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Plattchenfunktionstestung: Erwartung und Realitat

Kurzfassung: Innerhalb des vergangenen Jahr-
zehnts haben die Variabilitdt in der antithrom-
botischen Wirkung von Clopidogrel und ihre kli-
nischen Auswirkungen groe Bedenken hervor-
gerufen. Durchschnittlich haben 25 % der Pati-
enten (bis zu 50 %, abhangig vom verwendeten
Assay) eine hohe Thrombozytenreaktivitét trotz
Behandlung (,high on treatment platelet reacti-
vity”, HTPR). Das Ausmall der Hemmung der
Plattchenaggregation durch Clopidogrel kann
durch Laboruntersuchungen festgestellt werden.

Die vorliegende Arbeit fokussiert auf den Ein-
satz von unterschiedlichen Testsystemen, die ftir

B. Akca, J. M. Siller-Matula

das Uberwachen der Wirkung von Thrombo-
zytenaggregationshemmern zur Verfiigung ste-
hen.

Schliisselwarter: Clopidogrel, Thrombozyten-
aggregationshemmer,  Thrombozytenfunktions-
messung, Aggregometrie, VerifyNow™, PFA-100,
VASP

Abstract: Platelet Function Testing: Expec-
tations and Reality. Within the last decade the
variability in the antiplatelet effect of clopido-
grel and its clinical impact has caused major

concerns. On average, 25% of patients (up to
50%, depending on the assay used) have high
platelet reactivity despite treatment (high on
treatment platelet reactivity, HTPR). The degree
of clopidogrel induced platelet inhibition can be
determined by laboratory tests. The current re-
view focuses on the use of different test systems
for monitoring of the effect of antiplatelet
agents. J Kardiol 2013; 20 (5-6): 160-7.

Key words: clopidogrel, platelet aggregation in-
hibitors, platelet function measurement, aggre-
gometry, VerifyNow™, PFA-100, VASP

¥ Einleitung

Clopidogrel, ein Thienopyridin-Inhibitor der zweiten Genera-
tion, der den P2Y ,-Rezeptor irreversibel blockiert, ist ein
Prodrug und wird durch das Cytochrom P450 (CYP450) in
der Leber metabolisiert [1]. Clopidogrel erfordert eine kom-
plexe enterale und hepatische Bio-Aktivierung. Nach der Ab-
sorption wird ein groBer Teil von Clopidogrel (bis zu 90 %)
durch die Esterase-1 zu dem inaktiven Karbonsdurederivat
SR26334 verstoffwechselt. Die hepatische Umwandlung von
Clopidogrel in seinen aktiven Metaboliten, R-130964, ist
ein zweistufiger Prozess, der iiber die Bildung von 2-Oxo-
Clopidogrel erfolgt. In diesen beiden Schritten scheint das
CYP2C19 die bedeutendste Rolle zu haben, mit geringe-
rer Beteiligung von CYP2B6, CYP1A2, CYP3A4/AS5 und
CYP2C9 [2]. Die maximale Hemmung der Thrombozyten-
aggregation von 40-60 % wird erst innerhalb von 2-6 Stun-
den nach der Verabreichung von 600 mg Clopidogrel erreicht,
was die umfangreiche hepatische Metabolisierung der Pro-
drug widerspiegelt.

@ Die Variabilitat der Clopidogrel-Wirkung

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Clopidogrel-indu-
zierte Thrombozytenaggregationshemmung zwischen den
Patienten deutlich variiert [3-5]. Die Messungen der Throm-
bozytenfunktion bei Patienten unter Clopidogrel-Behandlung
haben gezeigt, dass durchschnittlich 25 % der Patienten (bis
zu 50 %, abhidngig vom verwendeten Assay) trotz Behand-
lung eine hohe Thrombozytenreaktivitit aufweisen (,,high on
treatment platelet reactivity, HTPR). Zu den Faktoren, die mit
der Variabilitit der Clopidogrel-Wirkung assoziiert sind, zéh-
len klinische und genetische Variablen sowie Arzneimittel-
interaktionen. Dies weist auf ihre multifaktorielle Natur hin.
Zu den wichtigsten klinischen Faktoren zihlen Diabetes mel-
litus, akutes Koronarsyndrom (ACS), erhohter Body-mass-
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Index (BMI), Niereninsuffizienz, Alter, reduzierte links-
ventrikuldre Funktion (LVF) sowie generalisierte Entziindun-
gen [6-9]. Arzneimittelwechselwirkungen konnen ebenfalls
die Ursache fiir die Variabilitdt im Ansprechen auf die Clopi-
dogrel-Therapie sein. Besonders CYP2C19- und CYP3A4-
hemmende Medikamente wie Kalzium-Kanalblocker, Proto-
nenpumpenhemmer (Omeprazol und Esomeprazol), Vitamin-
K-Antagonisten, lipophile Statine, Ketoconazol konnen die
Wirksamkeit von Clopidogrel reduzieren [8, 10-17]. Da Clo-
pidogrel eine hepatische Bio-Aktivierung erfordert, spielen
auch genetische Polymorphismen der CYP-Isoenzyme in der
inter-individuellen Variabilitét seiner Wirkung eine Rolle. Die
wichtigsten Auswirkungen haben der CYP2C19-Polymor-
phismus und, in geringerem Ausmaf, die anderen Enzym-
Polymorphismen [18].

