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Zusammenfassung

Die Supplementierung mit mehrfach ungesattigten Omega-3 Fettsauren (w- 3
polyunsaturated fatty acids (PUFA) zur Pravention kardiovaskularer Ereignisse wird
kontrovers diskutiert. Besonders im Fokus stehend ist Icosapent- Ethyl (IPE), der
Ethylester der Eicosapentaensaure (EPA). EPA weist eine strukturelle Ahnlichkeit mit
Arachidonsaure (AA) auf, welche ein essenzielles Substrat fur die Cyclooxygenase-1
(COX-1) in Thrombozyten darstellt und eine zentrale Rolle in der thrombozytaren
Aktivierung und der Pathogenese ischamischer Ereignisse spielt. Die Hypothese
dieser Arbeit war, dass EPA auf der Ebene der COX-1 mit AA um die Bindungsstelle
konkurriert, was zu einer reduzierten Thrombozytenaktivierung und einer verminderten
Bildung arterieller Thromben flhrt.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden sowohl in vivo als auch in vitro und ex
vivo Versuchsansatze durchgefihrt. Im in vivo Modell wurde mithilfe der intravitalen
Mikroskopie die Thrombusbildung in Mausen nach IPE- Gabe analysiert. Fur die in
vitro und ex vivo Analysen wurden humane Proben nach IPE- Behandlung untersucht.
Hierbei kamen  verschiedene  Methoden zur  Anwendung, darunter
Flusskammerexperimente zur Untersuchung der Thrombozytenadhasion unter
physiologischen Flussbedingungen, Aggregometrie, Durchflusszytometrie, sowie
Granulafreisetzungstests. Darliber hinaus wurden Proteom- und Lipidom Analysen
durchgefuhrt, um Veranderungen in der Zusammensetzung der Zellmembran und in
der Signaltransduktion zu detektieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Behandlung mit IPE bei Mausen die
Bildung arterieller Thromben signifikant reduziert. Humane ex vivo Untersuchungen
ergaben ebenfalls eine verminderte Thrombozytenaktivierung, -adhasion und -
aggregation, sowie eine reduzierte Freisetzung von alpha- und dichten Granula.
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein bislang wenig untersuchter
antithrombotischer Wirkmechanismus von EPA aufgezeigt werden. EPA interagiert
direkt mit der COX-1 und konkurriert mit AA um die aktive Bindungsstelle. Durch diese
kompetitive Hemmung wird die Synthese prothrombotischer Eicosanoide reduziert,
was zu einer Hemmung der Thrombozytenaktivierung und einer Abschwachung der
arteriellen Thrombosebildung fuhrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern neue
Erkenntnisse Uber die molekulare Wirkweise von EPA und tragen zum besseren
Verstandnis der potenziellen kardioprotektiven  Wirkung einer PUFA

Supplementierung bei.



Abstract

The potential benefit of omega-3 polyunsaturated fatty acid (w-3 PUFA)
supplementation in preventing cardiovascular events remains a topic of debate.
Icosapent ethyl (IPE) is the ethyl ester of eicosapentaenoic acid (EPA). EPA, as
bioactive metabolite of IPE, shares structural similarities with arachidonic acid (AA), a
key substrate for platelet cyclooxygenase-1 (COX-1) that plays a crucial role in platelet
activation and the pathogenesis of ischemic events. Based on this, we hypothesized
that EPA competes with AA at the COX-1 binding site, thereby preventing platelet

activation and arterial thrombosis.

To investigate this hypothesis, in vivo effects of IPE were assessed by intravital
microscopy of thrombus formation in mice. Additionally, in vitro and ex vivo
experiments were conducted to evaluate the effects of IPE and EPA on platelet
function in patients receiving IPE treatment. These experiments included flow chamber
assays to measure platelet adhesion, aggregometry to assess platelet aggregation,
flow cytometry for the analysis of platelet activation markers, and granule release
assays to quantify alpha and dense granule secretion. Proteome and lipidome
analyses were performed to detect molecular changes in platelet signaling and
membrane composition. Pharmacodynamic studies confirmed a competitive

interaction between EPA and AA at this site.

In summary, this study identified a novel antithrombotic mechanism of EPA. EPA binds
directly and competitively to COX-1, displacing AA and thereby inhibiting the synthesis
of prothrombotic eicosanoids. This competitive inhibition reduces platelet reactivity and
arterial thrombosis, contributing to a better understanding of the potential

cardioprotective effects of w-3 PUFA supplementation.
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1. Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen, insbesondere auch die Koronare Herzkrankheit (KHK)
und ihre Folgen gehdren nach wie vor zu den primaren Todesursachen der westlichen
Bevolkerung'. Es ist aktuell nicht nur eine Stagnation der Erkrankungszahlen zu
verzeichnen, vielmehr zeigt sich durch eine zunehmend alter werdende Bevolkerung
sowie diverse Lifestyle- Faktoren eine stete Zunahme der Erkrankungs- und
Mortalitatsraten?.

Eine umfassende Kenntnis der Pathogenese dieses Erkrankungskomplex ist zur
erfolgreichen Therapie, zur Steigerung der Lebensqualitdt und der Lebensdauer der
Patienten essenziell. Der akute Myokardinfarkt stellt eine schwerwiegende
Komplikation der KHK dar und resultiert in den meisten Fallen aus der Ruptur oder
Erosion einer atherosklerotischen Plaque mit nachfolgender Bildung eines
intraluminalen Thrombus. Diese arterielle Thrombose wird primar durch die Aktivierung
und  Aggregation von Thrombozyten sowie durch die plasmatische
Gerinnungskaskade vermittelt, was letztlich zu einer kritischen Perfusionsminderung
des Myokards fiihrt®. Die pathophysiologischen Mechanismen umfassen eine
Dysfunktion des Endothels, eine gesteigerte inflammatorische Aktivitat innerhalb der
Plagues sowie eine erhohte prothrombotische Thrombozytenreaktivitat. Begunstigend
wirken metabolische Risikofaktoren, wie eine Dyslipidamie (hierbei insbesondere eine
Hypercholesterinamie und LP(a)- Erhdhung), eine arterielle Hypertonie, Diabetes

mellitus und Lifestylefaktoren, wie Adipositas und Nikotinabusus*.

Arterielle Thrombosen stellen somit eine haufige kardiovaskuldre Pathologie mit
begleitend hoher Morbiditat und Mortalitat dar. Die Funktion der Thrombozyten, als
zentrale Elemente der zellularen Blutgerinnung, spielt bei dem zugrundeliegenden
Pathomechanismus eine entscheidende Rolle®. Die derzeitigen Therapieregime
fokussieren auf eine Reduktion der Thrombozytenreaktivitat, womit einem zukunftigen
Gefalverschluss im Rahmen der Sekundarpravention bei Risikopatienten vorgebeugt
werden soll®. Ein Eingriff in das sensible System zwischen pro- und antithrombotischen
Signalen entspricht jedoch einem zweischneidigen Schwert. Es besteht so namlich das
Risiko einer durch die Antithrombotika ausgeldsten erhohte Blutungsneigung der
Patienten bei zu hoher Dosierung der Praparate, die einem Wiederholungsrisiko

ischamischer Ereignisse bei zu geringer Dosierung auf der anderen Seite
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gegenubersteht. In besonderer Weise einflussnehmend auf die Funktion der
Thrombozyten sind Fettsduren. So konnte gezeigt werden, dass die Fluiditat der
Membranen sich signifikant mit der Zusammensetzung der Thrombozyten verandert’.
Inwiefern die Fluiditat direkten Einfluss auf die Thrombozytenfunktion und des

Outcome der Patienten hat, muss in weiteren Studien analysiert werden.

1.1 Hamostase

Die Hamostase ist ein essenzieller, mehrschrittiger physiologischer Prozess, dessen
Ziel es ist, Blutungen durch die Bildung von Gerinnseln und Fibrinnetzen zu stillen.
Dieses fein abgestimmte System setzt sich aus der primaren und der sekundaren

Hamostase zusammen.

Die primare, auch als zellulare Hamostase bezeichnete Phase, beschreibt die sofortige
Reaktion der Thrombozyten auf eine Gefallverletzung. Sie umfasst drei zentrale
Schritte: Adhasion, Aktivierung und Aggregation. Im ersten Schritt, der Adhasion,
binden die Thrombozyten mithilfe des von- Willebrand- Faktors an die freigelegten
subendothelialen Kollagenfasern der verletzten GefalRwand®. Die Thrombozyten
verandern dabei ihre Form, bilden Pseudopodien aus und setzen aktiv
gerinnungsférdernde Stoffe wie Adenosindiphosphat (ADP), Thromboxan A2 und
Fibrinogen aus ihren Granula frei®>. Diese Substanzen verstarken die

Thrombozytenaktivierung und férdern die Rekrutierung weiterer Thrombozyten.

Im darauffolgenden Aggregationsschritt vernetzen sich die aktivierten Thrombozyten
uber Fibrinogen und bilden einen Thrombus, der primar aus Thrombozyten besteht

und den entstandenen Endotheldefekt voriibergehend abdichtet'®.

Die sekundare Hamostase, auch als plasmatische Hamostase bezeichnet, wird durch
das Koagulationssystem initiiert. Sie dient der Stabilisierung des primaren Thrombus
durch die Bildung eines fibrinreichen Netzwerks. Im Verlauf der plasmatischen
Gerinnungskaskade wird in einer Serie enzymatischer Aktivierungen Thrombin
generiert, welches die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin katalysiert' 2. Das
resultierende Fibrinnetz stabilisiert den zuvor gebildeten Thrombus. Diese finale

Vernetzung sorgt fiir eine dauerhafte Abdichtung der GefaRverletzung'3.



1.2 Thrombozyten

Die Thrombozyten sind entscheidenden Blutzellen flr die Blutgerinnung und die
Bildung arterieller Thromben. Der Normbereich dieser Zellen im Blut gesunder
Menschen liegt zwischen 150 000- 400 000 pro Mikroliter'*. Die 2- 4um grofen,
kernlosen Zellen entstehen im Rahmen der Thrombopoese aus Vorlauferzellen im
Knochenmark, den Megakaryozyten. Die Megakaryozyten stellen mit einer Grofde von
35- 160 Mikrometern die grof3ten Zellen im Knochenmark dar, wobei ein besonderes
Merkmal ihre Polyploidie ist. Polyploidie bezeichnet die Vervielfaltigung der DNA ohne
nachfolgende Zellteilung, was fiur die massive Produktion von Thrombozyten
erforderlich ist'>. Wahrend der Thrombozytenausreifung entwickeln sich zunachst
Proplattchen aus den Megakaryozyten, die sich anschlieRend weiter differenzieren
und bis zu 1000 reife Thrombozyten bilden. In ihrer Gesamtheit kbnnen aus einem
Megakaryozyten etwa 5000 bis 8000 Thrombozyten entstehen'®. Diese Zellen
zirkulieren durchschnittlich funf bis sieben Tage im Blutkreislauf, bevor sie durch

Phagozytose, hauptséachlich in der Milz, abgebaut werden'”.

Die Aktivierung der Thrombozyten erfolgt durch verschiedene Reize, wie z. B. eine
Gefaldverletzung, bei der sie Uber die Freisetzung von Granula eine Vielzahl an
Faktoren und Signalmolekilen abgeben. Diese Sekretionsprodukte gehen weit Uber
die klassische Funktion der Blutstillung hinaus. So spielen Thrombozyten eine zentrale
Rolle bei der Regulation der Immunantwort durch Zell- Zell- Interaktionen und sind an
inflammatorischen Prozessen beteiligt'8. Sie setzen proinflammatorische Zytokine und
Chemokine frei, die die Migration und Aktivierung von Immunzellen unterstiutzen und
eine Briicke zwischen Hamostase und Immunologie schlagen'. Diese
multifunktionalen Eigenschaften machen Thrombozyten zu zentralen Akteuren in der

Hamostase und Inflammation.

1.2.1 Alpha und dichte Granula

Thrombozyten enthalten zwei Haupttypen von Granula, alpha-Granula und dense,
oder dichte Granula, die beide eine entscheidende Rolle in der Hamostase und

Wundheilung spielen.



Alpha- Granula sind mit ca. 50- 80 pro Plattchen die haufigsten spezialisierten
Organellen der Thrombozyten. Sie haben eine Grofle von etwa 200- 500 nm und
enthalten Uber 300 l6sliche Proteine und Mediatoren, darunter Wachstumsfaktoren,
Adhasionsmolekiile, sowie verschiedene Gerinnungsfaktoren?0.
Bei der Aktivierung der Thrombozyten fihrt ein Anstieg des intrazellularen
Kalziumspiegels zur Fusion der alpha- Granula mit der Thrombozytenmembran.
Dieser Prozess wird durch SNARE- Proteine (soluble N-ethylmaleimide- sensitive
factor attachment receptor) vermittelt, welche die Exozytose der Granula

ermoglichen?.

Die freigesetzten Mediatoren spielen eine zentrale Rolle in der Hamostase: von
Willebrand Faktor und Fibrinogen férdern die Bildung eines stabilen Thrombus durch
Vermittlung der Thrombozytenadhasion an die subendotheliale Matrix und die
Quervernetzung aktivierter Thrombozyten Uber Glykoprotein Ilb/ llla (Integrin
allbB3)?2. P- Selektin (CD62P), das durch die Fusion der Granulamembran mit der
Thrombozytenmembran an die Zelloberflache transportiert wird, erleichtert die
Bindung von Thrombozyten an Leukozyten und tragt so zur lokalen

Entziindungsreaktion und Gewebereparatur bei?3.

Dense-, delta- oder dichte Granula sind kleinere Organellen, die im Vergleich zu alpha-
Granula in sehr viel geringerer Anzahl vorhanden sind und eine Grof3e von 150- 300
nm aufweisen?*. Diese Granula sind besonders reich an niedrigmolekularen,

bioaktiven Molekilen, darunter ADP, Adenosintriphosphat (ATP) und Kalziumionen?.

Das in den dichten Granula enthaltene ADP ist ein wichtiger Aktivator der
Thrombozytenaggregation. Nach der Freisetzung bindet es an P2Y 12- Rezeptoren auf
der Oberflache anderer Thrombozyten, was deren Aktivierung und die Expression von
Glykoprotein llb/ Illa férdert, einem zentralen Adh&asionsrezeptor fiir Fibrinogen?®.
Diese Signalwege verstarken die Thrombozytenaggregation und stabilisieren den

Thrombus.

ATP, das ebenfalls in dichten Granula gespeichert ist, wird in geringeren Mengen als
ADP freigesetzt. Es kann Uber P2X1-Rezeptoren auf Thrombozyten wirken und tragt

durch seine depolarisierende Wirkung zusatzlich zur Aktivierung bei?’.

Kalziumionen (Ca?*) sind essenzielle sekundéare Botenstoffe, die eine zentrale Rolle in

der Thrombozytenaktivierung und der plasmatischen Gerinnung spielen?®. Nach der
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Stimulation thrombozytarer Rezeptoren, wie P2Y12, flhrt die Aktivierung der
Phospholipase C zur Bildung von Inositol-1,4,5-trisphosphat, welches die Ca?*
Freisetzung aus intrazellularen Speichern induziert?®. Zusatzlich setzen die dichten
Granula gespeicherte Kalziumionen frei, was den intrazellularen Ca?* Spiegel weiter
erhoht3°, Dies fordert die Aktivierung der Proteinkinase C und Ras- related Protein 1,
was zur Konformationsanderung von allbB3 und damit zur Thrombozytenaggregation
fuhrt3!. Gleichzeitig wird die Degranulation von alpha- und dichten Granula verstarkt,
wodurch es zur weiteren positiven Riickkopplung kommt. Zudem induziert Ca?* die
Phosphatidylserin- Exposition auf der Thrombozytenmembran, welche die
Gerinnungskomplexe Tenase und Prothrombinase stabilisiert und die
Thrombinbildung fordert32.

