Aus der Klinik fur Kardiologie, Pneumologie und Angiologie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Malte Kelm

Interaktion freier Fettsauren mit der Cyclooxygenase 1

und deren Einfluss auf die Hamostase in vitro

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von

Hannah Viktoria Foerster

2026



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

gez.:
Dekan: Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker
Erstgutachter: Prof. Dr. med. Tobias Zeus

Zweitgutachter: Univ.- Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Soren Twarock



Ich widme diese Arbeit
meinem Ehemann Ramy,
unserer Tochter Philippa

und

unserer Familie.



Publikationen:

e Mourikis P, Zako S, Dannenberg L, Nia AM, Heinen Y, Busch L, Richter H,
Hohlfeld T, Zeus T, Kelm M, Polzin A. Lipid lowering therapy in cardiovascular
disease: From myth to molecular reality. Pharmacol Ther. 2020
Sep;213:107592. doi: 10.1016/j.pharmthera.2020.107592. Epub 2020 May 31.
PMID: 32492513.

e Mourikis P, Dannenberg L, Zako S, Helten C, M'Pembele R, Richter H, Hohlfeld
T, Jung C, Zeus T, Kelm M, Veulemans V, Polzin A. Impact of Transcatheter
Aortic Valve Implantation on Thrombin Generation and Platelet Function.
Thromb Haemost. 2021 Mar 23. doi: 10.1055/s-0041-1725190. Epub ahead of
print. PMID: 33759144.

e Dannenberg L, M'Pembele R, Mourikis P, Helten C, Zako S, Ahlbrecht S, Rich-
ter H, Zikeli D, Benkhoff M, Huhn-Wientgen R, Thienel M, Levkau B, Kelm M,
Petzold T, Polzin A. Rivaroxaban reduces thromboxane induced platelet aggre-
gation - the forgotten Compass Arm? Platelets. 2021 Mar 31:1-3. doi:
10.1080/09537104.2021.1905159. Epub ahead of print. PMID: 33788669.

Teile dieser Doktorarbeit wurden veroffentlicht:

Mourikis P, Benkhoff M, Wildeis L, Barcik M, Helten C, Coman C, Solari FA, Krahn D,
Dannenberg L, Ahlbrecht S, Zikeli D, Utz A, Trojovsky K, Richter H, Al Kassis G,
M'Pembele R, Zako S, Huckenbeck T, Bauer S, Schmitz D, Pfeiler S, Gerdes N,
Ducker C, Pircher J, Zhe Z, Thienel M, Ul Ain Q, Keul P, Kirkby N, Sohn D, Budach W,
Hohlfeld T, Schror K, Levkau B, Zeus T, Verhelst SHL, Ahrends R, Sickmann A, Mit-
chell J, Mora S, Manson JE, Bhatt DL, Landmesser U, Massberg S, Kelm M, Petzold
T, Polzin A. Icosapent ethyl reduces arterial thrombosis by inhibition of cyc-
looxygenase-1-induced platelet reactivity. Sci Transl Med. 2025 May
21;17(799):eado0610. doi: 10.1126/scitranslmed.ado0610. Epub 2025 May 21. PMID:
40397711.



. Zusammenfassung (deutsch)

Die Thrombozytenaggregation als Teil der Hamostase spielt eine Schlusselrolle
in der Pathophysiologie verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen.

Einige Studien konnten bereits positive Effekte bei der Nahrungserganzung mit
langkettigen, ungesattigten Fettsauren (,Fischolen®) nachweisen.

Die REDUCE-IT-Studie untersuchte die Auswirkungen der taglichen Einnahme
von 4g Ethyl-Eicosapentaensaure (IPE) auf das kardiovaskulare Risiko. Dabei
zeigten sich weniger ischamische Ereignisse bei gleichzeitig vermehrter Blu-
tungsneigung, weshalb ein Einfluss auf die Thrombozytenfunktion vermutet wird.
Der zugrunde liegende Mechanismus ist bisher dennoch unklar.

Diese Arbeit untersuchte den Einfluss der Fettsauren IPE, EPA und DHA auf die
Thrombozytenfunktion und Hamostase in vitro.

Dem Blut bzw. Plasma gesunder Probanden wurden EPA, IPE und DHA in un-
terschiedlichen Konzentrationen hinzugegeben.

Die Stimulation erfolgte mittels Arachidonsaure (ARA), Adenosindiphosphat
(ADP) und Kollagen (Coll). Die Thrombozytenaggregation wurde mittels Lichttra-
nsmissions- (LTA) und Multielektrodenaggregometrie (MEA) quantifiziert.

In Abhangigkeit von der Fettsaurekonzentration konnte eine signifikante Hem-
mung nachgewiesen werden.

In der LTA zeigte sich unter ARA-Stimulation eine Reduktion des Aggregations-
maximums (MoA) um bis zu 66,9 % (EPA), 58,4 % (DHA) und 30,9 % (IPE). In
der MEA bestatigte sich der hemmende Effekt mit einer Reduktion der Throm-
bozytenaggregation um bis zu 84,6 AU (DHA) und 30,2 AU (EPA). In Kombina-
tion mit Acetylsalicylsaure (ASS) zeigten EPA, DHA und IPE einen additiven
hemmenden Effekt. TXB2-ELISA-Analysen deuten auf eine verminderte COX1-
vermittelte Thromboxanbildung hin. Langkettige, ungesattigte Fettsauren hem-
men somit die COX1-abhangige Thrombozytenaggregation in vitro. Dies erklart
teilweise die in klinischen Studien beobachtete Reduktion kardiovaskularer Er-
eignisse unter Omega-3-Fettsdure-Supplementierung bei gleichzeitig erhdhter
Blutungsneigung. Die Ergebnisse unterstutzen die Theorie einer COX1-vermit-
telten antithrombotischen Wirkung freier Fettsauren mit potenzieller klinischer

Relevanz fur die Pravention kardiovaskularer Erkrankungen.



. Zusammenfassung (englisch)

Platelet aggregation as part of hemostasis plays a key role in the pathophysiology
of various cardiovascular diseases. Some studies have already demonstrated
positive effects of dietary supplementation with long-chain unsaturated fatty acids
(“fish oils”).

The REDUCE-IT study investigated the effects of daily intake of 4 g ethyl eicosa-
pentaenoic acid (IPE) on cardiovascular risk. In this context, fewer ischemic
events were observed, accompanied by an increased tendency to bleed, sugges-
ting an influence on platelet function.

However, the underlying mechanism remains unclear.

This work investigated the influence of the fatty acids IPE, EPA, and DHA on
platelet function and hemostasis in vitro.
EPA, IPE, and DHA were added to the blood or plasma of healthy volunteers in
different concentrations. Stimulation was performed using arachidonic acid
(ARA), adenosine diphosphate (ADP), and collagen (Coll). Platelet aggregation
was quantified by light transmission aggregometry (LTA) and multiple electrode
aggregometry (MEA). Depending on the fatty acid concentration, a significant in-
hibition could be demonstrated.

In LTA, under ARA stimulation, a reduction of the maximum of aggregation (MoA)
by up to 66.9% (EPA), 58.4% (DHA), and 30.9% (IPE) was observed. In MEA,
the inhibitory effect was confirmed, showing a reduction in platelet aggregation of
up to 84.6 AU (DHA) and 30.2 AU (EPA). In combination with acetylsalicylic acid
(ASA), EPA, DHA, and IPE showed an additive inhibitory effect. TXB, ELISA
analyses indicate a decreased COX-1-mediated thromboxane formation.

Thus, long-chain unsaturated fatty acids inhibit COX-1-dependent platelet ag-
gregation in vitro.

This partly explains the reduction of cardiovascular events observed in clinical
studies under omega-3 fatty acid supplementation, together with an increased
bleeding tendency. The results support the theory of a COX-1-mediated anti-
thrombotic effect of free fatty acids with potential clinical relevance for the pre-

vention of cardiovascular diseases.
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Einle1itung

1 Einleitung

1.1 Grundlagen und Bedeutung der Hamostase

1.1.1 Thrombozyten

Thrombozyten, auch als Blutplattchen bezeichnet, sind kleine, scheibenférmige
und kernlose Zellfragmente im Blut mit einem Durchmesser von etwa 2 bis 4
Mikrometern.[1] Ihre Genese ist durch die Abspaltung von Zytoplasmaanteilen
aus Megakaryozyten im Knochenmark bedingt, wobei der Prozess durch das

Hormon Thrombopoetin gesteuert wird.[2]

Die mittlere Lebensdauer von Thrombozyten im zirkulierenden Blut betragt etwa
zehn Tage, bevor ein Abbau in der Milz und der Leber durch das retikuloendothe-
liale System erfolgt.[3] Die normale Konzentration im peripheren Blut liegt bei
gesunden Erwachsenen zwischen 150.000 und 450.000 Thrombozyten pro Mik-
roliter, wobei die Zahl der Thrombozyten variieren kann.[4]

Die primare Funktion von Thrombozyten besteht in der Blutstillung (Hamostase),
wobei die Zellen zudem eine relevante Rolle in der Immunabwehr und bei Ent-
zundungsprozessen spielen.[5]

Hierbei erfolgt die ldentifizierung pathogener Mikroorganismen beispielsweise
Uber sogenannte Toll-like-Rezeptoren, wobei nach Erkennung pathogener Orga-
nismen antimikrobielle Substanzen freigesetzt werden.[6] Dartber hinaus wurde
nachgewiesen, dass Thrombozyten nach ihrer Aktivierung proinflammatorische
Mediatoren ausscheiden und somit aktiv zur Regulation immunologischer und
inflammatorischer Reaktionen beitragen.[7]

Aus pathophysiologischer Sicht tragen Thrombozyten allerdings auch zur Bil-
dung von arteriosklerotischen Gefallveranderungen bei, die eine zentrale Bedeu-

tung in der Pathogenese von kardiovaskularen Erkrankungen haben.[8]

1.1.2 Hamostase
Die Hamostase ist ein physiologischer Mechanismus zur Blutstillung, der in zwei
Hauptabschnitte untergliedert wird: die primare und die sekundare Ha-

mostase.[9] Die sekundare Hamostase umfasst wiederum zwei wesentliche Sig-
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nalkaskaden: das extrinsische und das intrinsische Gerinnungssystem.[10] Die
Prozesse innerhalb der sekundaren Hamostase laufen allerdings nach aktuellen
Erkenntnissen nicht in einer linearen Abfolge, sondern in einer synchronen und

interagierenden Weise ab.[11]

Das zellgebundene Modell nach Hoffman et al. (2001) wird in der aktuellen For-
schung als die physiologisch plausibelste Darstellung des Zusammenspiels der
zellularen und plasmatischen Hamostase betrachtet. Das wesentliche Ziel der
Hamostase besteht darin, ein Gleichgewicht zwischen erhohter Gerinnungsnei-
gung (Hyperkoagulabilitat) und gesteigerter Blutungsneigung (Hypokoagulabili-

tat) herzustellen und damit die Blutgerinnung zu regulieren.[12]

Primare Hamostase
Die primare Hamostase kann in drei zentrale Phasen unterteilt werden: die Initi-

ation und Aktivierung (1), die Sekretion aus Granula mit Mediatorenfreisetzung
(2) und die Thrombusbildung (3).

Die Initiation und Aktivierung (1) wird durch eine Schadigung des Endothels ein-
geleitet, bei der subendotheliales Kollagen freigelegt wird. Dieses Kollagen dient
als Bindungspartner fur den von-Willebrand-Faktor (VWF), der aus dem Blut-
plasma stammt.[13] Der vVWF wiederum interagiert Uber den Glykoprotein(GP)-
Ib-1X-V-Komplex auf der Thrombozytenoberflache mit dem freigelegten Kol-
lagen.[14] Diese Bindung leitet sowohl die Adhasion der Thrombozyten an die
Gefaldlasion als auch deren Aktivierung ein.

Ein weiterer Signalweg fuhrt Uber die direkte Bindung von Kollagen an den
Thrombozytenrezeptor GPVI, sowie das Integrin a2B1, was zusatzlich zur
Thrombozytenaktivierung beitragt.[14] Zentral ist in der Folge die Aktivierung des
Integrins allbB3 (GPIIb/llla), das nach Konformationsanderung multiple Ligan-
den, vor allem Fibrinogen, binden kann, was die Thrombozytenaggregation for-
dert.[15]
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Die Aktivierung der Thrombozyten I0st die nachste Phase der Sekretion von Me-
diatoren aus den Granula der Thrombozyten (2) aus. Hierbei werden zwei For-
men der Granula frei: a-Granula und dense-Granula.

a-Granula enthalten eine Vielzahl bioaktiver Substanzen wie VWF, Gerinnungs-
faktoren (ll, V, Xl, Xlll), Fibronektin sowie das Adhasionsmolekul p-Selektin
(CD62P).[16, 17] Diese Stoffe werden durch Fusion der Granula mit dem offenen
Kanalsystem (OCS) oder direkt mit der Zellmembran Uber SNARE-Proteine in
den Extrazellularraum freigesetzt.[18, 19] Wahrend vVWF und Fibronektin zur
Ausbildung und Stabilisierung des entstehenden Thrombus beitragen, wird
CDG62P in die Thrombozytenmembran eingebaut und verstarkt Uber die Bindung
an entsprechende Rezeptoren die Aggregation sowie die Interaktion mit Fib-
rin.[20]

Die dense-Granula setzen hingegen niedermolekulare Aktivatoren wie Adenosin-
diphosphat (ADP), Kalzium und Serotonin frei.[21] Diese Mediatoren verstarken
die Thrombozytenaktivierung zusatzlich. ADP bindet dabei an die purinergen Re-
zeptoren P2Y1 und P2Y12, was eine Signalverstarkung bewirkt.[22] Parallel wird
Uber die Cyclooxygenase 1 (COX-1) Arachidonsaure zu Thromboxan A, (TXA;)
umgewandelt. Dabei handelt es sich sowohl um einen potenten autokrinen als

auch parakrinen Aktivator der Thrombozytenaggregation.[23]

Daraufhin tritt die letzte Phase der primaren Hamostase mit der Bildung eines
thrombozytenreichen Thrombus (3) ein.

Aktivierte Thrombozyten verandern ihre Morphologie von der ursprunglichen
scheibenformigen Struktur in eine rundliche Form mit ausgepragten Fortsatzen.
[7] Diese Fortsatze werden Pseudopodien genannt und dienen der Vernetzung
untereinander.[24] Uber den GPIIb/llla-Komplex binden die Thrombozyten an
Fibrinogen als Bruckenmolekul und ermdglichen die Ausbildung stabiler Zell-Zell-
Kontakte.[25] Hieraus entwickelt sich ein vorlaufiger und instabiler weil3er Throm-

bus, der das verletzte Endothel der GefalRwand vorerst abdichtet.[26]
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Sekundare Hamostase

Die sekundare Hamostase beschreibt die Aktivierung der plasmatischen Gerin-
nungskaskade mit dem Ziel der Bildung eines Fibrinnetzwerks zur Stabilisierung
des Thrombus aus der primaren Hamostase. Dieser komplexe Prozess gliedert
sich funktionell in zwei Startwege (extrinsischen und intrinsischen Prozess), die

in einer gemeinsamen Endstrecke munden.[27]

Der extrinsische Weg beginnt nach Gefallverletzung mit der Freisetzung von Ge-
websthromboplastin (auch Tissue Factor, TF bzw. Faktor Ill) aus geschadigten
Zellen. Dieser bindet an Faktor VIl im Plasma und aktiviert ihn zu Faktor Vlla.
Gemeinsam mit Phospholipiden und Kalziumionen bildet der Komplex aus TF
und F Vlla ein aktives Enzym-System, das in der Lage ist, die Faktoren IX und X
in ihre aktiven Formen |1Xa bzw. Xa zu Uberfuhren.[28] Faktor Xa katalysiert an-
schlielend die Umwandlung von Prothrombin (Faktor Il) in Thrombin (Faktor lla).
Thrombin spielt eine Schlusselrolle im weiteren Verlauf der Gerinnung. Zum ei-
nen aktiviert Thrombin Fibrinogen (Faktor 1) zu Fibrin (Faktor la), zum anderen
werden auch die Faktoren XI, VIII und X aktiviert.[28, 29]

Der intrinsische Weg wird durch negativ geladene Oberflachen, wie beispiels-
weise freiliegendes Kollagen, ausgelost. Hierbei wird mit Hilfe der Kofaktoren
Prakallikrein und Kininogen der Faktor XlI zu Xlla aktiviert. Der aktivierte Faktor
Xlla fordert die eigene Verstarkung, indem er Prakallikrein zu Kallikrein umwan-
delt.[21] In der Folge wird der Faktor XI zu Xla aktiviert, der dann den Faktor IX
in IXa Uberfuhrt. Auch dieser Teil der Kaskade wird durch Thrombin verstarkt,
das zusatzlich die Aktivierung von Faktor VIII Gbernimmt.[28]

Der aktivierte Faktor 1Xa bildet zusammen mit Faktor Vllla, Phospholipiden und
Kalziumionen den sogenannten intrinsischen Tenase-Komplex. Dieser ist beson-
ders effizient in der Aktivierung von Faktor X zu Xa und leitet die gemeinsame

Endstrecke der beiden Systeme ein.[29]

Beide Wege fuhren zur Bildung von Faktor Xa, welcher mit dem Kofaktor Va den
Prothrombinase-Komplex bildet.[11] Dieser katalysiert die Umwandlung von Pro-
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thrombin zu Thrombin. Thrombin spaltet anschliel3end Fibrinogen zu Fibrinmo-
nomeren, die sich zu einem Fibrinnetzwerk zusammenlagern.[9]

Durch die Aktivierung von Faktor Xl wird das Fibringeflecht zusatzlich querver-
netzt, was die mechanische Stabilitat des Thrombus deutlich erhoht.[30] In die-
ses Netzwerk konnen sich auch Erythrozyten einlagern, wodurch ein robuster
und stabiler Thrombus (roter Thrombus) entsteht.[10, 30]

1.1.3 Hemmung der primaren Hamostase

Die Hemmung der Thrombozytenaggregation (TAH) ist eine zentrale Saule in der
antithrombotischen Therapie, insbesondere in der Sekundarprophylaxe kardi-
ovaskularer Ereignisse. Zur therapeutischen Anwendung kommen verschiedene
Wirkstoffklassen, die gezielt in die Signalwege der Thrombozytenaktivierung ein-
greifen. Hierbei kdnnen drei wesentliche Zielstrukturen und Mechanismen iden-
tifiziert werden: (1) Hemmung der Cyclooxygenase-1 (COX-1), (2) Blockade des
ADP-Rezeptors (P2Y12-Rezeptor), (3) Hemmung der Thrombozytenvernetzung
Uber den GPIlIb/llla-Rezeptor

Hemmung der Cyclooxygenase 1 (COX-1)

Eine Form der TAH ist die irreversible Hemmung der COX-1 durch Acetylsalicyl-
saure (ASS).[31] Die Eigenschaften und Wirkweise der Substanz werden weiter-
fuhrend detailliert betrachtet und sind von fundamentaler Bedeutung fur viele
Therapieregime zur Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen.[32]

Die Hemmung der primaren Hamostase durch ASS wird dabei vermittelt Uber die

verminderte TXA2-Synthese in Thrombozyten aus Arachidonsaure.[33]

Blockade des ADP-Rezeptors

ADP-Rezeptorblocker verhindern die Bindung von Adenosindiphosphat (ADP) an
den P2Y12-Rezeptor auf der Thrombozytenoberflache.[34] Dieser Rezeptor ge-
hort zur Gruppe der Gi-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR).[35] Nach Akti-
vierung hemmt er die intrazellulare cAMP-Produktion, was eine Verstarkung der
Thrombozytenaktivierung zur Folge hat.[36] Pharmakologisch eingesetzte Anta-

gonisten sind zum Beispiel Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor und Cangrelor.
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Hemmung der Thrombozytenvernetzung

Eine weitere Wirkstoffklasse richtet sich gegen den Glykoprotein-Komplex
Gpllb/llla, der fur die Fibrinogen-vermittelte Quervernetzung aktivierter Throm-
bozyten verantwortlich ist. Eine Inhibition kann zum Beispiel mittels Abciximab
(ein monoklonaler Antikorper) oder Tirofiban erfolgen. Aufgrund ihres Potenzials
fur eine starke Hemmung der sekundaren Hamostase werden sie selektiv bei
Hochrisikokonstellationen wie der perkutanen Koronarintervention (PCI) einge-
setzt.[37]

1.1.4 Acetylsalicylsaure

Die Acetylsalicylsaure (ASS) ist eine chemische Verbindung, die auf die Salicyl-
saure zuruckzufuhren ist, welche erstmals im Jahr 1838 aus der Weidenrinde
extrahiert wurde.[38] Dieser Naturstoff wird seit der Antike aufgrund seiner
schmerzlindernden und fiebersenkenden Eigenschaften geschatzt. Gegen Ende
des 19. Jahrhunderts gelang es der Firma Bayer, durch chemische Modifikation
der Salicylsaure deren acetylierte Form — die heute gebrauchliche ASS — zu syn-
thetisieren.[39]

Die pharmakologische Wirkung von ASS beruht auf der irreversiblen Hemmung
des Enzyms COX-1.[40] Dieser Prozess wird durch Acetylierung eines zentralen
Serinrests (Position 530) induziert, was die Umwandlung von Arachidonsaure in
Prostaglandin H2 blockiert.[41] Da dieses Zwischenprodukt eine Vorstufe des
prothrombotisch wirkenden Thromboxan A2 (TXA2) ist, fuhrt die COX-1-Hem-

mung zu einer reduzierten Thrombozytenaktivierung.[42]

Aufgrund seiner blutgerinnungshemmenden Eigenschaften findet ASS in der Kili-
nischen Praxis eine breite Anwendung. So wird es sowohl in niedriger oraler Do-
sierung (100 mg taglich) zur Pravention kardiovaskularer Ereignisse bei kardi-
ovaskularen Risikopatienten als auch in hoherer intravendser Dosierung als Be-

standteil der Akuttherapie beim akuten Koronarsyndrom eingesetzt.[43]
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1.2 Freie Fettsauren

Freie Fettsauren (FFA) fungieren im menschlichen Organismus als Metabolite,
die eine Vielzahl von physiologischen Funktionen tbernehmen. FFA werden be-
sonders an der Schnittstelle zwischen Energiestoffwechsel, Immunantwort und
Entzindungsregulation vermutet. Nach aktuellem Wissensstand scheinen FFA
in vielfaltige Prozesse involviert zu sein und werden mittlerweile nicht nur als

Energietrager betrachtet.[44]

Einerseits dienen FFAs zur Energiegewinnung, insbesondere in Phasen des Fas-
tens oder gesteigerten Energiebedarfs. Andererseits agieren sie als Signalmole-
kule, indem sie an eine bestimmte Klasse G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, die
sogenannten Free Fatty Acid Receptors (FFARs), binden. Diese Rezeptoren er-
kennen unterschiedliche Kettenlangen freier Fettsauren und vermitteln Uber kom-

plexe intrazellulare Signalwege vielfaltige Effekte auf den Organismus.[45]

