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7 1. EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Historische Einfuhrung in die Physiologie und Pathologie der

Thrombozytenaggregation

Die ersten Abhandlungen uber die Blutplattchen wurden bereits Anfang des 19.
Jahrhunderts geschrieben. So war es 1836 Hermann Nasse (1807-1892), der in seinem
Werk ,Das Blut in mehrfacher Beziehung physiologisch und pathologisch untersucht® die
Blutplattchen als ,seltsame kleine Klgelchen oder Kdorner, die sich zu unregelmaligen
Haufen verbinden und verbacken® beschrieb. Andere Forscher wie Alfred Donne (1801-
1866) beschrieb die Thrombozyten als Chyluskoérperchen und Gustav Zimmermann
(1817-1866) betrachtete sie als aus der Lymphe kommende Erythrozytenvorstufen.
Giulio Bizzozero war der Erste, der die eigenstandige Existenz der Platichen und den
Zusammenhang zur Blutgerinnung beschrieb. Er formulierte seine Entdeckungen in
seinem Werk ,Uber einen neuen Formenbestand des Blutes und dessen Rolle bei der
Thrombose und der Blutgerinnung®“. Einige Jahre spater entdeckte James H. Wright
(1869-1928), dass Thrombozyten Abschnirungen der Plasmamembran der
Megakaryozyten im Knochenmark sind. In den folgenden Jahren hat die Erkenntnis uber
die Blutplattchen in Bezug auf ihre physiologische wie auch pathophysiologische
Bedeutung weiter zugenommen. Physiologischerweise sind die Blutplattchen oder
Thrombozyten an der Blutstillung oder Hamostase beteiligt. Ihre Aufgabe ist es, durch
Anhaften (=Adhasion) an GefaRlasionen und nachfolgende Aggregation, d.h. Bildung
von Plattchenkonglomeraten, das Gefaldlumen zur Umgebung hin abzudichten und die
aus der Verletzung resultierende Blutung zum Stillstand zu bringen. Daneben steht die
pathophysiologische Bedeutung der Blutplattchen im Zusammenhang mit
Fehlfunktionen des hamostatischen Systems in den letzten Jahrzehnten im Mittelpunkt
des wissenschaftlichen Interesses.

Noch vor der Entdeckung der Thrombozyten legte Virchow die Grundlagen fur die
Thromboseforschung. Fur ihn, der Thrombenbildung noch mit Blutgerinnung
gleichsetzte, war es die Trias aus den Kompartementen Blut, Stromung und
Gefallwand, die sowohl per se als auch in Interaktion ursachlich an Blutstillung und

Thromboseentstehung teilnahmen (Virchow, 1865). In Anlehnung an Virchows
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Hypothese, dass eine erhdhte Gerinnungsbereitschaft des Blutes verantwortlich fur die
Pfropfbildung sei, fuhrten Eberth und Schimmelbusch 1885 den Begriff der ,viscdsen
Metamorphose® der Thrombozyten ein. Sie meinten damit eine ,klebrige Veranderung*
der Plattchen, die notwendig fur ,die Verschmelzung eines im Blut vorhandenen
Zellgebildes® ist. Sie machten damit zum ersten Mal konkrete Aussagen Uber eine aktive
Teilnahme der Blutplattchen am thrombotischen Geschehen. Weiter untermauerten sie
experimentell die These, dass die Blutplattchen sowohl bei Hamostase, als auch bei der
Thrombose in einen Aktivierungsprozess eingebunden sind. Diese Anschauung
bestimmt auch noch heutige Forschungsansatze. 1888 unterschieden Eberth und
Schimmelbusch darUber hinaus als erste die Vorgange Adhasion und Aggregation.
Diese Untersuchungen bilden heute die Grundlage flr den bekannten Mechanismus der
Entstehung des primaren Plattchenthrombus: Thrombozyten haften (adharieren)
zunachst uber Zytoplasmafortsatze (Pseudopodien) an durch Gefallwandverletzung
freigelegten subendothelialen Strukturen (z. B. Kollagen) und breiten sich dann
grol¥flachig darauf aus (,spreading“). Das Anhaften zusatzlicher Plattchen an den bereits
haftenden wird dann als Aggregation bezeichnet und flhrt zur Ausbildung des
Plattchenthrombus (Sixma et al., 1995). Zudem erkannten Eberth und Schimmelbusch
schon damals die Bedeutung des plasmatischen Gerinnungssystems und vor allem die
Unterscheidung dessen von der Plattchen-vermittelten Hamostase. Weiter
interpretierten sie die stromungs-mechanische Hypothese Virchows nicht einfach als
Stase mit nachfolgendem Gerinnungsprozess, sondern sahen, dass bestimmte
Stromungskonstellationen fur die Entstehung von Blutplattchenthromben erforderlich
sind, so zum Beispiel an Gefaliregionen mit Krummungen, Verzweigungen und
Stenosen, die zur Wirbelbildung der Stromung fuhren.

Der dritte Bestandteil der Trias Virchows, die GefalRwand, ist bei der
Thromboseentstehung mit dem Zweiten, der Stromung, engstens verknUpft: Stenosen
mit nachfolgender Wirbelbildung entstehen bevorzugt an Stellen, an denen das
regelmalige rohrférmige Lumen durch degenerative Veranderungen der Gefallwand
unterbrochen ist und damit eine Storung der laminaren Stromung eintritt. Von grol3er
Wichtigkeit ist in diesem Zusammenhang auch die Umwandlung der GefalRwand selbst.
Diese hat groRe Bedeutung fur die Wechselwirkungen zwischen Blutplattchen und

atherosklerotisch alterierter Gefallwand. Die enge Verknlpfung der Atherosklerose mit
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der Thrombose ist heute unbestritten. Schon Rokitanski brachte 1842 die Entstehung
atherosklerotischer Plaques mit der Ablagerung von Blutbestandteilen in Verbindung.
Virchow dagegen vertrat im Widerspruch zu dieser Ablagerungshypothese die Ansicht,
dass die Plaques nicht vom Lumen her auf der Gefalintima entstinden, sondern als
Folge degenerativer Prozesse in der GefalRwand selbst.

Der Grundstein fur die heutige Ansicht zur Atheroskleroseentstehung wurde Anfang des
20. Jahunderts von Marchand gelegt, der die Entstehung atherosklerotischer Plaques
als Insudation von Lipiden in die Gefalintima und nachfolgende fibrése Proliferation
ansah. Die Bildung von Thromben auf dem Boden dieser strukturellen und chemischen
Veranderungen der GefalRwand wurde dabei als sekundarer Prozess aufgefasst. Weiter
wird die Atherosklerose heute als eine chronische Entzindungsantwort der
Arterienwand auf eine Schadigung des Endothels angesehen (Ross, 1993). Zu dieser
Entzindungsantwort gehort neben der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und
der Expression von Adhasionsmolekulen auch die Bildung freier Sauerstoffradikale in

der Gefallwand, das auch als oxidativer Stress bezeichnet wird.

1.2 Grundlagen der Hamostase unter besonderer Betrachtung der

Thrombozytenaggregation

1.2.1 Physiologie der Blutgerinnung und der Fibrinolyse

Das hamostatische System, bestehend aus Thrombozyten, Plasmafaktoren und der
Gefallwand, schutzt den Organismus bei Gewebsverletzungen durch Interaktion gegen
den Verlust von Blut. Die Blutungsstillung (Hamostase) lasst sich anhand des
Zeitablaufs in verschiedene Stadien aufgliedern: primare Hamostase, sekundare
Hamostase und Fibrinolyse. In der primdren Hémostase adharieren Thrombozyten an
Strukturen der Gefallwandlasion (Adhasion) und bilden durch Interaktion mit weiteren
Blutplattchen (Aggregation) den primaren Thrombus, der noch fragil ist und sich leicht
von der GefaRwand ablésen kann. Die sekundédre Hémostase ist durch die Aktivierung
der Gerinnungskaskade gekennzeichnet. Hier kommt es durch proteolytische Spaltung
von Prothrombin zur Bildung von Thrombin, welches wiederum durch Spaltung von
Fibrinogen zur Bildung von Fibrin fihrt. Fibrin verfestigt das fragile Plattchenaggregat

und dichtet so die GefalRwandverletzung gegentber dem Blutstrom stabil ab und leitet
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den Heilungsprozess ein. Durch Fibrinolyse kommt es wahrend der Heilungsphase zum

schrittweisen Abbau des hamostatischen Thrombus.

1.2.2 Aufbau der Thrombozyten

Thrombozyten sind die kleinsten korpuskularen Bestandteile des Blutes (Durchmesser
von 2-4 um). Sie besitzen eine diskoide Form, sind kernlos (anuklear) und zirkulieren mit
einer durchschnittlichen Anzahl von 150.000 bis 300.000/ul fur neun bis zehn Tage im
peripheren Blut. lhre tagliche Erneuerungsrate betragt etwa 20%. Die Thrombozyten
zeigen einen komplexen inneren Aufbau, den man nach Mackie (Mackie et al., 1988)
aufgrund morphologischer Kriterien in vier unterschiedliche Zonen einteilen kann:

a) Periphere Zone: Besteht aus der Zytoplasmamembran, die als typische polarisierte
Phospholipidschicht (Bilayer) aufgebaut ist und in die Glykoproteine, Proteine und
Mukopolysacharide (Glykokalix) eingebettet sind. Die Glykoproteine Ubernehmen als
Oberflachenrezeptoren spezifische Funktionen.

b) Strukturelle Zone: Enthalt das Zytoplasma und das Zytoskelett, das sich aus
Mikrofilamenten,  Mikrotubuli und submembrands gelagerten Aktinfilamenten
zusammensetzt. Die Verankerung dieses fibrillaren, kontraktilen Systems mit der
Zellmembran ermdglicht dem stimulierten Thrombozyten aktive Formveranderung und
die Ausbildung von Pseudopodien.

c) Zone der Zellorganellen: In diesem Bereich befinden sich vor allem Mitochondrien,
Golgi-Apparate, Ribosomen und eine hdéhere Anzahl an Granula. Bei den Granula
werden Lysosomen, a-Granula und dichte Granula (,dense bodies®) unterschieden.
Namensgebend fur die dichten Granula ist ihre elektronenoptische Dichte. Sie enthalten
niedermolekulare  Verbindungen (ADP, ATP, Ca?*, Serotonin), die den
Aggregationsvorgang fordern. Die Alpha-Granula enthalten eine Reihe von Proteinen,
die die Adhasion, Aggregation, Chemotaxis, Proliferation, Inflammation und Koagulation
beeinflussen. Die Lysosomen enthalten hydrolytische Enzyme.

d) Membransysteme: Es besteht zum einen aus dem offenen kanalikuldren System
(,surface connected open canalicular system®), zum anderen aus dem dichten tubularen
System (,dense tubular system®). Das offene kanalikulare System verbindet das Innere
der Thrombozyten Uber Kanale mit der Plasmamembran. Das dichte tubulare System ist

ein Abkommling des rauen endoplasmatischen Retikulums und ist einer der
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Hauptspeicherorte fiir freie Calciumionen (Ca®*), die eine zentrale Rolle in der
Regulation des Plattchenmetabolismus und der -aktivierung einnehmen. Das
Uberschreiten einer Schwelle der freien Ca*-Konzentration fiihrt zu einer
Formveranderung des Blutplattchens mit Bildung von Pseudopodien und Freisetzung

der Granulainhaltsstoffe (Sekretion).

1.2.3 Funktionsstadien der Thrombozytenaktivierung mit sekundarer

Hamostase

Wie bereits unter 1.2.1 angeflhrt, lassen sich bei der Thrombozytenaktivierung zwei
Funktionsstadien unterscheiden: die Adhasion und die Aggregation. Die Adhasion noch
ruhender Thrombozyten an die verletzte GefalRwand ist der erste Schritt der primaren
Hamostase und wird primare Adhasion genannt. Die primare Adhasion fuhrt zur
Formveranderung, Spreizung und Aktivierung der Thrombozyten mit nachfolgender
Freisetzung der gespeicherten Sekrete aus Granula und der Bildung von
Thrombozytenaggregaten. Die Anlagerung von aktivierten Thrombozyten an die
Strukturen des Subendothels wird als sekundare Adhasion bezeichnet (Andrews et al.,
1997; DeGroot et al., 1990; Ruggeri et al., 1994). Gesteuert wird der Adhasionsvorgang
durch thrombozytare Membranglykoproteine. Dabei besitzen Thrombozyten eine Reihe
von membranstandigen Adhasionsrezeptoren, die spezifische Strukturkomponenten der
extrazellularen Matrix im Bereich der Media und des Subendothels erkennen. Durch den
ersten Kontakt zirkulierender Thrombozyten mit der Oberflache des Subendothels im
Bereich einer Verletzung der GefalBwand bindet der Glykoprotein-Ib-V-IX-Komplex an
Kollagen-immobilisiertem ,Von-Willebrand-Faktor‘. Es kommt zur Anheftung der
Thrombozyten an die Gefallwand, zur sogenannten Kontaktphase (Nurden et al., 1994).
Uber weitere membransténdige Adhasionsrezeptoren, wie den Kollagen-, Fibronektin-
oder Lamininrezeptor (Rezeptorfamilie der Integrine), erfolgt eine Stabilisierung der
Thrombozytenadhasion. Vor allem die Bindung des Kollagenrezeptors (Integrin af34) an
Kollagen fihrt zu Aktivierung des adharenten Thrombozyten und dessen
Formveranderung (,shape change®) mit der Bildung von Pseudopodien, die sich Gber die
gesamte verletze Stelle ausbreiten und so die Abdichtung des Defektes gewahrleisten.
Die Thrombozyten sezernieren Stoffe, die die Adhasion weiterer Thrombozyten fordern

(VWF), solche, die vasokonstriktorisch wirken (Serotonin, PDGF= platelet-derived growth
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factor, Thromboxan A= TxAz) und somit den Blutstrom verlangsamen, sowie
Mediatoren, mit denen die Thrombozyten-Aktivierung verstarkt und weitere
Thrombozyten rekrutiert und aktiviert werden (ADP, TxA, , PAF= platelet-activating
factor). Die Granulainhaltsstoffe verstarken autokrin den Aktivierungsvorgang, parakrin
induzieren sie durch Stimulation noch ruhender und zirkulierender Thrombozyten die
Aggregation mit schon adharenten Thrombozyten (Siess et al., 1989). Die Interaktion
von noch zirkulierenden Thrombozyten mit bereits adharenten Thrombozyten wird durch
die ADP-, Thrombin- und Adrenalin-induzierte Konformationsanderung der GPIIb-llla-
Rezeptoren (Fibrinogenrezeptoren) ermoglicht (Nurden et al., 1994). Diese
Konformationsanderung erlaubt durch Freilegung von Bindungsstellen fur Fibrinogen
(,Fibrinogentaschen") die Bindung von Ioéslichem Fibrinogen an den GPIlIb-llla-Rezeptor
und damit an die Membran der Thrombozyten (Gawaz et al., 1999). Im weiteren Verlauf
bewirken  Fibrinogenbricken  (reversibler =~ Vorgang) die  Ausbildung von
Thrombozytenaggregaten (Gawaz et al., 1991; Ginsberg et al., 1995; Plow et al., 1992;
Siess et al., 1989). Fur eine normal verlaufende Aggregation sind drei Bedingungen
entscheidend: Scherkraft (Erhéhung der Kontaktwahrscheinlichkeit zwischen zwei
Thrombozyten), Ca®* und Fibrinogen. Wenn eine der drei Komponenten fehlt, kénnen
die Thrombozyten nicht aggregieren.

Die noch relativ instabilen Plattchenaggregate werden in der sekundédren Hémostase
nach Aktivierung der Gerinnungskaskade durch die Quervernetzung mit Fibrin und der
anschlieBenden Retraktion des Plattchen-Fibrin-Konglomerats (Gerinnselretraktion)
gefestigt. Die meisten Gerinnungsfaktoren sind normalerweise nicht aktiv (zymogen)
und werden durch eine Kaskade aktiviert. Diese hat Verstarkungswirkung, so dass auch
kleinste Mengen des auslésenden Faktors fur eine rasche Gerinnung sorgen. Zu
unterscheiden ist, dass die Gerinnung intrinsisch (im Gefall) oder extrinsisch (von
aulden) gestartet werden kann.

Das intrinsische System besteht aus Komponenten, die sich alle im Blutplasma befinden
und beinhaltet die Gerinnungsfaktoren Xll, XI, IX, VIII, ,high molecular weight kininogen"
(HMWK) und Prakallikrein. Dieses System wird durch Bindung von vier Kontaktfaktoren
(Faktor XlI, Xl, Prakallikrein, HMWK) an negativen Ladungen der subendothelialen
Matrix und der aktivierten Thrombozytenoberflache aktiviert. Diese Kontaktaktivierung

fuhrt zur Aktivierung des Faktor X, dem ersten Faktor der gemeinsamen Endstrecke.
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Dieser Faktor wird auch uUber den extrinsischen Weg aktiviert, der den Faktor VIl und
einen Kofaktor, das Gewebethromboplastin (tissue factor) beinhaltet. Der tissue factor
ist ein integrales Membranprotein, das vorwiegend auf GefalRwandzellen und auch auf
zirkulierenden Monozyten zu finden ist. Die Aktivierung Uber den extrinsischen Weg
erfolgt im Vergleich zum intrinsischen schnell und spielt eine bedeutende Rolle bei
akuten thrombotischen Mechanismen im Bereich atherosklerotischer Gefalde.

Die gemeinsame Endstrecke der Gerinnungskaskade kann in drei Abschnitte unterteilt
werden: Aktivierung des Faktors X, Bildung von Thrombin aus Prothrombin und
Fibrinogenspaltung zu Fibrin. Inhibitoren wie Antithrombin Ill, Protein C und S, ,tissue
factor pathway inhibitor" (TFPI) steuern einer Ubermafigen Gerinnung entgegen. Nach
Bildung von Fibrin ist der letzte Schritt der Gerinnungskaskade das Zusammenziehen

des Blutkuchens (,clot retraction®).

1.2.4 Plattchenmembranrezeptoren

Die Mechanismen der Hamostase erfordern ein enges Zusammenspiel zwischen
Thrombozyten, Endothel, plasmatischen Gerinnungsfaktoren und Strukturen der
GefalRwand. Adhasionsvorgange spielen dabei eine wesentliche Rolle. Hierzu weisen
Blutplattchen membranstandige Glykoproteine auf, welche die Interaktion von
Thrombozyten untereinander und mit Endothelzellen (GPllb-llla), mit der
subendothelialen Matrix (vWF-Rezeptor, Kollagenrezeptor), mit plasmatischen
Gerinnungsfaktoren oder mit Leukozyten (P-Selektin) vermitteln. Anhand der
charakteristischen Molekulstruktur teilt man die Rezeptoren in vier Klassen ein:
Integrine, leuzinreiche Glykoproteine, Selektine und Rezeptoren von Immunglobulintyp.
Die Integrine bestehen aus zwei Untereinheiten (eine a- und eine (B-Kette) und sind
transmembrands in der Zellwand verankert und verbinden so Strukturen des
Zytoskeletts mit der extrazellularen Matrix. Sie interagieren mit Glykoproteinen, wie
Kollagen, Fibrinogen und dem von-Willebrand-Faktor. Das GPIlIb/llla - mittlerweile
haufiger als Integrin allb-B3 bezeichnet — ist der haufigste auf der Plattchenmembran
vorkommende Rezeptor (Charo et al., 1994). Im Ruhezustand sind 70-80% des GPlIb-
[lla auf der Thrombozytenoberflache exprimiert, die restlichen 20-30% befinden sich in
den intrazellularen a-Granula (siehe 1.2.2) und im offenen kanalikuldren System

(ssurface connecting system® (SCS)) (Morgenstern et al., 1997; Nurden et al., 1994).
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Durch Aktivierung der Thrombozyten gelangt dieser innere Speicher an die
Zelloberflache (Woods et al., 1986). Der GP-Ib-V-IX-Komplex zahlt zu den leuzinreichen
Glykoproteinen und ist ein Adhasionsrezeptor fir den von-Willebrand-Faktor und spielt
eine zentrale Rolle in der primaren Hamostase. P-Selektin ist ein weiteres
Membranglykoprotein, das in den a-Granula der Bluttplattchen und in den Weibel-
Palade Korperchen der Endothelzellen lokalisiert ist. Durch Aktivierung der Plattchen
kommt es zu einer Verschmelzung der a-Granula mit dem SCS und zur Expression von
P-Selektin auf der Thrombozytenoberflache. P-Selektin ist ein  wichtiger
Oberflachenrezeptor fur die Interaktion von aktivierten Thrombozyten mit neutrophilen
Granulozyten und Monozyten. Die Adhasionsrezeptoren vom Immunglobulintyp
scheinen eine Rolle bei der Thrombozytenadhasion an Leukozyten und an das

Subendothel zu spielen.

1.3 Thrombozytenfunktionstestung mittels aggregometrischer
Verfahren

Die heute gebrauchlichsten Methoden flr die Thrombozytenfunktionstestung sind die
Bestimmung der Plattchenaggregation mittels photometrischer Aggregometrie nach
Born (Born 1964) in plattchenreichem Plasma (PRP) oder mit der Impedanz-
Aggregometrie in PRP oder Vollblut (whole blood, WB).

Die Methode nach Born beruht auf der Eigenschaft, dass die optische Dichte einer
Partikelsuspension abhangig von der Partikelzahl und nicht von deren GrofRe ist. PRP
wird durch niedrigtourige Zentrifugation bei Raumtemperatur (RT) gewonnen (z.B. 10
min bei 800-1000 Umdrehungen pro Minute). Das gewonnene PRP wird hierbei in
silikonisierte Glaskuvetten gegeben und unter Verwendung eines RUhrstabchens
(konstant 1000 Umdrehungen pro Minute) mittels Magnetrihrer durchmischt. Durch ein
photometrisches Verfahren wird die plattchenbedingte Tribung der Suspension anhand
einer Referenzkulvette, die 500 ul PRP enthalt und den 100%-Wert der Lichttransmission
darstellt, bestimmt. Durch Zugabe eines Platichenstimulus in die mit PRP gefllite
Kuvette kommt es zur Aggregatbildung und damit zur Abnahme der Trubung und zur
Zunahme der Lichttransmission. Der Grad der Trubungsanderung ist ein Mal} fur die
Aggregation, welche als Funktion der Zeit mittels Schreiber in Form einer

Aggregationskurve aufgezeichnet wird. Bei Zusatz von ADP als Plattchenstimulus stellt
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sich zunachst die Formveranderung der Thrombozyten (,shape change®) ein, was an
der Aggregationskurve anhand der Abnahme der Lichttransmission erkannt werden
kann. Danach steigt die Aggregationskurve durch Zunahme der Lichttransmission an
(primare, noch reversible Aggregation), die entweder im weiteren Verlauf wieder
ruckgangig ist (Deaggregation) oder nach vorubergehendem Erreichen eines Plateaus
(biphasische Aggregation) in eine zweite Aggregationsphase Ubergeht (sekundare,
irreversible Aggregation).

Die Methode der photometrischen Aggregometrie weist einige Nachteile auf. Die
Zentrifugation, die notwendig ist um PRP herzustellen, ist zeitlich sehr aufwendig. Die
Aggregation kann nicht unter physiologischen Bedingungen in Anwesenheit von
anderen Blutzellen ablaufen. Die Calciumkonzentrationen sind sehr viel niedriger und
der pH-Wert ist deutlich héher. Empfindliche Modulatoren der Plattchenaggregation, wie
zum Beispiel Prostacyclin und Thromboxan A, kdnnen wahrend der Praparation von
PRP zerstort werden. Bei Makrothrombozytopenien ist oft eine Spontansedimentation
notwendig. Problematisch ist hierbei, dass es dabei fast immer zu einer Beimischung
anderer Zellen kommt, die das Aggregationsmuster beeinflussen. Grundsatzlich kann
niemals eine reprasentative Population an Thrombozyten gewonnen werden, da die
grolRten - oft reaktivsten - Thrombozyten mit dem Leuko- oder Erythrozyten
sedimentieren. Dies fuhrt zu Problemen bei der Probenverarbeitung von Patienten mit
Makrothrombozytopenien oder Patienten mit Anamie oder starker Beschleunigung der
Blutsenkung. Schon kleine Luftblasen, Trubung durch lipamisches Plasma oder
residuale Erythrozyten liefern irrefUhrende (meist pathologische) Ergebnisse. Ein
weiterer Nachteil dieser Methode ist die groe Menge (20 ml) an Blut die man fur die
Herstellung von PRP bendtigt. Dies ist besonders problematisch bei Sauglingen oder
kleinen Kindern.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Thrombozytenfunktionstestung die Methode der
Impedanz-Aggregometrie angewendet. Diese Methode wurde 1980 von Cardinal und
Flower beschrieben. Im Gegensatz zum lichtaggregometrischen Verfahren erfolgt der
Nachweis der Thrombozytenaggregation bei der Vollblutaggregometrie in einer
weitgehend physiologischen Umgebung der Bluttplattchen mittels elektrischer
Impedanzmessung. Die Methode bendétigt keine Aufarbeitung (Zentrifugation) der

Blutproben und kann wie die photometrische Aggregometrie mit der Luminometrie
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kombiniert werden. Nach Eintauchen der Messvorrichtung in die mit Blut gefullte Kivette
bildet sich auf den Platinelektroden ein Monolayer von Thrombozyten aus, der zu einer
Erhéhung des elektrischen Widerstands flhrt. Bei Zugabe eines Agonisten lagern sich
weitere Plattchen an und fuhren zu einer Veranderung der Impedanz zwischen den
Elektrodendrahten. Die Veranderung des Widerstands dient als Prinzip der
Impedanzmessung (siehe 3.2.5). Nachteil der Impedanzmessung gegenuber dem
lichtaggregometrischen Verfahren ist, dass nach jeder Messung die Elektrode gereinigt
werden muss, damit sich auf den Platinen keine Thrombozyten befinden.

Die Validitat dieser Methode wurde bereits in mehreren Studien gezeigt (Challen et al.,
1982; Ingerman-Wojenski et al., 1983; Lehman et al, 1985). Challen et al.
quantifizierten 1982 die Thrombozytenmasse an der Platinelektrode wahrend der
Aggregationsmessung. Der Proteingehalt der Aggregate wurde dabei mit der Lowry-
Methode geschatzt. Es konnte gezeigt werden, dass die Masse an Protein in den
Aggregaten mit der Menge an zugegebenem Agonisten korrelierte. 1983 zeigten
Ingerman-Wojenski et al. mit Hilfe von 125l-markierten Antikbrpern gegen
plattcheneigenes Glykoprotein 1IB/IIIA, dass die Aggregation in Vollblut gleichzeitig
einhergeht mit einer Freisetzung von ATP und dass der Impedanzanstieg zwischen den
Elektrodendrahten direkt zusammenhangt mit der Anlagerung von Plattchen an eben
diese Drahte. Elektronenmikroskopische Verfahren von Lehman et al. (1985) zeigten
spater ebenfalls, dass der initiale Impedanzanstieg auf das Anhaften der Thrombozyten
an die Elektroden zurickzufuhren ist.

Ein Vergleich der beiden Methoden (Riess et al., 1986) zeigt eine hohe Korrelation bei
der Bestimmung der ADP- oder Kollagen-induzierten Plattchenaggregation. Weiterhin
konnten Riess und Mitarbeiter zeigen, dass Plattchen im WB sensitiver als in PRP auf
die aggregationsfordernden Substanzen Thrombin, Ristocetin und Arachidonsaure
ansprechen und dass die Hemmung der Plattchenaggregation durch die einmalige orale
Einnahme von Acetylsalicylsaure langer im WB nachgewiesen werden kann. ASS
hemmt dabei die Plattchenaggregation deutlich in den Kollagen und Arachidonsaure-
induzierten Messungen, aber nur wenig in den ADP-induzierten Messungen. Dies wird
auf die hohe Potenz der Kollagenreagenz zuruckgefuhrt (Ingerman-Wojenski et al.,

1984), sowie die Fahigkeit der Impedanzmethode, selbst kleinste Plattchenaggregate
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als Impedanzanderung aufzuzeichnen (Jones et al., 1985; Mackie et al., 1984; Mannucci
et al., 1987).

1.4 Thrombozyten und ihre Rolle an der Pathophysiologie der KHK

1.4.1 Storung der Endothelzellfunktion — endotheliale Dysfunktion

Das Endothel mit einer Oberfliche von 1000 m? ist eine einlagige, kontinuierliche
Zellschicht an der Innenwand der Gefalle, die das intravasale (Blut) vom interstitiellen
Kompartiment trennt. Die Endothelzellen haben nicht nur eine Barrierefunktion, sondern
produzieren neben wachstums- und matrixmodulierenden Substanzen (Moncada et al.,
1979, 1991) auch vasoaktive Substanzen, wie Prostazyklin, den endothelium-dependent
hyperpolarisation factor (EDHF) (Feletou et al., 1988) und den endothelium-derived
relaxing factor (EDRF) (Furchgott et al., 1980). Die Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht zur
Endothelfunktion.

