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Einleitung 1

1 Einleitung

Wirft man einen Blick auf die bundesweiten Daten des statistischen
Bundesamts zu den zehn haufigsten Todesursachen, liegt auf dem ersten Platz
die chronische ischamische Herzkrankheit (8,2 % der Gestorbenen), gefolgt
vom akutem Myokardinfarkt (MI) (5,3 % der Gestorbenen) und der
Herzinsuffizienz (5,1 % der Gestorbenen) [1]. Pathophysiologisch spielen,
sowohl die Atherosklerose und deren Risikofaktoren als auch Thrombozyten

eine entscheidende Rolle.

1.1 Koronare Herzerkrankung

1.1.1 Epidemiologie

Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist der erstrangige Grund fur Tod und
Behinderung in Industrienationen [2]. In Europa sind 45 % der Todesfalle
kardiovaskular bedingt und stellen somit die fuhrende Todesursache dar [3, 4].
Auch in Deutschland ist die KHK fur die meisten Todesfalle innerhalb der
Bevolkerung verantwortlich [1]. Im Jahre 2015 starben 38,54 % (n = 356616) der
Menschen an den Folgen von Herz-Kreislauf-Erkrankungen [1]. Die erhobenen
Daten der Gesundheitsberichterstattung des Bundes zeigen allerdings auch,
dass die Anzahl der Todesfalle in den letzten 10 Jahren rlcklaufig war [5].
Betrachtet man das Jahr 2000, so starben 11,10 % (n = 93046) der Bevolkerung
an den Folgen der chronischen ischamischen Herzkrankheit sowie 8,02 %
(n =67282) am Myokardinfarkt (MI). Die aktuellen Zahlen fur 2015 zeigen, dass
an chronisch ischamischer Herzkrankheit 8,22 % (n =76013) der Bevdlkerung
gestorben sind und 5,32 % (n =49210) am MI [5]. Verantwortlich hierfur wird das
verbesserte kardiovaskulare Risikoverhalten der Menschen in den letzten 20

Jahren gemacht [6, 7].

Die Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland (DEGS1) hat in den
Jahren 2008 bis 2011 von 5901 Personen Daten zur Pravalenz von KHK und
MI ermittelt. Die Patienten wurden gefragt, ob diese Krankheiten durch einen
Arzt diagnostiziert wurden [8]. Die so ermittelte Lebenszeitpravalenz fur KHK
betrug bei den 40- bis 79-Jahrigen 9,3 %, wobei sie bei Frauen mit 6,4 % im
Vergleich zu den Mannern mit 12,3 % deutlich niedriger war. Zudem konnte ein

Anstieg mit steigendem Alter beobachtet werden. Bei den 40- bis 49-Jahrigen
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lag die Pravalenz bei 2,3 % und war in der Gruppe der 70-79-Jahrigen mit
22,3 % am hochsten. Die ermittelte Lebenszeitpravalenz fur Ml betrug 4,7 %
bei den 40- bis 79-Jahrigen. Auch hier zeigte sich deutlich eine geringere Zahl
bei den Frauen mit 2,5 % im Vergleich zu den Mannern mit 7,0 % [8]. Die
DEGS1 belegt, dass neben einem hoherem Alter auch ein niedrigerer
Sozialstatus zum Anstieg der Pravalenz beitragt, ein Zusammenhang der
bereits in der Literatur beschrieben wurde [8, 9]. Im Vergleich der DEGS1 mit
dem in den Jahren 1997-1999 durchgefuhrten Bundes-Gesundheitssurvey
1998 (BGS98) zeigte sich kein signifikanter Ruckgang der KHK-Pravalenz bei
den Mannern (BGS98: 12,1 %), aber einer bei den Frauen (BGS98: 8,9 %). Bei
den Mannern stieg die Pravalenz des M| an (BGS98: 5,3 %), aber wiederum
nicht bei den weiblichen Teilnehmern (BGS98: 2,4 %) [8, 10].

Weltweit fuhrt die KHK zu einer hohen finanziellen Belastung [11]. Die Zahlen
des Statistischen Bundesamtes (Destatis) legen dar, dass in Deutschland 2015
13,7% der Krankheitskosten, rund 46,4 Milliarden Euro, durch Herz-Kreislauf-
Erkrankungen verursacht wurden [12]. Die ischamische Herzkrankheit machte
davon 2,0 %, rund 6,8 Milliarden Euro, und der akute MI 0,7 %, rund 2,3
Milliarden Euro, aus [12]. Auch in Anbetracht dieser finanziellen Aspekte ist die

Erforschung der KHK von Bedeutung.

1.1.2 Definition der koronaren Herzerkrankung

Die KHK ist die Manifestation der Atherosklerose an den Herzkranzgefallen.
Klinisches Leitsymptom sind die typischen, meistens retrosternalen
Brustschmerzen, die als Angina Pectoris (AP) bezeichnet werden [13]. Die KHK
wird in die stabile Angina Pectoris (SAP) und das Akute Koronarsyndrom (ACS)
eingeteilt. Die klinische Manifestation schliel3t die stille Ischamie, die
Herzinsuffizienz sowie den plotzlichen Herztod mit ein. Die Risikofaktoren, die
zur Entstehung von KHK beitragen, sind in der Literatur gut beschrieben.
Hypertension, Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus, positive
Familienanamnese, Rauchen und Ubergewicht sind bekannte wichtige

Faktoren, die zur Entstehung der Atherosklerose beitragen [14-20].

1.1.3 Stabile Angina Pectoris

Die SAP definiert sich Uber ein reversibles Missverhaltnis des myokardialen

Sauerstoffverbrauchs und dessen Angebot. Diese vorubergehende Ischamie
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oder Hypoxie wird haufig durch korperliche Belastung oder emotionalen Stress
ausgelost, kann aber auch spontan auftreten. Die klinische Prasentation
umfasst typische vorubergehende Schmerzen in Brust, Kiefer, Armen, Ricken
und seltener im epigastrischen Bereich. Weiterhin charakteristisch ist die
Reproduzierbarkeit der Schmerzen [13]. Die Canadian Cardiovascular Society
(CCS) hat bereits im Jahr 1976 eine Graduierung herausgegeben, welche bis
heute weltweit weitestgehend anerkannt ist [21]. Diese beschreibt die Einteilung
von Stufe | bis IV (Tabelle 1) [22].

Tabelle 1: CCS-Klassifikation der Angina Pectoris [22]

Klassen Kriterien

| Angina-pectoris-Beschwerden bei starker korperlicher Belastung

| Geringe Angina-pectoris-Beschwerden bei normaler kérperlicher Belastung

n Massive Angina-pectoris-Beschwerden bei normaler kérperlicher Belastung

v Angina-pectoris-Beschwerden bei jeglicher Belastung und in Ruhe

Die Mechanismen, welche zu myokardialer Ischamie und so zur Angina
Symptomatik fuhren, sind plaguebedingte Stenosen der Koronargefalie,
mikrovaskulare Dysfunktion sowie fokaler oder diffuser Vasospasmus [13].
Letztendlich fuhren diverse ischamische Metabolite, wie Adenosin und
Bradykinin, an Rezeptoren von sympathischen und vagalen afferenten Fasern
zu den beschriebenen Schmerzen [13, 23, 24]. Diagnostisch wegweisend ist
vor allem eine ausfuhrliche Anamnese unter Berucksichtigung der Lokalisation,
des Charakters und der Dauer der Schmerzen sowie deren Beziehung zu
schmerzverstarkenden und -lindernden Mechanismen [13]. Die Schmerzen
zeigen sich haufig in Sternumnahe in der Brust, kdnnen aber vom Epigastrium
bis hin zum Kiefer und Uber den Arm bis in die Finger reichen. Sie werden oft
als Druck, Schwere oder Enge wahrgenommen, konnen aber auch
einschnirenden bzw. brennenden Charakter haben. Kurzatmigkeit kann in
Verbindung mit Mudigkeit, Schwache, Ubelkeit sowie Ruhelosigkeit auftreten
oder auch als einziges Symptom vorhanden sein. Die Dauer der SAP betragt
wenige Minuten, wobei der Eintritt durch gesteigerte korperliche Belastung
sowie emotionale Aufregung typisch ist. Auch pektanginése Beschwerden

wahrend eines groRen Mahles oder nach dem morgendlichen Erwachen sind
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klassisch [13]. Die SAP lasst sich durch die Gabe von Nitraten durchbrechen
[25-27]. Schon 1983 wurde von Diamond eine Einteilung des Schmerzes in
typische und atypische Angina vorgenommen [28]. Die SAP-Leitlinie (2013) der
Europaischen Gesellschaft fur Kardiologie (ESC) hat diese in einer Tabelle

zusammengefasst (Tabelle 2) [13].

Tabelle 2: Klassische klinische Klassifikation von Brustschmerzen [13]

Brustschmerzen Kriterien

Typische Angina (sicher) Erflllt alle 3 Punkte:

— retrosternaler Brustdruck von charakteristischer
Qualitat und Dauer

— auslosbar durch kérperliche Aktivitat oder
emotionalen Stress

— verbessert sich in Ruhe und/oder bei Nitrat-Gabe

Atypische Angina (wahrscheinlich) erfillt 2 der 3 Punkte

Nichtangindser Brustschmerz erfillt keine der Punkte

Diese Einteilung kann beim Untersuchen der zugrundeliegenden Atiologie
hilfreich sein. Atypische Angina kann durch Vasospasmus beziehungsweise
mikrovaskulare Dysfunktion ausgelost werden [29, 30]. Dies sind wichtige
differentialdiagnostische ~ Anhaltspunkte, wenn  angiographisch  keine
offensichtliche Veranderung der Koronararterien nachgewiesen werden kann
[31].

1.1.4 Akutes Koronarsyndrom

Unter dem Ausdruck Akutes Koronarsyndrom (ACS) werden die
Krankheitsbilder der instabilen Angina Pectoris (IAP), des Nicht-ST-
Hebungsinfarkts (NSTEMI) und des ST-Hebungsinfarktes (STEMI)
zusammengefasst, die sich alle durch akute koronare Ischamie auszeichnen.
Das ACS ist eine lebensbedrohliche Manifestation der KHK [32]. Ursachlich ist
meist die Ruptur instabiler koronarer Plaques, welche die Koronararterien
teilweise oder vollstandig verschlielRen und so deren Durchblutung mafigeblich

beeinflussen [32].
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Leitsymptom des ACS ist der akute anhaltende (> 20 Minuten) Brustschmerz,
wobei die weitere Klassifizierung durch Elektrokardiographie (EKG) und anhand
der Bestimmung kardialer Enzyme geschieht. Zeigt sich im EKG eine
anhaltende Hebung der ST-Strecke in mindestens 2 Ableitungen, wird das
Geschehen als STEMI eingestuft [32]. Kann im EKG keine anhaltende ST-
Hebung nachgewiesen werden, liegen aber die typischen klinischen Symptome
vor, kann die Diagnose Nicht-ST-Hebungs-ACS (NSTE-ACS) gestellt werden,
welches in NSTEMI beziehungsweise IAP unterteilt wird. Letzteres zeichnet
sich durch den fehlenden Nachweis des kardialen Nekrosebiomarkers Troponin
aus [32, 33]. Die beiden Krankheiten unterscheiden sich demnach vor allem im
Schweregrad der Ischamie, die zu Myokarduntergang und somit Troponin-
Freisetzung fuhrt [34]. Das NSTE-ACS kann anhand verschiedener klinischer
Symptome klassifiziert werden. Van Domburg et al. zeigten, dass die meisten
Patienten (80 %) anhaltende Brustschmerzen tuber 20 Minuten hatten und 20 %
entweder eine neu aufgetretene de novo AP oder eine zunehmende Cresendo
AP als klinisches Symptom aufwiesen [35]. Die ESC nennt in ihren Leitlinien
(2011) vier Klinische Prasentationen des NSTE-ACS: i) uber 20 Minuten
anhaltende pektangindse Beschwerden in Ruhe, ii) jede Form von neu
aufgetretener Angina vom Grad CCS Il oder lll, iii) jede Eskalation einer
vormals SAP mit CCS Il sowie iv) die Post-MI AP [22, 32]. Schmerzcharakter
sowie Lokalisation sind ahnlich zu denjenigen der SAP, wobei sie sich durch die
oben genannten Punkte von dieser abgrenzen lassen. Atypische Symptome,
wie Schmerzen im Epigastrium, zunehmenden Dyspnoe, Ubelkeit und
Erbrechen sowie Synkope, sind nicht selten und kommen gehauft bei Frauen,
Patienten Uber 75 Jahren, Patienten mit chronischem Nierenversagen sowie an
Demenz erkrankten Patienten vor [32, 36-38]. Bei Patienten, die sich ohne die
typischen Brustschmerzen vorstellten, konnte eine hohere Krankenhaus-
Morbiditat und Mortalitat von 13 % im Vergleich zu denen mit Brustschmerzen
4 % gezeigt werden. Das Fehlen des Leitsymptoms fuhrte zum Nichterkennen
eines ACS und somit fehlender angemessener Therapie [36]. Patienten, die
sich mit akutem Brustschmerz vorstellen, sollen innerhalb von 10 Minuten eine
12-Kanal-EKG-Untersuchung sowie deren Befundung durch einen geubten
Untersucher erhalten [32, 34, 39]. Typische EKG-Veranderungen, die fur ein
NSTE-ACS sprechen, sind ST-Strecken-Senkungen, vorubergehende ST-
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Stecken-Hebungen sowie T-Wellen-Veranderungen [40]. Werden anhaltende
ST-Strecken-Hebungen in mindestens zwei Ableitungen oder ein neu
aufgetretener Linksschenkelblock diagnostiziert, ist von einem STEMI
auszugehen, welcher meist Folge eines kompletten Koronarverschlusses ist
und nach einer schnellstmoglichen Reperfusion verlangt [41]. Die EKG-
Untersuchungen sollten im Abstand von 15 - 30 Minuten in der ersten Stunde
durchgefuhrt werden. Weitere Messungen sind nach 6 - 9 Stunden, 24 Stunden
sowie sofort, wenn Schmerzen erneut auftreten, notwendig. Der Vergleich mit
friheren EKG-Aufnahmen, falls vorhanden, wird empfohlen [42]. Ein
unauffalliges EKG schlieit ein NSTE-ACS nicht aus, vor allem
Versorgungsgebiete der A. circumflexa sowie isolierte Ischamien des rechten
Ventrikels konnen im 12-Kanal-EKG unerkannt bleiben [42]. Durchgehendes
EKG-Monitoring wird empfohlen [32]. Die kardialen Troponine werden beim
Untergang der Myozyten freigesetzt [32]. Liegt der Troponinwert Uber der 99.
Perzentile einer normalen Referenzgruppe, so gilt dies als Definition der
Diagnose MI [42]. Sowohl Sensitivitat als auch Spezifitat der Troponine sind
besser als die der vormals genutzten kardialen Marker, wie die Kreatinkinase
(CK) und deren vorwiegend im Myokard vorhandenen Isoenzym CK-MB [32].
Das kardiale Troponin T (cTNT) sowie Troponin | (cTNI) sind wichtige Proteine,
die Komplexe mit Aktin und Myosin bilden und so an der Muskelkontraktion
beteiligt sind [43]. cTNT kann im geringen Malde auch in Skelettmuskelzellen
nachgewiesen werden, verfalscht jedoch kardiale Fragestellungen nicht; cTNI
kommt ausschlieBlich in Herzmuskelzellen vor [44, 45]. Ist die Diagnose STEMI
gestellt, ist eine Reperfusionstherapie entscheidend und sollte so fruh wie
moglich durchgefuhrt werden [41, 46]. Diverse Studien belegen den Vortell
einer primaren perkutanen Koronarintervention (PCIl) gegenuber einer
Lysetherapie [41, 47-49]. Kann ein Herzkatheterlabor innerhalb von 120
Minuten nach der Diagnosestellung STEMI erreicht werden, ist die Methode der
Wahl die PCI, um eine hinreichende Myokardperfusion wiederherzustellen. Der
Zugang kann radial beziehungsweise femoral gewahlt werden, wobei der
radiale Zugang aufgrund geringerer Komplikationen bevorzugt werden sollte
[50, 51]. Uber einen Fihrungsdraht wird die Engstelle erreicht, durch
Ballondilatation geweitet und meist ein Stent implantiert [50]. Die Stentanlage

wird gegenuber der alleinigen Ballondilatation empfohlen, um den erneuten
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Gefalverschluss effektiver zu verhindern [50, 52]. Aktuelle Studien belegen,
dass die neu entwickelten Drug Eluting Stents (DES) gegenlber Bare Metal
Stents (BMS) hinsichtlich Mortalitat [53] beziehungsweise Zahl der erneuten

Revaskularisierungsinterventionen [54] uberlegen sind.

Kann das Zeitfenster von 2 Stunden nicht eingehalten werden, sollte eine
Lysetherapie innerhalb von 10 Minuten nach Diagnose STEMI eingeleitet
werden [49]. Eine sofortige prastationdre Thrombolyse senkt die
Krankenhaussterblichkeit [55]. Armstrong et al. (2013) konnten zeigen, dass
eine fruhe Fibrinolyse, gefolgt von zeitnaher PCI, eine effektive Methode zur
Reperfusion darstellt, wobei die Gefahr von intrakraniellen Blutungen allerdings
erhoht ist [56]. Patienten, bei denen die Fibrinolyse nicht erfolgreich war, sollten
so bald wie mdoglich eine Notfall-PCl bekommen, alle anderen in einem

Zeitrahmen von 2-12 Stunden nach Diagnosestellung [41, 57-59].