1.2.2. Lipidom und Proteomanalyse der Thrombozyten

Die Lipidom- und Proteomanalyse sind Schlusseltechniken in der experimentellen
Forschung, um molekulare Mechanismen auf zellularer Ebene zu untersuchen und
Veranderungen in der Zellphysiologie zu erfassen. Wahrend die Lipidomanalyse eine
detaillierte Erfassung der Lipidzusammensetzung von Zellmembranen, sowie auch
aller weiterer in der Probe vorhandenen freien Fette ermdglicht, untersucht die
Proteomanalyse die Gesamtheit der exprimierten Proteine, einschliel3lich ihrer
Modifikationen. Diese kombinierte Analyse ist von besonderer Bedeutung, um den
Einfluss der Lipidzusammensetzung auf membrangebundene Signalprozesse und
Proteinfunktionen zu verstehen. Die Lipidzusammensetzung beeinflusst die
Eigenschaften  biologischer = Membranen  malgeblich, insbesondere die
Membranfluiditat, Viskositat und Organisation von sogenannten ,Lipid Rafts", welche
als Plattformen fiir die Signaltransduktion fungieren3®. Moderne Methoden wie
Flussigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC/ MS) ermdglichen

eine prazise Quantifizierung der verschiedenen Lipidklassen und deren Dynamik.

1.3. Mehrfach ungesattigte Omega-3 Fettsauren (PUFASs)

Omega- 3 Fettsauren sind langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsauren, deren
biochemische Eigenschaften mafigeblich durch ihre Kettenlange und die Anzahl der

Doppelbindungen bestimmt werden. Zentrale PUFAs biologischer Prozesse sind
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Eicosapentaensaure und Docosahexaensaure. Eicosapentaensaure (EPA, C20:5)
besitzt 20 Kohlenstoffatome und funf Doppelbindungen, wahrend Docosahexaensaure
(DHA, C22:6) aus 22 Kohlenstoffatomen und sechs Doppelbindungen besteht3>. EPA
ist ein essenzieller Bestandteil biologischer Membranen und kommt ubiquitar in
biologischen Systemen vor. Besonders hohe Konzentrationen finden sich in fettreichen
Seefischarten wie Makrele, Lachs und Hering3¢. Im menschlichen Organismus dient
EPA als Ausgangssubstrat flr die Biosynthese verschiedener Eicosanoide, darunter
Prostanoide und Leukotriene, welche eine zentrale Rolle in der Modulation der
Immunantwort, sowie der Regulation des Gefaldtonus und des Blutdrucks
einnehmen®®. Die Position der Doppelbindungen in Cis- Konfiguration fiihrt zu
charakteristischer Formierung der Kohlenwasserstoffkette, wodurch EPA und DHA
eine weniger dichte Anordnung innerhalb der Phospholipid- Doppelschicht der
Zellmembran ermoglichen®. Diese strukturellen Eigenschaften erhohen die
Membranfluiditat und beeinflussen die laterale Diffusion von Membranproteinen wie

Rezeptoren und Signalproteinen3®.

Ilcosapent- Ethyl (IPE), der Ethylester der EPA, wurde 2021 zur Reduktion des Risikos
kardiovaskularer Ereignisse bei erwachsenen Patienten mit Hypertriglyceridamie und
hohem kardiovaskularem Risiko trotz Statintherapie zugelassen?. Nach oraler
Aufnahme wird IPE im Dunndarm durch Carboxylesterasen hydrolysiert, wobei
Ethanol freigesetzt und freies EPA absorbiert wird. AnschlielRend erfolgt ein
Uberwiegend an Lipoproteine gebundener Transport im Blutkreislauf*'. Dieser Prozess
ermoglicht eine signifikante Erhdhung des EPA- Spiegels im Plasma und eine effektive
Senkung der Triglyceridwerte*?. Die Reduktion der Triglyceridspiegel durch EPA
erfolgt Uber mehrere komplementare Mechanismen. Zunachst hemmt EPA die
hepatische Synthese und Sekretion von very- low- density Lipoproteinen (VLDL), die
fur den Transport von Triglyceriden im Plasma verantwortlich sind. Dies geschieht
durch die Hemmung der Diacylglycerol- O- Acyltransferase, einem Schlisselenzym
der Triglyceridsynthese*. Dariiber hinaus fordert EPA die B- Oxidation von Fettsauren
in den Mitochondrien der Hepatozyten, wodurch freie Fettsauren vermehrt abgebaut
und fur die Triglyceridbildung weniger verfligbar sind*. Ein weiterer zentraler
Mechanismus ist die Hemmung der Lipogenese durch die Herunterregulation des
Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1c, einem Transkriptionsfaktor, der die
Synthese von Fettsduren und Triglyceriden reguliert*®. Zusatzlich steigert EPA die

Aktivitat der Lipoproteinlipase (LPL), die die Hydrolyse von Triglyceriden in VLDL und
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Chylomikronen katalysiert und somit deren Abbau und Aufnahme in peripheres
Gewebe fordert*6. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Reduktion der Expression von
Apolipoprotein C- Il (ApoC- lll), das die Lipoproteinlipase hemmt und somit die
Clearance von Triglyceriden verzdgert. Durch die Senkung von ApoC- IIl wird der
Abbau von Triglyceriden beschleunigt und deren Plasmakonzentration effektiv

gesenktt’.

Neben der lipidsenkenden Wirkung zeichnet sich IPE durch ein multifaktorielles
Wirkprofil aus, das bisher nicht vollstandig aufgeklart ist. Zu den vermuteten
kardioprotektiven Mechanismen zahlen die Hemmung der Makrophagen- Infiltration in
atherosklerotische Plaques, eine verbesserte endotheliale Funktion sowie die
Stabilisierung der fibrosen Plaquekappe*®. Zudem wird EPA eine antioxidative und
entzindungshemmende Wirkung zugeschrieben, die mdglicherweise zur Reduktion
kardiovaskularer Komplikationen beitragt*®. Der genaue Wirkmechanismus EPAs in

Bezug auf die Thrombozytenfunktion in diesem Gefuge ist bisher jedoch unklar.

1.3.1. Rolle der PUFAs in der arteriellen Thrombose

Epidemiologische Studien haben wiederholt eine inverse Assoziation zwischen der
Aufnahme von w- 3 PUFA und dem Risiko flr kardiovaskulare Erkrankungen
aufgezeigt®®. Erhohte Plasmaspiegel von w- 3 PUFA, insbesondere von EPA und
DHA, wurden mit einer verminderten Inzidenz von Herz- Kreislauf- Ereignissen wie
Myokardinfarkt und arteriellen Thrombosen assoziiert®'. Dieser Zusammenhang wurde
in zahlreichen randomisierten klinischen Studien (RCT) untersucht, um den
potenziellen Nutzen einer w- 3 PUFA Supplementierung fir die kardiovaskulare
Pravention zu bewerten. Jedoch haben diese RCTs widersprichliche Ergebnisse
geliefert: Wahrend die REDUCE- |IT Studie eine signifikante Reduktion
kardiovaskularer Ereignisse durch die Verabreichung von IPE dokumentierte®?,
konnten andere Studien wie ASCEND?%3, VITAL®%, OMEMI% und STRENGTH?®¢, die
verschiedene Kombinationen und Dosierungen von EPA und DHA untersuchten, keine
signifikanten kardiovaskularen Vorteile nachweisen. Die JELIS- Studie, die eine
niedrigere Dosis von reinem EPA in einer japanischen Population evaluierte, berichtete
ebenfalls iber eine Risikoreduktion®¢, wahrend auch die RESPECT- EPA Studie IPE

mit einer niedrigeren Rate ischamischer Ereignisse in Verbindung brachte®’. Die



Diskrepanzen zwischen den Studien kdnnten auf Unterschiede in der Dosierung, der
Zusammensetzung der Praparate (reines EPA vs. EPA und DHA-Kombinationen) und
den erreichten Plasmakonzentrationen von EPA zurlickzufiihren sein®®. Die
Ergebnisse der REDUCE- IT und JELIS Studien legen nahe, dass die
kardiovaskularen Vorteile von hochdosiertem EPA nicht ausschlieBlich durch die
Senkung der Triglyceridspiegel erklarbar sind. Wahrend in JELIS auch Patienten mit
normwertigen oder nur leicht erhohten Triglyceridwerten eingeschlossen waren,
umfasste REDUCE- IT ausschlieBlich Patienten mit erhohten Triglyceridwerten (2135
mg/ dl), sodass keine direkten Aussagen zum Nutzen bei normwertigen
Triglyceridwerten mdglich sind. Subgruppenanalysen aus REDUCE- IT zeigen jedoch,
dass der protektive Effekt von IPE Gber alle Triglycerid- Tertile hinweg konsistent war,
einschlieRlich Patienten mit nur moderat erhdhten Werten (81-150 mg/ dl)°%8%. Dies
deutet darauf hin, dass zusatzliche Mechanismen, wie entziindungshemmende,
antithrombotische und membranstabilisierende Effekte, eine Rolle spielen kdnnten.
Zudem wurde in beiden Studien eine leicht erhdohte Inzidenz geringgradiger
Blutungsereignisse bei den mit EPA behandelten Patienten beobachtet®?€°, Eine
plausible Hypothese zur Erklarung dieser Effekte ist die strukturelle Ahnlichkeit von
EPA mit Arachidonsaure (AA), einer w- 6 PUFA, die als Substrat fiir die thrombozytare
COX- 1 dient. AA wird zu TXA2 metabolisiert, einem potenten Mediator der
Thrombozytenaggregation und Vasokonstriktion, der eine zentrale Rolle in der
Pathogenese arterieller Thrombosen spielt®’62, EPA konnte kompetitiv an COX- 1
binden und so die TXA2- Synthese hemmen, was zu einer dosisabhangigen
antithrombotischen Wirkung fuhrt. Dieser Mechanismus konnte zur Erklarung der
unterschiedlichen Ergebnisse in RCTs beitragen, insbesondere in Bezug auf die
variablen antithrombotischen Effekte von EPA in den jeweiligen Studienmodellen und

Patientenkollektiven.

1.4 Ziele der Arbeit und Hypothese

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war es zu analysieren, ob IPE antithrombozytare
Effekte durch COX-1 Inhibition vermittelt, die zur Reduktion des kardiovaskularen
Risikos in der REDUCE-IT-Studie beitragen konnte. Analysiert wurden die

Auswirkungen von IPE auf die Thrombozytenfunktion bei Patienten und auf arterielle



Thrombosen im murinen Modell. Zusatzlich wurde der antithrombozytaren Effekte von

EPA im humanen in vitro Modell untersucht.

Zudem sollte untersucht werden, inwieweit sich die Komposition des Lipidoms und
Proteoms der humanen Thrombozyten im Verlauf einer zehntagigen Einnahme von
IPE verandert (Analyse der thrombozytaren Komposition, respektive der Freisetzung

an den Zeitpunkten 0 und 10 Tage nach taglicher Einnahme).

2. Methoden

2.1. Studiendesign

Die Daten der vorliegenden Dissertation basieren auf zwei aufbauenden Teilen: Der
erste Teil entspricht einer experimentellen Untersuchung des Einflusses der EPA auf
die humane Thrombozytenfunktion ex vivo, sowie einer murinen in vivo Analyse. Im
klinisch- translationalen Teil erfolgte eine Analyse der in vivo Modulation
thrombozytarer Reaktivitat, sowie der Kompositionsveranderung des Lipidoms und
Proteoms humaner Thrombozyten. Dafur wurden insgesamt 25 Patienten in die
Untersuchung eingeschlossen, welche eine Supplementation mittels IPE (2x 2g
taglich, Vazkepa®, Amarin) erhielten, welche hier in den ersten zehn Tagen analysiert

wurde.

2.2. Experimenteller Teil

Fur den experimentellen Teil der Arbeit wurde der Einfluss von EPA auf die Funktion
humaner Plattchen untersucht. Hierzu wurde dem Blut freiwilliger, gesunder Spender
EPA in aufsteigender Dosierung zugefuhrt, inkubiert und die Thrombozytenreaktivitat
mittels verschiedener labortechnischer Instrumente untersucht, auf die im Folgenden
vertiefend eingegangen wird. Zur Analyse herangezogen wurden die
Lichttransmissionsaggregometrie (LTA), die Multiplate- Impendanz- Aggregometrie
(MEA), Flusskammerversuche, Adenosintriphosphat- Release Assays (ATP- release
Assays), Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS), sowie
Enzyme linked immunosorbent Assays (ELISA) zur Bestimmung der Thromboxan B2
Konzentration. In Kooperation mit dem Institut fur Analytische Chemie der Universitat
Wien, Ahrends Lab, erfolgte die Bestimmung der Komposition des thrombozytaren

Lipidoms; in Zusammenarbeit mit dem Leibniz-Institut fur Analytische Wissenschaften
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(ISAS e.V. Dortmund) fiuhrten wir eine Analyse des (Phospho-) Proteoms der

Thrombozyten durch.

2.3. Klinisch- translationaler Teil

In die Studie wurden 25 Patienten eingeschlossen, welche eine IPE- Einnahme nach
dem Schema der REDUCE- IT Studie (4g taglich)%? erhielten. Die Einnahmedauer
betrug 10 Tage, wobei eine Blutabnahme am Tag vor Ersteinnahme IPEs (t0), nach
funftagiger Einnahme von 4g IPE taglich (t5) und nach zehntagiger Einnahme IPEs
durchgefuhrt wurde.
Zudem erfolgte der Einschluss von 370 Patienten mit KHK und Acetylsalicylsaure
(ASA) Medikation, sowie die Analyse der Thrombozytenfunktion mittels LTA. Die
Ergebnisse wurden mit den Plasma- Triglyceridspiegeln des Patientenkollektivs

korreliert.

2.4. Probandenkollektiv

Fur den experimentellen, wie auch fur den klinisch- translationalen Teil der Arbeit
wurden an den Versuchsaufbau angepasste Kriterien definiert, die im Folgenden

erlautert werden.
Einschlusskriterien des Patientenkollektivs:

- Schriftliches Einverstandnis nach arztlicher Aufklarung
- Einwilligungsfahigkeit
- Alter 2 18 Jahre

Ausschlusskriterien des Patientenkollektivs:

- Nicht einwilligungsfahige Probanden
- Begleiterkrankungen, die mit der geplanten Thrombozyten Reaktivitats-
messung interferieren kdnnten, insbesondere
o Bekannte Erkrankungen der Hamostase
o Hamatoonkologische Erkrankungen
o Eingeschrankte Nierenfunktion

Maligne Neoplasien

(@)
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Fir das entsprechende zweite Patientenkollektiv mit ASA Medikation wurden folgende

Kriterien definiert:
Einschlusskriterien des Patientenkollektivs:

- Schriftliches Einverstandnis nach arztlicher Aufklarung
- Koronare Herzkrankheit (1-, 2-, 3- Gefal}- KHK)

- ASA Medikation (100mg, 1-0-0)

- Einwilligungsfahigkeit

- Alter 2 18 Jahre

Ausschlusskriterien des Patientenkollektivs:

- Nicht einwilligungsfahige Probanden
- Begleiterkrankungen, die mit der geplanten Thrombozyten Reaktivitats-
messung interferieren kénnten, insbesondere
o Bekannte Erkrankungen der Hamostase
o Hamatoonkologische Erkrankungen
o Eingeschrankte Nierenfunktion

o Maligne Neoplasien

Das Studiendesign entspricht der Deklaration von Helsinki und wurde durch die
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf genehmigt (Nr. 5823R).

