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Zusammenfassung

In der Himostaseologie stellen die Thrombozyten einen entscheidenden Part physiologischer,
aber auch pathologischer Gerinnungsprozesse dar. Daher ist es wichtig, in speziellen
Konstellationen die Funktion der Thrombozyten pharmakologisch steuern zu kénnen. Hierzu
ist die Verwendung von Acetylsalicylsdure (ASS) in der klinischen Praxis weit verbreitet und
spielt eine entscheidende Rolle im Rahmen der primidren und sekundiren
Thromboseprophylaxe. Das Wirkprinzip der Acetylsalicylsdure fiithrt zu einer irreversiblen
Hemmung der Thrombozytenfunktion, indem sie deren Cyclooxygenasemolekiil (COX)
acetyliert. Damit wird die Thromboxan A,-Synthese (TXA,) und somit die Aggregation
blockiert. Der aktuelle Forschungsstand verdeutlicht jedoch, dass ein nicht unerheblicher
Prozentsatz der so behandelten Patienten von der ASS-Therapie nicht profitiert und dennoch
ein kardiovaskuldres Ereignis erleidet. Seit langem wird daher in der Fachliteratur {iber die
ASS-Resistenz diskutiert und bisher werden recht divergente Ergebnisse erzielt.

Das Ziel dieser Studie bestand in der Darstellung der Pridvalenz der ASS-Resistenz bei
dialysepflichtigen Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. Es wurde eruiert, ob
zwischen diesen beiden Studienkollektiven ein signifikanter Pravalenzunterschied besteht und
ob Zusammenhdnge zwischen dem Resistenzstatus und bindren sowie metrischen Merkmalen
darstellbar sind.

Zum Nachweis der ASS-Resistenz wurde der PADA-RASS (platelet adhesion assay -
Reaktion auf ASS) genutzt, mit dessen Hilfe es moglich ist, Messungen im Heparinblut und
nach Zugabe von ASS durchzufiihren, um dadurch das Ansprechen der Thrombozyten auf
ASS zu analysieren. Dabei wurde die Thrombozytenantwort in drei Gruppen unterteilt: ASS-
Responder, ASS-Nonresponder und PRASA (paradoxical reaction on ASA).

Zusitzlich wurden der PADA (platelet adhesion assay) und PADA-HIT (HIT: Heparin-
induzierte Thrombozytopenie Typ II) genutzt, um erfassen zu konnen, ob der
Aktivitdtszustand der Thrombozyten und die Privalenz von HIT Il-Antikdrpern (AK)
signifikante Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Populationen zeigen. Auch
hierbei wurde auf Zusammenhénge mit den oben erwidhnten Merkmalen geachtet.

Der PADA verwendet zwei durch Citrat antikoagulierte Vollblutproben, aus denen der

aktuelle Adhésionsindex (Al) der zirkulierenden Thrombozyten ermittelt wird.



Fiir den PADA-HIT wurden parallel zu den zwei Citratblutproben des PADA zwei
Heparinblutproben nach dem selben Prinzip untersucht und der berechnete Heparin-
Adhésionsindex mit dem Citrat-Adhédsionsindex der Thrombozyten verglichen.

Die Auswertung des PADA zeigte, dass sich die Citrat-Adhisionsindices der Dialysepatienten
im Mittel signifikant héher darstellten als die der gesunden Probanden. Des Weiteren wurden
beziiglich der Zweiterkrankungen und der dabei gemessenen PADA-Adhésionsindices
signifikante Unterschiede zwischen den Studienkollektiven ermittelt.

Die Analyse des PADA-HIT wies bei den dialysepflichtigen Patienten ein signifikant
héufigeres Vorkommen von HIT [I-Antikorpern auf.

Die Auswertung des PADA-RASS ergab bei den Dialysepatienten 19,7% ASS-Responder, im
Vergleich dazu waren es 26,7% in der gesunden Kontrollgruppe. Als ASS-Nonresponder
zeigten sich 21,1% der dialysepflichtigen Patienten und 35,6% der gesunden Probanden. Eine
PRASA fand sich bei 59,2% der Dialysegruppe und bei 37,6% der Probanden. Insgesamt
présentierte sich zwischen den beiden Gruppen ein statistisch signifikanter Unterschied des
ASS-Resistenz-Status und beziiglich des ASS-Resistenz-Profils statistisch signifikante
Zusammenhénge zu zahlreichen Erkrankungen.

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Patienten neben der Dialysetherapie eine grofBe
Anzahl kardiovaskuldrer und metabolischer Erkrankungen aufwiesen mit einer signifikant
gesteigerten Thrombozytenaktivitit. Ob dies ursédchlich fiir die Krankheiten ist oder einen
Folgezustand darstellt, ist im Moment noch nicht definitiv zu klaren. Entscheidend scheint
jedoch, dass diese Studie bei dialysepflichtigen Patienten erstmals diese stark erhohten,
pathlogischen Aktivitidten der Thrombozyten erfasst und mit dem Nichtansprechen der ASS-
Therapie und dem gesteigerten Vorkommen von HIT II-Antikérpern korreliert. Die
ermittelten Ergebnisse sollten zu weiterfiihrenden Studien Anlass geben, um Ursachen und
klinische Relevanz zu eruieren und so die hier vorgestellten Resultate gegebenenfalls zu
bestitigen. Damit konnte bei konsequenter Weiterverfolgung dieser Thematik durch die
spezifische PADA-Thrombozytenfunktionsdiagnostik ~ ein Beitrag  zur  ASS-
Resistenzforschung sowie eine Indikation fiir Heparin als Antikoagulanz geleistet werden.
Dadurch wiirde die Generierung einer individuellen Thrombose- und Embolieprophylaxe/-

therapie bei dialysepflichtigen Patienten ermdglicht werden.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kurzer Uberblick itber Geschichte und Prinzipien der Himodialyse

Bei dialysepflichtigen Patienten liegt eine chronische Niereninsuffizienz im Stadium V vor.
Sie spiegelt den Zustand einer permanenten Schddigung der glomeruldren und tubuléren
Funktion des Nephrons und ebenso der endokrinen Funktionen der Nieren wider.
Infolgedessen kommt es zu einer gestorten Exkretion von Wasser, Elektrolyten und Protonen
und dariiber hinaus zu einer Ansammlung von toxischen Stoffwechselendprodukten im Blut.
Hierzu zdhlen Harnstoff, Kreatinin, Harnsdure und weitere Urotoxine (Grabensee 2002).
Diese Situation wird als Urdmie bezeichnet und wiirde unbehandelt letal enden. Die am
hiufigsten genutzte Therapieform gegen die Urdmie stellt die regelméBige Himodialyse dar.
Dies ist ein Nierenersatzverfahren, das dazu dient, harnpflichtige Substanzen und
tiberschiissige Fliissigkeit aus dem Korper zu entfernen. Es stellte in der Medizin das erste
Verfahren dar, dass ein Langzeitiiberleben durch externe Ubernahme einer Organfunktion
ermoglichte.

1924 wurde die erste flinfzehnminiitige Himodialyse von Georg Haas realisiert (Haas 1926).
Doch erst die Weiterentwicklung durch Willem Kolff, der 1945 ein Trommeldialysegeréit mit
Zellophan-Schlduchen als Dialysemembran entwickelte, fithrte mit technischen Hilfsmitteln,
Pumpensystemen sowie grofleren Austauschflichen zur Elimination harnpflichtiger
Substanzen, die die Patienten ihr Nierenversagen tliberleben lieBen und eine kontrollierte
Blutreinigung von festgelegten Stoffmengen ermoglichte (Kolff und Watschinger 1956). 1949
konzipierte der Schwede Nils Alwall ein Dialysegeriit, das es gestattete, auch Odemfliissigkeit
aus Lungen und Interstitum zu entfernen (Alwall et al. 1949). Seither wurden die
Hamodialysegerite stetig verbessert, so dass zum jetzigen Zeitpunkt ein hohes Mal} an

Effizienz und Sicherheit im Gebrauch der Gerite gewdhrleistet ist.

1.2 Dialyseverfahren

Die Dialyseverfahren werden in extrakorporale und nicht-extrakorporale Verfahren unterteilt.
Die am haufigsten verwendete extrakorporale Methode stellt die Himodialyse dar. Weiterhin
stehen die Hdmofiltration, Himodiafiltration sowie die Himoperfusion zur Verfiigung, wobei

die Hémoperfusion kein Nierenersatzverfahren, sondern eine Therapie bei akuten
-3-



Einleitung

Vergiftungen darstellt. Als nicht-extrakorporales Verfahren existiert die Peritonealdialyse
(Grabensee 2002).

1.2.1 Hiamodialyse

Die gegenwirtig bei der Himodialyse angewandten Prinzipien umfassen unter anderem die
Diffusion, Osmose, Ultrafiltration und Konvektion. Mit Hilfe der Diffusion kénnen geldste
Teilchen (harnpflichtige Substanzen und Elektrolyte) aus dem Blut in das Dialysat wandern,
wobei ein Konzentrationsgefille die dafiir notwendige Kraft darstellt. Entsprechend der
Osmose sind die beiden Fliissigkeiten durch eine semipermeable Membran getrennt, durch die
nur Molekiile diffundieren konnen, die die GroBe der Poren in der Dialysemembran nicht
tiberschreiten.  Zusitzlich erlaubt der Konzentrationsgradient entlang der Membran den
Austausch von Wasser. Eine weitere Option des Dialysegerites ist die Erzeugung eines
hydrostatischen Druckunterschiedes, wodurch per Ultrafiltration gine
Fliissigkeitsverschiebung erfolgen kann und dabei zur gleichen Zeit geldste Teilchen durch
Konvektion transportiert werden. Bevor mit der dauerhaften Hémodialysebehandlung
begonnen werden kann, miissen ein ausreichendes Blutvolumen, die Kreislaufstabilitdt unter
der Volumenmehrbelastung und ein permanenter Zugang am Patienten gesichert sein. Der
Zugang erfolgt optimalerweiser durch die operative Anlage eines arteriovendsen Shunts
(Cimino-Shunt) am Unter- oder Oberarm. Bei akutem Nierenversagen oder wenn die Anlage
eines Cimino-Shunts nicht mdglich ist, konnen Vorhofkatheter, zentralvendser Katheter
beziehungsweise Gefilprothesen (Goretex) eingesetzt werden (Grabensee 2002, Cimino
2007).

Im Rahmen der Himodialyse wird das Blut des Patienten im Dialysator durch mikrokapillire
Dialysemembranen gepumpt, die von der Dialysefliissigkeit umspiilt werden, und dabei von
Abbauprodukten des Stoffwechsels und weiteren niedermolekularen Stoffen gereinigt.
Anschliefend wird das ,,dialysierte” Blut dem Patienten wieder zugefiihrt. In dieser Zeit flief3t
permanent frisches Dialysat auf der dulleren Seite der semipermeablen Membran durch den
Dialysator. Weiterhin kann dem Blut, wie bereits oben erwihnt, durch die Erzeugung eines
hydrostatischen Drucks iiberschiissige Fliissigkeit entzogen und somit die natiirliche
Diuresefunktion der Nieren imitiert werden. Eine Dialysebehandlung dauert meist mehrere

Stunden und wird dreimal pro Woche durchgefiihrt (Grabensee 2002).
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1.2.2 Hiamofiltration

Die Hidmofiltration basiert auf dem Prinzip der Ultrafiltration. Das heif}t, dem Blut wird mit
Hilfe eines Druckgradienten Fliissigkeit entzogen und dabei membrangingige Stoffe mit
entfernt. Die abfiltrierte Plasmafliissigkeit wird durch eine blutisotone Elektrolytlésung
ersetzt. Hierbei kann eine kontrollierte Entgiftung, aber ebenso eine rasche Anderung des

Plasmavolumens realisiert werden (Depner 2008, Henderson und Leypoldt 1986).

1.2.3 Hamodiafiltration

Bei diesem Dialyseverfahren werden die Prinzipien der Hémodialyse und -filtration,
miteinander kombiniert. Mit Hilfe der Himodiafiltration kann die Beseitigung sowohl von
niedermolekularen als auch von hohermolekularen Stoffen realisiert werden, wobei eine
effektivere  Entfernung der Stoffwechselabbauprodukte gelingt. Die entzogene
Plasmafliissigkeit wird durch physiologische Elektrolytlosung ersetzt. Die Hémodiafiltration
wird vorrangig bei chronischer Niereninsuffizienz genutzt, aber auch intensivmedizinisch
betreute Patienten mit akutem Nierenversagen konnen von diesem Dialyseverfahren

profitieren (Henderson 2007, Henderson 1979).

1.2.4 Peritonealdialyse

Die Peritonealdialyse arbeitet nach dem Prinzip der Hémodialyse, jedoch finden der
Abtransport der niedermolekularen Stoffe und der Fliissigkeitsentzug in der Bauchhohle statt.
Die hierfiir benétigte Filtermembran stellt das Peritoneum dar. Diese sehr gut durchblutete
serdse Haut stellt giinstige Voraussetzungen fiir eine Austauschmembran dar. Mit Hilfe eines
Katheters, der dem Patienten operativ in die Bauchwand eingesetzt wurde, wird die
Dialysierfliissigkeit in den Bauchraum eingebracht und zwischen den BlutgefdBen des
Peritoneums und der eingefiillten Losung erfolgt der Ubertritt der harnpflichtigen Substanzen.
Die Entwisserung findet entlang eines osmotischen Gradienten statt, der durch Zugabe von
Glukose in die Dialysierfliissigkeit erzeugt wird. Die Glukosekonzentration kann individuell
angepasst werden, so dass der osmotische Druck variiert und unterschiedlich grole Mengen
Fliissigkeit entzogen werden kdnnen. Pro Peritonealdialyse werden ca. 2 — 3,5 Liter sterile
Fliissigkeit in die Bauchhohle eingebracht, nach 4 — 6 Stunden entfernt und durch frisches
Dialysat ersetzt. Als Vorteile der Peritonealdialyse gelten die kontinuierliche Entgiftung und
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Diurese, die eher den physiologischen Vorgéingen im Korper entsprechen als die Himodialyse.
Weiterhin ist der Patient weitgehend unabhéngig von einem Dialysezentrum und kann seinen
Tagesablauf individuell gestalten. Die Nachteile des Verfahrens bestehen in der erhohten
Gefahr einer Peritonitis und den pathologischen Verinderungen des Peritoneums, die im
Rahmen der Behandlung auftreten konnen. Dabei kommt es zu abnehmender
Entgiftungsleistung, zunehmender Resorption von Wasser, Natrium und Glukose aus dem
Dialysat und einem kontinuierlichem Proteinverlust. Meist wird infolgedessen ein

Regimewechsel zur Himodialyse notwendig (Oreopoulos et al. 2008, Grabensee 2002).

1.3 Einfluss von Uriimie und Dialyse auf das Thrombozytenverhalten

Die Patienten werden durch die Dialysebehandlungen, Urdmie und meist zahlreichen weiteren
Erkrankungen kontinuierlich Stérungen ihres Himostasegleichgewichts ausgesetzt.

Auf die Thrombozyten (Plittchen) wirken innerhalb des Dialysegeriites unterschiedliche
Flussgeschwindigkeiten und -driicke ein, was gleichbedeutend mit einem hohem Scherstress
zu sehen ist. Weiterhin ist die Dialysetechnik mit einer Vielzahl von Fremdoberflichen
verbunden, mit denen das Blut im Laufe der Behandlung interagiert. Hierzu zihlen unter
anderem die Punktionskaniile, die semipermeable Dialysemembran und das Schlauchsystem.
Durch das Erzeugen einer negativen Ladung an der Oberfliche dieser Membranen wird
versucht, den Verhéltnissen am Endothel zu entsprechen, was jedoch nur zu einem gewissen
Grad gelingt und eine Aktivierung der Thrombozyten lediglich verringert (Ulbricht 2001,
Matsuda 1989, Nowak 1996, Deppisch 1997). Einen weiteren Faktor stellt diesbeziiglich die
Urdmie dar. Sie entspricht einer chronischen geringgradigen Entziindungssituation, die neben
den Thrombozyten auch die GefiBwinde sowie Immunzellen alteriert und somit eine
hyperkoagulable Situation hervorrufen kann (Glorieux et al. 2009, Vanhoulder et al. 2009).
Die Frage, die im Rahmen dieser Studie beantwortet werden soll, lautet, ob die
dialysepflichtigen Patienten neben der prothrombotischen Situation, der sie durch die
Dialysen und ihre Grunderkrankungen ausgesetzt sind, zusitzlich noch die Gefahr einer
Thrombose durch Thrombophiliefaktoren wie Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ II
(HIT II) und/oder eine Resistenz gegen Acetylsalicylsdure (ASS) aufweisen. Da die
Thrombozyten hierbei eine urséchliche Funktion haben, ist die profunde Kenntnis ihrer

Morphologie und der daraus resultierenden Konsequenzen essentiell.
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1.4 Die Genese und Morphologie der Thrombozyten

Thrombozyten haben zentrale Funktionen in physiologischen und pathologischen
Gerinnungsprozessen (Kehrel 2008). Sie stellen spezialisierte Zellen dar, die sich an der
angeborenen Immunantwort beteiligen und Interaktionen mit Leukozyten und Monozyten
bzw. Partizipation an der Proliferation von Tumoren zeigen (Jurk und Kehrel 2005, Celi et al.
1997, Gupta und Massagué 2004).

