Die Wirkung von Resveratrol
auf menschliche Blutplattchen

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
doctor medicinae dentorum (Dr. med. dent.)

vorgelegt dem Rat der medizinischen Fakultat
der Friedrich-Schiller-Universitat Jena

vorgelegt von Sarah Maria Forstner,
geboren am 13. September 1984 in Krumbach a. d. Kammel

Ettenbeuren, 2014



Gutachter:

1. Univ.-Prof. Dr. med. Dagmar Barz, Jena

2. PD Dr. med. Annegret Balogh, Jena

3. Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Ekkehard Haen, Regensburg

Tag der offentlichen Verteidigung: 03.03.2015



Abkurzungsverzeichnis

A

AA

ADP

Al

Arg120
ASA, ASS
AT-I

ATL
ATTC
AU*min, AUC
Ca*"
CD41a
CD40L
CD62p
C/EBPB
cGMP

0{0)
COX-1/-2
eNOS

ET-1

FITC

Fc

Feyi-R
Glu524
GLUT-4
GPlIb/llla
GPx-1
HbA1c

HDL

HETE,

12-, 15R-, 15S-
HGB
HIT-1/-11

HK
HMW-vWF
HO-1

HPA-1

ICs0

IgG

iINOS

ISIS-2

KG

LDL

LOX, 5-, 12-, 15-
LT, LTB4
MAP-Kinase
Met522

n

NaCl 0,9%
NADPH-Oxidase
NFkB

NO

arachidonic acid, Arachidonsaure
Adenosindiphosphat
Adhasionsindex

Arginin 120

Acetylsalicylsaure

Angiotensin-II

aspirin-triggered lipoxins, ASS-induzierte Lipoxine

Antiplatelet Trialist’s Colloboration

Aggregation Units mal Minuten, Area Under the Curve

Kalzium

cluster of differentiation 41a, GP llb/llla
cluster of differentiation 40 Ligand, CD154
cluster of differentiation 62p, P-Selektin
CCAAT/enhancer binding protein 3

cyclic guanosinmonophosphate, zyklisches
Guanosinmonophosphat
Kohlenstoffmonoxid

Cyclooxigenase-1/-2

Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
Endothelin-1

Fluoreszenzeinisothiocyanat

fragment crystallizable

Immunglobulin G-Rezeptor

Glutamat 524

Typ 4-Glucosetransporter

Glykoprotein lIb/llla

Glutathionperoxidase 1

Glykohamoglobin, GHb

high-density lipoprotein

12-, 15R-, 15S-Hydroxy-Eicosatetraensaure
Hamoglobin

Heparin induzierte Thrombozytopenie Typ /Il
Hamatokrit

high molecular weight von-Willebrand factor
Hamoxygenase-1

human platelet antigen 1

Mittlere inhibitorische Konzentration
Immunglobulin G

Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
2nd International Study of Infarct Survival
Korpergewicht

low-densitiy lipoproteins

5-, 12-, 15-Lipoxygenase

Leukotrien, Leukotrien B4

mitogen activated protein kinase

Methionin 522

Anzahl

isotone Kochsalzlésung

Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat-Oxidase

nuclear factor kB, Nuklearer Faktor kB
Stickstoffmonoxid



NSAID

P PADA
PADA-RASS
PAF
PE
PFA-100
PG
PGG2/, PGH2-1/-2
PGHS-1/-2
PGI2
pH
pK(A)
PLT
PMNL
p. O.
PPP
PRASA
PRP
PSGL-1
rom
Ser350
SOD-1
T TF

t-PA

na

TRAP-6
TX, TXA2/B2
Tyr385
Tmax
T1/2
U u-PA
uv
\" VS.
vVWF
w WBC

Einheiten

I, dl, ml, l

g, mg, ug, ng
mm, ym

mol, ymol, nmol
sec, min, h, d

non-steroidal anti-inflammatory drugs, Nichtsteroidale
Antiphlogistika

platelet adhesion assay

platelet adhesion assay - Resistenz auf ASS

platelet activating factor, Plattchen aktivierender Faktor
Phycoerythrin

platelet function analyzer

Prostaglandin

Protaglandin G2, Prostaglandin H2-1/-2
Prostaglandin H2-Synthase-1/-2

Prostaycyclin, Prostaglandin 12

potentia hydrogenii

negativ dekadischer Logarithmus der Saurekonstante K(A)

platelets, Blutplattchen

polymorphonuclear leukocyte, Polymorphkernige Leukozyten

per os, oral

platelet-poor plasma, plattchenarmes Plasma
Paradoxe Reaktion auf ASS

platelet-rich plasma, plattchenreiches Plasma
P-selectin glycoprotein ligand 1

rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
Serin 350

Superoxid-Dismutase 1

tissue factor, Gewebsthromboplastin
tissue-type plasminogen activator, gewebespezifischer
Plasminogenaktivator

thrombin activating peptide 6

Thromboxan, Thromboxan A2/B2

Tyrosin 385

Zeit bis zum Erreichen maximaler Plasmaspiegel
Halbwertszeit

urothelialer Plasminogenaktivator

Ultraviolett

versus, gegen

von-Willebrand-Faktor

white blood cells, Leukozyten

Liter, Deziliter, Milliliter, Mikroliter

Gramm, Milligramm, Mikrogramm, Nanogramm
Millimeter, Mikrometer

Mol, Mikromol, Nanomol

Sekunde, Minute, Stunde, Tag



Inhaltsverzeichnis

AbKUrzungsverzeiChnis. .........ouoiiiiiii I

InhaltsverzeiChnis.........c.cooiiiiii e 1]

1 EINIQIUNG...c.ce e e e e s 1
1.1. Rolle der Thrombozyten bei Gerinnungskrankheiten................................ 2

1.2. ASS als Hemmer der Thrombozytenaggregation

1.2.1. INdIKAtIONEN .....ve 4
1.2.2. PharmakoKinetiK ............cooieiii e 5
1.2.3. Unerwiunschte Arzneimittelwirkungen und Interaktionen ...................... 5
1.2.4. WirkungsmecChaniSMUS ........ccoeiriiiiiiiiiii e e e ae e aae e 6
1.2.5. DOSIEIUNG .. e 11
1.2.6. LASS-RESISIENZ" ... s 11
1.3. Resveratrol und seine Wirkung auf die Blutplattchen............................... 12
1.3.1. Struktur und Biosynthese ... 13
1.3.2. VOrKOMIMEN . .t 13
1.3.3. PharmakoKinetik .........cooiiii 16
1.3.4. TOXIZIAL ..o 17
1.3.5. Wirkung auf das kardiovaskulare System ............ccocoooiiiiiiiiiiiiin, 17
1.3.6. DOSIEIUNG .. eieei e 21
1.4. Verfahren zur Messung der Plattchenfunktion und ASS-Response ............ 23
1.4.1. Optische Aggregometrie. ... .. ..covii i 23
1.4.2. Impedanzaggregometrie (Multiplate).............ccooviiiiiiiiiiii. 24
1.4.3. Durchflusszytometrie (P-Selektin-Expression)............cccooviiiiiiiiiinins. 25
1.4.4. Platelet Adhesion Assay (PADA).......oiiiii e 27
1.4.5. Platelet Adhesion Assay — Reaktion auf ASS (PADA-RASS)................ 28
1.4.6. Testauswahl. ... 28
2. ZHelSEtZUNG ..o e 32

3. Material und Methoden
3.1, StudienKOHEKEIV ....c..eeiiii e e 33
3.1.1. Probanden
3.1.2. Ein- und Ausschlusskriterien ......... ... 33



3.2, StUIieNdeSigN ......eueiiiiiii e 33

3.2.1. Studienablauf. ... 33
3.2.2. Probandenbefragung ...........ooouieiiiii 34
3.2.3. Allgemeine Blutwerte ... 34
3.2.4. ProbengeWinnuUNg ..........ouiuiiii e 34
3.3. Materialien.......ccveiuiniii 35
3.4. Durchfiihrung der Thrombozytenfunktionstests
3.4.1. DurchfUhrung des PADA . ... 36
3.4.2. Durchfuhrung des PADA-RASS. ... 37
3.4.3. Durchfuhrung von Multiplate..............ooooi 38
3.4.4. Durchfihrung der Durchflusszytometrie..............c.ocooiiiiiii, 39
3.5. Statistische Auswertung...............coooiiii 39

4. Ergebnisse
4.1. Allgemeine Blutparameter............c.cooiiiiiiiiii 40
4.2. Messung der Plattchenreaktivitat
4.2.1. Messung der Plattchenreaktivitdt ohne Resveratrol mit dem PADA......... 40
4.2.2. Messung der Plattchenreaktivitat vor und nach Resveratrol
4.2.2.1. Messung der Plattchenreaktivitat vor und nach Resveratrol
Mit dem PADA .. . 42
4.2.2.2. Messung der Plattchenreaktivitat vor und nach Resveratrol
mit der Durchflusszytometrie. .............coooiiiiii 44
4.2.2.3. Messung der Plattchenreaktivitat vor und nach Resveratrol
mit dem Multiplate............ooovviiiiii 45
4.3. Messung der Plattchenaggregation unter ASS-Zusatz in vitro
4.3.1. Messung der ASS-Response ohne Resveratrol
mit dem PADA-RASS ... 48
4.3.2. Messung der ASS-Response vor und nach Resveratrol
4.3.2.1. Messung der ASS-Response vor und nach Resveratrol
mit dem PADA-RASS ... 51
4.3.2.2. Messung der ASS-Response vor und nach Resveratrol
mit dem Multiplate.............oo 53
4.4. Gegeniiberstellung der drei Testmethoden
4.4.1. Vergleich der Testmethoden zur Messung der Plattchenaktivitat............. 55
4.4.2. Vergleich der Testmethoden zur Messung der ASS-Response............. 57



5. Diskussion
5.1. Diskussion der der Versuche ohne ASS-Zusatz
5.1.1. Plattchenreaktivitat mit dem PADA ohne Resveratrol................c.cc.o..... 59

5.1.2. Einfluss von Resveratrol auf die im PADA

gemessene Plattchenreaktivitat ... 61
5.1.3. Einfluss von Resveratrol auf die P-Selektin-Expression der Plattchen...... 63

5.1.4. Einfluss von Resveratrol auf die mit dem Multiplate

gemessene Plattchenreaktivitat.................... 64
5.1.5. Gegenuberstellung der Ergebnisse der drei Testmethoden.................. 65

5.2. Diskussion der Versuche mit ASS-Zusatz in vitro

5.2.1. ASS-Response mit dem PADA-RASS ohne Resveratrol........................ 67
5.2.1.1. Mdgliche Ursachen fiir eine PRASA
5.2.1.1.1. Antikoagulation mit Heparin......................... 68
5.2.1.1.2. ASS als Plattchenaktivator...................cocooiiiinil, 69
5.2.1.1.3. Beladung der Plattchen mit Antikdrpern.................... 72
5.2.2. Einfluss von Resveratrol auf die mit dem PADA-RASS
gemesSeNe ASS-RESPONSE. ........uuiiiiiiiiiiiiiiie et 72

5.2.2.1. Mégliche Mechanismen wie Resveratrol die ASS-Wirkung im

Plattchen beeinflusst

5.2.2.1.1. Interaktion von Resveratrol mit COX-1..................... 73
5.2.2.1.2. Interaktion von Resveratrol mit COX-2..................... 75
5.2.2.1.3. Einfluss von Resveratrol auf oxidativen Stress ......... 77

5.2.3. Einfluss von Resveratrol auf die mit Multiplate

gemessene ASS-RESPONSE. ... .ciiiiiiiii i 77
5.2.4. Gegenulberstellung der Ergebnisse mit dem PADA-RASS
und MUltiplate. ... ..o, 78
6. ZUSamMMENfaSSUNG......cciuiiiiiiiiii i v e e s e e e reaneans 79
7. LIteratur. ..o e 82
8. Anhang
8.1. Diagramme und Tabellen..........cciiiiiiiiiiiiic i e s e e ns 100
8.2. ProbandenaufkI&rung...........ccouiiiiiiiiiiiiii i e 103
8.3. Fragebogen........c.eiueiieiiiiii i e 104
8.4. Lebenslauf.......ccoeiiiiiiiii s 105
8.5. DANKSAQUNG. .. euiuueineiininrinransam s ssansansaansansaasnsansansssnsansannsansannsnnss 106

8.6. Ehrenwortliche ErkIArung.......oceveiiiiiiiiiiiiiiiicirisre s s e 107



Einleitung

1. Einleitung

Die Hamostase stellt im menschlichen Organismus ein essentielles System zur Sicherung
der Uberlebensfunktion dar, indem es bei Verletzungen im GefaRbett fiir einen primaren
Wundverschluss sorgt. Dabei stehen Aktivierung und Hemmung der Blutgerinnung stets im
Gleichgewicht miteinander. Wird dieses einseitig provoziert, z. B. durch entztindliche
Veranderungen der Gefaltwand oder der Blutplattchen, kann das falschlicherweise zum
Einleiten der Hamostasereaktion bis hin zum kompletten Gefallverschluss flihren. Zum
Uberwiegenden Teil entstehen solche arterielle Thromben auf dem Boden einer fortge-
schrittenen Atherosklerose und fuhren zu Ereignissen wie Schlaganfall und Herzinfarkt.
Fortgeleitete Blutgerinnsel, die aufgrund von Herzrhythmusstérungen oder Herzinsuffizienz,
aber auch kardialen Aneurysmen entstehen, sind ebenso haufige Verursacher arterieller
Embolien (Hach-Wunderle 2007).

Allein in Deutschland sterben als Folge einer Okklusion der Koronararterien jahrlich 60.000-
80.000 Menschen (Statistisches Bundesamt 2010). Die Dominanz von kardiovaskularen
Erkrankungen als Haupttodesursache in der heutigen Wohlstandsgesellschaft intensiviert die
Bemuhungen um weitere Erkenntnisse Uber deren Pathogenese sowie Uber die uns zur
Verfigung stehenden Therapie-Moéglichkeiten. Sie wirft aber auch die Frage auf, inwieweit
Ernahrungsgewohnheiten hierbei eine Rolle spielen und ob sich bestimmte Lebensmittel
gunstig auf den Verlauf dieser Erkrankungen auswirken kénnen. In Diskussion steht dabei
der sekundare Pflanzenstoff Resveratrol, ein insbesondere im Rotwein enthaltenes
Polyphenol, dem eine Plattchen inhibierende Wirkung zugeschrieben wird. Da arterielle
Thromben in erster Linie von Thrombozyten ausgelést werden, kénnte Resveratrol helfen
das kardiovaskulare Risiko zu reduzieren (Shen et al. 2007). Es ware somit eine potentielle
Erweiterung der Standard-Therapie mit Acetylsalicylsaure, welche aufgrund ihrer
Nebenwirkungen oder einer ungentiigenden Hemmung der Plattchenaggregation

(+Aspirin-Resistenz®) nicht immer erfolgreich angewendet werden kann.

In dieser Pilotstudie soll anhand 15 gesunder Probanden und verschiedener Testmethoden
untersucht werden, ob sich nach Einnahme von Resveratrol die Plattchenaktivitat verandert

und ob die Substanz Einfluss auf die antiaggregatorische Wirkung von ASS besitzt.
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1.1. Rolle der Thrombozyten bei Gerinnungskrankheiten

Thrombozyten sind ganz wesentlich fir die Hamostase im arteriellen System verantwortlich
(Kamath et al. 2001). Sie stehen in engem Kontakt mit dem Endothel, da sie beim schnellen
Blutfluss von den wesentlich groReren Erythrozyten aufgrund des rheologischen Phanomens
der Axialmigration nach auften zur Gefaldwand hin verdrangt werden (,plasma skimming®).
Dies erlaubt ihnen ein effektives Absuchen nach Endothellasionen (Perkkio et al. 1987,
Reininger 2007). Bei Ruptur eines Blutgefaltes werden sie und die plasmatische Blutstillung
parallel durch freigelegte subendotheliale Strukturen aktiviert und unterstitzen sich
gegenseitig bei der Bildung eines defektschlieRenden Blutkoagels (Madlener und Potzsch
2010). Hierfur besitzen Plattchen verschiedene Rezeptoren, woriiber sie mit hoher Affinitat
Liganden wie von-Willebrand-Faktor (VWF), Fibrinogen und Fibronektin binden, um trotz der
teils hohen Scherraten im arteriellen Strombett am Ort der Verletzung zu adharieren und

miteinander aggregieren zu kénnen (Jackson 2007) (Abb. 1 a-e).

Abb. 1 a-d: Adhésion und reversible Aggregation

Das frei zirkulierende Adhasionsmolekil vVWF bindet an Entfaltung und
Konformationsédnderung der
subendotheliales Kollagen und wird durch Scherstress aus hochmolekularen
VWF-Multimere (HMW-VWF)
seiner globularen in eine langgestreckte Form ,ausgerollt®,
wobei Bindungsdomanen fiir thrombozytare Rezeptoren frei Plasma-HMW-VWF
Immobilisierter HMW-VWF

werden (Abb. 1 a) (Reininger 2007). An diesen Kontakt- : > ) Endothel
punkten wird die Plattchen-Membran im Blutstrom zu ‘
tethers (Abb. 1 b, Pfeile in Abb. 1 c) langgezogen, womit
sich die Thrombozyten an der Gefaflwand festhalten und
entlang ,hangeln® (translocation) (Dopheide et al. 2002).
Adharierende Plattchen sezernieren und binden weiteren
VWE, Uber welchen sich immer mehr von ihnen zu einem
reversiblen Aggregat vernetzen (Abb. 1 c-d) (Kulkarni et al.
2000).

Abb. 1 e: Aktivierung und Stabilisierung

Das Abbremsen der Plattchen erlaubt nun ihre direkte
Bindung an Kollagen und weitere Adhasionsmolekdle,
wodurch sie unter Ausbildung langer Filopodien (shape

change,Abb. 1 e) und Freisetzung zahlreicher Mediatoren
zunehmend aktiviert und letztendlich Uber Fibrinogen- (Bilder: a Reininger 2007; b-e Maxwell et al. 2007)
Brucken irreversibel miteinander verstrickt werden (Savage

et al. 1996, Offermanns 2006).

Um einen stabilen Thrombus zu erreichen, bedarf es einer Aktivierung der Plattchen. Dies

geschieht primar z.B. durch Kontakt zu extrazellularen subendothelialen Matrixbestandteilen
2



Einleitung

wie Kollagen und Fibronektin, wird jedoch im Wesentlichen fortgesetzt durch Mediatoren, die
von den Plattchen selbst sezerniert (ADP, TXA2) bzw. im Rahmen der plasmatischen
Gerinnung auf ihren Membranen oder denen anderer Zellen generiert werden (Thrombin).
ADP, TXA2 und Thrombin sind starke Agonisten, welche innerhalb des noch instabilen
Plattchenaggregats (und damit weitgehend geschutzt vor Abtransport in den systemischen
Kreislauf) im Sinne eines positiven Feedbacks autokrin und parakrin die Plattchen
zunehmend aktivieren. Dies wird noch potenziert durch weitere Mediatoren aus den
thrombozytaren Granula wie Serotonin, Prostaglandin E2 oder Plattchenfaktor 4, deren
Wirkungen einzeln betrachtet zwar nicht fir eine vollstdndige Aktivierung ausreichen
(Offermanns 2006), sich jedoch durchaus aufsummieren kénnen (Kamath et al. 2001).
Darlber hinaus reagieren Plattchen auf plétzliche Veranderungen in der Hdmodynamik, wie
sie physiologisch bei unterbrochener GefaRintegritat bzw. von einem wachsenden Thrombus
verursacht werden und den Gerinnungsprozess vor Ort zusatzlich unterstitzen (Holme et al.
1997).

Diese vielfaltigen Aktivierungswege fiihren zu einer enormen Signalverstarkung und
Beschleunigung der Thrombusformation, bis ein Sistieren der Blutung erreicht ist (Kamath
2001). Wird dagegen intravasal eine Gerinnung induziert, kommt es dementsprechend zur
Stenose oder gar Okklusion des Gefalles (Reininger 2007). Normalerweise verhindert das
Endothel durch Freisetzung vasoprotektiver Faktoren eine Plattchenaktivierung, wenn keine
Gefalverletzung vorliegt. Insbesondere das von der endothelialen NO-Synthase (eNOS)
produzierte Stickstoffmonoxid (NO) verhindert die Adhasion und Aggregation von Plattchen
und wirkt an glatten Muskelzellen vasodilatorisch. Chronifizierte pathologische Zustande wie
Hypertonie und Hypercholesterinamie fuhren jedoch infolge entziindlicher Endothel-
schadigung und Atherosklerose zu einer reduzierten Antithrombogenitat des vaskularen
Systems und verschieben so die Balance zugunsten einer Aktivierung der Plattchen
(Ltscher und Barton 1997). Beim kardiovaskularen Risikopatienten induziert oxidativer
Stress die Bildung von Sauerstoffradikalen, welche mit NO reagieren und nicht nur dessen
eigene Verflgbarkeit, sondern auch die des ebenfalls von Endothelzellen synthetisierten
Prostacyclins reduzieren (Cai und Harrison 2000, Marnett et al. 1999). Prostacyclin (PGI2)
stellt neben NO den wichtigsten naturlichen Plattchen-inhibitor dar (Moncada et al. 1977).
Die Progression der Atherosklerose wird von den aktivierten Plattchen selbst zusatzlich
vorangetrieben (Gawaz et al. 2005), indem sie z. B. Uber Adhasionsmolekile wie P-Selektin
mit Leukozyten interagieren und ihr Einwandern in das Endothel férdern (van Gils et al.
2010). Die vorangetriebene Entziindung fuhrt letztlich zur Entstehung von plaqueférmigen
Lasionen mit unterschiedlicher Morphologie und Neigung zur Thrombosierung (Virmani et al.
2000).
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Relevant ist hierbei wie schon erwahnt, dass Blutplattchen bei unphysiologischem Blutfluss
auch durch Scherstress aktiviert werden kénnen. Plétzlich wechselnde Strémungs-
verhaltnisse, z. B. infolge von Rauhigkeiten der Plaques, erweisen sich als besonders
stimulierend im Vergleich zu einer reinen Zunahme der Wandscherrate aufgrund eines
verringerten GefalRdurchmessers (Holme et al. 1997). Es wurde sogar gezeigt, dass unter
diesen Umstanden selbst ohne primare Plattchenaktivierung eine rasante Thrombus-
formation moglich ist (Ruggeri et al. 2006). Die bei kardialen Arrhythmien veranderte
Hamodynamik geht deswegen ebenfalls mit einer vermehrten Plattchenaktivierung einher
(Akar et al. 2008) und erhéht das Schlaganfallrisiko (Engstrém et al. 2000).

Unabhangig davon scheinen auch psychische Faktoren eine Plattchen stimulierende
Wirkung zu besitzen. So verstarkt das Stresshormon Adrenalin die Plattchenaggregation
(Lanza et al. 1988, Levine et al. 1985) und depressive Patienten zeigen reaktivere Plattchen
als seelisch Gesunde (Musselmann et al. 2000).

Zuletzt gibt es auch Hinweise auf genetische Einfliisse wie z. B. hereditar bedingte
Hyperreagibiliaten der Plattchen. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass ein
Polymorphismus des sich auf dem ,Fibrinogen-Rezeptor® GPIIb/llla befindlichen humanen
Plattchenantigens-1 (HPA-1) mit einem um etwa funf Jahre friher auftretenden
Myokardinfarkt assoziiert ist (Zotz et al. 2005).

Eine Ubermalige Aktivierung der Blutplattchen spielt also bei der Entstehung arterieller
Thromben eine entscheidende Rolle. Es ist daher wichtig neben der Behandlung von
allgemeinen Risikofaktoren der Atherosklerose wie Hypertonie, Hypercholesterinamie,
Diabetes mellitus, Adipositas und Nikotinabusus (Bhatt et al. 2006) auch eine gezielte
Hemmung der Thrombozytenfunktion in die Therapie zu integrieren. Ublicherweise geschieht
das in Form einer prophylaktischen Einnahme von Acetylsalicylsaure (ASS) als Plattchen
inhibierenden Wirkstoff.

1.2 ASS als Hemmer der Thrombozytenfunktion

1.2.1. Indikationen

Erste wissenschaftliche Empfehlungen fur ASS als Antithrombotikum finden sich 1968 bei
O’Brien und ebenfalls 1968 bei Weiss, nachdem Craven 1950 bereits auf einen potentiellen
Schutz vor Herzinfarkt bei taglicher Einnahme von ASS hingewiesen hatte (O Brien 1968,
Weiss 1968, Craven 1950). Zahlreiche Studien folgten und ASS etablierte sich ab den 70iger
Jahren des letzten Jahrhunderts als Mittel erster Wahl zur Sekundarprophylaxe nach

Myokardinfarkt und Apoplex, sowie zur Vermeidung akuter atherothrombotischer Ereignisse
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bei koronarer Herzkrankheit, peripherer arterieller Verschlusskrankheit (ATTC 2002) oder bei
chirurgischen Interventionen wie Bypass-Operationen und Stent-Setzungen (Schrér 2010).
Bei Fibrinolyse eines frisch okkludierten Koronargefalies lasst sich durch additive Gabe von
ASS die Letalitat weiter deutlich senken (ISIS-2 1988). Beim akuten Koronarsyndrom ist die
frGhe antithrombozytare Medikation mit ASS ein wesentlicher Bestandteil der Primartherapie
(May 2010 S. 488, Bassand et al. 2007). Auch beim ischamischen zerebralen Insult kann
das Outcome durch ASS verbessert werden (Adams et al. 2008).

1.2.2. Pharmakokinetik

Acetylsalicylsaure wird in kleinen Mengen bereits im Magen resorbiert, was den schnellen
Wirkungseintritt erklart (T .« = 25 min). ASS besitzt einen pK(A) von 3,5 und liegt daher zum
Grolfdteil in undissoziierter membrangangiger Form vor. Aufgrund des pH-Anstiegs im
Intrazellularraum kommt es nach Diffusion in die oberen Mukosazellen zur Dissoziation und
lonisierung der Molekdle, die nunmehr Uber Kanéle die Zellmembran passieren und mangels
Ruckdiffusion in zytotoxisch relevanten Menge akkumulieren kénnen.

Im alkalischen Milieu des oberen Dinndarms steigt die Ldslichkeit von ASS rapide an und
bedingt zusammen mit der betrachtlich vergréRerten Resorptionsoberflache trotz
zunehmender Dissoziation eine nahezu vollstandige Aufnahme (Schrér 1992, llles und
Allgaier 2005). Unspezifische Esterasen in der Magen-Darm-Mukosa sowie in Blut und Leber
deacetylieren etwa die Halfte des ASS zum aktiven Metaboliten Salicylsdure, ehe es im
systemischen Kreislauf mit einer Halbwertszeit von ca. 25 min einer weiteren Hydrolyse
unterliegt (Plasmaproteinbindung: 60%) (llles und Allgaier 2005).

Salicylsaure selbst wird bei einer Einmaldosis bis maximal 300 mg renal als Uberwiegend
Glycin-konjugierte Salicylursaure eliminiert (Bedford et al. 1965). Die T4, von Salicylsaure
betragt 3-6 h, kann sich aber nach hohen Dosen wegen friher Sattigung der hepatischen
Enzyme auf Uber 30 h verlangern. Bei Intoxikation mit Salicylaten lasst sich durch
Alkalisierung des Harns die Ausscheidung der dissoziierten Saure-Metaboliten
beschleunigen (llles und Allgaier 2005 S. 237-239).

1.2.3. Unerwiinschte Arzeimittelwirkungen und Interaktionen

Wesentliche Nebenwirkung von Plattchenaggregationshemmern ist die erhohte
Blutungsneigung. Vor elektiven Operationen ist daher gegebenenfalls eine Dosisanpassung

notig, was aber gegenlber dem Thromboserisiko sorgfaltig abgewogen werden muss.
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Die durch ASS ebenso reduzierte Prostaglandin-Synthese in anderen Geweben, aber auch
ihre direkte Toxizitat kbnnen bei Langzeitanwendung ernste Nebenwirkungen hervorrufen.
Insbesondere die lokale Schadigung der Magenschleimhaut fiihrt neben der ohnehin
verlangerten Blutungszeit leicht zu okkulten Blutungen bis hin zu schwerwiegenden Ulzera.
Die Produktion von Leukotrienen aus der nun vermehrt zur Verfligung stehenden
Arachidonsaure kann bei Uberempfindlichen Patienten pseudoallergische Asthmaanfalle
ausldsen (,Aspirin-Asthma®). Ebenso kontraindiziert ist die Gabe v. a. im letzten Trimenon
einer Schwangerschaft, da der regelhafte Geburtsverlauf wesentlich von Prostaglandinen
gesteuert wird. Hervorzuheben ist die kompetitive Hemmung von ASS durch andere NSAIDs
wie Ibuprofen aber auch durch Pyrazolon-Derivate wie Metamizol und dessen Metabolite, da
diese offensichtlich durch ihre reversible Bindung an COX-1 die irreversible Acetylierung
durch ASS verhindern und daher bei kardiovaskularen Risikopatienten unter ASS-Therapie

mit Vorsicht angewendet werden sollten (Hohlfeld et al. 2008).

1.2.4. Wirkungsmechanismus

ASS und ihr primarer Metabolit Salicylsdure greifen sowohl direkt in die Aktivitat von

Enzymen als auch indirekt Gber deren Transkription und Expression ein (Schrér 2008).