Vor jeder Blutentnahme wurde jede Probandin und jeder Proband Uber den geplanten
Eingriff aufgeklart. Angaben zu Probanden-, respektive Patientencharakteristika
wurden anamnestisch erfragt oder den Arztbriefen stationarer Aufenthalte
entnommen. Fur die Analyse relevante klinische Parameter (Entziindungsparameter,
Zellzahl insb. Thrombozytenzahl, Hamoglobin, Nierenretentionsparameter und GFR,
Leberparameter, Herzenzyme und Lipidstatus) wurden den routinemafig im Rahmen
des stationaren Aufenthalt bestimmten Laboranalysen enthommen. Die Ermittlung der
Werte erfolgte im Zentrallabor des Universitatsklinikums Dusseldorf (Institut far

klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik).
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2.5. Probengewinnung

Die Blutabnahme erfolgte durch aseptische Punktion der V. mediana cubiti oder des
Rete venosum dorsalis manus mittels einer 21G Butterfly- Punktionsnadel (BD
Vacutainer® Safety-Lok™, New Jersey, USA). Das Vollblut wurde in standardisierten,
2,7ml fassenden Probenrohrchen (BD Vacutainer®, Becton Dickson, USA)
gesammelt, welche als Antikoagulanz Natriumcitrat in einem Verhaltnis von 1:10 zum
Vollblut enthalten. Die Proben wurden innerhalb von 20 Minuten labortechnisch
weiterverarbeitet und, falls im Rahmen des Protokolls erforderlich, in flissigem
Stickstoff tiefgefroren und bis zu jeweiligen weiteren Messung bei -80°C gelagert.

Ist methodenabhangig zur Bestimmung der Thrombozytenreaktivitat eine isolierte
Analyse des plattchenreichen Plasmas (PRP) notwendig, erfolgt die Isolierung aus
dem Vollblut nach folgendem Schema: das Citrat- antikoagulierte Vollblut wird in den
initialen Probenrohrchen bei Raumtemperatur (RT) fur zehn Minuten bei 270x g
zentrifugiert. Daraufhin kann die obere Phase, die dem PRP entspricht, vorsichtig
mittels einer 1000ul Pipette von der Leukozyten- reichen Schicht, dem sogenannten
Buffy- coat und den an den Boden sedimentierten Erythrozyten, getrennt und in ein
weiteres Probengefald uberfuhrt werden. Zur Gewinnung von plattchenarmen Plasma
(PAP), welches beispielsweise zur Eichung des Lichttransmissionsaggregometers

notwendig ist, wird PRP bei Raumtemperatur und 13200x g flr 5 Minuten zentrifugiert.

2.6 Versuchstiere

Vor Durchfuhrung von Tierversuchen erfolgte eine Zertifizierung mittels FELASA
F048/16, sowie eine Genehmigung durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz (LANUV, NRW, 81- 02.04.2020.A319). Die Tierversuche erfolgten
in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Marcel Benkhoff und Maike Barcik. Es wurden
mannliche, zu Versuchsbeginn 11 bis 13 Wochen alte C57BL/6J-Mause aus dem
Janvier Laboratory (Le Genest- Saint- Isle, Frankreich) bezogen. Tiere der ASA-
Versuchsgruppe erhielten 30 Minuten vor der Induktion der arteriellen Thrombose via
oraler Gavage ASA in einer gewichtsadaptierten Dosierung von 12,5 mg/ kg
Korpergewicht. Die Verabreichung von IPE (TCI/ Chemicals) erfolgte alle zwei Tage
ebenfalls oral in einer Dosierung von 2g/ kg Kdérpergewicht Gber einen Zeitraum von

14 Tagen.
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2.7 In vivo Modell der arteriellen Thrombusbildung

Die arterielle Thrombose wurde durch eine GefalRverletzung induziert, die mittels mit
Eisen(lll)- chlorid getranktem Loésungstrager verursacht wurde. Zuvor wurden die Tiere
mittels einer Anasthesie aus Ketamin (Ketanest® 100mg/kg, i.p.) und Xylazin
(Rompun® 10mg/kg, i.p.) betdubt und eine ausreichende Narkosetiefe durch Testung
des Zwischenzehenreflex sichergestellt. Der Trager wurde fir 3 Minuten auf die
AulRenseite der zuvor freipraparierten Arteria carotis communis gelegt. Zur
Visualisierung der Thrombozyten wurde ein mit DYLight 488 markierter GP- Ib
Antikorper (0,1ug/ g, Klon: X488, Emfret) injiziert. Die Versuchsdauer betrug 60
Minuten. Fur die fluoreszenzmikroskopische Analyse kam ein Leica DM6 FS-
Mikroskop zum Einsatz. Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der Leica LAS X-

Software.

2.8 Histologische Analyse

Nach der Thrombusinduktion (t= 60min) wurden die Thromben isoliert, in Tissue-Tek
(Sakura) eingebettet und bei -80 °C gelagert. Zur Erstellung der Gewebeschnitte
wurde ein Kryotom (CM3050, Leica) verwendet, wobei Schnittdicken von 10 ym
angefertigt wurden. Die Fixierung der Proben erfolgte mit 4% Formaldehyd, gefolgt von
einer Blockierung mit 10% Schafserum. AnschlieBend wurden die Schnitte mit
Antikdrpern, die sich gegen CD41 (MWReg30, eBioscience) zur Identifikation der
Thrombozyten, respektive Fibrinogen (A0080, Dako) richteten inkubiert. Nachfolgend
wurden fluorochrommarkierte Sekundarantikdrper (Alexa488, Alexa555 und Alexa594
Konjugat, Thermo Fisher) zur Detektierung beigefugt und inkubiert. Die Bildaufnahmen
wurden mittels eines Leica DM6B Fluoreszenzmikroskops durchgefuhrt; die Analyse

der Bilder erfolgte hier mittels Imaged Software.

2.9 Tailbleedding Assay

Zur Durchfuhrung des Tail- Bleeding- Assays wurden die Mause ebenfalls mit einer
intraperitonealen Injektion eines Anasthetikums aus Ketamin (100 mg/ kg
Kdrpergewicht) und Xylazin (10 mg/ kg Korpergewicht) sediert. Vor Beginn des
Experiments wurde das Korpergewicht jeder Maus mit Hilfe einer Prazisionswaage

erfasst, um madgliche Unterschiede im Volumenverlust relativ zum Korpergewicht
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korrekt zu bewerten. Die Tiere wurden anschlieend in Bauchlage auf einer auf 37 °C
vorgewarmten Heizplatte positioniert, um eine Normothermie wahrend des gesamten
Versuchs sicherzustellen.

Zur Induktion der Blutung wurde ein 5 mm langes Segment der Schwanzspitze nach
Sicherstellung einer ausreichenden Anasthesie amputiert. Der abgetrennte Bereich
wurde unmittelbar danach in ein Rohrchen mit vorgewarmter (37°C), isotonischer
Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) getaucht, um den Blutverlust zu detektieren und eine
homogene Flussigkeitsumgebung sicherzustellen. Der Blutungszeitraum betrug
maximal 30 Minuten, unabhangig davon, ob die Blutung zuvor spontan gestoppt war,
um auch potenzielle Nachblutungen zu detektieren.

Zur quantitativen Analyse des Blutverlusts wurden die gesammelten Proben bei 1500x
g fur 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, um die Blutzellen vom umgebenden
Plasma zu trennen. Der Uberstand wurde verworfen, wahrend die Erythrozyten in 2 ml
Lysepuffer (pH 7,4) resuspendiert und lysiert wurden, um das enthaltene Hamoglobin
freizusetzen. Nach einer Inkubationszeit von zehn Minuten wurden die Proben erneut
bei 2000x g fur funf Minuten zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen.

Die Hamoglobinkonzentration wurde spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von
550 nm gemessen, da das Hamoglobin in diesem Bereich eine maximale Absorption
aufweist. Zur Bestimmung des Gesamtblutverlusts wurde eine Standardkurve
verwendet, die durch die Lyse definierter Blutvolumina von Mausen erstellt wurde.
Dadurch konnte der Blutverlust jedes Tieres prazise in Mikrolitern berechnet

werden®3.64,

2.10. Photoaffinitatsmarkierung

Die Markierungsexperimente wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Verhelst
durchgefuhrt. Die Dunnschichtchromatographie (TLC) wurde auf vorbeschichteten
Kieselgelplatten (60F254) von Merck angewandt und mithilfe von UV- Licht bei 254 nm
und 365 nm visualisiert. Die Kernresonanzspektroskopie (NMR) erfolgte auf einem
Bruker Avance Il HD 600 System (600 MHz fur 1H, 150 MHz fur 13C NMR), und die
Spektren wurden anhand chemischer Verschiebungen (& in ppm), Multiplizitaten und
Kopplungskonstanten (J in Hz) dokumentiert. Fur LC- MS Analysen wurde ein Thermo
Scientific MSQ Plus ESI-Spektrometer mit einer XBridge C18-Saule (5 pm) genutzt,
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wahrend hochauflésende MS-Messungen (HRMS) auf einem Thermo LTQ Orbitrap

Velos Pro durchgefuhrt wurden.

Das Zielmolekul wurde durch Umkehrphasen- HPLC (0,1 % TFA in H,O/Acetonitril)
gereinigt. EPA (11 uL, entsprechend 0,03 mmol) wurde zusammen mit Reagenzien
wie HOBt und EDC- HCI in Dichlormethan (DCM) unter Argon gel6st und 10 Minuten
geruhrt, bevor 2-(3-(But-3-yn-1-yl)-3H-diazirin-3-yl)ethan-1-amin hinzugefigt und
weitere 4 Stunden gerUhrt wurde. Nach Aufreinigung und Trocknung wurde das
Produkt als blassgelbes Ol extrahiert (2,8 mg, 20 %).

Rekombinantes humanes COX- 1 Protein (Abcam) wurde in 20 uL Reaktionspuffer (50
mM HEPES, pH 7,4) angesetzt. Das Photo- Crosslinking erfolgte unter UV- Licht (365
nm) bei Raumtemperatur. Die Sonde (S1) wurde im Puffer auf 5 yM verdunnt und mit
50 ng COX- 1 fur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe unmodifizierten EPAs
(10-facher Konzentrationsiberschuss zur Kontrollprobe) und erneuter UV-
Bestrahlung flr 30 Minuten wurde eine Lésung aus TAMRA- Azid, THPTA, CuSO, und
Natriumascorbat hinzugefugt. Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Proben 5 Minuten bei 95 °C erhitzt und mittels SDS- PAGE getrennt. Das
fluoreszenzmarkierte Protein wurde mithilfe eines Amersham Typhoon 5-
Fluoreszenzscanners (ex 550/ em 570) detektiert und mit der Software ImageJ

ausgewertet®’.

2.11. In Silico Docking Analyse

Die virtuelle Docking- Analyse wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Christoph Ducker
(Institut far klinische Pharmakologie, Universitatsklinik Gottingen) basierend auf einer
etablierten Methodik durchgefiihrt. Die Berechnungen erfolgten mithilfe von AutoDock
Vina unter Verwendung struktureller Datensatze aus PubChem und der Protein Data
Bank. Diese Daten wurden flir das Molekil- Docking und die weiterfiUhrende

Visualisierung herangezogen, wofir die Software PyMOL genutzt wurde®6-6°,

2.12. Lichttransmissionsaggregometrie (LTA)

Die LTA nach Born ist eine standardisierte und zuverlassige Methode zur Bestimmung
der Thrombozytenreaktivitat’®. Das Messprinzip basiert auf einer Detektion des vom

Aggregometer emittierten Lichts, welches durch die probengeflllten Kuvetten strahlt.
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Durch die vom Ausmal’ der Aktivierung abhangige Aggregation der Thrombozyten
verandert sich die Dichte des Probenmediums und konsekutiv die Transmission des
Lichts. Die Ergebnisse wurden als Maximum der Aggregation (MoA) in Prozent
gegenuber des zuvor geeichten Grundwertes angegeben.

Das wie zuvor beschrieben gewonnene PRP wurde ebenso wie das PAP vorbereitet.
Das PAP wurde zur Kalibrierung des Lichttransmissionsaggregometers (APACT 4004
LABiTec®, Ahrensburg, Deutschland) genutzt, dabei erfolgte vor jedem
Patientenwechsel eine neue Kalibrierung mit dem jeweilig patientenspezifischen PAP.
So konnte sichergestellt werden, dass interindividuelle Unterschiede zu keiner
Interferenz  mit der eigentlichen Messung fuhren. Die Basis eines jeden
Messdurchlaufs bildet eine mit 200ul PRP und 50ul Thrombozytenmedium (134 mM
NaCl, 12mM NaHCOs3, 2,9mM KCI, 0,36mM NaH2PO4 x 2H20, 1mM MgCl2 x 6H20,
5mM HEPES) gefillte Kuvette. Die Proben werden zur Generierung einer
Referenzlinie nach vierminutiger Ruhephase zunachst fur zwei Minuten unter
kontinuierlicher Ruhrung mittels integriertem Magnetruhrer inkubiert. Die Induktion der
thrombozytaren Aggregation erfolgt bei Minute sechs mittels Zugabe von AA (0,5 mM,
Oxford Biomedical Research), ADP (5 uM, Sigma) oder Kollagen (2 pg/ml, Nycomed).
Die Thrombozytenaggregation wird nachfolgend bis Minute zehn erfasst. Eine
charakteristische Aggregationskurve umfasst die Bestimmung der Baseline- Werte, die
nach Zugabe der Stimulantien erfolgende Veranderung der
Thrombozytenmorphologie (shape change) und kurzzeitiger Negativierung der
abgeleiteten Kurve, sowie die konsekutiver Aggregation und die durch das
Aggregometer detektierte, vermehrte Lichttransmission.

Neben Kontrollmessungen, bei welchen alleinig eine Stimulation des jeweiligen PRP
erfolgte, wurden die ex vivo Analysen unter Prainkubation mit ansteigenden EPA-
Konzentrationen (250uM, 500uM und 1000uM, Sigma Aldrich) und nachfolgender
Stimulation durchgefuhrt. Die Inkubation erfolgte fur sechs Minuten bei 37°C. In
weiteren Versuchsschritten wurde eine kompetitive Wirkungen auf die COX-1
zwischen EPA und Acetylsalicylsaure (30uM, ASA, Sigma Aldrich) fokussiert, hierbei
wurde zunachst eine Inkubation mit ASA und nachfolgend mit EPA (1000uM)
durchgefuhrt.

ASA wurde in NaCl, EPA in Ethanol gel6st und nach Zielkonzentration verdinnt. Um

Verfalschungen der Ergebnisse durch den Zusatz von Ethanol oder Wasser zu
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vermeiden, wurden die entsprechenden Kontrollproben ebenfalls mit identischen

Volumina Ethanol, respektive Wasser behandelt.
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Abb. 1: Reprasentative Aggregationskurve (APACT 4004).
Nach 120 s erfolgte eine Zugabe des Stimulanz, in diesem Fall AA, nach Prainkubation mit
aufsteigenden Konzentrationen EPAs (schwarz = Zugabe von Ethanol in entsprechender Konzentration,
rot= EPA 250uM, blau= EPA 500uM, grin= EPA 1000uM).

2.13. Multiplate® Impendanz Aggregometrie

Die Multiplate® Impedanzaggregometrie (MEA) ist ein Verfahren zur Messung der
Thrombozytenfunktion in Vollblut, ohne dass eine weitere Aufreinigung oder
Aufarbeitung der Blutprobe notwendig ist. Im Vergleich zur LTA stellt diese Methode
die Untersuchung der Thrombozytenfunktion im Vollblut, d.h. unter Vorhandensein der
Ubrigen Blutbestandteile dar. Diese direkte Untersuchung der Thrombozyten bietet
eine realistischere Einschatzung der Thrombozytenaktivitat und -funktion. Dartber

hinaus lasst sich ein Einfluss von Erythrozyten eruieren 7.