B Assoziation zwischen der Variabilitat des
Ansprechens auf Clopidogrel und dem
klinischen Outcome

Das unzureichende Ansprechen auf Clopidogrel wurde zum
ersten Mal vor einem Jahrzehnt beschrieben. Seither gibt es
diesbeziiglich eine gro3e Menge an Daten. Mehr als 40 Stu-
dien mit iiber 20.000 Patienten zeigen einen klaren Zusam-
menhang zwischen vermindertem Ansprechen auf Clopido-
grel und ischdmischen Ereignissen. Die stirkste Assoziation
wurde zwischen schlechtem Ansprechen auf Clopidogrel und
kurzfristigen thrombotischen Ereignissen, insbesondere
Stentthrombosen, gefunden (OR: 2-10) [19-25]. Mehr als 30
Studien bestitigen, dass die ADP-induzierte Thrombozyten-
aggregation den besten etablierten Marker zur Vorhersage von
ischamischen Ereignissen in Clopidogrel-,.low*- oder -,,non-
respondern® darstellt [3, 26-28]. Mehr als 20 ,,Outcome*-
Studien, einschlieBlich EXCELSIOR, CLEAR-PLATELETS,
POPULAR und RECLOSE 2-ACS, zeigen deutlich, dass eine
einzige Thrombozytenfunktionsmessung durch die Licht-
Transmissions-Aggregometrie (LTA) bei Patienten nach einem
elektiven oder akuten Koronarstenting ungiinstige Ereignisse
prognostiziert [29-32].

Ahnliche Ergebnisse wurden mit der neuen Generation des
Impedanzaggregometrie-Tests (Multiplate) in multiplen Stu-
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dien wie z. B. PEGASUS-PCI gezeigt [19, 21, 33-37]. Weite-
re Studien mit dem Einsatz von VerifyNow™ wie ARMYDA-
PRO und POPULAR bestitigen den Zusammenhang zwi-
schen unzureichendem Ansprechen auf Clopidogrel und er-
hohtem Risiko fiir kardiale ischdmische Ereignisse wéhrend
eines kurz- und langfristigen Follow-up [29, 38-40]. Ahnli-
ches wurde fiir den durchflusszytometrischen VASP-Assay
berichtet [41, 42].

Einige der neueren Studien postulieren, dass es moglicher-
weise ein therapeutisches Fenster fiir die P2Y,,-Rezeptorblo-
cker gibt. Das bedeutet, dass eine hohe Thrombozytenreakti-
vitdt trotz einer Behandlung (HTPR) bei Clopidogrel-,low-
respondern® auftritt und mit thrombotischen Ereignissen
assoziiert ist. Im Gegensatz dazu konnte eine niedrige Throm-
bozytenreaktivitdt nach einer Behandlung (,,Jow on treatment
platelet reactivity*, LTPR), wie sie in ,,super-respondern® vor-
kommt, mit Blutungen korrespondieren.

Dementsprechend hat eine Reihe von Berichten einen klaren
Zusammenhang zwischen einem verstdrkten Ansprechen auf
Clopidogrel oder Prasugrel und einem erhohten Blutungs-
risiko gezeigt. Die groBte Studie, die diesen Zusammenhang
untersuchte, wurde mit 2533 Patienten, die sich einer PCI
unterzogen hatten, durchgefiihrt. Sie hat gezeigt, dass eine
,super-response auf Clopidogrel — beurteilt durch die Multi-
plate-Analyse — schwere Blutungen wihrend des Kranken-
hausaufenthaltes mit einer Odds Ratio (OR) von 3,5 vorhersa-
gen konnte [34, 35]. Andere Studien mit dem VerifyNow™-
Test, der VASP-Analyse oder der LTA fanden ebenfalls eine
(nicht-signifikante) Korrelation zwischen einer ,,super-res-
ponse‘“-Rate auf P2Y ,-Rezeptorblocker und einem erhohten
Blutungsrisiko [31, 43, 44]. Zum besseren Verstidndnis der
klinischen Bedeutung muss dieser Zusammenhang noch in
weiteren Studien bestétigt werden.

¥ Phanotypisierung: Einsatz von Testsyste-
men fiir die Beurteilung der Wirkung der
Thrombozyten-Aggregationshemmer

Der Ausmall der Hemmung der Plédttchenaggregation durch
Clopidogrel kann durch Laboruntersuchungen nachgewiesen
werden und entspricht dem Phénotyp des Ansprechens. Un-
terschiedliche kommerzielle Testsysteme stehen fiir die Uber-
wachung der Wirkung von Thrombozyten-Aggregationshem-
mern zur Verfiigung. Der ideale Test sollte einfach durchzu-
filhren, schnell, gut reproduzierbar und kosteneffektiv sein
und prognostische Informationen iiber das Risiko von ischi-
mischen Ereignissen liefern. Leider gibt es einen solchen Test
im Moment nicht. Verschiedene Tests charakterisieren be-
stimmte biologische Signalwege der Thrombozytenaktivie-
rung; jeder hat spezifische Vor- und Nachteile, da kein einzi-
ger Test die Komplexitit der Thrombozytenbiologie erfasst.
Das Ausmall der antithrombotischen Wirkung von Arznei-
stoffen kann aber prinzipiell durch die Verwendung von PIitt-
chenaggregometrie, Durchflusszytometrie, scherabhingigen
Analysen sowie durch Thrombozytenauszihlung quantifiziert
werden.

Die grofite Einschriankung der Tests, die zur Phdnotypisierung
verwendet werden, ist der Mangel an Konsens iiber den opti-

malen ,,cut-off* zur Definition einer erhohten Thrombozyten-
reaktivitit trotz Behandlung (HTPR). Dementsprechend gibt
es auch Unterschiede in der Definition von HTPR, die in der
Literatur als Clopidogrel-Resistenz, ,,non-“, ,,poor-, ,,low-*
oder ,,hypo-responsiveness bezeichnet wird.

