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1. Einleitung

,,Die Atherosklerose ist derzeit die haufigste Todesursache in modernen Industrienationen. In
Deutschland wird eine kardiovaskuléare Mortalitdit von ca. 406.000 Betroffenen/Jahr
dokumentiert, entsprechend einem Anteil von 48% an der Gesamtletalitdt Die koronare
Herzkrankheit (KHK) sowie der Apoplex werden zusammen im Jahre 2020, einer Schétzung
der World Health Organization (WHQO) zufolge, weltweit die Haupttodesursache und die
Hauptursache fur verlorene gesunde Lebensjahre sein. Bei weiter steigender Pravalenz ist es
daher erforderlich zusétzliche kardiovaskuldre Risikofaktoren zu erforschen, um die
individuelle Risikoabschéatzung zu optimieren und eine Intensivierung medikamentdser und

nicht-medikamentdser praventiver MaBnahmen zu erméglichen. <

1.1 Pathophysiologie der Atherosklerose

Das Verstandnis der Atherosklerose befindet sich seit einigen Jahren im Wandel. Zunéchst
ging man davon aus, dass verschiedene Noxen wie LDL-Cholesterin, arterielle Hypertonie
oder Nikotinkonsum und d&hnliches zum Auftreten von Dysfunktionen auf Seiten des
Endothels fihren. Diese schadigenden Einflisse induzieren eine Imbalance der endokrinen
und parakrinen Endothelfunktionen bis zum Verlust physiologischer Funktionen=,

Neuere Forschungen insbesondere im Bereich der vaskuldren Biologie haben jedoch gezeigt,
dass diese Vorstellung die Atherogenese nur unvollstandig beschreibt®. Vielmehr muss die
Atherosklerose als ein hochkomplexer, aktiver und multifaktorieller Prozess verstanden
werden, bei dem vor allem eine inflammatorische Reaktion der Geféllwand entscheidend
ist*>. Die primare Schadigung des Endothels fiihrt initial zur gesteigerten Durchlassigkeit fiir
verschiedene inflammatorische Mediatoren. Dies fihrt zu einer vermehrten Expression von

Adhasionsmolekiilen auf den Endothelzellen®. Die Folge ist eine vermehrte Adhésion von
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Monozyten, T-Lymphozyten und Thrombozyten am Endothel, zum Teil gefolgt von einer
Migration der Zellen in den subintimalen Raum*®’. Die Differenzierung der Monozyten in
Makrophagen mit Lipidbeladung fuhrt zur Bildung der Schaumzelle als charakteristischen
Zelltyp des arteriosklerotischen  Plaques™®. Die Freisetzung von  weiteren
proinflammatorischen Botenstoffen (wie z.B. Cytokine und Chemokine) beférdern die
Einwanderung glatter Muskelzellen aus der Media in die sich entwickelnde intimale Lasion®.
Im Verlauf bewirken Matrixmetalloproteinasen im Rahmen des proinflammatorischen
Milieus eine Destabilisierung der Plaque, diese stabile Plaque wird vulnerabel bis zur

manifesten Plaqueruptur™®. Die Folge ist ein kompletter Verschluss des betroffenen GefaRes.




1.2 Rolle der Thrombozyten bei der Entstehung von Atherosklerose

Thrombozyten sind in der Lage direkt an Endothelzellen zu binden, selbst wenn keine
Dysfunktion vorliegt”™®. Das initiale Anheften erfolgt dabei vor allem (iber P-Selectin, tiber
Signalkaskaden erfolgt die Stabilisierung. In der Folge kommt es, vermittelt iber CD40 und
den TNFSF14-Rezeptor, zur Ausldsung einer inflammatorischen Reaktion am Endothel (vgl.
Abbildung 1) ** mit Freisetzung von RANTES und PF4.
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Abbildung 1: molekulare Thrombozyten-Endothel-Interaktionen. Die Liganden-Rezeptorkomplexe P-Selectin,

PSGL-1 und GPIb sind fir das primére Anheften von Bedeutung. Durch die Aktivierung von Integrinen erfolgt eine
stabile Adhé&sion (durch Bindungen tber Fibronectin (Fn), Fibrinogen (Fg) und von Willebrand Faktor (VWF)).
Durch die nachfolgende Bindung an CD40 sowie TNFSF14R kommt es zur Induktion einer inflammatorischen
Reaktion auf Seiten des Endothels (nach van Gils et al.*%).

Weiter fuhrt die Bindung des Thrombozyten zur Steigerung der ROS Produktion sowie der
NF«kB-Aktivitdt in den Endothelzellen, was in einer Steigerung der Expression von

Adhasionsmolekilen und Exkretion von weiteren Chemokinen resultiert (vgl. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Aktivierung des Endothels nach Thrombozytenbindung.  Akut kommt es zur Freisetzung von
Chemokinen wie RANTES und PF4 [1]. Weiter kommt es zur Veranderung der transkriptionellen Aktivitat sowie
der Produktion von ROS [2], gefolgt von einer Hochregulation von Adhasionsmolekiilen [3] sowie Steigerung der
Sekretion von diversen Chemokinen [4] (nach van Gils et al.*).

Uber die Interaktion mit Endothelzellen hinaus ist eine enge Interaktion mit Leukozyten, vor
allem Monozyten, bekannt. Uber P-Selectin auf der Oberflache von aktivierten Thrombozyten
kommt es zur initialen Bindung an Monozyten.

Die Monozyten-Thrombozyten Bindung wird (ber weitere Oberflacheninteraktionen
zusétzlich stabilisiert (vgl. Abbildung 3), die entstandene Zellverbindung wird als PMC
(Platelet Monocyte Complex) bezeichnet und kann als kardiovaskuldrer Risikofaktor

verstanden werden*¢.
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Abbildung 3: Thrombozyten-Monozyten-Interaktion. P-Selectin bewirkt tber PSGL1 und CD15 das initiale
Anheften. Die Bindung an PSGL1 fiihrt Gber Integrinaktivierung zur weiteren Fixierung des PMC (nach van Gils et
al.™).




Die Bildung von PMCs hat dabei mehrere Effekte:

Chemokine wie RANTES und PF4 werden freigesetzt. Oberflachenrezeptoren, die der
Anheftung dienen, werden vermehrt an der Zelloberflache présentiert. Die Genexpression
wird veréndert, sodass es zu einer vermehrten proinflammatorischen Aktivitat des Monozyten

kommt (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Monozytenaktivierung nach Bindung an Thrombozyten.  Initial werden Chemokine wie PF4 und
RANTES freigesetzt [1]. Ein Signalweg Uber PSGL-1 fuhrt zur Freisetzung von L-Selectin [2] und zur Zunahme der
Expression und Aktivitit von p1- und B2-Integrinen [3]. Dartiber hinaus wird eine Steigerung der NFkB-Aktivitat [4]
sowie in Folge eine vermehrte Sekretion von verschiedenen Chemokinen ausgeldst [5] (nach van Gils et al.*).

Insgesamt wird dem Monozyten durch die Verbindung mit dem Thrombozyten, die Adhésion
und damit die Transmigration durch das Endothel erleichtert.

Daraus lasst sich ableiten, dass Thrombozyten einen nicht unwesentlichen Beitrag zum
Entstehen eines inflammatorischen Milieus liefern, resultierend in einer Induktion und
Progression der atherosklerotische Lasion*"™. So wurde in einem Tiermodell mit ApoE-
defizienten Mausen gezeigt, dass das Auftreten atherosklerotischer Lasionen durch Blockade
der Thrombozyten-Endothel-Interaktion verhindert werden kann®.

Auch im klinischen Bereich konnte ein Zusammenspiel zwischen thrombozytarer Aktivitét
und atherosklerotischen Komplikationen gezeigt werden; bei Patienten mit instabiler Angina
pectoris lield sich eine vermehrte thrombozytare Ausschiittung von inflammatorischem

20,21

Interleukin 7 sowie von P-Selectin zeigen Ebenso kommt es bei Patienten mit




Hypercholesterindmie  oder metabolischem  Syndrom zu einer Steigerung der

Thrombozytenaktivitat?*?*,

1.3 Stress

Schon der griechische Philosoph Hippokrates (460-377 v. Chr.) definiert den Begriff Stress
als Bedrohung der Homd@ostase und die folgende Adaptation an diese. Flr den Stressforscher
W. B. Cannon (1871-1945) umfasst der Begriff Stress die Auswirkungen emotionaler
Prozesse auf physiologische Funktionen®. H. Selye (1907 - 1982) dagegen versteht Stress als
unspezifische Reaktion des Organismus auf ilbermaRige Belastungen®. Dabei unterscheidet er
nach der Wirkung zwei verschiedene Kategorien des Stresses. ,,Distress* beschreibt einen als
unangenehm erlebten, also negativ interpretierten Stress, der zu einer stark erhohten
Anspannung des Koérpers mit Abnahme der Aufmerksamkeit und Leistungsfahigkeit fihrt™.
Bei Langzeitwirkung von Distress sowie fehlenden Kompensationsmdglichkeiten kommt es
zur Schadigung des Organismus®. . Eustress beschreibt hingegen den positiven Aspekt des
Stresses. Er erhoht die Aufmerksamkeit und fordert die Leistungsfahigkeit des Kdrpers ohne

schadigenden Effekt"?.

Ublicherweise wird mit Stress die schadigende Form, der Distress, oder der chronische
Zustand der Imbalance im Sinne einer Stressreaktion beschrieben. Einen Zusammenhang von
derartigen zentralnervésen Vorgangen und Atherosklerose beschreibt erstmals Gutstein®. Er
konnte in einem Tierversuch zeigen, dass es durch chronische elektrische Stimulation des
Hypothalamus zu VVasospasmen und Endothelsch&den sowie zu einer Proliferation von glatten

Muskelzellen der Intima kommt.




Der Stressor kann sehr unterschiedlicher Natur sein (korperlich, emotional, psychisch,...), die

Reaktion des Korpers lauft dabei jedoch tber feststehende Achsen.

1.3.1 Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse)

Die HPA-Achse beschreibt ein neuroendokrines System aus drei Gliedern. Oberstes Glied ist
dabei der Hypothalamus, der die Stressreaktion im Koérper initiiert. Dazu setzt er verschieden
Neurotransmitter frei, wobei CRH (Corticotropin-Releasing Hormone) eine Schliisselrolle
einnimmt!. Uber das Pfortadersystem zur Hypophyse gelangt, bewirkt dies die Ausschiittung
von ACTH (Adrenocorticotropes Hormon) mit nachfolgender Glucocorticoidsynthese in der
Zona fasciculata der Nebennierenrinde. Glucocorticoide bewirken die Bereitstellung von
Energie durch Induktion der Gluconeogenese, des Aminosaureabbaus sowie der Lipolyse und

sichern somit eine gesteigerte Leistungsanpassung an Stressoren’.

Durch einen negativen Feedbackmechanismus mit Hemmung von Hypothalamus und

Hypophyse kann die Stress-Reaktion bei fehlenden Stressoren wieder terminiert werden?.

1.3.2 Die Hypothalamus-Nebennierenmark-Achse (SA-Achse)

Der zweite Weg der physiologischen Stressreaktion geht auch vom Hypothalamus aus.
Hierbei erfolgt jedoch eine direkte Stimulation des Erfolgsorganes, des Nebennierenmarks.
Konsekutiv kommt es zu einer vermehrten Freisetzung von Katecholaminen wie Adrenalin
und Noradrenalin. Diese flihren neben einem energiebereitstellenden Effekt auf
Stoffwechselfunktionen auch zum Anstieg von Herzfrequenz und Blutdruck®.

Zusammengefasst flhrt diese Achse zur Steigerung der kdrperlichen Widerstandsfahigkeit.




1.4 Flavonoide

Flavonoide sind ubiquitdar in pflanzlicher Nahrung vorkommende Polyphenole (vgl.

Abbildung 5). Es sind tiber 6000 verschiedenen Flavonoide beschrieben?’.

Abbildung 5: Flavonoidstruktur. Flavonole (z.B. Quercetin, Kaempferol, Myricetin) X = OH
Flavone (z.B. Apigenin, Luteolin) X =H (nach Jansen et al. %)

Ein besonders hoher Gehalt an Flavonoiden findet sich dabei in roten Weintrauben, Rotwein,
Zwiebeln, Nissen und Tee.

Durch das Eingreifen in verschiedenste zellulare Signalwege kdnnen Flavonoide vielféltige
Wirkungen auf den Korper ausiben. So ist eine antikarzinogene Wirkung ebenso

2930 \wie eine Wirkung gegen die Progredienz einer HIV Infektion®®, eine

beschrieben
praventive Wirkung hinsichtlich Diabetes mellitus?” und vor allem ein die kardiovaskulare
Mortalitét positiv beeinflussender Effekt’”**®, Einen ersten Hinweis lieferte dabei das sog.