Fir die impedanzaggregometrischen Untersuchungen mittels Multiplate Analyzer®
(Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) wurden 300 ul citratantikoaguliertes
Vollblut mit 300 pl isotonischer Kochsalzlésung (0,9% Natriumchlorid) gemischt. Die
Thrombozytenaktivierung wurde durch Zugabe von 20 ul der jeweiligen Testlosungen
induziert: AA (1 mM, ASPItest®), ADP (6,4 uM, ADPtest®) oder Kollagen (3,2 ug/ml,
COLtest®). Die Messung erfolgte Uber einen Zeitraum von sechs Minuten, und die
Ergebnisse wurden als Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC)

angegeben, was eine quantitative Darstellung der Thrombozytenaktivitat ermoglicht.
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2.14. Adenosintriphosphat (ATP) Release Assay

ATP spielt eine wichtige Rolle bei der Thrombozytenaktivierung und der arteriellen
Thrombose. ATP wirkt Uber P2X1-Rezeptoren auf Thrombozyten und flhrt zu
erhohten intrazellularen Kalziumkonzentrationen und Formveranderungen?.
Zusatzlich ist ATP in den dichten Granula der Thrombozyten gespeichert und die
Messung dessen ist ein Marker fiir die Freisetzung dieser thrombozytaren Granula’3.
Fir die quantitative Analyse der ATP- Freisetzung, somit der Freisetzung dichter
Granula nach Thrombozytenaktivierung wurde eine Biolumineszenzanalyse, wie zuvor
beschrieben, durchgefiihrt’*. Der Versuch basiert hierbei auf einem Luciferase Assay:
ATP wird zusammen mit Luciferin durch die Luciferase in Adenylluciferin umgesetzt,
welches  nachfolgend unter aeroben  Bedingungen zu  Oxyluciferin,
Adenosinmonophosphat und Kohlenstoffdioxid zerfallt. Das dabei emittierte Licht ist

proportional zur Konzentration des initial in der Probe vorhandenen ATP.

Luciferase

ATP + Luciferin ——* Adenylluciferin + PP;
=

Adenylluciferin+ O, —— Oxyluciferin + AMP + Licht

Abb. 2: Reaktionsgleichung des Luciferase Assay.

Zusammenfassend wurden humane Thrombozyten aus Vollblutproben mittels CGS-
(1,7 mM Zitronensaure, 18,3 mM Trinatriumcitrat, 10 mM Glukose, 120 mM
Natriumchlorid) und Tyrodes Puffer (137 mM Natriumchlorid (NaCl), 2,9 mM
Kaliumchlorid (KCI), 0,34 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,), 12 mM
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;), 5 mM HEPES, 5 mM Glukose, 1 mM
Magnesiumchlorid (MgCl;), 1 mM Calciumchlorid (CaCl;)) gewaschen , indem die
Probe abzentrifugiert (1000x g, 10min., Raumtemperatur) und auf das vorherige
Ausgangsvolumen resuspendiert wurde. Dieser Vorgang wurde wiederholt und das
Pellet anschlieRend auf das Ausgangsvolumen mittels Tyrodes- Puffer aufgefullt und
resuspendiert. Final lag so eine aufgereinigte Thrombozytenlésung vor.

Zudem wurde ein ATP- Assay-Kit (FLAA, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri)
verwendet, um die Konzentrationen von durch Thrombozyten freigesetztem ATP nach
der Induktion der Thrombozytenaktivierung zu bestimmen. Es wurden dabei je 100pl
der aufgereinigten Thrombozyten in eine transparente 96 Well Platte (Greiner)

gegeben und analog zu den vorherig beschriebenen Versuchen aufsteigende Mengen
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EPA (f.c. 250uM, 500uM, 1000uM) respektive des Stimulanz (AA, ADP, Kollagen)
zugegeben, resuspendiert und fur sechs Minuten bei 37°C inkubiert. Im letzten Schritt
wurde der entsprechend der Sensitivitat zehnfach verdinnte ATP Assay Mix (FLAAM)
hinzugegeben. Die Messung erfolgte ohne Verzogerungen direkt im Anschluss an die
Zugabe im FLUOstar Omega Microplate Reader (BMG Labtech). Es wurden folgende
Einstellungen gewahlt: Lumineszenz, Emission lense, Messung von 150 Intervallen a
1s, Gain 3600, Target value 40%. Eine ATP- Standardkurve wurde nach
Herstelleranweisungen (FLAAS) taglich vor der Messung zur Kalibrierung und
nachfolgenden Berechnung vorbereitet und gemessen. Das in Ethanol geléste EPA
wurde entsprechend verdunnt und allen Vergleichsuntersuchungen identische

Konzentrationen des Losungsmittel zugegeben.

2.15. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde angewandt, um die Oberflachenmarker- Expression
der Thrombozyten auf Einzelzellebene zu bewerten’®. Unter Zuhilfenahme
unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe, welche an spezifische Antikorper gekoppelt
sind, konnen Oberflachenmarker gebunden und analysiert werden. Citrat-
antikoaguliertes Vollblut wurde zehn Minuten bei 270x g zentrifugiert, um PRP zu
generieren. 100yl PRP wurden sechs Minuten bei 37°C inkubiert und anschlie3end
sechs Minuten bei 37°C mit AA stimuliert. Danach wurden die folgenden Antikdrper
zur LOsung hinzugefligt und 30 Minuten unter Abschirmung von Licht bei 37°C
inkubiert: PAR-1- FITC (Alomone Labs), PAR-4- FITC (Alomone Labs), PAC-1-FITC
(antibodies.com), P2Y12- BV421 (BioLegend), gpVI- Alexa-Fluor647 (BD), CD154-
BV421 (BD), CD41/61- APC-Cy7/ PE (Miltenyi), CD42b- PE-Cy7 (Thermo Fisher) und
CD62P- BV421 (BD). Hieraus zusammengestellt wurden folgende 3 FACS- Panel:

Panel 1:
PAR- 1 FITC
P2Y12 BV421
gpVI Alexa Fluor 647

CD41/61 APC Cy7
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Panel 2:
PAR-4 FITC
CD154 BV421
CD42b PECy7

CD41/61 PE
Panel 3:
PAC-1 FITC

CD62P BV421
CD41/61 APC Cy7

Die Antikorper- PRP- Losung wurde vor der Messung mit dem FACSVerse™-
Durchflusszytometer (BD) 1:100 in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) verdunnt
und entsprechend der Kanale in einzelnen Ansatzen gemessen. Die Daten wurden mit

der FlowJo-Software (BD) verarbeitet und analysiert.

2.16. Calcium- signaling mittels Durchflusszytometrie

Die intrazellularen Calcium- lonen- Konzentrationen wurden ebenfalls mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Das, wie zuvor beschrieben gewonnene Blut wurde
bei 270x g fur zehn Minuten bei Raumtemperatur ohne zusatzlichen Bremsvorgang
zentrifugiert, um PRP zu gewinnen. PRP (300 pl) wurde mit Fura Red-AM (6,12 uM,
Thermo Fisher) und Fluo-4-AM (3,2 uM, Thermo Fisher) fur 15 Minuten unter
Abschirmung vor Lichteinstrahlung bei 37 °C unter konstantem Ruhren gefarbt.

Die fluoreszenzmarkierten Thrombozyten (10 pl) wurden entweder mit 490 ul eines
calciumbasierten Puffers, welcher 10 mM CaEGTA enthielt, oder mit 490 pl eines
calciumfreien Puffers beigemischt. Zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitat bei
maximalen und minimalen Calciumspiegeln wurden lonomycin (3 pg/ml, Sigma),

Nigericin (2 pg/ml, Sigma) und CCCP (10 uM, Sigma) zugesetzt.
FUr weitere Versuche wurden 10 ul der gefarbten Thrombozyten in 490 ul HEPES-

Tyrode- Thrombozytenpuffer zugegeben, der entweder ASA (30 uM), EPA in
unterschiedlichen Konzentrationen (250 uM, 500 uM, 1000 pM) oder eine Kombination
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aus ASA (30 uM) und EPA (1000uM) enthielt. Samtliche Proben wurden fir 30 Minuten

unter Abschirmung vor Sonnenlicht bei 37 °C unter kontinuierlichem Ruhren inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Proben vorsichtig in entsprechende Réhrchen fur die
Durchflusszytometrie Uberfihrt. Die Fluoreszenzintensitaten bei maximalen und
minimalen Calciumspiegeln wurden mit eines FACS- Verse™- Durchflusszytometers
(BD) gemessen. Die Baseline- Calciumspiegel wurden uber 80 Sekunden
aufgezeichnet, woraufhin AA in einer Finalkonzentration von 0,5 mM zugegeben
wurde. Veranderungen der intrazellularen Calciumkonzentrationen wurden Uber einen

Zeitraum von 2 Minuten gemessen.

Das Fluo-4/ Fura-Red-Intensitatsverhaltnis wurde mithilfe der FlowJo-Software (BD)
berechnet. Es wurde eine zeitkinetische Analyse durchgefihrt, bei der die
zeitabhangigen Daten des Fluoreszenzintensitatsverhaltnisses in Calcium- lonen-

Konzentrationen umgerechnet wurden, wie zuvor von Assinger et al. beschrieben’®.

2.17. Flusskammerversuche

Die Thrombozytenadhasion wurde mittels Durchflusskammer- Experimenten
(BioFluxTM 200) analysiert. Die Kanale der Durchflusskammer wurden mit Kollagen
(10 ug/ml) oder homogenisiertem menschlichem atherosklerotischem Plaguematerial
beschichtet und fur 1 Stunde inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS (10 Minuten,
5dyn/ cm?) erfolgte die Spllung der Kanale mit 0,5% Rinderserumalbumin (in PBS,
Sigma-Aldrich), sodass unspezifische Bindungen blockiert werden.
Citratantikoaguliertes Vollblut wurde mit Calcein AM (4 uM, Thermo Fisher Scientific)
fur 30 Minuten im Dunkeln gefarbt, bevor es in die Kammer eingebracht wurde. Das
Vollblut wurde mit einem Schubdruck von 10 dyn/ cm? fir 10 Minuten mit laminarem
Fluss durch die Kanale perfundiert. Bilder wurden mit dem Mikroskop Nikon Eclipse
TE2000-U aufgenommen und die Ergebnisse mit der Bioflux- MontageTM Software
analysiert. Die Ergebnisse wurden als prozentualer Anteil der von Thrombozyten
bedeckten Flache der Kapillare angegeben. Falls erforderlich, wurden Proben vor der
Messung der Thrombozytenadhasion sechs Minuten lang bei 37°C mit dem
Versuchsaufbau entsprechenden Konzentrationen EPAs (250 uM, 500 yM und 1000
MM) inkubiert.
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2.18. Enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA)

Die Bestimmung von TXB2 erfolgt als Surrogatmarker fur TXA2. TXB2 ist das inaktive
Stoffwechselprodukt von TXA2 und im Gegensatz zu TXA2, welches nur fir wenige
Sekunden stabil’” und daher nicht fiir die hier durchgefiihrten Messungen geeignet ist,
nicht an der Thrombozytenaktivierung beteiligt.

Fur die Messungen wurden citratantikoagulierte Blutproben vorbereitet und mit
verschiedenen Einzelsubstanzen und Kombinationen, analog zu den LTA- Messung
(siehe oben), inkubiert. Nach der Inkubation wurde das PRP fir finf Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert (13200x g). Der Uberstand wurde von dem unten
abgesetzten Pellet isoliert und die Proben sofort durch Schockgefrieren in fllissigem
Stickstoff (LN2) konserviert. Die Proben wurden bis zur Analyse bei -80°C gelagert.
Zur Bestimmung von TXB2 wurde ein kommerzielles ELISA Kit (Cayman Chemicals,
Nr. 501020) verwendet. Die Probenbearbeitung und Analyse erfolgte gemal den
Herstellerangaben. Es erfolgte eine Verdinnung der generierten Proben mit dem
mitgelieferten ELISA- Puffer im empfohlenen Verhaltnis (1:10). Die ELISA-
Reaktionsplatte, beschichtet mit TXB2- Antikdrpern, wurde mit den Proben inkubiert.
TXB2 band dabei an seinen spezifischen Antikdrper und verblieb auf der Platte. Die
Konzentration des gebundenen TXB2 wurde mittels einer Fluoreszenzreaktion in

einem automatisierten Detektor (Fluostar Omega, BMG Labtech) gemessen.

2.19. Lipidom- Analyse (Shotgun-Lipidomics)

Diese Analyse wurde in Kooperation und unter Anleitung des AhrendsLab Wien unter
Leitung von Prof. Dr. Robert Ahrends und in Zusammenarbeit mit Cristina Coman
durchgefuhrt.

Zunachst wurden 16ml Vollblut direkt in einer mit 4ml ACD- Puffer (116 mM
Natriumcitrat, 70mM Zitronensaure, 110mM Glucose, pH 4,6) vorgefillten Spritze
(20ml, Braun, Deutschland) abgenommen. Das Probengemisch wurde in zwei 15ml
Greiner aufgeteilt (2x 10ml) und bei 200x g 20min bei RT zentrifugiert (Bremse 0). Das
so generierte PRP wurde in 50ml Greiner (Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland)
umgeflllt und die Thrombozytenkonzentration bestimmt. Die Greiner wurden
anschlie3end mit 35ml Tyrode- Puffer (137mM NaCl, 2,6mM KCI, 12mM NaHCOs, pH
6,5) aufgeflllt. Anschlieliend wurde die Lésung bei 900x g flir 10min unter RT
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zentrifugiert, der Uberstand verworfen und dass so generierte Pellet mit der jeweils
notwendigen Menge Tyrode- Puffer (pH 7,4) resuspendiert. Die dazu notwendige
Puffermenge errechnete sich zur Erreichung einer Konzentration von 1x108
Thrombozyten pro Probe a 100upl Probenvolumen. Vor Stimulation wurden die
Thrombozyten 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Es erfolgte die Aufteilung in eine
Kontrollprobe ohne Stimulation, eine AA stimulierte Probe und eine mit EPA inkubierte
Probe. Die Stimulationsdauer betrug jeweils sechs Minuten. Anschlie3end wurden die
Proben bei 640x g fiir funf Minuten bei RT zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung des Pellet erfolgte bei -80°C.

Zusammengefasst wurden folgend zunachst 225 ul gekuhltes Methanol (MeOH) auf
das Pellet gegeben und die Proben mittels Ultraschallbehandlung homogenisiert.
Nachfolgend wurden 750 pl Methyltertbutylether (MTBE) zusammen mit einem
angepassten Standardpuffer (Mouse Splash, Cholesterol-d7, Cer/Sph Mix I, Avanti
Polar Lipids) hinzugefugt. Die Proben wurden eine Stunde bei 950x g und 4°C
inkubiert. Zur Phasentrennung wurden 188 ul Aqua dest. zugegeben. Nach zehn-
minutiger Zentrifugation bei 10000x g wurde die obere organische Phase abgetrennt
und unter Stickstoff getrocknet, wahrend der unteren wassrigen Phase Methanol
zugesetzt wurde. Nach Proteinprazipitation bei -20°C fir 2 Stunden und
anschliel3ender Zentrifugation (30 Minuten, 13500g) wurde das Proteinpellet in einem
Puffer (1% SDS, 150mM NaCl, 50mM Tris Puffer, pH 8,5) geldst. Nach erneuter
Zentrifugation wurde der Uberstand verwendet, um die Proteinkonzentration mittels
BCA- Assay (Thermo Fisher Scientific) zu bestimmen, welche fur die Normalisierung,

respektive zur Eichung der Lipidom- Experimente genutzt wurde.

