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Zusammenfassung 
 
Die chronische Niereninsuffizienz ist ein wichtiger und häufiger Risikofaktor für 

die Entstehung einer koronaren Herzkrankheit. Kardiovaskuläre Ereignisse sind 

die häufigste Todesursache für Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz. Zu-

dem steigt das Risiko ein ischämisches Ereignis zu erleiden um ein Vielfaches, 

sobald eine terminale Niereninsuffizienz, bzw. eine Dialysepflichtigkeit besteht. 

Thrombozyten sind der zentrale Faktor in der Entstehung ischämischer Ereignis-

se.Insbesondere eine erhöhte Thrombozytenreaktivität wird mit dieser assoziiert. 

Gleichzeitig ist die Thrombozytenaggregationshemmung mit Acetylsalicylsäure 

zentraler Baustein in der Sekundärprophylaxe ischämischer Ereignisse.  

Im klinisch-translationalen Teil dieser Arbeit wurde bei 22 Patienten mit koronarer 

Herzkrankheit und terminaler Niereninsuffizienz die Plättchenreaktivität vor, wäh-

rend und 24 Stunden nach Hämodialyse mittels Lichttransmissionsaggregometrie 

bestimmt. Dabei zeigte sich, dass es während der Hämodialyse zu keiner Verän-

derung der Plättchenreaktivität kommt, während 24 Stunden nach Hämodialyse 

die Plättchenreaktivität geringer und die pharmakodynamische Antwort auf 

Acetylsalicylsäure stärker ausgeprägt ist. Diese Veränderungen gehen einher mit 

einer Abnahme der Indoxylsulfat-Plasmaspiegel und legen nahe, dass die 

Hämodialyse einen positiven Einfluss auf die generell erhöhte Plättchenreaktivität 

bei chronischer Niereninsuffizienz hat.  

Im experimentellen Teil dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass das 

Urämietoxin Indoxylsulfat die Plättchenaggregation und –adhäsion signifikant 

steigert und den Effekt von Acetylsalicylsäure in-vitro verringern kann.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten bei antithrombotischen Regimen von Patien-

ten mit terminaler Niereninsuffizienz in Betracht gezogen werden.  
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Abstract 
 
Chronic kidney disease is an important and frequent risk factor for the develop-

ment of coronary artery disease. Cardiovascular events are the most common 

cause of death in patients with chronic kidney disease and the risk for ischemic 

events even increases by a multiple if hemodialysis is necessary. Platelets are 

the crucial factor in pathogenesis of ischemic events and especially increased 

platelet reactivity is associated with ischemic events. Therefore, platelet inhibition 

with acetylsalicylic acid is the backbone of secondary prophylaxis of ischemic 

events.  

In the first part of this study, 22 patients with coronary artery disease and end-

stage renal disease were included. Platelet reactivity was measured by light 

transmission aggregometry before, during und 24 hours after hemodialysis. Dur-

ing hemodialysis no change in platelet reactivity was observed, while 24 hours 

after hemodialysis platelet reactivity was decreased and pharmacodynamic re-

sponse to acetylsalicylic acid was improved. Furthermore, plasma levels of 

indoxylsulfate were lower 24 hours after hemodialysis. That suggests a positive 

effect of the hemodialysis on the platelet reactivity in patients with chronic kidney 

disease. 

In the second part of this study, it could be shown that indoxylsulfate enhanced 

platelet reactivity and adhesion and reduced the effect of acetylsalicylic acid in-

vitro. The results of this study should be considered regarding antithrombotic 

therapy in patients with chronic kidney disease.  
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1 Einleitung 
 

Die chronische Niereninsuffizienz (CKD) ist assoziiert mit einem erhöhten Risiko 

für das Auftreten einer koronaren Herzkrankheit (KHK) und kardiovaskuläre Er-

eignisse sind die häufigste Todesursache für Patienten mit CKD1. Gleichzeitig 

sind Blutungen eine häufige Komplikation bei CKD2. Dies legt eine insgesamt 

veränderte Blutgerinnung nahe. In der vorliegenden Arbeit soll daher der Einfluss 

der CKD und der intermittierenden Hämodialyse (HD) auf die 

Thrombozytenfunktion evaluiert werden. Dazu wurde die Arbeit in einen klini-

schen Teil, der die Auswirkung der HD auf die Plättchenfunktion und die Wirkung 

von Acetylsalicylsäure (ASS) als Thrombozytenaggregationshemmer untersucht, 

und einen experimentellen Teil, in dem die Veränderung der 

Thrombozytenfunktion durch das Urämietoxin Indoxylsulfat (IS) im Vordergrund 

steht, aufgeteilt.  

 

1.1 Koronare Herzkrankheit  
 

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren der KHK 
 

Die koronare Herzkrankheit stellt eine Erkrankung mit hoher gesellschaftlicher 

Relevanz dar. Alleine in Deutschland liegt die Lebenszeitprävalenz der KHK bei 

40-79-jährigen Erwachsenen bei ca. 9,3%3. Die KHK und ihre Folgeerkrankungen 

wie der akute Myokardinfarkt und die Herzinsuffizienz sind häufigsten Todesursa-

chen in Deutschland. 2015 starben laut statistischem Bundesamt 76.013 Patien-

ten an einer chronischen ischämischen Herzkrankheit, 49.210 an einem akuten 

Myokardinfarkt und 47.414 an einer Herzinsuffizienz. Auch weltweit gehört die 

KHK und ihre Folgen zu den führenden Todesursachen4 und sogar in Entwick-

lungsländern haben kardiovaskuläre Todesursachen Infektionskrankheiten als 

häufigste Todesursache überholt5.   

Für die KHK als koronare Manifestation einer Atherosklerose besteht eine Reihe 

von Risikofaktoren. Neben metabolischen Veränderungen wie Diabetes Mellitus, 

Übergewicht und hohen LDL-Spiegeln tragen ein arterieller Hypertonus und Ta-

bakrauchen maßgeblich zu der Entwicklung einer KHK bei.6 Weiterhin sind eine 



 
 

positive Familienanamnese7, ein zunehmendes Alter8 und eine chronische Nie-

reninsuffizienz (CKD)9 wichtige Risikofaktoren.  

 

1.2 Thrombozyten 
 

Thrombozyten oder auch Blutplättchen bzw. nur Plättchen genannt, sind kernlose 

und flache Blutzellen mit einem Durchmesser von etwa 2-4μm10. Plättchen ent-

stehen im Rahmen der Thrombopoese, in Zuge derer sich kernlose Fragmente 

unter dem Einfluss von Thrombopoietin von Megakaryozyten im Knochenmark 

abspalten und die Blutplättchen bilden11. Als weiterer Bildungsort für Plättchen 

wurde in jüngerer Zeit die Lunge identifiziert, die ebenfalls Megakaryozyten ent-

hält und unter bestimmten Bedingungen zur Thrombopoese fähig ist12. Plättchen 

weisen eine Lebensdauer von ca. 10 Tagen im Blut auf, bevor sie durch das reti-

kuloendotheliale System der Milz und in der Leber abgebaut werden13,14. Der 

Normwert für die Plättchenanzahl im Blut gesunder Menschen liegt zwischen 

150.000-450.000/μl15. Neben der essentiellen Bedeutung von Blutplättchen für 

die Hämostase, auf die im weiteren Verlauf dieser Arbeit eingegangen wird, ver-

fügen Blutplättchen über eine Vielzahl von weiteren physiologischen Funktionen. 

Hierbei stehen insbesondere eine Beteiligung an der Immunabwehr und 

inflammatorischen Prozessen im Fokus16. Plättchen interagieren über eine Viel-

zahl von Faktoren wie z.B. Toll-like-Rezeptoren mit Bakterien und sind über die 

Sekretion von antimikrobiellen Stoffen entscheidend an der Immunabwehr betei-

ligt17. Auf Aktivierung hin sekretieren Plättchen außerdem eine Reihe von Ent-

zündungsmediatoren und bilden so einen wichtigen Teil inflammatorischer Pro-

zesse18. 

 

1.2.1 Zellbasiertes Modell der Gerinnung 
 

Die Unterteilung der Blutgerinnung in eine primäre und sekundäre Hämostase 

und wiederum die Unterteilung der sekundären Hämostase in ein extrinsisches 

und ein intrinsisches System wird aktuell als eher artifiziell angesehen. Es scheint 

eher ein zellbasiertes Modell sein. Dies verläuft weniger kaskadenartig, sondern 

in einzelnen Phasen, die sich zeitlich überlappen und nebeneinander ablaufen.  



 
 

Die Blutgerinnung beginnt mit der Phase der Initiation. Der zentrale Faktor der 

Initiation ist der tissue factor (TF; FIII). Der TF ist ein Membranprotein, welches 

von perivaskulären Zellen wie Fibroblasten und vaskulären glatten Muskelzellen 
19, Endothelzellen20 und Immunzellen wie Monozyten21 exprimiert wird. Bei Kon-

takt des TF z.B. nach Endothelläsion mit dem Blutstrom bindet der TF den Gerin-

nungsfaktor VII (FVII) und es findet eine Aktivierung durch Proteasen zum FVIIa 

statt22. Der TF/FVIIa-Komplex aktiviert anschließend die Faktoren X (FX) und IX 

(FIX) zu FXa und FIXa. FXa wiederum aktiviert in der Gegenwart von 

Calciumionen (Ca²+) und negativ geladenen Phospholipiden der Zellwand im 

Komplex mit aktiviertem Faktor V (FVa) Prothrombin zu Thrombin23. 

In der Phase der Amplifikation binden Plättchen am Ort der Gefäßverletzung an 

die subendotheliale Matrix. Dabei wird die Bindung an den von-Willebrand-Faktor 

(vWF) via Glykoprotein-Ib-IX-V (gpIb/IX) und die Bindung an subendotheliales 

Kollagen via dem Glykoprotein VI (gpVI) und dem Integrin-α2β1 vermittelt24. Die 

kleine Menge an Thrombin, die am Ende der Initiationsphase gebildet wurde, ak-

tiviert nun die Gerinnungsfaktoren V, VIII und XI (FV, FVII, FXI), die Thrombozy-

ten über den Protease-aktivierten Rezeptor 1 (PAR-1)25 und spaltet den Gerin-

nungsfaktor VIII (FVIII) vom vWF ab und aktiviert ihn zu FVIIIa26. Nach Aktivie-

rung sekretieren Thrombozyten α- und δ-Granula mit Mediatoren, die 

inflammatorische und koagulatorische Funktionen haben. Hierbei werden aus α-

Granula vWF, Prothrombin, Fibrinogen, Fibronectin, platelet-derived growth factor 

(PDGF), Plättchenfaktor 4 (PF4), P-Selectin, FV, FXI und FXIII freigesetzt. Aus 

den dichten δ-Granula werden Adenosindiphosphat (ADP), Serotonin und Calci-

um freigesetzt.27 FXa, FVa und FVIIIa sind nun auf der Oberfläche des Thrombo-

zyten gebunden und es beginnt die Phase der Propagation.  