Ein weiteres Problem bei der Plittchenfunktionspriifung er-
gibt sich daraus, dass einige Faktoren die Ergebnisse beein-
flussen konnen. Zu den Wichtigsten zihlen technische (das
verwendete Antikoagulans) und chemische Faktoren (der ein-
gesetzte Agonist und dessen Konzentration) [45]. Die Hem-
mung der Thrombozytenfunktion hingt auch vom Zeitpunkt
der Arzneimitteleinnahme bis zur Blutentnahme ab und es
bleibt weiterhin unklar, ob einzelne oder serielle Messungen
erforderlich sind [46—48]. Basierend auf diesen Aspekten ist
eine bessere Standardisierung der Techniken zwingend erfor-
derlich.

Thrombozyten-Aggregometrie

Die Thrombozyten-Aggregometrie ist ein Plittchenfunktions-
test, basierend auf der Stimulierung der Thrombozyten-
Aggregation mit verschiedenen Agonisten. Dieser kann ver-
wendet werden, um die Plattchenhemmung durch Thrombo-
zytenfunktionshemmer zu iiberwachen. Es stehen zwei ver-
schiedene Techniken zur Verfiigung: die optische Aggrego-
metrie und die Impedanzaggregometrie.

Licht-Transmissions-Aggregometrie (LTA)

Die Licht-Transmissions-Aggregometrie (andere Benennun-
gen: optische oder turbidimetrische Aggregometrie; Lumi
Aggregometer [Chrono-log]) war bis vor Kurzem der meist
verwendete Thrombozytenfunktionstest. Hierbei wird das
Zitratblut zentrifugiert, um pléttchenreiches (,,platelet rich
plasma®, PRP) und plittchenarmes Plasma (,,platelet poor
plasma®, PPP) vorzubereiten. In den meisten Laboratorien
liegt der zu erreichende Wert fiir die Thrombozytenzahl im
PRP bei 250.000/ul. Die Lichtmenge, die durch das PPP geht,
wird definiert als 100%ige Aggregation, das durch das PRP
durchgelassene Licht wird als 0%ige Aggregation gedeutet
[49]. Um die Hemmung des P2Y ,-Rezeptors durch seine
Inhibitoren zu detektieren, wird Adenosindiphosphat (ADP)
zugegeben, die Anderung der Lichtdurchlissigkeit wird in
elektronische Signale umgewandelt. Die verwendeten Para-
meter sind die maximale Aggregation und die endgiiltige
Aggregation, die in Prozenten ausgedriickt werden.

Der wichtigste Vorteil der optischen Aggregometrie ist eine
grofle Menge von Daten, die eine gute Korrelation zwischen
den Ergebnissen und den unerwiinschten Ereignissen liefern.
Die Nachteile sind die zeitraubenden Zentrifugationsschritte,
variable Reproduzierbarkeit, grofle erforderliche Probenvolu-
mina und eine langwierige Bearbeitungszeit. Dies erfordert
hohe technische Fédhigkeiten.

Der am meisten vorgeschlagene Normalwert (ohne den
P2Y,,-Rezeptorblocker) fiir die maximale ADP-induzierte-
Aggregation betrdgt > 70 %. Dennoch hingt der ,,cut-off* von
der ADP-Konzentration und der Verwendung der maximalen
oder endgiiltigen Aggregation ab. Die LTA prognostiziert
ischdmische Ereignisse mit einer Sensitivitidt von 60-79 %
und einer Spezifitit von 59-82 % sowie mit einer AUC
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(Flache unter der ROC-Kurve) von 0,73-0,85 % und einem
OR von 3-35 [3, 5, 25, 29, 50, 51]. Es wurde ebenfalls berich-
tet, dass eine gute Voraussage von Stentthrombosen mit der
LTA moglich ist (OR = 3-6; AUC: 0,70; Sensitivitit: 70 %,
Spezifitit: 68 %) [20, 22, 24, 25]. Zwei Studien zeigen, dass
die LTA auch Blutungen vorhersagt [31, 52].

Impedanzaggregometrie: Multiple-Elektroden-
Aggregometrie (MEA)

Die MEA ist eine Impedanzaggregometrie der neuen Genera-
tion, die zur Messung der Thrombozyten-Aggregation im Voll-
blut eingesetzt wird (Multiplate Analyzer, Roche, Miinchen,
Deutschland). Das System erfasst durch zwei unabhingige
Oberflichenelektroden in der Messzelle die elektrische Im-
pedanzinderung, die aufgrund der Adhision und Aggregation
von Blutplittchen zustande kommt [17, 53, 54]. Fiir den
Nachweis der Wirkung von Clopidogrel kénnen als Agonisten
Adenosindiphosphat (ADP) oder Adenosindiphosphat + Pros-
taglandin E1 (ADP + PGE1) verwendet werden. Einige
Arbeiten zeigen, dass die Thrombozytenaggregation, die
durch ADP + PGEI induziert wurde, dem ADP-Test in Bezug
auf die Identifizierung von ,,low-respondern® iiberlegen ist
[55, 56]. Eine Verdiinnung aus mit Hirudin antikoaguliertem
Vollblut und 0,9 % NaCl wird in der Messzelle geriihrt,
ADP + PGE1 oder ADP alleine werden dazu gegeben, die
Zunahme der elektrischen Impedanz wird als die Fldche unter
der Kurve (AUC) ausgedriickt.

Das MEA-Analysegerit ermoglicht zwei Ausdrucksweisen
des AUC: einerseits als AU * min (willkiirliche Aggregations-
einheiten) oder als U (Units). 10 AU * min entsprechen 1U.
Die Empfehlung zur Expression der AUC als U wurde vom
Hersteller eingefiihrt, um die Ergebnisse durch eine einfache-
re Einheit (U anstelle von AU * min) und auch durch kleinere
Zahlen vereinfacht darzustellen. Zugegebenermaflen fiihrt
dies zu einer leichten Verwirrung in der Literatur.

