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1 Einleitung 

 
1.1 Die koronare Herzerkrankung und ihre Therapiemöglichkeiten 

 

Die koronare Herzerkrankung (KHK) kann sich klinisch als Angina pectoris, Herz-

infarkt oder plötzlicher Herztod manifestieren. In den westlichen Industrienationen stellt 

sie die häufigste Todesursache dar, so dass der Prävention und der Therapie eine beson-

dere Bedeutung zukommt. Je nach klinischer Manifestation stehen medikamentöse The-

rapiemöglichkeiten und interventionelle oder operative Revaskularisierungsmaßnahmen zur 

Verfügung. 

 

Die stabile Angina pectoris kann prinzipiell medikamentös behandelt werden, bei der 

instabilen Angina pectoris dagegen sollte nach der Akuttherapie eine Koronarangio-

graphie mit Erwägung von Revaskularisierungsmaßnahmen durchgeführt werden, aber 

auch Patienten mit stabiler Angina pectoris können von Revaskularisierungsmaß-

nahmen profitieren. 

 

Die Nachbehandlung nach akutem Myokardinfarkt zur langfristigen Prävention arte-

rieller Thrombosen wird sowohl nach perkutaner transluminaler koronarer Angioplastie 

(PTCA) als auch nach aortokoronarer Bypass-Operation (ACB-OP) mit Thrombozyten-

Aggregationshemmern durchgeführt, in erster Linie mit Acetylsalicylsäure (ASS; 

100 mg/d per os; p.o.) oder bei ASS-Unverträglichkeit mit Thienopyridinen, z.B. 

Clopidogrel 75 mg/d. Auch in der Sekundärprävention nach ischämischem Insult (und 

Ausschluss einer kardialen Emboliequelle) ist ASS das Mittel der Wahl. Therapeutisch 

wird ASS außerdem bei akutem Koronarsyndrom, transitorisch ischämischen Attacken 

und prolongierten ischämischen Defiziten standardmäßig eingesetzt.  

 

 

1.2 Aortokoronare Bypass-Operation (ACB-Operation) 

 

Bei einer signifikanten Hauptstammstenose (>50 %) der linken Koronararterie, einer 

symptomatischen 3-Gefäßerkrankung oder einer symptomatischen 2-Gefäßerkrankung 

mit Hauptstammäquivalent besteht eine Indikation zur operativen Koronarrevaskula-

risation. Dieser Eingriff zählt in der Kardiochirurgie zu den am häufigsten durch-
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geführten Operationen. Durch den Einsatz von Koronar-Stents sind gegenüber alleiniger 

Ballon-Angioplastie wiederholte Revaskularisationen zwar seltener notwendig gewor-

den, dennoch ist die Restenoserate höher als nach ACB-Operationen (SoS Investigators, 

2002). Für Patienten mit einer koronaren 2- oder 3-Gefäßerkrankung ist eine ACB-OP 

auch mit einer höheren Langzeitüberlebensrate assoziiert als bei Durchführung einer 

PTCA mit Stent (Hannan et al., 2005). 

 

 

1.2.1 Restenosen als Komplikation nach ACB-Operation 

 

Trotz Vorteil der ACB-OP gegenüber der PTCA mit Stent bezüglich der Langzeit-

überlebensrate bei bestimmten Patientengruppen stellt der Verschluss oder die Stenose 

eines Bypasses eine schwerwiegende Komplikation dar. In der Studie von Weintraub et 

al. (1994) wird eine 10-Jahresüberlebensrate von 78 % nach erster ACB-OP angegeben, 

bei 19 % der Patienten war 10 Jahre nach der ersten Operation eine erneute Revaskula-

risierungsmaßnahme nötig (10 % erneute OP, 7 % PTCA, 2 % PTCA und erneute ACB-

OP). Als Ursachen für eine Stenose im aortokoronaren Venen-Transplantat sind die 

Verdickung der Intima, die fibromuskuläre Hyperplasie und atherosklerotische Ver-

änderungen zu nennen (Butany et al., 1998). Neben dem beschriebenen Gefäßumbau 

gibt es jedoch noch weitere mögliche Ursachen für Stenosen im Gefäß-Transplantat, 

insbesondere die Aktivierung von Thrombozyten durch Scherstress im Anastomosen-

bereich oder durch intraoperative Aktivierung, z.B. infolge Anstiegs der Katecholamin-

Konzentration. Die Thrombozyten-Aggregation durch Adrenalin wird über Alpha-2-

adrenerge Rezeptoren induziert und kann durch den Alpha-Rezeptor-Antagonisten 

Nicergolin inhibiert werden (Lanza et al., 1986). 

 

 

1.2.2 Prophylaxe von Restenosen nach ACB-Operation mit ASS 

 

Zur Prophylaxe von thrombotisch bedingten Stenosen im Gefäß-Transplantat nach 

ACB-Operationen wird seit vielen Jahren ASS als Standardpräparat eingesetzt. In einer 

Metaanalyse wurden 17 Studien über die antithrombotische Therapie nach ACB-OP 

ausgewertet, darunter sieben Studien, in denen ASS im Vergleich zu Placebo untersucht 

wurde (Fremes et al., 1993). Diese zeigten, dass ASS gegenüber Placebo zu einer 
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Risikoreduktion eines postoperativen Verschlusses führt, was jedoch nur in zwei 

Studien statistisch signifikant war. Andererseits profitieren Patienten nach ACB-Opera-

tion deutlich weniger von ASS zur Verbesserung der kardiovaskulären Prognose als 

Patienten anderer kardiovaskulärer Risikogruppen (Angina pectoris, Myokardinfarkt 

und nach PTCA) (Antiplatelet Trialists’ Collaboration, 1994; Antithrombotic Trialists’ 

Collaboration, 2002). Darüber hinaus zeigen Untersuchungen in der frühpostoperativen 

Phase nach ACB-OP (Tag 1 bis 10), dass durch die postoperative orale ASS-Therapie 

mit 100 mg/d bei Patienten nach ACB-OP (im Vergleich zu gesunden Probanden, die 

dieselbe Dosis einnahmen) die Kollagen-induzierte Thrombozyten-Aggregation oder 

Thromboxan-Synthese nicht oder nur unvollständig gehemmt wird (Zimmermann et al., 

2001). Wenn ASS den erwarteten pharmakologischen Effekt (Hemmung der Throm-

boxan-Synthese bzw. der Aggregation von Thrombozyten) nicht hervorruft, spricht man 

von der „ASS-Resistenz“ (vgl. Abschnitt 1.3).  

Eine vorausgegangene ACB-OP kann als Risikofaktor für das Vorhandensein einer 

„ASS-Resistenz“ angesehen werden (Kuliczkowski et al., 2005). 41 von 205 KHK-

Patienten, die seit mindestens einer Woche eine Therapie mit ASS erhielten, waren 

anhand einer Kollagen- und ADP-induzierten Thrombozyten-Aggregation >70 % ASS-

resistent. Hierbei bestand eine signifikante Assoziation zwischen dem Vorhandensein 

einer ASS-Resistenz und einer vorausgegangenen ACB-OP, die bei den ASS-Non-

respondern 760±518 Tage zurücklag. Interessanterweise traf dies auf andere untersuchte 

klinische Parameter, z.B. vorausgegangene perkutane Koronarintervention oder vor-

ausgegangener Schlaganfall, nicht zu.  

 

ASS scheint also insbesondere nach ACB-Operationen nicht den erwarteten oder 

gewünschten Effekt der Thrombozyten-Aggregationshemmung hervorzurufen.  

 

 

1.3 Begriff der „ASS-Resistenz“ 

 

Der Begriff der ASS-Resistenz wird in der Literatur uneinheitlich verwendet und ist 

verschieden definiert. Grundsätzlich bezeichnet „Resistenz“ das Problem, dass ASS bei 

einigen Patientengruppen mit koronarer, zerebrovaskulärer oder peripherer Gefäß-

erkrankung thrombotische Komplikationen nicht verhindert (klinische Definition) oder 

nicht den erwarteten pharmakologischen Effekt (Hemmung der Thromboxan-Synthese 
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oder der Aggregation von Thrombozyten) hervorruft (pharmakologische Definition). 

Letzteres wurde sowohl bei Patienten als auch bei gesunden Probanden beschrieben 

(Buchanan & Brister, 1995; Kawasaki et al., 2000).  

Um ASS-resistente Patienten zu identifizieren, wurden verschiedene in vitro Tests ein-

gesetzt und unterschiedliche Einteilungen verwendet. Beispielsweise existieren Funk-

tionstests, um Parameter zu bestimmen wie die Länge der Blutungszeit (Buchanan & 

Brister, 1995), das Ausmaß der Thromboxan-Synthese (Zimmermann et al., 2001), die 

Thrombozytenfunktion (Adhäsion und Aggregation) -gemessen mit einem „Platelet 

function analyzer PFA-100“- (Gum et al., 2001; Pamukcu et al., 2005) oder das Ausmaß 

der Thrombozyten-Aggregation -gemessen mit der optischen Methode- (Gum et al., 

2003; Kuliczkowski et al., 2005). Hierbei werden verschiedene Agonisten verwendet, 

z.B. Kollagen/Adrenalin bei Messung am PFA-100-System (Gum et al., 2001) oder 

Arachidonsäure (ArA), Adenosindiphosphat (ADP) oder Kollagen zur Stimulation der 

Thrombozyten-Aggregation (Gum et al., 2003; Zimmermann et al., 2001). Entspre-

chend der Vielzahl an Methoden und verwendeten Parametern zur Definition der ASS-

Resistenz bei unterschiedlichen Patientenkollektiven variieren auch die Angaben über 

die Häufigkeit, die zwischen 5 und 60 % lag (Review s. Martin & Talbert, 2005).  

 

Neben den eben genannten methodischen Unterschieden bei der Definition der ASS-

Resistenz, gibt es eine Einteilung, die die möglichen Ursachen der ASS-Resistenz 

berücksichtigt. Weber et al. (2002a) unterscheiden anhand der Kollagen (1µg/ml)-indu-

zierten Thrombozyten-Aggregation und Thromboxan-Synthese (gemessen als Throm-

boxan B2) in plättchenreichem Plasma (PRP) zwischen drei Typen der ASS-Resistenz: 

pharmakokinetische, pharmakodynamische und Pseudo-Resistenz. An der Studie nah-

men gesunde Probanden und Patienten mit kardiovaskulärer oder zerebrovaskulärer 

Erkrankung teil.  

Bei ASS-Respondern wird nach oraler ASS-Gabe (100 mg/d für fünf Tage) sowohl die 

Aggregation als auch die Thromboxan-Synthese vollständig (>95 %) inhibiert. Eine 

ASS-Resistenz unter ASS-Therapie (100 mg/d p.o. seit mindestens fünf Tagen) kann 

anhand folgender Kriterien in drei verschiedene Typen eingeteilt werden:  

Bei der ASS-Resistenz Typ I (pharmakokinetischer Typ) wird nach oraler ASS-Gabe 

weder die Aggregation noch die Thromboxan-Synthese vollständig inhibiert, wohin-

gegen die in vitro Zugabe von ASS (100 µM) die Thromboxan-Synthese (>95 %) und 

die Aggregation vollständig hemmt.  
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Bei der ASS-Resistenz Typ II (pharmakodynamischer Typ) kann weder durch die orale 

ASS-Gabe noch durch Zugabe von ASS (100 µM) in vitro die Thromboxan-Synthese 

und Aggregation vollständig gehemmt werden. 

Bei der ASS-Resistenz Typ III („Pseudo-Resistenz“) kann sowohl durch ASS-Therapie 

als auch durch in vitro Zugabe von ASS die Thromboxan-Synthese gehemmt werden, 

die Aggregation jedoch nicht. Dieser Typ III wird als „Pseudo-Resistenz“ bezeichnet, 

da ASS bei diesen Patienten den erwarteten pharmakodynamischen Effekt, die Hem-

mung der thrombozytären Thromboxan-Synthese, bewirkt. Eine Aggregation kann den-

noch induziert werden, da Thromboxan-unabhängige Mechanismen induziert werden. 

In der vorliegenden Arbeit wird insbesondere auf die ASS-Resistenz vom Typ II (phar-

makodynamischer Typ) näher eingegangen. 

 

 

1.4 Klinische Relevanz der ASS-Resistenz 

 

Bei einer verminderten Wirksamkeit von ASS zur Thrombozytenfunktionshemmung 

konnte in einigen Studien, allerdings bei Verwendung verschiedener Messparameter, 

auch ein Zusammenhang mit der Klinik dargestellt werden:  

 

Bei Patienten aus der HOPE-Studie (Heart Outcomes Prevention Evaluation; Yusuf et 

al., 2000) wurde die 11-Dehydro-TXB2-Konzentration im Urin (in ng/mmol Kreatinin) 

als Maß für die thrombozytäre Thromboxan-Synthese über einen Zeitraum von 5 Jahren 

bestimmt (Eikelboom et al., 2002). Hierbei wurden 488 Patienten mit Myokardinfarkt, 

Schlaganfall oder gefäßbedingtem Tod und 488 Kontrollpersonen ohne derartige 

Ereignisse gegenübergestellt; beide Gruppen wurden mit ASS therapiert. Erhöhte 

Konzentrationen dieses Thromboxan-Metaboliten im Urin gingen mit einem signifikant 

höheren Risiko für Myokardinfarkt und gefäßbedingten Tod einher. Für das Schlag-

anfallrisiko war jedoch kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe erkennbar.  

 

Bei Thrombozyten-Aggregationsmessungen an 326 KHK-Patienten unter ASS-Therapie 

zeigten 17 Patienten eine ASS-Resistenz, die mit einem erhöhten Risiko für Myokard-

infarkt, Tod oder zerebrovaskulärem Ereignis assoziiert war (Gum et al., 2003).  
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Yilmaz et al. (2005) bestimmten anhand von Thrombozytenfunktionsmessungen mit 

PFA-100 die Prävalenz der ASS-Resistenz bei 14 Patienten mit einer koronaren Bypass-

Stenose in einer späten Kontrollangiographie nach ACB-OP. Bei dem Vergleich mit 

derselben Anzahl von Kontrollpersonen ohne Bypass-Stenose zeigte sich in der Patien-

tengruppe mit Bypass-Stenose eine viel höhere Prävalenz (50 % vs. 7 %). 

 

Bei deutlich mehr Bypass-Patienten wurde der Unterschied zwischen ASS-Respondern 

und ASS-Nonrespondern bezüglich der thrombotischen Ereignisrate in einem Zeitraum 

von zwei Jahren nach ACB-OP untersucht. Die insgesamt 289 Patienten hatten sich 

einer nicht-notfallmäßigen Bypass-OP unterzogen und wurden postoperativ mit 

325 mg/d therapiert. 54,7 % der Patienten wurden anhand der unzureichenden Wirkung 

von ASS auf die Blutungszeit als ASS-Nonresponder eingestuft, von denen 9,5 % 

thrombotische Ereignisse hatten, verglichen mit 6,9 % bei den ASS-Respondern. Dieser 

Unterschied war nicht signifikant (Buchanan et al., 2000).  

 

Bei Patienten besteht nach ACB-OP (off-pump) eine klare Assoziation zwischen dem 

Vorhandensein einer ASS-Resistenz und dem Auftreten von Bypass-Thrombosen 

(Poston et al., 2006). Insbesondere bei großen Endothelschäden hatten ASS-Non-

responder eine deutlich höhere Rate an Bypass-Thrombosen als ASS-Responder.  

 

Die genannten Studien liefern also zahlreiche und überzeugende Anhaltspunkte dafür, 

dass bei ASS-resistenten Patienten, die anhand von Laborparametern als solche identi-

fiziert wurden, negative Auswirkungen auf den klinischen Verlauf möglich sind. Die 

Ergebnisse sind jedoch nicht einheitlich. Das kann auch damit zusammenhängen, dass 

die verwendeten Methoden zur Messung einer unzureichenden ASS-Wirkung unter-

schiedlich sind (11-Dehydro-TXB2 im Urin, Thrombozyten-Aggregationsmessung, 

PFA-100-System, Blutungszeit). Thrombozytenfunktionsmessungen wurden von Yil-

maz et al. (2005) am PFA-100-System durchgeführt. Diese Methode ist zur Definition 

der ASS-Resistenz wenig mit Aggregationsmessungen vergleichbar. Bei Messungen mit 

PFA-100 und Aggregationsmessungen ergaben sich nicht dieselbe Anzahl an ASS-

resistenten Patienten (9,5 % vs. 5,5 %), und nur 4 der 18 anhand der Aggregation als 

ASS-resistent definierten Patienten waren auch bei Messung mit PFA-100 ASS-

resistent (Gum et al., 2001). Darüber hinaus lieferten Untersuchungen mit PFA-100 an 
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gesunden Probanden nach Einnahme von ASS, verglichen mit ASS-Zugabe in vitro, 

ebenfalls diskordante Ergebnisse (Golanski et al., 2004).  

 

 

1.5 Pharmakologische Hemmung der Thrombozytenfunktion 

 

ASS ist der am häufigsten eingesetzte Inhibitor der Thrombozytenfunktion. Bei 

bestimmten Indikationen, z.B. bei ASS-Unverträglichkeit oder erhöhtem Thrombose-

risiko, werden zunehmend auch Thienopyridine (Clopidogrel oder Ticlopidin p.o.) ein-

gesetzt. Bei speziellen Indikationen (Koronarinterventionen) werden Glykoprotein 

(GP)-IIb/IIIa-Rezeptorantagonisten (Abciximab, Eptifibatid oder Tirofiban i.v.) ein-

gesetzt. Im Folgenden werden die verschiedenen Wirkmechanismen und einige Risiken 

der jeweiligen Antiplättchen-Therapie dargestellt. 