Die aktuelle Leitlinie der ESC aus dem Jahr 2017 empfiehlt als sofortige
NotfallmalRnahme eine Analgosedierung mit intravendsen Opiaten. Dies lindert
Schmerz und Angst des Patienten, vermindert die Sympathikusaktivierung und
minimiert die Vasokonstriktion und den damit verbundenen erhdhten
Sauerstoffverbrauch des Herzens. Im Gegensatz zu den vorherigen Leitlinien
wird eine Sauerstofftherapie nur noch bei denjenigen Patienten empfohlen, die
eine arterielle Sauerstoffsattigung (Sa0O2) von weniger als 90 % aufweisen. Zur
Anxiolyse kdnnen Benzodiazepine verabreicht werden [41]. Bei akutem STEMI
sollten keine Nitrate verabreicht werden, da sich daraus keine Vorteile ergeben
[41, 60]. Beim NSTE-ACS konnen sublingual oder intravendse Nitrate zur
Besserung der Angina-Symptomatik angewendet werden [61]. Eine mdglichst
frihzeitige sowie intensive Lipidsenkung hat sich in der Akutsituation bezuglich
erneuter kardiovaskularer Ereignisse sowie der Mortalitdt als vorteilhaft
erwiesen [41, 62, 63]. Mehrere Studien zeigen positive Effekte durch den
Einsatz einer fruhzeitigen intravendsen Betablocker-Therapie mit Metoprolol
[64]. Pizzaro et al. konnten unter anderem bessere langfristige linksventrikulare
Ejektionsfraktionen (LVEF) sowie ein verringertes Herzversagen beobachten
[65].

Neben der PCI sollte eine pharmakologische Therapie erfolgen. Vor oder

spatestens wahrend der PCI sollte eine doppelte Thrombozytenhemmung in
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Form einer Kombination aus Acetylsalicylsaure (ASS) und einem potenten
P2Y12-Inhibitor (Ticagrelor oder Prasugrel) verabreicht werden, die in den
meisten Fallen fur 12 Monate fortgefuhrt wird [41, 66, 67]. Die wahrend primarer
PCl verwendeten Antikoagulantia sind unfraktioniertes Heparin (UFH),
Enoxaparin sowie Bivalirudin [41]. Enoxaparin wies in Studien Vorteile in Bezug
auf Mortalitat sowie Blutungsereignissen gegenuber dem UFH auf und kann bei
STEMI alternativ eingesetzt werden [41, 68-70].

Die Therapie von Patienten mit NSTE-ACS ist aufgrund der Heterogenitat
bezlglich der Schwere und aufgrund der daraus resultierenden langfristigen
Konsequenzen der Erkrankung unterschiedlich. Der Entscheidungsfindung
beitragend sind klinische Prasentation, EKG, Biomarker sowie die Abschatzung
der Risiken mittels Scores [61]. Die Leitlinie der ESC aus dem Jahr 2015 zum
Management von Patienten mit NSTE-ACS bevorzugt den Global Registry of
Acute Coronary Events (GRACE) Score [61, 71]. Die invasive
Koronarangiographie hilft bei Diagnosesicherung, der Identifikation der
vulnerablen Plaques, bei der Entscheidungsfindung im weiteren Vorgehen
sowie bei der Risikoabschatzung und ist ein wichtiges Instrument im Umgang
mit NSTE-ACS-Patienten. Bei Hochrisikopatienten sollte der Eingriff innerhalb
von 2 Stunden, bei Risikopatienten innerhalb von 24 h und bei Patienten mit

mittlerem Risiko innerhalb von 72 h stattfinden [61].

Der NSTEMI tritt deutlich haufiger auf als der STEMI, wobei die Inzidenzen fur
beide Infarkttypen rucklaufig sind. Dies lasst sich groftenteils durch eine

verbesserte gesundheitliche Primarpravention erklaren [72].

1.2 Thrombozyten

Thrombozyten sind mit einem Durchmesser von 2 - 5 ym und einer Dicke von
0,5 um die kleinsten im Blut zirkulierenden zellularen Bestandteile [73-75]. In
gesunden Erwachsenen kommen sie in einer Anzahl von 150000 - 400000 pro
gl Blut vor [76, 77]. Die Morphologie sowie Funktion in der Hamostase und
Thrombose konnte im Jahre 1882 durch Bizzozero erstmalig beschrieben
werden [74, 78] Sie sind zudem an der Speicherung sowie Freisetzung von
biologisch aktiven Substanzen, wie Chemokinen und Wachstumsfaktoren
beteiligt. Weitere Aufgaben ubernehmen sie in der Wundheilung, in der

Immunantwort und im Kampf gegen Krankheitserreger, bei
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Entzindungsreaktionen sowie in der Angiogenese, und sie sind beteiligt an der

Entwicklung arteriosklerotisch bedingter Erkrankungen [79-86].

1.2.1 Anatomie der Thrombozyten

Im Ruhezustand zirkuliert ein Thrombozyt in einer bikonkaven Form, welche
durch Mikrotubli aufrechterhalten wird [87, 88]. Durch
Aktivierungsmechanismen, getriggert unter anderem durch Endothelschaden,
verandert sich dessen Form durch die Ausbildung von Pseudopodien [73, 89].
Thrombozyten sind kernlos und entstehen im Knochenmark aus
hochspezialisierten Vorlauferzellen, den Megakaryozyten, die diese ins Blut
freisetzten [90, 91]. Megakaryozyten kommen im Knochenmark vor und
machen etwa 1 % der myeloiden Zellen aus [92]. Das Zytokin Thrombopoietin
(TPO) ist ein wesentlicher Stimulator der Megakaryogense und somit der
Thrombozytenproduktion und wird in Leber, Niere und Knochenmark gebildet
[93-95]. Der letzte Schritt der Thrombozytenreifung, in dem sich aus
abgespalteten Fragmenten der Megakaryozyten bikonkave, reife Thrombozyten
bilden, findet im zirkulierenden Blut statt [90, 96]. Taglich werden etwa 100
Milliarden neue Thrombozyten gebildet, welche eine Uberlebenszeit von bis zu
10 Tagen erreichen [97]. Fur die Regulation der Uberlebenszeit stellten Mustard
etal. im Jahr 1966 das “Multiple-Hit Model“ auf, welches besagte, dass
Thrombozyten eine bestimmte Anzahl von Interaktionen, sogenannte “Hits*
ertragen, bevor sie vom retikuloendothelialen System erkannt und eliminiert
werden [97, 98]. Diese Theorie war lange Stand des Wissens und wurde erst in
den letzten Jahren durch neue Erkenntnisse uber thrombozyteneigene
Apoptosemechanismen abgelost [97]. 2007 konnte gezeigt werden, dass
Thrombozyten aus Mausen, die das Knockout Gen Bcl-X besalien, welches flr
Bcl-X. ein anti-apoptotisches Protein [99] des intrinsischen Apoptosewegs
kodiert, eine stark eingeschrankte Lebensdauer aufwiesen. Mause mit einen
durch Gen-Knockout erzeugten Mangel an dem pro-apoptotischen Protein Bak
besaRen hingegen Thrombozyten mit langerem Uberleben [100, 101]. In
gesunden Zellen hemmt Bcl-X. das pro-apoptotische Bak, welches durch
Permeabilisierung der auferen Mitochondrienmembran die Freisetzung von
Cytochrom C ermdglicht und so der Initiierung der Apoptosekaskade dient [97,
100, 102]. Somit konnte gezeigt werden, dass die Proteine des intrinsischen

Apoptosewegs Bcl-X. sowie Bak wesentlich die Uberlebenszeit der



Einleitung 10

Thrombozyten und deren Abbau steuern [97, 101]. Es wird vermutet, dass
durch den zeitlich schnelleren Abbau von Bcl-X. dessen hemmende Wirkung
auf das pro-apoptotische Bak entfallt, was die Apoptose der Thrombozyten
initiiert [97, 101, 103].

1.2.2 Ultrastruktur des Thrombozyten

Strukturell kdnnen Thrombozyten in vier Zonen unterteilt werden [73]: die
periphere Zone, die Sol-Gel-Zone, die Organellen-Zone sowie das innere

Membransystem.

Periphere Zone:

Die periphere Zone setzt sich aus der phospholipidhaltigen Plasmamembran
sowie der darin verankerten Glykokalix zusammen, welche aus Glykoproteinen
(GP), die als Rezeptoren dienen, besteht [73].

Mittels hochauflosender elektronenmikroskopischer Aufnahmen konnte gezeigt
werden, dass die aulere Plasmamembran der Thrombozyten Windungen und
Faltungen besitzt. Diese bietet zusatzliches Material zur Formveranderung [73,
104]. Da die Plasmamembran nicht dehnbar ist, ermdglichen sie sowie die
zusatzlichen Membranen des offenen kanikularen Systems (OCS) eine
Formveranderung [105]. Obwohl die Plasmamembran sich strukturell nicht von
anderen Plasmamembranen unterscheidet, spielt sie eine mal3gebliche Rolle in
der Gerinnung [73, 106]. Die anionische, phospholipid- und
phosphatidylserinreiche Oberflache dient als Ort der Umwandlung von
Prothrombin zu Thrombin [73].

Die darunter liegende submembrandse Region besteht aus Filamenten, ahnlich
Aktinfilamenten, und ist fur die Thrombozytenform, Rezeptortranslokation sowie

Adhasion von Bedeutung. Sie sind Teile des thrombozytaren Zytoskeletts [107].

Die dem Thrombozyten als auRerste Hulle dienende Glykokalix besteht aus GP
[73]. Diese wirken als Rezeptoren beim ersten Kontakt mit subendothelialem
Kollagen verletzter Gefallwande und dienen der Aktivierung und Aggregation
der Thrombozyten sowie Thrombusformation. [73, 108, 109]. Die beweglichen
Rezeptorkomplexe GP-Ib-IX-V sowie Integrin allbB3 (GPllb-llla) spielen eine

wesentliche Rolle in der Blutgerinnung [73, 110].
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Die Sol-Gel-Zone:

Auler den in der submembrandsen Region der peripheren Zone angeordneten
Filamenten besitzt ein Thrombozyt im Zytoplasma zwei weitere Fasersysteme.
Diese sind die Mikrotubuli sowie ein Netz aus Aktinmikrofilamenten [73, 111].
Mikrotubuli sind in 7 - 12 randstandigen, zirkumferentiell verlaufenden Bundeln
unter der Plasmamembran angeordnet und sind dafur verantwortlich, die
bikonkave Form des ruhenden Thrombozyten aufrecht zu erhalten [73, 87,
112]. Im ruhenden Thrombozyten sind Organellen und andere zellulare
Bestandteile an den das Zytoplasma locker durchziehenden Aktinfilamenten
befestigt [73, 111, 113]. Kommt es zur Thrombozytenaktivierung, werden die
Aktinfilamente in einer kalziumabhanigen Reaktion zu Polymeren reorganisiert,
und es bilden sich Pseudopodien [114]. Weiterhin schnliren die Aktin- und
Myosinfilamente die Mikrotubulibindel zusammen, wobei alpha- und
elektronendichte Granula in die Thrombozytenmitte gebracht werden [115]. Dort
konnen sich diese in das OCS entleeren [73, 111]. Das reichlich im Zytoplasma
enthaltende Glykogen sowie glatte und ummantelte Vesikel werden ebenfalls
zur Sol-Gel Zone gezahlt [73].

Die Organellen-Zone:

Die Organellen-Zone beinhaltet hauptsachlich drei Arten von Speichergranula:
alpha (a)-Granula und elektronendichte Granula (d) sowie Lysosomen.
AuRerdem lassen sich Mitochondrien, Glykosomen und kleine elektronendichte

Ketten bzw. Blindel nachweisen [73, 116].

o—Granula sind die am haufigsten vorkommenden thrombozytaren Organellen
[73, 117]. Durchschnittlich sind 40 - 80 dieser im Durchmesser 200 - 500 nm
kleinen Vesikel pro Thrombozyt zu finden [73]. Sie enthalten sowohl |6sliche als
auch membrangebundene Proteine [118]. Membrangebundene Proteine, die
auch in der Plasmamembran ruhender Thrombozyten vorkommen, sind unter
anderem die bereits erwahnten Integrine, wie allbB3 (GPlIb-llla) sowie GPIba-
IX-V Rezeptor [119]. Andere, wie z.B. das P-Selektin, werden erst nach
Thrombozytenaktivierung auf deren Oberflachenmembran exprimiert [118, 120].
o—Granula enthalten eine groRe Anzahl unterschiedlicher Proteine [120]. Dazu
gehoren Adhasionsproteine, wie von-Willebrand-Faktor (VWF), Fibrinogen und

Thrombospondin, und Gerinnungsfaktoren (z. B. Faktor V, XI, XIlI),
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Antikoagulantien (z. B. Protein S), Wachstumsfaktoren (z. B. Epidermal Growth
Factor, EGF), Chemokine (z. B. CXCL4), Immunmediatoren (z. B. Komplement
C3-Vorlaufer), Aktivatoren und Inhibitoren der Angiogenese (z.B. Vascular
Endothelium Growth Factor, VEGF) sowie Inhibitoren des fibrinolytischen
Systems (z. B. ax-Antiplasmin) [118, 121].

Die weniger haufigen und kleineren elektronendichten (&) Granula enthalten vor
allem niedermolekulare Molekule, die fur die Thrombozytenaktivierung wichtig
sind [73]. Dazu zahlen unter anderen Nukleotide, wie Adenosindiphosphat
(ADP) und Adenosintriphosphat (ATP), Kalzium als wichtiger Ko-Faktor der
Gerinnung sowie Serotonin, welches zudem vasokonstriktorisch wirkt [118,
122-124].

Thrombozyten beinhalten durchschnittlich ein Lysosom, dessen Aufgabe in der
Hamostase unbekannt ist [73]. Sie enthalten hauptsachlich saure Hydrolasen
[73, 118].

Thrombozyten besitzen voll funktionsfahige Mitochondrien. Diese sind unter
anderem zur Aufrechterhaltung des hohen Energiebedarfs bei Degranulation,
Aktivierung und der daraus folgenden Formanderung notwendig [73].
Mitochondrien liefern zudem Cytochrom C, welches fur die thrombozytare

Apoptose bendtigt wird [101].

Das innere Membransystem:

Thrombozyten besitzen zwei separate innere Membransysteme, welche so in
keiner anderen Blutzelle gefunden werden konnen. Diese sind das offene
kanikulare System (OCS) sowie das dichte tubulare System (DTS), welches
sich aus dem rauen endoplasmatischen Retikulum der Megakaryozyten ableitet
[73, 125].

Das OCS ist Teil der Plasmamembran und mit der Oberflache verbunden. Die
Kanale schlangeln sich als Einstllpungen durch das Zytoplasma. Sie dienen
der Ausleitung des Inhaltes der a-Granula wahrend der Sekretion sowie der
Stoffaufnahme aus dem Plasma [125]. Wahrend der Thrombozytenaktivierung
bietet das OCS die zusatzlich bendtigte Menge an Plasmamembran, die bei der
Ausbreitung und Formveranderung bendtigt wird. So kann die freiliegende
Oberflache um bis zu 420 % vergroRert werden [73, 126].
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Die Kanale des DTS ziehen sich, ahnlich verstreut wie die des OCS, durch das
Zytoplasma. Sie weisen 1-2 Verbindungen mit den zirkumferentiell
verlaufenden Mikrotubuli auf [73]. Das DTS dient dem Thrombozyten weiterhin
als Kalziumspeicher, welches fur deren Formveranderung bei Aktivierung
unabdingbar ist. Zudem lassen sich dort Enzyme der Prostaglandinsynthese
finden [73, 127].

1.2.3 Thrombozyten und Atherosklerose

1.2.3.1 Atherosklerose

Atherosklerose ist eine systemische, entzindlich- sowie immunbedingte
Erkrankung der Gefaldintima, welche als Reaktion auf eine Endothelverletzung
betrachtet werden kann [128, 129]. Der nekrotische Kern der
atherosklerotischen Plaques besteht aus den lipidhaltigen Uberbleibseln von
Schaumzellen. Er setzt sich vor allem aus Cholesterinestern sowie freiem, aus
Low-Density-Lipoprotein (LDL) gewonnenem Cholesterin zusammen [128].
Dartuber befindet sich eine fiboromuskulare Kappe aus extrazellularer
Bindegewebsmatrix sowie glatten Muskelzellen, welche unter anderem die
Stabilitat sowie Vulnerabilitat des Plaques bestimmt. Die Verschmalerung oder
Ruptur dieser Kappe legt den darunter liegenden hoch thrombogenen Lipidkern
frei und fordert stark die Thrombusbildung [130].

Eine endotheliale Dysfunktion wird unter anderem durch die beim Rauchen
entstehenden freien Radikale, durch arterielle Hypertension sowie durch
erhohtes modifiziertes bzw. oxidiertes Low-Density-Lipoprotein (oxLDL)
gefordert [129]. Sie gilt als der initiale Schritt bei der Entstehung der
Atherosklerose. Das Endothel andert die Permeabilitat, nimmt einen
prokoagulatorischen  Zustand ein und  schittet Zytokine  sowie
Wachstumsfaktoren aus [129]. Natives LDL kann frei durch das Endothel
diffundieren und 16st primar keine Entzindungsreaktion aus [128]. Die
modifizierte bzw. oxidierte Form bewirkt, dass die Endothelzellen
chemotaktische Substanzen ausschutten, die Monozyten und T- Lymphozyten
anziehen [128]. OxLDL wird durch Makrophagen Uber Scavenger Rezeptoren,
wie SR-A und CD36, aufgenommen und fuhrt so zu deren Weiterentwicklung
zur Schaumzelle [128, 131]. Zytokine und Wachstumsfaktoren locken glatte

Muskelzellen aus der GefalRmedia an. Diese bilden extrazellulare Matrix und so



Einleitung 14

die fibromuskulare Kappe des wachsenden Plaques [128]. Da die oxLDL-
Spiegel im Blut schwierig zu messen sind, kann labordiagnostisch
Malondialdehyd-modifiziertes-LDL (MDA-LDL) als Maf fur die LDL-Oxidation

sowie als kardiovaskularer Risikofaktor bestimmt werden [132-134].

1.2.3.2 Thrombozyten und Atherosklerose

Eine Reihe von bereits in Kapitel 1.2.3.1 genannten Zellen spielt bei der
Entstehung der Atherosklerose eine entscheidende Rolle. Die Beteiligung von
Thrombozyten durch Plaqueruptur und Thrombusbildung ist gut beschrieben
[129, 135]. In den letzten zwei Jahrzehnten zeigte sich, dass Thrombozyten
auch an Entzundungsreaktionen, endothelialer Dysfunktion sowie an der

initialen Atheroskleroseentstehung beteiligt sind [81, 136, 137].