Zu den Vorteilen der MEA zihlen: Halbautomatisierung,
Doppelmessung als interne Kontrolle, Verwendung von Voll-
blut, kurze Durchlaufzeiten (auch in weniger gelibten Hin-
den), schnelle Ergebnislieferung, gute Reproduzierbarkeit
und geringe erforderliche Probenvolumina.

Eine gute Reproduzierbarkeit der MEA wurde berichtet (< 6 %
Variabilitdt) [57]. Der Normalwert der ADP-induzierten
Aggregation (ohne P2Y,-Rezeptorblocker) betrigt > 46—
50 U. Die ADP-induzierte Aggregation von > 46—48 U und
die ADP + PGE1-induzierte Aggregation von >48-54 U stell-
ten sich hinsichtlich der Vorhersagbarkeit von Stentthrombo-
sen als am empfindlichsten heraus [19, 21, 33]. Die Voraus-
sagewert von MEA hinsichtlich Stentthrombosen ist hoch
(OR = 9-37; Flidche unter der ROC-Kurve: 0,78-0,92; Sensi-
tivitdt: 70-90 %; Spezifitit: 84—100 %) [19, 21, 33]. AuBer-
dem wurde berichtet, dass MEA schwere Blutungen vorher-
sagen kann (Fldche unter der ROC-Kurve: 0,61-0,74; Sensiti-
vitit: 72-77 %; Spezifitit: 62-66 %) [34, 35, 58, 59].

VerifyNow ™

Der VerifyNow™-Test (Accumetrics, San Diego, USA) istein
optisches System, das durch die Anwendung vom Vollblut die
Agonisten-induzierte Aktivierung von Thrombozyten, wel-
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che an Fibrinogen beschichtete Polystyrolkugel binden,
misst. Wenn die Thrombozyten-Kugel-Komplexe aus der Lo-
sung fallen, erhoht sich die Lichtdurchldssigkeit fiir Infrarot.
Auferdem wird PGE1 verwendet, um den ADP-vermittelten
intrazellulidren Kalziumspiegel zu unterdriicken, was die Wir-
kung von P2Y, verringert. Dadurch wird der Assay mehr sen-
sitiv und spezifisch fiir die P2Y,,-Hemmung. Der Test gibt die
Ergebnisse als P2Y ,-Reaktions-Units (PRU) wieder [60].

Folgende Vorteile des VerifyNow™-Tests sind zu nennen:
Automatisierung, Verwendung von Vollblut, gute Reprodu-
zierbarkeit, ,,bed-side““-Einsatz und Verwendung von kleinen
Blutvolumina. Allerdings sind die Test-Kits teuer.

Der Normalwert (ohne P2Y,-Rezeptorblocker) betrigt > 235
PRU. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass mit einem
Cut-off-Wert von > 208 eine bessere Erfassung von klini-
schen Clopidogrel-,,low-,, oder ,,-non-respondern* moglich
ist [61-63]. VerifyNow™ kann MACE (,,major adverse car-
diac events®) vorhersagen (OR = 1-6,5; Flidche unter der
ROC-Kurve: 0,56-0,87; Sensitivitit: 60-80 %; Spezifitit:
63-92 % [38, 43, 64]. In einer Studie prognostizierte
VerifyNow™ auch starke Blutungen (OR =0,94; AUC = 0,84;
Sensitivtit: 81 %; Spezifitit: 80 %) [43].

VASP-Phosphorylierung

Das VASP-Phosphorylierungs-Assay (Vasodilatator-stimu-
liertes Phosphoprotein; BioCytex, Marseille, Frankreich) ist
die spezifischste Untersuchung zur Quantifizierung der
pharmakodynamischen Wirkung von Clopidogrel [65]. VASP
misst die Hemmung des P2Y ,-Rezeptors und seine intrazel-
luldre Signalweiterleitung — die Phosphorylierung von VASP
[66, 67]. Die Blutproben werden in Natriumzitrat-Roéhrchen
gesammelt und in vitro mit ADP und/oder PGE1 vor der
Fixierung inkubiert. Nach 10 Minuten sind die Blutplittchen
permeabilisiert; sie werden zuerst mit einem monoklonalen
Antikorper gegen Serin 239-phosphoryliertes VASP (Klon
16C2) oder dessen Isotop markiert, gefolgt von einem
Fluorescein-Isothiozyanat- (FITC-) konjugierten polyklona-
len Ziegen-Anti-Maus-Antikorper. Die mittlere Fluoreszenz-
intensitdt (MFI) wird unter Verwendung eines Durchfluss-
zytometers bestimmt. Die Thrombozytenreaktivitit wird als
Thrombozytenreaktivitéits-Index (,,platelet reactivity index*,
PRI) ausgedriickt. Dieser wird aus der Formel

PRI%=[(GMFI(PGE])~GMFI(PGEI + ADPYGMFI(PGEI)] x100

berechnet.

