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Einleitung

1. Einleitung

Die medikamentdose Behandlung mit Statinen (HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren) senkt die Mortalitat von Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(KHK) signifikant (4S Group, 1994; LIPID Study Group, 1998). Bislang ist nicht
genau geklart, wieweit dieser Effekt allein auf die cholesterinsenkende Wirkung
der Statine zurlckzufuhren ist oder ob weitere, sogenannte pleiotrope Effekte
der Statine auf andere Stoffwechselvorgange z.B. in der GefalRwand oder

korpuskularen Blutbestandteilen hier eine zusatzliche Rolle spielen.

1.1. Pathogenese der Arteriosklerose

Die Arteriosklerose und ihre Folgeerkrankungen wie KHK, Myokardinfarkt,
zerebraler Insult und periphere arterielle Verschlusskrankheit sind die
haufigsten Todesursachen in den westlichen Industriestaaten. Ein breites
Spektrum an Risikofaktoren beeinflusst die Entwicklung der Arteriosklerose, die
Atherogenese. Dazu zahlen vor allem Fettstoffwechselstérungen, insbesondere
die Hypercholesterinamie, sowie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Rauchen, Adipositas und erhdhtes Homocystein.

Die Atherogenese ist ein multifaktorieller Prozess, an dem Endothelzellen,
Gefalmuskelzellen, Lymphozyten, Makrophagen und Thrombozyten beteiligt
sind. Erste, noch reversible GefalRwandveranderungen entstehen schon im
frihen Kindesalter. Aufgrund mechanischer Beanspruchung, z.B. an
Gefalibifurkationen des Koronarsystems, kommt es zu einer Intimaverdickung
und zur Ansammlung von lipidbeladenen und Makrophagen (Typ | - oder
Initiallasion) (Stary et al., 1992). Die weitere Entwicklung fuhrt Gber sogenannte
,Fatty Streaks (Typ Il), Praatherome (Typ Ill), Atherome (Typ IV) und
Fibroatherome (Typ V) zu den komplizierten und stenosierenden Lasionen (Typ
VI) (Stary et al., 1994, 1995).

Arteriosklerotische Lasionen (Plaques) zeigen Merkmale einer chronischen
Entzindungsreaktion (Ross, 1999). Nach der gangigen ,Response to injury® -

Theorie von Ross ist eine Storung der Endothelzellfunktion durch die oben
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genannten Risikofaktoren als Ursache der Arterioskleroseentstehung zu sehen
(Ross, 1986). Der nachfolgende Einstrom von Lipiden, vor allem von Low-
density-Lipoprotein (LDL), in die geschadigte Gefallwand wird begunstigt durch
erhdhte LDL-Serumspiegel, eine gesteigerte Endothel-Permeabilitat, eine
vermehrte Bindung an die Extrazellularmatrix (EZM) der GefalRwand oder eine
verminderte Aktivitat des Lipid-Rucktransportsystems (High-density-Lipoprotein,
HDL) (Berliner et al., 1995; Guyton et al.,, 1996; Ross, 1999). Durch
Lipidperoxidation innerhalb der GefaBRwand entsteht oxidiertes LDL (oxLDL),
dieser Vorgang wird durch Sauerstoffradikale und andere reaktive
Verbindungen initiiert. OxLDL und aktivierte Thrombozyten sind in der Lage,
Endothelzellen zu aktivieren, die daraufhin Adhasionsmolekile (VCAM-1, P-
Selektin, E-Selektin) und Monozytenaktivatoren (MCP-1, MCSF) bilden.
Dadurch werden Monozyten stimuliert, an die GefaRwand zu adharieren, sie
dringen in die Intima ein (Transmigration) und differenzieren sich dort zu
Makrophagen (Holvoet et al., 1997). Diese nehmen oxLDL Uber Scavenger-
Rezeptoren auf und werden so zu Schaumzellen (Steinberg et al., 1989). Die
Apoptose solcher Schaumzellen tragt zur Bildung des Lipidkerns
fortgeschrittener Plaques bei, der aus Zelltrimmern und Lipiden besteht (Geng
et al., 1995).

Die verminderte endotheliale Produktion des vasodilatatorisch wirkenden
Mediators Stickstoffmonoxid (NO) fuhrt unter anderem zu einer erhdhten
Thrombozytenaggregation, da NO zur Stabilisation der Thrombozytenmembran
beitragt (Radomski et al., 1991). Vermutlich hemmt NO auch die Proliferation
von glatten Muskelzellen der GefaBwand (Garg et al., 1989). Dartber hinaus
konnen aktivierte Endothelzellen und Makrophagen durch die Sekretion von
verschiedenen Zytokinen die Proliferation und Migration von glatten
Muskelzellen in die Intima anregen (Schwartz et al., 1995). Eine wichtige Rolle
spielt auch die Vasokonstriktion durch Mediatoren wie Endothelin-1 (Biegelsen
et al., 1999).

Eine besondere klinische Bedeutung hat die Unterscheidung von stabilen und
instabilen Plaques. Stabile Plaques weisen eine ausgepragte fibrose Kappe auf,

die den Lipidkern vom GefalBlumen trennt. Diese Kappe besteht aus glatten
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Muskelzellen und einer EZM aus Kollagen und Proteoglykanen. Durch eine
Akkumulation der EZM konnen das GefalRlumen eingeengt und die Symptome
einer stabilen Angina pectoris hervorgerufen werden. Vermutlich durch eine
erhdhte entzindliche Aktivitat entstehen instabile, sogenannte vulnerable
Plaques (Lee et al., 1997). Diese sind durch einen gro3en Lipidkern, eine
dinne fibrose Kappe und eine groRe Anzahl an Entzindungszellen
charakterisiert (Boyle, 1997; Kristensen et al., 1997). Vor allem durch
Makrophagen, aber auch durch glatte Muskelzellen, werden verschiedene
Proteinasen (z.B. Matrix-Metallo-Proteinasen, MMP) produziert, die die
vaskulare EZM enzymatisch abbauen (Kleiner et al., 1993; Boyle, 1997; Lee et
al., 1997). Dadurch kann es zu Plaquerupturen kommen, wodurch der Lipidkern
und die Kollagen-reiche EZM freigelegt werden. Es folgen die Aktivierung der
plasmatischen Gerinnung und die Adhasion und Aggregation von
Thrombozyten (Van-Zanten et al.,, 1994). Diese sezernieren wiederum
vasoaktive und proliferationsfordernde Substanzen, z.B. Thromboxan A;
(TXAz), PDGF, EGF, TGF-B und Thrombospondin-1 (TSP-1) (Fuster, 1995).
Nach kleineren Plaquerupturen oder —fissuren kann der Plaque durch
Organisation des Thrombus an Grof3e zunehmen (Stary et al.,, 1995), bei
grollen Rupturen bildet sich ein partiell oder vollstandig okkludierender

Thrombus, was sich klinisch in einem akuten Koronarsyndrom manifestiert.

1.2. Thrombozytenaggregation

1.2.1. Primare Hamostase — Bildung des plattchenreichen Thrombus

Durch die Betrachtung der einzelnen Vorgange wahrend der Thrombusbildung
wird deutlich, wie vielfaltig und folgenreich die Reaktionen der Thrombozyten
auf vasoaktive Faktoren sind (Gawaz, 1999). Dies ist fur das Verstandnis ihrer
besonderen Rolle bei der Atherogenese und beim akuten Koronarsyndrom
wichtig.

Thrombozyten sind mit einem Durchmesser von 2-4 pm die kleinsten

korpuskularen Blutbestandteile. Sie entstehen im Knochenmark durch
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Zytoplasmaabschnurungen von Megakaryozten, enthalten also keinen Zellkern
und nur Reste von mRNA.

Der erste Schritt der Hdmostase ist die Adhasion noch ruhender Thrombozyten
an die verletzte Gefallwand. Verschiedene membranstandige Adhasions-
rezeptoren erkennen Strukturen der extrazellularen Matrix des Subendothels
und der Media, die aus verschiedenen Kollagentypen, elastischen Fasern,
Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen und Glykoproteinen besteht. Der erste
Kontakt entsteht dber von-Willebrand-Faktor (VWF), der zum Teil
kollagengebunden in der EZM vorliegt und mit dem Glykoprotein GPIb-V-IX der
Thrombozytenmembran interagiert. Uber weitere Adhasionsrezeptoren
(Kollagen-, Fibronektin- und Laminirezeptoren) wird die Adhasion stabilisiert.
Der zweite Schritt, die Aktivierung der Thrombozyten, wird wahrend der
Adhasion durch die Bindung von Kollagen an spezifische Rezeptoren (u.a.
Integrin a2B1) ausgeldst. Aber auch I6sliche Agonisten wie ADP oder Thrombin
fuhren zur Aktivierung. Uber verschiedene Signaltransduktionswege wird die
intrazellulare Kalziumkonzentration erhoht, was eine Formveranderung der
Thrombozyten (,shape change®) mit Pseudopodienbildung und Spreizung zur
Folge hat. Aus membranstandiger Arachidonsaure wird mittels der
Zyklooxygenase (COX-1) unter anderem TXA, gebildet, das nach seiner
Freisetzung in den Extrazellularraum wiederum an Rezeptoren bindet und die
Entleerung der thrombozytaren Granula stimuliert (Sekretion). Der
Fibrinogenrezeptor (Glykoprotein GPIIb-1lla) wird von der ruhenden in die aktive
Form Uberflihrt, nun kdénnen Fibrinogenbricken zwischen Thrombozyten
gebildet werden, ohne die Aggregation nicht mdglich ist. Durch eine veranderte
Orientierung der Membranphospholipide (aktivierte Oberflache) kdnnen sich
Gerinnungsfaktoren an die Thrombozyten anlagern und Faktorenkomplexe
gebildet werden. Damit kann die plasmatische Gerinnung, also die
Fibrinbildung, in Gang kommen.

Der dritte Schritt der Thrombusbildung ist die Aggregation, die Koadhasion
zwischen Thrombozyten. Durch die Sekretion von Granulainhaltsstoffen (vor
allem durch ADP) werden noch ruhende Thrombozyten aus der Zirkulation

rekrutiert. Die Interaktion mit den schon adharierenden Thrombozyten erfolgt
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uber den Fibrinogenrezeptor GPIlb-llla und ist streng Kalzium-abhangig. Es
bilden sich Fibrinogenbricken, zuerst locker und reversibel (primare
Aggregation), dann fest und irreversibel (sekundare Aggregation).

Eine wichtige Rolle bei diesen Vorgangen spielt die Sekretion der
Thrombozyten. Es gibt drei verschiedene Arten von Granula: die dichten
Granula, die o-Granula und die Lysosomen. Die dichten Granula sind
zusammen mit dem dichten tubularen System der Speicherort fur Kalzium und
ADP. Die Inhaltsstoffe der a-Granula erfullen vielfaltige Aufgaben: zu den
adhasiven Proteinen zahlen unter anderem Fibrinogen, Fibronektin, vWF,
Gpllb-llla, P-Selektin und TSP-1, auf dessen Funktion spater noch
eingegangen wird. Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGF-Bf sind an
proliferativen  Vorgangen im  Bereich der GefalRwand beteiligt.
Proinflammatorische Faktoren aus den a-Granula sind z.B. Interleukin-1 (IL-1),
CD40-Ligand  (CD40-L, ein  TNF-a-ahnliches Transmembranprotein),
Plattchenfaktor-4 (PF-4) und B-Thromboglobulin (B-TG).

1.2.2. PF-4, B-TG und P-Selektin

PF-4 und B-TG sind proinflammatorische thrombozytenspezifische Proteine der
o-Granula, die chemotaktisch auf Leukozyten und Fibroblasten wirken und die
Aktivierung neutrophiler Granulozyten regulieren (Deuel et al., 1981; Senior et
al., 1983; Brandt et al., 2000). PF-4 wird nach seiner Freisetzung aus
Thrombozyten im Gegensatz zu B-TG auch von Endothelzellen gespeichert und
unter Heparinstimulation wieder aus diesen freigesetzt (Goldberg et al., 1980;
Dawes et al., 1982). Von beiden sind bei gesteigerter Thrombozytenaktivierung
erhdhte Plasmaspiegel zu finden, allerdings auch bei Niereninsuffizienz, bedingt
durch verminderte Ausscheidung (Endo, Y. et al., 1981; Kaplan et al., 1981).

P-Selektin (CD62P) ist ein Membranglykoprotein aus der Selektinfamilie, die
aus den drei Adhasionsrezeptoren E-, L- und P-Selektin besteht. P-Selektin
kommt sowohl in Thrombozyten als auch in Endothelzellen vor und wird dort in
den a-Granula bzw. den Weibel-Palade-Kdrperchen gespeichert. Es wird nach

Aktivierung dieser Zellen freigesetzt und auf der Zelloberflache exprimiert (Hsu-
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Lin et al, 1984; McEver et al., 1989). P-Selektin vermittelt die
Leukozytenadhasion an Endothelzellen und Thrombozyten im Bereich von
Endothellasionen und die Aktivierung von Leukozyten (Hamburger et al., 1990;
Weyrich et al., 1995, 1996). Die l6sliche Form, das sP-Selektin, hat keine
Membranbindungsdomane, ist im Plasma nachweisbar und zum Beispiel bei
Patienten mit KHK erhoht. Fur sP-Selektin werden unter anderem
antientzindliche Funktionen diskutiert (Dunlop et al., 1992; Parker et al., 2001).

