschiedlich definiert. Allgemein kann sie als
mangelnde hemmende Wirkung von ASS auf die Thrombozytenaktivierung be-
schrieben werden, gemessen in gangigen Testverfahren wie der induzierten
Aggregation. Es konnte gezeigt werden, dass eine labortechnisch erfassbare
ASS-Resistenz mit einem erhdhten Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse korre-
liert ist® %, Es scheint dabei keine dichotome Spaltung der Patienten nach ASS
resistent oder nicht ASS resistent zu geben. Ebenso wenig ist Gber die mogli-
che zeitliche Veranderlichkeit einer solchen Resistenz bekannt. Vielmehr
scheint die inter- und intraindividuelle Antwort auf ASS einer kontinuierlichen
Variationsbreite zu unterliegen. Die Angaben zur Haufigkeit einer ASS-
Resistenz schwanken von 5 bis 40%, je nach untersuchter Population und Me-
thodik®. Es konnten in dieser Arbeit keine Hinweise darauf gefunden werden,
dass die gemessenen Unterschiede zwischen der ASS-Gruppe und den ande-
ren Gruppen darauf beruhen, dass wenige ,Therapieversager” die Statistik der
Gruppe 1 signifikant verandern, was sich in einer zweigipfeligen Verteilungskur-

ve aullern konnte. Diese hatte sicherlich als starker Hinweis auf eine ASS-
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Resistenz mancher Patienten gewertet werden konnen. Des Weiteren sollte die
Anwendung von Median und Variationsbreite in der Auswertung geeignet sein,
solche Effekte zu kompensieren, da wenige Ausreiler den Median nicht ent-
scheidend beeinflussen. Es konnte bei weiterer Betrachtung der Ergebnisse
auch keine Korrelation von beispielsweise hohen Werten fir die induzierte Ag-
gregation mit geringer Hemmung der CD62-Expression in der ASS-Gruppe
festgestellt werden, welches bei einer ASS-Resistenz sicherlich zu erwarten
gewesen ware. Es muss beachtet werden, dass die aul3erst geringe Patienten-
zahl in den Gruppen naturgemal} nicht geeignet ist, auf die Art der Haufigkeits-
verteilung genauere Hinweise zu liefern. Insgesamt fanden sich also keine Hin-
weise auf eine ASS-Resistenz mancher Patienten. Ausschliel3en liel3 sie sich

aber nicht.

4.9 In vitro Stimulation mit ADP/TRAP

In der vorliegenden Arbeit wurden die Messungen zum einen ohne und zum
anderen mit in vitro Stimulation mit ADP oder TRAP durchgeflihrt. Eine in vitro
Stimulation von Proben wird eingesetzt zur genaueren Untersuchung einer vo-
rangegangenen in vivo Aktivierung von Plattchen. Man geht davon aus, dass
dadurch auch eine leichte Aktivierung erfasst werden kann, die einer Messung
ohne Stimulation entgehen wirde. Normalerweise kommen Aktivatoren wie
ADP, TRAP 6 oder TRAP 14 zur Anwendung?®.

Thrombin ist ein wichtiger Aktivator von Thrombozyten in vivo und in vitro. An
menschlichen Thrombozyten wirkt Thrombin Uber die G-Protein gekoppelten
Rezeptoren Protease-activated Receptor-1 und 4 (PAR-1, PAR-4). Dabei spal-
tet Thrombin ein Stick vom N-terminalen Ende des Rezeptors ab und legt somit
ein neues N-terminales Ende frei. Dies kann nun an eine andere Domane des

Rezeptors binden und diesen damit aktivieren.

TRAP interagiert direkt mit dieser Domane und imitiert somit einen wichtigen

physiologischen Aktivierungsweg® ©’.
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Clopidogrel hemmt den thrombozytaren ADP-Rezeptor P2Y .. Sein Einfluss auf
die Aktivierung mit ADP ist somit leicht verstandlich. Unter BerUcksichtigung der
Tatsache, dass die thrombozytare Antwort auf eine Stimulation mit TRAP Uber
den P2Y,-Rezeptor moduliert wird, wird die Bedeutung dieses Rezeptors auch
bei einer nicht ADP induzierten Plattchenaktivierung und der Einfluss von Clo-
pidogrel auf die in vitro Stimulation mit TRAP deutlich®®. Somit erscheint der
teilweise beobachtete hemmende Einfluss einer Clopidogreltherapie auf eine in
vitro Stimulation mit ADP oder TRAP aufgrund seines Wirkmechanismus uber

eine entsprechende Rezeptorblockade verstandlich.