Die VASP-Analyse ist derzeit die einzige Untersuchung, die
in der Lage ist, das Ausmal} der P2Y,-Rezeptorhemmung
ohne den Einfluss des P2Y,-Rezeptors zu bewerten. Daher
kann der Test auch verwendet werden, wenn gleichzeitig zu
den P2Y,,-Antagonisten sogenannte GPIIb/IIIa- Antagonisten
eingesetzt werden (Abciximab, Tirofiban oder Eptifibatid).
Auflerdem kann die Messung noch innerhalb von 48 Stunden
nach der Probeentnahme durchgefiihrt werden. Die Nachteile
sind: eine Reihe von Vorbereitungen (Fixierung des Blutes,
Detergenz-Lyse von Blutplittchen) und Reagenzien (PGEI,
VASP-Antikorper) sind notig, FACS-Gerite und erfahrenes
Laborpersonal miissen vorhanden sein. Dariiber hinaus ist
berichtet worden, dass das VASP-Assay relativ unempfindlich
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fiir eine geringe P2Y,,-Rezeptorhemmung ist, wodurch die
Rezeptorhemmung bei solchen Patienten unterschitzt wird
[68]. Die logistischen Anforderungen, die mit dem VASP-
Assay assoziiert sind, erschweren die Anwendung in der tig-
lichen Praxis.

Das VASP-Assay verfiigt iiber eine hohe Reproduzierbarkeit
— selbst nach wiederholten Tests der gleichen Probe iiber 24
Stunden; der Variationskoeffizient fiir die doppelte Analyse
betrug nur 5 % [69, 70]. Der Normalwert (ohne P2Y ,-Re-
zeptorblocker) des PRI betrigt 69-100 %. PRI-Werte von
> 42-62 % waren am empfindlichsten in Bezug auf die Vor-
hersagbarkeit von ischimischen Ereignissen [67, 71, 72]. Ein
positives VASP-Testergebnis entsprach einem OR = 1,04-
11,18, eine Stentthrombose oder MACE (Fliche unter der
ROC-Kurve: 0,55-0,79) zu erleiden, mit einer hohen Sensiti-
vitdt (70-100 %), aber einer geringen Spezifitit (25-37 %)
[21, 33, 72].

Plattchenfunktionsanalyzer (PFA-100)

Der PFA-100 (Dade Behring, Marburg, Deutschland) misst
die Zeit, die fiir den Verschluss durch ein Blutgerinnsel (,,clo-
sure time*, CT) unter hohen Scherraten (5000-6000s™") beno-
tigt wird. Darum wird ein konstantes Vakuum von 40 mbar im
System aufrechterhalten, das den Druck in der Kapillare imi-
tiert. Das Instrument aspiriert unter konstantem Vakuum durch
eine Kapillare und eine mikroskopische Offnung (147 um) in
der Membran Blut aus der Blutprobe. Die hohen Scherraten
induzieren Gerinnselbildungen [73]. Zum Nachweis der Wir-
kung von ADP-Antagonisten ist die Membran mit Kollagen/
Adenosindiphosphat (CADP) oder Kollagen/Adenosindiphos-
phat/PGEl1 (,,innovance cartridge®) beschichtet.

Die Vorteile des PFA100 beinhalten die Verwendung von
Vollblut, kurze Verarbeitungszeit sowie Auswertung der
Plittchenadhidsion und -aggregation unter hoher Scherung,
was den In-vivo-Vorgingen der Thrombusbildung eher ent-
spricht. Nachteile sind die hohe Abhédngigkeit von der von-
Willebrand-Faktor-Konzentration sowie eine niedrige Sensi-
tivitdt des Tests zur Beurteilung des AusmafBes der Clopido-
grel-induzierten Hemmung der Plittchenaggregation. Das
macht den klinischen Nutzen des PFA-100-Testsystems frag-
lich [74].

In Publikationen wurde eine zufriedenstellende Reproduzier-
barkeit des Tests nachgewiesen: < 2 % der Proben haben eine
Abweichung von > 20 % zwischen den wiederholten Messun-
gen gezeigt [73]. Der Referenzwert fiir CADP-CT bei Patien-
ten, die nicht mit P2Y,,-Rezeptorantagonisten behandelt wur-
den, betrdagt 65-120s [73]. Einige kleine Studien deuten auf
die Niitzlichkeit des Gerites zur Vorhersage von MACE
(OR = 3,2-22.9) bei mit Clopidogrel behandelten Patienten
hin. Ein ,,cut-off* von <72 s wurde mit einer Sensitivitit von
86 % und einer Spezifitit von 76 % fiir die Erfassung von
ischdmischen Ereignissen in Verbindung gebracht [75].

Cone and Platelet Analyzer (CPA, ImpactR)

Cone and Platelet Analyzer (DiaMed, Cressier, Schweiz) ver-
wendet Vollblut und testet die Thrombozytenadhidsion und
-aggregation unter Stromungsbedingungen. Das Vollblut wird
zuerst, wihrend stindiger Durchmischung, fiir 2 Minuten mit

ADP inkubiert. AnschlieBend wird das Blut in eine Polysty-
rol-Vertiefung/Platte (,,plate”) eingebracht, es wird eine
Scherrate von 1800s™ erzeugt [76]. Es gibt zwei Kontaktfla-
chen fiir das Blut: ,,die Platte” und ,,den Kegel®. Die adhéren-
ten Thrombozyten sind gefirbt; der Prozentsatz der Ober-
flichenbedeckung (,,surface coverage®, SC) und die durch-
schnittliche Grofe (,,average size“, AS) der Objekte werden
durch einen Bildanalysator bestimmt [77].

Die Vorteile des Assays beinhalten die Verwendung von Voll-
blut und die Auswertung der Thrombozytenadhdsion und
-aggregation unter hohen Scherraten, die der In-vivo-Situa-
tion der Thrombusbildung dhnlich sind. Zu den Nachteilen
zidhlen die lange Verarbeitungszeit mit Vorinkubationsschrit-
ten, die Durchfiihrung durch eine technische Laborkraft und
eine fehlende Standardisierung.