Massberg etal. beschrieben 2002 erstmals, dass bei Mausen, denen
Apolipoprotein E fehlt (ApoE-/-), schon eine Thrombozytenadhasion an
intaktes Endothel stattfindet, bevor sich ein manifester atherosklerotischer
Plaque bildet [136]. Die Folgen waren die Expression von Entzindungszellen,

Leukozyteneinwanderung und Atheroskleroseentwicklung [136].

Huo et al. verodffentlichten 2003, dass aktivierte zirkulierende Thrombozyten
sowie  Thrombozyten-Leukozyten/Monozyten-Aggregate  durch  Sekretion
proinflammatorischer Substanzen in Richtung Monozyten sowie Endothelzellen
in der Lage sind, Atherosklerose primar zu initiieren [138]. Beide Mechanismen
legen dar, dass Thrombozyten Atherosklerose ausldsen konnen, bevor es zum
offensichtlichen Endothelschaden kommt, welcher lange Zeit als Voraussetzung
fur deren Adhasion galt [139].

Im gesunden Gewebe verhindert ein strukturell intaktes, nicht-aktiviertes
Endothel, das Anheften von Thrombozyten an die GefalBwand. Im Falle einer
Entzindungsreaktion sind Thrombozyten in der Lage, an das strukturell intakte,
aber aktivierte Endothel anzuheften [139, 140]. Besonders betroffen sind
Bifurkationen. Dies zeigt, dass die hamodynamischen Bedingungen eine Rolle
spielen, da sich dort vermehrt Thrombozyten an strukturell intaktes Endothel
anheften und so Atheroskleroseentwicklung initiieren [136, 141-143]. Nach
Anlagerung an das Endothel, sezernieren sie proinflammatorische Zytokine, wie
Interleukin (IL)-13 oder CD40 Ligand (CD40L), die dessen Eigenschaften
verandern [139, 144, 145]. Der mehrstufige  Vorgang der
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Thrombozytenanheftung wird durch Selektin-, Integrin- sowie Immunglobulin-
like-Rezeptoren vermittelt und folgt einer spezifischen Signalantwort in den
Thrombozyten und in den am Prozess beteiligten Zellen, wie Leukozyten und
Endothelzellen [139, 141].

Selektine spielen in der ersten Phase der Thrombozytenanheftung an das
Endothel eine entscheidende Rolle. Dies gilt sowohl fur das thrombozytare P-
Selektin als auch fur das in Entzindungsreaktionen vom Endothel vermehrt
exprimierte E-Selektin [146]. Huo et al. (2003) konnten im Mausmodell mit
Tieren, denen P-Selektin fehlte, dessen entscheidende Rolle bei der ersten
Anheftung an das Endothel zeigen [138]. Das Integrin GPllb-llla (allbp3) ist
einer der wichtigsten Rezeptoren, die bei der festen Bindung an aktivierte
Endothelzellen involviert sind [139]. Auch der auf dem Endothel vorhandene
und ebenfalls bei Entzindung hochregulierte Vitronektin-Rezeptor (avp3) ist am
Anheftungsprozess beteiligt. Diese Bindungsreaktion kann durch einen
spezifischen Antikdrper geschwacht werden [147]. GPIlb ist ein weiterer
Rezeptor, welcher auler an der Bindung zu Gefallwand auch an der
Rekrutierung von Leukozyten durch das B2 Integrin Mac-1 beteiligt ist [136,
148]. Daruber hinaus, kann der thrombozytare Kollagenrezeptor GPVI an die
subendotheliale Matrix des aktivierten Endothels binden [149].

Auch l6sliche thrombozytare Mediatoren, wie Chemokine und Zytokine,
vermitteln endotheliale Entzindungsreaktionen [83, 138, 139, 150].
Thrombozyten sind in der Lage, Zellen der Gefallwand, wie Endothelzellen
oder glatte Muskelzellen, zur Chemokinsekretion anzuregen. Chemokine
verstarken thrombozytare Adhasion und Aggregation. Thrombozyten konnen
somit durch Chemokinsekretion die Rekrutierung von Entzindungszellen aus

dem Blut beeinflussen und den Lipoproteinmetabolimus steuern [83].

Das dem Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) strukturell &ahnliche
Transmembranprotein  CD-40L ist ein Molekul, welches auf aktivierten
Thrombozyten an das CD 40 des Endothels binden kann. Die Bindung fuhrt auf
Seiten des Endothels zur Sekretion von Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1
(MCP-1; CCL2) und Interleukin-8 (IL-8; CXCLS8). Entzindungszellen, wie
Monozyten und Leukozyten, wandern aus dem zirkulierenden Blut ein und

fordern GefalRinflammation und Atherosklerose [83, 144].
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Ein nennenswertes Chemokin ist Plattchenfaktor 4 (PF4; CXCL4), welches
unter anderem zur Transformation eines Monozyten zum Makrophagen beitragt
[151]. PF4 wird von aktivierten Thrombozyten aus dessen a-Granula sezerniert
[118, 121]. Die Ablagerung von Cholesterin (im Wesentlichen aus LDL) in
Makrophagen wird ebenfalls durch PF4 beeinflusst. Sachais etal. (2002)
konnten in vitro zeigen, dass PF4 an die Bindungsdomane des LDL-Rezeptors
(LDL-R) bindet, so die Endozytose des LDL/LDL-R-Komplexes hemmt und die
Ablagerung von Cholesterin auf Zellen fordert [152]. PF4 ist in der Lage, direkt
an oxLDL anzulagern und dessen Bindung an die Zellen der Gefallwand sowie
an Makrophagen zu erhohen. Innerhalb der Makrophagen erfolgt eine

Veresterung des oxLDL und die Ablagerung von Cholesterinestern [153].

Auch das von aktivierten Thrombozyten sezernierte, aus der CC Chemokin-
Familie stammende Chemokine-Ligand-5 (CCL5) fuhrt zur Einwanderung von

atherogenen Monozyten [150].

Das endothelgebundene CX3CL1 (Fraktalkin) kann Thrombozyten aktivieren
und deren Adhasion fordern. Aul3erdem tragt es zur Leukozytenadhasion bei.
Dies zeigt, dass umgekehrt auch Thrombozyten durch Chemokine aktiviert
werden konnen [139, 154].

Die beschriebenen Umstande verdeutlichen die Rolle der Thrombozyten sowohl
durch die rezeptorvermittelten Endothel-Thrombozyten-Interaktionen als auch
durch die gegenseitige Aktivierung in Form von Sekretion proinflammatorischer

Substanzen, die so zur Entstehung der Atherosklerose beitragen [139].

1.3 Lipide
1.3.1 Plasmalipide

Lipide werden in Korperflussigkeiten in Form von Lipoproteinen transportiert. Im
Inneren befindet sich ein stark hydrophober Lipidkern, bestehend aus
Triacylglycerinen (TG) und Cholesterinestern. Das AuBere besteht hingegen
aus hydrophilen Lipiden (Cholesterin, Phospholipide) sowie Apolipoproteinen
(Apo), welche den Lipoproteinen als Rezeptorliganden (ApoB100),
Enzymaktivatoren sowie als Strukturelemente dienen. Die Lipoproteine werden

in & Hauptklassen unterteilt: Chylomikron, Very-Low-Density-Lipoprotein
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(VLDL), Intermediate-Density-Lipoprotein (IDL), LDL sowie HDL (Tabelle 3)
[1585].

Tabelle 3: Charakteristik der Lipoproteine [155]

LP: Lipoprotein, VLDL: Very-Low-Density-Lipoprotein, Apo: Apolipoprotein, IDL: Infermediate-
Density-Lipoprotein, LDL: Low-Density-Lipoprotein, HDL: High-Density-Lipoprotein,
TG: Triacylglycerin

LP-Klasse Durchmesse Dichte Hauptlipid Haupt-Apolipoprotein
r (nm) (g/ml)
Chylo- 75-1200 < 0,930 TG Apo B-48, Apo C, Apo E,
mikron Apo A-l, A-ll, AV
VLDL 30 - 80 0,930-1,006 TG Apo B-100, Apo E, Apo C
IDL 25-35 1,006 - 1,019 TG Apo B-100, Apo E, Apo C
Cholesterin
LDL 18 - 25 1,019 - 1,063 Cholesterin Apo B-100
HDL 5-12 1,063 — 1,210 Cholesterin Apo A-l, Apo A-ll, Apo C,

Phospholipd Apo E

Erhdhte Cholesterinplasmaspiegel, insbesondere erhohte LDL-Spiegel, gelten
seit langem als etablierter Risikofaktor bei der Entwicklung der KHK [156-158].
HDL hingehen ist als protektiver Faktor anzusehen [159-161]. So konnte Rubin
et al. 1991 bei genetisch veranderten Mausen einen protektiven Effekt eines
hohen HDL-Spiegels hinsichtlich der Entstehung von atherosklerotischen
Lasionen nachweisen [162]. Neuere Studien stellen die Hypothese, dass allein
die Hohe des HDL-Spiegels protektiv wirkt, in Frage. Sie deuten auf noch nicht
vollstandig verstandene, komplexere HDL-Funktionen hin, beispielsweise
bezuglich des retrograden Transports von Cholesterin aus Makrophagen und
dessen Zusammenhang mit KHK [163]. Da neue Medikamente, den HDL-
Spiegel zwar signifikant erhdhten, jedoch bei der Reduktion von
kardiovaskularen Endpunkten versagten, liegt nun das Interesse der Forschung

an den quantitativen und qualitativen Eigenschaften von HDL [163-165].

Sowohl erhohte Plasma-TG-Spiegel als auch hohe Konzentrationen an TG-
reiche Lipoproteine (VLDL, IDL, Chylomikron) gelten als Risikofaktoren fur die
Entwicklung der KHK [166, 167]. Erhdhte TG-Konzentrationen sind haufig mit
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weiteren kardiovaskularen Risikofaktoren assoziiert und koénnen so helfen,

Personen mit erhdhtem Erkrankungsrisiko zu identifizieren [168].

1.3.2 Lipidsenkende Therapie

Ein wichtiger kardiovaskularer Risikofaktor ist die Dyslipidamie. Sachdeva et al.
beschrieben 2009, dass viele KHK-Patienten schlecht eingestellte
Lipidplasmaspiegel besitzen [169]. In der 76 Monate dauernden Studie wurden
bei 136.905 Patienten innerhalb von 24 Stunden nach KHK-bedingter
Krankenhausaufnahme die Plasmalipidspiegel bestimmt und diese in HDL, LDL
sowie TG unterteilt. 17,6 % der Patienten hatten einen LDL-Spiegel von
<70 mg/dl. Bei 54,6 % der Patienten konnte ein HDL-Spiegel unter 40 mg/dl
ermittelt werden. Die Kombination aus LDL < 70mg/dl und HDL > 60 mg/dl
wiesen 1,4 % der Patienten auf [169]. In der Studie erhielten 21,1 % aller
Patienten vor Aufnahme eine lipidsenkende Therapie. Von den Patienten, bei
denen bereits eine kardiovaskulare Erkrankung bekannt war, standen 29,4 %
vor  Aufnahme unter lipidsenkender Therapie. Im gesamten
Beobachtungszeitraum zeigte sich eine signifikante Abnahme des
durchschnittlichen HDL-Spiegels aller Patienten (p < 0,0001) von 43 mg/dl im
Jahr 2000 auf 39 mg/dl 2006 [169].

In den neuen Leitlinien der ESC (2016) zum Management bei Dyslipidamie
orientiert sich die Art und Dosis sowie die angestrebten LDL-Zielwerte wie
zuvor am individuellen Risiko des Patienten (Treat-to-Target-Strategie) [170].
Dabei unterscheidet sie sich von der US-amerikanischen Leitlinie aus dem Jahr
2013, welche eine feste Dosis-Vorgabe fur die jeweilige Risikogruppe fordert
(Fire-and-Forget-Strategie) [171]. Die  Therapieempfehlungen  sowie
angestrebte LDL-Spiegel richten sich nach den in Tabelle 4 aufgeflhrten vier
Risikogruppen [170, 172].
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Tabelle 4: Kardiovaskulare Risikogruppen [170, 172]

KHK: Koronare Herzkrankheit, TIA: transiente ischdmische Attacke, pAVK: periphere arterielle
Verschlusskrankheit, DM: Diabetes mellitus, GFR: glomerulére Filtrationsrate,
SCORE: Systemic Coronary Risk Estimation

Kardiovaskulare Kriterien
Risikogruppen

Sehr hohes Risiko: — KHK, Apoplex/TIA, pAVK
— DM und daraus entstandener Organschaden oder DM plus ein
weiterer Risikofaktor, wie Hypertonie oder Fettstoffwechselstérung
— GFR < 30 ml/min/1,73 m?
— SCORE >10 %

Hohes Risiko — eindeutig gesteigerte Risikofaktoren wie RR> 180/110 mmHg oder
hereditare Stérung des Fettstoffwechsels
— DM ausgenommen der obig genannten Punkte
— GFR 30 - 59 ml/min/1,73 m?
— SCOREz25und <10 %

Mittleres Risiko — SCORE=21und<5 %

Niedriges Risiko — SCORE <1 %

Mittels SCORE (Systemic Coronary Risk Estimation) kann das 10-Jahres
Risiko, das erste todliche kardiovaskulare Ereignis zu erleiden, abgeschatzt
werden [173]. Die ESC empfiehlt dieses Risikoabschatzungstool, da es die
unterschiedlichen regionalen Risiken der europaischen Lander berucksichtigt
und die Daten anhand relevanter europaischer Kohorten eruiert wurden.
SCORE wird fur klinisch unauffallige Personen Uber 40 Jahre empfohlen, da
jene, welche an KHK, DM, chronischer Niereninsuffizienz sowie familiarer
Hyperlipidamie leiden, ohnehin der Kategorie ,sehr hohes kardiovaskulares

Risiko“ zuzuteilen sind [170].

Es =zeigte sich, dass die Plasmaspiegel fur LDL, HDL, TG sowie
Gesamtcholesterin unabhangiger vom Nduichternstatus waren, als bisher
angenommen [174-176]. Die neue Leitlinie nahm diese Erkenntnisse auf und
erlaubt zur Risikobewertung und zum Screening der Lipidplasmaspiegel eine

Abnahme im nicht nichternen Zustand [170].

Die Senkung des LDL-Spiegels durch Statintherapie reduziert eindeutig das
Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse [177]. Pro Senkung des LDL-Spiegels um

1 mmol/l (18 mg/dl) konnte das Risiko um etwa ein Flnftel reduziert werden.
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Eine weitere signifikante Verminderung von kardiovaskularen Ereignissen, ohne
dass sich dadurch vermehrt Todesfalle durch andere Ursachen zeigten, konnte
durch ein Behandlungsregime mit hoheren Statin-Dosen erzielt werden [177].
Die Leitlinie rechtfertig hiermit das Festhalten an LDL-Zielwerten, betont aber,
dass es keine eindeutige Evidenz durch RCT (Randomisierte kontrollierte
Studien) hinsichtlich zielbestimmter Werte gibt [170]. Die gute praktikable
Anwendung im Kklinischen Alltag spricht ebenfalls fir die Vorgehensweise.
LaRosa et al. publizierten, dass eine intensivierte LDL-Senkung bei stabiler
KHK (Atorvastatin 80 mg/Tag vs. 10mg /Tag) signifikant das Auftreten von
kardiovaskuldren Ereignissen reduziert [178]. Ahnliches konnte fiir ACS-
Patienten hinsichtlich Mortalitat sowie kardiovaskuldren Ereignissen beobachtet
werden [62]. Cannon etal. konnten 2015 nachweisen, dass durch die
Kombination von Statin mit dem Cholesterin-Aufnahme-Hemmer Ezetimib
sowohl Verminderungen hinsichtlich kardiovaskularer Ereignisse als auch
niedrigere LDL-Spiegel erzielt werden konnten [179]. Diese neuen Erkenntnisse
nahm die 2016 publizierte ESC-Leitlinie auf und empfiehlt diese Kombination,
wenn sich durch alleinige Statintherapie die gewunschten LDL-Ziele nicht

erreichen lassen (lla-Empfehlung) [170].

Hinsichtlich der eindeutigen Korrelation zwischen LDL-Spiegel und
kardiovaskularem Risiko [177, 179, 180] empfiehlt die ESC-Leitlinie fur
Patienten mit sehr hohem kardiovaskularen Risiko eine Senkung des LDL-
Spiegels auf Werte <70 mg/dl, bzw. eine Reduktion um mindestens 50 % des
Ausgangwertes, ist dieser zwischen 70-135mg/dl [170]. Wird das
kardiovaskulare Risiko als hoch eingestuft, ist ein LDL-Zielwert unter 100 mg/dl
anzustreben. Sollte ein Ausgangswert zwischen 100 — 200 mg/dl vorliegen, ist
auch in diesem Fall eine mindestens 50 %ige Reduktion dieses Wertes
anzusteuern [170]. Der zu senkende LDL-Spiegel bei mittlerem oder niederem
Risiko sollte bei < 115mg/dl liegen [170].

Statine eignen sich unabhangig vom Geschlecht, fur Menschen
unterschiedlicher Altersgruppen sowohl zur sekundaren als auch zur primaren
Pravention bei KHK-bedingter Mortalitdat und Morbiditat. Dies wurde in den
letzten Jahren eindeutig durch grof3e Metaanalysen bewiesen [177, 180, 181].

Myalgien sowie muskulare Symptome sind als unerwinschte Nebenwirkungen
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von Statinen bekannt und werden bei bis zu 25 % der Patienten beschrieben
[182, 183].

Die RCT STOMP (Statins On Skeletal Muscle Function and Performance) aus
dem Jahr 2013, konnte bei 4,6 - 9,4 % der gesunden Teilnehmer nach 6-
monatiger Gabe von 80 mg Atorvastatin muskulare Beschwerden feststellen
sowie eine signifikante Erhdhung der Kreatinkinase, jedoch keine signifikante
Verringerung der muskularen Leistungskraft [184]. Das Risiko fur die
schwerwiegendste Nebenwirkung, der Rhabdomyolyse, ist gering und die

genannten Vorteile der Therapie stehen im Vordergrund [185].