4.10 Ausblick

Wie auch diese Arbeit nahe legt, stellt die pharmakologische Beeinflussung der
CD62-Expression und der PLA-Bildung direkt oder indirekt Uber eine Hemmung
der Thrombozytensekretion einen wirkungsvollen therapeutischen Ansatz bei
peripherer Atherosklerose dar. Offensichtlich sind Substanzen wie Clopidogrel
hier wirksam. Eine aktuelle prospektive Studie bei Patienten nach Nierentrans-
plantation zeigt, dass Clopidogrel die PLA-Bildung wirkungsvoll hemmen

kann®®.

Prospektive Studien bei Patienten mit peripherer Atherosklerose mit dem Ziel,
die PLA-Bildung als Marker zu reduzieren und gleichzeitig klinische Endpunkte
zu erfassen, stehen derzeit noch aus, scheinen aber nun sicherlich sinnvoll. Die
aktuellen Therapiestrategien konnten so besser bewertet und gegebenenfalls

auch modifiziert werden.
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5 Zusammenfassung

Die Thrombozytenaktivierung, die PLA-Bildung via CD62, die Leukozytenakti-
vierung und die entzliindliche Aktivitat am Endothel nehmen in der heutigen pa-
thophysiologischen Vorstellung der peripheren Atherosklerose und ihrer Entste-
hung eine zentrale Rolle ein. In dieser Querschnittstudie wurden die PLA-
Bildung und Marker der Plattchen-, Leukozyten- und Endothelaktivierung
(PAC-1, CD62, Mac-1 und sICAM-1) bei 44 Patienten mit peripherer arterieller
Verschlusskrankheit unter Therapie mit ASS (n=17), Clopidogrel (n=12), ihrer
Kombination (n=8) oder ohne Therapie (n=7) und bei einer Kontrollgruppe, be-
stehend aus gesunden Probanden (n=9), untersucht. Die Messungen wurden
mittels Flowzytometrie im Vollblut ohne (baseline) und nach in vitro Stimulation
mit ADP oder TRAP und eines Immunoassays durchgefihrt. Die CD62-
Expression zeigte sich bei unbehandelten und mit ASS behandelten Patienten
ohne und nach Stimulation signifikant hoher als bei mit Clopidogrel oder mit ei-
ner Kombination aus ASS und Clopidogrel behandelten Patienten. Gleiches galt
fur die PLA-Bildung (Monozyten-Leukozyten-Aggregate). Die Mac-1-Expression
zeigte sich in den mit TRAP oder ADP stimulierten Proben unter einer Kombina-
tionstherapie aus ASS und Clopidogrel gegenluber Patienten ohne oder mit ASS
Monotherapie signifikant reduziert. Die sICAM-1-Plasmakonzentrationen waren
bei gesunden Probanden und bei antiaggregatorische behandelten Patienten
signifikant niedriger als bei unbehandelten Patienten. Die Werte unterschieden
sich dabei zwischen den verschiedenen antiaggregatorischen Therapien nur
unwesentlich. Dies ist die erste Studie, die zeigt, dass die PLA-Bildung bei Pati-
enten mit pAVK vermehrt ist und unter einer Therapie mit Clopidogrel gemindert