Die Thrombozyten werden im Knochenmark aus Pseudopodien der Megakaryozyten gebildet.
Sie prisentieren sich als kernlose Zellfragmente, die in Ruhe eine bikonvexe Form mit einem
Durchmesser von 2 - 3 um haben und fiir eine Lebensspanne von 7 - 10 Tagen im Organismus
zirkulieren (McNicol und Israels 2003). Die Gesamtkonzentration der Thrombozyten im Blut
liegt in der Regel zwischen 150 - 350 x 10%l. Diese Anzahl wird durch das
retikuloendotheliale System der Milz und Leber im Gleichgewicht gehalten, indem alte
Thrombozyten durch dortige Makrophagen entfernt werden (Kehrel 2008).

Die Membran der Thrombozyten stellt eine asymmetrische Phospholipiddoppelschicht mit
ausgepriagter Glykokalix dar. Wesentliche Membranbestandteile sind Phosphatidylcholin,
Sphingomyelin, Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylinositol. Des Weiteren ist die
Zellmembran unter anderem mit Rezeptoren fiir eine Vielfalt an pléttchenspezifischen
Reaktionen besetzt (McNicol und Israels 2003, Kehrel 2008). Im Zytoplasma der
Thrombozyten befinden sich zahlreiche Zellorganellen. Unter anderem zdhlen dazu das
Zytoskelett, zwei Membransysteme und drei Arten von Speichergranula (McNicol und
Gerrard 1997). Das Zytoskelett ermdglicht den sehr schnellen Formwandel der Thrombozyten
wihrend der Aktivierung und verhindert im Ruhezustand eine Fusion der sekretorischen
Zellorganellen mit der Zellmembran. Das geschlossene Kanalsystem (dense tubular systeme,
DTS) und das offene kanalikuldre System bilden die beschriebenen zwei Membransysteme
(Kehrel 2008). Das DTS bildet den Haupt-Calciumspeicher der Thrombozyten und beinhaltet
weiterhin Inositol-1,4,5-Triphosphatrezeptoren, Phospholipase-A> und Diglyzeridlipase,
wobei die beiden letzteren in den Arachidonsidurestoffwechsel involviert sind und
entscheidend zur Aktivierung der Thrombozyten beitragen (Drummond und MacIntyre 1987,
Rosado und Sage 2001, Lagarde et al. 1981).

Das offene kanalikulidre System steht mit der Zellmembran in Verbindung und wird nach

Aktivierung und Formwandel zur MembranvergroBBerung genutzt (Kehrel 2008).
.
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Die zytoplasmatischen Speichergranula unterteilen sich in a-Granula, dichte Granula (dense
bodies) und Lysosomen. Am haufigsten sind o-Granula zu finden. Sie enthalten
Adhésionsproteine, Gerinnungsfaktoren, Faktoren der Fibrinolyse, Zytokine, den aus
Thrombozyten stammenden Wachstumsfaktor ,,platelet derived growth factor” (PDGF), p-
Thromoboglobulin und den Plittchenfaktor 4 (PF4). In den dense bodies sind vor allem
Adenosindiphosphat (ADP), Serotonin und Calcium gespeichert. Die Lysosomen beinhalten
saure Proteasen, Glykosidasen und Phosphatasen (McNicol und Israels 2003, Kehrel 2008).

1.4.1 Thrombozytenaktivierung und Prozesse der Thrombozytenadhision

Unter physiologischen Bedingungen zirkulieren die ruhenden Thrombozyten im Organismus,
ohne dass relevante Interaktionen mit dem GefdB3system auftreten. Kommt es jedoch zu einer
Verletzung des Endothels, treten die Thrombozyten mit subendothelialer Matrix in Kontakt
und innerhalb von wenigen Sekunden bildet sich durch Adhdsion eine erste Schicht
Thrombozyten an der Lisionsstelle (Ruggeri 2002). Um dies zu realisieren, verfligen die
Thrombozyten iiber eine Vielzahl von Rezeptoren, die sich auf bzw. in der Zellmembran
befinden und nach Aktivierung und Ausbreitung des Membranreservoirs zur Verfligung stehen
(Jurk 2005). Dariiber hinaus wird die Bindung von Thrombozyten an einem geschidigten
GefidBabschnitt durch von-Willebrand-Faktor (vWF) der subendothelialen Matrix ermdglicht.
Die hochmolekularen fadenformigen vWF binden die Thrombozyten mit Hilfe der a-Kette
des Glykoprotein (GP) Ib-Rezeptors, welcher Bestandteil des GP Ib/IX/V-Komplexes auf der
Thrombozytenoberfliche ist. Dieser Mechanismus wird vor allem dann relevant, wenn
erhohter bzw. hoher Scherstress in den Gefdllen auftritt (Jennings 2009). Zusitzlich konnen
geschiadigte Endothelzellen den von-Willebrand-Faktor aus den Weibel-Palade-Korperchen
freisetzen. Die vVWF-Multimere befinden sich, wie oben beschrieben, als lange Féden im
Blutfluss und stellen eine hochst effektive Art dar, zirkulierende Thrombozyten zu binden und
somit in den Aktivierungszyklus einzubeziehen (Cutler 2009). Die Regulierung dieses
prothrombotischen Prozesses geschieht mit Hilfe der Protease ADAMTSI13 (Dong et al.
2002). Sie spaltet die tiberlangen von-Willebrand-Faktor-Multimere innerhalb von Minuten
nach ihrem Entstehen in kiirzere Bruchstiicke und deaktiviert diese damit (Cutler 2009).

Eine weitere Mdoglichkeit, bei hohem Scherstress initiale Bindungen zwischen Thrombozyten

und dem geschéddigten Endothel herzustellen, bietet Thrombospondin-1. Es wird von
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Thrombozyten, Endothelzellen und Monozyten freigesetzt und bindet, dhnlich dem von-
Willebrand-Faktor an den Membranrezeptor GP Ib (Jurk et al. 2003).

Anschliefiend an den ersten Kontakt binden die Thrombozyten und der vWF an das Kollagen
der subendothelialen Matrix und verstiarken damit die Aktivierung (Clemetson und Clemetson
1995). Eine weitere Moglichkeit der Adhdsion und Aktivierung besteht in der direkten
Bindung der Thrombozyten an die kollagenen Strukturen des geschidigten Endothels mit
Hilfe des GPIla/lla-Rezeptor-Komplexes. Dieser Prozess erfolgt vor allem unter statischen
Bedingungen bzw. in GefdBen mit geringem Scherstress. Die Interaktionen fiihren zu einer
streng lokalisierten Aktivierung der Thrombozyten (Kehrel 1995). Einen weiteren direkten
Kollagenrezeptor auf der Thrombozytenoberfliche stellt das GPVI dar. Diese Bindung an
kollagene Fasern stirkt die Adhédsion der Thrombozyten an Endothelschidden und induziert die
anschlieBende Aktivierung der Thrombozyten (Watson et al. 2000). Dariiber hinaus wird bei
der Verletzung von Endothelzellen und der subendothelialen Matrix der Gewebe tissue factor
(TF) prasentiert. Die Gesamtheit der beschriebenen Prozesse initiiert die Startreaktion des
komplexen  plasmatischen  Gerinnungssystems, bei dem an den  negativen
Phospholipidoberfldachen durch limitierte Proteolyse Serinproteasen in
Aktivierungskomplexen letztendlich Thrombin freisetzen. Thrombin bindet an den GPIb-
Rezeptor auf der Thrombozytenoberfliche und fiihrt dadurch bei aktivierten Thrombozyten
zur Produktion und Freisetzung von Thromboxan A> (TXA,) (Beumer et al. 1995). Weiterhin
spaltet Thrombin Fibrinogen zu Fibrin und aktiviert Thrombozyten, indem es mit den
Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR) PAR-1 und PAR-4 auf der Thrombozytenoberfliche
interagiert. Durch transmembranose intrazellulidre Signale, die zur Produktion des ,,second
messenger” Inositol-3-Phosphat fithren, wird Calcium aus Speichern der Thrombozyten
freigesetzt. Ebenso stellt der TF ein wichtiges Element im Rahmen der
Thrombozytenaktivierung dar. Er wird von Endothelzellen und Monozyten gebildet und bei
Endothelverletzung bzw. Monozytenaktivierung sezerniert. Bei Kontakt mit Blut stellt er
einen hochaffinen Rezeptor und Kofaktor fiir den Gerinnungsfaktor VIla dar und aktiviert die
Gerinnungsfaktoren IX und X. Zusétzlich beschleunigen TF-tragende Zellen die Entstehung
von Thrombin aus Prothrombin, indem der TF die Ausbildung von Prothrombinasekomplexen
auf der Thrombozytenoberflidche bedingt. Im Folgenden kommt es zur Bildung einer geringen

Menge Thrombin, das zur Generierung eines blutstillenden Fibrinthrombus allerdings nicht
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ausreichend ist. Die Thrombinmenge ist jedoch in der Lage, weitere Thrombozyten und die
Gerinnungsfaktoren XI, VIII und V zu aktivieren und damit katalysierend in die
Aktivierungskaskade der Thrombozyten einzugreifen (Jennings 2009, Jurk und Kehrel 2008,
Ruggeri 2002).

Zusammenfassend fiihren die Adhdsionsvorgidnge der Thrombozyten an der subendothelialen
Matrix zur Thrombozytenaktivierung, die eine Aktivierung der GPIIb/IlIa-Rezeptoren
beinhaltet und diese damit in die Lage versetzt, 16sliches Fibrinogen als adhésives Protein zu
binden. Dadurch werden die Thrombozyten zu Micro-white-clots verklumpt und weitere Zell-
Matrix-, aber auch Zell-Zell-Interaktionen initiiert. Zusitzlich kommt es zur Freisetzung der
Thrombozyten-Granulainhalte und einer hiermit verbundenen weiteren Rekrutierung freier,

noch nicht aktivierter Thrombozyten (Jurk und Kehrel 2005, Kehrel 2008).

1.4.2 Sekretion der Thrombozyteninhalte und deren Effekt auf das Mikromilieu

Wie oben beschrieben, kommt es bei der Thrombozytenaktivierung zur Freisetzung der
Inhalte von dense bodies, a-Granula und dem DTS. Die dense bodies enthalten ADP,
Serotonin und Calcium (McNicol und Israels 1999), wobei ADP zwar einen verhaltnismafBig
schwachen aber essentiellen Aggregationsagonisten darstellt, da es die beginnende
Thrombozytenaggregation durch weitere Agonisten verstérkt.

In der Thrombozytenmembran gibt es drei Arten von ADP-Rezeptoren, die in zwei
Hauptgruppen unterteilt werden. Der P:X;-Rezeptor stellt einen nicht selektiven
Kationenkanal dar, der den ADP-induzierten schnellen Calciumeinstrom vermittelt. Die P2Y -
und P>Y>-Rezeptoren agieren G-Protein-gekoppelt (Gachet 2001, MacKenzie et al. 1996).
Hierbei fiihrt der P,Y -Rezeptor zur Mobilisation der Calciumionen (Ca?"), zur Verinderung
der Thrombozytenform und zur Initialisierung der Aggregation (Fabre et al. 1999). Die
Entstechung einer nachhaltigen Thrombozytenaggregation und  Verstirkung der
Thrombozytensekretion wird durch den P:Y2-Rezeptor vermittelt (Dorsam und Kunapuli
2004). Durch die Stimulation dieser beiden Rezeptoren werden zusitzlich die Bindungsstellen
der GPIIb/Illa-Rezeptoren, die fiir die Bindung des Fibrinogens verantworlich sind, freigelegt
und damit die Thrombozytenaggregation gesteigert (Jennings 2009). Diese ADP-vermittelten

Mechanismen werden durch die enzymatische Spaltung des ADP zu Adenosinmonophosphat
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(AMP) mit Hilfe von CD39 limitiert, um somit eine unkontrollierte Aktivierung der
Thrombozyten zu verhindern (Marcus et al. 1997).

Bei der erwihnten Freisetzung von Serotonin, einem starken Vasokonstriktor, kommt es tiber
5-HT,a-Rezeptorenaktivierung zusammen mit ADP zur Thrombozytenaktivierung. Weiterhin
scheint Serotonin an der Ansammlung gerinnungsfordernder Proteine auf der
Thrombozytenoberfliche beteiligt zu sein, dazu zéhlen Fibrinogen und Thrombospondin.
Calciumionen, die ebenfalls aus den dense bodies freigesetzt werden, haben eine elementare
Funktion bei der Thrombenentstehung. Im Verlauf der Aktivierungsprozesse erfolgt eine
weitere Ca?*-Mobilisierung aus dem geschlossenen Kanalsystem (Jurk und Kehrel 2005, Dale
et al. 2002).

Die o-Granula enthalten ebenso wie die dense bodies eine grofle Anzahl an Inhaltsstoffen, die
auf die Thrombozyten vielfiltige Einfliisse haben. Hierzu zdhlen Wachstumsfaktoren und
Zytokine, die eine entscheidende Relevanz fiir die Wundheilung und Immunabwehr haben
(Kehrel 2008). Des Weiteren vereinigen sich bei der Aktivierung der a-Granula deren
Membranen mit der Zellmembran der Thrombozyten. Dabei wird das Transmembranprotein
P-Selektin (CD62P), das bei ruhenden Thrombozyten nur auf der Oberfliche der a-Granula
vorgefunden wird, in die Thrombozytenmembran internalisiert (Jurk und Kehrel 2008). Dieser
Vorgang ermdglicht die Bindung der aktivierten Thrombozyten an Neutrophile und
Monozyten. Fiir die Monozyten stellt diese Verbindung ein initiales Signal dar, das flir die
Transmigration in entziindetes Gewebe notwendig ist (Singbartl et al. 2001, Jurk und Kehrel
2008). Weiterhin sind Leukozyten iiber P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) in der
Lage, liber thrombozytenbedecktes Endothel zu rollen. Ein weiteres Protein, das nach
Aktivierung in der Thrombozytenmembran vorgefunden wird, ist der CD40-Ligand (CD40L).
Er triggert spezifische Immunabwehrreaktionen, indem Antigen-présentierende Zellen zur
Reifung gebracht und Interaktionen mit B- und T-Lymphozyten ermoglicht werden.
Zusammenfassend zeigt sich, dass Thrombozyten auf vielseitige Weise mit Abwehrzellen
interagieren konnen und damit die unspezifische und spezifische Immunabwehr beeinflussen
(Furie et al. 2001, Jurk und Kehrel 2008). Die beschriebenen Prozesse der
Thrombozytenadhision und -aktivierung verursachen weiterhin einen Formwandel der
Thrombozyten. Sie bilden Pseudopodien aus und verlieren ihre diskoide Gestalt (Kehrel

2008).
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1.4.3 Die Thrombozytenaggregation

Die Aggregation der Thrombozyten wird durch die bisher beschriebenen Vorgénge
ermoglicht. Dartliber hinaus wird eine Konformationsinderung der GPIIb/IIIa-Rezeptoren
bendtigt, die die Rezeptoren in die Lage versetzt, das 16sliche Adhdsionsprotein Fibrinogen zu
binden. Die besondere Struktur des Fibrinogens fiihrt via GPIIb/IlIla-Rezeptoren zur
Verbindung der Thrombozyten untereinander. Weiterhin ermoglicht Fibrinogen die
Ausbreitung der aktivierten Thrombozyten auf dem subendothelialen Gewebe. Die Anzahl der
GPIIb/IIIa-Rezeptoren betrdgt bei ruhenden Thrombozyten circa 40000 bis 50000. Kommt es
zur Aktivierung und damit zur Fusion der o-Granulamembranen mit der
Thrombozytenmembran, erhoht sich diese Zahl stark (Coller et al. 1995, Kehrel 2008).

Wie oben dargelegt, ist Thrombin fiir die Erzeugung eines prokoagulanten Zustands der
Thrombozyten essentiell. Es fithrt zusammen mit Kollagen zu einer starken Aktivierung und
Ausbreitung der Thrombozyten, mit Abschniirung von Thrombozytenmembranmaterial als
thrombogene Mikropartikel, die ebenfalls Entziindungsvorginge beeinflussen und zusammen
eine erhebliche gerinnungsfordernde Oberfliche bieten (Barry et al. 1998, Nieuwland et al.
1997). Im Verlauf der Thrombozytenaggregation kommt es zu einer massiven
Thrombingenerierung an der Thrombozytenoberfliche (,,thrombin burst™), ausgeldst durch
TF-tragende = Monozyten und  aktivierte  Gerinnungsfaktoren, die auf  der
Phospholipidoberfliche der Thrombozyten den Xase-Komplex und den Prothrombinase-
Komplex anordnen und massiv Thrombin generieren (Jurk und Kehrel 2008, Roberts et al.
2006). Zur Ausbreitung des Thrombingenerierungsprozesses besitzen Thrombozyten die
Moéglichkeit, negativ geladene Phospholipide auf den Oberflichen anderer Blutzellen
(beispielsweise Erythrozyten) freizulegen (Sims et al. 1989). Des Weiteren binden aktivierte
Gerinnungsfaktorenkomplexe an spezifischen Rezeptoren auf den Thrombozytenmembranen
und fithren zusammen zu einer raschen Thrombozytenaggregation (Baglia 2004).

Das entstechende Thrombin fiihrt neben der Thrombozytenaktivierung zu einer schnellen und
massiven Fibrinbildung. Dies hat eine Stabilisierung der Thrombozytenaggregate und somit
einen effizienten Wundverschluss zur Folge (Jurk und Kehrel 2008).