Erstmals in den ESC-Leitlinien zu finden, ist die Medikamentenklasse der
Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9)-Hemmer [170]. Im Jahr
2003 wurde die Wirkung von PCSK-9 auf den LDL-Rezeptor (LDL-R) sowie die
LDL-Homoostase beschrieben [186]. Eine Loss-of-Function-Mutation fuhrte zu
einem niedrigeren LDL-Spiegel, eine erhdhte Expression, bewirkte einen
Anstieg [186]. PCSK-9 fuhrte zum schnelleren Abbau der LDL-Rezeptoren
[187, 188]. Dass monoklone Antikdrper gegen PCSK-9 stark den LDL-Spiegel
senken konnen (um bis zu 80 %), wurde erstmals 2009 an Makaken-Affen
demonstriert [189]. Im Jahr 2015 wurde der erste monoklonale Antikdrper
zugelassen, nachdem seine Sicherheit und Wirksamkeit unter Beweis gestellt
wurde [190, 191].

Die durchschnittliche LDL-Senkung durch den humanen monoklonalen
Antikorper Evolocumab, einem PCSK9-Hemmer, wird mit etwa 60 % angegeben
[192-194]. Sabatine etal. konnten 2017 die Ergebnisse der ersten
kardiovaskularen Endpunktstudie zu dem PCSK9-Hemmer Evolocumab
veroffentlichen. Die FOURIER-Studie (Further Cardiovascular Outcomes
Research with PCSK9 Inhibition in Subjects with Elevated Risk) untersuchte
27.564 mit hohen Statin-Dosen behandelte Patienten mit atherosklerotisch
bedingter KHK und einem LDL-Spiegel > 70 mg/dl [193]. Im Placebo-Vergleich
zeigte sich eine durchschnittiche Senkung des LDL-Spiegels um 59 %
(p <0,001). Hinsichtlich der primaren Endpunkte (MI, Apoplex, durch IAP- oder
koronarer Revaskularisation bedingte Krankenhausaufnahme, kardiovaskular
bedingter Tod) konnte die Studie eine absolute Risikoreduktion von 11,3 % in

der Placebo-Gruppe zu 9,8 % bei den behandelten Patienten ermitteln. Dies war
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vor allem durch den Rickgang des M| sowie der koronaren Revaskularisation
bedingt [193]. Basierend auf diesen neuen Erkenntnissen hat die ESC im April
2018 ein Update zur Therapie mit PCSK-9-Hemmern publiziert [195]. Bei
Patienten mit sehr hohem kardiovaskularem Risiko, die trotz maximal
vertraglicher Statin-Dosis (+/- Ezetimib) dreier unterschiedlicher Statin-Praparate
weiterhin einen LDL-Spiegel > 140 mg/dl besitzen, sollte ein PCSK-9-Hemmer
erwogen werden [195]. Fur Patienten mit familidrer Hypercholesterinamie, die
trotz maximal vertraglicher Kombinationstherapie aus Statin und Ezetimib einen
LDL-Spiegel > 180 mg/dl aufweisen, empfiehlt die ESC einen PCSK-9-Hemmer
in Erwagung zu ziehen [195]. Die Autoren weisen aber auch auf das noch
unzureichende Wissen hinsichtlich der Langzeitfolgen der PCSK-9-Hemmer hin

sowie auf deren deutlich hdhere Kosten [195].

1.3.3 Thrombozytare Lipoproteine
Lipoproteine haben Einfluss auf die Thrombozytenfunktion [196, 197]. So fuhrt

die Bindung von nativem LDL zur Thrombozytenaktivierung, erhoht deren
Sensitivitat fur aktivierende Substanzen, verandert die Zusammensetzung der
Plasmamembran und fordert den Lipidaustausch untereinander sowie zu
anderen Zellen [196-199].

Der ruhende Thrombozyt besitzt etwa 1500 LDL- und 3200 HDL-
Bindungsstellen [200]. HDL fuhrt im Gegensatz zu LDL zu einem verringerten

atherogenen Potenzial und zu einem desensibilisierten Zustand [196].

Modifizierte Lipide werden von Makrophagen durch Scavenger-Rezeptoren
aufgenommen, was deren Transformation zur Schaumzelle anregt. Dies gilt als
einer der Schlusselschritte bei der Entstehung der Atherosklerose [128, 129].
Durch die Bindung von oxLDL an Thrombozyten werden diese aktiviert sowie
vermehrt vom Makrophagen, die sich dadurch in atherogene Schaumzellen
umwandeln, phagozytiert. Diese Reaktionen begunstigen thromboischamische
Ereignisse [201, 202]. Die Bindung von oxLDL wird auch durch Scavenger-
Rezeptoren auf den Thrombozyten vermittelt [201]. Dazu gehdren der Klasse A
Scavanger-Rezeptor (SR-A), der zur Klasse B gehdérende CD36 Rezeptor, der
Lektin-like-oxidized-LDL-Rezeptor-1 (LOX-1), der Klasse B Scavenger-
Rezeptor 1 (SR-B1) und der Scavenger-Rezeptor-Ligand, der Phosphatidyl-
serin und oxidiertes Lipoprotein/Chemokin bindet (CXCL16) [201-205]. Durch
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die Bindung von oxLDL an CD 36 wird die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) durch die NADPH-Oxidase 2 (NOX2) vermittelt [206].
Die ROS desensibilisieren die Thrombozyten fur antithrombotische Signale des

Endothels und fordern so die Thrombusformation [206].

Thrombozyten sind in der Lage, LDL in oxLDL zu uUberfihren [207]. Carnevale
et al. (2007) stimulierten Thrombozyten von gesunden Personen mit Kollagen
und konnten zeigen, dass sie durch die katalytische Untereinheit der NOX2 LDL
zu oxLDL modifizieren kdnnen. Durch Inhibition der Phospholipase A2 durch
Arachidonyl Trifluoromethyl Ketone konnte eine signifikante Reduktion der
oxLDL-Produktion erreicht werden. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
Thrombozyten von Patienten, die an Hypercholesterinamie leiden, vermehrt
ROS sowie oxLDL produzieren als solche von Patienten einer gesunden
Kontrollgruppe (KG) [207].

Eine weitere Studie von Carnevale et al. aus dem Jahr 2014 ergab, dass das in
den Thrombozyten entstandene oxLDL die Thrombozytenaggregation und
Thrombusformation fordert. Durch NOX2 hergestellte ROS spielen dabei eine
entscheidende Rolle. Bei Patienten, die erblich bedingt keine NOX2 besitzen,
waren diese Reaktionen deutlich abgemildert. Zudem konnte die oxLDL-
Produktion durch Inhibition von CD36 sowie LOX-1 signifikant reduziert werden
[208]. Die Autoren verwiesen darauf, dass ein Eingreifen an dieser Stelle der
Thrombozytenaggregation und Thrombusbildung eine mogliche neue

therapeutische Option darstellen konnte [208].

Chatterjee etal. konnten 2017 zeigen, dass Thrombozyten zudem zur
intrazellularen Superoxidproduktion fahig sind. oxLDL fordert eine Lipoprotein-
Oxidation, was annehmen lasst, dass oxLDL den Redoxstatus der
Thrombozyten verandert. Sowohl die intrazellularen oxLDL-Spiegel als auch die
LDL-Aufnahme steigerten sich simultan, was auf eine Konversion von LDL
innerhalb des Thrombozyten schlieRen Iasst. Durch Hemmung der
mitochondrialen Superoxiddismutase 2 konnte die Lipid-Peroxidation innerhalb
des Thrombozyten gehemmt werden, was einen noch unbekannten Bestandteil

der thrombozytaren Lipidmodifikation aufzeigt [209].

In derselben Studie wurde beobachtet, dass oxLDL Thrombozyten zur

Apoptose anregen kann. Dieser Prozess wird von einer Depolarisation der
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mitochondrialen Membran sowie einer Superoxid-Bildung begleitet. Diese Form
der Apoptoseinduktion ist mit bekannten Induktionsformen, z. B. mittels CRP

oder Thrombinrezeptor-aktivierendes-Peptid (TRAP), vergleichbar [209].

OxLDL steigert das thrombogene Potenzial der Thrombozyten [199, 201, 208,
209]. In menschlichem thrombozytenreichen Plasma konnte durch oxLDL in
vitro die durch Gewebefaktoren induzierte Thrombinbildung gesteigert sowie die
durch TRAP induzierte Thrombozytenaggregation verstarkt werden [209]. Im
Mausmodell konnte dies bestatigt werden. Bei Mausen, die mit markiertem
oxLDL behandelt wurden, zeigte sich im Vergleich mit einer unbehandelten KG

ein signifikant schnellerer thrombusbedingter Gefallverschluss [209].

Chatterjee et al. verglichen das thrombozytare Lipidprofil von Patienten mit
stabiler KHK, STEMI sowie einer passenden KG. Es konnte nachgewiesen
werden, dass dieses bei KHK signifikant verandert ist [209]. Vor allem in der
STEMI-Gruppe wurden im Vergleich zur KG signifikant erhohte Werte fur TG,
Keramide, Sphingomyeline, Cholesterinester, Phospholipasemetabolite sowie
oxidierte Lipidmetabolite gefunden. Zudem konnten signifikant erhohte Werte
fur oxidierte Membranphospholipide bei STEMI-Patienten festgestellt werden
[209]. Diese spielen bei Genese der KHK eine Rolle und werden durch freie
Radikale oxidiert [210]. Chatterjee et al. schlieRen daraus, dass der erhdhte
oxidative Stress bei STEMI Patienten zur Oxidation der Phospholipide innerhalb
des Thrombozyten beitragt [209].

Laaksonen etal. konnten 2016 zeigen, dass Plasmakeramide den bisher
bekannten kardiovaskularen Risikomarkern, wie LDL oder CRP, in der
Voraussagekraft bezuglich kardiovaskularer Sterblichkeit sowohl bei stabiler
KHK als auch bei ACS Uberlegen sind. Sie schliefen daraus, dass diese als
verlasslichere neue Marker zur Risikostratifikation bei KHK-Patienten dienen
konnen [211]. Auch Chatterjee etal. konnten signifikant erhohte Keramid-

Spiegel in Thrombozyten von KHK-Patienten im Vergleich zur KG finden [209].

Shah etal. berichteten 2012, dass die Plasmaspiegel fur mittel- sowie
langkettige Acylkarnitine einen Voraussagewert fur kardiovaskulare Mortalitat
besitzen [212]. In Thrombozyten von SAP- und STEMI-Patienten konnten 2017
Chatterjee et al. ebenfalls erhohte Werte fur diese feststellen. In der STEMI-

Gruppe waren die Acylkarnitine signifikant erhoht [209]. Die Studie schlief3t
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daraus, dass zukunftig auch intrathrombozytare Keramide sowie Acylcarnitine

als Marker zu Risikoeinschatzung bei KHK-Patienten dienen kdnnten [209].

Stellos et al. verglichen die Starke der Bindung von oxLDL an die Oberflache
von zirkulierenden Thrombozyten bei Patienten mit stabiler KHK mit der von
Patienten mit ACS [201]. Es konnte bestatigt werden, dass die Thrombozyten
bei den ACS-Patienten eine signifikant hohere oxLDL-Bindung besallen als
jene der stabilen KHK-Gruppe. Die der stabilen KHK-Gruppe wiesen eine
hohere Bindung von oxLDL auf als die der gesunden Kontroligruppe. Eine
positive Korrelation zwischen Aktivierungsstatus sowie Menge des gebundenen
oxLDL konnte festgestellt werden. Es ergab sich eine positive Korrelation
zwischen thrombozytar gebundenem oxLDL und Troponin | sowie eine

umgekehrte Korrelation zum Gesamtcholesterin des Plasmas und LDL [201].

Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass in vitro mit oxLDL inkubierte
Thrombozyten eine starkere Bindung an Kollagen aufwiesen sowie
Endothelzellen starker aktivierten als jene, die mit LDL inkubiert wurden. Auch
im Mausmodell banden die mit humanem oxLDL inkubierten Thrombozyten
verstarkt an eine durch Karotisligation verletze GefalRwand als die mit LDL
inkubierten. Die genannten Punkte veranschaulichen den Einfluss von oxLDL
auf die Thrombozyten, welcher vor allem bei Patienten mit ACS deutlich wird
[201].

Auch Chatterjee etal. konnten 2017 zeigen, dass Thrombozyten von KHK-
Patienten einen signifikant hoheren oxLDL-Spiegel aufwiesen als solche einer
gesunden KG. Sie konnten eine positive Korrelation zwischen thrombozytarem
oxLDL und der Expression des CXC-Chemokin-Rezeptor-7 (CXCR7) sowie
eine negative Korrelation mit CXC-Chemokin-Rezeptor-4 (CXCR4) bestatigen
[209]. CXCR7 und CXCR4 sind Rezeptoren des Chemokins CXCL12 [213].
Chemokine sind wesentlich an atherosklerotischen Entzindungsreaktionen
beteiligt. Thrombozyten sezernieren bei Aktivierung selbst CXCL12, welches
weitere thrombotische Prozesse fordert [83, 214, 215]. Rath et al. (2014, 2017)
wiesen nach, dass die Konzentrationen von CXCL12 und seiner Rezeptoren
CXCR4 und CXCR7 bei ACS-Patienten erhoht sind. Diese sind wiederum mit
der Langzeitprognose sowie myokardialer Regeneration nach M| verbunden
[216, 217]. CXCL12 verstarkt die oxLDL-Aufnahme der Thrombozyten, welche



Einleitung 26

durch vermehrte Expression von Scavenger-Rezeptoren erklart werden konnte
[209]. Auf der anderen Seite fuhrt oxLDL in vitro zu erhdhter Expression von
CXCL12 und CXCR7 sowie verminderter Expression von CXCR4 auf der
Oberflache der Thrombozyten [209]. Die durch oxLDL induzierte ROS-
Produktion, Degranulation sowie allbB3-Intergrin (GPIlIb-llla)-Aktivierung
werden ebenfalls durch CXCL12 gesteigert. Durch Zugabe von CXCL12 und
oxLDL konnte auch die Geschwindigkeit der thrombozytaren Formveranderung
bei Aktivierung signifikant gesteigert werden [209]. Zusatzlich konnte die
oxLDL-abhangige Thrombusbildung durch vermehrte Gabe von CXCL12
verstarkt, durch Neutralisation sowie Blockade des CXCR4 signifikant
abgemildert werden [209]. Chatterjee et al. wiesen auch hier auf die Mdglichkeit

eines potentiellen therapeutischen Ansatzpunktes hin [209].

Erhohte thrombozytare oxLDL-Spiegel waren signifikant mit prothrombotischem
Verhalten der Thrombozyten assoziiert [209]. Dies konnte sowohl im
Mausmodell als auch bei ACS-Patienten demonstriert werden. Bei Patienten
mit angiographisch nachgewiesenen intrakoronaren Thromben zeigten die
Thrombozyten signifikant erhohte oxLDL-Spiegel verglichen mit einer Gruppe
von Patienten, die zwar Atherosklerose, jedoch keine sichtbaren Thromben
aufwiesen [209]. Interessanterweise, konnte in den Thromben mittels ex vivo-
Analyse erheblich erhdhte Mengen an oxLDL in den thrombozytenreichen
Bestandteilen gemessen werden [209]. Dies verdeutlicht die durch oxLDL
verstarkte Thrombusbildung und die Funktion des Thrombozyten als

Lipidspeicher in koronaren Thromben von STEMI-Patienten [209].
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2 Ziele

Thrombozytare intrazellulare oxLDL-Spiegel sind bei ACS-Patienten im
Vergleich zu Patienten mit stabiler KHK signifikant erhoht [209]. Thrombozyten
sind in der Lage selbststandig oxidierte Lipidmetabolite herzustellen [207, 208].
OxLDL steigert das thrombogene Potenzial der Thrombozyten und begunstigt
so deren Aggregation und Thrombusformation [199, 201, 208, 209].

Derzeit ist noch wunklar, inwieweit intrazellulares thrombozytares oxLDL
medikamentOs beeinflusst werden konnte. Auch eine modgliche Assoziation
zwischen zirkulatorischen oxidierten Lipiden und den intrazellularen

thrombozytaren oxLDL-Spiegeln ist nicht hinreichend geklart.
Die Ziele der vorliegenden Studie waren,

— die Assoziation zwischen dem intrazellularen thrombozytaren oxLDL-Spiegel
und zirkulatorischem Malondialdehyd-modifiziertem-LDL (MDA-LDL) zu
bestimmen.

— den Einfluss von Statin-Therapie, ASS-Therapie sowie die Kombination aus
Statin und ASS-Therapie auf den intrazellularen oxLDL-Spiegel der
Thrombozyten sowie das zirkulatorische MDA-LDL zu untersuchen.

— den Einfluss von niedrigen, mittleren, hohen und sehr hohen Statin-Dosen
auf den intrazellularen oxLDL-Spiegel der Thrombozyten zu ermitteln.

— die Bedeutung von intrazellularem thrombozytarem oxLDL als moglichen

Angriffspunkt in der KHK-Therapie darzustellen.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Studie wurde 151 Patienten mit symptomatischer KHK in der
Abteilung fur Innere Medizin Il — Kardiologie und Kreislauferkrankungen der
Universitatsklinik Tubingen wahrend PCI arterielles Vollblut abgenommen. 151
Patienten wurden fortlaufend eingeschlossen. Davon prasentierten sich 94 mit
stabiler KHK sowie 57 mit ACS. Die Definition der stabilen KHK ist in Kapitel
1.1.3 [13], die des ACS in Kapitel 1.1.4, zu finden [32, 41, 42, 61]. Das Blut
wurde unmittelbar im Anschluss an die PCI mittels Durchflusszytometrie auf
intrazellulare thrombozytare oxLDL-Expression untersucht. Mittels Enzyme-
linked immunosorbent Assay (ELISA) wurde das zirkulatorische MDA-LDL im
Serum bestimmt. Die intrazellularen thrombozytaren oxLDL-Spiegel und die
zirkulatorischen MDA-LDL-Spiegel wurden zwischen unterschiedlichen

Patientengruppen bei Studieneinschluss verglichen:

— Gruppe 1: weder Statin noch ASS
— Gruppe 2: Statin, kein ASS

— Gruppe 3: ASS, kein Statin

— Gruppe 4: Statin und ASS

Innerhalb der Gruppe 4 wurde eine mdgliche Auswirkung auf das intrazellulare
thrombozytare oxLDL durch Atorvastatin oder Simvastatin sowie durch

verschieden Statin-Dosisregime untersucht.