wird.
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6 Abstract

Formation of platelet-leukocyte aggregates via the CD62 ligand represents an
important mechanism by which leukocytes contribute to thrombotic events. In a
cross-sectional study, we investigated platelet-leukocyte aggregate formation
and markers indicative for platelet, leukocyte, and endothelial activation (CD62,
activated fibrinogen receptor glycoprotein lIb/IlIA [PAC-1], CD11b/CD18 [MAC-
1], and soluble intercellular adhesion molecule 1) in 44 patients with atheroscle-
rotic vascular disease and peripheral occlusions receiving clopidogrel (n=12),
aspirin (n=17), their combination (n=8), or no treatment (n=7), as well as in a
group of healthy subjects (n=9). Whole-blood flow cytometry was performed be-
fore (baseline) and after stimulation with thrombin receptor-activating peptide or
adenosine diphosphate. Both at baseline and after stimulation, untreated pa-
tients and those receiving aspirin monotherapy exhibited significantly higher
levels of platelet CD62 expression and had higher rates of platelet-leukocyte
aggregate formation when compared with patients receiving clopidogrel alone
or combined with aspirin. Up-regulation of MAC-1 on monocytes after stimula-
tion with thrombin receptor-activating peptide and adenosine diphosphate was
significantly lower in patients treated with clopidogrel and aspirin. Plasma levels
of soluble intercellular adhesion molecule 1 were significantly lower in the group
of healthy subjects when compared with those in untreated patients, whereas
intercellular adhesion molecule 1 levels in treated patients were similar for any
antiplatelet regimen but significantly lower than those in untreated patients. This
is the first report showing that platelet-leukocyte aggregate formation is en-
hanced in atherosclerotic vascular disease but was found to be reduced in pa-

tients receiving clopidogrel.
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8 Abkilrzungen und Synonyme

ADP

ASS

CD

CD62
COX
ENA-78

g

GP
GPIba
GP lIb/llla
ICAM / sICAM
IL

Mac-1
MCP
MIP-1a
PAC-1
PAF
PAR-1, PAR-4
pAVK
PF4

PLA

PPP

PRP
PSGL-1
PTA
RANTES

Adenosindiphosphat

Acetylsalicylsaure

Cluster of Differentiation

P-Selectin, PADGEM, GMP-140
Zyklooxygenase

Epithelial Neutrophil-Activating Protein-78
Erdbeschleunigung

Glykoprotein
Von-Willebrand-Faktor-Rezeptor
Fibrinogen-Rezeptor

(soluble) Intercellular Adhesion Molecule-1
Interleukin

CD11b/CD18

Monocyte Chemotactic Protein-1
Macrophage Inflammatory Protein-1a
Antikorper gegen aktivierten GPIIb/llla Rezeptor
Platelet Activating Factor
Protease-activated Receptor-1 und 4
Periphere arterielle Verschlusskrankheit
Platelet Factor 4
Plattchen-Leukozyten-Aggregat
Plattcharmes Plasma

Plattchenreiches Plasma

P-Selectin Glykoprotein Ligand 1
Perkutane transluminale Angioplastie
Regulated upon activation normal T cell expressed and

secreted



45

9 Literaturverzeichnis

' Deutsche Gesellschaft fiir Angiologie, Gesellschaft fiir GefaBmedizin: Leitlinien zur Diagnostik
und Therapie der arteriellen Verschlusskrankheit der Becken-Beinarterien, Stand Juli 2001.
VASA 2001 Aug Supplementum 57

2 Ross R.: Atherosclerosis--an inflammatory disease.

N Engl J Med. 1999 Jan 14;340(2):115-26.

® Koksch M, Zeiger F, Wittig K, Siegemund A, Reininger CB, Pfeiffer D, Ruehlmann C: Coagula-
tion, fibrinolysis and platelet P-selectin expression in peripheral vascular disease.

Eur J Vasc Endovasc Surg. 2001 Feb;21(2):147-54.

4 Zeiger F, Stephan S, Hoheisel G, Pfeiffer D, Ruehimann C, Koksch M.: P-Selectin expression,
platelet aggregates, and platelet-derived microparticle formation are increased in peripheral ar-
terial disease.

Blood Coagul Fibrinolysis. 2000 Dec;11(8):723-8.

® Woinke M, Zeiger F, Ruehlmann C, Pfeiffer D, Koksch M: Changes in signal transduction in
the platelets of patients with peripheral occlusive arterial disease.

Int Angiol. 2000 Dec;19(4):345-50.

® Koksch M, Zeiger F, Wittig K, Pfeiffer D, Ruehlmann C: Haemostatic derangement in ad-
vanced peripheral occlusive arterial disease.

Int Angiol. 1999 Dec;18(4):256-62.

" von Hundelshausen P, Weber KS, Huo Y, Proudfoot AE, Nelson PJ, Ley K, Weber C:
RANTES deposition by platelets triggers monocyte arrest on inflamed and atherosclerotic endo-
thelium.