Gleichgewichte aul Gefallebene

Tonus Gerinnung
NO”© Protein /S
PG, 14
NO". PG,
TF Fndothelbarriere
NA PAL-1
Ang Il vWF
Endothelin TXA,
Endothelin Adhasions-
Ang il molekule
IL-6
Radikale
NO* < NO"
PGl, Endothelbarriere
Wachstum Entzundung

Abb. 1: Endothelfunktion (aus ,,Herz-Kreislauf transparent®, Aventis Pharma)

EDRF konnte in spateren Untersuchungen als Stickstoffmonoxid identifiziert werden
(Gimbrone et al., 1999; Ludmer et al., 1986). Stickstoffmonoxid (NO) wird durch die NO-
Synthase (NOS) aus der Vorstufe L-Arginin gebildet (Palmer et al., 1987). NO ist eine

vasodilatierende Substanz, die die Adhasion von Monozyten und Leukozyten an das
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Endothel, aber auch die Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen verhindert.
Weiter reduziert NO die Produktion freier Sauerstoffradikale und inhibiert die Oxidation
von ,low density lipoprotein-, (LDL)-Cholesterin. Untersuchungen zeigen NO als ein
potenter Inhibitor der Aggregation und Adhasion der Plattchen (Radomski et al., 1987).
Im Endothel werden aullerdem eine Vielzahl weiterer physiologisch bedeutsamer
Substanzen wie z.B. Angiotensin IlI, Bradykinin, Serotonin, ADP, Adenosin und
Noradrenalin um- oder abgebaut. Uber diese Substanzen steuert das intakte Endothel
den Tonus der Gefale, reguliert das Wachstum der Gefalte, moduliert die Zellmigration,
strukturiert die extrazellulare Matrix, beeinflusst das Wachstum von glatten Muskelzellen
und hemmt die Thrombozyten- und Monozytenadhdsion sowie ihre Aggregation
(Moncada et al.,, 1993; Vane et al., 1990). Zusammen mit der Hemmung des
programmierten Zelltodes wirken alle diese Faktoren antiatherosklerotisch (Haendeler et
al., 1999).

Durch Verletzungen, Entzindungen oder kardiovaskulare Risikofaktoren, wie Rauchen,
Hypercholesterinamie und Diabetes mellitus, verliert das Endothel die protektiven
Eigenschaften und entwickelt sogar proarteriosklerotisches Potential. Diese Situation
wird klinisch als endotheliale Dysfunktion bezeichnet. Hdmodynamisch aufert sich die
endotheliale Dysfunktion durch einen Verlust der endothelabhangigen Relaxation,
bedingt durch eine verminderte Bioverfugbarkeit von NO. Ohara et al. (1993) und
Minzel et al. (1995, 1997) konnten zeigen, dass die eingeschrankte Bioverfugbarkeit
des NO durch eine erhohte Bildung von Superoxidanionradikalen bedingt ist. Die
Superoxidanionradikale kdnnen NO inaktivieren. Neuere Untersuchungen zeigen, dass
durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) selbst Superoxidanionradikale gebildet
werden, wenn der Co-Faktor Tetrahydrobiopterin oder das Substrat L-Arginin fir die
NO-Synthese fehlen (Gori et al., 2001; Vasquez-Vivar et al., 1998).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass eine vermehrte Inaktivierung von
endothelialem NO durch O, eine wesentliche Komponente der endothelialen
Dysfunktion darstellt. Diese NO/Os-Imbalance, ausgelést durch die bekannten
Risikofaktoren, aktiviert im Endothel ein proatherosklerotisches Potential, was die
Entstehung und Progression vaskularer Prozesse von Atherosklerose, Thrombose,

Vasospastik und Plaqueruptur begunstigt.
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1.4.2 Einfluss der Thrombozyten auf die Atherogenese und Progression der

Atherosklerose

Grundlage des heutigen Verstandnisses der Atherogenese ist die response-to-injury-
Hypothese (Ross et al., 1993). Eine chronische Gefaldschadigung, Entzindung oder
kardiovaskulare Risikofaktoren, wie Rauchen, Hypercholesterinamie und Diabetes
mellitus, fluhren zur endothelialen Dysfunktion. Die Folge ist eine vermehrte
Monozyten/Lymphozyten-Adhasion und Einwanderung dieser Zellen in die Intima.
Weiter kommt es zu einer intimalen Lipideinlagerung. Diese Lipideinlagerungen sind
reich an oxidierten LDL-Partikeln und werden von Monozyten phagozytiert. Durch die
Phagozytose wandeln sich die Monozyten in Schaumzellen um. Diese sammeln sich
zunachst diffus und dann herdférmig an und bilden so eine Lipidplaque. Uber die
Lipidplaque kann das Endothel abgeschert werden. Die Folge ist die Ausbildung eines
Plattchenthrombus mit  Gefaldstenosierung und  Freisetzung thrombozytarer
Wachstumsfaktoren. Es wird der Plattchenwachstumsfaktor PDGF (platelet-derived
growth factor) aus den Thrombozyten freigesetzt, der proliferationsférdernde und
chemotaktische = Wirkungen  auf  Muskelzellen und  Fibroblasten  besitzt.
Plaguemakrophagen sezernieren proliferationsféordernde Faktoren, wie Endothelin-1. Es
bildet sich eine fibrose Plaque, in deren Zentrum sich ein nekrotischer Kern befinden
kann. Eine Plaque kann uber viele Jahre stabil bleiben, ohne Komplikationen zu
verursachen. Eine Zunahme der entzundlichen Aktivitat, Ubermafige mechanische
Beanspruchung (Hypertonie) oder durch Apoptose von Monozyten und/oder glatten
Muskelzellen (Bauriedel et al., 1999) kann es im weiteren Verlauf zu einem Verlust der
Festigkeit der Plaque kommen. Man spricht dann von einer instabilen Plaque. Durch
Proteinasen, die aus den Schaumzellen freigesetzt werden, kann es dann zum
EinreiRen der Gewebedecke kommen (Plaquefissur). Dies fuhrt zu Einblutungen in die
Plaque, mit anschlieRender intramuralen Gerinnselbildung (,intraintimaler Thrombus®)
durch Plattchenaktivierung und Thrombinbildung. Reil3t die Plaquefissur weiter ein,
entsteht das atherosklerotische Ulcus. Auf diesem Ulcus kann sich ein Thrombus bilden,
der zu einer Stenosierung oder zum vollstandigen Verschluss (Herzinfarkt) des
betroffenen Gefaldes fuhrt. Auch ein asymptomatischer Aufbruch eines Atheroms fuhrt
durch Forderung der entzundlichen und proliferativen Reaktion zu einer schnellen

Progression der Lasion und zu einer weiteren Verengung des Gefalies.
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Pathophysiologisch  gesehen ist der zentrale Auslésemechanismus der
Intimaveranderung die Monozyten- und Lymphozytenchemotaxis sowie die Bildung von
Schaumzellen (,foam cells) durch Phagozytose von oxidierten LDL-Partikeln. Der
Auslosemechanismus fur die Einwanderung der Monozyten in die GefalRwand ist jedoch
weitestgehend ungeklart. Der Einfluss von aktivierten Thrombozyten wird vermutet. So
konnten Gawaz et al. (1998) und Henn et al. (1998) zeigen, dass aktivierte
Thrombozyten entscheidend die chemotaktischen und adhasiven Eigenschaften von
Endothelzellen verandern kdnnen. Man geht davon aus, dass besonders im Bereich von
veranderten Scherkraften (Gefallaufzweigungen) die Thrombozyten kurzfristig aktiviert
werden und es dadurch zur Freisetzung von potenten zytokindhnlichen Substanzen
(Interleukin-1, CD40-Ligand) kommt. Dies fuhrt in den Endothelzellen und in den glatten
Muskelzellen zur Sekretion von chemotaktischen Substanzen wie ,monocyte
chemottractant protein-1“ (MCP-1) und zur Oberflachenexpression von ICAM-1 und
VCAM-1, welche wichtige Rezeptoren fur die Monozytenadhasion darstellen. MCP-1
kommt besonders in atherosklerotischen Lasionen vor und ist ein wesentlicher
chemotaktischer Faktor fur Monozyten. Auch wird der macrophage-colony-stimulating
factor (M-CSF) vermehrt aus geschadigten Endothelzellen (Rose et al., 1992) freigesetzt
und steigert die Aktivitdt von Makrophagen in atherosklerotischen Plaques. So konnte
an Knock-out-Mausen, die kein M-CSF bilden, gezeigt werden, dass sie trotz erhdhter
Cholesterinspiegel keine atherosklerotischen Veranderungen entwickeln (Smith et al.,
1995). An der thrombozytengesteuerten endothelialen Bildung von MCP-1 und ICAM-1
ist der Transkriptionsfaktor Nuklear-Faktor-kB (NF-kB) entscheidend beteiligt. NF-kB, die
Adhasionsrezeptoren ICAM-1 und VCAM-1 und auch der chemotaktische Faktor MCP-1
wurden in sehr hohen Konzentrationen in atherosklerotischen Lasionen nachgewiesen
(Brand et al., 1996; Cybulsky et al., 1991; Nakai et al., 1995). Die aktivierten
Thrombozyten stimmulieren das NF-kB System und induzieren die Transkription NF-kB-
regulierter Genprodukte. Es steigt in der Folge der Spiegel an Entziindungsmediatoren,
wie Interleukin 6 (IL-6), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interferon, an. Aufl3erdem
aktivieren die Thrombozyten die Migration glatter Muskelzellen uUber einen PDGF-
abhanigen Mechanismus. Diese experimentellen Befunde zeigen, dass in der
Umgebung eines plattchenreichen Thrombus oder nach dem Kontakt der aktivierten

Thrombozyten mit der intakten GefaRwand inflammatorische Veranderungen in den
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Endothelzellen induziert werden, die in Folge der Monozyteneinwanderung mit
nachfolgender Umwandlung in Schaumzellen und durch die Migration glatter
Muskelzellen (Proliferation der Intima) einen atherogenen Prozess begtinstigen.

Es qilt festzuhalten, dass herkdmmliche antithrombozytare Substanzen, wie
Acetylsalicylsdure (ASS), Thienopyridine oder GPIlIb-llla-Antagonisten zwar diskrete
Funktionen der Thrombozyten beeinflussen, aber die Freisetzungsreaktion der
aktivierten Thrombozyten und somit die potentiell atherogenen Mechanismen
weitestgehend unbeeinflusst lassen. In einer prospektiven, randomisierten
Doppelblindstudie zur Beeinflussung der Progression der Atherosklerose durch ASS,
konnte Ranke et al. (1993) einen positiven Einfluss auf atherosklerotische Plaques im
Bereich der Karotiden nach einer einjahrigen Therapie mit hochdosierter ASS (900
mg/Tag) im Vergleich zu niedrigdosierter ASS (50 mg/Tag) zeigen. Eine Beeinflussung
der Progression der Atherosklerose konnte nur fur die hochdosierte ASS-Dosis gezeigt
werden. Ebenfalls nur bei hoher Dosis zeigte sich eine vollstandige Ruckbildung der
Plaques (9 von 55), wobei diese sich auf weiche und ulzerdse Plaques beschrankte. Als
Ursache wurde die Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB in den Endothelzellen
vermutet, die durch eine hohe ASS-Dosis ausgeldst werden kann. Vor dem Hintergrund
der jungsten experimentellen Befunde Uber die plattcheninduzierten atherogenen
Mechanismen, eroffnet sich durch eine gezielte und effektive Beeinflussung
plattchengesteuerter Prozesse im Bereich der betroffenen Gefallwand ein interessanter
pharmakologischer Ansatzpunkt zur Behandlung von Patienten mit hohem atherogenem
Risiko.

1.4.3 Die Rolle der Thrombozyten beim akuten Koronarsyndrom (ACS)

Unter dem Begriff akutes Koronarsyndrom (ACS) werden die instabile Angina pectoris
(IAP), der Nicht-ST-Streckenhebungs-Infarkt (NSTEMI), auch nicht- transmuraler
Myokardinfarkt genannt, und der ST-Streckenhebungs-Infarkt (STEMI)
zusammengefasst. Pathophysiologisch liegt eine akute oder subakute Verringerung der
myokardialen Sauerstoffversorgung zugrunde. Ursache hierfur ist in der Regel eine
Ruptur einer atheromatdsen Plaque bei vorbestehender stenosierender Atheromatose
(Davies et al., 1985), die zu einer begleitenden Entziindung, Vasokonstriktion und

nachfolgender Thrombozytenaggregation und Thrombusbildung fuhrt. Im Gegensatz
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hierzu steht die stabile AP, die durch eine stabile atherosklerotische Gefalleinengung zu
einer verringerten Sauerstoffversorgung des myokardialen Gewebes flhrt.
Entscheidende Faktoren fur die Langzeitprognose nach akutem Myokardinfarkt sind: 1.
die Dauer des thrombotischen GefalRverschlusses, 2. eine effektive und lang anhaltende
Wiedereroffnung der Infarktarterie, 3. die Verhinderung eines grof3eren Myokard-
verlustes und eines ventrikularen Remodelings sowie 4. die Beherrschung
rhythmogener Komplikationen (Kelm et al., 2000). Diese Faktoren bestimmen nicht nur
die kardiovaskulare Mortalitdt, sondern auch die Lebensqualitat nach dem Infarkt
(Coyne et al., 2000).

Pathologisch weisen die rupturgefahrdeten instabilen Plaques einen besonders
lipidreichen Kern (hohe Konzentration von Cholesterylestern) auf, der von einer fibrosen
Schicht (,fibrous cap“) umgeben ist. Zu einer Plaqueruptur kann es durch veranderte
Scherkrafte, z. B. durch einen erhohten Blutstrom und Gefallwandspannung bei
korperlicher Anstrengung kommen. Eine weitere Ursache ist die biologische
Veranderung der Plaque. Hierbei kommt es zur Einwanderung von Monozyten in den
Plaquebereich mit anschlieRender Makrophagendifferenzierung, Phagozytoseaktivitat
und Sekretion von proteolytischen Enzymen (Plasminogenaktivator, Metalloproteinasen)
die zu einer Instabilitat der Plaques flhren.

Die Thrombozyten spielen in der Pathophysiologie akuter Koronarsyndrome eine
zentrale Rolle. Sie sind neben der Bildung des thrombotischen GefalRverschlusses an
der Mikroembolisation und Vasokonstriktion, Plaqueprogression und systemischen
Entzindungsreaktion beteiligt. Untersuchungen von Fitzgerald et al. (1986) und
Willerson (1989) zeigten, dass Patienten mit instabiler Angina pectoris bei auftretenden
ischamischen AP-Attacken eine erhdhte Thromboxanbildung aufweisen, die flr eine
erhohte Aktivierung zirkulierender Thrombozyten spricht. Maseri et al. (1998) zeigte,
dass es durch die Freisetzung von Serotonin und Thromboxan A; aus den aktivierten
Thrombozyten im Bereich der thrombotischen Plaques (siehe Abb. 2) oder in peripheren
embolisierten Gefallabschnitten zu transienten Koronarspasmen kommt, die zu
nachfolgender Minderperfusion und Gewebeischamie des betroffenen Myokards fuhren.
So kann es trotz offener Hauptgefalle zu kleinen Myokardischamien (,minor myocardial
injury“) mit Anstieg der Troponinserumwerte bei normalen CK-Werten kommen, was fir

den klinischen Verlauf prognostisch ungunstig ist.
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Abb. 2: Aktivierte Thrombozyten

Durch die myokardiale Ischamie kommt es zu einer vermehrten Synthese von TNF-a
(Gurevitch et al., 1996) und von Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-8 (IL-8) und Interleukin-6
(IL-6) (Biasucci et al., 1999; Entman et al., 1993; Ghaisas et al., 1997), wodurch es zu
einer vermehrten Bildung von Akute-Phase-Proteinen in der Leber kommt. Die
Plasmakonzentration von MCP-1 ist ebenfalls bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom
erhoht. MCP-1 induziert die Synthese von ,tissue factor durch die Thrombozyten
(Schecter et al., 1996), was konsekutiv zu einer weiteren Steigerung der
Thrombinsynthese und der Thrombozytenaggregation fuhrt und somit einen Circulus
vitiosus auslost. Die Konzentrationserhéhung von TGF-f ist wahrscheinlich durch eine
vermehrte Synthese in Monozyten und Endothel begrindet. TGF-B wirkt protektiv bei
der Reperfusion eines Myokardinfarktes, da es die Adhasion von neutrophilen
Granulozyten an das Endothel hemmt (Lefer et al., 1993). Anhand der IL-6-
Konzentration kann bereits bei asymptomatischen Patienten ein Risiko-Score fur die
Entwicklung eines Myokardinfarktes abgeschatzt werden (Ridker et al. 2000).

Patienten mit Angina pectoris und erhohten CRP-Spiegeln profitieren von einer
antithrombozytaren Therapie mit ASS (Liuzzo et al., 1994; Ridker et al., 1997).

Die Bildung eines intravasalen Thrombus im Bereich der rupturierten Plaques unterteilt
man in die drei Schritte: Initiation, Amplifizierung und Fibrinbildung. In der

Initiationsphase kommt es zur Aktivierung (Thromboxanbildung, ADP-Freisetzung,
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Fibrinogenrezeptoraktivierung) von den an die Gefalllasion adharierten Thrombozyten.
Weiter kommt es durch die ,tissue factor-reichen Plaquearealen zur Bildung eines TF-
Vlla-Komplexes, was durch die Aktivierung von Faktor X und IX zur Bildung von
Thrombin und so zu einer Rekrutierung weiterer Thrombozyten an die adharenten
Thrombozyten fuhrt. Thrombin induziert weiter die Anlagerung der Gerinnungsfaktoren V
und VIII an die Thrombozytenoberflache (Amplifizierung). Durch die Bildung
prokoagulatorischer Faktoren-Komplexe (Tenase- und Prothrombinasekomplex) auf der
aktivierten Thrombozytenmembran und auf abgescherten Mikropartikeln, wird die
Thrombinbildung katalysiert und die Fibrinbildung induziert (Phase der Fibrinbildung). Im
Rahmen der Thrombozytenaggregation an die vulnerablen Plaques kommt es in einer
Vielzahl der Falle nicht zum vollstandigen Gefallverschluss, sondern es finden sich
klinisch inapparente murale Thrombozytenaggregate. Diese konnen sich entweder
spontan auflésen oder werden wahrend vaskularer Reparaturarbeiten organisiert und
fordern die Progression der Koronarplaques. Die Anlagerung der Thrombozyten an die
vulnerablen Plaques ist abhangig von ihrer Zusammensetzung. Eine besonders starke
Thrombozytenauflagerung findet sich im lipidreichen atherosklerotischem Gewebe. Dies
ist auf den hohen Gehalt an ,tissue factor” zurlckzufuhren. Daraus ergibt sich als
Akuttherapie, die Verhinderung eines weiteren Thrombuswachstums und die komplette
und stabile Wiedererdffnung des Koronargefalles und somit den Erhalt der
linksventrikularen Funktion.

Vor diesem Hintergrund erhalten die gezielte Umstellung der Ernahrung (de Lorgeril et
al., 1999; Kraus et al., 2000), eine gesteigerte kardiorespiratorische Fitness (Myers et
al., 2002) und besonders die medikamentose Pravention eine besondere Bedeutung,
um die alleine in Deutschland bis zu 400.000 zahlenden ACS zu verhindern. So muss
insbesondere die Verhinderung der Progression der Atherosklerose und die
Stabilisierung der Plaques, sowie die Verhinderung der Plattchenaggregation ein
zentraler Angriffspunkt in der Therapie des kardiovaskular erkrankten Risikopatienten

sein, um die kardiovaskularen Ereignisse zu reduzieren.

1.4.4 Therapie der Atherosklerose

Die Entwicklung atherosklerotischer Lasionen ist ein lebenslanger Prozess, der bereits

im Jugendalter beginnt. Deshalb ist eine gezielte Aufklarung (Ernahrung, Fitness) und
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eine fruhe medikamentdse Intervention notig, um diesen Prozess und die
Komplikationen der Atherosklerose zu stoppen.

Wie bereits unter 1.4.3 erwahnt, reduziert eine gezielte Umstellung der Ernahrung die
kardiovaskularen Ereignisse deutlich. Die American Heart Association (AHA) hat
Vorschlage fur eine gesunde Erndhrung erarbeitet. Die Eckfeiler sind eine Reduktion
des Fettanteils auf <30% (Anteil gesattigter Fettsauren <10%) der Gesamtkalorien sowie
eine reduzierte Cholesterinmenge von <300 mg. Es gilt als gesichert, dass ungunstige
Lipidspiegel mit erhdhten LDL-Cholesterin- und erniedrigten HDL-Cholesterinwerten an
der Entstehung und Progression atherosklerotischer Plaques beteiligt sind (Wood et al.,
1998). Empfohlen werden die Aufnahme von mehrfach ungesattigten Fettsauren, die die
Entwicklung atherosklerotischer Plaques verhindern kdnnen (Krauss et al., 2000). Dies
gilt besonders fir die w-3-Fettsauren, die aulerdem zur elektrischen Stabilisierung des
Myokards fuhren und somit zur Reduktion des plotzlichen Herztodes bei
Postinfarktpatienten beitragen (Albert et al., 2002). Der Einfluss der korperlichen Fitness
hat in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen. So konnte gezeigt
werden, dass die in Belastungstests objektiv messbare kardiorespiratorische Fitness
beim Gesunden umgekehrt proportional mit der Haufigkeit von kunftigen
kardiovaskularen Erkrankungen verbunden ist (Lee et al., 1999; Myers et al., 2002).
Myers et al. (2002) zeigte, dass die Senkung des kardiovaskularen Risikos durch die
korperliche Fitness unabhangig ist von weiteren Risikofaktoren. In angiographischen
Messungen konnte Nierbauer et al. (1997) fur Patienten mit nachgewiesener KHK eine
Progressionsverlangsamung der Erkrankung unter kérperlichem Training nachweisen.

In der medikamentdsen Beeinflussung der Progression der Atherosklerose spielen die
Cholesterinsynthese-Hemmer (Statine) eine zentrale Rolle. Sie sind zurzeit die
wirksamsten Medikamente zur Senkung erhohter LDL-Cholesterinwerte (Cullen et al.,
2000). Weiter senken sie die Werte des C-reaktiven Proteins (CRP) um 15-20% (Jr.
Gotto et al., 2001; Ridker et al., 2001), fiGhren zu einer Plaquestabilisierung sowie zu
einer funktionellen Erholung der GefalRe (Jr. Gotto et al., 2001; Schartl et al., 2001;
Wiliams et al., 1998). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Statine bei
Patienten mit klinisch manifester KHK (LIPID, 1998; 4S, 1994) und bei Patienten mit
noch nicht diagnostizierter KHK (Shepherd et al.; 1995) die Endpunkte kardialer Tod,
Myokardinfarkt und Apoplex um bis zu 20-30% senken.
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FiUr die Therapie mit Acetylsalicylsdure (ASS) konnte bei Patienten mit bekannter KHK
eine protektive Wirkung gezeigt werden (Jr. Smith et al., 2001). Fir ASS ist eine
irreversible Acetylierung der Cyclooxygenase und damit eine Hemmung der
Thromboxan Az Bildung bekannt (Stein et al., 1989). So wird durch die tagliche Dosis
zwischen 75 und 325 mg das Ereignisrisiko um 25% gesenkt (Antiplatelet Trialists’
Collaboration, 1994). Fur ASS konnte in finf randomisierten Studien gezeigt werden,
dass auch die Gabe bei Primarpravention zu einer Reduktion der kardiovaskularen
Ereignisse zwischen 4 und 44% zu Folge hat (Lauer et al., 2002). Da jedoch auch die
Rate der Blutungskomplikationen ansteigt, ist die Therapie zur Primarpravention nur fur
Patienten mit erhdhtem Koronarrisiko sinnvoll. Liegt eine ASS-Unvertraglichkeit vor,
kann die Therapie mit Clopidogrel 75 mg/d durchgefihrt werden (Jr. Smith et al., 2001).
Clopidogrel ist ein Thienopyridinderivat, welches die durch Adenosindiphosphat (ADP)-
induzierte Thrombozytenaggregation hemmt. Die Substanz ist gut vertraglich und ist in
der Sekundarpravention wirksamer als ASS (CAPRIE, 1996), allerdings bei hoheren
Kosten (Gaspoz et al, 2002). Die CURE-Studie (2001) zeigte fur die
Kombinationstherapie Clopidogrel (75 mg/d) plus ASS (75-325 mg/d) bei Patienten nach
einem Akuten Koronarsyndrom eine relative Risikoreduktion von 20%, gegenuber der
Standardtherapie mit ASS (75-325 mg/d).

Fir ACE-Hemmer konnte eine antiatherosklerotische Wirkung nachgewiesen werden
(Lonn et al., 2001; Yusuf et al., 2000). So wurden in der HOPE-Studie knapp 9300
Patienten 255 Jahren mit einem erhohtem kardiovaskularen Risiko Uber 5 Jahre
randomisiert mit Ramipril, Vitamin E oder Placebo behandelt. Diese Studie wurde
vorzeitig beendet, weil Ramipril die Rate ,harter” Ereignisse um relative 22% von 18%
auf 14% senkte, unabhangig von der Vormedikation mit Betablocker, ASS oder
Lipidsenkern. Die Vitamintherapie blieb ohne Effekt. Als Korrelat der Ereignisreduktion
konnte fur Ramipril eine verlangsamte Progression der Atherosklerose bzw. der Intima-
Media-Dicke der Karotis, unabhangig von der Blutdrucksenkung, nachgewiesen werden
(Lonn et al., 2001). Die antiatherosklerotische Wirkung von Ramipril kann Uber die
Antagonisierung der atherogenen Wirkung von Angiotensin im Gewebe erklart werden
(siehe 4.4.3). Ein weiterer wichtiger Mechanismus durfte in der Verbesserung der
Endothelfunktion bei gesteigerter Verfugbarkeit von Stickoxid sowie in einer

antioxidativen Wirkung liegen (Minzel et al., 2001). Ramipril ist nach den Statinen die
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Substanz, fur die eine antiatherosklerotische Wirkung am Besten gesichert ist. In einer
Studie mit 6100 Patienten zur Sekundarpravention des Schlaganfalls senkte die
Kombination von Perindopril und Indapamid das Risiko eines erneuten Inuslts um 43%
(PROGRESS Collaborative Group, 2001).

Dass auch die AT1-Rezeptorantagonisten die Progression der Atherosklerose bzw. die
Komplikationen der atherosklerotischen Plaquebildung gunstig beeinflussen kdnnen,
zeigt die LIFE-Studie (Losartan Intervention For Endpoint reduction in hypertension)
(Dahlof et al., 2002). Hier wurden blutdruckunabhangige Effekte von Losartan auf die
Haufigkeit von kardiovaskularen Ereignissen bei Patienten mit arterieller Hypertonie und
linksventrikularer Hypertonie untersucht. In dieser randomisierten Studie mit 9200
Patienten wurde ein Vergleich mit dem Betablocker Atenolol durchgeflihrt. Es zeigte sich
nach einer ca. 4jahrigen Therapie eine 13%ige Reduktion des primaren Endpunktes
gegenuber Atenolol, obwohl die Senkung des arteriellen Blutdrucks fast identisch war.
Dieser Erfolg war auf die 25%ige Reduktion zerebrovaskularer Ereignisse
zuruckzufuhren, wahrend die kardiovaskularen Ereignisse nahezu unverandert blieben.
Prospektive randomisierte Studien zur Vitaminapplikation (Vitamin C, E, B-Carotin,
Selenium) bei Hochrisikopatienten, zeigten keinen signifikanten Effekt (Brown et al.,
2001; HOPE, 2000). Ebenfalls keinen gunstigen Effekt konnte fir die
Hormonsubstitution bei postmenopausalen Frauen gefunden werden (Hulley et al.,
1998; Women’s Health Initiative, 2002). Fir die Gabe von Vitamin Bg, B12 und Folsaure,
konnte eine Senkung des Homozysteinspiegel gezeigt werden. Es zeichnet sich
hierdurch ein gunstiger Behandlungseffekt ab (Fairfield et al., 2002), wobei
entsprechende Langzeitdaten noch ausstehen.