Lipidextrakte wurden in einer Losung aus IPA/ MeOH/ CHCI3 (4:2:1) mit 7,5 mM
Ammoniumacetat suspendiert und mittels TriVersa NanoMate (Advion Biosciences) in
ein Exploris 240 Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific) infundiert. Im
positiven und negativen Modus wurden folgende Parameter verwendet:
lonisierungsspannung £1,25 kV, Ruckdruck 0,95 psi, Kapillartemperatur 250°C, S-
Lens-Level 60%, EASY-IC aktiviert. Vollstandige MS- Spektren wurden mit einer
Auflosung von 240 000 erfasst, gefolgt von einer datenunabhangigen Akquisition (DIA)
mit 1 Da Intervall. MS/ MS- Spektren wurden mit einer Auflésung von 60 000 und einer

Precursor- Isolationsbreite von 1 Da aufgezeichnet.
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Die Spektren wurden in den LipidXplorer (Version 1.2.8) importiert und mit einem
MasterScan- Datenbankabgleich unter folgenden Bedingungen analysiert:
Massentoleranz 5 ppm, m/z- Bereich 350- 1100 (positiver Modus) und 350- 1200
(negativer Modus), Mindestbelegung 0,25, Intensitatsschwelle 5x103. Die Identifikation
der Lipide erfolgte gemal Herzog et al.,, durch Abgleich der m/z-Werte der
monoisotopischen Peaks mit den entsprechenden Elementarzusammensetzungen’.
Die Molecular Fragmentation Query Language (MFQL) wurde genutzt, um Vorlaufer-
und Fragmentionen abzugleichen und Lipidspezies zu identifizieren. Die Ergebnisse
wurden mittels IxPostman (LIFS) und durch das AhrendsLab entwickelte R- Skripte

weiterverarbeitet.

2.20. Phospho-/ Proteomanalyse mittels LC/ MS (Liquid-
Chromatographie- Massenspektometrie)

Blutproben von Patienten wurden, wie bereits zuvor beschrieben, gewonnen.
Anschlielend wurden EGTA und Apyrase (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) in
Endkonzentrationen von 3 mM respektive 0,2 U/ ml hinzugefugt. Das PRP wurde durch
Zentrifugation bei 200x g fur 10 Minuten isoliert. Das PRP wurde in ein Greiner-
Rohrchen (Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) dberfuhrt und im Verhaltnis 1:1
mit CGS-Puffer (NaCl 120 mM, Citrat 12,9 mM, Glucose 30 mM) verdinnt.

Das verdinnte PRP wurde anschlieend flr 10 Minuten bei 70x g zentrifugiert, und
der Uberstand in ein neues Greiner- Réhrchen Uberfiihrt, sodass Lymphozyten, sowie
weitere ungewollte kleinere Blutbestandteile und Débris entfernt werden konnten.
Danach erfolgte eine zweite Zentrifugation bei 400x g fur 10 Minuten, um die
Thrombozyten zu pelletieren und zu konzentrieren. Der Uberstand wurde vorsichtig
entfernt und die Thrombozytenpellets in 3000 ul CGS-Puffer resuspendiert, fur einen
weiteren Waschschritt erneut zentrifugiert (400x g, 10 Minuten) und der Uberstand
wiederum vorsichtig entfernt. Schlief3lich wurden die gereinigten Thrombozyten in 200
ul HEPES- Puffer (NaCl 145 mM, KCI 5 mM, MgCI2 1 mM, HEPES 10 mM, Glucose

10 mM) resuspendiert und die Thrombozytenkonzentration auf 6x 108/ ml eingestellt.

Fir die Experimente erfolgte eine Aufteilung des Materials auf drei Proben fir in vitro
Experimente bzw. zwei Proben flir ex vivo Experimente: eine unbehandelte

Kontrollprobe, eine mit AA stimulierte Probe sowie eine vor der Stimulation mit EPA
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prainkubierte Probe. Die stimulierten Proben wurden flr sechs Minuten bei 37 °C mit
AA inkubiert, wahrend die EPA behandelten Proben zusatzlich vor der Stimulation fur
sechs weitere Minuten inkubiert wurden. Analog erfolgte ein Ruhen der nicht mit EPA
behandelten Proben vor Stimulation. Die Behandlung wurde durch Zugabe eines
Lysepuffers beendet, der 1% Natriumdodecylsulfat (SDS), 150 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCI sowie jeweils eine Tablette PhosStop und cOmplete Mini (Roche, Basel, Schweiz)
pro 10 ml enthielt.

Die folgende Analyse wurde in Kooperation und unter Anleitung des ISAS Instituts
Dortmund, Prof. Dr. Sickmann sowie Frau Solari, durchgefihrt.

Die Proteinkonzentration lysierter Thrombozytenkonzentrate wurde mittels
Bicinchoninsaure- Assay (Pierce, Thermo-Fisher Scientific) bestimmt. Cysteine
wurden durch Zugabe von 10mM Dithiothreitol fur 30 Minuten bei 56°C reduziert und
freie Sulfhydrylgruppen mit 30mM lodacetamid fur 30 Minuten unter Abschirmung vor
Sonnenlicht alkyliert. Proben von 200ug Protein wurden einer Ethanolfallung
unterzogen, indem 10 Volumina- Aquivalente gekiihlten Ethanols zugegeben, die
Proben 1 Stunde bei -40 °C inkubiert und anschlieRend 30 Minuten bei 20000x g und
4°C zentrifugiert wurden. Das Pellet wurde in 6M Harnstoff geldst und Uber 16 Stunden
bei 37°C mit Trypsin (1:20, Enzym: Protein) unter Zugabe von 0,1M Harnstoff, 2mM
CaCl2 und 50mM Ammoniumbicarbonat verdaut.

Die gewonnenen Peptide wurden mittels C18- Festphasen- Tips (SPEC C18 AR,
Agilent Technologies) entsalzt und unter Vakuum getrocknet. Zur Anreicherung
phosphorylierter Peptide wurden IMAC Fe(lll)- NTA- Kartuschen (AssayMAP Bravo
Plattform) verwendet. Die Kartuschen wurden mit 0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) in
Acetonitril (ACN) vorbehandelt und mit Ladepuffer (0,1% TFA in 80% ACN) aquilibriert.
Peptide wurden in Ladepuffer gelost, geladen, gewaschen und phosphorylierte
Peptide mit 1 % Ammoniak in 10 % Ameisensaure eluiert.

Die Analyse globaler und phosphorylierter Peptide erfolgte mittels nano LC- MS/ MS
(U3000 RSLCnano gekoppelt an Q Exactive HF, Thermo Scientific). Nach einer
Vortrennung auf der Trap- Saule (Acclaim PepMap100 C18; 100 um x 2 cm) wurden
Peptide auf einer analytischen Saule (Acclaim PepMap100 C18; 75 pm x 50 cm) mit
einem Gradienten (3- 40 % ACN, 0,1 % FA) uber 95 Minuten bei 60°C getrennt.
Globale Proteome wurden im DDA- Modus mit einer MS- Auflésung von 60.000 und

einer MS/ MS-Auflésung von 15. 000 (top15) analysiert. Zur Phosphoproteomanalyse
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wurden angepasste Parameter genutzt, einschlielllich einer dynamischen
Ausschlusszeit von 20 Sekunden.

Rohdaten wurden in Proteome Discoverer 2.4 ausgewertet und gegen die Uniprot-
Datenbank (November 2019) abgeglichen. Mascot und Sequest HT wurden flur die
Proteinidentifikation verwendet, wobei Carbamidomethylierung (fix) sowie Oxidation
von Methionin und Phosphorylierung von Serin, Threonin und Tyrosin (variabel)
berucksichtigt wurden.

Fir die Datenanalyse wurden globale Proteome und Phosphopeptide mittels eines
internen (ISAS Lab) Bioinformatik- Tools (,Intt“) verarbeitet. Nach Filterung basierend
auf einer Kovarianz (CV <15 %) und Normalisierung durch global rank- invariant set
Methode wurden 1711 Proteine und 5180 Phosphopeptide identifiziert.

2.21. Statistische Analyse

Alle Statistische Analysen wurden unter Verwendung der IBM SPSS-Software (New
York, USA) sowie der GraphPad- Prism- Statistiksoftware (GraphPad Software Inc,
San Diego) durchgefiihrt. Die Prifung der Normalverteilung der Daten erfolgte durch
mehrere Tests, darunter der Kolmogorov-Smirnov-Test, der D’Agostino-Pearson-Test
sowie durch die Analyse von QQ- Plots und Histogrammen. Fir die Analyse von
kontinuierlichen Variablen, die einer Normalverteilung folgten, wurde der t- Test
verwendet, wahrend fur nicht normalverteilte Variablen der Mann- Whitney- U- Test
zum Einsatz kam. Kategorielle Variablen wurden je nach Eignung mit dem Chi-
Quadrat- Test oder dem Fisher's exact Test analysiert. Der Vergleich von drei oder
mehr Gruppen wurde durch ANOVA- Analysen, den Friedman- Test oder die Mixed-
Effects- Analyse durchgefuhrt, je nachdem, welche Methode fir den speziellen
Datensatz am entsprechend passend war. Ein p- Wert unter 0,05 (p< 0,05) wurde als

statistisch signifikant festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. EPA reduziert die Thrombozytenaggregation, -adhasion,
-aktivierung, sowie die Degranulation und das Calcium- Signaling in vitro

Um den genauen Einfluss von EPA auf die Funktion und Aktivitat von Thrombozyten
zu untersuchen, wurden umfassende in vitro Analysen durchgefuhrt. Zunachst wurde
im Flusskammersystem (Bioflux) gepruft, wie sich EPA, als bioaktiver Metabolit von
IPE, auf die thrombozytare Adhasion und Thrombusbildung unter arteriellen
Flussbedingungen auswirkt. Hierbei wurden Kollagen sowie humanes
atherosklerotisches Plaquematerial als Substrate verwendet. Die Behandlung mit EPA
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Thrombozytenadhasion (Kontrolle: 29,6 %
+ 20,7 % vs. EPA 1000 uM: 6,8 % % 3,7 %, p=0,0345) sowie zu einer geringeren
Thrombuslast auf dem Plagquematerial (Abb. 3a- c). Darlber hinaus zeigte sich eine
abgeschwachte thrombozytdre Aggregationsreaktion nach Stimulation mit
Plaquematerial (Abb. 3d).
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Abb. 3: Wirkung von EPA auf thrombozytare Funktionen in vitro: Adhasion und Aggregation
a) EPA hemmte die Thrombozytenadhésion in einer kollagenbeschichteten Flusskammer signifikant
(ANOVA, p = 0,0345; Dunnett’s Test: Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0367; n=6). b) EPA hemmt die
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Thrombozytenadhasion, an mit humanem Plaquematerial beschichteten Flusskammern, ebenfalls
signifikant (gepaarter t- Test, p=0,0120; n=6). c) Reprasentative Bilder der Flusskammer zeigen die
Kontrolle, sowie zunehmende EPA- Konzentrationen von oben nach wunten. d) Die
Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit humanem Plaquematerial zeigt sich durch EPA

ebenfalls signifikant reduziert (gepaarter t-Test, p=0,0120; n=6).

Um die Effekte von EPA auf die Thrombozytenaggregation weiter zu analysieren,
wurden sowohl die LTA im PRP als auch die MEA im Vollblut durchgefihrt. In beiden
Messsystemen zeigte sich eine dhnliche Anderung der Thrombozytenfunktion: Im PRP
wurde eine signifikante Reduktion der Aggregationsantwort nach EPA- Zugabe
festgestellt (Kontrolle: 83,0 % £ 6,3 % vs. EPA 1000 uM: 20,9 % + 36,3 %, p=0,0055),
welche sich  im  Vollblut ebenfalls als deutliche Hemmung der

Thrombozytenaggregation bestatigte (Abb. 4a- h).
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Abb. 4: Wirkung von EPA auf thrombozytare Funktionen in vitro: Aggregation
a) EPA hemmte die durch AA induzierte = Thrombozytenaggregation in  der
Lichttransmissionsaggregometrie signifikant (Friedman-Test, p = 0,0099; Dunnett's Test: Kontrolle vs.
250uM: p=0,0423; Kontrolle vs. 500 uM EPA: p=0,0213; Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0055; n=5).
b) EPA hemmte die ADP (ANOVA, p=0,0061; Dunnett's Test: Kontrolle vs. 500 yM EPA: p=0,0271;
Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0359; n=6) sowie c) die Kollagen induzierte (Friedman-Test, p=0,0412;
Dunnett’s Test: Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0219; n=6) Aggregation konzentrationsabhangig. d)
Eine reprasentative Grafik des APACT® Lichttransmissionaggregometers (schwarz = Kontrolle, rot =
250 uM EPA, blau = 500 yuM EPA, grin = 1000 uM EPA). e) EPA hemmte zudem die AA induzierte
Thrombozytenaggregation in der Impendanzaggregometrie signifikant (ANOVA, p = 0,0017; Dunnett’'s
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Test: Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p = 0,0060; n = 10). f) EPA inhibiert ebenso die ADP (ANOVA-analysis,
p=0.0060; Dunnett's Test: Kontrolle vs. 250uM EPA: p=0,0379, Kontrolle vs. 500uM: p=0,0462,
Kontrolle vs. 1000uM EPA: p=0,0169, n=9), sowie Kollagen induzierte Thrombozytenaggregation im
Vollblut (ANOVA-analysis, p=0.0049; Dunnett's Test: Kontrolle vs. 1000uM EPA: p=0.0178, n=10) h)
Reprasentative Aggregationskurven far Kontrolle und 1000 UM EPA.

Zusatzlich wurde die Wirkung von EPA auf die Degranulation humaner Thrombozyten
untersucht. Im ATP- Release- Assay zeigte sich eine verminderte ATP- Freisetzung
im PRP, welches sich in einer reduzierten Freisetzung dichter Granula widerspiegelt
(Abb. 5a). Weiterhin wurde die Aktivitdt der COX- 1 anhand der Bildung von TXB2 als
stabiler Metabolit von TXA2 analysiert. Die EPA-Behandlung fuhrte zu einer
signifikanten Reduktion der TXB2- Produktion (Abb. 5b). Die Freisetzung von alpha-
Granula wurde ebenfalls durch EPA beeinflusst, welches sich in einer verringerten
Expression von P- Selektin (CD62P) nach Stimulation der Thrombozyten

widerspiegelte (Abb. 5c, d).
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Abb. 5: Wirkung von EPA auf thrombozytdre Funktionen in vitro: Granula Freisetzung
a) EPA hemmte die durch AA induzierte Freisetzung von ATP signifikant (ANOVA, p=0,0031; Dunnett's
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Test: Kontrolle vs. 250 uM EPA: p=0,0034; Kontrolle vs. 500 uM EPA: p=0,0044; Kontrolle vs. 1000 uM
EPA: p=0,0036 n = 6). b) Die AA induzierte Freisetzung von TXB2 wurde durch EPA signifikant reduziert
(ANOVA, p = 0,0132; Dunnett’'s Test: Kontrolle vs. 250 uM EPA: p=0,0315; Kontrolle vs. 500 uM EPA:
p=0,0182; Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0295; n = 7). c) Die Expression von P- Selektin nach AA
Stimulation wurde durch EPA signifikant vermindert (ANOVA, p < 0,0001; Dunnett’s Test: Kontrolle vs.
250 uM EPA: p = 0,0003; Kontrolle vs. 500 uM EPA: p < 0,0001; Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p <0,0001;
n = 19). d) Reprasentative Durchflusszytometrie Plots (Kontrolle: 70,5% CD62* Thrombozyten nach AA
Stimulation; EPA 250uM: 60,8%; EPA 500uM: 23,8%; EPA 1000uM: 17,1%).