Es erscheint daher bedeutsam, mit Hilfe von validen Messverfahren die Aktividt
zirkulierender Thrombozyten erfassen zu konnen und eine Aussage zur momentanen

Gerinnungssituaton zu ermdglichen. Hierfiir wurde von Prof. Dr. med. Nowak und seinen
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Mitarbeitern der Platelet Adhesion Assay (PADA) entwickelt und im Rahmen dieser

Dissertation bei gesunden Probanden und dialysepflichtigen Patienten angewandt.

1.5 Intervention in die Himostaseologie

1.5.1 Heparin

Die physiologischen Vorginge der Thrombozytenadhision und -aggregation sind sehr
komplex und unterliegen einer groBen Anzahl von Einflussfaktoren. Dies bedeutet, dass es bei
der klinischen Indikation zur Pharmakotherapie verschiedene Mdoglichkeiten gibt, in die
plasmatische Gerinnung einzugreifen und sie zu hemmen. Eine der am héaufigsten benutzten
Optionen zur akuten Ereignishemmung bietet das Heparin. Es tritt in Wechselwirkung mit
Antithrombin III (AT III), das darauthin zu einem hochaffinen Inhibitor der
Gerinnungsfaktoren [la, 1Xa, Xa, Xla und Xlla konvertiert. Die Faktoren Xa und Ila
(Thrombin) reagieren auf diese vielfache Steigerung der gerinnungshemmenden Wirkung des
AT III am empfindlichsten. Es besteht weiterhin die Moglichkeit, dass Heparin mit Hilfe des
Heparin-Kofaktor II an Thrombin bindet und dieses hemmt oder in Abwesenheit von AT III
direkte Interaktionen mit den Thrombozyten bzw. Endothelzellen eingeht (Baldwin et al.
2008).

Die Vorteile bei der Verwendung von Heparin liegen in dem sofortigen Wirkungseintritt, der
unkomplizierten Uberwachung mit Hilfe der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit
(aPTT), der relativ kurzen Halbwertszeit und der Moglichkeit, die Heparinwirkung mittels
Protamin zu antagonisieren. Klinisch bedeutsam ist, dass bei der Verwendung dieses
Antikoagulanz cine Thrombozytopenie auftreten kann mit paradoxer prothrombotischer
Tendenz (Kelton und Warkentin, 2008). Dieser Symptomkomplex von Thrombozytenabfall
und Thromboseneigung entspricht der Heparin-induzierten Thrombozytopenie Typ II (HIT II),
die mittels PADA-HIT erfasst werden kann.

1.5.2 Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ 11

Die Pathogenese der HIT II besteht in der Interaktion von Heparin (Polyanion) mit dem PF4,
der bei Aktivierung der Thrombozyten von diesen freigesetzt wird (Greinacher 2006). Diese

Bindung fiihrt zur Ausbildung von Komplexen, die in ihrer Grélle abhéngig sind von dem
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Grad der Sulfatierung und der GréBe des Heparins. Niedermolekulare Heparine bilden dabei
kleinere Komplexe, unfraktionierte Heparine jedoch groBere Komplexe, wobei diese hdufiger
zum klinischen Bild der HIT II fithren (Greinacher et al. 1995, Warkentin et al. 1995). Auf
diese Komplexbildung reagieren manche Patienten mit der Generierung von
Immunglobulinen (Ig). Hierbei konnte gezeigt werden, dass die IgG’s die bedeutendsten HIT
[I-Antikorper (AK) darstellen, da der Nachweis des Immunglobulins G eher mit dem
klinischen Bild der HIT II korreliert als der der IgM und IgA (Greinacher 2006, Greinacher et
al. 2007). Die PF4-Heparin-IgG-Antikorperkomplexe binden {iber die Femoc-Rezeptoren der
[gG-Antikorper an die Fc,lla-Rezeptoren auf den Thrombozyten und fiihren zu deren
Aktivierung (Kelton et al. 1988). Infolgedessen kommt es zur Bildung prothrombotischer
Mikropartikel, der Aktivierung des plasmatischen Gerinnungssystems und der Generierung
von Thrombin (Warkentin et al. 1994, Warkentin et al. 1998). Dariiber hinaus sind HIT II-
Antikorper in der Lage, an Endothelzellen zu binden und dadurch die Gerinnung zusétzlich zu
aktivieren. Ermoglicht wird dies durch die Heparansulfatmolekiile der Glykokalix der
Endothelzellen. Heparansulfate kdnnen freien PF4 binden und werden so durch zirkulierende
AK erkannt. Nachfolgend konnen die endothelgebundenen Antikdrper mit Thrombozyten
iiber deren Fc,lla-Rezeptoren interagieren und somit eine disseminierte Gerinnselbildung
erzeugen (Nowak 2009). Unterstiitzt wird dies durch die Féhigkeit der IgG-Antikérper, mit
der Monozytenoberfliche zu interagieren, wodurch vermehrt TF freigesetzt wird. Die
dargestellten Prozesse fithren zu einer Hyperkoagulabilitit des Blutes bei gleichzeitiger
Thrombozytopenie, die sich im klinischen Bild der HIT II widerspiegeln (Visentin et al. 1994,
Pouplard et al. 2001, Kelton und Warkentin, 2008). In der Regel treten die Symptome der HIT
I1 4 bis 14 Tage nach Beginn der Heparintherapie auf. Diese beinhalten die bereits erwéhnte
Thrombozytopenie, wobei eine Reduzierung der Thrombozytenzahl auf weit unter 50%
auftreten kann. Zur gleichen Zeit werden thrombotische Komplikationen, sowohl in
arteriellen als auch in vendsen GefidBlen verzeichnet (Greinacher 2006, Warkentin 1998).

Im Rahmen der Labordiagnostik stehen gegenwirtig verschiedene Testmoglichkeiten zur
Verfiigung, HIT II-AK im Blut nachzuweisen. Dazu zéhlt der ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay), der sehr sensitiv ist und die Klassen der IgA-, IgG- und IgM-
Antikorper erfassen kann. Hierbei liegt die Schwierigkeit in der Bestimmung der klinischen

Relevanz. Nicht alle Antikorperklassen fiihren zu pathologischen Thrombosereaktionen und
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es besteht somit die Gefahr der ,,Uberdiagnostik“ von HIT II-positiven Befunden. Dies trifft,
wie bereits oben beschrieben, vor allem auf die IgA- und IgM-AK zu (Greinacher 2006,
Amiral et al. 1996, Suh et al. 1997). Die Alternativen zum ELISA sind die funktionellen HIT
I1-Tests. Hierzu zdhlen der platelet aggregation test (PAT), der '*C-serotonin release assay
("*C-SRA), der heparin-induced platelet aggregation assay (HIPA), die Erfassung der
Mikropartikelfreisetzung per Durchflusszytometrie oder Messungen der ADP- bzw.
Adenosintriphosphat (ATP)-Freisetzung als Korrelat der Thrombozytenaktivierung. Die
Gemeinsamkeit der funktionellen Tests besteht in der Verwendung von Thrombozyten
gesunder Spender, die mit Serum oder Plasma von Patienten unter HIT II-Verdacht und
unterschiedlichen Heparinkonzentrationen in Kontakt gebracht werden. Sind HIT II-
Antikorper in den verwendeten Sera bzw. Plasmaproben vorhanden, kommt es zu einer
Aggregation der Thrombozyten bzw. zum Freisetzen ihrer Granulainhaltsstoffe, was mit Hilfe
der Tests nachgewiesen werden kann. Diese Ergebnisse sind nicht so sensitiv wie die des
ELISA, allerdings spezifischer. Das beinhaltet, dass ein positives Testergebnis eher fiir HIT II-
AK steht, die zu einer realen Thrombozytenaktivierung fithren. Dessen ungeachtet kann ein
negatives Testergebnis das Vorhandensein von HIT II-Antikérpern nicht génzlich
ausschlieBen. Es sollte sich daher bei dem dringenden Verdacht einer HIT II und einem
negativen funktionellen Test ein ELISA anschlieen (Fratantoni et al. 1975, Sheridan et al.
1986, Eichler et al. 1999, Lee et al. 1996, Stewart et al. 1995, Teitel et al. 1996, Eichler et al.
2002, Kelton 2005, Matthies et al. 1999, Baldwin et al. 2008).

Auf Grund der vielen bisher ungeklarten Fragen und Probleme wurde im Rahmen dieser
Arbeit versucht, mit Hilfe des PADA-HIT einen neuen Messansatz in die HIT II-Diagnostik
einzufithren, der weitere Einsichten erbringen konnte, um somit einen ndchsten Schritt in

Richtung individuelle Patientenbetreuung zu ermoglichen.

1.5.3 Acetylsalicylsiure: Historischer Riickblick und Entwicklung

In den vorausgehenden Kapiteln wurden die Physiologie und Pathophysiologie der
Thrombozyten im menschlichen Organismus beschrieben. In diese Vorginge kann auf
unterschiedlichste Weise eingegriffen werden.

Die erste Wahl und am héufigsten genutzte Substanz zur priméren und sekundéren Privention

von Gerinnungskrankheiten und deren Folgen, wie beispielsweise Myokardinfarkt oder
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Schlaganfall ist Acetylsalicylsédure (Curtis et al. 2004, Antithrombotic Trialists’Collaboration
2002).

Die Geschichte der ASS begann 1897. Von Felix Hoffmann synthetisiert und 1899 unter dem
Namen Aspirin® als Handelsname registriert, waren weiterhin Arthur Eichengriin und
Heinrich Dreser an dem Entwicklungsprozess beteiligt. Primir sollte ein besser vertriagliches
Medikament als Salicylsdure konzipiert werden, das in der Rheumabehandlung eingesetzt
werden konnte und dabei weniger Nebenwirkungen zeigte. Bald schon etablierte sich
Aspirin® als freiverkdufliches Medikament gegen Schmerzen, Fieber, Entziindungen und bei
rheumatischen Erkrankungen. Als haufige Nebenwirkung der ASS-Behandlung wurden
Blutungen vor allem im Magen-Darm-Trakt beobachtet, welche in den folgenden Jahren
Thema vieler klinischen Studien waren. 1971 entdeckte Vane, dass diec Hemmung der
Prostaglandinsynthese die grundlegende Ursache der Blutungen im Zusammenhang mit den

ASS-Behandlungen darstellte (Rinsema 1999, Sneader 2000, Singer 1945, Vane 1971).

1.5.4 Wirkmechanismus der Acetylsalicylsiure

Durch die Acetylsalicylsdure wird der Serinrest an Position 529 im Cyclooxygenasemolekiil-1
(COX-1) acetyliert, woraus eine irreversible Hemmung der Thromboxan A>-Synthese der
Thrombozyten und der Prostacyclinsynthese der Endothelzellen resultiert (Patrono et al.
2004). COX-1 katalysiert die Umwandlung der Arachidonsdure zu Prostaglandin G2/Hz und
Thromboxan A, welches unter anderem die Aktivierung der Fibrinogenrezeptoren auf der
Thrombozytenoberfliche steigert. Weiterhin interagiert freigesetztes TXA» mit den
Thromboxanrezeptoren von zirkulierenden Thrombozyten, 16st deren Aktivierung aus und
stellt zusédtzlich einen starken Vasokonstriktor dar (McNicol und Israels 2003, Patrono et al.
2004). ASS hemmt jedoch nicht nur die COX-1, sondern stellt einen nicht selektiven COX-
Inhibitor dar und beeinflusst ebenfalls die zweite Isoform, die COX-2. Dieses Enzym ist
induzierbar und dient der Bildung von Prostaglandin I>. Bei gesunden Personen ist COX-2 nur
in geringen Mengen vorzufinden, es tritt jedoch in Zusammenhang mit Entziindungen und
malignen Erkrankungen in Thrombozyten gehduft auf (Cullen et al. 1998). Im Rahmen der
Ursachenevaluation der ASS-Resistenz wird dieser Sachverhalt noch einmal genauer

betrachtet werden miissen.
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1.5.5 Pharmakologie der Acetylsalicylsiure

Nach der Einnahme von Acetylsalicylsdure erfolgt die Absorption vor allem im sauren Milieu
des Magens, aber auch in den folgenden Abschnitten des Intestinaltrakts. Bereits 10 Minuten
nach oraler Applikation kann ASS im Blut nachgewiesen werden und hat den maximalen
Konzentrationswert im Plasma nach 30 bis 40 Minuten erreicht. Nach der einmaligen
Einnahme von 100 mg ASS kann nach 60 Minuten bereits eine signifikante Hemmung der
Thrombozytenfunktion verzeichnet werden, messbar auch durch die Inhibition der TXA>-
Produktion. Da die Thrombozyten kaum zur Proteinsynthese (hier der Enzymneosynthese)
befdhigt sind, ist die Wirkung von ASS persistierend und besteht fiir die restliche
Lebensspanne der Thrombozyten, also circa 7 bis 10 Tage. Die Plasmahalbwertszeit von
Acetylsalicylsdure liegt bei 15 bis 20 Minuten. Esterasen im Blut und in der Leber fiihren zu
einer raschen Deacetylierung des Wirkstoffs. Durch die irreversible Enzymhemmung bedingt,
iberschreitet die Wirkdauer von ASS die Plasmahalbwertszeit deutlich. Es folgt daraus, dass
durch eine einmal tdgliche Einnahme einer relativ geringen Menge ASS die Hemmwirkung
permanent aufrecht erhalten werden kann (Fitzgerald und Maree 2007, Patrono 1994). Die
Identifizierung der dafiir bendtigten optimalen Dosis war und ist Gegenstand vieler Studien.
Es wurde ermittelt, dass sich zwischen 30 mg und 1500 mg plattchenhemmende Wirkungen
zeigen lassen. Es sollte allerdings berticksichtigt werden, dass mit steigenden ASS-Dosen
auch die Haufigkeit unerwiinschter Nebenwirkungen zunimmt (Antithrombotic
Trialists’Collaboration 2002, Buchanan und Brister 1995, Patrono 2001). Ist eine
Thrombozytenhemmung nachweisbar, stellt Acetylsalicylsdure ecine erprobte Prophylaxe
gegen kardiovaskuldre FEreignisse bei Patienten mit Risikofaktoren und/oder

arteriosklerotischen Grunderkrankungen dar (Goodman et al. 2007).

1.5.6 Pathologie der Acetylsalicylsiure

In jiingster Zeit hdufen sich die Berichte, dass unter ASS-Behandlung kein therapeutischer
Effekt eintritt. ASS war bei diesen Patienten unfdhig, die Biosynthese von TXA: in
Thrombozyten zu hemmen oder thrombotische Ereignisse bei Risikopatienten zu verhindern
bzw. die Blutungszeit zu verlingern (Patrono 2003). Diese Wirkungslosigkeit wird als ASS-
Resistenz bezeichnet. Haufig wird in Publikationen gleichbedeutend mit dem Begriff der

ASS-Resistenz auch , Aspirin-Resistenz“ oder ,,Aspirin-Nonresponder” verwendet. Im
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Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde bei den in-vitro Untersuchungen mit fliissiger
Acetylsalicylsdure gearbeitet, weshalb ASS-Resistenz als passendere Bezeichnung préferiert
wird.

Bei der ASS-Resistenz werden zwei Formen unterschieden. Eine klinische ASS-Resistenz, bei
der es trotz ASS-Therapie zu thrombembolischen Ereignissen kommt, und eine diagnostische
ASS-Resistenz. Sie beinhaltet, dass die Thromboxan A>-Produktion der Thrombozyten in den
eingefithrten Labortests zur Thrmobozytenfunktion nicht unterbunden bzw. die
Thrombozytenaggregation nicht gechemmt wurde (Bhatt und Topol 2003).

Zu diesen Labormethoden gehoéren die Bestimmung des Thromboxan-B:-Spiegels im Blut
oder Urin, die Erfassung der Thrombozytenfunktion mittels Impedanz- oder optischer
Aggregometriemessung, der VerifyNow Aspirin®-Test oder die Bestimmung der Agonisten-
induzierten Kapillarverschlusszeit durch Thrombozytenaggregation mit Hilfe des Platelet
Function Analyzer-100® (PFA-100%). Die Vor- und Nachteile der einzelnen
Messmoglichkeiten werden im Diskussionsabschnitt ausfiihrlich dargelegt (Feuring et al.
2005, Lordkipanidzé et al. 2007, Harrison 2000, Nicholson 1998, Rand et al. 2003,
Eikelboom et al. 2002, Nowak 2007).

Die Schwierigkeit des Nachweises einer tatsidchlichen ASS-Resistenz besteht in der fehlenden
Ubereinstimmung innerhalb und zwischen den verwendeten Methoden. Im Rahmen klinischer
Studien mit den unterschiedlichen Messverfahren treten Resistenzhéufigkeiten von 5,5% bis
zu 61% auf (Gabriel et al. 2007, Nowak 2007, Hankey und Eikelboom 2006). Diese starken
Variationen machen es naturgemédll schwierig, eine adédquate Vorgehensweise bzw.
Therapiestrategie zu entwickeln. Hinzu kommt, dass keine Einigkeit iiber die Verwendung
von Vollblut oder plittchenreichem Plasma (PRP), die eventuelle Zugabe von Agonisten, die
Inkubationszeit und das Probenvolumen herrscht. Aufgrund dieser Inhomogenititen wurde als
vollig neue und innovative Methode der PADA-RASS (platelet adhesion assay-Reaktion auf
ASS) entwickelt. Dieser bietet die Moglichkeit, direkt die Wirkung von ASS auf die
Thrombozytenfunktion zu ermitteln. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Test an gesunden
Probanden und dialysepflichtigen Patienten erprobt. Es sollte die Frage beantwortet werden,
ob in der untersuchten Patientengruppe eine ASS-Resistenz signifikant haufiger auftritt als bei
den gesunden Probanden. Im Gegensatz zu allen anderen Methoden brauchen die Probanden
bzw. Patienten im Vorfeld kein ASS genommen haben, da beim PADA-RASS die
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Acetylsalicylsdure in vitro zugesetzt wird. Die Analyse soll das Verstindnis liber die
Haufigkeit der ASS-Resistenz erweitern und eine Grundlage flir weitere Studien schaffen, um
somit flir zukiinftige Patienten mit Hilfe des PADA-RASS eine individuelle Therapie zu

ermoglichen.
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2 Hintergriinde und Fragestellung

Da in den durchgefiihrten Untersuchungen alle drei PADA-Methoden verwendet wurden,

ergeben sich zu jedem Test spezielle Fragestellungen.