Noch am besten verstanden ist der inhibitorische Effekt von ASS auf die Prostaglandin- und
Thromboxansynthese (Vane 1971, Schror 1992). Prostaglandine (PG) , Thromboxane (TX)
und Leukotriene (LT) werden als Eicosanoide (griechisch ,eikos® = 20) zusammengefasst, da
sie sich im Wesentlichen von der vierfach ungesattigten C20-Fettsaure Arachidonsaure (AA)
ableiten. Daneben entstehen aus AA je nach Zellbesatz Lipoxine, Isoprostane und andere
Abkdmmlinge. Allesamt spielen sie als parakrine und autokrine Mediatoren im Organismus

eine bedeutende Rolle.

Die halbessentielle AA ist ubiquitarer Bestandteil von Membran-Phospholipiden (Horn et al.
2002). Sie wird durch Phospholipase A2 freigesetzt und kann nun in dieser Form als
Substrat fur das Enzym Cyclooxygenase (COX) dienen (Kudo und Murakami 2002), bei der
man insbesondere zwischen der in fast allen Zellen konstitutiv exprimierten COX-1
(,housekeeping-enzyme®) und der v. a. in Immunzellen auf Reize wie Endotoxine und
Zytokine hin induzierbare COX-2 differenziert. Eine strikte Trennung ihrer physiologischen
Funktionsbereiche ist dennoch nach heutigem Wissensstand nicht moéglich, da z. B. auch
COX-1 in inflammatorische Prozesse involviert ist (Langenbach et al. 1995), wahrend COX-2
u. a. fir die Aufrechterhaltung verschiedener Organfunktionen (Brune und Hinz 1998,
Williams und DuBois 1996) und fiir das Uberleiten einer akuten Entziindung in die Heilungs-
6
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phase verantwortlich ist (Rajakariar et al. 2006). In Endothelzellen wird COX-2 sogar fir den

Groliteil der Prostacyclin-Synthese verantwortlich gemacht (McAdam et al. 1999).

Die COX bildet den ersten enzymatischen Teilschritt der radikalisch ablaufenden
Prostaglandin H2-Synthese (PGH2). Sie katalysiert die Addition von zwei
Sauerstoffmolekulen an AA sowie eine intramolekulare Ringbildung, woraus das instabile
Intermediat Prostaglandin G2 (PGG2) entsteht, das anschlieRend in einem zweiten Schritt
von der Peroxidase der COX zum bestandigen Alkohol PGH2 reduziert werden kann. PGH2
ist nun Ausgangsmolekul fur weitere PG (z. B. Prostacyclin) und den hochpotenten
Plattchenaktivator TXA2 (Marnett et al. 1999, Marnett 2000).

ASS acetyliert beide COX-Isoformen irreversibel an dem Ser350-Rest im katalytischen
Zentrum, wodurch aufgrund sterischer Blockade keine Substratbindung mehr méglich ist
(Roth et al. 1975, DeWitt et al. 1990). Irreversibel ist die Acetylierung deshalb, weil wegen
des stark hydrophoben Milieus in unmittelbarer Umgebung keine Wassermolekiile fur eine
spontane Hydrolyse zur Verfligung stehen (Biele 2010). Die nachgeschaltete Peroxidase-

Reaktion wird von ASS nicht beeinflusst.

COX-1 lasst sich fast 170-mal starker durch ASS inhibieren als COX-2 (Vane et al. 1998,
Maede et al. 1993). Dies ist grundlegend flr die antithrombotische Wirkung von ASS, da
man in den zur Protein-Neubildung unfahigen Plattchen vorrangig COX-1 vorfindet, woraus
ein dauerhafter TXA2-Defekt resultiert (Awtry und Loscalzo 2000). TXA2 wird von aktivierten
Thrombozyten via TXA2-Isomerase aus PGH2 gebildet (Hamberg und Samuelsson 1974),
um uber TXA2-Rezeptoren (etwa 1.000 davon auf einem Plattchen) weitere Aggregation und
Freisetzung von Mediatoren zu erreichen (Hamberg et al. 1975, Offermanns 2010). Es wirkt
zusatzlich vasokonstriktiv, wird aber - bei einer T4, von etwa 30 sec — relativ rasch und ohne
enzymatische Beteiligung in den bestandigeren Metaboliten TXB2 umgewandelt, was seine
Wirksamkeit sinnvollerweise lokal begrenzt (Hamberg et al. 1975, Smith und Ingermann
1976, Offermanns 2010).

Parallel zur Thrombozytenhemmung wird im Endothel auch die Aktivitat von COX-1 reduziert
und folglich weniger Prostacyclin freigesetzt. Eine dadurch ausgeloste Steigerung der NO-
Produktion (Bolz und Pohl 1997) und die Fahigkeit zur Neusynthese des Enzyms fihren
jedoch zur raschen Kompensation der Endothelfunktion (Vane 1998). Wie bereits erwahnt,
beziehen Endothelzellen zudem einen Teil des Prostacyclins Uber ihre nur wenig ASS-
sensitive COX-2. Diese behalt selbst bei einer Acetylierung durch ASS mehr als 90% ihrer

Aktivitat bei, wobei aber statt Prostaglandinen jetzt andere Syntheseprodukte entstehen
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(Maede et al. 1993): COX-2 ist vermutlich aufgrund giinstigerer Platzverhaltnisse im aktiven
Zentrum trotz der gebundenen Acetyl-Gruppe imstande aus AA nun ein ganz anderes
Produkt zu bilden: 15(R)-HETE (Rowlinson et al. 2000). 15(R)-HETE ist das R-Epimer zum
natirlichen 15(S)-HETE, welches durch die 15-Lipoxygenase in Leukozyten aus AA entsteht
(Abb. 2). Beide werden nun in ihrer jeweiligen Konfiguration weiter zu den anti-
inflammatorischen Lipoxinen metabolisiert (Claria und Serhan 1995). Insbesondere in
Anwesenheit von starken Entziindungsmediatoren wie Interleukin-13 (Lecomte et al. 1994)
entstehen wegen Induktion von COX-2 vermehrt sogenannte ,aspirin-triggered lipoxins*
(ATL), die im Gegensatz zu den physiologischen Lipoxinen in S-Konfiguration nicht innerhalb
von wenigen Minuten abgebaut werden und daher ldnger am Ort des Geschehens wirksam
bleiben (Sherhan et al. 1995). Neben AA fungiert auch Dokosahexaensaure als Substrat fir
eine R-Epimer-Bildung: aus ihr entstehen die sogenannten ,aspirin-triggered resolvins*
(Serhan 2006). Als ein Produkt von PMNLs, Endothelzellen und Blutplattchen via zelliber-
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Abb. 2: Bildung von natiirlichen Lipoxinen und aspirin-triggered lipoxins (15-epi-Lipoxine)
Lipoxine sind wichtig fir die Einleitung der Heilungsphase, indem sie u. a. die inflammatorische Aktivitat
von PMNLs hemmen und gleichzeitig die Einwanderung von phagozytierenden Monozyten stimulieren
(Godson et al. 2000, Abb. modifiziert nach Rajakariar et al. 2006).
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greifender Synthesewege limitieren Lipoxine (lipoxygenase interaction products) und
Resolvine (resolution phase interaction products) ganz wesentlich das Ausmal} des
entzlindlich bedingten Gewebeschadens (Serhan et al. 1995, Serhan 2001 u. 2006) und
kénnten so einen Teil des positiven Einflusses von ASS auf die von chronisch-
inflammatorischen Prozessen begleitete Atherosklerose erklaren (Ridker et al. 1997).
Zumindest konnte vor kurzem gezeigt werden, dass ATL in Endothelzellen bereits in
geringsten Mengen die Hamoxygenase-1 (HO-1) im Abbau von H&dm zu Kohlenstoffmonoxid
(CO), Bilirubin und Eisen stimulieren (Nascimento-Silva et al. 2005, Grosser et al. 2003). CO
und Bilirubin kénnen als Radikalfanger den in inflammatorischen Phasen erhdhten oxidativen
Stress abfangen (Ryter und Otterbein 2004). Die physiologische Relevanz von HO-1 fir die
Stabilisierung der Endothelfunktion in entztindlich veranderten Gefal3en zeigt sich im
Tierversuch anhand schwerer arterieller Thrombenbildung bei HO-1-defekten Mausen (True
et al. 2007).

Einige Untersuchungen von COX-unabhangigen Effekten liefern ebenfalls interessante
Ergebnisse hinsichtlich der vasoprotektiven Eigenschaften von ASS: bereits in
therapierelevanten Konzentrationen steigert ASS, vermutlich direkt durch Acetylierung von
eNOS, die kontinuierliche Freisetzung von kleinen Mengen des Radikalfangers NO und
schitzt so vor oxidativem Zellschaden des Endothels (Taubert et al. 2004). Inwieweit die
tatsachliche NO-Bioverfligbarkeit von einer gleichzeitig auch vermehrten Sauerstoffradikal-
Bildung nach ASS-Zugabe beeintrachtig wird, ist allerdings noch offen (Madajka et al. 2003).
Daruber hinaus interagiert ASS mit dem zunachst als Eisen-Reservoir bekannten Protein
Ferritin, welches in seiner Synthese heraufreguliert wird und so freigewordenes
zytosolisches Eisen an der Katalyse groRRerer Sauerstoffradikale hindern kann (Balla et al.
1992, Oberle et al. 1998).

Bemerkenswerterweise wirkt dagegen ASS, wenn auch erst in antiphlogistischer Dosierung,
hemmend auf die durch Zytokine und bakterielle Lipopolysaccharide induzierbare Isoform
der NOS, die im Gegensatz zur konstitutiven eNOS mittels massiver NO-Produktion aktiv in

das Entzindungsgeschehen involviert ist (Katsuyama et al. 1999).

Die antithrombotische und gefafischitzende Wirkung von ASS beruht woméglich auch auf
Wechselwirkungen mit Plasmabestandteilen wie z. B. Fibrinogen. Die Acetylierung von
Lysin-Resten des Fibrinogens, welche fir das Cross-linking wahrend der Polymerisierung
bedeutend sind, verlangsamt die Aggregat-Bildung und erleichtert die nachfolgende
Fibrinolyse (Bjornsson et al. 1989). Gleichzeitig verhindert dies eine Oxidation der hierfur
leicht anfalligen Lysin-Gruppen durch Sauerstoffradikale, was die Reaktivitat des Fibrinogens

steigern wirde (Upchurch et al. 1998).
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Auch die Oxidation von Low-density Lipoproteinen (LDL), welche vermehrt bei
Hyperlipidamie im Blut zirkulieren, scheint bei Anwesenheit von ASS reduziert zu sein (Steer
et al. 1997). Wahrend Makrophagen oxidiertes LDL bevorzugt aufnehmen um bereits in
frihen Stadien der Atherosklerose als lipidbeladene Schaumzellen zu imponieren, ist die
Aufnahme von ASS-modifiziertem LDL in Makrophagen verringert (Maziére et al. 1987,
Aviram und Maor 1993).

Auch kann ASS offenbar die plattchenhemmende Wirkung des monoklonalen Antikdrpers
Abciximab verstarken, indem es durch Acetylierung des Fibrinogenrezeptors GPIIb/llla seine

Bindung an diesen erhoht (Schneider et al. 2001).

Im Gegensatz zu den (unvollstandig) genannten direkten Interaktionen von ASS ist ihr
Wirken auf transkriptionaler Ebene noch teilweise ungeklart. Diskutiert wird u. a. die
unterdrickte Induzierbarkeit von proinflammatorischen Trankriptionsfaktoren wie NFkB
(Kopp 1994, Grilli et al. 1996) und C/EBPf, die beispielsweise fir die Induktion von COX-2
verantwortlich sind (Saunders et al. 2001). Vermutlich ebenfalls durch Hemmung der
Transkription reduziert es die Expression von Tissue Factor (TF) auf Makrophagen (Oeth
und Mackmann 1995). TF gilt als wesentlicher Initiator der plasmatischen Hamostase und
wird in hohen Mengen auf der Membran von Makrophagen und anderen Zellen innerhalb von
atherosklerotischen Lasionen exprimiert, was die Gefahr einer Thrombosierung stark erhéht
(Steffel et al. 2006, Wilcox et al. 1989). Eine Ubersicht tiber die wichtigsten Wirkungen von
ASS gibt Abb. 3:
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Abb. 3: Wirkungen von ASS (Schrér 2008)
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1.2.5. Dosierung

Zur Sekundarprophylaxe vaskularer Ereignisse zeigen sich geringe bis mafig hohe
Einmaldosen zwischen 75-325 mg /d als effektiv. Als Langzeittherapie werden 75-150 mg/d
empfohlen, denn héhere Mengen zeigen keine signifikant besseren Ergebnisse, erh6hen
jedoch die Haufigkeit unerwinschter Nebenwirkungen (APTC 1994, ATTC 2002) und kénnen
sogar das Thromboserisiko steigern (Taylor et al. 1999).

Die Gabe einmal pro Tag scheint ausreichend, um die TXA2-Synthese der taglich neu
gebildeten Plattchen (ca. 10%) zu hemmen, wahrend die COX-1 im Endothel sich wieder
regenerieren (Patrono et al. 1998) und somit in ihrer Beeintrachtigung vernachlassigt werden
kann (Jaffe und Weksler 1979).

Da beim Gesunden theoretisch bereits weniger als 0,1% Restaktivitat der COX in den
Plattchen fur eine TXA2-vermittelte Aktivierung gentgt, wird zumindest eine > 95%-ige
Hemmung des Enzyms angestrebt, um die Thrombusbildung signifikant zu verlangsamen
(Reilly und FitzGerald 1987, Weber et al. 2008).

1.2.6. ,,ASS-Resistenz

Wie die Retrospektive zeigt, profitiert leider nur ein Teil der thrombosegefahrdeten Risiko-
Patienten von einer Therapie mit ASS (Grotemeyer et al. 1993, ATTC 2002, Eikelboom et al.
2002), so dass sich schon bald der Terminus ,Aspirin-Resistenz” etablierte. Im Allgemeinen
wird hierunter verstanden, dass ASS nicht fahig ist den Patienten vor thrombotischen
Ereignissen zu schitzen bzw. dass bei Plattchenfunktionstests oder TXB2-
Spiegelmessungen die erwartete Wirkung vermindert ist oder sogar ausbleibt (McKee et al.
2002). Unglucklich gewanhlt ist der Begriff ,Resistenz” allemal, insofern nicht auch tatsachlich
der direkte pharmakologische Effekt von ASS auf das Zielenzym COX-1 betrachtet wird. Weil
allerdings selbst die komplette Hemmung der TXA2-Synthese eine Thrombusbildung beim
Vorhandensein anderer Stimuli nicht vermeiden kann (Weber et al. 2008), sollte bei
thrombotischen Komplikationen unter ASS-Therapie nicht automatisch von einer ,Resistenz*
gesprochen werden, da diese lediglich die Komplexitat der Hamostase widerspiegeln -
gerade bei kardiovaskularen Erkrankungen (Patrono 2003). Im Folgenden wird daher der
Begriff ,Resistenz* durch ,ASS-Nonresponse® oder ,ungeniigende Sensitivitat fir ASS*

ersetzt.

Je nach Studienkollektiv und Testverfahren schwankt die angegebene Pravalenz einer ASS-
Nonresponse zwischen 5-60%, was ungeachtet der bislang noch unausgereiften Nachweis-
verfahren von groRer Bedeutung ist hinsichtlich der breiten Anwendung von ASS weltweit

11
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(Nowak 2007, Lordkipanidzé et al. 2007). Problematisch wird die Festlegung einer ASS-
Nonresponse, wenn sich Messwerte widersprechen, z. B. wenn sich die Plattchen-
aggregation selbst in Anwesenheit hoher Konzentrationen ASS nicht hemmen lasst, obwohl
die TXA2-Synthese vielleicht vollstandig unterdrickt ist bzw. umgekehrt. Weber und
Mitarbeiter sind daher dazu Ubergegangen aus der Konstellation von Plattchenaggregation
und simultaner TXB2-Messung verschiedene Typen einer ASS-Nonresponse zu definieren
(Weber et al. 2002 b). Des Weiteren lieRe sich auch zwischen einer ASS-Nonresponse in
vivo (thrombotisches Ereignis trotz ASS) und in vitro (Labortest negativ) unterscheiden,
wobei das Thromboserisiko zusammen mit der ASS-Nonresponse kontinuierlich steigt und
deswegen die rein kategorische Einteilung in Responder/Nonresponder eigentlich wenig
sinnvoll ist (Eikelboom et al. 2002, Hankey und Eikelboom 2004).

Als mégliche Ursachen wurden bereits pharmakodynamische (z. B. Interaktionen mit
NSAIDs und Metamizol) bzw. —kinetische Griinde (mangelnde Resorption), aber auch
einfach nur eine schlechte Compliance des Patienten identifiziert (Catella-Lawson et al.
2001, Capone et al. 2005, Hohlfeld et al. 2008, Gonzalez-Conejero et al. 2005, Cotter et al.
2004). Zudem kann sich die ASS-Response auch zeitlich andern, z. B. nach einer Bypass-
Operation, was u.a. mit einer gesteigerten Plattchen-Neusynthese in Verbindung gebracht
wird (Zimmermann et al. 2003). Eine allgemein hohere Aktivitat (Nowak 2007) oder
Stimulierbarkeit (Guthikonda et al. 2007) der Plattchen spielt vermutlich ebenso eine Rolle
und wird z. B. geférdert durch oxidativen Stress oder eine erhdhte COX-2-Expression in
atherosklerotischen Plaques, die flr die Plattchen als alternative Resource fur TXA2 dienen
konnte (Cipollone et al. 1997).

Desweiteren wird einer reduzierte ASS-Sensitivitat assoziiert mit genetischen
Polymorphismen der COX-1 (Nowak 2007, Maree et al. 2005), Veranderungen im Blutfluss
z. B. aufgrund einer vermehrten Bildung von Erythrozytenaggregaten (Demiroglu 2003),
steigendem Alter sowie einzelnen Blutparameter wie etwa dem Cholesterin-Spiegel (Akay et
al. 2009, Friend et al. 2003).

1.3. Resveratrol und seine Wirkung auf die Blutplattchen

Da ASS offensichtlich nicht jeden Patienten vor einer Gerinnselbildung ausreichend schitzen
kann, ist man bestrebt nach Alternativen zu suchen. Das ,mediterrane Paradoxon®, wonach
Sldeuropaer trotz hochkalorischer Kost weniger Herzinfarkte erleiden als andere Europaer,
fuhrte zu etlichen Studien Uber die mediterrane Lebensweise und entlarvte hierbei den
Rotwein-Inhaltsstoff Resveratrol als Substanz mit besonderer vasoprotektiver Wirkung (Kopp

1998).
12
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1.3.1. Struktur und Biosynthese

Resveratrol gehdrt zu den Stilbenen, einer Untergruppe der nicht-flavonoiden Phenole,
welche wiederum der grof3en Klasse der Polyphenole angehdrt. Polyphenole sind
sogenannte phytochemische Verbindungen (Synonym: Phytamine oder sekundare
Pflanzenstoffe, griechisch phytos = ,Pflanze®). Diese werden flr die organoleptischen
Eigenschaften von Pflanzen veranwortlich gemacht, d. h. sie bestimmen wie eine Frucht
oder ein Gemuse auf die menschlichen Sinnesorgane wirkt (Geschmack, Farbe etc.).
Wissenschaftliche Untersuchungen unterstreichen immer mehr ihre Bedeutung fir die

menschliche Gesundheit (Béliveau und Gingras 2008).

trans-Stilben cis-Stilben

Abb. 4: Isomerie von Stilbenen

Bei Stilbenen sind zwei Isoformen mdglich (Abb. 4), wobei die sterisch unglnstigere cis-
Form weniger stabil ist als die frans-Form (Likhtenshtein 2010). Es handelt sich grundlegend
um Ethen-Derivate mit zwei aromatischen Ringen, welche sich in Art und Anzahl ihrer noch
zusatzlich gebundenen Molekile (z.B. Hydroxyl- oder Zuckerreste) unterscheiden.
Resveratrol besitzt drei Hydroxylgruppen und wird daher auch als 3, 5, 4 -Trihydroxystilben
bezeichnet. Ublicherweise ist damit das natirliche und biologisch aktivere trans-lsomer
gemeint, wahrend Uber cis-Resveratrol nur wenig in der Literatur bekannt ist (Soleas et al.
1995).

Die Pflanzen bilden frans-Resveratrol aus Coumarinsaure und Malonsaure durch das Enzym
Stilbensynthase (Synonym: Resveratrolsynthase). Mittels Peroxidasen entstehen die
grélieren Polymere a- und ¢-Viniferin (Daniel et al. 1999), durch Anlagerung von Zucker das
Glukosid Piceid (Abb. 5-6).
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Abb. 5: Trans-Resveratrol und sein Glukosid
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Abb. 6: Resveratrolsynthese (modifiziert nach Daniel et al. 1999)

1.3.2. Vorkommen

Resveratrol (lateinisch res = ,Sache*, veratrum = ,Nieswurz“) wurde Mitte der neunziger
Jahre zum ersten mal aus Veratum grandiflorum isoliert, spater auch aus den Wurzeln von
Polygonum cuspidatum. Es wird in hoheren Mengen auch in Weintrauben, Erdnissen und
Maulbeeren gefunden und zahlt zu den Phytoalexinen (griechisch phytos = ,Pflanze®, alekein
= ,abwehren®). Diese werden von Pflanzen zum Schutz vor schadlichen Umwelteinflissen
synthetisiert, wie sie beispielsweise starke UV-Strahlung, mechanische Verletzungen und

insbesondere Pilzinfektionen darstellen (Aggarwal et al. 2004). Besonders hoch ist
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dementsprechend die Konzentration in ungespritzten Weintrauben aus Anbaugebieten mit
feuchtem, kiihlem Klima, aber auch der daraus produzierte Wein. Es befindet sich fast
ausschlief3lich in der Schale und den Kernen, kaum im Fruchtfleisch (Tab. 1). Je langer also
die zermahlenen Trauben bei der Weinherstellung vergoren werden, desto mehr Resveratrol
kann sich aus Schale und Kern I6sen, was den viel geringeren Gehalt des nur aus

Traubenmark hergestellten WeiRweins erklart (Béliveau und Gingras 2008).

trans- cis-Resveratrol
Nahrungsmittel Resveratrol (ng/9) (mgl/l)
(mg/l)
(Mg/9)
Traubenschale 0,3-5,6 0,0

Erdniisse” frisch 0,07
gerostet 0,02 -0,08

Erdnussbutter” 0,15-0,5

Rosinen? 0,0001

Rotwein 0,03-4,6 0,03 -4,6
WeiRwein 0,01-0,2 0,01 -0,6
Traubensaft 0,003 -0,015 0,0

Tab. 1: Resveratrolgehalt verschiedener Lebensmittel
Der Gehalt im Wein variiert bedingt durch Rebsorte und Herstellungsverfahren (nach Soleas et al. 1995).
" Sobolev und Cole 1999 ? Béliveau und Gingras 2008

Mit zunehmendem Reifegrad werden die Trauben widerstandsfahiger und ihr Bedarf an
Phytoalexinen sinkt. Folglich enthalt ein Saft immer weniger Resveratrol je reifer und sulRer
die Frichte waren (Jeandet et al. 1991). Da cis-Resveratrol zwar in Wein, jedoch weder in
Traubenschalen noch in Traubensaft nachweisbar ist, entsteht es vermutlich erst wahrend
der Fermentation der Maische aufgrund einer Isomerisierung der frans-Form oder
Abspaltung aus gréReren Resveratrol-Polymeren (Viniferine) durch Hefe-Enzyme. Auch die
nicht-enzymatische Umwandlung in cis-Resveratrol durch UV-Strahlung oder Oxidation ist
moglich (Soleas et al. 1995). Der intensive Kontakt mit Sauertstoff wird daher auch als Grund
fur die nur noch minimalen Konzentrationen von trans-Resveratrol in getrockneten Rosinen
genannt (Béliveau und Gingras 2008 S. 170).
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1.3.3. Pharmakokinetik

Resveratrol wird im Menschen nach oraler Gabe rasch und zu > 70% resorbiert (Walle et al.
2004). Wahrend der Passage durch die Dinndarmmukosa wird nahezu alles Resveratrol
glukuronidiert und sulphatiert (Kuhnle et al.2000, de Santi 2000 a und b). Beim Gesunden
ergibt sich ca. 30-60 min nach Einnahme von 25 mg ein maximaler Plasmaspiegel von ca.
450 pg/l, welcher schnell wieder abfallt (Abb. 7). Nur ein Bruchteil davon (ca. 1,5%) sind
dabei freies Resveratrol (Walle et al. 2004, Goldberg et al. 2003). Bei 0,2 mg i. v. war nach
30 min kein unverandertes Resveratrol im Blutkreislauf detektierbar (Walle et al. 2004). Auch
bei taglich 1g oral Uber 8 Tage war Resveratrol in seiner freien Form gerade noch oder gar
nicht mehr detektierbar (Patel et al. 2010). Boocock ermittelte an gesunden Probanden nach
einmaliger Gabe von 0,5/1/2,5/5 g nach ca. 60 min eine maximale Konzentration freies
Resveratrol von 72,6/117,0/268,0/538,8 ug/l (Boocock et al. 2007).

Die ermittelten Plasma-Halbwertszeiten beim Menschen variierten nach oraler Einnahme
zwischen 1-10 h fir freies Resveratrol sowie Metaboliten (Goldberg et al. 2003, Boocock
et al. 2007 et al., Walle et al. 2004).

Gesamtre
sveratrol 600

im

~ 1000 - Plasma 400
(ng/ml)

200
100 4

Zeit (h)

Gesamtresveratrol im Plasma (ng/ml

0 12 24 36 48 60 72

Ab. 7: Plasmaspiegel insgesamt von Resveratrol und seinen Metaboliten (Gesamtresveratrol)
(nach Walle et al. 2004)

Resveratrol wird zu einem geringen Mal} im Stuhl ausgeschieden, Haupteliminationsweg
stellt jedoch die Niere dar: bereits 4 h nach Einnahme ist der GroRteil in Form von

Resveratrol-Metaboliten im Urin wieder zu finden (Boocock et al. 2007).
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Zusammenfassend lasst sich angesichts der raschen Ausscheidung eine nur geringe
Bioverfligbarkeit von Resveratrol feststellen. Bei oraler Einnahme ist die prasystemische
Metabolisierung in Darm und Leber von hoher Relevanz, aber auch nach i. v.-Injektion

unterliegt die Substanz einer zliigigen Umwandlung (Walle et al. 2004).

1.3.4. Toxizitat

In der Studie von Boocock et al. wurden bei gesunden Probanden selbst bei Tagesdosen bis
5 g keine schwerwiegenden Nebenwirkungen gefunden. Jedoch traten z. T. unspezifische
Symptome auf wie Kopfschmerzen oder Verdauungsbeschwerden, aber auch erhdhte
Leberwerte in Abhangigkeit von der Dosierung. Alle Nebenwirkungen waren zwar nur
vorubergehend, Langzeiterfahrungen mit der Einnahme solch hoher Mengen existieren
allerdings noch nicht (Boocock et al. 2007).

Anhand von Tierversuchen lie3 sich bei 3 g/kg Kdrpergewicht (KG) am Tag eine eindeutige
Nephrotoxizitat erkennen. Eine zusatzliche Schadigung der Leber wurde aufgrund der
Blutwerte zunachst vermutet, konnte histologisch jedoch nicht belegt werden. Dies macht die
Niere zum Hauptschadigungsort, wobei die Einnahme von bis zu 300 mg/kg KG am Tag
noch unterhalb ihrer toxischen Grenze liegt (Crowell et al. 2004). In Ratten kommt es
dagegen schon ab 25 mg/kg Kérpergewicht zu einer eindeutigen Umkehr der zuvor
kardioprotektiven Effekte bis hin zum Tod (Dudley et al. 2008). Um diese Dosis zu erreichen,
musste eine 70 kg schwere Person hierfur jedoch rund 470 Flaschen Rotwein (5 mg

Resveratrol/l) trinken.

1.3.5. Wirkung auf das kardiovaskulare System

Resveratrol wird ein vor Atherosklerose schutzendes Potential zugeschrieben, was zunachst
auf seine direkten antioxidativen Eigenschaften zurtickgefuhrt wurde. So vermag es z. B. die
Oxidation von LDL zu verhindern (Zou et al. 1999). Oxidiertes LDL ist stark atherogen, da es
von Makrophagen leichter aufgenommen wird (Aviram und Maor 1993) und stimulierend auf
glatte Muskelzellen (Delmas et al. 1995) aber auch auf die Thrombozyten wirkt (Zhao et al.
1995, Wang et al. 2002). Diese Fahigkeit ist jedoch im Vergleich zu anderen Radikalfangern
in vitro relativ schwach im Gegensatz zu in vivo: Resveratrol kann offensichtlich die
zelleigenen Schutzmechanismen im kardiovaskularen System hochregulieren
(,préakonditionieren®), indem es auf diverse Signalwege und Genexpressionen Einfluss nimmt
(Delmas et al. 2005, Spanier et al. 2009):

Resveratrol verbessert die endogenen Kapazitaten zur Bewaltigung von oxidativem Stress,

z. B. durch Stimulation der antioxidativen Enzyme HO-1 (Hdmoxygenase-1), SOD-1
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(Superoxid-Dismutase-1) und GPx-1 (Glutathionperoxidase-1), wahrend die NADPH-
Oxidase gehemmt wird (Huang et al. 2005, Zhuang et al. 2003, Spanier et al. 2009).
NADPH-Oxidase bildet Sauerstoffradikale, welche zur Sekretion von Endothelin-1 (ET-1)
fuhren, einem bei endothelialer Dysfunktion vermehrt gebildeten Vasokonstriktor. Resveratrol
reduziert die Uberexpression von ET-1 und unterstiitzt dadurch das Endothel in seinen
regulatorischen Aufgaben (Liu et al. 2003, Lekli et al. 2008). Weil Sauerstoffradikale zudem
das gefalweitende NO leicht inaktivieren kdnnen, wird durch Resveratrol dessen
Verfugbarkeit indirekt gesteigert. Es erhoht aber auch direkt die NO-Synthese via Expression
und Aktivierung von eNOS (Li und Forstermann 2009). Allgemein wird der vermehrten
Bereitstellung von NO durch Resveratrol eine wesentliche Bedeutung zugeschrieben
(Csiszar et al. 2009, Li und Forstermann 2009, Das et a. 2005).