Zu den durch FFARSs regulierten Prozessen lassen sich unter anderem die Glu-
koseverwertung, die Insulinsensitivitat sowie die Modulation entzindlicher Reak-
tionen zahlen. [46] Damit scheinen freie Fettsauren zu Regulatoren des Stoff-
wechsels und der Immunfunktion beizutragen.[47] Dartuber hinaus beeinflussen
FFAs durch ihre strukturelle Integration in die Zellmembranen die Zellstabilitat
und wirken auf zellulare Signaltransduktionsprozesse, wodurch es zur Kontrolle

von oxidativem Stress kommt.[48]

Daruber hinaus liegen Hinweise vor, dass FFA eine antibakterielle Wirkung durch
direkte Beschadigung der bakteriellen Zellmembran und des Energiestoffwech-

sels der Mikroorganismen besitzen.[49]

1.2.1 Arachidonsaure

Arachidonsaure ist eine mehrfach ungesattigte Omega-6-Fettsaure mit 20 Koh-
lenstoffatomen und vier Doppelbindungen (C20:4, C,,H5,0). Sie ist ein zentra-
ler Bestandteil von Phospholipiden in Zellmembranen, insbesondere in Throm-

bozyten, Leukozyten und Endothelzellen. Als Vorlaufer bioaktiver Lipidmediato-
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ren spielt sie eine entscheidende Rolle in inflammatorischen Prozessen und der

Hamostase.[50]

Im Rahmen der primaren Hamostase ist Arachidonsaure wesentlich an der Akti-
vierung und Aggregation von Thrombozyten beteiligt. Nach Zellaktivierung,
etwa durch vaskulare Verletzung, wird Arachidonsaure Uber Phospholipase A,
aus Membranphospholipiden freigesetzt. Anschliefend erfolgt eine enzymati-
sche Umwandlung durch Cyclooxygenasen (COX-1 und COX-2) zu instabilen
Endoperoxiden (PGG, und PGH,), aus denen durch thrombozytare Thrombo-
xan-Synthase das Thromboxan A, (TXA;) gebildet wird.[51]

Daruber hinaus steht Arachidonsaure im Wechselspiel mit antiaggregatorischen
Lipidmediatoren wie Prostacyclin (PGl;), das primar in Endothelzellen syntheti-
siert wird und antagonistisch auf TXA, wirkt. Das Gleichgewicht dieser Mediato-
ren ist essenziell fur eine kontrollierte Hamostase und die Vermeidung patholo-

gischer Thrombenbildung.[52]

COOH

Abbildung 1: Strukturformel von Arachidonsaure (ARA)

Chemische Strukturformel mit 20 Kohlenstoffatomen und vier Doppelbindungen [Eigene Darstellung]

1.2.2 Eicosapentaensaure

Die Eicosapentaensaure (EPA) ist eine mehrfach ungesattigte Omega-3-Fett-
saure (w-3 PUFA) mit 20 Kohlenstoffatomen und funf Doppelbindungen (C20:5,
C20H3002). Diese Fettsaure kommt naturlicherweise vor allem in Fischol vor. EPA
hat eine strukturelle Ahnlichkeit zur Arachidonsaure (AA/ARA, C20:4), die che-
misch einer Omega-6-Fettsaure entspricht. In Thrombozyten wird ARA haupt-
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sachlich durch die COX-1 metabolisiert, wodurch TXA, entsteht, welches einen
potenten Agonisten der Thrombozytenaktivierung und Thrombusbildung dar-
stellt.[51, 53] Die endotheliale COX-1 bildet aus EPA Prostaglandin I3 (PGI3),

das in vitro eine thrombozytenhemmende Wirkung zeigte.[54]

HsC O

OH

Abbildung 2: Strukturformel von Eicosapentaensaure (EPA)

Chemische Strukturformel mit 20 Kohlenstoffatomen und fiinf Doppelbindungen (C20:5) [Eigene

Darstellung]

1.2.3 Docosahexaensaure

Docosahexaensaure (DHA) ist eine mehrfach ungesattigte Omega-3-Fettsaure
(w-3 PUFA) mit 22 Kohlenstoffatomen und sechs Doppelbindungen (C22:6,
C22H3202). DHA kommt naturlicherweise in Fischdl vor und ist ein wesentlicher
Bestandteil von Zellmembranen, insbesondere im Gehirn und in der Retina. Auf-
grund ihrer chemischen Struktur gehort DHA wie EPA zur Gruppe der langketti-
gen Omega-3-Fettsauren. Ein Unterschied zeigt sich durch die gro3ere Ketten-
lange und eine zuséatzliche Doppelbindung. Auch DHA weist strukturelle Ahnlich-
keiten zur ARA (C20:4) auf.

Abbildung 3: Strukturformel von Docosahexaensaure (DHA)

Chemische Strukturformel mit 22 Kohlenstoffatomen und sechs Doppelbindungen (C22:6) [Ei-

gene Darstellung]
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1.2.4 Eicosapentaensaureethylester

Eicosapentaensaureethylester (IPE, auch Icosapent-Ethyl, C22:5, C22H3405) ist
die ethylveresterte Form von EPA. IPE wurde speziell entwickelt, um eine ge-
zielte und hochdosierte Versorgung mit EPA zu ermdglichen. Nach der Einnahme
wird IPE durch Lipasen im Darm zu EPA umgewandelt, das anschliefend als

aktiver Metabolit in den Blutkreislauf aufgenommen wird.[55]

Abbildung 4: Strukturformel von Icosapent-Ethyl (IPE)

Chemische Strukturformel mit 22 Kohlenstoffatomen und fiinf Doppelbindungen [Eigene Darstellung]

1.3 COX-vermittelter Fettsaurestoffwechsel

Wie EPA, DHA, IPE und Arachidonsaure gehoren auch die Fettsauren Linolsaure
(LA, C18:2) und alpha-Linolensaure (ALA, C18:3), aus denen sie metabolisiert
werden, zu den mehrfach ungesattigten, langkettigen Fettsauren. Eine Gemein-
samkeit dieser Fettsauren besteht in der Doppelbindung jenseits von C9. Zur
Synthese dieser Doppelbindung besitzt der menschliche Organismus keine Mog-
lichkeit. Entsprechend mussen diese Fettsauren Uber die Nahrung aufgenom-

men werden. Daher werden diese Fettsauren als essenziell bezeichnet.[44]

Aus LA und ALA entstehen durch Elongasen und Desaturasen langerkettige,

mehrfach ungesattigte Fettsauren wie DHA, EPA und Arachidonsaure.

10
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omega-6 Serie omega-3 Serie

Nahrung/ Supplementierung

4 Y

Linolsaure alpha-Linolensaure
(LA) (ALA)
Arachidonsaure Eicosapentaensaure
(ARA) (EPA)
Docosahexaensaure
(DHA)

Abbildung 5: Stoffwechselwege der mehrfach ungesattigten w-3- und w-6-Fettsduren

[Eigene Darstellung]

Die anschlieRende Verstoffwechselung der o. g. mehrfach ungesattigten Fettsau-
ren erfolgt durch Cyclooxygenasen (COX) und Lipoxygenasen (LOX).

Die Cyclooxygenase wandelt IPE, EPA und DHA zu antikoagulatorischen Meta-
boliten wie Serie-1ll-Prostanoiden wie Prostaglandin E3 (PGE3), Prostaglandin |13
(PGI3), Thromboxan A3 (TXA3) und die Lipoxygenase zu Serie-V-Leukotrien A5,
B5, C5 und D5 (LTAS5, LTB5, LTC5, LTD5) um.

Auch Arachidonsaure wird durch die Cyclooxygenase 1 verstoffwechselt. ARA
wird dabei zu Serie-lI-Prostaglandinen wie Prostaglandin E2 (PGEZ2), Prostag-
landin 12 (PGI2) und Thromboxan A2 (TXA2) und Serie-IV-Leukotrienen wie Leu-
kotrien A4, B4, C4 und D4 (LTA4, LTB4, LTC4 und LTD4) metabolisiert.[56]

11
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Den aus ARA entstehenden Metaboliten konnten bereits eine proinflammatori-
sche Wirkung sowie die Eigenschaft, eine Vasokonstriktion hervorzurufen und

die Thrombozytenaggregation anzuregen, nachgewiesen werden. [44]

Um die Thrombozytenaktivierung im Rahmen der primaren Hamostase zu beur-
teilen, bietet sich die Analyse der TXB2-Spiegel im Plasma an.

TXB, ist ein stabiler Metabolit von TXA,, der aus ARA uber COX-1 gebildet wird
und fur die autokrine und parakrine Aktivierung von Thrombozyten verantwortlich
ist.[57]

PGE2, PGI2, PGE3, PGI3,
TXA2 TXA3
Resolvine
T o T /! o\
Arachidonsaure Eicosapentaensaure ’ Docosahexaensaure
(ARA) (EPA) +— (DHA)
l LOX l
LTA4, LTB4, LTAS, LTBS,
LTC4, LTD4 LTCS5, LTD5

Abbildung 6: Metabolismus der mehrfach ungesattigten w-3- und w-6-Fettsduren

[Eigene Darstellung]

1.4 Effekte von Fettsauren auf das kardiovaskulare Risiko

Seit vielen Jahren sind Omega-3-Fettsauren, insbesondere EPA und DHA, Ge-
genstand von kardiovaskularer Forschung. Hierbei wird das Potenzial eines pro-
tektiven Effekts auf das Herz-Kreislauf-System untersucht. Eine praventive The-
rapiemalRnahme zur Reduktion von kardiovaskularen Erkrankungen spielt im
Hinblick auf die epidemiologische Bedeutung eine entscheidende Rolle.[58]
Grundstein der Beobachtungen war eine Studie in einer Population mit hohem
Fischkonsum in Gronland, die trotz fett- und cholesterinreicher Ernahrung eine

niedrige Rate an kardiovaskularen Erkrankungen zeigte.[59] Diese Studie gab

12
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Hinweise darauf, dass bestimmte marine Fettsauren, wie sie in Fischol vorkom-
men, eine praventive Wirkung auf das kardiovaskulare Risiko entfalten konn-
ten.[59]

Zur weiteren Untersuchung dieser Ergebnisse wurden in den letzten Jahren meh-
rere Studien durchgefuhrt, um den praventiven Nutzen von Omega-3-Fettsauren
bei kardiovaskularen Erkrankungen zu prufen.

Die ASCEND-Studie untersuchte Patienten mit Diabetes ohne manifeste Herz-
Kreislauf-Erkrankung, die entweder 1 g Omega-3-Fettsauren taglich oder Pla-
cebo erhielten, wobei kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit von Major
Adverse Cardiac Events (MACE) festgestellt werden konnte.[60] Die Ergebnisse
der VITAL-Studie, die EPA (640 mg) und DHA (380 mg) zur Primarpravention un-
tersuchte, konnten ebenfalls keine Reduktion des kardiovaskularen Risikos

nachweisen.[61]

Die Beobachtungen der oben genannten Studien wurden durch die STRENGTH-
Studie erganzt. In dem methodischen Aufbau dieser Studie wurden Patienten mit
hohem kardiovaskularem Risiko und dauerhafter Statin-Therapie mittels hoher
Dosen EPA und DHA behandelt, wobei ebenfalls keine Reduktion von MACE im

Vergleich zu Maisdl als Placebo festgestellt werden konnten.[62]

Im Jahr 2019 wurden im Rahmen der REDUCE-IT-Studie tUber 8.000 Patienten
mit manifester kardiovaskularer Erkrankung (sekundare Pravention) oder mit Di-
abetes mellitus und mindestens einem weiteren Risikofaktor (primare Praven-
tion) eingeschlossen. Die Probanden wurden randomisiert und erhielten entwe-
der zweimal taglich 2 g IPE (insgesamt 4 g/Tag) oder ein entsprechendes Pla-
cebo auf MineralOlbasis, wobei der mittlere Beobachtungszeitraum 4,9 Jahre be-
trug.[63] Hinsichtlich des Nebenwirkungsprofils traten unter Therapie mit dem Es-
ter aus EPA leicht erhdhte Raten von Vorhofflimmern und kleineren Blutungs-
komplikationen auf, ohne Zunahme schwerwiegender oder todlicher Blutun-
gen.[63]

Die REDUCE IT-Studie umfasste den kombinierten primaren Endpunkt von kar-
diovaskularen Ereignissen (kardiovaskularen Tod, nicht-tddlichen Myokardin-

farkt, nicht-todlichen Schlaganfall, koronare Revaskularisationen sowie instabile

13
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Angina pectoris mit Hospitalisierung), wobei unter IPE-Therapie eine signifikante
Reduktion des Endpunkts um ungefahr 25 % im Vergleich zur Placebogruppe
(Hazard Ratio 0,75; p <0,001) zu verzeichnen war.[63]

Ein ahnlicher Studienaufbau wurde in der JELIS-Studie aus Japan gewahlt, die
bei Uber 18.000 Patienten mit Hypercholesterinamie und Statin-Therapie eine
tagliche Gabe von 1,8 g EPA untersuchte und dabei eine Reduktion kardiovas-

kularer Ereignisse zeigte.[64]

1.5 Ziele der Arbeit

Der Mechanismus, der den Erkenntnissen aus klinischen Studien wie der RE-
DUCE IT- und JELIS-Studie zugrunde liegt, ist weiterhin nicht eindeutig geklart.

Die Rolle, die mehrfach ungesattigte freien Fettsauren dabei spielen und wie die
Supplementierung dieser zu einer Reduktion ischamischer Ereignisse und einer
leichten Steigerung von Blutungsereignissen fuhren kann, ist Gegenstand aktu-

eller Studien. Auch die Arbeit beschaftigt sich mit o. g. Zusammenhang.

Es ergeben sich daher folgende Fragestellungen:

a) Welche Effekte haben FFA, auch konzentrationsabhangig, auf die Throm-
bozytenfunktion?

b) Wie werden diese Effekte vermittelt und welche Enzyme spielen dabei
eine Rolle?

c) Welche Wirkung zeigen FFA in Anwesenheit von Acetylsalicylsaure auf
die Hdmostase?

d) Welche Rolle spielen freie Fettsauren im Hinblick auf das kardiovaskulare

Risiko?

14
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2 Material und Methoden
2.1 Studiendesign

Das Studiendesign orientierte sich an den ethischen Grundsatzen der Deklara-
tion von Helsinki. Die Durchfuhrung der Studie wurde durch die Ethikkommission
der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf unter der
Studiennummer 5823R genehmigt. Vor der Blutentnahme erhielten alle Teilneh-
menden eine umfassende mundliche und schriftliche Aufklarung. Eine schriftliche

Einwilligungserklarung wurde von samtlichen Probanden eingeholt.

2.2 Proband*innenkollektiv

Vor Einschluss erfolgte eine ausfuhrliche mundliche und schriftliche Aufklarung
aller Probanden.

Als Ausschlusskriterien galten ein Alter unter 18 Jahren, eine Einnahme von Me-
dikamenten mit Einfluss auf die Thrombozytenfunktion (insbes. Thrombozyten-
funktionshemmer, NSAR-Analgetika) innerhalb der letzten sieben Tage, hama-
tologische Erkrankungen und Erkrankungen mit Storung der Hamostase, kardi-
ovaskulare Vorerkrankungen, maligne Vorerkrankungen und eine einge-
schrankte Nierenfunktion.

Zusammenfassend handelte es sich bei allen Probanden um gesunde Proban-
den ohne Vorerkrankungen oder die Notwendigkeit einer regelmaligen Medika-

menteneinnahme.
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2.3 Material
2.3.1 Materialiibersicht

Material Produktinformation und Hersteller

Verbrauchsmaterial

Pipettenspitzen epT.l.P.S.® Motion pipette tips 10, 50,
100, 300 und 1000 pl,
Combitips® advanced 2,5, 10 mL,
Eppendorf Serological Pipettes 5, 10,
25 mL, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Pipettenspitzen, 350 pl, 1000 Stuck,
lose verpackt, fur Multiplate®-Analy-
zer,

Roche Deutschland Holding GmbH,

Mannheim, Deutschland

Zentrifugationsrohrchen Greiner Bio-One International GmbH

15, 50 mL, Kremsmiinster, Osterreich

Messzellen Test Cells fur Multiplate®-Analyzer,
Roche Deutschland Holding GmbH,

Mannheim, Deutschland

Klavette Micro im Dispo-System,
CuvCARD, befullt mit Mixern, fur Apact
4004, LABiTec® GmbH, Ahrensburg,

Deutschland

16
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Reaktionsgefalle

Reagenzien, Stimulantien,

Puffer

Acetylsalicylsaure

Adenosin-5"-diphosphat

ADPtest

Arachidonsaure

ASPltest

Aqua, dest. (MilliQ)

Eppendorf Safe-Lock-Tubes, 0,1, 0,5,
2 mL, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Adenosine 5°-diphosphate sodium
salt, bacterial, 295% (HPLC), SIGMA-
ALDRICH, St. Louis, Missouri, USA
Uber Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

3 x 1 mL, Adenosindiphosphat 0,2 mM
fur Multiplate® Analyzer, Roche
Deutschland Holding GmbH, Mann-
heim, Deutschland

Oxford Biomedical Research, Oxford,
Michigan, USA

3 x 1 ml, Arachidonsaurereagenz 15
mM fur Multiplate® Analyzer, Roche
Deutschland Holding GmbH, Mann-

heim, Deutschland

Millipore-Anlage, innerhalb des Labors
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cis-5,8,11,14,17-Eicosapenta-

enoic acid

Cis-4,7,10,13,16,19-Docosahe-

xaenoic acid

Dulbecco’s phosphate buffered
saline (DPBS)

Eicosapentaensaureethylester

Ethanol

Indometacin

Isotonische Kochsalzldsung

299%, SIGMA-ALDRICH, St. Louis,
Missouri, USA Uber Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

298%, SIGMA-ALDRICH, St. Louis,
Missouri, USA Uber Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

10x, modified, without calcium chloride
and magnesium chloride, liquid, ster-
ile-filtered, suitable for cell culture,
SIGMA-ALDRICH, St. Louis, Missouri,
USA, Uber Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

200 mg, European Pharmacopoeia
Reference Standard, Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

ROTIPURAN® 299,8%, p.a.,CARL
ROTH GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

98,5-100,5%, SIGMA-ALDRICH, St.
Louis, Missouri, USA Uber Merck

KGaA, Darmstadt, Deutschland
NaCl 0,9%, Fresenius-Infusionslo-

sung, Fresenius Kabi Deutschland,

Bad Homburg, Deutschland
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Kollagen Kollagen Reagens HORM Suspen-
sion, Takeda Austria GmbH, Linz, Os-
terreich

Tris-Puffer Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

ELISA-Kits

TXB2 Assay Thromboxane B2 ELISA Kit (480 strip
wells), Cayman Chemical, Ann Arbor,
Michigan, USA Uber Biomol GmbH,
Hamburg, Deutschland

Tabelle 1: Materialtbersicht mit Herstellern

2.3.2 Losungen und Puffer

Acetylsalicylsdure-Losung

Um eine 5 mM Stammldsung der Acetylsalicylsaure (ASS) zu erhalten, wurde
entsprechend des Molekulargewichts 1,8 mg ASS in 1 mL Thrombozytenme-
dium-Puffer (TM) gel0st.

Die im Versuchsansatz angestrebte Zielkonzentration von 30 yM wurde erreicht,
indem 5 pL der Arbeitslosung mit einer Konzentration von 1,5 mM ASS in den
Versuchsansatz hinzugegeben wurde.

Die 1,5 mM der Arbeitslésung wurden durch eine Verdinnung um den Faktor
1: 3,33 in TM erreicht.

Adenosin-5"-diphosphat-Losung

Durch das Losen von 2 mg ADP in 486 pL MilliQ entstand eine Stammldsung mit

einer Konzentration von 10 mM ADP. Um eine Konzentration von 250 yM in der
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Gebrauchslosung zu erreichen, wurde die Stammlésung um den Faktor 1:10 und
im Anschluss erneut 1: 4 mit MilliQ-Wasser verdunnt.

Die angestrebte Konzentration im Versuchsansatz lag bei 0,5 yM ADP. Daraus
folgt bei einem Verdlinnungsfaktor von 1: 50 im Versuchsansatz ein Erreichen

der Zielkonzentration von 0,5 uM durch Zugabe von 0,5 uL der Gebrauchsldsung.

Alkoholische NaOH
L6sung von 100 mM NaOH in Ethanol fur 2,5 M in Losung

Arachidonsaure-Losung

Verwendet wurde eine 100 mM-Arachidonstammlosung in Ethanol. Die Ge-
brauchslosung wurde hergestellt mit 100 yL der ARA-Stammlésung und 100 pL
alkoholischer NaOH.

Anschliel3end erfolgte ein Versalzen unter N2 und die lichtgeschutzte Lagerung
bei -20 °C. Es erfolgte die Losung der Gebrauchslésung in 150uL Tris am Tag
des Versuchs.

Nach Losung mittels Tris-Puffer entstand eine Stammldsung mit einer Konzent-
ration von 100 mM. Die angestrebte Konzentration der Arbeitslosung von 25 mM

wurde erreicht durch eine Verdunnung um den Faktor 4 mittels Tris-Puffer.

Durch die Zugabe von 5 pL in den Versuchsansatz wurde bei einem Verdin-

nungsfaktor von 1: 50 die angestrebte Konzentration von 0,5 mM erreicht.

EDTA
77 mM

Indomethacin-Losung

Es erfolgte das Losen von 4 mg in 222 pyL EtOH abs. am Versuchstag zur ge-

brauchsfertigen Losung.

Kollagen-Lo6sung

Die Ausgangskonzentration des Kollagen Reagens HORM betragt 1 mg/mL. Um
die Zielkonzentrationen von 250 pg/mL und 100 ug/mL in der Arbeitslésung zu
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erhalten, wurde das Kollagen Reagens HORM entsprechend 1: 4 und 1: 10 ver-

dunnt.
Im Versuchsansatz sollte eine Konzentration von 5 yg/mL erreicht werden. Dies
gelang auch hier durch die Zugabe von 5 pL in den Versuchsansatz und einer

durch die Zugabe erneut stattfindenden Verdunnung um den Faktor 1:50.

Thrombozytenmedium-Puffer (pH 7,4)

134 mM NaCl MG = 58,44 g/mol - 1,960 g/250 mL
12 mM NaHCO3 MG = 84,01 g/mol - 0,252 g/250 mL
2,9 mM KClI

0,36 mM NaH2PO4 x 2 MG =137 g/mol - 0,012 g/250 mL
H20

1 mM MgCI2 x 6 H20 MG = 203,31 g/mol - 0,051 g/250 mL
5 mM Hepes MG = 238,30 g/mol - 0,289 g/250 mL

Tris-Puffer (pH 7,4)
50 mM

2.3.3 Fettsaure-Losungen

Entsprechend des jeweiligen Molekulargewichts der einzelnen Fettsauren wurde
der Losungskoeffizient fir eine Endkonzentration in der Stammlosung (Stlsg.)
von 200 mM berechnet.

25 mg Docosahexaensaure wurden dementsprechend in 380,5 pL Ethanol abs.
(EtOH) gelost, 10 mg Eicosapentaensaure in 165 yL EtOH abs. und 200 mg
Eicosapentaensaureethylester in 1,5125 ml EtOH abs. geldst.

Im Rahmen der Versuche wurde mit 5 unterschiedlichen Konzentrationen der
Fettsauren gearbeitet. Die Zielkonzentrationen in den Versuchsansatzen waren
dabei 1, 0,75, 0,5, 0,25 und 0,05 mM.