2.1 PADA

Wie hoch ist der durchschnittliche Adhésionsindex (AI) innerhalb der
Studienkollektive?

Treten in den beiden Gruppen signifikante Zusammenhénge zwischen der Hohe des
Adhésionsindex und metrischen bzw. bindren Merkmalen auf?

Besteht ein signifikanter Unterschied der AI-H6he im Vergleich der Dialysepatienten
mit den gesunden Probanden? Treten dabei Zusammenhidnge zu metrischen bzw.

bindren Merkmalen auf?

2.2 PADA-HIT

Wie stellt sich die Héaufigkeitsverteilung der HIT II in den Studienkollektiven dar?
Sind in den Gruppen signifikante Zusammenhinge zwischen dem HIT II-Profil und
metrischen bzw. bindren Merkmalen nachweisbar?

Gibt es im Vergleich der untersuchten Populationen einen signifikanten Unterschied
hinsichtlich der Haufigkeit von HIT II-Antikérpern und korreliert diese mit metrischen

bzw. bindren Merkmalen?

2.3 PADA-RASS

Wie stellt sich die Verteilung des PADA-RASS-Profils innerhalb der Gruppen dar?
Treten in den Studienkollektiven beziiglich metrischer und bindrer Merkmale
signifikante Zusammenhinge zu dem PADA-RASS-Profil auf?

Gibt es hinsichtlich des PADA-RASS-Profils signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen?

Treten im Vergleich der beiden Populationen signifikante Zusammenhédnge zwischen
dem PADA-RASS-Profil und metrischen bzw. bindren Merkmalen auf?

Haben im Rahmen der Untersuchungen Faktoren wie beispielsweise Untersucher oder
Zeitpunkt der Messungen einen signifikanten Einfluss auf die erzielten Ergebnisse?
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3 Methodik

3.1 Patienten und Probanden

Die im Rahmen dieser prospektiven Privalenzstudie untersuchten Studienpopulationen setzen
sich zusammen aus einer gesunden Kontrollgruppe (Anzahl (N) = 100) und dialysepflichtigen
Patienten (N = 71) des Kuratoriums fiir Dialyse und Nierentransplantation e.V. in Jena-
Drackendorf (KfH-Nierenzentrum Jena-Drackendorf).

Die Kontrollgruppe weist einen Altersdurchschnitt von 33,4 Jahren (+ 13,6 Jahren) und einen
Median von 27,4 Jahren auf. Sie setzt sich zusammen aus 45 ménnlichen Probanden und 55
weiblichen Probandinnen. Im Vergleich dazu liegt der Mittelwert (MW) des Alters der
Dialysepatienten bei 62,1 Jahren (£ 14,8 Jahren) und einem Median von 62,7 Jahren. Diese
teilen sich in 43 ménnliche Patienten und 28 weibliche Patientinnen auf. Die Abbildung (Abb.
1) zeigt die Verteilung der Probanden und Patienten in den einzelnen Altersdekaden.

Die Auswahl der Probanden erfolgte zufillig und das Einschlusskriterium war die
offensichtliche Gesundheit. Um mit der Kontrollgruppe ein moglichst breites Spektrum einer
gesunden Population zu erfassen, beschrinkten sich die Ausschlusskriterien darauf, dass keine
Herzerkrankung, Dialysepflicht oder Einnahme eines GPIIb/IIla-Antagonisten vorliegen
durfte. Uberpriift wurde dies mit Hilfe eines Fragebogens (siche Anhang). Tabelle 1 gibt einen
Uberblick iiber die Haufigkeiten der erfragten Merkmale.
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Abb. I: Altersverteilung der (a) Dialysepatienten bzw. (b) gesunden Probanden
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Tabelle 1: Auswertung der Fragebdgen der Probandenpopulation

Merkmal absolute Hiufigkeiten . relative Haufigkeiten [%]
Hypertonie 6 6 %
Diabetes mellitus 1 . 1 %
Operationen 59 59 %
Allergien 43 43 %
Gerinnungsstérungen 6 6%
vorherige Heparinbehandlungen 20 20%
regelmiBige Medikamenteneinnahme 39 . 39 %

akute Ereignisse zum

Untersuchungszeitpunkt ! S
positive Raucheranamnese 21 | 21 %

Bei allen untersuchten Patienten bestand als Einschlusskriterium die Dialysepflicht zum
Messzeitpunkt.

Um die Patientenpopulation besser charakterisieren zu kdnnen, wurden relevante Diagnosen
und Befunde aus den Krankenakten der Patienten zusammengetragen und analysiert (siehe

Tabelle 2).

Tabelle 2: Auswertung der Krankenakten der Patientenpopulation

Merkmal absolute Hiiufigkeiten relative Hiufigkeiten [%]

Kardiale Erkrankungen 52 73.2%
Zustand nach (Z.n.) Myokardinfarkt | 10 l 14,1 %
Koronare Herzerkrankungen (KHK) 24 33,8 %
Herzinsuffizienz 12 . 16,9 %
Hypertensive Herzkrankheit 31 . 43,7 %
Vorhofflimmern 15 . 21,1 %
Arrhythmia absoluta 11 15,5 %
Klappenstenose/-insuffizienz 14 19,7 %
Terminale Niereninsuffizienz 71 100 %
Diabetische Nephropathie 17 23,9 %
Chron. Glomerulonephritis 10 . 14,1 %
Interstitielle Nephritis 7 . 9,9 %
Mesangioproliferative IgA-Nephritis 9 . 12,7 %
Myeloma-Cast Nephropathie 1 1.4 %
Schrumpfniere 4 5,6 %
Polyzystische Nierendegeneration 7 9,9 %

5 7,0 %

Nierenzellkarzinom
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Merkmal
Glomerulosklerose
Analgetikanephropathie
Thrombotische Mikroangiopathie
Nephrokalzinose
Chronische Pyelonephritis
Benigne Nephrosklerose
Refluxnephropathie
andere Erkrankungen
Hypertonie
Diabetes mellitus
periphere arterielle Verschlusskrankheit
(PAVK)
maligne Erkrankungen
Lebererkrankungen
Thrombosen
Schlaganfall
chronische Entziindungen
Transplantatversagen
Arteriosklerose
Allergien
akute Ereignisse zum
Untersuchungszeitpunkt
regelmifBige Einnahme von ASS
regelmifBige Einnahme von ADP-
Antagonisten

Positive Raucheranamnese

Das einzige Ausschlusskriterium bei den Dialysepatienten bestand in der Behandlung mit
einem GPIIb/IITa-Rezeptorantagonisten, um auch hier einen reprisentativen Querschnitt der
Patientenpopulation einer Dialyseeinrichtung darstellen zu kdnnen.

Auf Grund von messtechnischen Problemen wurden 21 der gesunden Probanden und 10

Patienten der Dialysestation aus der Auswertung genommen. Die Erlduterung hierzu erfolgt

im Rahmen der Diskussion.

Der Messzeitraum der Kontrollgruppe erstreckte sich von Oktober 2006 bis November 2008,
wihrend die Daten der Dialysepatienten von Februar 2007 bis Mérz 2007 und im Juli 2008

erfasst wurden.

absolute Hiufigkeiten

relative Hiufigkeiten [%]

6
3
1

64
26
13

18
12
17

10
24

24

29

14

14

=09

8,5 %
42%
1,4 %
1,4 %
1,4 %
5,6 %
1,4 %

90.1 %
36,6 %
18,3 %

25,4 %
16,9 %
23,9%
14,1 %
33,8%
1,4 %
9.9 %
33,8%
1,4 %

40,8 %
19,7 %

19.7 %
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Alle Probanden/-innen und Patienten/-innen, die im Rahmen der Promotionsarbeit in diese
Priavalenzstudie aufgenommen wurden, gaben dazu ihr schriftliches Einverstéindnis, ebenso
erfolgte bei allen beteiligten Personen eine Aufkldrung {iber die Blutentnahme und den Inhalt
der Studie (siche Anhang). Diese Studie wurde durch die Ethikkommission der Friedrich-

Schiller-Universitat Jena gepriift und zugelassen (Nummer 2486-02/09).

3.2 Material und Methoden

Zur quantitativen Bestimmung der aktuellen Thrombozytenaktivitit wurde der PADA (platelet
adhesion assay) verwendet. Des Weiteren wurde der PADA-HIT genutzt, mit dessen Hilfe das
Vorkommen von HIT II-AK indirekt bestimmt werden kann.

Im Rahmen dieser Privalenzstudie wurde als neues Messprinzip der PADA-RASS eingefiihrt
und etabliert. Diese Methode stellt eine innovative Moglichkeit dar, den ASS-Resistenzstatus
der Probanden und Patienten unabhidngig von einer eventuellen Einnahme von ASS

aufzuzeigen. Alle drei Tests wurden ausschlielich im Vollblut durchgefiihrt.
3.2.1 Materialien und Reagenzien

Tabelle 3. Gerdte, Material und Reagenzien

Gerite/Materialien
Name Hersteller/Firma Bemerkungen
Héamatologie-Analysator Sysmex KX-  Sysmex GmbH, Norderstedt [ arbeitet mit Vollblut
21 - Blutbilderstellung
kalibrierter Schiittler JenAffin GmbH, Jena - nur eine kalibrierte Schiittelfrequenz

moglich
Vortex mixer Zx* VELP® Scientifica Europe, Usmate .

(Milano)

Timer mit Anzeige Oregon Scientific
Pipetten: Volumina:
Finnpipette® Labsystems, Frankfurt/Main 40 - 200 pl

0,5-10 pl
Transferpette® S Brand GmbH + Co KG, Wertheim Fix 200 pl

Fix 10 ul
Pipettenspitzen: Volumina:
Plastibrand® Brand GmbH + Co KG, Wertheim nano-cap™
Plastibrand® Brand GmbH + Co KG, Wertheim 300 pl
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Geriite/Materialien
Name

Monovetten:
Heparin:

S-Monovette®

Citrat:

S-Monovette®

| Multi-Adapter fiir
S-Monovette® lang
Punktionskaniilen:
S-Monovette®-Kaniile

Micro-Flo

Reagenzien
PADA-Kit
HaemoSys®-PADA

ASS:
Aspisol®-Original

Aspirin® i.v. (intravends)

Aggregationspuffer:
Aggregation Buffer

Hersteller/Firma

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
DKS Loversan, Industria, Biomedica

S.p.A. Gemonio

JenAffin GmbH, Jena

Bayer Vital GmbH Leverkusen
Bayer Schering Pharma

DiaMed AG, Cressier (Schweiz)

Reagenzien zum Gebrauch des Himatologie-Analysators KX-21

DA

l Bemerkungen

16 LLE. Heparin/ml Blut
2,7ml+4,5ml

3ml 9 NC

Inhalt:

Tri-Natriumcitrat-Lsg. 0,106 mol/l
0,30 ml Citrat-Lsg.

5 ml 9NC
Inhalt:
Tri-Natriumeitrat-Lsg. 0,106 mol/l

0,50 ml Citrat-Lsg.

20Gx 114"
21 G 0,8 x 20 mm

Inhalt:
- Probenréhrchen
- Kontrollrérchen
- kalibrierte Partikelsuspension
-Kontrolllgsung

(0,9 % Natriumchlorid (NaCl) mit
stabilisierendem Zusatz)
- Aufbewahrung und Gebrauch gemaif
Herstellerangaben
Wirkstoff:
DL-Lysinmonoacetylsalicylat

12,5 % ASS-Losung
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Geriite/Materialien

Name Hersteller/Firma : Bemerkungen

Stromatolyser®-WH Sysmex Deutschland GmbH, l WBC- und HGB-Lysereagenz zur
Norderstedt Bestimmung des kleinen Blutbildes

CellPack™ PK-301 IVD Sysmex Europe GmbH, Hamburg . Verdiinnungsmittel

CellClean™ CL-50 IVD Sysmex Europe GmbH, Hamburg Reinigungsmittel

EightCheck-3WP-H Sysmex Europe GmbH, Hamburg . geeichte Kontrollproben zur tiglichen

Hematology Control | Qualitiitskontrolle

-alle Reagenzien wurden gemaf3 Herstellerangaben verwendet

3.2.2 Entnahme der Blutproben

Den Probanden und Patienten wurde aus der Vena mediana cubiti iiber eine Punktionskaniile
Blut entnommen. Die Kaniilen wurden iiber Multi-Adapter mit den Monovetten verbunden
und mussten sorgféltig in der Mitte des Gefilles platziert werden, um den Scherstress fiir die
Blutbestandteile und damit die Aktivierung der Thrombozyten so gering wie moglich zu
halten.

Die entnommene Blutmenge bestand aus jeweils einer Monovette Heparinblut (2,7 ml bzw.
4,5 ml) und einer Monovette Citratblut (2,7 ml bzw. 5 ml). Bei der Citratmonovette musste
darauf geachtet werden, dass sie exakt bis zur Markierung gefiillt wurde, damit das Verhiltnis
von einem Teil Natriumcitratlésung zu neun Teilen Blutvolumen eingehalten werden konnte.
Nach der Blutentnahme wurden die Monovetten vorsichtig geschwenkt, um das Blut
vollstindig mit den Antikoagulanzien der Monovetten zu durchmischen. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die Blutproben keinem unnétigen Scherstress ausgesetzt wurden, um eine
Aktivierung des plasmatischen Gerinnungssystems zu vermeiden. Im vorgegebenen

Zeitfenster wurde bei Raumtemperatur mit den Messungen begonnen.

3.2.3 PADA-Prinzip

Das Prinzip des PADA beruht auf der Analyse von zwei durch Citrat antikoagulierten
Vollblutproben, bei der durch eine quantitative Messung der aktuelle Aktivititszustand der
zirkulierenden Thrombozyten ermittelt wird. Dazu wird das Adhésionsverhalten der

Thrombozyten genutzt.

-26-



Methodik

Mit Hilfe des Minischiittlers wurde durch eine kalibrierte Frequenz von 550 min™ ein
definierter Scherstress (von 25 dyn/cm?) erzeugt. Vorausgehende Untersuchungen in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Nowak haben ermittelt, dass dieser Scherstress in etwa dem
entspricht, der im prékapilldren Bereich und in den ,.konduktiven* Gefillen (Durchmesser 20
- 30 um) vorherrscht ( 20 - 60 dynes/cm?).

Der Zeitraum der Schiittelinkubation wurde so gewdhlt, dass in den Thrombozyten keine
primidre Aggregation induziert wird, da nur die Adhésivitit bei PADA-Messungen zur
Erfassung des aktuellen Aktivitdtszustandes der Thrombozyten dient. Um diese Adhisivitét
messbar zu machen, wurde gemill der PADA-Anleitung eine Partikelsuspension zugegeben,

die eine definierte Menge speziell designter Polymerpartikel (siche Abb. 2) mit einer Grofie

von 5 - 6 um enthilt.

Sy @
Abb. 2: Polymerpartikel (Nowak et
al 2005)

Diese nativen Polymerpartikel bestehen aus Polyalkylmethacrylat und sind poros. Sehr rasch
nach Partikelzugabe wird ausschlieBlich blutprobeneigenes Fibrinogen aufgrund spezieller
morphologischer Eigenschaften der Polymerpartikel auf deren Oberfldche gebunden.

Dies ermdglicht den Thrombozyten, mit Hilfe ihrer durch den Scherstress aktivierten
GPIIb/Ila- und GPIb/IX-Fibrinogenrezeptoren an die Fibrinogen-coatierten Partikel zu
binden (sieche Abb. 3).

e
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Abb.  3:  Polymerpartikel mit
adhdrierten Thrombozyten (Nowak
et al. 2005)

Als Bezugswert wurde eine Kontrollprobe mitgefiihrt, bei der anstelle der Partikelsuspension
0,9 % NaCl mit stabilisierendem Zusatz zugegeben wurde. Nach Beendigung der
Schiittelinkubation wurden in beiden Probenansitzen die ,(freien” Thrombozyten mittels
Hématologie-Analysator KX-21 gezéihlt und der Adhédsionsindex berechnet (siche Abb. 4).
Der Al entspricht dem aktuellen Aktivititszustand der Thrombozyten und bildet fiir die
nachfolgende Diagnostik und Auswertung die Grundlage (Nowak et al. 2005).

D08
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200pl Gitratblut Kontrollprobe 200l Citratblut Partikelprobe

10pl Kontrolllo sung 10pl Partikelsuspension

|

5 Minuten Schuttelinkubation

|
| |

Bestimmung der Bestimmung der
Thrombozytenzahl Thrombozytenzahl

Al-Berechnung

Al-Berechnung:

:Kom‘rollprobem—Pa!rtikelprobe*_1

Al 00

Kontrollprobe*

*[Mittelwert der gezahlten Thrombozyten aus Doppelbestimmung]

Abb. 4: Flussdiagramm PADA

Der Normalwert fiir den Adhésionsindex betrdgt laut Herstellerangaben 52 + 12. Der AI-Wert
ist unabhéngig von der Zahl der Thrombozyten in Grenzen von 100000/pl bis 350000/ul, vom
Fibrinogengehalt bei Werten von 1,5 g/l bis 5,0 g/l, vom Hamatokrit im Rahmen von 25 % bis
44 % und auch das Alter hat nur einen marginalen, nicht signifikanten Einfluss (Nowak et al.
2005).