 

ASS führt über eine irreversible Acetylierung der Cyclooxygenase (COX) zu einer 

Hemmung der thrombozytären Thromboxan A2-Synthese, aber auch der vaskulären 

Prostazyklinsynthese (Abbildung 1). Während in kernhaltigen Endothelzellen die 

Cyclooxygenase durch Neusynthese innerhalb von Stunden ersetzt werden kann, bleibt 

die Thromboxan-Synthese in den kernlosen Thrombozyten ohne die Fähigkeit zur Pro-

teinbiosynthese für die 7- bis 10-tägige thrombozytäre Lebensdauer gehemmt.  

In niedrigen Dosierungen kann somit die unerwünschte Hemmung der vaskulären Pro-

stazyklinsynthese gering gehalten werden, da nach Deacetylierung von ASS in der Le-

ber im Sinne eines first-pass-Effektes nur der bioverfügbare Anteil (45-50 %) die Ge-

fäße im systemischen Kreislauf erreicht, wohingegen die Thrombozyten im portalvenö-

sen Blut der gesamten enteral resorbierten ASS-Dosis ausgesetzt sind (Review s. 

Hohlfeld, 1996). Daraus resultiert möglicherweise ein günstigeres Verhältnis der Syn-

thesehemmung von aggregatorisch und vasokonstriktorisch wirkendem Thromboxan A2 

(TXA2) zu dem antiaggregatorisch und vasodilatierend wirkendem Prostazyklin (PGI2). 

Von den bekannten Risiken einer ASS-Therapie sind vor allem die magenschleimhaut-

schädigende Wirkung und Blutungskomplikationen zu nennen. 
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Abbildung 1 
Die Cyclooxygenase (COX) als Schlüsselenzym der Synthese von Prostaglandinen (PG) und 
Thromboxan A2 aus Arachidonsäure, beispielhaft für Thrombozyten und vaskuläre Zellen dar-
gestellt. Bei Hemmung der COX-1 durch ASS resultiert in Thrombozyten eine verminderte 
Thromboxan A2-Synthese und in Endothelzellen eine verminderte Prostazyklinsynthese. 
 
 
Thrombozyten    Vaskuläre Zellen (Gefäßendothel, glatte Muskulatur) 

        Membranphospholipide 

 

  Arachidonsäure 

 

 

(COX-1, COX-2 ?)  PGG2    (COX-1 und COX-2)     

 

 

       PGH2 

Thromboxan-   Prostazyklin- 

Synthase   Synthase 

 

Thromboxan A2  Prostazyklin 

- aggregatorisch  - antiaggregatorisch 

- vasokonstriktorisch  - vasodilatierend 

- Proliferation glatter  - Proliferation glatter  

  Muskelzellen ↑    Muskelzellen ↓ 

    - Hemmung der Migration 

 

 

Thienopyridine (Clopidogrel oder Ticlopidin) führen nach hepatischer Metabolisierung 

zu einer irreversiblen Hemmung des thrombozytären ADP-Rezeptors P2Y12 und 

blockieren auf diese Weise die ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung, einen 

bedeutsamen Verstärkungsmechanismus der Thrombozyten-Aggregation (Hollopeter et 

al., 2001; Hechler et al., 2005). Die Ergebnisse der CAPRIE-Studie (CAPRIE Steering 

Committee, 1996) zeigten eine mindestens vergleichbare Wirksamkeit von Clopidogrel 

gegenüber ASS bezüglich der Reduktion ischämischer Ereignisse bei Patienten mit 

atherosklerotischer Gefäßerkrankung, wobei Patienten nach ACB-OP besonders pro-

fitierten (Bhatt et al., 2001). Dennoch wird gegenwärtig in der postoperativen Throm-

boseprophylaxe ASS bevorzugt eingesetzt, wobei vor allem die höheren Kosten von 

Clopidogrel den Einsatz limitieren.  
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Bekannte Nebenwirkungen der Thienopyridine sind Durchfälle und Hautausschläge. 

Die selten vorkommende schwere Neutropenie stellt eine schwerwiegende Komplika-

tion in erster Linie unter Ticlopidin-Therapie dar und macht engmaschige Blutbild-

kontrollen in der ersten Behandlungszeit notwendig. 

 

GPIIb/IIIa-Rezeptorantagonisten (Abciximab, Eptifibatid oder Tirofiban) hemmen 

die Fibrinogenbindung an den thrombozytären Fibrinogenrezeptor GPIIb/IIIa und somit 

einen zentralen Schritt der Thrombozyten-Aggregation. Unabhängig von der Art der 

Thrombozytenaktivierung kommt es durch Hemmung der Fibrinogenbindung an 

GPIIb/IIIa zu einer potenten Aggregationshemmung. Hauptnebenwirkungen sind uner-

wünschte Blutungen und Thrombozytopenien (Gawaz, 1999).  

GPIIb/IIIa-Rezeptorantagonisten sind wegen des hohen Blutungsrisikos zur postopera-

tiven Prophylaxe arterieller Thrombosen bei Patienten nach ACB-OP weniger geeignet.  

Ihre Anwendung ist auf das akute Koronarsyndrom, insbesondere mit Katheterinter-

vention, beschränkt. Oral wirksame Substanzen, wie z.B. Sibrafiban, ergaben keinen 

Vorteil gegenüber ASS in der Sekundärprävention nach akutem Koronarsyndrom 

(SYMPHONY Investigators, 2000). In einer Metaanalyse zeigte sich bei Auswertung 

von vier klinischen Studien sogar ein leicht erhöhtes Mortalitätsrisiko unter Therapie 

mit oral wirksamen GPIIb/IIIa-Rezeptorantagonisten (Chew et al., 2001). 

 

 

1.6 Die Cyclooxygenase 

 

Die für die Thrombozytenfunktionshemmung durch ASS entscheidende Cyclooxy-

genase (COX-1) kommt ubiquitär im Organismus vor und ist das Schlüsselenzym der 

Synthese von Thromboxan und Prostaglandinen (PG) aus Arachidonsäure (ArA) 

(Abbildung 1). Die aus Membranphospholipiden freigesetzte Arachidonsäure wird 

dabei zunächst unter Einführung von Sauerstoff (Oxigenierung) und Ringschluss 

(Zyklisierung) in das Prostaglandin-Hydroendoperoxid PGG2 überführt. In der 

anschließenden Peroxidasereaktion wird PGG2 zu PGH2 reduziert. Diese Endoperoxide 

sind chemisch labil. In Thrombozyten entsteht aus PGH2 Thromboxan A2 (TXA2) unter 

katalytischer Mitwirkung der Thromboxan-Synthase. TXA2 ist instabil, da es aufgrund 

einer hohen Ringspannung leicht hydrolysiert wird. Dabei entsteht das stabile, nicht 

mehr biologisch aktive Thromboxan B2.  
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1.6.1 Isoformen der Cyclooxygenase 

 

Die bekannten Isoenzyme COX-1 und COX-2 werden von unterschiedlichen Genen 

kodiert und weisen Unterschiede in ihren Funktionen und in ihrer Inhibitor-Selektivität 

auf, obwohl sie strukturell ähnlich sind. Die COX-1 ist konstitutiv in den meisten Zellen 

vorhanden und erfüllt physiologische Funktionen. Beispielsweise katalysiert sie die 

Synthese von protektiven Prostaglandinen in der Magenschleimhaut und in der Niere. In 

Thrombozyten und im Gefäßendothel katalysiert sie die Synthese von Thromboxan A2 

und Prostazyklin mit entgegengesetzten Wirkungen auf die Aggregation (Abbildung 1). 

Die COX-2 dagegen gilt als induzierbare Isoform, die bei pathophysiologischen Vor-

gängen eine wichtige Rolle spielt, vor allem bei der Bildung von Entzündungsmedia-

toren in Entzündungsprozessen und auch bei der Regulation des Zellwachstums. Zu den 

induzierenden Stimuli gehören entsprechend proinflammatorische Zytokine (z.B. Inter-

leukin (IL)-1, IL-2) sowie Wachstumsfaktoren. Daneben kommt die COX-2 jedoch 

auch konstitutiv vor, z.B. im zentralen Nervensystem. Zudem wird den durch COX-2 

synthetisierten Prostaglandinen eine Bedeutung bei der Ovulation und beim Geburts-

vorgang zugesprochen (Vane et al., 1998).  

Neben diesen beiden bekannten COX-Isoformen wurden noch weitere Isoformen 

beschrieben, darunter COX-3, die durch das COX-1 Gen kodiert wird, in der ent-

sprechenden mRNA jedoch nicht das Intron 1 enthält und somit eine Variante der COX-

1 ist. Bei Menschen wurde COX-3-mRNA im zerebralen Kortex und im Herz nach-

gewiesen (Chandrasekharan et al., 2002). Die Funktion des Enzyms ist nicht bekannt.  

 

 

1.6.2 Cyclooxygenase in Thrombozyten  

 

In Thrombozyten überwiegt bei weitem die COX-1. Weber et al. (1999) wiesen jedoch 

mittels Western Blot auch die Isoform COX-2 in humanen Thrombozyten nach und 

vermuteten, dass die COX-2-Expression in Thrombozyten eine Rolle bei der ASS-

Resistenz spielt. In nachfolgenden durchflusszytometrischen Untersuchungen an 

Thrombozyten von Patienten, die sich einer ACB-OP unterzogen, zeigte sich ein 

signifikanter Anstieg der COX-2-Expression an Tag 5 im Vergleich zu den präopera-

tiven Werten (Weber et al., 2002b; Zimmermann et al., 2003). Der selektive COX-2-In-

hibitor Celecoxib senkte die Thromboxan-Synthese bei ASS-resistenten Thrombozyten 
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von Patienten nach ACB-OP nicht signifikant (Zimmermann et al., 2003), so dass 

fraglich ist, ob die COX-2 in Thrombozyten eine pathophysiologische Bedeutung hat.  

 

Die Wirkung anderer COX-Inhibitoren unterschiedlicher Substanzklassen auf die 

Thrombozytenfunktion bei Patienten mit ASS-Resistenz nach ACB-OP soll in der vor-

liegenden Arbeit untersucht werden. Im Unterschied zu ASS hemmen reversible COX-

Inhibitoren die COX-1 kompetitiv und konkurrieren mit Arachidonsäure um das aktive 

Zentrum der COX-1. Ebenso wie ASS sind die Essigsäurederivate Indometacin und 

Diclofenac Acetyl-substituiert und ähneln diesbezüglich der chemischen Struktur von 

ASS. Propionsäurederivate enthalten wie ASS und Essigsäurederivate eine Carboxyl-

gruppe. Oxicame (z.B. Piroxicam) besitzen dagegen keine Carboxylgruppe.  

 

 

1.7 Hemmstoffe der Cyclooxygenase: Unterschiede in der Isoform-Selektivität 

 

Die Cyclooxygenase in Thrombozyten stellt den Angriffspunkt von ASS bei Hemmung 

der Thrombozyten-Aggregation dar. Andere nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAID) 

können in Thrombozyten durch Inhibierung der Cyclooxygenase ebenfalls zu einer 

verminderten Thromboxan-Synthese und somit zu einer Aggregationshemmung führen, 

wobei Unterschiede in der Präferenz der COX-Isoform bestehen. Klinisch werden sie 

hauptsächlich zur antiinflammatorischen und analgetischen Therapie eingesetzt.  

 

ASS hemmt durch Übertragung eines Acetylrestes auf die Aminosäure Serin-530 die 

Cyclooxygenase irreversibel mit einer ca. 100-fachen Präferenz für die COX-1. Diese 

Acetylierung findet jedoch nicht im katalytischen Zentrum des Enzyms statt, sondern 

führt zu einer sterischen Blockade eines hydrophoben Kanals im Cyclooxygenase-

Molekül, den das Substrat Arachidonsäure passieren muss, um an das katalytische 

Zentrum zu gelangen. Bedeutend für die katalytische Funktion ist vor allem Tyrosin-

385 (Roth & Majerus, 1975; Picot et al., 1994; Loll et al., 1995). 

Im Gegensatz zu ASS, dessen Acetylrest kovalent an die COX gebunden wird, hemmen 

andere NSAIDs die COX kompetitiv und reversibel und binden unter anderem an Argi-

nin-120. An diese Stelle im COX-Molekül bindet initial auch ASS (Rome et al., 1975; 

Patrono et al., 2001). Indometacin gehört zu den Essigsäure-Derivaten und zeigt eine 

60-fache Präferenz für die COX-1. Diclofenac ist ebenfalls ein Vertreter der Essig-
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säure-Derivate, hemmt aber beide Isoformen der COX in ähnlichem Ausmaß. Napro-

xen gehört zu den Propionsäure-Derivaten und hemmt wie Diclofenac die COX-1 und 

COX-2 ungefähr in gleichem Maße (Mitchell et al., 1993). Flurbiprofen ist strukturell 

verwandt mit Naproxen und gehört ebenfalls zu den Propionsäure-Derivaten. Nach 

Cryer & Feldman (1998) ist Flurbiprofen relativ COX-1-selektiv. Piroxicam weist eine 

Präferenz für die COX-1 auf und enthält als Oxicam-Derivat im Gegensatz zu den 

anderen genannten NSAIDs keine Carboxylgruppe. 

Daneben gibt es COX-Inhibitoren, die selektiv die COX-2 hemmen, wie z.B. Celecoxib, 

Nimesulide oder Etodolac (Vane, 2000). DFP [5,5-dimethyl-3-(2-isopropoxy)-4-(4-

methanesulfonylphenyl)-2(5H)-furanon] ist ein COX-2-Inhibitor, der eine besonders 

hohe COX-2-Selektivität aufweist (Leblanc et al., 1999). DFP hemmte die thrombo-

zytäre COX-1 und die monozytäre COX-2 in einem COX-1/COX-2 IC50-Verhältnis von 

1918/1. Das ebenfalls als COX-2-selektiv geltende Celecoxib (zum Vergleich) ergab ein 

Verhältnis von nur 29,6/1 (Tacconelli et al., 2002). 

 

 

1.8 Fragestellung 
 

Der molekulare Mechanismus der „Resistenz“ von Thrombozyten gegenüber ASS ist 

bisher nicht bekannt. Da Voruntersuchungen dafür sprechen, dass eine „Resistenz“ auf 

der Ebene der thrombozytären COX vorliegt, stellt sich die Frage, ob dies nur die 

Acetylierung des Enzyms durch ASS betrifft oder auch auf die reversible Inhibition des 

Enzyms durch andere COX-Inhibitoren, wie Indometacin, Diclofenac, Naproxen, Flur-

biprofen und Piroxicam zutrifft.  

Sollten ASS-resistente Thrombozyten sich auch gegenüber anderen COX-Inhibitoren 

als weniger sensitiv erweisen, könnte eine Modifikation des aktiven Zentrums der 

COX-1 vorliegen, die nicht allein die Acetylierungsstelle (Serin 530) betrifft. Zusätzlich 

würde dieser Befund die Hypothese widerlegen, dass eine beschleunigte Inaktivierung 

von ASS in Thrombozyten von ASS-Nonrespondern zugrunde liegt.  

Zur Bearbeitung dieser Fragestellung sollten Blutproben von KHK-Patienten vor und 

nach ACB-OP gewonnen und die Hemmbarkeit der Thrombozytenfunktion durch ASS 

im Vergleich zu den COX-Inhibitoren Indometacin, Diclofenac, Naproxen, Flurbiprofen 

oder Piroxicam in vitro untersucht werden. Bei allen Patientenproben wurden zur Be-

urteilung der Thrombozytenfunktion die Thrombozyten-Aggregation und die thrombo-

zytäre Thromboxan-Synthese gemessen. 
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Wenn ASS-resistente Thrombozyten sich auch gegenüber anderen COX-Inhibitoren als 

weniger sensitiv erweisen, sind folgende weiterführende Fragen von Interesse:  

-  Gibt es Gemeinsamkeiten bei strukturell verwandten COX-Inhibitoren? 

- Sind COX-Inhibitoren mit einer Präferenz zu der COX-1-Isoform in größerem Aus-

maß von einer Resistenzentwicklung betroffen als COX-Inhibitoren, die beide Isofor-

men in gleichem Ausmaß hemmen? 

Darüber hinaus sollte untersucht werden, ob durch den hochselektiven COX-2-Inhibitor 

DFP in einer Konzentration zur maximalen Hemmung der COX-2-Isoform (1 µM) die 

Thromboxan-Synthese in Thrombozyten von ASS-resistenten Patienten gehemmt wer-

den kann, was für eine Beteiligung der COX-2-Isoform an der Thromboxan-Synthese 

sprechen würde. 