Derart ,prakonditionierte Myokardzellen beispielsweise kdnnen den bei einem Infarkt
entstehenden oxidativen Stress besser kompensieren, was den Zellschaden letztlich
verringert. Verantwortlich hierflir scheint auch eine friihe Aktivierung von iNOS zu sein. INOS
ist die induzierbare NO-Synthase, welche normalerweise erst zu einem viel spateren
Zeitpunkt angeschaltet wird (Hattori et al. 2002). Der Ischamie-Reiz einer progressiven
Gefalsklerose flihrt nach Behandlung mit Resveratrol auch zur starkeren Synthese von
VEGF (vascular endothelial growth factor) und anderen proangiogenetischen Faktoren, was
mit einer vermehrten Bildung von KollateralgefalRen einhergeht (Fukuda et al. 2006, Das et
al. 2005). Ebenso bringt eine durch Resveratrol wieder zunehmende Neusynthese von
GLUT-4 und Mitochondrien bei erworbener Insulinresistenz den kardialen Stoffwechsel in
eine gegenuber Ischamie widerstandsfahigere Ausgangslage (Lekli et al. 2008, Cziszar et al.
2009).

Resveratrol optimiert aber nicht nur die endogenen Schutzmechanismen im vaskularen
System gegenuber Atherosklerose, sondern kann vermutlich auch helfen diese zu
verhindern bzw. hinauszuzégern. Bei Hypertonie, einem Haupt-Risikofaktor fur Gefaf-
erkrankungen, ist das Hormon Angtiotensin-IlI (AT-Il) erhoht, was proliferierend auf
Myofibroblasten sowie glatte Muskelzellen wirkt und bis hin zur Gefalhypertrophie und
kardialen Fibrose filhren kann. Diese von AT-Il vermittelten Signalwege werden durch
Resveratrol unterbrochen (Olson et al. 2005, Haider et al. 2002). Weiterhin ist es anti-
inflammatorisch wirksam, indem es z. B. Uber die Hemmung von NFkB eine Induktion von
COX-2 in stimulierten Makrophagen verhindert (Yi et al. 2011): es schwacht auch die
Adhasion von Leukozyten sowie deren Interaktion mit oxidiertem LDL und damit die erste
inflammatorische Antwort mit Bildung der charakteristischen Schaumzellen (Shigematsu et
al. 2003, Delmas et al. 1995). Ein Synergismus mit dhnlich anti-atherogenen Substanzen wie

Tocopherol oder Omega-3-Fettsauren wird vermutet, da sie - als Cocktail verabreicht - in der
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Lage sind, gerade die entziindlichen Erstlasionen der Atherosklerose eindeutig hinauszu-
zoégern (Verschuren et al. 2011). Dadurch behalt das Blutgefall seine antithrombogene
Oberflache bei, was durch eine gedrosselte Synthese von TF in Endothelzellen noch
unterstitzt wird (Pendurthi et al. 1999).

Resveratrol hemmt die Aktivitat der inflammatorisch wirksamen Lipoxygenase 5-LOX, deren
hauptsachliches Substrat die Arachidonsaure darstellt (Kimura et al. 1985). Durch sie
entsteht in PMNLs und Makrophagen u. a. LTB4, einer der wichtigsten Mediatoren zur
Verstarkung von entziindlichen Prozessen. Etwa zehnmal schwacher dagegen ist die
hemmende Wirkung von Resveratrol auf die 15-LOX, deren Syntheseprodukte wie schon

erwahnt die antiinflammatorischen Lipoxine sind (Maccarrone et al. 1999, Egger 2005).

Resveratrol inhibiert auch die in verschiedenen Zelltypen vorkommende 12-LOX. Diese
bildet aus AA zum einen Hepoxiline, welche aquipotent zu LTB4 chemotaktisch wirken und
an zelluldrer Ca**-Mobilisation, Vasokonstriktion sowie Steigerung der GefaRpermeabilitit
beteiligt sind (Pace-Asciak 2009).

Dahingegen steigert Resveratrol die fibrinolytische Aktivitat auf der Endothel-Membran unter
vermehrter Freisetzung von den Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA (Abou-Aqgaq et al.
2001). Auch konnte gezeigt werden, dass es die Polymerisation von Fibrinogen durch das
als kardiovaskularen Risikofaktor diskutierte Homocystein verhindert, was die nachfolgende

Lyse des Fibringeflechts wiederum erleichtert (Malinowska und Olas 2010).

Resveratrol Ubt auch direkte Effekte auf die Plattchen aus. Es schitzt sie zum einen ahnlich
wie die Blutgefale vor oxidativem Schaden (Olas et al. 2006), zum anderen hemmt es sie in
ihrer Kollagen-, AA-, ADP-, Thrombin-, Adrenalin- oder PAF-induzierten Aggregation
(Zbikowska et al. 2000, Wang et al. 2002, Fragopoulou et al. 2000, Stef et al. 2006). Hierbei
wird mitunter eine ahnlich starke Wirkung erzielt wie mit ASS (Wang et al. 2002). In
Anwesenheit von Resveratrol ist die Adhasion der Plattchen an Kollagen oder Fibrinogen
nach Stimulus mittels ADP, Endotoxinen oder Thrombin abgeschwacht (Olas et al. 2002,
Zbikowska und Olas 2000) ebenso wie die Freisetzung ihrer gespeicherten Granula
(Kaneider et al. 2004, Olas et al. 2001). Resveratrol greift offensichtlich in Thrombin-
vermittelte Signalwege ein, indem es die Umwandlung von Phospholipiden aus der Membran
und die dadurch ausgeldste Enzym-Phosphorylierungen, Granulafreisetzung und Mikro-
partikel-Bildung blockiert (Olas et al. 2005). Es verhindert die Aktivierung von MAP-Kinasen,
welche normalerweise die Bindung eines Agonisten an einem Rezeptor als Signal ins Innere

des Plattchens weiterleiten (Kirk et al. 2000, Shen et al. 2007). Eine vermutlich unterge-
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ordnete Rolle spielt das auf der thrombozytaren Membran exprimierte PECAM-1 (platelet
endothelial cell adhesion molecule-1), das als insgesamt eher Plattchen hemmendes Protein

durch Resveratrol aktiviert werden kann (de Lange et al. 2007, Dhanjal et al. 2007).

Der intrazellulare Ca?*-Spiegel wird im ruhenden Thrombozyten vermutlich nicht beeinflusst,
jedoch verhindert Resveratrol dessen Anstieg nach Thrombin-Aktivierung. Hierflr reicht eine
Kontaktzeit von nur wenigen Sekunden aus. Je hoher die extrazelluldre Ca®*-Konzentration
und demnach auch der Ca®*-Einstrom in das aktivierte Plattchen, desto starker ist dessen
Hemmung durch Resveratrol. Ab einem bestimmten Level bleibt Letzteres allerdings gleich,
woraus sich schlieRen lasst, dass Resveratrol nicht mit den Ca?*-lonen konkurriert, sondern
es vermutlich zu einer direkten Bindung an deren Kanale kommt. Dahingegen wird die Ca*-
Mobilisation aus intrazelluldren Speichern von Resveratrol vermutlich nicht tangiert
(Dobydneva 1999, Wu et al. 2007). Keinerlei Interaktionen scheint es auch mit dem
Plattchenrezeptor GPIlIb/llla zu geben (Shen et al. 2007).

Wesentlich flr die supprimierte Plattchenaggregation durch Resveratrol ist wohl seine
hemmende Wirkung auf die COX. Via LOX und COX drosselt Resveratrol insgesamt den
AA-Metabolismus, ohne aber dabei die Freisetzung bzw. Inkorporation von AA in der
Membran zu beeinflussen. Im Unterschied zu ASS und anderen NSAIDs wirkt es womaoglich
nicht nur auf die Cyclooxygenase sondern auch - bzw. ausschlieBlich - auf die Peroxidase
der COX (Maccarrone et al. 1999, Johnson und Maddipati 1998, Szewczuk et al. 2004,
Kimmerle et al. 2005). Neuere Studien deuten zudem darauf hin, dass sowohl die COX-1
als auch die COX-2 durch Resveratrol gehemmt werden (Calamini et al. 2010, Kang et al.
2009, Cao et al. 2011, Kimmerle et al. 2005, Handler et al. 2007, Larrosa et al. 2009). Dies
erfolgt je nach Autor nicht-kompetitiv (Johnson und Maddipati 1998, Szewczuk et al. 2004)
oder kompetitiv (Maccarone et al. 1999), vermutlich aber irreversibel sowie zeit- und
konzentrationsabhangig. Resveratrol fihrt nach den Erkenntnissen von Szewczuk et al. Gber
einen ,hit and run“-Mechanismus zur Inaktivierung der Peroxidase: aus Resveratrol entsteht
dabei ein Radikal, welches in der COX-1 ein weiteres Radikal bildet (,hit“), was das Enzym
schlie3lich inaktiviert, wahrend das Resveratrol-Radikal den Komplex wieder verlasst (,run®).
In COX-2 ist das Resveratrol nicht in der Lage solch ein Inhibitor-Radikal zu bilden und hat
daher keine Wirkung auf COX-2 (Szewczuk et al. 2004).

Neuere Studien sehen das allerdings anders: Simulations-Modelle von Crescente et al.
verleiten zu der Hypothese, dass Resveratrol direkt an die Cyclooxygenase der
thrombozytaren COX-1 andockt: moglicherweise kommt es zunachst zur Wechselwirkung
zwischen Resveratrol und Met522 oder Glu524 des aktiven Zentrums, bis das Molekul weiter

in den Kanal diffundiert, um mit Ser350 und Tyr385 eine feste kovalente Bindung
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einzugehen. Der zweite Phenol-Ring von Resveratrol kénnte hierbei fir AA - dhnlich wie bei
der Acetylierung durch ASS - den Zugang zum aktiven Zentrum verlegen. Da ASS nicht um
ihre initiale Bindungsstelle Arg120 mit Resveratrol konkurrieren muss, kénnen sich beide
Substanzen in ihrer Inhibitor-Wirkung erganzen statt gegenseitig behindern (Crescente et al.
2009). Weitere Autoren stitzen die Behauptung, dass Resveratrol im aktiven Zentrum der
Cyclooxygenase bindet und damit ein &hnliches Bindungsverhalten zeigt wie ASS und
andere NSAIDs. lhrer Meinung nach reagiert Resveratrol auf gleiche Weise auch mit COX-2
(Calamini et al. 2010, Zykova et al. 2008).

Der genaue Mechanismus der antithrombotischen Wirkung von Resveratrol bzw. seiner
Metabolite ist noch nicht vollstandig geldst, ebenso wenig wie seine méglichen Interaktionen
mit anderen gerinnungsaktiven Polyphenolen oder Pharmaka. Vermutlich ist nicht nur von
einem singularen Effekt auszugehen, denn die bisherigen Studien offenbaren verschiedenste
potentielle Angriffspunkte von Resveratrol wie z. B. die Akkumulation und Oxidation von LDL,
Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen, Leukozyteninfiltration und schliellich

auch die Aggregation von Thrombozyten (Delmas et al. 2005).

Vergleicht man dies alles mit dem Wirkungsspektrum von ASS, finden sich viele Parallelen,
v.a. was den AA-Metabolismus betrifft. Moglicherweise besitzen sie sogar dieselben Effekte
auf nuklearer Ebene (Sridhar et al. 2012, Yi et al. 2011).

1.3.6. Dosierung

Eine allgemeine Dosisempfehlung fiir die klinische Anwendung von Resveratrol gibt es
bislang noch nicht. Hauptproblem ist nach wie vor die ungeklarte Pharmakokinetik. So ist
unsicher, inwieweit auch bzw. gerade die Metabolite zur eigentlichen Wirkung beitragen: die
erforderlichen Konzentrationen bei in vitro-Versuchen sind meist héher als wie sie von in vivo
gegebenen Dosen Uberhaupt erreicht werden durften. Auch lassen sich am Tier ermittelte
Werte nicht unbedingt auf den Menschen Ubertragen (Goldberg et al. 2003, Gescher und
Steward 2003).

Resveratrol kann eine Zelle sowohl in ihrer Uberlebensfahigkeit optimieren als auch ihre
Apoptose ausldésen. Es ist anzunehmen, dass aufgrund dieser biphasischen Wirkung nach
Indikation differenziert werden muss: zur Tumor- und Entziindungssuppression werden z. B.
meist héhere Konzentrationen benétigt (mmol-Bereich) als zur Thromboseprophylaxe

(Mukherjee et al. 2010). So kommt es bei niedrigen Dosen von 4 mg/kg KG bereits zur
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Normalisierung einer durch Hypercholesterinamie ausgeldsten Plattchen-Hyperreaktivitat
(Wang et al. 2002). Bis zu 5 mg/kg erweisen sich kardioprotektiv, wahrend es ab 25 mg/kg
KG dagegen zu ersten proapoptotischen und leistungsmindernden Effekten am Herzen
kommt (Dudley et al. 2008, Lekli et al. 2008).

Um eine massive Entziindung effektiv reduzieren zu kénnen, sind offenbar Gaben von 20-
100 mg/kg KG nétig (Bereswill et al. 2010, Singh et al. 2010). Eine mit 400 mg/kg KG
durchgefiihrte Studie hatte eine eindeutig senkende Wirkung auf den TXB2-Spiegel
(Crescente et al. 2009). Sehr hohe Dosen (1g/kg KG) reduzieren dagegen die
Lebenserwartung drastisch (Pearson et al. 2008). All diese Angaben basieren allerdings auf
Tierversuchen und sind daher nur vage Anhaltspunkte zur Dosis-Kalkulation. Bei den
meisten der hier zitierten in vitro-Studien waren Resveratrol-Konzentrationen zwischen 0,2-
50 umol/l glnstig fir das kardiovaskulare System. Als ICso-Wert der Plattchenaggregations-
Hemmung wurden beim gesunden Probanden 0,2-5 ymol/l (Shen et al. 2007) ermittelt und
ca. 0,5 ymol/l fir die COX-1 bzw. TXB2-Synthese (Handler et al. 2007, Kimura et al. 1985).
Nimmt man an, dass eine Einmaldosis von 5 g (=70 mg/kg bei 70 kg KG) zu maximalen
Plasmaspiegeln von gerade einmal 2,4 ymol/l fihrt (Boocock et al. 2007), ware das bereits
weit Uber den in vivo ermittelten Dosisempfehlungen (Dudley et al. 2008, Lekli et al. 2008)
und mit dem Konsum von Rotwein allein niemals erreichbar. Ob und wie supplementére
Resveratrol-Praparate hierbei von Vorteil sein kénnten, ist dagegen noch wenig erforscht.
Eine Uberwachung der Thrombozyten wéare zumindest notwendig, da es schon ab 5 ymol/l
zur Verringerung ihrer Lebensdauer aufgrund Resveratrol-induzierter Apoptose kommt (Lin
et al. 2009). Es gibt jedoch noch Hinweise auf synergistische Wechselwirkungen von
Resveratrol mit anderen Rotwein-Polyphenolen, aber auch ASS. Diese Zusammenhange
lassen spekulieren, warum geringste Mengen zu dennoch insgesamt positiven Effekten
fuhren kdnnen, was die Frage nach der optimalen Dosis nicht gerade vereinfacht (Crescente
et al. 2009).
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1.4. Verfahren zur Messung der Plattchenfunktion und ASS-Response

Aufgrund der tragenden Rolle der Plattchen bei kardiovaskularen Erkrankungen wurden
verschiedene Testmethoden entwickelt, anhand derer man versucht die Plattchenfunktion
und damit das Risiko fir thrombotische Ereignisse einzuschatzen bzw. den Erfolg einer
Therapie mit gerinnungshemmenden Medikamenten zu kontrollieren.

Prinzipiell wird bei einem Plattchenfunktionstest eine (meist citrat-antikoagulierte) Blutprobe
mit einem plattchenaktivierenden Agens versetzt, um die daraufhin einsetzende Aggregation
mit Referenzwerten zu vergleichen. Dieser Prozess kann anhand der sich andernden
Lichtdurchlassigkeit (optische Aggregometrie) bzw. elektrischen Leitfahigkeit (Impedanz-
aggregometrie) visualisiert werden. Auch ist es moglich die Zeit bis zum Verschluss eines mit
Agonisten beschichteten Rohrchens - stellvertretend fir das Blutgefall - zu messen (PFA-
100) oder mittels fluoreszenzmarkierter Antikorper typische, im Rahmen einer Plattchen-
aktivierung auftretende Veranderungen der Membran zu detektieren (Durchflusszytometrie).
Eine im Jahr 2000 eingefihrte Methode zur Messung der Plattchenfunktion stellt der PADA
(Platelet Adhesion Assay) dar. Hierbei wird unter relativ geringen Scherkraften und ohne
jegliche Zugabe von Agonisten die Thrombozytenadhasion gemessen. Er eignet sich damit
zusatzlich zum Drug Monitoring von GPIIb/llla- und ADP-Rezeptor-Antagonisten. Er steht
zudem in modifizierter Form als PADA-RASS (RASS = Resistenz auf ASS) auch zur
Erkennung von ASS-Nonrespondern zur Verfugung.

Wahrend diese sogenannten Plattchenfunktiontests Auskunft Gber das
Aggregationsverhalten der Thrombozyten allgemein bzw. unter gerinnungshemmender
Therapie geben, kann zum direkten Nachweis der COX-1-Aktivitat der TXB2-Spiegel in Blut
oder Urin gemessen werden (Weber et al. 2008).

Es existieren noch weitere Methoden wie die in vivo-Blutungszeit, welche anhand eines
definierten Schnittes in den Oberarm gemessen wird. Im Folgenden soll nun auf eine

Auswahl der genannten Funktionstests naher eingegangen werden.

1.4.1. Optische Aggregometrie nach Born

Bei dieser auch als Light Transmission Aggregometry (LTA) bezeichnete Methode kommt
plattchenreiches (PRP) sowie plattchenarmes Plasma (PPP) zum Einsatz, welches man
durch initiales Zentrifugieren von Citrat-Vollblut erhalt. Von beiden Proben wird in lichtdurch-
lassigen Kuvetten bei 37°C und unter konstantem Ruahren die Licht-Transmission gemessen,
wobei das PPP als 100% definiert ist und das PRP als 0% (Abb. 8 a). Nach Zugabe eines

Agonisten, z.B. ADP oder Kollagen, nimmt die Lichtdurchlassigkeit proportional zu der nun
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einsetzenden Plattchenaggregation zu (Abb. 8 b). Dies wird Uber einen gewissen Zeitraum
photometriert, als steigende Aggregationskurve aufgezeichnet und anschlie3end
ausgewertet (Abb. 8 c). Hierbei kdnnen Auffalligkeiten im Kurvenverlauf, z. B. ein verzdgerter
Anstieg oder ein spateres Abfallen (Desaggregation) auf eine veranderte Plattchenfunktion

hinweisen. Daruber hinaus kommen folgende Messwerte zum Tragen:

- maximale Aggregation der Plattchen (maximale Lichtdurchlassigkeit des PRP)

- maximale Geschwindigkeit der Plattchenaggregation (starkste Steigung der Kurve).

Nicht geeignet ist das optische Messverfahren bei lipamischen, ikterischen oder
hamolytischen Proben (Brodde und Kehrel S. 846f).
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Abb. 8 a-c: Messprinzip der optischen Aggregometrie

Das PRP (plattchenreiches Plasma) besitzt durch die hohe Zahl an Plattchen eine geringe Lichtdurchldssigkeit
(Abb. 8 a). Nach Zugabe eines Agonisten bilden sich Platchenaggregate, wodurch die Transmission stetig
zunimmt (Abb. 8 b-c).

1.4.2. Impedanzaggregometrie (Multiplate)

Die Mulitplate-Analyse (Dynabyte medical, Minchen) stutzt sich auf das Prinzip der
elektrischen Widerstandsmessung, welche im Gegensatz zu optischen Messverfahren nicht
von der Anwesenheit anderer Blutzellen wie Erythrozyten und Leukozyten beeintrachtig wird.
Dies erlaubt die Verwendung von Vollblut statt PRP, was den naturlichen Bedingungen
naher kommt und die Technik vereinfacht. Das Gerat besitzt zwei Sensoreinheiten
bestehend aus jeweils zwei silberbeschichteten Elektroden, die in eine Messzelle getaucht
sind. In der Messzelle wird Blut mit isotoner Kochsalzlésung verdiinnt und mittels eines
teflonbeschichteten Riuhrstabes fur 3 min bei niedrigem Scherstress in Bewegung gehalten,

bis durch Zugabe eines Agonisten der Aggregationsvorgang gestartet wird. Die Plattchen

24



Einleitung

beginnen sich an die Elektroden anzulagern, was den elektrischen Widerstand zwischen
ihnen kontinuierlich erhdht und von der Software als steigende Aggregationskurve 6 min lang
aufgezeichnet wird (Abb. 9 a-c). Die doppelte Messung zwischen den beiden
Elektrodenpaaren wird automatisch gemittelt und dient der Qualitatssicherung sowie
Reproduzierbarkeit der Analyse. Neben der AUC (area under the curve) als quantitatives
Maf kdénnen auch die Steigung der Kurve und die absolute Aggregationszunahme
abgelesen werden.

Vom Hersteller wird die Verwendung von Heparin- oder Hirudinblut empfohlen, da der
extrazelluldre Ca?*-Entzug durch Citrat die Analyse verfalschen kénnte. Um speziell die ASS-
Sensitivitdt zu messen, eignen sich die Assays mit Arachidonsaure oder Kollagen als

Agonisten.

a b

Abb. 9 a-c: Messprinzip der Vollblutaggregation mit dem Multiplate

Zwischen den beiden Elektroden in der Blutprobe wird der elektrische Widerstand gemessen (Abb. 9 a). Nach
Zugabe eines Agonisten beginnen die Thrombozyten an den Elektroden zu adhéarieren und agglutinieren,

wodurch sich der Widerstand bis zur einem Maximalwert erhoht (Abb. 9 b-c). (Gelber Pfeil = elektrischer Fluss)

1.4.3. Durchflusszytometrie (P-Selektin-Expression)

Die Durchflusszytometrie stellt keinen Funktionstest im eigentlichen Sinne dar. Sie gibt
jedoch Auskunft Uber den Aktivierungsgrad des Gerinnungssystems, indem Blutplattchen,
aber auch Mikropartikel, Leukozyten-Plattchen-Aggregate etc. analysiert werden kdnnen. Die
Blutprobe wird als stark verdiinnte Zellsuspension durch eine kapillarahnliche Messkammer
geleitet, in welcher die einzelnen Blutbestandteile nacheinander von einem Laserstrahl
erfasst werden. Je nach Grélie und biochemischen Eigenschaften der Zelle wird der Strahl
abgelenkt, was mittels zweier Detektoren erfasst (Vorwarts- und Seitwartsstreulicht) und im

sogenannten Dot-Plot als punktférmiges Signal graphisch dargestellt wird (Abb. 10).
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Wurden die zu untersuchenden Zellen oder Zellpartikel zuvor mit fluoreszierenden Markern
(z. B. Antikorper) versehen, lassen sich aus dem Fluoreszenspektrum und der Intensitat
Informationen zu ihrer Beschaffenheit sammeln. In unserer Studie differenzierte der
Phycoerythin-markierte monoklonale Antikérper Anti-CD41a, welcher an den Plattchen-
spezifischen Fibrinogen-Rezeptor GP lIb/llla bindet, innerhalb der Blutprobe die Plattchen
von anderen Blutbestandteilen. Kombiniert mit dem nur an P-Selektin bindenden CD62p-
Antikérper konnten nun anhand der CD41a-positiven Plattchenfraktion die Plattchen erkannt
werden, welche im Rahmen eines Aktivierungsprozesses P-Selektin aus ihren a-Granula auf
die Membranoberflache transportiert haben. Die Fluoreszenz-intensitat gibt Auskunft Gber

die Menge des pro Plattchen exprimierten P-Selektins.

P-Selektin (Synonyme: granule membrane protein/GMP-140, Antigen CD62) ist ein
Adhasions-molekil, welches normalerweise auf der Membraninnenseite der alpha-Granula
in Plattchen und den Weibel-Palade-Kdrperchen in Endothelzellen gespeichert wird. Eine
Aktivierung von Endothelzellen und Plattchen bei Verletzung oder Entzindung bewirkt die
unmittelbare Translokation von P-Selektin auf ihre duRere Membranoberflache und initiiert
eine Plattchenadhasion und -aggregtion (Sternberg et al. 1985, McEver et al. 1989, van Gils
et al. 2009). Leukozyten exprimieren konstitutiv den flir P-Selektin wichtigen Rezeptor PSGL-
1 (Geng et al. 1990), was ebenso zu ihrer Anheftung an das Endothel bzw. den plattchen-
reichen Thrombus und zu ihrer weiteren Aktivierung fihrt (van Gils et al. 2009). P-Selektin
spielt beim Entstehen der Atherosklerose eine entscheidende Rolle (Dong et al. 2000) und
fordert die Bildung von stabilen arteriellen Thromben (Yokoyama et al. 2005). Die Interaktion
zwischen Endothel und Plattchen/Leukozyten verursacht auch die Bildung von PSGL-1-
prasentierenden Mikropartikeln, deren vermehrtes Vorhandensein im Blut ein Marker flr
kardiovaskulare Krankheiten darstellt (Furie und Furie 2005, Gordon et al. 2011, Macey et al.
2010).

Abb. 10: Prinzip der Durchflusszytometrie

Seitwarts-

streulicht- (nach Zeilinger und Hibl 2011)

Detektor

Vorwirts-
streulicht-
Detektor

I
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1.4.4. Platelet adhesion assay (PADA)

Grundlage des Tests ist die Bindung von Adhasionsmolektlen am GPIIb/llla-Rezeptor der
Thrombozyten, was nur bis zu gewissen Scherkraften moglich ist (Abb. 1 e). Bei ruhenden
Plattchen befindet sich der Rezeptor in inaktivem Zustand. Nach ausreichender Stimulation,
z. B. durch Scherstress, kommt es durch Veranderungen im Zytoskelett zur Aktivierung und
damit stark erhéhten Affinitadt des Rezeptors zu Fibrinogen, VWF, Fibronektin und Vitronektin,
welche allesamt der Adhasion und Quervernetzung des Thrombus dienen (Schrér 2010 S.
796, Savage und Ruggeri 1991).

Beim PADA soll durch Schiittelinkubation eine mittelhnohe Scherrate (300-4007) erreicht
werden, ahnlich wie sie noch physiologisch in prakapillaren Arteriolen (20-30 um) entsteht.
Dadurch kommt es normalerweise auf ruhenden Thrombozyten nur geringfugig zur
Aktivierung von GPlIb/llla und anderen Rezeptoren.
Befanden sich die Thrombozyten jedoch aufgrund bereits
vorausgegangener, wenngleich auch nur unterschwelliger
Stimuli in einem angeregten Zustand, reagieren sie

hochempfindlich und rasch mit der Aktivierung ihrer

Rezeptoren und binden an die entsprechenden Liganden.

Abb. 11: Partikel im Elektronenmikroskop

Um den Anteil dieser voraktivierten Blutplattchen im Kreislauf detektieren zu kénnen, wird
noch vor dem Schdtteln eine definierte Menge einer Suspension mit 5-6 um kleinen
Polyalkyl-Methacrylat-Partikeln (Abb. 11) der Blutprobe beigemengt. Diese Polymer-Partikel
werden innerhalb kirzester Zeit von kérpereigenem Fibrinogen und anderen
Plasmaproteinen Uberzogen, an welchen nun die voraktivierten Plattchen adharieren. Dies
geschieht ganz Uberwiegend uber die Bindung von GPlIb/llla an Fibrinogen, weniger an
VWEF. Die partikelgebundenen Thrombozyten werden im Anschluss bei der Zahlung im
Blutzellautomaten nicht mehr erfasst. Anhand einer Vergleichsprobe ohne Partikel Iasst sich
daraus ein Index (Al = Adhasionsindex) errechnen, der als quantitativer Malstab fur die rein
durch geringe Scherkraft induzierte Adhasivitat und damit Thrombogenitat der Plattchen

gewertet werden kann.