Bei einem Groldteil der Patienten konnten die Plasmalipide bei Aufnahme im

Routinelabor bestimmt werden:

— Gesamtcholesterin: n = 111,
— LDL-Cholesterin: n = 108,

— HDL-Cholesterin: n = 109,
- TG:n=111.

Bei 82 Patienten konnten die Serum MDA-LDL-Spiegel bestimmt werden. Diese

wurden mit dem intrazellularen thrombozytarem oxLDL korreliert.

Die Basischarakteristika wurden der elektronischen Patientenakte entnommen.

Die eingeschlossenen Patienten sind Teil der Tuebingen Platelet Investigative
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Consortium (TuePIC)-Studie. Alle Patienten stimmten nach Aufklarung durch
die behandelnden Kardiologen der Universitat Tubingen der Studienteilnahme
durch ihr schriftliches Einverstandnis zu. Die Studie wurde durch die
Ethikkommission der Universitat Tubingen bewilligt (270/2011B01). Sie erfullt
die Bestimmungen der guten klinischen Praxis und der Deklaration von Helsinki
[218-220].

3.2 Materialien

In Tabelle 5 sind die verwendeten Materialien zur Blutentnahme und —
aufbereitung aufgefihrt. Tabelle 6 listet die verwendeten Reagenzien und
Antikorper zur oxLDL Messung auf. In Tabelle 7 sind die Gerate und Materialen
zur Durchflusszytometrie zu finden. Es werden jeweils die Bezeichnungen und
Hersteller aufgefuhrt. Tabelle 8 listet den Inhalt des verwendeten
Malondialdehyde-Modified Low-Density-Lipoprotein ELISA Kit (Produktnummer:
447839) von SEKISUI Diagnostics auf.

Tabelle 5: Gerate und Materialien zur Blutentnahme und -aufbereitung

CPDA: Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin, LH: Lithium-Heparin

Bezeichnung Hersteller

Safety-Multifly-Set Sarstedt AG & Co. KG

S-Monovetten 8.5 ml CPDA Numbrecht, Deutschland

S-Monovetten 9,0 ml LH

Pipettenspitzen 200 pl

Universal 32R V3.01 Zentrifuge Hettich AG, Bach, Schweiz

Pipette Research 100 - 1000 pl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipette Research 10 - 100 pl

Pipette Research 0,5 - 10 pl

Safe-Lock Tubes 1,5 ml + 0,5 ml

Pipettenspitzen 100 - 1000 pl Ratiolab GmbH, Dreieich, Deutschland
Pipettenspitzen 10 pl Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschalnd
ADIVA 1800 Clinical Chemistry Siemens Healthcare Diagnotics GmbH, Eschborn,

Analyzer Deutschland
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Tabelle 6: Reagenzien und Antikdrper zur thrombozytaren, intrazellularen oxLDL Bestimmung

PBS: Phosphat-Buffered Saline, PE: Phycoerythrin, CD: Cluster of Differentiation,
oxLDL: oxidiertes Low-Density-Lipoprotein, FITC: Fluoresceinisothiocyanat

Bezeichnung Hersteller

Dulbecco’s PBS 500 ml Sigma-Aldich, Steinheim, Deutschland
Bestell-Nr.: D8537-

Paraformaldehyd (PFA) MERCK-
Schuchardt Hohenbrunn, Deutschland
Bestell-Nr.: 818715

Triton-X Sigma-Aldich, Steinheim, Deutschland
Bestell-Nr.: 9002-93-1

BD PharmingenTM PE-Mouse Anti-Human BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
CD42b Bestell-Nr.: 555473
anti-oxLDL-FITC-Antikoérper biorbyt Limited, Cambridge, England

Bestell-Nr: orb7681

Tabelle 7: Gerate und Materialien zur Durchflusszytometrie

FACS: Fluorescence Activated Cell Sorter

Bezeichnung Hersteller

BD FACS Calibur TM Flow Cytometer BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Analysesoftware: BD CellQuestTM Pro

FACS Rinse

FACS Clean

Tabelle 8: Gerate und Materialien MDA-LDL ELISA

MDA-LDL: Malondialdehyd-modifiziertes Low-Density-Lipoprotein, mAK: monoklonaler
Antikérper

Bezeichnung Hersteller
anti-MDA-LDL mAKk beschichtete SEKUSI Diagnostics, Pfungstadt,
Mikrotiterplatte Deutschland

Probenstabilisierungsreaganz, Saccharose,
50ml

Verdinnungspuffer, Hepes, 100 ml
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Bezeichnung Hersteller

Waschpuffer 100 ml SEKUSI Diagnostics, Pfungstadt,

Deutschland

3-Galactodiase-markierter anti-
Apolipoprotein B mAK 11 ml

Substrat o-Nitrophenol-3-D-Galactopyranosid
11 ml

Natrium-Carbonat-Stopplosung 11 ml

Human Serum Standard 0,5 ml

Mircoplate Reader Model 550 Bio-Rad, Hercules, USA

3.3 Methoden
3.3.1 Thrombozytare oxLDL-Analyse mittels Durchflusszytometrie

3.3.1.1 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie konnen Zellen anhand unterschiedlicher
Lichtstreuung, die durch ihre GroRe, Form und Struktur bestimmt wird,
identifiziert werden. Sie werden dazu an einem fokussierten Laser vorbeigefuhrt
und analysiert. Es wird unterschieden zwischen Vorwartsstreulicht (FSC) und
Seitwartsstreulicht (SSC). Das FSC wird durch das Volumen der Zellen
bestimmt. Das SSC wird durch die Beschaffenheit des Zellkerns, der
Zellgranularitdt sowie der Vesikelmenge beeinflusst. Oberflachenmolekile
kdnnen durch passende Fluoreszenzfarbstoff-markierte spezifische Antikorper
sichtbar gemacht werden. In dieser Studie kamen dazu die Fluorochrome
Phycoerythrin (PE) und Fluoresceinisothiocyanat (FITC) zum Einsatz. PE weist
eine Absorption bei einer Wellenlange von 492 nm sowie eine rote Emission bei
580 nm auf. Das Absorptionsmaximum von FITC liegt bei 488 nm Wellenlange
und besitzt eine grune Emission bei 530 nm Wellenlange. Die ldentifikation von
Thrombozyten aus der Gesamtmenge der Blutzellen erfolgte durch den
Thrombozyten-spezifischen Marker Cluster of Differentitation 42b (CD42b)
gegen GPlba. Dieser wurde dazu an PE gekoppelt. OxLDL wurde durch FITC-
markierte spezifische Antikdrper detektiert. Die anschlieliende Analyse geschah
durch das Durchflusszytometer FACS CaliburTM Flow Cytometer 342975 von
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Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg, Germany (L. Laptev, personliche

Mitteilung).

3.3.1.2 Praktische Durchfiihrung: intrazellulare oxLDL-Detektion

Wahrend der PCI wurde 151 KHK-Patienten 8,5 ml arterielles Vollblut mittels
einer Spritze in Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin-Monovetten  (CPDA)
abgenommen. Zur Farbung wurde die Zweifarben-Vollblutmethode angewandt
[221]. 20 pl Vollblut wurde mit 980 pl phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) im
Verhaltnis 1:50 verdinnt. Es wurden jeweils 100 pl des vorverdunnten Blutes in
FACS-Rohrchen pipettiert und dazu je 100 yl 2%iges Paraformaldehyd (PFA)
gegeben. Die Proben wurden bei Raumtemperatur 20 Minuten inkubiert. Zum
Permeabilisieren wurde in jedes Rohrchen 50 pl 0,3 % Triton X-100 gegeben
und nochmals fur 10 Minuten inkubiert, um die Oberflache der Thrombozyten
auf die spatere Antikdrperbindung vorzubereiten. In jedes FACS-ROhrchen
wurde erneut 3 ml PBS hinzugegeben. Die Rohrchen wurden 5 Minuten bei
3100 rpm zentrifugiert. Der obere Anteil des Zentrifugats wurde vorsichtig
abgegossen. Der verbliebene Inhalt wurde mit 40 yl PBS resuspendiert. Zur
Detektion von oxLDL wurden 5 yl anti-oxLDL-FITC-Antikorper sowie 5 ul
CD42b-PE-Antikorper hinzugegeben. Danach erfolgte die Inkubation der
Roéhrchen fur 30 Minuten bei Dunkelheit und Raumtemperatur. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von 300 ul PBS gestoppt. (L. Laptev, personliche
Mitteilung).

Die anschlieBende Analyse erfolgte durch das Durchflusszytometer FACS
CaliburTM Flow Cytometer 342975 von Becton Dickinson Biosciences,
Heidelberg, Germany. Die Ergebnisse wurden mittels eines Dot-Plot-
Diagramms dargestellt. Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) korrelierte mit
der Sichtbarkeit der gesuchten Strukturen. Sie wurde als Einheit der oxLDL-
Expression verwendet. Um die mit CD42b-PE-Antikorper identifizierten
Thrombozyten wurde ein Gate gelegt und nur dieser Bereich naher betrachtet.
Dort konnte die durch FITC-markierten-Antikorper sichtbar gemachte oxLDL-

Expression quantitativ dargestellt werden.
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3.3.2 MDA-LDL ELISA

3.3.2.1 ELISA

ELISA (enzym-linked immunosorbent assay) ist ein immunologisches
Nachweisverfahren, mit dem Antikdrperkonzentrationen mittels einer
Farbreaktion quantitativ dargestellt werden konnen. Ein spezifisches Antigen
wird auf einer Mikrotiterplatte gebunden. Die Probe mit dem gesuchten
Antikorper wird hinzugegeben und bindet spezifisch an das Antigen. Ein zweiter
enzymmarkierter Antikdrper bindet spezifisch an den gesuchten Antikorper. Das
zugegebene Substrat wird durch das antikérpergebundene Enzym farblich
umgesetzt. Durch Vergleichsreihen kann mittels der Farbreaktion die Menge
des gesuchten Antikorpers ermittelt werden. Die erstmaligen Bestimmungen
von MDA-LDL geschahen unabhangig voneinander 1987 durch Salmon et al.
[222] und 1994 durch Kotani et al. [223], die anti-MDA-LDL- und anti-Apo-B-
Antikorper in ihren ELISAs verwendeten, um spezifisch MDA-LDL

nachzuweisen.

3.3.2.2 Praktische Durchfuhrung: MDA-LDL ELISA

Zur Bestimmung des MDA-LDL wurde das Malondialdehyde Low-Density
Lipoprotein (MDA-LDL) ELISA Kit (Produktnummer: 447839) von SEKISUI

Diagnostics verwendet. Das Verfahren basiert auf einem Sandwich-ELISA.

Die Proben wurden in Serum-Monovetten abgenommen. Zur Durchfuhrung
wurde Serum verwendet welches bis zur Analyse bei —80 Grad Celsius
gelagert wurde. Das Serum wurde mit dem Verdunnungspuffer bis zum
Verdunnungsgrad 1:2000 verdunnt. Durch Verdinnung der Probe wurde die
Oberflache des MDA-LDL auf die spatere Antikorperbindung vorbereitet. Es
folgte eine einstundige Inkubation bei Zimmertemperatur. Es wurden je 100 pl
Probe in die Vertiefungen einer mit anti-MDA-LDL monoklonalen Antikorpern
beschichteten Mikrotiterplatte pipettiert. Die Proben wurden mit Folie
abgedeckt. Es folgte eine zweistundige Inkubation bei Zimmertemperatur. Nun
wurden die Proben aus den Vertiefungen entfernt und mit 300 ul Waschpuffer
viermal gewaschen. Die Platte wurde danach zum Trocknen umgekehrt auf ein
Papiertuch geklopft. Nun wurden je 100 pl monoklonaler B-Galactosidase-
markierter anti-Apolipoprotein B Antikorper in die Vertiefungen pipettiert, mit

Folie abgedeckt und eine Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. Es folgte ein
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erneutes Waschen. 100 pyl Substrat wurden in die Vertiefungen gegeben,
abgedeckt und bei Zimmertemperatur zwei Stunden inkubiert. Die Reaktion
wurde durch 100 yl Stopplosung gestoppt. Mittels Spektralphotometer
(Microplate Reader Model 550 Bio-Rad, Hercules, USA) wurde die Extinktion
bei 450 nm Wellenlange gemessen. Die gemessenen Extinktionswerte sind zur
MDA-LDL-Menge (U/l) der Probe direkt proportional.

3.3.3 Plasmalipide

Bei Klinikaufnahme wurde den Patienten aus einer peripheren Vene Vollblut in
Lithium-Heparin-Rohrchen abgenommen. Die Werte fur Gesamtcholesterin,
LDL, HDL und TG wurden durch den ADIVA 1800 Clinical Chemistry Analyzer

von Siemens im Zentrallabor des Universitatsklinikums Tubingen bestimmt.

3.3.4 Statistische Analyse
Alle klinischen Daten wurden mit dem Programm SPSS Version 21.0 (SPSS

Inc., Chicago IL) analysiert.

Nominal- und ordinalskalierte Variablen wurden als Haufigkeiten sowie in
Prozentwerten angefuhrt. oxLDL-Werte grof3er bzw. kleiner als der Median und
kategoriale Variablen wurden in Kreuztabellen verglichen und durch den Chi-
Quadrat-Test nach Pearson auf ihre Signifikanz untersucht. Metrische Daten
sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) angegeben. Die Mittelwerte
wurden mittels T-Test flr unabhangige Stichproben verglichen. Fur die
gemessenen oxLDL- und MDA-LDL-Spiegel, wurden der Median mit dem 25 %-
und 75 %-Quartil angegeben.

Korrelationsanalysen von nicht-normalverteilten Daten wurden durch den
Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten (p) berechnet. Die medianen oxLDL-
Werte wurden mittels des Mann-Whitney-U-Tests verglichen. Der Kruskal-
Wallis-Test diente dem Vergleich von oxLDL-Spiegeln zwischen den Gruppen,

die unterschiedlich hohe Statin-Dosen erhielten.

Das Signifikanzniveau wird mit p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Basischarakteristika des Patientenkollektivs

In dieser Studie wurde 151 Patienten mit symptomatischer KHK wahrend PCI
Vollblut entnommen. Mittels durchflusszytometrischer Verfahren wurden die
intrazellularen thrombozytaren oxLDL-Spiegel bestimmt. Per ELISA wurde das
zirkulatorische MDA-LDL im Serum bestimmt. Die demographischen Daten der
gesamten Kohorte sind in Tabelle 9 dargestellt. Die Basischarakteristika des
Patientenkollektivs (n = 151) mit oxLDL-Spiegel > Median (n = 74), verglichen
mit oxLDL-Spiegel < Median (n = 77), sind in Tabelle 10 aufgelistet. Es werden
Geschlecht, Alter, LVEF, Troponin, kardiovaskulare Risikofaktoren, Medikation
bei Aufnahme sowie die beiden Gruppen stabile KHK und Myokardinfarkt

dargestellt.

Tabelle 9: Basischarakteristika der Studienteilnehmer (n = 151).