Daruber hinaus wurde die thrombozytare Aktivierung auf Einzelzellebene untersucht.
Die Zugabe von EPA bewirkte eine konzentrationsabhangige Reduktion der
Aktivierungsantwort auf verschiedene Agonisten, darunter AA, ADP und Kollagen.
Diese Hemmung wurde anhand einer verringerten Expression der Aktivierungsmarker
CD41/ 61, CD40, CD40L und PAC- 1 quantifiziert (Abb. 6a- d). Zusatzlich wurde das
durch AA induzierte intrazellulare Calcium- Signaling als Anstieg der
Calciumkonzentration im Probenreagenz nach Stimulation der Thrombozyten
analysiert. Die EPA- Vorinkubation fuhrte zu einer signifikanten Reduktion des
Anstiegs der intrazellularen Calciumkonzentration nach Stimulation der Thrombozyten
im Vergleich zur Kontrollprobe, welches mittels Durchflusszytometrie dargestellt wurde
(Abb. 6e- f).
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Abb. 6: Wirkung von EPA auf thrombozytdre Funktionen in vitro: Marker und Ca?* Freisetzung
a) EPA reduzierte die durch AA (Dunnett’'s Test: Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0086; n=9), ADP
(Dunnett’s Test: Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0138; n=9), sowie Kollagen (Dunnett’s Test: Kontrolle
vs. 1000 uM EPA: p=0,0456; n=4) induzierte Expression von CD41/61. b) EPA reduzierte die durch AA
(Dunnett's Test: Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0199; n=7), ADP (Dunnett's Test: Kontrolle vs. 1000
MM EPA: p=0,0246; n=7), sowie Kollagen (Dunnett’s Test: Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0409; n=6)
induzierte Expression von PAC- 1, ebenso wie fir ¢) CD40: AA (Dunnett’'s Test: Kontrolle vs. 1000 uM
EPA: p=0,0137; n=9), ADP (Dunnett’'s Test: Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0375; n=9), Kollagen
(Dunnett’s Test: Kontrolle vs. 1000 yM EPA: p=0,0083; n=5) und d) CD40L: AA (Dunnett's Test:
Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0168; n=9), ADP (Dunnett's Test: Kontrolle vs. 1000 pM EPA:
p=0,0416; n=9), nicht jedoch fir Kollagen (Dunnett’'s Test: Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=ns; n=5). e)
EPA hemmte die durch AA induzierte Veranderung der intrazellularen Calciumkonzentration signifikant
(Mixed- Effects- Analyse, p = 0,0004; Dunnett’'s Test: Kontrolle vs. 250 uM EPA: p=0,0015; Kontrolle
vs. 500 uM EPA: p=0,0037; Kontrolle vs. 1000 uM EPA: p=0,0032; n = 6). Reprasentative Darstellung
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der intrazellularen Calciumanderungen nach AA Stimulation Uber die Zeit in Sekunden (schwarz =
Kontrolle, griin = 250 uM EPA, gelb = 500 uM EPA, rot = 1000 uM EPA).

3.2. IPE reduziert die Bildung arterieller Thromben in vivo und beeinflusst
die Blutungszeit

Aufbauend auf den in vitro Ergebnissen zur hemmenden Wirkung von EPA auf
thrombozytare Funktionen wurde in einem murinen Fe(lll)- Chlorid Verletzungsmodell
der A. carotis untersucht, inwieweit eine langfristige orale IPE- Supplementierung die
arterielle Thrombosebildung in vivo beeinflusst. Insgesamt erhielten die Versuchstiere
eine IPE- Supplementierung uber 14 Tage. Mithilfe der Intravitalmikroskopie wurde die
Zeit bis zur vollstandigen GefalRokklusion analysiert. In der IPE- Gruppe war diese
signifikant verlangert (Kontrolle: 9,4 min £ 1,6 min vs. IPE: 60 min = 0, p<0,0001),
gefolgt von einer friiher einsetzenden Reperfusion in den mit IPE- behandelten Tieren.
Neben der verzogerten GefalRokklusion war auch die maximale Grof3e gebildeter
Thromben nach IPE- Supplementierung deutlich reduziert (Abb. 7a- c¢). Die
histologische Analyse der gebildeten Thromben zeigte eine verminderte Expression
des Thrombozytenmarkers CD41 sowie eine reduzierte Fibrinogenablagerung.
Daruber hinaus wiesen die Thromben in der IPE- Gruppe eine weniger dichte und
kompakte Struktur auf (Abb. 7d- f). Zusatzlich wurde der Einfluss von IPE auf
hamostatische Parameter mittels eines murinen Tail-Bleeding-Assays untersucht. Die
IPE- Behandlung fuhrte zu einer signifikanten Verlangerung der Blutungszeit sowie zu

einem erhohten Blutverlust im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren (Abb. 7g, h).
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Abb. 7: Wirkung von EPA auf thrombozytare Funktionen in vivo: Okklusion und Hamorrhagie
a) IPE verkirzte die Zeit bis zur ersten GefalRokklusion (ungepaarter t- Test, p < 0,0001; nkontrole=15,
nire=7) und b) verringerte die maximale Thrombusgréfie (ungepaarter t- Test, p=0,0170; Nkontrolle=15,
niee=7) in einem in vivo Modell der arteriellen Thrombusbildung in der A. carotis. ¢) Reprasentative
Aufnahmen arterieller Thromben der A. carotis zu Messzeitpunkten 5, 10, 20, 30 min nach
GefalBverletzung in Kontrolltieren, sowie IPE- behandelten Tieren. d) Der CD41- negative
Thrombusanteil als Flache ausgewertet, (ungepaarter t-Test, p = 0,0042; niontrolle=5, NiPE=6) sowie €)
der Fibrinogen- negative Thrombusanteil (ungepaarter t-Test, p = 0,0003; Nkontrolle=5, NiPE=6) waren in

der IPE- Gruppe signifikant erhdht. f) Reprasentative histologische Aufnahmen nach Farbung zur
Darstellung von CD41, Fibrinogen, der Zellkerne, sowie der Uberlagerung der Farbungen in
Kontrolltieren, sowie IPE- behandelten Tieren. g) Im Mausmodell fihrte IPE im Tail- Bleeding- Assay zu
einem signifikant erhohten Blutverlust, (ungepaarter t-Test, n=7, p=0,0177) sowie zu einer h)

verlangerten Blutungszeit (ungepaarter t-Test, n=7, p=0,0073), als Zeit bis zur ersten Okklusion.

3.3. Modulation der intrazellularen Proteinphosphorylierung durch EPA-
Behandlung in vitro

Um die molekularen Mechanismen, die der durch EPA induzierten Veranderung der
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Thrombozytenphysiologie zugrunde

liegen,

weiter

aufzuklaren,

wurde eine

umfassende in vitro Analyse des Phosphoproteoms sowie des Proteoms in isolierten

humanen Thrombozyten durchgefihrt. Die Behandlung mit EPA flhrte zu

weitreichenden Veranderungen in der intrazellularen Proteinphosphorylierung und hob

insbesondere die durch AA induzierte Phosphorylierung auf (Abb. 8a, b).
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Abb. 8: Intrazellularen Proteinphosphorylierung durch EPA- Behandlung in  vitro
a) Heatmap zur Darstellung der Proteom- Veranderungen der Vergleichsgruppen AA Stimulation und
AA Stimulation nach EPA Prainkubation, ausgewertet als relative Anderung des log> zur Kontrolle. Es
zeigt sich insgesamt eine Herunterregulation, welche sich als Farbverschiebung in Richtung blau,
entsprechend einer relativen Anderung um z.B. -0,5 zeigt. b) Heatmap der Phosphoproteom- Anderung
im gleichen Versuchsansatz. c) Beispiele regulierter Proteine in verschiedenen intrazelluldren
Signalwegen der Thrombozyten, die Aggregation, Degranulation und Formveranderung beeinflussen:
Adenylatcyclase Typ 6 (p=0,0007; Kontrolle vs. AA: p=0,0002; AA vs. AA + EPA: p=0,0389; n=5),
Fibrinogen alpha Kette [S12(99.7)] (p=0,0208; AA vs. AA + EPA: p=0,0078 n=5), Vasodilator-
stimuliertes Phosphoprotein (p=0,0008; Kontrolle vs. AA: p=0.0031, n=5), cGMP-inhibierte 3’,5'-
zyklische Phosphodiesterase A (p=0,0204; Kontrolle vs. AA: p=0,0477, n=4), Phosphatidylinositol 3,4,5-
Triphosphate 5-Phosphatase 1 (p=0,0345; Kontrolle vs. AA: p=0,0477, n=5), Diacylglycerolkinase
Gamma (p=0,0007; Kontrolle vs. AA: p=0,0015; AA vs. AA + EPA: p=0,0419; n=5), Synaptosomal-
assoziiertes Protein 23 (p=0,0394, AA vs. AA + EPA: p=0,0228, n=5), Dynamin-1-like Protein (p=0,0389,
AA vs. AA + EPA: p=0,0023, n=3), Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 (p=0,0409; AA vs. AA +
EPA: p=0,0395, n=4), Protein Phosphatase 1 regulatory subunit 12A (myosin phosphatase-target)
(p=0,0146; Kontrolle vs. AA: p=0,0343, n=4) und Myosin regulatory light polypeptide 9 (p=0,0404, AA
vs. AA + EPA: p=0,0395, n=3), Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptor-assoziiertes Protein 1 (p = 0,0052;
AAvs. AA + EPA: p=0,0241; n = 5) (jeweils ANOVA-Analyse und Dunnett’s Test flir multiple Vergleiche).

Insgesamt zeigte sich, dass EPA insbesondere die Phosphorylierung von Proteinen
reguliert, die essenzielle Funktionen in der Thrombozytenaktivierung ubernehmen.
Dazu zahlen Proteine, die an der Thrombozytenaggregation (Fibrinogen-Alpha-Kette,
Adenylatzyklase Typ 6, Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein), an der Synthese
sekundarer Botenstoffe (Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat-5-Phosphatase 1), an
der Zytoskelettregulation (Dynamin-1-ahnliches Protein, Myosin-regulatorisches
Leichtkettenpolypeptid 9), an der Degranulation (Synaptosomal-assoziiertes Protein
23) sowie an der intrazellularen Calciumfreisetzung (Diacylglycerol-Kinase Gamma)
(Abb. 8c) beteiligt sind.

Daruber hinaus wurde untersucht, ob die EPA- Inkubation auch eine Veranderung des
thrombozytaren Lipidoms bewirkt und somit potenziell die funktionellen
Reaktionsmuster der Thrombozyten beeinflusst. Die Analyse des Gesamtlipidprofils
ergab jedoch keine signifikanten Veranderungen durch die EPA-Behandlung (Abb. 9a,
b).
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Abb. 9: Veradnderung des thrombozytaren Lipidoms durch EPA in vitro und Reaktionsiberblick
a) Relative Anderung zur Kontrolle der fiir das thrombozytére Metabolom relevanten Lipide. EPA fiihrt
zu keiner signifikanten Anderung. Rechts daneben abgebildet eine Heatmap zu gleichem
Versuchsaufbau mit Abbildung Metabolom- relevanter Lipide in Einzeldarstellung. b) Schematische
Darstellung der durch AA vermittelten Thrombozytenaktivierung und der inhibitorischen Effekte von EPA
Uber die COX-1- Interaktion. EPA reduziert die TXA2 Synthese und beeinflusst nachgeschaltete
Signalwege, die Formveranderung (shape change), Granula-Freisetzung (alpha und dense granule

release) und Aggregation der Thrombozyten steuert.

3.4. EPA induzierte Thrombozytenhemmung ist unabhangig von
Triglyceriden und der Membranlipidzusammensetzung

Um zu Uberprifen, ob die verminderte thrombozytare Reaktivitat mit einer Reduktion
der Triglyzeridkonzentration assoziiert ist, wurde die Thrombozytenfunktion bei 370
Patienten unter ASA Therapie (100mg, 1-0-0) in der LTA untersucht. Die Analyse
ergab keine signifikante Korrelation zwischen dem durch AA induzierten maximalen
Aggregationswert und den Triglyzeridspiegeln (Abb. 10a). Die Studienteilnehmer

wiesen ein Durchschnittsalter von 67,8 + 12,25 Jahren auf, wobei 60,8 % mannlich
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und 23,3 % adipds waren. Eine detaillierte Ubersicht weiterer Patienteneigenschaften

findet sich in der nachfolgenden Tabelle.

Tabelle 1: Patientencharakteristika (n=370)

Alter, Jahre (Mittelwert + SD) 67.8+12.25
Ménnliches Geschlecht, Anzahl (%) 225(60.8%)
Adipositas, Anzahl (%) 86(23.3%)
BMI (kg/m?) 28.3+2.24
Raucher, Anzahl (%) 138(37.3%)
Hypercholesterindmie, Anzahl (%) 93(25.31%)
Arterielle Hypertonie, Anzahl (%) 291(78.6%)
Diabetes mellitus, Anzahl (%) 107(28.9%)
Koronare  Herzkrankheit, Anzahl (%) | 282(76.1%)
1-Gefal3 KHK, Anzahl (%) | 52(14.2%)
2-Gefaly KHK, Anzahl (%) | 37(10%)
3-Gefal3 KHK, Anzahl (%) 192(51.9%)
HFrEF, Anzahl (%) 144(38.9%)
Z.n. Ml, Anzahl (%) 178(21.1 %)
Z.n. PCl, Anzahl (%) 185(50%)
Z.n. TIA/ Stroke, Anzahl (%) 57(15.4 %)
Z.n. CABG, Anzahl (%) 83(22.4%)

Chronische Niereninsuffizienz, Anzahl (%) 162 (43.8 %)

SD= Standardabweichung, BMI= body mass index, HFrEF= heart failure with reduced ejection fraction,
MI= Myokardinfarkt, PCI= Perkutane Koronarintervention, CABG= coronary artery bypass graft, Bypass,
TIA= transient ischemic attack

Im nachsten Schritt wurde die Bedeutung EPAs flr die Thrombusbildung in vivo im
Tiermodell untersucht. Zur Uberpriifung, ob IPE die Thrombozytenantworten und die
arterielle Thrombusbildung in vivo reduziert, wurde die Thrombusbildung mittels ASA
vorbehandelter Wildtyp Ma&usen visualisiert. Tatsachlich zeigte die IPE-
Vorbehandlung keinen zusatzlichen Effekt auf die Thrombusbildung, da die Zeit bis zur
ersten Okklusion des Gefales, die Dauer der ersten Okklusion und die
ThrombusgroRe unverandert blieben (ASA: 121.974 um? £ 77.183 um? vs. ASA + IPE:
161.821 um? £ 76.925 pym?, p>0,05) (Abb. 10b- e).
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Abb. 10: Interaktion EPAs mit Triglyceridplasmaspiegeln und Einfluss auf die Thrombusbildung in vivo
a) Die durch AA induzierte Thrombozytenreaktivitdt als Aggregationsmaximum nach AA Stimulation
gemessen in der LTA ist unabhangig von dem Plasma- Triglyzeridspiegel (Pearson-Korrelation, n=370,
p=0,6235, R?=0,0006556, r=0,02560). b) Nach pharmakologischer Inhibition der thrombozytaren COX-
1 durch ASA zeigte die IPE- Supplementierung keinen Effekt auf die maximale Thrombusgrofie
(ungepaarter t-Test, p > 0,05; nkontrolle=16, Nasa=4, nasa+iPe=5). ) Reprasentative Aufnahmen arterieller
Thromben der A. carotis zu Messzeitpunkten 5, 10, 20, 30 min nach Gefalverletzung in ASA, sowie
ASA und IPE behandelten Tieren. d) Auch die Zeit bis zur ersten Okklusion (ungepaarter t-Test, p>0,05;
n=4) und e) die Dauer der ersten Okklusion ungepaarter t-Test, p>0,05; n=4) in einem in vivo Modell

der Karotisthrombose zeigt keinen signifikanten Effekt.