1.2.3. Thrombozyten und Atherogenese

Zirkulierende Thrombozyten kénnen durch kardiovaskulare Risikofaktoren wie
Hypercholesterinamie aktiviert werden (Broijersen et al., 1998). Durch die
nachfolgende Sekretion von IL-1 und CD40-L werden die adhasiven und
chemotaktischen Eigenschaften von Endothelzellen beeinflult. Sie sezernieren
vermehrt MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), auRerdem wird die
Oberflachenexpression von ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) und
VCAM-1 (Vascular Adhesion Molecule-1) erhoht (Gawaz et al., 1998). Dies
konnte eine Ursache fir die Chemotaxis, Adhasion und Transmigration von
Monozyten sein, ein friher Schritt der Atherogenese.

Die Entstehung einer systemischen Entzindungsreaktion mit CRP-Anstieg
konnte zumindest teilweise durch die thrombozytare Expression von CD40-L
ausgelost werden. Dieses induziert in Endothelzellen die Sekretion von
Entziindungsmediatoren wie IL-6 und IL-8 (Henn et al., 1998). Erhohte CRP-
Plasmaspiegel werden als prognostisch ungunstig beim  akuten
Koronarsyndrom angesehen (Liuzzo et al., 1994).

Aulerdem stimulieren Thrombozyten durch Sekretion von Wachstumsfaktoren
(siehe oben) die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen (Ross et al.,
1974; Raines, 2004).

1.2.4. Thrombozyten und akutes Koronarsyndrom

Unter dem Begriff des akuten Koronarsyndroms werden die instabile Angina

pectoris, sowie Myokardinfarkte mit und ohne ST-Hebung zusammengefalit.

11
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Pathophysiologisch liegt meist eine akute Plaqueruptur zugrunde, bei der
thrombogenes Material wie Kollagen und vWF freigelegt wird, wodurch
zirkulierende Thrombozyten aktiviert werden. Der Lipidkern arteriosklerotischer
Plaques enthalt Gewebethromboplastin (Tissue Factor) (Toschi et al., 1997),
der mit dem Gerinnungsfaktor Vila Komplexe bildet und so tber Aktivierung der
Faktoren IX und X die Bildung von Thrombin (Faktor lla) induziert. Durch
Thrombin  werden  zusatzliche  Thrombozyten rekrutiert und die
Thrombozytenaggregation verstarkt. Nach der Bindung des sogenannten
Prothrombinasekomplexes (Faktor Va, Xa und Kalzium) an die aktivierte
Thrombozytenmembran konnen Thrombin und schlieBlich Fibrin in grof3en
Mengen gebildet werden. Ein thrombotischer Gefalverschluss ist die Folge.
Durch Sekretion von vasokonstriktorischen Mediatoren wie TXA, und Serotonin
durch aktivierte Thrombozyten kann es zu Vasospasmen kommen, die die
Ischamie noch verschlimmern. Nachfolgend kann die Organisation muraler

Thrombozytenaggregate zur Plaqueprogression fuhren (Stary et al., 1995).

1.3. Statine

Die Entdeckung der Statine revolutionierte die medikamentése Behandlung der
Hypercholesterinamie. Lovastatin wurde von Endo und Kuroda 1976 aus dem
Schimmelpilz Aspergillus terreus isoliert (Endo, A. et al.,, 1977) und war der
erste spezifische Hemmer der Cholesterinbiosythese, der 1987 in den USA
zugelassen wurde. Es folgte die Entwicklung synthetischer Statine (Fluvastatin,
Atorvastatin, Cerivastatin), chemisch veranderter Pilzprodukte (Simvastatin)

und durch Mikroben veranderter Pilzprodukte (Pravastatin).
1.3.1. Therapeutische Anwendung

Grolde klinische Studien zeigen, dass Statine das Gesamtcholesterin um 15-
40%, LDL um 20-60% und Triglyceride um 10-30% gegenuber dem
Ausgangswert senken und HDL um 5-15% erhohen (La Rosa et al.,, 1999).
Durch prospektive Studien wie die Framingham-Studie konnte schon frih der

Zusammenhang zwischen erhéhtem Serumcholesterin und Myokardinfarkten
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gezeigt werden (Kannel et al., 1971). Die Ergebnisse einiger multizentrischer
kontrollierter Studien belegen die signifikante Senkung der Myokardinfarkt-
inzidenz und der Gesamtmortalitat durch eine Statintherapie (4S, WOSCOPS,
CARE, AFCAPS/TexCAPS, LIPID) (4S Group, 1994; Shepherd et al., 1995;
Sacks et al., 1996; Downs et al., 1998; LIPID Study Group, 1998). Es wurden
sowohl Primar- als auch Sekundarpraventionsstudien durchgefuhrt, die
Patienten hatten zum Teil stark erhdohte und zum Teil maRig erhohte bis

durchschnittliche Serumcholesterinwerte.
1.3.2. Wirkungsmechanismus

Statine hemmen kompetetiv und reversibel die HMG-CoA-Reduktase (Endo, A.
et al.,, 1977). Dieses Enzym katalysiert die Reduktion von 3-Hydroxy-3-Methyl-
Glutaryl-Coenzym A zu L-Mevalonat, was der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Cholesterinbiosynthese aus aktivierter Essigsaure (Acetyl-CoA) ist.
Durch die Absenkung des intrazellularen Cholesteringehalts wird uber
Geninduktion die Neusynthese und Expression von LDL-Rezeptoren gesteigert.
Dadurch kann mehr zirkulierendes LDL in die Zellen aufgenommen werden und
der Plasmaspiegel sinkt (Reihner et al., 1990). Durch das erniedrigte LDL und
erhohte HDL nimmt die Grolke des Lipidkerns der arteriosklerotischen Plaques
ab. Es konnte gezeigt werden dass Statine die Cholesterinakkumulation in
Makrophagen inhibieren, und somit die Schaumzellbildung (Kempen et al.,
1991). Allerdings wird der Stenosegrad betroffener Koronararterien durch eine
Statintherapie nur um 1-2% vermindert (MAAS Investigators, 1994; Rossouw,
1995). Eine Nachauswertung der WOSCOP-Studie ergab aullerdem, dass
Patienten der Verumgruppe (Pravastatin) mit gleichen LDL-Cholesterinspiegeln
wie die korrespondierende Placebogruppe 45% weniger Koronarereignisse
erlitten (WOSCOPS Group, 1998). Diese Fakten sprechen fur Cholesterin-
unabhangige Effekte einer Statintherapie, die z.B. durch Stabilisierung der

Plaques deren Ruptur verhindern konnen.
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1.3.3. Potentielle pleiotrope Effekte

Bislang ist noch nicht abschliellend geklart, in welchem Malf3 nicht-Cholesterin-
vermittelte, sogenannte pleiotrope Effekte der Statintherapie zur Senkung der
Haufigkeit kardiovaskularer Ereignisse beitragen. Mevalonat, das Produkt der
HMG-CoA-Reduktase, ist nicht nur eine Vorlaufersubstanz der Cholesterin-
biosynthese, sondern auch einiger phosphorylierter Isoprenoide wie
Geranylgeranyl, Farnesyl und Dolichol (Goldstein et al., 1990). Geranylgeranyl-
und Farnesylpyrophosphat sind flr die posttranslationale Modifikation von
Signaltransduktionsproteinen wie zum Beispiel der GTP-bindenden Proteine
Ras und Rho notwendig (Casey, 1995). Die Rho-Kinase, das durch Rho
aktivierte Zielenzym, spielt eine Rolle bei der Atherogenese, indem sie unter
anderem verschiedene Funktionen von Gefalimuskelzellen und Endothelzellen
beeinflusst (Seasholtz et al., 2004).

Einige Studien belegen, dass die vorwiegend lipophilen Statine Lovastatin,
Simvastatin, Atorvastatin, Cerivastatin und Fluvastatin die Proliferation und
Migration von GefaBmuskelzellen in vitro hemmen, und dass dieser Effekt
durch Mevalonatzugabe reversibel ist. Bei dem stark hydrophilen Pravastatin ist
die Proliferationshemmung kaum ausgepragt (Corsini et al., 1993; Munro et al.,
1994; Rogler et al., 1995; Negre-Aminou et al., 1997; Axel et al., 2000; Siegel-
Axel et al.,, 2003). Lipophile Statine kénnen Zellmembranen durch passive
Diffusion Uberwinden, Pravastatin dagegen gilt als hepatoselektiv (Hatanaka et
al.,, 1998). Unsere Arbeitsgruppe konnte aullerdem zeigen, dass sowohl
Lovastatin, als auch ein Geranylgerany-Transferase-Inhibitor und ein Rho-
Kinase-Inhibitor die Proliferation humaner Gefalmuskelzellen und die TSP-1-
Expression durch diese Zellen hemmen. Dies zeigt, dass die
proliferationshemmende Statinwirkung zumindest teilweise Uber die verminderte
Bildung von Geranylgeranylpyrophosphat und die daraus folgende Hemmung
des Rho-Kinase-Signaltransduktionsweges vermittelt wird (Paulowitsch 2005).
Fir die statinbedingte Stabilisierung vulnerabler Plaques kdnnten mehrere
Mechanismen wie die Hemmung der MMP-Expression durch Makrophagen und
glatte Muskelzellen (Bellosta et al., 1998; Wong et al., 2001), die gesteigerte

14



Einleitung

Expression von Tissue Inhibitor of Metalloproteinase (TIMP)-2 (Siegel-Axel et
al., 2003) und die verminderte Anzahl an Entzindungszellen in den Plaques
(Vaughan et al., 2000; Crisby et al., 2001) verantwortlich sein.

Durch eine Statintherapie wird bei KHK-Patienten der CRP-Spiegel deutlich
gesenkt, wobei dieser Effekt in den meisten Studien als lipidunabhangig
beschrieben wird (Balk et al., 2003). Verantwortlich dafur konnte eine
Hemmung der Produktion von I-6 und anderer proinflammatorischer
Mediatoren sein (Musial et al., 2001; Wang et al., 2003).

Ein weiterer wichtiger Effekt ist eine verbesserte Endothelfunktion durch die
vermehrte Expression endothelialer NO-Synthase (Laufs et al., 1998) und die
verminderte  Produktion prokoagulatorischer oder vasokonstriktorischer
Mediatoren (Tissue Factor, Endothelin-1) durch Endothelzellen (Hernandez-
Perera et al., 1998; Eto et al.,, 2002). Die myokardiale Perfusion kann somit

erhoht werden.
1.3.4. Statine und Blutgerinnung

Hypercholesterinamie geht mit einer erhdhten Thrombozytenaktivierung einher
(Broijersen et al., 1998). Es wird angenommen, dass ein erhohtes
Cholesterin/Phospholipid-Verhaltnis der Thrombozytenmembran (Hochgraf et
al., 1994), eine vermehrte Expression von TXA, (Notarbartolo et al., 1995) und
az-adrenerger Rezeptoren (Baldassarre et al., 1997) und ein erhdhter
zytoplasmatischer Kalziumspiegel (Le Quan Sang et al., 1995) daflr
verantwortlich sind. Es gibt einige Studien, die sowohl eine Verminderung der
Thrombozytenaktivierung und -aggregation als auch der plasmatischen
Gerinnung unter einer Statintherapie beobachten. Die Gabe von Lovastatin
hemmt bei Patienten mit Hypercholesterinamie  signifikant  die
Thrombozytenaggregation (Mayer et al., 1992; Hochgraf et al., 1994). Aviram et
al. konnten zeigen, dass Fluvastatin und Lovastatin, aber nicht Pravastatin nach
vierwochiger  Therapie das Cholesterin/Phospholipid-Verhaltnis der
Thrombozytenmembran vermindern und die Aggregation signifikant hemmen.

Fluvastatin konnte die Aggregation in den folgenden 20 Wochen noch um
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weitere 15% senken, obwohl der LDL-Cholesterinspiegel stagnierte (Aviram et
al., 1998). Dies spricht dafur, dass Cholesterin-unabhangige Mechanismen
zumindest teilweise eine Rolle spielen. Notarbartolo et al. untersuchten in einer
plazebokontrollierten, doppelblinden Studie den Einfluss von Simvastatin auf
die TXA2-Synthese und Funktion von Thrombozyten. Beide Parameter wurden
signifikant gesenkt (Notarbartolo et al., 1995). Fluvastatinbehandlung
vermindert die Oberflachenexpression der thrombozytaren Aktivitatsmarker P-
Selektin (CD62) und CD63 (Huhle et al., 1999). Atorvastatin hemmt ebenfalls
die Thrombozytenaggregation, genauso wie die Plasmaviskositat und den
Gerinnungsfaktor VII (Dujovne et al., 2000). Banyai et al. stellten fest, dass
Atorvastatin auch bei Patienten, deren LDL-Spiegel durch Apharese-Therapie
bereits gesenkt waren, die Thrombozytenaggregation hemmt (Banyai et al.,
2001). Auch dies kann als Hinweis auf Lipid-unabhangige Statineffekte gewertet
werden. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass Simvastatin die
plasmatische Gerinnung beeinflusst, und zwar Uber die Hemmung der
Aktivierung von Prothrombin, Faktor V und Faktor VIII, die Hemmung der
Fibrinbildung aus Fibrinogen und die vermehrte Inaktivierung von Faktor Va
durch Protein C (Undas et al., 2001).