French Paradoxon®®3%4

. Es beschreibt, dass in der franzdsischen Bevolkerungen trotz
erhohter kardiovaskuldrer Risikofaktoren (Nikotinkonsum, Hypercholesterindmie, etc.), die
kardiovaskuldrer Mortalitat verhaltnismaRig niedrig ist. Der Effekt wurde zundchst dem
landestypisch als Rotwein konsumierten Alkohol zugeschrieben. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass Alkohol zwar durch eine Erhéhung des HDL-Cholesterin zur Risikoreduktion
induziert”, dieser Effekt jedoch die Reduktion des Risikos alleine nicht erklart*. In
zahlreichen in vitro Studien und Untersuchungen am Tiermodell konnte gezeigt werden, dass

28,31,39,41-48

Flavonoide die Blutgerinnung sowohl auf zelluldrer, thromboyztérer wie auch




plasmatischer Ebene** hemmend beeinflussen. Dieser Effekt geht dabei, im Falle von
Rotwein, (ber die Wirkung von Ethanol hinaus, was in vergleichenden in vitro und
Tiermodell Untersuchungen zwischen Rotwein, flavonoidarmem WeiBwein und rotem
Traubensaft gezeigt werden konnte®*.

Im in vivo Modell am Menschen zeigt sich das Bild gespalten. Zwar konnte dargestellt
werden, dass moderater Alkoholkonsum keine hemmend Wirkung hinsichtlich einer
Aktivierung von Thrombozyten bewirkt*. Das Erreichen der bendtigten Konzentrationen an

Flavonoiden ist in der Literatur widerspriichlich beschrieben®2841:42:50-35




1.5 Molekulare Wirkmechanismen von Flavonoiden auf Thrombozyten

Der Aktivitatszustand des Thrombozyten ist durch mannigfaltige Signalwege beeinflussbar.
Das Binden von Aktivatoren (ADP, Thrombin, Thromboxan, Kollagen) auf der
Zelloberflache bewirkt tber komplexe intrazelluldre Signalkaskaden die Freisetzung von
Granula, die wiederum Rezeptoren (GPIIb/lla, P-Selectin, ...) enthalten, die zur Aggregation
erforderlich sind (vgl. Abbildung 6).

Neben diesen ,,Aktivierungswegen* besteht aber auch weitere Beeinflussbarkeit. So ist zum
Beispiel nachgewiesen, dass auf der Zelloberfliche Rezeptoren vom apa-Typ flr
Katecholamine zu finden sind”. Auch andere Stoffe wie Serotonin oder diverse
Komplementfaktoren kénnen ber entsprechende Rezeptoren die Aktivitat der Thrombozyten
beeinflussen'®. Zellbiologische Untersuchungen zeigen, dass Flavonoide an verschiedenen
Punkten dieser Signalwege regulierend auf die Aktivitat der Thrombozyten einwirken kénnen.
Ein Mechanismus ist dabei die Hemmung des Abbaus von cAMP (ber einen

Phosphodiesterase-hemmenden Mechanismus>® 8

, ein anderer die Steigerung der cAMP
Produktion durch die Adenylatcyclase als Reaktion auf Prostaglandine™.

Durch die in beiden Fallen resultierende Erhéhung des intrazellularen cAMP Spiegels wird
die intrazellulare Ca®* Konzentration niedrig gehalten, was aggregationshemmend wirkt (vgl.
Abbildung 6). Einen anderen Ansatzpunkt stellt der Arachidonsdure-Signalweg dar.
Flavonoide hemmen die Bildung von TXA, durch Behindern der Arachidonsaurefreisetzung
sowie Inhibierung der TXA,-Synthetase*****®%°_ Die Reduktion des gebildeten TXA, bewirkt

konsekutiv ein Unterbrechen des oben beschriebenen Feed-back Mechanismus und damit eine

Behinderung der Aggregation (vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Thrombozytenaktivierung Dargestellt sind die Hauptwege der
thrombozytaren Aktivierung. Die Bindung von Kollagen an den entsprechenden Rezeptor (GPVI) resultiert in der
Phosphorylisation von verschiedenen Kinasen, was zur Rekrutierung von Phospholipase Cy (PLCy) und
Phosphoinositid 3 Kinase (PI-3K) fiihrt. Die Aktivierung der PLCy wird dabei zusitzlich durch das Produkt der PI-
3K, das Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphat (PIP3) unterstutzt. Inositol (1,4,5)-triphosphat (IP;) und
Diacylglycerol (DAG) entstehen durch Hydrolyse von Phosphatidylinositol (4,5)-diphosphat (PIP,). 1P; bewirkt die
Freisetzung von Calcium aus intrazellularen Speichern durch den receptor-operated channel (ROC), DAG aktiviert
Proteinkinase C (PKC). Die Phosphorylierung von Plekstrin und Myosin durch die aktivierte PKC fuhrt zur
Sekretion der dichten Granula und ADP. Die aktivierte PKC und die intrazellulare Ca?* Erhshung stimulieren die
Phospholipase A2 (PLA,), die die Hydrolyse der Arachidonsaure (AA) aus Membranphospholipiden katalysiert. AA
wird durch die Cyclooxygenase (COX) zu den Protaglandin Endoperoxiden PGH,/PCG, umgewandelt, die dann
durch die Thromboxansynthetase (TS) zu TXA, werden. In einem positiven Feed-back Mechanismus diffundiert
TXA,; aus der Zelle und bindet an seinen Rezeptor (TP), was zu einer Aktivierung von PLCP fiihrt, die die Hydrolyse
von PIP, katalysiert. Thrombin wirkt durch einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (PAR1) der die PLCP aktiviert.
Die Wirkung von ADP wird Uber mindestens drei purinerge Rezeptoren vermittelt. Die Bindung an P2Y1 induziert
PLCB; die Bindung an P2X1 bewirkt iiber ROC das Einstromen von extrazellulirem Ca®"; die Bindung an P2Y12
fiihrt zur Hemmung der Adenylatcyclase (AC), die die Synthese von cAMP katalysiert, welches die intrazelluldre Ca®*
Konzentration herab reguliert und die Aktivitdt cAMP-abhéngiger Kinasen kontrolliert. All diese Signalwege
resultieren letztendlich in einer Aktivierung des Fibrinogenrezeptors und andere Rezeptoren, die die Aggregation
ermoglichen. (nach Nardini et al. *®)

Weiter ist beschrieben, dass Flavonoide tber eine Hemmung der PKC und der NADPH
Oxidase sowie eine Steigerung der NO Produktion®® aggregationshemmend wirken (NADPH
Oxidase und NO Synthetase nicht im Bild)®. Ein Ansatzpunkt, der sehr friih in den
Signalkaskaden eingreift, ist die Hemmung der PLC Aktivierung (vgl. Abbildung 6)%.

Proteinkinasen, die durch ihrer Phosphorylierung von Thyrosinkinasen von der Initiation bis
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zur Spatphase der Aggregation von entscheidender Bedeutung sind, kdnnen ebenfalls in ihrer
Aktivitat durch Flavonoide gehemmt werden®®.

Nicht zuletzt konnen Flavonoide auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die Uber
NADPHoxidasen produziert werden und aggregationsférdernd wirken, durch ihre

58,61

antioxidativen Eigenschaften hemmend beeinflussen®>". Dies fuhrt ebenfalls zu einer

Senkung der Aggregationsbereitschaft.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Wie dargestellt, spielen Thrombozyten in der Initiation und Progression der Atherosklerose
eine entscheidende Rolle. Die Identifizierung von Einflussen, die aktivitatssteigernd oder

hemmend auf Thrombozyten wirken, muss somit als klinisch bedeutend angesehen werden.

Ziel der Arbeit ist es infolgedessen:

1. Den Einfluss von korperlicher  Extrembelastung  (Stress) auf die

Thrombozytenaktivitat zu untersuchen
2. Im in vitro Ansatz den Effekt der Hormone der o0.g. Stressachsen auf

Thrombozyten zu quantifizieren

3. Das protektive Potential einer flavonoidreichen Diat unter Kkorperlicher

Extrembelastung zu prifen
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2. Organisation, Material und Methoden

2.1 Die BeMaGIC Studie

2.1.1 Studienintention und Design

Die BeMaGIC Studie (Beer Marathon Genetics Inflamation and Cardiovascular System
Study) untersuchte den Einfluss von in Sauergutprodukten enthaltenen Polyphenolen auf die
Effekte schwerer kdrperlicher Belastung im Rahmen eines Marathons.

Die primaren Endpunkte der Studie waren mogliche Modifikationen von Aktivitat und Zahl
der Thrombozyten und Expression von thrombogenen Rezeptoren. Die Untersuchung
erfolgte im Rahmen eines Marathons, wobei zwei Studiengruppen untersucht wurden, die sich
durch die zusatzliche Gabe eines flavonoidreichen Getrénkes unterschieden.

Die BeMaGIC Studie wurde als Placebo-kontrollierte, randomisierte Doppelblindstudie
konzipiert, von der Ehtikkommission der Technischen Universitat unter der Nummer 2384/09
freigegeben und von Juni bis Oktober 2009 durchgefiihrt. Eingeschlossen wurden insgesamt
369 Probanden, von denen 250 das gesamte Protokoll absolvierten. Aufgrund der circadianen
Beeinflussung der von uns untersuchten Parameter konnten in unsere Untersuchung insgesamt
170 Probanden eingeschlossen werden, die sich ausschlielich zu Untersuchungstermine
zwischen 8.00 und 12.00 Uhr vorstellten. VVon diesen Probanden verblieben nach Durchlaufen

aller Untersuchungstermine 115.
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2.1.2 Zeitlicher Ablauf der BeMaGIC Studie

Das Protokoll sah fur jeden Probanden insgesamt 5 Untersuchungstermine (im Folgenden

,,Visits“ oder kurz ,,V*) vor.

Visit 1 Visit 2 Visit 3 Visit 4 Visit 5

3 wichige Trainigsphase (Konsum der
Test- bzw. Placebosubstanz)

Erhebung der Baseline Marathon Post Marathon (1. & 3. Tag)
Baseline nach

Training —

prae

Marathon

Abbildung 7: zeitlicher Ablauf der BeMaGIC Studie

Insgesamt wurde die Studie an zwei Zeitrdumen durchgefuhrt: 09.06.2009 — 08.07.2009
(Teilnahme am Munchner Wissenschaftsmarathon) und 11.09.2009 — 14.10.2009 (Teilnahme
am Munchen Marathon).

Visit 1 (vgl. Abbildung 7) erfolgte bei beiden Laufen etwa einen Monat vor dem Marathon
(09.06. — 10.06.2009 sowie 11.09. — 17.09.2009). Nachdem alle Probanden auf Ein- sowie
Ausschlusskriterien Uberprift, aufgeklart und ihr Einverstandnis schriftlich erklart hatten,
wurden bei dieser Eingangsuntersuchung Ausgangswerte fir alle im Protokoll vorgesehenen
Parameter erhoben. Die Probanden wurden randomisiert und doppelverblindet in zwei
gleichstarke Gruppen eingeteilt (Team Blau — Team Rot). Um ein Confounding zu vermeiden
wurden die Probanden darauf hingewiesen auf besonders flavonoidhaltige Nahrungsmittel zu
verzichten, zudem erfolgte eine Einweisung Uber geplante Trinkmenge sowie Trinkbeginn
(Jeweils exakt drei Wochen vor dem Marathon — 1,5 Liter/die). Des Weiteren wurde den
Probanden ein Trink- und Ern&hrungsprotokoll ausgehandigt, um eine exakte Dokumentation

des individuellen Trink- und Erndhrungsverhaltens zu ermdglichen.
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Visit 2 (vgl. Abbildung 7) fand in der Woche vor dem Marathon statt (01.07. — 04.07.2009
sowie 06.10. — 10.10.2009). Aus logistischen Griinden war ein einziger Untersuchungstag
nicht moglich, somit ergibt sich ein geringer Unterschied in der Anzahl der Interventionstage
zwischen Visit 1 und Visit 2. Das Untersuchungsprozedere war dem von Visit 1 gleich.

Visit 3 (vgl. Abbildung 7) umfasst die Untersuchungen unmittelbar nach Zieleinlauf am
jeweiligen Marathontag (05.07.2009 sowie 11.10.2009). Um den akuten Effekt der Belastung
abzubilden, wurden alle Probanden sofort nach Zieleinlauf untersucht, daher konnte hier auf
eine mogliche circadiane Rhythmik keine Riicksicht genommen werden.