Es wurde berichtet, dass das CPA eine gute Reproduzierbar-
keit mit einer Variabilitit von < 5 % hat. Folgende Normberei-
che wurden vorgeschlagen: Oberflichendeckung (ADP-SC)
< 4,6 % und durchschnittliche Groe (ADP-AS) der Aggrega-
te > 46 um? [74]. Die Anwendbarkeit des CPA hinsichtlich der
Vorhersagbarkeit von unerwiinschten Ereignissen wurde nur
in wenigen Studien getestet. Diese wiesen insgesamt darauf
hin, dass der CPA-Test nicht geeignet ist, ischdmische Ereig-
nisse bei Patienten, die mit Clopidogrel behandelt wurden,
verldsslich zu prognostizieren (AUC = 0,53-0,62).

Plateletworks

Plateletworks (Helena Laboratories, Beaumont, Texas) ba-
siert auf dem Auszidhlen von einzelnen Thrombozyten. Es
werden Vollblutproben in Rohrchen mit K3-EDTA und Réohr-
chen mit ADP gesammelt. Von jeder Probe wird die Thrombo-
zytenzahl bestimmt, die Thrombozytenzahl im K3-EDTA-
Rohrchen wird als Referenz verwendet. Wenn die aggregier-
ten Thrombozyten nach der Stimulation mit ADP die Schwel-
lengrenze fiir die Thrombozytenzahl (< 30 fL) iiberschreiten,
werden sie nicht mehr als einzelne Plittchen gezihlt. Das
Verhiltnis zwischen den aggregierten Thrombozyten in der
Agonistenprobe und der Thrombozytenzahl in der Referenz-
réhre x 100 % wird als MaB fiir die Thrombozytenaggrega-
tion verwendet [29].

Die Vorteile des Plateletworks sind kleine Probenvolumina
und die schnelle Probenbearbeitung. Nachteil ist der Mangel
an Standardisierung.

Eine Studie untersuchte den pradiktiven Wert des Platelet-
works fiir ischdmische Ereignisse. In der POPULAR-Studie
prognostizierte Plateletworks schwere ischdmische Ereignis-
se mit einer Sensitivitidt von 63 %, einer Spezifitit von 59 %
und einer AUC von 0,61 [29].

® Uberlegungen zurTestung

Die Phinotypisierung des Ansprechens auf Clopidogrel stellt
eine pradiktive Methode dar (priasymptomatischer Test: das
unerwiinschte klinische Ereignis ist zum Zeitpunkt der
Testung nicht vorhanden), fiir die es keine etablierten statisti-
schen Verfahren zur Beurteilung der Voraussagekraft gibt.
Man muss sich des Umstandes bewusst sein, dass die hidufig

J KARDIOL 2013; 20 (5-6) 163



Plattchenfunktionstestung: Erwartung und Realitat

verwendeten statistischen Verfahren zur Beurteilung der Vor-
aussagekraft (positiv pradiktiver Wert, negativ pradiktiver
Wert, Sensitivitidt, Spezifitit, positive ,likelihood*“-Ratio,
negative ,,likelihood*“-Ratio, AUC unter der ROC-Kurve) fiir
diagnostische Tests (symptomatische Tests: das unerwiinsch-
te klinische Ereignis besteht zu dem Zeitpunkt des Tests)
konzipiert wurden. Die Gegner der Phinotypisierung argu-
mentieren, dass zum Beispiel der positiv pridiktive Wert fiir
das Auftreten einer Stentthrombose bei Clopidogrel-,,non-
respondern® relativ niedrig ist. Das kann damit erklart wer-
den, dass der Voraussagewert eines diagnostischen Tests von
der Inzidenz der Krankheit abhédngt. Daher ist es nicht iiber-
raschend, dass die positiv pradiktiven Werte der Phénotypisie-
rung fiir das Auftreten einer Stentthrombose niedrig sind,
wenn die Beurteilung vor dem Eintritt des Ereignisses erfolgt
(prasymptomatischer Test: PPV = 5-15 %), wohingegen der
positive Vorhersagewert (PPV) steigt, wenn der Test zum
Zeitpunkt des Auftretens der Stentthrombose durchgefiihrt
wird (symptomatischer Test: PPV = 50 %) [78]. Daher sollte
die Niitzlichkeit von Labortests zur Beurteilung der Wirksam-
keit von Clopidogrel nicht generell verworfen werden.

Eine der groen Einschrinkungen von Ex-vivo-Tests zur Mes-
sung der Thrombozytenfunktion sind die unphysiologischen
experimentellen Bedingungen, unter denen die meisten dieser
Assays durchgefiihrt werden. Die Thrombozyten werden aus
ihrer natiirlichen Umgebung entnommen, inaktiviert und an-
schlieBend durch einen ausgewihlten Stimulus erneut stimu-
liert, im Falle von ADP-P2Y,,-Antagonisten durch das ADP.
Diese Verfahren beriicksichtigen weder die Vielzahl anderer
Thrombozyten-Stimuli noch die sekretorische Funktion der
Blutplittchen, wie z. B. die parakrine Freisetzung von Media-
toren (Thromboxan A2, Serotonin, usw.). Die Tests erlauben
Vorhersagen fiir die pharmakologische Wirksamkeit eines ge-
gebenen Medikaments: ein ADP-Antagonist, der die ADP-in-
duzierte Aggregation in vitro nicht blockiert, wird das auch
nicht in vivo konnen. Allerdings ist die gegenteilige Schlussfol-
gerung nicht korrekt, ndmlich dass eine Substanz, die in vitro
wirkt, auch in vivo effektiv ist. Aber genau das wollen die Arz-
tinnen und Arzte wirklich wissen, zumindest mit einer gewis-
sen priadiktiven Wahrscheinlichkeit. Das Ziel der individuali-
sierten Antiplédttchentherapie basierend auf Plittchenfunktions-
testung ist es, diese Wahrscheinlichkeit zu verbessern. Hoch-
risikopatienten unter Clopidogrel-Therapie, wie z. B. Diabeti-
ker, konnten eine Gruppe darstellen, bei der Thrombozyten-
funktionstests niitzlich sind. Es ist bewiesen, dass die HTPR ein
wichtiger Risikofaktor fiir das Auftreten eines atherothromboti-
schen Gefidlverschlusses ist. Allerdings bleibt die Frage offen,
ob und inwieweit diese Hyperreaktivitdt durch ADP-Antago-
nisten allein reduziert werden kann, oder ob sie weiterhin be-
stehen bleibt, weil z. B. Non-ADP-Agonisten wie das Throm-
bin oder Kollagen wichtige Impulse fiir die Bildung von Blut-
gerinnsel unter bestimmten klinischen Bedingungen setzen.