1.4. Thrombospondin-1

Thrombospondin-1 (TSP-1) ist ein homotrimeres Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 420000 Dalton (Lawler et al., 1986). Es gehort zur
Familie der Thrombospondine, der zur Zeit funf verschiedene Glykoproteine
zugeordnet werden (Bornstein et al., 1994). TSP-1 wurde erstmals aus den a-
Granula von Thrombin-stimulierten Thrombozyten isoliert (Baenziger et al.,
1971; Lawler et al.,, 1978). In-vivo-Experimente konnten zeigen, dass
verschiedene andere Zelltypen ebenfalls TSP-1 sezernieren:
GefalRmuskelzellen (Mumby et al., 1984), Endothelzellen (McPherson et al.,
1981; Mosher et al., 1982), Monozyten (Jaffe et al., 1985) und Fibroblasten
(Jaffe et al., 1983).
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1.4.1. TSP-1und Arteriosklerose

TSP-1 ist ein Teil der EZM humaner arteriosklerotischer Gefaldlasionen und
restenotischer Gefalle (Wight et al., 1985; Riessen et al., 1998). Tier-
experimentelle Studien ergaben, das glatte Gefallmuskelzellen TSP-1 in der
frihen Phase nach einer Gefalverletzung exprimieren (Raugi et al., 1990;
Miano et al., 1993). Die an sich niedrige TSP-1-Expression der
GefalRmuskelzellen kann durch PDGF-Zugabe deutlich verstarkt werden
(Majack et al., 1985, 1987). So wird TSP-1 der Gruppe der sogenannten
Intermediate-early Genes zugeordnet, die als Reaktion auf
Wachstumsstimulantien nach einer experimentellen Gefallverletzung exprimiert
werden (Majack et al., 1987; Miano et al., 1993). Die Migration glatter
Gefalmuskelzellen scheint durch TSP-1 stimuliert zu werden, synergistisch mit
PDGF-vermittelter Migrationsstimulation (Yabkowitz et al., 1993). Patel und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass TSP-1 die DNA-Synthese, Proliferation und
Chemotaxis humaner Gefallmuskelzellen signifikant erhdoht, und zwar PDGF-
unabhangig (Patel et al., 1997).

1.4.2. TSP-1und Gerinnung

TSP-1 ist ein wichtiger Kofaktor der Blutgerinnung, besonders der
Thrombozytenaggregation. In-vitro-Studien ergaben, dass monoklonale TSP-1-
Antikérper die Thrombozytenaggregation hemmen (Boukerche et al., 1988),
und dass die Zugabe von TSP-1 oder dessen carboxy-terminalen Ende die
Aggregation stimulieren (Tuszynski et al., 1988; Dorahy et al., 1997). Nach der
Ausschuttung von TSP-1 aus den a-Granula aktivierter Thrombozyten bindet es
Kalzium-abhangig an deren Oberflache (Bornstein, 2001). Es wurden
verschiedenen Rezeptoren beschrieben, mit denen TSP-1 vermutlich
interagiert. Unter physiologischen Scherkraften bildet es uber GPIllb-llla-
gebundenes Fibrinogen Brucken zwischen Thrombozyten, bindet aber nicht
direkt an GPIllIb-llla. Hierbei ist das amino-terminale Ende ausschlaggebend
(Bonnefoy et al., 2001). TSP-1 bindet Uber sein carboxy-terminales Ende an

IAP (Integrin-associated Protein, CD47), das GPlIb-llla und die Integrine avp3
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(Vitronektinrezeptor) und o2p1 (Kollagenrezeptor) stimuliert. Uber Freisetzung
von ADP und TXA; wird so die Aggregation weiter vorangetrieben (Chung et al.,
1997, 1999). Trumel et al. konnten aber auch zeigen, dass die
aggregationsstimulierende Wirkung des carboxy-terminale Ende von TSP-1
zum Teil unabhangig von Fibrinogen, IAP und GPIllb-llla ablauft, und zwar Gber
Proteinphosphorylisierung (Trumel et al., 2003). Unter erhéhten Scherkraften,
wie sie in stenosierten Arterien zu finden sind, konnte TSP-1 uber GPIb (VWEF-
Rezeptor) an Thrombozyten binden. Dabei ist die Anwesenheit von vVWF nicht
notig (Jurk et al., 2003). Die Bindung an GPIV (GPIllb, CD36), einem Rezeptor
fur Kollagen I, IV und V, aber auch fir oxLDL (Scavenger-Rezeptor) wird
ebenfalls beschrieben (McGregor et al., 1989; Asch et al., 1992; Endemann et
al., 1993). Erhohte TSP-1-Plasmaspiegel werden als Marker fur eine
intravaskulare Thrombozytenaktivierung angesehen (McCrohan et al., 1987;
Kehrel et al., 1996). Die plasmatische Gerinnung koénnte durch TSP-1
beeinflusst werden, indem es in Fibrinthromben eingebaut wird und an
Plasmaproteine wie Fibrinogen, Plasminogen und Histidin-reiches Glykoprotein
bindet (Bornstein, 2001).

1.5. Fragestellung

Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Riessen und PD Dr. Siegel-Axel beschaftigt sich
schon seit einigen Jahren mit der Erforschung der Thrombospondine. Die
Expression von TSP-1 in humanen arteriosklerotischen und restenotischen
GefalRen konnte immunhistologisch nachgewiesen werden (Riessen et al.,
1998). In einer weiteren Arbeit wurde gezeigt, dass TSP-5 ein Bestandteil der
humanen vaskularen EZM ist, und dass die Expression von TSP-5 in
GefalBmuskelzellen im Vergleich zur Expression von TSP-1 und TSP-2
unterschiedlich reguliert ist (Riessen et al., 2001).

Die Basis fur diese Dissertation ,Effekt von Statinen auf den Thrombospondin-
1-Gehalt humaner Thrombozyten® liefert eine Studie, in der der Effekt von
Statinen auf die TSP-1-mRNA-Expression in humanen Gefallmuskelzellen

untersucht wurde. Es konnte gezeigt werden, dass lipophile Statine wie
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Lovastatin und Simvastatin, aber nicht Pravastatin, in vitro selektiv die
Expression von TSP-1 vermindern, wahrend die Expression von anderen
extrazellularen Matrixmolekulen wie Fibronektin, Kollagen Typ | und Biglykan
unbeeinflusst bleibt (Riessen et al., 1999). In einer weiteren Studie wurde der
Effekt von Cerivastatin auf die EZM-Expression humaner Gefallmuskelzellen
untersucht. Die TSP-1-Expression wurde hier ebenfalls signifikant vermindert
(Siegel-Axel et al.,, 2003). In beiden Studien konnte der Statineffekt durch
Mevalonatzugabe, nicht aber durch Dolichol- oder LDL-Zugabe aufgehoben
werden. Aullerdem konnte die Arbeitsgruppe in einer weiteren Studie zeigen,
dass die statinbedingte Hemmung der GefalRmuskelproliferation und der TSP-1-
Expression zumindest teilweise Uber die verminderte Bildung von
Geranylgeranylpyrophosphat und die daraus folgende Hemmung des Rho-
Kinase-Signaltransduktionsweges vermittelt werden (Paulowitsch, 2005).

Der Beweis, dass diese Effekte auch bei Patienten unter Gabe ublicher Statin-
Dosierungen auftreten und eine therapeutische Relevanz haben, ist an
GefalBmuskelzellen praktisch nicht durchzuflhren, da sich die Enthahme von
Gefallbiopsien im Rahmen einer klinische Studie verbietet. Die Untersuchung
des TSP-1-Gehaltes zirkulierender Thrombozyten ist dagegen technisch
problemlos mdoglich und eventuell von noch grofRerer klinischer Relevanz im
Hinblick auf die vielfaltigen biologischen Effekte von TSP-1 im Bereich des
Gerinnungssystems. Der Effekt von Statinen auf die TSP-1-Expression in
Magakaryozyten bzw. auf den TSP-1-Gehalt von Thrombozyten ist bislang nicht
untersucht. Einige Studien, die eine Verminderung der Thrombozyten-
aktivierung und der plasmatischen Gerinnung unter Statintherapie beobachtet
haben, wurden schon im Kapitel 1.3.4. beschrieben (Mayer et al., 1992;
Hochgraf et al., 1994; Notarbartolo et al., 1995; Aviram et al., 1998; Huhle et al.,
1999; Dujovne et al., 2000; Banyai et al., 2001; Undas et al., 2001).

Die vorliegende Studie sollte nun untersuchen, ob unter einer Therapie mit
lipophilen Statinen der TSP-1-Gehalt von Thrombozyten, analog zu der in vitro
an humanen GefalRmuskelzellen beobachteten TSP-1-Expressionshemmung,
gesenkt wird. Parallel zur Messung des thrombozytaren TSP-1-Gehaltes im

plattchenreichen Plasma (PRP) wurden als Kontrollparameter die
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Thrombozytenproteine PF-4, B-TG und sP-Selektin bestimmt. Zudem wurde die
spontane Freisetzung von TSP-1, PF-4, B-TG und sP-Selektin im
plattchenfreien Plasma (PFP) ermittelt, um den Aktivierungszustand der
Thrombozyten oder die Freisetzung aus anderen Zelltypen (z.B. Endothelzellen,

glatte Muskelzellen) ins Plasma einschatzen zu kdnnen.
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2. Material und Methodik

2.1. Patienten

Untersucht wurden im Zeitraum von 2/2002 — 8/2003 24 Patienten, bei denen in
der Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Tubingen Kklinisch und
koronarangiographisch die Diagnose einer stabilen KHK gestellt wurde. Der
Altersmittelwert der Patienten betrug 66 + 10 Jahre. Bei allen Patienten bestand
bei LDL-Cholesterinwerten von uber 100 mg/dl die Indikation zu einer
cholesterinsenkenden Therapie mit Statinen. Aufgrund der KHK nahmen fast
alle teilnehmenden Patienten Thrombozytenaggregationshemmer ein (23
Patienten ASS, Clopidogrel oder beide kombiniert; ein Patient nahm
Phenprocoumon als Antikoagulanz ein). Als Ausschlusskriterien fur die
Studienteilnahme galten, neben den Kontraindikationen fur eine Statintherapie,
unter anderem der Beginn einer Therapie mit Thrombozytenaggregations-
hemmern vor weniger als 3 Tagen, akutes Koronarsyndrom oder Lysetherapie
vor weniger als 14 Tagen und eine schon laufende Therapie mit

cholesterinsenkenden Medikamenten jeglicher Art.

2.2. Studienablauf

Nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung (Formular siehe Anhang) wurden
den Patienten insgesamt knapp 50 ml vendses Blut nach einem
gleichbleibenden Verfahren mit einer S-Monovetten-Kanule® 20Gx1,5¢
(Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht, Deutschland) entnommen. Um eine
Thrombozytenaktivierung zu vermeiden wurde die Stauungszeit moglichst kurz
gehalten. Enthommene Proben:

3 x 10 ml Citrat; 2 x 2,9 ml CTAD (Citrat, Theophyllin, Adenosin, Dipyridamol);
3 ml Citrat; 2,7 ml EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) und 5 ml Lithium-
Heparin (jeweils S-Monovette®, Sarstedt).

Es wurden folgende Parameter aus den Blutproben bestimmt:
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e TSP-1, PF-4, B-TG und sP-Selektin, jeweils in plattchenreichem Plasma
(PRP) und plattchenfreiem Plasma (PFP)

e Gesamtcholesterin, LDL, HDL, CRP, CK, y —-GT, GPT, GOT, LDH, AP,
Gesamtbilirubin, Kreatinin, Harnstoff, Hb, Thrombozyten, Quick, PTT,
Fibrinogen, AT Ill, D-Dimere

e Turbidometrische Aggregometrie, In-vitro-Blutungszeit

Danach erhielten die Patienten die Erstdosis des arztlich verordneten lipophilen
Statins (19 Patienten Atorvastatin 10-40 mg, 5 Patienten Simvastatin 20-40
mg). Die jeweiligen Hausarzte wurden schriftlich Uber die Studienteilnahme
ihrer Patienten informiert, mit der Bitte, uns Uber Medikationsanderungen und
eventuell auftretende Nebenwirkungen der Statintherapie zu unterrichten. Nach
einer mindestens vierwdchigen Behandlungsperiode wurden im Rahmen einer
ambulanten Wiedervorstellung noch einmal die gleichen Laborparameter wie
vor Beginn der Statintherapie bestimmt. Da die durchschnittliche Lebensdauer
von Thrombozyten ca. 1 Woche betragt, sollte zu diesem Zeitpunkt die Bildung
aller zirkulierenden Thrombozyten unter der Einwirkung von Statinen erfolgt
sein. Damit war fur die Patienten die Studienteilnahme beendet, die

Statintherapie wurde unter hausarztlicher Kontrolle fortgefuhrt.

Primérer Zielparameter der Studie war der TSP-1-Gehalt/10° Thrombozyten.
Die sekundaren Zielparameter waren: TSP-1-Konzentration im PFP als
Indikator fur die spontane Plattchenaktivierung; PF-4, B-TG und sP-Selektin als
etablierte in-vivo-Marker der Thrombozytenaktivierung, gemessen sowohl im
PRP als auch im PFP. TSP-1, PF-4, B-TG und sP-Selektin wurden mit Hilfe von
Enzym-Immunassay gemessen. In einem Subkollektiv der Patienten (n=9)
wurde zusatzlich der Effekt der Statine auf die Thrombozytenaggregation

untersucht.

