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Zusammenfassung

Mangelndes Ansprechen auf Clopidogrel ist eine Hauptur-
sache fiir Komplikationen nach Implantation eines Koronar-
stents. Mehrfach-Elektroden Plittchen-Aggregometrie (MEA)
mit Hilfe des Multiplate®-Systems scheint eine geeignete
Methode fiir die Kontrolle der Clopidogrel-Therapie zu sein.
Wir validierten die Methode, indem wir MEA-Messungen
aus Hirudinblut bei folgenden Gruppen durchfiihrten: 150
gesunde Testpersonen, um die MEA-Referenzbereiche fest-
zulegen; 75 himatologische Patienten mit Animie/Throm-
bopenie, um den Einfluss von Himatokrit (Hk) und Throm-
bozytenzahl auf die MEA-Werte zu bestimmen; 1005 Patien-
ten nach perkutaner Koronarintervention (PCI) und Verab-
reichung einer 600 mg-Clopidogrel-loading-dose, um die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unter klinischen Bedin-
gungen zu testen. Unterschiedliche Methoden bei Blutgewin-
nung und Transport beeinflussen die MEA-Werte nicht,
wenn die Probe vor der Messung 30 Minuten ruhig liegt. Die
Analyse muss innerhalb von 3 Stunden nach Blutentnahme
erfolgen. Bei Patienten mit einem Hk <0,30 L/L oder
Thrombozyten <100/nL sind keine zuverlédssigen Ergebnisse
moglich. Ein Ansprechen auf Clopidogrel ist anzunehmen,
wenn der ADP-Wert den unteren Referenzbereich (Minner:
32 U, Frauen: 46 U) unterschreitet. Da die Clopidogrel-load-
ing-dose auch zur Abnahme des Thrombin-Rezeptor-Acti-
vating Peptid (TRAP)-Wertes fiihrt, kann der Responder-
Status nur eindeutig festgelegt werden, wenn der TRAP-Wert

*Korrespondenz: Dr. Werner Behr, Institut fiir
Laboratoriumsmedizin, Mikrobiologie und Umwelthygiene,
Klinikum Augsburg, Stenglinstrae 2, 86156 Augsburg,
Deutschland

Tel.: +821/400-2752

Fax: +821/400-2756

E-Mail: werner.behr @klinikum-augsburg.de

>20 U und das TRAP/ADP-Verhiltnis >3 sind. Das Clo-
pidogrel-Monitoring sollte in den ersten 24 Stunden nach
PCI erfolgen, auch wenn ca. 12% der Ergebnisse unklar sind
und kontrolliert werden miissen. Zusammenfassend ist die
MEA-Messung bei Beachtung der prianalytischen Bedin-
gungen und des Blutbildes eine geeignete Methode, um eine
Clopidogrel-Response zu erkennen. Um eine valide Beurtei-
lung zu gewihrleisten, sollte der TRAP-Test gleichzeitig
durchgefiihrt werden.

Schliisselworter: Clopidogrel; Impedanz-Aggregometrie;
Mehrfach-Elektroden Plittchen-Aggregometrie (MEA); Mul-
tiplate®™; Therapie-Monitoring; Thrombozytenaggregation.

Abstract

Low responsiveness to clopidogrel is an important cause of
adverse events after coronary stenting. Multiple electrode
platelet aggregometry (MEA) measured by the Multiplate®
system seems to be suitable for monitoring clopidogrel treat-
ment. We validated this method by analyzing hirudin blood
samples from 150 healthy volunteers to establish reference
ranges of the MEA tests, from 75 hematologic patients with
anemia or thrombopenia to determine the dependence of
MEA values on hematocrit (HCT) and platelet count, and
from 1005 patients after percutaneous coronary intervention
(PCI) and 600 mg clopidogrel loading-dose to test the repro-
ducibility of the results under clinical conditions. It was
found that MEA results are not affected by the different
methods of blood withdrawal and sample transport, if the
blood is kept at rest for 30 min before measuring. Measuring
must be performed within 3 h after blood withdrawal. It was
found that MEA results are not valid in patients with HCT
<0.30 L/L or platelets <100/nL. Because clopidogrel load-
ing also causes a decrease of thrombin receptor activating
peptide (TRAP) values, clopidogrel responsiveness, defined
by ADP values under the lower reference level (men: 32 U,
women: 46 U), can only reliably be classified if the TRAP
value is >20 U and the TRAP/ADP ratio > 3. Clopidogrel
monitoring should be performed within 24 h after PCI,
despite the risk of unclear results in approximately 12%. In
summary, by concentrating on preanalytical conditions and
blood count, MEA is suitable to detect clopidogrel response.



100 Behr et al.: Uberwachung der Clopidogrel-Therapie

The TRAP test should be performed simultaneously to allow
a valid assessment.

Keywords: clopidogrel; impedance aggregometry; multiple

electrode platelet aggregometry (MEA); Multiplate™; plate-
let aggregation; therapy monitoring.