Visit 4 (vgl. Abbildung 7) fand am jeweiligen Folgetag statt (06.07.2009 sowie 12.10.2009)
und bestand aus der wiederholten Messung der schon bei den vorangegangenen Testtagen
erhobenen Parameter.

Visit 5 (vgl. Abbildung 7) fand drei Tage nach dem Marathon (08.07.2009 sowie 14.10.2009)

statt.

2.1.3 Einschlusskriterien

e mannliches Geschlecht

e Mindestalter 18 Jahre

e Hdochstalter 60 Jahre

e anamnestisch gesunde Probanden

e mindestens ein Halbmarathon absolviert

e schriftliche Einverstandniserklarung
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2.1.4 Ausschlusskriterien

e manifeste Herzerkrankung, insbesondere Angina pectoris

e Diabetes mellitus Typ |

e Diabetes mellitus Typ Il (medikamentds therapiebedurftig oder insulinpflichtig)
e muskuloskelettale Erkrankungen

e psychiatrische Erkrankungen

e Neoplasien

e akute oder chronische Infekte

e Alkoholismus oder Z.n. Alkoholabhangigkeit

e Malabsorptionssyndrome

e allergische Erkrankungen

e Medikamente mit Wirkung auf die Thrombozytenfunktion

2.1.5 Studiengetrank

Das Studiengetrank wurde von einer Traditionsbrauerei in Kooperation mit der TU
Weihenstephan in in vitro Testreihen entwickelt. So enthielt das Testgetrank, in der Grund-

zusammensetzung an entalkoholisiertem Weil3bier angelehnt, vor allem einen verringerten
Gehalt an Kohlensdure. Das Placebogetrank glich dabei dem Verum bis auf den

Flavonoidgehalt.
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mg/I

Catechin 0,597
Epicatechin 0,104
Procyanidin B3 0,420
sonstige 0,066

Vanilinsaure 0,196

Syringasdure 0,539

p-Cumarsaure 0,196
Ferularsaure 0,664
Sinapinsdaure 0,059
Sonstige 0,123

Isoxanthohumol 0,498

Xanathohumol -

Gesamtflavon(ol)e 0,694

Gesamtgehalt aller Flavonoide 4,156

Tabelle 1: Flavonoidprofil des Studiengetrankes
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2.1.6 Studienziel und Endpunkte

Ziel der Studie war es, einen moglichen Einfluss von koérperlicher Extrembelastung auf das
zelluldre Gerinnungssystem sowie einen etwaigen protektiven Effekt durch Flavonoide zu

untersuchen. Die Untersuchungen umfasste folgende Surrogatparameter:

e Impedanzaggregometrische Messungen (unprovoziert sowie getriggert) zur Abbildung
des augenblicklichen Aktivitatszustandes der Thrombozyten

e Serumspiegel von sP-Selectin zur Abbildung des Aktivitatszustandes (ber einen
langeren Zeitraum

e Serumspiegel von Endothelin-1 (Serummarker fiir den eine pathophysiologische

Bedeutung bei stressinduziertem Myokardinfarkten beschrieben ist)

Fragestellung:
e Hat das Durchlaufen des Studienprotokolls einen mit der gewdéhlten Methodik
abbildbaren Einfluss auf die Aktivitdt von Thrombozyten?
e st eine etwaige Steigerung der Aktivitdt durch die Gabe des Studiengetrdnkes zu

beeinflussen?
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2.2 Thrombozytenaktivierung unter Einfluss von Stress - in vitro Studie

2.2.1 Studienintention und Design

Im Rahmen dieser Studie wurde die Aktivierung von Thrombozyten unter Einfluss von Stress
untersucht, die Studie wurde von der Ethikkomission der Ludwigs Maximilians Universitat
unter der Nummer 127-09 genehmigt. An 20 gesunden mannlichen Probanden sollte mittels
etablierter Impedanzaggregometrie und durchflusszytometrischer Analyse von p-Selectin eine
Thrombozytenaktivierung quantifiziert werden. Als Stressfaktoren wurden folgende

Substanzen verwendet.

e Adrenalin Endkonzentration 10pg/ml
e Noradrenalin Endkonzentration 10ug/ml
e Dexamethason Endkonzentration 100ug/ml
e Corticotropin releasing factor (CRF) Endkonzentration 1pg/mi

Zusétzlich wurde der Marker einer endothelialen Dysfunktion, Endothelin-1 untersucht.

e Endothelin-1 Endkonzentration 4pg/ml
Die verwendeten Konzentrationen orientierten sich dabei an Werten, die unter Stress als

physiologisch erreichbar beschrieben sind®?®,

2.2.2 Zeitlicher Ablauf der Studie

Die Studie wurde im Februar 2010 durchgefiihrt. Die Untersuchungen fanden ausschlief3lich
Vormittags statt, um wie auch schon bei der BeMaGIC Studie, ein Confounding durch
circadiane Rhythmik zu verhindern. Nach Aufklarung und schriftlichem Einverstandnis,

wurden die Probanden fur eine halbe Stunde in einem ruhigen Raum gebracht und gebeten zu
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entspannen um eine Beeinflussung der Ausgangsmesswerte durch unterschiedliche
korperliche Aktivitat vor der Blutentnahme auszuschlielen. Nach dieser Ruhephase wurde
standardisiert (mit identischnem Material) Blut entnommen und unverziglich der
experimentellen Methodik zugefihrt (modifizierte Impedanzaggregometrie,

Durchflusszytometrie).

2.2.3 Einschlusskriterien

e Alter zwischen 18 und 50 Jahren

e mannliches Geschlecht

e keine Vorerkrankungen

e keine akuten oder chronischen Infekte

o keine regelmé&Rige Einnahme von Medikamenten

e keine Medikamenteneinnahme fiir die eine Interaktion mit der Thrombozytenfunktion
beschrieben ist (innerhalb von 10 Tagen vor Blutentnahme)

e kein Nikotinabusus

2.2.4 Fragestellung

e Lé&sst sich eine in der Literatur beschriebene Thrombozytenaktivierung durch
Katecholamine® auch mittels Impedanzaggregometrie darstellen?

63,64

e Gibt es einen in vitro Effekt von CRH und Dexamethason (als Vertreter der

HPA-Achse) auf die Thrombozytenfunktion?
e Kann mittels Vergleich Impedanzaggregometrie - Durchflusszytometrie eine klare
Aussage (ber den in der Literatur widerspriichlich eingeschatzte®® " Effekt von

Endothelin-1 auf die Thrombozytenfunktion abgeleitet werden?

21



2.3 Das Stressechokardiographie-Experiment

Die Untersuchung wurde in Kooperation mit der Herzchirugischen Klinik des Klinikums
GroBhadern von November 2009 bis April 2010 durchgefuhrt. Untersucht wurde an
herztransplantierten Patienten, die sich im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen einer
Dobutamin-Stressechokardiographie unterzogen, der Einfluss von Stress in vivo auf die
Thrombozytenfunktion. Erganzend zu der routinemaBigen Blutuntersuchung wurde den
Patienten 4,5 ml Blut fur die Thrombozytenanalyse entnommen. Uber einen vendsen
Verweilkatheter wurden bis zu 30ug/kg Kérpergewicht Dobutamin infundiert. Nach Ende der
Untersuchung wurde den Patienten erneut 9 ml Blut aus dem vendsen Verweilkatheter
entnommen (Thrombininhibitor 4,5 ml — Dynabyte medical; S-Monovette EDTA 4,5 ml -
Sarstedt). Das mit dem Thrombininhibitor versetzte Blut wurde nach Entnahme der sofortigen
impedanzaggregometrischen Messung zugefiihrt (vgl. 2.5.2), das EDTA-Blut wurde der
klinischen Chemie zur Bestimmung der Thrombozytenzahl (bergeben. Eingeschlossen
wurden im angegebenen Zeitraum 21 Patienten, die keine plattchenhemmende Medikation

einnahmen.

2.3.1 Zielsetzung des Experiments

e Vergleich der impedanzaggregometrisch beurteilten Aktivitat der Thrombozyten vor

und nach Dobutamingabe sowie

e Untersuchung des Einflusses der Dobutamininfusion auf die Thrombozytenzahl
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2.4 Materialien

2.4.1 Geratschaften

Blutentnahmesystem
Brutschrank
Durchflusszytometer
Fluoreszenzlesegerat
Impedanzaggregometer
Sterilbank

Vertikalshaker

2.4.2 Chemikalien/Reagenzien

Adenosindiphosphat

Adrenalin

Aqua dest.

Corticotropin releasing factor (CRF)
Dexamethason

ELISA Conjugate Concentrate
ELISA Conjugate Diluent

ELISA Sample Diluent p-selectin

ELISA Standard p-selectin

Safety-Multifly 20 G - Sarstedt

Binder

FACScan - Becton Dickinson

GENios — Tecan

Multiplate

Steril GARD |1l Advance — Baker Company

Promax 1020 — Heidolph

Dynabyte medical
Sigma-Aldrich

eigene Herstellung

AnaSpec Inc. San Jose CA
Sigma-Aldrich

Teil von p-selectin ELISA Kit
Teil von p-selectin ELISA Kit
Teil von p-selectin ELISA Kit

Teil von p-selectin ELISA Kit
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ELISA Stop

ELISA Stop

ELISA Substrat

ELISA Substrat

ELISA Waschlésung
ELISA Waschlésung
Endothelin-1
Endothelin-1 ELISA Kit
Formalin 0,8%
Noradrenalin

PBS

PBS (fur Durchflusszytometer)

P-selectin ELISA Kit

2.4.3 Antikorper

CD61

CD62

ISO

Teil von p-selectin ELISA Kit
Teil von Endothelin 1 ELISA Kit
Teil von p-selectin ELISA Kit
Teil von Endothelin 1 ELISA Kit
Teil von p-selectin ELISA Kit
Teil von Endothelin 1 ELISA Kit
Sigma-Aldrich

R & D Systems, Katalognummer SBBE5
Roti-Histofix von Roth
Sigma-Aldrich

Biochrom

Hauseigene Zubereitung

R & D Systems, Katalognummer SBBE6

FITC anti-human CD61 — Biolegend
(336404)

PE anti-human CD62P — Biolegend (304906)
PE labeled anti-mouse — BDPharmingen
(552768) FITC mouse lgGl — Biolegend

(400108)
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2.4.4 Behaltnisse und Reaktionszellen

ELISA 96 Well Microplatten R&D

Messzellen Dynabyte medical

Réhrchen Durchflusszytometrie 5 ml polystyrene round bottomed tubes — BD
Falcon

2.4.5 Statistik- und Steuersoftware

CellQuest 3.3

Endnote X4

Microsoft Excel 2003, 2007
SPSS 17.0, PASW 18.0

Windows NT
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2.5 Experimentelle Methodik

2.5.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein etabliertes Verfahren, das aufgrund von Lichtbrechung,
Streuung und Fluoreszenz Riickschluss auf GroRe, Granularitdt und Oberflachenantigene von
Zellen ermdglicht. Dazu wird nach einem festgelegten Protokoll eine geeignete
Zellsuspension erzeugt, eventuell erforderliche Féarbungen mittels fluoreszenzmarkierten
Antikérpern ~ vorgenommen  sowie eine Messung in  einem  entsprechenden
Durchflusszytometer durchgefiihrt. Aus der erstellten Zellsuspension werden die Zellen von
dem Messgerat angesaugt, in PBS verdiinnt und einzeln durch die Messkapillare gefuhrt (vgl.
Abbildung 8 links). Beim Durchflielen der Messkapillare werden die Zellen von einem Laser
senkrecht beschossen. Von mehreren Detektoren werden verschiedene Lichtqualitaten erfasst
(vgl. Abbildung 8, rechts) sowie Uber einen Signalwandler an einen entsprechenden
Steuercomputer geleitet (nicht abgebildet). Die Absorption des Lichtes durch die Zelle stellt
ein unscharfes Mal} fur die ZellgréRe dar (Vorwartsstreulicht, FSC), die Brechung des
Lichtstrahls gibt Anhalt tber deren Granularitat (Seitwartsstreulicht, SSC). Auflerdem kann
mit dem Verfahren die Expression von Oberflachenantigenen beurteilt werden. Licht, das auf
die Fluoreszenz-antikorpermarkierten Oberflachenantigene trifft, fihrt zur Anregung und
anschlieBenden Emission von Licht in spezifischen Wellenldngenbereichen, das im Falle
unseres Gerates von bis zu drei verschiedenen Detektoren aufgenommen werden kann

(Fluoreszenzkanal 1,2,3; Fl 1-FI 3).
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Messkapillare
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Abbildung 8: stark vereinfachte Darstellung der Durchflusszytometrie

Fur die Aktivitatsmessung im Rahmen der in vitro Studie wurde der prozentuale Anteil der
Thrombozyten gemessen, der P-Selectin auf seiner Oberflache aufwies.