Der sekretierte FXI wird durch Thrombin zu FXIa aktiviert. Dieser wiederum akti-

viert FIX zu FIXa, welcher mit FVIIIa, Ca²+ und negativen Phospholipiden der 

Thrombozytenmembran einen Komplex bildet, der die Umwandlung von FX zu 

FXa katalysiert. Die folgenden großen Mengen an FXa bilden sofort den bereits 

oben gennanten Komplex mit FVa, Ca²+ und negativen Phospholipiden der 

Thrombozytenmembran, sodass große Mengen Thrombin aus Prothrombin pro-

duziert werden. Dieser thrombin burst ist essentiell für die Ausbildung eines stabi-

len Thrombus. Thrombin hat die abschließende Funktion die Umwandlung von 

Fibrinogen zu Fibrin zu katalysieren, welches für die weitere Stabilisierung des 



 
 

Thrombus und die Quervernetzung von Thrombozyten via Glykoprotein IIb/IIIa 

(gpIIb/IIIa) verantwortlich ist .28, 29 

 

1.2.2 Thrombozytenaggregationshemmung 
 

Die Thrombozytenaggregationshemmung (TAH) als antithrombotische Therapie 

ist unverzichtbar in der Sekundärprophylaxe kardiovaskulärer Ereignisse. Dies 

rührt insbesondere daher, dass Thrombozyten eine zentrale Rolle in der Patho-

genese ischämischer Ereignisse, wie einem akuten Myokardinfarkt spielen.30 Kli-

nisch relevant sind hierbei insbesondere irreversible Cyclooxygenase-1-(COX-1)-

Inhibitoren, wie Acetylsalicylsäure, auf die im weiteren Verlauf genauer einge-

gangen wird. Weiterhin werden ADP-Rezeptor-Antagonisten und gpIIbIIIa-

Inhibitoren routinehaft eingesetzt.  

ADP-Rezeptor-Antagonisten blockieren die Bindung von ADP an den P2Y12-

Rezeptor auf Thrombozyten. Dieser Rezeptor ist ein Gi-Protein-gekoppelter Re-

zeptor (GPCR), welcher nach Aktivierung über eine Verringerung der 

zytosolischen Konzentration von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) zur 

Thrombozytenaktivierung und -aggregation führt.31 Vertreter dieser Wirkstoffklas-

se sind die peroral wirksamen Stoffe Clopidogrel, Prasugrel und Ticagrelor und 

das intravenös wirksame Cangrelor, die sich hinsichtlich ihres Metabolismus, der 

Reversibilität und der Stärke der Rezeptorblockade unterscheiden32. 

Antagonisten des gpIIb/IIIa verhindern die Quervernetzung von Thrombozyten via 

Fibrin, welches an das gpIIbIIIa bindet. Vertreter dieser Wirkstoffklasse sind der 

monoklonale Antikörper Abciximab, das Peptid Eptifibatid und der am häufigsten 

verwendete Stoff Tirofiban. Diese drei haben gemein, dass sie alle nur zur intra-

venösen Anwendung zur Verfügung stehen. Ihre Indikation beschränkt sich auf 

wenige Situationen wie z.B. während einer perkutanen Koronarintervention (PCI) 

als bail out Therapie. 33, 34 

Weitläufige Indikationen der TAH sind die KHK35, die Sekundärprophylaxe 

ischämischer Ereignisse, das akute Koronarsyndrom (ACS)36 und das Verhindern 

einer Stentthrombose nach PCI34.  

 

 



 
 

1.2.3 Acetylsalicylsäure (ASS) 
 

Die chemische Grundlage der Acetylsalicylsäure (ASS) ist die Salicylsäure, wel-

che erstmals 1838 aus Weidenrinde isoliert werden konnte, nachdem zuvor be-

reits seit über 1500 Jahren vor Christus der analgetische Effekt und seit etwa 

hundert Jahren auch der antipyretische Effekt der Weide bzw. ihrer Rinde be-

kannt war37. Im Jahr 1897 gelang Bayer schließlich die Acetylierung der 

Salicylsäure und damit die Herstellung von ASS38. ASS ist ein irreversibler COX-

1-Inhibitor, der über Acetylierung der Serins an der Stelle 530 im aktiven Zentrum 

der COX-1 wirkt39. Dies führt zu einer verringerte Umsetzung von Arachidonsäure 

(AA) zu Prostaglandin H2, welches die Vorstufe des vor allem in Thrombozyten 

gebildeten Thromboxan A2 (TXA2) ist40. TXA2 selbst wirkt als autokrines Hormon 

über den TXA2-Rezeptor aktivierend auf Thrombozyten41. 

ASS ist in seiner antithrombozytären Dosis von 100mg/d oral Mittel der Wahl in 

der Sekundärprophylaxe ischämischer Ereignisse und in einer intravenösen Do-

sis von 500mg ein wichtiger Bestandteil der akuten Behandlung des ACS36.  

 

1.2.4 High On-Treatment Platelet Reactivity (HTPR) 
 

Die interindividuelle pharmakodynamische Antwort auf ASS varriiert sehr stark. 

Eine unzureichene Plättcheninhibition durch ASS wird high on-treatement platelet 

reactivity (HTPR) genannt42. Eine HTPR gegenüber ASS geht einher mit einem 

erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse 43, 44. Gründe für eine HTPR ge-

genüber ASS sind z.B. Medikamenteninteraktionen mit nichtsteroidalen Anti-

rheumatika wie Ibuprofen45 oder Metamizol46. Desweiteren führen Komorbiditäten 

wie ein Diabets Mellitus Typ 2 zu einer hohen Rate an HTPR47. Weiterhin konnte 

für Patienten mit CKD gezeigt werden, dass die antithrombozytären Effekte von 

ASS eingeschränkt sind 48, 49.  

 

 

1.3. Chronische Niereninsuffizienz   
 
Die chronische Niereninsuffizienz ist durch eine pathologische Nierenstruktur 

oder –funktion für mehr als drei Monate mit einer Bedeutung für die Gesundheit 

gekennzeichnet. Zur Diagnosestellung werden die Marker der glomerulären Filt-



 
 

rationsrate (GFR) in ml/min pro 1,73 m² und die Albuminausscheidung im Urin in 

mg/l angewandt.50 Tabelle 1 zeigt die Einteilung der CKD in verschiedene Stadi-

en anhand dieser Laborparameter.  

 

    
Albuminausscheidung im Urin  

in mg/l 

    A1 A2 A3 

    

Normal 

bis leicht 

erhöht 

Mäßig 

erhöht 

Schwer 

erhöht 

    <30 30-300 >300 

GFR in 

ml/min/1,73m² 

G1 Normal oder hoch >90 1 bei CKD 1 2 

G2 Leicht erniedrigt 60-89 1 bei CKD 1 2 

G3a 
Leicht bis mäßig 

erniedrigt 
45-59 1 2 3 

G3b 
Mäßig bis schwer 

erniedrigt 
30-44 2 3 3 

G4 Schwer erniedrigt 15-29 3 3 4+ 

G5 Nierenversagen <15 4+ 4+ 4+ 

Tabelle 1: Stadien der chronischen Niereninsuffizienz nach KDGIO (nach: Stevens PE et al. 

Evaluation and management of chronic kidney disease: synopsis of the kidney disease: improving 

global outcomes 2012 clinical practice guideline. Ann Intern Med. 2013 Jun 4;158(11):825-30.) 

(GFR = glomeruläre Filtrationsrate)  

 
Die Prävalenz der CKD ist sowohl in Deutschland als auch den USA in den letz-

ten Jahrzehnten angestiegen. Eine eingeschränkte Nierenfunktion wird je nach 

Studie und Register für ca. 10-25% der Bevölkerung angenommen 51, 52, 53. Die 

häufigsten Gründe für eine CKD in der westlichen Welt sind Diabetes Mellitus, 

arterielle Hypertonie und Glomerulonephritiden54. Insbesondere im Stadium 5 der 

CKD ist eine Nierenersatztherapie notwendig. Hierzu stehen einerseits die Nie-

rentransplantation und andererseits die HD zur Verfügung.55 Auf Grund einer be-

grenzten Anzahl an Spenderorganen und steigender Inzidenz an Patienten mit 

eingeschränkter Nierenfunktion ist aktuell aber insbesondere die HD die primäre 

Therapie56. 

 



 
 

 
1.3.1 CKD und das kardiovaskuläre System 
 

Patienten mit CKD haben ein erhöhtes Risiko, an einer KHK zu erkranken. Au-

ßerdem stellen kardiovaskuläre Ereignisse die häufigste Todesursache bei die-

sen Patienten dar.1 Dieses erhöhte kardiovaskuläre Risiko ist durch verschiedene 

pathophysiologische Veränderungen im Rahmen der CKD bedingt. Aspekte wie 

eine endotheliale Dysfunktion, chronische Inflammation, eine erhöhte Generie-

rung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und Dysbalancen im Calcium-Phosphat-

Stoffwechsel begünstigen das Auftreten und beschleunigte Fortschreiten einer 

Atherosklerose.57 

Therapeutisch sind die Möglichkeiten für Patienten mit einer terminalen Nierenin-

suffizienz limitiert. Da der Bedarf an Spenderorganen kontinuierlich steigt, und 

schon jetzt der Großteil der Patienten auf Wartelisten steht ist eine Nierentrans-

plantation nur für einen Bruchteil der Patienten eine Option58. Als weitere Thera-

pieoption steht die intermittierende Hämodialyse (HD) zur Verfügung, die effektiv 

niedermolekulare Stoffe, die bei Patienten mit CKD akkumulieren, aus dem Blut 

entfernt59. Desweiteren ist die HD einer konservativen, rein medikamentösen 

Therapie klar überlegen60. Diese konservative Therapie besteht vor allem in der 

Kontrolle von Risikofaktoren, wie Diabetes Mellitus und arterieller Hypertonie und 

der Blockade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)50.  

In jüngster Zeit hat insbesondere das Urämietoxin IS an Aufmerksamkeit gewon-

nen und wird als möglicher Grund für die vielfältigen kardiovaskulären Beein-

trächtigungen bei CKD angesehen61. IS ist ein Abbauprodukt des 

Tryptophanmetabolismus und akkumuliert bei CKD62. Ebenfalls konnte für IS ge-

zeigt werden, dass es vielfältige negative Einflüsse auf das kardiovaskuläre Sys-

tem besitzt, wie z.B. die Hochregulation von TF auf glatten Gefäßmuskelzellen 

(vSMC)63 und Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen64, die Generierung reakti-

ver Sauerstoffspezies (ROS)65 und die Steigerung der Proliferation von vSMC66.  

 



 
 

1.4 Ziele der Dissertation 

In der vorliegenden Dissertation werden die folgenden Fragestellungen unter-

sucht: 

1. Welchen Einfluss hat die intermittierende HD auf die allgemeine 

Plättchenreaktivität bei Patienten mit CKD und KHK? 

2. Welchen Einfluss hat die HD auf die pharmakodynamische Antwort auf 

ASS? 

3. Ist IS ein potenzieller Mediator in der Vermittlung einer HTPR gegenüber 

ASS? 

4. Beeinflusst IS die Thrombozytenaggregation und –adhäsion von humanen 

Plättchen in-vitro und welche Rolle spielt ASS in diesem Zusammenhang? 

  



 
 

2 Material und Methoden 
 

2.1 Studiendesign 
 
Die vorliegende Dissertation gliedert sich in zwei Teile. Zum Ersten erfolgte eine 

klinisch-translationale Untersuchung, bei der Patienten mit dialysepflichtiger CKD, 

KHK und ASS-Medikation eingeschlossen wurden. Hierbei wurde der Einfluss der 

HD auf die Plättchenreaktivität und die pharmakodynamische Antwort auf ASS 

untersucht. Der experimentelle zweite Teil fußt auf in-vitro Untersuchungen zum 

Einfluss des Urämietoxins IS auf die Funktion humaner Plättchen. 

 

2.1.1 Klinisch-translationaler Teil 
 

Für den klinisch-translationalen Teil der vorliegenden Arbeit wurden dialyse-

pflichtige Patienten mit KHK und ASS-Medikation eingeschlossen. Die Patienten 

wurden von den kardiologischen Stationen MI03, ME06, ME08 und ME09 einge-

schlossen und wurden auf der Dialysestation MD01 des Universitätsklinikums 

Düsseldorf dialysiert. Nach schriftlicher und mündlicher Aufklärung wurde den 

Patienten unmittelbar vor Beginn der HD, zwei Stunden nach Beginn der HD und 

24 Stunden nach der HD Blut entnommen.  

 

2.1.2 Experimenteller Teil 
 

Im experimentellen Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss des Urämietoxins IS auf 

die Funktion humaner Plättchen untersucht. Hierzu wurde nach schriftlicher und 

mündlicher Aufklärung gesunden Probanden Blut entnommen und der Einfluss 

von IS auf die Plättchenfunktion mittels Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) 

und Flußkammerversuchen evaluiert.  