Liegt der Adhésionsindex oberhalb eines Wertes von 65, besteht ein pathologisch erhohter

Aktivitdtszustand der Thrombozyten, der {iberwacht werden sollte.
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Dieses Testprinzip wurde primir entwickelt, um eine Therapiekontrolle der GPIIb/IITa- und
ADP-Rezeptorantagonisten zu ermoglichen, da diese Wirkstoffe in die frithe Phase der
Thrombozytenaktivierung eingreifen und damit die Bereiche beeinflussen, die mit dem

PADA-Test erfasst werden konnen.

3.2.4 PADA-HIT-Prinzip

Eine Modifikation der PADA-Methode stellt der PADA-HIT dar.

Diese Methode wurde entwickelt, um einen indirekt Heparin-induzierte Antikorper (speziell
IgG-AK) nachweisen zu konnen, welche an den Fcyp-Rezeptoren an der
Thrombozytenoberfliache binden kdnnen.

Fir den PADA-HIT wurden parallel zu den PADA-Bestimmungen im Citratblut
Heparinblutproben untersucht, die nach dem selben Prinzip gemessen werden. Aus diesen
Heparinmessproben wurde ein Heparin-Al berechnet und mit den Citrat-Al-Werten

verglichen (siche Abb. 5).
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200pl Heparinblut 200p1 Heparinblut 200yl Citratblut 200yl Citratblut
Kontrollprobe Partikelprobe Kontrollprobe Partikelprobe
10pl Kontrolllésung 10pl Partikelsuspension 10pl Kontrolllosung 10pl Partikelsuspension
5 Minuten Schittelinkubation 5 Minuten Schittelinkubation
Bestimmung der Bestimmung der Bestimmung der Bestimmung der
Thrombozytenzahl Thrombozytenzahl Thrombozytenzahl Thrombozytenzahl
Al Hapadin Al sy
Aly, porinw Al oy =HITII-AKnegativ
ALy, ein<Al gy =HITII—AK positiv

Abb. 5: Flussdiagramm PADA-HIT

Das verwendete Heparin fiihrt iber direkte Heparin-Bindungsstellen (,,Heparin-Rezeptoren*)
auf den Thrombozyten zu deren Aktivierung und flihrt zu einer Heparin-bedingten Erhéhung
des Adhisionsindex (Al Heparin > 80).

Im Anschluss an die Berechnung der Al's im Citrat- und Heparinblut wurden die Werte
miteinander verglichen, um zu priifen, ob HIT II-Antikorper in der Blutprobe vorhanden sind.
Wenn der Adhisionsindex im Heparinblut groBer ist als im Citratblut, dann befinden sich in
der Blutprobe keine Heparin-induzierten Antikorper. Ist der Al im Citratblut groer als im

Heparinblut, ist das ein Hinweis auf das Vorhandensein von HIT II-AK im Blut.
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Die Entstehung dieser Antikorper ist ursdchlich mit der Bildung der PF4-Heparin-Komplexe
verbunden. Ein gewisser Prozentsatz der Personen, die mit Heparin behandelt werden,
entwickeln IgG-Antikorper gegen diese Komplexe. Sind Heparin-induzierte 1gG-Antikdrper
im Blut vorhanden, werden diese auf die Fcyy-Rezeptoren, die sich auf der
Thrombozytenoberfliche befinden, gebunden. Diese Fcyn-Rezeptoren befinden sich in
unmittelbarer Ndhe der Heparinrezeptoren. Bei Besetzung dieser Rezeptoren mit den
groBmolekularen HIT II-AK auf den Thrombozyten ist Heparin nicht mehr in der Lage, an
seinen spezifischen Rezeptoren (Gpllb) auf den Thrombozyten zu binden und dies verhindert
die Aktivierung der Thrombozyten durch Heparin (,,paradoxe Thrombozytenhemmung im
Heparinblut®). Dies spiegelt sich im Heparinblutansatz durch den erniedrigten
Adhésionsindex wider.

Weiterhin wurden vor Beginn der Messungen die Ausgangsthrombozytenzahlen in der
Heparin- und Citratmonovette ermittelt. Hier konnen zusitzlich erste Hinweise auf den HIT
[1-AK-Status erhalten werden. Ist der Ausgangswert der Thrombozyten in der Heparinprobe
um mindestens 20000 Thrombozyten geringer als in der Citratprobe, liegt eine Heparin-
bedingte Spontanaggregation vor. Dies bedeutet, dass der geringe Scherstress bei der
Blutabnahme und der Transport zum Laborplatz bei vorhandenen HIT II-AK ausreicht, um

eine spontane Thrombozytenaggregation in der Heparinblutprobe auszulsen.

3.2.5 PADA-RASS-Prinzip

Als vollig neuer Ansatz wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit der PADA-RASS
eingefiihrt. Dieser Test stellt eine innovative Mdoglichkeit der ASS-Resistenzmessung dar, die
im heparinisierten Vollblut durchgefiihrt wird.

Es werden vergleichende PADA-Messungen in Heparinblutproben mit und ohne Zugabe von
ASS durchgefiihrt.

Zunichst werden zwei Messungen ,,ohne-ASS* zur Ermittlung des Basis-Adhésionsindex
durchgefiihrt. Sie entsprechen vom Prinzip her dem des Heparin-Al-Wertes. Zwei weiteren
Proben wird vor Beginn der Schiittelinkubation ASS zugegeben, daraus ergibt sich der ,,mit-

ASS“-Ansatz.
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Im Anschluss an eine 10-miniitige Schiittelinkubation wird im weiteren Verlauf der vier
Messansédtze durch Zusatz von Partikelsuspension einerseits oder von Kontrolllosung
andererseits verfahren. Dies entspricht damit dem bereits oben geschilderten Versuchsverlauf.
Nach der Beendigung einer zweiten Schiittelphase von 5 Minuten wird die Anzahl der freien
Thrombozyten in den vier Proben ermittelt und die Adhésionsindices (Al) berechnet (siehe
Abb. 6). Wie im oberen Textabschnitt erwidhnt, kann Heparin bei einwirkendem Scherstress
iiber Rezeptoren auf den Thrombozyten an diesen binden und die Thrombozyten dadurch in
einen Aktivierungszustand versetzen. Dies fiihrt zu einem Anstieg des Al. Diese Heparin-
induzierte Thrombozytenaktivierung ist in der Gruppe der ASS-Responder durch das
zugegebene ASS antagonisiert worden und fiihrt somit zu einer Verminderung des Al. Somit
kopiert das PADA-RASS-Messprinzip die physiologische Wirkung des ASS und ermdoglicht
die Erfassung einer Aktivititshemmung der Thrombozyten. Dieses individuelle Ansprechen
der Thrombozyten auf ASS ist auf drei differenzierte Arten auszuwerten.

Ist der Adhédsionsindex im Messansatz ,,ohne ASS* groBer als der Adhédsionsindex ,,mit ASS*,
wird der Proband bzw. Patient als ASS-Responder bezeichnet, da ASS die gewiinschte
Wirkung zeigt, das heiflt, die Thrombozytenadhésion wird verringert bzw. ASS senkt effektiv
den hohen Adhisionsindex des Heparinblutes.

Unterscheidet sich die Differenz der beiden Al-Werte um nicht mehr als drei, besteht eine
ASS-Nonresponse. Hier hatte ASS keinen hemmenden Einfluss auf die

Thrombozytenfunktion.
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Ohne ASS-Ansatz

Mit ASS-Ansatz

2o0pl| Heparinblut
Kontrollprobe

200p! Heparinblut
Partikelprobe

200p1 Heparin blut
Kontrollprobe

200p! Heparinblut
Partikelprobe

10p! Kontrollésung

10p! Kontrollldsung

10p1ASS (Aspisol®)

10ul ASS (Aspisol®)

10 Minuten Schittelinkubation

10 Minuten Schittelinkubation

10p! Kontrollo sung

10yl Partikelsuspension

10p! Kontrolllo sung

10yl Partikelsuspension

5 Minuten Sch

Gttelinkubation

5 Minuten Schittelinkubation

Bestimmung der
Thrombozytenzahl

Bestimmung der
Thrombozytenzahl

Bestimmung der
Thrombozytenzahl|

Bestimmung der
Thrombozytenzahl

AL enss™ AL, 05s=ASS—Res ponder

A]ahneASS:A]mitASS(i3):ASS_NonresponSe

A[ahneASS<AImirASS:PRASA

Abb. 6: Flussdiagramm PADA-RASS
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Wenn der Adhisionsindex der Heparinblutprobe mit ASS deutlich groBer ist als der Al ohne
Zugabe von ASS, wird von einer PRASA (paradoxical reaction on ASA) gesprochen. Hierbei
trat bei Thrombozytenkontakt mit ASS keine Hemmung der Heparin-induzierten erhohten
Thrombozytenadhision ein, sondern es war eine verstirkte paradoxe Aktivierung der

Thrombozyten nachweisbar.

3.2.6 Durchfiihrung PADA und PADA-HIT

Im Rahmen der Messvorbereitungen und Blutentnahmen wurden die Herstellerangaben exakt
eingehalten, um somit die Konstanz der Messbedingungen gewihrleisten zu kdnnen.

Nach der Blutentnahme wurden Blutproben, die Anzeichen einer beginnenden Gerinnung
zeigten, verworfen. Grundsidtzlich wurde als erstes im Blutzellautomat jeweils einmal die
Ausgangsthrombozytenzahl in der Heparin- und Citratmonovette bestimmt.

Die sich unmittelbar anschlieBenden Messungen dienten der Berechnung des PADA und
PADA-HIT. Zundchst wurden nach PADA-HIT-Anleitung jeweils 200 pl Heparinblut in das
Kontrollrohrchen und das Probenrohrchen pipettiert. Der Kontrollprobe wurden 10 pl
Kontrolllosung zugegeben und der Messprobe entsprechend 10 pl Partikelsuspension. Die
Partikelsuspension wurde unmittelbar vor jedem Gebrauch homogenisiert, um bei jeder
Messung eine gleich bleibende Anzahl von Partikeln zu erhalten. Die Homogenisierung der
Partikelsuspension erfolgte mittels Vortexer beziehungsweise per Hand. Weiterhin wurde
darauf geachtet, dass das Partikelrohrchen sofort nach Gebrauch wieder verschlossen wurde,
um es vor Fliissigkeitsverlust durch Austrocknung zu schiitzen. Es folgte die
Schiittelinkubation beider Proben iiber exakt 5 Minuten. AnschlieBend erfolgten abwechselnd
in der Kontroll- und Partikelprobe jeweils zwei Messungen der Thrombozytenzahlen, um aus
den Mittelwerten den Adhésionsindex zu berechnen. Diese vier Messungen sollten innerhalb
von 10 Minuten nach Beendigung der Schiittelinkubation durchgetfiihrt werden.

Im Anschluss wurden die Werte der Plittchenzdhlung in folgende Berechnungsformel
eingefiigt:

:Kontrollprobe*—Mes sprobe’

-100 * [Mittelwerl der Plitichenwerte aus der Doppe]bestimmung]

Al

Kontrollprobe*
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Ein identischer Messvorgang wurde fiir das Citratblut durchgefiihrt, um den PADA-AI zu
ermitteln. Dabei sollte die Citratblutmessung zwischen der 40. - 60. Minute nach
Blutentnahme erfolgen. Aus dem Al der Heparinproben und dem Al der Citratproben ergab
sich anschlieBend der HIT II-AK-Status. Fiir die gesamte Durchfithrung des PADA und
PADA-HIT sollte einen Messzeitraum von 40 - 60 Minuten nach der Blutentnahme nicht

tiberschritten werden.

3.2.7 Durchfiihrung PADA-RASS

Fiir den PADA-RASS wurde ausschliefSlich Heparinblut verwendet. Fiir den Ansatz ohne ASS
wurden jeweils 200 pl Heparinblut in ein Kontroll- und ein Probenrohrchen pipettiert.
AnschlieBend sind zu beiden Proben 10 pl Kontrolllosung gegeben worden und es folgte eine
Schiittelphase von 10 Minuten. In einem zweiten Schritt wurden weitere 10 pl Kontrolllsung
in das Kontrollréhrchen und in das Probenréhrchen 10 pl Partikelsuspension gegeben. Darauf
folgten fiir beide Proben erneut 5 Minuten Schiittelinkubation und sofort im Anschluss
wurden die freien Thrombozyten in den ProbenrShrchen bestimmt.

Bei dem Messansatz mit ASS werden anstelle der Kontrolllosung im ersten Schritt jeweils 10
ul ASS (Aspisol®) in das Kontroll- und das Probenréhrchen pipettiert. Der weitere Verlauf der
Messungen entsprach dem Prinzip des ,,ohne-ASS* Ansatzes. Auch hier schloss sich eine
Schiittelphase von 10 Minuten an, anschlieBend wurden in das Probenrohrchen 10 pl
Partikelsuspension und in das Kontrollréhrchen 10 pl Kontrollldsung gegeben und eine 5-
mintitige Schiittelinkubation folgte. Im Anschluss daran wurde der Adhédsionsindex ermittelt

und mit dem Al des ,,ohne ASS* Ansatzes verglichen.

3.2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS-15 und Microsoft Excel 2003. Die deskriptive
Darstellung der Ergebnisse umfasste den Mittelwert, Median, Standardabweichung (SD),
Spannweite, Minimum und Maximum. Statistische Vergleiche zwischen zwei metrischen
Variablen wurden mit Hilfe der bivariaten Korrelation durchgefiihrt, wihrend Vergleiche
zwischen einem metrischen und einem bindren Merkmal nach Priifung der Voraussetzungen
mittels t- bzw. u-Test erfolgten. Zur Uberpriifung der ermittelten Signifikanzen wurde

anschliefend eine lineare Regression durchgefiihrt.
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Zur statistischen Auswertung zweier bindrer Variablen bzw. Variablen mit drei
Merkmalsauspragungen wurde der Chi-Quadrat-Test bzw. der exakte Test nach Fisher
verwendet. In diesem Fall wurde zur besseren Beurteilung der Ergebnisse eine bindr
logistische bzw. multinomiale logistische Regression realisiert. Bei den vergleichenden
Untersuchungen von metrischen Variablen mit einem Merkmal, das drei Ausprdgungen
besitzt, wurde nach Priifung der Voraussetzungen eine ANOVA (analysis of variance) oder ein
Kruskal-Wallis-Test gebraucht. Ermittelte Unterschiede wurden bei p < = 0,05 als statistisch

3 FAk g

signifikant gewertet und im Text bzw. in Tabellen mit ,, * *, ,, oder ,,

sk (g

gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich in drei Hauptabschnitte, die den drei durchgefiihrten Tests
(PADA, PADA-HIT und PADA-RASS) entsprechen.
Jeder Themenabschnitt unterteilt sich in die Auswertung der Daten von gesunden Probanden

und von dialysepflichtigen Patienten sowie dem Vergleich der beiden Studienpopulationen.

4.1 PADA

4.1.1 PADA-Daten der gesunden Probanden

Zunichst wurde der PADA im Citratblut von 100 gesunden Probanden ermittelt und statistisch
ausgewertet.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. Der statistische Mittelwert der 100 PADA-AI's
liegt bei 44,42 + 17,98 mit einem Maximum von 96 und einem Minimum von 14. Der Median
betrigt 42,00.

Abb. 7 veranschaulicht die ermittelte Verteilung der PADA-Werte gesunder Probanden. Die

explorative Datenanalyse ergab, dass die Werte keine Normalverteilung aufweisen (p <0,1).

Tabelle 4: Deskriptive Statistik des PADA der gesunden Probanden

Merkmal Citrat Al der gesunden Probanden
N =100

Mittelwert 44,42
Median 42,00

Standardabweichung 17,98

Spannweite 82

Minimum 14

Maximum 96

-38-



Ergebnisse

o
1

—_
(=]
1

absolute Haufigkeit
(82}
1

20 40 60 80 100

Adhésionsindex im Citratblut der gesunden
Probanden

Abb. 7: PADA-AIl Histogramm der gesunden
Probanden

4.1.2 PADA der gesunden Probanden in Bezug zu ausgewiihlten Biovariablen

4.1.2.1 PADA in Bezug zu metrischen Merkmalen

Bei den PADA-Untersuchungen wurden neben der Anzahl freier Thrombozyten auch die Zahl
der in den Proben enthaltenen Erythrozyten und Leukozyten erfasst. Im Folgenden wurden
bivariate Korrelationen erstellt, um eventuelle lineare Zusammenhinge zwischen den
individuellen PADA-Werten und der Zahl der geformten Blutbestandteile zu ermitteln. Die
Korrelation zwischen der Thrombozytenzahl im Citratblut und dem Al war hichst signifikant.
Es zeigte sich, dass eine negative Korrelation zwischen steigender Thrombozytenzahl und
dem Al vorliegt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Bivariate Korrelation des PADA der gesunden Probanden und metrische Variablen

Al im Citratblut

N Korrelation nach Pearson Signifikanz (2-seitig)
Plittchenzahl (PLZ) im Citratblut 100 | -0,314 0,001
Erythrozytenzahl im Citratblut 96 -0,106 0,302
Leukozytenzahl im Citratblut 96 -0,155 0,131
Alter 100 0,022 0,827

4.1.2.2 PADA in Bezug zu bindren Merkmalen

Alle gesunden Probanden fiillten zu Beginn der Untersuchung einen Fragebogen aus, der
Angaben zu Vorerkrankungen und Lebensstil erfasste. Tabelle 6 stellt die statistische
Auswertung zwischen den berechneten Adhésionsindices im Citratblut und den Daten der
Fragebogen dar.