Einleitung

Die stetige Weiterentwicklung der Stent-Technologie hat
dazu gefiihrt, dass das akute Koronarsyndrom (ACS) und die
chronische koronare Herzkrankheit (KHK), deren Inzidenz
in Deutschland ca. 3% bis 4% betrigt, heute in vielen Fillen
durch perkutane Koronarintervention (PCI) behandelt
werden konnen [1, 2]. Pro Jahr werden in Deutschland ca.
250.000 Koronarstents implantiert [2]. Trotz der in den
Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Kardiologie [2]
vorgeschriebenen dualen Plittchenhemmung mit Azetylsali-
zylsdure und dem ADP-Rezeptor-Antagonisten Clopidogrel
kommt es bei 0,5% bis 1% der Patienten nach Stentimplan-
tation zur Stentthrombose, die bei 10% bis 11% der Patienten
zum Tod fiihrt [3, 4]. Als Hauptursache fiir diese Kompli-
kation wird die bei einem Teil der Patienten unzureichende
Wirkung von Clopidogrel genannt [5].

Der Goldstandard fiir die Messung der durch Clopidogrel
oder andere Thienopyridine hervorgerufenen Thrombozyten-
Aggregationshemmung ist die Lichttransmissions-Aggrego-
metrie (LTA) nach Born [6], die jedoch schwer
standardisierbar, aufwéndig und nur in einer limitierten
Anzahl von Laboratorien durchfiihrbar ist [7].

In den letzten Jahren wurden verschiedene Methoden bzw.
Gerite zur Messung der Thrombozytenfunktion entwickelt,
die teils auch zur Point-of-Care-Testung (POCT) geeignet
sind [8, 9]. Unter diesen Verfahren hat sich die Mehrfach-
Elektroden Pléttchen-Aggregometrie (MEA) mit dem ,,Mul-
tiple Platelet Function Analyzer‘‘ (Multiplate®, Dynabyte,
Miinchen) als besonders einfache, schnelle und vergleichs-
weise kostengiinstige Methode erwiesen [10]. Sie beruht auf
der von Cardinal und Flower entwickelten Vollblut-Impe-
danzaggregometrie [11], bei der die in Ruhe athrombogenen
Thrombozyten nach Aktivierung an Elektroden anhaften und
somit eine Zunahme des Widerstandes bewirken. Im Gegen-
satz zu dem seit 20 Jahren vor allem in den USA etablierten
Chrono-Log-Aggregometer (Havertown, PA, USA), bei der
eine wiederverwendbare, nach jeder Messung aufwindig zu
reinigende Messzelle eingesetzt wird, erfolgt beim Multi-
plate®-Test die Analyse in einer Einweg-Messzelle, wobei
bei jeder Messung eine Doppelbestimmung durchgefiihrt und
das Ergebnis software-gesteuert tiberpriift wird. Da kein Zen-
trifugationsschritt erforderlich ist und das Gerit iiber eine
computergesteuerte elektronische Pipette verfiigt, ist das
Multiplate®-System POCT-tauglich. Die Testdurchfiihrung
ist infolge der software-unterstiitzten Bedienerfithrung ein-
fach, das Ergebnis liegt nach ca. 10 min vor. Der Preis pro
Messung betrigt 5 bis 7 Euro.

Erste Untersuchungen zeigten, dass die Ergebnisse der
MEA mit denen der LTA gut iibereinstimmen [12] und die

Methode offensichtlich geeignet ist, Clopidogrel-Low-
Responder zu erkennen [13]. Noch nicht ausreichend unter-
sucht ist bisher, welche pridanalytischen Voraussetzungen fiir
eine valide Messung erfiillt sein miissen, inwieweit Hama-
tokrit und Thrombozytenzahl die Messwerte beeinflussen, ab
welchem Cut-off-Wert von einer unzureichenden Clopido-
grel-Wirkung gesprochen werden kann (=Low-Responder),
wann der optimale Messzeitpunkt nach der PCI ist und wie
die Reproduzierbarkeit der Werte im praktischen Einsatz ist.

Material und Methoden

Durchfiihrung der MEA-Messungen

Das Blut wurde mit einer Sarstedt Monovette®, r-Hirudin/
2,6 mL, (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) aus einer Arm-
vene entnommen und anschlieBend — soweit nicht anders
beschrieben — mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur
ruhig gelagert. Die MEA-Messungen wurden innerhalb von
120 Minuten nach Blutentnahme gemifl den Vorgaben des
Herstellers durchgefiihrt. In der Einweg-Messzelle befinden
sich zwei paarweise angeordnete hochleitfihige silberbe-
schichtete Kupferdrihte. Zwischen jedem Paar fliefit unab-
hingig voneinander ein Wechselstrom. Durch die Anhaftung
und Aggregation der Thrombozyten nach entsprechender
Aktivierung erhoht sich der elektrische Widerstand zwischen
den Sensordrihten. Die Zunahme des elektrischen Wider-
stands wird kontinuierlich gemessen und als Kurve tiber die
Zeit aufgezeichnet. Die Fldache unter der Aggregationskurve
(,,Area Under the Curve‘‘=AUC) wird in frei gewihlte
,,Aggregation Units‘‘ (=U) umgerechnet. Die ,,Aggregation
Units‘‘ stellen somit ein Maf} fiir die Thrombozytenaggre-
gation nach Zugabe des Aktivators dar und erlauben eine
Einschitzung der Wirksamkeit bestimmter Thrombozyten-
Aggregationshemmer. Es wurden immer folgende zwei Akti-
vatoren eingesetzt:

1. ADP (0,2 mM) zur Detektion der Wirkung von
Thienopyridinen.

2. Thrombin-Rezeptor-Activating-Peptide (TRAP) (1 mM)
zum Erkennen einer zusitzlichen Wirkung von GPIIb/
IIla-Rezeptor-Antagonisten und zur Beurteilung der
globalen Thrombozyten-Aggregationsfahigkeit.