Die Konzentrationen der Gebrauchslosungen lagen bei 100, 75, 50, 25 und 5
mM.
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Um diese Konzentrationen zu erreichen, wurde die Stlsg. von 200 mM im ersten
Schritt 1: 2 verdunnt, um eine Losung mit einer Konzentration von 100 mM zu
erreichen. Diese Losung wurde dann 1:1,33, sowie 1:2 verdunnt, um Konzentra-
tionen von 70 und 50 mM zu erzeugen. Die entstandene 50 mM-L6sung wurde

erneut 1: 2, sowie 1:10 verdunnt, um die 25- und 5 mM-L6sung zu generieren.

Die Gebrauchslosung wurde, orientiert an dem Volumen des Versuchsansatzes,
in entsprechender Menge (2,5 ul bei LTA oder 6 pl bei MEA) hinzugefugt, um bei
einem dadurch erneuten Verdinnungseffekt um den Faktor 50 o. g. Zielkonzent-
ration zu erreichen.

Die Gebrauchslosungen wurden dauerhaft lichtgeschutzt bei -20 °C bzw. wah-
rend der Versuche auf Eis gelagert.

2.3.4 Probengewinnung und -Aufbereitung

Den Probanden wurde nach ausfuhrlicher schriftlicher und mandlicher Aufkla-
rung unter aseptischen Bedingungen maximal 30 ml Blut entnommen. Genutzt
wurden dafur 2,7 ml fassende BD Vacutainer® Plus-Citratrohrchen aus Kunst-
stoff (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey, USA) und
das BD Safety-Lok™ -Blutentnahmeset (Becton, Dickinson and Company, Fran-
klin Lakes, New Jersey, USA). Bei dem im Rohrchen befindlichen Antikoagulanz
handelt es sich um 3,2% Tri-Natrium-Citrat 109 mM im Verhaltnis 1:10.
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2.4 Methoden

2.41 Lichttransmissionsaggregometrie

Bei der Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) nach Born [65] handelt es sich
um eine auch im klinischen Alltag verwendete laborchemische Untersuchungs-
methode, die fir die Diagnostik und Uberwachung von Gerinnungsstdrungen An-
wendung findet.

Gemessen wird dabei der Anteil eines LED-Lichtsignals (740nm), der nach Pas-
sage einer mit Blutplasma gefullten Kuvette am Detektor registriert wird. Die Eva-
luation erfolgt somit photometrisch.

Die maximale optische Dichte besteht im Ruhezustand der Thrombozyten. Mit
zunehmender Aggregation nach Induktion durch einen Stimulus steigt die Licht-
durchlassigkeit des Plasmas. Anhand von Schwankungen der Intensitat des am
Detektor gemessenen Lichtsignals konnen Ruckschlusse auf das Ausmal der
stattgehabten Aggregation gezogen werden.

Die Aggregation wird durch das Programm in Echtzeit graphisch dargestellt, ge-
messen wurde das Aggregationsmaximum (MoA) [%].

Verwendet habe ich fur die Versuche mittels LTA das Apact 4004 mit der dazu-
gehorigen APACT LPC-Software (Labitec GmbH, Ahrensburg, Deutschland).
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Abbildung 7: Darstellung einer Aggregationskurve und der Ergebnisse der LTA mittels Apact
4004
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FUr die Untersuchung mittels LTA wurde das Blut bei 1200 rpm (rounds per mi-
nute) (Minifuge RF, Heraeus, Sepatech) fur 10 Minuten bei RT (Raumtemperatur)
zentrifugiert. Der entstandene Uberstand, im Folgenden genannt plattchenrei-
ches Plasma (PRP), wurde abpipettiert und in ein 15 ml fassendes Zentrifugati-
onsrohrchen uberfuhrt.

210 pL des PRP wurden in ein 0,5-mL-fassendes Reaktionsgefald uberfuhrt und
bei 13200 rpm (Mikro 200R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland) zentri-
fugiert. Dabei trennen sich zellularer und flussiger Anteil, sodass ein Pellet und
der entsprechende Uberstand, auch plattchenarmes Plasma (PAP), entstehen.
Mittels PRP wurde das Aggregometer genullt. Das PAP wurde im Rahmen der
LTA als 100-%-Referenz zur Eichung des Aggregometers verwendet. Diese Ei-

chung wurde probandenspezifisch wiederholt.

Aggregation mit freien Fettsauren

Nach Eichung des Aggregometers mit PRP und PAP des jeweiligen Probanden
wurden 4 Versuchsansatze gleichzeitig untersucht.

In jedem Versuchsansatz wurden 200 yL Plasma und 50 yL TM verwendet.

Den Ansatzen wurden zuerst 2,5 yL der unterschiedlichen Fettsaurekonzentrati-
onen hinzugefugt.

Im Anschluss wurden diese sofort in das Aggregometer Uberfuhrt und mittels in-
tegriertem Magnetruhrer einmalig gemischt. Die Ansatze wurden 4 Minuten bei
37,4°C (Solltemperatur) inkubiert. Danach wurden die Ansatze unter standiger
Vermischung durch die Magnetruhrer weitere 2 Minuten inkubiert. Wahrend die-
ser zwei Minuten zeichnete die Software die nachher als Referenz genutzte Null-
linie auf. Nach diesen insgesamt 6 Minuten wurden 5 pL des Stimulus hinzuge-
fugt und weitere 6 Minuten gemessen.

Bei den verwendeten Stimuli handelte es sich um Arachidonsaure (ARA) 0,5 mM,
Adenosin-5"-diphosphat (ADP) 5 yM und Kollagen (Coll) 5 pg/mL.

Um die Reaktion zu beenden, wurde nach insgesamt 12 Minuten die Aggregation
mit 15 yL EDTA 70 mM und 3,75 pL Indometacin, entsprechend 67,56 ug, ge-
stoppt.
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Interaktion mit ASS

Um die Interaktion der freien Fettsauren mit ASS zu untersuchen, wurde den
Versuchsansatzen mit 1 mM EPA, IPE oder DHA, sowie der Kombination aus
0,75 mM EPA und 0,25 mM DHA, 30 uM ASS hinzugefugt.

Auch hier wurde eine Negativkontrolle mit 2,5 yL EtOH anstelle der Fettsaure
und 30 yM ASS durchgefuhrt.

Dazugegeben wurden 5 pL der 1,5 mM-ASS-Gebrauchslosung unmittelbar vor
der Zugabe der Fettsaure in den Versuchsansatz. Anschlieliend war der Ver-

suchsablauf wie oben geschildert.

Fur jeden Probanden wurden 3 Kontrollansatze untersucht, in denen sich nur 200
ML Plasma, 50 yL TM und 2,5 uL EtOH befanden, stimuliert mit ARA, ADP und

Kollagen.

Jeder Ansatz wurde nach Beendigung der Versuche in ein 500 pL-fassendes
Reaktionsgefal® uberfuhrt und bei 13200 rpm (Mikro 200R, Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Deutschland) in Zellpellet und PAP getrennt. Der Uberstand wurde
abgenommen und erneut in ein 500 pL-fassendes Reaktionsgefald uberfuhrt.
Beide Anteile wurden im Anschluss lichtgeschutzt bei -80 °C zur weiteren Bear-

beitung aufbewahrt.
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jeweils 2,5 uL ADP 5 uM

Kontrolle EtOH abs. A1*

EPA 1 mM A2*
0,5mM A3
0,25 mM A4
0,05 mM A5

DHA 1 mM A6*
0,5mM A7
0,25 mM A8
0,05 mM A9

IPE 1 mM A10*
0,5mM A11
0,25 mM A12
0,05 mM A13

EPA +DHA 0,75 + 0,25 A14*
mM

Material und Methoden

Tabelle 2: Ubersicht der LTA-Versuchsansatze

Stimulus, jeweils 5 L
Coll 5 pg/mL

B1*
B2*
B3
B4
BS
B6*
B7
B8
B9
B10*
B11
B12
B13
B14*

ARA 0,5 mM

C1*
cz2*
C3
C4
C5
Co6*
C7
C8
C9
C10*
C11
C12
C13
C14*

Ubersicht tiber die einzelnen Versuchansatze mit Angaben der ZK im Versuchsansatz, *Ansétze,

die auch in Interaktion mit 30 yM ASS untersucht wurden

2.4.2 Multielektrodenaggregometrie

Um die Ergebnisse der LTA zu uberpriufen und den Einfluss freier Fettsauren auf

die Hamostase in vitro in Vollblut zu untersuchen, wurden die Versuche mittels

Multielektrodenaggregometrie (MEA) angeschlossen.

Auch die MEA zahlt zu den gangigen laborchemischen Untersuchungsmethoden

im Rahmen der Gerinnungs- und Thrombozytenfunktionsdiagnostik und dient der

Uberwachung entsprechender Erkrankungen.

Das Messprinzip der MEA beruht auf Anderungen der Impedanz, dem elektri-

schen Widerstand, zwischen zwei Elektroden.
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Mit zunehmender Aggregation steigt die Impedanz zwischen den zwei sich in der
Messzelle befindenden Elektroden durch das sich bildende Gerinnsel an den
Elektroden.

Die Veranderung der Impedanz wird gemessen und graphisch dargestellt.

Die Ergebnisse der Aggregation, vergleichbar mit dem MoA (%) in der LTA, wer-
den bei der MEA in Aggregation Units (AU) angegeben. Die Geschwindigkeit
(Velocity) des Aggregationsprozesses wird in AU/min angegeben.

Fir die Versuche wurde mit dem Multiplate® Analyzer und dem dazugehorigen
Programm (Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim, Deutschland) gear-
beitet.

Multiplate® platelet function analysis <HOC|'IE>

Patienten-ID : HAR200206 ARA Kontrolle EPA
200 AU Agaregation : RUO: 106.7 AU
Velocity : RUO: 19.2 AUimin.
Agg=109.5103.9
. Vel=18.9/19.5
Testname : ASPlest (Li-Hep.-Blut), V2 Aucsssies
Messung gestartet :  06. Feb 2020, 22:56 (Messdauer: 6:00 Do from mean=2.312
Min.) Bnictsoa a7
Areaunder the curve : 67U /
‘4
/£
0 AU

Abbildung 8: Darstellung der Messergebnisse des Multiplate-Analyzers von Roche Deutschland
Holding GmbH

Mit freundlicher Erlaubnis der Roche Deutschland Holding GmbH

Der Multiplate® Analyzer bietet die Moglichkeit, 5 Ansatze gleichzeitig zu unter-
suchen. Versuchsablauf, Inkubations- und Messzeit wurden orientierend an der
Durchflihrung der LTA gewahlt, um die Vergleichbarkeit beider Methoden zu ge-
wahrleisten.

Daher wurden im Rahmen der Versuche zu Beginn jedes Messdurchgangs je-
weils 5 Messzellen vorbereitet, indem 300 pL isotonische Kochsalzlosung in die
Messzelle gegeben wurden. Im Anschluss daran habe ich erst 300 pyL Vollblut
und unmittelbar danach 6 uL der entsprechenden Fettsaure in entsprechender
Konzentration hinzugefugt.

Durch das angeschlossene Pipettierprogramm wurde nach Zugabe des Vollblu-

tes der Magnetruhrer gestartet, um den Ansatz initial zu mischen. Nach einer
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Inkubationszeit von 6 Minuten bei 37,2°C (Solltemperatur) habe ich 20 pL des
Induktors hinzugegeben.

Als Induktoren wurden der ASPltest (Roche) mit einer 15 mM-Arachidonsaure-
Losung und der ADPtest (Roche) mit einer 0,2 mM-ADP-Lésung verwendet.
Nach Zugabe von 20 yL Stimulus in 600 pyL Ansatz und bei einem Verdinnungs-
faktor von 1: 31 ergibt sich fur den ASPltest eine Wirkkonzentration von 0,484
mM und fur den ADPtest eine Wirkkonzentration von 6,45 uM im Versuchsan-
satz.

Da der COLtest (Roche) nicht mehr kommerziell erhaltlich ist, wurde eine Ge-
brauchslosung mit der von Roche angegebenen Aktivitat des COLtests von 100
pg/mL mittels des Kollagen Reagens HORM hergestellt und verwendet. Auch
hier ergibt sich bei der Zugabe von 20 pL in 600 pL ein Verdunnungsfaktor von
1: 31 und damit eine Wirkkonzentration von 3,2 uyg/mL im Versuchsansatz.
Nach Zugabe des Induktors wurde die Messung unter standiger Suspension mit-
tels Magnetruhrer durch das Programm gestartet und nach 6 Minuten Messzeit
automatisch beendet.

Die Versuchsansatze wurden nach Beendigung der Versuche verworfen.

) Aktivierung TRAPtest {;::::J‘:;(:g:e|
-------- p Inhibierung 4 TRAP Ticagrelor
TXA .
3 < ADPtest
ADP GP Antagonisten

Abciximab
Tirofiban

\ _/K
4 4 '._tﬁﬂ ADPtest HS - Eptifibatide

(ADP+PGET)

- - }akuvhms

Pliattchen
ASPltest : Plattchenaktivierung
Arachidonséure ASS Degranulation
NSAID Prasentation des GP-11b/llla-Rezeptors

Abbildung 9: Nachweis verschiedener Aktivierungswege
Mit freundlicher Erlaubnis der Roche Deutschland Holding GmbH

Roche Deutschland Holding GmbH [66]
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Stimulus, jeweils 20 pL

jeweils 6 pL ADPtest Coll ASPltest

6,45 uM 3,2 ug/ml 0,484 mM
Kontrolle EtOH abs. A1 B1 C1
EPA 1 mM A2 B2 C2
0,5mM A3 B3 C3
0,25 mM A4 B4 C4
0,05 mM A5 BS C5
IPE 1 mM A6 B6 C6
0,5mM A7 B7 C7
0,25 mM A8 B8 C8
0,05 mM A9 B9 C9
DHA 1 mM A10 B10 C10
0,5 mM A11 B11 C11
0,25 mM A12 B12 C12
0,05 mM A13 B13 C13

Tabelle 3: Ubersicht der Multielektrodenaggregometrie-Versuchsansétze

2.4.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Thromboxan B, ELISA

Um die Thromboxan B>-Spiegel im Plasma zu bestimmen, wurde ein ELISA ver-
wendet (Thromboxane B2>-ELISA-Kit (480 strip wells), Cayman Chemical, Ann
Arbor, Michigan, USA Uber Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland).

Fur die TXB2-Assays wurden die bei -80 °C gelagerten Proben des PAP aus den
LTA-Versuchen verwendet. Dazu wurden diese initial langsam bei RT auftauen
gelassen und anschliefdend gut gemischt.

Die verwendeten Proben wurden initial um den Faktor 1: 200 mit einem, dem Kit

beigefugten Elisa-Buffer verdinnt.
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Das Assay wurde entsprechend der beigefugten Anleitung durchgefuhrt. Die
Analyse der ELISA-Platten erfolgte mit dem FLUOstar® Omega Microplate Rea-
der (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland) bei 420 nm.

Anhand der Standardreihe wurden Uber die MARS Datenanalyse Software
(BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland) die Messergebnisse der Pro-
ben berechnet.

Im Rahmen der Auswertung wurde der o. g. Verdunnungsfaktor wieder mit ein-

berechnet und die Ergebnisse entsprechend angepasst.

2.5 Statistische Auswertung der Messergebnisse

Um die erhobenen Daten statistisch auszuwerten, wurde das Programm Graph-
Pad Prism® (GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornien, USA) verwendet.
Um normalverteilte Daten zu analysieren, wurde ein gepaarter T-Test angewen-

det. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Lichttransmissionsaggregometrie

3.1.1 Interaktionen mit Fettsauren

Nachfolgend dargestellt sind die Ergebnisse der LTA nach Zugabe der drei Fett-
sauren EPA, DHA und IPE in vier verschiedenen Konzentrationen und unter Sti-
mulation mit ADP, Kollagen und Arachidonsaure. Betrachtet wird dabei die Re-

duktion des Maximum of Aggregation (MoA) in Prozent (%).

EPA
In der ADP-induzierten Aggregation (A) zeigte sich bereits bei niedrigen EPA-

Konzentrationen eine Tendenz zur Hemmung der gemessenen Aggregation.
Eine signifikante Reduktion der Aggregation in Prozent (%) lieR sich allerdings
erst bei Konzentrationen von = 500 yM EPA im Verhaltnis zur Kontrolle (con)
nachweisen. Die Reduktion bei Zugabe von 500 yM EPA betrug 17,37% vom
Kontrollwert (con vs. 500 yM: Standardabweichung in % (SD) 10,62 %, 95 %-
Konfidenzintervall (KI) [-25,54 bis -9,202], p = 0,0012). Bei Zugabe von 1000 uM
EPA zeigte sich eine Reduktion von 14,95 % (con vs. 1000 pM: SD 11,55 %,
95%-KI [-23,83 bis -6,075], p = 0,0046).

Stimuliert mit Kollagen (B) konnte ebenfalls eine signifikante Hemmung der Ag-
gregation beobachtet werden. Bei Zugabe von 250 yM EPA zeigte sich eine Re-
duktion der Aggregation um 5,36 % zum Kontrollwert (con vs. 250 yM: SD 3,949
%, 95%-KI [-9,012 bis -1,708], p = 0,0115). Unter Zugabe von 500 pM EPA
konnte in diesem Versuchsansatz kein signifikantes Ergebnis erzielt werden.
Eine Tendenz ist dennoch deutlich mit einer Reduktion des MoA um 6,477% (con
vs. 500 pyM: SD 8,74 %, 95%-KI [-13,20 bis 0,2418], p= 0,0569). Die Versuchs-
ansatze, bei denen 1000 uM EPA hinzugegeben wurden, zeigten wiederum deut-
lich signifikante Ergebnisse mit einer Hemmung der Aggregation um 17,91 %
(con vs. 1000 uM: SD 20,25 %, 95%-KI [-33,48 bis -2,347], p = 0,0291).

Unter Stimulation mit ARA (C) war die beobachtete Hemmung der Aggregation

am starksten ausgepragt. In diesen Versuchsansatzen zeigte sich eine signifi-
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kante Hemmung der Aggregation wie bei Stimulation durch Kollagen bereits bei
Zugabe von 250 uM EPA mit zunehmender Signifikanz bei steigender EPA-Kon-
zentration. Die Zugabe von 250 uM EPA fuhrte zu einer Minderung der Aggrega-
tion um 24,2 % (con vs. 250 uyM: SD 25,62 %, 95%-KI [-47,90 bis -0,5113], p =
0,0465). Nach Zugabe von 500 uM EPA konnte eine Hemmung der Aggregation
um 45,77 % beobachtet werden (con vs. 500 uyM: SD 35,84 %, 95%-KI [-
83,38 bis -8,159], p = 0,026). Am deutlichsten zeigte sich die Hemmung nach
Zugabe von 1000 yM EPA mit einer Reduktion des MoA um 66,93% (con vs.
1000 uM: SD 27,1 %, 95%-KI [-91,99 bis -41,87], p = 0,0006).

A B C

*%k k¥ * * * *  kkk

-
o
o
-
=3
o
-
=3
o

L]
80 80 Nt

80

60 60

60

40
20

con 50 250 5001000 con 50 250 5001000 ~con 50 250 5001000
EPA[uM] EPA[uM] EPA[uM]

40 40

ADP induced MoA [%]
Coll induced MoA [%]

20 20

ARA induced MoA [%]

o
o
o

Abbildung 10: Ergebnisse der LTA bei Zugabe von EPA in vier verschiedenen Konzentrationen

Dargestellt sind die Aggregationsergebnisse als MoA in % unter Verwendung von ADP (A), Kol-
lagen (B) und Arachidonséaure (C) als Stimulus, n = 7-12 (ADP = Adenosindiphosphat, Coll =
Kollagen, ARA = Arachidonsaure, MoA [%] = Maximum of Aggregation, con = Kontrolle, EPA =
Eicosapentaensaure, * = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).

DHA

Auch bei Zugabe von DHA zeigte sich in der induzierten Aggregation bereits bei
niedrigen Fettsaurekonzentrationen eine Tendenz zur Hemmung der gemesse-
nen Aggregation.

Eine signifikante Hemmung liel3 sich dabei in Abhangigkeit vom Stimulus bereits
ab 50 yM DHA (C) nachweisen.

Unter Stimulation mit ADP (A) zeigte sich die Aggregation bei Zugabe von 250

MM DHA um 6,74% vermindert (con vs. 250 uyM: SD 6,29 %, 95%-KI [-12 bis -
1,482], p = 0,0191).
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Mit steigender DHA-Konzentration auf 500 yM nahm auch die Hemmung der Ag-
gregation auf 10,26 % vom Ausgangswert zu (con vs. 500 uM: SD 3,555%, 95%-
KI [-13,23 bis -7,288], p = <0,0001).

Am starksten ausgepragt war auch hier die Hemmung konzentrationsabhangig
nach Zugabe von 1000 uM DHA um 14,91 % (con vs. 1000 uM: SD 5,265 %,
95%-KI [-19,31 bis -10,51], p = < 0,0001).

Unter Stimulation mit Kollagen (B) trat eine signifikante Hemmung erst bei Zu-
gabe von 500 yM DHA oder mehr auf.

Die durch Zugabe von 500 yM DHA messbare Hemmung der Aggregation betrug
5,073 % vom Kontrollwert (con vs. 500 uM: SD 3,83 %, 95%-KI [- 8,274 bis -
1,871], p = 0,0072).

Bei Zugabe von 1000 uM betrug die Reduktion 13,31 % (con vs. 1000 pM: SD
4,847 %, 95%-KI [-17,36 bis -9,258], p = 0,0001).

Unter Stimulation mit ARA (C) konnte eine signifikante Minimierung des MoA be-
reits bei Zugabe von 50 uM DHA um 2,365 % nachgewiesen werden (con vs. 50
puM: SD 2,65 %, 95%-KI [-4,58 bis -0,1498], p = 0,0395).

Die Hemmung der Aggregation nahm dabei fettsaurekonzentrationsabhangig zu.
So betrug die Reduktion 5,417 % vom Kontrollwert nach Zugabe von 250 uM
DHA (con vs. 250 uM: SD 3,418 %, 95%-KI [-8,578 bis -2,256], p = 0,0057), nach
Zugabe von 500 uM sogar schon 43,06 % (con vs. 500 uM: SD 37,52 %, 95%-
Kl [-74,42 bis -11,69], p = 0,0141) und nach Zugabe von 1000 pM 58,41 % (con
vs. 1000 uM: SD 18,85 %, 95%-KI [-74,17 bis 42,65], p = <0,0001).
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Abbildung 11: Ergebnisse der LTA bei Zugabe von DHA in vier verschiedenen Konzentrationen

Dargestellt sind die Aggregationsergebnisse als MoA in % unter Verwendung von ADP (A), Kol-
lagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus, n = 8 (ADP = Adenosindiphosphat, Coll = Kol-
lagen, ARA = Arachidonsaure, MoA [%] = Maximum of Aggregation, con = Kontrolle, DHA =
Docosahexaensaure,* = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).