 

 

 

2 Material und Methoden 

 
2.1 Patienten 
 

In die Studie wurden 66 Patienten (1 weiblich, 65 männlich) mit stabiler Angina pecto-

ris einbezogen, die sich wegen einer koronaren (2- oder 3-) Gefäßerkrankung in der 

Klinik für Thorax- und Kardiovaskuläre Chirurgie der Heinrich-Heine-Universität Düs-

seldorf einer elektiven aortokoronaren Bypass-Operation unter Verwendung der extra-

korporalen Zirkulation (Herz-Lungen-Maschine) unterzogen. Alle Patienten wurden 

über den Zweck der Studie aufgeklärt und gaben ihre schriftliche Zustimmung. Ein 

positives Votum wurde seitens der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universität 

erteilt. Das Alter der Patienten lag zwischen 45 und 89 Jahren mit einem Median von 66 

Jahren. Wegen vorzeitiger Verlegung, Versterben oder messtechnischer Probleme 

konnten 7 Patienten nicht in die Auswertung einbezogen werden. Die Patienten wurden 

nach einer durchschnittlichen Verweildauer von 12 Tagen aus der chirurgischen Klinik 

entlassen oder verlegt.  

 

Zu den Ausschlusskriterien gehörten: ASS-Unverträglichkeit, hämostaseologische Be-

gleiterkrankungen, bekannte Hepatitis- oder HIV-Infektionen, terminale Niereninsuf-

fizienz, Leberinsuffizienz sowie dekompensierte Herzinsuffizienz. Thrombozyten-
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Aggregationshemmer (ASS, Clopidogrel) wurden mindestens 10 Tage vor dem geplan-

ten Operationstermin abgesetzt. Ansonsten wurde die Pharmakotherapie der Patienten 

unverändert fortgeführt, mit Ausnahme organischer Nitrate, die postoperativ nicht mehr 

verabreicht wurden. Ab dem Morgen des ersten postoperativen Tages wurde Acetyl-

salicylsäure (Aspirin protect 100, Bayer, Leverkusen) in einer Dosis von 100 mg/d oral 

verabreicht. Darüber hinaus erhielten die Patienten standardmäßig Cefazolin (Grama-

xin, 3 x 1 g/d i.v.) während der ersten beiden postoperativen Tage sowie Enoxaparin 

(Clexane, 40 mg/d s.c.), Omeprazol (Antra, 40 mg/d p.o.) und Acetylcystein 

(Fluimucil, 300 mg/d p.o.) bis zur Entlassung. Diuretika (Furosemid) und Kalium 

(Kalinor Brause) wurden bedarfsorientiert gegeben.  

 

 

2.2 Entnahme und Aufarbeitung der Blutproben 

 

Unmittelbar vor Narkoseeinleitung und am fünften (vierten bis sechsten) postoperativen 

Tag wurde den Patienten kurz vor Einnahme der Morgenmedikation 20 ml venöses Blut 

entnommen. Es wurde das Vacutainer®-System (Becton Dickinson Vacutainer Systems, 

Plymouth, UK), welches 0,129 M Natrium-Citrat enthält, verwendet. Sofort nach der 

Entnahme erfolgte die Aufarbeitung der Blutproben im Institut für Pharmakologie und 

Klinische Pharmakologie der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf mit anschließender 

Durchführung der Aggregationsexperimente.  

 

Die Gewinnung des plättchenreichen Plasmas (PRP) erfolgte durch 10-minütige Zentri-

fugation des Blutes in den Vacutainer-Röhrchen bei 800 U/min und Raumtemperatur 

(Minifuge GL, Heraeus Christ). Nach der Zentrifugation wurde das PRP in ein 10 ml 

Polyäthylenröhrchen abpipettiert, wobei die Pipettenspitze nur minimal in das PRP 

eintauchte, um weitestgehend leukozyten- und erythrozytenfreies PRP aufzunehmen. 

Der Rest der Blutprobe wurde auf 2 ml Eppendorfcups verteilt, bei 14000 U/min für 6 

min (Tischzentrifuge Eppendorf Centrifuge 5415c) zentrifugiert und das auf diese 

Weise gewonnene plättchenarme Plasma (PAP) in 2 ml Eppendorfhütchen abpipettiert 

und erneut bei 14000 U/min für 6 min zentrifugiert, um weitestgehend erythrozyten-

freies PAP für die Eichung des Aggregometers zu erhalten. 

 

 



 - 15 -

2.3 Aufbereitung der Arachidonsäure 

 

Als Stimulus der Thrombozyten-Aggregation und der thrombozytären Thromboxan-

Synthese wurde 1 mM Arachidonsäure (ArA) verwendet, weil die ArA-stimulierte 

Thrombozyten-Aktivierung ausschließlich Thromboxan-abhängig verläuft und deshalb 

die Hemmung durch ASS (oder andere COX-Inhibitoren) besonders sensitiv anzeigt.  

Aus einer 100 mM ethanolischen Arachidonsäure-Stammlösung (1 g ArA, Oxford Bio-

medical Research, Oxford, MI, USA, gelöst in 32,8 ml Ethanol) wurden kleine Vorräte 

für die Versuche in Glasgefäßen in das Salz überführt. Dafür wurden 150 µl alkoho-

lische Natronlauge (100 mM NaOH in Ethanol) in die Glasgefäße vorgelegt und 

anschließend mit 50 µl der Arachidonsäure-Stammlösung gemischt. Diese Arachidon-

säure/NaOH-Lösung wurde unter N2 langsam eingedampft. Während des Eindampf-

Vorganges wurden die Gefäße vor Tageslicht geschützt. Das auf diese Weise 

entstandene Salz wurde unter N2 bei -20 °C stehend und dunkel gelagert. Am jeweiligen 

Versuchstag wurde das Salz in 100 µl Tris-Puffer (50 mM, pH 7,4) gelöst und diese 

Arachidonsäure-Lösung als Stimulus für die Thrombozyten-Aggregation verwendet. 

 

 

2.4 Thrombozyten-Aggregation  

 

Die konzentrationsabhängige Hemmung der Thrombozyten-Aggregation durch ASS, 

Indometacin, Diclofenac, Naproxen, Flurbiprofen, Piroxicam und DFP wurde vor und 

an Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-Operation in vitro untersucht. Bei allen Blutproben wur-

den sowohl die Aggregation als auch die Thromboxan-Synthese gemessen.  

 

Es wurden folgende Konzentrationen der Testsubstanzen in vitro eingesetzt: 

ASS  30 µM, 100 µM (Lysinsalz, Aspisol) 

Indometacin 0,3 µM, 1 µM, 3 µM, 10 µM, 30 µM 

 (50 mM Stammlösung in Ethanol gelöst, Verdünnungen mit TM-Puffer) 

Diclofenac 0,3 µM, 1 µM, 3 µM, 10 µM, 30 µM 

 (10 mM Stammlösung in DMSO gelöst, Verdünnungen mit TM-Puffer) 

Naproxen 1 µM, 3 µM, 10 µM, 30 µM, 100 µM, 300 µM 

Flurbiprofen 0,1 µM, 0,3 µM, 1 µM, 3 µM, 10 µM, 30 µM 

 (100 mM Stammlösung in DMSO gelöst, Verdünnungen mit TM-Puffer) 
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Piroxicam 3 µM, 10 µM, 30 µM, 100 µM, 300 µM 

DFP  1 µM 

     (In Vorversuchen zeigte DFP in einer Konzentration von 1 µM eine 

     maximale Hemmung der COX-2.) 

 

Alle Konzentrationen wurden auf der Basis von Vorversuchen mit PRP (gesunder) 

freiwilliger Spender ausgewählt. Weitere Vorversuche ergaben, dass die gewählten 

Lösungsmittel keinen Einfluss auf die Messungen der Aggregation und der 

Thromboxan-Synthese haben.  

 

 

Versuchsprotokoll 

 
PRP-Proben aller Patienten wurden prä- und postoperativ zunächst jeweils mit ASS in 

vitro getestet (ASS-Responderstatus) und einer Gruppe der anderen COX-Inhibitoren 

zugeordnet. Zuerst wurde orientierend PRP von fünf Patienten mit Indometacin geprüft. 

Nachdem sich eine erhöhte IC50 für die postoperative Hemmung der Aggregation und 

Thromboxan-Synthese bei ASS-Resistenten ergab, wurde PRP von jeweils 12-14 

Patienten mit Indometacin, Diclofenac, Naproxen, Flurbiprofen und/oder DFP in vitro 

untersucht. Die großen substanzspezifischen Unterschiede führten dazu, dass im Nach-

gang der Untersuchung PRP von acht weiteren Patienten mit Piroxicam in vitro unter-

sucht wurde, da diese Substanz als Nicht-Carboxylat (Oxicam) in dieser Hinsicht beson-

ders interessierte.  

 

 

Tabelle 1 
Anzahl der je Substanz untersuchten Patienten. In allen Proben wurde auch die Hemmung durch 
ASS geprüft, so dass die Zahlen nach postoperativem ASS-Responderstatus unterteilt sind.  
 

Testsubstanz ASS-Responder (n) ASS-Nonresponder (n) ∑ 

Indometacin 7 11 18 

Diclofenac 8 6 14 

Naproxen  7 5 12 

Flurbiprofen 6 6 12 

Piroxicam 2 6 8 

DFP 5 9 14 
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Tabelle 1 zeigt eine Zusammenstellung der untersuchten Substanzen und die Anzahl der 

ASS-Responder und ASS-Nonresponder (nach postoperativer Aufteilung) in der jewei-

ligen Patienten-Gruppe, die zusätzlich zu ASS mit der jeweiligen Substanz untersucht 

wurde. Die Kriterien der Definition von ASS-Nonrespondern sind in Abschnitt 3.1.3 

erläutert. Die Strukturformeln sind in Abbildung 2 dargestellt. 
 

 

Abbildung 2 
Strukturformeln der verwendeten Testsubstanzen. ASS, Indometacin und Diclofenac (Essig-
säure-Derivate), Naproxen und Flurbiprofen (Propionsäure-Derivate), Piroxicam (Oxicam-De-
rivat), DFP (COX-2-Inhibitor). 
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2.4.1 Messung der Thrombozyten-Aggregation 

 
Die Messung der Thrombozyten-Aggregation im PRP erfolgte photometrisch (Turbidi-

metrie) in einem Zweikanalaggregometer (Labor Hamburg). Das Messprinzip beruht 

auf einer Änderung der Lichtdurchlässigkeit, welche durch Formwandel der Thrombo-

zyten mit Ausbildung von Pseudopodien („shape change“) und anschließender Aggre-

gation der Thrombozyten verursacht wird. Polychromatisches Licht, welches von einer 

Niederspannungsglühbirne emittiert wird, trifft auf das PRP. Die Bildung von Plätt-

chenaggregaten führt zu einer Abnahme der Partikelzahl. Das transmittierte Licht wird 

von einer Photozelle in ein elektronisches Signal umgewandelt und verarbeitet (Abbil-

dung 3). Das Gerät wurde für jede Patientenprobe mit PAP bzw. PRP des jeweiligen 

Patienten auf 100 % und auf 0 % Lichtdurchlässigkeit geeicht. 

 

 

2.4.2 Durchführung der Aggregationsversuche 

 
Es wurden 400 µl PRP mit 100 µl TM-Puffer oder 100 µl der jeweiligen Testsubstanz in 

einer Küvette mit Rührstab bei 37 °C im Wärmeblock über 4 min vorinkubiert. 

Anschließend wurde das PRP im Aggregometer mit 1200 U/min für 2 min vorstimuliert 

und danach mit 1 mM Arachidonsäure (ArA) die Thrombozyten-Aggregation gestartet. 

Nach weiteren 4 min wurde die Thromboxanbildung durch Zugabe von 50 mM 

Indometacin und 77 mM EDTA gestoppt. Zur späteren Messung der Synthese von 

Thromboxan in Form des Hydrolyseproduktes Thromboxan B2 (TXB2) wurden die 

Aggregate bei 15000 U/min (5 min) abzentrifugiert, der Überstand in Eppendorfhütchen 

bei –20 °C gelagert und die Pellets verworfen. Zu Beginn und am Ende der Aggrega-

tionsmessungen wurde jeweils eine Kontrollaggregation ohne ASS durchgeführt. 

 

 

2.4.3 Auswertung der Aggregationskurven 

 
Die Aggregationskurven wurden mit einem am Aggregometer angeschlossenen Schrei-

ber mit einem Papiervorschub von 3 cm/min aufgezeichnet (Abbildung 3). Die maxi-

male Steigung der Kurve ist ein Maß für die Thrombozyten-Aggregation. Sie wurde 

anhand der durch diesen Punkt gelegten Tangente mittels eingezeichneten Steigungs-

dreiecks manuell ausgemessen und in cm/min angegeben. 
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Abbildung 3 
Auswertung einer Aggregationskurve (Originalregistrierung) durch Ermittlung der Tangente 
durch den Punkt der maximalen Steigung. Das Steigungsdreieck wurde manuell eingezeichnet 
und die maximale Steigung in cm/min ermittelt. Als Stimulus der Thrombozyten-Aggregation 
wurde Arachidonsäure (ArA, Pfeil) verwendet. 
 

 
 

 
2.5 Messung der Thromboxan-Synthese (Radioimmunoassay) 
 
Aus den Überständen der Thrombozyten-Aggregationsversuche wurde zur Bestimmung 

der Thromboxan-Synthese das Hydrolyseprodukt TXB2 gemessen, da TXA2 selbst 

instabil ist und aufgrund einer hohen Ringspannung leicht hydrolysiert wird. Dabei ent-

steht das nicht mehr biologisch aktive TXB2, das im Gegensatz zu TXA2 stabil ist. Die 

Messungen der TXB2-Synthese wurden mittels Radioimmunoassay (RIA) (Schrör & 

Seidel, 1988) im Institut für Pharmakologie und Klinische Pharmakologie der Heinrich-

Heine-Universität Düsseldorf durchgeführt. Eine Probe mit dem zu messenden Antigen 

(TXB2) wurde zusammen mit einer bekannten Menge radioaktiv markiertem Antigen 

(Tracer [³H]TXB2) sowie einer definierten Menge eines spezifischen Antikörpers gegen 

TXB2 inkubiert. Beide Antigene konkurrieren um die Antikörperbindungsstellen. Ent-

sprechend der Konzentrationsverhältnisse stellt sich ein Dissoziationsgleichgewicht 

zwischen Tracer und dem zu messenden Antigen ein. Nach einer Inkubationszeit von 

16-20 h erfolgte die Entfernung des ungebundenen markierten Antigens von den 
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markierten Antigen-Antikörper-Komplexen mittels Kohlepräzipitation und anschlie-

ßend die Messung der gebundenen Radioaktivität im Überstand. Über Eichkurven mit 

bekannten Standardkonzentrationen wurde anhand der gemessenen Radioaktivität die 

Konzentration des Antigens in der Probe ermittelt. Die Standardkurve basierte auf Mes-

sungen mit nicht markiertem TXB2. Die Nachweisgrenze lag bei 0,04 ng/ml. 

 

 

2.6 Material 

 
2.6.1 COX-Inhibitoren 

 
Acetylsalicylsäure  Bayer, Leverkusen (Lysinsalz) 

Indometacin  Luitpold Pharma, München 

Diclofenac  Sigma, Steinheim 

(S)- Naproxen  [-]- Naproxen- Natrium, Sigma, Steinheim 

[±]- Flurbiprofen Sigma, Steinheim 

Piroxicam  ct-Arzneimittel GmbH, Berlin 

DFP   Merck Frosst Canada & Co., Kirkland, Quebec 

 

 

2.6.2 Material für die Aggregationsversuche 

 
Lösungsmittel und Puffersubstanzen 
 
Tris-Puffer Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Fluka BioChemika, Neu-Ulm 

NaCl   Merck, Darmstadt 

NaHCO3  Merck, Darmstadt 

KCl   Merck, Darmstadt 

NaH2PO4 x H2O Merck, Darmstadt 

MgCl2 x 6 H2O Merck, Darmstadt 

HEPES   N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’-(2-ethanesulfonic acid) 

   Sigma, Deisenhofen 

EDTA (Titriplex III®) Merck, Darmstadt 

NaOH (in Ethanol) Merck, Darmstadt 

Ethanol  Merck, Darmstadt 

DMSO   (Dimethylsulfoxid), Merck, Darmstadt 
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Zusammensetzungen und Konzentrationen 
 
Tris-Puffer  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, 50 mM, pH 7,4 

TM-Puffer   134 mM NaCl; 12 mM NaHCO3; 2,9 mM KCl; 0,36 mM 

NaH2PO4 x H2O; 1 mM MgCl2 x 6 H2O; 5 mM HEPES; pH 7,4 

EDTA   77 mM 

NaOH (in Ethanol) 100 mM 

 

Stimulus zur Thrombozytenaktivierung 
 
Arachidonsäure Oxford Biomedical Research, Oxford/MI, USA 

Arachidonsäure Konzentration 1 mM 

 

 

2.6.3 Material für die TXB2-Messung (Radioimmunoassay) 

 
NaCl   Merck, Darmstadt 

Na2HPO4 x 2 H2O Merck, Darmstadt 

NaH2PO4 x 2 H2O Merck, Darmstadt 

 

RIA-Puffer 150 mM NaCl; 1,66 mM Na2HPO4 x 2 H2O; 8,1 mM NaH2PO4 x  

  2 H2O; pH 7,4  

 

Antikörper  spezifischer TXB2-Antikörper vom Kaninchen (γ-Globulin, poly-

klonal) hergestellt im Labor des Institutes für Pharmakologie und 

Klinische Pharmakologie (Schrör & Seidel, 1988) 

 

radioaktiver Tracer  

[³H]TXB2 Amersham Biosciences, Freiburg (Lot # TRK 620). 