Festzuhalten gilt, dass, auch wenn nicht alle Mechanismen der Wirkung der einzelnen
Medikamente geklart sind, Statine, ASS, Clopidogrel, ACE-Hemmer und AT1-
Rezeptorantagonisten die Medikamente mit erwiesener Wirksamkeit in der Therapie der

Atherosklerose sind.
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1.5 Das Renin-Angiotensin-System

1.5.1 Physiologie des Renin-Angiotensin-Systems (RAS)

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist eine Kaskade proteolytischer Aktivierungen
(siehe hierzu Abb. 3). Angiotensin Il kann sowohl als zirkulierendes Hormon, als auch
lokal gebildet als ortsstandiger Faktor wirken. Renin wurde 1898 beschrieben, nachdem
Tigerstedt und Bergmann nach Injektion eines Kaninchennierenextrakts eine
Blutdrucksteigerung in Kaninchen registrierten. Im neutralen pH-Bereich ist Renin am
aktivsten und weist eine sehr hohe Substratspezifitdt gegentiber Angiotensinogen auf,
was derzeit als einzig bekanntes Substrat fur Renin gilt. Renin wird in den Granula des
juxtaglomerularen Apparats der Niere gebildet und gespeichert. Der juxtaglomerulare
Apparat befindet sich am Glomerulum der Niere, wo afferente und efferente Arteriolen
des Nephrons eng beieinander verlaufen. Die Freisetzung wird durch eine niedrige
Natriumionenkonzentration und durch akutes Absinken des mittleren renalen Blutdrucks
unter 90 mmHg gesteuert. Stimulation von a1-Adrenozeptoren fuhrt zu Verschiebung
der Blutdruckschwelle zu héheren Werten, ab der die Reninsekretion steigt. Uber B1-
Adrenozeptoren wird die basale Reninsekretion erhéht. Generell lasst sich das Prinzip
der Renin-Freisetzung zweifach beschreiben: 1. Renin wird zum Schutz des Volumens
der Extrazellularflissigkeit oder des lokalen Blutflusses freigesetzt. 2. Die Renin-
Freisetzung  wird durch  Vasokonstriktoren und  Volumenexpansion  der
Extrazellularflissigkeit gehemmt. Interessant ist die Tatsache, dass Angiotensin Il selbst
durch einen negativen Feedback-Mechanismus die Freisetzung von Renin hemmen
kann. Das Angiotensinogen ist ein glykosyliertes a2-Plasmaglobulin. Es wird
hauptsachlich in der Leber und Fettgewebe synthetisiert, obwohl sich mMRNA und Protein
auch in anderen Organen wie Gehirn, Herz, Niere, Nebenniere, Eierstocke und Hoden
finden (Campbell et al., 1986/1987; Cassis et al., 1988). Renin spaltet im Plasma aus
Angiotensinogen das Angiotensin | ab, welches dann durch das Angiotensin-
Konversionsenzym (ACE) proteolytisch um zwei Aminosauren zum Oktapeptid
Angiotensin |l verkurzt wird. Einen Stimulus fur die Bildung von Angiotensinogen und
seine Freisetzung bildet die bilaterale Nephrektomie, Glukokortikoide, Ostrogene,
Schilddrisenhormone und Angiotensin Il. Das ACE ist eine Dipeptidylcarboxypeptidase

und fur die Umwandlung von Angiotensin | zu Angiotensin Il verantwortlich. ACE ist ein
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relativ unspezifisches Enzym und kann auch Enkephaline, Substanz P und das LH
(Luteinisierendes Hormon, Lutropin)-freisetzende Hormon LH-RH (Luteinisierendes
Hormon-Releasing-Hormon), sowie die R-Kette von Insulin abbauen. Zusatzlich spaltet
ACE das C-terminale Dipeptid von Bradykinin ab und deaktiviert dieses so. Bradykinin
verursacht eine Vasodilatation durch Stimulation der NO-Produktion und eine Natriurese
durch direkten tubularen Effekt (Piepho et al., 2000). Das ACE tritt hauptsachlich im
GefalRendothel auf (Caldwell et al., 1976 und Rogerson et al., 1992). Weiter findet man
es in den Epithelzellen der Nieren, auf dem Bulrstensaum der proximalen Tubuli (Skidgel
et al., 1987), in der Mitral- und Trikuspidalklappe des Herzens, in der Nierenrinde und
dem Nebennierenmark, in spezifischen Hirnregionen (Chai et al., 1987 und Paul et al.,
1985) und den Fortpflanzungsorganen (Rix et al., 1981). Das ACE-Gen konnte aus
Lunge und Hoden kloniert und seine Nukleotidsequenz bestimmt werden. Eine
Verbindung zwischen Mutation des ACE-Gens und der Entstehung der Hypertonie
konnte bisher noch nicht zweifelsfrei belegt werden, aber es konnte einen
Zusammenhang zwischen der Mutation des ACE-Gens und des Herzinfarktrisikos
gezeigt werden (Cambien et al., 1992). Eine ACE-Induktion konnte Mendelsohn et al.
(1982) fur Glukokortikoide und Fyhrquist et al. (1980) fur Captopril (ACE-Hemmer)

zeigen.

—l Angiotensinogen | | Kininogen

%%%

« Tonin -
« t-PA | Angiotensin | I | Bradykinin I<

« Cathepsin G,
« Chymase
« CAGE _— > | &«— _— %
« Cathepsin G
%| Angiotensin |l I | Inaktive Metaboliten I
| AT1 I | AT2 I

Abb. 3: Das RAS in der Ubersicht und die ACE-unabhingige Bildung von Ang Il

Angiotensin Il kann auch Uber andere Stoffwechselwege als die Umwandlung aus

Angiotensin | und von anderen Enzymen als ACE synthetisiert werden (siehe Abb. 3).
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Hierzu konnten die Substanzen Cathepsin G, CAGE (chymostatin-sensitive Ang II-
generating enzyme), Tonin und den Tissue-Plasminogen-Aktivator (t-PA) identifiziert
werden (Gibbons et al., 1994). Weiter konnte eine hochspezifische, Angiotensin II-
generierende Chymase im menschlichen Herz (Urata et al., 1990) und in der
GefalRwand (Okunishi et al., 1984) identifiziert und charakterisiert werden. Es konnte
gezeigt werden, dass etwa 40% des Ang Il unabhangig vom ACE gebildet wird
(Hollenberg et al., 1998). Diese Befunde demonstrieren, dass eine komplette Blockade
des RAS nicht durch die Therapie mit einem ACE-Hemmer erreicht werden kann.
Neuere Untersuchungen von Bader et al. (2001) zeigen in einem Tiermodell, dass das
Gewebe von Herz, Niere, Gehirn und den Gefalken alle Komponenten des RAS

enthalten und so zu einer lokalen Produktion von Ang Il fahig sind.

1.5.2 Angiotensin-ll-Rezeptoren

Die bislang identifizierten Angiotensin-Rezeptorsubtypen werden als AT1- und AT2-
Rezeptor bezeichnet (de Gasparo et al., 2002) und kdénnen anhand von neu
entwickelten peptidischen und nicht-peptidischen Antagonisten charakterisiert werden.
Eine Ubersicht Gber die beiden Subtypen gibt die Tab. 1.

Tab. 1: Ubersicht der Angiotensin-Rezeptoren

AT1-Rezeptor AT2-Rezeptor

Verteilung | Weitverbreitet in adulten Geweben wie z.B. [ Weitverbreitet in fetalen Geweben, auch exprimiert
BlutgefaRen, Niere, Nebenniere, Herz und Leber im adulten Gehirn, Nebenniere, Ovarien, Uterus,
GefaRendothel, Myokard

Funktion o Vasokonstriktion Mégliche Rolle in Wachstum und Entwicklung:
o kardiale Kontraktilitat o Antiproliferation,
o Aldosteron-Freisetzung o Hemmung der Neointimabildung
o Einfluss auf glomerulare Filtration o Zelldifferenzierung
o renaler Blutfluss o Geweberegeneration
o kardiale und vaskulare Hypertrophie o Apoptose

o zentrale Osmoregulation

Struktur 7-Transmembran-Rezeptor 7-Transmembran-Rezeptor
G-Protein-Kopplung G-Protein-Kopplung?

Liganden Losartan, Valsartan, Irbesartan, Candesartan, | PD123177, CGP42112A, PD123319
Telmisartan, Eprosartan, Olmesartan
Isoformen | AT11a, AT2y, (Ratte, Maus)
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Wie aus der Tabelle 1 ersichtlich, ist der AT1-Rezeptor fur die kardiorenale Homoostase
und die adaptive Zellproliferation verantwortlich. Die AT1-Rezeptoren lassen sich
hauptsachlich im GefalRmuskel (Dinh et al., 2001), aber auch in Niere, Nebenniere,
Leber und Herz (siehe Abb. 4 und 5) nachweisen. Der AT2-Rezeptor spielt bei der
Kontrolle der Zellproliferation und/oder —differenzierung eine wichtige Rolle und ist weit
verbreitet in fetalen Geweben, weshalb ihm hier Entwicklungs- und
Differenzierungsprozesse zugeschrieben werden. Schon wenige Wochen nach der

Geburt finden in den meisten Gewebearten jedoch bedeutende Veranderungen im

Verhaltnis von AT1- zu AT2-Rezeptoren statt (Tsutsumi et al., 1991; Viswanathan et al.,
1991).

Abb. 4 Abb. 5

Die Abb. 4 zeigt eine mit AT -Rezeptoren-Antikorper Die Abb. 5 zeigt die mit dem AT -Antikorper
markierte degenerative Aortenklappe in der markierten Zellen in der  VergroRerung.
Ubersicht. Arbeitsgruppe Prof. Bauriedel Arbeitsgruppe Prof. Bauriedel
(immunhistochemische Farbung von Achim Viktor) (immunhistochemische Farbung von Achim Viktor)

Unter pathophysiologischen Bedingungen (z.B. Nierenversagen) und gewebs-
regenerativen Prozessen wie der Wundheilung, der Neointimabildung nach Gefaf3-
verletzung (Pratt et al., 1989) und dem ,Remodeling“ nach Myokardinfarkt (Nio et al.,
1995) wird eine vorUbergehend verstarkte Expression des AT2-Rezeptors, und in
geringerem Ausmale auch des AT1-Rezeptors, beobachtet. In vitro Studien haben
gezeigt, dass die Stimulation des AT2-Rezeptors zur einer Wachstumshemmung von

Kardiomyozyten und glatte GefaBRmuskelzellen fuhrt (Henrion et al., 2001).
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1.5.3 Aktuelle Vorarbeiten
Meine Doktorarbeit, die ich von Marz 2004 bis Februar 2006 hinsichtlich des

experimentellen Teils durchgefuhrt habe, bezieht sich inhaltlich und methodisch auf
Vorarbeiten von Frau Melanie Schneider-Schmitt. Frau Schneider-Schmitt hatte in ihrer
Doktorarbeit innerhalb unserer Arbeitsgruppe bis Anfang 2003 die Plattchenaggregation
von Patienten mit ACE-Hemmer-Therapie untersucht. So konnte sie als zentralen
Befund ihrer Arbeiten zeigen, dass die Plattchenaggregation bei Patienten mit ACE-
Hemmer-Einnahme gegenuber der unbehandelter Kontrollpatienten signifikant
vermindert war (Bauriedel et al., 2003). Die Kollagen-induzierte Plattchenaggregation
war um 18% (p=0,025), die ADP-induzierte Plattchenaggregation um 39% (p=0,039)

vermindert.

Ziel der hier vorliegenden Dissertation war es, mogliche antiaggregatorische Effekte bei
Einnahme von AT1-Rezeptorantagonisten zu untersuchen. Naturgemald macht bei
dieser Fragestellung ein direkter Vergleich mit ACE-Hemmern Sinn. Insofern wurden
Aggregometrie-Daten von kardiovaskularen Patienten, die seinerzeit in der
Arbeitsgruppe und damit auch von Frau Schneider-Schmitt erhoben worden waren
(Originaldaten von < 90 Patienten), in der Statistik der hier vorliegenden
Promotionsschrift mit bertcksichtigt. Daraus resultierten hartere statistische Aussagen,
insbesondere in den Subgruppen. Anfuhren mochte ich, dass mit Abwicklung der Fa.
Nobis (Hersteller-Firma fur Collagen und ADP) in die Fa. Probe & go Labordiagnostica
GmbH zum 01.01.2003 modifizierte Reagenzien-Chargen mit veranderten
Referenzbereichen der MelRwerte vorgegeben waren. Insofern konnten Messungen, die
vor dem 01.01.2003 durchgefuhrt worden waren nicht in die vorliegende

Promotionsschrift eingehen.

Nachgeordnetes Ziel meiner Untersuchungen war erstmals das Studium mdglicher
Einflusse der kardiovaskularen Risikofaktoren Diabetes mellitus, Depression und
Nikotinkonsum auf die Plattchenaggregation sowie deren Modifizierung durch

spezifische Medikamentengruppen.
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2 Zielsetzung und Fragestellung

Angiotensin-Konversionsenzym  (ACE)-Hemmer und  Angiotensin  1-Rezeptor-
antagonisten sind Eckpfeiler in der Therapie kardiovaskularer Erkrankungen wie der
arteriellen Hypertonie, der Herzinsuffizienz, der koronaren Herzkrankheit, dem akuten
Myokardinfarkt, der diabetischen Nephropathie und in der Schlaganfallpravention. In
mehreren randomisierten und Placebo kontrollierten Studien konnte eine Reduktion von
kardiovaskularer Mortalitat, Myokardinfarkt und Schlaganfall fir ACE-Hemmer (Flather
et al., 2000; HOPE-Studie, 2000) und fur AT1-Rezeptorantagonisten (Granger et al.,
2003; LIFE-Studie, 2002) gezeigt werden. Die Autoren fuhren die gunstigen
Studienergebnisse nur partiell auf die blutdrucksenkende Eigenschaft des ACE-
Hemmers bzw. des AT1-Rezeptorantagonisten zurtick und postulieren weitere Effekte,
wie eine Antagonisierung Angiotensin ll-vermittelter Vasokonstriktion, eine verminderte
Proliferation von Gefallwandmyozyten sowie eine Abschwachung Plaqueruptur-
begunstigender Effekte. Die Autoren von LIFE flhren die vaskuloprotektiven Effekte von
Losartan auf eine Regression der linksventrikularen Hypertrophie zurlick. Daruber
hinaus wurde eine Verbesserung der endothelialen Funktion sowie ein stimuliertes
endogenes Fibrinolysesystem diskutiert (Francis et al., 2000; HOPE, 2000). In einer
neueren Untersuchung zu Losartan wurde gezeigt, dass der Losartan-Metabolit
EXP3179 moglicherweise auch von der Blockade des AT1-Rezeptors unabhangige
antiaggregatorische und antiinflammatorische Effekte besitzt (Kramer et al., 2002).

Vor diesem Hintergrund evaluiert die vorliegende Studie das therapeutische Potenzial
der ACE-Hemmer und der selektiven AT1-Rezeptorantagonisten in Bezug auf ihre
koagulatorische Aktivitat. Untersucht wurden in der vorliegenden Arbeit Vollblutproben
von Patienten mit/ohne koronare Herzerkrankung und/oder arterieller Hypertonie, die mit
ACE-Hemmern oder AT1-Rezeptorantagonisten behandelt wurden. Diese wurden
verglichen mit Proben unbehandelter Kontrollpatienten sowie mit Proben von Patienten
mit ASS-Monotherapie oder ASS/Clopidogrel-Therapie. Weiter wurde der Einfluss der
kardiovaskularen Risikofaktoren Diabetes mellitus, Depression und Nikotinkonsum auf
die Thrombozytenaggregation untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe
der Vollblutaggregometrie als einfache, schnelle und sichere Methodik einen moglichen

hemmenden Effekt auf die Thrombozytenaggregation unter Therapie mit AT1-
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Rezeptorantagonisten nachzuweisen und einen eventuellen Unterschied zur Therapie

mit einem ACE-Hemmer aufzuzeigen.

Um diese zentrale Fragestellung zu evaluieren, wurden folgende Einzelfragen formuliert:

VI.

VII.

VIII.

Welchen Einfluss haben Alter, Geschlecht, Laborwerte und die Therapie mit [3-
Blockern, Ca®*-Antagonisten, Nitraten, CSE-Hemmern, Digitalis, Diuretika,
Vitamin-K-Antagonisten und Heparin auf die Plattchenaggregation? Gibt es einen
Unterschied in der Plattchenaggregation von Vene und Arterie?

Ist die Plattchenaggregation bei Patienten mit den kardiovaskularen
Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, Depression und Nikotinkonsum verandert?
Welchen Wert zeigt die Platichenaggregation bei Therapie mit etablierten
antithrombozytaren Substanzen und wie ist die Wirksamkeit dieser Medikamente
bei Patienten mit Nikotinkonsum und Diabetes mellitus?

Konnen antithrombotische Effekte unter der Therapie mit AT1-Rezeptor-
antagonisten gezeigt werden?

Zeigt sich unter Neueinstellung mit Valsartan im Verlauf von vier Wochen eine
Veranderung der Plattchenaggregation?

Kann in vitro eine Modulation der Plattchenaggregation durch die Rohsubstanz
Valsartan nachgewiesen werden?

Gibt es Unterschiede zwischen der Therapie mit einem ACE-Hemmer und einem
AT1-Antagonisten?

Haben ACE-Hemmer und AT1-Rezeptorantagonisten Vorteile gegenuber der
Therapie mit ASS bei Diabetikern?

Hat die Therapie mit einem ACE-Hemmer einen Einfluss auf die

Plattchenaggregation von Patienten mit Nikotinkonsum?
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten

Zur Testung von Einflussfaktoren auf die Thrombozytenfunktion wurde die
Plattchenaggregation von 598 kardiovaskularen Patienten in verschiedenen Studien-
armen untersucht. Diese Patienten wurden im Laufe von 24 Monaten aus der
Medizinischen Klinik und Poliklinik Il der Universitatsklinik Bonn rekrutiert. Die
untersuchten Patienten waren mindestens 30 Jahre alt. Zusatzlich mussten eine
dokumentierte arterielle Hypertonie (systolisch >140 mmHg, diastolisch >90 mmHg),
oder eine koronare Herzkrankheit (KHK), dokumentiert durch eine Koronarangiographie
mit hamodynamisch relevanten Stenosen, oder beide Erkrankungen vorliegen.
Patienten mit einem Alter von mehr als 80 Jahren oder instabiler Angina pectoris,
Myokardinfarkt in den letzten 3 Monaten, hamodynamisch relevante Herzklappenvitien,
unkontrollierter Hypertonie oder Apoplex wurden ausgeschlossen. Ebenfalls
ausgeschlossen wurden Patienten mit schwerer pulmonaler Erkrankung, schwerer
Nierenerkrankung (Serumkreatinin >2 mg/dl) oder mit anderen schweren Erkrankungen,
die das Uberleben deutlich verkirzen wirden. Das schriftiche Einverstandnis der
Patienten zur Teilnahme an den Untersuchungen lag vor. Ein positives Votum der

Ethikkommission unserer Fakultat lag vor.

3.2 Testung der Thrombozytenfunktion mit der Vollblut-Lumi-

Aggregometrie

3.2.1 Material

Die Thrombozytenaggregation wurde mit einem Chrono-Log Vollblut-Lumi-
Aggregometer der Firma Nobis Endingen gemessen (siehe Abb. 6). Dieses
Aggregometer erlaubt die Messung der Impedanz, Uber die die Starke der
Thrombozytenaggregation bestimmt wird (siehe 1.3). Wir setzten ein 4-Kanal-Gerat
(Modell 590-4D) ein mit Analog- und Digitalausgang und PC-Steuerungssoftware unter
MS-Windows®©. Um Fehlerquellen auszuschlieen, bezogen wir samtliches Zubehdr von

der gleichen Firma (Probe & go Labordiagnostica in Endingen). Hier konnten Coller und
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Gralnick 1976 zeigen, dass kleinste Unterschiede in Grolle oder Lange der
Ruhrstabchen und Kivetten bereits zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhren kénnen.
Fir die Messungen verwendeten wir Chrono Log 1 ml Polystrolklvetten sowie

silikonisierte Einmal-Ruhrstabchen fur Polystrolkuvetten.
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Abb. 6: Aufbau des Vollblut-Lumi-Aggregometer (Fa. Chrono Log)

3.2.2 Reagenzien

ADP-Reagenz (Probe & go, Endingen): ADP wurde als Trockensubstanz gekuhlt bei —
20°C angeliefert. Durch leichtes Klopfen des Flaschchens wurden die ADP-Kristalle auf
den Boden des Flaschchens gebracht und dann mit Hilfe von 5 ml physiologischer
Natriumchlorid-LOosung zu einer Endkonzentration von 1 mmol rekonstituiert. Die
Stammldsung wurde zu 20 pl in Tubes abgefullt und bei -20°C gelagert und bei Bedarf
einzeln aufgetaut.

Durch Mischung von 1 pl Stammldsung mit 1 ml Probe ergibt sich eine 1 pmolare
Losung im Ansatz. Normale Aggregation und ATP-Freisetzung treten bei 5 bis 20
pMmolaren Losungen auf.

Kollagen-Reagenz (Probe & go, Endingen): Die Reagenz wird als gebrauchsfertige

Suspension gekuhlt bei +4°C bis +8°C ausgeliefert. Die Suspension besteht aus nativen
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Kollagenfibrillen Typ | aus Pferdesehnen in isotonischer Glucoselésung mit einem pH-
Wert von 2,7.

Durch Mischung von 1 ul Kollagen mit 1 ml Probe ergibt sich eine Endkonzentration von
1 pl/ml Kollagen im Ansatz. Normale Aggregation und ATP-Freisetzung treten bei
Endkonzentration von 2 bis 5 pl/ml auf. Nicht verbrauchtes Kollagen-Reagenz kann bei
+4°C bis +8°C im Kuhlschrank aufbewahrt werden. Das Kollagen-Reagenz darf nicht
eingefroren werden.

Die Keimarmut der beiden Losungen wurde zum einen durch ihren niedrigen pH-Wert
und die vorgeschriebene Kuhlung erreicht, zum anderen durch ausschliel3liches

Verwenden von Einmalpipettenspitzen bei der Entnahme.

3.2.3 Blutentnahmen

Bei den betreffenden Patienten wurde das Blut sofort nach Stauschlauchanlage am
Oberarm aus einer Unterarm- oder Ellenbogenvene (V. cephalica oder V. basilica)
entnommen. Es wurde auf ein vollstandiges Einziehen der Desinfektionsldsung und auf
eine kurze Stauung geachtet, um eine Hamolyse zu verhindern. Verwendet wurde dafur
eine Butterflynadel-Venofix® (Firma Braun, Lumen 0,8 mm, Nadelldnge 20 mm) - mit
Adapter und ein Citratrohrchen (Sarstedt Monovette, coagulation 9NC/3 ml) zur
Verhinderung einer frihzeitigen Blutgerinnung. Die Blutproben wurden nach Entnahme
ungekuhlt ins Labor gebracht. Bis zur Untersuchung wurden die Proben genau 30
Minuten bei Raumtemperatur gelagert, da die Thrombozyten zunachst refraktar sind
(Han et. al., 1974; Hardeman et. al., 1939; Watts et. al., 1986).

3.2.4 Blutprobenpraparation

Der Empfehlung des Herstellers des Aggregometers (Firma Nobis, Endingen) folgend,
wurde das Blut im Verhaltnis 1:1 mit physiologischer Kochsalzlésung (0,9% NaCl)
verdinnt. Demnach wurden 0,5 ml Vollblutprobe und 0,5 ml NaCl in eine
Polystyrolklvette eingebracht und ein Magnetrihrstabchen (zum Einmalgebrauch) zum
standigen Verrihren dazugegeben (Lifhitz und De Cresce, 1987). AnschlieRend wurde
die Kuvette mit der so praparierten Probe im Aggregometer innerhalb von 10 Minuten

auf 37°C erwarmt und dann die Messung vorgenommen.
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3.2.5 Ablauf einer Messung

Nach dem Einschalten des Aggregometers sowie des dazugehodrigen Computers wird
das Gerat mit einer mit 1 ml physiologischer Kochsalzldsung gefullten Kuvette bestuckt
und die Elektrode darin eingetaucht. Zeigt die Temperaturanzeige des Gerates konstant
37°C kann der Messvorgang beginnen.

Dazu wird eine neue Kuvette mit einem RuUhrstabchen bestuckt und mit 0,5 ml
physiologischer Kochsalzlésung und 0,5 ml der Blutprobe gefullt. Die Kuvette wird nun in
einer speziellen Vertiefung des Heizblocks 10 Minuten bis auf 37°C erwarmt. Dann wird
sie in die Vertiefung am Messplatz umgesteckt und die gereinigte Elektrode wird mit
ihren zwei Platindrahten darin eingetaucht. Das silikonisierte Ruhrstabchen wird dabei
durch einen Magnetruhrer kontinuierlich in der Probe gedreht und bewirkt eine immer
gleiche Verdunnung der Flussigkeit. Auf den Platinelektroden lagern sich schon beim
ersten Kontakt mit dem Blut Thrombozyten in einer einzelligen Schicht (Monolayer) ab.
Vor der Messung wird zuerst eine Eichung vorgenommen. Zum einen um die
Ausbildung des Monolayers abzuwarten, zum anderen um einen eventuellen
Temperaturabfall beim Einsetzen der Kivette in die Messvorrichtung auszugleichen.
Dabei wird der Schreiber auf die Nullposition der Kurve gesetzt und eventuelle
Schwankungen der Impedanz mit einem Kontrollrddchen nachreguliert. Dieses
Vorgehen eicht den initialen Stromdurchfluss durch die Elektroden bevor ein
aggregationsstimulierendes Agens hinzugefugt wird und eine Veranderungen der
Impedanz bewirkt. AnschlieRend wird das gleiche Vorgehen auf der 50% Linie
durchgefuhrt. Die Eichgerade entspricht dann genau einer Impedanzanderung von 50%
bzw. 20 Ohm (Q2).

Die Messung wird mit der Zugabe des entsprechenden Agonisten (ADP, Kollagen)
gestartet und maximal Uber einen Zeitraum von 15 Minuten gemessen. Die jeweilige
Substanz bewirkt eine weitere Anlagerung von Thrombozyten an die Elektrodendrahte,
so dass sich der Widerstand zwischen beiden &ndert. Diese Anderung wird vom
Aggregometer Uber das Computerprogramm Aggrolink© als Kurve gegen die Zeit
aufgezeichnet. In Abhangigkeit von frGherer Auswertbarkeit wird die Messung schon
frGher beendet (in der Regel nach 7 Minuten). Nach der Messung wird die Elektrode aus

der Klvette gezogen und mit Aqua destillata grindlich gereinigt.
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ADP-Messung: Zur Beginn der Messung wurde 5 ul der ADP-Stammldsung in die mit
NaCl verdunnte Vollblutprobe pipettiert. Dies entspricht einer Endkonzentration in der
Probe von 5 umol/ml. Eine normale Aggregation und ATP-Freisetzung werden in Vollblut
bei einer Endkonzentration von 5-20 umol beobachtet.

Die ADP-Aggregation ist bei physiologischer Ca®’-Konzentration Thromboxan-
unabhangig und wird daher durch Acetylsalicylsaure in vivo nicht beeinflusst
(Bretschneider et al., 1994). ADP ist ein Inhaltsstoff der elektronendichten Granula der
Thrombozyten und dient der autokrinen Stimulation der Thrombozyten und der
Aktivierung weiterer Thrombozyten. Hiermit wird also ein wichtiger Mechanismus zur

Selbstaktivierung von Thrombozyten an der Stelle einer Gefallasion untersucht.

Kollagen-Messung: Zu Messbeginn werden 2 pul Kollagen zur Vollblutprobe
hinzugeflgt. Dies entspricht einer Endkonzentration 2 ug/ml. Eine normale Aggregation
und ATP-Freisetzung werden bei einer Endkonzentration von 2-5 ug/ml beobachtet.

Die Kollagenaggregation ist ein klassisches Modell zur Beurteilung der Wirkungen von
Acetylsalicylsaure auf die Thrombozytenfunktion. Bei einer GefalRschadigung kommen
Thrombozyten in Kontakt mit der freiliegenden extrazellularen Matrix, in der das
Kollagen enthalten ist. Dieses Modell untersucht also stark vereinfacht die

Thrombozytenfunktion an der Stelle eines Gefalldefektes.

In der Tabelle 2 sind die fur diese Arbeit gemessenen Mittelwerte der Kollagen- und

ADP-induzierten Plattchenaggregation aufgelistet.

Tab. 2: Normwerte der Aggregation

Stimulans Geschlecht N Mittelwert [Q2] | Mittelwert gesamt [Q] | t-Test fur die
Mittelwert-
gleichheit

Kollagen Mannlich 41 |10,71+4,87 11,14+4,46 p=0,404

Weiblich 46 | 11,52+4,09
ADP Mannlich 40 |3,83+3,60 3,53+3,56 p=0,464
Weiblich 44 | 3,26+3,55
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3.2.6 Auswertung der Kurven

Nach der Messung wurde der Graph der Impedanzentwicklung, der mit AGGRO-LINK

erstellt wurde, ausgewertet. Die auszuwertenden Impedanzveranderungen und ihre

Bedeutung sind in der Tabelle 3 und den Abbildungen 7-10 dargestelit.

Tab. 3: Impedanzveranderungen

Parameter | Bedeutung Auswertung
t-imp Zeitraum von Messbeginn | Zwischen der Eichgeraden und einer Hilfslinie zum Zeitpunkt der
(Eichgerade) bis zum Beginn der | Impedanzzunahme wird dieser Wert an dem Graphen abgelesen.
Impedanzzunahme
ampl-imp Impedanzéanderung vom Zeitpunkt | Eine weitere Hilfslinie nach 6 Minuten der Impedanzzunahme legt den
der Impedanzzunahme in einem | eigentlichen Messwert fest. Ausgerechnet wurde dieser nach folgendem
Zeitraum von 6 Minuten Schema: Mit Hilfe eines Lineals wurde die Eichgerade, bei der 50%
Impedanzénderung 20 Ohm entsprechen, ausgemessen und die
Millimeter der Ohmzahl gleichgesetzt. Die Hohe der Impedanzzunahme
wurde ebenfalls in Millimetern ausgemessen und mit Dreisatz in Ohm
umgerechnet.
slop-imp Geschwindigkeit der Impedanz- | Die Geschwindigkeit der Impedanzzunahme wurde mit Hilfe des
anderung Steigungsdreiecks ausgerechnet, wobei gilt AY/AX (Amplitude/Zeit).
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Abb. 7 Abb. 8

Die Abb. 7 zeigt die induzierte Thrombozyten-

aggregation nach Kollagen-Zugabe.

Beispiel der Berechnung:

Die Abb. 8 enthalt Hilfslinien zur Berechnung der

Werte fiir t-imp [sec]= Zeit bis zum Abfall der Kurve,

ampl-imp [Ohm]= Hoéhe der Amplitude der
Impedanzveréanderung, slop-imp= Steigung der
Impedanzveranderung.