Geféarbt wurde daher mit einem Phycoerythrin markierten Antikdrper gegen P-Selectin der
Firma Biolegend (im Weiteren: CD62 PE). Da uns jedoch die Abgrenzung der Thrombozyten
vom Hintergrundrauschen in der FSC-SSC Darstellung allein zu ungenau erschien,
entwickelten wir ein Verfahren, bei dem die Zahlung im Durchflusszytometer als ,,Event*
nicht wie blich von einem bestimmten Schwellenwert des FSC, sondern vielmehr von einem
bestimmten Fluoreszenzniveau abhangig war. Dazu musste mit einem zweiten Antikdrper
gegen ein Oberflachenantigen gefarbt werden, das auf jedem Thrombozyten vorhanden ist.
Wir wahlten dazu CD61, was den dauerhaft auf der Oberflache vorhandenen Bestandteil des
GPlIb/llla Rezeptors darstellt. Genutzt wurde ein Fluoresceinisothiocyanat markierter
Antikorper der Firma Biolegend (im Weiteren: CD61 FITC). Der Schwellenwert des Gerates
zu Registrierung eines Events wurde nun auf dem entsprechenden Fluoreszenzkanal so
gewadhlt, dass die Zellpopulation gut ab bildbar war. Das Ergebnis der Messung lieferte somit

ausschlieBlich CD61-positive und damit als Thrombozyten identifizierte Zellen.
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Protokoll der durchflusszytometrischen Messung im Rahmen der in vitro Studie:

Nach Blutentnahme von funf ml Blut in Citratréhrchen wurde das Material zusammen mit
einer identischen Menge PBS in ein 15 ml Réhrchen gegeben. Ziel der Verdinnung war es
eine unerwinschte artifizielle Aktivierung der Thrombozyten zu reduzieren. Es folgte eine 20
mindtige Zentrifugation bei 4 °C und 1000 Umdrehungen pro Minuten ohne Bremse. Das nun
entstandene Plattchen-reiche Plasma (PRP) wurde mit einer Pipette entnommen und in ein
anderes Rohrchen gebracht. Nach vorsichtigem Umschwenken um eine moglichst homogene
Zellverteilung zu erreichen, wurden je 500 pl in ein Cap gegeben. Es gab pro Proband je ein
Cap fir den Referenzwert, eines fur Noradrenalin, Adrenalin, Dexamethason, CRF,
Endothelin sowie ADP als Positivkontrolle. Jedes der Caps wurde entsprechend der
angestrebten Endkonzentration mit entsprechenden Substanzen befullt und direkt im
Anschluss geschlossen. Es schloss sich eine 30 minitige Inkubationsphase auf einem Rotator
im Brutschrank bei 37°C an. Nach der Inkubationsphase wurden aus jedem Cap 50ul in
entsprechende Durchflusszytometrierdhrchen pipettiert. In jedes der Rohrchen wurden
daneben auch je 5ul des CD61 FITC sowie des CD62 PE Antikorper gegeben. Aullerdem
wurde in einem weiteren Rohrchen ein Ansatz fir die Kontrolle auf unspezifische Bindungen
vorbereitet (ISO Kontrolle), in den neben 50ul aus dem Referenzansatz, 5ul CD61 FITC und
1 pl 1gG1 PE I1SO von BDPharmingen pipettiert wurden.

Nach einer anschliefenden Inkubation von 30 Minuten bei 4°C in Dunkelheit wurden die
Zellen in den Rohrchen mit je 500ul 0,8% Formalinldsung fixiert.

AbschlieRend wurden die Proben im FACScan der Firma BD analysiert. ES wurden im
beschriebenen FITC getriggerten Setup insgesamt 50.000 Events pro Messung erfasst und im

Anschluss mit CellQuest 3.3 ausgewertet.
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2.5.2 Impedanzaggregometrie (Multiplate)

Bei der Impedanzaggregometrie der Firma Dynabyte medical — Miinchen handelt es sich um
ein neuartiges Verfahren zur Bewertung der Thrombozytenaktivitdt. Das Grundprinzip der
Messtechnik beruht auf der Zunahme des elektrischen Widerstandes im Medium ausgel6st
durch Anlagerung von aktivierten Thrombozyten an die Messelektroden (Abbildung 9 rechts;

Abbildung 10 rechts).

Abbildung 9: Darstellung einer Messzelle mit zwei Paaren Messelektroden (links) sowie schematische Darstellung der
Widerstandszunahme durch angelagerte aktivierte Thrombozyten (rechts)

5KV  X15000 —— 500 nm

Abbildung 10: Multiplate Analysegerét (links) sowie elektronenmikroskopische Aufnahme einer Messelektrode mit

aufgelagerten Thrombozyten (rechts)
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Eine Messezelle besteht dabei aus einer Kiivette, in die das Blut gegeben wird, sowie zwei
Elektrodenpaaren zwischen denen die Zunahme des elektrischen Widerstandes gemessen wird
(vgl. Abbildung 9 links). Somit erhdlt man in einer Messung zwei Werte, von denen der
Mittelwert als Ergebnis ausgegeben wird. Wahrend der Messdauer von standardmaliig sechs
Minuten wird die Zunahme des elektrischen Widerstandes gegen die Zeit aufgetragen. Als
Ergebnis der Messung erhdlt man sowohl die arbitrire GroBe ,,Aggregation” sowie das
zugehorige Integral ,,AUC* unter der Zeit-,,Aggregation“-Kurve (Abbildung 11).
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Abbildung 11: exemplarische Darstellung einer impedanzaggregometrischen Messung

Gemessen wird die Spontanaggregation (ohne Aktivierung), oder die durch verschiedene
Aktivatoren getriggerte Aggregation. Als Aktivatoren werden Substrate von Rezeptoren
benutzt, die intrazelluléare, aggregationsauslosende Signalwege induzieren. Verwendet wurde
ADP (,,ADPtest”), Arachidonsdure (,,ASPItest“) und Thrombin receptor agonist peptide
(,,TRAPtest™). Der ADP Pathway stellt den klinisch bedeutendsten Aktivierungsweg dar, der
pharmakologisch durch Wirkstoffe wie Clopidogrel gehemmt werden kann, der
Arachidonsdure  Pathway ist  Kklinisch ~ Ziel einer  Plattchenhemmung  mittels

Cyclooxygenasehemmern.
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Der TRAPtest, der ber den Thrombinrezeptor aktiviert, kann als maximaler Stimulator der
thrombozytéren Funktion verstanden werden.

Fur die Messung wurde den Probanden in Hirudinréhrchen (Thrombininhibitor 4,5 ml —
Dynabyte medical) Blut entnommen. Anschlieend wurden die Proben fir mindestens 30
Minuten erschitterungsfrei gelagert, um transportbedingte Erschitterungen als Storfaktor
auszuschlielen. Die Messung der Proben erfolgte gemaR den Empfehlungen von Dynabyte
medical innerhalb von drei Stunden nach Probenentnahme.

Gemessen wurde in der BeMaGIC Studie nach Standardprozedere. Fir eine Messung ist in
jede Messzelle neben 300 pul NaCl 300 pl des Probandenblutes gegeben worden. Nach einer
Inkubaktionsphase von drei Minuten im geréteinternen Heizblock bei 37°C wurde die
Messung gestartet. Hierzu wurde entweder keine weitere Substanz gegeben
(Spontanaggregation) oder 20 pl Adenosindiphosphatlésung (ADPtest) mit einer
Endkonzentration von 6,5uM.

Es wurde fur sechs Minuten der thrombozytenvermittelte Anstieg des elektrischen
Widerstandes zwischen den beiden Sensorpaaren aufgezeichnet.

Fur die in vitro Studie wurde das Messprozedere modifiziert. Nach Befullen der Messzellen
mit 280 pl NaCl sowie 300 pl Hirudinblut wurde entweder 20 pl NaCl (Referenz) oder 20 pl
einer Losung, die die Substanzen Adrenalin, Noradrenalin, CRF, Dexamethason und
Endothelin-1 jeweils in der entsprechenden Konzentration enthielt, zugegeben. Im Anschluss
wurde der Ansatz im gerdteinternen Heizblock fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert ehe die
Messung begonnen wurde. Dazu wurde fur Spontanaggregation sowie ADPtest wie oben
verfahren. Neben diesen beiden Tests wurde noch mittels TRAPtest gemessen, bei dem 20 pl
der TRAP-LGsung zugegeben wurden mit einer resultierenden Endkonzentration von 32uM.
Der weitere Ablauf der Messung war von dem Standardverfahren nicht verschieden. Im

Stressechokardiographie-Experiment wurde neben den bereits beschriebenen Messungen
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Spontanaggregation, ADPtest, TRAPtest noch der ASPItest verwendet. Beim ASPItest wird
nach der Inkubation Arachidonsdure zugegeben um die Stimmulierbarkeit tber den
Cyclooxygenase Pathway zu testen. Die Endkonzentration lag dabei bei 0,5 mM. Die

Inkubationszeit betrug standardméafige drei Minuten.

2.5.3 Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

(Sandwich ELISA)

Enzyme-linked immunosorbent Assay bezeichnet ein immunologisches Nachweisverfahren,
das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Dazu wird auf eine entsprechende ELISA
Microplatte zunéchst ein erster Antikorper (coating-antibody) gegeben, der die Eigenschaft
hat sowohl an der Platte anzuhaften als auch die Zielsubstanz (im Weiteren: das Antigen) zu
binden (precoating; Schritt 1 - Abbildung 12). Nach dem Auswaschen von ungebundenen
Antikdrpern wird von Proben sowie von Standards (mit verschiedenen bekannten
Konzentrationen) auf die Microplatte pipettiert. In der anschlieBenden Inkubationsphase
bindet das Antigen an die nach dem ersten Schritt an die Microplatte gebundenen Antikdrper.
(Schritt 2 - Abbildung 12). Nach einem erneuten Auswaschen um eine Verféalschung durch
ungebundene Substanzen zu verhindern, wird ein zweiter Antikorper auf den Ansatz gegeben.
Der zweite Antikorper (detection-antibody) hat ebenfalls die Fahigkeit an das Antigen zu
binden. Um jedoch eine konkurrierende Bindung mit dem coating-antibody zu verhindern,
bindet er an ein anderes Epitop des Antigens. Uberdies ist an den detection-antibody eine
Enzymfunktion gebunden. In einer erneuten Inkubationsphase bildet sich nun ein Komplex
aus coating- und detection antibody aus, der Uber das Antigen ver- und an die Microplatte

gebunden ist (Sandwich ELISA; Schritt 3 - Abbildung 12). Nach einem erneuten Waschschritt
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wird die enzymatische Reaktion gestartet. Es wird ein Substrat hinzugefugt, das von dem an
den detection-antibody gebundenen Enzym zum Farbumschlag gebracht wird (Schritt 4 -
Abbildung 12). Der Prozess der enzymatischen Farb&nderung lauft tber eine standardisierte
Zeitspanne ab und wird anschlieBend durch Messung der Absorption evaluiert. Aus den
Absorptionswerten der Standards sowie deren Konzentrationen lasst sich, gegeneinander
aufgetragen, eine Standardkurve etablieren sowie aus einer dazugehorigen polynomischen

Interpolationsfunktion die Konzentration der gemessenen Proben errechnen.

© Te_il der J detection-antibody
Microplatte J mit Enzymfunktion
\ ( :](;?1‘:)?)%- Substrat nach enzymatischem
y " Farbumschlag
4 Zielsubstanz = Q} Substrat vor enzymatischem =l
Antigen Farbumschlag

] b

\/ \}‘E/ \}‘E/ \Y

Schritt 1 Schritt 2 Schritt3 Schritt4

Abbildung 12: Schema Sandwich ELISA

33



sP-Selectin ELISA:

Die Blutproben wurden nach Entnahme in Serumréhrchen (S-Monovette Serum Gel 9,0 ml —
Sarstedt) umgehend abzentrifugiert (1000g, 15 min, Raumtemperatur) und das entstandene
Serum bei -80°C gelagert.