 

 

2.7 Statistische Auswertung 

 
Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe von GraphPad Prism 3.0 und Microsoft 

Excel 2000 durchgeführt. IC50-Werte (log [M]) wurden mit GraphPad Prism 3.0 errech-

net. Die Messdaten wurden als Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) 
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aus n unabhängigen Experimenten angegeben. Statistische Vergleiche zwischen zwei 

Versuchsgruppen wurden unter Verwendung des Student t-Testes durchgeführt. Für 

Vergleiche zwischen prä- und postoperativen Werten wurde der verbundene t-Test 

angewandt. Vergleiche von mehr als zwei Gruppen wurden mit der ANOVA durch-

geführt. Anschließende Einzelgruppenvergleiche wurden mit dem Bonferroni-post-Test 

überprüft. Unterschiede zwischen Versuchsgruppen wurden bei p< 0,05 als statistisch 

signifikant angesehen und in Abbildungen mit „ * “ oder „+“ markiert. 

 

 

 

3 Ergebnisse 

 
Die Thrombozytenstimulation sämtlicher PRP-Proben erfolgte mit Arachidonsäure. 

Gemessen wurden die Aggregation in Gegenwart von ASS (0, 30 und 100 µM) in vitro 

und anschließend die Thromboxan-Synthese jeweils vor und nach ACB-Operation bei 

allen verfügbaren Proben der insgesamt 66 Patienten. Zusätzlich zu den Untersuchun-

gen mit ASS wurden prä- und postoperative Messungen mit der jeweiligen Testsubstanz 

(Indometacin, Diclofenac, Naproxen, Flurbiprofen, Piroxicam oder DFP) durchgeführt.  

 
 
3.1 Thrombozytenfunktionshemmung durch ASS 
 

Die Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS in vitro konnte bei 59 der 66 

Blutproben sowohl prä- als auch postoperativ gemessen werden.  

 
 
3.1.1 Thrombozyten-Aggregation 
 

In Tabelle 2 (im tabellarischen Anhang, S. 45) sind prä- und postoperative Aggre-

gationswerte von 59 Patienten ohne und in Gegenwart von ASS in vitro gegenüber 

gestellt. In Abbildung 4 sind die Ergebnisse grafisch dargestellt.  

 

Abbildung 4 a zeigt, dass durch die postoperativ erfolgte orale Therapie mit ASS (100 

mg/d) die Arachidonsäure-stimulierte Aggregation nur marginal gehemmt wurde. Eine 

nur 20 %ige Hemmung der Thrombozyten-Aggregation ist nicht ausreichend. Bei 

Arachidonsäure als Stimulus wäre eine nahezu vollständige Hemmung zu erwarten, da 
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die Aktivierung weitestgehend Thromboxan-abhängig ist. Die postoperative orale ASS-

Therapie beeinflusst die Aggregation im Mittel also nur minimal. Die Aggregation 

konnte auch durch in vitro Zugabe von ASS nicht vollständig gehemmt werden (  

postoperative ASS-Resistenz).  

 

Abbildung 4 
Arachidonsäure (1 mM)-stimulierte Thrombozyten-Aggregation in PRP vor und 5 Tage (±1 
Tag) nach ACB-Operation. Die Aggregation wurde jeweils ohne (0 µM ASS) und in Gegenwart 
von ASS (30 µM und 100 µM) in vitro durchgeführt. 
a) Die Aggregation wurde aus der maximalen Steigung der Aggregationskurve manuell ermit-
telt und in cm/min angegeben.  
b) Dargestellt sind die prozentualen Ergebnisse aus Abbildung a) bezogen auf die Steigung 
(cm/min) bei 0 µM ASS der jeweiligen Probe. 
* p<0,05 vs. ASS 0 µM; + p<0,05 vs. prä-OP Kontrolle; n= 59 
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Präoperativ konnte die Aggregation durch 30 µM ASS in vitro auf 30,1±4,1 % bezogen 

auf den Kontrollwert (0 µM ASS) gehemmt werden (Abbildung 4 b). ASS in einer 

Konzentration von 100 µM in vitro führte präoperativ zu einer nahezu vollständigen 

Hemmung der Aggregation auf 0,9±0,85 % des Kontrollwertes. Postoperativ dagegen 

wurde durch 30 µM ASS in vitro eine Hemmung der Aggregation auf nur 67,2±4,8 % 

des Kontrollwertes erzielt, obwohl die Patienten zu diesem Zeitpunkt ASS zur post-

operativen Thrombozyten-Aggregationshemmung einnahmen (100 mg/d p.o.). Auch bei 

ASS in höherer Konzentration (100 µM) in vitro konnte die Aggregation nur partiell auf 

44,4±5,7 % des Kontrollwertes gehemmt werden. Die Unterschiede zwischen den prä- 

und postoperativen Werten sind sowohl bei Zugabe von 30 µM ASS als auch bei 100 

µM ASS statistisch signifikant.  
 

Abbildung 5 zeigt repräsentative Aggregationskurven eines Patienten, der postoperativ 

als ASS-Nonresponder eingestuft wurde. Präoperativ konnte die Thrombozyten-Aggre-

gation durch Zugabe von 30 µM und 100 µM ASS gehemmt werden. Fünf Tage nach 
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ACB-OP dagegen konnte die Thrombozyten-Aggregation durch ASS in vitro (30 µM 

und 100 µM) nicht vollständig gehemmt werden, obwohl bereits seit fünf Tagen eine 

postoperative ASS-Therapie mit 100 mg/d p.o. erfolgt war.  
 

Abbildung 5  
Repräsentative Aggregationskurven eines Patienten, der postoperativ eine ASS-Resistenz ent-
wickelte. Als Aggregationsstimulus wurde 1 mM Arachidonsäure (ArA, Pfeil) verwendet. Die 
Thrombozyten-Aggregation wurde ohne (Kontrolle) und in Gegenwart von ASS (30 µM und 
100 µM) in vitro durchgeführt. Die jeweils zugehörigen TXB2-Werte sind in ng/ml angegeben. 
 
a) Thrombozyten-Aggregation in PRP vor ACB-OP. 
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b) Thrombozyten-Aggregation desselben Patienten an Tag 5 nach ACB-Operation 
 (nach postoperativer ASS-Therapie mit 100 mg/d per os) 
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In Abbildung 6 ist die Thrombozyten-Aggregation in Gegenwart von 30 µM ASS als 

Histogramm dargestellt. Insgesamt ist die Wirksamkeit von 30 µM ASS in vitro zur 

Aggregationshemmung prä- und postoperativ heterogen. Man erkennt, dass präoperativ 

in etwa 50 % der untersuchten PRP-Proben eine Aggregationshemmung auf unter 10 

cm/min erzielt wurde. Postoperativ zeigten etwa die Hälfte der Proben eine Aggregation 

zwischen 20 und 30 cm/min. Bei Hemmung der Aggregation mit 30 µM ASS in vitro 

zeigt sich eine ausgeprägte interindividuelle Variabilität, da bei den Messungen in 

Gegenwart von 30 µM ASS sehr unterschiedliche Aggregationswerte zwischen 0 und 

40 cm/min vorkamen. Andererseits bestand außerdem eine intraindividuelle Varia-

bilität, da sich die Häufigkeitsverteilung innerhalb derselben Patienten an verschiedenen 

Untersuchungstagen (prä- und postoperativ) unterschied. Offenbar variiert die Throm-

bozyten-Aggregation innerhalb eines Individuums bei Messungen zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten, nämlich vor allem bei den Patienten, die eine ASS-Resistenz entwickeln. 

Daher ergab sich postoperativ eine „nach rechts verschobene“ Häufigkeitsverteilung.  

 

Abbildung 6 
Darstellung der Arachidonsäure (1 mM)-stimulierten Thrombozyten-Aggregation (cm/min) in 
PRP vor und 5 Tage (±1 Tag) nach ACB-Operation in Gegenwart von 30 µM ASS in vitro 
(n=59) als Histogramm. 
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3.1.2 Thromboxan-Synthese 
 
Die Thromboxan-Synthese wurde anhand des bei der Aggregationsmessung erhaltenen 

Überstands (PAP) durch Radioimmunoassay ermittelt. Die Thromboxan-Konzentration 

(Tabelle 3 im Anhang, Abbildung 7) verhielt sich erwartungsgemäß analog den Ergeb-

nissen aus der Auswertung der Aggregationskurven (Tabelle 2 im Anhang und 
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Abbildung 4), da bei Hemmung der Arachidonsäure-induzierten Aggregation entspre-

chend eine Hemmung der Thromboxan-Synthese erfolgt sein muss.  
 
Abbildung 7 
Arachidonsäure (1 mM)-stimulierte Thromboxan-Synthese in PRP ohne (0 µM ASS) und mit 
ASS (30 µM und 100 µM) in vitro vor und 5 Tage (±1 Tag) nach ACB-Operation.  
a) Die Thromboxan-Synthese wurde aus den Überständen der Thrombozyten-Aggregations-
versuche mittels Radioimmunoassay ermittelt und ist als Konzentration (ng/ml) angegeben.  
b) Dargestellt sind die prozentualen Ergebnisse aus Abbildung a) bezogen auf die Thromboxan-
Synthese (ng/ml) bei 0 µM ASS der jeweiligen Probe.  
* p<0,05 vs. ASS 0 µM; + p<0,05 vs. prä-OP Kontrolle; n= 59 
 
a)      b) 

Thromboxan-Synthese in ng/ml

0 ASS 30 ASS 100 ASS
0

200

400

600

800

1000
prä-OP

post-ACB-OP
+

+
*

*

*

+
*

Konzentration [µM]

Th
ro

m
bo

xa
n 

B
2 

[n
g/

m
l]

 

Thromboxan-Synthese in %

0 ASS 30 ASS 100 ASS
0

20

40

60

80

100 prä-OP

post-ACB-OP

*

+
*

*

+
*

Konzentration [µM]

Th
ro

m
bo

xa
n 

B 2
 [%

]

 
 
Die Thromboxan-Synthese wurde präoperativ durch 30 µM ASS in vitro auf 

18,9±2,1 % und durch ASS in einer Konzentration von 100 µM in vitro nahezu 

vollständig auf 0,9±0,2 % des Kontrollwertes (bei 0 µM ASS) gehemmt (Abbildung 7). 

Dagegen wurde postoperativ trotz ASS-Therapie (100 mg/d p.o.) die Thromboxan-

Synthese nur minimal gehemmt und konnte auch durch Zugabe von 30 µM oder 

100 µM ASS in vitro nur auf 59,2±4,6 % bzw. auf 32,8±4,4 % des Kontrollwertes 

gehemmt werden. 

 

Die Thromboxan-Bestimmungen zeigen also, dass (trotz Einnahme von ASS) die Wirk-

samkeit von ASS in vitro zur Hemmung der Thromboxan-Synthese postoperativ gegen-

über den präoperativen Werten signifikant abnimmt und somit auch die Aggregation 

postoperativ nicht vollständig gehemmt werden kann. 

 

 

3.1.3 Einteilung in ASS-Responder und ASS-Nonresponder 

 
Die Thromboxan-Synthese ohne ASS in vitro wurde als Kontrollwert des jeweiligen 

Patienten und Untersuchungstages auf 100 % gesetzt und anschließend die prozentuale 
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Hemmung der Thromboxan-Synthese in Gegenwart von 30 oder 100 µM ASS ermittelt. 

Anhand der Thromboxan-Synthese in Gegenwart von 100 µM ASS wurden die Patien-

ten in ASS-Responder (Thromboxan-Synthese <10 %) und ASS-Nonresponder 

(Thromboxan-Synthese >10 %) eingeteilt. Diese Vorgehensweise beruht auf der An-

nahme, dass oberhalb einer Thromboxan-Synthese von 10 % eine Thromboxan-vermit-

telte Aggregation induziert werden kann (Reilly & FitzGerald, 1987; Di Minno et al., 

1983). Mit dieser Einteilung kamen unter den 59 Patienten präoperativ keine ASS-

Nonresponder vor. Postoperativ dagegen waren 31 der 59 Patienten ASS-Nonresponder 

(53 %) und nur 28 der 59 Patienten blieben weiterhin ASS-Responder (47 %).  

 

Abbildung 8  
Vergleich von ASS-Respondern (n= 28) gegenüber ASS-Nonrespondern (n= 31). 
Arachidonsäure (1 mM)-stimulierte Thromboxan-Synthese vor und 5 Tage (±1 Tag) nach ACB-
Operation in Gegenwart von ASS (0, 30, 100 µM) in vitro. Vergleich der postoperativen 
Thromboxan-Konzentration mit der präoperativen (% Kontrolle bei 0 µM ASS). 
Die 100 % entsprechenden Absolutwerte bei 0 µM ASS unterscheiden sich an dem jeweiligen 
Untersuchungstag nicht signifikant zwischen ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern und 
sind über den Säulen in ng/ml angegeben (Mittelwert±SEM).  
a) Postoperative Thromboxan-Synthese (%) bei ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern  
b) Präoperative Thromboxan-Synthese (%). Gleiche Patienten wie in a) 
+ p<0,05 vs. ASS-Responder 
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Abbildung 8 zeigt die aufgrund der vorgenommenen Einteilung zu erwartenden post-

operativen Unterschiede zwischen ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern bezüglich 

der Hemmung der Thromboxan-Synthese in Gegenwart von 30 und 100 µM ASS 

(Abbildung 8 a). Die entsprechende präoperative Hemmung der Thromboxan-Synthese 

bei denjenigen Patienten, die postoperativ als ASS-Responder und ASS-Nonresponder 

eingestuft wurden, ist zum Vergleich in Abbildung 8 b dargestellt. Die postoperative 

Hemmung der Thromboxan-Synthese durch 30 µM oder 100 µM ASS in vitro 
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unterscheidet sich erwartungsgemäß deutlich (um den Faktor 2,9 bzw. Faktor 28) 

zwischen ASS-Respondern (n= 28) und ASS-Nonrespondern (n= 31). Bei Betrachtung 

der präoperativen Thromboxan-Synthese ist ebenfalls ein Unterschied zwischen den 

beiden Gruppen erkennbar (Tabelle 4 im Anhang, Abbildung 8 b): Die Hemmung der 

Thromboxan-Synthese durch 30 µM ASS unterscheidet sich schon präoperativ 

statistisch signifikant für ASS-Responder und ASS-Nonresponder. Bei den postoperativ 

als ASS-Responder eingestuften Patienten war bei 30 µM ASS ein Trend für ein 

postoperativ vermindert wirksames ASS erkennbar. Dieser Unterschied war nur bei den 

prozentualen Werten statistisch signifikant. Bei 100 µM ASS bestand kein signifikanter 

Unterschied der präoperativen TXB2-Werte zwischen ASS-Respondern und ASS-

Nonrespondern. Analoge Ergebnisse fanden sich auch bei den Aggregationsmessungen 

(Tabelle 5 im Anhang, Abbildung 9).  

 
Abbildung 9 
Vergleich von ASS-Respondern (n= 28) gegenüber ASS-Nonrespondern (n= 31).  
Arachidonsäure (1 mM)-stimulierte Thrombozyten-Aggregation in PRP von Patienten vor und 5 
Tage (±1 Tag) nach ACB-Operation in Gegenwart von ASS (0, 30, 100 µM) in vitro. Vergleich 
der postoperativen Aggregation mit der präoperativen (% Kontrolle bei 0 µM ASS). 
Die 100 % entsprechenden Absolutwerte bei 0 µM ASS unterscheiden sich an dem jeweiligen 
Untersuchungstag nicht signifikant zwischen ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern und 
sind über den Säulen in cm/min angegeben (Mittelwert±SEM). 
a) Postoperative Aggregation (%) bei ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern 
b) Präoperative Aggregation (%). Gleiche Patienten wie in a) 
+ p<0,05 vs. ASS-Responder 
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Bei den postoperativ als ASS-Nonresponder eingestuften Patienten ist nur präoperativ 

eine nahezu vollständige Hemmung der Aggregation durch 100 µM ASS möglich, post-

operativ kam es jedoch, wie aufgrund der vorgenommenen Einteilung zu erwarten ist, 

zu einer signifikant geringeren Hemmung der Thrombozyten-Aggregation, da oberhalb 

einer Thromboxan-Synthese von 10 % eine Thromboxan-vermittelte Aggregation indu-
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ziert werden kann (Reilly & FitzGerald, 1987; DiMinno et al., 1983). Dagegen ist bei 

den ASS-Respondern, die in Gegenwart von 100 µM ASS nach der vorgenommenen 

Einteilung eine Thromboxan-Synthese von weniger als 10 % hatten, auch die Aggrega-

tion prä- und postoperativ erwartungsgemäß vollständig gehemmt. Die Ergebnisse 

unterstützen also die Annahme, dass oberhalb einer Thromboxan-Synthese von 10 % 

eine Thromboxan-vermittelte Aggregation induziert werden kann. 

 

Postoperativ ist der Unterschied zwischen ASS-Respondern (n= 28) und ASS-Non-

respondern (n= 31) bezüglich der Hemmung der Thrombozyten-Aggregation durch 30 

und 100 µM ASS in vitro statistisch signifikant. Bei einer Konzentration von 30 µM 

ASS ist jedoch präoperativ ebenfalls ein Unterschied zwischen ASS-Respondern und 

ASS-Nonrespondern erkennbar (Abbildung 9): Die Hemmung der Thrombozyten-

Aggregation durch 30 µM ASS unterscheidet sich schon präoperativ statistisch signi-

fikant zwischen den beiden Gruppen. In Gegenwart von 100 µM ASS in vitro besteht 

präoperativ kein signifikanter Unterschied zwischen ASS-Respondern und ASS-Non-

respondern.  