Um die potenzielle Beteiligung der Thrombozytenmembran, respektive der
Lipidkomposition an den antithrombotischen Effekten von IPE zu untersuchen, wurde
die Freisetzung und Zusammensetzung von Membranlipiden wahrend der
Thrombozytenaktivierung analysiert. Dabei zeigte sich, dass das Verhaltnis von AA zu
EPA nach Stimulation der Thrombozyten durch die IPE- Supplementierung
unverandert blieb (Abb. 11a, b). Dies lasst darauf schlieRen, dass die durch IPE
induzierte Reduktion der Thrombozytenreaktivitat nicht durch strukturelle
Modifikationen der Membranzusammensetzung vermittelt wird. Stattdessen beruht der
Mechanismus hdchstwahrscheinlich auf einer direkten kompetitiven Hemmung der
thrombozytaren COX-1 durch EPA.
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Abb. 11: Zusammensetzung thrombozytarer Membranlipiden unter EPA
a) Die Veranderung des AA/ EPA- Verhaltnisses (A t10- t0) wahrend der Thrombozytenaktivierung ex
vivo unterschied sich nach IPE- Supplementierung nicht signifikant (ungepaarter t-Test, p>0,05; n=27).
b) Relative Verdnderungen des logz (A) in AA- stimulierten Proben im Vergleich zur Kontrolle sind fir
t0, entsprechend vor Einnahme, und t10, entsprechend 10 Tage nach Behandlungsbeginn, als Heatmap
dargestellt. Nach 10 Tagen IPE- Behandlung zeigten AA stimulierte Proben signifikant héhere

Konzentrationen von Lipiden mit 20:4 oder 20:5- Fettsaureresten.

3.5. Kompetitive Hemmung der thrombozytaren COX-1 durch EPA in vitro

Basierend auf den vorhergehenden Analysen zur Wirkung von EPA auf die
Thrombozytenfunktion wurde untersucht, ob der antithrombotische Effekt Uber eine
direkte Interaktion mit der thrombozytaren COX- 1 vermittelt wird. Hierzu wurde die
Thrombozytenaktivitat unter pharmakologischer COX- 1 Blockade durch ASA in einer
Konzentration von 30 uM analysiert, was in etwa einer taglichen oralen Dosierung von
100 mg entspricht. In Gegenwart von ASA zeigte EPA keinen zusatzlichen Einfluss auf
die Thrombozytenadhasion, die durch AA induzierte Aggregation oder die

Thromboxansynthese (Abb.12a-c). Die Blockade des Thromboxanrezeptors mit
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Ramatroban, einem TXA2/ Prostaglandin- H2 Rezeptor- Antagonist, fihrte nach
Vorbehandlung mit EPA zu keinen zusatzlichen hemmenden Effekten (Abb. 12d). Um
eine direkte kompetitive Interaktion zwischen EPA und AA auf die COX- 1
nachzuweisen, wurde die Reversibilitat der EPA- induzierten COX-1 Hemmung durch
ansteigende AA-Konzentrationen untersucht. Mit zunehmender AA- Konzentration
wurde die Hemmung durch EPA schrittweise aufgehoben (0,5 mM AA: 25,8 % + 31,4
% vs. 1 mM AA: 78,3 % + 4,7 %, p=0,0111; 1 mM AA vs. 2 mM AA: 65,9 % + 20,9 %,
p=0,0397). Im Gegensatz dazu blieb die durch ASA verursachte COX- 1 Hemmung
unabhangig von der AA Konzentration bestehen, was die irreversible Bindung von ASA
an COX- 1 bestatigt (Abb. 12e). Diese Ergebnisse legen nahe, dass EPA eine
reversible, kompetitive Hemmung von COX- 1 vermittelt, die durch hohe

Konzentrationen von AA Uberwunden werden kann.
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Abb. 12: Thrombozytenaktivitdt unter pharmakologischer COX- 1 Blockade und EPA
a) Nach Inhibition der COX- 1 durch ASA =zeigte EPA keinen zusatzlichen Effekt auf die
Thrombozytenadhasion in  einer  kollagenbeschichteten  Flusskammer, gemessen als
Flachenabdeckung in Prozent (gepaarte t-Tests, p>0,05; n=4). b) Auch auf die
Thrombozytenaggregation hatte EPA nach COX- 1 Hemmung mit ASA keinen zusatzlichen Einfluss
(gepaarte t-Tests, p > 0,05; n = 4). c) Ebenso zeigte EPA keinen zusatzlichen Effekt auf die AA-
induzierte TXB2 Freisetzung nach Vorbehandlung mit ASA (gepaarte t-Tests, p>0,05; n=4). d)
Ramatroban bewirkte keinen zusatzlichen inhibitorischen Effekt auf die Thrombozytenaggregation in

EPA- behandelten Proben (ANOVA, p<0,001; n=8; Tukey-Test fir multiple Vergleiche: Kontrolle vs.

41



EPA: p=0,0014; Kontrolle vs. Ramatroban: p<0,0001; Kontrolle vs. EPA + Ramatroban: p <0,0001; EPA
vs. EPA + Ramatroban: p=0,5255; Ramatroban vs. EPA + Ramatroban: p=0,4470). e) Der inhibitorische
Effekte von EPA wurden durch steigende Konzentrationen von AA aufgehoben (ANOVA, p=0,0313;
Dunnett’s Test: 0,5mM vs. 1mM: p=0,0111; 0,5mM vs. 2mM: p=0,397; n=7), wahrend die Effekte von
ASA unverandert blieben (ANOVA, p>0,05; n=7).

3.6. Analyse der Bindungsinteraktion zwischen EPA und thrombozytarer
COX-1

Zur experimentellen Bestatigung der direkten Interaktion von EPA mit dem aktiven
Zentrum der COX- 1 wurde eine kovalente chemische Sonde fur die
Photoaffinitatsmarkierung entwickelt. Die Markierungsexperimente wurden an
rekombinanter humaner COX- 1 durchgefuhrt. Dabei erfolgte das Photo- Crosslinking
unter UV-Bestrahlung (365 nm) bei Raumtemperatur unter Verwendung einer Herolab
UV-8 S/L Lichtquelle. Die fluoreszenzmarkierte COX- 1 wurde anschlielend durch in-
Gel-Scanning detektiert, wodurch die COX- 1 der Thrombozyten als direkte
Bindungsstelle fur EPA in vitro identifiziert werden konnte (Abb. 13a). Zusatzlich wurde
mittels virtuellen Dockings analysiert, ob EPA direkt an COX- 1 bindet. Die
Berechnungen ergaben eine Positionierung mit hoher Affinitat, bei der die
Carboxylgruppe von EPA in Richtung einer der hydrophilen Regionen nahe des
Zielkanals ausgerichtet war. Gleichzeitig blockierte die aliphatische Kette von EPA den
hydrophoben Bereich des Kanals, der in Richtung der aktiven Bindungsstelle um Serin
530 und Tyrosin 385 der thrombozytaren COX- 1 verlauft. Um die Validitat der in silico
Analyse zu bestatigen, wurde die Positionierung von AA innerhalb des COX-1 Enzyms
mit Kristallstrukturen verglichen. Die beobachtete Uberlappung zwischen den beiden
Strukturen deutet auf eine zuverlassige Modellierung des virtuellen Dockings hin. Ein
analoges Docking Experiment mit EPA in die COX- 1 Struktur ergab eine sehr ahnliche
Positionierung und Affinitat im Vergleich zu AA. Dies weist darauf hin, dass EPA auf
ahnliche Weise an das aktive Zentrum der COX- 1 bindet und somit potenziell mit AA
um die Enzymbindung konkurriert (Abb. 13b).
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Abb. 13: In silico Docking Analyse: COX- 1 als Zielstruktur von AA und EPA
a) Die Photoaffinitatsmarkierung identifizierte die thrombozytare COX-1 als Zielstruktur von EPA in vitro
(ANOVA, p=0,0005; Dunnett's Test: DMSO vs. EPA (fluoreszenzmarkiert): p=0,0032; EPA
(fluoreszenzmarkiert) vs. Kontrolle: p=0,0004; n=4). b) In silico Docking Analysen zeigten eine

vergleichbare Bindungsaffinitat von EPA und AA an das aktive Zentrum der thrombozytare COX- 1.

3.7. Perorale IPE- Supplementierung reduziert die
Thrombozytenreaktivitat

Zur Beurteilung der Auswirkungen einer oralen IPE- Behandlung auf die
Thrombozytenfunktion wurde das Blut von 25 Patienten zu drei Zeitpunkten analysiert:
vor Beginn der Supplementierung (t0), nach funf Tagen (t5) sowie nach zehn Tagen
IPE- Einnahme (110). Um die Therapieadharenz der Patienten zu tberprifen, wurde
das thrombozytare Lipidprofil vor und nach zehn Tagen IPE-Supplementierung (2x 2
g taglich, 1-0-1) bestimmt. In Ubereinstimmung mit den Erwartungen zeigte sich ein
signifikanter Anstieg von 20:5- haltigen Lipiden in der Thrombozytenmembran nach
zehn Tagen (t0: 14,1 pmol/mg £ 13 pmol/mg vs. 1t10: 63,7 pmol/mg * 60,1 pmol/mg,
p<0,0001) (Abb. 14a).

Die funktionelle Analyse der Thrombozyten ergab eine reduzierte Adhasion an
Kollagen unter arteriellen Flussbedingungen nach zehn Tagen IPE-Supplementierung
(t0: 22,3 % + 7,1 % vs. t10: 13,7 % % 3,1 %, p=0,0259) (Abb.14b). Darlber hinaus
fuhrte die Behandlung zu einer verminderten thrombozytaren Aggregationsantwort auf
AA (Abb. 14c). Die Untersuchung der sekretorischen Funktion der Thrombozyten
ergab eine Reduktion der ATP- Freisetzung, die als Marker flr die Degranulation der
dense Granula dient und fir eine vollstandige Thrombozytenaktivierung essenziell ist
(t0: 130,7 nM £ 20,4 nM vs. t10: 95,9 nM % 12 nM, p=0,0002) (Abb. 14d). Auch die P-
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Selektin (CD62P) Expression, die als Indikator fur die Alpha- Granula Sekretion nach
Stimulation gilt, zeigte sich nach IPE- Behandlung verringert (Abb. 14e). Zudem zeigte
sich nach zehn Tagen eine signifikante Reduktion der TXB2 Konzentration, die als
Surrogatmarker fur die COX-1 Aktivitat, respektive der TXA2 Konzentration dient (tO:
2039 ng/ml £ 872 ng/ml vs. t10: 1324 ng/ml + 586 ng/ml, p=0,0455) (Abb. 14f).

300+ <0.0001

el
m
o

0 3d

o
a E 333328 R R EEER 3838833483
g p E8aspalubBazais S8 22p2a0088382250
- 0 = 0O O O i 5 A S onth O N oo N o o o
&200* IM'M'N'N'”'N%S NINIMINININI ‘NIN|NINI IN‘N'N:S
n 2909QQRQRQRLRIRENVILLLLLLRLOLILDLSLIRESQ
o ot &N = O ;o N = O O <o
~ bt 0
% 100 0 1
<3 2
s 4
a 3
3 o~
10 &
0 t10
0
b 0.0259 c 100 00225
g * & s
3 . 5 = =
2 = § .
E_, 30 15 g,ﬁ
e T . £3
g2 2 &g 50
§2 3| it 53
g% 49 gé
E 1o = .
F 0 s 0 a 2
to t5 t10 10 15 t10
<0.0001 0.0231
d e ; 0.0040 e _— . 0.0069 f 40000 0.0455
s e : g *
%:é 180 = . %5 E% 30000
£3 53 23 .
8 £ 100 55 50 §§ 20000
'gg " »‘—:g !’—(g 10000
& 2
<
0 o 0 0
10 5 110 0 t5 t10 0 t10
Abb. 14: Thrombozytenreaktivitat unter peroraler IPE- Supplementierung

t0= vor IPE- Supplementierung, t10= 10 Tage nach Beginn der IPE- Supplementierung
a) Nach 10 Tagen IPE- Supplementierung zeigte sich die Menge an 20:5- haltigen Lipiden in der
Thrombozytenmembran signifikant erhéht (Wilcoxon-Test, p<0,0001; n=29), wie auch in der rechts
neben dem Graphen dargestellten Heatmap erkennbar, die die Konzentrationsanderung zwischen t0
und t10 der 20:5- haltigen Lipide zeigt. b) Die Thrombozytenadhasion an einer kollagenbeschichteten
Flusskammer war nach IPE- Supplementierung reduziert (ANOVA, p=0,0259; Dunnett’'s Test: t0 vs. t10:
p=0,0425, n=4). Rechts daneben dargestellt eine reprasentative Abbildung der Flusskammer. c) Die
durch AA induzierte Thrombozytenaggregation war nach IPE- Supplementierung gehemmt (Mixed-
Effects- Analyse, p=0,0225; Dunnett’s Test: t0 vs. t5: p=0,0039; t0 vs. t10: p=0,0141; n=7). d) Die ATP-
Freisetzung nach AA Stimulation aus Thrombozyten war nach IPE-Supplementierung reduziert
(Friedman-Test, p=0,0001; Dunnett's Test: t0 vs. t5: p=0,0040; t0 vs. t10: p=0,0002; n=12). ) Die AA-

induzierte P- Selektin- Expression wurde durch IPE- Supplementierung signifikant gehemmt (Friedman-
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Test, p=0,0038; Dunnetts's Test: t0 vs. t5: p=0,0069; t0 vs. t10: p=0,0231; n=9). f) Die TXB2-
Freisetzung nach Stimulation der Thrombozyten mit AA (gepaarter t-Test, p=0,0455; n = 9) war nach

10 Tagen IPE-Supplementierung reduziert.

4. Diskussion

Mit den gezeigten Daten konnt ein dosisabhangiger, antithrombotischer Effekt von
EPA nachgewiesen werden, der moglicherweise zur Erklarung der teils
widerspruchlichen Ergebnisse der RCTs zur kardiovaskularen Wirksamkeit von w-3-
PUFAs beitragt. Die Ergebnisse zeigen, dass EPA die Bildung arterieller Thromben in
vivo reduziert, die Thrombozytenreaktivitat ex vivo und in vitro signifikant hemmt,
relevante Signalwege der Thrombozytenmodulation beeinflusst und eine direkte,

kompetitive Interaktion mit AA auf der Ebene der COX- 1 eingeht.

4.1. Plasmakonzentrationsabhangige Wirksamkeit von EPA in klinischen
Studien

Mehrere RCTs zur w-3- PUFA- Supplementierung zeigten inkonsistente Ergebnisse
hinsichtlich der kardiovaskularen Endpunktreduktion. Ein wesentlicher Unterschied
zwischen den Studien besteht in den erreichten EPA- Plasmakonzentrationen.
Wahrend REDUCE-IT (4 g IPE taglich) eine signifikante Senkung des relativen Risikos
kardiovaskularer Ereignisse um 25 % dokumentierte, konnten Studien mit niedrigeren
EPA- Plasmaspiegeln, wie ASCEND, VITAL, OMEMI oder STRENGTH, keine
signifikanten Effekte nachweisen®?%. Die gezeigten in vitro Ergebnisse legen nahe,
dass EPA Konzentrationen von 250 uM nur eine geringe hemmende Wirkung auf die
Thrombozytenaktivitat ausiben, wahrend Konzentrationen von > 500 uyM zu einer
deutlichen Reduktion der Thrombozytenaggregation flhrten. Diese Beobachtung
stimmt mit den in REDUCE-IT (mittlerer EPA-Plasmaspiegel: 476 uM), JELIS (558 pM)
und RESPECT-EPA (464 uM) erreichten Werten Uberein, sowie auch mit einer hier
erreichten relevanten Risikoreduktion®6°7. Im Gegensatz dazu lagen die errechneten
EPA- Plasmaspiegel in STRENGTH (296 uM), VITAL (~75 uM) und ASCEND (~85
MM)  deutlich  niedriger, was eine unzureichende  Hemmung  der
Thrombozytenaktivierung erklaren kénnte%3%47° Diese Daten legen nahe, dass eine

wirksame Reduktion der Thrombozytenreaktivitat erst bei ausreichend hohen EPA-
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Spiegeln eintritt und somit die Dosierung der w-3- PUFA entscheidend fir den

klinischen Nutzen ist.