IPE

Um die Untersuchungen in der LTA zu vervollstandigen, wurde abschlieend die
Hemmung der Aggregation nach Zugabe von IPE untersucht. Auch dabei zeigte
sich die vorbeschriebene Tendenz zur Hemmung der Aggregation bereits bei ei-

ner Konzentration von 50 yM IPE.

Unter Stimulation mit ADP (A) und nach Zugabe von 250 yM IPE zeigte sich das
MoA (%) um 6,061 % vom Kontrollwert reduziert (con vs. 250 uM: SD 6,476,
95%-KI [-12,05 bis -0,07159], p = 0,0481). Nach Zugabe von 500 uM betrug die
Reduktion 16,35 % (con vs. 500 uM: SD 7,729 %, 95%-KI [-23,5 bis -9,206], p =
0,0014) und nach Zugabe von 1000 pM sogar 25,53 % (con vs. 1000 yM: SD
8,782 %, 95%-KI [-32,28 bis -18,78], p = <0,0001).

In den Versuchsansatzen, die mit Kollagen (B) stimuliert wurden, war die Hem-
mung nach Zugabe von = 250 uM IPE am deutlichsten ausgepragt. So betrug die
Reduktion des Messwertes 7,73 % vom Kontrollwert nach Zugabe von 250 uM
IPE (con vs. 250 uyM: SD 5,282 %, 95%-KI [-12,61 bis -2,845], p = 0,0082).

Wie in bisher allen beschriebenen Ansatzen war auch hier die Hemmung der
Aggregation in Abhangigkeit von der Fettsaurekonzentration zunehmend. Nach
Zugabe von 500 uM betrug die Reduktion des Messwertes bereits 16,15 % (con
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vs. 500 pM: SD 6,791 %, 95%-KI [-22,44 bis -9,864], p = 0,0008) und bei 1000
UM IPE sogar 28,07 % (con vs. 1000 uM: SD 10,16 %, 95%-KI [-35,88 bis -20,25],
p = <0,0001).

Nach Zugabe von 250 yM und unter Stimulation mit ARA (C) konnte eine Hem-
mung der Aggregation um 6,027 % vom Kontrollwert gemessen werden (con vs.
250 uM: SD 4,003 %, 95%-KI [-10,23 bis -1,827], p = 0,0142).

Die beobachtete Hemmung nahm auch hier bei steigender Fettsaurekonzentra-
tion zu. Die gemessene Reduktion lag nach Zugabe von 500 uM bereits bei 12,53
% (con vs. 500 pyM: SD 4,619 %, 95%-KI [-17,38 bis -7,686], p = 0,0012). Nach
Zugabe von 1000 uM betrug die Reduktion schlie8lich 23,63 % vom Ausgangs-
wert (con vs. 1000 uM: SD 7,007, 95%-KI [-30,98 bis -16,28], p = 0,0004).

Als Ausnahme fallt hier das Messergebnis bei Zugabe von 50 yM IPE unter Sti-
mulation durch ARA auf. Dabei zeigt sich die Aggregation signifikant um 5,2225
% gesteigert (con vs. 50 pM: SD 4,73 %, 95%-KI [0,2608 bis 10,19], p = 0,0425).
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Abbildung 12: Ergebnisse der LTA bei Zugabe von IPE in vier verschiedenen Konzentrationen

Dargestellt sind die Aggregationsergebnisse als MoA in % unter Verwendung von ADP (A), Kol-
lagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus, n = 6—9 (ADP = Adenosindiphosphat, Coll = Kol-
lagen, ARA = Arachidonsaure, MoA [%] = Maximum of Aggregation, con = Kontrolle, IPE =
Eicosapentaensaureethylester,* = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).
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3.1.2 Interaktionen mit ASS

Nachfolgend dargestellt sind die Ergebnisse der LTA nach Zugabe der drei Fett-
sauren EPA, DHA und IPE, jeweils dosiert mit 1 mM unter Stimulation mit ADP,
Kollagen und Arachidonsaure. Zusatzlich untersucht wurde die Interaktion der
jeweiligen Fettsaure mit 30 uM ASS (Acetylsalicylsaure) in vitro. Betrachtet wurde
dabei die Reduktion des Maximum of Aggregation (MoA) in Prozent (%).

EPA

Unter Stimulation mit ADP (A) konnte nach Zugabe von 30 uM ASS eine Hem-
mung der Thrombozytenaggregation um 10,78 % im Vergleich zur Kontrolle be-
obachtet werden (con vs. 30 uM ASS: SD 4,828 %, 95%-KI [-15,85 bis -5,716],
p = 0,0028).

Entsprechend der Ergebnisse der LTA in den Versuchsansatzen ohne ASS
zeigte sich nach Zugabe von 1 mM EPA eine Reduktion der Aggregation um
24,28 % (con vs. 1 mM EPA: SD 20,36 %, 95%-KI [-45,64 bis -2,912], p = 0,033).

In dem Versuchsansatz, in dem die Auswirkung von 30 yM ASS und 1 mM EPA
in Kombination untersucht wurde, konnte im Vergleich zur Kontrolle sogar eine
Hemmung der Aggregation um 34,2 % gemessen werden (con vs. 30 uM ASS +
1 mM EPA: SD 17,45 %, 95%-KI [-52,51 bis -15,88], p = 0,0049).

Im direkten Vergleich zwischen der Aggregationshemmung nach Zugabe von 30
MM ASS und nach Zugabe von 30 uM ASS, sowie 1 mM EPA in Kombination,
konnte eine um 23,41 % starkere Hemmung der Aggregation nachgewiesen wer-
den, als nach alleiniger Zugabe von 30 uM ASS (30 uM ASS vs. 30 yM ASS + 1
mM EPA: SD 12,96 %, 95%-KI [-37,01 bis -9,814], p = 0,0069).

Ein weniger stark, aber dennoch signifikant ausgepragter Effekt lasst sich nach-
weisen, vergleicht man die alleinige Zugabe von 1 mM EPA mit der Zugabe von
30 yM ASS und 1 mM EPA. Dabei zeigt sich die Aggregation um 9,92 % reduziert
(1 mM EPA vs. 30 uM ASS + 1 mM EPA: SD 9,044 %, 95%-KI [-19,41 bis -
0,4292], p = 0,0435).
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In den Versuchsansatzen stimuliert mit Kollagen (B), lieRen sich folgende Ergeb-
nisse ableiten:

Nach Zugabe von 30 uM ASS zeigte sich die Aggregation mit deutlicher, aber
nicht signifikant um 14,95 % gehemmt (con vs. 30 yM ASS: SD 17,08 %, 95%-
KI [-32,87 bis 2,98], p = 0,085).

Nach Inkubation mit 1 mM EPA zeigte sich eine deutliche und nahezu signifikante
Reduktion um 26,2 % (con vs. 1 mM EPA: SD 25,07 %, 95%-KIl [-52,51 bis
0,1129], p = 0,0507).

Ein deutlich signifikantes Ergebnis zeigte sich nach Zugabe von 30 yM ASS und
1 mM EPA mit einer Hemmung der Aggregation um 36,63 % im Vergleich zur
Kontrolle (con vs. 30 yM ASS + 1 mM EPA: SD 24,9 %, 95%-KI [-62,76 bis -10,5],
p = 0,0155).

Im direkten Vergleich zwischen der Aggregationshemmung nach Zugabe von 30
MM ASS und nach Zugabe von 30 uM ASS, sowie 1 mM EPA in Kombination,
konnte eine um 21,68 % starkere Hemmung der Aggregation nachgewiesen wer-
den, als nach alleiniger Zugabe von 30 uM ASS (30 uM ASS vs. 30 yM ASS + 1
mM EPA: SD 18,89 %, 95%-KI [-41,51 bis -1,856], p = 0,0375).

Auch im Vergleich zwischen alleiniger Zugabe von 1 mM EPA und der Kombina-
tion von 30 M ASS und 1 mM EPA lasst sich eine Reduktion um 10,43 % nach-
weisen (1 mM EPA vs. 30 uM ASS + 1 mM EPA: SD 18,72 %, 95%-KI [-30,07
bis 9,209], p = 0,2304). Dieses Ergebnis stellt sich allerdings in der Analyse als
nicht signifikant dar.

Die Hemmung der Aggregation in den Versuchsansatzen stimuliert mit ARA(C)
zeigte sich nach Zugabe von 30 pM mit 79,3 % im Vergleich zur Kontrolle (con
vs. 30 uM ASS: SD 4,951 %, 95%-KI [-91,6 bis -67], p = 0,0013) am deutlichsten
reduziert.

Auch die Zugabe von 1 mM EPA fuhrte hierbei zu einer Hemmung des MoA um
74,72 % (con vs. 1 mM EPA: SD 7,812 %, 95%-KI [-94,13 bis -55,32], p = 0,0036).
Wie bereits zuvor unter Stimulation mit ADP und Kollagen konnte auch hier nach

Inkubation von 30 uM ASS in Kombination mit 1 mM EPA eine im Vergleich zur
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Kontrolle deutlichere Hemmung um 81,31 % nachgewiesen werden (con vs. 30
MM ASS + 1 mM EPA: SD 5,477 %, 95%-KI [-94,92 bis -67,7], p = 0,0015).

Nach Analyse der Ergebnisse aus der Kombination von 30 uM ASS und 1 mM
EPA im Vergleich zur alleinigen Zugabe von ASS zeigte sich mit - 2,011 % eine
Tendenz zur, aber nicht signifikante Reduktion der Aggregation (30 uM ASS vs.
30 uM ASS + 1 mM EPA: SD 2,529 %, 95%-KI [-8,295 bis 4,272], p = 0,3023).

Ein ahnliches Ergebnis ergab die Analyse der Kombination aus 30 yM ASS und
1 mM EPA im Vergleich zur alleinigen Zugabe von 1 mM EPA. Hierbei zeigte sich
das MoA im Mittel um 6,587 % reduziert (1 mM EPA vs. 30 uyM ASS + 1 mM EPA:
SD 7,388 %, 95%-KI [-24,94 bis 11,77], p = 0,2625). Auch dieses Ergebnis stellte

sich trotz bestehender Tendenz als nicht signifikant dar.
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Abbildung 13: Ergebnisse der LTA bei Zugabe von 1 mM EPA und nach Zugabe von 30 uM
ASS

Dargestellt sind die Aggregationsergebnisse als MoA in % unter Verwendung von ADP (A), Kol-
lagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus und nach Zugabe von 30 uM ASS, n = 3—6 (ADP
= Adenosindiphosphat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, MoA [%] = Maximum of Aggre-
gation, con = Kontrolle, EPA = Eicosapentaensdure, ASS = Acetylsalicylsaure, * = p < 0,05, ** =
p < 0,0099, *** = p < 0,0009).
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DHA
Auf die erneute Darstellung von 1 mM und 250 yM DHA wurde im Rahmen der

Kombinationsversuche verzichtet, da dies bereits zuvor erfolgt ist. Verwiesen
wird daflr auf die Ergebnisse der LTA. Die Ergebnisse des Einflusses von DHA
und die Versuche in Interaktion mit ASS wurden zeitgleich und mit identischer
Probandengruppe erzielt, sodass ein direkter Vergleich moglich ist.

Erganzt wurde in diesem Zusammenhang lediglich die Untersuchung der Aggre-
gation nach Zugabe von 750 uM EPA.

Im Vergleich zum Kontrollansatz stellte sich die Thrombozytenaggregation nach
Stimulation mit ADP (A) um 4,3 % geringer dar nach Zugabe von 30 uM ASS
(con vs. 30 yM ASS: SD 4,593 %, 95%-KI [-8,14 bis -0,4602], p = 0,033).

Die Zugabe von 30 uM ASS und 1 mM DHA fluhrte in der Messung zu einer Re-
duktion um 15,14 % des MoA im Vergleich zum Kontrollansatz (con vs. 30 yM
ASS + 1 mM DHA: SD 5,304 %, 95%-KI [-19,58 bis -10,71], p = < 0,0001).

Vergleicht man das Ergebnis der Aggregation nach alleiniger Zugabe von 30 yM
ASS mit dem Ergebnis nach Zugabe von 30 yM ASS und 1 mM DHA, so zeigt
sich das MoA nach Zugabe der Kombination um 10,84 % geringer (30 uM ASS
vs. 30 yM ASS + 1 mM DHA: SD 5,734 %, 95%-KI [-15,63 bis -6,048], p =
0,0011).

Nach Inkubation mit 750 uM EPA war die Thrombozytenaggregation im Vergleich
zum Kontrollansatz um 22,7 % geringer (con vs. 750 yM EPA: SD 13,47 %, 95%-
Kl [-33,96 bis -11,44], p = 0,002).

Die Kombination aus 750 yM EPA und 250 yM DHA fuhrte zu einem im Vergleich
zum Kontrollansatz um 36 % geringeren MoA (con vs. 750 uM EPA + 250 yM
DHA: SD 14,97 %, 95%-KI [-48,52 bis -23,49], p = 0,0003).

Um 13,3 % hoher zeigte sich das Aggregationsergebnis nach alleiniger Inkuba-
tion mit 750 yM EPA im Vergleich zum Aggregationsergebnis nach Inkubation
mit 750 uM EPA und 250 yM DHA in Kombination (750 yM EPA vs. 750 uM EPA
+ 250 yM DHA: SD 15,03 %, 95%-KI [0,7347 bis 25,87], p = 0,0408).
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Im Vergleich zum Kontrollansatz stellte sich das MoA nach Zugabe der Kombi-
nation von EPA und DHA, sowie 30 yM ASS um 31,33 % reduziert dar (con vs.
750 uM EPA + 250 yM DHA + 30 uM ASS: SD 11,57 %, 95%-KI [-41,01 bis -
21,66], p = 0,0001).

Im Vergleich zum Versuchsansatz nach alleiniger Zugabe von 30 uM ASS redu-
zierte die Kombination aus EPA und DHA das MoA um 31,7 % mehr (30 pM ASS
vs. 750 yM EPA + 250 yM DHA: SD 14,46 %, 95%-KI [-43,8 bis -19,61], p
=0,0004).

Auch die Kombination aus EPA, DHA und ASS reduzierte die Thrombozytenag-
gregation um 27,03 % mehr als 30 yM ASS allein (ASS 30 pyM vs. ASS 30 uM +
750 uM EPA + 250 yM DHA: SD 10,84 %, 95%-KI [-36,1 bis -17,97], p = 0,0002).
In den analysierten Ansatzen stellte sich das Ergebnis der Thrombozytenaggre-
gation nach Zugabe von EPA und DHA im Mittel um 4,67 % geringer dar als nach
Zugabe von EPA, DHA und ASS in Kombination (750 uM EPA + 250 uM DHA
vs. 30 yM ASS + 750 uM EPA + 250 uM DHA: SD 7,466 %, 95%-KI [-1,572 bis
10,91], p =0,1202). Dieses Ergebnis ist allerdings nicht signifikant.

Stimuliert mit Kollagen (B) reduzierte die Zugabe von 30 uM ASS die Thrombozy-
tenaggregation nicht signifikant um im Mittel 0,5363 % (con vs. 30 yM ASS: SD
4,122 %, 95%-KI [-3,982 bis 2,91], p = 0,7238).

Verglichen mit der reinen Zugabe von 30 yM ASS zeigte sich im Vergleich zum
Kontrollansatz bei der Zugabe von ASS und 250 uM DHA eine signifikante Re-
duktion der Aggregation um 21,72 % (con vs. 30 yM ASS + 1 mM DHA: SD 6,626
%, 95%-KI [-27,25 bis -16,18], p = <0,0001).

Die Kombination aus 30 uM ASS und 1 mM DHA reduzierte das MoA um 21,18
% mehr als die alleinige Inkubation mit 30 uM ASS (30 uM ASS vs. 30 yM ASS
+ 1 mM DHA: SD 4,965 %, 95%-KI [-25,33 bis -17,03], p = < 0,0001).

Das Ergebnis der Thrombozytenaggregation stellte sich im Vergleich zum Kon-
trollansatz nach Zugabe von 750 uM EPA um 16,21 % reduziert dar (con vs. 750
MM EPA: SD 13 %, 95%-KI [-27,08 bis -5,348], p = 0,0096).
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Auch die Kombination aus 750 uM EPA und 250 uM DHA fuhrte zu einer Reduk-
tion des MoA im Vergleich zum Kontrollansatz um 47,77 % (con vs. 750 yM EPA
+ 250 yM DHA: SD 15,4 %, 95%-KI [-60,64 bis -34,9], p = < 0,0001).

Im Vergleich zur Kombination aus 750 uM EPA und 250 uM DHA zeigt sich nach
alleiniger Zugabe von 750 uM EPA ein um 31,56 % hoheres Aggregationsergeb-
nis (750 uM EPA vs. 750 uM EPA + 250 uM DHA: SD 9,672 %, 95%-KI [23,47
bis 39,64], p = < 0,0001).

Die Kombination aus 750 uM EPA, DHA und ASS fuhrte zu einem um 50,75 %
reduzierten MoA (con vs. 750 uM EPA + 250 yM DHA + 30 uM ASS: SD 16,84
%, 95%-KI [-64,83 bis -36,67], p = < 0,0001).

Auch im Vergleich zum Versuchsansatz mit 30 yM ASS zeigte sich das Aggre-
gationsergebnis nach Zugabe der Kombination aus EPA und DHA um 47,23 %
mehr reduziert (30 uM ASS vs. 750 uM EPA + 250 uM DHA: SD 13,11 %, 95%-
KI [-58,2 bis -36,27], p = < 0,0001).

Die Kombination aus EPA, DHA und ASS reduzierte das MoA sogar um 50,22 %
im Vergleich zur alleinigen Zugabe von ASS (ASS 30 pM vs. ASS 30 uM + 750
uM EPA + 250 yuM DHA: SD 15 %, 95%-KI [-62,76 bis -37,68], p = < 0,0001).

Anders als nach Stimulation mit ADP zeigte sich das MoA unter Stimulation mit
Kollagen und nach Zugabe von EPA, DHA und ASS nicht signifikant, aber deut-
lich naher an der Signifikanz, um im Mittel 2,984 % geringer als nach alleiniger
Zugabe von EPA und DHA (750 uM EPA + 250 yM DHA vs. 30 uM ASS + 750
uM EPA + 250 uM DHA: SD 4,021 %, 95%-KI [-6,346 bis 0,3782], p = 0,0740).
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Im Folgenden werden die Ergebnisse der Ansatze stimuliert mit ARA (C) darge-
stellt.

Nach Zugabe von 30 uM ASS konnte dabei eine Reduktion der Thrombozytenag-
gregation im Vergleich zum Kontrollansatz um 81,69 % gemessen werden (con
vs. 30 uM ASS: SD 8,517 %, 95%-KI [-88,81 bis -74,57], p = < 0,0001).

Ein ahnliches Ergebnis ergab die Messung beim Ansatz nach Zugabe von 30 uM
ASS und 1 mM DHA. Dabei zeigte sich das MoA um 75,63 % gemindert (con vs.
30 uM ASS + 1 mM DHA: SD 6,225 %, 95%-KI [-80,83 bis -70,42], p = < 0,0001).

Im direkten Vergleich dieser beiden Ansatze zeigte sich nach Inkubation mit der
Kombination aus 30 yM ASS und 1 mM DHA ein um 6,066 % hoheres MoA als
nach alleiniger Inkubation mit 30 yM ASS (30 uM ASS vs. 30 yM ASS + 1 mM
DHA: SD 2,951 %, 95%-KI [3,6 bis 8,533], p = 0,0007).

Nach Zugabe von 750 yM EPA konnte eine Reduktion des MoA um 49,77 % im
Verhaltnis zum Kontrollansatz gemessen werden (con vs. 750 uM EPA: SD 39,26
%, 95%-KI [-82,59 bis -16,95], p = 0,0089).

Eine Kombination aus 750 yM EPA und 250 uM DHA steigerte dabei die Hem-
mung des MoA verglichen mit dem Kontrollansatz auf 77,13 % (con vs. 750 yM
EPA + 250 uM DHA: SD 13,39 %, 95%-KI [-88,32 bis -65,93], p = < 0,0001).

So zeigte sich nach Inkubation mit der Kombination aus EPA und DHA ein um
27,36 % starker reduziertes Aggregationsergebnis als nach alleiniger Zugabe
von EPA (750 uM EPA vs. 750 uM EPA + 250 yM DHA: SD 29,84 %, 95%-KI
[2,412 bis 52,31], p = 0,0358).

Die Zugabe der Kombination aus 750 uM EPA, 250 yM DHA und 30 pM ASS
fuhrte zu einer Reduktion des MoA um 83,38 % im direkten Vergleich zum Kon-
trollansatz (con vs. 750 yuM EPA + 250 yM DHA + 30 yuM ASS: SD 6,861 %, 95%-
Kl [-89,11 bis -77,64], p = < 0,0001).

Vergleicht man das Ergebnis nach alleiniger Inkubation mit 30 yM ASS mit dem
Ergebnis nach Zugabe von 750 yM EPA und 250 yM DHA, so zeigte sich die
Thrombozytenaggregation nach Zugabe von ASS 30 pM um im Mittel 4,564 %
starker reduziert als nach Zugabe der Kombination aus EPA und DHA (ASS 30
MM vs. 750 uM EPA + 250 uM DHA: SD 14,29 %, 95%-KI [-7,381 bis16,51], p =
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0,3963). Dieses Ergebnis prasentiert sich als nicht signifikant bei dennoch beste-
hender Tendenz.

Auch im Vergleich zur Messung nach alleiniger Zugabe von 30 yM ASS zeigte
sich eine nicht signifikante, aber dennoch im Mittel vorhandene Reduktion der
Aggregation bei zusatzlicher Gabe der Kombination von EPA und DHA, zusatz-
lich zu 30 yM ASS, um 1,658 % (ASS 30 uM vs. ASS 30 uM + 750 uM EPA +
250 uM DHA: SD 3,654 %, 95%-KI [-4,74 bis 1,37], p = 0,2334).

Auch im Vergleich zur Kombination der zwei Fettsduren EPA und DHA zeigte
sich das MoA nach Zugabe der Kombination aus beiden Fettsduren mit ASS 30
MM um 6,249 % starker reduziert (750 uM EPA + 250 yM DHA vs. 30 uM ASS +
750 uM EPA + 250 uM DHA: SD 11,59 %, 95%-KI [-15,94 bis 3,44], p = 0,1711).
Auch dieses Ergebnis stellt sich trotz deutlicher Tendenz als nicht signifikant dar.
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Abbildung 14: Ergebnisse der LTA bei Zugabe von DHA, DHA und EPA und nach Zugabe von
30 uM ASS

Dargestellt sind die Aggregationsergebnisse als MoA in % unter Verwendung von ADP (A), Kol-
lagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus und nach Zugabe von 30 uM ASS, n = 8 (ADP =
Adenosindiphosphat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, MoA [%] = Maximum of Aggrega-
tion, con = Kontrolle, DHA = Docosahexaensaure, EPA = Eicosapentaensaure, ASS = Acetylsa-
licylsdure, * = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).
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IPE

Im Folgenden dargestellt, sind die Ergebnisse nach Stimulation mit ADP (A).
Nach Zugabe von 30 uM ASS konnte bei diesem Probandenkollektiv eine Re-
duktion des MoA um 9,031 % im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (con
vs. 30 uM ASS: SD 2,466 %, 95%-KI [-11,62 bis -6,443], p =0,0003).