 

 

3.2 Thrombozytenfunktionshemmung durch reversible COX-Inhibitoren  

 
Bisher wurde dargestellt, dass nach ACB-Operation die Sensitivität der Thrombozyten 

gegenüber ASS bezüglich der Thrombozyten-Aggregation und der Thromboxan-Syn-

these abnimmt. Im Folgenden wird nun gezeigt, wie sich die Sensitivität der Thrombo-

zyten gegenüber anderen COX-Inhibitoren nach ACB-Operation ändert. Aus den 

Aggregationsmessungen und der Thromboxan-Bestimmung wurden Konzentrations-

Wirkungskurven erstellt und die IC50-Werte ermittelt. Hierbei wurden jeweils zunächst 

die prä- und postoperativen IC50-Werte aller Patienten gegenübergestellt, die mit der 

jeweiligen Substanz untersucht wurden. Besonderes Augenmerk wurde jedoch auf die 

postoperativen Unterschiede zwischen ASS-Responder und ASS-Nonresponder gelegt. 

Postoperativ erfolgte daher, wie unter Abschnitt 3.1.3 beschrieben, eine Einteilung in 

ASS-Responder und ASS-Nonresponder. Die Unterschiede zwischen ASS-Respondern 

und ASS-Nonrespondern an Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-OP bezüglich der Hemmung der 

Thromboxan-Synthese und der Thrombozyten-Aggregation durch den jeweiligen COX-

Inhibitor in vitro sind jeweils anhand der IC50-Werte als Säulendiagramme verdeutlicht. 
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Für die Hemmung der Thromboxan-Synthese sind jeweils zusätzlich die Konzen-

trations-Wirkungskurven dargestellt.  

 
 

3.2.1 Essigsäure-Derivate: Indometacin und Diclofenac 

 
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen mit den Essigsäure-Derivaten 

Indometacin und Diclofenac dargestellt.  

 

Indometacin 
 
Indometacin wurde in den Konzentrationen 0,3 µM bis 30 µM eingesetzt (Vorver-

suche). In Abbildung 10 wird deutlich, dass die IC50-Werte sowohl für die Hemmung 

der Aggregation als auch für die Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Indo-

metacin postoperativ etwa um das 4-fache des präoperativen Kontrollwertes ansteigen.  

 

Abbildung 10 
IC50-Werte von Indometacin vor und 5 Tage (±1 Tag) nach ACB-Operation (n= 18). 
a) IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation durch Indometacin. 
b) IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Indometacin. 
Der jeweilige entlogarithmierte Mittelwert ist als Zahlenwert (µM) in der Säule angegeben. 
* p<0,05 vs. prä-OP Kontrolle 
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Unterteilt man die postoperativen IC50-Werte für die Thromboxan-Synthesehemmung 

durch Indometacin in IC50-Werte von ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern, dann 

erkennt man, dass bei ASS-Nonrespondern eine etwa 9-fach höhere Indometacin-

Konzentration notwendig ist, um eine halbmaximale Hemmung der Thromboxan-

Synthese zu erreichen (Abbildung 11). Für eine halbmaximale Hemmung der Aggre-

gation war bei ASS-Nonrespondern eine fast 7-fach höhere Konzentration nötig 
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(p<0,05). Die IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese sind jeweils 

etwas niedriger als für die Hemmung der Aggregation, denn um eine Hemmung der 

Aggregation zu erreichen, ist eine halbmaximale Hemmung der Thromboxan-Synthese 

nicht ausreichend. Vermutlich ist eine Hemmung der Thromboxan-Synthese unter 10 % 

erforderlich.  
 
Abbildung 11 
IC50-Werte von Indometacin bei ASS-Respondern (n= 7) versus ASS-Nonrespondern (n= 11) an 
Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-Operation. 
a) IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation. 
b) IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese. 
Der jeweilige entlogarithmierte Mittelwert ist als Zahlenwert (µM) in der Säule angegeben. 
* p<0,05 vs. ASS-Responder 
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Abbildung 12 
Thromboxan-Synthese (in % bezogen auf den Kontrollwert bei 0 µM) an Tag 5 (±1 Tag) nach 
ACB-Operation. 
a) Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Indometacin (Konzentrationen 0,3 bis 30 µM) 
bei ASS-Respondern (n= 7) versus ASS-Nonrespondern (n= 11). 
b) Hemmung der Thromboxan-Synthese durch ASS (Konzentrationen 0, 30, 100 µM). Gleiche 
Patienten wie in a).  
Die 100 % entsprechenden Absolutwerte bei 0 µM ASS sind über den Säulen in ng/ml angege-
ben (Mittelwert±SEM).  
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Die relative postoperative Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Indometacin bei 

ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern (dargestellt als Konzentrations-Wirkungs-

kurven) zeigt, dass die Kurve der ASS-Nonresponder deutlich (ca. eine 10er-Potenz) 

nach rechts verschoben ist (Abbildung 12 a). Daneben sind die dazugehörigen Throm-

boxan-Werte dieser Patientengruppe bei Hemmung durch ASS dargestellt. Es wird 

deutlich, dass ASS-Nonresponder nicht nur gegenüber ASS, sondern auch gegenüber 

Indometacin postoperativ eine verminderte Sensitivität aufweisen. 

 

 

Diclofenac 

 
Diclofenac wurde in den Konzentrationen 0,3 µM bis 30 µM eingesetzt. In Abbildung 

13 erkennt man, dass für Diclofenac die IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-

Synthese und der Aggregation postoperativ 2,2- bis 2,6-fach höher sind als der jeweilige 

präoperative Kontrollwert. Dieser Unterschied erreichte aufgrund der postoperativ rela-

tiv geringen Anzahl an ASS-Nonrespondern keine statistische Signifikanz.  

 
 

Abbildung 13 
IC50-Werte von Diclofenac vor und 5 Tage (±1 Tag) nach ACB-Operation (n= 12-14). 
a) IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation durch Diclofenac. 
b) IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Diclofenac. 
Der jeweilige entlogarithmierte Mittelwert ist als Zahlenwert (µM) in der Säule angegeben. 
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Die postoperativen IC50-Werte von ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern in 

Abbildung 14 zeigen jedoch, dass die Sensitivität der Thrombozyten in PRP von ASS-

Nonrespondern gegenüber Diclofenac deutlich vermindert ist, so dass hier eine etwa 
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8,5- bis 11-fach höhere Diclofenac-Konzentration als bei den ASS-Respondern not-

wendig ist, um eine halbmaximale Hemmung der Thromboxan-Synthese und der 

Aggregation zu erreichen (p<0,05). Wie bei den Untersuchungen mit Indometacin ist 

die Konzentrations-Wirkungskurve der ASS-Nonresponder bei Hemmung der Throm-

boxan-Synthese mit Diclofenac deutlich nach rechts verschoben (Abbildung 15). 

Vergleichbare Ergebnisse fanden sich bei den Aggregationsmessungen.  

 

ASS-Responder und ASS-Nonresponder unterschieden sich auch schon präoperativ bei 

Hemmung durch Indometacin und Diclofenac (nicht signifikant). Es ergibt sich nur ein 

Trend, dass ASS-Nonresponder schon präoperativ geringer durch Indometacin oder 

Diclofenac hemmbar sind (nicht gezeigt).  

 

 

Abbildung 14 
IC50-Werte von Diclofenac bei ASS-Respondern (n= 8) versus ASS-Nonrespondern (n= 6) an 
Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-Operation. 
a) IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation. 
b) IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese. 
Der jeweilige entlogarithmierte Mittelwert ist als Zahlenwert (µM) in der Säule angegeben. 
* p<0,05 vs. ASS-Responder 
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Abbildung 15 
Thromboxan-Synthese (in % bezogen auf den Kontrollwert bei 0 µM) an Tag 5 (±1 Tag) nach 
ACB-Operation. 
a) Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Diclofenac (Konzentrationen 0,3 bis 30 µM) bei 
ASS-Respondern (n= 8) versus ASS-Nonrespondern (n= 6). 
b) Hemmung der Thromboxan-Synthese durch ASS (Konzentrationen 0, 30, 100 µM). Gleiche 
Patienten wie in a). 
Die 100 % entsprechenden Absolutwerte bei 0 µM ASS sind über den Säulen in ng/ml angege-
ben (Mittelwert±SEM).  
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3.2.2 Propionsäure-Derivate: Naproxen und Flurbiprofen  

 

Von den Propionsäure-Derivaten wurden Naproxen und Flurbiprofen zur Untersuchung 

der Thrombozytenfunktionshemmung in vitro verwendet. 

 

Naproxen 
 
Naproxen wurde in Konzentrationen von 1 µM bis 300 µM eingesetzt. Die IC50-Werte 

für die Hemmung der Aggregation und der Thromboxan-Synthese durch Naproxen sind 

prä- und postoperativ annähernd gleich (Abbildung 16). Die postoperativen IC50-Werte 

von ASS-Nonrespondern sind gegenüber den ASS-Respondern in den vorliegenden 

Untersuchungen etwa 2-fach erhöht (nicht signifikant; Abbildung 17). Entsprechend ist 

die Konzentrations-Wirkungskurve für die postoperative Hemmung der Thromboxan-

Synthese durch Naproxen bei ASS-Nonrespondern gegenüber der Kurve der ASS-

Responder nur geringfügig nach rechts verschoben (Abbildung 18 a), obwohl nach-

weislich bei diesen Patienten die Hemmung durch ASS erheblich vermindert war 

(Abbildung 18 b). Vergleichbare Ergebnisse fanden sich bei den Aggregations-

messungen. ASS-Responder und ASS-Nonresponder unterschieden sich präoperativ 

ebenfalls nicht signifikant (nicht gezeigt).  



 - 35 -

Abbildung 16 
IC50-Werte von Naproxen vor und 5 Tage (±1 Tag) nach ACB-Operation (n= 10-12). 
a) IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation durch Naproxen. 
b) IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Naproxen. 
Der jeweilige entlogarithmierte Mittelwert ist als Zahlenwert (µM) in der Säule angegeben. 
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Abbildung 17 
IC50-Werte von Naproxen bei ASS-Respondern (n= 7) versus ASS-Nonrespondern (n= 5) an 
Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-Operation. 
a) IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation. 
b) IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese. 
Der jeweilige entlogarithmierte Mittelwert ist als Zahlenwert (µM) in der Säule angegeben. 
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Abbildung 18 
Thromboxan-Synthese (in % bezogen auf den Kontrollwert bei 0 µM) an Tag 5 (±1 Tag) nach 
ACB-Operation. 
a) Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Naproxen (Konzentrationen 1 bis 300 µM) bei 
ASS-Respondern (n= 7) versus ASS-Nonrespondern (n= 5) (bei 1 µM n= 3-4). 
b) Hemmung der Thromboxan-Synthese durch ASS (Konzentrationen 0, 30, 100 µM). Gleiche 
Patienten wie in a).  
Die 100 % entsprechenden Absolutwerte bei 0 µM ASS sind über den Säulen in ng/ml angege-
ben (Mittelwert±SEM).  
 
 
a)              b) 

Naproxen post-ACB-OP

0
0

25

50

75

100

125
 ASS-Responder

 ASS-Nonresponder

1 3 10 30 100 300

Naproxen [µM]

TX
B 2

 [%
]

Naproxen
ASS-Hemmung post-ACB-OP

0 30 100
0

25

50

75

100
 ASS-Responder
 ASS-Nonresponder

1100
±369

  753
±146

ASS [µM]

TX
B 2

[%
]

 
 

 

Flurbiprofen 
 
Flurbiprofen wurde in Konzentrationen von 0,1 µM bis 30 µM eingesetzt. Die post-

operativen IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation und der Thromboxan-Syn-

these unterscheiden sich nicht signifikant von den präoperativen IC50-Werten 

(Abbildung 19). Die Unterschiede der postoperativen IC50-Werte von ASS-

Nonrespondern und ASS-Respondern sind jedoch statistisch signifikant (Abbildung 20). 

Für eine halbmaximale Hemmung der Thromboxan-Synthese und der Aggregation wird 

bei ASS-Nonrespondern eine etwa 3,5- bis 4,5-fach höhere Flurbiprofen-Konzentration 

benötigt als bei ASS-Respondern.  

 

Ähnlich wie Indometacin und Diclofenac ist die Konzentrations-Wirkungskurve für die 

Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Flurbiprofen bei ASS-Nonrespondern nach 

rechts verschoben (Abbildung 21 a), jedoch in etwas geringerem Maße, wie auch schon 

bei Vergleich der IC50-Werte deutlich wurde. ASS-Nonresponder zeigen folglich auch 

gegenüber Flurbiprofen eine verminderte Sensitivität. ASS-Responder und ASS-Non-

responder unterschieden sich präoperativ nicht signifikant (nicht gezeigt).  
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Abbildung 19 
IC50-Werte von Flurbiprofen vor und 5 Tage (±1 Tag) nach ACB-Operation (n= 12). 
a) IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation durch Flurbiprofen. 
b) IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Flurbiprofen. 
Der jeweilige entlogarithmierte Mittelwert ist als Zahlenwert (µM) in der Säule angegeben. 
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Abbildung 20 
IC50-Werte von Flurbiprofen bei ASS-Respondern (n= 6) versus ASS-Nonrespondern (n= 6) an 
Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-Operation. 
a) IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation. 
b) IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese. 
Der jeweilige entlogarithmierte Mittelwert ist als Zahlenwert (µM) in der Säule angegeben. 
* p<0,05 vs. ASS-Responder 
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Abbildung 21 
Thromboxan-Synthese (in % bezogen auf den Kontrollwert bei 0 µM) an Tag 5 (±1 Tag) nach 
ACB-Operation. 
a) Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Flurbiprofen (Konzentrationen 0,1 bis 30 µM) 
bei ASS-Respondern (n= 6) versus ASS-Nonrespondern (n= 6) (bei 0,1 µM n= 2-5). 
b) Hemmung der Thromboxan-Synthese durch ASS (Konzentrationen 0, 30, 100 µM). Gleiche 
Patienten wie in a). 
Die 100 % entsprechenden Absolutwerte bei 0 µM ASS sind über den Säulen in ng/ml angege-
ben (Mittelwert±SEM).  
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3.2.3 Oxicam-Derivat: Piroxicam 

 

Als ein Vertreter der Oxicam-Derivate wurden Untersuchungen mit Piroxicam in vitro 

durchgeführt. 

 

Piroxicam 
 
Piroxicam wurde in Endkonzentrationen zwischen 3 µM und 300 µM eingesetzt. Nach 

Hemmung der Aggregation und der Thromboxan-Synthese durch Piroxicam 

unterscheiden sich die postoperativen IC50-Werte nicht signifikant von den 

präoperativen IC50-Werten (Abbildung 22). Auch die IC50-Werte von ASS-Respondern 

und ASS-Nonrespondern an Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-OP lassen keinen signifikanten 

Unterschied erkennen (Abbildung 23). Es deutet sich lediglich ein Trend an, dass die 

postoperativen IC50-Werte von ASS-Nonrespondern gegenüber ASS-Respondern erhöht 

sind. Die Konzentrations-Wirkungskurve der ASS-Nonresponder ist gegenüber der von 

ASS-Respondern entsprechend nur wenig nach rechts verschoben (Abbildung 24). 

ASS-Responder und ASS-Nonresponder unterschieden sich präoperativ nicht signi-

fikant (nicht gezeigt).  
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Abbildung 22 
IC50-Werte von Piroxicam vor und 5 Tage (±1 Tag) nach ACB-Operation (n= 7-8). 
a) IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation durch Piroxicam. 
b) IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Piroxicam. 
Der jeweilige entlogarithmierte Mittelwert ist als Zahlenwert (µM) in der Säule angegeben. 
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Abbildung 23 
IC50-Werte von Piroxicam bei ASS-Respondern (n= 2) versus ASS-Nonrespondern (n= 6) an 
Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-Operation. 
a) IC50-Werte für die Hemmung der Aggregation. 
b) IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese. 
Der jeweilige entlogarithmierte Mittelwert ist als Zahlenwert (µM) in der Säule angegeben. 
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Abbildung 24 
Thromboxan-Synthese (in % bezogen auf Kontrolle bei 0 µM) an Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-
Operation. 
a) Hemmung der Thromboxan-Synthese durch Piroxicam (Konzentrationen 3 bis 300 µM) bei 
ASS-Respondern (n= 2) versus ASS-Nonrespondern (n= 6). 
b) Hemmung der Thromboxan-Synthese durch ASS (Konzentrationen 0, 30, 100 µM). Gleiche 
Patienten wie in a). Die 100 % entsprechenden Absolutwerte bei 0 µM ASS sind über den 
Säulen in ng/ml angegeben (Mittelwert±SEM).  
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3.2.4 Selektive COX-2-Inhibition: DFP 
 

DFP wurde in einer Konzentration von 1 µM zur Hemmung der COX-2 eingesetzt, um 

zu prüfen, ob die induzierbare Isoform der Cyclooxygenase (COX-2) an der thrombo-

zytären Thromboxan-Synthese beteiligt ist. Die thrombozytäre Thromboxan-Synthese 

wird durch Hemmung der COX-2 nicht signifikant reduziert (Abbildung 25). Dies gilt 

sowohl für ASS-Responder als auch für ASS-Nonresponder. Vergleichbare Ergebnisse 

fanden sich bei den Aggregationsmessungen (nicht gezeigt). 