Praanalytische Einflussfaktoren

Da in einer Klinik das Personal beziiglich der Blutentnahme
unterschiedlich geiibt ist, wurde untersucht, ob ein etwaiger
Einfluss von Scherstress auf die Thrombozyten die MEA-
Messung beeinflusst. Hierzu wurde bei 20 Blutspendern auf
zwei unterschiedliche Arten Blut entnommen: Ein Arm wur-
de mittels einer Blutdruckmanschette so gestaut, dass der
Staudruck deutlich iiber dem diastolischen Blutdruck lag.
Nach mindestens 3 Minuten Stauung wurde mit einer 21G
Kaniile eine Blutprobe entnommen. Am anderen Arm wurde
nur so leicht und kurz gestaut, dass eine Blutentnahme mit
einer 19G Kaniile moglich war.
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Da laut Herstellerangaben die MEA-Messungen mit ADP
bzw. TRAP als Aktivatoren frithestens nach einer 30-minii-
tigen Lagerung bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden
sollen, wurde gepriift, welchen Einfluss die Art der Lagerung
auf die Messwerte hat. Bei 16 Blutspendern wurden jeweils
zwei Rohrchen Hirudin-Blut entnommen. Das eine Rohrchen
wurde vor der Messung 30 Minuten erschiitterungsfrei gela-
gert (=Ruhelagerung), das andere 30 Minuten auf einen
Rollenmischer gelegt bzw. umhergetragen und gelegentlich
tiber Kopf gemischt. Damit sollen die iiblichen Transport-
bedingungen von Laborproben simuliert werden.

Um zu priifen, inwieweit ein Rohrpostversand die Mess-
werte beeinflusst, wurden von 20 Testpersonen jeweils zwei
Rohrchen Hirudin-Blut entnommen. Die eine Probe wurde
sofort erschiitterungsfrei gelagert, wihrend die andere einem
ca. 30 Sekunden dauernden Rohrpostversand unterzogen
wurde. Nach 30 Minuten Ruhelagerung der zweiten Probe
wurden aus beiden Rohrchen die MEA-Messungen
durchgefiihrt.

Erstellung von Referenzbereichen

Referenzbereiche fiir den ADP- und TRAP-Test wurden mit
Hilfe von 92 Thrombozytenspendern und 58 gesunden
Labormitarbeitern des Klinikums Augsburg (75 Minner und
75 Frauen, Alter: 19 bis 66 Jahre; Mittelwert [MW] =40
Jahre) erstellt. Durch Befragung wurde ausgeschlossen, dass
die Testpersonen in den letzten 10 Tagen pldttchenhemmende
Medikamente eingenommen hatten oder an Erkrankungen
litten, welche die Thrombozytenfunktion beeintrichtigen.

MEA-Werte nach Verabreichung der Clopidogrel-
Loading-dose

Von Januar 2008 bis Juli 2009 wurden bei 1139 Patienten,
die einen Koronarstent erhielten, MEA-Messungen innerhalb
der ersten 24 Stunden nach Verabreichung der Loading-dose
von 600 mg Clopidogrel durchgefiihrt. In Ausnahmefillen,
z.B. bei zusitzlicher Gabe von GPIIb/IIIa-Antagonisten,
erfolgte die Messung in den folgenden Tagen unter einer
75 mg Erhaltungsdosis. 134 Patienten, bei denen der TRAP-
Wert oder die TRAP/ADP-Ratio wiederholt zu niedrig waren
oder deren Werte im Graubereich lagen oder wegen einer
Anidmie oder Thrombopenie nicht sicher beurteilbar waren,
wurden ausgeschlossen, so dass letztendlich 1005 Patienten
in die Auswertung eingingen.

Abhéangigkeit der MEA-Werte von Hamatokrit und
Thrombozytenzahl

Um die Abhingigkeit zwischen Thrombozytenzahl bzw.
Hématokrit (Hk) und den MEA-Werten zu iiberpriifen,
wurde bei 100 gesunden Testpersonen der Korrelationskoef-
fizient fiir die entsprechenden Daten berechnet. Da Throm-
bozytenfunktionsteste bei niedrigen Thrombozyten-, aber
auch Hk-Werten, hédufig nicht verwertbare Ergebnisse liefern,
wurden MEA-Messungen bei 75 andmischen und/oder
thrombopenischen Patienten der héamatologisch-onkologi-

schen Ambulanz, die keine Thienopyridine oder GPIIb/IIla-
Antagonisten einnahmen, durchgefiihrt.

Reproduzierbarkeit der MEA-Messungen

Da das Multiplate®-Geriit iiber fiinf identische Messkanile
verfiigt, wurde Hirudin-Blut einer Testperson im Abstand
von 15 Minuten auf allen fiinf Kanédlen von einem Unter-
sucher insgesamt fiinfmal hintereinander gemessen, um die
Unterschiede zwischen den einzelnen Messkanélen zu ermit-
teln. Um die Schwankungsbreite der Messwerte innerhalb
eines Zeitraums von 30 bis 270 Minuten nach Blutentnahme
zu erfassen, wurde Hirudin-Blut von fiinf Blutspendern je
9-mal gemessen, wobei pro Testperson immer derselbe
Messkanal verwendet wurde.