Auch nach Inkubation mit 1 mM IPE zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Thrombozytenaggregation um 24,45 % (con vs. 1 mM IPE: SD 7,489 %, 95%-KI
[-32,31 bis -16,6], p = 0,0005).

Eine Kombination aus 30 uM ASS und 1 mM IPE fuhrte sogar zu einer Hemmung
der Aggregation um 32,87 % im Vergleich zur Kontrolle (con vs. 30 uM ASS + 1
mM IPE: SD 7,617 %, 95%-KI [-40,86 bis -24,87], p = 0,0001).

Eine Kombination aus 30 yuM ASS und 1 mM IPE fuhrte im Vergleich zur alleini-
gen Inkubation mit 30 uM zu einer um 23,84 % starkeren Hemmung der Aggre-
gation (30 uM ASS vs. 30 yM ASS + 1 mM IPE: SD 7,074 %, 95%-KI [-31,26 bis
-16,41], p = 0,0004).

Auch im Vergleich zur alleinigen Inkubation mit 1 mM IPE zeigte sich nach Inku-
bation mit der Kombination aus 30 yM ASS und 1 mM IPE eine um 8,413 %
starker gehemmte Aggregation (1 mM IPE vs. 30 yM ASS + 1 mM IPE: SD 5,305
%, 95%-KI [-13,98 bis -2,846], p = 0,0116).

Nach Stimulation mit Kollagen (B) und nach Zugabe von 30 uM ASS zeigte sich
im Mittel im Vergleich zum Kontrollansatz eine Reduktion des MoA um 6,331 %
(con vs. 30 yM ASS: SD 11,43 %, 95%-KI [-18,32 bis 5,661], p = 0,2328). Dieses
Ergebnis ist nach Analyse allerdings nicht signifikant.

Eine Zugabe von 1 mM IPE flhrte zu einer Hemmung der Thrombozytenaggre-
gation um 24,11% (con vs. 1 mM IPE: SD 4,388 %, 95%-KI [-28,72 bis -19,51], p
= <0,0001).

Im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich das MoA nach Inkubation des Plasmas mit
30 uM und 1 mM IPE sogar um 28,96 % reduziert (con vs. 30 yM ASS + 1 mM
IPE: SD 6,284 %, 95%-KI [-35,56 bis -22,37], p = <0,0001).
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Vergleicht man die Aggregationsergebnisse nach alleiniger Inkubation mit 30 yM
ASS und nach Inkubation mit der Kombination aus 30 uM ASS und 1 mM IPE,
so zeigt sich nach Zugabe der Kombination aus ASS und IPE eine 22,63 % star-
ker reduziertes MoA (30 yM ASS vs. 30 yM ASS + 1 mM IPE: SD 10,15 %, 95%-
KI [-33,28 bis -11,98], p = 0,0028).

Im direkten Vergleich des Aggregationsergebnisses nach Inkubation mit 30 uM
ASS und 1 mM IPE und der alleinigen Inkubation mit 1 mM IPE zeigte sich das
MoA nur nahezu signifikant, aber im Mittel dennoch um 4,849 % mehr reduziert
(1 mM IPE vs. 30 uM ASS + 1 mM IPE: SD 5,392 %, 95%-KI [-10,51 bis 0,8093],
p = 0,0788).

In den Versuchsansatzen, stimuliert mit ARA, stellte sich das MoA nach Zugabe
von 30 pM um 55,92 % (con vs. 30 yM ASS: SD 39,63 %, 95%-KI [-154,4 bis
42,53], p = 0,1345) und nach Zugabe von 1 mM IPE um 40,14 % (con vs. 1 mM
IPE: SD 29,91 %, 95%-KI [-114,5 bis 34,16], p = 0,1457) reduziert dar. Beide
Ergebnisse zeigen eine deutliche Tendenz, stellten sich aber als nicht signifikant
dar.

Anders als die beiden erstgenannten Ergebnisse zeigte sich im Vergleich zum
Kontrollansatz das Aggregationsergebnis nach Zugabe von 30 uM ASS und 1
mM |PE deutlich signifikant um 84,15 % reduziert (con vs. 30 yM ASS + 1 mM
IPE: SD 7,659 %, 95%-KI [-103,2 bis -65,12], p = 0,0028).

Im direkten Vergleich der Ergebnisse nach Zugabe von 30 uM ASS und der Kom-
bination von 30 yM ASS und 1 mM IPE zeigte sich das MoA um 28,22 % mehr
reduziert (30 pM ASS vs. 30 uM ASS + 1 mM IPE: SD 44,47 %, 95%-KI [-138,7
bis 82,23], p = 0,3682).

Auch im Vergleich des Einflusses der Kombination aus ASS und IPE mit IPE
allein war die Thrombozytenaggregation 44 % starker reduziert (1 mM IPE vs. 30
MM ASS + 1 mM IPE: SD 37,28 %, 95%-KI [-136,6 bis 48,6], p = 0,1776).
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Abbildung 15: Ergebnisse der LTA bei Zugabe von 1 mM IPE und nach Zugabe von 30 uM ASS

Dargestellt sind die Aggregationsergebnisse als MoA in % unter Verwendung von ADP (A), Kol-
lagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus und nach Zugabe von 30 uM ASS, n = 3—6 (ADP
= Adenosindiphosphat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, MoA [%] = Maximum of Aggre-
gation, con = Kontrolle, IPE = Eicosapentaensaureethylester, ASS = Acetylsalicylsaure, * = p <
0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).

3.2 Multielektrodenaggregometrie

3.2.1 Interaktionen mit Fettsauren

Im Folgenden werden die Ergebnisse der MEA nach Zugabe der drei Fettsauren
EPA, DHA und IPE in vier verschiedenen Konzentrationen und unter Stimulation
mit ADP, Kollagen und Arachidonsaure dargestellt. Betrachtet werden dabei die
Aggregation, dargestellt in Aggregation Units (AU) und die Aggregationsge-
schwindigkeit (Velocity), dargestellt in Aggregation Units pro Minute (AU/min).

EPA

Aggregation

Auch in der Multielektrodenaggregometrie konnte eine signifikante Reduktion der
Aggregation nach Zugabe der drei Fettsauren in unterschiedlicher Konzentration

und unter Stimulation mit ADP, Kollagen und Arachidonsaure nachgewiesen wer-

den.

Unter Stimulation mit ADP (A) betrug die Reduktion der Aggregation 15,08 Ag-
gregation Units (AU) vom Kontrollwert (con vs. 250 uM: SD 13,94 AU, 95%-KI [-
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25,79 bis -4,365], p = 0,0118). Eine deutliche Zunahme der Hemmung der Ag-
gregation konnte im Vergleich von 250 uM zu 500 uM nicht beobachtet werden.
Dennoch zeigte sich auch nach Zugabe von 500 uM EPA die Aggregation signi-
fikant um 15,32 AU gemindert (con vs. 500 uM: SD 14,22 AU, 95%-KI [-26,26 bis
-4,389], p = 0,012).

Nach Zugabe von 1000 uM EPA konnte eine Minderung der Aggregation um
18,17 AU beobachtet werden (con vs. 1000 uM: SD 13,39 AU, 95%-KI [-28,46
bis -7,877], p = 0,0036).

Nach Stimulation mit Kollagen (B) zeigte sich die Aggregation erst nach Zugabe
von 500 pyM EPA signifikant gemindert. Dennoch bestand bereits in niedriger
Konzentration eine Hemmungstendenz ohne signifikante Messwerte. Dabei be-
trug die Reduktion des Messergebnisses nach Zugabe von 500 uM 14,34 AU
vom Kontrollwert (con vs. 500 uM: SD 19,92 AU, 95%-KI [-28,59 bis -0,08964], p
= 0,0489). Nach Zugabe von 1000 yM betrug die gemessene Hemmung 25,53
AU vom Ausgangswert (con vs. 1000 uM: SD 24,87 AU, 95%-KI [-43,32 bis -
7,74], p=0,0101).

In den Versuchsansatzen unter Stimulation mit ARA waren die Messergebnisse
ahnlich wie nach Stimulation mit Kollagen. So war die Aggregation erst nach Zu-
gabe von 500 yM EPA mit einer Reduktion um 9,96 AU (con vs. 500 uM: SD 11,8
AU, 95%-KI [-18,4 bis -1,519], p = 0,0257) signifikant gemindert.

Nach Zugabe von 1000 yM EPA nahm die Hemmung auf 30,23 AU (con vs. 1000
puM: SD 22,29 AU, 95%-KI [-46,18 bis -14,28], p = 0,002) zu.
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Abbildung 16: Ergebnisse der MEA bei Zugabe von EPA in vier verschiedenen Konzentrationen

Dargestellt sind die Aggregationsergebnisse in Aggregation Units (AU) unter Verwendung von
ADP (A), Kollagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus, n = 9-10 (ADP = Adenosindiphos-
phat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, con = Kontrolle, EPA = Eicosapentaensaure, * = p
< 0,05, ** = p < 0,0099, *** =p < 0,0009).

Aggregationsgeschwindigkeit

Betrachtet man die Aggregationsgeschwindigkeit nach Stimulation mit ADP (A),
so zeigt sich diese bereits nach Zugabe von 250 yM EPA um 0,7 AU (con vs.
250 uM: SD 0,9274 AU/min, 95%-KI [-1,413 bis 0,001283], p = 0,0533) und nach
Zugabe von 500 yM um 1,111 AU/min (con vs. 500 uM: SD 1,488 AU/min, 95%-
Kl [-2,255 bis 0,03253], p = 0,0554) reduziert. Diese Ergebnisse sind allerdings
in den untersuchten Ansatzen nicht signifikant.

Ein statistisch signifikantes Messergebnis konnte erst nach Zugabe von 1000 uM
EPA nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich die Aggregationsgeschwindigkeit
um 1,756 AU/min (con vs. 1000 yM: SD 1,414 AU/min, 95%-KI [-2,843 bis -
0,6684], p = 0,0058) vermindert.

Auch nach Stimulation mit Kollagen (B) konnte eine Verminderung der Aggrega-
tionsgeschwindigkeit nachgewiesen werden. So betrug die Reduktion dieser
nach Zugabe von 500 uM EPA 2,440 AU/min (con vs. 500 uM: SD 2,838 AU/min,
95%-KI [-4,47 bis -0,4096], p = 0,0237) und nach Zugabe von 1000 uM 4,450
AU/min (con vs. 1000 uyM: SD 4,317 AU/min, 95%-KI [-7,538 bis -1,362], p =
0,0098).
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In den Versuchsansatzen nach Stimulation mit ARA (C) stellte sich die Aggrega-
tionsgeschwindigkeit nach Zugabe von 500 uM EPA ebenfalls signifikant um 1,43
AU/min (con vs. 500 yM: SD 1,871 AU/min, 95%-KI [-2,769 bis -0,09124], p =
0,0388) und nach Zugabe von 1000 uM um 4,04 AU/min (con vs. 1000 uM: SD
3,012 AU/min, 95%-KI [-6,194 bis -1,886], p = 0,0022) reduziert dar.
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Abbildung 17: Ergebnisse der MEA bei Zugabe von EPA in vier verschiedenen Konzentrationen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Aggregationsgeschwindigkeitsmessung (Velocity) in Aggre-
gation Units/min (AU/min) unter Verwendung von ADP (A), Kollagen (B) und Arachidonsaure (C)
als Stimulus, n = 9—10 (ADP = Adenosindiphosphat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, con
= Kontrolle, EPA = Eicosapentaensaure, * = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).

DHA
Aggregation
Die Messergebnisse der MEA waren in den Versuchsansatzen nach Zugabe von

DHA stimulusubergreifend am deutlichsten darzustellen.

Bei Stimulation mit ADP (A) stellte sich die Aggregation bereits nach Zugabe von
50 yM DHA reduziert um 9,188 AU (con vs. 50 uM: SD 10 AU, 95%-KI [-17,55
bis -0,8271], p = 0,0355) dar.

Fettsaurekonzentrations-abhangig nahm die gemessene Hemmung deutlich zu.
So reduzierte sich die Aggregation nach Zugabe von 250 yM um 10,06 AU (con
vs. 250 pM: SD 9,356 AU, 95%-KI [-17,88 bis -2,24], p = 0,0188), nach Zugabe
von 500 yM um 13,04 AU (con vs. 500 uM: SD 10,4 AU, 95%-KI [-21,74 bis -
4,339], p = 0,0094) und nach Zugabe von 1000 yM um 16,01 AU (con vs. 1000
uM: SD 11,67, 95%-KI [-25,77 bis -6,259], p = 0,006).
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Gleiches galt fur die Messergebnisse der Versuchsansatze, stimuliert mit Kol-
lagen (B). Auch hierbei liel3 sich eine signifikante Reduktion des Messergebnis-
ses im Vergleich zum Kontrollwert um 16,19 AU (con vs. 50 uM: SD 9,131 AU,
95%-KIl [-23,82 bis -8,554], p = 0,0015) bereits nach Zugabe von 50 yM DHA
nachweisen. Die Hemmung der Aggregation zeigte sich auch hier mit steigender
Fettsaurekonzentration deutlicher ausgepragt. Nach Zugabe von 250 uM redu-
zierte sich die Aggregation um 26,05 AU (con vs. 250 uM: SD 12,2 AU, 95%-KI
[-36,1 bis -16], p = 0,0005).

Nach Zugabe von 500 yM reduzierte sich die Aggregation um 38,38 AU (con vs.
500 uM: SD 12,51 AU, 95%-KI [-48,84 bis -27,91], p = <0,0001) und nach Zugabe
von 1000 pyM sogar um 56,13 AU (con vs. 1000 uM: SD 13,33 AU, 95%-KI [-
67,27 bis -44,98], p = <0,0001).

Stimuliert mit Arachidonsaure (C) war die Hemmung der Aggregation ebenfalls
deutlich ausgepragt. Nach Zugabe von 250 yM DHA konnte eine Hemmung der
Aggregation um 16,91 AU (con vs. 250 uM: SD 8,546 AU, 95%-KI [-24,06 bis -
9,768], p = 0,0008) und nach Zugabe von 500 uM um 51,14 AU (con vs. 500 uM:
SD 9,143 AU, 95%-KI [-58,78 bis -43,49], p = <0,0001) nachgewiesen werden.
Besonders deutlich zeigte sich die Reduktion der Aggregation nach Zugabe von
1000 uM DHA mit einer Reduktion der Aggregation um 84,64 AU (con vs. 1000
uM: SD 11,56 AU, 95%-KI [-94,3 bis -74,98], p = <0,0001).
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Abbildung 18: Ergebnisse der MEA bei Zugabe von DHA in vier verschiedenen Konzentrationen

Dargestellt sind die Aggregationsergebnisse in Aggregation Units (AU) unter Verwendung von
ADP (A), Kollagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus, n = 8 (ADP = Adenosindiphosphat,
Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, con = Kontrolle, DHA = Docosahexaensaure, * = p <
0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).
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Aggregationsgeschwindigkeit
Entsprechend der Ergebnisse der Aggregation stellte sich auch die Reduktion
der Aggregationsgeschwindigkeit nach Zugabe von DHA sehr deutlich dar.

So zeigte sich unter Stimulation mit ADP (A) nach Zugabe von 50 uM eine signi-
fikante Reduktion um 0,9 AU/min (con vs. 50 uM: SD 0,9957 AU/min, 95%-KI [-
1,732 bis -0,06757], p = 0,0377). Nach Zugabe von 250 oder 500 yuM DHA zeigte
sich kein signifikantes Messergebnis.

Nach Zugabe von 1000 uM allerdings, zeigte sich wieder eine signifikante Hem-
mung der Aggregationsgeschwindigkeit um 1,463 AU/min (con vs. 1000 yM: SD
1,144 AU/min, 95%-KI [-2,419 bis -0,5062], p = 0,0086).

In den Versuchsansatzen, die mit Kollagen (B) stimuliert wurden, stellte sich die
Minderung der Aggregationsgeschwindigkeit nach Zugabe von allen vier unter-
suchten Fettsaurekonzentrationen signifikant dar.

Unter Zugabe von 50 yM DHA war die Geschwindigkeit bereits um 2,425 AU/min
(con vs. 50 uyM: SD 1,352 AU/min, 95%-KI [-3,555 bis -1,295], p = 0,0014) redu-
ziert. Fettsaurekonzentrationsabhangig nahm die Auspragung der Hemmung der
Aggregationsgeschwindigkeit zu. Nach Zugabe von 250 yM betrug die Hemmung
bereits 3,838 AU/min (con vs. 250 uM: SD 2,706 AU/min, 95%-KI [-6,099 bis -
1,576], p = 0,0051). Die Zugabe von 500 yM fuhrte zu einer Reduktion um 6,175
AU/min (con vs. 500 yM: SD 2,117 AU/min, 95%-KI [-7,945 bis -4,405], p =
<0,0001) und die Zugabe von 1000 yM um 7,888 AU/min (con vs. 1000 uM: SD
1,664 AU/min, 95%-KI [-9,279 bis -6,496], p = <0,0001).

Auch unter Stimulation mit ARA (C) zeigte sich die Aggregationsgeschwindigkeit
nach Zugabe von 250 yM DHA um 2,6888 AU/min (con vs. 250 yM: SD 1,556
AU/min, 95%-KI [-3,99 bis -1,385], p = 0,0018) signifikant reduziert.

Hierbei zeigte sich ebenfalls eine fettsaurekonzentrationsabhangige Zunahme
der Reduktion der Messergebnisse. Nach Zugabe von 500 pM stellte sich die
Geschwindigkeit um 6,275 AU/min (con vs. 500 yM: SD 2,267 AU/min, 95%-KI [-
8,17 bis -4,38], p = 0,0001) und nach Zugabe von 1000 yM um 10,19 AU/min
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(con vs. 1000 pM: SD 2,81 AU/min, 95%-KI [-12,54 bis -7,838], p = <0,0001)

reduziert dar.

£ 25- . . £ 25+ - € 25+
2 2 2 [
< 204 < 204 ° < 20
8 15 8 15 S o 8 15 °
2 < ] o e
= 10- 2 10 N = 10 .
8 ° Q 2 °
3 [&] Q )T
3 5- S 54 _g 5
i AXAMAN  : : .
& o- = 0- 5 0 &
< o <
Con 50 250 5001000 Con 50 250 5001000 Con 50 250 5001000
DHA[pM] DHA [uM] DHA [uM]

Abbildung 19: Ergebnisse der MEA bei Zugabe von DHA in vier verschiedenen Konzentrationen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Aggregationsgeschwindigkeitsmessung (Velocity) in Aggre-
gation Units/min (AU/min) unter Verwendung von ADP (A), Kollagen (B) und Arachidonsaure (C)
als Stimulus, n = 8 (ADP = Adenosindiphosphat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, con =
Kontrolle, DHA = Docosahexaensaure, * = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).

IPE

Aggregation

Anders als nach Zugabe von EPA und DHA und unter Stimulation von ADP, Kol-
lagen und ARA, konnte nach Zugabe von 500 yM IPE in lediglich einem Ver-
suchsansatz unter Stimulation mit ADP (A) eine signifikante Reduktion der Ag-
gregation um 7,275 AU vom Ausgangswert (con vs. 500 uM: SD 7,034 AU, 95%-
Kl [-13,16 bis -1,395], p = 0,0222) nachgewiesen werden.

Die Versuchsansatze nach Stimulation mit Kollagen (B) und ARA (C) zeigten

keine signifikanten Ergebnisse oder Tendenz zur Reduktion der Messwerte im

Vergleich zum Kontrollwert.
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Abbildung 20: Ergebnisse der MEA bei Zugabe von IPE in vier verschiedenen Konzentrationen

Dargestellt sind die Aggregationsergebnisse in Aggregation Units (AU) unter Verwendung von
ADP (A), Kollagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus, n = 8-10 (ADP = Adenosindiphos-
phat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, con = Kontrolle, IPE = Eicosapentaensaureethyl-
ester, * = p < 0,05, ** = p <0,0099, *** = p <0,0009).

Aggregationsgeschwindigkeit

Auch die Untersuchung der Aggregationsgeschwindigkeit nach Zugabe von IPE
und unter Stimulation mit ADP, Kollagen oder ARA zeigte keine signifikanten Er-
gebnisse.

Lediglich nach Zugabe von 50 uM IPE und nach Stimulation mit ADP (A) zeigte
sich eine Tendenz mit einer Reduktion der Geschwindigkeit um 0,6375 AU/min
(con vs. 50 uM: SD 0,7633 AU/min, 95%-KI [-1,276 bis 0,0006631], p = 0,0502).

Gleiches galt fur den Ansatz nach Zugabe von 1000 uM IPE, stimuliert mit ARA
(C). Dabei zeigte sich eine Reduktion um 1,15 AU/min (con vs. 1000 uM: SD
1,641 AU/min, 95%-KI [-2,324 bis 0,02412], p = 0,0539) und damit eine Tendenz
zur Reduktion der Aggregationsgeschwindigkeit.
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Abbildung 21: Ergebnisse der MEA bei Zugabe von IPE in vier verschiedenen Konzentrationen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Aggregationsgeschwindigkeitsmessung (Velocity) in Aggre-
gation Units/min (AU/min) unter Verwendung von ADP (A), Kollagen (B) und Arachidonsaure (C)
als Stimulus, n = 8-10 (ADP = Adenosindiphosphat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, con
= Kontrolle, IPE = Eicosapentaensaureethylester, * = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).

3.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

3.3.1 TXB:-Assay unter Interaktion mit Fettsauren

Nachfolgend dargestellt sind die Ergebnisse der TXB2-Spiegel, ermittelt mittels
ELISA aus dem Plasma der Untersuchungen der LTA nach Zugabe von EPA,
DHA und IPE, jeweils stimuliert mit ADP, Kollagen und Arachidonsaure. Die Er-
gebnisse stellten sich nach Analyse mit wenigen Ausnahmen als nicht signifikant
dar.

Im Folgenden beschrieben sind die signifikanten Ergebnisse.

EPA

Unter Stimulation mit ARA (C:) zeigte sich der TXB2-Spiegel signifikant um 1218
pg/ml reduziert (con vs. 500 yM: SD 1134 pg/ml, 95%-KI [-2407 bis -28,28], p
=0,0464).
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Abbildung 22: Ergebnisse des TXB2-ELISA bei Zugabe von EPA in vier verschiedenen Konzent-
rationen

Dargestellt sind die Ergebnisse der TXB2-Bestimmung als absolute Werte in pg/ml und in % unter
Verwendung von ADP (A), Kollagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus, n = 3-8 (ADP =
Adenosindiphosphat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, MoA [%] = Maximum of Aggrega-
tion, con = Kontrolle, EPA = Eicosapentaensaure, * = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).

IPE

In den Versuchsansatzen der LTA stimuliert mit ARA (C) stellte sich der TXBo-
Spiegel nach Inkubation mit 250 yM IPE um 2,965 % reduziert dar (con vs. 250
MM: SD 2,415 %, 95%-KI [-5,5 bis -0,4302], p =0,0299).