 
Abbildung 25 
Hemmung der Thromboxan-Synthese (in % bezogen auf den Kontrollwert bei 0 µM) durch 
ASS (Konzentrationen 0, 30, 100 µM) und durch DFP (1 µM) bei ASS-Respondern (n= 5) ver-
sus ASS-Nonrespondern (n= 9) an Tag 5 (± 1 Tag) nach ACB-Operation.  
Die 100 % entsprechenden Absolutwerte bei 0 µM ASS sind über den Säulen in ng/ml angege-
ben (Mittelwert±SEM).  
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3.3 Tabellarischer Anhang mit numerischen Ergebnissen 

 
Tabelle 2 
Arachidonsäure (1 mM)-stimulierte Thrombozyten-Aggregation in PRP vor und 5 Tage (±1 
Tag) nach ACB-Operation (cm/min und %) als Mittelwert±SEM (n= 59). Die Aggregation 
wurde jeweils ohne (0 µM ASS) und in Gegenwart von ASS (30 µM und 100 µM) in vitro 
durchgeführt. Die prozentualen Werte beziehen sich auf die Steigung (cm/min) bei 0 µM ASS 
der jeweiligen Probe. * p<0,05 vs. ASS 0 µM; + p<0,05 vs. prä-OP Kontrolle; n= 59 
 

Aggregation [cm/min] Aggregation [%] ASS-Konzentration 

[µM] Prä-OP Post-OP Prä-OP Post-OP 

0 27,3±1,0 21,3±0,8 + 100 100 

30     8,9±1,3 *   14,3±1,2 * + 30,1±4,1 * + 67,2±4,8 * + 

100       0,2±0,15 *     8,8±1,2 * +     0,9±0,85 * + 44,4±5,7 * + 

 

 

Tabelle 3 
Arachidonsäure (1 mM)-stimulierte Thromboxan-Synthese in PRP vor und 5 Tage (±1 Tag) 
nach ACB-Operation (ng/ml und %) als Mittelwert±SEM (n= 59). Die Aggregation wurde 
jeweils ohne (0 µM ASS) und mit ASS (30 µM und 100 µM) in vitro durchgeführt und 
anschließend im Überstand die Thromboxan-Synthese gemessen. Die prozentualen Werte 
beziehen sich auf die Thromboxan-Synthese (ng/ml) bei 0 µM ASS der jeweiligen Probe.  
* p<0,05 vs. ASS 0 µM; + p<0,05 vs. prä-OP Kontrolle; n= 59 
 

TXB2-Synthese [ng/ml] TXB2-Synthese [%] ASS-Konzentration 

[µM] Prä-OP Post-OP Prä-OP Post-OP 

0 928,3±51,6 759,7±64,8 + 100 100 

30    201,6±27,5 *   462,4±47,2 * +   18,9±2,1 * +   59,2±4,6 * + 

100     9,1±2,2 *   234,2±36,8 * +    0,9±0,2 * +   32,8±4,4 * + 

 

 

Tabelle 4 
Arachidonsäure (1 mM)-stimulierte Thromboxan-Synthese (%), ermittelt aus den Überständen 
der Thrombozyten-Aggregationsversuche, ohne (0 µM ASS) und mit ASS (30 µM und 100 µM) 
in vitro bei ASS-Respondern (n= 28) versus ASS-Nonrespondern (n= 31) vor und 5 Tage (±1 
Tag) nach ACB-Operation als Mittelwert±SEM. Die prozentualen Werte beziehen sich auf die 
Thromboxan-Konzentration (ng/ml) bei 0 µM ASS der jeweiligen Probe.  
+ p<0,05 vs. ASS-Responder, * p<0,05 vs. prä-OP 

 
ASS-Responder TXB2 [%] ASS-Nonresponder TXB2 [%]  

ASS-Konzentration 
[µM] Prä-OP Post-OP Prä-OP Post-OP 

0 100 100 100 100 

30 13,8±2,9 29,8±4,4 *  23,5±2,8 +    85,8±3,4 * + 

100   0,7±0,1 2,2±0,4 1,1±0,3    60,5±4,2 * + 
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Tabelle 5  
Arachidonsäure (1 mM)-stimulierte Thrombozyten-Aggregation (%) in PRP in Gegenwart von 
ASS (0, 30 und 100 µM) in vitro als Mittelwert±SEM bei ASS-Respondern (n= 28) versus 
ASS-Nonrespondern (n= 31) vor und 5 Tage (±1 Tag) nach ACB-Operation. Die prozentualen 
Werte beziehen sich auf die Aggregation (cm/min) bei 0 µM ASS des jeweiligen Unter-
suchungstages. + p<0,05 vs. ASS-Responder, * p<0,05 vs. prä-OP 
 
 

ASS-Responder 
Aggregation [%] 

ASS-Nonresponder 
Aggregation [%] 

ASS- 
Konzentration 

[µM] 
 Prä-OP Post-OP Prä-OP Post-OP 

0 100 100 100 100 

30 17,9±4,9 38,7±6,5 *  41,0±5,9 +    92,9±1,8 * + 

100   0±0 0±0 1,7±1,6    84,4±2,8 * + 

 

 

 

 

4 Diskussion 

 
ASS ist gegenwärtig das Standardpräparat zur Prophylaxe arterieller Thrombosen. In 

zahlreichen Studien wurde die Wirksamkeit von ASS zur Prognoseverbesserung bei 

bestimmten Risikogruppen belegt (Antithrombotic Trialists’ Collaboration, 2002). In 

den vergangenen Jahren zeigten jedoch auch viele Studien, dass ASS bei bestimmten 

Patientengruppen und auch bei gesunden Probanden die Thrombozytenfunktion nur 

unzureichend hemmt (Buchanan & Brister, 1995; Gum et al., 2001; Gum et al., 2001; 

Helgason et al., 1993). Besonders eindrucksvoll wurde dies bei KHK-Patienten nach 

ACB-OP beobachtet (Zimmermann et al., 2001; Zimmermann et al., 2003; Kulicz-

kowski et al., 2005; Poston et al., 2006). Diese Patientengruppe eignete sich daher gut, 

um Unterschiede zwischen ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern zu untersuchen.  

 

In der vorliegenden Arbeit konnten etwa 53 % der Patienten postoperativ nach ACB-

Operation anhand der Thromboxan-Synthese (> 10 % bei Hemmung durch 100 µM 

ASS in vitro) als ASS-Nonresponder eingestuft werden. Bereits präoperativ war bei den 

als ASS-Nonresponder und ASS-Responder eingestuften Patienten bei Hemmung mit 

30 µM ASS ein signifikanter Unterschied vorhanden. Dies liefert einen Anhaltspunkt 

dafür, dass bei ASS-Nonrespondern bereits präoperativ ein prädisponierender Faktor 

vorliegt, der dazu führt, dass postoperativ ASS-Resistenz auftritt.  
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Der zentrale und neue Befund der vorliegenden Arbeit besteht darin, dass ASS-Respon-

der und ASS-Nonresponder sich nicht nur in der Wirksamkeit von ASS unterscheiden, 

sondern dass bei ASS-Nonrespondern nach ACB-Operation auch andere COX-Inhibi-

toren eine verminderte Wirksamkeit zur Hemmung der Thromboxan-Synthese und 

Thrombozyten-Aggregation aufweisen. Bemerkenswert ist darüber hinaus, dass für ver-

schiedene Substanzgruppen quantitative Unterschiede in dieser Hinsicht bestehen. Für 

die untersuchten COX-Inhibitoren wurden Konzentrations-Wirkungskurven erstellt und 

IC50-Werte ermittelt, die zu einer halbmaximalen Hemmung der Thromboxan-Synthese 

und der Aggregation führten. Bei den Essigsäure-Derivaten Indometacin und Diclofe-

nac war der Unterschied der IC50-Werte zwischen ASS-Respondern und ASS-Non-

respondern besonders ausgeprägt. Gegenüber den ASS-Respondern war hier bei ASS-

Nonrespondern eine etwa 9- bzw. 8,5-fach höhere Konzentration der COX-Inhibitoren 

nötig, um eine halbmaximale Hemmung der Thromboxan-Synthese zu erreichen. (Die 

IC50-Werte für die Aggregationshemmung waren 7- bzw. 11-fach erhöht.) Bei dem Pro-

pionsäure-Derivat Flurbiprofen waren die IC50-Werte für die Hemmung der Thrombo-

xan-Synthese bzw. der Aggregation bei ASS-Nonrespondern nur um den Faktor 3,5 

bzw. 4,5 höher als bei ASS-Respondern. Für das strukturell verwandte Naproxen war 

der Unterschied zwischen den beiden Gruppen nur gering (2-fach) und nicht signifikant. 

Die IC50-Werte für Piroxicam waren bei ASS-Nonrespondern 2- bis 2,5-fach erhöht, 

dieser Unterschied war ebenfalls nicht signifikant.  

Dies spricht dafür, dass eine strukturelle Veränderung des Cyclooxygenase-Moleküls an 

der postoperativen Resistenzentwicklung beteiligt ist, die zu einer beeinträchtigten In-

teraktion zwischen Enzym und Inhibitoren führt, wobei insbesondere die Acetyl-sub-

stituierten COX-Inhibitoren ASS, Indometacin und Diclofenac betroffen sind. Dem-

gegenüber zeigte sich gegenüber den Propionsäure-substituierten Substanzen Naproxen 

und Flurbiprofen eine vergleichsweise geringere „Resistenz“-Entwicklung, die bei Na-

proxen nicht signifikant war. Für Piroxicam, das keine Carboxylgruppe enthält, ergab 

sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen ASS-Respondern und ASS-Non-

respondern. 

 

 

Prinzipielle Möglichkeiten zur Erklärung der ASS-Resistenz 

 
Bisher wurden zahlreiche Ursachen für „ASS-Resistenz“ diskutiert, die auf verschie-

denen Ansätzen beruhen, von denen nachfolgend die wesentlichen Aspekte im 
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Zusammenhang mit den vorliegenden Untersuchungen erläutert werden. In Abbildung 

26 sind die potentiellen Ursachen für ASS-Resistenz schematisch zusammengestellt.  

 

Abbildung 26 
Schematische Darstellung potentieller Ursachen für ASS-Resistenz.  
Abkürzungen: ArA (Arachidonsäure), ASS (Acetylsalicylsäure), COX (Cyclooxygenase), e.z. 
(extrazellulär), i.z. (intrazellulär), OAT (organischer Anionen-Transporter), PG (Prostaglandin), 
TZ (Thrombozyt), TX (Thromboxan), TXS (Thromboxan-Synthase) 
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4.1 Extrathrombozytäre Ursachen der ASS-Resistenz 

 
- Non-Compliance 

Eine potentielle Ursache für das Auftreten einer „ASS-Resistenz“ ist die Non-Com-

pliance von Patienten bei der Einnahme von ASS. In der vorliegenden Arbeit erfolgte 

die postoperative ASS-Therapie jedoch unter stationären Bedingungen, so dass die 

Compliance wahrscheinlich sehr hoch ist.  

 

- Veränderte Pharmakokinetik 

Die systemische Bioverfügbarkeit nach Deacetylierung von ASS in der Leber beträgt 

etwa 45-50 % (vgl. Kapitel 1.4). Die Pharmakokinetik von ASS unterliegt außerdem 

einer ausgeprägten interindividuellen Variabilität (Benedek et al., 1995). Dies könnte 

erklären, weshalb bei einigen Patienten erst durch Steigerung der ASS-Dosis eine aus-

reichende Plättchenaggregationshemmung erreicht werden konnte (Helgason et al., 

1993). Diese Form der ASS-Resistenz ist vergleichbar mit dem pharmakokinetischen 

Typ I (Weber et al., 2002a).  

 

- Erhöhte Thrombozytenregeneration nach ACB-OP  

Bei Patienten nach ACB-OP, die mit Herz-Lungen-Maschine (HLM) operiert worden 

waren, kommt es nach einem initialen Abfall der Thrombozytenzahl um etwa 25 % am 

ersten postoperativen Tag zu einem bemerkenswerten Anstieg der Thrombozytenzahl 

bis zum Tag 10 auf das 2-fache des präoperativen Ausgangswertes (Zimmermann et al., 

2001). Die Kollagen-stimulierte Thrombozyten-Aggregation und die Thromboxan-

Synthese waren in diesem Zeitraum trotz oraler ASS-Therapie mit 100 mg/d nicht 

adäquat gehemmt. Die gleiche ASS-Dosierung konnte bei gesunden Probanden eine 

ausreichende Thrombozytenfunktionshemmung bewirken. Die Autoren schlossen 

daraus, dass die erhöhte Thrombozytenregeneration zur ASS-Resistenz beiträgt, da auf-

grund der kurzen Plasmahalbwertszeit (< 30 min) von ASS bei einer einmaligen Dosis 

pro Tag vermehrt neu synthetisierte Thrombozyten ohne acetylierte Cyclooxygenase 

vorliegen können. Folgeuntersuchungen von Zimmermann et al. (2005) an Patienten, 

die eine ACB-OP ohne Verwendung einer HLM erhielten, unterstützten diese 

Hypothese, da bei diesen kein signifikanter Anstieg der Thrombozytenzahlen zu erken-

nen war und sowohl die Aggregation als auch die Thromboxan-Synthese nach 5 Tagen 

oraler ASS-Therapie signifikant gehemmt war.  
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Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit könnten eine verminderte Resorption 

oder Bioverfügbarkeit und auch eine erhöhte Thrombozytenregeneration dazu beigetra-

gen haben, dass nach postoperativer oraler ASS-Therapie mit 100 mg/d die Thrombo-

zytenfunktion nur gering gehemmt war. Dies kann jedoch nicht die Hauptursache sein, 

denn eine verminderte Wirksamkeit von ASS auf Thrombozyten trotz in vitro Zugabe 

hoher Konzentrationen (bis 100 µM) kann durch eine veränderte Pharmakokinetik oder 

erhöhte Thrombozytenregeneration nicht erklärt werden. Hierfür sind Veränderungen 

auf Thrombozyten-Ebene Voraussetzung, z.B. an Rezeptoren der Thrombozyten-

membran oder an der Cyclooxygenase, die den Angriffspunkt von ASS zur Hemmung 

der Thromboxan-Synthese darstellt.  

 
 
4.2 Potentielle Ursachen auf Thrombozyten-Ebene 

 
- Zellmembrantransporter/ „Säurefalle“ (Ionenfallenprinzip) 

Eine andere potentielle Ursache für das Auftreten von „ASS-Resistenz“ kann ein 

gestörter Transport von ASS in den Thrombozyten darstellen, z.B. über organische 

Anionen-Transporter (OATs), also Transportmoleküle oder Membranproteine, die 

organische Säuren durch die Plasmamembran transportieren. Im Tubulussystem der 

Niere sind OATs vorhanden, über die NSAIDs transportiert werden (Anzai et al., 2006). 

Andere Substrate der OATs sind beispielsweise Antibiotika und Prostaglandine. MRP4 

(multidrug resistance protein) ist ein organischer Anionentransporter, der in Thrombo-

zyten-Granula vorkommt (Ritter et al., 2005). Es ist bisher nicht bekannt, ob dieser 

Transporter eine Rolle bei dem (transmembranösen) Transport von ASS in den Throm-

bozyten spielt. Möglich ist ein verminderter Transport nach intrazellulär oder ein 

beschleunigter Transport nach extrazellulär, der zu einer verminderten intrazellulären 

ASS-Konzentration führt.  

Denkbar wäre auch ein gestörter Transport von ASS über die Thrombozyten-Zellmem-

bran aufgrund einer sogenannten „Säurefalle“ (Ionenfallenprinzip), da ASS sich in dis-

soziierter Form eher in basischem Milieu anreichert und dann schlecht über Membranen 

in ein saures Milieu diffundieren kann. Blut hat einen pH-Wert von 7,35-7,45 und ist 

somit nur gering alkalischer als der pH in Thrombozyten, der bei 7,27±0,03 liegt (Tang 

et al., 2006). Da der transmembranöse pH-Gradient nur gering ist, trägt eine umgekehrte 

„Säurefalle“ wahrscheinlich nicht wesentlich zur ASS-Resistenz bei. 
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- Intrazelluläre Deacetylierung von ASS durch Esterasen 

In eigenen Vorversuchen wurde die Esterase-Aktivität in Thrombozyten nach koronarer 

Bypass-OP untersucht. Diese könnten prinzipiell zu einer intrazellulären Deacetylierung 

von ASS vor Erreichen der COX-1 führen. Es konnte jedoch keine Veränderung bei 

ASS-resistenten Thrombozyten gefunden werden (unveröffentlichte Befunde).  

 

- Veränderte Sensitivität von Thrombozyten gegenüber Aggregationsstimuli und 

Thromboxan-unabhängige Thrombozytenaktivierung 

Wenn Thrombozyten über Thromboxan-unabhängige Mechanismen aktiviert werden, 

kann ASS die Thrombozyten-Aggregation nicht hemmen. Eine veränderte Sensitivität 

von ASS-resistenten Thrombozyten gegenüber Aggregationsstimuli, vergleichbar mit 

dem Typ III (Weber et al., 2002a) wurde von Kawasaki et al. (2000) beschrieben: Diese 

Autoren stuften drei von insgesamt acht Probanden aufgrund unzureichend verlängerter 

Blutungszeit trotz vorheriger ASS-Einnahme als ASS-Nonresponder ein. Bei diesen war 

im Gegensatz zu ASS-Respondern eine niedrigere mittlere Kollagen-Konzentration 

nötig, um eine halbmaximale Aggregation zu induzieren (ED50 0,48 µg/ml vs. 0,91 

µg/ml). Bei den IC50-Werten für ASS war dagegen kein Unterschied zu ASS-

Respondern zu erkennen. Die Autoren folgerten daraus, dass die ASS-Resistenz durch 

eine erhöhte Sensitivität gegenüber Kollagen verursacht sein könnte. Macchi et al. 