Da aus Stabilititsgriinden kein Kontrollmaterial fiir die
MEA-Messungen zur Verfiigung steht, wurde die Inter-
Assay-Variabilitdt mit Blut von fiinf Probanden bestimmt,
die sich iiber einen Zeitraum von 18 Monaten ca. 30-mal zur
Blutentnahme zur Verfiigung stellten.

Bei 291 Stent-Patienten, die nach Verabreichung der Clo-
pidogrel-Loading-dose eine adédquate Thrombozytenaggre-
gationshemmung zeigten, wurden in den folgenden Tagen
zum Teil mehrmals die Multiplate®-Analysen kontrolliert,
um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse im klinischen
Betrieb zu beurteilen. Bei 17 Patienten war die Uberpriifung
des Responder-Status auch noch einige Wochen spiter
anldsslich eines erneuten Klinikaufenthaltes moglich.

Statistische Methoden

Mittelwert, Median, Standardabweichung und Variations-
koeffizient wurden nach den {iiblichen Formeln berechnet.
Zur Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen den ver-
schiedenen prianalytischen Bedingungen wurde der Ein-
stichproben-t-Test mit zweiseitiger Fragestellung verwendet.
Um die TRAP-Werte der Referenzpersonen und der Patien-
ten nach Loading-dose hinsichtlich eines signifikanten
Unterschiedes zu bewerten, wurde der Zweistichproben-t-
Test eingesetzt. Wenn der Chi-Quadrat-Anpassungstest zum
Niveau 0,1 keine Normalverteilung der Daten ergab, wurde
stattdessen der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet.
Als Signifikanzniveau wurde p <0,05 festgelegt.

Ergebnisse

Praanalytische Einflussfaktoren

Die Ergebnisse der MEA-Messungen (Tabelle 1) nach ver-
schieden starker Venenstauung und bei Verwendung von
Kaniilen mit unterschiedlichem Lumen zeigten keinen sig-
nifikanten Unterschied zwischen den unterschiedlichen
Blutgewinnungsverfahren.

Aus Abbildung 1 ist ersichtlich, dass die Probenrohrchen
wihrend der mindestens 30 Minuten Wartezeit vor der
Messung erschiitterungsfrei gelagert werden miissen, da bei
gelegentlicher Durchmischung, wie sie im Rahmen des
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Tabelle 1 Einfluss von Venenstauung und Kaniilendurchmesser auf die Ergebnisse der MEA-Messungen.

n=20 ADP-Test TRAP-Test
geringe starke geringe starke
Stauung Stauung Stauung Stauung
19G Kaniile 21G Kaniile 19G Kaniile 21G Kaniile
Mittelwert, U 83,3 81,2 117,2 114,5
Min/max Werte, U 44-117 34-113 78-134 90-141
Variationskoeffizient, % 19,8 22,0 12,8 14,4

Transportes erfolgt, oder bei Lagerung auf einem Rollen-
mischer niedrigere Werte gemessen wurden.

Die MEA-Werte der 20 Hirudin-Blutproben, die vor Ruhe-
lagerung mit der Rohrpost verschickt wurden, unterschieden
sich nicht von den Werten aus parallel entnommenen Proben,
die unmittelbar nach Entnahme erschiitterungsfrei gelagert
wurden (Mittelwerte der Messung mit/ohne Rohrpostver-
sand: ADP-Test 70,5/70,3 U; TRAP-Test 104,8/105,6 U).

Erstellung von Referenzbereichen und Festlegung
des Cut-off-Wertes fiir Responder

Die Referenzbereiche bei Mannern und Frauen unterschieden
sich sowohl beim ADP- wie auch beim TRAP-Test signifi-
kant voneinander, so dass eine geschlechtsabhingige Aus-
wertung erforderlich war (Abbildung 2).

Wihrend die Verteilung der Messwerte beim TRAP-Test
einer Standard-Normalverteilung unterliegt, folgen die Mess-
werte fiir den ADP-Test einer logarithmischen Normalver-
teilung. Da fiir die Festlegung des Cut-off-Wertes zwischen
Low-Respondern und Respondern die untere Grenze des
ADP-Tests entscheidend ist, wurde fiir diese das 95%-Kon-
fidenzintervall berechnet.

Es ergeben sich folgende Referenzbereiche (Konfidenzin-
tervalle in Klammern):

ADP-Test [U]

35 (32-38)-114
50 (46-53)-132

TRAP-Test [U]
68—134
79-151

Minner:
Frauen:

120

80 -

40

20 ~

ADP-Test
p<0,0001

Beim Monitoring der Wirkung von Thienopyridinen ist
daher der Zielbereich fiir den ADP-Wert bei Minnern
<32 U, bei Frauen <46 U (=Responder). Bei ADP-Werten
>38 bzw. >53 U werden die Patienten als ,,Low-Respond-
er'* eingestuft. Bei Patienten mit ADP-Werten im Konfi-
denzintervall (=,,Graubereich‘‘) sollte keine Zuordnung
vorgenommen, sondern eine Kontrolluntersuchung empfoh-
len werden.

Abhéangigkeit der MEA-Werte von Hamatokrit und
Thrombozytenzahl

Bei 100 Blutspendern wurden die Messergebnisse des ADP-
und TRAP-Tests mit der Thrombozytenzahl und dem Hk-
Wert korreliert. Die Thrombozyten lagen zwischen 174 und
480/mL, die Hk-Werte zwischen 0,36 und 0,54 L/L. Zwi-
schen ADP- bzw. TRAP-Werten und der Thrombozytenzahl
fand sich auf dem Niveau p=0,01 ein linearer, positiver
Zusammenhang (Korrelationskoeffizient r=0,462 bzw.
0,353), zwischen Hk und ADP- bzw. TRAP-Werten eine
schwache negative lineare Beziehung (r=-0,284 bzw.
—0,264).