 

 

2.2 Patientenkollektiv 
 

Einschlusskriterien für den klinisch-translationalen Teil waren: 

 Niereninsuffizienz im Endstadium und Hämodialyse 

 Koronare Herzkrankheit (1 bis 3 – Gefäßerkrankung) 



 
 

 Alter ≥ 18 Jahre 

 einwilligungsfähig 

 

Ausschlusskriterien für den klinisch-translationalen Teil waren: 

 bewusstlose und nicht einwilligunfsfähige Patienten 

 jede Begleiterkrankung, die mit den geplanten Messungen an Thrombozy-

ten interferieren könnte 

 

Einschlusskriterien für Probanden für den experimentellen Teil waren: 

 Alter ≥ 18 Jahre 

 einwilligungsfähig 

Ausschlusskriterien für Probanden für den experimentellen Teil waren: 

 bekannte Störung oder Erkrankung der Hämostase 

 jede kardiovaskuläre Erkrankung 

 Einnahme von Medikamenten innerhalb der vorausgehenden sieben Tage, 

welche potentiell die Thrombozytenfunktion verändern (insbes. 

Thrombozytenfunktionshemmer und NSAID-Analgetika). 

 

Das gesamte Studiendesign ist an der Deklaration von Helsinki orientiert. Des-

weiteren ist die Studie durch die Ethikkommision der Medizinischen Fakultät der 

Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf genehmigt (Studiennummer: 5506R) 

Vor Blutentnahme wurde jeder Patient und Proband schriftlich und mündlich über 

die Blutentnahme aufgeklärt. Eine schriftliche Einverständniserklärung liegt von 

jedem Patienten und Probanden vor.  

Angaben zu Patientencharakteristika wie Vorerkrankungen und Komedikation 

wurden den Arztbriefen des stationären Aufenthalts entnommen. Klassische Pa-

rameter die routinemäßig im Rahmen des stationären Aufenthalts bestimmt wur-

den (Hämoglobin, Zellzahlen, Herzenzyme, Entzündungsparameter, Nierenpara-

meter, Leberparameter, Stoffwechselprofil) wurden im Zentrallabor des Universi-

tätsklinikums Düsseldorf ermittelt (Zentralinstitut für klinische Chemie und 

Laboratoriumsdiagnostik).  

 

 



 
 

2.3 Material 
 

2.3.1 Substanzen  
 

Substanz Hersteller und Herkunftsort  

Acetylsalicylsäure (ASS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim, Deutschland 

Adenosin 5`-Diphosphat (ADP) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim, Deutschland 

Arachidonsäure  Oxford Biomedical Research, Ox-

ford/Michigan, USA 

Aqua, dest. (Milli-Q) Millipore-Anlage, innerhalb des 

Instituts 

Bovines Serumalbumin (BSA) SERVA Electrophoresis GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

Calcein, AM Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-

tham, Massachusetts, USA 

CD41-FITC-Antikörper Beckman Coulter, Krefeld, 

Deutschland 

CD62-PE-Antikörper Beckman Coulter, Krefeld, 

Deutschland 

Dimethyl-Sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim, Deutschland 

Dulbecco’s phosphate buffered sa-

line (PBS) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim, Deutschland 

Dulbecco’s phosphate buffered sa-

line (PBS) modified without calcium 

chloride and magnesium chloride 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim, Deutschland 

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

IgG-FITC-Antikörper Beckman Coulter, Krefeld, 

Deutschland 

IgG-PE-Antikörper  Beckman Coulter, Krefeld, 

Deutschland 

Isoton II BD FACSFlow Beckman Coulter, Krefeld, 



 
 

Deutschland 

Isotone Glucoselösung BioTop Medical, Leiden, Nieder-

lande 

Kalium 3-Indoxylsulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim, Deutschland 

Kollagen HORM® Nycomed, Linz, Österreich 

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydroxid (NaOH)  Merck, Darmstadt, Deutschland 

Tirofiban  

TRAP-6 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim, Deutschland 

Tris Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-

ruhe, Deutschland 

 

2.3.2 Lösungen und Puffer 
 

Alkoholische NaOH: Lösung von 100mM NaOH in Ethanol 

 

Arachidonsäure (AA): Stammlösung 100mM in Ethanol. Gebrauchslösung: 100μl 

AA-Stammlösung + 100μl alkoholische NaOH. Anschließendes Versalzen unter 

N2 und lichtgeschützte Lagerung bei -20°C. Lösung der Gebrauchslösung in 

200μl Tris am Tag des Versuchs.  

 

Acetylsalicylsäure-Stammlösung: 5mM Stammlösung ASS durch Lösen von 

1,8mg ASS in 1ml TM. 1,5mM Gebrauchslösung ASS durch Verdünnen der 

Stammlösung 1:3,33 in TM. Daraus folgt bei einem Verdünnungsfaktor von 1:5 im 

Versuchsansatz eine Endkonzentration von 300μM. Für eine Endkonzentration 

von 100μM und 30μM im Ansatz wird die Gebrauchslösung weiter 1:3 oder 1:10 

mit TM verdünnt.  

 

Adenosindiphosphat (ADP)-Stammlösung: 10mM Stammlösung ADP durch Lö-

sen von 4,27mg ADP in 1ml MilliQ. 500μM Gebrauchslösung durch Verdünnen 

der Stammlösung 1:40 in MilliQ. Daraus folgt bei einem Verdünnungsfaktor von 

1:50 im Versuchsansatz eine Endkonzentration von 5μM.  



 
 

 

Calcein: 4mM Stammlösung Calcein durch Lösen von 1mg Reinsubstanz in 250μl 

DMSO. Anschließendes aliquotieren der Stammlösung zu 25μl pro Aliquot, um 

die Aliquots frisch am Versuchstag aufzutauen.  

 

Indoxylsulfat (IS)-Stammlösung: 25mM Arbeitslösung IS durch Lösen von 6,3mg 

IS in 1ml MilliQ. Daraus folgt bei einem Verdünnungsfaktor von 1:50 im Ver-

suchsansatz eine Endkonzentration von 500μM. Für die Endkonzentrationen 

250μM und 125μM wird die Arbeitslösung 1:2 bzw. 1:4 in MilliQ verdünnt.  

 

Thrombozytenmedium-Puffer (pH=7,4):  

• 134,00 mM NaCl;                  MG = 58,44 g/mol ->                    1,960 g/250ml 

• 12,00 mM NaHCO3;              MG = 84,01 g/mol ->                    0,252 g/250ml 

• 2,90 mM KCl;                         MG = 74,56 g/mol ->                    0,054 g/250ml 

• 0,36 mM NaH2PO4 x 2H2O; MG = 137,99 g/mol ->                  0,012 g/250ml 

• 1,00 mM MgCl2 x 6H2O;       MG = 203,31 g/mol ->                  0,051 g/250ml 

• 5,00 mM HEPES;                   MG = 238,30 g/mol ->                  0,289 g/250ml 

 

 

2.4 Methoden 
 

2.4.1 Probengewinnung und -aufbereitung 
 

Zur Blutentnahme wurde entweder Vollblut aus der Dialyseeinheit mittels Punkti-

onskanüle in Vacutainer® (BD Vacutainer® Systems, Plymouth, UK) aufgenom-

men oder mittels aseptischer Punktion aus einer peripheren Vene. Als 

Antikoagulanz zur Hemmung der Gerinnung im Probenröhrchen dient Natriumcit-

rat 129 mM im Verhältnis von 1:10. Für die Lichttransmissionsaggregometrie und 

die Durchflusszytometrie wurde plättchenreiches Plasma (PRP) benötigt. Dazu 

wurde das Vollblut in den Vacutainern® bei 1200rpm für zehn Minuten zentrifu-

giert. Der anschließend entstandene Überstand entspricht dem PRP und wurde 

mittels einer 1000μl-Pipette (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) in ein 15ml-

Zentrifugationsröhrchen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) 

überführt. Zur Gewinnung von plättchenarmen Plasma (PAP), welches der Ei-



 
 

chung des Aggregometers dient, wurden 500μl PRP bei 13200rpm für 5 Minuten 

in einem 1,5ml Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert, 

sodass sich ein Zellpellet am Boden des Reaktionsgefäßes gebildet hat und der 

entstandene Überstand als PAP abpipettiert werden konnte.  

 

2.4.2. Lichttransmissionsaggregometrie 
 

Zur Bestimmung der Thrombozytenreaktivität wurde die 

Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) nach Born angewandt67. Für diese Mes-

sung wurde ein Aggregometer APACT 4004 (Labitec, Ahrensburg, Deutschland) 

verwendet. Mittels dieses Aggregometers lassen sich vier Versuchsansätze 

gleichzeitig messen. Grundlegendes Prinzip dieser Messmethode ist die 

Detektierung von Licht, welches durch die Probenküvette strahlt. Durch die Ände-

rung der Dichte der Probe (PRP) durch die Aggregation der Thrombozyten ändert 

sich die Transmission des Lichtes. Anhand dieser Änderung berechnet das Sys-

tem die Thrombozytenaggregation und ermittelt diese als maximum of aggregati-

on (MoA) in Prozent.  

Zu Beginn der Messung muss das Aggregometer mit PRP als Nullwert und PAP 

als 100%-Wert geeicht werden. Jeder Versuchsansatz besteht aus 200μl PRP 

und 50μl TM. Diese Proben werden in Küvetten für vier Minuten bei 37°C inku-

biert und im Anschluss für weitere zwei Minuten bei 37°C zusätzlich mit Hilfe ei-

nes im System integrierten Magnetrührers (1000U/min) gerührt. Bei Minute sechs 

des Messdurchlaufs erfolgt die Hinzugabe der Stimuli zur Induktion der 

Thrombozytenaggregation. Hierzu wurden je 5μl AA, ADP und Kollagen genutzt. 

Von Minute sechs bis Minute zehn erfasst das Aggregometer die Dichteänderung 

der Probe und zeichnet diese in Form einer Aggregationskurve auf.  

Eine typische Aggregationskurve beginnt mit einem shape change der Thrombo-

zyten. Dabei sinkt die Kurve kurzzeitig auf negative Werte, um anschließend in 

Abhängigkeit der Plättchenreaktivität anzusteigen. Eine typische Aggregations-

kurve ist in der folgenden Abbildung gezeigt. (s. Abb. 1) 

Zur Evaluation des Einflusses von IS auf die Plättchenreaktivität mit und ohne 

ASS wurden die PRP-Proben vor Beginn der Aggregation mit 125μM, 250μM und 

500μM IS für 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Für die Versuchsansätze, in denen 

zusätzlich ASS genutzt wurde, wurden die Proben für zehn Minuten mit 30μM, 



 
 

100μM und 300μM ASS bei 37°C inkubiert und anschließend für 15 Minuten mit 

IS inkubiert.  

 
Abbildung 1: Typische, mit dem APACT 4004 Aggregometer, aufgenommene Aggregati-
onskurven. Gezeigt sind der Zeitpunkt der Addition der Stimuli, der shape change und das 
maximum of aggregation.  