(2002) konnten mittels durchflusszytometrischen Messungen eine verstärkte Throm-

bozytenaktivierung durch ADP bei ASS-Resistenz feststellen und folgerten, dass die 

Hypersensitivität gegenüber dem Aggregationsstimulus ADP eine mögliche Erklärung 

für die ASS-Resistenz liefert. Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde jedoch aus-

schließlich Arachidonsäure als Aggregationsstimulus verwendet, weshalb eine Hyper-

sensitivität gegenüber Kollagen oder ADP die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kaum 

erklären kann.  

 

Untersuchungen von Cipollone et al. (2000) sprechen dagegen für einen Zusammen-

hang zwischen oxidativem Stress und ASS-insensitiver Thromboxan-Synthese. Oxida-

tiver Stress führt über eine nicht-enzymatische Lipidperoxidation zu einer vermehrten 

COX-unabhängigen Bildung von Isoprostanen, die als Thromboxan-Rezeptorantago-

nisten wirksam sind. Es konnte eine statistisch signifikante Korrelation zwischen 

erhöhter 8-iso-PGF2α -Synthese (ein Isoprostan, das auch als Marker für oxidativen 

Stress eingesetzt wird) und ASS-insensitiver TX-Synthese bei Patienten mit instabiler 
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Angina pectoris gefunden werden. 8-iso-PGF2α verstärkt die Response von humanen 

Thrombozyten gegenüber anderen Agonisten.  

In der vorliegenden Arbeit wurden Blutproben von Patienten mit stabiler KHK unter-

sucht, die sich einer ACB-OP unterzogen und hier möglicherweise oxidativem Stress 

ausgesetzt waren, so dass eine ASS-insensitive Thrombozyten-Aktivierung durch nicht-

enzymatisch synthetisierte Isoprostan-Metaboliten grundsätzlich denkbar ist. Dagegen 

spricht jedoch, dass in Voruntersuchungen durch Steigerung der ASS-Konzentration 

eine Hemmung von ASS-resistenten Thrombozyten erreicht werden konnte, und eine 

zeitabhängig verzögerte Kinetik für die ASS-Wirkung nachgewiesen wurde (Zimmer-

mann et al., 2003). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten COX-Inhibitoren zeig-

ten ebenfalls in hoher Konzentration eine vollständige Hemmung der Thrombozyten-

Aggregation und Thromboxan-Synthese.  

 
 
4.3 Potentielle Ursachen auf Ebene der thrombozytären COX (COX-1/COX-2) 

 
4.3.1 COX-2 in Thrombozyten 

Die thrombozytäre Thromboxan-Synthese beruht prinzipiell auf der katalytischen 

Funktion der COX-1, die in Thrombozyten konstitutiv vorkommt (vgl. Abschnitt 1.5). 

Weber et al. (1999) konnten jedoch auch die induzierbare Isoform COX-2 in humanen 

Thrombozyten mittels Western Blot nachweisen. Die Autoren vermuteten, dass die 

COX-2 Expression in Thrombozyten eine Rolle bei der ASS-Resistenz spielt. Da ASS 

die COX-1 mit einer über 100-fachen Präferenz gegenüber der COX-2 hemmt (Vane et 

al., 1998; Mitchell et al., 1993), könnte eine durch die COX-2 katalysierte Thromboxan-

Synthese die inhibitorische Wirkung von ASS auf die Thrombozytenfunktion ein-

schränken. In nachfolgenden durchflusszytometrischen Untersuchungen an Thrombo-

zyten von ACB-OP-Patienten, zeigte sich ein signifikanter Anstieg der COX-2 Expres-

sion an Tag 5 im Vergleich zu den präoperativen Werten (Weber et al., 2002b; 

Zimmermann et al., 2003).  

COX-2 wurde ebenfalls in Thrombozyten von Patienten mit erhöhter Plättchenregene-

ration nachgewiesen (Rocca et al., 2002). Bei diesen konnte durch einen überwiegend 

COX-2 wirksamen Inhibitor die Thromboxan-Synthese in Thrombozyten signifikant 

stärker gehemmt werden als bei gesunden Probanden. Daraus schlossen die Autoren, 

dass eine durch COX-2 katalysierte Thromboxan-Synthese eine Rolle in der Hämostase 

spielen könnte. Wenn eine durch COX-2 katalysierte Thromboxan-Synthese für das 
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Auftreten einer ASS-Resistenz nach ACB-OP ausschlaggebend wäre, müsste die 

Thromboxan-Synthese bei ASS-Nonrespondern durch eine selektive COX-2-Inhibition 

gehemmt werden können. Der COX-2-Inhibitor Celecoxib konnte jedoch die Throm-

boxan-Synthese bei ASS-resistenten Thrombozyten von ACB-OP-Patienten nicht 

signifikant senken (Zimmermann et al., 2003), was gegen eine Beteiligung der COX-2 

bei der ASS-Resistenz spricht. Auch die Untersuchungen mit dem COX-2 Inhibitor NS-

398 sprachen gegen eine Beteiligung der COX-2 bei der Thromboxan-Synthese in 

aktivierten Thrombozyten (Patrignani et al., 1999).  

Dies ist mit den vorliegenden Ergebnissen vereinbar. Würde nämlich die COX-2 eine 

bedeutende Rolle bei der Thromboxan-Synthese ASS-resistenter Thrombozyten spielen, 

müßten NSAIDs, die im Gegensatz zu ASS, beide Isoformen in gleichem Ausmaß 

hemmen (z.B. Diclofenac, Naproxen), die Thromboxan-Synthese stärker beeinträch-

tigen als NSAIDs mit Präferenz zur COX-1 (z.B. Indometacin, Piroxicam). Die Ergeb-

nisse waren jedoch für Diclofenac und Naproxen divergent, obwohl beide Substanzen 

neben der COX-1 auch die COX-2 in annähernd gleichem Ausmaß hemmen. Während 

die inhibitorische Wirkung von Diclofenac zur Thrombozytenfunktionshemmung bei 

ASS-Nonrespondern erheblich abgeschwächt war, wurde bei Naproxen nur ein geringer 

Unterschied zwischen ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern festgestellt. Darüber 

hinaus zeigt die vorliegende Arbeit, dass der neue hochselektive COX-2-Inhibitor DFP 

in einer Konzentration, welche zur maximalen Hemmung der COX-2 führt, die Throm-

boxan-Synthese weder bei ASS-Respondern noch bei ASS-Nonrespondern signifikant 

senkt. Eine Bedeutung der COX-2 an der ASS-Resistenz nach ACB-OP ist damit 

äußerst unwahrscheinlich.  

 

 

4.3.2 Veränderungen der COX-1 in Thrombozyten 

 
- Variationen im COX-1 Gen 

Polymorphismen oder Mutationen des COX-1 Gens könnten eine potentielle Bedeutung 

für die ASS-Resistenz darstellen (Patrono et al., 2001). Diese Form der ASS-Resistenz 

wäre dem Typ II (pharmakodynamischer Typ) zuzuordnen (Weber et al., 2002a). Die 

vorliegenden Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass bei ASS-Resistenz Ver-

änderungen an der Cyclooxygenase eine Rolle spielen, da Thrombozyten ASS-resi-

stenter Patienten auch gegenüber anderen COX-Inhibitoren als ASS in vitro eine ver-



 - 50 -

minderte Sensitivität aufweisen. Dies trifft jedoch nicht auf alle getesteten COX-Inhi-

bitoren in gleichem Maße zu.  

 

Neben Serin-530, der Acetylierungsstelle von ASS, könnte Arginin-120 von einer Mu-

tation des COX-1 Gens betroffen sein, da diese Stelle im COX-1-Molekül bedeutend für 

die Interaktion mit NSAIDs ist, die eine freie Carboxylgruppe enthalten. Die Mutation 

von Arginin-120 zu Glutamin in COS-7-Zellen führte zu einer fehlenden oder abge-

schwächten inhibitorischen Aktivität von NSAIDs gegen die COX-1 (Mancini et al., 

1995). Untersuchungen der Röntgenkristallstruktur der COX-1 durch Picot et al. (1994) 

sprechen dafür, dass neben Arginin-120 auch Tyrosin-355 und Glutamat-524 eine 

bedeutende Rolle bei der Positionierung von Substrat oder Inhibitor im aktiven Zentrum 

der COX-1 spielen. Die Carboxylat-Gruppe der Arachidonsäure (und analog die 

Carboxylat-Gruppe von NSAIDs) bildet eine Salzbrücke zu Arginin-120 und eine Was-

serstoffbrückenbindung zu Tyrosin-355. Zudem bildet Arginin-120 eine Salzbrücke mit 

Glutamat-524 (Bhattacharyya et al., 1996, Thuresson et al., 2001). Weitere Wasser-

stoffbrückenbindungen verbinden Glutamat-524 mit Tyrosin-355 und bilden ein Netz-

werk, das für die Positionierung des Substrates oder des Inhibitors im aktiven Zentrum 

von Bedeutung ist.  

 

Auch Serin-530 (zumindest an der COX-2) spielt eine wichtige Rolle für die 

inhibitorische Funktion von NSAIDs, insbesondere für Diclofenac (>650-fach erhöhte 

IC50 bei Mutation von Serin-530 zu Alanin) (Rowlinson et al., 2003). Dies lässt ver-

muten, dass eine Veränderung von Serin-530 oder in der unmittelbaren Umgebung die-

ser Aminosäure in der COX-1 bei der Resistenzentwicklung beteiligt sein könnte, da die 

IC50-Werte für die Hemmung der Thromboxan-Synthese und der Aggregation durch 

Diclofenac bei ASS-Nonrespondern im Vergleich zu ASS-Respondern in den vorliegen-

den Untersuchungen besonders erhöht waren. In derselben Untersuchung von 

Rowlinson et al. (2003) war Serin-530 jedoch auch für die Bindung von Piroxicam 

bedeutend (>109-fach erhöhte IC50), für Indometacin dagegen weniger (>1,1-fach 

erhöhte IC50). Allerdings sind diese Ergebnisse an der COX-2 Isoform erhoben worden 

und nicht ohne weiteres auf die COX-1 übertragbar.  

 

Veränderungen an der COX-1 auf der Grundlage genetischer Variationen im COX-1-

Gen wurden in einer Untersuchung an 38 gesunden Probanden beschrieben (Halushka et 
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al., 2003). Es konnten 9 Einzel-Nukleotid-Polymorphismen identifiziert werden, wobei 

für zwei davon, nämlich A842G und C50T, ein interessanter Befund erhoben wurde: 

Bei Probanden, die heterozygot für den A842G/C50T Haplotyp waren, wurde die 

PGH2-Synthese (gemessen als PGF2 alpha nach Stimulation mit Arachidonsäure) durch 

ASS (30 µM) signifikant stärker gehemmt als bei Homozygoten. Eine genetische 

Variation kann also mit einer veränderten Funktionalität einhergehen, hier allerdings 

mit einer erhöhten Sensitivität der COX-1 gegenüber ASS.  

 

Maree et al. (2005) untersuchten die Häufigkeit und Auswirkung von fünf Einzel-

nukleotid-Polymorphismen des COX-1-Genotyps (A842G, C22T, G128A, C644A und 

C714A) bei 144 Patienten mit stabiler KHK, die seit mindestens 2 Wochen ASS ein-

nahmen (75-300 mg/d) und verwendeten als Maß für die ASS-Response die Arachidon-

säure-induzierte Thrombozyten-Aggregation und die TXB2-Serum-Konzentration. Die 

Frage war, ob diese Parameter durch den COX-1-Genotyp beeinflusst werden. Für beide 

Parameter konnte eine signifikante Assoziation zu COX-1-Genotypen gefunden werden, 

wobei insbesondere der Haplotyp GCGCC mit einer erhöhten Aggregation einherging. 

Die Autoren schlussfolgerten, dass die genetische Variabilität der COX-1 sowohl zu 

einer Beeinflussung der Arachidonsäure-induzierten Thrombozyten-Aggregation als 

auch der Thromboxan-Synthese zu führen scheint und zumindest teilweise neben 

anderen Faktoren die Heterogenität der Sensitivität gegenüber ASS reflektiert. Die 

Anzahl der Patienten mit erhöhter Aggregation (≥ 20 %) war jedoch gering, und zu den 

Ausschlusskriterien dieser Studie gehörte unter anderem eine zurückliegende ACB-OP 

innerhalb der letzten 6 Wochen, so dass diese Ergebnisse keine eindeutigen Rück-

schlüsse auf die ASS-Resistenz nach ACB-OP zulassen.  

 

Bei 68 Patienten mit wiederholtem ischämischen Schlaganfall trotz ASS-Einnahme 

(hier als ASS-Nonresponder eingestuft) wurden im Vergleich zu gesunden Kontroll-

personen 14 Variationen des COX-1-Gens identifiziert, wovon sieben zu einer Amino-

säure-Substitution im COX-1-Molekül führten (Hillarp et al. 2003). Keine dieser 

Mutationen war in der Nähe des katalytischen Zentrums lokalisiert. Bei Aggregations-

messungen mit Kollagen, ADP und Arachidonsäure als Agonisten verhielten sich Trä-

ger von einer der Mutationen ähnlich zu Personen ohne diese Mutation. Diese Autoren 

konnten daher nicht bestätigen, dass Varianten des COX-1-Gens bei ASS-Non-

respondern zugrunde liegen. Im Unterschied zu der vorliegenden Arbeit handelte es sich 
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jedoch um ein anderes Patientenkollektiv, und die Einstufung als ASS-Nonresponder 

erfolgte anhand des klinischen Verlaufes. Außerdem betrafen die Mutationen keine 

Aminosäure im Bereich des katalytischen Zentrums. Bei den in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten KHK-Patienten ist dagegen eine Variation der COX-1 denkbar, die zu 

einer verminderten ASS-Wirkung an der COX-1 in vitro führt.  

 

Bei Hemmung der Thrombozytenfunktion mit 30 µM ASS in vitro war bereits prä-

operativ bei den als ASS-Nonresponder und ASS-Responder eingestuften Patienten ein 

signifikanter Unterschied vorhanden. Daher könnte bei ASS-Nonrespondern bereits 

präoperativ ein prädisponierender Faktor vorliegen, der dazu führt, dass eine post-

operative ASS-Resistenz auftritt. Es wäre also denkbar, dass bei Vorhandensein von 

Polymorphismen des COX-1-Gens, die Auswirkungen sich schon präoperativ gering 

bemerkbar machen, und dass diese Polymorphismen dazu prädisponieren, dass es 

postoperativ zu einer posttranslationalen Modifikation an der COX-1 kommt, die zu 

einer verstärkt beeinträchtigten Interaktion zwischen der COX-1 und COX-Inhibitoren 

führt. Auch bei den postoperativ als ASS-Responder eingestuften Patienten ist bei 

30 µM ASS in vitro ein Trend erkennbar, dass ASS postoperativ vermindert wirksam 

ist. Dieser Unterschied war nur bei prozentualer Angabe statistisch signifikant und sehr 

viel geringer ausgeprägt als bei ASS-Nonrespondern. Im Zusammenhang mit der oben 

beschriebenen Hypothese wäre es möglich, dass ASS-Responder, die keine genetische 

Veränderung des COX-1-Gens aufweisen, postoperativ nur in geringerem Maße von 

einer posttranslationalen Modifikation betroffen sind als ASS-Nonresponder.  

 

- Posttranslationale Modifikation der COX-1 

Neben einer Mutation des COX-1-Gens könnte eine posttranslationale Modifikation am 

COX-Molekül zu einer strukturellen und funktionellen Veränderung führen, die in einer 

beeinträchtigten Interaktion zwischen dem Enzym und den Inhibitoren resultiert. Bei-

spiele für posttranslationale Modifikationen sind die Nitrierung (Gow et al., 2004), 

Phosphorylierung oder Glykosylierung von Proteinen, z.B. O-linked beta-N-acetyl-

glucosamin (O-GlcNAc), eine posttranslationale Modifikation, die an Serin- und Threo-

nin-Resten von zytosolischen und nuklearen Proteinen vorkommt (Whelan & Hart, 

2003). Posttranslationale Modifikationen können transient oder permanent sein. Eine 

große Klasse der Protein-Modifikationen stellt die Glykosylierung dar, z.B. „N-linked, 

O-linked oder Glykosylphosphatidylinositol(GPI)-linked“ (Nalivaeva & Turner, 2001). 
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Bekannt ist die Glykierung von Proteinen, die bei Diabetes mellitus und im Alterungs-

prozess vorkommt (Bousova et al., 2005). Die Bildung von sogenannten „advanced 

glycation end products“ beruht auf einer nicht-enzymatischen Reaktion von redu-

zierenden Zuckermolekülen mit biologischen Proteinen (Zieman & Kass, 2004). Eine 

bekannte Proteinglykierung im Rahmen des Diabetes mellitus stellt der HbA1c-Wert 

dar, der als Maß für die Hämoglobin-Glykierung in Erythrozyten den mittleren Gluko-

sespiegel reflektiert (Saudek et al., 2005). Thrombozyten von Patienten mit Diabetes 

mellitus zeigen bemerkenswerterweise eine reduzierte Sensitivität gegenüber ASS, die 

mit einem höheren HbA1c-Spiegel assoziiert ist (Watala et al., 2004). In einer anderen 

Untersuchung von Watala et al. (2005) führte die Inkubation von Thrombozyten mit 

steigenden Konzentrationen von Glukose und ASS unter in vitro Bedingungen zu einer 

nicht-enzymatischen Modifikation von Protein-Aminogruppen (Glykosylierung oder 

Acetylierung). Bei hohen ASS-Konzentrationen konnte die Glykierung verzögert 

werden. Umgekehrt führten hohe Glukose-Konzentrationen zu einer weniger effizienten 

Acetylierung. Die Autoren schlossen daraus, dass eine vermehrte Plättchen-Protein-

glykierung bei diabetischen Patienten mit hohen Glukosepiegeln mit einer verminderten 

Sensitivität von Plättchen gegenüber ASS einhergeht. Welche Aminosäuren im 

Einzelnen glykiert oder acetyliert werden, wurde hier leider nicht untersucht.  