Die 75 hamatologisch-onkologischen Patienten ohne Ein-
nahme von Thienopyridinen wurden abhingig von Hk- und
Thrombozytenwert in vier Gruppen eingeteilt. Die Ergebnis-
se der MEA-Messungen sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

In Gruppe 1 lagen alle MEA-Werte deutlich unterhalb der
Referenzbereiche. Bei 20/21 Patienten war das TRAP/ADP-
Verhiltnis <3 (0-2,74; MW 1,46). Ein Patient zeigt eine

Ruhe

| Mischen

TRAP-Test
p<0,001

Abbildung 1 Ergebnisse der MEA-Messungen bei 16 gesunden Probanden nach Ruhelagerung und bei Lagerung mit gelegentlicher oder

standiger Durchmischung.
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Abbildung 2 Ergebnisse der MEA-Messungen bei 150 gesunden Testpersonen (je 75 Ménner und Frauen).

Der waagerechte Strich gibt den Mittelwert an, der Stern den Median.

Responder-Konstellation (TRAP/ADP=30/3). In Gruppe 2
waren 5/7 TRAP-Werte <20 U. Ein Patient hatte ein TRAP/
ADP-Verhiltnis <3, ein Patient unauffillige Werte. In Grup-
pe 3 hatten nur 10/26 Patienten unauffillige Werte, drei
Patienten erfiillten die Kriterien fiir einen Responder-Status.
Bei neun Patienten war das TRAP/ADP-Verhiltnis <3

(1,46-2,88; MW 1,99) und bei vier lagen die Werte im Grau-
bereich. Uneinheitlich verhielten sich die MEA-Werte in
Gruppe 4: Wihrend 13/21 Patienten Werte im Referenzbe-
reich hatten, zeigten zwei Patienten die fiir einen Responder-
Status typische Konstellation. Sechs Patienten wiesen ein
TRAP/ADP-Verhiltnis <3 auf.

Tabelle 2 MEA-Werte bei Patienten mit Andmie und/oder Thrombopenie ohne Einnahme von Thienopyridinen.

Patientengruppen ADP-Werte TRAP-Werte
MW MW
Min/max Min/max
(vl (U]

Gruppe 1, n=21

Hk <0,30 L/L und Thrombozyten <100/nL 8,9 16,0

Hk: 0,21-0,30 L/L MW 0,27 1/23 1/49

Plt: 8-99/nL MW 45,6

Gruppe 2, n=7

Hk>0,30 L/L und Thrombozyten <100/nL 12,7 30,3

Hk: 0,31-0,41 L/L MW 0,34 2/50 5/114

Plt: 20-80/nL MW 44,0

Gruppe 3, n=26

Hk <0,30 L/L und Thrombozyten > 100/nL 425 72,3

Hk: 0,22-0,30 L/L MW 0,28 10/81 19/146

Plt: 104-506/nL MW 213

Gruppe 4, n=21

Hk >0,30 L/L und Thrombozyten > 100/nL 53,3 85,6

Hk: 0,31-0,35 L/L MW 0,33 20/124 51/123

Plt: 110-608/nL MW 259
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Aus diesen Ergebnissen wurden folgende Konsequenzen
gezogen:

1. Der Multiplate®-Test ist bei einer Thrombozytenzahl
<100/nL nicht verwendbar.

2. Da bei Thrombozytenzahlen >100/nL, aber Hk-Werten
<0,30 L/L nur 10/26 Patienten (=38%) Werte im Refe-
renzbereich hatten und bei 3/26 Patienten ohne Thieno-
pyridin-Einnahme eine Responder-Konstellation
gefunden wurde, sollte auch ein Hk <0,30 ein Aus-
schlusskriterium fiir den Test sein.

3. Bei Hk-Werten zwischen 0,31 und 0,35 L/L und Throm-
bozytenwerten >100/nL waren bei 13/21 Patienten die
Ergebnisse im Referenzbereich. Bei 2/21 Patienten lag
auch ohne Thienopyridin-Einnahme eine Responder-Kon-
stellation vor (TRAP/ADP: 79/25 und 38/12). MEA-
Ergebnisse in diesem Hk-Bereich sind daher v.a. bei
erniedrigten ADP-Werten mit Vorbehalt zu werten und
vor allem bei einem TRAP/ADP-Verhiltnis von knapp
>3 kontrollbediirftig.

4. Fiir die Beurteilung der Thienopyridin-Wirkung muss das
Ergebnis des TRAP-Tests mit herangezogen werden. Bei
TRAP-Werten <20 U oder bei einem TRAP/ADP-
Verhiltnis <3 sollten trotz ADP-Werten im Responder-
bereich keine Aussagen zur Thienopyridin-Wirkung
gemacht werden, da vermutlich keine reguldren Mess-
bedingungen vorliegen.