Auch im Versuchsansatz mit 1000 uM IPE zeigte sich der TXB2-Spiegel im
Plasma um 1,432 % reduziert (con vs. 1000 pM: SD 1,135, 95%-KI [-2,623 bis -
0,2404], p =0,0272).
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In absoluten Werten ist ein signifikantes Ergebnis nur im Versuchsansatz nach
Inkubation mit 250 uM IPE und unter Stimulation mit ARA (C2) nachweisbar. Da-
bei zeigt sich der TXB2-Spiegel um 2233 pg/ml reduziert (con vs. 250 yM: SD
2129 pg/ml, 95%-KI [-4202 bis -264,5], p = 0,322).
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Abbildung 23: Ergebnisse des TXB2-ELISA bei Zugabe von IPE in vier verschiedenen Konzent-

rationen

Dargestellt sind die Ergebnisse der TXB: -Bestimmung als absolute Werte in pg/ml und in % unter
Verwendung von ADP (A), Kollagen (B) und Arachidonséaure (C) als Stimulus, n = 6—7 (ADP =
Adenosindiphosphat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure, MoA [%] = Maximum of Aggrega-
tion, con = Kontrolle, IPE = Eicosapentaensaureethylester, * = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p
< 0,0009).

3.3.2 TXB:-Assay unter Interaktion mit ASS und Fettsauren

Im Folgenden dargestellt sind die Ergebnisse der ELISA-Analyse der TXB2-Spie-
gel aus dem Plasma der LTA-Versuche zur Untersuchung der Interaktion der
freien Fettsduren EPA und IPE mit 30 uM ASS. Verwendet als Stimulus wurden

auch hier ADP, Kollagen und Arachidonsaure.
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Die Ergebnisse sind sowohl in relativen Zahlen in %, als auch in absoluten Zahlen

in pg/ml beschrieben und dargestellt.

EPA

In den Versuchsansatzen stimuliert mit ADP (A) stellte sich der TXB2-Spiegel
nach Inkubation mit 30 yM ASS um im Mittel 44,98 % reduziert dar (con vs. 30
MM ASS: SD 6,237 %, 95%-KI [-50,75 bis -39,21], p = < 0,0001).

Auch nach alleiniger Inkubation mit 1 mM EPA zeigte sich der TXB2-Wert um
8,922 % geringer als im Vergleich zur Kontrolle (con vs. 1 mM EPA: SD 4,55 %,
95%-KI [-13,7 bis -4,146], p = 0,0049).

Nach Zugabe von 30 uM ASS und 1 mM EPA war der gemessene TXB2-Wert
um 22,92 % geringer als im Kontrollansatz (con vs. 30 yM ASS + 1 mM EPA: SD
5,361 %, 95%-KI [-28,55 bis -17,3], p = 0,0001).

Im direkten Vergleich zeigte sich der TXB2-Spiegel im Ansatz nach alleiniger Zu-
gabe von 30 yM ASS um 20,32 % geringer als nach Zugabe von 30 yuM ASS und
1 mM EPA (30 uM ASS vs. 30 uM ASS + 1 mM EPA: SD 4,322 %, 95%-KI [15,79
bis 24,86], p = <0,0001).

Der im Plasma nach Inkubation mit 1 mM EPA und 30 yM ASS in Kombination
gemessene TXB2-Wert war im Mittel um 14 % geringer, als nach Inkubation mit
nur 1 mM EPA (1 mM EPA vs. 30 uM ASS + 1 mM EPA: SD 9,121 %, 95%-KI [-
23,57 bis -4,428], p = 0,0132).

Absolute Zahlen

In absoluten Zahlen reduzierte die Zugabe von 30 yM ASS den TXB2-Spiegel im
Plasma nach Stimulation mit ADP (Az2) um 1355 pg/ml (con vs. 30 yM ASS: SD
652,9 pg/ml, 95%-KI [-1958 bis -750,8], p = 0,0015).

Auch nach Zugabe von 1 mM EPA konnte der TXB>-Spiegel um 666,9 pg/ml re-
duziert gemessen werden (con vs. 1 mM EPA: SD 398,5 pg/ml, 95%-KI [-1085
bis -248,7], p = 0,0094).
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Im Vergleich zum Kontrollansatz zeigte sich der TXB2-Spiegel nach Zugabe von
1 mM EPA und 30 uM ASS um im Mittel 1226 pg/ml reduziert (con vs. 30 yM
ASS + 1 mM EPA: SD 687,8 pg/ml, 95%-KI [-1948 bis -504,1], p = 0,0073).

Eine Kombination von 1 mM EPA und 30 uM ASS fuhrte zu einem um 174,3
pg/ml hoheren Messwert des TXB2-Spiegels als die alleinige Inkubation mit 30
MM ASS (30 uM ASS vs. 30 uM ASS + 1 mM EPA: SD 66,78 pg/ml, 95%-KI
[104,3 bis 244,4], p = 0,0014).

Wie auch in relativen Zahlen stellte sich der TXB2-Spiegel im Plasma nach Inku-
bation mit 1 mM EPA im Vergleich zum Ansatz nach Inkubation mit 1 mM EPA
und 30 yM ASS um im Mittel 55,9 pg/ml niedriger dar (1 mM EPA vs. 30 uM ASS
+ 1 mM EPA: SD 539,8 pg/ml, 95%-KI [-1125 bis 7,461], p = 0,0521). Dieses
Ergebnis stellt sich allerdings als knapp nicht signifikant dar.

Im Folgenden dargestellt sind die Ergebnisse der ELISA-Analyse aus dem
Plasma der Ansatze, stimuliert mit Kollagen (B).

Nach Zugabe von 30 yM ASS konnte ein um 24,12 % reduzierter TXB2-Spiegel
nachgewiesen werden (con vs. 30 yM ASS: SD 7,009 %, 95%-KI [-31,48 bis -
16,76], p = 0,0004).

Auch nach Zugabe von 1 mM EPA zeigte sich der TXB2-Spiegel mit deutlicher
Tendenz, aber nicht signifikant um im Mittel 3,477 % geringer als im Kontrollan-
satz (con vs. 1 mM EPA: SD 3,616 %, 95%-KI [-7,272 bis 0,3183], p = 0,0652).

Der gemessene TXB>-Spiegel aus dem Plasma des Ansatzes nach Inkubation
mit 30 yM ASS und 1 mM EPA in Kombination ergab im Vergleich zum Kon-
trollansatz einen um 10,47 % geringeren Messwert (con vs. 30 yM ASS + 1 mM
EPA: SD 5,025 %, 95%-KI [-15,74 bis -5,194], p = 0,0038).

Vergleicht man die Messergebnisse aus dem Plasma nach Inkubation mit der
Kombination aus ASS und EPA mit dem Ergebnis nach alleiniger Inkubation mit
30 uM ASS, so ergab sich nach Analyse aus dem Kombinationsansatz ein um
13,65 % hoherer TXB2-Spiegel als aus dem Plasma des Ansatzes nach alleiniger
Zugabe von 30 uM ASS (30 uM ASS vs. 30 uM ASS + 1 mM EPA: SD 9,567 %,
95%-KI [3,613 bis 23,69], p =0,0174).
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Anders als zuvor beschrieben in Bezug auf ASS, zeigte sich nach Messung des
TXB2-Spiegels aus dem Plasma nach Zugabe der Kombination von EPA und
ASS ein um 6,99 % geringerer Messwert als aus dem Plasma des Ansatzes nach
alleiniger Inkubation mit 1 mM EPA (1 mM EPA vs. 30 uM ASS + 1 mM EPA: SD
2,432 %, 95%-KI [-9,542 bis -4,438], p = 0,0009).

Absolute Zahlen

Auch in absoluten Zahlen zeigte sich nach Stimulation der TXB2-Spiegel aus den
Ansatzen, stimuliert mit Kollagen (B2) und nach Zugabe von 30 uM ASS redu-
ziert. Die Reduktion im Vergleich zum Kontrollansatz aus der LTA betrug dabei
2655 pg/ml (con vs. 30 yM ASS: SD 944,6 pg/ml, 95%-KI [-3646 bis -1663], p =
0,001).

Auch die Analyse des TXB>-Spiegels aus dem Plasma nach Zugabe von 1 mM
EPA ergab entsprechend dem Ergebnis in relativen Zahlen einen nicht signifi-
kanten, aber im Mittel um 781,5 pg/ml geringeren Messwert als der Messwert
ermittelt aus dem Plasma des Kontrollansatzes (con vs. 1 mM EPA: SD 763,6
pg/ml, 95%-KI [-1583 bis 19,82], p = 0,054).

Die Kombination aus 30 yM ASS und 1 mM EPA fuhrte im Plasma zu einem um
1874 pg/ml geringeren TXB2-Messwert als im Plasma des Kontrollansatzes (con
vs. 30 yM ASS + 1 mM EPA: SD 1110 pg/ml, 95%-KI [-3039 bis -710], p = 0,009).

Vergleicht man die TXB2-Messwerte aus dem Plasma der Ansatze nach alleini-
ger Zugabe von 30 yM ASS und nach Zugabe von 30 yM ASS und 1 mM EPA,
so zeigte sich ein um 780,3 pg/ml hoherer Messwert aus dem Plasma des An-
satzes untersucht nach Zugabe der Kombination von 30 yM ASS und 1 mM EPA
(30 yM ASS vs. 30 yM ASS + 1 mM EPA: SD 365,5 pg/ml, 95%-KI [396,7 bis
1164], p = 0,0034).

Anders stellte sich das Ergebnis im Vergleich zwischen dem Messwert aus dem
Kombinationsansatz und dem Messwert nach alleiniger Zugabe von 1 mM EPA
dar. Dabei war im Plasma des Kombinationsansatzes ein um 1093 pg/ml gerin-

gerer TXB2-Spiegel als im Plasma des Ansatzes nach alleiniger Zugabe von 1
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mM EPA nachweisbar (1 mM EPA vs. 30 uM ASS + 1 mM EPA: SD 721,3 pg/ml,
95%-KI [-1850 bis -335,9], p = 0,0138).

Analysiert man die TXB2-Spiegel aus dem Plasma der Ansatze stimuliert mit ARA
(C), so zeigte sich der TXB2-Spiegel nach Zugabe von 30 uM ASS um 8,688 %
reduziert (con vs. 30 yM ASS: SD 2,878 %, 95%-KI [-13,27 bis -4,108], p =
0,0091).

Nicht signifikant, aber im Mittel um 0,7767 % geringer, stellte sich der TXB2>-Spie-
gel aus dem Plasma des LTA-Ansatzes nach Zugabe von 1 mM EPA im Ver-
gleich zum TXB2-Spiegel aus dem Kontrollansatz dar (con vs. 1 mM EPA: SD
4,288 %, 95%-KI [-11,43 bis 9,876], p = 0,7834)

Auch der Messwert des TXB2-Spiegels aus dem Plasma nach Inkubation mit der
Kombination aus 30 uM ASS und 1 mM EPA zeigte sich nicht signifikant, aber
mit bestehender Tendenz um 5,977 % geringer als der Messwert ermittelt aus
dem Plasma des Kontrollansatzes (con vs. 30 yM ASS + 1 mM EPA: SD 4,541
%, 95%-KI [-17,26 bis 5,303], p = 0,1502).

Im Vergleich zum Messwert aus dem Plasma des Ansatzes nach alleiniger Inku-
bation mit 30 uM ASS scheint der TXB2-Messwert im Plasma des Ansatzes nach
Inkubation mit 30 yM ASS und 1 mM EPA, um im Mittel 3,763 % hoher zu sein
(30 uM ASS vs. 30 yM ASS + 1 mM EPA: SD 2,144 %, 95%-KI [-1,563 bis 9,09],
p =0,0933). Dieses Ergebnis prasentiert sich als knapp nicht signifikant.

Im Kontrast dazu, zeigt sich der TXB2-Messwert aus dem Plasma des Kombina-
tionsansatzes im Vergleich zum Ansatz nach alleiniger Inkubation mit 1 mM EPA
um signifikante 5,2 % geringer (1 mM EPA vs. 30 yM ASS + 1 mM EPA: SD
0,7662 %, 95%-KI [-7,103 bis -3,297], p = 0,0072).

Absolute Zahlen

Die zuvor in relativen Zahlen beschriebenen Ergebnisse lassen sich auch in ab-

soluten Zahlen berechnet nachvollziehen.
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So war der TXB2-Spiegel im Plasma nach Inkubation mit 30 yM ASS um 2925
pg/ml geringer als im Kontrollansatz (con vs. 30 yM ASS: SD 601,8 pg/ml, 95%-
KI [-3882 bis -1967], p = 0,0023).

Auch im Plasma nach Zugabe von 1 mM EPA zeigte sich der TXB2-Spiegel nicht
signifikant, aber mit bestehender Tendenz um im Mittel 77,6 pg/ml geringer als
im Kontrollansatz (con vs. 1 mM EPA: SD 2100 pg/ml, 95%-KI [-5293 bis 5138],
p = 0,9548).

Ebenfalls nicht signifikant, aber im Mittel um 1945 pg/ml reduziert, stellte sich der
Messwert des TXB2-Spiegels aus dem Plasma des Ansatzes nach Inkubation mit
30 yM ASS und 1 mM EPA im Vergleich zum Messwert aus dem Plasma des
Kontrollansatzes dar (con vs. 30 uM ASS + 1 mM EPA: SD 1466 pg/ml, 95%-KI
[-5588 bis 1697], p = 0,1484).

Vergleicht man den TXB2-Spiegel aus dem Plasma nach Inkubation mit 30 yM
ASS mit dem Spiegel aus dem Plasma nach Inkubation mit 30 yM ASS und 1
mM EPA, so zeigt sich der Messwert im Kombinationsansatz nicht signifikant,
aber gemittelt um 1021 pg/ml hoher als im Ansatz nach alleiniger Zugabe von 30
MM ASS (30 uM ASS vs. 30 uM ASS + 1 mM EPA: SD 917,8 pg/ml, 95%-KI [-
1259 bis 3301], p = 0,1938).

Verglichen mit dem Messwert aus dem Plasma nach alleiniger Zugabe von 1 mM
EPA ergab sich ein um 1868 pg/ml geringerer TXB2-Spiegel aus dem Plasma
des Kombinationsansatzes aus 1 mM EPA und 30 uM ASS (1 mM EPA vs. 30
MM ASS + 1 mM EPA: SD 829,5 pg/ml, 95%-KI [-3928 bis 192,6], p = 0,0599).
Dieser Wert prasentierte sich nur knapp nicht signifikant.

. 120 120 _ 120
S IS 2
10 . = 100 . oere K00
X 8 X 80 oo X 80
B 60 B 60 B 60
S Iy S 3
T 40 g 40 2 40
a = <
o = 20
o} 20 8 20 9(:
< 0 0 0

ASS 30uM , 30uM ASS - 30uM - 30uM

. , - - M mM
EPA - - mM 1mM EPA mM TmM EPA m m



Ergebnisse

Ao B2

10000 10000

8000
10000

6000

8000
8000
4000

Co
(]
6000
A L]
° 3 4000
2000 @ 2000
.
\ el ) o
ASS - 30pM - 30pM ASS - 30uM - 30pM
EPA - - 1mM 1mM EPA - - 1mM 1mM

6000
4000
2000

Coll induced TXB, [pg/ml]
ARA induced TXB, [pg/ml]

ADP induced TXB, [pg/ml]

.
ASS - 30pM - 30pM
EPA - - 1mM 1mM

°

Abbildung 24: Ergebnisse des TXB2-ELISA bei Zugabe von 1 mM EPA und nach Zugabe von
30 uM ASS

Dargestellt sind die Ergebnisse der TXB2-Bestimmung als absolute Werte in pg/ml und in % unter
Verwendung von ADP (A), Kollagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus und nach Zugabe
von 30 uM ASS, n = 3-9 (ADP = Adenosindiphosphat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure,
MoA [%] = Maximum of Aggregation, con = Kontrolle, EPA = Eicosapentaensaure, ASS = Ace-
tylsalicylsaure, * = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).

IPE

Neben den Ansatzen nach Zugabe von EPA und in Interaktion mit ASS wurden
auch die TXB2-Spiegel aus dem Plasma der Ansatze nach Inkubation mit IPE

und in Interaktion mit ASS analysiert.

So stellte sich der Messwert des TXB>-Spiegels im Plasma des Ansatzes, stimu-
liert mit ADP (A), nach Zugabe von 30 uM ASS um 46,73 % geringer dar als im
Plasma des Kontrollansatzes (con vs. 30 yM ASS: SD 16,54 %, 95%-KI [-60,56
bis -32,91], p = < 0,0001).

Der TXB2-Messwert aus dem Plasma nach Inkubation mit 1 mM IPE stellte sich
um durchschnittlich 5,212 % hoher dar als der Spiegel im Kontrollansatz (con vs.
1 mM IPE: SD 12,5 %, 95%-KI [-7,902 bis 18,33], p = 0,3538). Dieses Ergebnis
war nicht signifikant.

Deutlicher ausgepragt war die Reduktion des TXB>-Spiegels im Plasma nach In-
kubation mit 30 uM ASS und 1 mM IPE in Kombination im Vergleich zum Spiegel
im Plasma des Kontrollansatzes. Dieser zeigte sich dabei um 48,02 % signifikant
reduziert (con vs. 30 yM ASS + 1 mM IPE: SD 24,37 %, 95%-KI [-73,59 bis -
22,45], p = 0,0048).
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Nicht signifikant und nur um 0,2 % geringer stellte sich der TXB2-Messwert aus
dem Plasma nach Inkubation mit der Kombination aus 30 yM ASS und 1 mM IPE
im Vergleich zur alleinigen Inkubation mit 30 uM ASS dar (30 yM ASS vs. 30 uM
ASS + 1 mM IPE: SD 8,175 %, 95%-KI [-8,779 bis 8,379], p = 0,9545).
Vergleicht man allerdings die Spiegel aus dem Plasma nach Inkubation mit ASS
und IPE in Kombination mit dem Spiegel aus dem Plasma nach alleiniger Inku-
bation mit 1 mM IPE, so ergab sich ein signifikant um 53,23 % geringerer Mess-
wert im Plasma des Ansatzes nach Zugabe von ASS und IPE (1 mM IPE vs. 30
MM ASS + 1 mM IPE: SD 17,32 %, 95%-KI [-71,41 bis -35,05], p = 0,0007).

Absolute Zahlen

Auch der absolute Messwert des TXB2-Spiegels zeigte sich im Plasma des An-
satzes stimuliert mit ADP (Az2) und nach Zugabe von ASS um signifikante 1059
pg/ml reduziert (con vs. 30 yM ASS: SD 584,7 pg/ml, 95%-KI [-1547 bis -569,8],
p = 0,0014).

Wie bereits in relativen Zahlen gezeigt, ergab sich aus dem Plasma des Ansatzes
nach Zugabe von 1 mM IPE ein gemittelt 504,8 pg/ml hoherer TXB2-Spiegel als
im Kontrollansatz (con vs. 1 mM IPE: SD 1143 pg/ml, 95%-KI [-694,7 bis 1704],
p = 0,3288). Dieses Ergebnis war nicht signifikant.

Signifikant geringer stellte sich der ermittelte TXB2-Spiegel aus dem Plasma
nach Zugabe von 30 uM ASS und 1 mM IPE im Vergleich zum Plasma aus dem
Kontrollansatz dar. Dieser war dabei um 944,3 pg/ml niedriger (con vs. 30 uM
ASS + 1 mM IPE: SD 663,3 pg/ml, 95%-KI [-1640 bis -248,2], p = 0,0175).

Nicht signifikant und nur um 7,439 pg/ml geringer stellte sich der TXB2-Messwert
aus dem Plasma nach Inkubation mit der Kombination aus 30 yM ASS und 1 mM
IPE im Vergleich zur alleinigen Inkubation mit 30 yM ASS dar (30 uM ASS vs. 30
MM ASS + 1 mM IPE: SD 27,6 pg/ml, 95%-KI [-21,52 bis 36,4], p = 0,5382).

Im Vergleich zum TXB2-Spiegel aus dem Plasma nach alleiniger Zugabe von 1
mM IPE stellte sich der TXB2-Spiegel aus dem Plasma des Ansatzes nach Inku-
bation mit 1 mM IPE und 30 uM ASS um 1449 pg/ml geringer dar (1 mM IPE vs.
30 uM ASS + 1 mM IPE: SD 1341 pg/ml, 95%-KI [-2857 bis -41,28], p = 0,0456).
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Der Messwert des TXB2-Spiegels im Plasma des Ansatzes stimuliert mit Kol-
lagen (B) nach Zugabe von 30 pM ASS stellte sich um 28,82 % geringer dar als
im Plasma des Kontrollansatzes (con vs. 30 yM ASS: SD 21,36 %, 95%-KI [-
47,68 bis -11,96], p = 0,0055).

Der TXB2-Messwert aus dem Plasma nach Inkubation mit 1 mM IPE stellte sich
wie bei ADP nicht signifikant, aber um durchschnittlich 1,247 % hoher dar als der
Spiegel im Kontrollansatz (con vs. 1 mM IPE: SD 2,541 %, 95%-KI [-1,42 bis
3,914], p = 0,2833).

Deutlicher ausgepragt war die Reduktion des TXB>-Spiegels im Plasma nach In-
kubation mit 30 uM ASS und 1 mM IPE in Kombination im Vergleich zum Spiegel
im Plasma des Kontrollansatzes. Dieser zeigte sich dabei um 21,65 % signifikant
reduziert (con vs. 30 uM ASS + 1 mM IPE: SD 17,79 %, 95%-KI [-40,32 bis -
2,979], p = 0,0308).

Der TXB2-Spiegel im Plasma des Ansatzes nach Zugabe von 30 uM ASS und 1
mM IPE stellte sich um 10,88 % hoher dar als im Plasma des Ansatzes nach
alleiniger Zugabe von 30 pM ASS (30 uM ASS vs. 30 uM ASS + 1 mM IPE: SD
10,34 %, 95%-KI [0,01957 bis 21,73], p = 0,0497).

Im direkten Vergleich des Spiegels aus dem Plasma nach Inkubation mit ASS
und IPE in Kombination mit dem Spiegel aus dem Plasma nach alleiniger Inku-
bation mit 1 mM IPE, ergab sich ein signifikant um 22,9 % geringerer Messwert
im Plasma des Ansatzes nach Zugabe von ASS und IPE (1 mM IPE vs. 30 uM
ASS + 1 mM IPE: SD 16,42 %, 95%-KI [-40,13 bis -5,665], p = 0,0189).

Absolute Zahlen

Um 2450 pg/ml reduziert stellte sich der TXB2-Spiegel im Plasma des Ansatzes
nach Zugabe von 30 yM ASS im Vergleich zum Ergebnis aus dem Plasma des
Kontrollansatzes, stimuliert mit Kollagen (B2), dar (con vs. 30 uM ASS: SD 1303
pg/ml, 95%-KI [-3540 bis -1361], p = 0,0011).

Wie bereits in relativen Zahlen nachweisbar, so ergab sich aus dem Plasma des

Ansatzes nach Zugabe von 1 mM IPE ein gemittelt nicht signifikant um 511,8
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pg/ml hoherer TXB2-Spiegel als im Kontrollansatz (con vs. 1 mM IPE: SD 756,9
pg/ml, 95%-KI [-282,5 bis 1306], p = 0,1585).

Signifikant geringer mit 2690 pg/ml stellte sich der ermittelte TXB2-Spiegel aus
dem Plasma nach Zugabe von 30 yM ASS und 1 mM IPE im Vergleich zum
Plasma aus dem Kontrollansatz dar (con vs. 30 yM ASS + 1 mM IPE: SD 1235
pg/ml, 95%-KI [-4224 bis -1157], p = 0,0082).