Gemessen wurde mit einem Standardkit von R&D Systems (Katalognummer SBBEG6). Das
Kit enthéalt 96-Well-Platten, die bereits gecoatet sind, d.h. der oben skizzierte erste Schritt ist
bereits durchgefuhrt. Die mitgelieferten Standards sind vor Beginn in 1 ml destilliertem
Wasser angeltst worden. Die mitgelieferte Kontrolle wurde in 500ul destilliertem Wasser
angelost. Das mitgelieferte Conjugate Concentrate wurde im daflr vorgesehenen Conjugate
Diluent gebrauchsfertig gemacht. Zum Abschluss der Vorbereitung wurden die bei -80°C
gelagerten Serumproben im mitgelieferten Sample Diluent im Verhéltnis 1:15 verdlnnt.
Gemessen wurden pro Platte jeweils in Doppelwerten: sechs mitgelieferte Standards, ein
Leerwert ohne Zugabe einer sP-Selectin enthaltenden Probe, eine mitgelieferte
Positivkontrolle sowie 40 Probandenseren. Zum Start des Prozedere wurde in jedes Well je
100 pl von verdiinntem Standard, Kontrolle oder Serum gegeben. Die zwei Wells fiir den
Leerwert verblieben ungefullt. Direkt darauf folgten 100 pl der Conjugate Losung (detection-
antibody, vgl. Schritt 2, 3 Abbildung 12) in jedes Well. Es erfolgte eine einstindige
Inkubationsphase bei Raumtemperatur auf dem Vertikalshaker. AnschlieBend wurde mit dem
mitgelieferten Waschreagenz insgesamt dreimal manuell gewaschen. Es folgte nach der
Zugabe des mitgelieferten Substrates eine 15 mindtige Inkubationszeit bei Raumtemperatur
(vgl. Schritt 4 Abbildung 12). Nach 15 minutiger Inkubationszeit wurde die enzymatische
Reaktion mittels mitgelieferter Stopplosung (100ul) beendet und die Platte sofort mittels
Fluoreszenzlesegerdt gemessen. Gemessen wurde die Absorption bei einer Wellenldnge von

450 nm sowie einer A Korrektur von 670 nm. Die Auswertung (Konzentrations/Absorptions-
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Wertepaaren der sechs Standards) erfolgte mit Microsoft Excel 2003 durch Berechnung einer

polynomischen Interpolationsfunktion.

Endothelin-1 ELISA:

Die Blutproben wurden nach Entnahme in Serumréhrchen (S-Monovette Serum Gel 9,0 ml —
Sarstedt) umgehend abzentrifugiert (1000g, 15 min, Raumtemperatur) und das entstandene
Serum bei -80°C gelagert.

Auch Endothelin-1 wurde mittels eines Standardkits der Firma R&D Systems gemessen
(Katalognummer SBBES). Im Kit inbegriffen war eine bereits gecoatete Microplatte mit 96
Wells. Vor der Durchfiihrung des Immunassays wurden auch hier die Standards sowie die
Kontrolle mit 1 ml destiliertem Wasser angelost. Das conjugate concentrate wurde im
mitgeliefertem conjugate diluent angesetzt. Gemessen wurden pro Platte jeweils in
Doppelwerten: eine Verdinnungsreihe aus insgesamt sieben Standards, ein Leerwert sowie 40
Probandenseren. Begonnen wurde mit jeweils 100 pl Standard bzw. Serum und 100 pl
Conjugate (Schritt 2,3 Abbildung 12). Es folgte eine Inkubation von einer Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Vertikalshaker gefolgt von einer sechsmaligen Waschung mit dem
im Kit enthaltenen Waschreagenz. AnschlieBend folgte die Phase des enzymatischen
Farbumschlages, eingeleitet durch die Zugabe von 100ul des mitgelieferten Substrates
(Schritt 4 Abbildung 12). Beendet wurde diese Phase nach 30 Minuten durch Zugabe von
100l der mitgelieferten Stopplosung. Innerhalb von 30 Minuten wurde die Lumineszenz
gemessen. Aus den Konzentrations/Lumineszenz-Wertepaaren der sieben Standards wurde,
analog zum Vorgehen beim sP-selectin ELISA, mit Microsoft Excel 2003 eine polynomische
Interpolationsfunktion berechnet, anhand derer aus den Lumineszenzmesswerten der Seren

die Konzentration berechnet werden konnte.
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2.6 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel 2003 und 2007 sowie PASW
18.0. Bei durchgehend nicht normalverteilten Daten wurde nichtparametrisch getestet, bei
verbundenen Situationen mittels Wilcoxon Test, in unverbundenen Situationen mittels Mann-
Whitney-U Test. Ein P-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant, kleiner 0,01 als
statistisch hochsignifikant bezeichnet. Statistisch signifikante Ergebnisse sind in den

Diagrammen mit ,*‘, hochsignifikante mit ,**‘ gekennzeichnet.

3. Ergebnisse

3.1 BeMaGIC Studie

Aus dem Probandenkollektiv der BeMaGIC Studie wurden 115 Probanden der
Impedanzaggregometrie zugefiihrt, 96 der Messung des Serumspiegels von P-Selectin sowie
22 der Messung des Serumspiegels von Endothelin-1.

Das Zurlckbleiben weit unter der mdglichen Probandenzahl von 250 Probanden begriindet
sich im Falle der Impedanzaggregometrie durch die circadiane Problematik (vgl. 2.1.1), im
Fall der Serumbestimmung von P-Selectin und Endothelin-1 neben der auch hier gegebenen

circadianen Problematik auf finanziellen Gesichtspunkten.
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3.1.1 Trinkmengen

Von den insgesamt 115 untersuchten Probanden gaben 103 ihr komplett ausgefiilltes
Trinkprotokoll zurlick, sodass von diesen eine durchschnittliche tdgliche Trinkmenge ermittelt
werden konnte. Die 103 Probanden verteilten sich dabei im Verhéltnis 50:53 auf die
Interventions- sowie Placebogruppe. Der Median der Trinkmenge lag bei der
Interventionsgruppe bei 1,20 Liter/die, in der Placebogruppe bei 1,28 Liter/die (vgl.
Abbildung 13), was nach Mann-Whitney-U Test nicht signifikant unterschiedlich ist und von

der praktischen Relevanz (Getranke in 500ml Flaschen ausgegeben) vernachlassigbar ist.
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Abbildung 13: durchschnittlicher Konsum der Studiengetranke
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3.1.2 Thrombozytenzahlen

Analysiert wurden die Thrombozytenzahlen der 115 Probanden, deren Thrombozytenaktivitat
mittels Impedanzaggregometrie gemessen wurde. Es ergab sich fir Visit 1 ein Median von
210*103/ul, fur Visit 2 von 217*103/ul (Unterschied zu V1 hochsignifikant), fur Visit 3 von
231*103/ul (Unterschied zu V2 hochsignifikant), fir Visit 4 von 228*10%/ul (Unterschied zu
V3 signifikant) und flr Visit 5 ein Median von 224*103/ul (bezogen auf V4 hochsignifikant).
Es zeigt sich bei V2 (nach der Trainingsphase) eine hochsignifikante Zunahme der
Thrombozytenzahl um 3,3 %. Bei V3 (post Marathon) zeigt sich sogar eine hochsignifikante
Zunahme der Zellzahl von 6,5 % gegen V2. Der Rickgang von V3 zu V4 (Tag 1 post
Marathon) ist mit einer prozentualen Verédnderung von -1,3 % marginal aber dennoch
signifikant. Der Rickgang von V4 zu V5 (Tag 3 post Marathon) ist mit -1,8 % &hnlich gering,

aber dennoch hochsignifikant (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Thrombozytenzahlen [*10%3/ul] nach Visits
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3.1.3 Die Trinkgruppen

Ziel der Unterteilung des Kollektivs war es, eine Dosis-Wirkungsbeziehung zu untersuchen.
Zu diesem Zwecke wurden die 50 Probanden der Interventionsgruppe nach ihrer
durchschnittlichen Trinkmenge aufgetragen und die Quartilengrenzen berechnet. Es ergaben
sich die Grenzen 1 Liter/die fur die untere Quartile, einen Interquartilbereich von > 1 Liter/die
bis < 1,28 Liter /die und dementsprechend eine obere Quartile mit einer Trinkmenge von 1,28
Liter/die im Durchschnitt oder gréer (vgl. Abbildung 15). Um auszuschlieRen, dass die
GroRe Trinkmenge an sich einen Effekt hat (und damit nicht die unterschiedliche Menge an
aufgenommen Flavonoiden die unterschiedlichen Messwerte erklart), wurde im Vergleich zu
den entsprechenden Quartilen des Placebogetrankes getestet. Dies anderte die dargestellten
Ergebnisse jedoch nicht und ist daher nicht abgebildet. In der folgenden Darstellung findet
sich daher der Ubersichtlichkeit halber eine einzige Gruppe ,,Placebo®, die nicht weiter nach

unterschiedlicher Trinkmenge des Placebogetrankes unterteilt ist.
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Abbildung 15: Darstellung Trinkmenge Verumgruppe
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3.1.4 Impedanzaggregometrie

Spontanaggregation:

Gemessen wurde nach dem in 2.5.2 beschriebenen Verfahren, die Ergebnisse wurden in der
Einheit ,,AUC* ausgegeben. Der Median war fur Visit 1: 8, fiir Visit 2: 11, fur Visit 3: 24, fur
Visit 4: 8 und flr Visit 5: 13. Es konnte gezeigt werden, dass es in der prae-Marathon Phase
zu einer hochsignifikanten Zunahme der Thrombozytenaktivitat kam (V1 zu V2). Eine
ebenfalls hochsignifikante Zunahme bildet der Vergleich V3 (post Marathon) zur prae-
Marathon Phase (V2 und V1) ab. Post Marathon kommt es zu einer hochsignifikanten
Abnahme bei V4 und von dort aus zur erneut hochsignifikanten Zunahme. V5 verbleibt

insgesamt hochsignifikant Uber Baseline (V1 zu V5; vgl. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Spontanaggregation [AUC] nach Visits
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Die Auswertung nach Gruppen ergab die folgenden Ergebnisse (immer Verum zu Placebo):
Visit 1: 6 zu 8; Visit 2: 10 zu 12; Visit 3: 18 zu 26; Visit 4: 7 zu 8,8; Visit 5: 12 zu 14. Die
Interventionsgruppe liegt bei allen Visits von der Tendenz hoher, am deutlichsten ist der
Unterschied bei Visit 3 — also post Marathon (vgl. Abbildung 17). Im Mann-Whitney-U Test

werden jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede erreicht.
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Abbildung 17: Spontanaggregation [AUC] nach Visits im Gruppenvergleich

Die Betrachtung der oberen Verumquartile zeigt dagegen ein anderes Bild. Der Verlauf der
Mediane Uber die Visits ist: 8, 12, 11, 6, 16. Damit féllt im Vergleich zur Gesamtbetrachtung

(vgl. Abbildung 16) auf, dass in der Gruppe der Verumprobanden mit der gréfiten Aufnahme
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an Studiengetrank der Anstieg der Thrombozytenaktivitdt post Marathon ausbleibt. Der
Anstieg von V1 zu V2 verfehlt die Signifikanz ebenso wie die Verdnderung von V2 zu V3.
Der Rickgang von V3 zu V4 ist signifikant, der Anstieg von V4 zu V5 ist hochsignifikant.
Auch die Verénderungen von V1 zu V3 bzw. V5 sind in dieser Subpopulation nicht

signifikant (vgl. Abbildung 16, Abbildung 18)

- AL

30 ! T

Spontanaggregation [AUC]
9

T

. l 1 T

T T T T T
Visit 1 Visit 2 Visit 3 Visit 4 Visit S

-
o
1

Abbildung 18: Spontanaggregation [AUC] der oberen Quartile der Verumgruppe nach Visits

Vergleicht man nun die Placebogruppe mit der oberen Quartile der Verumgruppe ist bei V3
die Placebogruppe (Median 26) signifikant hoher als die oberer Quartile der Verumgruppe
(Median 11/vgl. Abbildung 19).