 

 

2.4.3 Durchflusszytometrie (FACS) 
 
Zur Evaluation der basalen Plättchenreaktivität wurde mittels flourescence 

activated cell sorting (FACS) die Expression von P-Selectin (CD62) auf Thrombo-

zyten gemessen. Diese Messungen wurden an einem Guava® easyCyte 5 

(Merck, Darmstadt, Deutschland) Durchflusszytometer durchgeführt. Grundprin-

zip dieser Methode ist, dass Zellen in einer Suspension mit spezifischen 

floureszenzmarkierten Antikörpern (AK) gefärbt und anschließend einzeln durch 

eine Kapillare gesogen werden. Anschließend treffen Laserstrahlen verschiede-

ner Wellenlängen auf die einzelnen Zellen und regen so die 

floureszenzmarkierten AK an, Licht zu emittieren. Dieses emittierte Licht wird 

gemessen und erlaubt die Quantifizierung der Expression der gefärbten Oberflä-

chenmoleküle.  



 
 

In dieser Arbeit wurde ein Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierter CD41-AK 

verwendet, um Thrombozyten zu identifizieren. Desweiteren wurde ein 

Phycoerythrin (PE)-markierter CD62-AK verwendet, um die Expression von P-

Selectin zu quantifizieren. Als Negativkontrollen wurden entsprechende Isotypen 

für die angewandten Flourochrome FITC und PE genutzt. Für die Messungen 

wurde wie bereits oben beschrieben PRP generiert. 5μl PRP wurden anschlie-

ßend mit 1μl des CD41-AK und 5μl des CD62-AK für 15 Minuten bei Raumtem-

peratur im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze mit je 500μl Iso-

ton (Isoton II BD FACSFlow, Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) verdünnt. 

Diese Suspension wurde im folgenden Schritt in ein Messgefäß überführt und 

anschließend am Guava® easyCyte 5 gemessen. Die Auswertung erfolgte mit 

Hilfe der InCyte™ Software (Merck, Darmstadt, Deutschland) am Guava® 

easyCyte 5. Zellen, die sowohl CD41-positiv als auch CD62-positiv waren, wur-

den als P-Selectin-exprimierende Thrombozyten ermittelt. Die Quantifizierung 

erfolgte im prozentualen Anteil der P-Selectin-exprimierenden Thrombozyten im 

Vergleich zu allen Thrombozyten.  

 

2.4.4 Flusskammerversuche 
 

Für die Messung der Thrombozytenadhäsion wurde das BioFluxTM 200 (Fluxion 

Biosciences, Alameda, Kalifornien, USA) verwendet. Das BioFluxTM 200 ist ein 

Flusskammersystem bei dem über eine Pumpe ein veränderbarer Scherstress  

eingestellt werden kann, mit dem eine Probe durch ein Kapillarsystem fließt. Für 

die Evaluation der Thrombozytenadhäsion wurden low shear-Platten (BioFlux 200 

48-well low-shear plate, Fluxion Biosciences, Alameda, Kalifornien, USA) ver-

wendet. Diese Platten bestehen aus inlet wells und outlet wells, die über ein Ka-

pillarsystem miteinander verbunden sind. Eine schematische Darstellung dieses 

Aufbaus wird in Abbildung 2 dargestellt. 

 



 
 

 
Abbildung 2: Schematische, vereinfachte Darstellung des Flusskammersystems. 
 

Die Vorbereitung der Platten für die Messungen umfassen drei Schritte. Als Ers-

tes wurde das Kapillarsystem mit Kollagen beschichtet. Dazu wurde eine 

Kollagenlösung (100μg/ml) 1:10 in einer Glucoselösung verdünnt. 50μl dieser 

Kollagenarbeitslösung werden in das inlet well pipettiert und mit einem Scher-

stress von 2 DYN/cm² durch das Kapillarsystem befördert, bis sich der innere An-

teil des outlet wells unter mikroskopischer Kontrolle (Nikon Eclipse TE2000-U, 

Minato, Tokio, Japan) mit Flüssigkeit gefüllt hat. Anschließend wurde die Platte 

für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und die Kollagenlösung aus den 

wells mittels einer Pumpe abgesaugt. Die Beschichtung der Kapillare mit Kol-

lagen dient als Stimulator für die Thrombozytenadhäsion. 

Der zweite Schritt umfasst das Waschen der Platte. Hierzu wurden 200μl Dulbec-

co’s phosphate buffered saline (PBS) in das inlet und das outlet well gegeben 

und umgehend mit der Pumpe abgesaugt. Anschließend wurden 1000μl PBS in 

das inlet well gegeben und für zehn Minuten bei 5DYN/cm² durch das Kapillarsys-

tem befördert. Anschließend wird die gesamte Flüssigkeit aus den wells abge-

saugt. 

Im letzten Schritt wurde die restliche Oberfläche der Kapillare, die bei der Be-

schichtung mit Kollagen frei geblieben ist geblockt. Hierzu wurde eine 0,5%ige 

Lösung von bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS hergestellt und 1000μl in das 

inlet well gegeben. Diese Lösung wurde bei 5DYN/cm² für 15 Minuten durch die 

Kapillare gespült. Nach Ablauf der 15 Minuten wurde die Platte noch zehn Minu-

ten bei Raumtemperatur inkubiert und konnte nun zur Messung verwendet wer-

den. 



 
 

Zur Vorbereitung der Proben wurde Blut in Citratröhrchen entnommen und in ei-

ner Verdünnung von 1:1000 mit 4mM Calceinlösung gefärbt. Diese Färbung wur-

de für 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Um den Einfluss von IS auf die 

Thrombozytenadhäsion zu untersuchen wurden die entsprechenden Proben 15 

Minuten vor Beginn der Messung mit 125μM, 250μM und 500μM IS inkubiert. 

Desweiteren wurde einigen Proben ASS 20 Minuten vor Beginn der Messung 

hinzugefügt, um zu untersuchen, ob IS die Thrombozytenhemmung durch ASS 

entgegenwirkt. 500μl dieser Probe wurden nun in das inlet well pipettiert und für 

zehn Minuten bei 10DYN/cm² durch das Kapillarsystem gespült. Nach diesen 

zehn Minuten wurde das Blut aus den wells mit einer Pipette abgenommen und 

beide wells mehrfach mit PBS ohne Calcium und Magnesium gewaschen. Zum 

Abschluss wurden 500μl PBS in das inlet well gegeben und bei 5DYN/cm² unter 

mikroskopischer Kontrolle durch die Kapillare gespült, bis alle nicht-adhärenten 

Zellen aus den Kapillarsystem herausgespült wurden.  

Zur Auswertung der Messungen wurden Bilder der Kapillare mit dem Nikon 

Eclipse TE2000-U Mikrokskop und der NIS-Elements Imaging Software (Nikon, 

Minato, Tokio, Japan) aufgenommen. Durch die Färbung mit Calcein 

floureszieren die adhärenten Thrombozyten grün, sobald man sie mit einem grü-

nen Laser bestrahlt. Die Auswertung der Bilder erfolgte über die BioFlux-

MontageTM Software. Hierbei wurde bestimmt, welcher Anteil der Kapillare in Pro-

zent von Thrombozyten bedeckt ist. Dabei würde eine komplett bedeckte Kapilla-

re 100% entsprechend, während keine Adhäsion 0% entsprechen würde.  

 

2.4.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur Messung von 
Indoxylsulfat 
 
Um die Plasmaspiegel von IS bei den eingeschlossenen Patienten zu messen, 

wurde ein Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) verwendet. Das hu-

mane IS ELISA Kit (MyBioSource, San Diego, Kalifornien, USA) wurde der beige-

legten Anleitung entsprechend durchgeführt. Zur Generierung von Plasma wurde 

Vollblut für zehn Minuten bei 3000rpm zentrifugiert, abgehoben und in einem 

1,5ml Reaktionsgefäß bei -80°C bis zur Messung gelagert. Vor Benutzung der 

Materialen wurden alle Materialen und Proben auf Raumtemperatur erhitzt. Je 

50μl der Standardlösungen wurden für die Ermittlung einer Standardreihe be-

nutzt. Für die Messung der Proben wurden ebenfalls je 50μl pro Probe verwen-



 
 

det. Nachdem 50μl jeder Probe in je ein well pipettiert wurden, wurden weitere 

100μl HRP-konjugiertes Reagenz zu jedem well hinzugefügt. Anschließend wur-

de die Platte für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nachfolgend erfolgten vier 

Waschschritte, um die nicht gebundenen Substanzen zu entfernen. Im nachfol-

genden Schritt wurde erst 50μl der Chromogen Lösung A und dann 50μl der 

Chromogen Lösung B zu den wells hinzugefügt und für 15 Minuten im Dunkeln 

bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die chemische Reaktion durch Addition 

von 50μl Stoplösung gestoppt und die optische Dichte mittels FLUOstar® Omega 

Microplate Reader (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland) ausgele-

sen. Anhand der Standardreihe wurden über die MARS Datenanalyse Software 

(BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland) die Messergebnisse der Pro-

ben berechnet.  

 

2.5 Statistische Analyse 
 

Zur statistischen Analyse der erhobenen Daten wurden die Programme 

GraphPad Prism® (GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornien, USA) und 

IBM SPSS® (New York, USA) genutzt. Die Prüfung der Normalverteilung erfolgte 

mittels Histogrammen, Q-Q-Plots und dem Kolmogorov-Smirnov-Tests. Gepaarte 

t-Tests wurden für die Analyse normalverteilter Daten genutzt, während nicht-

normalverteilte Daten mittel Wilcoxon matched paris test analysiert wurden. Ein 

Chi²-Test wurde genutzt, um die Verteilung eines bestimmten Merkmals zu ana-

lysieren und Korrelationen wurden mit Hilfe der Pearson-Korrelation analysiert. P-

Werte <0.05 wurden als statistisch signifikant erachtet.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

3 Ergebnisse 
 
3.1. Patientencharakteristika 
 

Die eingeschlossenen Patienten repräsentieren ein typisches kardiologisches 

Patientenkollektiv. Das mittlere Alter betrug 69.8 ± 9.7 Jahre, 15 (68.2%) waren 

männlich und der mittlere Body Mass Index (BMI) lag bei 26.4 ± 4.9. 16 (72.7%) 

Patienten zeigten eine arterielle Hypertonie, elf (50%) einen Diabetes Mellitus, 

vier (18.2%) waren übergewichtig mit einem BMI >30 und sechs (27.3%) waren 

Raucher. An Vorerkrankungen bestanden bei zehn (45.5%) Patienten ein statt-

gehabter Myokardinfarkt, bei 15 (68.2%) eine perkutane Koronarintervention 

(PCI) und fünf (22.7%) Patienten hatten bereits einen coronar-arteriellen Bypass.  