 

Denkbar wäre demnach eine Glykierung der thrombozytären COX-1 an einem Amino-

säurerest, der für die Bindung von COX-Inhibitoren an das Enzym bedeutend ist oder 

eine Glykierung an einer Stelle, die den ungehinderten Zugang der Substanz zu ihrem 

molekularen Wirkort beeinträchtigt. Ob bei ASS-resistenten Thrombozyten eine Glykie-

rung der COX-1 vorliegt, welche die Interaktion zwischen dem Enzym und den unter-

suchten Substanzen beeinträchtigt, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht überprüft.  

 

Eine andere Form der posttranslationalen Modifikation stellt die Nitrierung dar. Eine 

Nitrierung der COX-1 an Tyrosinresten durch Peroxynitrit (ONOO-) wurde von Boulos 

et al. (2000) beschrieben. Je nachdem, ob die Zugabe von Peroxynitrit vor oder gleich-

zeitig mit der Zugabe von Arachidonsäure erfolgte, kam es zu einer Hemmung oder 

Stimulierung der katalytischen COX-1-Kapazität. Eine verminderte Hemmbarkeit der 

COX-1 durch COX-Inhibitoren wäre im Rahmen einer solchen Nitrierung von Tyrosin-

resten denkbar. So hat beispielsweise Tyrosin-385 im aktiven Zentrum der COX-1 ent-

scheidende Bedeutung für die Hemmung durch ASS und andere COX-Inhibitoren.  
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4.3.3 Arzneimittel-Wechselwirkungen von ASS mit anderen COX-Inhibitoren an 

der COX-1 

 
Catella-Lawson et al. (2001) untersuchten die Wechselwirkung von ASS mit anderen 

COX-Inhibitoren bei ASS-Gabe 2 h vor oder nach Einnahme anderer COX-Inhibitoren. 

Als Maß für die Thrombozyten-Hemmung wurden die Thrombozyten-Aggregation und 

das Serum-TXB2 verwendet. Bei Einnahme von ASS vor einem anderen COX-Inhibitor 

wurde die Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS nicht beeinträchtigt. Wurde 

ASS nach Ibuprofen appliziert, war dagegen die Thrombozyten-Hemmung durch ASS 

aufgehoben. Bei Rofecoxib oder Diclofenac bestand diese Interferenz jedoch nicht. 

Damit könnte Ibuprofen auch den kardioprotektiven Effekt von ASS limitieren.  

Bei gleichzeitiger oraler Gabe von ASS und Naproxen war die ASS-Wirkung ebenfalls 

vermindert: sowohl TXA2-Synthese als auch Thrombozyten-Aggregation waren unter 

gleichzeitiger Gabe von Naproxen nicht gehemmt (Capone et al., 2005). Wurde Napro-

xen 2 h vor oder nach ASS-Gabe eingenommen, kam es zu keiner signifikanten Ände-

rung der ASS-Wirkung auf die TXA2-Synthese und die Thrombozyten-Aggregation.  

 

 

4.4 Schlussfolgerungen 

 
Für die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene „Resistenz“ gegenüber ASS in vitro 

kann eine erhöhte Thrombozytenregeneration oder eine pharmakokinetische Variabilität 

nicht die Hauptursache sein, da die in vitro Zugabe von ASS sicherstellt, dass die unter-

suchten Thrombozyten mit ASS in Kontakt kommen. Es ist allerdings nicht auszu-

schließen, dass diese Faktoren dazu beitragen, dass durch die postoperative orale ASS-

Therapie (ohne in vitro Zugabe von ASS) die erwartete Hemmung der Thrombozyten-

funktion nicht erreicht werden konnte. Auch Sensitivitätsänderungen von Thrombo-

zyten gegenüber Kollagen oder ADP sind hier als Ursache unwahrscheinlich, da als Sti-

mulus der Thrombozyten-Aggregation ausschließlich Arachidonsäure verwendet wurde. 

Eine durch die COX-2-Isoform katalysierte Thromboxan-Synthese als Ursache für die 

hier beobachtete „ASS-Resistenz“ kann ebenfalls ausgeschlossen werden, da der hoch-

selektive COX-2-Inhibitor DFP die Thromboxan-Synthese nicht signifikant reduzierte. 

In den vorliegenden Untersuchungen trat bei etwa der Hälfte der ACB-OP-Patienten 

eine ASS-Resistenz in vitro auf. Darüber hinaus zeigten diese als ASS-Nonresponder 

(Thromboxan-Synthese >10 % in Gegenwart von 100 µM ASS in vitro) eingestuften 
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Patienten eine verminderte Sensitivität der thrombozytären COX-1 gegenüber anderen 

COX-Inhibitoren. Hierbei scheint die Isoform-Selektivität weniger bedeutend zu sein 

als die Substanzklasse. So war bei den Essigsäure-Derivaten (die wie ASS Acetyl-sub-

stituiert sind) der Unterschied zwischen ASS-Respondern und ASS-Nonrespondern 

besonders groß und statistisch signifikant. Bei dem Propionsäure-Derivat Flurbiprofen 

war der Unterschied geringer ausgeprägt. Bei Naproxen und Piroxicam (letzteres ohne 

Carboxylgruppe) ließ sich nur ein Trend dahingehend erkennen, dass die IC50-Werte für 

die Hemmung der Thrombozyten-Aggregation und der Thromboxan-Synthese bei ASS-

Nonrespondern gering erhöht sind. Daher ist die „ASS-Resistenz“ bei ASS-Non-

respondern nach ACB-OP am ehesten durch eine strukturelle Veränderung auf Ebene 

der thrombozytären COX-1 zu erklären, die zu einer beeinträchtigten Interaktion zwi-

schen COX-1 und Inhibitor führt, wobei Acetyl-substituierte Substanzen besonders 

betroffen sind. Denkbare Veränderungen auf Ebene der COX-1 sind genetische Muta-

tionen oder posttranslationale Modifikationen (wie eine Nitrierung oder Glykierung des 

Cyclooxygenase-Moleküls), die die Wirkung von COX-Inhibitoren an der thrombo-

zytären COX-1 beeinträchtigen. Arzneimittel-Interaktionen mit anderen COX-Inhibi-

toren (z.B. Naproxen, Ibuprofen) können zu einer abgeschwächten Wirkung von ASS 

führen. In der vorliegenden Untersuchung wurde nicht in die Medikation der Patienten 

während des postoperativen stationären Aufenthaltes eingegriffen, so dass eine Ein-

nahme solcher Medikamente nicht ausgeschlossen werden kann.  

 

 

4.5 Pharmakologische Alternativen zur Hemmung der Thrombozytenfunktion 

bei ASS-Nonrespondern 

 

Bei Nachweis einer verminderten Wirksamkeit von ASS könnten andere Substanzen 

eingesetzt werden, die nicht über eine Hemmung der COX-1 wirken. Da die vorliegen-

den Untersuchungen für eine beeinträchtigte Interaktion zwischen der COX-1 und 

COX-Inhibitoren sprechen, wäre an eine Hemmung der Thromboxan-Synthese auf der 

Ebene der Thromboxan-Synthase zu denken, die der COX-1 bei der thrombozytären 

Thromboxan-Synthese nachgeschaltet ist. In den Untersuchungen von Zimmermann et 

al. (2003) konnte in der Tat durch Terbogrel, einem Inhibitor der Thromboxan-Synthase 

und des Thromboxan-Rezeptors, die thrombozytäre Thromboxan-Synthese vor und 
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auch nach ACB-OP gehemmt werden. Daneben gibt es Substanzen, die selektiv ent-

weder nur die Thromboxan-Synthase oder nur den Thromboxan-Rezeptor hemmen.  

 

Andere Angriffspunkte zur Hemmung der Thrombozytenfunktion stellen beispielsweise 

Inhibitoren des ADP-Rezeptors, wie Clopidogrel und Ticlopidin dar. Wie in Abschnitt 

1.5 beschrieben zeigte Clopidogrel einen Vorteil gegenüber ASS bezüglich der Reduk-

tion ischämischer Ereignisse bei Patienten mit atherosklerotischer Gefäßerkrankung, 

wobei Patienten nach ACB-OP besonders profitierten (CAPRIE Steering Committee, 

1996; Bhatt et al., 2001). Daher könnte Clopidogrel eine gute Alternative zur Thrombo-

zytenaggregationshemmung bei ASS-Resistenz darstellen, jedoch stehen gezielte Unter-

suchungen hierzu aus.  
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5 Zusammenfassung 

 
Ein hoher Anteil der Patienten, die sich einer aortokoronaren Bypass-Operation (ACB-
OP) unterziehen, weist in den ersten Tagen nach der Operation eine verminderte Sensi-
tivität der Thrombozyten gegenüber Acetylsalicylsäure (ASS) auf. Der pharmako-
logische Mechanismus dieser „Resistenz“ ist nicht bekannt. 
Die vorliegende Dissertation bearbeitet die Fragestellung, ob KHK-Patienten, bei denen 
nach ACB-OP eine derartige „Resistenz“ gegenüber ASS besteht, auch eine vermin-
derte Sensitivität der Thrombozyten gegenüber anderen Analgetika/Antiphlogistika 
(NSAID) aufweisen, die ebenfalls Cyclooxygenasehemmer sind. 
Zur Bearbeitung des Themas wurden Blutproben von Patienten der Klinik für Thorax- 
und Kardiovaskuläre Chirurgie vor und an Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-OP gewonnen 
und die Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS im Vergleich zu ausge-
wählten Substanzen (Indometacin, Diclofenac, Naproxen, Flurbiprofen und Piroxicam) 
an plättchenreichem Plasma untersucht. Zur Beurteilung der Thrombozytenfunktion 
wurden die Thrombozyten-Aggregation und die thrombozytäre Thromboxan-Synthese 
gemessen. Zusätzlich wurde untersucht, ob durch selektive Hemmung der COX-2 die 
Thrombozytenfunktion ASS-resistenter Patienten inhibiert werden kann, da eine erhöhte 
COX-2-Aktivität von Thrombozyten als Ursache für ASS-Resistenz diskutiert wird.  
Die postoperative Prophylaxe arterieller Thrombosen wurde ab dem ersten Tag nach 
ACB-OP routinemäßig mit ASS (100 mg/d) durchgeführt. Die Thrombozytenfunktion 
war postoperativ (Tag 5) trotz dieser ASS-Behandlung nicht inhibiert. Auch durch in 
vitro Zugabe von ASS in Konzentrationen bis zu 100 µM wurde die Thrombozyten-
funktion bei mehr als der Hälfte der Patienten nicht vollständig gehemmt.  
Bei diesen ASS-Nonrespondern bestand insgesamt ebenfalls eine verminderte 
Hemmbarkeit durch die untersuchten NSAID, wobei jedoch Unterschiede bestanden: 
Bei Indometacin und Diclofenac, beides Acetyl-substituierte Verbindungen, ergab sich 
ein besonders deutlicher und signifikanter Unterschied zwischen den IC50-Werten von 
ASS-Nonrespondern und ASS-Respondern. Etwas weniger, aber ebenfalls noch 
statistisch signifikant, war die Hemmung durch das Propionsäurederivat Flurbiprofen 
bei den ASS-Nonrespondern vermindert. Demgegenüber ergab sich bei Naproxen und 
Piroxicam (letzteres ohne Carboxylgruppe) nur ein tendenzieller Unterschied in der 
Thrombozytenaggregations- und Thromboxansynthesehemmung. Die Möglichkeit, dass 
die beobachtete „Resistenz“ gegenüber ASS und den vorgenannten Inhibitoren durch 
eine Hochregulation der ASS-insensitiven, induzierbaren Cyclooxygenase-Isoform 
COX-2 verursacht wurde, konnte mit einem hochselektiven COX-2 Inhibitor (DFP) 
sicher ausgeschlossen werden.  
Die in dieser Dissertation nachgewiesene, verminderte Hemmbarkeit der thrombo-
zytären Cyclooxygenase (COX-1) durch ASS und andere, reversibel wirkende Inhibito-
ren, spricht für das Vorliegen einer Veränderung auf der Ebene der thrombozytären 
COX-1 (z.B. Interaktionen mit anderen Pharmaka, Mutation oder posttranslationale 
Modifikation), welche die Interaktion zwischen der thrombozytären Cyclooxygenase 
und den untersuchten Inhibitoren beeinträchtigt.  
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Hemmung von Funktion und Thromboxansynthese  
„ASS-resistenter“ Thrombozyten  

durch ausgewählte Cyclooxygenase-Inhibitoren  
 

vorgelegt von 
Un-Hie Kim 

 
 

Ein hoher Anteil der Patienten, die sich einer aortokoronaren Bypass-Operation (ACB-
OP) unterziehen, weist in den ersten Tagen nach der Operation eine verminderte Sensi-
tivität der Thrombozyten gegenüber Acetylsalicylsäure (ASS) auf. Der pharmako-
logische Mechanismus dieser „Resistenz“ ist nicht bekannt. 
Die vorliegende Dissertation bearbeitet die Fragestellung, ob KHK-Patienten, bei denen 
nach ACB-OP eine derartige „Resistenz“ gegenüber ASS besteht, auch eine vermin-
derte Sensitivität der Thrombozyten gegenüber anderen Analgetika/Antiphlogistika 
(NSAID) aufweisen, die ebenfalls Cyclooxygenasehemmer sind. 
Zur Bearbeitung des Themas wurden Blutproben von Patienten der Klinik für Thorax- 
und Kardiovaskuläre Chirurgie vor und an Tag 5 (±1 Tag) nach ACB-OP gewonnen 
und die Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS im Vergleich zu ausge-
wählten Substanzen (Indometacin, Diclofenac, Naproxen, Flurbiprofen und Piroxicam) 
an plättchenreichem Plasma untersucht. Zur Beurteilung der Thrombozytenfunktion 
wurden die Thrombozyten-Aggregation und die thrombozytäre Thromboxan-Synthese 
gemessen. Zusätzlich wurde untersucht, ob durch selektive Hemmung der COX-2 die 
Thrombozytenfunktion ASS-resistenter Patienten inhibiert werden kann, da eine erhöhte 
COX-2-Aktivität von Thrombozyten als Ursache für ASS-Resistenz diskutiert wird.  
Die postoperative Prophylaxe arterieller Thrombosen wurde ab dem ersten Tag nach 
ACB-OP routinemäßig mit ASS (100 mg/d) durchgeführt. Die Thrombozytenfunktion 
war postoperativ (Tag 5) trotz dieser ASS-Behandlung nicht inhibiert. Auch durch in 
vitro Zugabe von ASS in Konzentrationen bis zu 100 µM wurde die Thrombozyten-
funktion bei mehr als der Hälfte der Patienten nicht vollständig gehemmt.  
Bei diesen ASS-Nonrespondern bestand insgesamt ebenfalls eine verminderte 
Hemmbarkeit durch die untersuchten NSAID, wobei jedoch Unterschiede bestanden: 
Bei Indometacin und Diclofenac, beides Acetyl-substituierte Verbindungen, ergab sich 
ein besonders deutlicher und signifikanter Unterschied zwischen den IC50-Werten von 
ASS-Nonrespondern und ASS-Respondern. Etwas weniger, aber ebenfalls noch 
statistisch signifikant, war die Hemmung durch das Propionsäurederivat Flurbiprofen 
bei den ASS-Nonrespondern vermindert. Demgegenüber ergab sich bei Naproxen und 
Piroxicam (letzteres ohne Carboxylgruppe) nur ein tendenzieller Unterschied in der 
Thrombozytenaggregations- und Thromboxansynthesehemmung. Die Möglichkeit, dass 
die beobachtete „Resistenz“ gegenüber ASS und den vorgenannten Inhibitoren durch 
eine Hochregulation der ASS-insensitiven, induzierbaren Cyclooxygenase-Isoform 
COX-2 verursacht wurde, konnte mit einem hochselektiven COX-2 Inhibitor (DFP) 
sicher ausgeschlossen werden.  
Die in dieser Dissertation nachgewiesene, verminderte Hemmbarkeit der thrombo-
zytären Cyclooxygenase (COX-1) durch ASS und andere, reversibel wirkende Inhibito-
ren, spricht für das Vorliegen einer Veränderung auf der Ebene der thrombozytären 
COX-1 (z.B. Interaktionen mit anderen Pharmaka, Mutation oder posttranslationale 
Modifikation), welche die Interaktion zwischen der thrombozytären Cyclooxygenase 
und den untersuchten Inhibitoren beeinträchtigt.  
 