Circulation. 2001 Apr 3;103(13):1772-7.

® Weyrich AS, Lindemann S, Zimmerman GA: The evolving role of platelets in inflammation.

J Thromb Haemost. 2003 Sep;1(9):1897-905.

® Marx N, Neumann FJ, Ott |, Gawaz M, Koch W, Pinkau T, Schomig A.: Induction of cytokine
expression in leukocytes in acute myocardial infarction.

J Am Coll Cardiol. 1997 Jul;30(1):165-70.

' Michelson AD, Barnard MR, Krueger LA, Valeri CR, Furman Ml.: Circulating monocyte-
platelet aggregates are a more sensitive marker of in vivo platelet activation than platelet sur-
face P-selectin: studies in baboons, human coronary intervention, and human acute myocardial
infarction.

Circulation. 2001 Sep 25;104(13):1533-7.

" Furman MI, Benoit SE, Barnard MR, Valeri CR, Borbone ML, Becker RC, Hechtman HB,
Michelson AD.: Increased platelet reactivity and circulating monocyte-platelet aggregates in pa-
tients with stable coronary artery disease.

J Am Coll Cardiol. 1998 Feb;31(2):352-8.

'2 Gawaz M.: Das Blutplattchen.

Thieme 1999

* Michelson AD, Furman ML.: Laboratory markers of platelet activation and their clinical signifi-
cance.

Curr Opin Hematol. 1999 Sep;6(5):342-8. Review.

" Arnaout MA.: Structure and function of the leukocyte adhesion molecules CD11/CD18.

Blood. 1990 Mar 1;75(5):1037-50. Review.

' Neumann FJ, Zohlnhofer D, Fakhoury L, Ott I, Gawaz M, Schomig A.: Effect of glycoprotein
lIb/llla receptor blockade on platelet-leukocyte interaction and surface expression of the leuko-
cglte integrin Mac-1 in acute myocardial infarction.

'® O'Brien KD, McDonald TO, Chait A, Allen MD, Alpers CE.: Neovascular expression of E-
selectin, intercellular adhesion molecule-1, and vascular cell adhesion molecule-1 in human
atherosclerosis and their relation to intimal leukocyte content.

Circulation. 1996 Feb 15;93(4):672-82.

" Gawaz M, Brand K, Dickfeld T, Pogatsa-Murray G, Page S, Bogner C, Koch W, Schomig A,
Neumann F.: Platelets induce alterations of chemotactic and adhesive properties of endothelial
cells mediated through an interleukin-1-dependent mechanism. Implications for atherogenesis.
Atherosclerosis. 2000 Jan;148(1):75-85.

'® Hiatt WR.: Medical treatment of peripheral arterial disease and claudication.



46

N Engl J Med. 2001 May 24;344(21):1608-21. Review.

' Spengel F, Deutsche Gesellschaft fiir Angiologie, 065/00, 14.01.2001, http://www.uni-
duesseldorf.de/WWW/AWMF/Il/index.html

% Schmitz G, Rothe G, Ruf A, Barlage S, Tschope D, Clemetson KJ, Goodall AH, Michelson
AD, Nurden AT, Shankey TV: European Working Group on Clinical Cell Analysis: Consensus
protocol for the flow cytometric characterisation of platelet function.

Thromb Haemost. 1998 May;79(5):885-96

2 Tarnok A, Mahnke A, Muller M, Zotz RJ: Rapid in vitro biocompatibility assay of endovascular
stents by flow cytometry using platelet activation and platelet-leukocyte aggregation.

Cytometry. 1999 Feb 15;38(1):30-9.

22’ Neumann FJ, Marx N, Gawaz M, Brand K, Ott |, Rokitta C, Sticherling C, Meinl C, May A,
Schomig A.: Induction of cytokine expression in leukocytes by binding of thrombin-stimulated
platelets.

Circulation. 1997 May 20;95(10):2387-94.

% Hamburger SA, McEver RP.: GMP-140 mediates adhesion of stimulated platelets to neutro-
phils.

Blood. 1990 Feb 1;75(3):550-4.