Als Marker fir eine regelmalige Medikamenteneinnahme wurden die im

Routinelabor der Uniklinik Tubingen bestimmten Blutfettwerte
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(Gesamtcholesterin, LDL, HDL) und das CRP herangezogen. Zur Kontrolle von
Kontraindikationen bzw. Nebenwirkungen der Statingabe dienten Kreatinkinase
(CK, erhoht bei Myopathie / Rhabdomyolyse), Leberenzyme und Cholestase-
parameter (y-GT, GPT, GOT, LDH, AP, Gesamtbilirubin), Nierenretentions-
parameter (Kreatinin und Harnstoff wegen erhdéhtem Myopathierisiko bei
Nierenfunktionsstérung) und Blutbild (Hb und Thrombozytenzahl wegen
Thrombopenie und Anamie als seltene Nebenwirkungen). Zum Ausschluss
vorbestehender Gerinnungsstdérungen wurden Quick, PTT, Fibrinogen, AT Il

und D-Dimere bestimmt.

2.3. Plattchenreiches und plattchenfreies Plasma

Die Gewinnung von PRP erfolgte aus 3 x 10 ml mit Citrat antikoaguliertem Blut.
Nach 10-minitigem Abzentrifugieren der Erythrozyten mit 1000 rpm (Mega-
fuge 1.0, Heraeus, Hanau) wurden pro S-Monovette® 2 ml Uberstand vorsichtig
abgehoben. Der ubrige Inhalt wurde weitere 10 Minuten mit 3500 rpm
zentrifugiert, um PFP zu gewinnen, womit das PRP nach maschinellem Zahlen
der Thrombozyten (Sysmex SE-9000, Sysmex Deutschland GmbH,
Norderstedt) auf 300000/ul verdunnt werden konnte. Mit einem Teil des PRP
wurden nun die Aggregationsversuche durchgefihrt. Im restlichem Material
zerstorten wir durch 5-maliges Eingefrieren (15 min, -70 °C) und Auftauen
(5 min Wasserbad, 37 °C) die Thrombozytenzellmembranen und Granula, um
die intrazellularen Proteine freizusetzen. Die weitere Aufbewahrung erfolgte bei
-70 °C. Das so gewonnene lysierte Citrat-PRP wurde fiur die Protein-
bestimmungen verwendet.

Das PFP fur die Proteinbestimmungen gewannen wir aus 2 x 2,9 ml mit CTAD
antikoaguliertem Blut, wie von den Herstellern der verwendeten ELISA-Kits
(s.u.) empfohlen. Dieses wurde sofort nach Entnahme im Eisklbel fur
mindestens 15 Minuten gekuhlt und anschlieend 30 min bei 4 °C mit 3000 g
zentrifugiert (Universal 320R, Hettich AG, Bach, Schweiz). Aus der Mitte des
Uberstandes wurden jeweils 1 ml PFP vorsichtig abgehoben und bei -70 °C bis

zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
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2.4. Enzym-Immunassays

Ein Enzym-Immunassay (EIA) ist eine empfindliche und spezifische
immunologische Methode zur Bestimmung antigener Substanzen (Proteine,
Hormone, Pharmaka u.a.) in Flussigkeiten, z.B. im Plasma. Es wurden
enzymmarkierte spezifische Antikérper oder Antigene vom gleichen Typ wie
das zu bestimmende Antigen verwendet. Ein EIA kann unter anderem als
ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) oder als EMIT (enzyme
multiplied immunotechnique) durchgefihrt werden.

Ein ELISA ist ein heterogener EIA, bei dem die gegen das zu bestimmende
Antigen gerichteten Antikorper an eine Tragersubstanz gebunden vorliegen. An
die nach Inkubation mit der Probe gebildeten Immunkomplexe lagern sich in
einem nachfolgenden Schritt zugefligte, mit einem Enzym markierte Antikorper
an (Sandwichmethode). Durch Zugabe eines chromogenen Substrats zum
Reaktionsansatz wird eine enzymatische Farbreaktion ausgelost, die
photometrisch gemessen werden kann. Die Antigenkonzentration in der Probe
wird durch Vergleich mit Standardreihen bekannter Antigenkonzentration
ermittelt. Dabei ist die Antigenkonzentration proportional zur Enzymaktivitat.

Ein EMIT ist ein homogener EIA, bei dem das zu untersuchende Antigen
enzymmarkiertes Testantigen des gleichen Typs aus einer
Immunkomplexbindung mit spezifischen Antikdrpern verdrangt. Wie beim
ELISA wird durch Substratzugabe eine enzymatische Farbreaktion ausgelést,
die photometrisch gemessen werden kann. Die Antigenkonzentration der Probe

ist dabei umgekehrt proportional zur Enzymaktivitat.
2.4.1. Thrombospondin-1

Die TSP-1-Konzentration im lysierten Zitrat-PRP wurde mit dem EMIT
,ChemiKine™ Human TSP-1 EIA Kit* (CHEMICON® International, Inc.,
Temecula, USA) bestimmt. Aus diesem Wert (ng/ml) und der eingesetzen
Thrombozytenanzahl von 300000/ul lief3 sich der TSP-1-Gehalt bezogen auf
10 Thrombozyten berechnen. Die Bestimmung von TSP-1 im CTAD-PFP

erfolgte ebenfalls mit dem genannten EMIT.
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Testablauf:

Die Reagenzien und L6sungen wurden nach Packungsanleitung vorbereitet und
verdinnt. Von den Patientenproben (Verdiunnungsfaktoren PRP 1:400, PFP
1:10) und Standardlésungen (3,91 — 1000 ng/ml) wurden je 100 ul in die 96
Vertiefungen einer mit Anti-Kaninchen-Antikorpern beschichteten
Mikrotiterplatte pipettiert. Nach Zugabe von 25 pul verdinntem polyklonalem
Anti-TSP-1-Antikdrper (vom Kaninchen) und 3 h Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden 25 pl verdunntes, Biotin-markiertes TSP-1
hinzugefligt. Die so entstandenen markierten Anti-TSP-1-Komplexe besetzten
die freien Antikorper der Platte. Je mehr TSP-1 in der Probe war, desto weniger
biotinyliertes TSP-1 wurde also gebunden. Nach 30 min Inkubation und 5-
maligem Waschen mit je 250 ul Pufferldsung wurde das Enzym (Straptavidin-
Alkaline Phosphatase, je 50 ul verdiinnte Lésung) hinzugegeben, das an das
biotinylierte TSP-1 bindet. Nach weiteren 30 min und erneutem Waschen wurde
schliel3lich das farbbildende Substrat (je 200 ul) zugegeben. Die Farbreaktion
lief in zwei Schritten ab: zuerst die Dephosphorylisierung von NADPH zu NADP,
welches dann als Kofaktor eine Redoxreaktion aktivierte, die zur Farbbildung
(Formazan) fuhrte. Nach 20 min wurde die Farbreaktion durch Zugabe einer
Stoppldsung (je 50 pl 0,5 M Sulfursaure) beendet und die optische Dichte bei
490 nm im ELISA-Reader (Microplate Reader Model 550, Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, USA) gemessen. Anhand der Standardkurve (Cubic Spline) und
den Verdunnungsfaktoren berechnete ein Computerprogramm (Microplate
Manager® 4.0, Bio-Rad Laboratories) die in den Proben vorhandenen TSP-1

Konzentrationen. Es wurden grundsatzlich Doppelbestimmungen durchgefuhrt.
2.4.2. Plattchenfaktor-4, B-Thromboglobulin und sP-Selektin

PF-4, B-TG und sP-Selektin wurden mit Hilfe der folgenden ELISA-Testkits
gemessen: Asserachrom® PF-4/3-TG (Diagnostica Stago, Asniéres sur Seine,

Frankreich); Parameter® human sP-Selectin (R&D Systems, Inc., Minneapolis,
USA).
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Testablauf PF-4 und B-TG:

Die Reagenzien und Losungen wurden nach Packungsanleitung vorbereitet und
verdunnt. Von den Patientenproben (Verdlinnungsfaktoren PF-4 PRP 1:300
und PFP 1:2; B-TG 1:600 und 1:10), Standardldsungen (6,25 — 100 [U/ml bzw.
12,5 — 200 1U/ml) und Kontrollldsungen wurden je 200 pl in die 96 Vertiefungen
einer Mikrotiterplatte pipettiert, die mit Anti-PF-4- bzw. B-TG-Antikdrpern vom
Kaninchen beschichtet war. In den Proben enthaltenes PF-4 bzw. B-TG bindet
an diese Antikorper. Nach 1 h Inkubationszeit bei Raumtemperatur folgte
S5maliges Waschen mit je 250 pyl Waschlosung. Dann wurden Peroxidase-
markierte Anti-PF-4- bzw. Anti-B-TG-Antikdrpern (je 200 pl Antikdrper-POD-
Konjugat) zugegeben, die Menge der so gebildeten Sandwich-Komplexe ist das
Mal flr den PF-4- bzw. B-TG-Gehalt der Probe. Nach 1 h Inkubation wurde im
darauffolgenden Waschschritt das nicht gebundene POD-Konjugat entfernt.
Das Substrat aus Harnstoffperoxid und o-Phenylendiamin wurde zugegeben (je
200 pl), die Farbreaktion wurde nach exakt 3 min durch Zugabe einer
Stoppldsung (je 100 pl 1 M Salzsaure) beendet. Nach 10 min Inkubation konnte
die optische Dichte bei 492 nm im ELISA-Reader (s.0.) gemessen werden.
Anhand der Standardkurve und den Verdinnungsfaktoren berechnete das
Computerprogramm (s.o0.) die in den Proben vorhandenen PF-4- bzw. B-TG-

Konzentrationen. Es wurden grundsatzlich Doppelbestimmungen durchgefuhrt.

Testablauf sP-Selektin:

Die Reagenzien und Lésungen wurden nach Packungsanleitung vorbereitet und
verdunnt. Von den Patientenproben (Verdinnungsfaktor PRP und PFP 1:10),
der Standardlésung (1,32 — 56,0 ng/ml) und Kontrolllésung wurden je 100 pl in
die 96 Vertiefungen einer Mikrotiterplatte pipettiert, die mit Anti-sP-Selektin-
Antikorpern von der Maus beschichtet war. In den Proben enthaltenes P-
Selektin bindet an diese Antikérper. Direkt im Anschluss wurden 100 pl
Konjugat (Peroxidase-markierter Anti-sP-Selektin-Antikorper vom  Schaf)
zugegeben, die Menge der so gebildeten Sandwich-Komplexe ist das Mal} fur

den sP-Selektin-Gehalt der Probe. Nach 1 h Inkubation bei Raumtemperatur
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wurde im darauffolgenden Waschschritt (3maliges Waschen mit je 300 ul
Waschlosung) das nicht gebundene POD-Konjugat entfernt. Das Substrat
Tetramethylbenzidin wurde nun zugegeben (je 100 ul), nach 15 min wurde die
Farbreaktion durch Zugabe einer Stopplésung (je 100 ul) beendet. Die optische
Dichte konnte innerhalb von 30 min bei 450 nm (Referenzwellenlange 650 nm)
im ELISA-Reader (s.0.) gemessen werden. Anhand der Standardkurve (Four
Parameter Logistic) und den Verdunnungsfaktoren berechnete das
Computerprogramm (s.0.) die in den Proben vorhandenen sP-Selektin-

Konzentrationen. Es wurden grundsatzlich Doppelbestimmungen durchgefuhrt.