Der Scherstress ist dabei zeitlich so definiert worden, dass es bei den Plattchen
normalerweise noch zu keiner Aggregation mit Formveranderung und Granulafreisetzung
kommt. Dies gilt es zu beachten, wenn man Ergebnisse des PADA mit anderen

Funktionstests vergleichen will, bei denen mittels zugegebenen Agonisten bzw. Einwirkung
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hoher Scherkrafte eine irreversible Plattchenaktivierung regelrecht erzwungen wird. Da der
PADA in erster Linie die Bindungsfahigkeit von GPIIb/llla an Fibrinogen und zum kleinen Tell
auch an den vVWF misst, machen sich auch Abnormalitaten der Rezeptoren bzw.
Adhasionsmolekile bemerkbar wie z. B. beim von-Willebrand-Syndrom (Nowak et al. 2005).
Andererseits konnte gezeigt werden, dass der Test von Erythrozytenzahl, Hamatokrit, Alter,
Geschlecht und Fibrinogen-Spiegel weitgehend unabhéangig ist, sich gleichzeitig aber unter
Gabe von GPlIb/llla- und ADP-Rezeptor-Antagonisten dosisabhangig verhalt und damit als
einfach und schnell durchfiihrbarer Point-of-care-Test zum Drug Monitoring dieser Pharmaka
empfohlen werden kann. Auch wurde eine negative Korrelation zwischen Plattchenzahl und
Al gefunden (Halbmayer et al. 2005, Hentrich 2011).

1.4.5. Platelet adhesion assay — Reaktion auf ASS (PADA-RASS)

Im Unterschied zum PADA wird hier die Funktion von Thrombozyten in Anwesenheit von
ASS ermittelt, woflir heparinisiertes Vollblut zum Einsatz kommt. Fir den PADA-RASS muss
der Patient kein ASS eingenommen haben, was ein Screening schon vor Beginn einer
geplanten Therapie erlaubt. Die Verwendung von Heparin als Antikoagulationsmittel beruht
auf der Beobachtung, dass der im PADA ermittelte Al hier wesentlich hoher ist als bei Citrat
oder Hirudin. Man erklart sich dies durch die direkte Interaktion von Heparin mit dem
Plattchenrezeptor GPIIb/llla, was zur Aktivierung und damit gesteigerten Adhasion der
Plattchen fuhrt (Nowak 2009 b). Diese auch als HIT-1 (Heparin induzierte Thrombozytopenie
Typ 1) bekannte Nebenwirkung von Heparin Iasst sich in vitro durch ASS inhibieren, wonach
der Patient als ASS-Responder eingestuft wird. Verandert sich der Al unter ASS-Zugabe
dagegen nicht, spricht man vom ASS-Nonresponder. Mit keinem anderen der bis dato
entwickelten Verfahren wurde dabei das Phanomen einer gegenteiligen Wirkung von ASS
entdeckt, kurz: PRASA (paradoxical reaction on ASA). Hierbei kommt es nach Inkubation der

Plattchen mit ASS sogar zu einer starkeren Adhasion als in der Kontrollprobe ohne ASS.

1.4.6. Testauswahl

Alle Thrombozytenfunktiontests sind kritisch zu hinterfragen, da neben der notwendigen
Antikoagulation und Probenvorbereitung ihre Durchfihrung unter mehr oder weniger
unphysiologischen Bedingungen stattfindet. So beinhaltet die optische Aggregometrie den
wesentlichen Nachteil der PRP-Herstellung, wo durch das initiale Zentrifugieren
Plattchenfraktionen verloren bzw. bereits voraktiviert werden kdnnen. Desweiteren bleibt

durch die Verwendung von Plasma der Einfluss von anderen Blutzellen auf die Hdmostase
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ganzlich vernachlassigt. Neuere Messmethoden funktionieren daher i. d. R. mit Vollblut,
sodass das naturliche Milieu fir die Plattchen erhalten bleibt. Mit geringen Mengen und
weniger Manipulation der Blutproben kommt die Aggregometrie mittels Impedanzmessung
aus, wo aulRerdem durch Adhasion der Plattchen an die Elektrodenoberflache der Prozess
der primaren Hamostase besser simuliert wird als beim optischen Verfahren. Man entschied
sich daher in dieser Studie fur den Einsatz des bereits viel angewandten Multiplate-Systems.
Der Einsatz von Vollblut kann allerdings auch zum Problem werden, wenn explizit ein
einzelner Aktivierungsweg der Plattchen getestet werden soll, z. B. der Effekt von ASS auf
die COX-1; die Plattchen kdnnten trotz effektiver Inhibition des Enzyms etwa durch
Leukozyten-Interaktionen angeregt werden und so ein Nonresponding vortauschen, was die
hdhere Inzidenz einer ,Aspirin-Resistenz" gegenuber der klassischen Aggregometrie
erklaren wirde (Lordkipanidzé et al. 2007).

Der klinische Nutzen dieser beiden Methoden ist umstritten (Oestreich et al. 2009). Sie
werden von vielen Faktoren wie z. B. Hamatokrit beeinflusst, was bei der Impedanzmessung
wiederum durch eine unphysiologische Verdunnung der Probe mit Kochsalzlésung
abgeschwacht werden soll. Neben einer geringen Reproduzierbarkeit wird insbesondere die
fehlende Standardisierung dieser Testmethoden bemangelt (Mani et al. 2010, Nowak 2007).
Trotz dieser Einschrankungen wird die optische Aggregometrie aufgrund ihrer langen
Anwendung und damit auch umfangreicheren Datenlage vielfach als ,Goldstandard*
gewertet, erfordert jedoch nicht zuletzt ein hohes Malk an Erfahrung fur die Durchflihrung
und Interpretation (Klouche 2007). Hier bietet der vereinfachte Point-of-care-Test VerifyNow
(Accumetrics) als Weiterentwicklung der Born-Methode zwar einige Vorteile, z. B. die
Verwendung von Vollblut, seine Aussagekraft scheint jedoch disputabel und erfordert noch
weiterfuhrende Studien (Breet et al. 2010, Mani et al. 2010).

Die Durchflusszytometrie wurde als weitere Methode fur diese Studie ausgewahlt, da sich
aufgrund ihrer hohen Spezifizitat auch geringe Veranderungen in den Plattchen detektieren
lassen. Sie hat sich zur Diagnostik komplexer Gerinnungsstérungen etabliert, eignet sich
jedoch auch zur Uberwachung der Plattchenreaktivitat sowie der Wirkung von Aggregations-
hemmern. Das Verfahren ist weitgehend unabhangig von der Thrombozytenzahl, reagiert
allerdings empfindlich auf Schwankungen des extrazellularen Ca®* und damit auf Art und
Menge des zugesetzten Antikoagulanz. Dies unterstreicht erneut die Wichtigkeit eines
standardisierten Prozederes in den einzelnen Laboren, um deren Ergebnisse miteinander
vergleichen zu kénnen (Klouche 2007).

Die Durchflusszytometrie ist anspruchsvoll und verlangt gut geschultes Personal. Selbst
wenn die vorherige Probenpraparation gering ausfallt und Vollblut verwendet wird, so muss

dieses vor Passieren des Laserstrahls mit einer Tragerlosung erst verdinnt werden, was
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zwangslaufig wieder zu falsch niedrigen Konzentrationen von z. B. relevanten Mediatoren
wie TXA2 fuhrt (Weber et al. 2008).

Alle bisher genannten Methoden arbeiten mit nur geringem Scherstress, welcher die in vivo-
Verhaltnisse gerade im atherosklerotisch veranderten Blutgefal® nur unzureichend wiedergibt
(Mani et al. 2010). Beim PFA-100 (Siemens GmbH, Eschborn) wirken dagegen sehr hohe
Scherraten von 5000-6000s™" aktivierend auf die Thrombozyten, was ihn besonders anfillig
fur veranderte VWF-Spiegel macht, aber auch fur anderen Faktoren wie Plattchenzahl und
Hamatokrit (Nowak 2007, Hankey und Eikelboom 2004). Ansonsten lasst sich der
standardisierte Test unkompliziert durchfuhren und hat die in vivo-Blutungszeit bereits
weitgehend ersetzt (Harrison 2005).

Im Gegensatz zum PFA-100 arbeitet der PADA ohne klnstliche Zugabe eines Agonisten und
orientiert sich an nur maRig starken Stromungskraften, ahnlich denen in kleinen Arteriolen.
Diese reichen aus, um voraktivierte Plattchen zum Adharieren zu bringen, was somit den
natdrlichen Bedingungen recht nahe kommt. Dieser noch wenig verbreitete Test wurde daher
als dritte Methode zur Plattchenfunktionsmessung herangezogen. Positiver Aspekt ist
zudem, dass die Vollblutprobe abgesehen vom Zusetzen der Partikelsuspension nicht weiter
manipuliert werden muss und ohne spezielles Personal, da ohne viel Aufwand und in kurzer
Zeit, verarbeitet werden kann. Der Test erweist sich als stabil gegenluber Plattchenzahlen
von 100 bis 350 x 10%/ul, was in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden konnte (Abb. 28 im
Anhang). Hamatokritwerte zwischen 25 und 44% und selbst hohe Fibrinogenspiegel (> 5 g/l)
fuhren zu keinerlei Veranderungen in den Ergebnissen (Nowak et al. 2005). Zu bemangeln
ist allerdings die geringe Automatisierung, um stets gleiche Messbedingungen zu

gewabhrleisten.

Die Methoden wie oben beschrieben werden auch fur die Diagnostik der ASS-Response
verwendet, sofern man einen TXA2-abhangigen Aktivator wahlt - am sinnvollsten nattrlich
AA (Hankey und Eikelboom 2004). Zusatzlich kommt hier noch die Bestimmung der TXA2-
Synthese anhand seiner Metabolite entweder im Serum (TXB2) oder Urin (11-Dehydro-
Thromboxan-B2) zum Einsatz. Letzteres korreliert offenbar auch mit thrombotischen
Ereignissen in der Klinik, wird jedoch von der Nierenfunktion beeinflusst. Beide Parameter
sind zwar direkt COX-1-abhangig, welche bekanntlich aber nicht plattchenspezifisch ist.
Durch den hohen Aufwand ist die Methode zudem sehr kostenintensiv (Zimmermann und
Hohlfeld 2008, Nowak 2007).

Der PADA-RASS als modifizierte Form des PADA wurde in unserer Studie eingesetzt, da er

am besten mit den Ergebnissen des PADA verglichen werden kann. Seine Vorteile sind wie
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dort die Verwendung von Vollblut, was Interaktionen von Plattchen mit anderen Blutzellen
und -bestandteilen zulasst, sowie der Verzicht auf die Zugabe eines Agonisten. Der PADA-
RASS relativiert im Grunde Schwankungen des Al im PADA, indem kein fixer Wert ermittelt
wird, sondern zwei identisch gewonnene und verarbeitete Blutproben miteinander verglichen
werden. Da das Blut beider Proben aus ein und derselben Monovette stammt, reduzieren
sich praanalytische Fehler wie ungleich gefiillte oder geschwenkte Monovetten oder eben
auch unterschiedlich starke Interaktionen mit anderen Blutzellen. Die in vitro-Zugabe von
ASS ermdglicht die Messung ohne dass der Patient dafur selbst ASS einnehmen muss und
verhindert falsche Ergebnisse aufgrund mangelnder Compliance oder Bioverfligbarkeit. Weil
die Plattchenaktivitdt am Tag der Messung ungewdhnlich hoch bzw. niedrig sein kann, ist es
gunstig beim PADA-RASS eine Kontrollprobe ohne ASS zum Vergleich heranziehen zu

konnen.

Es existieren noch weitere Methoden zur Messung der Platichenaggregation bzw. ASS-
Response, welche aber seltener im Gebrauch sind, keine wesentlichen Vorteile gegenuber
den hier dargestellten besitzen oder deren klinische Aussagekraft noch nicht genigend
untersucht ist. Allen gemeinsam ist jedoch, dass sich keine bisher als Standard-Verfahren
durchsetzen konnte und die Ergebnisse untereinander meist schlecht Ubereinstimmen
((Lordkipanidzé et al. 2007).
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2. Zielsetzung

Zum Schutz vor thrombotischen Ereignissen werden Blutplattchen standardmafig mit
Aggregationshemmern wie ASS behandelt. Das Problem ,ASS-Resistenz” gewinnt jedoch
zunehmend an Bedeutung, sodass man versucht ist alternative Wirkstoffe zu finden. Das
Polyphenol Resveratrol steht im Verdacht vor kardiovaskularen Erkrankungen wie
Atherosklerose zu schitzen und das Thromboserisiko zu verringern, indem es u. a. die
Plattchenaggregation hemmt. Hauptsachlich existieren in vitro-Studien, die allerdings die
geringe Bioverfigbarkeit der Substanz nicht berlcksichtigen. In dieser Pilotstudie sollte
daher der systemische Effekt einer einmaligen Einnahme von Resveratrol an gesunden
Probanden ex vivo auf deren Plattchenaktivitat untersucht werden. Zudem sollte die Frage
beantwortet werden, inwieweit das eingenommene Resveratrol die Wirkung von ASS
beeinflussen kann und ob sich fortfiihrende Studien zum pharmakologischen Nutzen von

Resveratrol als potentielles Antithrombotikum anbieten.

Dabei kommen unterschiedliche Messverfahren und Antikoagulationsmittel zum Einsatz, um
festzustellen, inwieweit das Ergebnis von der Methodik abhangt. Der PADA (platelet
adhesion assay) ist eine noch wenig verbreitete Technik zur Messung der Plattchenaktivitat,
gibt aber zusatzliche Informationen Uber die Beladung der Plattchen mit Antikérpern, was
moglicherweise im Zusammenhang mit einer erhdhten Plattchenaktivitat und verminderten
ASS-Wirkung steht. Auch mit dem PADA-RASS (platelet adhesion assay — Reaktion auf
ASS) wird insofern Neuland betreten, da laut Erfahrung des Herstellers erstmals auch
paradoxe Reaktionen auf ASS festgestellt werden kdnnen, deren Ursachen noch nicht klar
sind. Zum Vergleich dienen bereits etablierte Methoden wie die Impedanzaggregometrie
(Multiplate-System) und die Durchflusszytometrie (Messung der P-Selektin-Expression auf
der Plattchenmembran). Letztere soll mittels ihrer hohen Sensitivitat schon geringflugige
Veranderungen der Plattchenaktivitat sichtbar machen, welche in den anderen Tests

aufgrund der vielfaltigen Einflussfaktoren in Vollblut untergehen kénnten.
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3. Material und Methoden

Vor Beginn der Untersuchungen wurde das zustimmende Votum der Ethik-Kommission der

Friedrich-Schiller-Universitat Jena eingeholt.

3.1. Studienkollektiv

3.1.1. Probanden

Es wurden insgesamt 17 Probanden gewonnen, welche Gber das Wesen und die Bedeutung
der Studie aufgeklart wurden und hierfir ihr schriftliches Einverstandnis gaben. Die
Ergebnisse von zwei Probanden gingen wegen fehlender Mitarbeit bzw. einem Messfehler

nicht in die Auswertung mit ein.

3.1.1. Ein- und Ausschlusskriterien

Als Probanden wurden Manner im Alter zwischen 18 und 30 Jahre gewahlt, um hormonell

bedingte Schwankungen in der Hdmostase und die Wahrscheinlichkeit von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen gering zu halten. Ausgeschlossen wurden Probanden mit bereits bekannten
kardiovaskularen Erkrankungen. Infekte und/oder die Einnahme von NSAIDs sollten

mindestens eine Woche vor einer Blutentnahme zurtckliegen.

3.2. Studiendesign

3.2.1. Studienablauf

Den Testpersonen wurde an insgesamt drei Terminen mit zeitlichem Abstand von
mindestens einer Woche unter standardisierten Bedingungen jeweils Heparin-, Citrat- und
Hirudinblut abgenommen. Im direkten Anschluss an die dritte Blutentnahme wurde den
Probanden p. 0. 375 mg trans-Resveratrol (3,75 — 5,80 mg/kg KG) als pulverisiertes
Pflanzenextrakt unter Aufsicht gegeben und eine Stunde spater nochmals Blut genommen
(Abb. 12).

Neben den allgemeinen Blutwerten erfolgte bei allen drei Tests und in allen drei
Antikoagulantien die Bestimmung des Al (Adhasionsindex) mit dem PADA (Platelet Adhesion
Assay) und der ASS-Sensitivitat mit dem PADA-RASS (Reaktion auf ASS). Die ersten zwei
Tests dienten dabei zur Kontrolle fur den dritten.

Am dritten Versuchstag wurde vor und nach Resveratroleinnahme zusatzlich die
Plattchenaggregation und ASS-Sensitivitat mittels Impedanzaggregometrie (Multiplate) in
Hirudinblut gemessenen. Zudem erfolgte mit der Durchflusszytometrie eine
Plattchenaktivitdtsmessung in Citratblut anhand von fluoreszenzmarkierten CD41a-
Antikdrpern fur P-Selektin.
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Gabe von 375 mg
Resveratrol p. o.
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1. Test: 2. Test: 3. Test: jeweils vor und 1 h nach Resveratrol

-PADA -PADA -PADA

-PADA/RASS -PADA-RASS -PADA-RASS
-Mulitplate
-Durchflusszytometrie

Abb. 12: Reihenfolge der Blutentnahmen mit den jeweils durchgefiihrten Tests

3.2.2. Probandenbefragung

Jeder Proband wurde in einem Erhebungsbogen zu allgemeinen Informationen (Gréfe,
Gewicht, Alter) sowie vorbestehenden Erkrankungen und Risikofaktoren befragt
(Familienanamnese, Herzkreislauf-Erkrankungen, Allergien, Infektionen). Auch wurden
regelmafig eingenommene Medikamente oder Nahrungserganzungsmittel notiert und
zusammen mit dem geschatzten Konsum von resveratrolreichen Lebensmitteln, Alkohol und

Nikotin festgehalten.

3.2.3. Aligemeine Blutwerte

Vor jedem Test wurden in allen drei Blutproben (Heparin, Citrat, Hirudin) folgende

Blutparameter am Blutzellautomaten bestimmt:

- Plattchenanzahl PLT (x103/ul) - Hadmatokrit HK (%)
- Leukozyten WBC (x103/ul) - Hdmoglobin HGB (g/dI)

3.2.4. Probengewinnung

Die Blutentnahme wurde zwischen 12 und 14 Uhr gelegt, um zirkadiane Schwankungen in
der Plattchenaggregation auszuschliel3en, und wurden stets von Fr. Dr. Balogh im Gebaude
der AG Pharmakologische Hamostaseologie am Uniklinikum Jena durchgefihrt. Alle
Patienten sollten sich an den Versuchstagen korperlich gesund fuhlen und in der Zeit
zwischen dritter und vierter Blutentnahme auf starke kérperliche Anstrengung sowie schwer
verdauliches Essen verzichten, um eine annahernd gleiche Absorption von Resveratrol zu
gewabhrleisten.

Die Blutentnahme erfolgte nach maglichst kurzer Stauung in der Ellenbeuge, wobei auf
vorsichtiges Mischen mit dem Antikoagulanz und gleiche Monovetten-Reihenfolge geachtet

wurde: 1. Heparin, 2. Hirudin und 3. Citrat. Am dritten Tag wurde fir die zweite Blutentnahme
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der andere Arm benutzt. Die Kanile wurde moglichst dick gewahlt, um eine friihzeitige
Aktivierung der Plattchen zu vermeiden. Fir die Versuche mit Hirudin wurden leere Sarstedt-

Monovetten mit Lepirudin befullt (20 pg Lepirudin/ml Blut).

3.3. Materialien

Gerate Hersteller

Blutzellautomat KX-21 Sysmex Europe GmbH, Hamburg

Schuttler IKA® Works, Staufen

Vortex Mixer ZX3 VELP® Scientifica Europe, Usmate,
Italien

Testkits

HaemoSys® PADA Platelet Adhesion Assay JenAffin GmbH, Jena
HaemoSys® PADA-RASS JenAffin GmbH, Jena

Verbrauchsmaterialien

S-Monovette® 2,6 ml (16 |.E. Heparin/ml) Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
S-Monovette® 2,6 ml (Trinatriumcitrat 0,106 mol/l) Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
S-Monovette® 2,6 ml (leer) Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
S-Monovette®-Kanile 20 G x 1 12" Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Chemikalien und Antikorper

Aspirin® i. v. Bayer Schering Pharma, Leverkusen
Lepirudin gefriergetrocknet (Refludan®) Celgene GmbH, UK
trans-Resveratrol, Polygonum cuspidatum-Extrakt Biotikon, Gorxheimertal

(125 mg Resveratrol pro 500 mg-Kapsel)

Isotone Kochsalzlésung 0,9% B. Braun AG, Mesungen
IgG1-Anti-CD41a-PE

Anti-CD62p-FITC

Lysin-Reagenz

Bovines Serumalbumin

Phago-Waschpuffer

TRAP-6

Cell-Wash und —FIX
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3.4. Durchfiihrung der Thrombozytenfunktionstests

3.4.1. Durchfiihrung des PADA

Es wird fUr die Blutabnahme eine kommerzielle Citrat-Monovette benutzt, zum Mischen leicht
geschwenkt und bei Zimmertemperatur innerhalb von 40-50 min ausgewertet. Es genugen
insgesamt 0,5 ml Citrat-Vollblut, womit als erstes die Plattchenzahl am Blutzellautomaten
ermittelt wird. In dieser Studie wurden die Messung mit Citrat-, Heparin- und Hirudin-
antikoagulierten Blutproben durchgefihrt und begannen jeweils mit einem kleinen Blutbild
(PLT, WBC, HK, HGB).

Es werden mdglichst vorsichtig 200 pl Blut in ein Probenrdéhrchen (rot markiert) und weitere
200 pl in ein Kontrollrdhrchen (farblos) pipettiert. Danach gibt man 10 pul der
Partikelsuspension nach vorheriger Homogenisierung im Vortexer zur Probe hinzu sowie die
identische Menge Puffer (NaCl 0,9%, im Testkit enthalten) zur Kontrolle. Beide Réhrchen
werden fir exakt 5 min (Stoppuhr) im von HaemoSys geeichten Schiittler inkubiert, welcher
mindestens 20 min zuvor in Betrieb genommen wurde. Dadurch werden abweichende
Schuttelfrequenzen und somit fehlerhafte Ergebnisse wegen ungleichem Scherstress
vermieden.

Im Anschluss erfolgt die Zahlung der noch freien Plattchen am Blutzellautomaten, wobei auf
eine stets gleiche Systematik geachtet wurde (erst Kontrolle, dann Probe). Um
Uberschneidungen bei der Zahlung zu vermeiden, war es nétig die drei verschiedenen
Proben zeitlich etwas versetzt zu messen (erst Heparin, dann Citrat und zuletzt Hirudin).
Jedes Rdéhrchen wird doppelt, ggf. auch ein drittes mal gemessen und das Ergebnis daraus

gemittelt. Der Adhasionsindex berechnet sich aus diesen Mittelwerten dann folgendermafen:

Plattchenzahl Plittchenzahl
(Kontrolle) = (Probe) .
Al = x 100
Plattchenzahl

(Kontrolle)

Er entspricht also dem prozentualen Anteil der Plattchen, welche an die Partikel gebunden
haben, und spiegelt so das Mal ihrer Reaktivitat wider. Die Starke und Dauer des
Scherstresses wurde dabei so festgelegt, dass gesunde Menschen einen durchschnittlichen
Al von 50 aufweisen (Mdller 2010). Beim Gesunden kommt es also bereits bei ca. 50% aller
Plattchen wahrend des Schittelns zur Adhasion an die Partikel.

36



Material und Methoden

3.4.2. Durchfiihrung des PADA-RASS

PADA und PADA-RASS wurden immer gleichzeitig und mit dem Blut aus derselben
Monovette durchgefthrt. Es wird fir den PADA-RASS ca. 1 ml Heparin-Vollblut benétigt,
welches mit kommerziellen Abnahmesystemen gewonnen werden kann. Auch hier erfolgt
zunachst die Bestimmung der Plattchenzahl, um anschlief3end jeweils 200 pl in ein rot
markiertes Proberéhrchen und ein farbloses Kontrollréhrchen zu pipettieren. Diese werden
nun mit 10 ul einer zuvor hergestellten ASS-Lésung (200 ug/ml) versetzt, sodass im Blut eine
Endkonzentration von ca. 10 ug ASS/ml resultiert. Als Referenz benétigt man zwei weitere
Roéhrchen, in welche die gleiche Menge Puffer (NaCl 0,9% aus dem Testkit) ohne ASS
pipettiert wird. Alle vier Rohrchen werden flir exakt 10 min auf einem wie fir den PADA
geeichten Schiittler inkubiert. Danach verfahrt man analog dem PADA, d. h. man gibt in die
Proberdéhrchen 10 ul der Partikel-Suspension, in die Kontrollen nur Puffer und schiittelt
wiederum far 5 min (Abb. 13). Nach der Zahlung der noch freien Plattchen werden die Als

miteinander verglichen.

+10 ul ASS +10 ul ASS +10 yl Puffer ~ + 10 pl Puffer

v '

200 pl Blut 200 pl Blut
Probe mit ASS, Kontrolle mit ASS Probe ohne ASS, Kontrolle ohne ASS

10 min Schiitteln
(550 rpm)

+10 pl Partikel Y+ 10 pl Puffer +10 pl Partikel ¥ + 10 pl Puffer

'

Probe it ass Kontrolle it ass Probe ohne ass Kontrolle onne ass

5 min Schiitteln
(550 rpm)

v v

Al mit ASS Al ohne ASS

Abb. 13: Schematischer Ablauf des PADA-RASS
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Die Auswertung der Als wurde vom Hersteller folgendermalien definiert:

ASS-Responder
ASS-Nonresponder

Al mit ASS < Al ohne ASS

Al mitass = Al ohneass £ 3
Al mitass > Al ohne Ass = PRASA (paradoxe Reaktion auf ASS)

Es muss erwahnt werden, dass der PADA-RASS zu Beginn dieser Arbeit noch
standardmalf3ig mit einer Endkonzentration von 625 ug ASS/ml durchgefihrt worden war,
was jedoch in Anlehnung an diverse andere Studien angeglichen wurde. Dort zeigten sich
bereits 18 pg/ml (Weber et al. 2008) bzw. 10 yg/ml (Hinz et al. 2007) und sogar 5,4 pug/mi
(Honhlfeld et al. 2008) ausreichend um die TXA2-Synthese komplett zu inhibieren,
wohingegen bei einem Serumspiegel von 300-500 ug/ml bereits von einer milden Salicylat-
Intoxikation ausgegangen werden muss (Dargan et al. 2002). Die ersten Versuche der
Probanden, in welchen noch die alte Dosis ASS zugegeben wurde, stimmten aber mit den
Ergebnissen der darauf folgenden Uberein, sodass dieser Umstand bei der

Gesamtauswertung aulRer Acht gelassen wurde.

3.4.3. Durchfiihrung von Multiplate

Fur die Impedanzaggregometrie wurde eine Monovette mit Hirudin-Vollblut vom Probanden
personlich ins Forschungszentrum des Uniklinikums Jena gebracht und vom dortigen
Personal bis spatestens 180 min nach Abnahme bei Zimmertemperatur verarbeitet.

Folgende Tests kamen zum Einsatz:

Test Agonist/Zusatz Endkonzentration
TRAPtest TRAP-6 (thrombin receptor activating peptide) 32 uM

COLtest Kollagen 3,2 ug/ml

ADPtest ADP 6,5 uM

ASPltest Arachidonsaure 0,5 mM

ASA control ASS 1 mg/ml

Bei allen Multiplate-Tests werden zunachst 300 ul Blut mit 300 pl NaCl 0,9% (auf 37°C
vorgewarmt) flir 180 sec bei niedrigem Scherstress gemischt. Beim ASA control pipettiert
man noch zusatzlich 20 yl ASS-Lésung des Herstellers mit in den Ansatz (Endkonzentration
1 mg ASS/ml). Durch Zugabe der jeweiligen Agonisten wird dann die Plattchenaggregation

gestartet. Im ASA control wird AA als Agonist zugefugt. Das Gerat misst nun Uber 6 min die
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Impedanz-Anderung als AUC (area under the curve) mit der Einheit [AU*min] (aggregation

units mal Minuten).

3.4.4. Durchfiihrung der Durchflusszytometrie

Die Durchfuhrung der Durchflusszytometrie erfolgte ebenfalls durch das Personal des
Forschungszentrums am Uniklinikum Jena. Laut deren Angaben wurden die Plattchen im
Citratblut zunachst mit bovinem Serumalbumin auf 20 x 10 %/l verdiinnt. 5 ul davon wurden
dann entweder mit 5 pl TRAP-6 versetzt bzw. Phago-Waschpuffer, leicht geschuttelt und
fur 10 min im Brutschrank bei 37°C gelagert. Zu beiden Proben folgte dann die Zugabe von 5
pI CD41p-PE-Antikorper zur Identifikation der einzelnen Plattchen sowie 5 ul CD62p-FITC
zur Detektion von aktivierten Plattchen (exprimiertes P-Selektin), um anschlielend alles bei
Zimmertemperatur fir 15 min im Dunkeln reagieren zu lassen. 2 ml Lysin-Reagenz stoppte
die Prozedur und die Proben ruhten fiir weitere 8 min. Nach Zentrifugieren (5 min bei 1.800
rom) und AbgieRen des Uberstandes wurden die Plattchen mit 2 ml Cell-Wash gewaschen
und nochmals zentrifugiert. Das Sediment wurde dann mit 2 ml Cell-FIX fixiert und konnte
auf ruhende (CD41+/CD62-) oder aktivierte (CD41+/CD62+) Plattchen hin analysiert werden.
Der Grad der Aktivierung wurde hierbei mithilfe der mittleren Fluoreszenzintensitat (Mean

Fluorescence Intensity, MFI) ausgedrickt, ein Maf fir die Menge gebundener Antikorper.