* Klinkhardt U, Graff J, Harder S.: Clopidogrel, but not abciximab, reduces platelet leukocyte
conjugates and P-selectin expression in a human ex vivo in vitro model.

Clin Pharmacol Ther. 2002 Mar;71(3):176-85.

% Klinkhardt U, Kirchmaier CM, Westrup D, Graff J, Mahnel R, Breddin HK, Harder S.: Ex vivo--
in vitro interaction between aspirin, clopidogrel, and the glycoprotein IIb/llla inhibitors abciximab
and SR121566A.

Clin Pharmacol Ther. 2000 Mar;67(3):305-13.

% Chronos NA, Wilson DJ, Janes SL, Hutton RA, Buller NP, Goodall AH.: Aspirin does not af-
fect the flow cytometric detection of fibrinogen binding to, or release of alpha-granules or ly-
sosomes from, human platelets.

Clin Sci (Lond). 1994 Nov;87(5):575-80.

" Galt SW, McDaniel MD, Ault KA, Mitchell J, Cronenwett JL.: Flow cytometric assessment of
platelet function in patients with peripheral arterial occlusive disease.

J Vasc Surg. 1991 Dec;14(6):747-55; discussion 755-6.

% Robless PA, Okonko D, Lintott P, Mansfield AO, Mikhailidis DP, Stansby GP.: Increased
platelet aggregation and activation in peripheral arterial disease.

Eur J Vasc Endovasc Surg. 2003 Jan;25(1):16-22.

% Grau AJ, Ruf A, Vogt A, Lichy C, Buggle F, Patscheke H, Hacke W.: Increased fraction of
circulating activated platelets in acute and previous cerebrovascular ischemia.

Thromb Haemost. 1998 Aug;80(2):298-301.

% | indmark E, Tenno T, Siegbahn A.: Role of platelet P-selectin and CD40 ligand in the induc-
tion of monocytic tissue factor expression.

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2000 Oct;20(10):2322-8.

" Rinder CS, Bonan JL, Rinder HM, Mathew J, Hines R, Smith BR.: Cardiopulmonary bypass
induces leukocyte-platelet adhesion.

Blood. 1992 Mar 1;79(5):1201-5.

%2 7ahler S, Massoudy P, Hartl H, Hahnel C, Meisner H, Becker BF.: Acute cardiac inflammatory
responses to postischemic reperfusion during cardiopulmonary bypass.

Cardiovasc Res. 1999 Mar;41(3):722-30.

%% Ott I, Neumann FJ, Gawaz M, Schmitt M, Schomig A.: Increased neutrophil-platelet adhesion
in patients with unstable angina.

Circulation. 1996 Sep 15;94(6):1239-46.

% 0Ott I, Neumann FJ, Kenngott S, Gawaz M, Schomig A.: Procoagulant inflammatory responses
of monocytes after direct balloon angioplasty in acute myocardial infarction.

Am J Cardiol. 1998 Oct 15;82(8):938-42.

3 May AE, Neumann FJ, Gawaz M, Ott |, Walter H, Schomig A.: Reduction of monocyte-platelet
interaction and monocyte activation in patients receiving antiplatelet therapy after coronary stent
implantation.

Eur Heart J. 1997 Dec;18(12):1913-20.

% Storey RF, Judge HM, Wilcox RG, Heptinstall S.: Inhibition of ADP-induced P-selectin ex-
pression and platelet-leukocyte conjugate formation by clopidogrel and the P2Y12 receptor an-
tagonist AR-C69931MX but not aspirin.



47

Thromb Haemost. 2002 Sep;88(3):488-94.

¥ Rinder HM, Bonan JL, Rinder CS, Ault KA, Smith BR.: Dynamics of leukocyte-platelet adhe-
sion in whole blood.

Blood. 1991 Oct 1;78(7):1730-7.

¥ Rinder HM, Bonan JL, Rinder CS, Ault KA, Smith BR.: Activated and unactivated platelet ad-
hesion to monocytes and neutrophils.

Blood. 1991 Oct 1;78(7):1760-9.

% Sheikh S, Nash GB.: Continuous activation and deactivation of integrin CD11b/CD18 during
de novo expression enables rolling neutrophils to immobilize on platelets.

Blood. 1996 Jun 15;87(12):5040-50.