 

  
Charakteristika total n=22 

Alter - Jahre (mean ± SD) 69.8 ± 9.7 

männlich – no (%) 15 (68.2%) 

Body mass index (mean ± SD) 26.4 ± 4.9 

Kardiovaskuläre Risikofaktoren –  no. (%)  

Arterielle Hypertonie 16 (72.7%) 

Diabetes mellitus 11 (50%) 

Adipositas (BMI>30) 4 (18.2%) 

Raucher 6 (27.3%) 

Kardiovaskuläre Krankheitsgeschichte – no. (%)  

Z.n. Myokardinfarkt 10 (45.5%) 

Z.n. PCI 15 (68.2%) 

Z.n. CABG 5 (22.7%) 

Z.n. Stroke 0 (0%) 

Tabelle 2: Allgemeine Charakteristika, kardiovaskuläre Risikofaktoren und kardiovaskuläre 
Krankheitsgeschichte der eingeschlossenen Patienten. (SD = standard deviation, BMI = body 

mass index, Z.n. = Zustand nach, PCI = percutanous coronary intervention = perkutane 

Koronarintervention, CABG  = coronary artery bypass graft = coronar-arterieller Bypass) 

 



 
 

Klinisch präsentierten sich fünf (22.7%) Patienten mit einer Eingefäß-KHK, zwei 

(9.1%) mit einer Zweigefäß-KHK und 15 (68.2%) mit einer Dreigefäß-KHK. Be-

züglich pektanginöser Beschwerden präsentierten sich zwei (9.1%) Patienten mit 

Symptomatik bei schwerer körperlicher Belastung (Canadian Cardiovascular So-

ciety = CCS 1), zwei (9.1%) Patienten mit Beschwerden bei moderater körperli-

cher Belastung (CCS 2), ein (4.5%) Patient mit Beschwerden bei leichter körperli-

cher Belastung und ein (4.5%) Patient mit pektanginösen Ruhebeschwerden 

(CCS 4). Acht (36.4%) der Patienten präsentierten sich mit einer Herzinsuffizienz 

Stadium NYHA I, vier (18.2%) Patienten mit NYHA II, acht (36.4%) Patienten mit 

NYHA III und zwei (9.1%) der Patienten mit NYHA IV. Echokardiographisch zeig-

te sich bei sieben (31.8%) der Patienten eine linkventrikuläre Ejektionsfraktion 

(LVEF) unter 45%, bei vier (18.2%) Patienten sogar eine  LVEF kleiner 30%. Die 

restlichen elf (50%) Patienten zeigten keine eingeschränkte LVEF. 

 

Klinische Präsentation – no. (%)  

Koronare Herzkrankheit  

Eingefäß 5 (22.7%) 

Zweigefäß 2 (9.1%) 

Dreigefäß 15 (68.2%) 

CCS-Score  

CCS 0 16 (72.7%) 

CCS 1 2 (9.1%) 

CCS 2 2 (9.1%) 

CCS 3 1 (4.5%) 

CCS 4 1 (4.5%) 

NYHA-Stadium   

NYHA I 8 (36.4%) 

NYHA II 4 (18.2%) 

NYHA III 8 (36.4%) 

NYHA IV 2 (9.1%) 



 
 

LV-EF <45% 7 (31.8%) 

LV-EF <30% 4 (18.2%) 

Tabelle 3: Klinische Präsentation der eingeschlossenen Patienten. (CCS = Canadian Cardio-
vascular Society, NYHA = New York Heart Association, LV-EF = linksventrikuläre Ejektionsfrak-
tion) 

 

Bei Einschluss in die Studie zeigte sich bei den Patienten eine typische kardiolo-

gische Medikation, die den bestehenden Komorbiditäten entsprach. Wie zu er-

warten erhielten alle 22 (100%) Patienten ASS, zusätzlich erhielten sieben 

(31.8%) weitere Patienten einen P2Y12-Inhibitor zur dualen Antiplättchentherapie 

(DAPT). Die weitere Medikation ist in Tabelle 4 dargestellt. 

 

Komedikation – no. (%)  

AT-II-Rezeptor-Inhibitor 3 (13.6%) 

ACE- Inhibitor 9 (40.9%) 

ASS 22 (100%)  

P2Y12-inhibitor 7 (31.8%) 

VKA  2 (9.1%) 

Beta-Blocker 17 (77.3%) 

Calcium-Antagonist 10 (45.5%) 

Diuretika 20 (90.9%) 

Statine 15 (68.2%) 

Oral Antidiabetika 1 (4.5%) 

Insulin 4 (18.2%) 

PPI 21 (95.5%) 

NMH 3 (13.6%) 

UFH 6 (27.3%) 

Metamizol 3 (13.6%) 

Opioide 6 (27.3%) 



 
 

Tabelle 4: Komedikation der Patienten. (AT = Angiotensin, ACE = Angiotensin-converting en-

zyme, ASS = Acetylsalicylsäure, VKA = Vitamin K-Antagonist, PPI = Protonenpumpen-Inhibitor, 

NHM = niedermolekulares Heparin, UFH = unfraktioniertes Heparin)  

 

 

Im Aufnahmelabor der Patienten zeigte sich ein verminderter Hämoglobinwert 

von 10.3 ± 1.9 g/dl und ein verminderter Hämatokrit von 32.4 ± 5.6 %. In Bezug 

auf die Niereninsuffizienz der Patienten zeigte sich ein mittleres Kreatinin von 

4.75 ± 2.91 mg/dl, ein mittlerer Harnstoff von 94.63 ± 60.73 mg/dl und eine mittle-

re GFR von 19.7 ±  9.3 ml/min. Die weiteren Parameter des Aufnahmelabors sind 

in Tabelle 5 gezeigt.  

 

Laborwerte – (mean ± SD)  

Hb [g/dl] 10.3 ± 1.9  
 

Hkt [%] 32.4 ± 5.6    
 

Thrombozyten [x1000/μl]  254.6 ± 103.5  
 

Leukozyten [x1000/μl] 9.2 ± 3.2  

Triglyceride [md/dl] 124.4 ± 61.5 

LDL [mg/dl] 65.7 ± 24.6 

HDL [mg/dl] 39.4 ± 17.4 

HbA1c [%] 5.5 ± 1.1 

CRP [mg/dl] 5.1 ± 6.7 

Procalcitonin [ng/ml] 42.5 ± 29 

CK [U/l] 155.6 ± 244.4 

Kreatinin [mg/dl] 4.75 ± 2.91 

Harnstoff [mg/dl] 94.63 ±60.73 

GFR [ml/min] 19.7 ± 9.3 

Harnsäure [mg/dl] 5.8 ± 3.3 

GOT [U/l] 27.2 ± 14.9 

GPT [U/l] 29.2 ± 56.4 



 
 

AP [U/l] 104.5 ± 29.5 

Na [mmol/l] 137.4 ± 4 

K [mmol/l]  4.8 ± 0.9 

Cl [mmol/l] 101.1 ± 5.3 

Ca [mmol/l] 1.9 ± 0.4 

PO4
3- [mmol/l] 1.6 ± 0.9 

Tabelle 5: Laborwerte zum Zeitpunkt der Aufnahme der eingeschlossenen Patienten. (SD = 

standard deviation, Hb = Hämoglobin, Hkt = Hämatokrit, LDL = low density lipoprotein, HDL = 

high density lipoprotein, HbA1c = glykiertes Hämoglobin, CRP = C-reaktives Protein, CK = 

Creatinkinase, GFR = glomeruläre Filtrationsrate, GOT = Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, 

GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase, AP = alkalische Phosphatase, Na = Natrium, K = Kalium, 

Cl = Chlorid, Ca = Calcium, PO4
3- = Phosphat) 

 

Die mittlere Zeit, seit der die Patienten dialysepflichtig sind, beträgt 41.4 ± 91.8 

Monate. Sieben (31.8%) der Patienten hatten als Gefäßzugang für die 

Hämodialyse einen Brescia-Cimino-Shunt, während die anderen 15 (68.2%) ei-

nen zentralen Venenkatheter (Demers-Katheter) hatten. Ätiologisch basiert die 

terminale Niereninsuffizienz bei sieben (31.8%) der Patienten auf einer diabeti-

schen Nephropathie, bei fünf (22.7%) auf einer hypertensiven Nephropathie und 

bei acht (36.4%) Patienten ist die Ätiologie ungeklärt. Die Auswertung der Blut-

gasanalyse, die zu Beginn der Hämodialyse durchgeführt wurde, findet sich in 

Tabelle 6. 

 

Zeit seit Dialysepflichtigkeit (mean ± SD) 41.4 ± 91.8 Monate 

Gefäßzugang – no (%) total n=22 

Brescia-Cimino-Shunt  7 (31.8%) 

Demers-Katheter 15 (68.2%) 

Venöse Blutgasanalyse – (mean ± SD)  

pH 7.4 ± 0.1 

pCO2 [mmHg] 40.43 ± 6.8 

pO2 [mmHg] 55.75 ± 23.5 

Hb [g/dl] 9.2 ± 1.6 



 
 

sO2 [%] 78.1 ± 16.5 

BE [mmol/l] 0.02 ±  3 

HCO3
- [mmol/l] 24.2 ± 2.5 

Ätiologie der terminalen Niereninsuffizienz – 
(mean ± SD) 

 

Ungeklärte Genese 8 (36.4%) 

Diabetische Nephropathie  7 (31.8%) 

Hypertensive Nephropathie 5  (22.7%) 

Alport-Syndrom 1 (4.5%) 

MCGN 1 (4.5%) 

Tabelle 6: Details bezüglich der Hämodialyse. (SD = standard deviation, pCO2 = CO2-

Partialdruck, pO2 = Sauerstoffpartialdruck, Hb = Hämoglobin, sO2 = Sauerstoffsättigung, BE = 

Base Excess, HCO3
- = Hydrogencarbonat, MCGN = minimal change Glomerulonephritis)  

 

  



 
 

3.2 Ergebnisse der LTA im Patientenkollektiv 
 

Zur Bestimmung der Plättchenreaktivität wurde vor, während und 24 Stunden 

nach HD eine LTA mit verschiedenen Stimuli durchgeführt. In der AA-induzierten 

Aggregation zeigte sich ein signifikanter Abfall zwischen vor und 24 Stunden 

nach der HD (MoApre: 27.36% ± 25.23% vs. MoApost: 19.94% ± 21.83%, p=0.031). 

24 Stunden nach HD war die AA-induzierte Aggregation ebenfalls signifikant ge-

ringer als während der HD (MoAduring: 28.05% ± 23.5% vs.  MoApost: 19.94% ± 

21.83%, p=0.042). Vor und während der HD unterschied sich die AA-induzierte 

Aggregation nicht (MoApre: 27.36% ± 25.23% vs. MoAduring: 28.05% ± 23.5%, 

p=0.822).  

 
Abbildung 3: Arachidonsäure-induzierte Aggregation vor, während und 24 Stunden nach 
Hämodialyse. (AA = Arachidonsäure, MoA = maximum of aggregation, HD = Hämodialyse) 

 

In der ADP-induzierten Aggregation zeigte sich ein signifikanter Abfall zwischen 

vor und 24 Stunden nach HD (MoApre: 65.36 % ± 12.88% vs. MoApost: 60.28% ± 

15.13%, p=0.043). Zwischen den Zeitpunkten vor und während der HD zeigte 

sich ein leichter Trend zu einer geringeren ADP-induzierten Aggregation während 

der HD (MoApre: 65.36 % ± 12.88% vs. MoAduring: 61.55% ± 17.17%, p=0.089). 

Zwischen den Zeitpunkten während und 24 Stunden nach der HD bestand kein 

signifikanter Unterschied (MoAduring: 61.55% ± 17.17% vs. MoApost: 60.28% ± 

15.13%, p=0.486). 



 
 

 
Abbildung 4: Adenosindiphosphat-induzierte Aggregation vor, während und 24 Stunden 
nach Hämodialyse. (ADP = Adenosindiphosphat, MoA = maximum of aggregation, HD = 

Hämodialyse) 

 

In der Kollagen-induzierten Aggregation zeigte sich zwischen keinem der drei 

Messzeitpunkte ein signifikanter Unterschied. (MoApre: 62.18 % ± 18.14% vs. 

MoApost: 61.17% ± 18.34%, p=0.91. MoApre: 62.18 % ± 18.14% vs. MoAduring: 

64.82% ± 18.31%, p=0.375. MoAduring: 64.82% ± 18.31% vs. MoApost: 61.17% ± 

18.34%, p=0.329).  