2.5. Aggregationsmessungen

2.5.1. Turbidometrische Aggregometrie

Die Messung der Thrombozytenaggregation erfolgte mit Hilfe eines Whole
Blood Lumi-Aggregometers® (Chrono-log Corp., Havertown, USA), unter
Zugabe der Gerinnungsagonisten ADP, Kollagen und U-46619 (TXA.-
Rezeptoragonist). Das Methode der turbidometrischen (engl. turbidity: Tribheit,
Dicke) Aggregometrie wurde von Born entwickelt (Born, 1962; O'Brien J.R.,
1962) und beruht auf der Messung der optischen Dichte von PRP mit Hilfe von
Infrarot-Licht und einem Photodioden-Detektor, der die Lichttransmission als
elektrische Spannung registriert. Ein geeichtes Schreibgerat zeichnet die
Messkurve auf skaliertem Papier auf. Da das PRP durch ein magnetisch
angetriebenes RuUhrstabchen kontinuierlich gerthrt wird, lassen die
aufgewirbelten Thrombozyten nur einen Teil des Lichtstrahls durch die Probe
(geringe Transmission, Grundlinie bei 10%). PFP desselben Patienten, das sich
in einer zweiten Messstelle befindet, weist keine Trubung durch Thrombozyten
auf (hohe Transmission, Grundlinie bei 90%). Bei Zugabe von
Gerinnungsagonisten zum PRP wird die Thrombozytenaggregation stimuliert,
sodass sich groRere Aggregate bilden und mehr Licht durch die Probe gelangt

— die Transmission nimmt zu und wird als Kurve gegen die Zeit aufgezeichnet.
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Als Gerinnungsagonisten wurden von uns ADP, Kollagen (Platelet Aggregation
Reagents, Sigma Diagnostics, St.Louis, USA) und der TXA;-Rezeptoragonist
U-46619 (Calbiochem®, San Diego, USA) verwendet, mit folgenden

Verdunnungen bzw. Endkonzentrationen (EK):

ADP-L6sung 200 pmol/l — Zugeben von 5 ul zu 400ul PRP ergibt EK von 2,5
pmol/l, Zugeben von 10 pl zu 400 pl PRP ergibt EK von 5 pmol/I

Kollagen-Losung 1 mg/ml — Verdinnung von 50 pl mit 200 ul Kollagen-
Pufferlésung ergibt Konzentration von 2,5 uyg/ml — weitere Verdinnung von 50
gl mit 200 pl Pufferlosung ergibt Konzentration von 0,5 pg/ml — Zugeben von
jeweils 5 pl verdinnter Kollagen-L6ésung zu 400 ul PRP ergibt EK von 30 ng/ml
bzw. 6 ng/ml

U-46619-Losung 3 mmol/l — Verdunnung von $ ul mit 300 yl PBS-Puffer ergibt
Konzentration von 50 pymol/l — Zugeben von 4 ul zu 400 pl PRP ergibt EK von
0,5 ymol/l, Zugeben von 8 ul zu 400 pl PRP ergibt EK von 1 pmol/l

Testablauf:

Zuerst wurden die gelosten, gekuhlt aufbewahrten Reagenzien ADP, Kollagen
und U-46619 verdinnt (s.0.) und 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Nach Vorwarmen des Aggregometers auf 37°C wurde in die Glasklvette der
Messstelle ,PRP“ zuerst ein teflonbeschichtetes Ruhrstabchen gegeben und
dann 400 ul PRP hineinpipettiert. In die Kuvette der Messstelle ,PPP“ (platelet
poor plasma) wurden 450 ul PFP hineinpipettiert und der Deckel Uber den
Messstellen geschlossen. Der Schalterknopf ,Set Baselines musste einige
Sekunden gedrickt werden, bis der Stift am Schreibergerat die PFP-Grundlinie
bei 90% der Skala des Papiers zeichnete, sobald der Schalter gelost wurde,
wanderte der Stift automatisch auf 10% der Skala (PRP-Grundlinie). Der
gewulnschte Gerinnungsagonist wurde nach 90 s Inkubationszeit mit Druck in
die PRP-Klvette hineinpipettiert, der Deckel wurde sofort wieder geschlossen.

Nach 3-5 Minuten trat die maximale Aggregation ein, der Versuch konnte
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beendet werden, sobald die Kurve wieder abfiel. Die prozentuale
Transmissionszunahme konnte nun mit Hilfe der folgenden Formel berechnet
werden:

_ Xx-10 <100 = x-10
90-10

Dabei entspricht x dem auf der Skala abgelesenen Wert der maximalen

x 100

Kurvenhohe.

90 ||| 10

Liteo ]

|
60:

50 |||

Abb. 2.1.: Beispielkurve Aggregometrie nach Born
Die Zugabe von ADP (EK 5 pmol/l) ist markiert.

2.5.2. In-vitro-Blutungszeit

Das PFA-100® In Vitro Diagnostic System (Dade Behring, Deerfield, USA) ist
ein  automatisches  Analysensystem zur Messung der primaren
Hamostasekapazitat in  Citrat-antikoaguliertem  Vollblut. Die primare
Hamostasekapazitat beschreibt die Bildung eines Blutpfropfes in vitro durch
Thrombozytenadhasion und -aggregation unter dem Einfluss von
physiologischen Gerinnungsagonisten.

Das Gerat arbeitet nach dem von Kratzer und Born erstmals beschriebenem

Prinzip zur Bestimmung der Blutungszeit in vitro (Kratzer et al., 1985). Die
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Einweg-Messzellen werden vor Versuchsbeginn in das Gerat eingesetzt und mit
800 ul Vollblut befullt. Sie enthalten eine Stahlkapillare, durch die das Blut unter
definiertem Sog auf eine 150 um groRe Offnung in der mit Agonisten
beschichteten Membran zustromt. Durch hohe Scherkrafte und Kontakt mit der
beschichteten Membran werden die Thrombozyten aktiviert und adharieren an
der Membranoffnung. Eine Messzelle ist mit Kollagen und Epinephrin
(Adrenalin) (Koll/Epi), die andere mit Kollagen und ADP (Koll/ADP) beschichtet.
MessgrofRe ist die Verschlusszeit in Sekunden, also die Zeit von Beginn des
Blutflusses durch die Kapillare bis zum Zeitpunkt, an dem der Fluss durch
Verschluss der Membranoffnung zusammenbricht. Die Referenzzeiten variieren
je nach verwendetem Blutabnahmesystem. Bei der von uns benutzten S-
Monovette® mit 3,2% (0,106M) ungepuffertem Natrium-Citrat als Antikoagulans
liegen die Normbereiche bei 73-140s (Koll/Epi) und 63-106s (Koll/ADP)
(Heilmann et al., 1997). Verlangerte Verschlusszeiten weisen auf eine
eingeschrankte Thrombozytenfunktion hin, verkurzte Verschlusszeiten zeigen
eine erhohte Aktivierung der Thrombozyten an. Die Koll/Epi-Messzelle dient der
Erfassung primarer Hamostasedefekte wie des von-Willebrand Syndroms und
besonders der Erfassung erworbener Thrombozytendefekte durch Einnahme
von Thrombozytenaggregationshemmern. Die Koll/ADP-Messzelle dient zur
Differenzierung der verschiedenen Ursachen und liefert bei ASS-Einnahme

normale Testergebnisse.

2.6. Statistische Auswertung

Da sich mit Hilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests flir die gewonnenen Daten
eine Normalverteilung bestatigt hat, verwendeten wir zur statistischen
Auswertung der verbundenen Stichproben den Student-t-Test (Microsoft Office
Excel 2003). Trotz vorliegender Hinweise, dass die Zielparameter durch die
Statingabe erniedrigt werden koénnten, konnten wir eine Erhdéhung der
Parameter nicht ausschlieBen. Deshalb wurde der t-Test zweiseitig

durchgefuhrt. Als Irrtumswahrscheinlichkeit wahlten wir a=0,05.
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Aulerdem wurden die Zielparameter und die Routinelaborwerte durch
Mittelwert + Standardabweichung (SD) beschrieben (Microsoft Office Excel
2003).
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3. Ergebnisse
3.1. Laborwerte
Die Kontrollparameter flur die regelmalige Medikamenteneinnahme

(Gesamtcholesterin, LDL und CRP) veranderten sich nach 4-wochiger
Statintherapie wie erwartet. Das Gesamtcholesterin sank um 28,0 + 13,2 %
(Mittelwert = SD; n=24), das LDL sank um 38,4 + 13,7 % (n=18, bei 6 Patienten
konnte das LDL aus labortechnischen Grunden nicht bestimmt werden), CRP
sank um 48,2 + 26,0 % (n=20, bei 3 Patienten stieg der Wert um >100 %, was
am ehesten infektbedingt war, bei einem Patienten wurde kein CRP bestimmt).
Das HDL verhielt sich uneinheitlich, im Mittel sanken die Werte um 4,5 + 14,9 %

(n=18, siehe LDL).

A = Ergebnisse vor Statingabe

B = Ergebnisse nach mindestens vierwochiger Statingabe

Parameter A B B-A p
Cholesterin (mg/dl)| 227 + 32 163 £ 35 -64 + 31 <0,01
LDL (mg/dl)| 160 + 29 98 + 25 -61 + 23 <0,01
HDL (mg/dl)| 52+7 50+ 10 -2+8 n.s.
CRP (mg/dl)| 0,64 + 0,40 | 0,33 + 0,34 |-0,31 + 0,26 <0,01
Tab. 3.1.:  Kontrollparameter Medikamenteneinnahme

(Mittelwert + SD)
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Die Kontrollparameter fiur Kontraindikationen bzw. Nebenwirkungen der
Statintherapie waren bis auf wenige Ausnahmen (Transaminasen-/CK-
Erhdhung vor bzw. nach Therapiebeginn < zweifacher Normwert) unauffallig.
Bei keinem Patienten stiegen nach Beginn der Statintherapie die
Transaminasen auf die dreifache Norm oder die CK auf die finffache Norm,

was einen Therapieabbruch zur Folge gehabt hatte.

Parameter A B B-A p

CK (un 76 £ 49 81+43 5+23 n.s.
y -GT (un 20+ 15 20+ 15 0+9 n.s.
GPT (un 14+ 6 14+7 0+5 n.s.
GOT (un 12+ 3 13+5 1+4 n.s.
LDH (un 156 £ 30 | 159+ 39 3+28 n.s.
AP (un 116+32 | 114+£29 | -2+21 n.s.
Gesamtbilirubin (mg/dl) | 0,9+0,2 | 0,8+0,2 | -0,1+0,2 n.s.
Kreatinin (mg/dl) | 1,1+0,1 1,1+0,2 | 0,0+0,2 n.s.
Harnstoff (mg/dl) 37+8 36+8 -1+£9 n.s.
Hb (9/dl) |146+1,4|142+15|-0,4+0,8 n.s.
Thrombozyten (1000/pl)| 284 +82 | 274+70 | -10+49 n.s.

Tab. 3.2.:  Kontrollparameter Kontraindikationen und Nebenwirkungen
(Mittelwert = SD)

Die Gerinnungsparameter lagen bei fast allen Patienten im Normbereich. Bei
einem Patienten, der den Vitamin-K-Antagonisten Phenprocoumon einnahm,
waren die Quick-Werte mit 24 % (A) und 23 % (B) deutlich erniedrigt. Bei
mehreren Patienten lagen die Fibrinogenwerte zwischen 410 und 600 mg/dl

und damit oberhalb der Normgrenze.
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Parameter A B B-A p
Thrombozyten (1000/ul)| 284 +82 | 274+ 70 | -10 £ 49 n.s.
Quick (%) 98 +23 100 + 22 2+19 n.s.
PTT (s) 29+3 29+2 0+4 n.s.
Fibrinogen (mg/dl) | 381 £112 | 385+92 | 5+108 n.s.
AT 1lI (%) 91+10 96 +9 6+9 n.s.
D-Dimere (Mg/ml)| 0604 | 0604 |-0,1+0,1 n.s.
Tab. 3.3.:  Kontrollparameter Gerinnung

(Mittelwert + SD)
3.2. Enzym-Immunassays

3.2.1.

Thrombospondin-1

Der TSP-1-Gehalt/10° Thrombozyten betrug 79,2 + 19,4 ng, nach Statingabe
lagen die Werte bei 79,6 + 20,0 ng (n=24).

Die TSP-1-Konzentration im PFP betrug 661 + 237 ng/ml vor und 626 + 181

ng/ml nach Statingabe (n=23). Dies entspricht einem geringfligigen, nicht

signifikanten Absinken um 35 + 201 ng/ml.

Parameter A B B-A p
TSP-1/10° Thrombozyten (ng) | 79,2 +19,4|79,6 £20,0| 0,4+182 | n.s.
TSP-1im PFP (ng/ml)| 661 +237 | 626+ 181 | -35+201 | n.s.
Tab.3.4.. TSP-1

(Mittelwert = SD)
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3.2.2. Plattchenfaktor-4

Der PF-4-Gehalt/10° Thrombozyten betrug 15,0 + 6,4 IU, nach Statingabe lagen
die Werte bei 17,8 £ 5,0 IU (n=20, bei 4 Patienten lagen die Werte auf3erhalb
der Bestimmungsgrenzen des Tests). Dies entspricht einem Anstieg um
2,8 +£4,91U (p=0,02).

Die PF-4-Konzentration im PFP betrug 6,4 + 3,5 IU/ml vor und 6,1 + 2,6 1U/ml

nach Statingabe (n=21, siehe oben).

Parameter A B B-A p
PF-4/10° Thrombozyten ~ (IU) | 15,0+6,4 | 17,8+50 | 2,8+4,9 | 0,02
PF-4 im PFP (lU/ml)| 6,4+3,5 6,1+£26 | -0,3+24 | ns.

Tab.3.5.:. PF-4
(Mittelwert + SD)
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3.2.3. B-Thromboglobulin

Der B-TG-Gehalt/10° Thrombozyten betrug 26,0 + 4,9 1U, nach Statingabe lagen
die Werte bei 27,6 + 3,7 IU (n=20, siehe PF-4).

Die B-TG-Konzentration im PFP betrug 33,1 £ 12,8 IU/ml vor und 24,8 + 7,5
IU/ml nach Statingabe (n=21, siehe PF-4). Dies entspricht einem Absinken um
8,3 £ 12,0 IU/ml (p=0,005).

Parameter A B B-A p
B-TG/10° Thrombozyten  (IU) | 26,0+4,9 | 276+3,7 | 1,6+3,8 | n.s.
B-TG im PFP (lU/ml)|33,1+12,8 | 248+7,5 | -8,3+ 12,0 |0,005

Tab.3.6.. B-TG

(Mittelwert + SD)
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Diagramm 3.4.: B-TG im PFP
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3.2.4. sP-Selektin

Der sP-Selektin-Gehalt/10° Thrombozyten betrug 0,55+ 0,13 ng, nach
Statingabe lagen die Werte bei 0,53 + 0,12 ng (n=24).