Anders als in relativen Zahlen nicht signifikant, aber ebenfalls gemittelt mit 214,8
pg/ml hoher stellte sich das Messergebnis des TXB2-Spiegels aus dem Plasma
des Ansatzes nach Zugabe von 30 yM ASS und 1 mM IPE im Vergleich zum
Plasma des Ansatzes nach alleiniger Zugabe von 30 yM ASS dar (30 uM ASS
vs. 30 uM ASS + 1 mM IPE: SD 347,3 pg/ml, 95%-KI [-216,4 bis 646], p = 0,2389)
Vergleicht man die Spiegel aus dem Plasma nach Inkubation mit ASS und IPE in
Kombination mit dem Spiegel aus dem Plasma nach alleiniger Inkubation mit 1
mM IPE, so ergab sich ein um 2999 pg/ml geringerer Messwert im Plasma des
Ansatzes nach Zugabe von ASS und IPE (1 mM IPE vs. 30 yM ASS + 1 mM IPE:
SD 1628 pg/ml, 95%-KI [-5020 bis -978,3], p = 0,0146).

Ahnliche Ergebnisse wie zuvor beschrieben ergaben die Analysen der TXBg-
Spiegel aus dem Plasma der mit ARA (C) stimulierten Ansatze.

In diesen Versuchsansatzen stellte sich der TXB2-Spiegel nach Inkubation mit 30
MM ASS um im Mittel 8,978 % reduziert dar (con vs. 30 uM ASS: SD 4,054 %,
95%-KI [-15,43 bis -2,527], p = 0,0214)

Der TXB2>-Messwert aus dem Plasma nach Inkubation mit 1 mM IPE stellte sich
um durchschnittlich 1,498 % geringer dar als der Spiegel im Kontrollansatz (con
vs. 1 mM IPE: SD 2,876 %, 95%-KI [-6,075 bis 3,08], p = 0,3743). Dieses Ergeb-

nis stellte sich als nicht signifikant dar.

Signifikant geringer stellte sich der ermittelte TXB2-Spiegel aus dem Plasma nach
Zugabe von 30 yM ASS und 1 mM IPE im Vergleich zum Plasma aus dem Kon-
trollansatz dar. Dieser war dabei um 12,61 % niedriger (con vs. 30 yM ASS + 1
mM IPE: SD 4,867 %, 95%-KI [-20,35 bis -4,863], p = 0,014).
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Nicht signifikant geringer stellte sich der TXB2-Messwert aus dem Plasma nach
Inkubation mit der Kombination aus 30 yM ASS und 1 mM IPE im Vergleich zur
alleinigen Inkubation mit 30 uM ASS dar. Die Differenz betrug dabei 3,63 % (30
MM ASS vs. 30 uM ASS + 1 mM IPE: SD 5,634 %, 95%-KI [-12,6 bis 5,336], p =
0,2879).

Der im Plasma nach Inkubation mit 1 mM IPE und 30 uM ASS in Kombination
gemessene TXBz2-Wert war im Mittel um 11,11 % geringer als nach Inkubation
mit nur 1 mM IPE (1 mM IPE vs. 30 uM ASS + 1 mM IPE: SD 3,439 %, 95%-KI
[-16,58 bis -5,638], p = 0,0075).

Absolute Zahlen

Stimuliert mit ARA (C2) und nach Inkubation mit 30 uM ASS ergab sich, wie be-
reits in relativen Zahlen beschrieben, ein um 2961 pg/ml reduzierter TXB2-Spie-
gel im Plasma im Vergleich zum Kontrollansatz (con vs. 30 uM ASS: SD 588, 1
pg/ml, 95%-KI [-3896 bis -2025], p = 0,0021).

Nicht signifikant, aber im Mittel um 761,1 pg/ml geringer stellte sich der gemes-
sene TXB2-Spiegel im Plasma nach Inkubation mit 1 mM IPE im Vergleich zum
Plasma des Kontrollansatzes dar (con vs. 1 mM IPE: SD 1448 pg/ml, 95%-KIl [-
3065 bis 1543], p = 0,3704).

Signifikant geringer mit 3863 pg/ml stellte sich der ermittelte TXB2-Spiegel aus
dem Plasma nach Zugabe von 30 yM ASS und 1 mM IPE im Vergleich zum
Plasma aus dem Kontrollansatz dar (con vs. 30 yM ASS + 1 mM IPE: SD 1752
pg/ml, 95%-KI [-6650 bis -1075], p = 0,0216).

Nicht signifikant um 902,2 pg/ml geringer stellte sich der TXB2-Messwert aus dem
Plasma nach Inkubation mit der Kombination aus 30 yM ASS und 1 mM IPE im
Vergleich zur alleinigen Inkubation mit 30 yM ASS dar (30 yM ASS vs. 30 uM
ASS + 1 mM IPE: SD 1436 pg/ml, 95%-KI [-3187 bis 1383], p = 0,2979)

Vergleicht man allerdings die Spiegel aus dem Plasma nach Inkubation mit ASS
und IPE in Kombination mit dem Spiegel aus dem Plasma nach alleiniger Inku-
bation mit 1 mM IPE, so ergab sich ein geringerer Messwert im Plasma des An-

satzes nach Zugabe von ASS und IPE. Die Differenz zwischen den beiden An-
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satzen betrug dabei signifikante 3102 pg/ml (1 mM IPE vs. 30 yM ASS + 1 mM
IPE: SD 686,9 pg/ml, 95%-KI [-4195 bis -2009], p = 0,0029).
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Abbildung 25: Ergebnisse des TXB2- ELISA bei Zugabe von 1 mM IPE und nach Zugabe von
30 uM ASS

Dargestellt sind die Ergebnisse der TXB2-Bestimmung als absolute Werte in pg/ml und in % unter
Verwendung von ADP (A), Kollagen (B) und Arachidonsaure (C) als Stimulus und nach Zugabe
von 30 uM ASS, n = 4-9 (ADP = Adenosindiphosphat, Coll = Kollagen, ARA = Arachidonsaure,
MoA [%] = Maximum of Aggregation, con = Kontrolle, IPE = Eicosapentaensaureethylester, ASS
= Acetylsalicylsaure, * = p < 0,05, ** = p < 0,0099, *** = p < 0,0009).
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4 Diskussion

4.1 Hauptergebnisse

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass EPA, DHA und IPE in vitro signifi-
kante Effekte auf Thrombozyten haben und damit moglicherweise einen protek-
tiven Effekt auf kardiovaskulare Erkrankungen haben konnten. Die Hauptergeb-

nisse der vorliegenden Arbeit sind:

1. EPA, DHA und IPE hemmen die Thrombozytenaggregation im Plasma

2. EPA, DHA und IPE hemmen auch in Anwesenheit von ASS mit additivem
Effekt die Thrombozytenaggregation im Plasma

3. EPA und DHA hemmen in Kombination auch in Anwesenheit von ASS mit
additivem Effekt die Thrombozytenaggregation im Plasma

4. EPA und DHA hemmen die Aggregation und Aggregationsgeschwindig-
keit in Vollblut

5. ASS hemmt die TXB2-Freisetzung aus Thrombozyten

6. ASS und EPA, bzw. ASS und IPE hemmen die TXB2-Synthese starker als
die Fettsaure, nicht aber als ASS allein

Lichttransmissionsaggregometrie — Interaktion mit Fettsauren

Anhand der Ergebnisse, ermittelt im Rahmen der Versuche mit Lichttransmissi-
onsaggregometrie, kann angenommen werden, dass alle drei verwendeten Fett-
sauren die Thrombozytenaggregation im Plasma hemmen.

Dies zeigt sich deutlich ab Konzentrationen von 250 yM, in einigen Versuchsan-
satzen bereits ab 50 yM und unabhangig vom Stimulus. Die Hemmung der Ag-
gregation nahm dabei in Abhangigkeit von der Fettsaurekonzentration zu.
Stimuliert mit Arachidonsaure war die Hemmung in Abhangigkeit von der Fett-
saurekonzentration und im Vergleich zu den anderen verwendeten Stimuli am
ausgepragtesten. Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit darauf zurickzufuhren,
dass, wie in bereits fruhen Untersuchungen gezeigt, ARA und die daraus entste-
henden Metabolite einen stimulierenden Effekt auf den Metabolismus von EPA
haben.[67]
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Gleichzeitig zeigte sich unter Stimulation mit Arachidonsaure auler nach Inku-
bation mit IPE die grof3te Streubreite.

Bezieht man die Streubreite auf die Fettsauren, so zeigt sich nach Zugabe von
EPA stimulusubergreifend die grofte Streubreite der Ergebnisse.

Beides ist moglicherweise zurtuckzufuhren auf individuelle Unterschiede bezug-
lich der Sensibilitat der Thrombozyten im Probandenplasma auf die einzelnen

Stimuli und Fettsauren.

Betrachtet man jeweils die Ergebnisse nach Zugabe von 1000 pM der Fettsaure,
so zeigte sich, dass stimuliert mit ADP, IPE das grof3te Hemmpotenzial mit einer
Hemmung des MoA um 25,53 %, gefolgt von EPA mit 14,95 % und DHA in nur
geringem Abstand mit 14,91 % besitzt.

Auch in Bezug auf die Stimulation mit Kollagen zeigte IPE die am starksten aus-
gepragte Hemmung mit einer Reduktion der Thrombozytenaggregation um 28,07
%, wieder gefolgt von EPA mit 17,91 % und DHA mit 13,31 %, wobei EPA in
diesem Fall mit 4,6 % das im Vergleich zu DHA deutlich ausgepragtere Hemm-
potenzial zeigte als zuvor nach Stimulation mit ADP.

Im Falle der Ansatze, stimuliert mit Arachidonsaure, ergaben die Ergebnisse, an-
ders als in den Ansatzen stimuliert mit ADP oder Kollagen, dass EPA mit 66,93
% den groRten hemmenden Einfluss auf die Thrombozytenaggregation zu besit-
zen scheint. Auch DHA zeigte eine deutlich hemmende Wirkung mit einer Re-
duktion des MoA um 58,41 %. Der geringste, aber immer noch deutlich ausge-
pragte Effekt lie3 sich bei IPE mit einer Hemmung der Thrombozytenaggregation

um 23,63 % nachweisen.

Als Ausnahme zu erwahnen gilt bei der LTA das Ergebnis nach Zugabe von 50
MM IPE und unter Stimulation mit Arachidonsaure. Dabei war das MoA deutlich
signifikant gesteigert im Vergleich zum Kontrollansatz. Dieses Ergebnis lasst ver-
muten, dass zumindest niedrige Konzentrationen von IPE einen prokoagulatori-
schen Effekt haben konnten. Dies kdnnte zusammenhangen mit der Umwand-
lung der Fettsauren durch die Cyclooxygenase 1.

Auch unter Stimulation mit ADP zeigt sich diese Tendenz trotz nicht signifikantem

Ergebnis deutlich.
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Ob eine Steigerung des MoA auch unter Stimulation mit Kollagen und nach Zu-

gabe von 50 uM IPE erreicht wurde, muss weiter untersucht werden.

Anhand der Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass die Einnahme
von freien Fettsauren im Rahmen der Nahrungserganzung einen gerinnungs-
hemmenden Effekt und damit einen protektiven Effekt auf das Herz-Kreislauf-

System haben konnte.

Lichttransmissionsaggregometrie — Interaktion mit ASS

Dass Acetylsalicylsaure die Thrombozytenaggregation Uber eine Hemmung der
Cyclooxygenase 1 hemmt, ist lange bekannt. [68]

Dies konnte durch die Ergebnisse der LTA mit Ausnahme der Versuchsansatze
stimuliert mit Kollagen und im Falle der Versuchsansatze nach Zugabe von IPE
und stimuliert mit Arachidonsaure bestatigt werden.

In den Ansatzen ohne signifikantes Ergebnis ist davon auszugehen, dass die Er-
hohung der Probandenzahl das Ergebnis beeinflussen konnte, da sich eine deut-

liche Tendenz zur Hemmung abzeichnet.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde untersucht, ob ungesattigte, langkettige
freie Fettsauren einen Einfluss auf den hemmenden Effekt von ASS besitzen und
wenn ja, in welcher Form die untersuchten freien Fettsauren mit ASS interagie-
ren.

Dabei besonders interessant ist die Fragestellung, ob freie Fettsauren einen ad-

ditiven Effekt auf die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch ASS haben.

EPA

Die Ergebnisse der LTA zeigen deutlich, dass die Zugabe von ASS und 1 mM
EPA in Kombination zu einer starkeren Hemmung der Aggregation als ASS und
EPA jeweils allein fuhrt.

Im Vergleich zu Kontrolle hemmt die Kombination aus ASS und EPA signifikant.
Auch im Vergleich nach Zusatz von nur ASS 30 uM oder 1 mM EPA hemmt die
Kombination aus Fettsdure und ASS die Thrombozytenaggregation stimulusun-

abhangig signifikant starker. Als Ausnahme zu erwahnen, gelten dabei die An-
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satze stimuliert mit Arachidonsaure. Dabei zeigte sich nach Zugabe der Kombi-
nation von ASS und EPA im Vergleich zur alleinigen Zugabe von ASS und EPA
eine deutliche, aber in der Analyse als nicht signifikant berechnete Tendenz zur

verstarkten Hemmung.

IPE

Auch ASS und 1 mM IPE fuhrten in Kombination zu einer starkeren Hemmung
der Aggregation als ASS und IPE jeweils allein.

Wie bereits bei EPA und ASS, konnte auch diese Kombination im Vergleich zur
Kontrolle ein signifikantes Ergebnis in Bezug auf die Hemmung der Thrombozy-
tenaggregation erzielen.

Auch hier zeigten sich stimulusunabhangig im Vergleich zu den Ansatzen nach
alleiniger Inkubation mit ASS 30 uM oder 1 mM IPE eine signifikant starkere
Hemmung nach Zugabe der Kombination aus ASS und IPE.

Lediglich unter Stimulation mit Kollagen zeigte sich die Thrombozytenaggrega-
tion nach Zugabe der Kombination aus ASS und IPE im Vergleich zu dem Ergeb-
nis nach alleiniger Zugabe von 1 mM IPE zwar deutlich, aber nicht signifikant

reduziert.

DHA

Im Falle von DHA wurden o. g. Untersuchungen ebenfalls durchgefuhrt, erganzt
durch Untersuchungen nach Zugabe einer Kombination aus EPA und DHA im
Verhaltnis 3: 1.

Verglichen mit dem MoA des Kontrollansatzes und stimuliert mit ADP und Kol-
lagen hemmten ASS und DHA in Kombination signifikant und ebenfalls starker
als jeweils allein.

Dieser Effekt konnte allerdings unter Stimulation mit Arachidonsaure nicht erzielt
werden. Dabei zeigte die alleinige Zugabe von ASS einen signifikant starkeren
hemmenden Effekt als die Kombination aus ASS und DHA — warum?

Im Vergleich zu 1 mM DHA alleine hemmte die Kombination aus DHA und ASS

allerdings starker.
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Kombination aus EPA + DHA

Da in den vorherigen Versuchen nicht erfolgt, wurden zur Vervollstandigung und
zu Vergleichszwecken untersucht, ob 750 yM EPA in der LTA das MoA signifi-
kant hemmen. In den Versuchsansatzen konnte stimulusunabhangig nachgewie-
sen werden, dass auch die Inkubation mit 750 yM EPA die Thrombozytenaggre-
gation signifikant hemmt.

Aus den vorherigen Versuchen ist bereits bekannt, dass das MoA durch die Zu-
gabe von 250 yM DHA reduziert wird und somit von einem aggregationshem-

menden Effekt auch dieser Fettsdurekonzentration ausgegangen werden kann.

Auch die Kombination aus 250 yM DHA und 750 uM EPA reduzierte unabhangig
vom verwendeten Stimulus das MoA und bewies somit eine signifikant hem-
mende Wirkung auf die Thrombozytenaggregation im Plasma.

Interessant ist dabei, ob die 0. g. Kombination auch eine starker hemmende Wir-
kung auf die Thrombozytenaggregation zeigte als die Fettsauren jeweils allein.
Und auch hier konnte stimulusunabhangig gezeigt werden, dass die Kombination
aus EPA und DHA mit einer sich ergebenden Gesamtkonzentration von 1 mM
FFA eine signifikant starkere Hemmung des MoA hervorrief als die Fettsauren in
den Konzentrationen von 250 yM und 750 pM jeweils allein.

Somit ist davon auszugehen, dass die Kombination zweier Fettsduren keines-
wegs zu einer Konkurrenz um die Bindungsstelle des verstoffwechselnden En-
zyms und damit zu einer gegenseitigen Wirkaufhebung fuhrt, sondern vielmehr
zu einer verstarkten Wirkung durch die reine Steigerung der zu antikoagulato-
risch wirkenden Metaboliten verstoffwechselten Fettsauremenge. Demnach ist
die Kombination zweier Fettsauren der alleinigen Supplementierung vermeintlich
Uberlegen.

Fraglich ist jedoch, ob 1 mM der Fettsauren DHA, EPA und IPE der Kombination
aus EPA und DHA unterlegen sind. Dazu musste in vitro weiterfUhrenden Unter-
suchungen angestellt werden.

Aus klinischen Studien lasst sich bisher allerdings kein eindeutiger Vorteil der
Kombination zweier Fettsauren in Praparaten der Nahrungserganzung ableiten.

Vielversprechende Ergebnisse wurden bisher mit einem reinen IPE-Praparat im
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Rahmen der REDUCE IT-Studie und mit einem reinen EPA-haltigen Praparat im
Rahmen der JELIS-Studie erzielt.[63, 64]

Vergleicht man die Ergebnisse des MoA nach Inkubation mit der Kombination
aus 750 yM EPA und 250 uM mit dem Ergebnis nach Zugabe von 30 uM ASS,
so lasst sich feststellen, dass stimuliert mit ADP, Kollagen die Fettsaurekombi-
nation das MoA starker reduziert als ASS. Somit kann davon ausgegangen wer-
den, dass Uber diesen Stimulationsweg der primaren Hamostase die Fettsaure-
kombination der Therapie mit ASS Uberlegen ist.

In den Ansatzen stimuliert mit ARA konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen wer-
den. Dabei zeigte ASS die signifikant starker hemmende Wirkung auf die Throm-
bozytenaggregation.

Dies konnte moglicherweise streuungsbedingt sein betrachtet man die Verteilung
der Ergebnisse. Eine Erhohung der Probandenzahl konnte an dieser Stelle Auf-
schluss bringen. Sollte sich das Ergebnis dennoch bestatigten, so kdnnte eine
Begrundung fur die unterschiedlichen Ergebnisse sein, dass ARA als verwende-
ter Stimulus, wie auch ASS und die FFA ebenfalls an die COX bindet. Die aus-
gepragteren Konkurrenzverhaltnisse konnten abhangig von der Affinitat das Er-
gebnis erklaren.

Bestehende Studien zu diesem Thema konnten bereits zeigen, dass EPA und

Arachidonsaure eine ahnliche Bindungsaffinitat an der COX1 besitzen.[69]

Hemmt die Kombination aus EPA, DHA und ASS starker als ASS alleine?

Wie bereits zuvor in Bezug auf die Fettsauren EPA, DHA und IPE in der Kon-
zentration von 1 mM untersucht, stellte sich auch bei der Kombination aus EPA
und DHA die Frage, ob diese einen additiven Effekt auf die Wirkung von ASS
haben und somit eine Kombinationstherapie der alleinigen Gabe von ASS uber-
legen ware?

Anhand der Ergebnisse, die unter Stimulation mit ADP und Kollagen eine signifi-
kante und unter Stimulation mit ARA zwar keine signifikante aber dennoch mit
deutlicher Tendenz bestehende Reduktion des MoA im Vergleich zur alleinigen
Zugabe von ASS zeigten, ist davon auszugehen, dass auch die kombinierte
Gabe von EPA und DHA mit ASS der alleinigen Gabe von ASS Uberlegen ware.
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Hemmt die Kombination aus EPA, DHA und ASS starker als EPA und DHA zu-
sammen?

Auch im Vergleich zur alleinigen Zugabe von EPA und DHA in Kombination,
scheint die Dreierkombination aus EPA und DHA mit ASS eine, starkeren throm-
bozytenaggregationshemmenden Effekt zu haben. Die erhobenen Ergebnisse
stellten sich unter Verwendung von Kollagen und ARA als Stimuli als nicht signi-
fikant dar, aber mit bestehender, deutlicher Tendenz. Bei Kollagen war diese
Tendenz deutlicher ausgepragt mit einem Ergebnis naher an der Signifikanz als
bei Arachidonsaure.

Im Falle der Ansatze stimuliert mit ADP zeigte sich das MoA unter Zugabe von
EPA und DHA nicht signifikant, aber starker reduziert als nach Zugabe von ASS
in Kombination mit den beiden Fettsauren. Eine Erhdhung der Probandenzahl

konnte auch hier Aufschluss bringen.

Zusammenfassend ist also anhand der Ergebnisse anzunehmen, dass eine
Kombination aus ASS und freier Fettsaure eine Effektsteigerung bezuglich der
Hemmung der Thrombozytenaggregation mit sich bringt. Die Kombination aus
Nahrungserganzung mit freien Fettsauren und einer medikamentosen Therapie
mit ASS konnte entsprechend der alleinigen Nahrungserganzung, wie auch der

alleinigen Therapie mit ASS Uberlegen sein.

Multielektrodenaggregometrie — Interaktion mit Fettsauren

Um die Frage zu beantworten, ob die drei verwendeten Fettsauren die Throm-
bozytenaggregation auch in Vollblut hemmen, wurden die Untersuchungen mit-
tels MEA angeschlossen.

Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl EPA als auch DHA die Thrombozy-
tenaggregation in Vollblut signifikant hemmen. Ein signifikantes Ergebnis und da-
mit eine deutliche Hemmung der Aggregation konnte bei EPA ab Konzentratio-
nen von 500 pM stimulusubergreifend, im Falle der Stimulation durch ADP bereits
ab Konzentrationen von 250 yM EPA nachgewiesen werden.

Betrachtet man die Ergebnisse nach Zugabe von DHA, so zeigen diese, dass
DHA bereits ab Konzentrationen von 50 uM zu einer signifikanten Reduktion der

Thrombozytenaggregation fuhrte. Nur unter Stimulation mit Arachidonsaure
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zeigte sich eine signifikante Hemmung erst ab einer zugegebenen Menge von
250 pM.

Untersucht man den Effekt von IPE auf die Thrombozytenaggregation, so konnte
in den Versuchen nur in wenigen Fallen ein signifikantes Ergebnis erzielt werden.
Ein Ruckschluss auf den Effekt von IPE auf die Thrombozytenaggregation in Voll-
blut in vitro lassen diese Ergebnisse nicht zu und werden im Folgenden entspre-
chend nicht weiter beleuchtet.

Eine mogliche Erklarung dafur, dass in Bezug auf IPE die Multiplate-Ergebnisse

uneindeutig sind ware die Verwendung von Vollblut in diesen Ansatzen.