Die Aktivitat der Thrombozyten von Sportlern aus der Placebogruppe ist damit post Marathon

signifikant héher als die der Sportler, die der oberen Quartile der Verumgruppe angehdren.
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Abbildung 19: Spontanaggregation [AUC] nach Visits im Vergleich Placebo — obere Quartile Verum

ADPtest:

Hier wurde nach dem in 2.8.2 beschrieben Verfahren gemessen und das Ergebnis in der
Einheit ,,AUC* ausgegeben. Die Mediane waren dabei: 63, 65, 90, 67 und 70. Es zeigt sich
eine diskrete, nicht signifikante Zunahme von V1 zu V2, ein hochsignifikanter Anstieg von
V2 auf V3, ein &hnlich starker, hochsignifikanter Riickgang von V3 zu V4 und ein geringer,
aber hochsignifikanter erneuter Anstieg zu V5 hin. V5 und auch V3 liegen auch hier
hochsignifikant Uber der Baseline (vgl. Abbildung 20). Somit ist die Steigerung der

thrombozytéren Aktivitat durch das Durchlaufen des Studienprotokolls auch im ADPtest

bestatigt und hochsignifikant.
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Abbildung 20: ADPtest [AUC] nach Visits

Die Auswertung nach Gruppen ergab die folgenden Ergebnisse (immer Verum zu Placebo):
Visit 1: 62 zu 63,5; Visit 2: 62 zu 68,5; Visit 3: 86 zu 92,5; Visit 4: 65 zu 70,5; Visit 5: 69 zu
71,5. Ahnlich wie in der Spontanaggregation zeigt sich auch hier eine Tendenz geringerer
Werte in der Interventionsgruppe (vgl. Abbildung 21), verfehlt jedoch zu jedem Zeitpunkt die
statistische Signifikanz. Auch bei der gesonderten Betrachtung der verschiedenen Subgruppen

der Verumgruppe zeigte sich ein dahnliches Bild ohne signifikante Unterschiede zur

Placebogruppe.
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Abbildung 21: ADPtest [AUC] nach Visits im Gruppenvergleich

3.1.5 sP-Selectin

Die Proben wurden wie unter 2.5.3 beschrieben gewonnen und gemessen, angegeben in
ng/ml. Es ergaben sich fur die funf Messzeitpunkte folgende Mediane: Visit 1: 62,17; Visit 2:
57,96; Visit 3: 94,86; Visit 4: 81,74; Visit 5. 61,46. Es zeigt sich ein nicht signifikanter
Rickgang wahrend der Trainingsphase (V1 zu V2), post Marathon kommt es akut zum
hochsignifikanten Anstieg (V3 erhoht). Auch einen Tag post Marathon sind die Werte
gegeniiber der Baseline erhoht, wenn auch im Vergleich zu V3 leicht und nicht signifikant
erniedrigt. Am dritten Tag post Marathon findet sich ein Wert, der den Ausgangswert fast

exakt entspricht (hochsignifikanter Unterschied zu V4 / vgl. Abbildung 22).
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Abbildung 22: Serumspiegel P-Selectin nach Visits

Betrachtet man die beiden Studiengruppen im Vergleich, zeigt sich die Tendenz von
niedrigeren Werten in der Verumgruppe vom Start weg, die jedoch Kklar zu keinem Zeitpunkt

statistisch signifikant werden (Daten nicht abgebildet).

3.1.6 Serum Endothelin-1

Nach einer Probengewinnung und Messung, wie unter 2.5.3 beschrieben, ergaben sich
folgende Mediane in ng/ml: 2,42; 2,3; 2,6; 2,36 und 2,29. Somit zeigt sich ein
nichtsignifikanter Rickgang nach der dreiwdchigen Trainingsphase, eine hochsignifikante
Zunahme post Marathon, eine signifikante Abnahme zu V4 und eine nicht signifikante

weitere Abnahme zu V5 (vgl. Abbildung 23).
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Abbildung 23: Endothelin-1 [pg/ml] nach Visits

Beim Gruppenvergleich zeigt sich (immer Verum zu Placebo): Visit 1: 1,71 zu 2,52; Visit 2:
1,09 zu 2,46; Visit 3: 2,51 zu 2,6; Visit 4: 1,48 zu 2,73 und Visit 5: 1,73 zu 2,45. Es bilden
sich bei allen finf Messzeitpunkten niedrigere Werte in der Verumgruppe ab, wobei der
Unterschied lediglich bei V2 statistische Signifikanz erlangt (vgl. Abbildung 24). Eine weitere
Untersuchung mittels Subgruppen (nach Trinkmenge) wurde aufgrund der geringen Fallzahl

von insgesamt 22 nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 24: Endothelin-1 [pg/ml] nach Visits — im Gruppenvergleich

3.2 in Vitro Studie

3.2.1 P-Selectin

Wie oben beschrieben, wurde aus den gewonnenen Daten der prozentuale Anteil der
Thrombozyten errechnet die P-Selectin auf ihrer Oberflache aufwiesen.

Es zeigt sich folgendes Bild: Fir die unstimmulierte Referenzprobe ergab sich ein Median
von 0,14%. Die Katecholamine Adrenalin (Median: 0,57) und Noradrenalin (Median: 0,48)
zeigten eine deutliche, hochsignifikante Zunahme der oberflachenstdndigen P-Selectin

Molekile. Unter dem Kortikosteroid Dexamethason zeigte sich allenfalls eine geringe, nicht
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signifikante Zunahme (Median: 0,18). Ahnliches wurde fiir Endothelin-1 gemessen (Median

0,17/vgl. Abbildung 25). CRF hingegen wies mit einem Median von 0,20 einen signifikanten

Anstieg auf.
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Abbildung 25: prozentualer Anteil p-Selectin positiver Thrombozyten in Abhéngigkeit vom Versuchsreagenz

3.2.2 Impedanzaggregometrie

Die Messung erfolgte nach dem unter 2.4.2 beschriebenen, modifizierten Messverfahren. Als
Ergebnisse wurde im Falle der Spontanaggregation die GroBe ,,Aggregation® verwendet.
Diese Abweichung von der sonstigen Einheit ,,AUC* grindet auf der Dimension der Werte.
Bei den hier vorliegenden sehr kleinen Werten ergab ein Integral unter der Aggregationskurve

wenig Aussage und vor allem wenig Trennschéarfe zwischen den einzelnen Testansétzen (vgl.
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dazu auch Abbildung 11). Bei den anderen Messungen (ADPtest und TRAPtest) wurde als
Einheit ,,AUC* gewihlt. Beriicksichtig werden muss auch, dass die Werte durch die
Anderung der Inkubationszeit von drei auf dreiRig Minuten nicht mit den
impedanzaggregometrischen  Messungen aus der BeMaGIC Studie und dem
Stressechokardiographie-Experiment vergleichbar sind.

Im Einzelnen zeigten sich folgende Ergebnisse:

Spontanaggregation:

Zunéchst aufgrund der genannten Problematik der unterschiedlichen Inkubationszeit eine
Gegenuberstellung der Referenz aus der In vitro Studie und einem zufallig ausgewahlten, 40
Probanden umfassenden Kollektiv aus den Baseline Untersuchungen der BeMaGIC Studie.
Die Rahmenbedingungen der Blutentnahmen sowie das Kollektiv waren zu diesem Zeitpunkt
aquivalent, da die Intervention in der BeMaGIC Studie erst nach Baseline begonnen wurde
und die Einschlusskriterien was Alter, Vorhandensein von Vorerkrankungen sowie
Medikation deckungsgleich waren.

Es prasentiert sich folgendes Ergebnis: Die Referenz mit 3 Minuten Inkubation erreicht einen
Median von 16,9, wohingegen der Median bei der 30 Minuten Inkubation bei 4,15 liegt. Der

Unterschied ist hochsignifikant (vgl. Abbildung 26).
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Abbildung 26: Darstellung des Einflusses einer Inkubationszeitverdnderung auf die Spontanaggregation

[Aggregation]

Vergleich der einzelnen Ansétze der in Vitro Studie:

Bei der Referenzprobe lag der Median der Aggregation bei 4,15. Unter Adrenalin (Median:
5,3) und vor allem Noradrenalin (Median: 6,2) zeigte sich eine Zunahme der Aggregation, die
fiir Noradrenalin statistisch signifikant war. Nahezu unveranderte Werte lieferte die Reihe mit
CRF (Median: 4,1). Zu einer Abnahme der thrombozytiren Spontanaktivitat fuhrten die
Ansédtze mit Dexamethason (Median: 3,6) und Endothelin-1 (Median: 3,4, signifikante

Abnahme/vgl. Abbildung 27).
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Abbildung 27: Spontanaggregation [Aggregation] in Abhangigkeit vom Versuchsansatz

ADPtest:

Auch hier zunachst die Gegenuberstellung mit der BeMaGIC Baseline, um den Einfluss der
verlangerten Inkubation einzuschétzen: Die 3 minutige Inkubation fuhrte im Median zu einem
Wert von 63, die 30 minitige mit 7,5 erneut zu hoch signifikant niedrigeren Werten (vgl.

Abbildung 28).

8
L

604

Vergleich Referenz 3 min. vs. 30 min. [AUC]

Abbildung 28: Darstellung des Einflusses einer Inkubationszeitanderung auf die ADP-Aktivierbarkeit [AUC]
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Im Vergleich der Stressfaktoren zeigt sich:

Adrenalin fihrt zu einem leichten Riickgang der ADP getriggerten Aktivitdt (Median: 6).
Noradrenalin (11), Dexamethason (11,5), CRF (12,5) und Endothelin (13) zeigten jeweils
Anstiege der ADP Provozierbarkeit (vgl. Abbildung 29). Statistische Signifikanz erreichten
dabei im Wilcoxon Test die Anstiege unter CRF und Endothelin-1. Gemessen am Median

handelt es sich um einen Effekt von +79 bzw. + 86 %.
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Abbildung 29: ADP getriggerte Aktivitat im Vergleich [AUC]

TRAPtest:
Bei der Auswertung der durch Thrombin receptor agonist Peptide provozierten Aktivitdt muss

in Ermangelung von Daten mit eine 3 minitigen Inkubation auf eine entsprechende
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Gegentiberstellung verzichtet werden. Es ist jedoch anzunehmen, dass durch die verldngerte
Inkubation auch hier eine Senkung der Referenzwerte entsteht.

Die Messungen fihrten zu folgenden Ergebnissen (Median): Referenz (61). Adrenalin (34)
und Noradrenalin (39) fiihrten zu einem hochsignifikant verminderten Ansprechen auf TRAP.
Fur Dexamethason (65) und CRF (64) zeigte sich eine nicht signifikante Veranderung. Ein
vermehrtes, aber nicht signifikant verandertes Ansprechen zeigte sich im Endothelin-Ansatz

(76/vgl. Abbildung 30).
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Abbildung 30: Reaktion auf TRAP im Vergleich der Stressfaktoren
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3.3 Stressechokardiographie-Experiment

3.3.1 Thrombozytenzahl

Bei 10 der 21 Probanden wurde neben der impedanzaggregometrischen Messung vorher und
nachher die Thrombozytenzahl bestimmt. Ziel war es dabei berlicksichtigen zu kénnen, dass
eine eventuelle Abnahme der Aktivitat auch Zeichen eines Zellverbrauchs sein kann.

Die Thrombozytenzahl vor der Untersuchung war im Median 184.000/pl. Nach der
Stressechokardiographie zeigte sich eine signifikante Abnahme der Zellzahl auf 160.500/pl

(vgl. Abbildung 31).
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Abbildung 31: Thrombozytenzahl vor und nach Stressechokardiographie
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3.3.2 Impedanzaggregometrie

Es wurden 21 Patienten untersucht.

Spontanaggregation:

Die spontane Aktivitat sank von einem Median von 13 auf 10 ab. Der Abfall verfehlt im

Wilcoxon Test die statistische Signifikanz klar (vgl. Abbildung 32).
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Abbildung 32: Spontanaggregation prae-post [AUC]

ADPtest:

Ebenfalls Abnahme der Aktivitat. Prae: 67. Post: 54. Die Abnahme im ADPtest ist jedoch

statistisch hochsignifikant (vgl. Abbildung 33).
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Abbildung 33: ADPtest prae-post [AUC]

ASPltest:
Es zeigt sich auch bei Aktivierung tiber den Cyclooxygenase Signalweg ein hochsignifikantes

Abnehmen der ausldsbaren Reaktion: Prae: 86. Post: 74,5 (vgl. Abbildung 34).
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Abbildung 34: ASPItest prae-post [AUC]
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TRAPtest:

Die verminderte Aktivierbarkeit tber den ADP und Arachidonsdure Signalweg zeigt sich

auch fur den Thrombin Signalweg.

Die Aktivitat nach Stimulation mit TRAP sinkt ausgehend von 111 hochsignifikant auf 91

(vgl. Abbildung 35).
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Abbildung 35: TRAPtest prae-post [AUC]
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4. Diskussion

4.1 Auswirkung von Stress auf Thrombozyten

Impedanzaggregometrische Ergebnisse der BeMaGIC Studie:

Betrachtet man die spontane Aggregation, die als sensitivste Methode zur Verénderung des
Aktivitatszustandes gesehen werden kann, zeigt sich folgendes Bild:

Die Phase zwischen V1 und V2, in der die Sportler sich in den letzten Wochen des Trainings
vor dem Marathon befanden und bereits eine Aufséttigung mit den Studiengetrdnken
stattfand, bewirkt eine hochsignifikante Zunahme der thrombozytaren Aktivitat. Dieser Effekt
ist auf den ersten Blick unerwartet, da die Athleten laut Einschlusskriterien von einem hohen
Trainingsstand starteten und ihr gezieltes Training auf den Marathon weit vor der
Dreiwochenfrist aufnahmen. Dieser Anstieg kann daher als Ausdruck einer gesteigerten
Trainingsintensitit im Sinne eines Ubertrainings gesehen werden.