Kategorische1 Daten werden als absolute- und prozentuale Haufigkeiten dargestellt, metrische’
als Mittelwerte + SD. LVEF: linksventrikulédre Ejektionsfraktion, CVRF: kardiovaskulére
Risikofaktoren, GFR: Glomerulére Filtrationsrate, CRP: C-reaktives Protein, TG: Triacylglycerin,
LDL: Low-Density-Lipoprotein, HDL: High-Density-Lipoprotein, ASS: Acetylsalicylsdure,

ACE: Angiotensin Converting Enzyme, AT-1: Angiotensin-1,

Inegy: 10 mg Ezetimib + 40 mg Simvastatin, KHK: koronare Herzkrankheit, Doppelte
Pldttchenhemmung: ASS + Clopidogrel oder ASS + Prasugrel oder ASS + Ticagrelor

Charakteristik Patienten (n = 151)
Mannlich' n (%) 102 (68)
Weiblich' n (%) 49 (32)

Alter® (Jahre)

69,97 (+ 12,30)

LVEF? (%)

50,26 (+ 11,00)

Troponin® (ng/ml)

14,15 (£ 61,63)

CVRF

Arterielle Hypertension1 n (%) 132 (87)
Hyperlipidamie' n (%) 94 (62)
Diabetes mellitus’ n (%) 56 (37)

Nikotinabusus' n (%)

21 (14)

Nierenfunktion® (GFR)

71,77 (£ 32,93)

CRP? (mg/dl)

1,44 (+ 2,70)
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TG? (mg/dl)

152,68 (+ 77,01)

LDL? (mg/dl)

95,25 (+ 41,41)

HDL? (mg/dl)

45,86 (+ 12,12)

Gesamtcholesterin® (mg/dl)

166,50 (+ 38,38)

Medikation bei Aufnahme

ASS" n (%) 76 (50)
Clopidogrel’ n (%) 29 (19)
Prasugrel’ n (%) 11 (7)
Ticagrelor1 n (%) 13 (9)
Duale Pléttchenhemmung1 n (%) 41 (27)
Orale Antikoagulation’ n (%) 19 (13)
ACE-Hemmer' n (%) 73 (48)
AT1-Rezeptorblocker' n (%) 32 (21)
Betablocker' n (%) 99 (66)
Statine’ n (%) 84 (56)
Simvastatin' n (%) 43 (28)
Atorvastatin' n (%) 37 (25)
Pravastatin' n (%) 1(1)
Fluvastatin' n (%) 2(1)
Inegy’ n (%) 1(1)
Gruppen

Myokardinfarkt' n (%) 57 (38)
Stabile KHK' n (%) 94 (62)
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Tabelle 10: Basischarakteristika der Studienteilnehmer (n = 151) mit oxLDL-Spiegel > Median
verglichen mit oxLDL-Spiegel < Median

Kategorische1 Daten werden als absolute- und prozentuale Haufigkeiten dargestellt, metrische’
als Mittelwerte + SD. LVEF: linksventrikulédre Ejektionsfraktion, CVRF: kardiovaskulére
Risikofaktoren, GFR: Glomerulére Filtrationsrate, CRP: C-reaktives Protein, TG: Triacylglycerin,

LDL: Low-Density-Lipoprotein, HDL: High-Density-Lipoprotein, MDA-LDL: Malondialdehyd-
modifiziertes-LDL, ASS: Acetylsalicylsdure, ACE: Angiotensin Converting Enzyme, AT-

1: Angiotensin-1, KHK: koronare Herzkrankheit, Doppelte Plattchenhemmung: ASS +
Clopidogrel oder ASS + Prasugrel oder ASS + Ticagrelor. Signifikante Werte sind fett gedruckt

dargestellt.
Charakteristik oxLDL oxLDL P
> Median < Median (Signifikanz)
(n=74) (n=177)
Mannlich' n (%) 46 (62) 56 (73)
0,166
Weiblich' n (%) 28 (38) 21 (27)
Alter® (Jahre) 70,16 (+ 12,28) 69,79 (+ 12,41) 0,854
LVEF? (%) 49,41 (£ 11,21) 51,09 (+ 10,81) 0,348
Troponin® (ng/ml) 12,56 (+ 86,20) 15,60 (+ 27,58) 0,819
CVRF
Arterielle
g 67 (91) 65 (84) 0,134
Hypertension' n (%)
H perlipidé‘zmie1
Y 47 (64) 47 (61) 0,592
n (%)
Diabetes mellitus’
27 (36) 29 (38) 0,888
n (%)
Nikotinabusus'
8 (11) 13 (17) 0,281
n (%)
Nierenfunktion®
71,77 (£ 29,62) 71,77 (+ 36,10) 0,999
(GFR)
CRP?
1,19 (£ 1,89) 1,66 (£ 3,22) 0,383
(mg/dl)
TG?
159,56 (+ 82,51) 145,54 (+ 70,81) 0,158
(mg/dl)
LDL?
94,98 (+ 41,52) 95,55 (+ 41,70) 0,944
(mg/dl)
HDL?
48,19 (£ 12,61) 43,31 (+ 13,60) 0,035

(mg/dl)




Ergebnisse

38

Gesamtcholesterin?

171,53 (£ 41,13) 161,20 (+ 34,84) 0,292
(mg/dl)
MDA-LDL?

101,40 (+ 68,55) 112,29 (+ 46,21) 0,408
(un
Medikation bei Aufnahme
ASS'

42 (57) 34 (44) 0,123
n (%)
Clopidogre!’

16 (22) 13 (17) 0,590
n (%)
Prasugrel’

8 (11) 34) 0,128
n (%)
Ticagrelor1

7(9) 6 (8) 0,814
n (%)
Duale Plénttchenhemmung1

25 (34) 16 (21) 0,116
n (%)
Orale Antikoagulation1

10 (14) 9(12) 0,137
n (%)
ACE-Hemmer'

49 (66) 34 (44) 0,560
n (%)
AT1-Rezeptorblocker’

16 (22) 16 (21) 0,924
n (%)
Betablocker'

52 (70) 47 (61) 0,495
n (%)
Statine’

40 (54) 44 (57) 0,356
n (%)
Simvastatin'

22 (29) 21 (26) 0,946
n (%)
Atorvastatin’

17 (23) 20 (26) 0,495
n (%)
Gruppen
Myokardinfarkt1

25 (34) 32 (42)
n (%)

0,325

Stabile KHK'

49 (66) 45 (58)

n (%)
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4.2 Korrelation zwischen Malondialdehyd-modifiziertem-LDL
und Plasmalipiden

Es wurde gepruft, ob Korrelationen zwischen MDA-LDL (U/l) und Plasmalipiden
(mg/dl) mit Gesamtcholesterin (n =65), LDL-Cholesterin (n=62), HDL-
Cholesterin (n=63) und TG (n=64) vorlagen. Es konnten signifikante
Assoziationen zwischen zirkulatorischen MDA-LDL-Spiegeln und
Plasmaspiegel fur Gesamtcholesterin (p = 0,474, p <0,001), LDL-Cholesterin
(p =0,488, p <0,001) und Triglyceride (p = 0,268, p = 0,032) gefunden werden.
MDA-LDL und HDL-Cholesterin zeigten keine statistisch signifikante Korrelation
(p =0,195, p = 0,125). Abbildung 1 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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MDA-LDL: Malondialdehyd-modifiziertes-Low-Density-Lipoprotein, LDL: Low-Density-
Lipoprotein, HDL: High-Density-Lipoprotein, p: Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten.

Abbildung 1: Korrelation zwischen Serum MDA-LDL (U/l) und
Gesamtcholesterin (mg/dl) (n = 65), LDL-Cholesterin (mg/dl) (n = 62), HDL-
Cholesterin (mg/dl) (n = 63) und Triglyceriden (mg/dl) (n = 64), angegeben
durch den Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten (p).



Ergebnisse 40

4.3 Korrelation zwischen thrombozytarem oxLDL und
Malondialdehyd-modifiziertem-LDL

Die Korrelation zwischen intrazellularen thrombozytarem oxLDL (MFI) und

zirkulatorischem MDA-LDL (U/l) konnte bei 82 Patienten gepruft werden. Es

wurde keine statistisch signifikante Korrelation nachgewiesen (p =-0,188,

p = 0,091). Abbildung 2 stellt dies grafisch dar.
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MEFI: Mittlere Fluoreszenzintensitét, oxLDL: oxidiertes Low-Density-Lipoprotein, MDA-LDL :
Malondialdehyd-modifiziertes-LDL, p: Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten.

Abbildung 2: Korrelation zwischen thrombozytarem oxLDL-Spiegel (MFI) und MDA-LDL (U/l)
(n = 82), angegeben durch den Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten (p).

4.4 Einfluss medikamentodser Therapie auf die thrombozytaren
oxLDL-Spiegel

Eine alleinige Statin-Therapie (n = 29*; mediane oxLDL-MFI: 57,5 [25 %-75 %-

Perzentile: 29,8/78,4]) verglichen mit der Gruppe ohne Statin oder ASS (n = 35;

mediane OXxLDL-MFI: 52,9 [25 %-75 %-Perzentile: 38,2/80,6]) konnte den

intrazellularen thrombozytaren oxLDL-Spiegel nicht signifikant beeinflussen

(p = 0,767). Abbildung 3 a veranschaulicht dies.

(* n=17 Simvastatin, n =9 Atorvastatin, n =1 Pravastatin, n = 1 Fluvastatin

n = 1 Simvastatin + Ezetimib , jegliche Dosierungen).

Die Kombination aus Statin- und ASS-Therapie (n = 55*, mediane oxLDL-
MFI: 61,5 [25 %-75 %-Perzentile: 50,2/96,8]) verursachte hingegen eine
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signifikante Abnahme des intrazellularen thrombozytaren oxLDL-Spiegels,
verglichen mit den Patienten, die ASS erhielten (n=17; mediane oxLDL-
MFI: 106,4 [25 %-75 %-Perzentile: 79,7/202,7]); (p <0,001). Dies st in
Abbildung 3 b grafisch dargestellt.

(* n=26 Simvastatin, n =28 Atorvastatin, n=1 Fluvastatin, jegliche

Dosierungen).
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Abbildung 3: Vergleich der thrombozytaren oxLDL-Spiegel (MFI) zwischen Patienten, die a)
keine ASS oder Statin (n = 35) und Statin (n = 29) erhielten und b) ASS (n = 17)
und ASS + Statin (n = 55) erhielten.

4.5 Einfluss medikamentdser Therapie auf das
Malondialdehyd-modifizierte-LDL

Eine alleinige Statin-Therapie (n =16*; MDA-LDL (U/l) Median: 98,4 [25 %-

75 %-Perzentile 70,4/115,1]) konnte den MDA-LDL-Spiegel nicht signifikant

beeinflussen, verglichen mit der Gruppe ohne Statin oder ASS (n = 16; MDA-

LDL (U/l) Median: 107,5 [25 %-75 %-Perzentile 96,2/151,6]), (p = 0,083).

Abbildung 4 a veranschaulicht den Vergleich.

(*n =11 Simvastatin, n =4 Atorvastatin, n =1 Simvastatin + Ezetimib, jegliche

Dosierungen).

Die Kombination aus Statin- und ASS-Therapie (n=30* MDA-LDL (U/l)
Median: 87,9 [25 %-75 %-Perzentile: 47,6/132,7]) bewirkte keine signifikante
Abnahme des MDA-LDL-Spiegels, verglichen mit den Patienten, die ASS
erhielten (n=10; MDA-LDL un Median: 112,3 [25 %-75 %-
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Perzentile: 88,5/150,4]); (p =0,075). In Abbildung 4b ist dies grafisch

verdeutlicht.

(*n=14 Simvastatin, n=15 Atorvastatin, n=1 Fluvastatin, jegliche

Dosierungen).
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Abbildung 4: Vergleich der MDA-LDL-Spiegel (U/l) zwischen Patienten, die a) kein ASS oder
Statin (n = 16) und ein Statin (n = 16) erhielten und b) ASS (n = 10) und
ASS + Statin (n = 30) erhielten.

4.6 Einfluss von Simvastatin im Vergleich zu Atorvastatin auf
die thrombozytaren oxLDL-Spiegel

Patienten, welche die Medikamentenkombination aus Statin und ASS erhielten,
zeigten keinen signifikanten Unterschied des thrombozytaren oxLDL-Spiegels
(MFI) in den Statingruppen Atorvastatin oder Simvastatin (jegliche
Dosierungen); (p =0,890). Die mediane oxLDL-MFI fur n=26 Patienten,
welche Simvastatin und ASS erhielten, betrug 64,7 (25 %-75 %-Perzentile:
53,2/85,9). Die mediane oxLDL-MFI der n = 28 Patienten, die Atorvastatin und
ASS erhielten, betrug 60,2 (25 %-75 %-Perzentile: 43,7/90,0). Die graphische

Darstellung dieser Ergebnisse ist Abbildung 5 zu entnehmen.
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Abbildung 5: Vergleich der thrombozytaren oxLDL-Spiegel (MFI) zwischen Patienten mit der
Medikationskombination Simvastatin + ASS (n = 26) und Atorvastatin + ASS
(n = 28).

4.7 Einfluss unterschiedlicher Statindosen auf die
thrombozytaren oxLDL-Spiegel

Die thrombozytaren oxLDL-Spiegel (MFI) wurden nicht signifikant durch die

Hohe der Statindosis beeinflusst. Der Median fur das thrombozytare oxLDL

(MFI) betrug 60,4 fur die niedrige Dosis, 61,0 fur die mittlere Dosis, 63,7 fur die

hohe Dosis und 50,2 fur die sehr hohe Dosis (p = 0,560).

In Abbildung 6 wird der Vergleich zwischen unterschiedlich hohen Statindosen,
innerhalb der Gruppe die ASS + Statin einnahmen, graphisch veranschaulicht.
Niedrige Statindosen waren definiert als 10 mg bis 20 mg Simvastatin oder
20 mg Fluvastatin (n = 16), mittlere Statindosen als 40 mg Simvastatin oder
20 mg Atorvastatin (n=19), hohe Statindosen als 80 mg Simvastatin oder
40 mg Atorvastatin (n = 17) und sehr hohe Statindosen als 80 mg Atorvastatin
(n=23).
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Abbildung 6: Vergleich der thrombozytaren oxLDL-Spiegel (MFI) bei Patienten mit
unterschiedlich hohen Statindosen und ASS. Niedrige Statindosen: 10 mg -
20 mg Simvastatin oder 20 mg Fluvastatin (n = 16), mittlere Statindosen: 40 mg
Simvastatin oder 20 mg Atorvastatin (n = 19), hohe Statindosen: Simvastatin
80 mg oder Atorvastatin 40 mg (n = 17), sehr hohe Statindosen: 80 mg
Atorvastatin (n = 3).
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5 Diskussion

In dieser Studie wurde 151 Patienten mit symptomatischer KHK wahrend der
PCI Vollblut entnommen und mittels durchflusszyometrischer Verfahren die

intrazellularen thrombozytaren oxLDL-Spiegel bestimmt.

Das wesentliche Ergebnis dieser Studie war, dass die Kombination aus Statin-
und ASS-Therapie einen signifikanten Einfluss auf die thrombozytaren oxLDL-
Spiegel hatte. Thrombozytare oxLDL-Spiegel unterschieden sich signifikant bei
Patienten, die eine Kombination aus Statin- und ASS-Therapie erhielten, im
Vergleich zu Patienten mit alleiniger ASS-Therapie. Eine alleinige Statin-
Therapie, ohne die Kombination mit ASS, hatte keinen Einfluss auf die oxLDL-

Spiegel der Thrombozyten.

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Patientenkollektiv

Das untersuchte Kollektiv bestand aus 151 Patienten der Abteilung fur Innere
Medizin Il - Kardiologie und Herz-Kreislauferkrankungen der Universitatsklinik
Tdbingen, die an symptomatischer KHK litten. Die korrekte Einordnung in
stabile KHK (n=94) [13] sowie ACS (n=57) [41, 61] erfolgte durch die
Kardiologen der Universitatsklinik Tubingen anhand von etablierten Richtlinien
der ESC. 62,25 % der Patienten litten an stabiler KHK, 37,74 % prasentierten
sich mit einem ACS. Alle Patienten erhielten eine PCI, in der die KHK
angiographisch bestatigt wurde. Eine Fehldiagnose konnte so vermieden

werden.

Von den insgesamt 151 Patienten waren 102 (67,55 %) mannlich und 49
(32,45 %) weiblich. Dieser Anteil entspricht den in der Literatur zu KHK-
Patienten publizierten Zahlen. So lagen in Studien mit vergleichbaren
Patientenkollektiven die Anteile der weiblichen Patienten zwischen
25,58 und 38,29 % und die der mannlichen zwischen 61,42 und 74,42 % [201,
216, 224]. Eine Studie mit groBRer Fallzahl von 7998 KHK-Patienten (24,4 %
weiblich) [225] bestatigt das Geschlechterverhaltnis der vorliegenden
Untersuchung. Poon etal. beschrieben, dass Frauen seltener eine PCI
erhielten und haufiger konservativ behandelt wurden [226]. Eine andere Studie

konnte dies bestatigen. Sie verwies auf die stereotypische Annahme, dass
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KHK-Patienten eher mannlich seien, was die Therapieentscheidung
beeinflusste  [227]. Dieser  Sachverhalt  konnte  sich  auf die

Geschlechterverteilung im Kollektiv der vorliegenden Studie ausgewirkt haben.

Da es sich um ein Kollektiv aus Patienten mit symptomatischer KHK handelte,
standen bereits viele unter medikamentoser Therapie. Die in der vorliegenden
Arbeit ermittelten Angaben zu den Aufnahmemedikationen der KHK-Patienten
sind vergleichbar mit denen ahnlicher Studien [216, 217]. Im vorliegenden
Kollektiv nahmen 50,33 % der Patienten ASS ein. Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass einige Patienten mit erstmaligem ACS und andere mit stabiler
KHK aufgenommen wurden. Die ESC empfiehlt, alle Patienten mit stabiler KHK
sowie ACS dauerhaft mit niedrigdosiertem ASS zu behandeln [13, 41, 61].
Durch die tagliche Einnahme von ASS kann bei KHK-Patienten eine jahrliche
Risikoreduktion um etwa 25 % fur schwerwiegende kardiovaskulare Ereignisse
erreicht werden [228, 229]. Ahnliches gilt fur Statin- und ACE-Hemmer-
Therapie. Die Behandlung mit diesen Medikamenten ist laut ESC-Leitlinie im
Sinne der Sekundarpravention bei KHK-Patienten indiziert [13, 41, 61].

Der durchschnittlichen LDL-Spiegel des vorliegenden Kollektivs war mit
95,25 mg/dl hoher als der fur KHK-Patienten geforderte Wert der ESC-Leitlinie
zum Management von Dyslipidamie von < 70 mg/dl [170]. Allerdings nahmen
bei Aufnahme auch nur etwas mehr als die Halfte der Patienten (56 %) Statine
ein. Dies ist ebenfalls dadurch erklarbar, dass einige Patienten mit KHK-

Erstmanifestation aufgenommen wurden.

Zusammenfassend stellten die Patienten der vorliegenden Studie ein
reprasentatives Kollektiv aus KHK-Patienten dar, deren Charakteristika analog
in vergleichbaren Studien zu finden sind [201, 216, 217, 224].

Die Basischarakteristika wurden der elektronischen Patientenakte entnommen.
Diese Angaben wurden zweimalig Uberprift. Um mogliche Fehler zu
vermeiden, wurden bei Unklarheit oder fehlenden Informationen die
niedergelassenen Kardiologen und Hausarzte kontaktiert. Der einheitliche
Blutentnahmeprozess wahrend der PCI garantierte gleiche Verhaltnisse bei der

Probengewinnung.
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5.1.2 Thrombozytare oxLDL-Analyse mittels Durchflusszytometrie

Die ldentifikation von Thrombozyten aus der Gesamtmenge der Blutzellen
erfolgte durch den Thrombozyten-spezifischen Marker Cluster of Differentiation
42b (CD42b) gegen GPIlba. Intrazellulares oxLDL wurde durchflusszytometrisch
durch FITC-markierte spezifische Antikorper detektiert. Als Teil des von-
Willebrand-Faktor-Rezeptors eignet sich CD42b zur Detektion von
Thrombozyten [73]. Die Durchflusszytometrie zur Untersuchung von
Thrombozyten ist ein generell etabliertes und zuverlassiges Verfahren [221,

230], womit zur Qualitat der vorliegenden Studie beigetragen wird.