4.2. Einfluss des EPA/ DHA Gehalts der Praparate auf die kardiovaskulare
Wirksamkeit

Neben der Dosierung konnte auch die Zusammensetzung der w-3- PUFA Praparate
eine Rolle spielen. Wahrend REDUCE-IT ausschliel3lich hochdosiertes IPE enthielt,
wurden in STRENGTH und anderen Studien Mischpraparate aus EPA und DHA
verwendet. DHA weist strukturelle Ahnlichkeiten mit EPA auf, unterscheidet sich
jedoch in seiner metabolischen Verarbeitung und biologischen Wirkung?®.
Insbesondere hemmt DHA die COX-1 in deutlich geringerem Mafe als EPA®! und zeigt
eine geringere kompetitive Verdrangung von AA®. Dies konnte eine Erklarung dafir
sein, warum Studien mit EPA/ DHA-Kombinationen weniger eindeutige Ergebnisse
lieferten. Zudem deuten nunmehr Studien darauf hin, dass EPA und DHA
unterschiedliche biologische Zielstrukturen und Wirkmechanismen aufweisen.
Wahrend EPA bevorzugt auf vaskulare Strukturen zu wirken scheint, tbernimmt DHA
insbesondere im zentralen Nervensystem neuroprotektive Funktionen®8. Eine
direkte Vergleichsstudie zwischen hochdosiertem EPA und einer EPA/ DHA-
Kombination konnte helfen, den spezifischen Beitrag von DHA im Kontrast zu EPA zur
kardiovaskularen Pravention besser zu verstehen und durch zielgerichteten Einsatz
der einzelnen Praparate unter Bericksichtigung der Wirkprofile, das Outcome der

Patienten weiter zu verbessern.

4.3. Hemmung der COX- 1 und kompetitiver Wirkmechanismus zwischen
EPA und ASA

Die Ergebnisse zeigen zudem, dass die TXA2 Bildung sowohl ex vivo als auch in vitro
durch EPA signifikant gehemmt wurde. TXAZ2Z ist ein zentraler Mediator der
Thrombozytenaktivierung und spielt eine entscheidende Rolle in der Pathogenese
arterieller Thrombosen®. Da TXA2 (iber die COX- 1 synthetisiert wird, ist die
kompetitive Verdrangung von AA durch EPA ein plausibler Mechanismus fir die
antithrombotische Wirkung. Dies wurde durch die hier dargestellten experimentellen

Ergebnisse bestatigt, die zeigten, dass EPA direkt an der aktiven Bindungsstelle der
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COX- 1 interagiert und dadurch die TXA2- Synthese sowie die nachfolgende
Thrombozytenaktivierung hemmt. Interessanterweise konnte kein zusatzlicher
antithrombotischer Effekt von EPA bei Mausen nachgewiesen werden, die bereits mit
ASA vorbehandelt wurden. Dies konnte darauf zurickzufihren sein, dass EPA nach
vollstandiger irreversibler Blockade der COX keinen Effekt mehr austbt. Dennoch
konnte die langere Plasmahalbwertszeit von EPA im Vergleich zu ASA, etwa 80
Stunden im Steady-State gegeniliber nur 20 Minuten fiir ASA%287 eine klinisch
relevante Erganzung zur etablierten ASA Therapie darstellen. Hier ist insbesondere
das Phanomen der high- on- treatment- platelet- reactivity zu nennen, das bei bis zu
30% der Patienten unter ASA Therapie zu beobachten ist und mit einer erhdhten Rate
thrombotischer Ereignisse assoziiert ist®. Ursachen fiir diese Abschwachung der ASA
Wirkung sind beispielsweise Diabetes mellitus, chronische Inflammation und
Adipositas, welche mit einem gesteigerten Thrombozytenumsatz einhergehen.
Ebenso sind eine unzureichende enterale Bioverfugbarkeit, genetische
Polymorphismen oder Arzneimittelinteraktionen maoglich, wodurch es zu einer
interindividuell variablen kardioprotektiven Wirkung kommen kann®. Hier konnte EPA
einen therapeutischen Zusatznutzen bieten, da es eine kontinuierliche Modulation der
Thrombozytenfunktion ermdglicht, welche auch bei Einnahmefehlern eine konstante

Wirkung zeigen kann.

4.4. Sicherheitsprofil von EPA: Blutungsrisiko und COX- 1 Hemmung

Ein klinisch besonders relevanter Aspekt der IPE- Therapie ist das potenzielle
Blutungsrisiko. In der REDUCE-IT-Studie zeigte sich die Rate an geringflgigen
Blutungen numerisch, jedoch nicht statistisch signifikant erhoht, wahrend schwere
Blutungen nicht haufiger auftraten als unter Placebo®’. Dies konnte mit der
spezifischen Hemmung der COX-1 durch EPA zusammenhangen. Wahrend ASA, wie
bereits beschrieben, eine vollstandige und irreversible Hemmung der TXA2 Synthese
bewirkt, die Uber die gesamte Lebensdauer der Thrombozyten anhalt®, fiihrt EPA zu
einer kompetitiven, dosisabhangigen, aber reversiblen Reduktion der TXA2
Produktion. Diese Unterschiede im Wirkmechanismus konnten erklaren, warum EPA
in klinischen Studien mit einer geringeren Blutungsrate assoziiert war als klassische
Thrombozytenaggregationshemmer wie ASA oder P2Y12-Inhibitoren®!%2. Dennoch

sind weitere Untersuchungen erforderlich, um das Sicherheitsprofil von IPE
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insbesondere bei Patienten mit bereits erhdhtem Blutungsrisiko, etwa unter oraler
Antikoagulation oder mit beispielsweise zerebrovaskularen Vorschaden, genauer zu

evaluieren.

4.5. Kardioprotektive Wirkung von EPA durch Thrombozytenmodulation

Die in dieser Arbeit gewonnenen experimentellen Daten belegen erste klinischen
Beobachtungen zum Effekt von EPA in der Sekundarpravention kardiovaskularer
Ereignisse. In einer Studie zur frihzeitigen Gabe von EPA nach perkutaner
Koronarintervention (PCI) bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom zeigte sich eine
signifikante Reduktion kardiovaskularer Ereignisse, obwohl keine Veranderung der
Triglyceridspiegel beobachtet wurde®. Dies legt nahe, dass der protektive Effekt von
EPA primar durch eine Modulation der Thrombozytenfunktion und nicht durch eine
Senkung der Triglyceridwerte vermittelt wird. Diese Hypothese wird durch die
Subgruppenanalyse der JELIS- Studie gestitzt, in der EPA auch bei Patienten mit
bereits niedrigen Blutfettwerten signifikante kardiovaskulare Vorteile zeigte®®. Die
Ergebnisse der REDUCE-IT-Studie belegen, dass eine tagliche Supplementierung mit
4 g IPE das relative Risiko fur schwerwiegende kardiovaskulare Ereignisse senkt.
Bemerkenswert ist auch hier, dass dieser Vorteil unabhangig von den Lipidparametern
war, was darauf hindeutet, dass EPA Uber pleiotrope Mechanismen wirkt. Diese
umfassen die Hemmung der Thrombozytenaggregation und

entziindungsmodulatorische Effekte5?.

4.6. Klinische Implikationen: EPA in der kardiovaskuldaren Pravention

Die zunehmende Evidenz flir die kardioprotektive Wirkung von EPA wirft die Frage auf,
wie dieses w-3- Fettsaure- Derivat optimal in bestehende Praventions- und
Behandlungsstrategien integriert werden kann. Besonders Patienten mit hohem
kardiovaskularem Risiko, bestehender Atherosklerose oder Hypertriglyzeridamie
kénnten von einer gezielten EPA- Supplementierung profitieren. Neben REDUCE-IT
konnten auch RESPECT-EPA und JELIS eine signifikante kardiovaskulare
Risikoreduktion unter EPA nachweisen, selbst bei Patienten mit gut kontrollierten LDL-

Werten52%7, Es kann spekuliert werden, dass auch Patienten unabhangig von einer
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Hypertriglyceridamie von einer EPA Supplementierung profitieren kénnten. Dies muss
jedoch durch weitere klinische Studien evaluiert werden, um Indikationen und Kriterien
fur eine Supplementierung zu definieren. Insbesondere Patienten mit Diabetes
mellitus, die ein erhdhtes thrombotisches Risiko aufweisen, sowie Patienten nach
akutem Koronarsyndrom koénnten von einer EPA- Therapie profitieren. Erste
experimentelle und klinische Daten deuten darauf hin, dass EPA moglicherweise die
Plaque- Stabilitat verbessert und entzindliche Prozesse in der Atherosklerose
moduliert, wodurch es eine erganzende Wirkung zur LDL- Senkung durch Statine
entfalten kdnnte, welche insbesondere auch durch die Wirkung auf die Thrombozyten
im Plaque selbst hervorgerufen werden kann %9, Darliber hinaus gibt es Hinweise
darauf, dass EPA die Endothelfunktion verbessert, oxidativen Stress reduziert und
somit das Risiko fur vaskulare Komplikationen weiter senken konnte. Insbesondere
sind so Mechanismen im Fokus, die in der Pathogenese des Diabetes eine zentrale

Rolle spielen und deren Dysfunktionalitat durch EPA verbessert werden kann®.

4.7. Patientenselektion, Kombinationstherapien und optimale Dosierung

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse bleibt die Frage nach dem optimalen Einsatz
von EPA in der klinischen Praxis offen. Ein zentrales Thema ist die Selektion
geeigneter Patientengruppen, da nicht alle kardiovaskularen Hochrisikopatienten
gleichermalien von EPA zu profitieren scheinen. Wahrend die positiven Effekte bei
Patienten mit Hypertriglyzeridamie, bestehender Atherosklerose oder Diabetes
mellitus gut dokumentiert sind, fehlen derzeit belastbare Daten zur Wirksamkeit in
anderen Populationen, wie beispielsweise Patienten mit normwertigen Blutfettwerten
oder mit chronischem Koronarsyndrom®’. Ein weiteres relevantes Thema ist die
Interaktion mit anderen antithrombotischen Therapien, insbesondere mit ASA und
P2Y12-Inhibitoren. Dies legt nahe, dass EPA vor allem in Kombination mit Statinen
und mdglicherweise neuen lipidsenkenden Substanzen wie PCSK9- Inhibitoren oder
Bempedoinsaure sinnvoll sein kdonnte, wahrend die additive Wirkung in der dualen
Thrombozytenhemmung noch genauer untersucht werden muss. Auch steht zur
Diskussion, ob eine EPA- Supplementierung mit einer erhdhte Inzidenz von
Vorhofflimmern korreliert. Es zeigt sich in einer Metaanalyse unter Zusammenschau
von sieben Studien (VITAL®®, ASCENDS%3, STRENGTH??, Risk Prevention Study®’,
REDUCE-IT®?, GISSI-HF'® OMEMI®®) eine Steigerung des Gesamtrisiko fiir die
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Entwicklung von Vorhoffimmern um 1,25 (Hazard Ratio)'?'. Ebenso finden sich
jedoch Daten, die diese Aussage widerlegen, respektive zeigen, dass eine
Supplementierung EPAs keine Anderung der Inzidenz von Vorhoffflimmern bewirkt%2,
Bei uneindeutiger Datenlage sind somit weitere Studien zur Risikoeinschatzung
erforderlich. Klinisch kann eine Risiko- Stratifizierung anhand CHARGE- AF oder
C2HEST-Score vor Therapieeinleitung empfohlen werden'03-104  Zusatzlich zur
Nutzen- Risiko- Abwagung mussen noch offene Fragen zur optimalen Dosierung und
Formulierung geklart werden. So konnte eine Kombination EPAs mit leitliniengerechter

Antikoagulation zu einem weiteren Anstieg des Blutungsrisikos fihren.

Der Unterschied in den Ergebnissen von Studien mit reinem IPE (REDUCE-IT) im
Vergleich zu Mischpraparaten mit DHA (STRENGTH) deutet darauf hin, dass hier auch
die Wahl der w-3- Fettsaure entscheidend fiir den klinischen Nutzen ist>27°. Neben
einer direkte Vergleichsstudie zwischen hochdosiertem EPA und einer EPA/ DHA-
Kombination, ware somit auch ein Vergleich zwischen Patientenkollektiven
unterschiedlichen Risikoprofils notwendig, um den spezifischen Beitrag von EPA,
respektive EPA/ DHA zur kardiovaskularen Pravention besser einordnen zu kdnnen.
Zukunftige Studien sollten sich daher gezielt auf den klinischen Nutzen von EPA in
Kombination mit modernen Praventionsstrategien konzentrieren, um klare

Therapieempfehlungen fir den Einsatz im klinischen Alltag zu ermdéglichen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit eine mechanistische Erklarung fur die
beobachtete kardiovaskulare Risikoreduktion unter EPA- und IPE- Supplementierung.
Der antithrombotische Effekt ist dosisabhangig, wobei Plasmaspiegel Uber 500 uM
erforderlich zu sein scheinen, um eine klinisch relevante Hemmung der
Thrombozytenfunktion zu erreichen. Die kompetitive COX- 1 Hemmung durch EPA,
die Modulation der Thrombozytenlipidzusammensetzung und die Hemmung
spezifischer Signalwege tragen wesentlich zu diesem Effekt bei. Unterschiedliche
Ergebnisse in RCTs lassen sich vermutlich durch Variationen in der Dosierung, der
Plasmakonzentration und der Zusammensetzung der w-3- PUFA-Praparate erklaren.
Die langere Plasmahalbwertszeit von EPA kénnte zudem ein Vorteil gegentiber ASA
sein und in bestimmten klinischen Situationen eine sinnvolle Erganzung darstellen.
Weitere Studien sind erforderlich, um den optimalen Einsatz von EPA in der
kardiovaskularen Pravention und Therapie zu definieren, insbesondere in Kombination

mit bestehenden antithrombotischen Strategien.
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5. Schlussfolgerung

Neben den bekannten Wirkungen von EPA auf entziundliche Prozesse und den
Lipidstoffwechsel konnte mit dieser Arbeit ein zusatzlicher antithrombotischer Effekt
nachgewiesen werden. Die Supplementierung mit w-3- PUFAs in Form von IPE fuhrt
zu einer direkten, kompetitiven Interaktion von EPA mit AA auf der Ebene der COX- 1.
Dies resultiert in einer signifikanten Reduktion der Thrombozytenfunktion und einer
verminderten Bildung arterieller Thromben. Die dosisabhangige Hemmung der
Thrombozytenaktivitat durch w-3- PUFAa Iasst sich auf deren direkte Wirkung auf die
COX- 1 zuruckfuhren. Diese Mechanismen konnten teilweise die heterogenen
Studienergebnisse erklaren, die durch den Einsatz unterschiedlicher w-3- PUFA

Praparate bedingt sind.
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