 
Abbildung 5: Kollagen-induzierte Aggregation vor, während und 24 Stunden nach 
Hämodialyse. (MoA = maximum of aggregation, HD = Hämodialyse) 



 
 

3.3 Ergebnisse der Durchflusszytometrie im Patientenkollektiv 
 

In der durchflusszytometrischen Messung der Oberflächenexpression von P-

Selectin auf Thrombozyten zeigte sich ein signifikanter Abfall der Expression zwi-

schen den Zeitpunkten vor und während der HD (CD62Ppre: 31.56% ± 18.99%  

vs. CD62Pduring: 23.97% ± 15.28%, p=0.026). Die Expression von P-Selectin war 

24 Stunden nach der HD ebenfalls signifikant geringer als vor der HD (CD62Ppre: 

31.56% ± 18.99% vs. CD62Ppost: 24.72% ± 16.15%, p=0.024). Während und 24 

Stunden nach der HD unterschied sich die Expression von P-Selectin nicht 

(CD62Pduring: 23.97% ± 15.28% vs. CD62Ppost: 24.72% ± 16.15%, p=0.724).  

 
Abbildung 6: Durchflusszytometrisch bestimmter Anteil an P-Selectin-exprimierenden 
Thrombozyten vor, während und 24 Stunden nach Hämodialyse. (CD62 = P-Selectin, HD = 

Hämodialyse)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

3.4 HTPR im Patientenkollektiv 
 

Der Anteil an Patienten, die eine HTPR gegenüber ASS zeigen, ist signifikant 

unterschiedlich zwischen den Zeitpunkten. Vor der HD haben zwölf (54%) und 

während der HD zehn (46%) Patienten eine HTPR gegenüber ASS. 24 Stunden 

nach HD dagegen ist der Anteil an Patienten mit HTPR auf vier (18%) gesunken. 

Dieser Unterschied ist signifikant im Chi² mit p=0.0369.  

 
Abbildung 7: Anzahl der Patienten mit einer HTPR (rot) bzw. ohne HTPR (grün) vor wäh-
rend und 24 Stunden nach Hämodialyse. (HD = Hämodialyse, HTPR = high on-treatment 

platelet reactivity) 

 

3.5 IS-Spiegel im Patientenkollektiv 
 

Die mittels ELISA gemessenen Plasmaspiegel von IS waren 24 Stunden nach 

HD signifikant geringer als vor HD (ISpre: 6.186 μg/ml ± 3.4 μg/ml vs. ISpost: 4.192 

μg/ml ± 2.878 μg/ml, p=0.014) und während der HD (ISduring: 7.184 μg/ml ± 3.546 

μg/ml vs. ISpost: 4.192 μg/ml ± 2.878 μg/ml, p=0.026). Die gemessenen IS-Spiegel 

vor und während der HD unterschieden sich nicht signifikant (ISpre: 6.186 μg/ml ± 

3.4 μg/ml vs. ISduring: 7.184 μg/ml ± 3.546 μg/ml, p=0.354). Desweiteren zeigte 

sich eine signifikante Korrelation zwischen gemessenen IS-Spiegeln und der AA-

induzierten Aggregation (r=0.3216, R²=0.1034, p=0.0333).  



 
 

 
Abbildung 8: Indoxylsulfat-Plasmaspiegel vor, während und 24 Stunden nach HD. (HD = 

Hämodialyse) 

 

 
Abbildung 9: Pearson-Korrelation zwischen den gemessenen Indoxylsulfat-Spiegeln und 
der Arachidonsäure-induzierten Aggregation. (AA = Arachidonsäure, MoA = maximum of agg-

regation) 

  



 
 

3.6 Einfluss von IS auf die Plättchenreaktivität 
 

In in-vitro Untersuchungen mit dem Blut gesunder Probanden wurde der Einfluss 

von IS auf die Plättchenaggregation untersucht. IS erhöht in den Konzentrationen 

125μM (MoACon: 50.28%  ± 39.29% vs. MoAIS125: 71.85% ± 28.3%, p=0.032), 

250μM (MoACon: 50.28%  ± 39.29% vs. MoAIS250: 77.72% ± 22.24%, p=0.015) 

und 500μM (MoACon: 50.28%  ± 39.29% vs. MoAIS500: 77.29% ± 22.51%, 

p=0.015) signifikant die AA-induzierte Plättchenaggregation.  

In der ADP-induzierten Aggregation zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Agg-

regation nach Vorinkubation mit 500μM IS (MoACon: 61.1%  ± 22.32% vs. 

MoAIS500: 77.4% ± 11.89%, p=0.017). Sowohl nach einer Vorinkubation mit 

125μM IS (MoACon: 61.1%  ± 22.32% vs. MoAIS125: 70.2% ± 21.96, p=0.112) als 

auch mit 250μM IS (MoACon: 61.1%  ± 22.32% vs. MoAIS250: 67.04% ± 21.92%, 

p=0.201) zeigte sich ein Anstieg der Aggregation, der jedoch keine statistische 

Signifikanz erreicht.  

Eine Vorinkubation mit 500μM IS erhöhte ebenfalls signifikant die Kollagen-

induzierte Aggregation (MoACon: 64.17%  ± 29.23% vs. MoAIS500: 80.93% ± 

10.52%, p=0.041), während 125μM IS (MoACon: 64.17%  ± 29.23% vs. MoAIS125: 

73.71% ± 27.59, p=0.15) und 250μM IS (MoACon: 64.17%  ± 29.23% vs. MoAIS250: 

80.02% ± 11.88%, p=0.155) ebenfalls einen Trend zeigten, die Kollagen-

induzierte Aggregation zu steigern, dieser jedoch nicht statistisch signifikant war.  



 
 

 
Abbildung 10: Einfluss von verschiedenen Konzentrationen Indoxylsulfat auf die 
Arachidonsäure-induzierte Aggregation bei Plättchen gesunder Probanden. (AA = 

Arachidonsäure, MoA = maximum of aggregation, Con = Kontrolle, IS = Indoxylsulfat, μM = 

Mikromolar) 

 
Abbildung 11: Einfluss von verschiedenen Konzentrationen Indoxylsulfat auf die 
Adenosindiphosphat-induzierte Aggregation bei Plättchen gesunder Probanden. (ADP = 

Adenosindiphosphat, MoA = maximum of aggregation, Con = Kontrolle, IS = Indoxylsulfat, μM = 

Mikromolar) 

 



 
 

 
Abbildung 12: Einfluss von verschiedenen Konzentrationen Indoxylsulfat auf die Kollagen-
induzierte Aggregation bei Plättchen gesunder Probanden. (MoA = maximum of aggregation, 

Con = Kontrolle, IS = Indoxylsulfat, μM = Mikromolar) 

 

IS erhöht konzentrationsabhängig die AA-induzierte Aggregation bei Plättchen 

gesunder Probanden, die in-vitro mit 30μM ASS vorbehandelt wurden. 125μM IS 

erhöhte die AA-induzierte Aggregation nicht signifikant (MoACon: 30.41%  ± 

39.03% vs. MoAIS125: 53.72% ± 39.75%, p=0.109). Eine Vorinkubation mit 250μM 

IS (MoACon: 30.41%  ± 39.03% vs. MoAIS250: 60.27% ± 31.69%, p=0.049) und 

500μM (MoACon: 30.41%  ± 39.03% vs. MoAIS5ß0: 76.78% ± 10.15%, p=0.009) 

erhöhten die AA-induzierte trotz Vorbehandlung mit 30μM ASS signifikant.  

Nach in-vitro Behandlung der Plättchen mit 100μM ASS zeigte sich eine signifi-

kante Steigerung der AA-induzierten Aggregation bei allen Konzentrationen an IS 

im Vergleich zur Kontrolle (MoACon: 14.98%  ± 25.45% vs. MoAIS125: 39.04% ± 

39.26%, p=0.037. MoACon: 14.98%  ± 25.45% vs. MoAIS250: 40.35% ± 38.38%, 

p=0.032. MoACon: 14.98%  ± 25.45% vs. MoAIS500: 41.18% ± 32.82%, p=0.009.).  

 Im dritten Versuchsansatz, in dem die Plättchen mit einer Dosis von 300μM ASS 

vorbehandelt wurden zeigte sich zwischen der Kontrolle und den Plättchen, die 

mit 125μM IS inkubiert wurden (MoACon: 7.38%  ± 3.36% vs. MoAIS125: 7.1% ± 

3.67%, p=0.829) sowie zwischen der Kontrolle und den mit 250μM IS behandel-

ten Plättchen (MoACon: 7.38%  ± 3.36% vs. MoAIS250: 9.65% ± 5.16%, p=0.266) 



 
 

kein signifikanter Unterschied in der AA-induzierten Aggregation. Die Plättchen, 

die mit 500μM IS vorinkubiert wurden zeigten eine signifikant erhöhte AA-

induzierte Aggregation im Vergleich zur Kontrolle (MoACon: 7.38%  ± 3.36% vs. 

MoAIS500: 20.55% ± 16.28%, p=0.048).  

 
Abbildung 13: Einfluss von verschiedenen Konzentrationen Indoxylsulfat auf die 
Arachidonsäure-induzierte Plättchenaggregation gesunder Probanden nach in-vitro Vor-
behandlung der Plättchen mit 30μM Acetylsalicylsäure. (AA = Arachidonsäure, MoA = maxi-

mum of aggregation, ASS = Acetylsalicylsäure, Con = Kontrolle, μM = Mikromolar) 

 
Abbildung 14: Einfluss von verschiedenen Konzentrationen Indoxylsulfat auf die 
Arachidonsäure-induzierte Plättchenaggregation gesunder Probanden nach in-vitro Vor-



 
 

behandlung der Plättchen mit 100μM Acetylsalicylsäure. (AA = Arachidonsäure, MoA = max-

imum of aggregation, ASS = Acetylsalicylsäure, Con = Kontrolle, μM = Mikromolar) 

 
Abbildung 15: Einfluss von verschiedenen Konzentrationen Indoxylsulfat auf die 
Arachidonsäure-induzierte Plättchenaggregation gesunder Probanden nach in-vitro Vor-
behandlung der Plättchen mit 300μM Acetylsalicylsäure. (AA = Arachidonsäure, MoA = max-

imum of aggregation, ASS = Acetylsalicylsäure, Con = Kontrolle, μM = Mikromolar) 

 
 

3.7 Einfluss von IS auf die Plättchenadhäsion 
 

Indoxylsulfat erhöht konzentrationsabhängig die in der Flusskammer gemessene 

Plättchenadhäsion. Nach einer Inkubation mit 125μM IS zeigt sich eine nicht sig-

nifikante Steigerung der Adhäsion im Vergleich zur Kontrolle (AreaCon: 18.31% ± 

13.98% vs. AreaIS125: 35.45% ± 28.1%, p=0.169). Nach Inkubation mit 250μM IS 

war die Adhäsion signifikant höher als in der Kontrolle (AreaCon: 18.31% ± 13.98% 

vs. AreaIS250: 48.24% ± 20.02%, p=0.015) und nach Inkubation mit 500μM IS 

zeigte sich ebenfalls eine signifikante Steigerung der Plättchenadhäsion (AreaCon: 

18.31% ± 13.98% vs. AreaIS500: 61.31% ± 24.23%, p=0.026).  



 
 

 
Abbildung 16: Einfluss verschiedener Konzentrationen Indoxylsulfat auf die 
Plättchenadhäsion gesunder Probanden. (Con = Kontrolle, IS = Indoxylsulfat, μM = Mikromo-

lar)  

Der gleiche Versuchsaufbau wurde ebenfalls mit Plättchen gesunder Probanden 

durchgeführt, die in-vitro mit ASS behandelt wurden. Hierbei zeigte sich eine sig-

nifikant höhere Adhäsion im Vergleich zur Kontrolle nach Inkubation mit 125μM 

IS (AreaCon: 16.78% ± 20.59% vs. AreaIS125: 40.1% ± 29.34%, p=0.017), 250μM 

IS (AreaCon: 16.78% ± 20.59% vs. AreaIS250: 34.49% ± 20.26%, p=0.026) und 

500μM IS (AreaCon: 16.78% ± 20.59% vs. AreaIS500: 37.71% ± 27.93%, p=0.009).  