*2 Simon DI, Chen Z, Xu H, Li CQ, Dong J, Mclntire LV, Ballantyne CM, Zhang L, Furman M|,
Berndt MC, Lopez JA.: Platelet glycoprotein ibalpha is a counterreceptor for the leukocyte in-
tegrin Mac-1 (CD11b/CD18).

J Exp Med. 2000 Jul 17;192(2):193-204.

*" Murphy RT, Foley JB, Crean P, Walsh MJ.: Reciprocal activation of leukocyte-endothelial ad-
hesion molecules in acute coronary syndromes.

Int J Cardiol. 2003 Aug;90(2-3):247-52.

“2 Fiotti N, Giansante C, Ponte E, Delbello C, Calabrese S, Zacchi T, Dobrina A, Guarnieri G.:
Atherosclerosis and inflammation. Patterns of cytokine regulation in patients with peripheral ar-
terial disease.

Atherosclerosis. 1999 Jul;145(1):51-60.

*3 ExPASY (Expert Protein Analysis System).
http://au.expasy.org/cgi-bin/niceprot.pl?P05362#ref, 2004 Mar.

4 Tyagi S, Nicholson-Weller A, Barbashov SF, Tas SW, Klickstein LB.: Intercellular adhesion
molecule 1 and beta2 integrins in C1g-stimulated superoxide production by human neutrophils:
an example of a general regulatory mechanism governing acute inflammation.

Arthritis Rheum. 2000 Oct;43(10):2248-59.

** Ohno N, Ichikawa H, Coe L, Kvietys PR, Granger DN, Alexander JS.: Soluble selectins and
ICAM-1 modulate neutrophil-endothelial adhesion and diapedesis in vitro.

Inflammation. 1997 Jun;21(3):313-24.

46 Gearing AJ, Newman W. Related: Circulating adhesion molecules in disease.

Immunol Today. 1993 Oct;14(10):506-12. Review.

4 Pigott R, Dillon LP, Hemingway IH, Gearing AJ.: Soluble forms of E-selectin, ICAM-1 and
VCAM-1 are present in the supernatants of cytokine activated cultured endothelial cells.
Biochem Biophys Res Commun. 1992 Sep 16;187(2):584-9.

*® Davies MJ, Gordon JL, Gearing AJ, Pigott R, Woolf N, Katz D, Kyriakopoulos A.: The expres-
sion of the adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1, PECAM, and E-selectin in human atheroscle-
rosis.

J Pathol. 1993 Nov;171(3):223-9.

*9 Roebuck KA, Finnegan A.: Regulation of intercellular adhesion molecule-1 (CD54) gene ex-
pression.

J Leukoc Biol. 1999 Dec;66(6):876-88. Review.

%0 Ballantyne CM, Entman ML.: Soluble adhesion molecules and the search for biomarkers for
atherosclerosis.

Circulation. 2002 Aug 13;106(7):766-7.

*" Pradhan AD, Rifai N, Ridker PM.: Soluble intercellular adhesion molecule-1, soluble vascular
adhesion molecule-1, and the development of symptomatic peripheral arterial disease in men.
Circulation. 2002 Aug 13;106(7):820-5.

%2 Mueck AO, Seeger H, Wallwiener D.: Further evidence for direct vascular actions of statins:
effect on endothelial nitric oxide synthase and adhesion molecules.

Exp Clin Endocrinol Diabetes. 2001;109(3):181-3.

5 Murphy RT, Foley JB, Mulvihill N, Crean P, Walsh MJ.: Impact of preexisting statin use on
adhesion molecule expression in patients presenting with acute coronary syndromes.

Am J Cardiol. 2001 Feb 15;87(4):446-8, A6.

> Reininger CB, Graf J, Reininger AJ, Spannagl M, Steckmeier B, Schweiberer L.: Increased
platelet and coagulatory activity indicate ongoing thrombogenesis in peripheral arterial disease.
Thromb Res. 1996 Jun 15;82(6):523-32.

°® Breddin HK, Harder S.: [The value of platelet function tests]

Vasa. 2003 Aug;32(3):123-9. Review. German.



48

% Storey RF, Sanderson HM, White AE, May JA, Cameron KE, Heptinstall S.: The central role
of the P(2T) receptor in amplification of human platelet activation, aggregation, secretion and
procoagulant activity.