Im Ergebnis der Analysen wurden keine statistisch signifikanten Zusammenhdnge zwischen

den individuellen AI-Werten und den aufgefiihrten Variablen gefunden.

Tabelle 6: Einfliisse bindrer Merkmale auf die individuellen AlI-Werte

Adhisionsindex im Citratblut Signifikanz (2-seitig)
Merkmal ' '
N MW SD Median Maximum | Minimum | Mann-Whitney-U-Test
weiblich 35 45,84 17,46 43,00 96 17
Geschlecht 0,398
maénnlich 45 42,69 18,65 39,00 85 14
. negativ 94 44,41 18,12 42,00 96 14
Hypertonie . 0,879
positiv 6 44,50 17,14 42,50 71 20
negativ 94 43,62 17,14 41,50 84 14
Gerinnungsstorung 0,251
positiv 6 57,00 27,11 46,00 96 27
regelm.
negativ 61 42,26 18,06 37,00 85 14
Medikamenten- 0,081
) positiv 39 47,79 17,57 46,00 96 17
einnahme
Einnahme negativ 24 42,75 15,56 40,50 &3 26 5,183
Kontrazeptiva positiv 31 48,23 18,69 46,00 96 17 ’
negativ 79 45,08 16,63 43,00 96 14
Rauchen 0,141
positiv 21 41,95 22,65 31,00 85 17
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4.1.3 PADA-Daten der Dialysepatienten

Es wurden die PADA-Werte von 71 Patienten, die sich einer chronisch intermittierenden
Héamodialyse unterziehen mussten, ermittelt.

In der Tabelle 7 ist die deskriptive Statistik der ermittelten Adhésionsindices im Citratblut
dialysepflichtiger Patienten zusammengefasst. Dabei wurde ein Mittelwert von 58,83 + 17,61
und Median von 59,00 gefunden.

Das Histogramm (Abb. 8) zeigt die Hiufigkeitsverteilung der Al bei den Dialysepatienten.
Bei diesen Untersuchungen wurde auch mittels explorativer Datenanalyse die

Normalverteilung der PADA-Werte liberpriift. Sie konnte bestitigt werden (p > 0,1).

Tabelle 7: Deskriptive Statistik derPADA-AI der Dialysepatienten

Merkmal Citrat-Al der Dialysepatienten
N=71
Mittelwert | 58,83
Median 59,00
Standardabweichung 17,61
Spannweite 75
Minimum 20
Maximum . 95
154
10 )

absolute Haufigkeit

_|_|

I
20 40 60 80 100

Adhésionsindex im Citratblut der
Dialysepatienten

Abb. 8: PADA-Histogramm der untersuchten
Dialysepatienten
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4.1.4 PADA der Dialysepatienten in Bezug zu ausgewiihlten Biovariablen

4.1.4.1 PADA in Bezug zu metrischen Merkmalen

Die Adhisionsindices im Citratblut der Dialysepatienten wurden mittels bivariater Korrelation
auf signifikante Zusammenhénge mit den in Tabelle 8 aufgefiihrten Variablen gepriift. Bei der
Analyse der Ergebnisse zeigt sich, dass die Ausgangszahlen der Thrombozyten im Citratblut,
die Erythrozyten- bzw. Leukozytenzahlen im Citratblut und das Alter keinen signifikanten

Zusammenhang zu den PADA-Werten besitzen.

Tabelle &: Bivariate Korrelation der PADA-AIl der Dialysepatienten in Bezug zu metrischen
Merkmalen im Citratblut

Al im Citratblut

N Korrelation nach Pearson Signifikanz (2-seitig)
Thrombozytenzahl im Citratblut 71 0,089 0,461
Erythrozytenzahl im Citratblut 70 . 0,138 0,253
Leukozytenzahl im Citratblut 69 0,045 0,712
Alter 71 . -0,086 0,476

4.1.4.2 PADA in Bezug zu bindiren Merkmalen

Die individuellen Daten der Dialysepatienten wurden aus den Krankenakten entnommen und
auf signifikante Zusammenhinge mit den PADA-Werten untersucht. Hierzu wurden nach
Priifung der Voraussetzungen der t- bzw. u-Test angewendet (Tabelle 9).

Die Ergebnisse der Untersuchungen innerhalb des Patientenkollektivs sind in Tabelle 9
aufgefiihrt. Es zeigen sich signifikante Unterschiede der Mittelwerte der PADA-Daten in
Bezug auf die Einnahme von ASS (54,88/64,55) und ADP-Rezeptor-Antagonisten
(61,33/48,64). Des Weiteren zeigt sich ein hoch signifikanter Unterschied der PADA-Werte
(61,24/47,00) beziiglich dem Vorliegen einer Lebererkrankung. Die Ergebnisse sind in Abb. 9
dargestellt.
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Tabelle 9: PADA und bindire Merkmale von Dialysepatienten

Citrat-Al | Signifikanz (2-seitig)
Merkmal N MW SD | Median | Maximum | Minimum t-Test
weiblich 28 55,86 18,89 59,50 88 20
Geschlecht 0,254
ménnlich 43 60,77 16,67 59,00 95 28
Erkrankungen
negativ 59 61,24 17,14 60 95 21 »
Lebererkrankungen 0,010
positiv 12 47,00 15,53 45 73 20
Lebensstil
negativ 35 55,49 15,72 56,00 86 21
Rauchen 0,115
positiv 36 62,08 18,92 64,50 95 20
Dauermedikation
negativ 42 54,88 16,70 54,00 90 20
ASS 0,022°
positiv 29 64,55 17,60 66,00 95 21
negativ 57 61,33 15,75 63,00 95 21 .
ADP-Antagonisten 0,015
positiv 14 48,64 21,49 46,50 85 20
Nichtsteroidale )
. ) negativ 51 60,25 16,78 59,00 95 20
Antirheumatika . 0,280
positiv 20 55,20 19,54 59,50 90 21
(NSAR)
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Abb. 9: Citrat-Al der Dialysepatienten und (a) Leberevkrankungen, (b) ASS-Finnahme bzw. (c) ADP-
Antagonisten-Einnahme

4.1.5 Vergleich der PADA-Werte von gesunden Probanden und Dialysepatienten

In der vergleichenden Analyse werden die PADA-Ergebnisse der gesunden Probanden mit

denen der Dialysepatienten verglichen.

4.1.5.1 Deskriptive Statistik der PADA-Werte

Im Vergleich der beiden untersuchten Studienpopulationen liegt der Al-Mittelwert der
gesunden Probanden bei 44,42 + 17,98, der Median betrigt 42,00. Im Vergleich dazu weisen
die Dialysepatienten einen hoheren Mittelwert (58,83 £ 17,61) und Median (59,00) auf. Die
Maximalwerte und Standardabweichungen zeigen im Vergleich nur einen geringen

Unterschied (siche hierzu Tabelle 10).
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Tabelle 10: Vergleich der Studienpopulationen bzgl. der deskriptiven Statistiken der PADA-Werte

Merkmal . Citrat-Al der gesunden | Citrat-Al der Dialysepatienten |
Probanden

N 100 71

Mittelwert 44.42 58,83

Median l 42,00 l 59,00

. Standardabweichung . 17,98 . 17,61
. Spannweite . 82 . 75
Minimum 14 20
Maximum 96 95

Neben dem Vergleich der deskriptiven Parameter wurde evaluiert, ob der beschriebene
Unterschied der Mittelwerte zwischen den Studienpopulationen statistisch signifikant ist. Mit
Hilfe des u-Tests ergab sich ein hochst signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten

der Adhésionsindices der beiden Studienkollektive (Tabelle 11).

Tabelle 11: Vergleich Citrat-Al zwischen den Studienpopulationen mittels u-Test

Signifikanz (2-seitig)

Merkmal Gruppe N MW SD Median | Minimum | Maximum
Mann-Whitney-U-Test
Gesunde Probanden 100 44,42 17,979 42,00 14 96
Cirat-Al I ) 0’00‘}”*
Dialysepatienten 71 58,83 17,608 59,00 20 95

Die Unterschiede der PADA-Werte von Probanden und Patienten sind in Abb. 10 grafisch
dargestellt.
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Abb.  10: Boxplot der Citrathlut-Al  der
Studienpopulationen

4.1.5.2 Lineare Regression zur Uberpriifung des Einflusses von Alter und Geschlecht auf
die PADA-AI

Die beiden untersuchten Studienpopulationen sind hinsichtlich ihres Alters und Geschlechts
nicht gematcht. Infolge dessen sollte mit Hilfe einer linearen Regression evaluiert werden, ob
die Variablen Alter und Geschlecht den signifikanten Unterschied der PADA-Werte zwischen
den Studienpopulationen beeinflussen bzw. der beschriebene Unterschied eventuell durch die
unterschiedlichen Alters- bzw. Geschlechtsverteilungen in den beiden Studienpopulationen
bedingt ist.

Tabelle 12 zeigt, dass auch bei Berlicksichtigung der Variablen Alter und Geschlecht
einerseits der Unterschied der PADA-Werte zwischen den Studienpopulationen hdchst
signifikant bleibt und andererseits Alter und Geschlecht keinen Einfluss auf das Merkmal

Citrat-Al haben.

Tabelle 12: Lineare Regression auf Alter und Geschlecht im Vergleich der Gruppen

Nicht standardisierte Koeffizienten 95%-Konfidenzintervall fir B

Merkmal B Standardfehler Untergrenze Obergrenze Signiftkanz
(Konstante) 45,234 3,900 37,534 52,934 0,000™"
Gruppe | 15,143 3,962 | 7,320 22,966 | 0,000
Alter 0,026 0,098 0,219 0,166 0,788
Geschlecht 0,147 | 2,777 | -5,336 5,629 | 0,958
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4.1.5.3 PADA-Werte beider Studienpopulationen in Bezug zu bindren Merkmalen

Beim Vergleich der gesunden Probanden mit den dialysepflichtigen Patienten zeigen sich
statistisch signifikante Unterschiede der PADA-AI-Mittelwerte im Zusammenhang mit dem
Nichtvorhandensein bzw. Vorhandensein von Erkrankungen. Dies gilt fiir Herzerkrankungen
insgesamt, im speziellen koronare Herzerkrankungen (KHK), Herzinsuffizienz und
hypertensive  Herzkrankheit. Ebenso fiir  diabetische  Nephropathie, chronische
Glomerulonephritis, Schrumpfniere, polyzystische Nierendegeneration, Glomerulosklerose,
Diabetes mellitus, maligne Erkrankungen und Thrombosen bzw. Schlaganfille. Weiterhin
unterscheiden sich die Citrat-Al-Mittelwerte der Probanden und Patienten hinsichtlich einer
nicht vorhandenen bzw. vorhandenen Hypertonie. Hierbei mussten 6 gesunde Probanden aus
den Berechnungen ausgeschlossen werden, da diese laut Eigenamamnese eine Hypertonie
aufweisen. Entsprechendes galt bei den Berechnungen im Zusammenhang mit den
Gerinnungsstorungen.

Die Mittelwertunterschiede der PADA-Adhésionsindices zwischen den untersuchten

Kollektiven sind in Tabelle 13 und der Abb. 11 dargestellt.

Tabelle 13: PADA-AI und bindre Merkmale

Citrat-Al Signifikanz (2-seitig)
Merkmal N MW SD Median Maximum | Minimum = Mann-Whitney-U-Test
Herzerkrankungen negativ. = 100 | 44,42 17,98 42,00 96 14 i
allgemein positiv | 52 56,94 18,02 57,00 90 20 ’
negativ 100 | 44,42 17,98 = 42,00 96 14
Z.n. Myokardinfarkt 0,328
positiv 10 | 52,90 = 25,14 = 49,00 90 20
negativ | 100 | 4442 17,98 42,00 96 14 -
KHK 0,005
positiv. = 24 | 56,75 | 20,11 58,00 90 20
negativ | 100 | 4442 17,98 42,00 96 14
Herzinsuffizienz N 0,043"
positiv | 12 56,00 19,03 53,50 85 28
hypertensive negativ. 100 | 44,42 | 17,98 @ 42,00 96 14 Py
Herzkrankheit positiv. | 31 55,10 18,45 56,00 88 20 ’
) ) negativ | 100 | 4442 17,98 42,00 96 14
Kardiomyopathie . 0,285
positiv = 5 54,20 | 20,01 52,00 79 28
Arrhythmia negativ. | 100 | 44,42 17,98 42,00 96 14 AT
absoluta positiv. | 19 53,05 20,35 55,00 85 20 ’
negativ 100 | 44,42 17,98 = 42,00 96 14
Klappenvitien 0,172
positiv = 14 | 50,21 18,19 = 53,50 73 20
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Citrat-Al Signifikanz (2-seitig)
Merkmal N MW SD Median Maximum | Minimum = Mann-Whitney-U-Test
negativ | 100 | 4442 17,98 42,00 96 14
Koronarverschluss 0,185
positiv. | 5 59,40 | 29,65 @ 52,00 90 20
AV-Block negativ | 100 | 4442 17,98 42,00 96 14 5585
(atrioventrikulirer Block) | positiv | 5 51,40 17,04 = 46,00 74 31 ’
Nierenerkrankungen
diabetische negativ. | 100 | 44,42 17,98 42.00 96 14 -
Nephropathie positiv = 17 | 63,71 18,36 66,00 90 20 ’
chronische negativ. | 100 | 44,42 17,98 42,00 96 14 —
Glomerulonephritis positiv. | 10 57,80 13,29 56,50 86 43 ’
interstitielle negativ. 100 | 44,42 17,98 42,00 96 14 0.158
Nephritis positiv | 7 | 53,57 1771 53,00 79 24 |
mesangioproliferative | negativ | 100 | 4442 1798 42,00 96 14 558
[gA-Nephritis positiv. = 9 53,78 | 2032 51,00 80 28 '
negativ. 100 | 44,42 17,98 @ 42,00 96 14
Schrumpfhiere N 0,009**
positiv =~ 4 70,00 10,68 @ 69,00 83 59
polyzystische negativ. 100 | 44,42 @ 17,98 = 42,00 96 14 —
Nierendegeneration positiv. 7 63,00 19,63 72,00 85 30 ’
) . negativ | 100 | 44,42 1798 42,00 96 14
Nierenzell-Karzinom . 0,060
positiv | 5 57,60 | 12,14 64,00 69 43
negativ | 100 | 44,42 1798 42,00 96 14
Glomerulosklerose 0,032°
positiv =~ 6 60,17 16,74 60,00 86 37
Analgetika- negativ. | 100 | 44,42 17,98 = 42,00 96 14 B
nephropathie positiv | 3 60,67 | 18,18 | 55,00 81 46 ’
benigne negativ. | 100 | 44,42 17,98 42,00 96 14 aHD
Nephrosklerose positiv = 4 56,00 5,94 54,00 64 51 ’
andere Erkrankungen
) negativ. | 94 | 4441 18,12 = 42,00 96 14 -
Hypertonie 0,000”
positiv | 64 | 60,11 16,28 = 39,50 90 21
Diabetes negativ. | 100 | 44,42 17,98 42,00 96 14 oG
mellitus positiv | 17 | 63,71 18,36 = 66,00 90 20 ’
negativ | 100 | 4442 17,98 42,00 96 14
PAVK . 0,136
positiv | 13 | 52,62 @ 19,68 51 90 28
) negativ | 100 | 44,42 | 1798 42,00 96 14 "
maligne Erkrankungen o 0,001
positiv. 18 | 59,33 | 1596 @ 60,50 83 21
negativ = 100 | 44,42 17,98 42,00 96 14
Lebererkrankungen 0,440
positiv | 12 | 47,00 @ 15,53 45 73 20
negativ | 100 | 44,42 1798 42,00 96 14
Magenulcera 0,118
positiv. = 4 64,75 | 20,06 74,50 86 24
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Citrat-Al Signifikanz (2-seitig)
Merkmal N MW SD Median Maximum | Minimum = Mann-Whitney-U-Test
Thrombosen negativ 100 | 44,42 17,98 42,00 96 14 i i
Schlaganfall positiv | 22 56,64 @ 21,24 61,50 95 20 ’
. negativ 100 | 4442 17,98 42,00 96 14
Arteriosklerose B 0,153
positiv | 7 5571 | 20,03 52,00 83 32
) negativ. 94 | 43,62 17,14 41,50 84 14
Gerinnungsstoérungen 0,251
positiv =~ 6 50,83 | 17,12 43,00 83 _ 37

: TRULLE

o o

Adhésionsindex im Citratblut
r
1

Abb. 11: Boxplots der signifikanten Unterschiede zwischen Gesunden (1) und Dialysepatienten (2 -
14) beziiglich Citrat-AI und bindren Merkmalen (1 — Referenz [gesunde Probanden], 2 —
Herzerkrankungen, 3 — KHK, 4 — Herzinsuffizienz, 5 — hypertensive Herzkrankheit, 6 — diabetische
Nephropathie, 7 — chronische Glomerulonephritis, 8 — Schrumpfniere, 9 — polyzystische
Nierendegeneration, 10 — Glomerulosklerose, 11 — Hypertonie, 12 — Diabetes mellitus, 13 — maligne

Erkrankungen, 14 — Thrombosen/Schlaganfall)
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4.2 PADA-HIT

Der PADA-HIT ist eine Messmethode, mit der sich eine mogliche Fcn...-Rezeptorbesetzung
auf Thrombozyten mit IgG-AK, die wéihrend und nach einer Heparinbehandlung entstehen

kann, nachweisen ldsst.