 
 

 
Abbildung 17: Einfluss verschiedener Konzentrationen Indoxylsulfat auf die 
Plättchenadhäsion gesunder Probanden nach in-vitro Behandlung mit Acetylsalicylsäure. 
(ASS = Acetylsalicylsäure, Con = Kontrolle, IS = Indoxylsulfat, μM = Mikromolar) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

4 Diskussion 
 
4.1 Plättchenfunktion bei Patienten mit CKD und HD 

 

Die CKD ist ein wichtiger Risikofaktor für eine KHK68 und kardiovaskuläre Ereig-

nisse wie den akuten Myokardinfarkt69. Dabei steigt das Risiko an einem kardio-

vaskulären Tod zu versterben mit abnehmender Nierenfunktion an70. Dement-

sprechend sind insbesondere dialysepflichtige Patienten von einem hohen 

kardiovaskulären Risiko betroffen. Auf Grund der hohen Prävalenz einer einge-

schränkten Nierenfunktion 51-53 ist es von entscheidender Bedeutung die Patho-

physiologie der hohen kardiovaskulären Mortalität bei Patienten mit CKD zu ver-

stehen und potenzielle therapeutische Ansätze zu entwickeln.  

Blutplättchen sind entscheidend an der Pathogenese kardiovaskulärer Ereignisse 

beteiligt30. Daher ist es wenig überraschend, dass eine gesteigerte 

Plättchenreaktivität mit einer erhöhten Rate an ischämischen Ereignissen einher-

geht71, 72. Bei Patienten mit CKD und HD ist die Plättchenreaktivität in verschie-

denen Studien mit unterschiedlichen Plättchenfunktionstests im Vergleich zu Ge-

sunden erhöht 73-76. In der vorliegenden Studie zeigte sich eine vergleichbar hohe 

Plättchenreaktivität bei den Patienten, ausgenommen bei der AA-induzierten 

Aggregation, was sich durch die durchgehende Einnahme von ASS erklärt.  

Bezüglich der Veränderung der Plättchenreaktivität durch die HD zeigt sich in der 

Literatur ein uneinheitliches Bild. Auf der einen Seite gibt es Studien, die während 

der HD keine Veränderung der Plättchenfunktion gefunden haben 77, 78. Dies geht 

mit unseren Ergebnissen in der LTA einher. Sowohl die AA-, als auch die ADP- 

und die Kollagen-induzierte Plättchenaggregation zeigten keinen signifikanten 

Unterschied zwischen dem Baselinewert vor der HD und der Aggregation wäh-

rend der HD. Eine weitere Studie zeigten einen Abfall der P-Selectin-Expression 

unmittelbar nach der HD79, was konsistent mit dem Abfall der P-Selectin-

Expression während und 24 Stunden nach HD in unserer Studie war. Schoorl et 

al. dagegen konnten in ihrer Studie einen Anstieg der P-Selectin-Expression wäh-

rend der HD zeigen80. Der entscheidende Unterschied zwischen der Studie von 

Schoorl et al. und unserer Untersuchung ist jedoch, dass Patienten mit ASS-

Medikation ausgeschlossen wurden und demnach ein Patientenkollektiv unter-



 
 

sucht wurde, das sich deutlich von unserem unterscheidet. Die ASS-Medikation 

der Patienten in unserer Studie könnte dazu geführt haben, dass die 

Plättchenaktivierung während der HD ausbleibt. Durch die extrakorporale Zirkula-

tion während der HD kommen die Plättchen in Kontakt mit künstlichen Oberflä-

chen und werden einem hohen Scherstress ausgesetzt81. Während hoher Scher-

stress Plättchen direkt aktivieren kann82, wird über den Kontakt des Blutes mit 

den negativ geladenen, künstlichen Oberflächen des Dialysesystems FXII akti-

viert, was letztlich zur Bildung von Thrombin führt und so ebenfalls die 

Plättchenaggregation initiieren kann83. Durch die Plättcheninhibition durch ASS 

ist es potenziell möglich, dass die Clearance prothrombotischer urämischer Stoffe 

überwiegt und so zu einer Senkung der P-Selectin-Expression während und 24 

Stunden nach der HD führt. Die Clearance prothrombotischer Stoffe könnte au-

ßerdem eine Erklärung für die signifikant geringere AA- und ADP-induzierte Agg-

regation 24 Stunden nach HD sein. Hierbei könnten verschiedene urämische To-

xine verantwortlich sein. In der Literatur ist insbesondere für Homocystein (Hcy) 84 

und Trimethylaminoxid (TMAO)85 beschrieben, dass sie die Plättchenreaktivität 

erhöhen. Desweiteren akkumulieren beide Stoffe bei Patienten mit eingeschränk-

ter Nierenfunktion, werden jedoch durch die HD effektiv in ihren Plasmaspiegeln 

verringert 86, 87. Die Senkung dieser urämischen Toxine durch die HD könnte ein 

möglicher Grund für die verringerte P-Selectin-Expression und AA- und ADP-

induzierte Aggregation nach der HD sein. Insbesondere für Hcy ist bekannt, dass 

der Plasmaspiegel mit dem Spiegel an löslichem P-Selectin korreliert, welches 

ebenfalls ein Marker für Plättchenaktivierung darstellt88. Auf den Einfluss von IS, 

einem weiteren Urämietoxin, wird in den Kapiteln 4.4 und 4.5 eingegangen.   

 

4.2 Einfluss der HD auf die pharmakodynamische Antwort auf ASS 

 

ASS ist unbestritten der wichtigste Baustein in der Sekundärprophylaxe kardio-

vaskulärer Ereignisse 89, 90. Gleichzeitig variiert die interindividuelle 

pharmakodynamische Antwort auf ASS sehr stark. Eine insuffiziente 

Plättchenhemmung mit residualer Plättchenaktivität wird high on-treatement 

platelet reactivity (HTPR) genannt44. Diese HTPR ist assoziiert mit einem erhöh-



 
 

ten Risiko für ischämische Ereignisse trotz Einnahme der antithrombozytären 

Medikation 43, 44, 91.  

Pathophysiologisch gibt es verschiedene Gründe für das Auftreten einer HTPR. 

Interaktionen mit Medikamenten, wie z.B. Ibuprofen92, 93und Metamizol46, die 

ebenfalls die COX als Zielstruktur haben und dadurch die irreversible 

Acetylierung der COX-1 durch ASS blockieren, sind ein häufiger Grund für das 

Auftreten einer HTPR. Ein erhöhter Plättchen-turnover, wie er z.B. bei Patienten 

mit einem coronar-arteriellen Bypass (CABG)94, terminaler Niereninsuffizienz 95, 

96, Dialyse96 oder Diabetes Mellitus Typ II (DM II)97 zu finden ist, ist ein weiterer 

Grund für eine HTPR, da durch die vermehrte Thrombopoese nicht alle Plättchen 

eines 24 Stunden Zyklus durch ASS gehemmt werden können, da die Halbwerts-

zeit von ASS sehr kurz ist98. Desweiteren ist ein erhöhter Plättchen-turnover mit 

einem erhöhten COX-1-Level assoziiert99, sodass die Standarddosis von 100mg 

ASS nicht ausreichen könnte, um den gesamten Gehalt an COX-1 zu inhibieren. 

Oxidativer Stress und eine daraus folgende generalisierte Inflammation können 

zu einer extrathrombozytären Thromboxan-Synthese führen, welche nicht durch 

ASS inhibiert werden kann100. Dies ist zum Beispiel beim DM II beschrieben101. 

Denkbar wäre, dass ein erhöhter oxidativer Stress und eine generalisierte 

Inflammation auch bei Patienten mit CKD zu einer HTPR beitragen, da beide As-

pekte wichtige pathologische Elemente einer CKD und insbesondere in termina-

len Stadien von großer Bedeutung sind102, 103.  

Bei Patienten mit CKD ist eine HTPR gegenüber ASS häufig. Die Rate an Patien-

ten mit einer HTPR in unserer Studie von etwa 50% ist vergleichbar mit bereits 

bestehenden Untersuchungen48, 49, 104. Bisher sind jedoch Daten zum Einfluss der 

HD auf die pharmakodynamische Antwort auf ASS limitiert. Unsere Studie konnte 

zeigen, dass 24 Stunden nach HD die Rate an HTPR gegenüber ASS signifikant 

geringer ist als vor der HD (54% vs. 18%). Nach intensiver Literaturrecherche 

fand sich keine Studie, die ein ähnliches Studiendesign zeigte. Nichtsdestotrotz 

gibt es Arbeiten, die den Einfluss der HD auf die pharmakodynamische Antwort 

aus ASS untersucht haben. Jedoch konnten diese Studien keinen Einfluss der 

HD auf die ASS-Wirkung zeigen 77, 104, 105. Dies geht mit unserem Ergebnis ein-

her, dass während der HD kein Unterschied in der pharmakodynamischen Anwort 

im Vergleich zu vor der HD besteht. Größter Unterschied zwischen den zitierten 



 
 

Studien und der vorliegenden Arbeit ist daher, dass in den Studien nur die Ver-

änderung zwischen vor und unmittelbar nach der HD verglichen wurde, während 

sich in unserer Studie erst ein Effekt 24 Stunden nach HD zeigte. Dies könnte 

insbesondere damit zusammenhängen, dass die Einnahme der 100mg ASS am 

Tag des dritten Messzeitpunktes (24 Stunden nach HD) zu einer suffizienteren 

Hemmung der Thrombozyten führt. Desweiteren ist die Vergleichbarkeit der Stu-

dien eingeschränkt, da in allen Arbeiten unterschiedliche Verfahren zur Messung 

der pharmakodynamischen Antwort auf ASS genutzt wurden.  

Potenzielle Gründe für die verbesserte Plättchenhemmung durch ASS 24 Stun-

den nach HD könnte zum Beispiel die Clearance von urämischen Toxinen sein, 

die einerseits sterisch die COX-1-Inhibition durch ASS behindern oder anderer-

seits zu einer generalisierten erhöhten Plättchenreaktivität beitragen. In Bezug 

auf die erhöhte Plättchenreaktivität könnten die bereits erwähnten Stoffe Hcy, 

TMAO und IS eine Rolle spielen. Ergänzend sinkt der Anteil an retikulierten, also 

jungen Plättchen nach der HD106, sodass die HD einen Einfluss auf den Platelet-

turnover hat. Die Autoren dieser Studie führen als möglichen Mechanismus an, 

dass die HD direkt retikulierte Plättchen entfernt. Weiterhin wäre jedoch auch 

denkbar, dass urämische Toxine, welche die Thrombopoese antreiben, entfernt 

werden und so der Anteil an retikulierten Plättchen sinkt. Zukünftige Studien sind 

hier wichtig, um zu zeigen, ob und welche urämischen Toxine Effekte auf die 

Thrombopoese haben und inwieweit diese von der HD beeinflusst werden. Wir 

konnten zeigen, dass der Plasma-IS-Spiegel signifikant mit der AA-induzierten 

Aggregation korreliert und somit ein entscheidender Faktor in der Pathogenese 

einer HTPR bei Patienten mit CKD und HD sein könnte. Der direkte Einfluss von 

IS auf die Plättchenaggregation konnte im experimentellen Teil dieser Arbeit ge-

zeigt werden und liegt darin, dass IS zu einer erhöhten Plättchenreaktivität führt, 

was eine HTPR begünstigen kann. Ob IS einen Einfluss auf die Thrombopoese 

hat ist nicht bekannt, jedoch konnte gezeigt werden, dass IS einen Einfluss auf 

die Bildung von Leukozyten hat und somit Effekte im Knochenmark an blutbilden-

den Zellen vermitteln kann107. In diesem Mausmodell konnten erhöhte Konzentra-

tionen an neutrophilen Granulozyten im Blut und erhöhte Konzentrationen an 

myeloischen Vorläuferzellen im Knochenmark nachgewiesen werden. Beide Er-

gebnisse waren assoziiert mit einem erhöhten IS-Spiegel. Da Thrombozyten ih-

ren Ursprung ebenfalls in der myeloischen Vorläuferzelle haben wäre es interes-



 
 

sant zu sehen, ob und inwiefern IS die Thrombopoese und den Anteil an retiku-

lierten Plättchen beeinflusst.   