3.5. Statistische Auswertung

Die Erstellung der Diagramme und Tabellen erfolgte mit Excel 2007 und PowerPoint 2007 fir
Windows XP.

Zur Auswertung der Daten wurde IBM SPSS Statistics 19 verwendet. Es kamen folgende

nichtparametrische Tests flir verbundene Stichproben zum Einsatz:

- 2-seitiger Vorzeichentest

- 2-seitiger Wilcoxon-Test

Korrelationen wurden mit dem 2-seitigen Test nach Pearson berechnet.
Ein p-Wert < 0,05 gilt als signifikant.

Mittelwerte sind als arithmetische Mittel mit Standardabweichung angegeben.
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4. Ergebnisteil

4.1. Allgemeine Blutparameter

Bei den allgemeinen Blutparametern Leukozytenzahl, Hamatokrit und Hamoglobin gab es in
den drei Tests keine Auffalligkeiten (Tab. 10 im Anhang). Bei der Plattchenzahl hatte
Proband Nr. 14 allerdings in seinem dritten Test vor Resveatroleinnahme einen
vergleichsweise hohen Wert (Abb. 14):

Proband Nr.

Abb. 14: Plattchenzahl im Citratblut der 15 Probanden an je drei zeitlich verschiedenen Versuchstagen. Nach
der dritten Messung nahmen die Probanden 375 mg Resveratrol zu sich und 1 h Stunde spater wurde

nochmals gemessen.

4.2. Messung der Plattchenreaktivitat

4.2.1. Messung der Plattchenreaktivitat ohne Resveratrol mit dem PADA

Es wurde bei den 15 gesunden Probanden in drei aufeinander folgenden Tests im Abstand
von mindestens einer Woche der Adhasionsindex (Al) in Citrat-, Hirudin- und Heparinblut
gemessen (Abb. 15 a-c).

Citrat (Abb. 15 a): Laut Hersteller wird der PADA mit Citratblut durchgefuhrt. Der mittlere Al
lag dort mit 30,1 £ 9,6 im ersten Test bzw. 30,7 + 18,7 im zweiten und 41,7 + 18,4 im dritten
stets im unteren Referenzbereich. Die Probanden Nr. 10 und 14 lagen einmal mit ihrem Wert
deutlich hoher als in den anderen Versuchen. Der entsprechende Al dieser Personen in den
Hirudinproben war ebenso erhdht. Flr den PADA in Hirudin- und Heparinblut existieren
keine Referenzwerte.

Hirudin (Abb. 15 b): Die Als im zweiten und dritten Test in Hirudinblut waren signifikant
hoher als die in Citratblut (p = 0,036 und p = 0,017) und sie korrelierten mit den Werten in
Citratblut (zweiter Test r = 0,555 und p = 0,032; dritter Test r = 0,573 und p = 0,026). Im
ersten Test war der Unterschied nicht signifikant (p = 0,14) und es gab keine Korrelation
(r=-0,184 und p = 0,511).
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Heparin (Abb. 15 c): Bei Heparin ist der Unterschied im Al zu Citratblut wesentlich
deutlicher: hier lag der Mittelwert bei 68,6 + 28,9 im ersten Test, 76,9 + 17,3 im zweiten Test
und 85,6 £ 10,2 im dritten Test (jeweils p = 0,000) und war damit signifikant hdher (um mehr
als das doppelte) als der Al in Citratblut. Der erste und dritte Test korrelierte mit dem Al in
Citratblut (r = 0,517 und p = 0,049 bzw. r = 0,604 und p = 0,017), der zweite nicht (r = 0,231
und p = 0,407).

100 1. Test m2. Test m 3. Test

Referenzbereich

Citratblut

Adhasionsindex

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 17
Proband Nr.

Abb. 15 a: Al in Citratblut von 15 gesunden Probanden, die im zeitlichen Abstand von mindestens 1 Woche

dreimal getestet wurden (1.-3. Test).

v 100 - 1. Test m2 Test* m3. Test*
O
.'g . 80 -
N > i
g E 60
83
T = 20 -
< I
0 i

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 17
Proband Nr.

Abb. 15 b: Al in Hirudinblut von 15 gesunden Probanden, die im zeitlichen Abstand von mindestens 1 Woche
dreimal getestet wurden (1.-3. Test).
* Die Al waren signifikant héher als in Citratblut (2. Test p = 0,036; 3. Test p = 0,017; Wilcoxon-Test) und
korrelierten mit dem Al in Citratblut (2. Test r = 0,555 und p = 0,032; 3. Testr = 0,573 und p = 0,026;

Korrelation nach Pearson).
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1. Test*™ m2. Test* m3. Test**
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Abb. 15 c: Al in Heparinblut von 15 gesunden Probanden, die im zeitlichen Abstand von mindestens 1 Woche
dreimal getestet wurden (1.-3. Test).
* Die Al waren signifikant héher als in Citratblut (p = 0,000; Wilcoxon-Test).
** Die Al waren signifikant héher als in Citratblut (p = 0,000, Wilcoxon-Test) und korrelierten mit dem Al
in Citratblut (1. Test r = 0,517 und p = 0,049; 3. Test r = 0,604 und p = 0,017; Korrelation nach Pearson).

4.2.2. Messung der Plattchenreaktivitat vor und nach Resveratrol

4.2.2.1. Messung der Plattchenreaktivitat vor und nach Resveratrol mit dem PADA

Um den Effekt von Resveratrol auf den PADA zu testen, wurde am dritten Versuchstag der
Al unmittelbar vor und 1 h nach Resveratrol verglichen. Es ergab sich hierbei kein
signifikanter Unterschied im Al sowohl in Citrat- (p = 0,607; Abb. 16 a) als auch in Hirudin-
(p = 1,000; Abb. 16 b) und Heparinblut (p = 0,118; Abb. 16 ¢). Allerdings war der
Unterschied vor/nach Resveratrol wie in Abb. 17 zu sehen in Hirudinblut signifikant abhangig
vom Ausgangswert des Al vor Resveratrol: je hdher der Al vor Resveratrol war, desto mehr
ist er gesunken (r = 0,629 und p = 0,012). Im Citrat- bzw. Heparinblut war dieser Zusammen-
hang nicht mehr signifikant (r = 0,489 und p = 0,065 bzw. r = 0,000 und 0,999).

100 - m Vor Restveratrol

5 ® 1 h nach Resveratrol
g 80 - p =0,607
=
) B0 -
E
@ 2 40 -
£E
25 -

0 4

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 17
Proband Nr.

Abb. 16 a: Al in Citratblut vor und 1 h nach Einnahme von 375 mg Resveratrol bei 15 gesunden Probanden.

Der Unterschied im Al vor/nach Resveratrol ist nicht signifikant (2-seitiger Vorzeichentest).

42



Ergebnisse
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Abb. 16 b: Al in Hirudinblut vor und 1 h nach Einnahme von 375 mg Resveratrol bei 15 gesunden

Probanden. Der Unterschied im Al vor/nach Resveratrol ist nicht signifikant (2-seitiger Vorzeichentest).
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Abb. 16 c: Al in Heparinblut vor und 1 h nach Einnahme von 375 mg Resveratrol bei 15 gesunden

Probanden. Der Unterschied im Al vor/nach Resveratrol ist nicht signifikant (2-seitiger Vorzeichentest).

Citrat r=0,489 Hirudin r=0,629
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a) b)
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Heparin r=0,000 Abb. 17 a-c: Anderung des Al vor und 1 h
s o 100 p =0,999 nach Einnahme von 357 mg
§ o M f&%_ Resveratrol bei 15 gesunden
E - 600 Probanden in Citrat-, Hirudin- und
_§ - 40 Heparinblut in Abhangigkeit von der
< I EO Hohe des Al vor Resveratrol.
' v * Korrelation ist signifikant (Korrelation
34 -16

nach Pearson).

Al wurde nach Resveratrol
niedriger héher

Differenz AIvor Resveratrol ~ AInach Resveratrol

c)

4.2.2.2. Messung der Plattchenreaktivitat vor und nach Resveratrol mit der

Durchflusszytometrie

Am dritten Versuchstag wurde die Plattchenaktivitat anhand der P-Selektin-Expression direkt
vor sowie 1 h nach Einnahme von Resveratrol gemessen. Wie in Abb. 18 a zu sehen, war in
den unstimulierten Platichen die Expression von P-Selektin nach Resveratrol signifikant
geringer (p = 0,013). Je hoher die zuvor ohne Resveratrol gemessene MFI (Mittlere
Fluoreszenzintensitat) flir P-Selektin und damit der Aktivierungsgrad der Plattchen in Ruhe
war, desto starker war diese nach Resveratrol verringert (Abb. 19); diese Korrelation ist
signifikant (r = 0,721 und p = 0,002).

In den TRAP-6-stimulierten Proben war kein signifikanter Unterschied der P-Selektin-
Expression vor/nach Resveratrol zu sehen (p = 0,607). Man beachte hier allerdings den
wesentlich gréReren MalRstab in der Ordinatenachse (Abb. 18 b).

-
Hy
s
S m VVor Restveratrol ®1 h nach Resveratrol
. 40 p=0,013*
N =
E i’ 30 -
[}]
o @ 20 -
St 10
= T |
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0
g 2 3 a4 A A 7 K Qq 10 11 13 14 15 16 17
=

Proband Nr.

Abb. 18 a: Messung der P-Selektin-Expression in ruhenden Pldttchen vor und 1 h nach Einnahme von
375 mg Resveratrol anhand floreszenzmarkierter Antikdrper mit der Durchflusszytometrie bei
15 gesunden Probanden.
* Die Abnahme der P-Selektin-Expression nach Resveratrol ist signifikant (2-seitiger Vorzeichentest).
44



Ergebnisse

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 17

f:§ m Vor Restveratrol ~ ®1 h nach Resveratrol p =0,607
0
8 1000 -
c £
§E 800 -
¢ g 600 -
? ®
o o 400 -
S5 200 -
E L

O -
g
2
=

Proband Nr.

Abb. 18 b: Messung der P-Selektin-Expression in TRAP-6-aktivierten Plattchen vor und 1 h nach
Einnahme von 375 mg Resveratrol anhand fluoreszenzmarkierter Antikérper mit der Durchfluss-

zytometrie bei 15 gesunden Probanden. Der Unterschied vor/nach Resveratrol ist nicht signifikant.
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Abb. 19: Anderung der MFI (Mittlere Fluoreszenzintensitit) fiir P-Selektin vor und 1 h nach Einnahme von
375 mg Resveratrol bei 15 gesunden Probanden in Abhangigkeit von der Hohe der MFI vor
Resveratrol.

* Korrelation ist signifikant (Korrelation nach Pearson).

4.2.2.3. Messung der Plattchenreaktivitat vor und nach Resveratrol mit dem Multiplate

Parallel zum PADA wurde mit Multiplate die Plattchenaggregation am dritten Versuchstag
vor und 1 h nach Resveratroleinnahme unter Zugabe der Agonisten AA, Kollagen, TRAP-6
oder ADP in Hirudin-Vollblut getestet (Abb. 20 a-d). Insgesamt betrachtet lagen die
Probanden wie schon beim PADA meist unterhalb der vom Hersteller angegebenen
Referenzwerte. Resveratrol hatte keinen Effekt auf die AA-, Kollagen-, TRAP-6- oder ADP-
induzierte Aggregation. Die Veranderung der Plattchenaggregation nach Resveratrol war

zudem unabhangig vom Ausgangswert vor Resveratrol (Abb. 21 a-d).
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Abb. 20 a-d: AA-, Kollagen-, TRAP-6- und ADP-stimulierte Plattchenaggregation mit dem Multipate vor

und 1 h nach Einnahme von 375 mg Resveratrol bei 15 gesunden Probanden.

Der Unterschied ist in keinem Test signifikant (2-seitiger Vorzeichentest).
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Abb. 21 a-d: Anderung der AA-, Kollagen-, TRAP- und ADP-induzierten Plittchenaggregation (AU*min) vor
und 1 h nach 375 mg Resveratrol in Abhangigkeit von der Plattchenaktivitidt vor Resveratrol
(AU*mMinyor resveratrol) Mit dem Multiplate bei 15 gesunden Probanden.

Es besteht kein signifikanter Zusammenhang (Korrelation nach Pearson).

4.3. Messung der Plattchenaggregation unter ASS-Zusatz in vitro
4.3.1. Messung der ASS-Response ohne Resveratrol mit dem PADA-RASS

Parallel zur Messung der Plattchenaggregation wurden alle 15 Probanden dreimal im
zeitlichen Abstand von mindestens einer Woche mit dem PADA-RASS auf ihre Sensitivitat
fur ASS hin geprift. Laut Hersteller wird der PADA-RASS in Heparinblut durchgefihrt, wir
verwendeten zuséatzlich Proben mit Citrat- und Hirudinblut. Wie in Tab. 2 zu sehen, war die
Pravalenz der drei Respondertypen (Responder, Nonresponder, PRASA = paradoxe
Reaktion auf ASS) nicht in jedem Test gleich. Tab. 2 zeigt auch, dass die Probanden
Uberwiegend mit einer ASS-Nonresponse oder einer PRASA reagierten. Wie man in Abb. 22
a-c erkennt, war die intraindividuelle ASS-Response zeitlich und innerhalb der
verschiedenen Antikoagulanzien nicht immer konstant. Bei etwa 35 % aller Messungen ohne
Resveratrol war der Respondertyp in allen drei Antikoagulanzien identisch, bei knapp 50 %
stimmten nur zwei Ergebnisse Uberein und bei ca. 15 % war er in jeder Probe vollig
unterschiedlich. Die ASS-Response (ASS-Wirkung) entspricht der Differenz aus dem
Adhasionsindex mit und ohne ASS (Al it ass — Al onne Ass), @nhand derer man den

Respondertyp - wie unter 3.4.2. beschrieben - einteilen kann. Eine negative Differenz
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bedeutet also, dass ASS den Al und damit die Plattchenaggregation erwartungsgeman

verringert hat. Eine positive Differenz ware dementsprechend eine paradoxe Reaktion auf
ASS, bei der sich die Aggregation unter ASS erhdéht. Bei ASS-Nonrespondern bleibt die

Differenz < 3. Wegen den intraindividuellen Schwankungen wurde flr den spateren Vergleich

mit Resveratrol nur der dritte Wert unmittelbar vor Einnahme der Testsubstanz verwendet.

Tab. 2: Pravalenz der ASS-Respondertypen im PADA-RASS bei 15 gesunden Probanden, die an je

drei verschiedenen Terminen (= Test 1-3) im Abstand von mindestens einer Woche in Heparin-,

Citrat- und Hirudinblut getestet wurden.

Antikoagulation Test ASS-Respondertyp (Haufigkeit in %)

Responder Nonresponder PRASA'

Heparin 1 20,0 26,7 53,3
2 33,3 26,7 40,0

3 26,7 60,0 13,3

Citrat 1 20,0 20,0 60,0
2 26,7 33,3 40,0

3 6,7 26,7 66,7

Hirudin 1 33,3 6,7 60,0
2 33,3 26,7 40,0

3 46,7 33,3 20,0

"PRASA = Paradoxe Reaktion auf ASS

1. Test ®m2 Test m3. Test
60 -
PRASA'
40 +
20 A
""" Nonresponder
]
2 -20 -
=
.
©
o
£ -40 -
Responder
-60 -

9 10 11 13 14 15 16 17
Proband Nr.
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PRASA’
1. Test ®m2 Test m3, Test
Nonresponder
5
o
= 25 -
=
O .35
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 17 esponder
b) Proband Nr.
PRASA’
1. Test ®m2 Test m3 Test
Nonresponder
)
=
o
c
oS 25 -
S
=
I
-35 - Responder
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 17
c) Proband Nr.

Abb. 22 a-c: ASS-Response im PADA-RASS in a) Heparin-, b) Citrat- und c) Hirudinblut bei 15 gesunden
Probanden, die an je drei verschiedenen Terminen im zeitlichen Abstand von mindestens einer Woche

getestet wurden (1.-3. Test).

" PRASA = Paradoxe Reaktion auf ASS
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4.3.2. Messung der ASS-Response vor und nach Resveratrol
4.3.2.1. Messung der ASS-Reponse vor und nach Resveratrol mit dem PADA-RASS

Vergleicht man die ASS-Response am dritten Versuchstag direkt vor Einnahme von

Resveratrol mit der eine Stunde spater, lasst sich Folgendes feststellen:

a) Es erhdhte sich der Anteil von ASS-Respondern nach Einnahme von Resveratrol bei allen
drei Antikoagulanzien bzw. die Haufigkeit einer Nonresponse und einer PRASA wurde

geringer.

b) Diese Zunahme des aggregationshemmenden Effektes von ASS konnte fast
ausschliellich bei den Probanden festgestellt werden, welche vor Resveratroleinnahme mit
einer Nonresponse oder PRASA reagierten. Alle ASS-Responder wiesen dagegen nach

Resveratrol eine nahezu unveranderte bzw. verminderte Wirkung von ASS auf.

Tab. 3: Pravalenz der ASS-Respondertypen im PADA-RASS vor und 1 h nach Einnahme von
375 mg Resveratrol bei 15 gesunden Probanden in Heparin-, Citrat- und Hirudinblut

Antikoagulation ASS-Respondertyp vor/1 h nach Resveratrol (Haufigkeit in %)
Responder Nonresponder PRASA'

Heparin 26,7/46,7 60,0/46,7 13,3/6,7
Citrat 6,7/40,0 26,7/26,7 66,7/33,3
Hirudin 46,7/60,0 33,3/33,3 20,0/6,7

"PRASA = Paradoxe Reaktion auf ASS

Es wurde untersucht, ob Resveratrol abhdngig vom jeweiligen Respondertyp eine
signifikante Wirkung auf die ASS-Response besitzt: Bei den Messungen in Heparinblut
(Abb. 23 a) war die Veranderung der ASS-Response nach Resveratrol weder bei
Respondern (p = 0,500; n = 4) noch bei Nonrespondern (p = 0,438; n = 9) oder Personen mit
einer PRASA signifikant (p = 1,000; n = 2). Ebenso war dies in Citratblut bei den
Nonrespondern der Fall (p = 0,750; n = 4), doch wurde die ASS-Wirkung bei Probanden mit
einer PRASA nach Resveratrol signifikant besser (p = 0,023; n = 10). Es gab nur einen
Probanden in den Citratproben, welcher Responder war; dessen Response blieb nach
Resveratrol nahezu gleich (Abb. 23 b). In Hirudinblut hatten ASS-Responder nach
Resveratrol eine signifikant verminderte ASS-Wirkung (p = 0,031; n = 7), wahrend es bei
Nonrespondern (p = 0,688; n = 5) und Probanden mit einer PRASA (p = 0,250; n = 3) keinen
signifikanten Unterschied gab (Abb. 23 c).
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Die Diagramme in Abb. 23 a-c stellen jeweils vor und nach Resveratrol die Differenz aus
dem Al mit und ohne ASS (Al mitass — Al onne ass) dar, die der ASS-Wirkung entspricht: je
negativer die Differenz ist, desto starker ist die Abnahme des Al nach Zugabe von ASS und
damit die zu erwartende Plattchen hemmende Wirkung von ASS. Die Veranderung der ASS-
Wirkung vor/nach Resveratrol der einzelnen Probanden ist mit Pfeilen eingezeichnet (grin =

starkere bzw. rot = verminderte ASS-Response nach Resveratrol.

30 - == vor Resveratrol nach Resveratrol
£ PRASA'
g 20 -
s L3
< 10 -
3
?.E, 0 - - 4 - - -2 _ 4 % Nonresponder
2 "3
S § -10 A
=2
» o
<T
-30 - Responder
7 5 6 9 10 15 17 3 16 13 11 2 14 8 4
a) Proband Nr. (sortiert nach ASS-Wirkung vor Resveratrol)
:
30 1~ = vor Resveratrol nach Resveratrol PRASA
c -
? -—
% 20 ~
< 10 | T 4
g e
< - -
£ 0 1 = - - Nonresponder
o
c -10 A -
S
XX -
=3
=8 -2 -
n S
45
-30 - Responder

5 13 8 7 16 4 6 17 9 15 3 2 11 10 14

Y
*p=0,023

b) Proband Nr. (sortiert nach ASS-Wirkung vor Resveratrol)
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30 7 e vor Resveratrol nach Resveratrol .

c PRASA
8 20 -

< 10 -

[72]

2 - - A

£ 0 1 - . I T Nonresponder
s - _— * N 4

<) -1 L L

c . -10 1

23

=2

c
=35 201
0 >
0 .=
<I i
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\ J
|
** p=0,031
c) Proband Nr. (sortiert nach ASS-Wirkung vor Resveratrol)

Abb. 23 a-c: ASS-Wirkung mit dem PADA-RASS in a) Heparin-, b) Citrat- und c) Hirudinblut vor und 1 h
nach Einnahme von 375 mg Resveratrol bei 15 gesunden Probanden.
* Signifikante Erhdhung der ASS-Wirkung nach Resveratrol innerhalb der Probanden mit einer PRASA.
** Signifikante Verminderung der ASS-Wirkung nach Resveratrol innerhalb der Gruppe von Respondern.
(Wilcoxon-Test)

" PRASA = Paradoxe Reaktion auf ASS

4.3.2.2. Messung der ASS-Response vor und nach Resveratrol mit dem Multiplate

Bei der Vollblutaggregometrie zeigte sich vor Einnahme von Resveratrol wie in Abb. 24 zu
sehen Proband Nr. 3 als einziger Nonresponder. Er besal} auch eine vergleichsweise
schwache Aggregation bei Stimulation seiner Plattchen mit AA und Kollagen, wahrend sie
nach Zugabe von TRAP oder ADP dem Durchschnitt des Kollektivs entsprach (Abb. 20 a-d).
Nach Resveratrol war bei allen Probanden eine Wirkung von ASS festzustellen. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied in der Wirkung von ASS vor und nach Resveratrol

(p = 0,607). Die Veranderung war zudem - wie in Abb. 25 gezeigt - unabhangig von der
ASS-Response vor Resveratrol (r =-0,071 und p = 0,801).
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Abb. 24:
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m vor Resveratrol ®1 h nach Resveratrol
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Proband Nr. (sortiert nach ASS-Wirkung vor Resveratrol)

ASS-Wirkung mit dem Multiplate vor und 1 h nach Einnahme von 375 mg Resveratrol bei 15
gesunden Probanden in Hirudinblut. Die ASS-Wirkung ergibt sich aus der Differenz des Wertes ohne
und mit ASS mit der AA-induzierten Impedanzaggregation (AU*min): je grof3er die Differenz, desto mehr
wurden die Plattchen durch ASS gehemmt. Die ASS-Wirkung hat sich nach Resveratrol nicht signifikant

verandert (2-seitiger Vorzeichentest).

- 1000
r=-0,071
S p = 0,801
g .
% o oo oo
R e 500 °
w £ &
SE
23 .
= |
D5 50 -150
<<

ASS-Wirkung wurde nach Resveratrol
starker schwacher

Anderung der ASS-Wirkung
nach Resveratrol

Abb. 25: Abhangigkeit der Veranderung in der ASS-Response 15 gesunder Probanden vor und 1 h nach

375 mg Resveratrol von der ASS-Response ohne Resveratrol mit dem Multiplate.

Die Korrelation ist nicht signifikant (Korrelation nach Pearson).
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4.4. Gegeniiberstellung der drei Testmethoden

4.4.1. Vergleich der Testmethoden zur Messung der Plattchenaktivitat

Um zu prufen, inwieweit die drei Methoden PADA, Multiplate und Durchflusszytometrie
Ubereinstimmen, wurden die mit dem PADA ermittelten Adhasionsindizes (Al), die Plattchen-
aggregation mit dem Muliplate und die P-Selektin-Expression auf ruhenden sowie TRAP-
stimulierten Plattchen miteinander verglichen (Tab. 4-6). Dabei konnte zwischen der ADP-
stimulierten Plattchenaggregation und dem Al in Citrat- (p = 0,012), Hirudin- (p = 0,032) und
Heparinblut (p = 0,010) sowie der TRAP-stimulierten P-Selektin-Expression (p = 0,016) ein

signifikanter Zusammenhang festgestellt werden.

Tab. 4: Korrelation zwischen dem Adhésionsindex im PADA und der AA-, Kollagen-, ADP- und TRAP-
induzierten Plattchenaggregation mit dem Multiplate bei 15 gesunden Probanden am dritten

Versuchstag vor Einnahme von Resveratrol.

Adhasionsindex mit dem PADA in Citratblut

Aggregation mit dem Multiplate Korrelation nach Pearson Signifikanz
AA 0,069 0,808

Kollagen 0,192 0,492

ADP 0,588 0,012*

TRAP 0,316 0,251

Adhasionsindex mit dem PADA in Hirudinblut

Aggregation mit dem Multiplate Korrelation nach Pearson Signifikanz
AA 0,229 0,412
Kollagen 0,104 0,712
ADP 0,554 0,032*
TRAP 0,128 0,649

Adhasionsindex mit dem PADA in Heparinblut

Aggregation mit dem Multiplate | Korrelation nach Pearson Signifikanz

AA 0,371 0,173
Kollagen 0,398 0,141
ADP 0,642 0,010*
TRAP 0,125 0,657

* Korrelation ist signifikant.
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Tab. 5: Korrelation zwischen der P-Selektin Expression auf ruhenden und TRAP-stimulierten Plattchen

und dem Adhéasionsindex mit dem PADA bei 15 gesunden Probanden am dritten Versuchstag vor

Einnahme von Resveratrol.

P-Selektin-Expression in unstimulierten Plattchen

Adhadsionsindex mit dem PADA | Korrelation nach Pearson Signifikanz
Citratblut 0,502 0,057
Hirudinblut 0,410 0,129
Heparinblut 0,222 0,426

P-Selektin-Expression in TRAP-stimulierten

Plattchen
Adhasionsindex mit dem PADA | Korrelation nach Pearson Signifikanz
Citratblut 0,246 0,377
Hirudinblut 0,341 0,213
Heparinblut 0,396 0,144

Tab. 6: Korrelation zwischen der P-Selektin Expression auf ruhenden und TRAP-stimulierten Plattchen

und der AA-, Kollagen-, ADP- und TRAP-induzierten Plattchenaggregation mit dem Multiplate bei

P-Selektin-Expression in unstimulierten Plattchen

Aggregation mit dem Multiplate | Korrelation nach Pearson Signifikanz
AA 0,272 0,327
Kollagen 0,163 0,560
ADP 0,440 0,101
TRAP 0,214 0,444

P-Selektin-Expression in TRAP-stimulierten

Plattchen
Aggregation mit dem Multiplate | Korrelation nach Pearson Signifikanz
AA 0,069 0,806
Kollagen -0,026 0,927
ADP 0,608 0,016*
TRAP -0,055 0,846

15 gesunden Probanden am dritten Versuchstag vor Einnahme von Resveratrol.

* Korrelation ist signifikant.
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Am dritten Versuchstag wurde die ASS-Response vor und nach Resveratrol zusatzlich zum
PADA-RASS noch mit Multiplate gepruift. Vergleicht man hier die Anzahl der ASS-Responder

und ASS-Nonresponder, ergibt sich, wie in Tab. 7 und 8 zu sehen, eine schlechte

Ubereinstimmung: wahrend mit dem PADA-RASS in allen drei Antikoagulanzien ein hoher

Anteil der Probanden Nonresponder war, reagierten bei Multiplate vor Resveratrol alle bis

auf Proband Nr. 3 als Responder; nach Resveratrol waren alle Responder.

Eine paradoxe Reaktion (PRASA), wie sie im PADA-RASS besonders in Citratblut haufig

vorkam, gab es mit Multiplate nicht.

Vor Resveratrol hatte keine einzige Person in allen vier Tests den gleichen Respondertyp.

Nach Resveratrol war nur bei Proband Nr. 4 und 14 das Resultat tberall gleich.

Die Ergebnisse mit Mulitplate stimmen noch am ehesten mit denen des PADA-RASS in
Hirudinblut tberein, da es dort im Vergleich zum PADA-RASS in Citrat- und Heparinblut die

meisten Responder gab.