® Studien zur individualisierten Behandlung

mitThrombozytenaggregationshemmern
In einigen Studien wurde das klinische Prognosesetting durch
die individualisierte Therapie mit Thrombozytenaggrega-

tionshemmern untersucht. Es wurden Therapien mit bis zu
vier Clopidogrel-Aufséttigungen durchgefiihrt, die in einer
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Reduktion der MACE-Rate resultierten, ohne dabei eine Er-
hohung von schweren Blutungskomplikationen zu verursa-
chen [71, 79, 80]. Die MADONNA-Studie zeigte, dass die
individualisierte Antiplidttchentherapie das Risiko von Stent-
thrombosen um das 7,9-Fache reduzierte: in der Gruppe der
individualisierten Therapie erlitten lediglich 0,2 % der Patien-
ten eine Stentthrombose, wihrend in der Gruppe der nicht-in-
dividualisierten Therapie die Stentthrombose bei 1,9 % der
Patienten auftrat. Dariiber hinaus konnte das Risiko eines
akuten Koronarsyndroms mit der individualisierten Anti-
pléattchentherapie gesenkt werden: 0 % vs. 2,5 % [80]. Im
Gegensatz dazu fiihrte in der groen GRAVITAS-Studie die
Therapie mit Thrombozytenaggregationshemmern nicht zu
einer Verbesserung des Patienten-Outcomes [61]. In der
GRAVITAS-Studie erhielten Clopidogrel-,,non-responder*
eine zweite Sittigungsdosis von 600 mg Clopidogrel und
wurden mit einer doppelten Erhaltungsdosis von 150 mg be-
handelt. Diese Vorgehensweise wurde bei mehr als 2200 Pati-
enten getestet und zeigte wihrend des 6-Monats-Follow-up
keine Unterschiede in der Ereignisrate. Eine mogliche Erkla-
rung fiir dieses Ergebnis konnte die Tatsache sein, dass 40 %
der Patienten in der individualisierten Gruppe nicht auf
Clopidogrel ansprachen — trotz hoher Dosierung. Daher ist es
nicht iiberraschend, dass diese unzureichende individualisierte
Therapie keinen signifikanten Nutzen zeigte. Die TRIGGER-
PCI-Studie, welche bei Patienten mit insuffizientem Anspre-
chen auf Clopidogrel nach einer elektiven PCI mit Drug-
eluting Stent (DES) Prasugrel mit Clopidogrel verglich, wur-
de nach der Randomisierung von 423 Patienten von der Kom-
mission vorzeitig gestoppt. Eine zwischenzeitliche Analyse
zeigte eine geringere (als erwartete) Inzidenz des priméren
Endpunktes [63] und dass das HTPR durch die Umstellung
von Clopidogrel auf Prasugrel verbessert werden konnte.
Interessanterweise waren die Ereignisraten fiir den kombi-
nierten Endpunkt in GRAVITAS oder TRIGGER-PCI we-
sentlich niedriger als erwartet, ein moglicher Grund, warum
die individuelle Anpassung der Therapie nicht effektiv war.
Wichtig ist in diesem Zusammenhang zu erwihnen, dass in
der GRAVITAS-Studie die Randomisierung 12-24 Stunden
nach dem PCI durchgefiihrt wurde und in der TRIGGER-PCI-
Studie sogar erst 2—7 Stunden nach der ersten Einnahme der
Clopidogrel-Erhaltungsdosis am Tag nach der erfolgreichen
PCI. Dariiber hinaus wurden Patienten mit peri-prozeduralen
Ereignissen oder solche mit erfolglosem oder kompliziertem
PCI-Verlauf nicht in die GRAVITAS- oder TRIGGER-PCI-
Studien eingeschlossen. Die TRILOGY-ACS-Platelet-Sub-
studie zeigte, dass der Einsatz von Prasugrel mit einer niedri-
geren Thrombozytenreaktivitit assoziiert war als die Therapie
mit Clopidogrel. Obwohl die Thrombozytenreaktivitit einen
Zusammenhang mit dem Auftreten von ischdmischen Ereig-
nissen in univariaten Untersuchungen und Uberlebensanaly-
sen zeigt, gab es keine unabhiingige Assoziation zwischen der
Thrombozytenreaktivitdt und ischdmischen Ereignissen [62].
In der TRILOGY-ACS-Platelet-Substudie wurde eine indivi-
dualisierte Vorgehensweise nicht ausreichend untersucht und
hatte einige Einschrinkungen, von denen die wichtigste der
Zeitpunkt der Randomisierung war, die bei einem Median von
4,5 Tage (2,7-6,6 Tage) verzogert stattfand. Dadurch war das
Thromboserisiko bereits durch die Vorbehandlung mit Clo-
pidogrel (in 96 % der Patienten) und durch die zeitliche Ver-
zogerung von der akuten Situation vermindert.
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In die ,,open-label“-ARCTIC-Studie wurden 2440 Patienten,
die fiir einen Koronarstent geplant waren, eingeschlossen.
Bei Patienten, die eine individualisierte Therapie erhielten,
konnte die Thrombozytenaggregationshemmung bei ,,poor-
respondern® entweder durch einen zusitzlichen Bolus und
eine Erhohung der Erhaltungsdosis von Clopidogrel oder
durch Umstellung auf Prasugrel, durch Erhhung der Aspirin-
dosis, beziehungsweise durch zusitzliche Behandlung mit
GPIIb/IIa-Inhibitoren intensiviert werden. Trotz Reduzie-
rung der Thrombozytenreaktivitit fiihrte die Strategie der
Therapieanpassung, basierend auf Thrombozytenfunktions-
messung, zu keiner Verbesserung des kombinierten Endpunk-
tes aus kardialen ischdmischen Ereignissen [81]. Allerdings
reprasentierten die Patienten mit NSTE-ACS in der ARCTIC-
Studie nur 25 % der Studienpopulation. Ein weiterer Kritik-
punkt ist die Tatsache, dass nur 3,3 % der Patienten auf Pra-
sugrel umgestellt wurden, wihrend 88 % eine weniger effizi-
ente Dosiserhohung von Clopidogrel erhielten. Schon das
ADAPT-DES-Register hat gezeigt, dass die Messung der
Thrombozytenaggregationshemmung durch Clopidogrel bei
Patienten mit stabiler KHK keinen Nutzen bringt, im Gegen-
satz zu Patienten mit einem hoheren ACS-Risiko [82].