Wenig überraschend ist, dass eine HTPR gegenüber ASS auch im Kollektiv der 

Patienten mit CKD ein unabhängiger Risikofaktor für kardiovaskuläre Ereignisse 

und Tod ist108. Dies wirft die Frage auf, wie sich die pharmakodynamische Ant-

wort auf ASS in diesem Kollektiv verbessern lässt. Ein Ansatzpunkt wäre die Me-

dikation von einmal täglich auf zweimal täglich zu ändern. Die Hypothese hinter 

diesem Konzept ist es, dem erhöhten Plättchen-turnover entgegenzuwirken und 

so mehr Plättchen innerhalb von 24 Stunden suffizient zu hemmen. Bei Patienten 

mit DM II konnte bereits in vielen Studien gezeigt werden, dass eine ASS-

Medikation zweimal täglich zu einer suffizienteren Plättchenhemmung und einer 

geringeren Rate an HTPR führt, als eine einmal tägliche Medikation 109-111. Dem-

entsprechende Studien für Patienten mit CKD und HD fehlen. In Zukunft sollten 

solche Studien einerseits zeigen, ob die labortechnisch bestimmte 

pharmakodynamische Antwort auf ASS durch ein solches Konzept bei Patienten 

mit CKD und HD verbessert wird und andererseits, ob dieses Konzept einen posi-

tiven Einfluss auf die Rate an kardiovaskulären Ereignissen und die Sterblichkeit 

hat. Eine weitere, logistisch schwer umzusetzende Option wäre, die HD-Frequenz 

bei Patienten mit CKD und KHK zu erhöhen. Die klassische Frequenz beträgt 

dreimal wöchentlich. Eine randomisierte Studie aus dem Jahr 2010 hat die klassi-

sche Frequenz mit einem intensivierten HD-Schema (sechsmal wöchentlich) ver-

glichen. Diese Studie konnte zeigen, dass das höher frequentierte Schema zu 

einer Reduktion bzgl. der Endpunkte Tod und linksventrikuläre Masse führt112. 

Unglücklicherweise gibt es keine Studien, die ein klassisches mit einem intensi-

vierten HD-Schema bzgl. ischämischer Endpunkte vergleichen. Unterstützend für 

ein intensiviertes HD-Schema ist ebenfalls, dass Patienten mit einem Schema mit 

drei dialysefreien Tagen eine höhere Sterblichkeit an dialysefreien Tage zeigen 

als Patienten mit einem Schema mit zwei dialysefreien Tagen113. Insgesamt wäre 

anzunehmen, dass ein intensiviertes HD-Schema zu einer permanent verbesser-

ten pharmakodynamischen Antwort auf ASS führen könnte, was in weiteren Stu-

dien gezeigt werden muss.  

 

 



 
 

4.3 IS und Plättchenreaktivität 

 

Im experimentellen Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass IS die Aggre-

gation durch verschiedene Stimuli signifikant erhöht und insbesondere die AA-

induzierte Aggregation trotz Behandlung der Plättchen mit ASS signifikant stei-

gert. IS hat seinen Ursprung in mit der Nahrung aufgenommenem Tryptophan, 

welches von Bakterien im Colon zu Indol umgesetzt wird. Dieses Indol wird an-

schließend resorbiert und in der Leber oxidiert und sulfatiert, sodass IS 

entsteht114. Bei erhaltener Nierenfunktion wird IS aktiv mittels der organischen 

Anionentransporter 1 und 3 (OAT1, OAT3) in die Tubuluszellen aufgenommen 

und anschließend per tubulärer Sekretion renal eliminiert115, 116. Bei CKD ist die-

ser Mechanismus hingegen eingeschränkt und IS akkumuliert im Plasma. Auf 

Grund der hohen Proteinbindung von IS ist außerdem die dialytische Clearance 

im Vergleich zu Harnstoff geringer, sodass auch bei Patienten mit HD IS weiter 

akkumuliert.117 Nichtsdestotrotz konnten wir in dieser Arbeit zeigen, dass 24 

Stunden nach HD der IS-Plasmaspiegel signifikant geringer war als vor der HD 

und die Senkung des IS-Plasmaspiegels der bekannten Größenordnung ent-

spricht118. Desweiteren korreliert der IS-Plasmaspiegel gut mit der AA-induzierten 

Aggregation, welche 24 Stunden nach HD ebenfalls signifikant geringer war. Ins-

gesamt ist daher anzunehmen, dass die gesteigerte Plättchenreaktivität durch IS 

ein wichtiger Faktor ist, der dazu beiträgt, dass IS mit kardiovaskulären Ereignis-

sen assoziiert ist119, ein unabhängiger Risikofaktor für eine in-Stent Restenose 

nach PCI ist120 und mit der Schwere der Atherosklerose korreliert121, da Plättchen 

entscheidend an der Pathogenese einer Atherosklerose beteiligt sind 122, 123. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit legen außerdem Nahe, dass IS ein wichtiger Faktor bei 

der Entstehung einer HTPR gegenüber ASS in Patienten mit CKD zu sein 

scheint. Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass IS die allgemeine 

Plättchenreaktivität erhöht und so auf der einen Seite die Plättchen, welche nicht 

durch ASS gehemmt sind, aktiver werden und andererseits durch ASS gehemmte 

Plättchen über andere Aktivierungswege stärker stimuliert werden können, was 

dadurch gestützt wird, dass auch die ADP- und Kollagen-induzierte Aggregation 

durch IS signifikant gesteigert wird. Diese Hypothese wird weiterhin dadurch ge-

stärkt, dass auch die Plättchenadhäsion in der kollagen-beschichteten Fluss-

kammer signifikant durch IS gesteigert wird. Dies lässt annehmen, dass insbe-



 
 

sondere die kollagenvermittelte Plättchenaktivierung eine wichtige Rolle in der 

Wirkung von IS spielen könnte. Weitere Studien sollten hier zeigen, ob IS die 

kollageninduzierten Signalwege im Plättchen beeinflusst oder ob IS die Expressi-

on von Kollagenrezeptoren wie gpVI auf dem Plättchen steigert.  

Es ist bekannt, dass IS die kollageninduzierte Reaktivität muriner Plättchen er-

höht und im Mausmodell desweiteren zu einer verstärkten Thrombusbildung und 

P-Selectin-Expression beiträgt. In dieser Arbeit wird vor allem die Hochregulation 

der Kinase p38 für diesen Effekt verantwortlich gemacht, welche für die Generie-

rung reaktiver Sauerstoffspezies verantwortlich ist.124 Ob IS auch in humanen 

Plättchen p38 hochreguliert, ist nicht bekannt. Eine weitere Arbeit konnte in ei-

nem Rattenmodell ebenfalls eine verstärkte Thrombusformation und eine erhöhte 

kollageninduzierte Plättchenaggregation zeigen125. Beide Studien haben jedoch 

die Plättchenaggregation in Vollblut untersucht, während in der vorliegenden Ar-

beit die Aggregation mit PRP durchgeführt wurde. In dem Rattenmodell von 

Karbowska et al. wurde die Aggregation ebenfalls in PRP evaluiert, wobei sich 

jedoch kein Effekt von IS auf die Aggregation zeigte. Die Autoren erklären dies 

damit, dass der Effekt von IS auf die Plättchenaggregation nicht direkt über die 

Thrombozyten vermittelt wird, sondern IS einen Effekt auf Erythrozyten hat, wel-

cher wiederum die Plättchenaggregation steigert. Sowohl die Ergebnisse von 

Yang et al. in ihrem Mausmodell, die eine Hochregulation von p38 im Plättchen 

gefunden haben, als auch die Ergebnisse dieser Arbeit, die einen Effekt von IS 

auf die Plättchenreaktivität in PRP gezeigt hat, sprechen dafür, dass IS einen di-

rekten Effekt auf Thrombozyten hat. Weiterhin ist bekannt, dass IS die Expressi-

on von TF auf vSMC erhöht63. Auch Plättchen sind in der Lage TF zu exprimieren 

und somit die Bildung von FXa zu induzieren, welcher wiederum vermehrt 

Thrombin produziert, was zur Verstärkung der Thrombozytenaggregation führt126. 

Ob IS auch die Expression von TF auf Plättchen verstärkt und somit über diesen 

Mechanismus zu einer erhöhten Plättchenreaktivität beiträgt, ist bisher nicht be-

kannt.  

Diese und weitere negative Effekte, die IS auf das kardiovaskuläre System ver-

mittelt, werfen die Frage auf, ob IS als therapeutisches Target adressiert werden 

kann. Hierbei wurde in der Vergangenheit vor allem AST-120 untersucht. AST-

120 ist ein orales Adsorbent, welches aus Kohlenstoff besteht und im Darm Vor-



 
 

stufen von IS bindet und somit die IS-Plasmaspiegel senkt.127 Während eine Rei-

he kleinerer Studien und Tierexperimente positive Effekte von AST-120 auf 

renale und kardiovaskuläre Parameter darstellen128, ließen sich positive Effekte 

auf renale Endpunkte in großen Phase III Studien nicht nachweisen129. Unglückli-

cherweise fehlen große randomisierte Studien, die den Effekt von AST-120 auf 

kardiovaskuläre Endpunkte untersuchen. Desweiteren wäre es interessant zu 

sehen, ob eine Therapie mit AST-120 die erhöhte Plättchenreaktivität bei Patien-

ten mit CKD über die Senkung der IS-Plasmaspiegel verringern kann. Interessan-

ter Weise senkt der sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2)-Inhibitor 

Canaglifozin die IS-Plasmaspiegel in einem Adenin-induzierten CKD-Modell in 

Ratten über die Veränderung des intestinalen Mikrobioms130. Auch wenn dieser 

Effekt bisher nicht im Menschen nachgewiesen wurde, wäre die Senkung der IS-

Plasmaspiegel durch SGLT2-Inhibitoren und eine damit verbundene Senkung der 

Plättchenreaktivität eine mögliche Erklärung für das signifikant bessere kardio-

vaskuläre Outcome von Patienten mit einer GFR von 30-60ml/min/1.73m² in der 

CANVAS-Studie aus dem Jahr 2017, in der Canaglifozin mit einem Placebo ver-

glichen wurde131. Leider lässt sich anhand dieser Studie nicht sagen, ob das ver-

besserte kardiovaskuläre Outcome durch eine Verringerung der Rate an ischämi-

schen Ereignissen zustande gekommen ist. Ob und inwieweit die Senkung von IS 

zu den positiven renalen und kardiovaskulären Effekten von SGLT2-Inhibitoren 

beiträgt, muss in zukünftigen Studien adressiert werden.  

 

4.5 Schlussfolgerungen 

 

Die vorliegende Arbeit hat einen positiven Einfluss der HD auf die 

Plättchenfunktion und die pharmakodynamische Antwort auf ASS bei Patienten 

mit KHK und CKD gezeigt und IS als einen zentralen Faktor in der generell er-

höhten Plättchenreaktivität bei Patienten mit CKD identifiziert.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten insbesondere bei der antithrombotischen 

Therapie von Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz in Betracht gezo-

gen werden, um ein optimales antithrombotisches Regime für diese Hochrisiko-

gruppe zu entwickeln.  
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