Der starke Aktivitdtsanstieg post Marathon (+ 200% im Vergleich zu V1) bildet einen
erheblichen, thrombozytenaktivierenden Effekt des korperlichen Stresses im Rahmen des
Rennens ab. Innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Marathonlauf kam es zu einer
vollstandigen Rickbildung der Aktivitatszunahme, sodass V4 wieder auf dem Niveau von V1
liegt. Als eine mogliche Erklarung kénnte entweder eine aktive Gegenregulation (z.B. von
Seiten des Endothels aus) oder eine ,,Erschopfung®™ der Aktivitit der Thrombozyten gelten.
Eine dritte mogliche Erklarung ware eine Abnahme der Thrombozytenzahlen und die damit
verbundene Verfalschung der Messergebnisse, was aber ausgeschlossen werden konnte (vgl.
Abbildung 14). Auffallig ist auch, dass die Aktivitat zwischen 24 und 72 Stunden post

Marathon erneut zunimmt, sodass am Ende der Studie eine hochsignifikante Zunahme der
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Aktivitat gegeniiber des Ausgangsniveaus bestehen bleibt. Eine mogliche Ursache kdnnte der

Einfluss eines post Marathon entstehenden proinflammatorischen Milieus’*"

im Korper sein,
das aktivitatssteigernd auf Thrombozyten wirken kann™.

Diese Ergebnisse werden, bis auf den Anstieg zwischen V1 und V2, auch von den Resultaten
des ADPtests bestatigt. Betrachtet man die gute Korrelation der Messwerte im Multiplate
ADPtest und die klinische Neigung zu arteriellen Thrombosen, z.B. im Rahmen

kardiologischer interventioneller Verfahren, wird die Kklinische Bedeutung der

Thrombozytenaktivierung im Rahmen des Marathonlaufes, wie hier beschrieben, deutlich.

P-Selectin BeMaGIC Studie:

P-Selectin, auch CD62P, GMP140 oder PADGEM™"®, ist ein Adhasionsmolekiil. Es findet
sich in den a-Granula von Thrombozyten und den Weibel Palade Bodies der
Endothelzellen™”"™®,  Durch  aktivierende ~ Stimuli  (z.B.  inflammatorische,

aggregationsauslosende sowie ischdmische Reize) werden die membranstdndigen Molekdile

20,79

an die Oberflache gebracht Im weiteren Verlauf wird P-Selectin von der

membrandurchspannenden Doméane durch Proteolyse abgel6st®™ und als soluble P-Selectin
nachweisbar. Im Falle der Endothelzellen wird es hingegen endozytiert”. Der Prozess des

Abldsens (shedding) betrifft dabei vor allem Molekile auf Thrombozyten, sodass der

75,81,82

Serumspiegel an sP-Selectin groBtenteils thrombozytaren Ursprungs ist und somit als

entsprechender Marker fur Thrombozytenaktivitdt tber eine groRere Zeitspanne gesehen
werden kann. Auflerdem wird der Serumspiegel von sP-Selectin klinisch als Pradiktor fur

kardiovaskulare Ereignisse (auf Grundlage einer bestehenden koronaren Herzerkrankung)

75,83

gesehen Zudem werden erhohte Spiegel bei Patienten mit hypertensiven®,

hyperlipidamischen® sowie atherosklerotischen Erkrankungen beschrieben®3®.
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In der BeMaGIC Studie zeigt sich Gber V1 zu V2 keine wesentliche Veradnderung des sP-
Selectins. Eine hochsignifikant Zunahme besteht hingegen zu V3, die auch am Tag 1 post
Marathon (V4) bestehen bleibt. Es lasst sich also im Vergleich zur Impedanzaggregometrie
erkennen, dass die Rlckbildung langsamer erfolgt. Dies erstaunt jedoch nicht. Die Messung
bei V3 in der Impedanzaggregometrie muss als Momentaufnahme der Aktivitat betrachtet
werden. Auch wenn 24 h spater (V4) die Momentaufnahme ein sehr inaktives Bild zeigt,
muss davon ausgegangen werden, dass in den Stunden nach der Blutentnahme bei V3 eine
nach wie vor erhohte Aktivitdt mit entsprechendem Shedding von P-Selectin stattgefunden
hat. Somit erklart sich, dass der sP-Selectin Wert von V4 zwar geringer als V3 (nicht
signifikant) ist, jedoch immer noch auf hohem Niveau verbleibt. Der Ruckgang der sP-
Selectin Spiegel erfolgt erst spater, es erreicht bei V5 wieder das Ausgangsniveau. Der in der
Impedanzaggregometrie gemessene Anstieg zwischen V1 und V2 sowie zwischen V4 und V5
schlagt sich somit nicht im sP-Selectin nieder.

Betrachtet man die Aussagekraft von Impedanzaggregomtrie und sP-Selectin so ist klar, dass
im Fall der Impedanzaggregometrie eine Momentaufnahme der thrombozytéren Aktivitét, im
Fall des sP-Selectin Spiegels eine Abbildung der Aktivitat Gber einen erheblich l&ngeren
Zeitraum widerspiegelt. Es muss also davon ausgegangen werden, dass der Effekt des

Verumgetranks nicht stark genug war, um diesen l&angerfristigen Marker zu beeinflussen.

Endothelin-1 BeMaGIC Studie:

Endothelin-1 ist ein aus 21 Aminosauren bestehendes Peptid®, das im Endothel produziert
wird und groBe vasokonstriktive Wirkung besitzt®®. Es ist bekannt, dass Erkrankungen wie
Myokardinfarkt, koronare Herzerkrankung als Ausdruck einer endothelialen Dysfunktion

65,69

oder disseminierte intravasale Gerinnung ebenso zu erhdhten Endothelin-1 Spiegeln

fuhren wie eine direkte Sch&digung des Endothels z.B. durch chirurgische oder
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interventionelle Manipulationen®. Aktuelle Untersuchungen haben gezeigt, dass die
Endothelinspiegel bei Myokardinfarkten in Abhé&ngigkeit vom Trigger differieren. So waren
die Spiegel bei Patienten mit stressinduziertem Myokardinfarkt ca. zweimal so hoch wie in
einer Referenzgruppe (Myokardinfarkten ohne urséachliches Stressereignis)®°.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das ,,Stressmodell
Marathon einen hochsignifikanten Anstieg des Endothelin-1 Spiegels induzierte (zwischen
V2 und V3), bereits 24 Stunden nach dem Marathonlauf war der Spiegel nicht mehr
signifikant erhoht.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass korperliche Extrembelastung einen
hochsignifikanten Anstieg des Endothelin-1 Spiegels im Vergleich zum Ausgangswert um ca.

13% induzierte.

In vitro Studie:

Intention der Studie war es zu untersuchen, ob etablierte Stressfaktoren, die bei emotionalem
und physischem Stress involviert sind, Thrombozytenaktivitdt beeinflussen kénnen, um so
mogliche erklarende Erkenntnisse fur die Resultate der BeMaGIC Studie zu gewinnen. Als
Kontrolle der externen Validitat unserer Studie untersuchten wir auch die Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin, fir die bereits ein aktivierender Effekt beschrieben ist®” %%,

Die durchflusszytometrische Messung zeigte fiur die Katecholamine und CRF einen
signifikanten aktivierenden Effekt auf Thrombozyten, fir Dexamethason und Endothelin-1
jedoch nicht.

Im Rahmen der Impedanzaggregometrie konnte eine signifikante Zunahme der

Spontanaggregation fur Noradrenalin sowie einer signifikanten Abnahme fur Endothelin-1

dokumentiert werden. Hierbei ist aber zu berticksichtigen, dass die verlangerte
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Inkubationszeit von dreif3ig Minuten, anstatt wie vom Entwickler empfohlenen drei Minuten,
einen Einfluss auf die Messergebnisse hatte. Wir wissen jedoch aus Voruntersuchungen, dass
die Zunahme unter Noradrenalin auch besteht, wenn die Inkubationszeit standardméRige drei
Minuten betragt. Zudem ist aus der Literatur bekannt, dass der Einfluss von Noradrenalin
aktivitatssteigernd ist. Somit kann der unter unseren Untersuchungsbedingungen (dreif3ig
Minuten Inkubationszeit) gemessene erhdhte Wert der Spontanaggregation als Steigerung der
Aktivitat gedeutet werden.

Analog hierzu ist die Verringerung der spontanen Aktivitat durch Endothelin-1 als
Thrombozytenhemmung zu interpretieren.

Im Rahmen des ADPtest wurde eine nicht signifikante Abnahme der Thrombozytenaktivitat
durch Adrenalin gemessen. Eine mdgliche Erklarung hierfiir konnte ein Erschopfen der
Reaktionsfahigkeit der Thrombozyten auf ADP bei einer verlédngerten Inkubationszeit (30
Minuten) sein. Die Thrombozyten waren wéhrend der halbstiindigen Inkubationsphase schon
so aktivitatsgesteigert, dass nach Zugabe von ADP nur noch eine verringerte Antwort
auslosbar war.

Durch CRF und Endothelin-1 kam es unter dem verwendeten Messprotokoll (30 Minuten
Inkubationszeit) zu einer Abnahme der Thrombozytenaktivitat, wobei im Gegensatz zu der
Messung unter Adrenalin ein erhdhter Impedanzwert dokumentiert wurde. Die Thrombozyten
waren (im Gegensatz zu der Messung unter Adrenalin) vor Testbeginn (30 Minuten der
Inkubation) in ihrer Aktivitat gemindert, sodass eine starkere Antwort auf den Aktivator nach
30 Minuten Uberhaupt mdoglich war. Allerdings muss angemerkt werden, dass sich die
impedanzaggregometrischen Ergebnisse fur CRF nicht mit denen der Durchflusszytometrie

decken (Zunahme von P-Selectin positiven Thrombozyten).
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Fur den TRAPtest zeigte sich unter Katecholaminstimulation ein hochsignifikanter Riickgang
der Impedanzwerte im Vergleich zur Referenz, diese Beobachtungen sind somit konkordant
zu den Resultaten des ADPtests.

Im TRAPtest zeigte sich unter Endothelin-1-Stimulation eine tendenzielle
Thrombozytenhemmung, die jedoch die statistische Signifikanz verpasste.

In Zusammenschau der erhobenen Ergebnisse muss nochmals darauf hingewiesen werden,
dass, im Gegensatz zum vom Hersteller als standardisiert vorgegebenen Verfahren mit
dreimindtiger Inkubationszeit, unsere Ergebnisse (evaluiert mit 30 minutiger Inkubationszeit)
nur unter den bereits aufgefiihrten VVorbehalten interpretiert werden kénnen.

Somit l&sst sich als gesichertes Ergebnis der In Vitro Studie lediglich der aktivierende Effekt
der Katecholamine auf Thrombozyten bezeichnen. Zudem kann postuliert werden, dass
Dexamethason und Endothelin-1 keinen signifikanten Einfluss auf den Anteil von P-Selectin

positiven Thrombozyten haben.

Stressechokardiographie-Experiment:

Ziel war es, den Einfluss von Stress (in vivo Katecholamingabe) auf Thrombozyten zu
untersuchen. Wir konnten zeigen, dass es hierbei zu einer signifikanten Abnahme der
Thrombozytenzahl (ca. 13 %) kam, als Ausdruck eines moglichen aktivierungsbedingten
Zellverlustes. Die hochsignifikanten Riickgange der Messwerte in den aktivierten Messungen
(ADPtest, ASPItest und TRAPtest) sind somit aufgrund der reduzierten Thrombozytenzahl
und nicht als primére Verringerung der Aktivitat zu interpretieren. Eine weitere Erklarung
konnte die Erschopfung der thrombozytéren Aktivierbarkeit durch die Dobutamingabe
darstellen.

Die Spontanaggregation zeigte in der Studie keine signifikante Veranderung.
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4.2 Einordnung in den Stand der Wissenschaft

Der Einfluss sportlicher Aktivitat auf das plasmatische und das zelluldre Gerinnungssystem ist
schon seit mehreren Jahrzehnten im Focus wissenschaftlicher Untersuchungen, die
Ergebnisse sind jedoch diskordant®, was wohl vor allem auf die groRen Unterschiede der
verwendeten Protokolle (Trainingszustand der Probanden, Art der sportlichen Belastung von
wenigen Minuten bis hin zum Marathonlauf, experimentelle Methodik) zuriickzufiihren ist*.
Gesichert zu sein scheint auf plasmatischer Seite eine Verklrzung der aktivierten partiellen
Thromboplastin Zeit bei gleichzeitiger Steigerung der fibrinolytischen Aktivitat. Die beiden
,,gegenlaufigen Systeme* scheinen somit unter sportlicher Aktivitdat im Gleichgewicht zu
sein®.