Br J Haematol. 2000 Sep;110(4):925-34.

" Collaborative overview of randomised trials of antiplatelet therapy--I: Prevention of death,
myocardial infarction, and stroke by prolonged antiplatelet therapy in various categories of pa-
tients. Antiplatelet Trialists' Collaboration.

BMJ. 1994 Jan 8;308(6921):81-106. Erratum in: BMJ 1994 Jun 11;308(6943):1540.

%8 Goldhaber SZ, Manson JE, Stampfer MJ, LaMotte F, Rosner B, Buring JE, Hennekens CH.:
Low-dose aspirin and subsequent peripheral arterial surgery in the Physicians' Health Study.
Lancet. 1992 Jul 18;340(8812):143-5.

* CAPRIE Steering Committee: A randomised, blinded, trial of clopidogrel versus aspirin in pa-
tients at risk of ischaemic events (CAPRIE)..

Lancet. 1996 Nov 16;348(9038):1329-39.

% Bellavance A.: Efficacy of ticlopidine and aspirin for prevention of reversible cerebrovascular
ischemic events. The Ticlopidine Aspirin Stroke Study.

Stroke. 1993 Oct;24(10):1452-7.

®1 Savi P, Labouret C, Delesque N, Guette F, Lupker J, Herbert JM.: P2y(12), a new platelet
ADP receptor, target of clopidogrel.

Biochem Biophys Res Commun. 2001 May 4;283(2):379-83.

%2 Trumel C, Payrastre B, Plantavid M, Hechler B, Viala C, Presek P, Martinson EA, Cazenave
JP, Chap H, Gachet C.: A key role of adenosine diphosphate in the irreversible platelet aggre-
gation induced by the PAR1-activating peptide through the late activation of phosphoinositide 3-
kinase.

Blood. 1999 Dec 15;94(12):4156-65.

% Gum PA, Kottke-Marchant K, Welsh PA, White J, Topol EJ.: A prospective, blinded determi-
nation of the natural history of aspirin resistance among stable patients with cardiovascular dis-
ease.

J Am Coll Cardiol. 2003 Mar 19;41(6):961-5.

 Gum PA, Kottke-Marchant K, Poggio ED, Gurm H, Welsh PA, Brooks L, Sapp SK, Topol EJ.:
Profile and prevalence of aspirin resistance in patients with cardiovascular disease.

Am J Cardiol. 2001 Aug 1;88(3):230-5.

% Bhatt DL.: Aspirin resistance: more than just a laboratory curiosity.

J Am Coll Cardiol. 2004 Mar 17;43(6):1127-9.

% Brass LF.: Thrombin and platelet activation.

Chest. 2003 Sep;124(3 Suppl):18S-25S. Review.

®” Sambrano GR, Weiss EJ, Zheng YW, Huang W, Coughlin SR.: Role of thrombin signalling in
platelets in haemostasis and thrombosis.

Nature. 2001 Sep 6;413(6851):74-8.

% J. Graff, U Klinkhardt, J. Gossmann, O. Wahl, S. Harder: Effects of p2y12 inhibition on plate-
let function in renal transplant patients.

Clinical Pharmacology and Therapeutics 2004, Vol. 75,(2), 7



	Einleitung
	Material und Methoden
	Patienten
	Diagnose
	Antiaggregatorische Therapie
	Ein- und Ausschluss
	Proben
	Thrombozytenaggregation
	Flowzytometrie
	Messung der ICAM-1 Konzentration
	Statistische Auswertung

	Ergebnisse
	Patientenkollektiv
	Thrombozytenaggregation
	PAC-1-Expression
	CD62-Expression
	PLA-Bildung
	Mac-1-Expression
	sICAM-1-Plasmakonzentrationen

	Diskussion
	Studiendesign
	CD62
	PLA-Bildung
	Mac-1
	sICAM-1
	PAC-1
	Induzierte Thrombozytenaggregation
	Vergleich von Clopidogrel und ASS
	In vitro Stimulation mit ADP/TRAP
	Ausblick

	Zusammenfassung
	Abstract
	Danksagung
	Abkürzungen und Synonyme
	Literaturverzeichnis