Eichlinie, b=

Zeitraum bis zum Abfall der Kurve,c= Wert fir die

Beschriftung der Hilfslinien: a=

Impedanz (Ohm), d= Zeitraum nach Abfall der Kurve

bis Schnittpunkt mit Tangente.

t-imp: Zeitraum mit b am Graph markiert; b entspricht einem Wert von 3 mm; 19 mm
entsprechen 4 min; b=3 mm/19 mm x 4 min=0,63 min

ampl-imp: die Eichlinie hat eine Lange von a=43 mm und das entspricht einer Ohmzahl
von 20 Q; damit kann die Ohmzahl von ¢c=34,5 mm errechnet werden: c= 34,5 mm/43

mm x 20 Q=16,04 Q
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slop-imp: d= 9 mm dies entspricht einer Zeit von d= 9 mm/19 mm x 4 min=1,89 min;
c=16,04 Q; daraus ergibt sich fur die Geschwindigkeit der Impedanzzunahme nach dem
Steigungsdreieck AY/AX folgende Werte: AY=c und AX=d, damit c/d=16,04 Q/1,89
min=8,49 Q/min

Zusammenfassung: t-imp=0,63 min; ampl-imp=16,04 Q; slop-imp=8,49 Q/min

Channel 1  Channel 2 Channel 1 Channel 2
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Time (min:sec) Time (min:sec)
Abb. 9 Abb. 10
Die Abb. 9 zeigt die induzierte Thrombozyten- Die Abb. 10 enthalt Hilfslinien zur Berechnung der
aggregation nach ADP-Zugabe. Werte fiir t-imp [sec]= Zeit bis zum Abfall der Kurve,

ampl-imp [Ohm]= Hoéhe der Amplitude der
Impedanzveréanderung, slop-imp= Steigung der
Impedanzveranderung.

Beschriftung der Hilfslinien: a= Eichlinie, b=
Zeitraum bis zum Abfall der Kurve,c= Wert fir die
Impedanz (Ohm), d= Zeitraum nach Abfall der Kurve

bis Schnittpunkt mit Tangente.
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Beispiel der Berechnung:

t-imp: Zeitraum mit b am Graph markiert; b entspricht einem Wert von 2,5 mm; 19 mm
entsprechen 4 min; b=2,5 mm/19 mm x 4 min=0,53 min

ampl-imp: die Eichlinie hat eine Lange von a=42,5 mm und das entspricht einer
Ohmzahl von 20 Q; damit kann die Ohmzahl von c=12 mm errechnet werden: c=12
mm/42,5 mm x 20 Q =5,65 Q

slop-imp: d=12 mm dies entspricht einer Zeit von d=12 mm/19 mm x 4 min=2,53 min;
c=5,65 Q; daraus ergibt sich fur die Geschwindigkeit der Impedanzzunahme nach dem
Steigungsdreieck AY/AX folgende Werte: AY=c und AX=d, damit c/d=5,65 Q/2,53 min
=2,23 Q/min

Zusammenfassung: t-imp =0,53 min; ampl-imp =5,65 Q; slop-imp =2,23 Q/min

Fir den statistischen Vergleich war lediglich ampl-imp (Impedanzveranderung,
Aggregationsstarke) von Bedeutung. Andere Autoren (Mackie et al., 1984; Jones et al.,
1985) verwendeten ebenfalls nur die Amplitude der Thrombozytenaggregation zur

Bewertung der Blutplattchenfunktion.

3.2.7 Storfaktoren/Fehlerquellen

Die haufigste Storquelle wahrend der Messung sind Injektionsartefakte. Sie kommen
zum Beispiel durch mechanisches Stéren der Elektrodenanordnung, Stéren der
Temperaturkontrolle bei Einspritzen des kalten Agens, Einbringen von Elektrolyten oder
Veranderung des FlUssigkeitslevels in der Kuvette zustande. Letzteres erzeugt bei
korrektem Beflullen der Kuvette aber nur minimale Artefakte, die sich schnell
ausgleichen.

Um Fehlerquellen beim Benutzen der Materialien auszuschliel3en, wurden diese immer
von derselben Firma bestellt und verwendet (siehe 3.2.1 Ausrustung).

Die Reagenzien wurden korrekt nach Herstellerangabe gelagert und vor Ablauf des
Mindesthaltbarkeitsdatums verbraucht. Vor Verbrauch und Neubenutzung wurden
mehrere Messungen parallel durchgefuhrt, um eventuelle Unterschiede zu entdecken.
War dies der Fall, wurden Ausgleichskoeffizienten fur die Werte berechnet.

Die Blutenthahme und Messungen erfolgten jeweils zur gleichen Tageszeit, um

zirkadiane Schwankungen der Aggregation auszuschliellen. Weiter wurden die
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Blutproben nach Entnahme genau 30 Minuten bei Raumtemperatur gelagert und dann
anschliefend 10 Minuten auf 37 °C aufgewarmt. Hierdurch kdnnen zeitabhangige

Einflisse auf die Aggregation ausgeschlossen werden.

3.3 In vitro-Messreihe

Um zu untersuchen, ob der Wirkstoff Valsartan (AT1-Rezeptorantagonist) selbst einen
direkten Einfluss auf die Thrombozytenaggregation hat, wurde eine entsprechende
Verdunnungsreihe mit der Rohsubstanz hergestellt. Die Aggregationsmessung im

Aggregometer wurde dann wie zuvor beschrieben durchgefuhrt.

3.3.1 In vitro-Valsartan—Messreihe

Valsartan ist kein Prodrug und wird nach oraler Gabe rasch resorbiert. Die
Bioverfugbarkeit betragt etwa 25% und die Halbwertszeit liegt bei 6-9 Stunden. Die max.
Plasmaspiegelkonzentration von 1,64+0,63 mg/l wird nach 2 Stunden erreicht, wobei
eine Plasmakonzentration von 0,23 mg/l reicht, um 50% der Rezeptoraktivitat zu
blockieren. Die maximale Blockade gegen Angiotensin || am AT1-Rezeptor ist bei einer
Konzentration von 1 mg/l erreicht.

Diese pharmakologischen Daten beruhen auf Angaben der Fa. Norvatis Pharma AG.
Fir die Durchfiuhrung der Messreihen wurden drei verschiedene Stammldsungen
hergestellt. Die Rohsubstanz Valsartan wurde uns hierzu freundlicherweise von der
Firma Norvatis Pharma AG, Basel, zur Verfigung gestellt.

Um die jeweilige Stammldsung herzustellen, wurde eine entsprechende Menge Substrat
(siehe Tabelle 4) in 0,1 N KOH aufgelost, mit destillietem Wasser auf das jeweilige
Volumen aufgefullt und anschliefend mit HCL auf einen pH-Wert von 8 titriert. Die
Messreihe bestand aus 4 Proben. Probe 1 diente hier als Normalwert ohne Zusatz der
Stammldésung. Probe 2 und 3 simulieren die Plasmakonzentration bei 50%iger und
maximaler Blockade von Angiotensin II am AT1-Rezeptor. Probe 4 simuliert eine
unphysiologische Plasmakonzentration die etwa 60mal hoher ist als die durch
therapeutische Dosen max. erreichte Plasmakonzentration bzw. 100mal hoher als die
Konzentration, die ausreicht um eine max. Blockade der Rezeptoren zu erreichen. Die

Tabelle 4 dokumentiert die Valsartan-Messreihe.



45 3. MATERIAL UND METHODEN

Tab. 4: Valsartan- Messreihe

Stammlésung = Plasmakonzentration (mg/l)
Leerprobe ohne Zusatz von Valsartan
Probe 2 2,3 mg/51 = 0,00046 mg/ml 0,23 mgl/l
Probe 3 2 mg/l = 0,002 mg/ml 1 mg/l
Probe 4 10 mg/50ml = 0,2 mg/ml 100 mg/l

Bei der Blutprobenpraparation fir die Aggregationsmessung wurde dann 0,5 ml der

Stammldsung zu 0,5 ml Vollblut pipettiert und nach 30 Minuten Inkubation ausgewertet.

3.4 Statistische Analyse

3.4.1 Auswertung der Daten

Durchgefiuhrt wurden die statistischen Analysen mit dem Statistikprogramm SPSS 11.0.
Far metrische Variablen wurden Mittelwertbestimmungen sowie Mittelwertvergleiche
durchgefuhrt. Die Berechnung der Wahrscheinlichkeiten fir mehrere unverbundene
Stichproben erfolgte mittels ANOVA-Test und einer Post-hoc-Analyse nach Bonferroni.
Die univariate Analyse wurde genutzt, um den Einfluss von unabhangigen Variablen mit
diskreten  Werten  (Faktoren) und mit metrischen Werten (Kovariate)
mitzuberucksichtigen. Um die Art des Zusammenhangs zwischen zwei Variablen
aufzudecken, wurde die Korrelationsanalyse durchgeflhrt. Fiel diese signifikant aus,
wurden diese Variablen mit in die univariate Analyse einbezogen. Als Mal} fir die Starke
des Zusammenhangs zwischen zwei Variablen wurde fur metrische und normalverteilte
Variablen die Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson verwendet. Werte p<0,05

wurden als statistisch signifikant angesehen.
3.4.2 Graphische Darstellung der Ergebnisse

3.4.2.1 Box-Whisker-Plots

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden die Box-Whisker-Plots verwendet.
Ausgangspunkt dieser Darstellung bildet eine Box, deren untere und obere
Begrenzungslinien durch das untere und obere Quartil (Q) der Messergebnisse

festgelegt sind. Innerhalb der Box wird der Median durch eine horizontale Linie markiert.
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Die Whiskers (vertikale Linienstucke) werden unterhalb bzw. oberhalb der Box
abgetragen. Die Linienendpunkte sind durch den groRten und kleinsten Messwert
definiert. Wenn allerdings diese Werte vom oberen bzw. unteren Rand der Box zu weit
entfernt liegen (mehr als 1.5 (Q3-Q1)), endet die Linie bei dem hochsten bzw.
niedrigsten Messwert, der gerade noch innerhalb dieses Bereiches liegen. Alle

Messwerte die extremer sind, werden einzeln dargestellt (oval).

3.4.2.2 95% Konfidenzintervall

Es wird ein Intervall angegeben, welches mit einer vorgegebenen Wahrscheinlichkeit
1-a den zu schatzenden wahren Parameter der Verteilung in der Grundgesamtheit
uberdeckt. In der vorliegenden Arbeit wurde 1-a=0.95 gesetzt, also a=0,05. Dabei gibt a
die Irrtumswahrscheinlichkeit an, dass der gewahlte Bereich den Parameter nicht

uberdeckt.

3.4.2.3 Korrelationskoeffizient

Der Korrelationskoeffizient r nach Pearson ist ein quantitatives Mal} fur die Beziehung
zwischen zwei stetigen Merkmalen und beschreibt die lineare Komponente des
Zusammenhangs. Er kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen und ist eine

einheitslose Grole.
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4 Ergebnisse

4.1 Erhebung eines Normalkollektives/Vergleichskollektives

Ziel dieser Studie ist die Bestimmung der Plattchenaggregation von Patienten, die keine

Medikamente einnehmen oder aber Medikamente nehmen, die signifikant keinen

Einfluss auf die Plattchenaggregation haben. Dieses erhobene Kollektiv dient als

Vergleichskollektiv fir die Untersuchungen 4.2 bis 4.11.

Hierzu wurden der Einfluss von bestimmten Laborwerten, Alter und Geschlecht, sowie

der Einfluss bestimmter Medikamente auf die Plattchenaggregation untersucht. Weiter

wurde ein Vergleich der Plattchenaggregation in Vene und Arterie durchgefuhrt. Es

wurde die Plattchenaggregation von Patienten gemessen, die folgende

Ausschlusskriterien erflllten:

o Keine Therapie mit Acetylsalicylsaure (ASS), Thienopyridinen wie Clopidogrel und
Ticlopidin

o Keine Therapie mit Glykoprotein llb/llla-Rezeptorantagonisten

o Keine Therapie mit ACE-Hemmer und AT1-Rezeptorantagonisten

Kein Diabetes mellitus und keine Depression

e}

Kein Nikotinkonsum

O

4.1.1 Untersuchung der Plattchenaggregation in Abhangigkeit von speziellen

Laborparametern, Alter und Geschlecht des Patienten

4.1.1.1 Korrelationsanalyse der Laborparameter

Es wurde wuntersucht, ob eine Korrelation zwischen der Amplitude der
Impedanzmessung (ampl-imp) und den folgenden Laborwerten besteht. Hierzu wurde
fur die Werte ampl-imp, CRP, Quick, PTT, INR, HDL, LDL, Triglyceride, Cholesterin,
Thrombozytenzahl und Kreatinin eine bivariate Korrelationsanalyse mit zweiseitiger
Testung auf Signifikanz durchgefiihrt. In den folgenden Tabellen 5 und 6 sind die p-
Werte fur die Signifikanz und der Korrelationskoeffizient r (siehe 3.4.2.3) nach Pearson
aufgefihrt. Konnte eine Korrelation gefunden werden, wurde diese mit einem

Streudiagramm graphisch dargestellt.
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Tab. 5: Korrelationsanalyse zwischen ampl-imp und den Laborwerten fiir die Kollagen-induzierte
Plattchenaggregation (mit * gekennzeichneter Wert ist signifikant (p<0,05))

Laborwerte Korrelationskoeffizient | Signifikanz
nach Pearson
CRP =-0,13 p=0,32
PTT r=-0,13 p=0,27
Quick r=0,03 p=0,78
INR =-0,03 p=0,8
Thrombozytenzahl r=0,3 p=0,01*
Kreatinin r=-0,03 p=0,78
LDL r=0,02 p=0,88
HDL =-0,03 p=0,81
Cholesterin r=0,08 p=0,54
Triglyceride r=-0,07 p=0,59

Fur die Kollagen-induzierte Plattchenaggregation konnte eine signifikante (p=0,01)
Korrelation zwischen ampl-imp und der Thrombozytenzahl gezeigt werden. In der Abb.

11 wird diese Korrelation mit der Regressionsgeraden dargestellt.
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200,00 400,00 600,00 800,00

Thrombozytenzahl

Abb. 11: Korrelation zwischen der Thrombozytenzahl (*10‘°’II) und Amplitude der Impedanz (Ohm) fiir die
Kollagen-induzierte Plattchenaggregation
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Tab. 6: Korrelationsanalyse zwischen ampl-imp und den Laborwerten fiir die ADP-induzierte
Plattchenaggregation (mit * gekennzeichneter Wert ist signifikant (p<0,05))

Laborwerte Korrelationskoeffizient | Signifikanz
nach Pearson

CRP r=0,13 p=0,31
PTT r=0,15 p=0,19
Quick r=-0,2 p=0,08
INR r=0,22 p=0,07
Thrombozytenzahl r=0,59 p<0,001*
Kreatinin r=0,1 p=0,41
LDL r=-0,11 p=0,40
HDL =-0,20 p=0,12
Cholesterin r=-0,1 p=0,46
Triglyceride r=0,03 p=0,85

Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen ampl-imp und der
Thrombozytenzahl (p<0,001). In der Abb. 12 wird diese Korrelation mit der
Regressiongeraden dargestellt.

20,00
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200,00 400,00 600,00 800,00

Thrombozytenzahl

Abb. 12: Korrelation zwischen der Thrombozytenzahl (*1091I) und Amplitude der Impedanz (Ohm) fiir die ADP-
induzierte Plattchenaggregation
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4.1.1.2 Korrelationsanalyse zwischen ampl-imp und dem Alter der Patienten

Hierzu wurde fur die Werte ampl-imp und Alter eine bivariate Korrelationsanalyse mit
zweiseitiger Testung auf Signifikanz durchgefuhrt.

Tab. 7: Korrelationsanalyse zwischen ampl-imp und den Laborwerten fiir die Kollagen-induzierte
Plattchenaggregation

Merkmal
Alter

Korrelationskoeffizient nach Pearson
r=-0,281

Signifikanz
p=0,008

Tab. 8: Korrelationsanalyse zwischen ampl-imp und den Laborwerten fiir die ADP-induzierte
Plattchenaggregation

Merkmal
Alter

Korrelationskoeffizient nach Pearson
r=-0,069

Signifikanz
p=0,530

Es konnte fur die Kollagen-induzierte Plattchenaggregation eine signifikante Korrelation
zwischen Alter des Patienten und Amplitude der Impedanz nachgewiesen werden. Die
Abb. 13 und 14 veranschaulichen das Ergebnis.
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Abb. 13 Abb. 14

Die Abb. 13 zeigt die Korrelation zwischen Alter der

Patienten und

Amplitude der Impedanzverdnderung

nach Kollagen-induzierter Plattchenaggregation.

Die Abb. 14 zeigt die Korrelation zwischen Alter der

Patienten und Amplitude der Impedanzveranderung

nach ADP-induzierter Plattchenaggregation.
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4.1.1.3 Es wurde die Abhangigkeit der Plattchenaggregation vom Geschlecht der

Patienten untersucht

Es zeigten sich im t-Test fur unabhangige Stichproben sowohl fir die Kollagen, als auch

fur die ADP-induzierte Plattchenaggregation keine signifikanten Unterschiede.

Tab. 9: Ubersicht der Werte fiir die Plattchenaggregation in Abhéngigkeit vom Geschlecht

Stimulans Geschlecht |N Mittelwert [Q2] | Mittelwert gesamt [Q] | t-Test fur die Mittelwert-
gleichheit
Kollagen Mannlich 41 110,71+4,87 11,1444 ,46 p=0,404

Weiblich 46 | 11,52+4,09

ADP Mannlich 40 |3,83+3,60 3,53+3,56 p=0,464
Weiblich 44 | 326+3,55

Geschlecht
4 Mann

- Frau

Amplitude der Impedanzveranderung in Ohm

N= 41 "o
Kollagen ADP

Stimulans

Abb. 15: Vergleich der Amplitude der Impedanzéanderung von Mann und Frau

4.1.2 Untersuchung der Plattchenaggregation in Abhangigkeit von der
Medikation

Es wurde der Einfluss der Medikamente B-Blocker, Ca®*-Antagonisten, Nitrate, CSE-
Hemmer, Digitalis, Diuretika, Phenprocoumon und Heparin auf die Plattchenaggregation

untersucht.
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4.1.2.1 Therapie mit B-Blockern

Es wurde der Einfluss der Therapie mit B-Blockern auf die Plattchenaggregation

untersucht.

- N N
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-
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Amplitude der Impedanzveranderung in ohm;

Kollagen

69

Stimulans

3-Blocker Therapie

Abb. 16: Messung der Pliattchenaggregation von Patienten mit oder ohne B-Blocker Therapie

Tab. 10: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

B-Blocker N Mittelwert [Q] Median [Q2] [Standardab- |Standard-  {t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 18 11,54 12,18 3,67 0,86 p=0,675

nein 69 [11,04 11,18 4,67 0,56

insgesamt 87 (1,14

Tab. 11: ADP-induzierte Plattchenaggregation

B-Blocker N Mittelwert [Q] Median [Q2] [Standardab- [Standard-  {t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 18 3,46 3,31 2,79 0,66 p=0,928

nein 66 (3,55 2,22 3,77 0,46

insgesamt 84 3,53

Im t-Test fur unabhangige Stichproben wurde kein signifikanter Unterschied fur die

Plattchenaggregation zwischen der Therapie mit und ohne B-Blocker gefunden.
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4.1.2.2 Therapie mit Nitraten

Es wurde der Einfluss der Therapie mit Nitraten auf die Plattchenaggregation

untersucht.
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Abb. 17: Messung der Pliattchenaggregation von Patienten mit oder ohne Nitrate Therapie

Tab. 12: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Nitrate N Mittelwert [Q] Median [Q2] [Standardab- [Standard-  {t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 9 12,43 13,91 3,33 1,11 p=0,361

nein 78 10,99 11,26 4,57 0,52

insgesamt 87 11,14

Tab. 13: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Nitrate N Mittelwert [Q] Median [Q2] [Standardab- [Standard-  ft-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 9 4,75 3,91 4,37 1,46 p=0,282

nein 75 3,39 2,55 3,46 0,4

insgesamt 84 3,53

Im t-Test fur unabhangige Stichproben konnte kein signifikanter Unterschied fur die

Plattchenaggregation zwischen der Therapie mit und ohne Nitrate gefunden werden.
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4.1.2.3 Therapie mit CSE-Hemmern

Es wurde der Einfluss der Therapie mit CSE-Hemmern auf die Plattchenaggregation

untersucht.
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Abb. 18: Messung der Pliattchenaggregation von Patienten mit oder ohne CSE-Hemmer Therapie

Tab. 14: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

CSE-Hemmer N Mittelwert [Q] Median [Q] [Standardab- [Standard-  t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 10 [12,72 14,24 4,03 1,27 p=0,236

nein 77 10,93 11,21 4,50 0,51

insgesamt 87 11,14

Tab. 15: ADP-induzierte Plattchenaggregation

CSE-Hemmer N Mittelwert [Q2] Median [Q2] [Standardab- [Standard-  [t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 10 4,1 2,82 4,44 1,4 p=0,589

nein 74 3,45 2,67 3,46 0,40

insgesamt 84 3,53

Im t-Test fur unabhangige Stichproben zeigte sich kein signifikanter Unterschied fur die

Plattchenaggregation zwischen der Therapie mit und ohne CSE-Hemmer.
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4.1.2.4 Therapie mit Ca®>*-Antagonisten

Es wurde der Einfluss der Therapie mit Ca®*-Antagonisten auf die Plattchenaggregation

untersucht.
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Abb. 19: Messung der Plittchenaggregation von Patienten mit oder ohne Ca®*-Antagonisten Therapie

Tab. 16: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Ca™- N Mittelwert [Q2] Median [Q2] [Standardab- [Standard-  [t-Test fir die Mittelwert-
Antagonisten weichung [Q] ffehler gleichheit

ja 7 9,96 10,22 5,03 1,90 p=0,470

nein 80 11,24 1,40 4,43 0,5

insgesamt 87 11,14

Tab. 17: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Ca™- N Mittelwert [Q2] Median [©2] [Standardab- [Standard-  [t-Test fir die Mittelwert-
Antagonisten weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 8 1,78 0,99 2,28 0,8 p=0,145

nein 76 3,72 2,97 3,63 0,42

insgesamt 84 3,53

Im t-Test fUr unabhangige Stichproben zeigte sich kein signifikanter Unterschied fur die

Plattchenaggregation zwischen der Therapie mit und ohne Ca?*-Antagonist.



56

4. ERGEBNISSE

4.1.2.5 Therapie mit Digitalis

Es wurde der Einfluss der Therapie mit Digitalis auf die Plattchenaggregation

untersucht.
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Abb. 20: Messung der Plattchenaggregation von Patienten mit oder ohne Digitalis Therapie

Tab. 18: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Digitalis N Mittelwert [Q] Median [Q2] [Standardab- [Standard-  {t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 5 13,00 13,33 4,02 1,8 p=0,341

nein 82 11,03 11,31 4,49 0,5

insgesamt 87 11,14

Tab. 19: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Digitalis N Mittelwert[QQ] [Median [Q2] [Standardab- |Standard-  {t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 5 3,28 1,09 3,98 1,78 p=0,874

nein 79 3,55 2,67 3,56 0,40

insgesamt 84 3,53

Im t-Test fur unabhangige Stichproben konnte kein signifikanter Unterschied fur die

Plattchenaggregation zwischen der Therapie mit und ohne Digitalis gefunden werden.
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4.1.2.6 Therapie mit Diuretika

Es wurde der Einfluss der Therapie mit Diuretika auf die Plattchenaggregation

untersucht.
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Abb. 21: Messung der Plattchenaggregation von Patienten mit oder ohne Diuretika Therapie

Tab. 20: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Diuretika N Mittelwert [Q] Median [Q2] [Standardab- |Standard-  {t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 17 10,14 9,78 3,62 0,88 p=0,307

nein 70 11,38 11,65 4,64 0,55

insgesamt 87 11,14

Tab. 21: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Diuretika N Mittelwert [Q] Median [Q2] [Standardab- [Standard-  {t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 16 3,32 0,88 4,06 1,02 p=0,794

nein 68 (3,58 2,97 3,47 0,42

insgesamt 84 3,43

Im t-Test fur unabhangige Stichproben konnte kein signifikanter Unterschied fur die

Plattchenaggregation zwischen der Therapie mit und ohne Diuretika gefunden werden.
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4.1.2.7 Therapie mit Phenprocoumon

Es wurde der Einfluss der Therapie mit Phenprocoumon (Marcumar®) auf die

Plattchenaggregation untersucht.
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Abb. 22: Messung der Plattchenaggregation von Patienten mit oder ohne Phenprocoumon Therapie

Tab. 22: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Phenprocoumon [N Mittelwert [Q] [Median [Q2] [Standardab- [Standard-  [t-Test fiir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 12 11,97 13,41 5,45 1,57 p=0,223

nein 75 |11,01 11,30 4,31 0,50

insgesamt 87 11,14

Tab. 23: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Phenprocoumon [N |Mittelwert [Q2] Median[Q2] [Standardab- Standard-  [t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 11 16,06 6,15 4,32 1,30 p=0,441

nein 73 3,15 2,22 3,30 0,38

insgesamt 84 (3,53

Im t-Test flir unabhangige Stichproben konnte kein signifikanter Unterschied fur die

Plattchenaggregation zwischen der Therapie mit und ohne Phenprocoumon gefunden

werden.
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4.1.2.8 Therapie mit Heparin

Es wurde der Einfluss der Therapie mit fraktioniertem oder unfraktioniertem Heparin auf

die Plattchenaggregation untersucht.
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Abb. 23: Messung der Pliattchenaggregation von Patienten mit oder ohne Heparin Therapie

Tab. 24: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Heparin N Mittelwert [Q2] Median [©2] [Standardab- [Standard-  [t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 19 9,75 8,48 4,10 0,94 p=0,126

nein 68 11,53 11,87 4,51 0,55

insgesamt 87 (11,14

Tab. 25: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Heparin N Mittelwert [Q2] Median[Q]  [Standardab- |Standard-  {t-Test fir die Mittelwert-
weichung [Q] [fehler gleichheit

ja 19 3,79 2,17 4,09 0,94 p=0,723

nein 65 (3,46 2,67 3,42 0,42

insgesamt 84 3,53

Im t-Test fUr unabhangige Stichproben konnte kein signifikanter Unterschied fur die

Plattchenaggregation zwischen der Therapie mit und ohne Heparin gefunden werden.
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4.1.2.9 Ubersicht der Medikation und der Laborparameter des Kontrollkollektives

Tab. 26: Ubersicht der Medikation (in Klammern stehen die prozentulalen Werte in Bezug zur Gesamtzahl der

Patienten)

Merkmal Stimulans
Kollagen ADP

Anzahl der Patienten 87 84

Alter (Jahre) 55,06+16,81 55,10+16,68

Geschlecht Mann 41 (47) 40 (48)

Frau 46 (53) 44 (52)

B-Blocker 18 (21) 18 (21)

Nitrate 9 (10) 9 (11)

CSE-Hemmer 10 (11) 10 (12)

Ca“’-Antagonisten 7 (8) 8 (10)

Digitalis 5 (6) 5 (6)

Diuretika 17 (20) 16 (19)

Phenprocoumon 12 (14) 11 (13)

Heparin 19 (22) 19 (23)

Tab. 27: Ubersicht der Laborwerte

Laborwert Stimulans
Kollagen ADP

CRP (mgl/l) 2,03+2,88 2,05+2,89

PTT (sec) 35,59+21,06 35,66+21,33

Quick (%) 87,60+£29,74 87,79+29,20

INR 1,2410,52 1,25+0,52

Thrombozytenzahl (1000/ul) 235,04+66,48 233,35+66,39

Kreatinin (mg/dl) 1,02+0,50 1,03+0,50

LDL (mg/dl) 130,35+41,56 138,93+54,30

HDL (mg/dI) 58,42+17 47 57,73+16,85

Cholesterin (mg/dl) 213,09+47,02 212,66+47,70

Triglyceride (mg/dl) 123,24+58,72 124,2+59,26
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4.1.2.10 Univariate multifaktorielle Varianzanalyse fir die Medikation

Die Analyse im Allgemeinen linearen Modell zeigte fur die univariate multifaktorielle
Varianzanalyse fiir die Medikamente PB-Blocker, Ca**-Antagonisten, Nitrate, CSE-
Hemmer, Digitalis, Diuretika, Phenprocoumon und Heparin in der Hauptwirkung und im

2-seitigen Weg keine signifikanten Werte.

4.1.3 Vergleich der Plattchenaggregation in Vene und Arterie

Vendses und arterielles Blut unterscheiden sich im pH-Wert und Sauerstoffgehalt. Um
eine Abhangigkeit der Amplitude der Impedanzmessung vom pH-Wert und
Sauerstoffgehalt auszuschliefen, wurde bei 19 Patienten mit einem PFO
(persistierendes Foramen ovale) zu Beginn einer Rechts- und Linkskatheter-
Untersuchung und vor Medikamentengabe vendses Blut aus der Vena femoralis, Vena
cava, rechtes Atrium und arterielles Blut aus der Arteria femoralis und dem linken
Ventrikel entnommen. In der Tabelle 28 sind die Werte fur Plattchenaggregation in

vendsem und arteriellem Blut zusammengefasst.