Kritisch ist die Situation am atherosklerotisch vorgeschadigtem Endothel, da dort die
entsprechende Steigerung der antikoagulativen Aktivitat nicht geleistet werden kann, wie
Kanel et al. im mentalen Stressmodell zeigen konnte™.

Fur Thrombozyten gilt eine Stress-induzierte Zunahme der Zellzahl durch Freisetzung aus
Kompartimenten wie der Milz und dem Knochenmark als gesichert®®?, dieser Effekt konnte
in der hier vorgelegten Arbeit auch beobachtet werden, jedoch in viel geringerem MaRe als in
der Literatur beschrieben (18-80%% vs. 6,5%). Anzumerken ist aber, dass in den
entsprechenden Publikationen nicht zu entnehmen ist, ob Verschiebungen des
Plasmavolumens bei der Bestimmung der Thrombozytenzahl (wie in unserer Studie)
berucksichtig wurden.

Verschiedene Untersuchungen beschreiben dariiber hinaus eine Aktivitdtszunahme von

929 Diese

Thrombozyten (z.B. getriggerte Aggregation, P-Selectin oder Thromboxan)
aktivierenden Effekte werden dabei von den Autoren vor allem durch erhohte

Katecholaminwerte erklart”®®. Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse (in vitro
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Studie und Stressechokardiographie-Experiment) zum Einfluss von Katecholaminen auf die
Thrombozytenfunktion stimmen somit mit denen der Literatur tberein.
Als diskordantes Ergebnis sei z.B. die Studie von Rock et al. genannt, die 1997 in einem
Marathonmodell einen hemmenden Effekt auf Thrombozyten®” beschreibt. Daneben zeigten
weitere Untersuchungen einen hemmenden Effekt von Sport (verschiedener Intensitat) auf
Thrombozyten®*%  Als  mégliche  Erklarung  wird  eine  UberschieRende
thrombozytenhemmende Prostaglandinfreisetzung angefiihrt®,
Insgesamt muss man die Untersuchungen zum Effekt von korperlicher Belastung auf
Thrombozyten wie folgt zusammenfassen: gesicherte Zunahme der Zellzahl, unklarer Effekt
auf die Aktivitat (steigernd, hemmend, kein Effekt)'®.
Als Begrindung fir diese widerspriichlichen Ergebnisse fallen vor allem folgende Punkte ins
Auge:
- Die Studienprotokolle sind zu unterschiedlich um vergleichbar zu sein
(Trainingszustand, Art der Belastung)
- Die Studien sind bis auf wenige Ausnahmen von geringer bis sehr geringer Fallzahl
(10-20 Probanden)
- Die experimentelle Methodik, vor allem in &lteren Studien (optische Aggregometrie),
ist, was die Sensitivitat und vor allem die Reproduzierbarkeit der Aktivitatsmessung
anbelangt, nicht mit dem modernen Multiplate Verfahren vergleichbar'®

Da die Studie von Rock et al.%’

, analog zu der hier vorgestellten Arbeit, im Modell
Marathonlauf an trainierten Athleten die Thrombozytenaktivierung untersuchte, méchte ich
im Folgenden auf die diskordanten Ergebnisse (Abnahme der Aktivitét) eingehen.

Im Gegensatz zu Rock et al. (geringe Fallzahl von 12 Mannern und 2 Frauen), wurde in

unserer Studie eine grofRe Fallzahl (115 Probanden) untersucht. Zudem ist erwahnenswert,

dass zwar eine geringe auslosbare Aggregation dokumentiert wird, gleichzeitig aber
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Serummarker der thrombozytdren Aktivierung (B-Thromboglobulin, ein Marker fir die
Ausschiittung von a-Granula®) als stark erhéht post Marathon beschrieben werden. Zu
erwarten wére hingegen bei gering gesteigerter Aggregation lediglich eine geringe Erhéhung
der Serummarker, bzw. ein Ausbleiben des Anstiegs von Serummarkern falls keine
Thrombozytenaktivierung stattgefunden hat.

In unseren Untersuchungen an 115 Probanden zeigte sich ein eindeutiger aktivitatssteigernder
Effekt des Marathonlaufs auf die  Thrombozytenfunktion sowohl in  der
Impedanzaggregometrie als auch ergéanzend in der Messung von sP-Selectin. Einen weiteren
interessanten Bericht aus dem klinischen Umfeld, der unsere Beobachtung der

0%%2. In einem Klinischen Case

Thrombozytenaktivierung stutzt, lieferte Zwart et al. 201
Report werden drei Félle von spéten sowie sehr spaten Stentthrombosen bei Wiederaufnahme
von korperlicher Belastung im Rahmen von Fahrradfahren bzw. Fahrradergometertraining

beschrieben.

4.3 Der Einfluss der Flavonoide - Deutung der Erkenntnisse aus der
BeMaGIC Studie

Es ist davon auszugehen, dass die Effekte der Flavonoide auf die Thrombozytenaktivitat im
Rahmen des Marathons geringer ausgefallen sind als vor der Studie angenommen. Nur etwa
10 bis 15 % der Probanden haben die vorgesehene Trinkmenge (1,5 I/die) tatsdchlich
getrunken (vgl. 2.1.2 Zeitlicher Ablauf der BeMaGIC Studie sowie 3.1.1 Trinkmengen),
moglicherweise wird dadurch ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Studiengruppen verpasst.
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Interessanterweise zeigt sich jedoch fiir die obere Quartile der ,,Konsumenten“ ein komplett
unterschiedliches Verlaufsbild der Spontanaggregation (vgl. Abbildung 16, Abbildung 18).
Stimmten die Verlaufe zwischen V1, V2 (prae Marathon) und V4, V5 (post Marathon) noch
uberein, fehlt der aktivierende Effekt durch den Marathonlauf in der oberen Quartile
vollstandig. Ein Vergleich der Trinkmengen-Quartilen in der Placebogruppe konnte
ausschlielen, dass diese Effekte durch unterschiedliche Volumenaufnahme zustande
kommen. Sonst bestanden keine Unterschiede zwischen Placebogruppe und der oberen
Verumgquartile. Als Erklarung verbleibt somit nur die Flavonoidaufnahme, die, wie hier
gezeigt, zu einer Blockierung der Stress-induzierten Thrombozytenaktivierung fiihrte.

Li et al. sowie auch Wallen et al. versuchten in ihren Untersuchungen zur Aktivierung von
Thrombozyten durch Sport entsprechende Effekte mit Acetylsalicylsaure zu hemmen. Es
zeigte sich zwar, dass die Thrombozyten in Ruhe weniger aktiv waren, eine Aktivierung
durch den korperlichen Stress konnte jedoch dadurch (im Gegensatz zu den Flavonoiden in

unserer Studie) nicht verhindert werden®'%,
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4.4 Limitationen

4.4.1 BeMaGIC Studie

Die organisatorische sowie technische Abwicklung der Versuche garantiert die Validitat der
Ergebnisse. Es muss jedoch einschrankend erwéhnt werden, dass die VVorgabe hinsichtlich der
Trinkmenge der Studiensubstanz nicht optimal umgesetzt wurde. Die gewiinschte
Trinkmenge von 1,5 I/die wurde nicht einmal von den 25% der Sportler erreicht, die am
meisten Studiengetrank zu sich nahmen (obere Quartile/vgl. Abbildung 15). Es muss also
festgehalten werden, dass nicht der Effekt der geplanten Dosis an Flavonoiden getestet wurde,

sondern ein geringerer (im Median 1,201/die).

4.4.2 in Vitro Studie

Kritisch erwahnt werden muss hier der unerwartet starke Effekt durch die methodisch
notwendigerweise verldngerten Inkubationszeit auf 30 Minuten (vgl. Abbildung 26,
Abbildung 28). Diese Verlangerung bewirkte tiber ein kontinuierliches Anlagern der aktiven
Thrombozyten an die Messelektroden eine Unsicherheit hinsichtlich der tatsachlichen

getriggerten Aktivitat.

4.4.3 Stressechokardiographie-Experiment

Die gesamte Durchflihrung verlief wie geplant, es ergeben sich keine Zweifel an

konzeptioneller oder methodischer Korrektheit der Untersuchungen.
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4.5 Ausblick

Die grol’e Bedeutung der Atherosklerose und der wesentliche Beitrag der Thrombozyten im
Zusammenspiel mit entzindlichen Zellen bei der Atherogenese lassen jede mdgliche
praventive Beeinflussung dieser Interaktionen als sinnhaft erkennen.

Es ist davon auszugehen, dass der aktivitatssteigernden Effekt von Stress, in unserem Modell
dargestellt durch korperliche Extrembelastung bzw. Katecholamine, Uber die eingangs
ausflhrlich dargestellten Vernetzungen in der Atherogenese im Langzeiteffekt Atherosklerose
mitsamt ihrer Folgeerkrankungen fordert. Mohlenkamp et al.®® konnten 2008 in einer
Untersuchung an Marathonldufern zeigen, dass diese Athleten von Koronarverkalkungen
betroffen waren in einem Male, das mit konventionellen kardiovaskuldren Risikofaktoren
nicht zu erklaren war und somit unsere These der Beglnstigung der Atherogenese durch
korperlichen Stress unterstitzt. Anhand der oberen Quartile der Verumtrinkgruppe konnten
wir einen protektiven Effekt durch Flavonoide zeigen. Berechtigterweise kann man diesen, in
einer Subgruppe gesehenen Effekt, noch nicht als allgemeingultig verstehen, die dargestellten
Ergebnisse sollten jedoch Anlass flr weitere Untersuchungen sein. Zum einen muss
untersucht werden, ob durch eine langere Anwendung bzw. Erhéhung der Dosis die Effekte
steigerbar sind. Zum anderen wird zu prifen sein, inwieweit sich die Ergebnisse auf andere
Qualitaten des Stresses (z.B. emotionaler Stress) Ubertragen lassen. Im Hinblick auf die
klinische Relevanz wird der wesentliche Aspekt die pharmakologische Erforschung auf

Sicherheit und Wirksamkeit bei Patienten mit atherosklerotischen Erkrankungen sein.
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5. Zusammenfassung

Die Atherosklerose nimmt aktuell eine fiihrende Rolle hinsichtlich Morbiditat und Mortalitat
ein. Da die Préavalenz weiter steigt, ist es erforderlich, zusétzliche kardiovaskulare
Risikofaktoren zu erforschen um die individuelle Risikoabschatzung zu optimieren und eine
Intensivierung medikamentdser und nicht-medikamentdser praventiver MaRnahmen zu
ermoglichen. Untersuchungen der letzten Jahre zeigten ursdachlich ein hochkomplexes
Zusammenspiel von Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen in der Initiation sowie
Progression der Atherosklerose.

Stress, in seiner Vielféltigkeit der Formen immer (ber feststehende Stressachsen ablaufend,
konnte als Atherosklerose begunstigend nachgewiesen werden. Als ein  mdglicher
pathophysiologischer Mechanismus sollte daher in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von
Stress auf Thrombozyten untersucht werden.

In der Literatur konnten in in vitro Modellen Flavonoide vielversprechende Thrombozyten-
hemmende Effekte zeigen, ihr protektives Potential hinsichtlich der stressinduzierten
Aggregationssteigerung wurde daher in dieser Arbeit in einem in vivo Modell untersucht.

Wir konnten zeigen, dass Stress (in vivo anhand des Marathonmodells) sowie die direkte
Gabe von Katecholaminen (in vivo im Rahmen der Stressechokardiographie bzw. in vitro
durch die Applikation von verschiedenen Stresshormonen) eine deutliche Aktivierung von
Thrombozyten bewirkt. Im Falle des Marathonlaufes wurde die spontane Aktivitdt im
Vergleich zum Ausgangsniveau gar auf das dreifache gesteigert.

Im Gegensatz zu Versuchen mittels Acetylsalicylsdaure bewirkten die Flavonoide unseres

Studiengetrénkes einen vollstdindig hemmenden Effekt auf die Thrombozytenaktivierung.
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Somit konnte erstmalig in einem in vivo Modell ein eindeutig protektiver Effekt der
Flavonoide im Hinblick auf thrombozytére Aktivierung dargestellt werden.

Aus der Literatur ist bekannt, dass sich eine thrombozytére Hyperaktivitat auf die Entstehung
sowie die Progression atherosklerotischer L&sionen negativ auswirkt. Es wird im Folgenden
zu prufen sein, ob sich die beobachteten Effekte durch Steigerung der Flavonoiddosis
verstarken lassen. Zudem ist zu erforschen, ob Flavonoide auch bei Patienten mit bereits
bestehender Atherosklerose in der Lage sind, ihr Thrombozyten-inhibierendes Potential zu

entfalten.
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