Die sP-Selektin-Konzentration im PFP betrug 49,1+ 13,9 ng/ml vor und
47,8 + 12,7 ng/ml nach Statingabe (n=24).

Parameter A B B-A p
sP-Selektin/10°

(ng) |0,55+0,13/0,53+0,12|-0,01+0,11| n.s
Thrombozyten
sP-Selektin im PFP (ng/ml)| 49,1 +13,9 (47,8+127| -1,4+49 n.s.

Tab. 3.7.: sP-Selektin
(Mittelwert + SD)

3.3.  Aggregationsmessungen

3.3.1. Turbidometrische Aggregometrie

Die Messungen mit den Gerinnungsagonisten ADP und Kollagen wurden bei 10
Patienten, die Messungen mit dem TXA,-Rezeptoragonisten U-46619 bei 6
Patienten durchgeflhrt.

Die Berechnung der Transmissionszunahme (T in%) nach der Formel

T = x-10

x100  ergab folgende Werte:
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Agonist EK A B B-A p
ADP 2,5 umol/l | 52,1 +8,2 | 53,4+59| 1,3+8,2 n.s.
ADP 5pumol/l |59,4+11,9/60,4+4,91,0+12,8 n.s.
Kollagen 30 ng/ml |49,3+13,6|47,9+17,0/-1,4+£225 n.s.
Kollagen 6 ng/ml 7,3+6,7 (10,8 +£19,4| 3,5+ 16,5 n.s.
U-46619 1uymol/l | 69,0+18 |679+7,3|-1,0+£7,6 n.s.
U-46619 0,5 ymol/l |58,8 +24,6/66,3+7,9 |7,5+259 n.s.
Tab. 3.8.:  Turbidometrische Aggregometrie

(Mittelwert = SD; EK = Endkonzentration des Agonisten)
3.3.2. In-vitro-Blutungszeit

Bei 9 Patienten wurde vor bzw. 4 Wochen nach Beginn der Statingabe die In-

vitro-Blutungszeit bestimmt. Bei 4 Patienten war die Blutungszeit gemessen mit

der Koll/Epi-Messzelle zum Zeitpunkt A im Normbereich (73-140 s) und zum

Zeitpunkt B verlangert, bei insgesamt 5 von 9 Patienten war die Blutungszeit

nach vierwochiger Statintherapie langer als vor Therapiebeginn. Der Anstieg

von 24 + 61 s war nicht signifikant.

Die Blutungszeit gemessen mit der Koll/ADP-Messzelle war nur bei einem von

8 Patienten pathologisch verlangert (Normbereich 63-106 s; n=8, bei einem

Patienten wurde die Messung durch das Gerat mehrmals abgebrochen).

Parameter A B B-A p
Koll/Epi (s) 146 £ 71 170 £ 59 24 + 61 n.s.
Koll/ADP (s) 73+14 76 £ 23 3+17 n.s.
Tab. 3.9.:  In-vitro-Blutungszeit

(Mittelwert + SD)
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4. Diskussion

Die Frage nach dem Einfluss einer mindestens vierwdchigen Statintherapie auf
den TSP-1-Gehalt humaner Thrombozyten als mdgliche Erklarung fur eine
statinbedingte Aggregationshemmung war der Ausgangspunkt fur die
vorliegende Studie. Bei den von uns untersuchten 24 Patienten wurde in der
Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Tubingen die Diagnose einer
stabilen KHK gestellt und gleichzeitig eine Hypercholesterinamie mit LDL-
Werten von uber 100 mg/dl festgestellt. Deshalb wurde vom behandelnden Arzt

ein lipophiles Statin — entweder Simvastatin oder Atorvastatin — verordnet.

Grundlage unserer Uberlegung, den Effekt von Statinen auf den TSP-1-Gehalt
humaner Thrombozyten zu untersuchen, waren Studien, die in vitro eine
verminderte TSP-1-mRNA-Expression durch humane Gefalmuskelzellen nach
Statinbehandlung dieser Zellen belegen (Riessen et al., 1999; Siegel-Axel et al.,
2003). Ob dieser Effekt auch unter therapeutischen Statindosierungen in vivo
beobachtet werden kann, ist an humanen GefalBmuskelzellen kaum zu
untersuchen, da dafur Gefalbiopsien notig waren. Dies verbietet sich im
Rahmen einer klinischen Studie aus ethischen Grunden. Die Untersuchung von
Thrombozyten dagegen, die gespeichertes TSP-1 enthalten, lasst sich mit einer
vendsen Blutentnahme problemlos durchfiihren. Der thrombozytare TSP-1-
Gehalt spiegelt dabei die TSP-1-mRNA-Expression von Megakaryozyten
wieder, aus denen in Knochenmark die zellkernlosen Thrombozyten gebildet
werden. Angesichts der vielfaltigen biologischen Effekte von TSP-1 im Bereich
des Gerinnungssystems und der bisher ungeklarten Frage, Uber welchen
Mechanismus Statine die Thrombozytenaggregation hemmen, ist die
Untersuchung des Effekts von Statinen auf den TSP-1-Gehalt humaner
Thrombozyten von maoglicher klinischer Relevanz. Parallel wurden der PF-4-, 3-
TG- und sP-Selektin-Gehalt der Thrombozyten und der Plasmaspiegel aller vier
Proteine gemessen, um so den Aktivierungszustand der Thrombozyten
einschatzen zu kénnen. Sollten die Plasmaspiegel sowohl von TSP-1 als auch

der Kontrollparameter durch die Statintherapie beeinflusst werden, konnte dies
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als Hinweis auf Ubergeordnete, TSP-1-unabhangige Mechanismen gewertet
werden. Eine allgemeine Hemmung der Sekretion von Granulainhaltsstoffen

wurde zum Beispiel auf einen solchen Effekt hindeuten.

Der TSP-1-Gehalt/10° Thrombozyten betrug vor Statingabe 79,2 + 19,4 ng und
nach mindestens vierwdchiger Therapie 79,6 + 20 ng. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die lipophilen Statine Atorvastatin und Simvastatin keinen Einfluss
auf die TSP-1-mRNA-Expression von Megakaryozyten und somit auf den TSP-
1-Gehalt der a-Granula zirkulierender Thrombozyten haben. Theoretisch
konnten In-vitro-Untersuchungen an Megakaryozyten hilfreich sein, um
verschiedene Statine und Dosierungen zu testen. Allerdings ist die Gewinnung
und Untersuchung humaner Megakaryozyten sehr aufwandig.

Der B-TG- und sP-Selektin-Gehalt der Thrombozyten, sowie die Plasmaspiegel
von TSP-1, PF-4 und sP-Selektin blieben nach Statintherapie weitgehend
unverandert. Nur der PF-4-Gehalt/10° Thrombozyten stieg geringfiigig von
15+6,4 IU auf 17,8 £5 IU (p=0,02) und der B-TG-Plasmaspiegel sank von
33,1 +£12,8 IlU/ml auf 24,8 + 7,5 IU/ml (p=0,005). In der Literatur sind zum Teil
gegensatzliche Daten zu finden, wie Statine auf thrombozytare Aktivitatsmarker
wirken. Fur PF-4 gibt es kaum Studien, bei Mausen allerdings wurden
reduzierte PF-4- und B-TG-Plasmaspiegel nach 14tagiger Atorvastatin-
behandlung nachgewiesen (Laufs et al., 2000). Der B-TG-Plasmaspiegel von
Patienten mit familiarer Hypercholesterinamie wurde durch Simvastatin (20 und
40 mg/d) in zwei Studien nicht beeinflusst (Broijersen et al., 1997; Undas et al.,
2005). In einer Studie wurde eine moderate Reduktion von B-TG beschrieben
(Bo et al., 1991). Die Statinwirkung auf P-Selektin ist gut untersucht, eine
deutliche Reduktion sowohl des sP-Selektin-Plasmaspiegels als auch der P-
Selektin-Oberflachenexpression auf Thrombozyten wurde nachgewiesen (Huhle
et al., 1999; Kirk et al., 1999; Romano et al., 2000; Cha et al., 2004; Hwang et
al., 2004; Bruni et al.,, 2005; Puccetti et al., 2005; Undas et al., 2005;
Marschang et al., 2006). Eine plausible Erklarung dafir, dass dieser Effekt bei

unseren Patienten nicht eingetreten ist, konnte die vorhergegangene
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Medikation mit ASS oder Clopidogrel sein. Ferroni et al. konnten zeigen, dass
ASS (100 mg/d) den sP-Selektin-Plasmaspiegel in vergleichbarem Umfang wie
Simvastatin (20 mg/d) senkt (Ferroni et al., 2003). Clopidogrel senkt zumindest
die thrombozytare P-Selektin-Oberflachenexpression (Moshfegh et al., 2000;
Seyfarth et al., 2002). Somit waren die sP-Selektin-Spiegel unserer Patienten
eventuell schon vor der ersten Blutentnahme durch die eingenommenen
Aggregationshemmer gesenkt. Zwei Studien ergaben erste Hinweise, dass eine
Therapie mit ASS auch die thrombozytare TSP-1-Oberflachenexpression und
Freisetzung ins Plasma vermindert (Savi et al., 2000; Serebruany et al., 2004).
Eine signifikante Beeinflussung von PF-4- oder B-TG-Plasmaspiegeln durch
ASS oder Clopidogrel wurde bisher nicht nachgewiesen (Minar et al., 1988;
Kamath et al., 2002).

Der von uns vor Statingabe gemessenen TSP-1-Gehalt von im Mittel
79,2 + 19,4 ng/10° Thrombozyten entspricht in seiner GréRenordnung denen,
die von Dawes et al. und Kao et al. beschrieben wurden. In diesen Studien
wurden bei gesunden Probanden 89,1 + 28,3 ng und 75 ng/10° Thrombozyten
gemessen (Dawes et al., 1983; Kao et al., 1986). Bergseth et al. fanden im
Blutplasma gesunder Probanden mithilfe eines von dieser Gruppe erstmals
beschriebenen Enzym-Immunassays eine TSP-1-Konzentration von 43 ng/ml
(Median) (Bergseth et al., 2000). In weiteren Studien wurden bei gesunden
Probanden Mittelwerte zwischen 65 und 120 ng/ml beschrieben (Dawes et al.,
1983; Kao et al., 1986; Ozcebe et al., 2002). Unsere Messungen von TSP-1 im
PFP ergaben dagegen einen Mittelwert 661 + 237 ng/ml vor Statingabe und
liegen somit 5- bis 12-fach Uber den beschriebenen Normwerten fur Gesunde.
Dieser Unterschied liel3e sich durch eine gesteigerten Thrombozytenaktivierung
und daraus folgende TSP-1-Freisetzung erklaren. Moglich ware aber ebenso
eine gesteigerte TSP-1-Sekretion z.B. aus Gefalkmuskelzellen oder
Endothelzellen. Gegen eine TSP-1-Freisetzung als Folge einer Thrombozyten-
aktivierung entweder artifiziell durch die Behandlung der Proben oder in vivo
durch veranderte Bedingungen im Kreislaufsystem der Patienten, z.B. im

Rahmen einer Arteriosklerose, spricht, dass die PF-4-, B-TG-und sP-Selektin-
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Spiegel im platichenfreien Plasma allenfalls gering erhdht waren. Ein
Messfehler unsererseits ist unwahrscheinlich, da fur die Bestimmung des
TSP-1-Gehalts/10° Thrombozyten der gleiche Test verwendet wurde und dieser
ein plausibles, mit anderes Studien vergleichbares Ergebnis lieferte. Somit
konnte die isolierte Erhdhung der TSP-1-Plasmaspiegel als Hinweis auf eine
vermehrte Sekretion z.B. aus Endothel- oder GefalRmuskelzellen interpretiert
werden. Leider war im Studiendesign keine Kontrollgruppe mit gesunden
Probanden vorgesehen, so dass diese Ergebnisse nur unter Vorbehalt gesehen
werden konnen.

Bisher wurden allerdings keine erhohten TSP-1-Plasmaspiegel bei Patienten
mit KHK oder Hypercholesterinamie beschrieben. Erhdhte TSP-1-
Plasmaspiegel wurden jedoch bereits in verschiedenen Studien im Rahmen
maligner Erkrankungen oder Vaskulitiden dokumentiert. Die dort beschriebenen
TSP-1-Mittelwerte lagen zwischen 200 und 1000 ng/ml, je nach Studie und
untersuchter Erkrankung (McCrohan et al., 1987; Tuszynski et al., 1992; Nathan
et al., 1994; Yamashita et al., 1998; Ozcebe et al., 2002). Auch Typ I-Diabetiker
zeigten geringer erhohte TSP-1-Spiegel von 137 ng/ml im Vergleich zu
gesunden Probanden mit 91 ng/ml (Bayraktar et al., 1994). Unsere Ergebnisse
legen somit nahe, das TSP-1 als Plasmamarker fur die KHK in Frage kommit.
Allerdings sollten weitere Studien durchgeflhrt werden, in denen die TSP-1-
Plasmaspiegel von gesunden Probanden, Patienten mit stabiler KHK und
akutem Koronarsyndrom verglichen werden. MOoglicherweise kann von der
Hohe des TSP-1-Spiegels auf das Ausmaly der Koronararteriosklerose
geschlossen werden, analog zu den Ergebnissen anderer Studien, die eine
Korrelation zwischen erhdhten TSP-1-Spiegeln und der Aktivitat der
untersuchten Erkrankungen (gynakologische maligne Tumoren und kolorektale
Karzinome) zeigten (Nathan et al., 1994; Yamashita et al., 1998).