4.2.1 PADA-HIT der gesunden Probanden

4.2.1.1 Deskriptive Statistik der Heparin-AI der gesunden Probanden

Die deskriptive statistische Auswertung der Heparinblut-Al der gesunden Probanden wird in

Tabelle 14/Abb. 12 gezeigt.

Tabelle 14: Deskriptive Statistik der Heparin-Al gesunder Probanden

Merkmal Heparin-Al der gesunden Probanden
N =100 |

Mittelwert 82,89
Median 89,00

. Standardabweichung 15,80

Spannweite 78

Minimum 20

Maximum 98
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Abb. 12: Histogramm der PADA-HIT-AI im
Heparinblut von gesunden Probanden

4.2.1.2 HIT II-Profil der gesunden Probanden

Die Auswertung des PADA-HIT zeigt, dass 85 (85 %) der gesunden Probanden einen HIT II-
negativen und 15 (15 %) einen HIT II-positiven Befund aufweisen. Siehe dazu Abb. 13.
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HIT-II-AK Profil der gesunden Probanden

Abb. 13: Hdéufigkeit von HIT II-Antikérpern im
Vollblut von gesunden Probanden
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4.2.2 HIT II-Profil der gesunden Probanden in Bezug zu ausgew:ihlten Biovariablen

4.2.2.1 HIT 1I-Profil der gesunden Probanden in Bezug zu metrischen Merkmalen

Die Untersuchungen ergaben keine statistisch signifikanten Zusammenhinge zwischen dem

HIT II-Profil der gesunden Probanden und den ermittelten metrischen Variablen (Tabelle 15).

Tabelle 15: HIT II-Status der gesunden Probanden im Zusammenhang zu den ermittelten metrischen
Merkmalen

Merkmal HT - N MW SD  Median | Maximum Minimum Signifikanz (2-scitig)
Status t-Test | Mann-Whitney-U-Test
Ausgangswert PLZ im | negativ | 81 |234,12|42,27| 232,00 | 334 139 ' ool
Citratblut positiv 15 266,47 70,16 244,00 438 183
Ausgangswert PLZ im | negativ | 81 231,64 | 42,52 226,00 325 130
Heparinblut positiv 15 230,67 59,63 205,00 320 155 Vislid
Erythrozytenzahl im negativ | 81 . 4,25 . 0,40 4,19 . 5,19 3,57
Citratblut positiv 15 4,03 | 035 4,07 4,68 3,37 0.082
Erythrozytenzahl im negativ 81 4,73 | 0,48 4,66 5,81 3,91 0,066
Heparinblut positiv 15 443 | 0,52 4,53 5,28 2,96
Leukozytenzahl im negativ 81 5,51 1,21 5,20 8,90 2,90 0,600
Citratblut positiv | 15 | 5,69 | 2,34 5,10 13,10 3,30
Levkozytenziblim | negativ | 81 | 6,14 | 1,32 | 590 | 9,60 20
Heparinblut positiv 15 6,37 | 2,41 5,80 13,30 3,70
Aler negativ. | 85 33,46 1322 2788 @ 68,01 18,57 0460

positiv 15 | 33,10 | 16,11 23,64 69,50 21,49

4.2.2.2 HIT II-Profil der gesunden Probanden in Bezug zu bindren Merkmalen

Die Analyse der Zusammenhédnge zwischen dem HIT II-Status der gesunden Probanden und
den aufgefiihrten Merkmalen ergibt mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests, dass beziiglich der
Geschlechtsverteilung und vorherigen Heparinbehandlungen statistisch  signifikante
Zusammenhinge bestehen (siehe Tabelle 16).

Die Geschlechtsverteilung bezogen auf den HIT II-Status ergibt bei den Probandinnen 21,8 %
HIT II-positive Befunde. Dagegen sind bei den Probanden 6,7 % HIT II-positive Befunde.
Dies zeigt auf, dass die gesunden Probandinnen hiufiger ein HIT II-positives Profil aufweisen

als die gesunden Probanden (p = 0,048%).
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Bei den 80 Probanden, die keine vorherigen Heparinbehandlungen erhielten, erweisen sich
91,3 % als HIT Il-negativ und 8,7 % als HIT Il-positiv. Bei den 20 Probanden, die vorherige
Heparinbehandlungen erhielten, waren 60 % HIT IlI-negativ und 40 % HIT Il-positiv (p =
0,0027") (siche Abb. 14).

Tabelle 16: HIT [I-Status der gesunden Probanden in Bezug zu bindren Merkmalen

Merkmal HIT I1-Status Signifikanz (2-seitig)
N negativ [%] positiv [%] Exakter Test nach Fisher
Person 1 49 42 [85,7 %] 7 [14,3 %]
Untersucher 1,000
Person 2 51 43 [84,3 %] 8 [15,7 %]
weiblich 55 43 [782%] 12 [21,8%] .
Geschlecht 0,048
ménnlich 45 42 93,3 %] 3 [6,7 %]
vorherige

. negativ. 80 73 [91,3 %] 7 [8,7 %]
Heparinbehand- N 0,002™
positiv. 20 12 [60,0%] 8 [40,0%]

lungen
100% HIT-I-AK 100%— HIT-I-AK
(a) Status ° (b) Status
T8 negativ W HIT-1 negativ
[CJHIT-8 posiiv w B0%— CIHIT-Il positiv
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Geschlechtsverteilung der vorherige Heparinbehandlungen
gesunden Probanden der gesunden Probanden

Abb. 14: HIT II-Profil der gesunden Probanden und (a) Geschlechtsverteilung bzw. (b) vorherige
Heparinbehandlungen
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4.2.3 PADA-HIT der Dialysepatienten

4.2.3.1 Deskriptive Statistik der Heparin-Al der Dialysepatienten

Die deskriptive Auswertung der Adhésionsindices im Heparinblut der Dialysepatienten ist in

Tabelle 17 und Abb. 15 dargestellt.

Tabelle 17: Deskriptive Statistik der Heparin-Al's der Dialysepatienten

Merkmal Heparin-Al der Dialysepatienten
N=71
Mittelwert 69,39
Median 74,00
Standardabweichung 22,17
Spannweite 83
Minimum 14
Maximum 97
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Abb. 15: Histogramm der Heparin-Al-Werte
der Dialysepatienten
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4.2.3.2 HIT 1I-Profil der Dialysepatienten

Die HIT II-Héaufigkeit von Dialysepatienten ist in Tabelle 18 und Abb. 16 zusammengefasst.

Tabelle 18: Hiufigkeitsverteilung HIT II-Status bei Dialysepatienten

Merkmal absolute Haufigkeit relative Hiufigkeit
HIT M-negativ 44 62 %
HIT II-positiv 27 38 %

Gesamt 71 100 %
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Abb. 16: HIT II-Profil der Dialysepatienten
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4.2.4 HIT II-Profil der Dialysepatienten in Bezug zu ausgewihlten Biovariablen

4.2.4.1 HIT II-Profil der Dialysepatienten in Bezug zu metrischen Merkmalen

Die Analyse des HIT II-Profils der Dialysepatienten in Bezug auf die in Tabelle 19

angefiihrten metrischen Variablen ergibt keine signifikanten Ergebnisse.

Tabelle 19: HIT II-Profil der Dialysepatienten in Bezug auf metrische Merkmale

Signifikanz (2-seitig)

Merkmal HIT II-Status. N MW SD | Median | Maximum = Minimum Mann-Whitney-
t-Test o
Erythrozytenzahl im negativ 44 332 0,49 3,36 4,42 1,79
Citratblut positiv 25 3,26 | 043 3,12 4,27 2,70 have
Erythrozytenzahl im negativ 44 . 3,67 0,65 . 3,72 492 . 1,97 U459
Heparinblut positiv 25 3,54 0,52 3,47 4,46 2,30
Leukozytenzahl im negativ 44 . 5,61 1,38 . 5,35 9,00 . 2,80 0.607
Citratblut positiv 25 5,81 1,90 5,90 10,10 2,50
Leukozytenzahl im negativ 44 6.37 1,51 6,30 9,80 3,40 0611
Heparinblut positiv 25 6,64 2,33 6,20 12,50 2,80
A negativ 44 . 63,08 1586 . 65,83 89,12 . 21,06 0381
positiv 27 | 60,41 13,14 | 5995 83,12 30,57

4.2.4.2 HIT I1-Profil der Dialysepatienten in Bezug zu biniiren Merkmalen

Die Geschlechtsverteilung des HIT II-Status der Dialysepatienten ergibt fiir die 28
Dialysepatientinnen 13 (46,4 %) HIT II-negative und 15 (53,6 %) HIT II-positive Befunde.
Unter den 43 minnlichen Dialysepatienten waren 31 (72,1 %) HIT II-negativ und 12 (27,9 %)
HIT IT positiv. Es zeigte sich, dass die Dialysepatientinnen statistisch signifikant hdufiger HIT
II-AK besitzen als die ménnlichen Dialysepatienten (p = 0,045%) (siche Tabelle 20).

Tabelle 20: HIT II-Status und Geschlechtsverteilung der Dialysepatienten

Merkmal HIT II-Status Signifikanz (2-seitig)
N negativ [%] | positiv [%] Exakter Test nach Fisher
weiblich 28 13 [46,4 %] 15 [53,6 %] .
Geschlecht 0,045

ménnlich 43 31 [72.1%] | 12 [27.9 %]

Zur Veranschaulichung dieses signifikanten Resultats dient Abb. 17.
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100% HIT-I-AK
Status
W HIT-l negativ
80% [CIHIT-I posttiv
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40%

relative Haufigkeit

20%—

0%=
weiblich mannlich

Geschlechtsverteilung der
Dialysepatienten

Abb. 17: Geschlechtsverteilung des HIT II-
Profils der Dialysepatienten

4.2.5 Vergleich HIT II-Profil der gesunden Probanden und Dialysepatienten

4.2.5.1 Vergleich der Heparin-Adhdsionsindices 7wischen den Studienpopulationen

Der Vergleich der beiden Studienpopulationen zeigt einen hochst signifikanten Unterschied
beziiglich der Hohe der Adhisionsindices im Heparinblut (p = 0,000™"). Tabelle 21 und Abb.
18 stellen die Unterschiede der Mittelwerte dar.

Tabelle 21: Vergleich der Heparin-Al zwischen den Studienpopulationen

Signifikanz (2-seitig)

Merkmal Gruppe N MW SD  Median Minimum Maximum
Mann-Whitney-U-Test
Gesunde
100 82,89 15,80 89,00 98 20
Probanden
Heparin-Al ) 0,000""
Dialysepatienten
69,39 | 22,17 74,00 97 14
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1004
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Gesunde Probanden Dialysepatienten
Studienpopulationen

Abb.  18: Vergleich der Heparin-Al der
Studienpopulationen

4.2.5.2 Vergleich der Verteilung der Heparin-AI-Werte der beiden Studienkollektive

In der Gegeniiberstellung der in Abb. 12 (siche Seite 55) und Abb. 15 (siehe Seite 60)
gezeigten Werte werden die unterschiedlichen Verteilungen der Adhisionsindices im
Heparinblut der beiden Studienpopulationen verdeutlicht. 76 % der Probanden, doch nur 42 %

der dialysepflichtigen Patienten zeigen einen ,,normalen* Heparin-Al zwischen 80 und 100.

4.2.5.3 HIT lI-Hiiufigkeit im Vergleich der Studienpopulationen

38 % der Dialysepatienten weisen HIT II-positive Befunde auf. Dem gegentiber haben nur 15
% der gesunden Probanden einen HIT II-positiven Befund (Tabelle 22/Abb. 19).

Tabelle 22: Vergleich der deskriptiven Statistiken der beiden Studienpopulationen

Merkmal N HIT Il-positiv HIT Il-negativ
HIT II-Status der
100 15 [15 %] 85 [85%]
gesunden Probanden
HIT II-Status der
71 27 [38 %] 44 [62 %]

Dialysepatienten
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100% HIT-Il-AK
Status

W HIT-l negativ

B0%— [CIHIT-N positiv

60%
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Gesunde Probanden  Dialysepatienten
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Abb. 19: HIT 1I-Profil beider
Studienpopulationen

0%~=

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests wurde der ermittelte Unterschied auf Signifikanz geprift.
Aus Tabelle 23 ist ersichtlich, dass es einen hochst signifikanten statistischen Zusammenhang

zwischen dem HIT II-Profil und den untersuchten Kollektiven gibt (p = 0,001™*).

Tabelle 23: Chi-Quadrat-Test: HIT II-Profil und Studienpopulation

HIT II-Status Signifikanz (2-seitig)
Merkmal N T i
negativ. [%] | positiv [%] Exakter Test nach Fisher
gesunde Probanden 100 85 [85,0 %] 15 [15,0 %] i
Dialysepatienten 71 44 [62,0%] | 27 [38,0%] ’

4.2.5.4 Biniir logistische Regression zur Uberpriifung des Einflusses von Alter und Ge-
schlecht auf den HIT II-Status

Da die Gesamtstudienpopulation hinsichtlich Alter und Geschlecht nicht gematcht war, wurde
beziiglich dieser Merkmale eine bindr logistische Regression durchgefiihrt.

Tabelle 24 verdeutlicht, dass die Variable Alter keinen Einfluss auf das HIT II-Profil hat, dass
allerdings ein sehr signifikanter Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem HIT II-
Status existiert (p = 0,003™). Weiterhin kann aus der Odds Ratio abgeleitet werden, dass die
weiblichen im Vergleich zu den ménnlichen Studienteilnehmern ein 3,3 fach hoheres Risiko

fiir eine HIT II haben.
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Tabelle 24: Bindr logistische Regression auf Alter und Geschlecht

Exp(B) 95%-Konfidenzintervall fiir Exp(B)

Merkmal Signifikanz
Odds Ratio Untergrenze Obergrenze
Gruppe ‘ 0,165 0,053 | 0,513 | 0,002
Alter 0991 0,964 1,017 0,486
Geschlecht 3,326 1,503 7,361 0,003

Die Abb. 20 veranschaulicht die Ergebnisse der Tabelle 24. Es zeigt sich, dass die HIT II-
negativen Patienten und Probanden einen Altersmittelwert von 43,56 + 19,95 haben. Bei den
HIT II-positiven Patienten und Probanden wurde ein Altersmittelwert von 50,66 + 19,33
berechnet. Die Untersuchung des HIT II-Profils beziiglich des Geschlechts ergab, dass 67,5 %
der Patientinnen und Probandinnen einen HIT II-negativen Status haben. Demgegeniiber

wurden 83,0 % der Patienten und Probanden HIT II-negativ getestet.

100 100% HIT-IFAK
oo (a) (b) Status
| [El negativ
80- T - 80% ] HIT 4 positiv
= -]
S 2
P
5 60 3 0%
= I
= e
E 40 3 40%-
< e
1 0%-
20
17.0%
0%-
0 T T weiblich mannlich
HIT-Il negativ HIT-Il positiv Geschlechtsverteilung der
HIT-II-AK Status der Studienpopulationen Studienpopulationen

Abb.  20: HIT I[I-Profil beider Studienpopulationen und (a) Altersverteilung bzw. (b)
Geschlechtsverteilung
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4.3 PADA-RASS

In einer weiteren Modifikation des PADA, dem PADA-RASS, ist es moglich, die ASS-
Antwort auf die Thrombozyten zu untersuchen. Der Test ist dabei unabhingig von einer

vorherigen ASS-Einnahme der zu untersuchenden Person.

4.3.1 PADA-RASS-Profil der gesunden Probanden

Das ASS-Resistenz-Profil der gesunden Probanden ist in Abb. 21 dargestellt. Dabei ist zu
erkennen, dass von 100 Probanden 26 ASS-Responder und 36 ASS-Nonresponder sind. 38

Probanden zeigen eine paradoxe Reaktion auf ASS.

60%

50%

=

o

= 40%

=

3

L]

I

[

r -

K

= 38.0%

T

ASS-Responder  ASS-Nonresponder PRASA

ASS-Resistenz-Profil der gesunden Probanden

Abb.  21:  ASS-Resistenz-Profil der  gesunden
Probanden

4.3.2 ASS-Resistenz-Profil der gesunden Probanden in Bezug zu ausgewihlten

Biovariablen

4.3.2.1 ASS-Resistenz-Profil der gesunden Probanden in Bezug zu metrischen Merkmalen

Die Evaluation auf statistische Zusammenhinge zwischen dem ASS-Resistenz-Profil der
gesunden Probanden und den in Tabelle 25 aufgefiihrten Variablen ergibt keine signifikanten

Ergebnisse.
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Tabelle 25: ASS-Resistenz-Profil der gesunden Probanden in Bezug zu metrischen Merkmalen

Merkmal ASS-Profil

Responder
Ausgangswert PLZ
. ) Non-Responder
im Heparinblut
PRASA
Responder
Erythrozytenzahl
. ) Non-Responder
im Heparinblut
PRASA
Responder
Leukozytenzahl im
Non-Responder

Heparinblut
PRASA
Responder
Alter Non-Responder

PRASA

N

26
36
38
24
35
37
24
35
37
26
36
38

MW

221,00
225,64
244,21

470

4,68
4,68
6,28
6,19
6,10
33,94
33,25
33,18

SD

49,90
37,39
46,56
0,59
0,46
0,47

1,90
1,56

1,25
13,52
14,42
13,22
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Median

216,50
220,50
236,00
4,66
4,58
4,61
6,15
5,80
5,80
28,29
25,72
28,12

Maximum Minimum

325
316
320
5,81
5,76
5,62
13,30
9,60
8,40
65,81
68,01
69,50

145
162
130
2,96
3,99
3,91
3,20
4,00
3,70
21,34
18,85
18,57

Signifikanz (2-seitig)

Kruskal-
ANOVA
Wallis-Test
0,08
0,86
0,964
0,942
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4.3.2.2 ASS-Resistenz-Profil der gesunden Probanden in Bezug zu bindren Merkmalen

Das ASS-Resistenz-Profil der gesunden Probanden wurde auf signifikante Zusammenhinge
mit den in Tabelle 26 angefiihrten Merkmalen {iberpriift. Hierbei ergaben sich keine statistisch

signifikanten Resultate.