Mit Ausnahme der Stimulation mit ADP scheint DHA in Vollblut den starksten
hemmenden Effekt auf die Thrombozytenaggregation zu haben und auch die
Streubreite stellt sich stimulusubergreifend am geringsten dar. Dies stellt einen
Unterschied zu den Ergebnissen der LTA dar. Dabei zeigte unter Stimulation mit
ADP und Kollagen IPE und unter Stimulation mit ARA EPA das ausgepragteste
hemmende Potenzial. DHA zeigte in Plasma und unter Stimulation mit ADP und

Kollagen die geringste hemmende Wirkung aller drei untersuchten Fettsauren.

Auch in der MEA, genau wie bereits zuvor beschrieben bei der LTA, stellte sich
die Aggregation nach Zugabe von DHA und EPA stimuliert mit Arachidonsaure
in Abhangigkeit der Fettsaurekonzentration und im Vergleich zu den anderen ver-
wendeten Stimuli am ausgepragtesten dar.

Wie bereits zuvor beschrieben gilt auch hier die Vermutung, dass diese Beobach-
tung darauf zurickzufuhren, dass ARA und die daraus entstehenden Metabolite
einen stimulierenden Effekt auf den Metabolismus von EPA haben.[67]
Weiterfuhrend ist entsprechend davon auszugehen, dass sich dieser Effekt auch
auf den Metabolismus von DHA als Produkt der Verstoffwechselung von EPA

zeigt.

Die geringste Auspragung des hemmenden Effektes zeigte sich in der MEA unter
Stimulation mit ADP.
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Betrachtet man die zusatzlich im Rahmen der MEA untersuchte Aggregationsge-
schwindigkeit lasst sich festhalten, dass auch diese durch Zugabe der ungesat-
tigten Fettsauren reduziert wird.

Vergleicht man an dieser Stelle EPA und DHA miteinander, so zeigt sich, dass
nach Stimulation mit ARA und Kollagen DHA die Aggregationsgeschwindigkeit
deutlich starker hemmt als EPA. Unter Stimulation mit ADP zeigt EPA mit nur
geringem Abstand zu DHA die starker hemmende Wirkung.

Beiden Fettsauren gemein ist, dass unter Stimulation mit ADP die Aggregations-
geschwindigkeit mit der geringsten Auspragung gehemmt ist.

Nach Zugabe von DHA konnte die starkere Reduktion der Geschwindigkeit unter
Stimulation mit ARA beobachtet werden. Nach Zugabe von EPA war dieser Effekt
mit nur kleiner Differenz unter Stimulation mit Kollagen zu beobachten.

Auch hier weisen die Ergebnisse, erhoben nach Zugabe von DHA die geringere
Streubreite auf.

Betrachtet man die verwendeten Stimuli, fallt, anders als bei der LTA kein Stimu-

lus durch eine besonders ausgepragte Streubreite der Ergebnisse auf.

TXB2-ELISA
Die Analyse der TXB2-Spiegel mittels ELISA aus dem Plasma der LTA-Versuche

zur Untersuchung des Einflusses der freien Fettsauren auf die Thrombozytenak-
tivitat in vitro erbrachten nur wenige Fallen signifikante Ergebnisse. Anhand der
wenigen signifikanten Ergebnisse zeichnete sich eine Reduktion der TXB2-Spie-
gel nach Zugabe der FFA im Vergleich zum Kontrollansatz ab. Dennoch lasst

sich kein sicherer Ruckschluss aus diesen Ergebnissen ziehen.

Dies kann grundsatzlich moglicherweise auf eine Interaktion der im Kit enthalte-
nen markierenden AK fur TXB2 mit PGE2 oder den im Plasma enthaltenen, in
EtOH gelosten Fettsauren bedingt sein.

An dieser Stelle muss aber nochmals betont werden, dass die Ergebnisse der
TXB2-ELISA zur Untersuchung der Spiegel aus dem Plasma der LTA-Versuche
sinteraktion mit ASS“ nach Zugabe von 1 mM der jeweiligen Fettsaure signifi-

kante oder mit deutlicher Tendenz reduzierte TXB2-Spiegel nachweisen.
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Eine erneute Untersuchung mit frischen Plasmaproben nach Inkubation mit Fett-

sauren konnte Aufschluss bringen.

Im Folgenden wird naher darauf eingegangen, dennoch sollte auch an dieser
Stelle bereits erwahnt werden, dass eine deutliche Inkongruenz der Ergebnisse
der TXB2-Elisa aus dem Plasma der LTA-Ansatze zur Untersuchung des Einflus-
ses der FFA im Vergleich zu den Ergebnissen der TXB2-ELISA aus dem Plasma
der LTA-Ansatze zur Untersuchung der FFA in Interaktion mit ASS besteht.

TXB2-ELISA — Interaktion mit ASS

Nicht nur, um den Effekt der FFA auf den TXB2-Spiegel und die Interaktion mit
ASS beurteilen zu kdnnen, sondern auch, um eine valide Kontrolle zu haben, ob
die Untersuchung mittels ELISA geglickt ist, wurde der TXB2-Spiegel aus
Plasma nach Zugabe von 30 uM gemessen. Es ist bekannt, dass ASS die TXBa2-
Synthese uber Bindung an die COX 1 hemmt.[33]

Dies konnte anhand der Ergebnisse bestatigt werden. In den analysierten Plas-
men aus der LTA konnte nach Zugabe von ASS und unabhangig vom Stimulus

ein signifikant reduzierter TXB2-Spiegel nachgewiesen werden.

Reduzieren 1 mM der entsprechenden Fettsaure die TXB2-Spiegel im Plasma?
Eine signifikante TXB2-Reduktion konnte nach Zugabe von 1 mM EPA und unter
Stimulation mit ADP gemessen werden. Unter Stimulation mit Kollagen und nach
Zugabe von 1 mM EPA stellte sich der TXB2-Spiegel nahezu signifikant redu-
Ziert.

Nach Stimulation mit Arachidonsaure und Inkubation mit 1 mM EPA, sowie 1 mM
IPE zeigte sich eine Tendenz zur Reduktion, allerdings mit deutlich nicht signifi-
kantem Ergebnis.

Im Kontrast dazu zeigte sich bei den im Plasma nach Zugabe von 1 mM IPE und
nach Stimulation mit ADP und Kollagen gemessenen TXB2-Spiegeln zwar keine

signifikante, aber dennoch im Mittel leichte Erhohung.

Mit Ausnahme des im Plasma nach Stimulation mit ARA und nach Zugabe von 1

mM EPA gemessenen TXB2-Spiegels, der sich nur tendenziell geringer darstellt,

77



Diskussion

zeigt sich stimulusunabhangig und bei beiden untersuchten Fettsauren eine sig-
nifikante Reduktion des TXB2-Spiegels im Plasma verglichen mit dem Spiegel

des Kontrollansatzes.

Besonders interessant ist weiterfuhrend, ob die Kombination aus ASS und FFA
den TXB2-Spiegel starker als ASS und die FFA allein senkt.

In Bezug auf die im Plasma nach alleiniger Inkubation mit 30 yM ASS gemesse-
nen TXB2-Spiegel stellten sich die TXB2-Spiegel in den Plasmen der Ansatze
nach Zugabe von EPA und 30 uM ASS stimulusunabhangig teilweise sogar sig-
nifikant hoher dar. Im Falle der TXB2-Spiegel gemessen im Plasma nach Zugabe
von |IPE und ASS konnte keine eindeutige Tendenz gezeigt werden. Als Aus-
nahme zu erwahnen, gilt hier der Ansatz stimuliert mit Kollagen, in dem der TXB2-
Spiegel nach Zugabe von ASS und IPE in Kombination signifikant hoher war als

nach alleiniger Inkubation mit ASS.

Vergleicht man den TXB2-Spiegel aus dem Plasma des Kombinationsansatzes
aus FFA und ASS mit dem TXB2-Spiegel aus dem Plasma nach alleiniger Zu-
gabe der Fettsaure, so kann festgehalten werden, dass stimulustbergreifend und
im Falle beider untersuchten Fettsauren der TXB2-Spiegel im Plasma des Kom-
binationsansatzes geringer ist als im Plasma des Ansatzes nach alleiniger Inku-

bation mit der jeweiligen Fettsaure.

Die beschriebenen Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass eine Einnahme
der Kombination aus ASS und FFA in Bezug auf die Synthese von TXB2 und
damit TXA2 im menschlichen Plasma mit den entsprechenden Folgen fur Ha-
mostase und Herz-Kreislaufsystem der alleinigen Supplementierung von FFA
uberlegen ist, nicht aber der alleinigen Einnahme von ASS.

Dies passt allerdings nicht zu den Ergebnissen der LTA, die einen eindeutig ad-
ditiven Effekt zeigen und legt eine Interaktion der entstehenden Metabolite mit

denen im Kit enthaltenen AK fir TXB2 umso naher.

Insgesamt scheint die Untersuchung der TXB2-Spiegel mittels des verwendeten
Kits erschwert. Eine Interaktion mit EtOH, in dem die Fettsauren gelost wurden,

kann allerdings ausgeschlossen werden, da EtOH sowohl in den Kontrollansatz
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als auch in den Ansatz mit ASS hinzugegeben wurde, um die Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten.

Eine Interaktion mit den Metaboliten, entstanden, aus den zu untersuchenden
Fettsduren, ist dabei deutlich wahrscheinlicher, aufgrund der Ahnlichkeit zu
TXBo.

4.2 Biochemie des Einflusses von FFA auf die Thrombozyten-

funktion

Die Ergebnisse der LTA geben Hinweise darauf, dass die Hemmung der Throm-
bozytenaggregation im Plasma durch eine kompetitive Hemmung der Cyc-
looxygenase entsteht. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass EPA auf
molekularer Ebene kompetitiv zu Arachidonsaure an die aktive Stelle der throm-
bozytaren Cyclooxygenase 1 bindet. Dadurch wird die Bildung von prokoagula-
torisch wirkendem TXA2 aus Arachidonsaure abgeschwacht.[69]

Es entsteht also zwischen der zu prokoagulatorisch wirkenden Metaboliten
(PGE2, PGI2, TXA2, LTB4,LTC4, LTD4) verstoffwechselten Arachidonsaure im
Plasma und den drei verwendeten Fettsauren, die zu Prostanoiden und Leuko-
trienen (PGE3, PGI3, TXA3, LTB5, LTC5, LTDS) umgebaut werden, die antiin-
flammatorische und antikoagulatorische Wirkung besitzen, eine Konkurrenz um
die Bindungsstelle.[44]

Diesbezuglich konnten Analysen bereits zeigen, dass EPA und Arachidonsaure
eine ahnliche Bindungsaffinitat an der COX1 besitzen.[69] Dies stutzt zusatzlich
die Hypothese dieser Arbeit.

Aus den zuvor dargestellten Ergebnissen der Analyse mittels ELISA ergibt sich
allerdings nur in wenigen Fallen eine signifikante Reduktion des TXB2-Spiegels.
Dies kann grundsatzlich moglicherweise auf eine Interaktion der im Kit enthalte-
nen markierenden Antikorper (AK) fur TXB2 mit anderen Eicosanoiden oder den
im Plasma enthaltenen, in EtOH gelosten Fettsauren bedingt sein. An dieser
Stelle muss aber nochmals erwahnt werden, dass die Ergebnisse der TXBo-

ELISA zur Untersuchung der Spiegel aus dem Plasma der LTA-Versuche ,Inter-
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aktion mit ASS“ nach Zugabe von 1 mM der jeweiligen Fettsaure signifikante oder
mit deutlicher Tendenz reduzierte TXB2-Spiegel nachweisen.

Diese und weiterfUhrende Untersuchungen konnten zeigen, dass die TXB2-Kon-
zentration im Plasma nach Zugabe bzw. Supplementierung von EPA auch in ex
vivo untersuchten Plasmen reduziert war.[69]

Dies legt nahe, dass die antithrombotische Wirkung der freien Fettsauren Cyc-

looxygenase-1-abhangig ist.

TXB, stellt dabei einen guten Marker dar, da es ein stabiler Metabolit von TXA,
ist. TXA2 wird aus ARA durch die COX-1 metabolisiert und ist fur die autokrine

und parakrine Aktivierung von Thrombozyten verantwortlich.[57]

Eine Reduktion von TXB, steht somit im Einklang mit einer verminderten
Thrombozytenreaktivitat und konnte klinisch bedeutsam sein, da erhohte TXB,-
Werte mit kardiovaskularen Ereignissen assoziiert sind und moglicherweise zur
Risikoreduktion in REDUCE-IT und JELIS beitragen.[70]

Wie bereits zuvor beschrieben, legt das Ergebnis nach Zugabe von 50 uM IPE
und unter Stimulation mit Arachidonsaure nahe, dass niedrige IPE-Konzentratio-
nen prokoagulatorische Effekte haben konnten. Dies konnte zurlckzufuhren sein
auf das bei niedrigen Fettsaurekonzentrationen zugunsten der prokoagulatorisch
wirkenden Arachidonsaure verschobene Verhaltnis und damit moglicherweise
auf eine praferierte Verstoffwechselung auch der Fettsaure IPE zu prokoagula-
torischen Metaboliten.

Betrachtet man nun die Ergebnisse der LTA-Versuche zur Untersuchung der In-
teraktion mit ASS, so lasst sich festhalten, dass EPA, DHA und IPE einen additi-
ven Effekt auf die bestehende thrombozytenaggregationshemmende Wirkung
von ASS zu besitzen scheinen.

In Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass ASS die Bildung von
antiinflammatorischen Metaboliten, gebildet aus EPA und DHA anregt. Diese Me-
tabolite werden als Resolvine, gebildet aus EPA und DHA und Protektine, sowie
Maresine, gebildet aus DHA bezeichnet.[71]

Diese Erkenntnisse legen nahe, dass auch die Bildung antikoagulatorischer Me-
tabolite aus EPA, DHA und IPE durch die ASS-Wirkung verstarkt werden konnte.
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Ebenfalls gezeigt werden konnte, dass ASS die intrazellularen Konzentrationen
von Linolensaure, der Vorlaufer der Fettsauren EPA und DHA, sowie ARA, EPA
und DHA selbst erhoht. Wie zuvor beschrieben entstehen also aus genannten
Fettsauren vermutlich ASS-vermittelt vasodilatatorisch (NO-vermittelt), throm-
bozytenaggregationshemmende und antiinflammatorisch wirkende Metabo-
lite.[72]

4.3 Bedeutung von Fettsauren fur das kardiovaskulare Risiko

Die aktuelle Evidenz zur Bedeutung von EPA, IPE und DHA zur Senkung des
kardiovaskularen Risikos ist umstritten. Einerseits zeigten die STRENGTH-, VI-
TAL- und ASCEND-Studie keinen signifikanten Nutzen einer Omega-3-Supple-
mentation (meist als Kombination aus EPA und DHA in moderater Dosierung) im
Hinblick auf die Reduktion kardiovaskularer Ereignisse.[60-62]

Andererseits konnte in der REDUCE IT-Studie (Bhatt et al. 2019) eine Reduktion
der Endpunkte kardiovaskularer Ereignisse (kardiovaskularer Tod, nicht-todlicher
Myokardinfarkt, nicht-todlicher Schlaganfall, koronare Revaskularisationen sowie
instabile Angina pectoris) beobachtet werden.[63]

Ein bemerkenswerter Aspekt der REDUCE-IT-Beobachtungen war, dass die be-
obachtete Risikoreduktion durch EPA/DHA-Kombinationspraparaten mit deutlich
hoheren Plasmakonzentrationen von reinem EPA erzielt wurden. Dies gibt Hin-
weise auf eine mdgliche dosisabhangige Wirkung von EPA beziehungsweise
IPE. [69]

In der REDUCE IT-Studie konnten Uber die Supplementierung von IPE die
hochsten Plasmakonzentrationen von EPA gemessen werden. Im Mittel lag diese
bei 476 uM. Diese Konzentrationen konnten durch die Supplementierung freier

Fettsdauren Uber andere Praparate nicht erreicht werden.[62, 63]
Auch die Fettsaureplasmakonzentrationen der Patient/-innen der STRENGTH-

Studie sind bekannt. Diese erhielten ein Kombinationspraparat aus insgesamt 4
g EPA/DHA. Dabei lag die Plasmakonzentration von EPA bei gemittelt lediglich
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296 uM. Diese Konzentration zeigte keinen Nutzen in Bezug auf kardiovaskulare
Ereignisse.[62]

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten liefern hierzu eine Erklarung. Eine
Zugabe von 250 pM der entsprechenden Fettsauren, in diesem Fall insbeson-
dere EPA, zeigte nur einen geringen antikoagulatorischen Effekt. Dieses Ergeb-
nis legt nahe, dass fur einen klinisch relevanten praventiven Effekt auf Herz-
Kreislauf-Erkrankungen im Sinne von thrombembolischen Ereignissen hohe Do-

sierungen erforderlich sind.

Daruber hinaus zeigt diese experimentelle Arbeit, dass auch die Zusammenset-
zung der Fettsauren eine wesentliche Rolle in Bezug auf die thrombozytenhem-
mende Wirkung spielt.

In friheren Studien wurde eine starkere Hemmung der Thrombozytenaggrega-
tion durch DHA als durch EPA beschrieben.[73]

Anders als in diesen Studien konnten die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass
EPA und IPE eine starkere hemmende Wirkung auf die Thrombozytenaggrega-
tion zu besitzen scheinen.

Ebenso scheint die Kombination aus EPA und DHA mit einer Gesamtkonzentra-
tion von 1 mM den allen drei einzelnen Fettsauren in einer Konzentration von 1

mM uberlegen zu sein.

Relevant bezuglich einer Nahrungserganzung mit mehrfach ungesattigten Fett-
sauren ist auch immer die Wirkung dieser auf den Triglyceridspiegel im Blut. Stu-
dien konnten zeigen, dass die untersuchten Fettsauren, insbesondere EPA, ei-
nen thrombozytenaggregationshemmenden Effekt besitzen, unabhangig von ei-

ner Wirkung auf den Triglyceridspiegel.[74]

Auch wenn die meisten Studien die Untersuchung der Wirkung von EPA in den
Vordergrund stellen, was mit einer Restwahrscheinlichkeit einhergeht, dass IPE
als Vorstufe von EPA eine zum Teil andere Wirkung zeigen konnte, so lasst sich
dennoch zusammenfassend sagen, dass diese Arbeit in Zusammenschau mit
den Ergebnissen bestehender Studien deutlich zeigt, dass die verwendeten

mehrfach ungesattigten Fettsauren EPA, DHA und IPE neben den bekannten
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antiinflammatorischen und lipidsenkenden Effekten auch antithrombotische Ei-

genschaften besitzen.[75]

4.4 Limitationen

Insbesondere die Eigenschaften der verwendeten Fettsauren sollten an dieser
Stelle genannt werden, da diese die Ubertragbarkeit der in vitro-Versuche auf
den Menschen erschweren. Beispielhaft zu nennen ist dabei, dass DHA im
menschlichen Organismus bevorzugt in Membranen des Gehirns und der Retina
eingebaut wird. Dies kann zu einer unregelmafligen Verteilung von EPA, IPE und
DHA fuhren und somit die Wirkung von DHA an Thrombozyten limitieren.[76]

Nicht zuletzt beeinflussen auch die chemischen Eigenschaften die pharmakoki-
netische Wirkung, da insbesondere EPA in Kombinationspraparaten als Carbon-
saure und nicht als Ethylester wie in dem in der REDUCE IT-Studie verwendeten

Praparat vorliegt.[77]

Unabhangig von den Limitationen bestehend aufgrund der chemischen Eigen-
schaften der verwendeten Materialien, sind auch andere Grinde zu nennen, die

die Aussagekraft der Arbeit limitieren.

Das Probandenkollektiv, dessen Plasma im Rahmen der durchgefuhrten Versu-
che Verwendung fand, war zum Zeitpunkt der Blutentnahme gesund. Insbeson-
dere lagen keine kardiovaskularen Erkrankungen oder Erkrankungen, die das
kardiovaskulare Risiko erhohen, vor. Zudem nahmen die Probanden zum Zeit-
punkt der Blutentnahme keine Medikamente ein.

Diese Punkte erschweren die Ubertragbarkeit auf ein Patientenkollektiv, fir das
die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse relevant sind.

Auch die Anzahl der Probanden in den einzelnen Versuchsansatzen sollte als

Limitation gesehen werden, da es sich um eine geringe Probandenzahl handelt.
Daruber hinaus war die Probandenzahl in einigen der Versuchsansatze gering.

Bei Ergebnissen, die sich nach Analyse nahezu signifikant zeigten, ist davon aus-

zugehen, dass die Erweiterung des Probandenkollektivs und damit eine Erho-
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hung der analysierbaren Probandenzahl ein signifikantes Ergebnis zeigen

konnte.

Messfehler oder Messungenauigkeiten kdnnen bei den vielen einzelnen Schrit-
ten im Rahmen der Untersuchungen selbstverstandlich nicht vollstandig ausge-
schlossen werden.

Gleiches gilt fur die Einhaltung immer gleicher Untersuchungsbedingungen.
Diese konnten uber den Zeitraum der Untersuchungen nicht immer identisch ge-

halten werden.
Insbesondere in Bezug auf die Zeit zwischen Blutentnahme und Untersuchung

und die Zeit zwischen Untersuchung A und Untersuchung B (beispielsweise die
Analyse der Plasmen aus den LTA-Versuchen mittels TXB2-Elisa).
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4.5 Schlussfolgerung

In dieser Dissertation konnten antithrombotische, durch Thrombozyten vermit-
telte Effekte nach Zugabe von mehrfach ungesattigten Fettsduren am Beispiel
von EPA, DHA und IPE nachgewiesen werden. Dieser Mechanismus beruht ein-
deutig auf einer Hemmung der Thrombozytenfunktion. Eine besondere Relevanz
erhalten die erhobenen Ergebnisse durch die bisher widersprichlichen Erkennt-
nisse friherer klinischer und praklinischer Studien in vitro, sowie in vivo.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine Supplementierung der Fettsauren EPA,
DHA und IPE uUber eine konzentrationsabhangige Hemmung der Thrombozyten
einen positiven Effekt auf das Herz-Kreislauf-System im Sinne der Pravention
thromboembolischer kardiovaskularer Ereignisse haben konnten.

Aullerdem liefern sie praklinische Evidenz fur die in aktuellen klinischen Studien
wie der REDUCE-IT- und JELIS-Studie beobachtete Reduktion ischamischer Er-
eignisse und zum Teil erhohter Blutungsneigung bei den Probanden. Diese

scheint allerdings angesichts des Nutzens vernachlassigbar.

Zusatzlich lasst sich sagen, dass anhand der Ergebnisse auch die Kombination
aus der Supplementierung freier Fettsauren und einer medikamentosen Therapie
mit ASS der Monotherapie Uberlegen ist. Eine grundsatzliche Kombination im
Rahmen der medikamentosen Therapie oder Pravention kardiovaskularer Ereig-

nisse ware entsprechend denkbar und sinnvoll.

Diese Arbeit schafft somit eine weitere Grundlage fur zukunftige klinische Studien
mit hochdosiertem EPA, IPE oder DHA bei Patienten und Patientinnen mit posi-
tivem kardiovaskularen Risikoprofil und damit einem hohen Risiko, ein ischami-

sches Ereignis zu erleiden.
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