Die von uns gemessenen PF-4- und B-TG-Plasmaspiegel vor Statingabe
betrugen 6,4 = 3,5 |IU/ml und 33,1 + 12,8 IU/ml. In den ELISA-Testanleitungen
sind Normalwerte von 0-5 IU/ml und 10-40 IU/ml angegeben, damit liegen

unsere Ergebnisse fur PF-4 knapp Uber den Normalwerten und fur B-TG im
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oberen Normbereich. In anderen Studien werden flir PF-4 und B-TG bei
Patienten mit stabiler KHK Werte um 3-10 und 15-45 ng/ml bzw. IU/ml
beschrieben (De Caterina et al., 1988; Mant et al., 1988; Soeki et al., 2000).
Messungen mit Radioimmunoassay (Einheit ng/ml) oder ELISA (Einheit [U/ml)
liefern insgesamt sehr gut vergleichbare Ergebnisse (Bellon et al., 1993). Unser
Ergebnis flr sP-Selektin im Plasma vor Statingabe lag mit 48,4 + 13,2 ng/ml im
Bereich der Ergebnisse fur Patienten mit stabiler KHK einiger andere Studien
(Parker et al., 2001; Draz et al., 2003; Senen et al., 2005). In der Testanleitung
sind Normwerte von 20-44 ng/ml angegeben. In weiteren Studien wurden
dagegen deutlich hdhere Werte fur alle drei Parameter gemessen, sowohl bei
Gesunden als auch bei KHK-Patienten (Romuk et al., 2002; Guray et al., 2004;
Tutluoglu et al., 2005). Insgesamt zeigten sich also in unserer Studie Werte flr
die drei ubrigen Marker der Thrombozytenaktivierung im bzw. knapp Uber dem
oberen Normbereich.

Eine gesteigerte Thrombozytenaktivierung bei Patienten mit Arteriosklerose ist
bereits in anderen Studien beschrieben worden. Zum Beispiel zeigten Patienten
mit familidrer Hypercholesterinamie eine PF-4- und B-TG-Erhéhung im Plasma,
vermehrte Ausscheidung von TXA; —Metaboliten im Urin und gesteigerte
Agonisten-induzierte Thrombozytenaggregation im Vergleich zu gesunden
Probanden (Zahavi et al., 1981; Tremoli et al., 1984; Schror et al., 1989; Davi et
al., 1992). Patienten mit instabiler KHK und erhdéhtem LDL wiesen ebenfalls
eine B-TG-Erhohung im Plasma auf (Butkiewicz et al., 2003). De Caterina et al.
fanden heraus, dass PF-4 und (-TG wunabhangig von einer
Hypercholesterinamie im Plasma von Patienten mit instabiler KHK signifikant
erhdht sind, nicht aber bei Patienten mit stabiler KHK (De Caterina et al., 1988).
Dagegen zeigte sich, dass sP-Selektin im Plasma bei instabiler KHK im
Vergleich zu stabiler KHK erhoht ist, ebenso bei stabiler KHK im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen (Parker et al., 2001; Draz et al., 2003; Guray et al.,
2004; Senen et al., 2005). Somit scheint von den thrombozytaren Proteinen, die
bei Aktivierung aus den a-Granula sezerniert werden, bisher nur sP-Selektin als

Marker sowohl fur instabile als auch fur stabile KHK geeignet.
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In einem Subkollektiv dieser Studie untersuchten wir den Effekt der
Statintherapie auf die Thrombozytenaggregation. Allerdings nahmen 23 der
Patienten schon vor Einschluss in die Studie aus klinischer Indikation
aggregationshemmende Medikamente ein (ASS, Clopidogrel oder beide
kombiniert), ein Patient nahm Phenprocoumon als Antikoagulanz ein. Deshalb
war die Messung der Thrombozytenaggregation in vitro nur stark eingeschrankt
interpretierbar. Aus diesem Grund wurde dieser methodisch sehr aufwandige
Teil der Studie nach 10 Patienten beendet, zumal die aggregationshemmende
Wirkung einer reinen Statintherapie bereits in verschiedenen Studien belegt
wurde (siehe Einleitung). Trotzdem sollen die Ergebnisse hier kurz diskutiert
werden.

Zur Kontrolle der Thrombozytenaggregation flhrten wir in dem Subkollektiv von
10 Patienten die turbidometrische Aggregometrie nach Born durch und
bestimmten bei 9 Patienten die In-vitro-Blutungszeit. Als Gerinnungsagonisten
fur die Aggregometrie verwendeten wir ADP, Kollagen und den TXA.-
Rezeptoragonist U-46619. Die Messung der In-vitro-Blutungszeit wurde mit
zwei verschieden beschichteten Messzellen durchgefuhrt (Kollagen/Epinephrin
und Kollagen/ADP). Welchen Einfluss die eingenommenen Aggregations-
hemmern auf diese Versuche hatten, wird verstandlich, wenn man den
Wirkungsmechanismus von ASS und Clopidogrel betrachtet (Gawaz, 1999):
ASS fuhrt zu einer irreversiblen, dosisabhangigen Hemmung der
Zyklooxygenase (im Thrombozyten Isoenzym COX-1) und damit der TXA,—
Synthese aus Arachidonsaure. Die Thrombozytenaktivierung wird nicht direkt
gehemmt, aber die normalerweise aus der TXAy-Freisetzung folgende
Sekretion und Vasokonstriktion. Bei Kollagen-stimulierten Thrombozyten stellt
die TXA,-Sekretion neben der GPlIb-llla-Aktivierung den Hauptmechanismus
dar, deshalb ist besonders die Kollagen-induzierte Aggregation gehemmt (um
etwa 70% bei 100 mg ASS/d). Die Adrenalin (Epinephrin)-induzierte
Aggregation wird ebenfalls gehemmt. In geringerem Mal} wird die ADP-

induzierte Aggregation beeinflusst, da Arachidonsaurefreisetzung und daraus
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folgende TXA, —Synthese nur einer von vielen Mechanismen ist, tiber die ADP-
Rezeptoren die Aggregation stimulieren.

Clopidogrel wirkt als irreversibler Antagonist am einem der drei verschiedenen
thrombozytaren ADP-Rezeptoren, dem P2Y,-Rezeptor (P2Yac). Dieser senkt
normalerweise Uber Inhibition der Adenylatzyklase den cAMP-Spiegel im
Thrombozyten. Somit wird unter anderem die durch ADP vermittelte GPllb-llla-
Aktivierung blockiert, daraus resultiert die Hemmung der ADP-induzierten
Thrombozytenaggregation (Geiger et al., 1999).

Diese Wirkungsmechanismen machen deutlich, dass weder Kollagen- noch
ADP-stimulierte turbidometrische Aggregometrie dazu geeignet sind, bei
Patienten unter ASS- und/oder Clopidogrel-Medikation eine Aggregations-
hemmung durch Statine zu untersuchen. Die Ergebnisse fur den TXA-
Rezeptoragonisten U-46619 zeigten jedoch ebenfalls keinen eindeutigen Trend.
Die In-vitro-Blutungszeit gemessen mit der Koll/Epi-Messzelle sollte unter ASS-
Medikation verlangert sein, wahrend die Koll/ADP-Messzelle unter ASS meist
normale Blutungszeiten liefert (Mammen et al.,, 1998). Die Ergebnisse
gemessen mit der Koll/ADP-Messzelle scheinen durch Clopidogrel nicht
beeinflusst zu werden (Geiger et al., 2005). Unsere Messungen zeigten nur bei
4 von 8 Patienten, die ASS einnahmen, eine verlangerte Blutungszeit (Koll/Epi-
Messzelle). Allerdings lagen uns keine Daten zum Vergleich mit Werten vor
Beginn der ASS-Einnahme vor. Auch bei diesem Messungen war bezlglich der

Statintherapie kein eindeutiger Trend erkennbar.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie kein Effekt einer Statintherapie auf
den TSP-1-Gehalt der Thrombozyten bzw. den TSP-1-Spiegel im Plasma
gezeigt werden. Auch andere Marker der Thrombozytenaktivierung wie PF-4,
B-TG und sP-Selektin wurden nicht oder nur geringfugig beeinflusst. Auffallend
war jedoch eine deutliche Erhdhung der TSP-1-Plasmaspiegel bei den KHK-
Patienten im Vergleich zu Normwerten gesunder Probanden, wahrend die
Plasmaspiegel der anderen Marker der Thrombozytenaktivierung allenfalls
diskret erhoht waren. Es ist daher denkbar, dass die erhdhten TSP-1-Spiegel
durch eine vermehrte Sekretion aus arteriosklerotisch veranderten Gefalzellen
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bedingt sind und dass der TSP-1-Plasmaspiegel somit als systemischer Marker
fur eine Arteriosklerose dienen konnte. Diese Hypothese bedarf jedoch der

Bestatigung durch eine eigens darauf ausgerichtete Studie.
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5. Zusammenfassung

Die medikamentdse Behandlung mit Statinen senkt die Mortalitat von Patienten
mit KHK signifikant. Neben der Cholesterinsenkung werden zur Zeit
verschiedene pleiotrope Statineffekte untersucht, die dazu beitragen konnten.
Die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch lipophile Statine wie
Atorvastatin und Simvastatin wurde in mehreren Studien nachgewiesen, der
zugrunde liegende Mechanismus ist aber noch nicht genau aufgeklart.

TSP-1, ein Glykoprotein aus der Familie der Thrombospondine, wird von
Thrombozyten,  Gefallmuskelzellen,  Endothelzellen,  Monozyten  und
Fibroblasten sezerniert. TSP-1 erfullt verschiedene Funktionen, z.B. als
wichtiger Kofaktor der Blutgerinnung, besonders der Thrombozytenaggregation.
Erhdhte TSP-1-Plasmaspiegel werden unter anderem als Marker fur eine
gesteigerte Thrombozytenaktivierung angesehen.

Lipophile Statine vermindern in vitro selektiv die Expression von TSP-1 durch
humane Gefallmuskelzellen, wahrend die Expression von anderen
extrazellularen  Matrixmolekilen unbeeinflusst bleibt. Der vermutete
Mechanismus dafur ist die durch HMG-CoA-Reduktase-Hemmung verminderte
Aktivierung der Rho-Kinase. Unter therapeutischen Statindosierungen in vivo
lasst sich dieser Effekt aber nur schwer nachweisen. Die vorliegende Studie
sollte nun untersuchen, ob unter einer Therapie mit lipophilen Statinen der TSP-
1-Gehalt humaner Thrombozyten ebenfalls gesenkt wird. Parallel dazu wurden
als Kontrollparameter die Thrombozytenproteine PF-4, B-TG, sP-Selektin
bestimmt.

Wir untersuchten 24 Patienten mit stabiler KHK, bei denen die Indikation zur
Therapie mit Statinen gegeben war und fluhrten vor Therapiebeginn mit
Atorvastatin oder Simvastatin und nach mindestens vierwochiger Therapie eine
venose Blutentnahme durch. Die Zielparameter TSP-1, PF-4, B-TG und sP-
Selektin bestimmten wir mittels ELISA. Bei einem Subkollektiv von 10 Patienten
untersuchten  wir aulRerdem die  Thrombozytenaggregation  durch

turbidometrische Aggregometrie und Bestimmung der In-vitro-Blutungszeit.
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Die mindestens vierwdchige Therapie mit Atorvastatin oder Simvastatin hatte
keinen Einfluss auf den thrombozytaren TSP-1-, B-TG- und sP-Selektin-Gehalt,
sowie auf die Plasmaspiegel von TSP-1, PF-4 und sP-Selektin. Wir stellten nur
einen geringfugigen Anstieg des thrombozytaren PF-4-Gehaltes und ein
Absinken des B-TG-Plasmaspiegels um im Mittel 25 % fest. Unsere Ergebnisse
legen nahe, dass die TSP-1-mRNA-Expression in Megakaryozyten und somit
der TSP-1-Gehalt der o-Granula zirkulierender Thrombozyten nicht von
lipophilen Statinen beeinflusst wird.

Der TSP-1-Plasmaspiegel der untersuchten KHK-Patienten war mit 661 + 237
ng/ml deutlich, d.h. 5-12 mal erhdht verglichen mit den Plasmaspiegeln
gesunder Probanden in anderen Studien. Die PF-4-, B-TG- und sP-Selektin-
Plasmaspiegel unserer Patienten entsprachen denen, die fur KHK-Patienten
bisher veroffentlicht wurden und lagen allenfalls gering Uber den Normwerten
gesunder Probanden. Die Erklarung dafur konnte eine gesteigerte TSP-1-
Sekretion aus arteriosklerotisch veranderten GefalBmuskelzellen oder
Endothelzellen sein. Dieser Befund bedarf allerdings der Bestatigung durch
eine auf diese Fragestellung ausgerichtete weitere Studie.

Die in verschiedenen Studien nachgewiesene Aggregationshemmung durch
Statine war in unsere Studie aufgrund der klinisch indizierten aggregations-
hemmenden Begleitmedikation mit ASS und/oder Clopidogrel leider nicht
suffizient zu beurteilen.