Tab. 7: ASS-Response vor Einnahme von Resveratrol bei 15 gesunden Probanden

ASS-Respondertyp
Methode PADA-RASS Multiplate
Antikoagulation Heparin Citrat Hirudin Hirudin
Endkonzentration
von ASS 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 1 mg/ml
Stimulation der Heparin,
Plittchen Scherstress Scherstress Scherstress AA
Proband Nr.
2 Responder Nonresponder Responder Responder
3 Nonresponder Nonresponder Responder Nonresponder
4 Responder PRASA Nonresponder Responder
5 PRASA PRASA PRASA Responder
6 Nonresponder PRASA Responder Responder
7 PRASA PRASA Responder Responder
8 Responder PRASA Responder Responder
9 Nonresponder PRASA Nonresponder Responder
10 Nonresponder Nonresponder Nonresponder Responder
11 Nonresponder Nonresponder Responder Responder
13 Nonresponder PRASA PRASA Responder
14 Responder Responder Nonresponder Responder
15 Nonresponder PRASA Responder Responder
16 Nonresponder PRASA PRASA Responder
17 Nonresponder PRASA Nonresponder Responder
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Tab. 8: ASS-Response 1 h nach der Einnahme von 375 mg Resveratrol bei 15 gesunden Probanden

ASS-Respondertyp
Methode PADA-RASS Multiplate
Antikoagulation Heparin Citrat Hirudin Hirudin
Endkonzentration
von ASS 10 pg/mi 10 pg/mi 10 pg/mi 1 mg/mi
Stimulation der Heparin,
Plattchen Scherstress Scherstress Scherstress AA
Proband Nr.
2 Nonresponder Nonresponder Responder Responder
3 Nonresponder PRASA Nonresponder Responder
4 Responder Responder Responder Responder
5 Responder PRASA Responder Responder
6 Responder Nonresponder Responder Responder
7 PRASA PRASA Responder Responder
8 Responder Responder Nonresponder Responder
9 Nonresponder Nonresponder Responder Responder
10 Nonresponder Responder Responder Responder
11 Nonresponder Responder Nonresponder Responder
13 Nonresponder PRASA Nonresponder Responder
14 Responder Responder Responder Responder
15 Responder Nonresponder PRASA Responder
16 Nonresponder Responder Responder Responder
17 Responder PRASA Nonresponder Responder
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5. Diskussion

5.1. Diskussion der Versuche ohne ASS-Zusatz

5.1.1. Plattchenreaktivitat mit dem PADA ohne Resveratrol

Dem PADA als Messmethode liegt der Gedanke zugrunde, dass die Plattchen durch das
Schutteln allein noch nicht aktiviert werden. Das Zugeben der Polymerpartikeln verursacht
dagegen einen erhdhten Scherstress und bietet den Plattchen geeignete Oberflachen (an die
Partikel absorbiertes Fibrinogen), sodass sie je nach Plattchenaktivitat an die Partikel

adharieren.

In Tab. 9 sind die Mittelwerte des Adhasionsindex (Al) in Citrat-, Hirudin- und Heparinblut mit

Standardabweichung noch einmal Ubersichtlich gegenuber gestellit.

Tab. 9: Mittelwerte Al * Standardabweichung (n = 15)

1. Test 2. Test 3. Test
Citratblut 30,1+ 9,6 30,7 + 18,7 41,7 + 18,4
(Referenzbereich: 30-60)
Hirudinblut 39,5+ 16,1 40,5 + 14,7 54,4 + 19,1
Heparinblut 68,6 + 27,9 76,9 + 16,7 85,6 +9,8

In Citratblut war der mittlere Al der 15 Probanden in allen drei Tests sehr niedrig und
gerade noch im unteren Referenzbereich, welcher vom Hersteller mit 30-60 angegeben wird.
Grund hierfur ist vermutlich, dass es sich nur um junge und gesunde Personen mit geringer
Thrombogenitat handelt. Der Referenzbereich wurde dagegen anhand von Durchschnitts-
werten aus der allgemeinen Bevolkerung ermittelt und der Al steigt zudem mit zunehmen-
dem Alter (Nowak et al. 2005, Kaden 2011).

Der PADA wurde zusétzlich noch in Hirudinblut gemessen, einem direkten Thrombin-
inhibitor. Die Als waren hier stets hoher als in Citratblut; im zweiten und dritten Test war
dieser Unterschied signifikant (p = 0,036 bzw. 0,017). Im Gegensatz zu Citrat entzieht
Hirudin den Plattchen nicht das physiologische Ca®*, was wohl die etwas schwéchere
Plattchenadhasion in den Citratproben bedingt. Die Werte der jeweiligen Citrat- und
Hirudinprobe zeigten eine gute Ubereinstimmung und korrelierten im zweiten und dritten Test
zudem signifikant miteinander (r = 0,555 bzw. 0,573 und p = 0,032 bzw. 0,026). Demnach
ware Hirudinblut alternativ zu Citratblut fir den PADA-Test denkbar.
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Der in Heparinblut durchgefiihrte PADA lieferte dagegen extrem hohe Al-Werte (p = 0,000
im Vergleich zu den Al in den Citratproben in allen drei Tests). Dies ist jedoch leicht
erklarbar, da Heparin stimulierend auf menschliche Plattchen wirkt, indem es an ihre
Fibrinogenrezeptoren binden kann (Heparin induzierte Thrombozytopenie vom Typ |, HIT-I).
Der Al in Heparinblut liegt also normalerweise immer deutlich héher als in Citratblut. Bei
vereinzelten Werten in dieser Studie war dies allerdings nicht der Fall, offensichtlich war
Heparin an diesem Tag nicht in der Lage die Plattchen des jeweiligen Probanden zu
aktivieren. Man vermutet eine Beteiligung von zirkulierenden Antikorpern, welche an die
Membranoberflache der Plattchen binden kdnnen und dadurch Heparin den Zugang zum

Rezeptor verwehren:

Heparin

e 19G
R F Heparin kann
Cc : -
Feyll-R 1 nicht binden
Aktivierung Aktivierung

a) b)
Abb. 26 a-b: Bindung von Heparin und Antikorpern auf der Plattchenmembran

Heparin dockt an die Bi-Untereinheit des zu zigtausenden auf der Membran jedes einzelnen Plattchens
vorkommenden Fibrinogenrezeptors und teilaktiviert diesen. Bei genligend teilaktivierten Rezeptoren wird dieser
schlieRlich scharf geschaltet und kann nun mit Fibrinogen reagieren — das Plattchen wird aktiviert (Abb. 26 a).
Kommt es vorher zur Bindung von Antikérpern (meist IgG) mit inrem Fc-Fragment an spezifische Fc-Rezeptoren
(fur 1gG sind das die Fcy), behindert das die Interaktion zwischen Heparin und dem Integrin B (Abb. 26 b,
modifiziert nach Nowak 2009 a).

Aus dieser Uberlegung heraus entstand die Idee des Herstellers den PADA zur Diagnose
einer HIT-Il zu verwenden, indem der Al in Heparin- mit dem in Citratblut verglichen wird. Die
HIT-Il ist im Gegensatz zur HIT-I eine schwerwiegende Komplikation nach Gabe von
Heparin, wo es zu Heparin-PF4-Antikérper-Komplexen kommt, die an den Rezeptoren der
Plattchen binden und eine direkte Aktivierung durch Heparin verhindern: der Al in
Heparinblut bleibt dann kleiner oder gleich dem in Citratblut. Die Pravalenz der ,HIT-
positiven“ Befunde in der vorliegenden Arbeit lag entsprechend den Ergebnissen anderer
Studien bei immerhin ca. 10 % (Nowak 2009 a, Kaden 2011). Kein einziger dieser
Probanden hatte jemals zuvor Heparin erhalten, weswegen es sich hier wohl um Antikorper
anderer Genese handeln muss. Bakterielle Infektionen und Entziindungen, aber auch

operative Eingriffe kdnnen zur Bildung von relativ unspezifischen Anti-Heparin-PF4-
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Antikérpern anregen, ohne dass zuvor Kontakt zu Heparin bestand (Krauel et al. 2011,
Greinacher et al. 2011, Warkentin et al. 2000). So kommt es z.B. bei Entzindungen zum
Abldésen von Heparansulfat-Molekulen aus der Glykokalyx des Endothels, welche anstelle
von Heparin zu solch einer ,endogenen HIT 11* fiihren kdénnten (Mulivor und Lipowsky 2004,
Nowak pers. Mitteilung). Prinzipiell kdnnen also auch andere, autoimmun- oder
infektbedingte Antikdrper die Rezeptoren besetzen und zu einem Absinken des Al in
Heparinblut fihren. Proband Nr. 10 gestand im Nachhinein etwa eine Woche vor dem ersten
Versuchstag eine schwere Erkaltung durchgemacht zu haben: sowohl am ersten als auch
noch am zweiten Versuchstag war sein Al in Heparinblut annahernd so niedrig wie der in

Citratblut. Am dritten Versuchstag war sein Al in Heparinblut dagegen wieder deutlich hoher.

Trotz einem standardisierten Vorgehen wahrend der gesamten Studie gab es bei allen
Probanden von Tag zu Tag Schwankungen im Al und das unabhangig vom Antikoagula-
tionsmittel. Beim PADA werden nahezu alle Arbeitsschritte manuell durchgefuhrt, was ihn
fehleranfalliger macht als vollautomatisierte Methoden. Mdglicherweise ist die Plattchen-
aktivitat aber tatsachlich von Tag zu Tag unterschiedlich. Neben den oben genannten
Antikdrpern kénnen z. B. auch psychische oder korperliche Belastung die Plattchenaktivitat
beeinflussen (Levine et al. 1985, Schmidt 2009). Eine einmalige Messung wiirde damit nur
den momentanen Zustand reflektieren und wiederholte Messungen flr ein aussagekraftiges
Ergebnis nétig machen. Deswegen entschied man sich auch fir die nachfolgenden Tests
zum Vergleich vor/nach Resveratrol immer nur die Ausgangswerte vom gleichen

Versuchstag zu verwenden.

5.1.2. Einfluss von Resveratrol auf die mit dem PADA gemessene Plattchenreaktivitat

Es zeigte sich mit dem PADA in Citrat- und Hirudinblut, dass die Plattchenadhasion umso
mehr nach Resveratrol abnahm, je hdher sie vor Resveratrol gewesen ist und umgekehrt.
Dieser Zusammenhang war in Hirudinblut statistisch signifikant (r = 0,629 und p = 0,012), in
Citratblut verfehlte er knapp das Signifikanzniveau (r = 0,485 und p = 0,065).

Im Durchschnitt allerdings konnte weder in den Citrat- noch in den Hirudin- oder
Heparinproben eine signifikante Wirkung von Resveratrol auf die Plattchenaggregation

festgestellt werden.
Der Einsatz von Vollblut spielt mit Sicherheit eine Rolle, dass Resveratrol keinen deutlichen

Effekt auf den Al hatte. Interaktionen der Plattchen mit anderen Blutbestandteilen konnen

hier die Wirkung abschwéachen oder kaschieren (Kirk et al. 2000).
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Méglicherweise war auch die in dieser Studie eingesetzte Dosis von 1 x 375 mg zu gering.
Beim Erwachsenen sind 500 mg Resveratrol p. o. (ca. 7 mg/kg KG) nétig, um etwa 70 ug/l
freies Resveratrol im Plasma zu erhalten (Boocock et al. 2007), was zumindest bei einer
Zugabe von Resveratrol in vitro fur eine Hemmung der Plattchen vollig ausreicht (Wang et al.
2002, Shen et al. 2007, Crescente et al. 2009). Bei in vitro-Versuchen spielt eine individuelle
Bioverfugbarkeit allerdings keine Rolle. Es konnte daher sein, dass in dieser Studie nur
subeffektive Konzentrationen im Blut einiger Probanden erreicht wurden. Die Studien-
teilnehmer nahmen durchschnittlich 4-6 mg/kg KG Resveratrol zu sich. In vivo-Tierversuche
bestatigen zwar die Wirksamkeit solch niedriger Dosen, doch wurde hier Resveratrol nicht
nur einmal sondern Uber mehrere Wochen oral verabreicht (Dudley et al. 2008, Lekli et al.
2008, Wang et al. 2002). Ahnlich unserem Vorgehen (einmalige Einnahme von Resveratrol
und 1 h spater Blutentnahme) waren in Mausen 400 mg Resveratrol/kg KG nétig, um ahnlich
effizient wie eine Einmaldosis von 7,5 mg ASS/kg KG die Serum-TXB2-Synthese zu
reduzieren (Crescente et al. 2009). Die tagliche Standard-Dosis fur ASS zur Thrombose-
prophylaxe beim Menschen betragt aber nur ca. 1-3 mg/kg KG, d.h. méglicherweise ware bei
regelmafiger Einnahme auch bei Resveratrol eine geringere Dosierung ausreichend, um
einen wirksamen Effekt zu erzielen. In vitro liel3 sich zumindest erst bei einer Uber mehrere
Tage andauernden Zugabe von Resveratrol die NO-Produktion in Endothelzellen
zunehmend steigern, was flr eine akkumulierende Wirkung des Polyphenols spricht
(Takahashi und Nakashima 2011). Andere Autoren flhren diesen Effekt auf die eNOS
jedoch schlichtweg auf eine schleichende Intoxikation der Zellen mit Resveratrol zuriick
(Nakata et al. 2012). In niedrigen Konzentrationen (~ nM) wirkt Resveratrol aktivierend, in
héheren (100 uM) dagegen hemmend auf eNOS (Kyungmin et al. 2006). Wie viel
Resveratrol will man folglich einer Zelle tGberhaupt zumuten und welchen Zweck will man
erreichen? Seine Fahigkeit in diversen Zelltypen auch Apoptose zu induzieren, ist
hinreichend erwiesen und aktueller Gegenstand der Krebsforschung (Aluyen et al. 2012,
Clément et al. 1998). Um bei gesunden menschlichen Plattchen eine Apoptose auszuldsen
reichen in vitro offenbar schon 5 uM aus (Lin et al. 2009), 10 uM foérdern dagegen die
Neubildung von Endothelzellen (Cziszar et al. 2009). Auch wenn also der Effekt von
Resveratrol im Rahmen dieser Arbeit auf die mit dem PADA gemessene Plattchenaktivitat
nicht signifikant war, kdnnte es bei der hier verwendeten Dosierung dennoch zu diversen

Effekten gekommen sein, die sich méglicherweise erst auf langere Sicht bemerkbar machen.

Die Auswahl des Probandenkollektivs spielt sicherlich auch eine Rolle, denn es handelte sich
um gesunde Personen mit geringem Thromboserisiko. Moglicherweise kann Resveratrol
diese ohnehin schwache Thrombogenitat nicht viel weiter senken, da etliche seiner

postulierten Wirkungen Prozesse betreffen, welche erst im krankhaften Zustand in solchem
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Male aktiviert sind, dass ihre Hemmung zu sichtbaren Veranderungen flhrt. Es ware folglich
interessant die gleiche Studie noch einmal mit kardiovaskularen Patienten verschiedenen
Alters durchzuflhren. Logischerweise werden prophylaktische Effekte von Resveratrol, z. B.
eine langsamer voranschreitende Atherosklerose, mit der einmaligen Verabreichung
ebenfalls nicht sichtbar. Weitere Versuche mit dem PADA waren daher winschenswert, wo

Resveratrol Uber langere Zeit verabreicht wird.

Nicht zuletzt wird Resveratrol u. a. eine hemmende Wirkung auf die COX-1 zugesprochen,
welche bekanntlich wenig sensibel fur Scherstress ist (Hochtl et al. 2009). An gesunden
Probanden konnte gezeigt werden, dass sich die Einnahme von ASS nur marginal auf den Al
im PADA niederschlagt (Nowak et al. 2005). Ahnlich kdnnte es also auch bei Resveratrol der

Fall sein.

5.1.3. Einfluss von Resveratrol auf die P-Selektin-Expression in Plattchen

Mit der Durchflusszytometrie zeigte sich interessanterweise nach Resveratrol eine
signifikante Abnahme der P-Selektin-Expression auf den ruhenden Plattchen (p = 0,013),
welche umso starker ausfiel, je hoher die Ruheaktivitat der Platichen vor Resveratrol
gewesen ist. Dieser Zusammenhang ist signifikant (r = 0,721 und p = 0,002). In den TRAP-
stimulierten Plattchen war dagegen kein Unterschied der P-Selektin-Expression nach
Resveratrol festzustellen (p = 0,607). Ahnlich verhielt es sich in einer in vivo-Studie zu ASS:
gesunde Probanden nahmen ASS Uber einen langeren Zeitraum ein. AnschlieRend wurde
auf ruhenden sowie TRAP-stimulierten Plattchen die P-Selektin-Expression gemessen
(TRAP-Konzentration = 8 yM), wobei es nur bei den ruhenden Plattchen zu einer
signifikanten Abnahme von P-Selektin kam (Lukasik et al. 2011).

Dass in der vorliegenden Arbeit die TRAP-stimulierten Plattchen nach Resveratrol keine
Veranderung zeigten, hat mdglicherweise mit der nur einmaligen Einnahme und/oder zu
geringen Dosiserung von Resveratrol zu tun. Entscheidend war allerdings wohl eher, dass
die hier verwendete TRAP-Konzentration mit 192 uM extrem hoch war und im Grunde nur
validiert ist, um Patienten auf aktivierbare Plattchen hin zu prifen (zum Vergleich: bei
Multiplate betrug die TRAP-Konzentration 32 uM). Demnach ist hier mit grofer Wahrschein-
lichkeit aufgrund der massiven Aktivierung durch TRAP der Effekt von Resveratrol komplett
verloren gegangen. Mdglicherweise ist auch TRAP fir Versuche mit Resveratrol nicht
optimal: in vitro erwiesen sich bereits 0,15 uM Resveratrol als effektiv, die Kollagen-
induzierte P-Selektin-Expression in Plattchen zu hemmen (Shen et al. 2007), in einer

weiteren Arbeit mit AA als Aktivator waren es 6,25 yM Resveratrol (Yang et al. 2008).
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Vieles deutet darauf hin, dass Resveratrol in die interzellulare Kommunikation eingreifen und
damit z. B. die adhasiven Eigenschaften von Endothelzellen, Plattchen und Leukozyten
beeinflussen kann (Gresele et al. 2011), z.B. via Molekllen wie dem P-Selektin. Mittels
geringerer TRAP-Konzentrationen bzw. alternativer Agonisten ware es daher in weiter-
fuhrenden Messungen interessant zu prufen, inwieweit der Effekt von Resveratrol in der
vorliegenden Studie tatsachlich zu gering war oder aber nur von zu starken Aktivierungs-
mechanismen uberlagert wurde. Auch waren Tests an Patienten statt gesunden Probanden
wunschenswert, um das Potential von Resveratrol im Vergleich zu ASS zu untersuchen.
Denn in der oben genannten Studie von Lukasik et al. wurde nicht nur Gesunden ASS
gegeben, um anschlie®end die P-Selektin-Expression zu messen, sondern auch Patienten
mit einem Myokardinfarkt: wahrend sich hier P-Selektin auf ruhenden Plattchen bei
Gesunden reduzieren lie3, war bei den Patienten durch ASS keine Veranderung mehr
festzustellen (Lukasik et al. 2011). Der prothrombotische Zustand bei den Patienten kénnte
hier die Wirkung von ASS abgeschwacht haben. Es ware demnach hochinteressant zu
erforschen, wie Resveratrol auf die ASS-Wirkung bei kardiovaskularen Patienten Einfluss

nehmen konnte.

5.1.4. Einfluss von Resveratrol auf die mit dem Multiplate gemessene

Plattchenreaktivitat

Im Gegensatz zur Durchflusszytometrie, wo einzelne Molekule auf isolierten Plattchen
untersucht werden, misst das Multiplate-System die Plattchenaggregation in Vollblut. Der
Unterschied zum PADA ist dagegen, dass bei Multiplate noch klnstlich verschiedene
Aktivatoren zugegeben werden. In der vorliegenden Arbeit wurden jeweils AA, Kollagen,
TRAP und ADP als Aktivator verwendet. Das Ausmal} der Aggregation wird als AUC (area
under the curve) mit der Einheit AU*min angegeben. Die mittlere AUC war mit TRAP am
héchsten (736,1 £ 149,8 AU*min), gefolgt von AA (586,8 £ 192,5 AU*min) und Kollagen
(545,3 + 172,7 AU*min). ADP hatte den schwachsten aktivierenden Effekt auf die Plattchen
(mittlere AUC = 286,2 + 104,3 AU*min). Diese Mittelwerte sind sehr niedrig und liegen
teilweise schon unterhalb der Referenzbereiche, welche vom Hersteller folgendermalen
eingegrenzt werden: TRAP = 834-1412 AU*min, AA = 691-1294 AU*min, Kollagen = 459-
1166 AU*min und ADP = 474-1076 AU*min. Ahnlich wie die niedrigen Al-Werte beim PADA

wird dies durch das junge und gesunde Probandenkollektiv bedingt sein.

Resveratrol hatte bei keinem der verwendeten Aktivatoren einen Effekt auf die Plattchen-
aggregation. Eventuell liegt das an einer zu geringen Dosierung bzw. nur einmaligen

Einnahme von Resveratrol. Die Verwendung von Vollblut spielt sicherlich eine sehr groRe
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Rolle, da diverse Interaktionen der Plattchen mit anderen Blutbestandteilen den eigentlichen
Effekt kaschieren konnen. Wohl war zudem die Stimulation der Plattchen durch die hier
verwendeten Agonisten zu massiv. Gerade der Test mit TRAP wird vom Hersteller als eine
Methode beschrieben, wo durch die starke Plattchenaktivierung sogar der Einfluss von ASS
auf das Ergebnis verhindert werden soll. Folglich scheint die Multiplate-Methode mit den
vorgegebenen Aktivator-Konzentrationen nicht geeignet zu sein, um einen Effekt von
Resveratrol messen zu konnen. Zwar war mit ADP die Plattchenaktivierung noch am
geringsten, doch blieb auch hier Resveratrol ohne Wirkung. Wie beim PADA bereits
diskutiert, wird fur Resveratrol u.a. eine Hemmung der Plattchen via COX-1 vermutet
(Calamini et al. 2010). Da ADP aber unabhangig ist von der COX-vermittelten Plattchen-

aktivierung, ware es als Agonist fir Versuche mit Resveratrol entsprechend ungeeignet.

5.1.5. Gegenuberstellung der drei Testmethoden

Die Werte des PADA in Citrat-, Hirudin- und Heparinblut korrelieren interessanterweise
signifikant mit dem ADP-Test von Multiplate (Citrat: p = 0,012; Hirudin: p = 0,032; Heparin: p
= 0,010), nicht jedoch mit den Multiplate-Tests mit TRAP, Kollagen und AA. Grund hierflr ist
moglicherweise, dass die Aktivierungsmechanismen beim PADA und dem ADP-Test von
Multiplate ahnlich sind: beim PADA werden die Plattchen ausschlieRlich durch Schiitteln, d.
h. durch Scherstress stimuliert. Unter Scherstress aber lauft die Plattchenaktivierung
hauptsachlich ADP-vermittelt ab. AA und Kollagen sind dagegen mit dem COX/TXA2-Weg

verbunden und TRAP aktiviert die Plattchen durch Bindung an ihre Thrombinrezeptoren.

Andererseits wurde auch ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem ADP-Test von
Multiplate und der P-Selektin-Expression auf TRAP-stimulierten Plattchen bei der
Durchflusszytometrie gefunden (p = 0,016), obwohl es sich hier um zwei vollig verschiedene
Methoden bzw. Aktivatoren handelt. Fur diese Beobachtung konnte keine plausible

Erklarung gefunden werden.

Die Feststellung, dass Resveratrol die Plattchenaktivitat umso mehr reduzierte, je hdher sie
zuvor war und umgekehrt, lief3 sich sowohl mit dem PADA in Citrat- und Hirudinblut als auch
mit der Durchflusszytometrie bei nicht stimulierten Plattchen feststellen. Keinen
Zusammenhang gab es dagegen bei dem PADA in Heparinblut, den TRAP-stimulierten
Plattchen mit der Durchflusszytometrie sowie bei samtlichen Tests mit dem Multiplate. Bei
der TRAP-aktivierten Durchflusszytometrie und dem Multiplate sind es vermutlich die hohen
Aktivator-Zusatze, welche den Effekt von Resveratrol Uberlagert haben kénnten. Gleiches
war wohl auch bei der Verwendung von Heparinblut fir den PADA der Grund: aufgrund der

Plattchen aktivierenden Eigenschaften von Heparin lief3 sich hier der Einfluss von
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Resveratrol womoglich nicht mehr feststellen. Interessant ist, dass sich in der vorliegenden
Arbeit fur ASS eine dhnliche Korrelation ergab: betrachtet man die Ergebnisse in den
Multiplate-Tests mit AA als Aktivator mit und ohne Zusatz von ASS, so ergibt sich auch hier
ein starker linearer Zusammenhang, d. h. je héher die Plattchenaggregation ohne ASS war,
desto mehr ist sie in Anwesenheit von ASS gesunken und umgekehrt (Abb. 28 im Anhang).
Eine Abhangigkeit der Wirkung von Resveratrol vom Ausgangszustand wird in der Literatur
in einer weiteren Studie beschrieben: in vitro wurden Plattchen mit Resveratrol inkubiert und
anschlieRend mit Thrombin aktiviert. Dabei wurde der durch die Aktivierung ausgeldste Ca?'-
Einstrom in die Plattchen gemessen. Resveratrol hemmte den Einstrom umso effektiver, je
hoher die Ca**-Konzentration auRerhalb der Plattchen war, d. h. je mehr Ca** nach innen
stromen konnte (Dobydneva et al. 1999). Demzufolge kénnte es sein, dass z. B. ein hoher Al
durch Resveratrol mehr gesenkt wird als ein niedriger, weil durch die hier hdohere Plattchen-
aktivitat die Wirkung von Resveratrol deutlicher zu tragen kommt. Solch eine Korrelation
kdnnte ganz trivial gesehen auch nur rein stochastisch bedingt sein: misst man eine Person
mit einem Test viele male hintereinander, werden die Ergebnisse selbst bei stets gleichen
Bedingungen in einem gewissen Malde streuen. Daneben gibt es zudem noch sogenannte
»Ausreiller”, also Werte, die besonders hoch bzw. niedrig sind und damit auch am meisten
vom Mittelwert abweichen. Angenommen man hat nur zwei Werte zum Vergleich und der
erste davon ist ausgerechnet ein besonders niedrigen (,Ausreiler®-) Wert, so ist die
Wahrscheinlichkeit entsprechend hoch, dass der zweite Wert wieder in der Nahe des
Mittelwertes und damit hdher ausfallen wird und nicht noch niedriger. Méchte man das
ausschlieflen, kdnnte man diesen Test z. B. mit einer Kontrollgruppe wiederholen, welche

statt Resveratrol nur ein Placebo erhalt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es bei Studien mit Resveratrol fur die
Ergebnisse sehr bedeutend ist, welcher Methode man sich bedient. Da ein Effekt durch hohe
Zusatze von Plattchenaktivatoren Gberlagert werden kdnnte, scheinen die
Durchflusszytometrie ohne TRAP-Aktivierung und der PADA noch am ehesten daflr

geeignet zu sein.
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5.2. Diskussion der Versuche mit ASS
5.2.1. ASS-Response mit dem PADA-RASS ohne Resveratrol

Der PADA-RASS basiert auf der Tatsache, dass in heparin-antikoaguliertem Blut die
Plattchen durch das Heparin selbst aktiviert werden (siehe auch 5.2.1.1.). Dadurch ist kein
zusatzlicher Aktivator mehr nétig, sondern es werden lediglich zwei Proben mit
heparinisiertem Vollblut unter geringen Scherkraften geschiittelt, wobei zu einer Probe noch
ASS zugegeben wird und zur anderen nur Puffer. Durch Zahlen der noch nicht aggregierten
Plattchen am Blutzellautomaten kann ein Adhasionsindex (Al) ermittelt werden, der aus-
druckt wie viel Prozent der Plattchen aktiviert worden sind. Lasst sich mit ASS der Al im
Vergleich zu ohne ASS reduzieren, ist die Testperson ASS-Responder. Bleibt der Al gleich,
spricht man von einem ASS-Nonresponder. Beim PADA-RASS gibt es aulierdem den
Sonderfall, dass die Plattchenaktivierung in der Probe mit ASS sogar héher ist als in der
ohne ASS. Der Hersteller bezeichnet solch ein Ergebnis als eine PRASA (paradoxe Reaktion
auf ASS).