Exakte Laborprotokolle und ein standardisiertes Vorgehen garantierten die
Vergleichbarkeit der Messungen. Die mogliche Gefahr der Probenverwechslung
bei den Messungen wurde in der vorliegenden Studie durch sorgfaltiges
Arbeiten und genaue Probenbeschriftung mit Pseudonymisierung maoglichst

verhindert.

Die Labore der Universitat Tubingen (Abteilung fur Innere Medizin Ill) verfigen
uber eine groRe Erfahrung bei der Bestimmung von thrombozytaren oxLDL-
Spiegeln. Systemische Fehler sind allerdings nie vollstandig auszuschlief3en,

wurden aber durch die vorhandene Expertise minimiert.

5.1.3 MDA-LDL-Messung mittels ELISA

Bei ELISA handelt es sich um ein laboratorisches Basisverfahren, fur das in
den Laboren der Universitat Tubingen (Abteilung fur Innere Medizin Ill) eine
hohe Expertise herrscht. Die Methode wurde unabhangig voneinander bereits
1987 durch Salmon et al. [222] und 1994 durch Kotani et al. [223] entwickelt.
Beide verwendeten einen anti-MDA-LDL- sowie einen anti-Apo-B-Antikdrper,
um MDA-LDL spezifisch nachzuweisen [222, 223]. Die Qualitat der Messung
wurde in der vorliegenden Studie durch genaue Protokolle sowie die langjahrige

Erfahrung auf diesem Gebiet gewahrleistet.

5.1.4 Plasmalipide

Bei einem Grol3teil der Patienten wurden die Plasmalipide bei Klinikaufnahme
bestimmt  (Gesamtcholesterin: n =111, LDL-Cholesterin: n = 108, HDL-
Cholesterin:n =109, TG: n=111). Retrospektiv konnten nicht von allen

Patienten alle Lipidparameter der elektronischen Patientenakte entnommen
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werden. Lange Zeit wurden die Lipidmarker am nudchternen Patienten
abgenommen und bestimmt. Es wurde nachgewiesen, dass diese weniger stark
vom Nuchternstatus abhangig sind, als bisher vermutet. Am starksten sind die
TG von Nahrungsaufnahme beeinflusst [174-176]. Aufgrund der vergleichbaren
Werte erlaubt die neue Leitlinie der ESC (2016) zum Management von
Dyslipidamie eine Abnahme in nicht-nichternem Zustand. Allerdings gilt dies
nur far Screening-Zwecke [170, 172]. Hinsichtlich der Tageszeit, der
Stauungszeit sowie des Nuchternstatus konnten fur die vorliegende Studie
keine einheitlichen Abnahmebedingungen gewahrleisten werden. Dies ist durch
die Tatsache zu erklaren, dass einige Patienten notfallmallig und andere
planmaRig die PCI erhielten, was sich negativ auf die Vergleichbarkeit der
Lipidparameter ausgewirkt haben konnte. Alle Proben wurden einheitlich im
Zentrallabor der Universitat Tubingen analysiert. Dieses unterliegt hohen

Standards und garantierte eine hohe Zuverlassigkeit der Ergebnisse.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Thrombozyten spielen durch ihre Interaktion mit Lipiden eine entscheidende
Rolle in der Atheroskleroseentwicklung und bei der Entstehung koronarer
Plaques [196-199]. Sie sind fahig, Lipide aus dem Plasma aufzunehmen und
diese intrazellular enzymatisch und oxidativ zu modifizieren [207-209]. Vor
allem bei Patienten, die an Hyperlipidamie leiden, produzieren die
Thrombozyten verstarkt ROS und oxLDL [207]. Chatterjee et al. beschrieben,
dass Thrombozyten zwar aktiv Lipide aus dem Plasma aufnehmen, ihr
Lipidprofil dennoch unabhangig von diesem ist. Besonders interessant ist die
Erkenntnis, dass dieser Prozess durch die Chemokine CXCL12, CXCR4 und
CXCR7 beeinflusst wird [209]. Das Verstandnis fur die dynamischen
Zusammenhange zwischen Thrombozyten und ihrer Interaktion mit
Plasmalipiden sowie deren klinischer Auswirkung bei KHK ist derzeit noch
gering. Jedoch ist bekannt, dass ACS-Patienten signifikant hohere intrazellulare
und oberflachlich gebundene thrombozytare oxLDL-Spiegel besitzen als
Patienten mit stabiler KHK [201, 209]. Patienten mit angiographischem
Nachweis von intrakoronaren Thromben hatten signifikant erhohte
thrombozytare  oxLDL-Spiegel  gegenuber Patienten mit  milderen

atherosklerotischen Lasionen der Koronararterien [209]. Diese Punkte
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verdeutlichen die Assoziation von erhdhtem thrombozytaren oxLDL und dessen
thromboembolischen Eigenschaften sowie den folglich fulminanten Verlaufen
der KHK [209]. Dieses Wissen war Anlass, die moglichen Auswirkungen der
bekannten KHK-Therapeutika ASS wund Statine auf die intrazellularen
thrombozytaren oxLDL-Spiegel im Rahmen der vorliegenden Studie zu

untersuchen.

5.2.1 Korrelationen zwischen thrombozytarem oxLDL und
Malondialdehyd-modifiziertem-LDL

Chatterjee et al. konnten 2017 keine signifikanten Assoziationen zwischen den
thrombozytaren oxLDL-Spiegeln (MFI) und den Plasmakonzentrationen flr
Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin und fur Triglyceride finden [209].
Thrombozytares oxLDL (MFI) und HDL-Cholesterin zeigten eine schwache
positive  Korrelation [209]. Da Thrombozyten zur eigenstandigen
Lipidmodifikation fahig sind [207-209], ist anzunehmen, dass Thrombozyten
zwar in enger Interaktion mit den Plasmalipiden stehen, ihr Lipidom und ihre

Lipidmetabolite jedoch unabhangig von diesen sind [209].

Schon 1993 wurde der Einfluss von Lipoproteinen auf die
Thrombozytenfunktion beschrieben [196]. Bei Patienten, die an Hyperlipidamie
litten, waren die Thrombozyten in einem hyperaktiven Zustand und zeigten
vermehrte Aggregationsbereitschaft [198]. Die Interaktion von Thrombozyten
mit Plasmalipiden fuhrte zum Lipidaustausch untereinander sowie mit anderen
Zellen [196-199, 232]. Dass sich das thrombozytare Lipidprofil bei
Hyperlipidamie dynamisch verandert, wurde von Chatterjee et al. beschrieben
[209]. Es zeigte sich, dass Thrombozyten Uber ihre oberflachigen Scavanger-
Rezeptoren Lipide aus dem Plasma aufnehmen. Diese werden innerhalb des
Thrombozyten durch enzymatische- und oxidative Prozesse modifiziert. Das
thrombozytare  Lipidom bestand vermehrt aus TG, Keramiden,
Sphingomyelinen,  Cholesterinestern,  Phospholipasemetaboliten  sowie
oxidierten Lipidmetaboliten [209].

Die Aufnahme von oxLDL durch Makrophagen bewirkt deren Umwandlung zur
Schaumzelle und gilt als initialer Schritt bei der Atheroskleroseentstehung [128,
131]. Die Bindung von MDA an das Apo B-100 von LDL ist einer der
Maoglichkeiten, die zu dessen Oxidation fuhren [133]. MDA-LDL kann mittels
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ELISA gemessen werden und kann als Marker fur oxidativen Stress bei
Atherosklerose verwendet [132, 223] werden. Wie fur Gesamtcholesterin, LDL
und TG [209] konnte in der vorliegenden Studie keine signifikante Korrelation
zwischen thrombozytarem oxLDL und MDA-LDL gefunden werden (p = - 0,188,
p =0,091). Dieses Ergebnis unterstitzt ebenfalls die Annahme, dass

Thrombozyten Lipide intrazellular selbststandig modifizieren.

Dem gegenuber stehen die Ergebnisse von Stellos et al. Sie beschrieben eine
negative Korrelation zwischen dem thrombozytar-gebundenen oxLDL und dem
Gesamtcholesterin sowie LDL-Cholesterin [201]. Hier gilt allerdings zu
unterscheiden, dass in der vorliegenden Studie sowie von Chatterjee et al.
[209] die intrazellularen oxLDL-Spiegel bestimmt wurden. Die unterschiedlichen
Korrelationen zwischen Plasmalipiden und dem thrombozytar-gebundenen
oxLDL sowie dem intrazellularen oxLDL konnte die Theorie der intrazellularen
Lipidmodifikation weiter unterstitzen. Mit dem derzeitigen Wissensstand
existiert zwar ein Verstandnis, dass Thrombozyten und Plasmalipide eng
miteinander agieren, ihre Spiegel jedoch weitestgehend unabhangig

voneinander sind [209].

Weitere Untersuchungen mit groReren Fallzahlen sind daher noétig, um die
pathophysiologischen Zusammenhange zwischen thrombozytaren Lipiden und

Plasmalipidspiegeln besser zu verstehen.

5.2.2 Korrelation zwischen Malondialdehyd-modifiziertem-LDL und
Plasmalipiden

In der vorliegenden Studie konnten starke, statistisch signifikante Korrelationen
zwischen zirkulatorischem MDA-LDL und Gesamtcholesterin (p = 0,474,
p < 0,001) sowie LDL-Cholesterin (p = 0,488, p < 0,001) nachgewiesen werden.
Zwischen MDA-LDL und TG ergab sich eine mittlere Korrelation (p = 0,268,
p =0,032). Dies deckt sich mit den in anderen Studien beschriebenen
signifikanten positiven Korrelationen von MDA-LDL und LDL-Cholesterin sowie
TG [132, 223, 233]. MDA entsteht bei Lipidperoxidation und bindet an die
Aminiogruppe des Lysinrestes des Apo-B-100 Lipoproteins des LDL-
Cholesterin [133, 234]. Dies erklart, dass das Verhaltnis MDA-LDL/Apo-B als
Malf fur die LDL-Modifikation durch MDA dienen kann [233]. Die MDA-Bindung

verandert die elektrische Ladung von LDL. Dies ermdglicht durch Bindung an
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Scavanger-Rezeptoren die Aufnahme in den Makrophagen und so dessen
Umwandlung zur Schaumzelle [133]. Die in der vorliegenden Studie
beobachtete starke positive Korrelation deutet darauf hin, dass LDL direkt durch
MDA modifiziert wird [133, 234].

Zwischen MDA-LDL und HDL-Cholesterin konnten in der vorliegenden
Untersuchung keine signifikante Korrelation gefunden werden. Kondo et al.
haben jedoch bei Patienten (n = 21) mit niedrigen HDL-Werten (< 0,91 mmol/l)
ein signifikant hoheres MDA-LDL-/Apo-B-Verhaltnis beobachtet (p < 0,05). Bei
Patienten (n=67), die hohe TG-Spiegel und niedrige HDL-Spiegel (TG
> 1,69 mmol/l und HDL-C < 0,91 mmol/l) besal3en, waren sowohl das MDA-
LDL-/Apo-B-Verhaltnis als auch das zirkulatorische MDA-LDL signifikant erhoht
(p <0,001) [233]. Es konnte nachgewiesen werden, dass die antioxidativen
Eigenschaften von HDL LDL vor oxidativen Veranderungen schutzt [160, 161].
In der vorliegenden Studie konnten signifikante Korrelationen zwischen TG und
MDA-LDL beobachtet werden. Es ist bekannt, dass small-dense-LDL mit
erhohtem TG, erniedrigtem HDL sowie erhdhtem kardiovaskularem Risiko
einhergeht [167, 235]. Es gibt auBerdem Hinweise dafur, dass es bevorzugt
oxidiert wird und folglich diese Form des LDL mit dem MDA-LDL und dem TG-
Spiegel negativ korreliert ist [236]. Dies konnte eine mogliche Erklarung fur die
vorliegenden Ergebnisse darstellen. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass
vor allem niedrige HDL-Spiegel, die oft von hohen TG-Spiegeln begleitetet sind,
die positive Korrelation von MDA-LDL und TG erklaren [233].

5.2.3 Einfluss medikamentodser Therapie auf die thrombozytaren oxLDL-
Spiegel

Erhdhte Cholesterinplasmaspiegel, vor allem erhdhte LDL-Spiegel, sind seit
langem als etablierter Risikofaktor bei der Entstehung von KHK bekannt [155-
158]. oxLDL ist wesentlich an der Atheroskleroseentstehung beteiligt. Es
vermittelt die Makrophagenaktivierung, deren Entwicklung zur Schaumzelle
sowie die Proliferation von glatten Muskelzellen [128]. Studien beschrieben,
dass thrombozytar-gebundene und intrazellulare oxLDL-Spiegel bei KHK-
Patienten, insbesondere bei denen mit ACS, signifikant erhdht sind [201, 209].

Das Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse kann eindeutig durch die Senkung

des LDL-Spiegels mittels Statin-Therapie reduziert werden [62, 177]. So konnte
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gezeigt werden, dass sich pro Senkung des LDL-Spiegels um 1 mmol/l das
Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse um etwa ein Funftel senken lasst [177].
Statine eignen sich zur primaren und sekundaren Pravention KHK-bedingter
Mortalitat und Morbiditat, unabhangig von Alter und Geschlecht [177, 180, 181].
Thrombozytenaggregationshemmung durch dauerhafte niedrigdosierte ASS-

Therapie gehort zum Standard der sekundaren KHK-Pravention [13, 41, 61].

Unter den oben genannten Aspekten stellte sich die Frage, inwieweit eine
medikamentose Therapie mit Statinen und/oder ASS Einfluss auf die
thrombozytaren oxLDL-Spiegel nehmen kann. Mit der hier vorliegenden
Kohorte von KHK-Patienten konnte gezeigt werden, dass jene, die eine
Kombination aus Statin- und ASS-Therapie erhielten, signifikant niedrigere
thrombozytare oxLDL-Spiegel aufwiesen als jene, die nur mit ASS behandelt
wurden. Eine alleinige Statin-Therapie ohne ASS konnte die thrombozytaren
oxLDL-Spiegel jedoch nicht signifikant beeinflussen, verglichen mit der Gruppe

ohne Medikation.

Auffallig war hierbei, dass Patienten die nur ASS bekamen hohe mediane
oxLDL-Spiegel im Vergleich zu allen anderen Gruppen aufwiesen. Eine
mogliche Erklarung hierfir kdnnte sein, dass die Gruppe, die ASS erhielt,
wesentlich mehr Patienten mit stabiler KHK beinhaltete. Diese Patienten
erhalten im Vergleich zu jenen mit ACS wahrend der PCI den weniger potenten
P2Y1,-Rezeptor-Inhibitoren Clopridogrel, bzw. ist bei fehlender Indikation fur
eine Stentimplantation keine Aufsattigungsdosis von antithrombozytarer
Therapie erforderlich [237]. Die Gruppe ohne ASS beinhaltete mehr Patienten
mit ACS. Diese erhalten wahrend der PCI die potentere P2Y,-Rezeptor-
Inhibitoren Prasugrel bzw. Ticagrelor [66, 67]. Eine Vermutung hierzu ware,
dass durch diese starkere Plattchenhemmung der eventuelle Statineffekt auf
die thrombozytaren oxLDL-Spiegel entfallt und sich deswegen keine

signifikante oxLDL Verminderung in dieser Gruppe einstellte.

An der thrombozytaren Lipidmodifikation sind verschiedene
thrombozyteneigene Oxidasen involviert [207-209]. Auch die thrombozytare
Cyclooxygenase-1 (COX-1) ist bei der Herstellung von oxidierten
Phospholipiden beteiligt [238, 239]. Slatter et al. beobachteten eine deutliche

Veranderung des thrombozytaren Lipidoms, nachdem Thrombozyten in vitro
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mittels Thrombin aktiviert wurden. Nahmen gesunde Freiwillige eine Woche den
Cyclooxygenase-1-Hemmer ASS ein (75 mg/Tag), wurden die durch
Thrombinaktivierung hochregulierten thrombozytaren Lipide gesenkt. Die
Autoren betonten aber, dass die Starke dieses Effekts bei verschiedenen
Individuen unterschiedlich ausgepragt ist. Sie beschrieben die Heterogenitat
des thrombozytaren Lipidoms bei verschiedenen gesunden, nicht miteinander
verwandten Individuen [238]. Dies konnte sich generell auf die
unterschiedlichen Wirkungen von medikamentoser Therapie auf die
gemessenen thrombozytaren Lipidspiegel in der vorliegenden Studie
ausgewirkt haben und als mogliche Erklarung von abweichenden Ergebnissen
dienen. Die lipidsenkende Wirkung von Statinen durch kompetitive Hemmung
der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase)
ist in der Medizin gut bekannt. Puccetti et al. beschrieben, dass die Statin-
Therapie (Simvastatin 20 mg/Tag, Atorvastatin 10 mg/Tag, Fluvastatin
40 mg/Tag) die  Thrombozytenaktivierung  (ausgedruckt durch  den
Aktivierungsmarker P-Selektin) signifikant verminderte. Dies war assoziiert mit
der Reduktion von Thrombozyten-assoziiertem oxLDL. Der Effekt trat zeitlich
vor der plasmalipidsenkenden Wirkung ein [240]. Im Unterschied zur Messung
in der vorliegenden Studie, die eine einmalige Momentaufnahme des
thrombozytaren oxLDL-Spiegels darstellte, wurde von Puccetti et al. viermal pro
Monat das Thrombozyten-assoziierte oxLDL bestimmt [240]. Eine mehrmalige
Bestimmung des thrombozytaren oxLDL-Spiegels ware auch bei den Patienten
der vorliegenden Untersuchung notig, um eine fundierte Schlussfolgerung und
bessere Vergleichbarkeit mit anderen Studien fallen zu konnen. Bruni et al.
beobachteten, dass sich die Anzahl der Scavanger-Rezeptoren CD36 und
LOX-1 durch 20 mg/Tag Simvastatin als auch durch 10 mg/Tag Atorvastatin
bereits nach sechs Tagen signifikant reduzierten. Dies korrelierte positiv mit
dem Thrombozyten-assoziierten oxLDL und P-Selektin [241]. Die Statine
fuhrten zu verminderter Plattchenaktivitat, indem sie die fur die oxLDL-
Aufnahme verantwortlichen Rezeptoren herunterregulierten [241].
Gegensatzlich zu den vorliegenden Ergebnissen wird von Bruni etal. der
signifikante Einfluss der alleinigen Statin-Therapie auf das Thrombozyten-
assoziierte oxLDL beschrieben [241]. Es muss allerdings beachtet werden,

dass in der vorliegenden Untersuchung die intrazellularen oxLDL-Spiegel
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bestimmt wurden. Die Studienlage zur Auswirkung von Medikamenten auf
diesen ist sehr unergiebig, weshalb Studien zur Wirkung auf Thrombozyten-
assoziiertes oxLDL hier als Vergleich dienen konnen. Zusammenfassend gibt
es Hinweise, dass sowohl ASS- als auch Statin-Therapie einen Einfluss auf
thrombozytare Lipidspiegel haben konnen [238, 240, 241]. So wurde ein
verstarkter Effekt auf die thrombozytenaggregationshemmende Wirkung von
ASS durch Statine beschrieben [242, 243]. Luzak et al. beschrieben, dass
durch eine sechsmonatige Behandlung mit Atorvastatin (10 mg/Tag) die durch
ASS vermittelte Hemmung der Thrombozytenaggregation verstarkt werden
konnte [243]. Diese Beobachtungen wurden die hier vorliegenden Ergebnisse

unterstitzen.