Tab. 28: Plattchenaggregation in venésem und arteriellem Blut

Stimulation | Blut Anzahl der | Mittelwert der Standardabweichung [Q] | t-Test fir die
mit Patienten Aggregation [Q] Mittelwertgleichheit
Kollagen venods 19 11,34 5,56 p=0,926
arteriell 19 11,55 5,25
ADP venos 18 4,14 3,53 p=0,633
arteriell 18 4,74 3,85

Es konnte kein signifikanter Unterschied fur die Kollagen- und ADP-induzierte

Plattchenaggregation zwischen vendsem und arteriellem Blut nachgewiesen werden.
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4.2 Einfluss der kardiovaskularen Risikofaktoren Diabetes mellitus,

Depression und Nikotinkonsum auf die Plattchenaggregation

4.2.1.1 Untersuchung der Risikofaktoren Diabetes mellitus und Depression

Es wurde der Einfluss der kardiovaskularen Risikofaktoren Diabetes mellitus und
Depression auf die Plattchenaggregation untersucht. Hierzu wurde das unter 4.1
ermittelte Kollektiv als Kontrolle verwendet und mit den beiden Kollektiven Diabetes
mellitus und Depression verglichen. In das Diabetes-Kollektiv wurde Patienten mit einem
bekannten Diabetes mellitus Typ | oder Il aufgenommen. Es wurde nicht zwischen den
einzelnen Medikamentengruppen, den einzelnen HbA1c-Werten, dem Alter und
Geschlecht unterschieden. Das ,Depressions-Kollektiv‘ setzt sich aus Patienten
zusammen, bei denen nach fachpsychiatrischer Untersuchung eine Depression
diagnostiziert wurde. Die Blutentnahme erfolgt vor der Einstellung mit Antidepressiva.
Zur Evaluierung der Beeinflussung der Plattchenaggregation durch Diabetes mellitus
und Depression wurden jeweils Studienprotokolle in der Arbeitsgruppe Prof. Bauriedel
konzipiert, die von der Ethikkommision unserer Fakultat gepruft und genehmigt wurden.
Fir die in die einzelnen Untersuchungsgruppen eingeschlossenen Patienten gelten
folgende Ausschlusskriterien:
o Keine Therapie mit Acetylsalicylsaure (ASS), Thienopyridinen wie Clopidogrel und
Ticlopidin
o Keine Therapie mit Glykoprotein Ilb/llla-Rezeptorantagonisten
o Keine Therapie mit ACE-Hemmer und AT 1-Rezeptorantagonisten

o Kein Nikotinkonsum

In den Tabellen 29 und 30 sind die gemessenen Werte fur die Kollagen- und ADP-
induzierte Plattchenaggregation aufgefuhrt. Die Berechnung der Wahrscheinlichkeiten
fur die drei unverbundenen Stichproben erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA-Prozedur

mit einer Post-hoc-Analyse nach Bonferroni.
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Tab. 29: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] [MittelwertMedian |Standardab- (Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 87 [55,06+£16,81 |11,14 11,31 4,46 0,48

Diabetes 18 62,67+13,82 14,06 15,25 4,83 1,14 p=0,028*

Depression 48 43,35+10,91 12,78 13,48 (3,69 0,53 p=0,105

Tab. 30: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] MittelwertMedian [Standardab- [Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 84 55,10£16,68 (3,53 2,67 3,56 0,39

Diabetes 16 62,50+14,54 3,67 3,56 3,55 0,89 p=1,000

Depression 48 43,35+10,91 5,57 5,74 3,23 0,47 p=0,004*

Es zeigt sich eine signifikante Erhohung der Kollagen-induzierten Plattchenaggregation
des Diabetes-Kollektivs (26%, p=0,028), sowie eine signifikante Erhohung der ADP-

induzierten Plattchenaggregation fur das ,Depressions-Kollektiv® (58%, p=0,004) im

Vergleich zum Kontroll-Kollektiv. Die Abb. 24-26 veranschaulicht die Messergebnisse.
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Abb. 24: Darstellung der Plattchenaggregation nach Kollagen- und ADP-induzierter Plattchenaggregation
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Die Abb. 25 zeigt als Balkendiagramm mit den 95%
Konfidenzintervallen der Mittelwerte den Vergleich
der

Kollektive  fur die  Kollagen-induzierte

Plattchenaggregation.
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Abb. 26

Die Abb. 26 zeigt als Balkendiagramm mit den 95%
Konfidenzintervallen der Mittelwerte den Vergleich
der Kollektive fiur die ADP-induzierte Plattchen-
aggregation.

4.2 .1.2 Untersuchung des Risikofaktors Nikotinkonsum

Es wurde der Einfluss des Nikotinkonsums auf die Plattchenaggregation untersucht. Die

in diese Studie aufgenommenen Patienten erflllten folgende Ausschlusskriterien:

o Keine Therapie mit Acetylsalicylsaure (ASS), Thienopyridinen wie Clopidogrel und

Ticlopidin

o Keine Therapie mit Glykoprotein Ilb/llla-Rezeptorantagonisten
o Keine Therapie mit ACE-Hemmer und AT 1-Rezeptorantagonisten

o Kein Diabetes mellitus und keine Depression

o Nikotinkonsum

In den Tabellen 31 und 32 sind die Ergebnisse flir die Kollagen- und ADP-induzierte

Plattchenaggregation aufgefuhrt.
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Tab. 31: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Nikotinkonsum [N |Alter [Jahre] [MittelwertMedian |Standardab- [Standard- t-Test fur die Mittelwert-
[©] [Q] weichung [(2] [Fehler gleichheit

ja 31 (52,58+18,85 13,72 13,33 4,23 0,76 p=0,006*

nein 87 55,06+16,81 (11,14 11,31 4,46 0,48

Tab. 32: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Nikotinkonsum [N |Alter [Jahre] [MittelwertMedian |Standardab- (Standard- {-Test fur die Mittelwert-
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler gleichheit

ja 31 (51,94118,64 4,39 4,00 (3,51 0,63 p=0,250

nein 84 55,10+16,68 (3,53 2,67 3,56 0,39

Im t-Test fur unabhangige Stichproben konnte eine signifikant (p=0,006) erhdhte
Kollagen-induzierte Plattchenaggregation fur das Patientenkollektiv mit Nikotinkonsum
gezeigt werden. Dies bedeutet eine um 23% erhdhte Plattchenaggregation gegenuber

dem Kollektiv ohne Nikotinkonsum. Die Abb. 27 veranschaulicht die Messergebnisse.

25_
205
15;
10:

Nikotin

Amplitude der Impedanzveranderung in Ohm

N = N
Kollagen ADP

Stimulans

Abb. 27: Plattchenaggregation von Patienten mit und ohne Nikotinkonsum
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Tab. 33: Patientencharakteristika und Medikation der Patienten mit Nikotinkonsum (in Klammern stehen die

prozentulalen Werte in Bezug zur Gesamtzahl der Patienten)

Merkmal Patientenkollektiv mit Nikotinkonsum
Anzahl der Patienten 31
Alter (Jahre) 52,58+18,85
Geschlecht Mann 8 (26)
Frau 23 (74)
B-Blocker 8 (26)
Nitrate 3(10)
CSE-Hemmer 5(16)
Ca”*-Antagonisten 4 (13)
Digitalis 5(16)
Diuretika 6 (19)
Marcumar 1(3)
Heparin 5(16)
Cortison 1(3)
VES 2 (6)
Vorhofflimmern 2 (6)
Hypertonus 10 (32)
Hyperlipidamie 9 (29)
Niereninsuffizienz 1(3)
Schilddrisenunterfunktion 7 (23)
Adipositas 4 (13)
Z.n. Infarkt 2 (6)

Tab. 34: Laborwerte der Patienten mit Nikotinkonsum

Laborwert Mittelwert
CRP (mg/dl) 15,38+33,58
PTT (sec) 27,0314,38
Quick (%) 101,17+27,0
INR 4,44+17,81
Thrombozytenzahl (1000/ul) 234,39176,83
Kreatinin (mg/dl) 0,83+0,16
LDL (mg/dl) 117,43+35,56
HDL (mg/dI) 62,12+17,55
Cholesterin (mg/dI) 206,17+39,59
Triglyceride (mg/dl) 133+106,01
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4.2.1.3 Zusammenfassung der Befunde

Es konnte in den Untersuchungen gezeigt werden, dass die Kollagen-induzierte
Plattchenaggregation fur Patienten mit Nikotinkonsum (23%, p=0,006) und Patienten mit
Diabetes mellitus (26%, p=0,047) signifikant gegentuber dem Kontrollkollektiv erhoht ist.
Weiter konnte eine signifikante Erhéhung der Plattchenaggregation fur das Depressions-

Kollekiv (58%, p=0,004) in der ADP-induzierten Plattchenaggregation gezeigt werden.

4.3 Testung der Plattchenaggregation bei Therapie mit etablierten

antithrombozytaren Substanzen

Es wurde der Einfluss der Therapie mit Acetylsalicylsaure (ASS) und Clopidogrel (Clo)
auf die Plattchenaggregation untersucht. Hierzu wurden die Patienten in eine Gruppe
ASS und in eine Gruppe Clo mit/ohne ASS aufgeteilt und mit der Plattchenaggregation
der Kontroll-Gruppe aus 4.1 verglichen. Flr die in diese Studie eingeschlossenen
Patienten gelten folgende Ausschlusskriterien:

o Keine Therapie mit Glykoprotein Ilb/llla-Rezeptorantagonisten

o Keine Therapie mit ACE-Hemmer und AT 1-Rezeptorantagonisten

o Kein Diabetes mellitus, keine Depression, kein Nikotinkonsum

Die Ergebnisse sind in den Tabellen 35 und 36 aufgeflhrt. Eine graphische Darstellung
der Ergebnisse erfolgt mit Hilfe der Box-Whisker-Plots in Abb. 28 und der Darstellung
des 95% Konfidenzintervalls in Abb. 29.

Tab. 35: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] MittelwertMedian [Standardab- [Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 87 55,06+£16,81 (11,14 11,31 4,46 0,48

ASS 37 160,00+15,22 6,63 6,22 4,21 0,69 p=0,000*

Clo m./Jo. ASS [10 62,80+11,57 9,14 9,90 |4,44 1,40 p=0,525

Tab. 36: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] MittelwertMedian [Standardab- [Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 84 55,10+16,68 (3,53 2,67 [3,56 0,39

ASS 35 [59,94+14,68 2,51 2,17 2,13 0,36 p=0,321

Clo m./Jo. ASS 8 [61,63£11,25 (0,38 0,00 0,71 0,25 p=0,022*
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Abb.

Untersuchungsgruppe

Kontroll- Gruppe

[ ass

- Clo mit/ohne ASS

Amplitude der Impedanzveranderung in Ohm

N= 87 37 10 84 35 8
Kollagen ADP

Stimulans

28: Darstellung der ampl-imp in Abhéngigkeit von der Untersuchungsgruppe

14
1
10
[ ]
8_
6 s Untersuchungsgruppe
I

} m  Kontroll- Gruppe
ASS
0 K}

) ® ADP mit/ohne ASS

N= 87 37 10 8 35 8
Kollagen ADP

95% Konfidenzintervall ampl-imp in Ohm
N

Stimulans

Abb. 29: Darstellung des 95% Konfidenzintervalls fiir die Untersuchungsgruppen
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Es zeigt sich eine signifikante verminderte Kollagen-induzierte Plattchenaggregation
unter der Therapie mit ASS (40%, p<0,001) und eine nicht signifikante verminderte
ADP-induzierte Plattchenaggregation fur die Therapie mit Clopidogrel (89%, p=0,022).

Weiter wurde der Einfluss von Diabetes mellitus Typ | oder Il auf die
Plattchenaggregation von Patienten mit ASS-Therapie untersucht. Die Ergebnisse sind
in den Tabellen 37 und 38 und den Abbildungen 30 und 31 dargestellt.

Tab. 37: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

ASS-Therapie [N |Alter [Jahre] |MittelwertMedian [Standardab- [Standard- t-Test fir die Mittelwert-
[©2] [Q] weichung [Q2] [Fehler gleichheit

plus Diabetes |12 [67,33+9,74 |11,58 11,72 15,05 1,46 p<0,001*

ohne Diabetes 37 60,00+15,22 6,63 6,22 4,21 0,69

Tab. 38: ADP-induzierte Plattchenaggregation

ASS-Therapie [N |Alter [Jahre] |MittelwertMedian [Standardab- [Standard- t-Test fir die Mittelwert-
[€Q] [Q] weichung [2] [Fehler gleichheit

plus Diabetes |10 169,30+7,44 6,24 5,03 3,33 1,05 p<0,001*

ohne Diabetes 35 59,94+14,68 2,51 2,17 2,13 0,36

25

Diabetes mellitus

Amplitude der Impedanzveranderung in Ohm

Kollagen ADP

Stimulans
Abb. 30: Darstellung der Amplitude der Impedanzdanderung von Patienten mit ASS-Therapie
Es wird die Plattchenaggregation von Patienten verglichen, die ASS einnehmen und an Diabetes mellitus erkrankt

sind oder aber nicht an dieser Erkrankung leiden.
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Abb. 31: Darstellung des 95% Konfidenzintervalls fiir die Untersuchungsgruppen mit ASS-Therapie

Es wird die Plattchenaggregation von Patienten verglichen, die ASS einnehmen und an Diabetes mellitus erkrankt

sind oder aber nicht an dieser Erkrankung leiden.

Es zeigt sich eine signifikant erhohte Kollagen- (75%, p<0,001) und ADP- (149%,
p<0,001) induzierte Plattchenaggregation fur die Patienten mit ASS-Therapie und

gleichzeitiger Erkrankung an Diabetes mellitus im Gegensatz zur Gruppe ASS-Therapie

ohne Diabetes mellitus.

Weiter untersuchten wir den Einfluss von Nikotinkonsum auf die Plattchenaggregation

von Patienten unter ASS-Therapie. In den Tabellen 39 und 40 sind die Messergebnisse

aufgeflhrt.

Tab. 39: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

ASS-Therapie N |Alter [Jahre] MittelwertMedian [Standardab- [Standard- {-Test fir die
[©] [Q] weichung [Q2] [Fehler Mittelwert-
gleichheit
plus Nikotinkonsum (16 (57,06£11,38 (9,68 8,37 14,98 1,25 p=0,026*
ohne 37 160,00+£15,22 6,63 6,22 4,21 0,69

Nikotinkonsum
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Tab. 40: ADP-induzierte Plattchenaggregation

ASS-Therapie N |Alter [Jahre] MittelwertMedian [Standardab- [Standard- {-Test fir die
[©] [Q] weichung [Q2] [Fehler Mittelwert-
gleichheit
plus Nikotinkonsum (19 58,58+11,59 2,84 1,07 3,48 0,86 P=0,665
ohne 35 59,94+14,68 2,51 217 2,13 0,36

Nikotinkonsum

Die Abbildungen 32 und 33 veranschaulichen graphisch den Einfluss von Nikotinkonsum

auf die Plattchenaggregation von Patienten unter ASS-Therapie.
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Abb. 32: Darstellung der Amplitude der Impedanzédnderung
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Es wird die Plattchenaggregation von Patienten verglichen, die einen oder keinen Nikotinkonsum betreiben und ASS

einnehmen.
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Abb. 33: Darstellung des 95% Konfidenzintervalls fiir die Untersuchungsgruppen

Der t-Test fUr unabhangige Stichproben zeigt sich eine signifikant (46%, p=0,026)
erhohte Plattchenaggregation fur die Kollagen-induzierte Plattchenaggregation in der

Untersuchungsgruppe mit ASS-Therapie plus Nikotinkonsum.

4.4 Testung der Plattchenaggregation bei Patienten mit ACE-Hemmer
Therapie

Es wird der Einfluss der ACE-Hemmer Therapie auf die Plattchenaggregation untersucht
und mit dem Kontroll-Kollektiv aus 4.1, mit der ASS-Therapie (siehe 4.3) und mit der
Therapie ACE-Hemmer plus ASS verglichen. Die untersuchten Patienten erflllen
folgende Ausschlusskriterien:

o Keine Therapie mit Thienopyridinen wie Clopidogrel und Ticlopidin

o Keine Therapie mit Glykoprotein llb/llla-Rezeptorantagonisten

o Keine Therapie mit AT1-Rezeptorantagonisten

o Kein Diabetes mellitus, keine Depression, kein Nikotinkonsum

In den Tabellen 41 und 42 sind die gemessenen Werte aufgefuhrt.
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Tab. 41: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] [MittelwertMedian |Standardab- (Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 87 55,06+16,81 (11,14 11,31 4,46 0,48

ACE-Hemmer |63 |66,65+10,01 (8,82 8,89 4,59 0,58 p=0,009*

ASS 37 60,00+£15,22 6,63 6,22 4,21 0,69 p<0,001*

ﬁggH plus 30 168,10+10,61 16,72 7,04 3,56 0,65 p<0,001*

Tab. 42: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] [MittelwertMedian |Standardab- (Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 84 |55,10+16,68 (3,53 2,67 (3,56 0,39

IACE-Hemmer 64 166,81+10,02 2,65 1,75 3,14 0,39 0,521

ASS 35 59,94+14,68 2,51 2,17 2,13 0,36 0,620

ﬁggH plus [28 68,71+10,72 1,74 0,00 2,48 0,47 0,052

Es zeigt sich im t-Test fur unabhangige Stichproben eine signifikant (21%, p=0,009)
erniedrigte Kollagen-induzierte Plattchenaggregation in der Untersuchungsgruppe ACE-

Hemmer Therapie. Die Ergebnisse werden in den Abbildungen 34-37 dargestellt.

Untersuchungsgruppe
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|:| ACE-Hemmer

B Ass

B ACE-H. plus ASS

Amplitude der Impedanzveranderung in Ohm

37 30
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Stimulans

Abb. 34 Darstellung der Amplitude der Impedanzianderung nach Kollagen-induzierter Plattchenaggregation
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Abb. 36: Darstellung der Amplitude der Impedanzanderung nach ADP-induzierter Plattchenaggregation
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Die Tabellen 43 und 44 zeigen eine Ubersicht der Medikation und Laborwerte.

Tab. 43: Ubersicht der Medikation (in Klammer stehen die prozentulalen Werte in Bezug zur Gesamtzahl der

Patienten)

Merkmal Stimulans

Kollagen ADP
Anzahl der Patienten 63 64
Mann 28 (44) 28 (44)
Frau 35 (56) 36 (56)
Alter (Jahre) 66,65+10,01 66,81+£10,02
B-Blocker 27 (43) 28 (44)
Nitrate 26 (41) 26 (41)
CSE-Hemmer 25 (40) 26 (41)
Ca“*-Antagonisten 15 (24) 15 (23)
Digitalis 25 (40) 25 (39)
Diuretika 32 (51) 32 (50)
Phenprocoumon 15 (24) 15 (23)
Heparin 26 (41) 26 (41)
Tab. 44: Ubersicht der Laborwerte
Laborwert Stimulans

Kollagen ADP

CRP (mg/dl) 13,00+29,39 12,76+29,16
PTT (sec) 33,55+12,57 33,55+12,57
Quick (%) 75,47+33,03 76,13+£33,14
INR 1,43+0,68 1,42+0,68
Thrombozytenzahl (1000/pl) 249,74+72,93 248,54+72,89
Kreatinin (mg/dl) 1,07+0,41 1,06+0,41
LDL (mg/dl) 140,51+46,78 139,64+46,58
HDL (mg/dl) 55,231£13,80 55,27+13,64
Cholesterin (mg/dl) 224,53+49,06 224,27+48,51
Triglyceride (mg/dl) 141+£79,95 143,80+81,16
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4.5 Testung der Plattchenaggregation bei Patienten mit AT1-

Rezeptorantagonisten Therapie

Es wird der Einfluss der Therapie mit AT1-Rezeptorantagonisten auf die

Plattchenaggregation untersucht und mit dem Kollektiv aus 4.1, dem ASS-Kollektiv aus

4.3 und dem Kollektiv Clopidogrel mit/ohne ASS aus 4.3 verglichen. Die Messwerte sind

in den Tabellen 45 und 46 aufgefuhrt. Die Patienten in der Untersuchungsgruppe AT1-

Blocker erfullen folgende Ausschlusskriterien:

o Keine Therapie mit Acetylsalicylsaure (ASS), Thienopyridinen wie Clopidogrel und
Ticlopidin

o Keine Therapie mit Glykoprotein IIb/llla-Rezeptorantagonisten

o Keine Therapie mit einem ACE-Hemmer

Kein Diabetes mellitus und keine Depression

o}

Kein Nikotinkonsum

¢}

Tab. 45: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] MittelwertMedian [Standardab- [Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 87 155,06+16,81 |11,14 11,31 14,46 0,48

ASS 37 160,00+15,22 16,63 6,22 14,21 0,69 p<0,001*

Clo m./o. ASS [10 62,80+11,57 9,14 9,90 4,44 1,40 p=0,888

AT1-Blocker 146 163,11+12,46 [7,57 7,45 3,22 0,47 p<0,001*

Tab. 46: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] MittelwertMedian [Standardab- [Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 84 55,10+16,68 (3,53 2,67 [3,56 0,39

ASS 35 59,94+14,68 2,51 2,17 2,13 0,36 p=0,503

Clo m./Jo. ASS 8 [61,63+11,25 (0,38 0,00 0,71 0,25 p=0,024*

IAT1-Blocker 45 162,14+12,71 2,56 2,17 2,23 0,33 p=0,449
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Es zeigt sich fur die Therapie mit AT1-Rezeptorantagonisten eine signifikante (33%,
p<0,001) Reduktion der Kollagen-induzierten Plattchenaggregation. Fir die ADP-
induzierte Plattchenaggregation konnte keine signifikante Reduktion der Aggregation
(27%, p=0,449) gezeigt werden. In den Abbildungen 38 und 39 werden die Ergebnisse
graphisch dargestellt.

Untersuchungsgruppe

Kontrolle
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Il cCio mit/ohne ASS

Amplitude der Impedanzveranderung in Ohm

E= AT1- Blocker

AV
LAY

N= 87 37 10 46 84 35 8 45
Kollagen ADP

Stimulans

Abb. 38: Graphische Darstellung der Ergebnisse fiir die Kollagen- und ADP-induzierte Pldattchenaggregation
In der Abb. 38 wird die Plattchenaggregation des Kontroll-Kollektives aus 4.1 mit den Untersuchungsgruppgen AT1-
Blocker-, ASS- und Clo mit/ohne ASS-Therapie verglichen.
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Abb. 39: Graphische Darstellung der Ergebnisse fiir die Kollagen- und ADP-induzierte Plattchenaggregation
In der Abb. 39 sind die 95% Konfidenzintervalle fir die drei Untersuchungsgruppen dargestellt.

In diesem Zusammenhang wurde auch die Plattchenaggregation von Patienten mit
ACE-Hemmern und AT1-Rezeptorantagonisten Therapie verglichen. Hier konnte im t-
Test fur unabhangige Stichproben keine signifikanten Unterschiede fir die Kollagen-

(p=0,116) und ADP- (p=0,876) induzierte Plattchenaggregation gefunden werden.

Weiter wurden Patienten untersucht, die zusatzliche zu der Therapie mit einem AT1-
Rezeptorantagonisten eine Medikation mit ASS oder Clo mit/ohne ASS erhalten. Diese
wurden dann mit der Therapie mit ASS in der Kollagen-induzierten Plattchenaggregation
und mit der Therapie mit Clopidogrel mit/ohne ASS in der ADP-induzierten
Plattchenaggregation untersucht. In den Tabellen 47 und 48 sind die Messergebnisse

aufgeflhrt.
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Tab. 47: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] [MittelwertMedian |Standardab- (Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 87 55,06+16,81 (11,14 11,31 4,46 0,48

ASS 37 60,00+£15,22 6,63 6,22 4,21 0,69 p<0,001*

IAT1-B. plus 14 164,50+9,14 16,04 511 3,04 0,81 p<0,001*

ASS

IAT1-B. plus 12 |67,25+10,48 4,57 3,6 3,71 1,07 p<0,001*

IASS/Clo

Fir alle Untersuchungsgruppen konnte eine signifikante Reduktion der
Plattchenaggregation nachgewiesen werden. Weiter konnten im t-Test fur
unverbundene Stichproben keine additiven Effekte der Therapie AT1-Blocker plus ASS
(p=0,634) bzw. AT1-Blocker plus ASS mit/ohne Clo (p=0,137) gegenuber der

Untersuchungsgruppe ASS nachgewiesen werden.

Tab. 48: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] [Mittelwert|Median |Standardab- [Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 84 55,10+£16,68 (3,53 2,67 3,56 0,39

Clo m./Jo. ASS 8 [61,63+11,25 (0,38 0,00 (0,71 0,25 p=0,057

IAT1-B. plus 14 64,50£9,14 2,42 1,43 2,96 0,79 p=1,000

ASS

IAT1-B. plus 12 67,25+10,48 0,51 0,00 1,11 0,32 p=0,032*

ASS/Clo

Es zeigt sich eine signifikante Reduktion der Plattchenaggregation fur die
Untersuchungsgruppe AT1-Rezeptorantagonist plus Clo mit/ohne ASS.
Die Abbildungen 40 und 41 veranschaulichen die Ergebnisse mit Hilfe der 95%

Konfidenzintervalle.
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Abb. 40: Darstellung der Konfidenzintervalle fiir die Kollagen-induzierte Plattchenaggregation
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Abb. 41: Darstellung der Konfidenzintervalle fiir die ADP-induzierte Plattchenaggregation
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Die folgenden Tabellen 49 und 50 zeigten eine Ubersicht der Medikation und der

Laborwerte der Untersuchungsgruppe AT 1-Blocker.

Tab: 49: Ubersicht der Medikation (in Klammern stehen die prozentulalen Werte in Bezug zur Gesamtzahl der

Patienten)

Merkmal Stimulans
Kollagen ADP

Anzahl der Patienten 46 45

Mann 27 (59) 26 (58)

Frau 19 (41) 19 (42)

Alter (Jahre) 63,11+£12,46 60,041+12,67

B-Blocker 19 (41) 19 (42)

Nitrate 6 (13) 6 (13)

CSE-Hemmer 16 (35) 15 (33)

Ca”*-Antagonisten 12 (26) 11 (24)

Digitalis 3(7) 3(7)

Diuretika 24 (52) 23 (51)

Marcumar 10 (22) 9 (20)

Heparin 7 (15) 7 (16)

Tab. 50: Ubersicht der Laborwerte

Laborwert Stimulans

Kollagen ADP

CRP (mg/dl) 4,6318,3 5,98+11,26

PTT (sec) 33,93+£11,08 33,00+8,08

Quick (%) 71,67+34,58 63,14134,26

INR 2,52+5,55 1,5510,72

Thrombozytenzahl (1000/pl) 240+79,57 241+88,31

Kreatinin (mg/dl) 1,24+0,75 1,20+0,39

LDL (mg/dl) 116,85+32,70 114,38+21,25

HDL (mg/dI) 51,2+17,83 42,92+8,65

Cholesterin (mg/dl) 185,52+29,42 186,42+25,78

Triacylglycerine (mg/dl) 136,17+£100,38 146,00£70,72

4. ERGEBNISSE
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4.6 Differenzierte Betrachtung der Plattchenaggregation der beiden

Wirkstoffe Losartan und Valsartan

Es wird untersucht, ob es Unterschiede fur die beiden Wirkstoffe Losartan und Valsartan
in Bezug zur Kollagen- und ADP-induzierten Plattchenaggregation gibt. Es gelten die
unter 4.5 aufgefuhrten Ausschlusskriterien.

Die Dosierungen und die gemessenen Werte sind in den Tabellen 51, 52 und 53

aufgefuhrt und werden in den Abbildungen 42 und 43 graphisch dargestellt.

Tab. 51: Dosierung der Wirkstoffe Losartan und Valsartan in mg

\Wirkstoff Mittelwert  [Standard-
[Q] abweichung

Losartan 60,22 19,97

\Valsartan 95,38 38,43

Tab. 52: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] [Mittelwert|Median |Standardab- (Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 87 55,06+16,81 (11,14 11,31 4,46 0,48

Losartan 23 64,68+11,01 |7,72 7,44 3,49 0,73 p=0,002

\Valsartan 15 [55,57+13,84 |7,39 7,46 2,46 0,64 p=0,004

Es zeigt sich fur beide Wirkstoffe eine signifikante Reduktion der Kollagen-induzierten
Plattchenaggregation. Zwischen beiden Wirkstoffen besteht kein signifikanter

Unterschied fur den Mittelwertvergleich.

Tab. 53: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] MittelwertMedian [Standardab- [Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Kontrolle 84 55,10+16,68 (3,53 2,67 [3,56 0,39

Losartan 21 63,75+11,09 2,98 2,58 2,51 0,55 p=1,000

\Valsartan 16 54,73+13,73 1,72 1,63 [1,49 0,37 p=0,121

Es zeigt sich keine signifikante  Beeinflussung der  ADP-induzierten

Plattchenaggregation. Der Wirkstoff Valsartan zeigt einen Trend zur Reduktion. Im
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t-Test fur unverbundenen Stichproben zwischen der Untersuchungsgruppe Kontrolle

und Valsartan zeigt sich eine signifikante Beeinflussung (p=0,049).

Amplitude der Impedanzveranderung in Ohm

Untersuchungsgruppe
Losartan
|:| Valsartan
- Kontrolle
Kollagen
Stimulans

Abb. 42: Graphische Darstellung der Ergebnisse fiir die Kollagen- und ADP-induzierte Plattchenaggregation
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Abb. 43: Darstellung der Konfidenzintervalle der Kollagen- und ADP-induzierten Plattchenaggregation
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4.7 Messung der Plattchenaggregation im Verlauf von vier Wochen

bei Patienten unter Neueinstellung mit Valsartan

Es wird untersucht, in welchem Zeitraum die antithrombotischen Effekte unter Therapie

mit AT1-Rezeptorantagonisten eintreten. Hierzu wurden zehn Patienten (4 Frauen, 6

Manner) mit arterieller Hypertonie auf den Wirkstoff Valsartan 80 mg eingestellt. Das

Alter der Patienten betrug 57,78+12,91 Jahre. Die untersuchten Patienten erflllten

folgende Ausschlusskriterien:

o Keine Therapie mit Acetylsalicylsaure (ASS), Thienopyridinen wie Clopidogrel und
Ticlopidin

o Keine Therapie mit Glykoprotein IIb/llla-Rezeptorantagonisten

o Keine Therapie mit ACE-Hemmer

o}

Kein Diabetes mellitus und keine Depression

Kein Nikotinkonsum

¢}

Tab. 54: Kollagen induzierte Plattchenaggregation

Messzeitpunkt [N Mittelwert [Q] Median[Q]  [Standardab- (Standard-  [Post-Hoc-Analyse nach
weichung [Q] [fehler Bonferroni

Vor Einnahme [10  [11,45 11,35 3,46 1,04

7. Tag 10 [10,04 10,00 2,07 0,65 1,000

14. Tag 10 9,82 9,64 2,14 0,68 0,960

28. Tag 10 7,35 7,10 2,25 0,71 0,006*

Tab. 55: ADP induzierte Plattchenaggregation

Messzeitpunkt |N Mittelwert [Q2] Median [2] [Standardab- [Standard-  |Post-Hoc-Analyse nach
weichung [Q] [fehler Bonferroni

Vor Einnahme [10 2,98 2,97 1,84 0,58

7. Tag 10 (3,36 3,96 1,95 0,62 1,000

14. Tag 10 3,32 2,44 2,91 0,92 1,000

28.Tag 10 2,04 1,85 1,87 0,59 1,000

Es zeigt sich eine signifikante (p=0,006) Reduktion der Kollagen-induzierten
Plattchenaggregation flir den Messzeitpunkt am 28. Tag. Fur die ADP-induzierte
Plattchenaggregation konnte keine signifikante Beeinflussung gezeigt werden. In den

Abbildungen 44 und 45 werden die Ergebnisse graphisch dargestellt.