MEA-Werte nach Verabreichung der Clopidogrel-
Loading-dose von 600 mg

887 (88,3%) der 1005 Patienten wurden aufgrund der oben
genannten Kriterien als Clopidogrel-Responder eingestuft.
118 Patienten (11,7%) wiesen unter der Standard-Clopido-
grel-Therapie ADP-Werte im Referenzbereich auf und waren
demnach Clopidogrel-Low-Responder (CLR). 885 (88,1%)
der 1005 Stent-Patienten konnten bei der ersten Messung
eindeutig bzgl. ihrer Clopidogrel-Response bewertet werden.
Von den iibrigen 121 wurden 99 bei der 2. Messung, 16 bei
der 3. Messung und 6 bei der 4. Messung zweifelsfrei einem
Responder- bzw. Low-Responder-Status zugeordnet. Somit
ergibt die Messung zu einem frithen Zeitpunkt nach Stentim-
plantation im Regelfall eindeutige Befunde.

Aus den in Tabelle 3 zusammengestellten Werten ist
ersichtlich, dass auch die TRAP-Werte der Patienten nach

Stentimplantation und Einnahme der Loading-dose im Ver-
gleich zum Referenzkollektiv signifikant (p<0,001) niedri-
ger sind.

Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen bei
Patienten mit initial nicht eindeutig beurteilbaren
MEA-Werten

121 der 1005 Patienten (=12%) hatten bei der Erstmessung
ein TRAP/ADP-Verhiltnis <3 und/oder einen TRAP-Wert
<20 U bzw. ADP-Werte im Graubereich. Die Kontroll-
untersuchungen ergaben bei 87 einen Responder-, bei 34
(=28,1%) einen Low-Responder-Status. Bei 30/34 CLR
wurde das unzureichende Ansprechen auf Clopidogrel inner-
halb von sieben Tagen (MW 2,9), bei den restlichen vier
Patienten erst nach sieben und mehr Tagen festgestellt.

Reproduzierbarkeit der MEA-Messungen

Die Variationskoeffizienten (Vk) fiir die Messung einer
Probe (ADP 76,7 U; TRAP 128,5 U) an allen fiinf Kanilen
lagen beim ADP-Test zwischen 5,1% und 15,1% (MW 8,7)
und beim TRAP-Test zwischen 4,4% und 8,0% (MW 6,8).
Fiir die Vk der Priizision in Serie (ADP-Test: n=5; TRAP-
Test: n=9; Messung an einem einzigen Kanal) ergaben sich
beim ADP-Test Werte von 5,4% bis 16,6% (MW 11,4), beim
TRAP-Test Werte von 5,4% bis 10,7% (MW 9,0). Da es
bereits 180 Minuten nach der Blutentnahme beim ADP-Test
zu einem deutlichen Absinken der Werte kommt, wurden bei
diesem Test nur die ersten fiinf Messungen ausgewertet
(Abbildung 3). Fiir die Prizision von Tag zu Tag wurden
beim ADP-Test Vk-Werte zwischen 11,6% und 23,0% (MW
16,4) gemessen, beim TRAP-Test zwischen 9,3% und 14,0%
MW 11,1), wobei diese Ergebnisse zusitzlich durch die
intraindividuelle Variabilitit der Messwerte beeinflusst
werden.

Bei 291 Koronarstent-Patienten mit adidquater Thrombo-
zytenfunktionshemmung unter 75 mg Clopidogrel/d wurden
wihrend des stationdren Aufenthaltes Kontrolluntersuchun-
gen durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit der Messungen
im klinischen Betrieb zu beurteilen. Zusitzlich wurde der
Frage nachgegangen, ob das Ergebnis bei Patienten, die bei
der Erstmessung als Clopidogrel-Responder beurteilt wur-
den, bei einer spiteren Messung eindeutiger gewesen wiére.

Tabelle 3 ADP- und TRAP-Werte der Clopidogrel-Responder und -Low-Responder.

Responder Low-Responder
Minner Frauen Minner Frauen
n=635 n=252 n=94 n=24
ADP-Test
Mittelwert, U 11,8 13,6 52,5 61,8
Min/max Werte, U 1-31 1-44 36-151 50-87
TRAP-Test
Mittelwert, U 62,9 71,7 97,7 104,8
Min/max Werte, U 21-128 22-138 48-154 82-138
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Abbildung 3 Abhingigkeit der ADP- und TRAP-Werte vom Zeitpunkt der Messung nach der Blutentnahme.

Wie oben festgelegt, ist die Beurteilung des Responder-Sta-
tus umso zweifelsfreier, je hoher der TRAP-Wert und das
Verhiltnis TRAP/ADP sind.

Nur 75 Patienten (25,8%) wiesen bei der Kontrolle der
MEA-Messungen eindeutigere Ergebnisse auf. 198 Patienten
(68,0%) hatten bei den Folgemessungen Messergebnisse, die
zwar ebenfalls eindeutig auf einen Responder-Status hinwie-
sen, jedoch keine zweifelsfreiere Beurteilung erlaubten. Bei
17 Patienten (5,8%) hingegen konnten bei den Folgemessun-
gen keine eindeutigen Aussagen zum Responder-Status
gemacht werden. Ein Patient war anfinglich Clopidogrel-
Responder, wies aber bei der Folgemessung einen Low-
Responder-Status auf. Bei den 17 Patienten, bei denen
die Kontrolluntersuchung 29 bis 475 Tage (MW 213) spiter
erfolgte, konnte in allen Féllen der Responder-Status
bestitigt werden, wobei die Werte mit Korrelationskoeffi-
zienten von 0,790 fiir ADP und 0,734 fir TRAP gut
tibereinstimmten.