5.2.4 Einfluss medikamentoser Therapie auf das Malondialdehyd-
modifizierte LDL

In der vorliegenden Arbeit konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede
der medianen MDA-LDL-Spiegel (U/l) zwischen Patienten, die Statine, und
Patienten, die weder Statin noch ASS erhielten, beobachtet werden. Dem
gegenuber konnten Tani et al. in einer prospektiven Kohorte an Patienten mit
stabiler KHK bei denjenigen, die uber sechs Monate 10 - 20 mg/Tag Pravastatin
erhielten, eine signifikante Abnahme der MDA-LDL-Spiegel im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Medikation beobachten (p = 0,001) [244]. Auch in anderen
Studien ist beschrieben, dass Statine zirkulatorisches oxLDL und MDA-LDL
senken [240, 241, 245, 246]. Die antioxidativen Eigenschaften von Atorvastatin
(10 mg/Tag) sind denen von Pravastatin (10 mg/Tag) Uberlegen [245]. Im
Unterschied zu diesen prospektiven Studien stellen die vorliegenden MDA-LDL-
Spiegel eine einmalige Momentaufnahme dar. Zudem beinhaltete die Kohorte
der vorliegenden Untersuchung im Gegensatz zu den beschriebenen Studien
auch ACS-Patienten. Es gibt Hinweise darauf, dass das zirkulatorische oxLDL
nach ACS erhoht ist [247]. Dies konnte ebenfalls einen Einfluss auf die
Ergebnisse der vorliegenden Studie haben. Obwonhl in der vorliegenden Studie
die medianen MDA-LDL-Spiegel in der Gruppe mit Statin-Therapie nicht
signifikant vermindert waren, ist doch ein Trend in diese Richtung zu
beobachten. Dies lasst die Vermutung zu, dass sich durch hohere Fallzahlen
signifikante  Ergebnisse einstellen wiarden, denn die antioxidativen

Eigenschaften von Statinen konnten in zahlreichen Studien nachgewiesen
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werden [248-250]. Mehrere Studien konnten auch flir ASS antioxidative
Eigenschaften nachweisen [251-253]. In den vorliegenden Messungen wurde
beobachtet, dass die MDA-LDL-Spiegel bei Patienten, die ASS und Statin
erhielten, innerhalb der verschiedenen Medikationsgruppen am niedrigsten
waren. Dies wurde die oben beschrieben Ergebnisse untermauern. Auch in
diesem Fall konnte angenommen werden, dass hoherer Fallzahlen zu

signifikanten Ergebnissen fihren wirden.

5.2.5 Einfluss von Simvastatin im Vergleich zu Atorvastatin auf die
thrombozytaren oxLDL-Spiegel

Bei Patienten, die eine Kombination aus ASS- und Statin bekamen, konnte in
der vorliegenden Studie kein signifikanter Unterschied zwischen Simvastatin

oder Atorvastatin festgestellt werden.

Es ist bekannt, dass der LDL-Cholesterin-senkende Effekt im Plasma abhangig
von der Dosis und Statingruppe ist [170]. Auch zwischen einzelnen Personen
konnten beachtlich Unterschiede in der LDL-Cholesterin-senkenden Wirkung
von Statinen festgestellt werden [170, 254]. So wurde in einer Metaanalyse
gezeigt, dass etwa 40 % der Patienten, die 80 mg Atorvastatin erhielten, nicht
die Zielwerte von < 70 mg/dl erreichten. Bei einigen Patienten wurde eine sehr
gute LDL-Cholesterin-Senkung erzielt, bei anderen zeigte sich ein geringerer
Effekt [254]. Daraus ergab sich die Frage, ob sich die medikamentdse Therapie
auch unterschiedlich auf thrombozytare oxLDL-Spiegel in verschiedenen
Individuen auswirken konnte. Weng et al. untersuchten in ihrer Metaanalyse zur
Wirksamkeit von unterschiedlichen Statingruppen und -dosierungen 75 RCT
[255]. Es konnte eine vergleichbare Reduktion der LDL-Cholesterin-
Plasmaspiegel um 30 bis 40 % sowohl durch 10 mg Atorvastatin als auch durch
20 mg Simvastatin erreicht werden. Die Autoren schliefen daraus, dass sich
die LDL-Cholesterin-senkende Wirkung mit Erhéhung der Dosis steigern lasst
und dass fur unterschiedliche Statine vergleichbare Dosen gefunden werden
konnen [255].

Bruni et al. behandelten 24 Patienten mit 20 mg Simvastatin und 24 Patienten
mit 10 mg Atorvastatin pro Tag. Schon nach sechs Tagen konnten sie eine
signifikante Reduktion der thrombozytaren Rezeptoren CD36 und LOX-1 sowie

des thrombozytar-gebundenen oxLDLs beobachten. Nach neun Tagen
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Therapie war dieser Effekt noch starker ausgepragt. Auch sie konnten keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Simvastatin- und der Atorvastatin-
Gruppe feststellen [241]. Dies lasst die Vermutung zu, dass das von Weng
et al. fir die Plasmalipidspiegel gliltige Aquivalent von 10 mg Atorvastatin und
20 mg Simvastatin sich auch auf die thrombozytaren oxLDL-Spiegel Ubertragen
|&sst. Interessanterweise sanken die Thrombozyten-assoziierten oxLDL-Spiegel
vor den Plasmalipidspiegeln. Dies spricht dafur, dass der Effekt direkt auf die
Thrombozyten-assoziierten oxLDL-Spiegel wirkt und die verminderten Spiegel

nicht aus einer vorherigen Senkung der Plasmalipide resultieren [241].

Es muss darauf hingewiesen werden, dass in der Auswertung der vorliegenden
Daten keinen Unterschied in der Dosierung, sondern lediglich eine Aufteilung in
Simvastatin beziehungsweise Atorvastatin vorgenommen wurde. Die direkte
Vergleichbarkeit mit anderen Studien ist somit nur eingeschrankt gegeben, da
in diesen Statine innerhalb ihrer Dosisaquivalenz verglichen werden [240, 241,
255]. Aufgrund geringer Fallzahlen wurde sich in der vorliegenden Auswertung
dagegen entschieden. Es ist moglich anzunehmen, dass sehr hohe Dosen
Atorvastatin (80 mg/Tag), ahnlich wie im Plasma, den starksten Effekt austben
konnten [178, 179, 255]. Dies sollte in weiteren Studien mit grol3erer Fallzahl

untersucht werden.

Sowohl fur Atorvastatin als auch fur Simvastatin konnte in Studien ein
verstarkender Effekt auf die ASS-Wirkung beobachtet werden. Dies zeigte sich
unter anderem in verminderter Thromboxan-A2-Produktion und somit
abgeschwachter Aggregationsneigung [256, 257]. Die vorliegenden Ergebnisse
zur signifikanten Wirkung der Kombinationstherapie und der vergleichbaren

Wirkung der beiden Statingruppen bekraftigen diese Annahme.

5.2.6 Einfluss unterschiedlicher Statindosen auf die thrombozytaren
oxLDL-Spiegel

Im Vergleich unterschiedlich hoher Statindosen wurden in der vorliegenden
Untersuchung keine signifikanten Unterschiede in der Gruppe mit der
Kombinationsmedikation von ASS und Statin gefunden. Bei sehr hohen Dosen
Atorvastatin (80 mg) konnte ein niedrigerer oxLDL-Spiegel gegenuber den drei
anderen Dosisgaben festgestellt werden. Da in der vorliegenden Kohorte

allerdings nur drei Patienten diese sehr hohe Dosis erhielten, ist die
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Aussagekraft dieses Vergleichs beschrankt. Eventuell wurde sich dieser Trend

bei hoherer Fallzahl als signifikant herausstellen.

Die vorliegenden Ergebnisse sind nicht Ubereinstimmend mit der
dosisabhangigen Wirkung von Statinen auf Lipidplasmaspiegel. Durch eine
intensivierte Senkung des LDL-Spiegels, durch hohere Statindosen oder
potentere  Statingruppen konnen signifikant kardiovaskulare Ereignisse
reduziert werden [62, 177, 178]. Weng et al. zeigten in einer Metaanalyse, dass
eine Senkung des LDL-Plasmaspiegels um mehr als 40 % nur durch
Atorvastatin > 20 mg, Simvastatin > 40 mg oder Rosuvastatin > 5 mg erreicht
werden kann. Eine aquivalente Senkung von 30 - 40 % konnten unter anderem
Atorvastatin 10 mg, Simvastatin 20 mg sowie Fluvastatin 80 mg erreichen [255].
Bruni etal. beschrieben eine signifikante Reduktion des Thrombozyten-
assoziierten oxLDL und thrombozytarer oxLDL-Rezeptoren durch Atorvastatin
10 mg/Tag und Simvastatin 20 mg/Tag. Dies geschah noch, bevor der Plasma-
LDL-Spiegel sank [241]. Dieser fruhzeitige Effekt auf Thrombozyten-
assoziiertes oxLDL konnte durch Pravastatin 40 mg/Tag nicht gezeigt werden
[241]. Die Autoren erklaren dies durch die spezifischen chemischen
Eigenschaften von Pravastatin [240, 241]. Eine mdgliche Ursache konnte laut
Weng et al. darin bestehen, dass Pravastatin in dieser Dosierung nicht der
Dosisaquivalenz von Atorvastatin 10 mg/Tag und Simvastatin 20 mg/Tag
entspricht [255]. Die Wirkung von nicht-aquivalenten Dosen Atorvastatin und
Simvastatin in Kombination mit ASS auf die thrombozytaren oxLDL-Spiegel
wurde bisher in keiner Studie untersucht. Gerade die sehr hohe Tagesdosis von
80 mg Atorvastatin ist in der Lage, das plasmatische LDL-Cholesterin stark
abzusenken [62, 178, 255]. Dieser Effekt konnte sich auch auf die
thrombozytaren Lipidspiegel auswirken, wie es sich in der vorliegenden Kohorte
tendenziell darstellt. Dies gilt vor allem vor dem Hintergrund, dass die Wirkung
friher auf thrombozytare Lipidspiegel als auf Plasmalipidspiegel stattfindet
[241]. Mit den vorliegenden Ergebnissen konnte zwar kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden, doch ist dieses Ergebnis aufgrund der
geringen sowie unterschiedlichen Fallzahl innerhalb der Dosis-Gruppen weiter

zu prufen.
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Zusammenfassend gibt es Hinweise, dass das intrazellulare thrombozytare
oxLDL unabhangig von den klassischen Plasmalipidspiegeln [209] sowie dem
MDA-LDL reguliert wird. Dies unterstutzt die Annahme, dass Thrombozyten
durch eigenstandige intrazellulare Produktion von oxidierten Lipidmetaboliten
zur Progression von Atherosklerose und KHK beitragen. Thrombozytare oxLDL-

Spiegel lassen sich moglicherweise medikamentds beeinflussen.

Die klassischen Plasmalipidparameter wie Gesamtcholesterin, LDL und TG
gelten schon seit Jahrzehnten als anerkannte Risikomarker fur die Entwicklung
von KHK. Dennoch ist diese nach wie vor der Hauptgrund fur Tod und

Behinderung in den Industrienationen [3, 5, 11].

2016 konnte gezeigt werden, dass Plasmakeramide den bisher klassischen
kardiovaskularen Risikomarkern wie LDL-Cholesterin in der Voraussagekraft
bezlglich kardiovaskularer Sterblichkeit sowohl bei stabiler KHK als auch bei
ACS Uberlegen sind. Dies galt auch fur Patienten, die bereits Statine

einnahmen [211].

Auch thrombozytare Lipide wie oxLDL konnten daher als neue potenzielle
diagnostische Marker aber auch als therapeutische Targets in der KHK-

Therapie dienen.

5.2.7 Limitationen

Diese Studie untersuchte den Einfluss von medikamentdser Therapie mittels
ASS und Statinen auf den intrazellularen thrombozytaren oxLDL-Spiegel und
den zirkulatorischen MDA-LDL-Spiegel. Die Studie weist allerdings einige

Limitationen auf.

Die wichtigsten Punkte sind hierbei, dass es sich bei den vorliegenden
Messergebnissen um Momentaufnahmen handelt und die Fallzahl von 151

Patienten relativ gering ist.

Die thrombozytaren oxLDL-Spiegel, die Lipidplasmaspiegel und die MDA-LDL-
Spiegel wurden nur einmalig bestimmt. Eventuelle Schwankungen im
Tagesprofil oder durch kardiovaskulare Ereignisse konnten damit nicht
bertcksichtig werden. Um Aussagen uber die klinische Bedeutung von
thrombozytarem oxLDL und dessen Veranderungen unter medikamentoser

Therapie zu stellen, mussten mehrmalige Messungen wahrend eines Follow-
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Ups mit groRerer Fallzahl durchgefuhrt werden. Gleiches gilt zu Aussagen Uber

die Auswirkung auf die KHK-Progression.

Die Messungen erfolgten ausschlielllich an Patienten mit symptomatischer
KHK. Es fehlt somit der Vergleich mit einer gesunden Kohorte, um eventuelle

krankheitsbezogene Auswirkungen besser zu verstehen.

Es wurde schlussendlich nicht berucksichtigt wie lange vor Blutentnahme die

medikamentdse Therapie schon eingenommen wurde.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund:

Zirkulatorisches oxidiertes Low-Density-Lipoprotein (oxLDL) ist wesentlich an
der Entwicklung koronarer Herzkrankheit (KHK) und Atherosklerose beteiligt.
Malondialdehyd-modifiziertes-LDL (MDA-LDL) ist eine der Formen von oxLDL.
Bei KHK-Patienten sind die intrazellularen thrombozytaren oxLDL-Spiegel
erhoht. Insbesondere Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS) zeigen
signifikant hohere intrazellulare sowie thrombozytar-gebundene oxLDL-Spiegel
als jene mit stabiler KHK. Intrazellulare thrombozytare oxLDL-Spiegel sind
zudem bei ACS-Patienten mit angiographischem Nachweis von intrakoronaren
Thromben signifikant erhoht. Thrombozyten sind selbststandig in der Lage,
Lipide enzymatisch und oxidativ zu modifizieren. Somit tragen sie aktiv zur
Krankheitsprogression bei. Das thrombozytare Lipidom unterliegt insbesondere
bei ACS-Patienten dynamischen Veranderungen. Es enthalt unter anderem
vermehrt oxidierte Lipidmetabolite. In der vorliegenden Studie wird der Einfluss
der Statin- und Acetylsalicylsdure- (ASS) Therapie auf intrazellulare
thrombozytare oxLDL-Spiegel sowie auf zirkulatorische Serum MDA-LDL-
Spiegel untersucht. Zudem wird der Zusammenhang zwischen intrazellularen

thrombozytaren oxLDL-Spiegeln und Serum MDA-LDL untersucht.

Methoden:

Fir diese Studie wurde wahrend einer perkutanen Koronarintervention (PCI)
151 Patienten mit symptomatischer KHK (stabile KHK n =94, ACS n = 57)
Vollblut abgenommen. Unmittelbar im Anschluss wurde die HoOhe der
intrazellularen thrombozytaren oxLDL-Spiegel, ausgedrickt durch die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI), Uber Durchflusszytometrie bestimmt. Mittels
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) wurde die Hohe von MDA-LDL

(U/1) im Serum ermittelt.

Ergebnisse:
Die intrazellularen thrombozytaren oxLDL-Spiegel unterschieden sich
signifikant bei Patienten, die eine Kombination aus Statin- und ASS-Therapie

erhielten, verglichen mit Patienten mit alleiniger ASS-Therapie. Eine alleinige
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Statin-Therapie ohne Kombination mit ASS hatte keinen signifikanten Einfluss

auf die oxLDL-Spiegel der Thrombozyten.

Die Studie liefert Hinweise, dass die intrazellularen thrombozytaren oxLDL-

Spiegel unabhangig von MDA-LDL sind.

Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede der MDA-LDL-Spiegel
zwischen Patienten ohne Medikation und denen, die ein Statin erhielten,
festgestellt werden. Zudem zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der
MDA-LDL-Spiegel zwischen Patienten, die ASS, und solchen, die ASS und ein

Statin nahmen.

Schlussfolgerung:

Die Studie liefert Hinweise darauf, dass sich intrazellulare thrombozytare
oxLDL-Spiegel moglicherweise durch eine medikamentose Therapie aus Statin
und ASS beeinflussen lassen. Thrombozytares oxLDL kdnnte somit als neuer

therapeutischer Angriffspunkt in der KHK-Therapie dienen.
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