86 4. ERGEBNISSE
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Abb. 44: Darstellung der Plattchenaggregation der unterschiedlichen Messzeitpunkte mit Hilfe von Box-
Whisker-Plots
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Abb. 45: Darstellung der Pliattchenaggregation der unterschiedlichen Messzeitpunkte
Die Abb. zeigt mit Hilfe der 95% Konfidenzintervalle der Mittelwerte den Vergleich der Messzeitpunkte fir die
Kollagen- und ADP-induzierte Plattchenaggregation.
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4.8 In vitro-Messreihe zur Testung der modglichen Modulation der

Plattchenaggregation durch die Rohsubstanz Valsartan

Um zu untersuchen, ob der Wirkstoff Valsartan selbst einen direkten Einfluss auf die
Thrombozytenaggregation hat, wurde eine entsprechende Verdunnungsreihe mit der
Rohsubstanz hergestellt (siehe 3.3.1) und mit einer Leerprobe verglichen. Hierzu
wurden die Blutproben von acht Patienten (3 Frauen, 5 Manner) mit dem Alter von
27,00+3,21 Jahren untersucht. Die gewahlten Konzentration der einzelnen Proben
richten sich nach in vivo-Studien, die gezeigt haben, dass bei einer Plasmakonzentration
von 1 mg Valsartan pro Liter Plasma die maximale Blockade gegen Angiotensin Il am
AT1-Rezeptor erreicht wird. Schon ein Viertel dieser Konzentration reicht aus, um 50%
der Rezeptoraktivitat zu blockieren (siehe 3.3.1). In den Tabellen 56 und 57 sind die
Messwerte aufgeflhrt. Die untersuchten Patienten erflllten folgende Ausschluss-
kriterien:
o Keine Therapie mit Acetylsalicylsaure (ASS), Thienopyridinen wie Clopidogrel und
Ticlopidin
o Keine Therapie mit Glykoprotein lIb/llla-Rezeptorantagonisten
o Keine Therapie mit ACE-Hemmer und AT1-Rezeptorantagonisten

o Kein Diabetes mellitus, keine Depression, kein Nikotinkonsum

Tab. 56: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Probe N Mittelwert [Q] Median [Q2] [Standardab- (Standard-  [Post-Hoc-Analyse nach
weichung [Q] [fehler Bonferroni

Leerprobe 8 9,90 10,82 3,45 1,22

0,23 mgl/l 8 9,48 10,48 4,54 1,60 1,000

1 mgl/l 8 9,16 8,01 4,61 1,63 1,000

100 mg/l 8 6,36 5,41 2,85 1,01 0,493

Tab. 57: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Probe N Mittelwert [Q2] Median [©2] [Standardab- [Standard-  |Post-Hoc-Analyse nach
weichung [Q] [fehler Bonferroni

Leerprobe 8 3,99 3,38 2,31 0,82

0,23 mgl/l 8 4,15 4,77 2,91 1,03 1,000

1 mgl/l 8 3,68 3,76 1,33 0,47 1,000

100 mg/l 8 2,04 2,27 1,11 0,39 0,399
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Es zeigt sich keine signifikante Beeinflussung in der Post-Hoc-Analyse nach Bonferroni
fur die unterschiedlichen Dosierungen gegenuber der Leerprobe. Im t-Test fur
unverbundene Stichproben zeigt sich eine signifikante Reduktion der Kollagen-
(p=0,042) und der ADP- (p=0,049) induzierten Plattchenaggregation fur die Proben mit
der Dosierung 100 mg/l gegenuber der Leerprobe.

Die Abbildungen 46-48 veranschaulichen die Messergebnisse graphisch.

[T 0,23 mgi
B o
B= 100 mg/l

Amplitude der Impedanzveranderung in Ohm

T

N= 8 8 8 8

Kollagen

Stimulans

Abb. 46: Darstellung der Kollagen- und ADP-induzierte Plattchenaggregation mit Hilfe von Box-Whisker-Plots
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Die Abb. 47 zeigt als Balkendiagramm mit den 95% Die Abb. 48 zeigt als Balkendiagramm mit den 95%

Konfidenzintervallen der Mittelwerte den Vergleich Konfidenzintervallen der Mittelwerte den Vergleich

der Kollektive fir die  Kollagen-induzierte der Kollektive fir die ADP-induzierte Plattchen-

Plattchenaggregation. aggregation.

4.9 Testung der Plattchenaggregation von Diabetikern mit ACE-

Hemmer oder AT1-Rezeptorantagonist Therapie

4.9.1 Diabetiker mit ACE-Hemmer Therapie

Es wurde der Einfluss der Therapie mit ACE-Hemmer auf die Plattchenaggregation von
Diabetikern untersucht. Die gemessenen Werte wurde mit dem Diabetes-Kollektiv aus
4.2.1.1, dem Kollektiv Diabetes plus ASS- Therapie und dem Kollektiv Diabetes plus
ACE-Hemmer/ASS-Therapie verglichen. Die Messwerte sind in den Tabellen 58 und 59
aufgefiihrt und in den Abbildungen 49 und 50 graphisch dargestellt. Fur die
untersuchten Patienten gelten folgende Ausschlusskriterien:

o Keine Therapie mit Thienopyridinen wie Clopidogrel und Ticlopidin

o Keine Therapie mit Glykoprotein lIb/llla-Rezeptorantagonisten

o Keine Therapie mit einem AT -Rezeptorantagonisten

o Keine Depression und kein Nikotinkonsum
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Tab. 58: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] [MittelwertMedian |Standardab- (Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Diabetes 18 162,67+13,82 (14,06 15,22 4,83 1,14

Diabetes plus [20 [65,35+10,96 (9,71 0,78 ¥4,19 0,94 p=0,022*

ACE-Hemmer

Diabetes plus |12 |67,33+9,74 |11,58 11,72 5,05 1,46 p=0,823

ASS

Diabetes plus |10 [69,90+9,71 9,75 0,76 3,06 0,97 p=0,099

IACE-H./ASS

Tab. 59: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] [MittelwertMedian |Standardab- (Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Diabetes 16 |62,50+14,54 (3,67 3,56  [3,55 0,89

Diabetes plus |19 |67,05+9,88 [3,08 2,98 2,49 0,57 p=1,000

ACE-Hemmer

Diabetes plus |10 [69,30+7,40 [6,24 5,03 3,33 1,05 p=0,186

ASS

Diabetes plus |10 [69,90+9,71 [2,63 2,32 1,48 0,47 p=1,000

ACE-H./ASS

Es zeigt sich im Gegensatz zur ASS-Therapie eine signifikante (p=0,022) Reduktion der
Kollagen-induzierten Plattchenaggregation fir die Untersuchungsgruppe Diabetes plus
ACE-Hemmer gegenuber dem Diabetes Kontroll-Kollektiv. Fur die ADP-induzierte
Plattchenaggregation konnte in den Untersuchungsgruppen keine signifikante
Beeinflussung nachgewiesen werden. Der Vergleich des Kollektives Diabetes plus ACE-
Hemmer und Diabetes plus ASS zeigt im t-Test fur unabhangige Stichproben eine
signifikante Reduktion fur die ADP-induzierte Plattchenaggregation (51%, p=0,007). Die
Kollagen-induzierten Plattchenaggregation zeigte keine signifikante Reduktion (16%,
p=0,268).
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4.9.2 Diabetiker mit AT1-Rezeptorantagonist Therapie

Es wurde der Einfluss der Therapie mit AT1-Rezeptorantagonisten auf die
Plattchenaggregation von an Diabetes mellitus erkrankten Patienten untersucht. Die
gemessenen Werte wurde mit dem Diabetes Kollektiv aus 4.2.1.1 und dem Kollektiv
Diabetes plus ASS-Therapie aus 4.3 verglichen. Es gelten folgende Ausschlusskriterien:
o Keine Therapie mit Thienopyridinen wie Clopidogrel und Ticlopidin

o Keine Therapie mit Glykoprotein Ilb/llla-Rezeptorantagonisten

o Keine Therapie mit einem ACE-Hemmer

o Keine Depression und kein Nikotinkonsum

Tab. 60: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] MittelwertMedian [Standardab- [Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Diabetes 18 62,67+13,82 [14,06 15,22 4,83 1,14

Diabetes plus |12 [67,3349,74 |11,58 11,72 15,05 1,46 p=0,440

ASS

Diabetes plus [10 [60,60+12,39 6,6 6,92 2,80 0,89 P<0,001*

IAT1-Blocker

Es zeigt sich fur die Untersuchungsgruppe Diabetes plus AT1-Blocker eine signifikante
Reduktion der Kollagen-induzierten Plattchenaggregation (53%, p<0.001) zur
Untersuchungsgruppe Diabetes. Zwischen der Untersuchungsgruppe Diabetes plus
ASS zu Diabetes plus AT1-Blocker zeigt sich in der Post-Hoc-Analyse nach Bonferroni
ein signifikanter (43%, p=0,041) Unterschied.

Tab. 61: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] [Mittelwert|Median |Standardab- [Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[] [Q] weichung [2] [Fehler Bonferroni

Diabetes 16 62,50+14,54 3,67 3,56 3,55 0,89

Diabetes plus |10 [69,30+7,40 (6,24 5,03 3,33 1,05 p=0,249

ASS

Diabetes plus |10 [60,60+12,39 (1,44 0,76 (1,8 0,57 p=0,144

IAT1-Blocker

Es zeigt sich fur die Patienten mit AT1-Blocker allenfalls ein Trend (p=0,144) in der

ADP-induzierten Plattchenaggregation gegenuber der Diabetes Kontrolle. Zwischen der
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Untersuchungsgruppe Diabetes plus ASS zu Diabetes plus AT1-Blocker zeigte sich in
der Post-Hoc-Analyse nach Bonferroni ein signifikanter (77%, p=0,005) Unterschied fur

die ADP-induzierte Plattchenaggregation.

N
)]

Untersuchungsgruppe
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Abb. 51: Darstellung von Kollagen- und ADP-induzierten Plattchenaggregation inform von Box-Whisker-Plots
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Abb. 52: Darstellung der Konfidenzintervalle der Kollagen- und ADP-induzierten Plattchenaggregation
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4.10Testung der Plattchenaggregation bei Patienten mit Nikotin-

konsum und Therapie mit einem ACE-Hemmer

Es wurde der Einfluss der Therapie mit ACE-Hemmer auf die Plattchenaggregation von
Patienten mit Nikotinkonsum untersucht. Die gemessenen Werte wurde mit dem Nikotin-
Kollektiv aus 4.2.1.2, dem Kollektiv Nikotinkonsum plus ASS-Therapie verglichen. Die
Ergebnisse sind in den Tabellen 62 und 63 und in den Abbildungen 53 und 54
dargestellt. Die untersuchten Patienten erflllen folgende Ausschlusskriterien:

o Keine Therapie mit Thienopyridinen wie Clopidogrel und Ticlopidin

o Keine Therapie mit Glykoprotein Ilb/llla-Rezeptorantagonisten

o Keine Therapie mit AT -Rezeptorantagonisten

o Kein Diabetes mellitus, keine Depression und kein Nikotinkonsum

Tab. 62: Kollagen-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] MittelwertMedian [Standardab- [Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[€Q] [Q] weichung [2] [Fehler Bonferroni

Nikotinkonsum 31 [52,58+18,85 [13,72 13,33 4,23 0,76

Nikotin plus 14 66,57+11,03 9,67 0,45 4,7 1,26 p=0,022

ACE-Hemmer

Nikotin plus 16 [57,06+11,38 (9,68 8,37 4,98 1,25 p=0,016

ASS

Tab. 63: ADP-induzierte Plattchenaggregation

Kollektiv N |Alter [Jahre] [MittelwertMedian |Standardab- (Standard- |Post-Hoc-Analyse nach
[Q] [Q] weichung [Q2] [Fehler Bonferroni

Nikotinkonsum 31 [51,94+18,64 |4,39 4,00 (3,51 0,63

Nikotin plus 15 66,53+10,63 2,84 1,74 3,10 0,80 p=0,459

ACE-Hemmer

Nikotin plus 19 [58,58+11,59 2,84 1,07 3,48 0,80 p=0,372

ASS

In den Untersuchungsgruppen mit ACE-Hemmer und ASS-Therapie konnte nur fur die
Kollagen-induzierten Plattchenaggregation eine signifikante Reduktion gezeigt werden.
Es zeigt sich, dass die gemessenen Werte fir die beiden Untersuchungsgruppen
sowohl in der Kollagen- und ADP-induzierten Plattchenaggregation in einem gleichem

Wertebereich liegen.
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Amplitude der Impedanzveranderung in Ohm

Abb. 53

95% Konfidenzintervall in Ohm

Abb. 54
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5 Diskussion

5.1 Einfluss ausgewahlter Laborparameter, Geschlecht und Alter auf

die Plattchenaggregation

Die vorliegende Untersuchung der Plattchenaggregation in Abhangigkeit spezieller
Laborparameter zeigt eine signifikante Korrelation zwischen der Thrombozytenzahl und
der Amplitude der Kollagen- und ADP-induzierten Plattchenaggregation (siehe Abb. 11
und 12, Seite 47 und 48). Diese Ergebnisse werden gestitzt durch Untersuchungen von
Bowbrick et al. (2003) und Muller et al. (2001), die ebenfalls eine Abhangigkeit zwischen
der Thrombozytenzahl und der Plattchenaggregation nachweisen konnten. Ho und Chan
(1995) stellten in ihrer Arbeit fest, dass es bei Thrombozytenzahlen zwischen 150 und
500*10%1 zu keiner Beeinflussung der Plattchenaggregation kommt. Fir Werte
<150*10%/ zeigten sie eine Abnahme der Amplitude der Impedanz. Untersuchungen von
Abbate et al. (1986) konnten keinen Einfluss der Thrombozytenzahl auf die Amplitude
der Plattchenaggregation nachweisen.

Eine signifikante  Korrelation zwischen  Geschlecht und Amplitude der
Plattchenaggregation konnte in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden. Dies wird
gestutzt durch die Untersuchungen von Abbate et al. (1986) und Kasjanovova et al.
(1993).

Weiter zeigen meine Untersuchungen eine Abnahme der Kollagen-induzierten
Plattchenaggregation (p=0,008) mit ansteigendem Alter der Patienten. Dem gegenuber
stehen Arbeiten, die eine Zunahme der Plattchenaggregation mit ansteigendem Alter
zeigen (Gleerup et al., 1988; Johnson et al., 1975). Reily und Fitzgerald (1986) konnten
in ihren Untersuchungen keine Korrelation zwischen Alter und Amplitude der Impedanz
nachweisen.

Der Vergleich der Kollagen- und ADP-induzierten Plattchenaggregation in vendsem und
arteriellem Blut ergab keinen signifikanten Unterschied (siehe 4.1.3). Zu diesem

Ergebnis kommt auch die Untersuchung von Chirkov et al. (1993).
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5.2 Einfluss der medikamentosen Therapie von kardiovaskularen

Erkrankungen auf die Plattchenaggregation

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die bei kardiovaskularen Erkrankungen
haufig eingesetzen Medikamente B-Blocker, Ca”—Antagonisten, Nitrate, CSE-Hemmer,
Digitalis, Diuretika, Phenprocoumon und Heparin keinen antithrombotischen Effekt
aufweisen, obwohl z. B. fiir Ca®"-Antagonisten (Berkels et al., 2000), CSE-Hemmer
(Rosenson et al., 1998) und Nitrate (De Caterina, 1994) gerinnungshemmende
Wirkungen beschrieben wurden. Diese Effekte sind sicherlich nicht auszuschlieRen und
moglicherweise bei einer grofieren Fallzahl analysierter Blutproben auch nachweisbar.
Andererseits weist die Tatsache einer diesbezuglich nicht dokumentierten Inhibition der
Plattchenaggregation bei gleichzeitigem Nachweis signifikanter Effekte der ACE-
Hemmer (siehe 4.4) und AT1-Rezeptorantagonisten (siehe 4.5) auf die signifikante

antithrombozytare Wirkung dieser Substanzklasse hin.

5.3 Einfluss der kardiovaskularen Risikofaktoren Diabetes mellitus,

Depression und Nikotinkonsum auf die Plattchenaggregation

Kardiovaskulare Erkrankungen sind in den Industrienationen unverandert eine der
bedeutendsten Ursachen fur vorzeitige Invaliditat und Tod. Dies gilt fur Frauen ebenso
wie fur Manner. Als Hauptursache fur die koronare Herzerkrankung (KHK) werden
neben familidaren bzw. genetischen Belastungen, in ganz erheblichem Malie auch der
Lebensstil der westlichen Industrienationen verantwortlich gemacht: Nikotinkonsum,
fettreiche, ballaststoffarme Erndhrung, geringe korperliche Aktivitat, Ubergewicht,
Diabetes, erhohter Alkoholkonsum und psychischer Stress tragen in variabler
Kombination zur Entstehung und Progression der atherosklerotischen Erkrankungen bei
(American Diabetes Association, 2004; Grundy et al., 2002). So kénnen fur fast 50% der
kardiovaskularen Ereignisse die Risikofaktoren Ubergewicht, eine Erndhrung arm an
Obst und Gemuse, Bewegungsmangel und Rauchen verantwortlich gemacht werden
(Ezzati et al., 2003). Besonders die Pravalenz der Risikofaktoren Diabetes mellitus und
Depression steigt in den letzten Jahren stetig an. Allein an Diabetes mellitus sind

weltweit etwa 150 Millionen Menschen erkrankt. Es wird damit gerechnet, dass sich die
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Pravalenzrate bis zum Jahr 2025 verdoppelt (Hauner et al., 2002; Mehnert, 2001;
Scherbaum et al., 2003). So erhoéht das Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 die
Inzidenz einer KHK auf das zwei- bis vierfache gegeniber der Normalbevolkerung
(Beckman et al., 2002). In bis zu 80% der Falle sterben diese Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 2 an den Folgen von Gefallkomplikationen (Sixt et al., 2004). Haffner et al.
(1998) konnten nachweisen, dass Diabetespatienten, die keine Hinweise flr eine KHK
aufweisen, ahnlich haufig kardiovaskulare Ereignisse erleiden, wie nichtdiabetische
Patienten nach einem Myokardinfarkt. Fur Diabetiker nach Infarkt zeigte sich eine
dreifach erhohte Ereignisrate mit einer 7-Jahres Mortalitdt von 42%. In der 2003
veroffentlichten Hoorn-Studie wurden diese Ergebnisse bestatigt (Becker et al., 2003).
Intensive Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Korrelation zwischen dem
Vorliegen eines Diabetes mellitus und der Pravalenz und Inzidenz der Depression
besteht. Gavard et al. (1993) zeigten anhand einer Meta-Analyse von 9 kontrollierten
und 11 unkontrollierten Studien eine drei- bis vierfach erhdhte Pravalenz depressiver
Storungen bei Patienten mit Diabetes mellitus gegenuber der Gesamtbevdlkerung. In
einer anderen Meta-Analyse von Anderson et al. (2001), zeigte sich ein doppelt so
hohes Risiko fur Patienten mit Diabetes mellitus, an einer Depression zu erkranken. In
einer kirzlich verodffentlichten Studie erfullten 10-15% der an Diabetes mellitus
erkrankten Patienten die Kriterien einer depressiven Stérung (Katon et al., 2004).
Depressive Stérungen bei Diabetikern erhéhen die Morbiditdt und Mortalitat an
kardiovaskularen Erkrankungen (Agelink et al., 2004; Clouse et al., 2003). Auch das
alleinige Vorliegen einer Depression konnte als Pradiktor fur das Auftreten von
kardiovaskularen Endpunkten identifiziert werden (Carney et al., 2001; Rugulies, 2002;
Wassertheil-Smoller et al., 1996).

Um einen eventuellen Zusammenhang zwischen den kardiovaskularen Risikofaktoren
und der Thrombozytenfunktion herzustellen, wurden in der vorliegenden Arbeit die
Plattchenaggregation von Patienten mit den Risikofaktoren Diabetes mellitus,

Depression und Niktotinkonsum untersucht.
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5.3.1 Modulation der Plattchenaggregation durch den Risikofaktor Diabetes

mellitus

Die vorliegenden Untersuchung der Untersuchungsgruppe Diabetes mellitus zeigt fur die
Kollagen-induzierte Plattchenaggregation in einer Post-Hoc-Analyse nach Bonferroni
eine siginifikante (p=0,028) Erhéhung gegenuber dem Normalkollektiv (siehe 4.1). Der
Unterschied fur den Mittelwert betrug 14,06 Q vs. 11,14 Q, das entspricht einer
prozentualen Veranderung von 26%. Diese Ergebnisse werden gestitzt durch Befunde
anderer Untersuchungen. Bridges et al. zeigten 1965 eine Thrombozyten-
hyperaggregabilitat in Abhangigkeit vom Glucosespiegel. Weiter konnten Hughes et al.
(1983) und Rosove et al. (1984) eine erhdhte Plattchenaggregation bei Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 fir die Stimulation mit ADP, Thrombin, Kollagen,
Arachidonsaure, Epinephrin im Vergleich zu gesunden Patienten nachweisen. Diese
Veranderung der Plattchenaggregation kann bereits bei einer gestorten Glucosetoleranz
nachgewiesen werden (Sagel et al.,, 1975) und beeinflusst in diesem frihen Stadium
schon die Entwicklung einer GefalRerkrankung (Mandal et al., 1993).

Pathophysiologisch kann die Erkrankung Diabetes mellitus als ein prothrombotischer
Zustand betrachtet werden (siehe Abb. 55). Dieser ist bedingt durch chronische
Thrombozytenhyperaggregabilitat (Assert et al., 2001; Queen et al., 2003; Vinik et al.,
2001), erniedrigtes fibrinolytisches Potential (Carr, 2001; Schatz, 2001), endotheliale
Dysfunktion (Ceriello et al., 2004; Consentino et al., 2003; Hink et al., 2001) und durch
einen Zustand chronischer Inflammation (Guha et al., 2000; Morohoshi et al., 1996).
Untersuchungen an Thrombozyten von an Diabetes mellitus erkrankten Patienten
zeigen eine Volumenzunahme der Thrombozyten (Hekimsoy et al., 2004; Tschoepe,
1995), die mdglicherweise durch eine Stammzelldysfunktion der Megakaryozyten oder
durch eine chronische Aktivierung entstanden sind. Fur die vergroRerten Thrombozyten
von Diabetikern konnte eine erhdhte Anzahl und Aktivitat der Glykoprotein-Rezeptoren
nachgewiesen werden. So zeigt sich eine erhdhte Expression von GPllb/llla
(Fibrinogen-Rezeptor) (Keating et al., 2003), von GPIb-IX (von Willebrand Faktor-
Rezeptor) (Tschoepe et al., 1990), von GPla/lla (Kollagen- Rezeptor), CD62 (P-Selektin)
(Eibl et al., 2004; Keating et al., 2003; Yngen et al., 2004) und CD63 (Eibl et al., 2004).
Die Plattchengrolie, meist als ,median platelet volume® (MPV) bezeichnet, korreliert

positiv mit der Anzahl an Glykoprotein-Rezeptoren und einer vermehrten Expression von
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P-Selektin (Tschoepe, 1995). Ein erhdhtes MPV ist ein unabhangiger Risikofaktor fur
das Auftreten eines Myokardinfarktes (Martin et al., 1991) und ein erhohtes MPV ist
assoziiert mit der proliferativen diabetischen Retinopathie (Tschoepe, 1995). Es zeigt
sich in den Phospholipidmembranen von den aktivierten Thrombozyten eine hohere
Konzentration von Arachidonsaurederivaten mit vermehrter Bildung von TxA; und PGH.
Eine vermehrte Bildung von TxA, konnte sowohl in vitro mit plattchenreichem Plasma
(Halushka et al., 1981) als auch in vivo (Davi et al., 1990; Tomaselli et al., 1990),
dokumentiert durch eine erhohte Urinausscheidung, gezeigt werden. Eine erhohte
Bildung von TxA; fuhrt zu einem erhohtem Thrombozytenumsatz und einer erhohten
Fibrinogenbindung. Weiter kommt es =zu einer vermehrten Freisetzung von
Plattchenfaktor 4 und B-Thromboglobulin (Small et al., 1986), zu einer vermehrten
Produktion von Faktor-VIlI-Antigen und 2zu einer erhohten Expression von
Thrombospondin (a-Granula), was insgesamt zu einer erhohten Plattchenaggregation
fuhrt. Auf dem aktivierten Thrombozyten werden ebenfalls vermehrt CD40-Liganden
exprimiert (Jinchuan et al., 2004). Diese binden an die Endothelzellen und Monozyten
und stimulieren so die tissue factor-Produktion, die Synthese von Adhasionsmolekilen,
Chemokinen und die Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen (MMP). Der CDA40-
Ligand induziert auch ein Entzindungssignal in den Zellen der Gefallwand und fordert
durch die Stimulation von GPIlIb/llla die Expression von CD40 und CD62 (P-Selektin)
(Freedman et al.,, 2002). Untersuchung der intrazellularen Mechanismen der
Thrombozyten haben eine reduzierte Na*/K*-ATPase-Aktivitat und eine erhdhte Ca*'-
ATPase nachgewiesen, was zu einer erhdhten intrazelluldren Ca?*-Konzentration und
einer erhdohten Plattchenaktivitat fihrt (Li et al., 2001).

Ein weitere Ursache fur die endotheliale Dysfunktion (Ceriello et al., 2004; Consentino et
al., 2003; Hink et al., 2001) und Inflammation (Guha et al., 2000; Morohoshi et al., 1996)
bei Diabetikern ist die nicht-enzymatische Glykosylierung (advanced glycation end
products, AGE), eine erhdhte Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), eine verminderte
NO Produktion, oxidativer Stress (Ceriello et al., 2004) und hamodynamische
Veranderungen. Diese Ursachen werden im folgenden Text in Bezug zur
Plattenaggregation erlautert.

Durch die Hyperglykdmie und die erhéhten Spiegel freier Fettsauren, sowie durch die

Insulinresistenz kommt es zu einer Inhibition der endothelialen NO-Produktion und der
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Bioverfugbarkeit (Nesto, 2004). So konnten Balletshofer et al. (2000; 2003) eine
Assoziation zwischen der flussassoziierten Vasodilatation als Marker fur die
Endothelfunktion einerseits und der Insulinsensivitat anderseits nachweisen. Er zeigt, je
besser die Insulinsensivitat, umso besser auch die Endothelfunktion, bzw. je geringer
die Insulinwirkung, umso schlechter die Endothelfunktion. Es konnte nachgewiesen
werden, dass es durch die Hyperglykdmie zu einer erhdhten Produktion von
Diacylglycerol kommt, ein ,lipid second messenger was zu einer Aktivierung von
verschiedenen Isoformen der Proteinkinase C (PKC) flhrt (Assert et al., 2001; Craeger
et al., 2003). Die Folge ist eine erhohte Aktivitat verschiedener Oxidasen (z.B. NAD(P)H-
Oxidase, Xanthinoxidase), mit vermehrter Bildung freier Sauerstoffradikale. Diese
Superoxydanionen und NO reagieren zu Peroxynitrit, worauf eine Oxidation von
Tetrahydrobiopterin, dem Co-Faktor der NO-Synthetase (NOS), folgt. Damit ist die NO-
Synthetase entkoppelt und produziert statt NO in vermehrtem MalRe Superoxidanionen,
womit ein Circulus vitiosus entsteht. Ein erhdhter Spiegel an PKC inhibiert auch die
Aktivitat von Phosphatidylinositol-3-Kinase Pathways (PI3-K), mit der Folge einer
gestorten Phoshorylierung der NOS und flhrt somit zu einer verminderten NO-
Produktion. Fur den PI3-K Pathway spielt auch die Insulinwirkung eine wichtige Rolle.
Denn es konnte gezeigt werden, dass Insulin in seinen Zielorganen sowohl den PI3-K
Pathway als auch den mitogen-aktivierten Proteinkinase-Pathway (MAPK) stimuliert
(Hsueh et al., 2003). Die Aktivierung des PI3-K-Pathway ist fur die insulinvermittelte
Glukoseaufnahme in das Zielorgan und fur die Regulation der insulinabhangigen
endothelialen NO-Produktion verantwortlich. Eine verminderte Aktivitat des PI3-K-
Pathway, bedingt durch einen erhdhten Spiegel an PKC, flihrt zu einer vermehrten
Stimulation des MAPK-Pathways. Uber diesen Weg stimuliert Insulin das Zellwachstum
von glatten Muskellzellen und die Migration von Monozyten. Weiter werden eine erhdhte
Expression von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1  (PAI-1), ICAM-1 und MCP-1
vermittelt. Der Endothelin-1-Spiegel (ET-1) steigt auch in Folge eines erhdhten Spiegels
der PKC an. Hieraus resultiert eine Stérung der Mikrozirkulation und eine Induktion der
Expression proinflammatorischer Zytokine. Es zeigen sich erhdhte Spiegel des ,vascular
endothelial growth factor* (VEGF), von TGF-B (steigern die Kollagen- und
Fibronektinbildung) und von PAI-1 (behindert endogene Fibrinolyse). Durch die

Hyperglykamie-bedingte Stimulation der PKC kommt es auch zu einer vermehrten
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Bildung der induzierbaren Cyclooxygenase 2 (COX-2) (Consentino et al., 2003). Dies
fuhrt zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes von vasodilatierenden (Prostaglandin
I2) zu vasokonstringierenden, proatherogenen Prostanoiden (Thromboxan Ap). Eine
weitere charakteristische Konstellation bei Diabetes ist ein erniedrigtes HDL-Cholesterin
(HDL-C) und eine Hypertriglyzeridamie, wodurch erhohte Spiegel an freien Fettsduren
(FFA) entstehen. Diese Konstellation besteht auch in der vorliegenden Untersuchung.
Hier sind die Triglyzeride auf einen Mittelwert von 169,14 mg/dl erhéht und das HDL-C
auf 38,31 mg/dl erniedrigt. Grund hierfur ist die Insulinresistenz der Adipozyten, wodurch
die Insulin-vermittelte Suppression der Lipolyse gestort ist und es so zu einer erhohten
Freisetzung von FFA kommt (Kwiterovich, 2000). Das erniedrigte HDL-C fuhrt zur
vermehrten Lipidoxidation im LDL-C Partikel. Die Folge der oxidierten Phospholipide im
LDL-C ist eine stimulierte Produktion von MCP-1, IL-8 und MCS-F, was zu einer
erhohten Adhasion von Monozyten an die Endothelzelloberflache fuhrt (Assmann et al.,
2004). Bei Patienten mit Diabetes mellitus, Insulinresistenz, gestorter Glukosetoleranz
und auch bei Patienten mit Hypertonie und Hypertriglyzeridamie werden erhdhte Spiegel
an asymmetrischem Dimethylarginin (ADMA) gemessen. Diese Substanz ist dem L-
Arginin chemisch ahnlich und blockiert so die NOS und damit die Bildung von NO.
Erhdhte ADMA-Spiegel sind assoziiert mit dem Auftreten von Atherosklerose, pAVK,
Insult und Herzinsuffizienz (Bérger, 2004). ADMA steigert die Bildung von freien
Sauerstoffradikalen, erhoht die Monozyten- und Thrombozytenadhasivitat an das
Endothel und aktiviert NF-kB.