Diskussion

Das Multiplate®-System wurde primir als POCT-Methode
entwickelt und wird derzeit vor allem eingesetzt, um bei
Patienten mit perioperativen Gerinnungsstorungen die
Thrombozytenfunktion schnell und patientennah beurteilen
zu konnen [14]. Der Einsatz dieses Geridts im Zentrallabor

eines Klinikums ist eher die Ausnahme, ermdglicht aber die
Nutzung des Mess-Systems durch verschiedene klinische
Fachgebiete und sichert eine gleichbleibende Qualitit, da die
Messungen von qualifiziertem Personal durchgefiihrt wer-
den. Wenn MEA-Tests an einer zentralen Stelle erfolgen,
muss gekldrt sein, inwieweit pridanalytische Faktoren, wie
variierende Abnahme- und Transportbedingungen, Verzoge-
rungen bei der Durchfiihrung der Messungen u.4., die Ergeb-
nisse beeinflussen konnen. Bislang liegen dazu fast keine
Untersuchungen vor [15].

Um den die Thrombozyten aktivierenden Scherstress zu
vermeiden, soll fiir Messungen der Thrombozytenfunktion
die Vene zur Blutentnahme nicht oder nur kurz gestaut und
eine moglichst weitlumige Kaniile verwendet werden, was
im klinischen Alltag nur schwer sicherzustellen ist. Unsere
Untersuchungen ergaben, dass die Technik der Blutentnahme
die MEA-Messungen nicht beeinflusst. Auch der Versand der
Hirudin-Réhrchen mit einer Rohrpostanlage erscheint pro-
blemlos. Voraussetzung ist in allen Fillen, dass die Blutprobe
vor der Messung mindestens 30 Minuten erschiitterungsfrei
liegt. Permanentes oder auch nur gelegentliches Durchmi-
schen wihrend der Lagerung fiihrt zu signifikant niedrigeren
MEA-Werten, was auch von anderen Untersuchern festge-
stellt wurde [15]. Offensichtlich sind die Thrombozyten
zumindest in den ersten 30 Minuten nach Blutentnahme
refraktdr und erholen sich in dieser Zeit nur bei Ruhelage-
rung [7].
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Wie unsere Ergebnisse zeigen, nehmen die AUC-Werte
beim ADP- wie auch beim TRAP-Test spitestens 90 Minuten
nach Blutentnahme kontinuierlich ab, wobei die ADP-Werte
deutlich schneller absinken als die TRAP-Werte. Die unter-
schiedliche Stabilitit der Messgroflen bedeutet, dass bei zu
spiter Messung ein dadurch bedingter falsch-niedriger ADP-
Wert bei einem noch relativ hohen TRAP-Wert einen
Responder-Status vortduschen kann. Folglich ist ein zuver-
lassiges Thienopyridin-Monitoring nur méglich, wenn die
MEA-Messung moglichst umgehend nach der 30 miniitigen
Ruhelagerung und spétestens, wie auch vom Hersteller ange-
geben, innerhalb von 180 Minuten nach Blutentnahme
erfolgt.

Messungen der Thrombozytenfunktion sind aufgrund der
leichten Aktivierbarkeit und Labilitit der untersuchten Zell-
art im Vergleich zu anderen Laboruntersuchungen storanfil-
lig, schwer standardisierbar und durch eine hohe Imprézision
charakterisiert [7, 8, 16—18]. Beim Multiplate®-System wer-
den fiir die Intra-Assay-Variabilitdt Vk-Werte zwischen 3,9%
und 19,9% angegeben [10, 12, 16]. Wir fanden in Abhén-
gigkeit vom Messkanal beim ADP-Test Variationskoeffizien-
ten zwischen 9,2% und 16,4% und beim TRAP-Test
zwischen 3,3% und 7,8%. Bei Beriicksichtigung aller Mess-
kandle betrug der Vk fiir den ADP-Test 12,1% und den
TRAP-Test 7,2%. Der relativ hohe Vk beim ADP-Test in
unserer Messreihe ist dadurch bedingt, dass die 60 Minuten
nach Blutentnahme gemessenen Werte im Mittel deutlich
hoher lagen als die 30- und 90-Minutenwerte (siehe Abbil-
dung 3). Offensichtlich ist zu diesem Zeitpunkt die Rekon-
stitution der intrazelluliren Speicher wieder weitgehend
abgeschlossen [7], sodass die Plittchen eine maximale
Aggregationsfahigkeit zeigen, bevor es erneut — diesmal
infolge der Plittchenalterung — zu einem anfangs langsamen,
spater verstirkten Absinken der Aggregationsfihigkeit
kommt. Beim TRAP-Test ist dieses Phdnomen nicht erkenn-
bar. Der ideale Zeitpunkt der ADP-Messung fiir die Kon-
trolle der Thienopyridinwirkung wére daher 60 Minuten nach
der Blutentnahme, was auch fiir die optische Aggregometrie
empfohlen wird [7]. Da im klinischen Alltag eine derartige
Terminierung der Messung nicht realisierbar ist, untersuchten
wir die Reproduzierbarkeit der Methode unter diesen Bedin-
gungen. Bei ca. 94% der Patienten, die bei der Erstmessung
als Clopidogrel-Responder beurteilt wurden, konnte das
Ergebnis bei der Kontrolluntersuchung in den folgenden
Tagen bestitigt werden. Bei ca. 6% ergab die Zweitmessung
ein nicht-eindeutiges Ergebnis. Nur bei einem von 291
Patienten wurde bei der Kontrolle abweichend vom Erstbe-
fund ein Low-Responder-Status diagnostiziert, wobei dies
durch eine fehlende Compliance bedingt sein konnte.