In diesem Studienteil wurde an drei verschiedenen Versuchstagen mit dem PADA-RASS die
ASS-Response von insgesamt 15 Probanden gemessen. Nicht einmal ein Drittel davon war
fur ASS sensibel: im 1. Test waren es drei ASS-Responder, im 2. Test flinf und im 3. Test
vier (n = 3/5/4). Es ergab sich dagegen ein hoher Anteil an Nonrespondern (n = 4/4/9) und
Probanden mit einer PRASA (n = 8/6/2). Diese Pravalenzen decken sich mit zwei weiteren
Arbeiten, welche mit dem PADA-RASS an einem grofRen Studienkollektiv durchgefihrt
worden sind (Kaden 2011, Hentrich 2011). Grinde fir eine ,ASS-Resistenz* allgemein
wurden bereits unter 1.2.6. beschrieben. Uber eine paradoxe ASS-Wirkung findet sich
dagegen wenig Literatur (Mueller et al. 1997, Taylor et al. 1999). Uberhaupt wurde bislang
fur keinen anderen Plattchenfunktionstest dieses Phanomen so intensiv thematisiert wie fur
den PADA-RASS, denn nirgends sonst ergibt sich innerhalb der gesunden Bevélkerung eine
Haufigkeit von knapp 40 % fir eine PRASA. Bei kardiovaskularen Patienten und Dialyse-
patienten steigt die Pravalenz sogar auf fast 60 % an (Kaden 2011, Hentrich 2011). Die
genauen Ursachen flr diese Reaktion der Plattchen sind noch unklar, die klinische Relevanz
ware allerdings betrachtlich. Denn inzwischen gilt es als erwiesen, dass eine ASS-
Nonresponse mit einem deutlich hdheren Risiko fir kardiovaskuléare Ereignisse assoziiert ist
(Zimmermann und Hohlfeld 2008, Mueller et al. 1997). Die Messung der individuellen ASS-
Response vorab einer Therapie mit Plattchenhemmern sowie ein fortlaufendes Monitoring
ware daher - wie z. B. fur Vitamin-K-Antagonisten schon lange ublich - sinnvoll fir die
Auswahl und Anpassung der Medikation (Kaden 2011). Die Diagnostik der ASS-Response
ist allerdings nach wie vor ein heikles Thema und nicht selten kommen Studien zu

widerspruchlichen Ergebnissen, da ganz unterschiedliche Messmethoden angewendet
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wurden. Jedes Labor variiert zudem in der Testdurchfihrung und sucht sich seine eigenen
Cutt-off-Werte (Zimmermann und Hohlfeld 2008). Der PADA-RASS ist einer der wenigen
Tests mit Vollblut, was einerseits einen physiologischen Plattchen-Cross-talk mit Leukozyten
und Erythrozyten erlaubt und moéglicherweise dadurch den relativ hohen Anteil an
Nonrespondern im Vergleich zu anderen Testmethoden erklart. So ist z. B. der Kontakt zu
Leukozyten weitgehend unabhangig von Syntheseprodukten der COX-1 (sprich unabhangig
von ASS) und allein Scherstress als Aktivator reicht aus, um aus Erythrozyten die
Freisetzung von ADP zu bewirken (Rinder et al. 1993, Moritz et al. 1983). Andererseits kann
gerade Vollblut dadurch zu weniger stabilen Messwerten flhren (Lordkipanidze et al. 2007).
In der Tat variierte im PADA-RASS oft der individuelle Respondertyp an den verschiedenen
Versuchstagen, was auf den ersten Blick als eine ungenaue Reproduzierbarkeit gewertet
werden konnte (z. B. aufgrund eben der Verwendung von Vollblut und der vielen manuellen
Arbeitsschritte). Oder aber die ,ASS-Resistenz bzw. PRASA ist tatsachlich nur ein
transienter Zustand, so wie bekanntlich die Plattchen bereits innerhalb eines Tages unter-
schiedlich reaktiv sein konnen. In etlichen anderen Studien konnte man ebenso einen
Wechsel zwischen den Respondertypen beobachten, wenn sich der Gesundheitszustand
anderte, z. B. nach einem operativen Eingriff (Bérgermann 2010 et al., Mueller et al. 1997,
Zimmermann et al. 2003).

Da es innerhalb aller PADA-RASS-Messungen bei allen Probanden mindestens einmal zu
einer PRASA kam, soll im Folgenden auf die moglichen Ursachen dieser besonderen

Reaktion eingegangen werden.

5.2.1.1. Mégliche Ursachen einer PRASA

5.2.1.1.1. Antikoagulation mit Heparin
Da der PADA-RASS mit Heparin durchgefihrt wird, liegt natirlich die Vermutung nahe, dass

es moglicherweise durch die direkte Bindung von Heparin an die Plattchen zu einer
unkontrollierten Aktivierung kommen konnte. In einer anderen Studie mit dem PFA-100 als
Messmethode wurde einmal Heparin- statt Citratblut verwendet. Es lie® sich dann auch hier
in den Proben mit ASS eine schnellere Aggregation feststellen im Vergleich zu ohne ASS
(Kaden 2011). In der vorliegenden Arbeit wurde der PADA-RASS daher zum ersten Mal mit
Heparin-, Citrat- und Hirudinblut gleichzeitig durchgefuhrt. Bei nur einem Probanden war das
Ergebnis in allen drei Blutproben immer identisch. Bei allen anderen kam es mindestens
einmal zu Abweichungen innerhalb der drei Blutproben. Den Tests mit Citrat- und Hirudinblut
ist gemeinsam, dass hier ausschlie3lich der Scherstress des Schuttelns aktivierend auf die
Blutplattchen wirkt. Allerdings stimmten die Ergebnisse zwischen Citrat und Hirudin auch

nicht besser Uberein als der Vergleich Heparin/Citrat und Heparin/Hirudin. Zudem lie3en sich
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auch in den Citrat- und Hirudinblutproben paradoxe Reaktionen feststellen; am haufigsten
kam eine PRASA Uberraschenderweise sogar in Citratblut vor. Anhand dieser Ergebnisse

lasst sich die Interaktion der Plattchen mit Heparin als Grund fur eine PRASA ausschliel3en.

5.2.1.1.2. ASS als Plattchenaktivator

Tab. 11 im Anhang zeigt die Anzahl noch freier, also noch nicht adhéarierter Platichen in den
Kontrollproben mit und ohne ASS. Die Kontrollproben sind diejenigen Proben, wo nur Puffer
statt Partikel zugegeben wurde, d. h. das Blut wurde erst entweder mit Puffer oder ASS
versetzt und 10 min geschittelt. Dann wurde beiden Proben Puffer zugegeben und nochmal
5 min geschttelt. Aul3er Scherstress wirkte also nichts aktivierend auf die Plattchen.
Vergleicht man nun die Plattchenzahlen zwischen den Proben mit und ohne ASS
miteinander, so kam es bei manchen Probanden zu Abweichungen. Besonders haufig war
das bei Heparinblut der Fall. Meist war der Proband in diesen Tests ASS-Nonresponder oder
zeigte eine PRASA.

Unabhangig vom Antikoagulationsmittel traten diese Abweichungen bei bestimmten
Probanden gehauft auf und verfalschen méglicherweise nicht einmal das Ergebnis des
PADA-RASS. Denn die ASS-Response war nahezu immer mit mindestens einem der beiden
anderen Blutproben identisch, was auf eher probanden- statt methodenspezifische Ursachen
schlief3en kdnnte.

Interessanterweise war ganz Uberwiegend und gerade bei den starkeren Abweichungen die
Plattchenzahl mit ASS niedriger als ohne ASS, d. h moéglicherweise kam es durch die in
vitro-Zugabe von ASS zu spontanen Aggregationen. Die folglich aufkommende Frage, ob die
Plattchen mancher Personen durch ASS sogar aktiviert werden konnten, ist zwar noch vollig
offen, sie wurde jedoch diesen unerwarteten Effekt von ASS im PADA-RASS erklaren.
Méglicherweise ist der PADA-RASS der erste Test, anhand dessen diese - noch rein
spekulative - Wirkung von ASS Uberhaupt nachgewiesen wurde. Es ist nicht zu erwarten,
dass der Saurecharakter von ASS hierbei eine entscheidende Rolle spielt, denn die
Haufigkeit einer PRASA war in einer anderen Studie unabhangig von der verwendeten ASS-
Konzentration (Kaden 2011). Zudem wurde die ASS in der vorliegenden Arbeit noch um ein

Vielfaches mehr mit Puffer verdinnt als in der genannten Studie von Kaden.

Wie bereits erwahnt wird bei Patienten deutlich haufiger eine PRASA festgestellt als bei
Gesunden. Ebenso ist allgemein bekannt, dass bei Patienten mit kardiovaskularen
Risikofaktoren die Haufigkeit einer ,ASS-Resistenz® steigt. Vermutlich spielen daher fir eine
PRASA &ahnliche strukturelle Veranderungen in Endothel und Plattchen eine Rolle wie bei
einer Nonresponse. Besonders relevant fur das Wirken von ASS ist dabei der

Arachidonsaure-Metabolismus, weshalb neben COX-1 auch noch andere Mechanismen
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diskutiert werden. Manche Autoren schreiben von einer mdglichen Beteiligung der COX-2 an
der Entwicklung einer ,ASS-Resistenz®. COX-2 ist gegenuber ASS wesentlich unempfind-
licher als COX-1 (Maede et al. 1993). Das Enzym kommt im gesunden Endothel konstitutiv
nur in geringen Mengen vor und wird hier fur den Grof3teil der Prostacyclin-Synthese
verantwortlich gemacht (McAdam et al. 1999). Ihre Expression wird bei Entzindung
hochreguliert und ist daher in atherosklerotischen Plaques deutlich erhéht (Belton et al.
2000, Baker et al. 1999, Simmons et al. 2004). Entzundlich veranderte Endothelzellen
verlieren allerdings zunehmend ihre Plattchen hemmenden Eigenschaften, woraus
hyperreaktive Plattchen resultieren (Gawaz 2005, Dixon et al. 2006), die mdglicherweise
nicht mehr genugend auf ASS ansprechen. COX-2 im entzindeten Endothel wird auch als
eine alternativer Ort fir die TXA2-Synthese aul3erhalb von Plattchen diskutiert (Cipollone et
al. 2000). Damit ware eine Plattchenaktivierung Uber TXA2 méglich, obwohl ASS die TXA2-
Synthese in den Plattchen erfolgreich blockiert. Es scheint zudem denkbar, dass die
Plattchen Vorstufen von TXA2 (PGH2) aus Endothelzellen beziehen und mit ihrer von ASS
unberuhrten Peroxidase der COX-1 selbst wieder zu TXA2 weiter synthetisieren kénnen
(Karim et al. 1996). Erste atherosklerotische Plaques kdnnen schon bei jungen Menschen
gefunden werden (McGill et al. 2000). In der vorliegenden Studie scheint es allerdings
unwahrscheinlich, dass eine entziindlich bedingte Induktion von COX-2 im Endothel der
Probanden aufgrund von Atherosklerose ursachlich ist fur die hohe Zahl an ASS-
Nonrespondern bzw. paradoxen Reaktionen auf ASS. Da beim PADA-RASS aulierdem ASS
in vitro zugegeben wurde, scheidet die Interaktion von ASS mit dem Endothel als Ursache
fur eine PRASA im Grunde aus. Doch auch junge Blutplattchen verfligen noch tber eine
COX-2, welche allerdings wegen dem fehlenden Zellkern nicht nachsynthetisiert werden
kann und daher mit der Zeit verloren geht (Weber et al. 1999 und 2002 a, Schrér 2009). Eine
gesteigerte Thrombozytopoese oder die Induktion von COX-2 in Megakaryozyten fuhrt
dementsprechend zu einem gréReren Anteil von COX-2 in Plattchen, sodass diese trotz
einer vollstandigen COX-1-Blockade durch ASS noch zur TXA2-Synthese imstande waren
(Guthikonda et al. 2007, Mitchell und Warner 2006, Rocca et al. 2002, Zimmermann et al.
2003). Prinzipiell kénnte auch jede andere Form von Entziindung als Stimulus fur eine COX-
2-Induktion in Megakaryozyten dienen, von banalen Impfungen (Bierend 2008) bis hin zu
chronischen Darmentziindungen und Autoimmunernkrankungen (Nowak pers. Mitteilung).
Folglich ware es also mdglich, dass auch bei gesunden Probanden wie in dieser Studie ein
erhdhter COX-2-Besatz in Plattchen als Ursache einer PRASA (oder auch nur Nonresponse)
in Frage kommt. Die Erklarung dazu liefert eine andere Dissertation zum Thema ,ASS-
Resistenz”, die den Effekt des selektiven COX-2-Inhibitors Celecoxib bei Patienten mit
Angina pectoris unter ASS-Therapie untersuchte (Bierend 2008). Bei allen Patienten war die
TXA2-Synthese effektiv durch ASS unterdriickt, auch bei ASS-Nonrespondern. Das
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bedeutet, dass weder COX-1 noch COX-2 TXA2 produzierten. Die Autorin stellte fest, dass
sich bei ASS-Nonrespondern die Plattchenaggregation mit Celecoxib umso mehr hemmen
lie3, je mehr COX-2 ihre Plattchen besalien. Sie stellte folgende Theorie auf: wie bereits
unter 1.2.4. beschrieben synthetisiert COX-2 aus AA in Anwesenheit von ASS statt
Prostaglandine nun 15(R)-HETE, das Epimer zum physiologischen 15(S)-HETE. Fur 15(S)-
HETE ist allerdings bekannt, dass es ein potenter Plattchenaktivator ist (Tesfamariam et al.
1995, Setty et al. 1992). Gleiches konnte also auch mit 15(R)-HETE der Fall sein. Die
Autorin begrindet diese Theorie damit, dass es durch Celecoxib dagegen zur kompletten
Hemmung von COX-2 kommt und damit auch die 15(R)-HETE-Synthese verhindert wird.
Somit k&me nur noch die eigentliche Wirkung von ASS (Hemmung der COX-1) zu tragen.
Besitzt nun ein Plattchen gleich viel COX-2 wie COX-1, wirde folglich die aktivierende
Wirkung von ASS via COX-2 die hemmende Wirkung von ASS via COX-1 aufheben: die
Person ist ASS-Nonresponder. Findet sich dagegen mehr COX-2 als COX-1 im Plattchen,
wurde die aktivierende Wirkung von ASS Uiberwiegen. Dieser Mechanismus wiurde erklaren,
warum eine PRASA (und ASS-Nonresponse) bei Patienten mit entziindlichen Erkrankungen

und damit erhéhter COX-2-Aktivitat haufiger vorkommt als bei Gesunden.

Es ist bekannt, dass aus AA auch enzym-unabhangig, namlich durch freie Radikale,
prostaglandin-ahnliche Produkte entstehen kénnen: sogenannte Isoprostane. Wenn ASS die
COX-1 im Plattchen komplett blockiert, steht zwangslaufig mehr AA fir die Bildung von
Isoprostanen zur Verfigung (Moébert und Becker 1998). Isoprostane werden vom Plattchen
ins Blut freigelassen und wirken stark vasokonstriktorisch (Morrow et al. 1999). Sie erhéhen
zudem die Plattchenaktivitat (Audoly et al. 2000, Patrono und FitzGerald 1997) und gelten
als Marker fur oxidativen Stress, d. h. fur ein verschobenes Gleichgewicht aus freien
Radikalen und der antioxidantiven Abwehr (z. B. Glutathion und SOD). Isoprostane
entstehen physiologisch z. B. bei korperlicher Belastung (McAnulty et al. 2013), bei
Prozessen wie der Phagozytose, aber auch durch exogene Gifte wie z. B. beim Rauchen; sie
verursachen Schaden an DNA, Lipiden und Proteinen der Zelle und werden als ein wichtiger
Faktor bei kardiovaskularen Erkrankungen angesehen (Montuschi et al. 2004). Typische
Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, Adipositas oder Hypercholesterinamie gehen mit einer
erhdhten Bildung von Isoprostanen einher (Davi et al. 1997 und 1999). Es Uberrascht daher
nicht, dass Isoprostane auch im Zusammenhang mit einer ASS-Nonresponse stehen
(Bierend 2008). Bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen und Diabetes mellitus

wurde wiederum besonders haufig eine PRASA festgestellt (Kaden 2011, Hentrich 2011).

Oxidativer Stress fuhrt also dazu, dass gerade durch die Blockade von COX-1 durch ASS
verstarkt Isoprostane gebildet werden. Dieser Mechanismus kénnte den hemmenden Effekt

von ASS komplett aufheben (= ASS-Nonresponse) oder eben sogar Uberwiegen (= PRASA).
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5.2.1.1.3. Beladung der Plattchen mit Antikorpern

Die Hersteller des PADA-RASS vermuten auch einen Zusammenhang zwischen einer
PRASA/ASS-Nonresponse und einer Beladung der Plattchen mit autoimmun- oder infekt-
bedingten Antikoérpern, welche auf spezifischen Fcy-Rezeptoren der Plattchenmembran
binden. Wie unter 5.2.1.1. beschrieben wurde zu ihrem indirekten Nachweis der PADA
parallel mit Citrat- und Heparinblut durchgefiihrt. Der Al in Heparinblut sollte deutlich héher
liegen als der in Citratblut; ist das Gegenteil der Fall, verhindern auf den Plattchen
gebundene Antikorper die Interaktion mit Heparin. Bei kardiovaskularen Erkrankungen steigt
nicht nur die Haufigkeit deutlich an, dass Antikérper auf den Plattchen festgestellt werden
kénnen, sondern es findet sich auerdem eine erhohte Plattchenaktivitat bei gleichzeitig
reduzierter Wirkung von ASS (Kaden 2011, Nowak 2009 a). Blutplattchen werden durch die
gebundenen Antikorper stimuliert (Warkentin et al. 2000). Dies kénnte moglicherweise
erklaren, warum mit Antikérpern besetzte Plattchen oftmals auch unsensibel flir ASS sind
bzw. eine paradoxe Reaktion im PADA-RASS zeigen (Nowak pers. Mitteilung). In der
vorliegenden Arbeit gab es jedoch keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der
Bindung von Antikérpern und der ASS-Response (r = 0,175 und p = 0,250, sieche Abb. 30 im
Anhang).

5.2.2. Einfluss von Resveratrol auf die mit dem PADA-RASS gemessene

ASS-Response

Es sollte in diesem Abschnitt der Dissertation getestet werden, inwieweit Resveratrol die
Wirkung von ASS beeinflusst. Hierzu wurde fur 15 gesunde Probanden mit dem PADA-
RASS in Heparin-, Citrat- und Hirudinblut die ASS-Response unmittelbar vor sowie eine

Stunde nach Einnahme von 375 mg Resveratrol per os gemessen.

In den Tests mit Heparinblut gab es zwei Probanden mit einer PRASA und neun ASS-
Nonresponder. Einer von den Probanden mit einer PRASA und drei von den Nonrespondern
waren nach Resveratrol ASS-Responder. Im Citratblut reagierten die meisten, namlich 10
von 15 Probanden, mit einer PRASA; vier waren Nonresponder. Nach Resveratrol
verbesserte sich in der Gruppe mit einer PRASA die ASS-Response signifikant (p = 0,023).
Von den vier Nonrespondern waren zwei nach Resveratrol ASS-Responder, einer zeigte
dagegen eine PRASA. Bei Hirudinblut gab es drei Probanden mit einer PRASA und funf
Nonresponder. Von den Probanden mit einer PRASA waren zwei nach Resveratrol ASS-
Responder, der dritte ,nur noch“ Nonresponder. Ebenso waren vier der finf Nonresponder

nach Resveratrol ASS-Responder.
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Fasst man also die Ergebnisse aus allen drei Blutproben zusammen (Heparin-, Citrat- und
Hirudinblut; n = 45), so verbesserte sich die ASS-Wirkung nach Einnahme von Resveratrol in
12 von 15 Fallen einer PRASA und bei 12 von 18 getesteten ASS-Nonrespondern.
Resveratrol war somit imstande in der vorliegenden Arbeit eine mit dem PADA-RASS
diagnostizierte ,ASS-Resistenz* aufzuheben. Diese erstaunliche Beobachtung stutzt die
Ergebnisse einer anderen Studie zur Interaktion zwischen Resveratrol und ASS: Stef et al.
untersuchten die Plattchen von 50 kardiovaskularen Risikopatienten, welche sich unter einer
ASS-Therapie befanden. Sie diagnostizierten davon bei 19 Patienten eine ASS-
Nonresponse. Bei diesen Nonrespondern fuhrte nun die Zugabe von 10 uM Resveratrol

in vitro auf einmal wieder zu einer effektiven Hemmung der Aggregation durch ASS (Stef et
al. 2006). Crescente und Mitarbeiter nahmen Blut von gesunden Freiwilligen und bestimmten
die Aggregation von Plattchen, denen entweder geringe Mengen ASS oder Resveratrol in
vitro zugegeben. Beide Zusatze flr sich allein waren nicht imstande die Plattchen-
aggregation zu hemmen. Wurden ASS und Resveratrol dagegen zusammen einer Blutprobe
hinzugefigt, potenzierten sie sich in ihrer Wirkung und fuhrten zu einer kompletten

Hemmung der Plattchen (Crescente et al. 2009).

5.2.2.1. Mégliche Mechanismen wie Resveratrol die ASS-Wirkung im Plattchen
beeinflusst
5.2.2.1.1. Interaktion von Resveratrol mit COX-1
Ahnlich wie ASS hemmt Resveratrol den COX-1-vermittelten Signalweg via AA effektiver als
die scherstress- oder ADP-induzierte Aggregation (Hochtl et al. 2009, Shen et al. 2007, Stef
et al. 2006, Rinder et al. 1993). Resveratrol und ASS interagieren womdglich auf dhnliche
Weise mit dem aktiven Zentrum der COX-1, wodurch beide das Andocken von AA
verhindern; dennoch muss der genaue Mechanismus unterschiedlich sein (Crescente et al.
2009, Calamini et al. 2010, Loll et al. 1995). Andere Autoren sind der Meinung, dass
Resveratrol auch auf die Peroxidase von COX-1 eine Wirkung besitzt (Maccarrone et al.
1999, Johnson et al. 1998, Szewczuk et al. 2004).

Es konnte sein, dass Resveratrol einfach nur die Interaktion von ASS mit COX-1 erleichtert
und deswegen bei Nonrespondern wieder zu einer verbesserten ASS-Wirkung fuhrt. Denn
als wesentliche Ursache fur eine ,ASS-Resistenz* wird von Zimmermann et al. eine gestorte
direkte Interaktion von ASS mit der Plattchen-COX-1 genannt (Zimmermann et al. 2003). In
seiner Studie war der Wirkungseintritt von ASS bei Patienten nach Bypass-OP langsamer als
vor der OP. Die Autoren machen voribergehende strukturelle Veranderungen der Plattchen

als Reaktion auf den chirurgischen Eingriff verantwortlich, die zu einer verlangsamten
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Acetylierung von COX-1 geflihrt haben kénnten. In der Tat konnte Mattiello et al. ein
verstarktes Ausschleusen von ASS aus den Plattchen von Patienten nach Bypass-OP
beobachten (Mattiello et al. 2007). Bei Protocatechualdehyd, ein anderes Rotwein-
Polyphenol, scheint es zumindest so, dass es durch seine Bindung an die COX-1 deren
Affinitat fur ASS erhoht (Sun et al. 2011). Diese Theorie wurde zu der Beobachtung passen,
dass Resveratrol in der Studie von Stef et al. die ASS-Wirkung nur bei ASS-Nonrespondern
deutlich erhéht hat, wahrend der Effekt bei ASS-Respondern gering war (Abb. 27). Es ware
denkbar, dass bei ASS-Respondern (= ungestorte Interaktion von ASS mit COX-1) ASS und
Resveratrol miteinander um COX-1 konkurrieren. Mdglicherweise ist ein Teil der ASS
aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit dann bereits deaktiviert, ehe sie das aktive Zentrum
erreicht. Resveratrol kdnnte den Zugang flr ASS sogar dauerhaft blockieren, denn laut
Szewczuk et al. bindet Resveratrol irreversibel an die COX-1 (Szewczuk et al. 2004). Auch
bei einer nur reversiblen Bindung kénnte Resveratrol ahnliche wie andere reversible COX-
Hemmer (z.B. Ibuprofen) die ASS-Interaktion stéren.

Angenommen ASS ware aber der potentere COX-1-Hemmer (Crescente et al. 2009), so

ware ihre an sich gute Wirkung bei ASS-Respondern durch Resveratrol eher vermindert statt

verbessert.
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Abb. 27: Adrenalin- und Kollagen-induzierte Plattchenaggregation bei Respondern (n = 31) und
Nonrespondern (n = 19) mit und ohne Resveratrol

Mittelwert + Standardfehler (modifiziert nach Stef et al. 2006)

Das kénnte auch erklaren, warum in der vorliegenden Studie der Effekt von Resveratrol auf
die Gruppe der ASS-Responder anders war als bei Stef et al.: Im Gegensatz zu Stef. et al.
fuhrte namlich Resveratrol in den hier durchgefuhrten Tests mit dem PADA-RASS (Heparin-,
Citrat- und Hirudinblut, n = 45) bei 10 von insgesamt 12 ASS-Respondern sogar zu einer
verminderten Wirkung von ASS. Bei den Messungen mit Hirudinblut war die Reduzierung der
ASS-Wirkung nach Resveratrol signifikant (p = 0,031). Wichtiger Unterschied in der Methodik
war, dass die Probanden zuerst Resveratrol in vivo bekamen und eine Stunde danach ASS
in vitro zugesetzt wurde, sprich zu einem Zeitpunkt, wo Resveratrol bereits seinen

maximalen Plasmaspiegel erreicht haben dirfte (Walle et al. 2004). Wenn Resveratrol durch
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seine Interaktion mit COX-1 tatsachlich die Acetylierung durch ASS stoéren kdnnte, ware die
Plattchen hemmende Wirkung von ASS nun entsprechend niedriger als vor Resveratrol.
Hochinteressant waren daher weiterfihrende Tests mit dem PADA-RASS, wo z. B. nicht nur
nach einer Stunde, sondern zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Resveratroleinnahme
die ASS-Response gemessen wird. Damit liee sich untersuchen, ob und wie sich im Zuge

der Biotransforma-tion von Resveratrol dieser Effekt andert.

Bei Stef et al. war der Studienablauf genau umgekehrt: die Patienten nahmen ASS in vivo
ein und es wurde danach Resveratrol in vitro zugegeben. Vorausgesetzt es ware bei Stef et
al. bereits ein Grofteil von COX-1 erfolgreich durch das eingenommene ASS acetyliert
worden und der Patient damit ASS-Responder. Dann waren fir das in vitro zugegebene
Resveratrol nur noch vereinzelte, nicht schon von ASS besetzte Stellen Ubrig.
Logischerweise bliebe somit auch der Plattchen hemmende Effekt von Resveratrol gering.
Es kame aber nicht zu einer Reduzierung der ASS-Wirkung wie in unseren Ergebnissen,
denn ASS konnte seine Wirkung ja bereits voll entfalten, ehe Resveratrol zugegeben wurde.
Nimmt man dagegen an, dass bei Nonrespondern die COX-1 zum grof3en Teil nicht
acetyliert werden konnte und somit noch ,frei* ist flir Resveratrol, ware der Effekt von
Resveratrol auf einmal wesentlich gréer. Bei dem von Stef et al. konzipierten Studienablauf
koénnte nicht nur eine gestorte Interaktion von ASS und COX-1 die Ursache sein, dass es bei
Nonrespondern zur ungenidgenden Acetylierung von COX-1 in den Plattchen kommt und
damit der Effekt von Resveratrol besonders grof} ist. Auch eine beeintrachtigte
Bioverfugbarkeit von ASS, ein erhohter Plattchenumsatz oder schlechte Compliance des
Patienten ware denkbar. Das in vitro zugegebene Resveratrol dagegen wird von diesen
Faktoren nicht beeinflusst.

Vielmehr konnte in den unter 5.2.1.2 und 5.2.1.3. beschriebenen Messungen mit dem PADA
und der Durchflusszytmetrie bereits gezeigt werden, dass der Effekt von Resveratrol auf die
Plattchen abhangig ist von ihrem Aktivitatszustand. Offensichtlich trifft dies auch auf die
jeweilige ASS-Response zu. Es gilt also nach unterschiedlichen Merkmalen zwischen dem
Plattchen eines Responders und dem eines Nonresponders zu suchen, die ebenfalls von
Resveratrol beeinflusst werden. Nur Gber ein Wirken Gber COX-1 Iasst sich jedenfalls nicht
ausreichend erklaren, wie es beim PADA-RASS zum Auftreten einer paradoxen Reaktion auf

ASS kommt und warum Resveratrol diesen Zustand scheinbar aufheben kann.

5.2.2.1.2. Interaktion von Resveratrol mit COX-2
Wie stark sich mit Resveratrol neben COX-1 auch die COX-2 hemmen |asst, ist abhangig
von den im Versuch verwendeten Zelltypen und -spezies. Selbst die Versuchsanordnung (ob

statisch oder in Bewegung) beeinflusst das Ergebnis (Cao et al. 2011, Nakata et al. 2012).
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Wahrend einige Studien im Vergleich zu COX-1 gar keinen (Szewczuk et al. 2004) oder nur
abgeschwachten Effekt sehen (Handler et al. 2007, Cao et al. 2011, Kimmerle et al. 2005),
sprechen andere fur eine anndhernd gleich starke Hemmung beider Isoenzyme (Kang et al.
2009, Calamini et al. 2010). 5 uM Resveratrol hemmen zwar die COX-2 in Tumorzellen,
haben aber keinen Einfluss auf die COX-2 in Endothelzellen. Nakata et al. sprechen daher
bei Resveratrol von einer gewebe-spezifischen COX-2-Hemmung in der Hoffnung, einen
effektiveren Wirkstoff als die derzeitigen COX-2-Hemmer zu finden (Nakata et al. 2012).
Ziemlich alle Studien zu Resveratrol und COX-2 haben namlich den Hintergrund COX-2-
spezifische Inhibitoren mit antiinflammatorischer oder -kanzerogener Wirkung zu entwickeln,
weswegen eine Ubertragung der Ergebnisse auf die COX-2 in Megakaryozyten bzw.
Plattchen nicht so leicht mdglich ist. Eventuell handelt es sich bei der COX-2 in Plattchen
sogar um eine besondere Isoform mit einem ganzlich verschiedenen Hemm-Mechanismus
(Censarek 2007).