Wichtig ist weiters zu erwéhnen, dass die grolen randomi-
sierten, kontrollierten Studien (GRAVITAS, TRIGGER-PCI,
ARCTIC, TRILOGY ACS) Hochrisikopatienten von der Stu-
die ausgeschlossen haben, was ebenfalls zum Teil die Ergeb-
nisse erkldren konnte. Im Gegensatz zu den unbefriedigenden
Ergebnissen der einzelnen Studien zeigte eine Meta-Analyse
von 10 randomisierten Studien mit insgesamt 4213 Patienten,
dass die individualisierte antithrombozytire Therapie mit
einer signifikanten Reduktion der kardiovaskulidren Mortali-
tit, Stentthrombose und Myokardinfarkt assoziiert ist [83].
AuBlerdem verdeutlicht eine Meta-Regressionsanalyse, dass
der klinische Nutzen der intensivierten Behandlung erheblich
vom Grundrisiko fiir Stentthrombosen abhingt.

B Zukunftsperspektiven

Klinische ,,Outcome‘-Daten haben sich zuletzt bei Patienten
nach einer elektiven PCI verbessert, was moglicherweise auf
die neuen Entwicklungen in der Stenttechnologie zuriick-
zufiihren ist. Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom
(ACS), die mit Prasugrel oder Ticagrelor behandelt wurden,
haben einen Vorteil gegeniiber Clopidogrel in Bezug auf die
Reduzierung der ischdmischen Ereignisse, wobei Ticagrelor
zusitzlich auch die Mortalitét senkt. Jedoch ist unter der Be-
handlung mit diesen beiden Medikamenten mit einem Anstieg
von spontanen schweren Blutungen von 0,6 % pro Jahr zu
rechnen. Daher besteht immer noch Raum fiir die Optimie-
rung der Therapie mit Thrombozytenaggregationshemmern,
um den klinischen Nettoeffekt (,,sweet spot™) zu verbessern.
Das Konzept der Kontrolle des therapeutischen Fensters fiir
die P2Y,,-Rezeptorhemmung, welches mittels individuali-
sierter Antipléttchentherapie basierend auf Thrombozyten-
funktionsmessung verwirklicht werden konnte, scheint am
besten zuzutreffen [34, 35, 84, 85]. Kardiologen konnten
in der Zukunft vor einer neuen Herausforderung stehen: der
Individualisierung der Thrombozytenaggregationshemmung
zur Verringerung von thrombotischen Ereignissen, ohne da-
bei die Blutungsereignisse zu erhdhen.

B Interessenkonflikt

J. Siller-Matula gibt folgenden Interessenkonflikt an: Vor-
trags- oder Beratungshonorare von AstraZeneca, Daiichi
Sankyo und Eli Lilly sowie Forschungs-Grant von Roche

Diagnostics. B. Akca hat keinen Interessenkonflikt.

¥ Fragen zum Text

a) Amlodipin
b) Omeprazol
c) Esomeprazol

eingesetzt wird.

notigt wird.

1) Welcher Polymorphismus spielt in der inter-individuel-
len Variabilitit der Clopidogrel-Wirkung die wichtigste

Rolle?

a) CYP2B6 d) CYP3A5
b) CYP2C19 e) CYP2C9
c) CYP1A2

2) Die Wirksamkeit von Clopidogrel wird durch multiple
Medikamente beeinflusst, bis auf Ausnahme von:

d) Ketoconazol

e) Pantoprazol

3) Welche Aussage ist korrekt?
a) Die MEA ist eine Impedanzaggregometrie, die zur
Messung der Thrombozytenaggregation im Vollblut

b) Das VASP-Phosphorylierungs-Assay misst die
Thrombozytenadhésion und -aggregation unter
Stromungsbedingungen.

c¢) Die Cone-and-Platelet-Analyzer-Methode basiert
auf dem Auszihlen von einzelnen Thrombozyten.

d) Der PFA-100 misst die intrazelluldre Signalweiter-
leitung des P2Y ,,-Rezeptors.

e) Das VASP-Phosphorylierungs-Assay misst die Zeit,
die fiir den Verschluss durch ein Blutgerinnsel be-

Losung
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