Ein ganz entscheidender Mechanismus in der Progression der Atherosklerose bei
Diabetikern ist der Anstieg der nicht-enzymatischen Glykolisierung von Proteinen und
Lipiden mit der Bildung und Ablagerung von ,advanced glycation end products® (AGE)
(Takeuchi et al., 2001). Es kommt durch AGE zu einer gestorten Integration und
Funktion von GefalRen, hierdurch wird eine Adhasion von Zellen an das Endothel
beglnstigt. Die Interaktion von AGE mit seinem Rezeptor (RAGE) an der
Endothelzelloberflache flihrt zu Bildung von ROS (Schmidt et al., 1994), was den
Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert. Die Folge ist ein Anstieg von TNF-a, TNF-3, IL-1,
IL-6, IL-8, Interferon-y (Beckman et al., 2002). Weiter kommt es zu einer Induktion der
Expression von tissue factor und zu einer Reduktion der Expression von

Thrombomodulin, wodurch eine prokoagulatorische Oberflache entsteht. Es kommt in
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Folge zu einer vermehrten Interaktion von Monozyten mit dem Endothel. Durch die
Interaktion von AGE werden die Makrophagen aktiviert. Sie sezernieren ,platelet derived
growth factor” (PDGF), ,insulin-like growth factor-1“ (IGF-1) sowie IL-1 und TNF-a und
induzieren die Zellmigration. AGE ist neben der Blockade der NOS auch in der Lage,
Endothelin-1 zu induzieren (Basta et al., 2004; Quehenberger et al., 2000). Durch die
Glykosylierung der Membranproteine der Thrombozyten, verandern diese ihre
Membranfluiditat (Winocour et al., 1992). Hierdurch sind die Membranrezeptoren den
verschiedenen Stimulatoren langer ausgesetzt, was zu einer Hypersensivitat der

Thrombozyten beitragt.

Diabetes mellitus
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Abb. 55: Zusammenfassung der Pathogenese der diabetischen Angiopathie

Ziel der therapeutischen Intervention muss zunachst die Korrektur des Lebensstils mit

Kdrpergewichtnormalisierung, eine Umstellung der Ernahrung und eine ausreichende
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korperliche Bewegung sein (Wirth, 2003). Medikamentds sollte der Diabetes mellitus
frih auf die Zielwerte HBA1c <6,0-6,5% eingestellt werden. Eine bestehende Hypertonie
und eine bestehende Lipidstorung ist zu korrigieren und mit einer medikamentosen

Thrombozytenfunktionshemmung sind zu beginnen (Hauner et al., 2003).

5.3.1.1 Beeinflussung der Plattchenaggregation durch die Therapie mit ASS bei an

Diabetes mellitus erkrankten Patienten

Die Hemmung der Plattchenaggregation mit ASS ist ein Eckpfeiler in der Therapie der
Atherosklerose. Eine aktuelle Meta-Analyse zur Pravention kardiovaskularer Ereignisse
unter Therapie mit ASS zeigt, dass der Benefit einer ASS-Therapie mit hdherem
kardiovaskularem Risiko steigt (Hayden et al.,, 2002). Es zeigte sich aber, dass die
Pravention kardiovaskularer Ereignisse durch ASS bei Patienten mit Diabetes weniger
effektiv ist, als bei Patienten mit anderen kardiovaskularen Risikofaktoren (Sacco et al.,
2003; Watala et al., 2004). Auch in den hier dargestellten Ergebnissen kann ein
schlechteres Ansprechen auf ASS fir die Patienten mit Diabetes mellitus gezeigt
werden. Hier zeigte sich im t-Test fur die Mittelwertgleichheit ein signifikanter
Unterschied fur die Kollagen- und ADP-induzierte Plattchenaggregation im Vergleich zur
Wirkung bei Patienten ohne Diabetes mellitus. Die Betrachtung der 95%
Konfidenzintervalle verdeutlicht nochmals die vorliegenden Ergebnisse (siehe Abb. 31,
Seite 69). Die Ergebnisse sind wahrscheinlich in einer verminderten Sensitivitat der
Thrombozyten von Diabetikern fur eine antithrombotische Therapie mit ASS begrundet.
Der genaue Mechanismus dieser ,ASS-Resistenz” ist bisher nicht bekannt. Mdgliche
Erklarungsansatze sind ein erhdhter Thrombozyten Turnover (Zimmerman et al., 2003),
eine erhohte inflammatorische Aktivitat (Inflammation induziert COX-2 Expression in
Monozyten-Makrophagen als eine zusatzliche Quelle fur Endoperoxide und folglich fur
die Thromboxan A, Bildung) (Ceriello et al., 1996; Halushka et al., 2002; Mori et al.,
1992; Weber et al., 1999), eine durch die Hyperglykamie bedingte Glykosylierung der
Plattchenmembran, eine Tachyphylaxie bei Langzeittherapie (Pulcinelli et al., 2004) und
eine COX unabhangige erhdhte Produktion von Thromboxan (Ceriello et al., 1996; Mori
et al., 1992; Patrono et al., 2003, 2005). Aber auch die Faktoren Stress (Li et al., 1999),
Hypercholesterinamie (Friend et al., 2003) und eine bestehende Hypertension (Meade

et al., 2000) konnten die ,ASS-Resistenz” bei Patienten mit Diabetes mellitus fordern.
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Fir die Effektivitat der Therapie mit den Thienopyridinen Ticlopidine und Clopidogrel bei
Diabetikern sind nur wenige Studiendaten zur Reduktion kardiovaskularer Ereignisse
vorhanden. Eine retrospektive Analyse der CAPRIE-Studie (20% der Patienten hatte
einen Diabetes mellitus) unter besonderer Betrachtung der Patienten mit Diabetes
mellitus und einer Vorgeschichte mit einem atherothrombotischen Ereignis zeigte fur die
Therapie mit Clopidogrel (75 mg) eine hdhere Effektivitat in der Verhinderung
wiederkehrender ischamischer Ereignisse gegenlber der Therapie mit ASS (325 mg)
(Bhatt et al., 2002).

5.3.2 Modulation der Plattchenaggregation durch den Risikofaktor Depression

Im folgenden Text wird die Plattchenaggregation der Patienten mit einer diagnostizierten
Depression besprochen. Wie wichtig eine detailierte Betrachtung der Depression als ein
kardiovaskularer Risikofaktor ist, erkennt man bereits an der unter 5.3 genannten
Korrelation von Diabetes mellitus und Depression. In mehreren Studien konnte fur
Patienten mit Depression ein erhdhtes Risiko flr ein kardiovaskulares Ereignis gezeigt
werden (Ariyo et al., 2000; Aromaa et al., 1994; Ferketich et al., 2000; Hippisley-Cox et
al.,, 1998). In einer kurzlich veroffentlichten Studie zeigte sich eine erhohte Pravalenz
einer Depression bei Patienten mit KHK und nach einem Myokardinfarkt (Lynda et al.,
2005). Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit die Plattchenaggregation von
Patienten gemessen (siehe hierzu 4.2.1.1), bei denen nach arztlicher fachpsychiatricher
Anamnese eine Depression diagnostiziert wurde. So zeigte sich in den aktuellen
Messungen eine signifikant erhohte ADP-induzierte Plattchenaggregation gegenuber
dem Normalkollektiv aus 4.1 (58%, p=0,004). Dieser Befund deckt sich mit den
Ergebnissen anderer Studien, die ebenfalls eine erhohte Plattchenaggregation
nachweisen konnten (Anfossi et al., 1996; Musselman et al., 1998). Wichtige Punkte der
Pathophysiologie der erhdhten Plattchenaggregation sind eine erhdhte Inflammation
(Laghrissi-Thode et al., 1997; Maes et al., 2001; Serebruany et al., 2003; Zorrilla et al.,
2001), ein erhohter Spiegel an vasoaktiven Substanzen wie Cortisol, Katecholaminen
und Serotonin (Gotthardt et al., 1995; Kop et al., 2002; Shimbo et al., 2002) und eine
erhohte arterielle Rigiditat, bedingt durch eine erhdhte Ansammlung von Albumin,
Lipoproteinen und Cholesterol in der Intima und Media (Et-Taouil et al.,, 2003). Zur

detailierten Evaluierung der Plattchenaggregation depressiver Patienten und deren
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Beeinflussung durch Antidepressiva lauft zurzeit eine Studie in unserer Arbeitsgruppe.
Die Ergebnisse werden sicher weitere Fragen im Zusammenhang zwischen der

Thrombozytenfunktion und der Entstehung kardiovaskularer Ereignisse beantworten.

5.3.3 Modulation der Plattchenaggregation durch den  Risikofaktor

Nikotinkonsum

In der Untersuchung der Thrombozytenfunktion von 31 Patienten mit Nikotinkonsum
(siehe 4.2.1.2), zeigt sich fur den t-Test fur die Mittelwertgleichheit eine signifikant
erhohte Kollagen-induzierte Plattchenaggregation im Vergleich zum Normalkollektiv
(23%, p=0,006). Hier zeigte sich ein Unterschied fur den Mittelwert von 13,72 Q vs.
11,31 Q. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen,
die eine Thrombozytenhyperaggregabilitat fur Patienten mit Nikotinkonsum zeigen. So
zeigten experimentelle Studien mit Tabak-Glukoprotein Produkten eine erhdhte mRNA
Expression von IL-1, IL-6 und PDGF in alveolaren Epithelzellen (Francus, 1992) und
eine erhohte Freisetzung von M-CSF (macrophage-colony-stimulating factor) aus
Lungenmakrophagen (Rose et al., 1992). M-CSF wird vor allem bei der Atherosklerose
aus vaskularen Makrophagen und geschadigtem Endothel freigesetzt (Rajavashisth et
al., 1990) (siehe auch 1.4.2) und induziert die Monozyten/Makrophagen Aktivierung
(Roth et al., 1992), die Adhasion und Aktivierung der Plattchen und fuhrt zur Freisetzung
von Thromboxan A (TXAz) aus den Thrombozyten. Weiter fuhrt M-CSF zu einer
gesteigerten Expression von tissue factor (Lyberg et al., 1987; Narahara et al., 1994), zu
einer Freisetzung von IL-6 aus vaskularen Monozyten (Bauer et al., 1988) und so zur
Produktion von C-reaktivem Protein (Bataille et al., 1992). Da bei Patienten mit
Nikotinkonsum ein erhdhter Spiegel an Thromboxan A, (Nowak et al., 1987; Patrono et
al., 1992), an IL-6 und ein erhdhter CRP-Plasmaspiegel (Rode et al., 1999) bei sonst
gesunden Patienten, sowie eine erhdhte Expression von tissue-factor (Matetzky et al.,
2000) in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden konnte, lasst sich ein
Zusammenhang zwischen dem Nikotinkonsum und der Bildung von M-CSF vermuten.
Dieser Zusammenhang konnte in einer aktuellen Studie von lkonomidis et al. (2005)
belegt werden. Hier konnte fur das Raucher-Kollektiv ein dreifach erhdhter Spiegel an

M-CSF und ein zweifach erhohter CRP-Spiegel gezeigt werden. In meinen
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Untersuchungen fand sich auch ein gegenuber dem Normalkollektiv aus 4.1 erhdhter
CRP-Spiegel von 15,38 vs. 2,03 mg/l.

Weiter zeigten Untersuchungen bei Patienten mit Nikotinkonsum eine vermehrte
Urinausscheidung fur Adrenalin, Dopamin und Noradrenalin (Benowitz et al., 1993).
Adrenalin ist selbst nur ein schwacher Thrombozytenagonist, im Zusammenhang mit
anderen Agonisten wird bei Patienten mit KHK die Aggregabilitat von Thrombozyten
allerdings deutlich erhéht (Hung et al., 1995). In einer weiteren Untersuchung konnten
Benowitz et al. (1993) zeigen, dass Rauchen nicht nur zur Thromboxanbildung fuhrt,
sondern auch zu einer Thrombozytensekretion fuhrt, mit einem Anstieg der

Serumkonzentration von Plattchenfaktor 4 und B-Thromboglobulin.

5.3.3.1 Beeinflussung der Plattchenaggregation durch die Therapie mit ASS bei

Patienten mit Nikotinkonsum

Ikonomidis et al. (2005) zeigten fir die Therapie mit ASS bei Rauchern, dass zwar die
erhdohten proinflammatorischen Marker reduziert werden, aber die durch Rauchen
enstehenden proinflammatorischen Effekte bei Patienten mit KHK nicht aufgehoben
werden. Auch konnte er zeigen, dass die Relation von M-CSF zum TxA, Metabolit
konstant bleibt, sowohl fur die Therapie bei Rauchern als auch bei Nichtrauchern. Wie
bereits unter 5.3.3 erwahnt, ist der Spiegel an M-CSF dreifach erhoht bei der
Untersuchungsgruppe Raucher. Die Persistenz der Relation zwischen den TxA;
Metaboliten und M-CSF nach der Therapie mit ASS legt den Schluss nahe, dass das
gemessene Thromboxan in reversiblen COX-1 oder COX-2 von Monocyten/
Makrophagen gebildet wird (Neri et al., 1994) und das die Therapie mit ASS keinen
signifikanten Einfluss auf die Produktion von 11-dehydro-TxB durch COX-2 aulderhalb
der Thrombozyten hat.

Eine herabgesetze Wirksamkeit flr die Therapie mit ASS bei Rauchern findet sich auch
in meinen Untersuchungen. Hier zeigte sich im t-Test fur unabhangige Stichproben eine
signifikante (p=0,026) erhohte Kollagen-induzierte Plattchenaggregation fur die
Untersuchungsgruppe Nikotinkonsum plus ASS gegeniber der Gruppe kein
Nikotinkonsum plus ASS. Fur die gemessenen Mittelwerte zeigte sich ein Unterschied

von 9,68 Q vs. 6,63 Q, was einer Erhdhung von 46% entspricht.
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5.4 Einfluss der medikamentose Blockade des Renin-Angiotensin-

System (RAS) auf die Plattchenaggregation

5.4.1 Modulation der Plattchenaggregation durch die Therapie mit einem ACE-

Hemmer

Als Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen zeigt sich eine signifikant reduzierte
Kollagen-induzierte Plattchenaggregation (p<0,009) unter der Therapie mit ACE-
Hemmern, ausgewiesen durch eine geringere Impedanzzuname (8,8214,59 Q)
gegenuber der Amplitude des Normalkollektives (11,14+4,46 Q), was einer
Verminderung der Plattchenaggregation um 21% entspricht. Fir die ADP-induzierte
Plattchenaggregation konnte eine Reduktion der Plattchenaggregation um 25%
gegenuber dem Normalkollektiv gezeigt werden, die aber nicht signifikant ist (p=0,521).
Diese Ergebnisse basieren auf den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Prof. Bauriedel
(Bauriedel et al., 2003; Skowasch et al., 2001). Diese Untersuchungen zeigen fur die
Kollagen-induzierte Plattchenaggregation eine Reduktion von 18% (p=0,025) und fur die
ADP-induzierte Plattchenaggregation eine Reduktion um 39% (p=0,039) gegenuber
dem Normalkollektiv. Die Unterschiede resultieren aus der veranderten Fallzahl und den
in der vorliegenden Arbeit berucksichtigten Ausschlusskriterien Diabetes mellitus,
Depression und Nikotinkonsum.

Die Befunde der vorliegenden Arbeit werden durch Ergebnisse anderer Studien zur
Modulation der Plattchenaggregation durch ACE-Hemmer gestitzt. So zeigten James et
al. (1988) und Someya et al. (1984) eine verminderte Plattchenaggregation fir
Hypertoniker unter Captopril-Therapie. Diese Messungen erfolgten jeweils an
plattchenreichen Plasma, wohingegen die aktuellen Befunde mittels Vollblut-
aggregometrie ermittelt wurden, die durch die Prasenz verschiedener intrinsischer
Blutkomponenten ein ungleich physiologischeres Milieu zur Messung der

Thrombozytenfunktion gewahrleistet (Nicholson et al., 1998) (Vergleich in 1.3).



109 5. DISKUSSION

5.4.2 Modulation der Plattchenaggregation durch die Therapie mit einem AT1-

Blocker

Als zentraler Befund der vorliegenden Untersuchungen zeigt sich eine signifikant
reduzierte Kollagen-induzierte Platichenaggregation unter der Therapie mit AT1-
Rezeptorantagonisten (p<0,001), ausgewiesen durch eine geringere Impedanzzuname
(7,45+3,22 Q) gegenuber der Amplitude des Normalkollektives (11,14+4,46 Q). Diese
Ergebnisse demonstrieren eine verminderte Plattchenaggregation von 33% unter der
Therapie mit AT1-Rezeptorantagonisten. Zwischen den beiden Wirkstoffen Losartan und
Valsartan konnte kein signifikanter Unterschied gefunden werden (siehe 4.6).
Interessanterweise lag die Hemmung der Plattchenaggregation bei AT1-Blockertherapie
in einer ahnlichen GroRenordnung wie die Reduktion bei ASS als etabliertem
Thrombozytenaggregationshemmer. Wie die Untersuchungen ausweisen, konnte ein
signifikanter additiver Effekt bei kombinierter Gabe von ASS wund AT1-
Rezeptorantagonisten nicht nachgewiesen werden (siehe 4.5).

Die Befunde meiner Untersuchung werden durch Ergebnisse anderer Studien zur
Modulation der Plattchenaggregation durch AT1-Rezeptorantagonisten gestutzt. So
zeigte Kraemer et al. (2002) fur den AT1-Rezeptorantagonisten Losartan eine Reduktion
der Plattchenaggregation durch seinen Metaboliten EXP3179 sowohl in vivo, als auch in
vitro. Schieffer et al. (2004) zeigte fir Irbesartan eine Reduktion der Thromboxan A,-
induzierten Plattchenaggregation. Diese Untersuchungen erfolgten ebenfalls an

plattchenreichem Plasma (siehe 5.4.1 und 1.3).

5.4.3 Gemeinsame Diskussion der Modulation der Plattchenaggregation durch

die Therapie mit einem ACE-Hemmer und einem AT1-Blocker

Unter Betrachtung der vorliegenden Befunde Ilasst sich eine Modulation der
Plattchenaggregation durch das Renin-Angiotensin-System (RAS) vermuten. Es scheint
besonders Angiotensin Il (Ang Il) neben seiner férdernden Wirkung auf Zellproliferation,
Fibrosebildung und Produktion von Wachstumsfaktoren, auch Uber eine
Monozytenaktivierung und Freisetzung von Sauerstoffradikalen und Zytokinen einen
Einfluss auf die Progression der Atherosklerose zu nehmen (Ruiz-Ortega et al., 2003,
Schmidt-Ott et al., 2000).
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So moduliert Ang Il Uber eine erhdohte Gefallpermeabilitat (Suzuki et al., 2003), eine
erhdohte Leukozyteninfiltration (Alvarez et al., 2004) und ein gesteigertes Gewebs-
Remodeling (Johnson et al., 1992) die Entzindungsreaktion. Die bestehende
Inflammation fuhrt in der Folge zur endothelialen Dysfunktion und zur Progression der
Atherosklerose. Dies fuhrt zu einer vermehrten Plattchenaktivitat mit der klinischen

Manifestation eines Myokardinfarktes oder Schlaganfalls (Abb. 56).

Angiotensin |l

[ Vaskulare Permeabilitat T ][ Leukozyteninfiltration 7 ][ Gewebe Remodeling T ]

\ Inflammation /

l

Endotheliale Dysfunktion
Atherosklerose

l

Plattchenaktivitat T

l

Myokardinfarkt
Schlaganfall

Abb. 56: Angriffspunkte der durch Ang Il induzierten Inflammation

Wie in Abb. 56 zu sehen, induziert Ang Il eine erhdhte vaskulare Permeabilitat. Dies
wird Uber eine gesteigerte Freisetzung von verschieden Eicosanoiden, wie Leukotriene
C4 und Prostaglandinen E; und |, realisiert. Die Prostaglandine werden aus der
Arachidonsaure uUber die Cyclooxygenase (COX) gebildet. Fiur die COX existieren zwei
Isoformen, die COX-1 und COX-2. Das COX-1 Gen wird anders als das COX-2 Gen
kontinuierlich exprimiert. Die Expression von COX-2 wird induziert durch Zytokine in
verschiedenen Geweben (Breyer et al., 2001). Untersuchungen zeigen auch eine durch
Ang |l bedingte Up-Regulation der Expression von COX-2 mRNA in menschlichen
Endothelzellen (Kramer et al.,, 2002) und bei Ratten in der Wand der Koronargefale
(Rocha et al., 2002). Es konnte auch eine Stimulation der Expression von COX-2 durch

TNF-a im humanen Myokard nachgewiesen werden (Wong et al., 1998). Es wird
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angenommen, dass die durch Ang Il bedingte Up-Regulation von COX-2 uber AT1-
Rezeptoren induziert wird (Ohnaka et al., 2000). Durch die Up-Regulation der COX-2
kommt es zu einer vermehrten Bildung von Thromboxan A,, was die
Thrombozytenaggregation fordert.

Im folgendem soll die durch Ang ll-induzierte Leukozyteninfiltration angesprochen
werden. Hierzu exprimieren die Leukozyten spezifische Adhasions-Molekule, die zur
Familie der Selektine, der Immunglobuline und der Integrine gezahlt werden. So konnten
Studien eine erhdéhte Expression von P-Selektin (Alvarez et al., 2004; Piqueras et al.,
2000), E-Selektin (Grafe et al., 1997) durch eine Stimulation von Ang Il zeigen. Fir das
L-Selektin wurde eine Down-Regulation nach Aktivierung mit Leukozyten in
kardiovaskularen Patienten gefunden (Haught et al., 1996) sowie eine vermehrte
Expression nach Behandlung mit einem selektiven AT1-Rezeptorantagonisten
(Kranzhofer et al., 1999). In vitro-Studien konnten eine vermehrte Expression von ICAM-
1 und VCAM-1 durch Ang Il im GefalRendothel und in der glatten Muskulatur
nachweisen (Pastore et al., 1999; Pueyo et al., 2000). Weiter konnte nach sechstagiger
Infusion von Ang |l eine direkte Stimulation der VCAM-1-mRNA-Expression und
Proteinsynthese in der Rattenaorta beobachtet werden (Tummala et al., 1999), die
durch die Gabe des AT1-Rezeptorantagonisten Losartan unterdrickt werden konnte.
Ahnliche Ergebnisse zeigen die Arbeiten von Alvarez et al. (2004) und Diep et al.
(2002), die nach Infusion von Ang Il eine vermehrte Expression von ICAM-1 und VCAM-
1 in den Mesenterialarterien nachweisen konnten. Eine verstarkte Expression der
Integrine durch Ang Il konnte ebenfalls in mehreren Studien gezeigt werden. So zeigten
Alvarez et al. (2004) eine erhdhte Expression von B2- und as-Integrin nach Infusion.
Weiter konnte eine erhdhte Expression von aif32- und asf341-Integrin (korrespondierende
Liganden fur ICAM-1 und VCAM-1) (Mervaala et al., 1999) gezeigt werden. Die
Uberexpression von Integrinen durch Ang Il konnte durch eine Langzeittherapie mit
einem AT1-Rezeptorantagonisten vermindert werden (Mervaala et al., 1999; Muller et
al., 2000). Nach der Bindung der Leukozyten an die Adhasionsmolekile, kommt es
durch Ang Il induzierte Produktion von Chemokinen und Zytokinen zur Transmigration in
das Gewebe (Ruiz-Ortega et al, 2002). Hier scheint MCP-1 ein zentraler Mediator der
durch Ang Il induzierten Inflammation zu sein. So induziert Ang Il die Bildung von MCP-

1 im Gefallendothel, in glatten Muskelzellen, in Monozyten/Makrophagen und in
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kardialen Myozyten (Ni et al., 2004; Ruiz-Ortega et al., 2000). MCP-1 induziert die
Synthese von tissue factor durch die Thrombozyten (Schecter et al., 1996), was zu einer
Steigerung der Thrombinsynthese und der Thrombozytenaggregation fuhrt. Interessant
erscheint hier die Studie von Ni et al. (2004), die nach Blockade von MCP-1, realisiert
durch Ausschalten des MCP-1 Gens, eine reduzierte Progression und Destabilisierung
von bestehenden atherosklerotischen Lasionen, sowie eine reduzierte Induktion von
proinflammatorischen Genen bei Ratten nachweisen konnte. Eine weitere Studien zeigte
bei Mausen mit Myokardinfarkt eine erhdhte Uberlebensrate nach Blockade von MCP-1
(Hayashidani et al., 2003). Es stellt sich hier die Frage, ob durch die Therapie mit ACE-
Hemmern oder AT1-Rezeptorantagonisten eine verminderte Expression von MCP-1
erreicht werden kann. Hierzu zeigen aktuelle Studien eine signifikante Reduktion von
MCP-1 nach Therapie mit einem ACE-Hemmer oder einem AT1-Rezeptorantagonisten
(Chen et al., 2001; Dol et al., 2001; Martin et al., 2004; Proudfoot et al., 2003). Auch die
Zytokine IL-1, IL-6 (Han et al., 1999; Sano et al., 2000; Schieffer et al., 2000), IL-8 (Ito et
al., 2002) und TNF-a (Ferreri et al., 1997) zeigen bei erhdhten Spiegeln von Ang Il eine
erhdhte Expression (Brasier et al., 2002).

Es finden sich in den klinischen Studien, die kurz- bzw. langfristige Effekte von ACE-
Hemmer und AT1-Antagonisten auf Zytokine untersuchen, zeitabhangige Effekte. So
konnte in einer Studie von Peeters et at. (1998) eine einmalige Gabe von Captopril oder
Valsartan in therapeutischen Dosen bei Patienten mit essentieller Hypertonie keine
Senkung der Konzentration von IL-6 und TNF-a bewirken. Auch in einer Studie von
Lottermoser et al. (2003) konnte gezeigt werden, dass sich nicht unmittelbar nach
Infusion von Ang Il oder durch eine einmalige Gabe von Valsartan die Plasmaspiegel
von TNF-qa, IL-6 und VCAM-1 signifikant andern lassen. Ebenfalls konnte die Studie
keinen direkten Anstieg der Thiobarbitursaurereaktiven Substanzen (TBARS), als
Marker fur oxidativen Stress, durch kurzfristiges Anheben der Plasmakonzentration von
Ang Il beobachten. Wurde die Therapie mit einem ACE-Hemmer oder einem AT1-
Rezeptorantagonisten jedoch langer fortgesetzt, konnten hier Veranderungen der
Entzindungsmediatoren gemessen werden. So konnte durch eine 14-wdchigen
Therapie mit Candesartan ein erniedrigter Plasmaspiegel von TNF-a, IL-6, ICAM-1 und

VCAM-1 erreicht werden (Tsutamoto et al., 2000). Auch unter der Therapie mit dem
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ACE-Hemmer Lisinopril, konnte bei Patienten mit Herzinfarkt nach 12 bzw. 24 Wochen
eine tendenzielle Abnahme von IL-6 beobachtet werden (Shet et al., 2002).