Zusammenfassend fand sich in dieser Studie kein Hinweis fur die Hypothese,
dass lipophile Statine bei Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung in
therapeutischer Dosierung den TSP-1-Gehalt von Thrombozyten bzw. die

TSP-1-Plasmaspiegel verringern.
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6.

pmol
ADP
AP
ASS
AT I
CD
CD40-L
CK
COX-1
CRP
CTAD
dl
DNS
EDTA
EGF
EIA
EK
ELISA
EMIT
Epi
EZM

GOT
GP
GPT

Abkulrzungen

B-Thromboglobulin
y-Glutamyl-Transferase

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol

Adenosindiphosphat

Alkalische Phosphatase
Azetylsalizylsaure

Antithrombin 11l

Cluster of differentiation
CD40-Ligand

Kratinkinase

Zyklooxygenase-1

C-reaktives Protein

Zitrat, Theophyllin, Adenosin, Dipyridamol
Deziliter

Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraessigsaure
Epidermal growth factor
Enzym-Immunassay
Endkonzentration

Enzyme-linked immunosorbent assay
Enzyme-multiplied immunotechnique
Epinephrin

Extrazellulare Matrix

Gramm
Glutamat-Oxalazetat-Transaminase
Glykoprotein
Glutamat-Pyruvat-Transaminase
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GTP

h

Hb
HDL
HMG-CoA
IAP
ICAM-1
IL-1/-6/-8
U

KHK
Koll

I

LDH
LDL
MCP-1
MCSF
mg

min

mi
MMP
mRNA

NADP
NADPH
ng

nm

NO
n.s.
oxLDL

PAI-1
PDGF

Guanosintriphosphat

Stunde(n)
Hamoglobinkonzentration

High density lipoprotein
Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A
Integrin associated protein
Intercellular adhesion molecule-1
Interleukin-1/-6/-8

International Units

Koronare Herzkrankheit

Kollagen

Liter

Laktat-Dehydrogenase

Low density lipoprotein

Monocyte chemoattractant protein-1
Macrophage colony stimulating factor
Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Matrix-Metalloproteinasen
messenger-Ribonukleinsaure
Anzahl
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotidphosphat
Hydrierte Form von NADP
Nanogramm

Nanometer

Stickstoffmonoxid (Nitric oxide)
nicht signifikant

oxidiertes LDL

p-Wert
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1

Platelet derived growth factor
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PF-4

PFP

POD

PRP

PTT

rpm

SD

sek
sP-Selektin
T

TGF-B
TIMP-2
TNF-a
TSP-1/-2/-5
TXA2
VCAM-1
vWF

Plattchenfaktor-4

Plattchenfreies Plasma
Peroxidase

Plattchenreiches Plasma

Partielle Thromboplastinzeit
revolutions per minute
Standardabweichung

Sekunde(n)

soluble P-Selektin

Transmission

Transforming growth factor-$3
Tissue inhibitor of metalloproteinase-2
Tumornekrosefaktor-a.
Thrombospondin-1/-2/-5
Thromboxan Ay

Vascular cell adhesion molecule-1

von-Willebrand-Faktor
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8. Anhang

Patienteninformation zur Studie:

, Effekt von Statinen auf den

Thrombospondin-1-Gehalt humaner Thrombozyten*

Prifarzt:
PD Dr. med. Reimer Riessen, Med. Klinik, Tel.: 07071/29-82712

Prifzentrum:

Universitatsklinikum Tibingen
Medizinische Klinik und Poliklinik
Abt. Innere Medizin Il (Kardiologie)
Otfried-Miiller-Strafte 10

72076 Tubingen

Liebe Patientin, lieber Patient,

erhéhte Cholesterinspiegel sind eine wesentliche Ursache fiir die Ausbildung einer
arteriosklerotischen Gefallerkrankung z.B. am Herzen. Durch eine cholesterinsenkende
Behandlung mit Medikamenten aus der Gruppe der Statine (z.B. Sortis®, Lipobay®, Mevinacor®,
Zocor®) kann das Risiko einen Herzinfarkt zu erleiden oder an einer koronaren Herzerkrankung
zu versterben um ca. 30% gesenkt werden. lhr behandelnder Arzt hat Ihnen daher solch ein
Medikament aus der Gruppe der Statine verschrieben.

Bislang ist nicht eindeutig geklart, ob die Statine ihren ginstigen Effekt nur Uber die Senkung
des Cholesterins entfalten, oder ob noch andere Wirkungsmechanismen beteiligt sind, die z.B.
das Wachstum der BlutgefalRzellen oder die Blutgerinnung betreffen. Wir haben in
Zellkulturuntersuchungen nachweisen konnen, dass Statine auch die Bildung von
Bindegewebsmolekllen wie Thrombospondin-1 in den glatten Muskelzellen der arteriellen
Gefalwand vermindert. Thrombospondin-1 férdert das Wachstum der glatten Muskelzellen in
der GefaBwand. Thrombospondin-1 findet sich jedoch auch in den Blutplattchen und ist an der
Blutgerinnung beteiligt.

In dieser Studie mochten wir nun untersuchen, ob unter einer medikamentésen Behandlung mit
Statinen der Thrombospondin-1-Gehalt der Blutplatichen abfallt und ob dies glinstige
Auswirkungen auf die Blutgerinnung hat.

Ihr personlicher Nutzen bei Teilnahme an dieser Studie besteht darin, dass das Ausmal} der
Cholesterinsenkung durch die Statine bei Ihnen kontrolliert wird und zusatzlich Laborwerte
bestimmt werden, die bei selten auftretenden Nebenwirkung erhdht sein koénnten. Die
Einnahme des cholesterinsenkenden Medikaments erfolgt rein aus medizinischer Indikation. Sie
erhalten nur ein offiziell zugelassenes Medikament, keine spezielle Studienmedikation.
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Die Untersuchung lauft folgendermalen ab: Vor der Erstgabe des Statins werden bei lhnen ca.
70 ml Blut ven6s abgenommen. Dies erfolgt wenn moglich im Rahmen einer
Routineblutabnahme. Zum Vergleich: Bei einer Blutspende werden etwa 500 ml Blut
entnommen. Sie nehmen danach das Statin und lhre tbrigen Medikamente so ein, wie Sie sie
von lhrem behandelnden Arzt verschrieben bekommen haben. Wenn mdglich sollte wahrend
dieser Zeit an der Medikamentenverordnung nichts verandert werden. Nach vier Wochen
erscheinen Sie zu einem ambulanten Termin, bei dem lhnen erneut ca. 70 ml Blut vends
entnommen werden. Nach dieser Blutentnahme ist die Teilnahme an der Studie firr Sie beendet
und Sie nehmen Ihre Medikamente unter der Kontrolle Ihres Hausarztes weiter ein.

Risiken und Nebenwirkungen:

Die venodse Blutentnahme ist mit folgenden moglichen Risiken behaftet, die meist jedoch nur
geringen Ausmales sind: Bluterguss, Infektion, Verhartung an der Einstichstelle,
Venenentzindung, Thrombose, Embolie, Missempfindungen im Bereich des Einstichs durch
unbeabsichtigte Verletzung kleinster Hautnerven, Bildung von kleinen Narben, arterielle
Fehlpunktion, vasovagale Reaktion.

Uber alle Veranderungen des Gesundheitszustandes sollten die Priifarzte sofort informiert
werden, um alle unerwiinschten Ereignisse erfassen zu koénnen und die notwendigen
Malnahmen ergreifen zu kénnen. Im Rahmen dieser Studie werden Sie neben dem Prufarzt
(PD Dr. Riessen) durch Doktoranden betreut.

Die Daten, die wir bei diesen Untersuchungen gewinnen, werden in anonymisierter Form von
uns ausgewertet und helfen uns, die Wirkmechanismen der Statine besser zu verstehen und
vielleicht fir weitere Anwendungen nutzbar zu machen.

Die im Rahmen dieser Untersuchung gewonnenen Daten werden aufgezeichnet und (in
anonymisierter Form) Dritten (z.B. Statistikern, Gesundheitsbehdrden) zur Auswertung
zuganglich gemacht. Staatliche Behorden oder Aufsichtspersonen, die die Richtigkeit der Daten
Uberprifen, dirfen Einsicht in die im Rahmen dieser Kklinischen Prifung erfolgten
Originalaufzeichnungen nehmen, insofern es zur Uberpriifung der korrekten Datenerhebung
erforderlich ist. Beim Umgang mit diesen Daten mussen die Bestimmungen des
Datenschutzgesetzes beachtet werden.

Wir wirden uns freuen, wenn Sie uns durch lhre Teilnahme an dieser Studie helfen, die
notwendigen Informationen zu bekommen.

Sie sollten wissen, dass Sie Teilnahme an dieser Studie vollkommen freiwillig ist und Sie
Ihre Zustimmung zur Teilnahme an dieser Studie jederzeit widerrufen kénnen, ohne dass
Ihnen dadurch Nachteile fiir die weitere Behandlung erwachsen.

Fragen und Notizen zum Aufklarungsgesprach:
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Patienteneinverstandniserklarung

, Effekt von Statinen auf den
Thrombospondin-1-Gehalt humaner Thrombozyten*

Prufarzt:
PD Dr. med. Reimer Riessen, Med. Klinik, Tel.: 07071/29-82712

Prafzentrum:

Universitatsklinikum Tibingen
Medizinische Klinik und Poliklinik
Abt. Innere Medizin 1l (Kardiologie)
Otfried-Miiller-Stralte 10

72076 Tubingen

Ich habe die obige Patienteninformation erhalten und gelesen. Mit meinem behandelnden Arzt
konnte ich alle mir noch offenen Fragen bezlglich des Ablaufs, der Vor- und Nachteile und der
Risiken klaren.

Ich bin mit der Durchfihrung dieser Studie einverstanden. Sie kann jederzeit, falls von mir
gewinscht, abgebrochen werden, ohne dass dadurch irgendwelche Nachteile fir mich
entstehen.

Ich bin zugleich einverstanden, dass meine im Rahmen dieser Untersuchung gewonnenen
Daten aufgezeichnet wund (in anonymisierter Form) Dritten (z.B. Statistikern,
Gesundheitsbehérden) zur Auswertung zuganglich gemacht werden. Daneben entbinde ich den
behandelnden Arzt gegenlber staatlichen Behérden und Aufsichtspersonen, die die Richtigkeit
der Daten Uberpriifen, von seiner Schweigepflicht, insofern es zur Uberpriifung der korrekten
Datenubertragung erforderlich ist, Einsicht in die im Rahmen dieser klinischen Prifung erfolgten
Originalaufzeichnungen zu nehmen. Beim Umgang mit diesen Daten mussen die
Bestimmungen des Datenschutzgesetzes beachtet werden.

Ich, Frau/Herr .........ooooeeiiiiiieeeeeeeeeeeee, (Name, Vorname des Patienten), wurde von

Frau/Herrn Dr. med. ......occocveeiiiiieeeeeeee e, (Name, Vorname des aufklarenden Arztes)
ausfuhrlich aufgeklart und erklare mich hiermit bereit, an dieser Studie teilzunehmen.

Datum und Unterschrift des Patienten
Ich, Frau/Herr Dr. med. ......ccooovvveeiiiiiiiieeeeeeeeeee e, (Name, Vorname des aufklarenden

Arztes), habe Frau/Herrn ........cccooiiiiie e, (Name, Vorname des Patienten) tuber
die Studie ausflhrlich aufgeklart und ihr/ihm alle noch offenen Fragen beantwortet.

Datum und Unterschrift des anwesenden Zeugen
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10. Lebenslauf

Personliche Daten

Schulausbildung

Hochschul-

ausbildung

Praktika

Praktisches Jahr

Promotion

Name
Geburtsdatum
Geburtsort

1986 - 1990
1990 - 1999

10/1999 — 9/2001

10.09.2001
10/2001 — 5/2006

29.08.2002
24.03.2005
17.05.2006
22.05.2006

9/2002 - 10/2002
2/2003 — 3/2003
9/2003

3/2004

5/2004 — 6/2004

9/2004

4/2005 — 8/2005
8/2005 — 12/2005
12/2005 — 2/2006

2002 - 2007

Melanie Silke Rapp
28.04.1980

Leonberg

Grundschule in Aurich und Riet
Friedrich-Abel-Gymnasium in Vaihingen/Enz

Abschluss: Allgemeine Hochschulreife

Medizinstudium (Vorklinik) an der
Universitat des Saarlandes

Arztliche Vorpriifung

Medizinstudium (Klinik) an der
Eberhard-Karls-Universitat Tubingen
Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung
Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung
Erhalt der Arztlichen Approbation

Radioonkologie (Universitatsklinik Tibingen)
Padiatrie (Universitatsklinik Tibingen)
Allgemeinmedizin (Frau Dr. Haller, Stuttgart)
Anasthesie (Marienhospital Stuttgart)
Studentische Tutorin im Wochenpraktikum
Kinderheilkunde (Universitatsklinik Tbingen)
Chirurgie und Gynéakologie

(Handeni District Hospital, Tansania)

Chirurgie (Krankenhaus Bad Cannstatt)
Padiatrie (Olgahospital Stuttgart)
Innere Medizin (Krankenhaus Bad Cannstatt)

Medizinische Universitatsklinik und Poliklinik
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