Wie auch andere Arbeitsgruppen [19-21] feststellten,
kommt es unter Thienopyridin-Therapie zu einem Absinken
der TRAP-Werte. Offensichtlich hemmen nicht nur die
GPIIb/IIa-Rezeptor-Antagonisten, sondern auch die Thi-
enopyridine die TRAP-induzierte Thrombozyten-Aggrega-
tion in einem gewissen Umfang, wobei der Haupteffekt, wie
unsere Ergebnisse zeigen, nach Verabreichung der Loading-
dose festzustellen ist. Dieses Phdnomen kann die Beurteilung
der Wirksamkeit von ADP-Rezeptor-Antagonisten erschwe-

ren. Analog zu anderen Thrombozytenfunktionstests werden
die MEA-Messungen durch Anidmie und Thrombopenie
beeinflusst [18, 22, 23]. Patienten mit einem Hk <0,30 L/L
und/oder einer Thrombopenie <100/nL hatten in unseren
Untersuchungen auch ohne Einnahme von Thrombozyten-
Aggregationshemmern vermehrt erniedrigte MEA-Werte
oder Responder-typische Konstellationen. Die Mitbewertung
des TRAP-Tests und der TRAP/ADP-Ratio ist daher bei
Patienten mit grenzwertigen Hk- und Thrombozytenwerten
von grofler Bedeutung, da sonst ein niedriger ADP-Wert als
Responder-Status fehlinterpretiert werden kann. Nach unse-
ren Ergebnissen ist bei Patienten mit TRAP-Werten <20 U
oder einem TRAP/ADP-Verhiltnis <3 eine zuverldssige
Beurteilung der Wirksamkeit einer Thienopyridin-Therapie
nicht moglich. 34/118 (=29%) aller CLR wiren ohne Mit-
bewertung des TRAP-Werts félschlicherweise als Responder
beurteilt worden.

Fiir die Durchfiihrung von Interventionsstudien, bei denen
im Falle eines Low-Responder-Status die Therapie entspre-
chend geédndert wird, ist es erforderlich, einen Cut-off-Wert
zu definieren, der Responder von Low-Respondern trennt.
Wir ermittelten daher bei gesunden Testpersonen Referenz-
bereiche fiir die ADP- und TRAP-Werte und fanden bei bei-
den Testen deutlich hohere Werte fiir Frauen, was sich auch
in unterschiedlichen Cut-off-Werten niederschlug. Ge-
schlechtsabhingige Referenzwerte wurden sowohl mittels
MEA- als auch mit der LTA-Testung gefunden [16, 24].
Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass Frauen eine
erhohte Plattchen-Grundreaktivitit haben, sodass unsere
Ergebnisse nicht iiberraschen [25]. Die Ursache dieser
geschlechtabhingigen Unterschiede diirfte neben dem nie-
drigeren Hk vor allem hormonell bedingt sein [24, 25].

Da das Risiko einer Stentthrombose vor allem in den
ersten fiinf Tagen nach PCI besteht [3, 4], sollte die Uber-
priifung der Clopidogrel-Wirkung in den ersten 24 Stunden
nach Gabe der Loading-dose durchgefiihrt und die Therapie
baldmoglichst angepasst werden. Um verlidssliche Ergebnisse
zu erhalten, ist neben der Einhaltung der prdanalytischen
Bedingungen Folgendes zu beachten: Da bei manifester Ani-
mie und Thrombopenie eine Messung nicht sinnvoll ist, soll-
te ein aktuelles Blutbild vorliegen. Werden die genannten
Kriterien beziiglich der Hohe des TRAP-Wertes und des
TRAP/ADP-Verhiltnisses nicht erfiillt oder liegen grenzwer-
tige Ergebnisse vor, ist eine Kontrolluntersuchung indiziert.

Unsere Untersuchungen ergaben, dass bei ca. 12% der
Patienten teils mehrmalige Kontrollen bis zum Vorliegen ein-
es eindeutigen Ergebnisses erforderlich sind. Trotz der damit
verbundenen Patientenbelastung und Mehrkosten erscheint
dies sinnvoll, da fast 30% der Patienten mit kontrollbediirf-
tigen Erstbefunden bei der Wiederholungsmessung Clopi-
dogrel-Low-Responder waren. Somit ist der Anteil der CLR
in dieser Gruppe fast dreimal so hoch wie im
Gesamtkollektiv.

Wie die vorliegenden Daten zeigen, kann im klinischen
Routinebetrieb bei Beachtung der oben aufgefiihrten Voraus-
setzungen die Clopidogrel-Wirkung nach Stentimplantation
durch MEA-Messung mit Hilfe des Multiplate®-Systems
iiberpriift werden. In einer prospektiven Interventionsstudie
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wurde nachgewiesen, dass durch die MEA-gesteuerte The-
rapieoptimierung nach PCI die Rate an Low-Respondern und
die Zahl der kardiovaskuldren Ereignisse, wie Tod aufgrund
kardialer Ursache, nicht-fataler Myokard-Infarkt, nicht-fata-
ler Schlaganfall, deutlich vermindert werden kann [26].
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