Auch meine Ergebnisse zur Verlaufsbeobachtung der Plattchenaggregation nach
Verordnung des AT1-Rezeptorantagonisten Valsartan werden durch diese
Beobachtungen gestitzt. In der vorliegenden Studie (siehe 4.7) wurden 10 Patienten mit
neu diagnostizierter essentieller Hypertonie mit Valsartan eingestellt. Die
Plattchenaggregation wurde vor der ersten Einnahme und nach der ersten, zweiten und
vierten Woche nach der Einnahme gemessen. Die Ergebnisse zeigen erst nach der
vierten Woche eine signifikant reduzierte Kollagen-induzierte Plattchenaggregation
(36%, p=0,006), ausgewiesen durch einem reduzierten Mittelwert fUr die Valsartan
Therapie nach 28 Tagen von 7,35 Q vs. 11,45 Q fUr die Messung vor der Einnahme. Fir
die ADP-induzierte Plattchenaggregation konnte keine signifikante Veranderung im
Verlauf gemessen werden.

Wie in der Abbildung 56 weiter zu sehen ist, kommt es durch Ang Il zu einer
Hypertrophie/Proliferation und Fibrosierung des Gewebes. So konnte beispielsweise an
Ratten nach Infusion von Ang Il eine besonders starke Proliferation der glatten
GefalRmuskulatur in der Niere gezeigt werden (Johnson et al., 1999). Die Autoren
verschiedener Studien machen hierfur Wachstumsfaktoren verantwortlich, die die
Proliferation autokrin und parakrin induzieren. Es werden besonders die Faktoren bFGF
(basic fibroblast growth factors), PDGF (platelet-derived growth factor), VEGF (vascular
endothelial growth factor) und TGF-B (transforming growth factor-B) durch Ang I
induziert (Chu at al., 1998; Otani et al., 1998; Wolf et al., 2004). PDGF steigert die
Synthese von Thrombin-Rezeptoren in GefaBwandmyozyten und wirkt so
proaggregatorisch. Unter ACE-Hemmer-Therapie konnte eine Reduktion der Synthese
von PDGF gezeigt werden (Wong et al., 1997). Darlber hinaus induziert Ang Il die DNA-
Synthese und die Proliferation von glatten Muskelzellen durch die Produktion von
Sauerstoffradikalen, die die Expression und Aktivitat von zellzyklusregulierenden Genen
regulieren (Nickenig et al., 2002). Ein weiterer Mechanismus, der zu einer Hypertrophie
der glatten GefalBmuskulatur fuhrt, ist die induzierte Expression von vasoaktiven
Substanzen wie Aldosteron und Endothelin. So induziert Ang Il Gber AT1-Rezeptoren
(Sung et al., 1994) die Expression von Endothelin-1 (ET-1) in der glatten Muskulatur und

in den Endothelzellen (Crawford et al., 1994). ET-1 induziert eine vaskulare
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Inflammation und das Gewebe-Remodeling Uber einen erhdhten oxidativen Stress und
Uber die Stimulation von IL-6, MCP-1 und NF-kB (Browatzki et al., 2000; Duerrschmidt et
al., 2000). Ein weiterer wichtiger Faktor in diesem Zusammenhang, ist die durch Ang I
induzierte Synthese von CTGF (connective tissue growth factor) (Finckenberg et al.,
2003). Dieser Wachstumsfaktor fuhrt zu einer verminderten Bildung von TGF-B1. Wie
bereits unter 1.4 erwahnt, hemmt TGF-3 die Adhasion von neutrophilen Granulozyten an
das Endothel und wirkt so antiinflammatorisch. In der Studie von Ruperez et al. (2003)
konnte eine verminderte Expression von CTGF durch die Therapie mit einem AT1-
Rezeptorantagonisten gezeigt werden.

Ein weiterer wichtiger Mechanismus im Zusammenhang mit der Modulation der
Plattchenaggregation, ist die reduzierte NO-Bioverfugbarkeit bei Stérung der
Endothelfunktion (siehe 1.4.1). NO ist ein potenter Inhibitor der Aggregation und
Adhasion der Plattchen (Radomski et al.,, 1987). Es erhoht das cGMP und die
Phosphorylierung des hemmenden Plattchenproteins VASP (vasodilator-stimulated
phosphoprotein) (Lamontagne et al., 1992; Pohl et al, 1994). Fur die
Kombinationstherapie mit einem Aldosteron-Rezeptor-Antagonisten und einem ACE-
Hemmer konnte ein Ansteigen der NO-Bioverfugbarkeit gezeigt werden (Bauersachs et
al., 2002; Schafer et al., 2003). Untersuchungen von Usui et al. (2000) zeigen, dass es
durch die verminderte NO-Bioverfugbarkeit zu einer vermehrten Bildung von MCP-1
kommt. Auch dieser Mechanismus kann effektiv durch die Therapie mit Ang II-
Antagonisten gehemmt werden (Luvara et al., 1998). Weiter konnte bei Patienten mit
Herzinsuffizienz ein reduziertes Ansprechen der Plattchen auf NO beobachtet werden
(Anderson et al., 2004), was durch die Therapie mit dem ACE-Hemmer Perindopril
verbessert werden konnte (Chirkov et al., 2004).

Im Bezug zur Modulation der Plattchenaggegation ist der durch Ang Il induzierte
oxidative Stress ein weiterer wichtiger Mechanismus. So konnten Usui et al. (2002) eine
durch Ang Il induzierte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) nachweisen, die
Uber den AT1-Rezeptor die proinflammatorischen Gene wie das VCAM-1 induzieren.
Far die Bildung von ROS werden besonders NAD(P)H-Oxidasen verantwortlich gemacht
(Griendling et al., 2000). Ang Il induziert die Bildung von NAD(P)H-Oxidasen (Warnholtz
et al., 1999) durch die AT1-Rezeptor-abhangingen Phospholipase D-, Proteinkinase C-
und Rac-Signal-Kaskaden (Mollnau et al., 2002; Seshiah et al., 2002). Durch Blockade
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der Aktivierung von NAD(P)H-Oxidasen durch AT1-Rezeptorantagonisten und HMG-
CoA-Reduktase-Inhibitoren (Dechend et al., 2001), sowie die Neutralisation von
gebildetem O, durch Antioxidantien (Mervaala et al., 2003), kommt es zu einer
Erniedrigung des Blutdrucks und zur Reduktion der Inflammation. Weiter kommt es
durch die Bildung von Sauerstoffradikalen zu einer Steigerung der tissue factor-
Synthese. Tissue factor ist ein Initiator der Gerinnungskaskade und fuhrt zur Bildung von
Thrombin (Sato et al., 1996). Thrombin ist ein starker Plattchenagonist und tragt zur
Rekrutierung von Thrombozyten bei (siehe 1.2.3). Es konnte in einer in vitro-Studie eine
Inhibition der tissue factor-Expression durch die Gabe von Enalapril gezeigt werden
(Lindmark et al., 2002; Nagata et al., 2001).

Fir die Regulation der durch Ang Il induzierten Expression und Produktion der
verschiedenen Zytokine, Chemokine und Adhasionsmolekile  wird der
Transkriptionsfaktor NF-kB verantwortlich gemacht (siehe hierzu die Abb. 57). So konnte
in vitro-Studien eine erhdhte Aktivitat von NF-kB in Abhangigkeit von Ang Il in der glatten
GefalBmuskulatur, im Endothel, sowie in glomerularen und tubularen Zellen
nachgewiesen werden (Kiarash et al., 2001; Kranzhofer et al., 1999; Ruiz-Ortega et al.,
2001). In einer Studie von Muller et al. (2001) konnte die Induktion von NF-kB durch Ang
Il auch an Ratten gezeigt werden. Hier kam es nach Infusion von Ang Il zu einer
erhohten Aktivitat und Expression des Transkriptionsfaktors in den Gefalden, Herz und
Niere. Die durch Ang Il induzierte Expression von NF-kB wird Uber die AT1-Rezeptoren
gesteuert (Muller et al., 2000). Neuere Untersuchungen zeigen eine durch Ang Il
induzierte Synthese von Metalloproteinasen (MMP) via NF-kB und Aktivator Protein-1
(AP-1) in der glatten GefalRmuskulatur (Browatzki et al., 2005). MMPs kénnen durch ihre
Fahigkeit, extrazellulare Matrix zu verdauen, zu einer Schwachung oder Ruptur von
Plaques fuhren (Libby et al., 1995). Es konnte eine reduzierte Expression von MMPs im
Myokard unter Therapie mit Ramipril (Seeland et al., 2002), in der Aorta von Kaninchen
unter Therapie mit Losartan (Chen et al., 2002) und in humanen Karotiden-Plaques
unter Therapie mit Irbesartan (Cippolone et al.,, 2004) gezeigt werden. So kommt es
durch die Inhibition des RAS zu einer Stabilisierung der Plaques, was unter anderen ein
Faktor fur eine reduzierte Plattchaggregation sein kann. Weitere wichtige Aktivatoren
von NF-kB sind IL-1B, ROS und die ASS-sensitiven Enzyme des Arachidonsaure
Metabolismus (Constanzo et al.,, 2003; Jiang et al.,, 2004). Die Therapie des
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Transkriptionsfaktors, als zentraler Mechanismus der Inflammation, erscheint als
besonders wichtiger Angriffspunkt einer kausalen Therapie. So konnte unter der
Therapie mit einem AT1-Rezeptorantagonisten eine verminderte Expression von NF-kB
gezeigt werden (Dandona et al., 2003; Ruiz-Ortega et al., 2000). Ein weiterer wichtiger
Faktor in diesem Zusammenhang ist der PPAR (peroxisome proliferator-activated
receptor), mit seinen gunstigen Effekte auf die Inflammation (Collin et al., 2004). Es wird
von einigen Autoren vermutet, dass die anti-inflammatorischen Effekte von PPARs
teilweise durch eine Inhibition des NF-kB-Signalzyklus zu erklaren sind (Marx et al.,
1999; Staels et al., 1998). So konnte unter der Gabe von PPAR-Agonisten eine
verminderte Transkription von proinflammatorischen Genen wie z. B. fur Zytokine,
Chemokine, Adhasionsmoleklile und Metalloproteinasen, sowie eine verminderte
Rekrutierung von Lymphozyten und Makrophagen in GefaRwanden beobachtet werden.
(Tham et al., 2003). Umgekehrt kommt es durch einen hohen Plasmaspiegel zur Down-
Regulierung der PPARs und somit zu einer erhohten inflammatorischen Antwort (Tham
et al., 2002).

\:
NAD(P)H-Oxidase

\

U -9

Plattchenaktivitat 1

Expression 1 |L

o Zytokine

o Chemokine /
o Adhéasionsmolekiile \ Inflammation

Abb. 57: Rolle von NF-kB fiir die durch Ang Il induzierte Inflammation
ARBs (angiotensin receptor blockers); PDTC (pyrrolidine dithiocarbamate)



117 5. DISKUSSION

Im Zusammenhang mit der Besprechung des RAS wird oft auch die Substanz
Bradykinin genannt. Der gestorte Abbau des Bradykinins unter ACE-Hemmer Therapie
wird fir den entstehenden Reizhusten verantwortlich gemacht. Etwa jeder zehnte
Patient mit ACE-Hemmer Therapie zeigt diese Unvertraglichkeit (Bart et al., 1999), die
einen Wechsel zu einem selektiven AT1-Rezeptorantagonist erfordert. Die biologischen
Effekte von Bradykinin werden Uber die B1- und B2-Rezeptoren vermittelt. So werden
die antiproliferativen, antioxidierenden und antithrombotischen Effekte Uber die B2-
Rezeptoren induziert (Coelho et al., 1997; Gohlke et al., 1994). Die Therapie mit einem
AT1-Rezeptorantagonisten fuhrt zu einer verstarkten Stimulation der AT2-Rezeptoren,
diese aktivieren dann B2-Rezeptoren, was zu einer verstarkten NO-Freisetzung fuhrt
(Cervenka et al., 2003). Die Effekte der B1 Rezeptoren sind nur zum Teil geklart. In
einer Studie von Schanstra et al. (2000) konnte in Ratten eine erhdhte Expression von
B1-Rezeptoren durch eine induzierte Inflammation gezeigt werden. Es wird eine
Aktivierung der B1-Rezeptoren durch Ang Il Uber die AT1-Rezeptoren angenommen
(Kintsurashvili et al., 2001).

Ein weiterer wichtiger Punkt im Zusammenhang mit der Modulation der
Plattchenaggregation ist der direkte Einfluss von Ang Il auf die Thrombozyten. Es
berichten zahlreiche Studien, dass die Thrombozyten neben ihrer Funktion bei der
Hamostase, auch eine inflammatorischen Antwort modulieren kénnen. So konnte
gezeigt werden, dass es durch die Bindung von Thrombin an seinen Rezeptor am
Endothel zu einer induzierten Expression von P-Selektin, E-Selektin, VCAM-1 und
ICAM-1 kommt (Strukova, 2001). Thrombozyten exprimieren auf ihrer Oberflache AT1-
Rezeptoren (Crabos et al.,, 1993; Lépez-Farré et al., 2001). Welchen Einfluss diese
Rezeptoren fiur Plattchenaggregation haben, ist bisher unbekannt. Die Studie von
Schwemmer et al. (2001) zeigt an gewaschenen Plattchen von Hunden eine
dosisabhangige Supression der Thrombin induzierten Freisetzung von TxA; durch eine
Hemmung des TxA;-PGH,-Rezeptor unter Losartan-Therapie. Auch die Studie von
Antonio Lopez-Farré et al. (2001) zeigt in einer in vitro Studie eine Hemmung der TxA,-
Rezeptoren durch Losartan und Irbesartan und somit eine Inhibition der TxA,-
Plattchenaggregation. Hier konnte eine Inhibition nur fiir die Konzentration von 5107
mol gezeigt werden. Diese Konzentration ist deutlich héher als die Blut-Konzentration

(5*10° mol) von Patienten unter Therapie mit Losartan. Diese Studien stiitzen die
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vorliegende in-vitro Messreihe mit der Rohsubstanz Valsartan. Die von mir
durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dass das Zufuhren von therapeutischen Dosen
zu keiner signifikanten Modulation der Plattchenaggregation fuhrt (siehe 4.8). Es konnte
nur eine Beeinflussung der Plattchenaggregation durch eine unphysiologische Dosis von
100 mg/L gefunden werden. Diese Dosis entspricht der 100fachen Menge, die notig ist
um die AT1-Rezeptoren vollstandig zu blockieren.

Das verdeutlicht nochmals, das eine Vielzahl an Zellen, wie Neutrophile, Monozyten und
Endothelzellen, an der Regulation der Platchenaktivitat beteiligt sind und das die
Modulation der Plattchenaggregation durch das RAS als ein multifaktorielles Ereignis

aufgefasst werden muss.

5.4.4 Unterschiede zwischen der Therapie mit einem ACE-Hemmer und einem
AT1-Blocker

Ein Vergleich der Plattchenaggregation von Patienten mit ACE-Hemmer und AT1-
Rezeptorantagonisten Therapie (siehe 4.4 und 4.5) zeigt allenfalls einen Trend
(p=0,116) fur eine starkere Reduktion der Kollagen-induzierten Plattchenaggregation
unter der Therapie mit einem AT1-Rezeptorantagonisten, ausgewiesen durch eine
geringere Impedanzzuhname (7,57+3,22 Q) gegenuber der Amplitude des mit einem
ACE-Hemmer therapierten Kollektives (8,8214,59 Q), was einer Verminderung der
Plattchenaggregation um 14% entspricht. Diese Beobachtung wird gestutzt durch die
Untersuchungen von  Schieffer et al. (2004), der die TxAs-induzierte
Plattchenaggregation von Patienten mit Einnahme von 300 mg Irbesartan und 20 mg
Enalapril verglichen hat. Er zeigte fur fur die Untersuchungsgruppe Irbesartan eine
signifikante  (p<0,001) Reduktion der Plattchenaggregation gegenlber der
Untersuchungsgruppe Enalapril. Die untersuchten Blutproben stammten von Patienten
mit Zustand nach koronarer Angioplastie und angiographisch dokumentierter KHK.
Weiter zeigte er eine starkere Reduktion des Plasmaspiegels von IL-6 in der
Untersuchungsgruppe mit Irbesartantherapie. Dieser unterschiedliche Plasmaspiegel
von IL-6 koénnte verantwortlich sein fir die Hohe der Reduktion der
Plattchenaggregation. IL-6 fordert neben der B-Zell-Differenzierung die Synthese von
Akute-Phase Proteinen, die Proliferation von glatten Muskelzellen, die Freisetzung von

Metalloproteinasen und die Regulation der Expression von Adhasionsmolekilen und
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von TNF-a (Heinrich et al., 1998). Die Spiegel von IL-6 sind erhoht bei Patienten mit
schwerer KHK und bei Patienten mit instabiler Angina (Biasucci et al., 1996, 1999). Dies
kénnte auch der Grund sein, weshalb die vorliegende Arbeit mit Untersuchungen an
schwacher erkrankten Patienten, einen geringer ausgepragten Unterschied zwischen
den Untersuchungsgruppen ACE-Hemmer und AT1-Rezeptorantagonisten zeigen.

Ein weiterer Mechanismus, der das unterschiedliche Ansprechen miterklart, kdnnte das
unter der Therapie mit einem ACE-Hemmer beobachtete Escape-Phanomen sein. Wie
bereits unter 1.5.1 erwahnt, wird etwa 40% des Ang Il unabhangig vom ACE gebildet.
Dies verdeutlicht das schlechtere Ansprechen der Therapie mit einem ACE-Hemmer auf
die durch Ang Il induzierte Inflammation und damit indirekt auf die Plattchenaggregation.
Eine weitere Ursache ist die durch die Therapie mit einem AT1-Rezeptorantagonisten
verstarkte Stimulation der AT2-Rezeptoren, die zu einer verstarkten Aktivierung der B2-
Rezeptoren fuhren. Die aktivierten B2-Rezeptoren vermitteln antiproliferative,

antioxidierende und antithrombotische Effekte (siehe 5.1.3).

5.4.5 Beeinflussung der Plattchenaggregation durch die Therapie mit einem ACE-

Hemmer und AT1-Blocker bei Diabetikern

Vor dem Hintergrund der unter 5.3.1.1 beschriebenen ,ASS-Resistenz” wurde die
Plattchenaggregation von Diabetikern untersucht, die eine Therapie mit einem ACE-
Hemmer oder AT1-Antagonisten, aber nicht mit ASS oder Clopidogrel erhalten (siehe
4.9). Es zeigte sich hier eine signifikante Reduktion der Kollagen-induzierten
Plattchenaggregation unter  ACE-Hemmer  (p=0,022) und unter  AT1-
Rezeptorantagonisten (p<0.001) Therapie gegenuber dem Diabetes-Kollektiv. Im
Vergleich zur Therapie mit ASS zeigt sich in einer Post-Hoc-Analyse nach Bonferroni
eine signifikante Reduktion der Kollagen-und ADP-induzierten Plattchenaggregation in
der Untersuchungsgruppe mit AT1-Rezeptorantagonisten. Dies entspricht einer
Reduktion des Mittelwertes um 43% fur die Kollagen- und um 77% fur die ADP-
induzierte Plattchenaggregation gegenuber der Therapie mit ASS (siehe 4.9.2). Fur die
Therapie mit einem ACE-Hemmer konnte im t-Test fur unabhangige Stichproben eine
Signifikanz fur die ADP-induzierte Plattichenaggregation und ein Trend fir die Kollagen-

induzierte Plattchenaggregation gegenuber der Therapie mit ASS gezeigt werden.
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Ausgedruckt in einer prozentualen Veranderung, bedeutet dies eine Reduktion des
Mittelwertes von 16% fur die Kollagen- und von 51% fur die ADP-induzierte
Plattchenaggregation gegenuber der Therapie mit ASS (siehe 4.9.1). Diese Ergebnisse
zeigen eine gunstige Modulation der Plattchenaggregation von Diabetikern durch die
Therapie mit einem ACE-Hemmer oder AT1-Rezeptorantagonisten. Weiter zeigen diese
Daten einen moglichen Benefit der Beeinflussung der Plattchenaggregation durch ACE-
Hemmer und AT1-Rezeptorantagonisten gegenuber der Therapie mit ASS. Grund
hierfir konnte die multifaktorielle Beeinflussung der Plattchenaggregation bei an
Diabetes mellitus erkrankten Patienten sein, die durch die Therapie mit einem ACE-
Hemmer und AT1-Rezeptorantagonisten gunstig beeinflusst werden. So kann durch die
therapeutische Beeinflussung des RAS (siehe 5.4.3) die durch Diabetes mellitus erhéhte
Produktion von Thromboxan A,, tissue factor, Adhasionsmolekilen, Zytokinen und
Chemokinen, sowie die erhdohte Expression von COX-2 gunstig beeinflusst werden.
Gleichzeitig kann der oxidative Stress mit einer erhdhten NAD(P)H Synthese und einer
verminderten NO-Produktion reduziert werden. Die erhdhte Expression von MCP-1 und
die Synthese von Endothelin-1 und asymmetrischen Dimethylarginin (ADMA) (Delles et
al., 2002) wird ebenfalls unter der Therapie mit einem ACE-Hemmer oder AT1-
Rezeptorantagonisten reduziert. Inwieweit die Kombinationstherapie aus ASS und
einem ACE-Hemmer oder AT1-Rezeptorantagonist bei Diabetikern weitere Vorteile fur
die Modulation der Plattchenaggregation bringt, wird in einer aktuell laufenden Studie in

der Arbeitsgruppe Prof. Bauriedel gepruft.

5.4.6 Beeinflussung der Plattchenaggregation durch die Therapie mit einem ACE-

Hemmer bei Patienten mit Nikotinkonsum

Als Ergebnis meiner Untersuchung zeigt sich eine signifikant reduzierte Kollagen-
induzierte Plattchenaggregation (p=0,022) flr die Untersuchungsgruppe Nikotinkonsum
plus ACE-Hemmern, ausgewiesen durch eine geringere Impedanzzuname (9,6714,7 Q)
gegenuber der Amplitude der Untersuchungsgruppe Nikotinkonsum ohne
antithrombotische Medikation (13,72+4,23 Q), was einer Verminderung der
Plattchenaggregation um 30% entspricht. Diese hier bestimmte prozentuale Reduktion
der Plattchenaggregation ist starker als die, die bei Patienten ohne Nikotinkonsum

gemessen wurde (siehe 4.4 und 4.10). Weiter zeigt sich, dass die Mittelwerte der
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Kollagen-induzierten Plattchenaggregation in den Untersuchungsgruppen
Nikotinkonsum plus ACE-Hemmer und Nikotinkonsum plus ASS nahezu identisch sind
(9,67 Q vs. 9,68 Q). Da die erhdhte Plattchenaggregation bei Patienten mit
Nikotinkonsum u. a. auf eine Erhdhung der Inflammation zurlckzuflhren ist (siehe
5.3.3), kann diese hier gemessene Reduktion der Plattchenaggregation nochmals als

Indiz fur eine antiinflammatorische Wirkung der ACE-Hemmer gewertet werden.
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6 Zusammenfassung

Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)-Hemmer und Angiotensin 1-Rezeptorblocker (ARBs) sind
Eckpfeiler in der Therapie kardiovaskularer Patienten. In mehreren randomisierten und Placebo
kontrollierten Studien konnte eine signifikante Verminderung von kardiovaskularer Mortalitat,
Myokardinfarkt und Schlaganfall nachgewiesen werden (Candesartan in Heart Failure-
Assessment of Reduction in Mortality and Morbidity (CHARM), The Heart Outcomes Prevention
Evaluation Study Investigators (HOPE), Losartan Intervention For Endpoint reduction in
Hypertension (LIFE), Valsartan in Acute Myocardial Infarction (VALIANT)). Vor diesem
Hintergrund untersucht diese Studie die antithrombozytaren Effekte von ACE-Hemmern und
ARBs, die durch Prophylaxe von Plaqueruptur und konsekutiven Thrombosen die Reduktion von
kardiovaskularen Endpunkten und Progression atherosklerotischer Organleiden miterklaren
konnten. Hierzu vergleicht die Studie die koagulatorische Aktivitdt von ARBs mit der unter ACE-
Hemmer Therapie, ASS-Monotherapie, ASS/Clopidogrel-Therapie und einem Kollektiv
unbehandelter Patienten. Weiter untersucht die Studie die Plattchenaggregation von Patienten
mit den kardiovaskularen Risikofaktoren Nikotinkonsum, Depression und Diabetes mellitus. Es
wurden Proben von insgesamt 598 Patienten mit koronarer Herzerkrankung und/oder arterieller
Hypertonie mittels Vollblutaggregometrie analysiert. Dabei wurde die Agonisten-induzierte
Plattchenaggregation (Adenosindiphosphat, Kollagen) durch die Zunahme der Impedanz
(Ohm) quantifiziert. Die Daten wurden mit Vorliegen bzw. Fehlen der Medikation korreliert.

Nachfolgend werden die Eingangsfragen (siehe unter 2) der vorliegenden Promotionsschrift wie
folgt spezifisch beantwortet: 1.) Die vorliegende Untersuchung zeigt eine signifikante Korrelation
zwischen der Plattchenaggregation und der Thrombozytenzahl. Fir die Laborparameter CRP,
PTT, Quick, INR, Kreatinin, LDL, HDL, Cholesterin, und Triglyceride konnte keine signifikante
Beeinflussung der Platichenaggregation gezeigt werden. Dagegen war eine Korrelation
zwischem dem Alter der Patienten und der Kollagen-induzierten Plattchenaggregation
nachweisbar (p=0,008). Fiur das Geschlecht, den Vergleich zwischen Vene und Arterie und fir
die medikamentdése Therapie mit B-Blockern, Caz"-Antagonisten, Nitraten, CSE-Hemmern,
Digitalis, Diuretika, Vitamin-K-Antagonisten und Heparin, konnte keine signifiante Beeinflussung
der Kollagen- und ADP-induzierten Plattchenaggregation gezeigt werden. 2.) Die Untersuchung
der Plattchenaggregation von Patienten mit kardiovaskularen Risikofaktoren ergab eine erhéhte
Kollagen-induzierte Plattchenaggregation flr das Patientenkollektiv Diabetes mellitus (26%,
p=0,028) und Nikotinkonsum (23%, p=0,006) im Vergleich zum Normalkollektiv. Fur die

Untersuchungsgruppe Depression, zeigte sich im Vergleich mit dem Normalkollektiv eine
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erhohte ADP-induzierte Plattchenaggregation (58%, p=0,004). 3.) Bei Patienten mit Diabetes
mellitus und Nikotinkonsum zeigte sich ein schlechteres Ansprechen auf die Therapie mit ASS,
ausgedriickt in einer signifikant erhohten Kollagen-induzierten Plattchenaggregation fir die
Patienten mit ASS-Therapie und Diabetes mellitus (75%, p<0,001) oder Nikotinkonsum (46%,
p=0,026). 4.) Als zentraler Befund der vorliegenden Untersuchungen zeigt sich eine verminderte
Kollagen-induzierte Plattchenaggregation bei den Studienteilnehmern mit ARBs, ACE-Hemmern
und ASS. Die Plattchenaggregation wurde unter der Therapie mit ARBs (33%, p<0,001), ACE-
Hemmer (21%, p=0.009) und mit ASS (40%, p<0,001) signifikant reduziert. Fur die ADP-
induzierte Plattchenaggregation zeigte sich eine signifikante Reduktion der Plattchenaggregation
unter der Therapie mit ASS/Clopidogrel (89%, p=0,024). Die Therapie mit einem ARB (27%,
p=0,449) und mit einem ACE-Hemmer (25%, p=0,521) zeigte keine signifikante Reduktion der
ADP-induzierten Plattchenaggregation. 5.) Die Verlaufsbeobhachtung nach Neueinstellung mit
Valsartan zeigte nach 28 Tagen eine signifikant reduzierte Kollagen-induzierte
Plattchenaggregation (36%, p=0,006). 6.) In einer in vitro-Messreihe zur Testung der moéglichen
Modulation der Plattchenaggregation durch die Rohsubstanz Valsartan konnte fir aquivalente
therapeutische Dosen sowohl flir die Kollagen- wie fiir die ADP-induzierte Plattcheaggregation
keine signifikante Beeinflussung gezeigt werden. Es konnte nur flr unphysiologische
Dosierungen von 100mg/l eine Beeinflussung beobachtet werden. 7.) Der Vergleich der
Plattchenaggregation von Patienten mit ACE-Hemmer oder AT1-Blocker Therapie zeigt
allenfalls einen Trend fir eine starkere Reduktion der Kollagen-induzierten Platichenaggregation
unter der Therapie mit einem AT1-Blocker (14%, p=0,116). 8.) Es zeigte sich fir Patienten mit
Diabetes mellitus und Therapie mit einem ARB eine signifikante Reduktion der Kollagen-
induzierten (43%, p=0,041) und der ADP-induzierten Plattchenaggregation (77%, p=0,005) im
Vergleich zur Therapie mit ASS. Fir die Therapie mit einem ACE-Hemmer konnte keine
signifikante Reduktion im Vergleich zur Therapie mit ASS nachgewiesen werden. 9.) Die
Therapie mit einem ACE-Hemmer bei Patienten mit Nikotinkonsum, zeigt eine signifikant
reduzierte Kollagen-induzierte Plattchenaggregation (30%, p=0,022).

Zusammenfassend fiihrt die Therapie mit ACE-Hemmern und AT1-Rezeptorantagonisten zu
einer signifikanten Verminderung der Plattchenaggregation ex vivo. Das antithrombotische
Potential der ACE-Hemmer und ARB kénnte flr die Reduktion der konsekutiven Thrombosen
und der Progression atherosklerotischer Organleiden mitverantwortlich sein und so die
Reduktion kardiovaskularer Endpunkte miterklaren. Die Therapie mit einem ACE-Hemmer oder
ARB zeigt eine glnstige Modulation der Plattchenaggregation bei Patienten mit Diabetes

mellitus.
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