Unter 5.2.2.1.1.2 wird erklart, wie eine PRASA durch die Bildung von 15(R)-HETE durch
COX-2 in Anwesenheit von ASS entstehen konnte. Angenommen Resveratrol kénnte wie
Celecoxib COX-2 komplett hemmen und damit diese endogene Plattchenaktivierung durch
ASS unterbinden, sodass nur noch die eigentliche Wirkung von ASS (Hemmung der COX-1)
zu tragen kommt, wirde das erklaren, warum in der vorliegenden Arbeit ausgerechnet
Probanden mit einer PRASA nach Resveratrol eine bessere ASS-Wirkung zeigten und nicht
Responder mit vielleicht nur wenig bis gar keiner COX-2 in ihren Plattchen. Bei diesen
Respondern kdnnte dagegen der hemmende Effekt von Resveratrol auf die physiologische
COX-2 im gesunden Endothel starker ins Gewicht fallen. Durch diese ,Nebenwirkung“ von
Resveratrol wiirde weniger Prostacyclin synthetisiert werden, was sich folglich in einer
gesteigerten Plattchenaktivitat widerspiegelt. Die von den Respondern zuvor ASS-sensitiven
Plattchen lieRen sich aufgrund ihrer gesteigerten Aktivitat auf einmal schwerer mit ASS
hemmen. Selektive COX-2-Hemmer wie Celecoxib sind daher in den Verruf geraten das
Thromboserisiko zu steigern (McAdam 1999, Yu et al. 2012). Interessanterweise war der
Effekt von Resveratrol auf die mit dem PADA in Hirudinblut gemessenen Plattchenaktivitat
tatsachlich abhangig vom jeweiligen Respondertyp: bei acht von 11 Probanden mit einer
PRASA oder ASS-Nonresponse war der Al nach Resveratrol kleiner, wahrend alle vier ASS-
Responder nach Resveratrol einen hoheren Al hatten. Eine durch Resveratrol gesteigerte
Plattchenaktivitat aufgrund einer Hemmung von COX-2 im Endothel kdnnte also bei ASS-
Respondern dazu gefuihrt haben, dass bei ihnen die Wirkung von ASS nach Resveratrol

vermindert war.
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5.2.2.1.3. Einfluss von Resveratrol auf oxidativen Stress

Wie unter 5.2.2.1.1.2. geschrieben kann eine ASS-Nonresponse oder PRASA auch bedingt
sein durch einen erhohten oxidativen Stress im Plattchen und eine damit gesteigerten
Bildung von Isoprostanen in Anwesenheit von ASS. Resveratrol ist aufgrund seines
antioxidativen Charakters in der Lage die Entstehung freier Radikale in Plattchen zu
verhindern (Crescente et al. 2009, Shen et al. 2007, Albers et al. 2004). Dies konnte sehr
einfach erklaren, warum in der vorliegenden Arbeit besonders die ASS-Nonresponder und
Probanden mit einer PRASA von Resveratrol profitiert haben. Denn wenn sich durch
Resveratrol die Menge an freien Radikalen reduziert haben sollte, wirde AA weniger schnell
zu Isoprostanen umgewandelt. Der Uberschuss an AA kénnte dann statt dessen vermehrt z.
B. Uber COX-2 und Lipoxygenasen zu den anti-inflammatorischen ATL (aspirin triggered
lipoxins) weiter umgewandelt und somit ,entscharft* werden (siehe 1.2.4.). Zudem kame die
eigentliche Wirkung von ASS (Hemmung der TXA2-Synthese) wieder starker zum Tragen, d.

h. die Testperson ist wieder fir ASS sensitiv.

Eine andere in vivo-Studie mit gesunden Probanden liefert dazu interessante Hinweise: dort
wurde ganz aktuell festgestellt, dass sich durch orale Einnahme von Resveratrol der Anstieg
von Isoprostanen im Blut nach korperlicher Belastung reduzieren lie im Vergleich zu ohne
Resveratrol (McAnulty et al. 2013). Eine weitere in vivo-Studie mit gesunden Probanden
zeigt ebenfalls, dass sich durch Polyphenole wie Resveratrol die Isoprostanbildung senken
lasst (Pignatelli et al. 2006).

5.2.3. Einfluss von Resveratrol auf die mit dem Multiplate gemessene ASS-Response

Bei der Messung mit Multiplate fanden sich im Gegensatz zum PADA-RASS keinerlei
signifikante Veranderungen in der ASS-Response (p = 0,607). Vor Resveratrol-Einnahme
war nur ein einziger Proband ASS-Nonresponder. Nach Resveratrol waren alle fir ASS
sensitiv, auch der zuvor als ,ASS-resistent getestete Proband. Ursachlich fur diese
Beobachtung kénnte (wie schon bei den anderen Multiplate-Tests zur Messung der
Plattchenaktivitat) die Verwendung von Vollblut sein, wodurch der Effekt von Resveratrol in
der Menge diverser Plattchen-Interaktionen verloren gingen (Lordkipanidze et al. 2007).
Auch wenn AA an sich ein geeigneter Aktivator ware, um die Wirkung von Resveratrol auf
die COX-1 der Plattchen zu messen, konnte die Konzentration von AA méglicherweise zu
hoch gewesen sein, als dass eine Veranderung messbar gewesen ware. Eine zu starke
Hemmung durch die relativ hohe ASS-Konzentration (1 mg/ml) ware ebenso denkbar,

welche die eigentliche Resveratrolwirkung tberschattet haben kdnnte.
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5.2.4. Gegentuberstellung der Ergebnisse mit dem PADA-RASS und Multiplate

Die Ergebnisse beider Methoden differieren sehr stark: wahrend ASS mit dem Mulitplate bei
14 von 15 Probanden die Plattchenaggregation erfolgreich senkte, war das mit dem PADA-
RASS nur bei vier Probanden der Fall. Der einzige ASS-Nonresponder bei Multiplate war
beim PADA-RASS nur in den Messungen mit Heparin- und Citratblut ebenfalls Non-
Responder. Der Effekt von Resveratrol war bei diesem Probanden zudem unterschiedlich:
wahrend er bei Multiplate nach Resveratrol wieder ASS-Responder war, verminderte sich bei
ihm die ASS-Wirkung in allen drei Blutproben des PADA-RASS nach Resveratrol.

Diese deutliche Diskrepanz ist mit groRer Wahrscheinlichkeit auf die unterschiedliche
Methodik zurtickzufiihren, weswegen die Ergebnisse beider Tests eventuell nicht auf
dieselbe Art und Weise interpretiert werden kénnen. Wahrend bei Multiplate das Mess-
ergebnis aus einem Diagramm berechnet wird, welches den elektrischen Widerstand einer
Blutprobe Uber einen gewissen Zeitraum darstellt, werden beim PADA-RASS einfach nur die
frei zirkulierenden Plattchen zu einem bestimmten Zeitpunkt gezahlt. Zudem ist die Art und
Weise der Plattchenstimulation véllig verschieden: bei Multiplate wird durch Zugabe von AA
eine Plattchenaggregation ausgeldst, wahrend beim PADA-RASS Heparin und geringer
Scherstress auf die Plattchen einwirken. Da Heparin und Scherstress allerdings nicht direkt
von COX-1 abhangig sind, ware es demnach erklarbar, warum ASS bei Multiplate einen
hemmenden Effekt zeigte, wahrend es beim gleichen Probanden mit dem PADA-RASS zu

keiner Wirkung kam.

Da fir Multiplate Hirudinblut verwendet wurde, stellt sich die Frage, ob man nicht nur die
Ergebnisse des PADA-RASS mit Hirudinblut zum Vergleich heranziehen sollte. Doch auch
beim PADA-RASS in Hirudinblut gab es nur sieben ASS-Responder, obwohl das Blut flr
beide Tests aus ein und derselben Monovette stammte. Beim PADA-RASS mit Hirudinblut
wirkt lediglich geringer Scherstress auf die Plattchen, auf welchen ASS jedoch keinen

wesentlichen Einfluss hat.

Scheinbar liegt es auch nicht an der unterschiedlichen ASS-Konzentration (ASS-
Endkonzentration Multiplate: 1 mg/ml im Vergleich zum PADA-RASS: 10 yg/ml), da sich
beim PADA-RASS das Ergebnis auch bei Endkonzentrationen von 0,3 ug — 6 mg ASS/ml
nicht wesentlich andert (Kaden 2011).
Zusammenfassend Iasst sich sagen, dass die Methodik des Multiplate-Systems im
Gegensatz zum PADA-RASS wohl nicht geeignet ist, um Veranderungen von Resveratrol
auf die ASS-Response festzustellen. Insbesondere die Zugabe eines kiunstlichen Aktivators
konnte einen Effekt aufgrund der starken Plattchenaktivierung Uberlagern.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Blutplattchen spielen eine wesentliche Rolle in der Entstehung arterieller Thromben. Im
Rahmen kardiovaskularer Erkrankungen erhoéht sich die Plattchenaktivitat und damit auch
das Risiko flr thrombotische Ereignisse. StandardmaRig werden Risikopatienten daher mit
Plattchen hemmenden Pharmaka wie Acetylsalicylsaure (ASS) behandelt. Dennoch kommt
es bei einigen Patienten zu Herzinfarkt oder Schlaganfall. Das wachsende Thema ,ASS-
Resistenz” stellt die Medizin vor groRe Probleme, da hierfur weder die genauen Ursachen
bekannt sind noch exakte Diagnostikmdglichkeiten existieren. In den letzten Jahren
erlangten sekundare Pflanzenstoffe immer mehr Aufmerksamkeit fur die Thrombose-
prophylaxe. Insbesondere fir das in Rotwein enthaltene Polyphenol Resveratrol wurde in
vielen Studien gezeigt, dass es die Plattchenaggregation hemmen kann. Meist handelt es
sich jedoch dabei um in vitro-Versuche. In dieser Arbeit sollte daher die systemische
Wirkung eines oral eingenommenen pflanzlichen Resveratrol-Extrakts a) auf die Aktivitat und
b) auf die ASS-Sensitivitdt menschlicher Blutplattchen untersucht werden. Dabei kamen

folgende Tests gleichzeitig zum Einsatz:

1. Mit dem PADA (platelet adhesion assay) und dem PADA-RASS (platelet adhesion assay —
Resistenz auf ASS) wurden zwei neuartige Tests verwendet, welche mit geringen Scher-
kraften und ohne jegliche Zugabe von klnstlichen Aktivatoren funktionieren. Man erhalt das
Ergebnis, indem die noch nicht adharierten, freien Plattchen gezahlt werden. Der PADA gibt
dabei Auskunft Uber die Ruheaktivitat der Plattchen. Beim PADA-RASS wird zusatzlich der
Effekt einer in vitro-Zugabe von ASS auf die Plattchenaktivitdt gemessen. Zum ersten Mal
wurden beide Tests mit Citrat-, Hirudin- und Heparinblut parallel durchgefihrt, um den

Einfluss der Antikoagulation zu untersuchen.

2. Die zweite Methode war das Multiplate-System, das auf dem Prinzip der Impedanz-
aggregometrie beruht. Hier induziert die Zugabe verschiedener Aktivatoren (Arachidonsaure,
Kollagen, ADP = Adenosindiphosphat, TRAP = thrombin receptor activating peptide) eine
Aggregation der Plattchen. Das Ergebnis driickt aus, wie sich der elektrische Widerstand in
der Blutprobe wahrend der Aggregation andert. Der Effekt von ASS wurde durch einen

in vitro-Zusatz von ASS getestet.

3. Im Gegensatz zu den oben genannten Plattchenfunktionstests wurde mit der
Durchflusszytometrie als dritte Methode einzig und allein die Expression des
Adhasionsmolekils P-Selektin auf der Plattchenmembran als Mal ihrer Aktivitat bestimmt.
Dabei wurde zum einen der Effekt von Resveratrol auf ruhende, unstimulierte Plattchen

gemessen und zum anderen auf TRAP-aktivierte Plattchen.
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Zusammenfassung

Fir die Studie nahmen 15 gesunde mannliche Probanden einmalig 375 mg Resveratrol

per os zu sich. Man kontrollierte unmittelbar vor und eine Stunde nach Einnahme
a) die Plattchenaktivitat mit dem PADA, dem Multiplate sowie der Durchflusszytometrie und
b) den Effekt von ASS auf die Plattchenaktivitat mit dem PADA-RASS und dem Multiplate.

Zu a): Es konnte mit dem PADA gezeigt werden, dass die Plattchenaktivitdt nach Resveratrol
umso geringer wurde, je hoher sie zuvor war und umgekehrt. In den Hirudinproben war
dieser Zusammenhang signifikant (p = 0,012), wahrend er fur Citratblut nur knapp das
Signifikanzniveau verfehlte (p = 0,065). Da Heparin auf Plattchen aktivierend wirkt, war

moglicherweise der Effekt von Resveratrol im PADA mit Heparinblut nicht mehr nachweisbar.

Mit dem Multiplate kam es zu keiner signifikanten Veranderung der Plattchenaktivitat nach
Resveratrol, was vermutlich auf die andersartige Methodik zuruickgefuhrt werden kann. Nur
bei ADP als Aktivator stimmten die Ergebnisse des Multiplate mit denen des PADA
signifikant Gberein. Denn ADP ist bei der scherstress-induzierten Plattchenaktivierung ein

entscheidender Mediator.

Eines der wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit war, dass Resveratrol die P-Selektin-
Expression ruhender Plattchen signifikant reduzierte (p = 0,013). Bei 12 der 15 Probanden
sank der Wert um 5-56 %. Der Effekt war umso starker, je héher die Plattchenaktivitat vor
Resveratrol war; diese Korrelation war mit p = 0,002 signifikant. Bei TRAP-aktivierten
Plattchen war dagegen keine signifikante Wirkung von Resveratrol zu erkennen, was

vermutlich auf die Anwesenheit von TRAP zuruckgefuhrt werden kann.

Zu b): Beim PADA-RASS waren von den 15 Probanden nur vier ASS-Responder, dagegen
neun ASS-Nonresponder und bei zwei Probanden stieg die Plattchenaktivitat nach Zugabe
von ASS sogar noch an. Der Hersteller des Tests spricht von einer PRASA (paradoxical
reaction on ASA) — ein Phanomen, das in dieser Haufigkeit fir anderen Plattchenfunktions-
tests noch nie beschrieben wurde. Eine PRASA kommt bei kardiovaskularen Risikopatienten
auffallend haufiger vor als bei Gesunden und wird mit chronisch-entzindlichen Erkrankungen
assoziiert. In den PADA-RASS-Tests mit Citrat- und Hirudinblut traten ebenfalls Falle einer
PRASA auf: bei Hirudin waren es drei, bei Citrat sogar 10 Probanden.

Bei Multiplate war nur ein einziger Proband ASS-Nonresponder und dieser zeigte auch beim
PADA-RASS in Heparin- und Citratblut eine ASS-Nonresponse. Bei allen anderen
Probanden liel3 sich die Plattchenaggregation mit ASS erfolgreich hemmen. Dies steht im
krassen Gegensatz zu den Ergebnissen mit dem PADA-RASS, was vermutlich an der

unterschiedlichen Methodik liegt.
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Zusammenfassung

Nach Einnahme von Resveratrol zeigten sich deutliche Veranderungen beim PADA-RASS:
fasst man die Ergebnisse aus allen drei Blutproben zusammen (Heparin-, Citrat- und
Hirudinblut; n = 45), so erhohte sich die ASS-Wirkung nach Resveratrol bei 12 von
insgesamt 18 getesteten ASS-Nonrespondern und bei 12 von insgesamt 15 Fallen einer
PRASA. Resveratrol war also imstande in der vorliegenden Arbeit eine Nonresponse oder
gar paradoxe Reaktion auf ASS aufzuheben. Diese Beobachtung war beim PADA-RASS
signifikant in den Tests mit Citratblut, wo sich bei acht von 10 Probanden mit einer PRASA
nach Resveratrol die Wirkung von ASS verstarkte (p = 0,023). Dagegen war die ASS-
Wirkung bei 10 von insgesamt 12 getesteten ASS-Respondern nach Resveratrol vermindert.
Das war signifikant in den Tests mit Hirudinblut, wo ASS bei sechs von sieben Respondern

nach Resveratrol weniger wirksam war (p = 0,031).

Bei Multiplate war der einzige ASS-Nonresponder nach Resveratrol wieder fur ASS
empfindlich. Alle anderen Probanden zeigten keine Veranderung ihrer ASS-Response nach

Resveratrol.

Der Effekt von Resveratrol scheint demnach abhangig zu sein vom jeweiligen Ausgangs-
zustand der Plattchen, d. h. von ihrer Ruheaktivitat bzw. ihrer Sensibilitat fir ASS. Als
mdgliche Faktoren werden v.a. unterschiedliche Mengen des Enzyms Cyclooxygenase-1
und -2 im Plattchen diskutiert und/oder oxidativer Stress. Bedeutend ist die Beobachtung,
dass Resveratrol in beiden Testmethoden bei Probanden mit zuvor festgestellter ASS-
Nonresponse oder PRASA die Wirkung von ASS verbessert hat. Das lasst vermuten, dass
Patienten mit ,ASS-Resistenz® von einer Substitution mit Resveratrol profitieren kénnten.
Winschenswert waren daher weiterfihrende Studien zum therapeutischen Nutzen von
Resveratrol. Denn Uberraschenderweise hatte Resveratrol bei ASS-Respondern einen
gegenteiligen Effekt, weswegen Resveratrol womdglich nicht fir alle Patienten von gleichem

Nutzen ist.

Es konnte in dieser Arbeit mit allen drei Testmethoden gezeigt werden, dass die hier
verwendete Dosis von 375 mg Resveratrol nach einmaliger Einnahme einen Effekt auf die
Ruhektivitat und ASS-Sensibilitdt menschlicher Blutplattchen besitzt. Vermutlich ist bei
langerer Einnahme mit noch starkeren Veranderungen zu rechnen, da Resveratrol auch auf
andere Zellen wirkt, welche indirekt die Plattchen beeinflussen. Der PADA bzw. PADA-RASS
scheinen geeignete Methoden zu sein, um die Wirkung von Resveratrol zu messen, wahrend
beim Multiplate-System womd@glich viel Information verloren geht, v.a. durch das Zusetzen
von Aktivatoren. Mit der Durchflusszytometrie liel3 sich die Wirkung von Resveratrol auf die

Ruheaktivitat der Plattchen am deutlichsten erkennen.
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8. Anhang

8.1. Abbildungen und Tabellen

Anhang

Tab. 10: Alilgemeine Blutwerte von 15 gesunden Probanden (Mittelwert + Standard-abweichung) in Citrat-,

Hirudin- und Heparinblut an drei Tests im zeitlichen Abstand von mindestens einer Woche. Nach dem dritten Test

nahmen die Probanden 375 mg Resveratrol ein und 1 h spater wurde nochmals gemessen.

3.Test 3. Test
Referenzbereich | 1- Test (ohne | 2. Test (ohne direkt vor 1 h nach
Resveratrol) Resveratrol)
Resveratrol Resveratrol
Citrat
PLT (x10%/yl) 150-350 230,6 £43,6 223,71 36,5 228,1 £ 55,2 229,5+431
WBC (x103/ul) 3,5-9 53+1,2 51+0,7 54+14 57+1,2
HK (%) 37-47 40,2+ 2,5 39,7+2,0 394+23 39,0+ 2,1
HGB (g/dI) 12-16 13,5+1,0 13,2+ 0,7 13,1+£0,9 13,0+ 0,7
Hirudin
PLT (x10%/ul) 150-350 207,9 + 38,1 217,2 £ 35,6 223,1+ 56,8 221,5+434
WBC (x103/ul) 4-10 59+1,3 5,7+0,8 6,0+1,7 6,2+1,2
HK (%) 42-52 445+ 27 447+ 24 44126 439124
HGB (g/dl) 14-18 14,8+£1,0 14,7+0,8 14,6 £ 0,9 14,5+0,8
Heparin

PLT (x 103/ul) 150-350 226,7 +42,7 223,6 £ 37,2 227,3 £ 49,1 2274 £ 41,7
WBC (x103/ul) 4-10 59+1,5 5,7+0,8 59+1,5 6,1+£1,2
HK (%) 42-52 443 £ 3,2 442+ 23 43,6 +2,9 43,8 + 3,7
HGB (g/dl) 14-18 14,7+£11 14,6 £ 0,9 14,4+1,0 14,2+ 0,9
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Abb. 28: Al von 15 gesunden Probanden in drei Tests im zeitlichen Abstand von mindestens einer Woche

in Abhangigkeit von der Plattchenzahl in Citratblut. Es lasst sich kein Zusammenhang zwischen Al

und Plattchenzahl erkennen (n = 45; Korrelation nach Pearson).
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Anhang

r=0,979
p =<0,001*

Abb. 29: ASS-Wirkung mit dem Multiplate in Abhéngigkeit von der Plattchenaktivitat bei 15 gesunden
Probanden. Je héher die AA-induzierte Plattchehaggregation (AU*minonne ass) war, desto starker wurde

sie von ASS reduziert (AU*minohne ASS — AU*minmit /.\ss).

* Der Zusammenhang ist signifikant (Korrelation nach Pearson).
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Abb. 30: ASS-Wirkung mit dem PADA-RASS in Abhédngigkeit von der Beladung der Plattchen mit

Antikérpern bei 15 gesunden Probanden in drei verschiedenen Messungen im zeitlichen

Abstand von mindestens einer Woche (n = 45; Korrelation nach Pearson; Al = Adh&sionsindex;

PRASA = paradoxe Reaktion auf ASS)
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Tab. 11: Plattchenzahl in Heparin-, Citrat- und Hirudinblut beim PADA-RASS nach Zugabe von Puffer
(>ohne ASS*) bzw. ASS (,,mit ASS“) und 10+5-miniitigem Schiitteln bei 15 gesunden Probanden an

drei verschiedenen Tests im zeitlichen Abstand von mindestens einer Woche

Heparin 1. Test (x10°/ul) 2. Test (x10°/ul) 3. Test (x10°/ul)
Proband Nr. |ohne ASS  mit ASS ohne ASS mit ASS ohne ASS mit ASS
2 209 197 204 184 196 192
3 177 180 155 161 156 149
4 189 185 172 172 171 163
5 184 166 162 167 149 144
6 155 168 204 189 147 149
7 176 170 161 14 PRASA 1485 187
8 171 182 187 186 150 152
9 152 146 136 109 R 138 MR 190
10 264 167 FRASA 1224 217 218 224
11 247 235 243 216 "R 1216 218
13 133 141 142 144 137 135

14 219 233 221 214 307 261 R

15 157 165 173 150 PRASA 1472 170

16 198 198 219 225 195 190

17 146 134 128 123 152 134
Citrat 1. Test (x1,11x10°/ul) |2.Test (x1,11x10%ul) [3.Test (x1,11x10%/ul)
Proband Nr. |ohne ASS mit ASS ohne ASS mit ASS ohne ASS mit ASS

2 166 152 155 143 163 156

3 157 158 135 131 100 98

4 150 159 135 133 136 133

5 139 145 133 131 112 g1 PRASA

6 126 133 168 181 125 114

7 145 118 FPRASA 1434 135 144 FRASA 475

8 149 138 159 138 129 132

9 122 105 96 103 146 140

10 213 209 186 180 169 181

11 191 185 178 172 190 184

13 106 96 128 122 112 111

14 171 165 144 148 224 223

15 125 115 112 112 137 135

16 161 143 192 184 144 151

17 131 113 110 99 105 112
Hirudin 1. Test (x10°/ul) 2. Test (x10°/ul) 3. Test (x10°/ul)
Proband Nr. | ohne ASS  mit ASS ohne ASS mit ASS ohne ASS mit ASS

2 170 166 172 170 184 182

3 164 160 145 141 124 118

4 149 153 150 137 151 145

5 146 149 130 114 129 128

6 131 118 172 169 137 138

7 129 116 142 148 157 151

8 139 131 180 162 157 153

9 108 92 122 118 167 166

10 213 207 206 189 211 215

11 189 FRASA T 210 215 178 FPRASA 1488 190

13 108 120 131 128 127 125

14 187 180 163 178 283 300

15 139 136 124 114 140 143

16 172 170 212 210 163 158

17 128 133 128 117 135 114 NonR

Differenzen zwischen den Proben mit und ohne ASS von > 20 x 10%/ul sowie der jeweilige
ASS-Respondertyp im PADA-RASS sind gelb unterlegt.

R = Responder, Non-R = Nonresponder, PRASA = paradoxe Reaktion auf ASS
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8.2. Probandenaufklarung

Zum Einfluss von Resveratrol auf die Aggregationsfahigkeit menschlicher
Blutplattchen

Lieber Proband,

innerhalb eines Blutgefalles kann sich infolge von Dysbalancen im Gerinnungssystem ein
Blutpfropf (Blutgerinnsel oder Thrombus) bilden, der im schlimmsten Fall am Ort der
Entstehung oder in weiter peripher gelegenen Gefallabschnitten zum Verschluss flihren
kann - ein Ereignis, wofur der der medizinische Begriff Thrombose gepragt wurde. Prinzipiell
kénnen Thrombosen in allen GefalRen auftreten, besonders haufig sind die Venen und
Arterien der Beine betroffen. Entsteht ein Thrombus in den HerzkranzgefalRen oder in den
das Gehirn versorgenden Arterien, resultiert nicht selten eine lebensbedrohliche Symptoma-
tik, bekannt als Schlaganfall bzw. Herzinfarkt. Neben Veranderungen der GefalRauskleidung
spielt die Funktionstuchtigkeit der Blutplattchen eine entscheidende Rolle als Ausldser einer
Gerinnselbildung. Ihre Fahigkeit sich miteinander (Aggregation) und mit der Gefalsinnenwand
(Adhasion) zu verkleben sind fundamentale Charaktereigenschaften und natzlich fur die
Reparatur einer Gefallverletzung. Physiologisches Altern und zahlreiche krankhafte Ein-
flisse aktivieren diese Fahigkeiten der Blutplattchen und initiieren so die Gefahr einer
Thrombusbildung, ohne dass eine GefalRverletzung vorliegt. Arzneimittel wie z. B. die Acetyl-
salicylsaure (ASS), welche die Plattchenaktivitat hemmen, sind daher Eckpfeiler zur
Vorbeugung und Behandlung von Thrombosen. Empirische Literaturdaten und moderne in
vitro-Studien lassen vermuten, dass Naturstoffe — sogenannte sekundare Pflanzen-
inhaltsstoffe — aus der Gruppe der Polphyenole ebenso in der Lage sind. Resveratrol,
bekannt als ,der Wirkstoff im Rotwein®, ist solch eine Substanz. Wir wollen untersuchen, ob
ein Einfluss eines standardisierten Pflanzenextrakts (Nahrungserganzungsmittel) mit hohem
Gehalt an Resveratrol auf die die Aggregationsfahigkeit lhrer Blutplattchen nachweisbar ist.
Da Blutplattchen eine von Person zu Person verschiedene Aggregationsfahigkeit besitzen,
ist es ndtig zunachst Ihren Ausgangswert zu bestimmen. Dazu wird an drei unterschiedlichen
Tagen und jeweils zur gleichen Tageszeit eine Blutprobe von insgesamt 7,5 ml gewonnen.
Damit stellen wir anhand geeigneter Methoden |hre persdnliche und aktuelle Plattchen-
funktion sowie lhre Sensitivitat fur ASS fest. Am letzten Untersuchungstag werden nach der
Blutentnahme 3 Kapseln des Pflanzenextrakts auf niichternen Magen eingenommen und
eine Stunde danach ein weiteres Mal 7,5 ml Blut abgenommen. Nach dieser Blutentnahme

kénnen Sie sofort wieder Nahrung zu sich nehmen.

Wir wirden uns freuen, wenn Sie bereit waren, an dieser kleinen Studie teilzunehmen.
Selbstverstandlich ist Ihre Teilnahme freiwillig und Sie kdnnen Ihre Zusage jederzeit ohne
Nachteile fur Sie zurlckziehen.
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8.3. Fragebogen
Proband Nr.:

Anamnese

Name, Vorname:
Geburtsdatum:
GroRe/Gewicht:
Anschrift:

E-mail:

Erkrankungen (Allergien, Herz-Kreislauf-/Magen-Darmkrankheiten, Infektionen etc.):

Erkrankungen in der Familie:
Medikamente/Nahrungserganzbungsmittel (wie oft, wann zuletzt):

Erfahrung mit ASS:

Rauchen (Zigaretten(Tag):
Alkohol (Menge/Woche, was bevorzugt):

Kaffee (Tassen/Tag):

Anteil von Obst und Gemuse: Obst (%) Gemiuse (%)
Bevorzugtes Essen (Selbstgekochtes, Mensa, Fertigprodukte etc.):

Bevorzugtes Fett (Butter, Pflanzenéle etc.):

Nlsse (Menge/Woche): Erdnisse (Menge/Woche):

Trauben (Menge/Woche): Traubensaft (Menge/Woche):

Verschiedene Kohlsorten (Menge/Woche):
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8.4. Lebenslauf
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Lebenslauf

Sarah Maria Forstner

Ichenhauserstralle 17a

D-89358 Ettenbeuren
Tel.: 08223 — 753
www.forstner.de

sarahforstner@gmx.de

Geboren:
Nationalitat:
Familienstand:
Eltern:
Geschwister:

13.09.1984 in Krumbach/Schwaben

deutsch

ledig

Antonie (Kunstpadagogin) und Dr. Wolfgang Forstner (Zahnarzt)
David Wolfgang, Cajetano Wolfgang und Raphael Philippus Forstner

Ausbildung und beruflicher Werdegang:

1990-1994 Grundschule Ettenbeuren

1994-2003 Musisches Gymnasium Wettenhausen (Note 1,7)

2004 First Certificate of English (FCE) in Christchurch, Neuseeland

2004 3-monatiges Praktikum im Zahntechnischen Labor Knoblach, Augsburg

2004-2010 Studium der Zahnheilkunde in Jena (Note 1)

2010-2012 Tatigkeit als Assistenzzahnarztin und

seit 2012 als angestellte Zahnarztin in der vaterlichen Praxis, Burgau/Schwaben,
mit vorausslichtlicher Niederlassung in einer Partnerschaft 2/2014

Ettenbeuren, 05.01.2014 Sarah Forstner
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