Tabelle 26: ASS-Resistenz-Profil gesunder Probanden in Bezug zu bindren Merkmalen

ASS-Profil Signifikanz (2-seitig)
Merkmal .
N Responder | Non-Responder PRASA Chi-Quadrat nach Pearson

weiblich 55 | 11 [20,0%] 22 [40,0 %] 22 [40,0 %]

Geschlecht 0,307
minnlich | 45 15 [33,3 %] 14 [31,1 %] 6 [35,6 %]
_ negativ. | 94 | 24 [255%] 33 [35,1 %] 7 [39,4 %]

Hypertonie 0,537
positiv 6 2 [33.3 %] 3 [50,0 %] 1 [16,7 %]

Gerinnungs- negativ 94 | 25 [26,6%] 34 [36,2 %] 35 [37,2 %] .

storungen positiv 6 1 [16,7 %] 2 [33,3 %] 3 [50,0 %] ’

negativ 85 20 [23,5%] @ 32 [37,6 %] 33 [38,8 %]

HIT II-Status 0,395
positiv 15 6 [40,0%] @ 4 [26.7 %] 5 [33,3%]

akute negativ 96 | 25 [26,0%] 35 [36,5 %] 36 [37,5 %] -

Erkrankungen  posiiv. =~ 4 1 [250%] 1 [25.0%] 2 50,0 %] '

negativ | 61 | 18 [29.5%] 19 [31.1 %] 24 [39.4%]

Dauermedikation 0,399
positiv 39 8 20,5 %] 17 [43,6 %) 14 [35,9 %]

Einnahme negativ 24 4 [16,7 %] 9 [37,5 %] 11 [45,8 %] 0.717

Kontrazeptiva positiv 31 7 22,6 %] 13 [41,9 %] 11 [35,5 %]

negativ 79 20 [253%] @ 31 [39,2%] 28 [35,4 %]
Rauchen - 0,404
positiv 21 6 [28,6 %] 5 [23,8 %] 10 [47,6 %]

4.3.3 PADA-RASS-Profil der Dialysepatienten

Tabelle 27 zeigt das ASS-Resistenz-Profil der dialysepflichtigen Patienten. 20 % sind ASS-
Responder und 21 % ASS-Nonresponder. 59 % der Dialysepatienten zeigen eine PRASA-
Reaktion (Abb. 22).

Tabelle 27: ASS-Resistenz-Profil der Dialysepatienten

Merkmal Haufigkeit Prozent
ASS-Responder 7 14 20 %
ASS-Nonresponder 15 21 %
PRASA 42 59 %
Gesamt - 71 100 %
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4.3.4 ASS-Resistenz-Profil der Dialysepatienten in Bezug zu ausgewihlten Biovariablen

4.3.4.1 ASS-Resistenz-Profil der Dialysepatienten in Bezug zu metrischen Merkmalen

Die Uberpriifung des ASS-Resistenz-Status auf Zusammenhinge mit metrischen Variablen

ergibt beziiglich der Thrombozytenzahlen im Heparinblut ein sehr signifikantes Ergebnis (p =
0,010™). Anhand des Kruskal-Wallis-Tests zeigt sich, dass der hochste Mittelwert der

Thrombozytenzahl (225,13) bei den ASS-Nonrespondern vorliegt, gefolgt von den ASS-

Respondern (209,64). Den geringsten Thrombozyten-Mittelwert (175,69) zeigen die

Dialysepatienten, die eine PRASA besitzen. In Tabelle 28 und Abb. 23 sind diese Daten

zusammengefasst.

Tabelle 28: ASS-Resistenz-Profil der Dialysepatienten und metrische Variablen

Merkinal ASS-Profil
Respond
Ausgangswert PLZ esponder
im Heparinblut Non-Responder
¥ PRASA
Responder
Eryth hl
il:q{tHrf Z;’:ienrll)zlzt Non-Responder
b PRASA
R
Leukozytenzahl im esponder
Heparinblut Non-Responder
P PRASA
Responder
Alter Non-Responder
PRASA

N

14
15
42

13
15
41

13
15
41

14
15

42

MW

209,64

225,13
175,69

3,44
3,82
3,60
6,72
6,73
6,29

64,20

58,81

62,52

SD

63,30
88,54
81,68

0,58
0,64
0,60
1,44
2,40
1,74
13,86
15,06
15,23
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Median

196,50
239,00
158,50

3,50
3.80
3,56

7,10
6,50
6,20
70,42
58,85
60,11

Maximum Minimum

341
352
457

4,21
4,92
4,80

8,90
12,50
11,70

80,71
76,67
89,12

135
91
52

1,97
2,30
2,00

4,20
3,40
2,80
37,33

21,06
30,57

Signifikanz (2-seitig)

ANOVA

0,296

0,634

Kruskal-
Wallis-Test

0,010*

0,692
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Plattchen-Ausgangszahl im
Heparinblut

T T T
ASS-Responder ASS- PRASA
Nonresponder

ASS-Resistenz-Profil der Dialysepatienten

Abb. 23: ASS-Resistenz-Profil und PLZ im
Heparinblut

4.3.4.2 ASS-Resistenz-Profil der Dialysepatienten in Bezug zu bindren Merkmalen

Der Vergleich des ASS-Resistenz-Status der Dialysepatienten mit ausgewidhlten Merkmalen
zeigt, dass Geschlecht, Rauchen und eine Dauermedikation keinen Einfluss auf den ASS-
Resistenz-Status haben.

Weiterhin wurden Zusammenhinge beziiglich des ASS-Resistenz-Profils und vorliegender
Begleiterkrankungen untersucht. In Tabelle 29 sind nur die signifikanten Ergebnisse
dargestellt.

Es zeigt sich, dass von 12 Patienten, die eine Herzinsuffizienz aufweisen, 11 (91,7 %) eine
PRASA zeigen und 1 Patient (8,3 %) ASS-Nonresponder ist. Dem gegeniiber sind unter den
59 Dialysepatienten ohne eine Herzinsuffizienz 14 (23,7 %) ASS-Responder bzw. ASS-
Nonresponder und 31 (52,5 %) wiesen eine PRASA auf.

Ein signifikanter Unterschied besteht ebenfalls beim Auftreten eines Diabetes mellitus. Von
26 dialysepflichtigen Patienten mit einem Diabetes ist nur ein Patient (3,8 %) ASS-Responder,
4 (15,4 %) ASS-Nonresponder und 21 (80,8 %) zeigen eine PRASA. Im Unterschied dazu
sind von 45 Dialysepatienten ohne Diabetes mellitus 13 (28,9 %) ASS-Responder, 11 (24,4
%) ASS-Nonresponder und 21 (46,7 %) weisen eine PRASA auf.

Hatten die Patienten Magenulcera ergab sich gleichfalls ein signifikant unterschiedlicher
ASS-Resistenz-Status zu den Patienten, die diese Erkrankung nicht zeigen. Von 4

untersuchten Patienten mit Magenulcera sind 2 (50 %) ASS-Responder und 2 (50 %) ASS-
&L
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Nonresponder, bei keinem Ulkuspatienten war eine PRASA nachweisbar. Dahingegen sind
unter den 67 Patienten ohne diese Erkrankung 12 (17,9 %) ASS-Responder, 13 (19,4 %) ASS-
Nonresponder und 42 (62,7 %) besitzen eine PRASA. Die Abb. 24 veranschaulicht diese

Ergebnisse.

Tabelle 29: ASS-Resistenz-Profil der Dialysepatienten im Vergleich zu ausgewdhlten Merkmalen

Merkmal
Erkrankungen
) . negativ
Herzinsuffizienz .
positiv
Diabetes negativ
mellitus positiv
negativ
Magenulcera »
positiy

59
12
45
26
67
4

Responder

14 [23,7 %)
0

13 [28.9 %]

1 [3.8%]

12 17,9 %]

2 [50,0 %]

ASS-Profil
Non-

Responder

14 [23,7 %)
1 8,3 %]
11 [24.4 %]
4 [154%]
13 [19.4 %]
2 50,0 %]
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PRASA

31 [52,6 %]

11 [91,7 %]

21 [46,7 %]

21 [80.8 %]

42 [62,7 %]
0

Signifikanz (2-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson

0,038"

0,010™

0,046"
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Abb. 24: ASS-Resistenz-Profil der Dialysepatienten und (a) Herzinsuffizienz, (b) Diabetes mellitus
bzw. (c) Magenulcera

4.3.5 ASS-Resistenz-Profil im Vergleich beider Studienpopulationen

4.3.5.1 Verteilung der ASS-Resistenz-Profile

Tabelle 30 zeigt den Vergleich der deskriptiven Statistiken der untersuchten Studienkollektive.

Von den 100 gesunden Probanden waren 26 % ASS-Responder, 36 % ASS-Nonresponder und

38 % besitzen eine paradoxe Reaktion auf ASS (PRASA). Im Unterschied dazu sind bei den

Dialysepatienten 20 % ASS-Responder, 21 % ASS-Nonresponder und 59 % mit einer
PRASA. Die Daten sind in Abb. 25 zusammengefasst.
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Tabelle 30: PADA-RASS Profile der beiden Studienpopulationen

Merkmal ASS-Resistenz-Profil Signifikanz (2-seitig)
N Responder | Nonresponder PRASA Chi-Quadrat nach Pearson
gesunde Probanden 100 26 [26,0 %] 36 [36,0%] 38 [38,0 %] -

Dialysepatienten 71 14 [19,7 %] 15 [21,1 %] 42 [59,2 %] ’

100% ASS-Resistenz-

100% Profil
ASS-Responder
ASS-Nonresponder

80%- EPHASA

60%—

40%-

relative Haufigkeit

20%—

0%-
Gesunde Probanden  Dialysepatienten

Studienpopulationen

Abb. 25: Verteilung der PADA-RASS-Profile im
Vergleich der Studienpopulationen

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests konnte evaluiert werden, dass der zwischen den
Studienkollektiven ermittelte Unterschied der ASS-Resistenz-Profile statistisch signifikant ist

(p=0.021%) (siehe Tabelle 31).

4.3.5.2 Multinomiale logistische Regression zur Uberpriifung des Einflusses von Alter und

Geschlecht auf den ASS-Resistenz-Status

Anhand der oben genannten Ergebnisse ist ein signifikanter Unterschied zwischen den
Studienpopulationen beziiglich der ASS-Resistenz-Profile gezeigt worden. Da die
untersuchten Kollektive hinsichtlich der Variablen Alter und Geschlecht nicht gematcht
waren, wurde eine multinomiale logistische Regression durchgefiihrt, um einen eventuellen
Einfluss dieser Merkmale auf den ASS-Resistenz-Status zu evaluieren.

Bei den Berechnungen ergab sich bei Einbezichen von Alter und Geschlecht kein

signifikanter Zusammenhang zwischen den Merkmalen Gruppe (p = 0,102), Alter (p = 0,764)
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und Geschlecht (p = 0,152) zu den Ausprigungen des ASS-Resistenz-Status (siche Tabelle
31).

Tabelle 31: Multinomiale logistische Regression des ASS-Resistenz-Profils bzgl. Gruppe, Alter und
Geschlecht

ASS-Resistenz- Exp(B) 95 %-Konfidenzintervall fir Exp(B) o
Merkmal Signifikanz
Profil® Odds Ratio Untergrenze Obergrenze
Gruppe 2,523 0,833 7,646 0,102
Alter 1,004 0,977 1,032 0,764
ASS-Responder
Geschlecht 1,789 0,807 3,966 0,152
(Konstante) 0,069
Gruppe 2,170 0,756 6,226 0,150
Alter 0,994 0,969 1,020 0,650
ASS-Nonresponder
Geschlecht 0,839 0,404 1,740 0,637
(Konstante) 0,527

- Die Referenzkategorie lautet: PRASA

4.3.5.3 ASS-Resistenz-Profil der Studienpopulationen in Bezug zu ausgewdhlten bindren

Merkmalen

Tabelle 32 zeigt den Vergleich der ASS-Resistenz-Profile zwischen den beiden
Untersuchungskollektiven bei Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein der ermittelten
relevanten Diagnosen.

Dialysepatienten, bei denen zusitzlich eine Herzerkrankung vorliegt, weisen 23,1 % ASS-
Responder, 17,3 % ASS-Nonresponder und 59,6 % PRASAs auf, dem gegeniiber zeigen die
gesunden Probanden 26 % ASS-Responder, 36 % ASS-Nonresponder und 38 % paradoxe
Reaktionen auf ASS. Dieser Unterschied stellt sich als statistisch signifikant dar (p = 0,022").
Ebenso verhilt es sich bei 10 dialysepflichtigen Patienten, die vor den Untersuchungen einen
Herzinfarkt hatten. Keiner erwies sich als ASS-Responder, 20 % von ihnen reagierten als
ASS-Nonresponder. Die restlichen 80 % zeigten eine PRASA. Das ASS-Resistenz-Profil der
gesunden Probanden entspricht dem oben genannten. Dies ergibt ein Signifikanzniveau von p
=0,029".

Weiterhin zeigen 24 der Patienten eine KHK. Unter ithnen sind 4,2 % ASS-Responder, 25 %
ASS-Nonresponder und 70,8 % der Patienten weisen eine PRASA auf. Auch in diesem Fall
erfolgte der Vergleich gegen die 100 gesunden Probanden (26 % ASS-Responder, 36 % ASS-

Nonresponder und 38 % PRASA). Dieses Ergebis ist sehr signifikant (p = 0,008").
i
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Wie schon in Kapitel 4.3.4.2 beschrieben, besteht zwischen den Dialysepatienten, die
zusitzlich eine Herzinsuffizienz aufweisen, und den Dialysepatienten ohne diese Erkrankung
ein signifikanter Unterschied beziiglich des ASS-Resistenz-Profils. Von 12 dialysepflichtigen
Patienten mit Herzinsuffizienz ist kein Patient ASS-Responder, 8,3 % sind ASS-Nonresponder
und 91,7 % Patienten haben eine PRASA. Auch im Vergleich mit den gesunden Probanden
liegt ein hoch signifikantes Resultat vor (p = 0,0027).

Gleichfalls signifikant (p = 0,033") ist der Unterschied zwischen Dialysepatienten mit einer
Herzrhythmusstérung und gesunden Probanden. Dem bekannten ASS-Resistenz-Status der
Probanden stehen 19 Patienten gegeniiber, von denen 21,1 % ASS-Responder und 10,5 %
ASS-Nonresponder sind und 68,4 % eine PRASA zeigen.

Entsprechendes gilt ebenso fiir Patienten, bei denen eine diabetische Nephropathie die
Ursache der terminalen Niereninsuffizienz war. Hier wurde ein signifikanter Unterschied
zwischen deren ASS-Resistenz-Status und dem bereits beschriecbenen Status der gesunden
Probanden gefunden (p = 0,0117). 5,9 % von 17 Patienten sind ASS-Responder, 17,6 % ASS-
Nonresponder und 76,5 % weisen eine PRASA auf.

Fiir den Vergleich der Dialysepatienten mit zusitzlicher Hypertonie mit dem gesunden
Studienkollektiv wurden nur die Probanden beriicksichtigt, die keinen Bluthochdruck
besitzen. Dementsprechend besteht die gesunde Studienpopulation aus 94 Probanden. 25,5 %
erweisen sich als ASS-Responder, 35,1 % als ASS-Nonresponder und 39,4 % hatten eine
paradoxe Reaktion auf ASS. Im Unterschied dazu ergibt sich bei den 64 dialysepflichtigen
Patienten mit Hypertonie folgendes ASS-Resistenz Profil: 20,3 % ASS-Responder, 18,8 %
ASS-Nonresponder und 60,9 % PRASAs. Auch dies stellt eine signifikante Difterenz dar (p =
0,021%).

Ein weiteres hochst signifikantes Ergebnis (p = 0,000™") prisentiert sich beim Vergleich der
100 gesunden Probanden gegen das ASS-Resistenzprofil der Dialysepatienten mit Diabetes
mellitus. Unter 26 Patienten waren 3,8 % ASS-Responder, 15,4 % ASS-Nonresponder und
80,8 % PRASA. Bei allen anderen erfassten Merkmalen waren keine signifikanten
Unterschiede nachzuweisen. In Abb. 26 sind die hier beschriebenen Ergebnisse noch einmal

grafisch dargestellt.
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Tabelle 32: ASS-Resistenz-Profil und relevante Merkmale im Vergleich der Studienpopulationen

Merkmal ASS-Profil Signifikanz (2-seitig)
N Responder  Non-Responder PRASA Chi-Quadrat nach Pearson
negativ 100 26 [26,0%)] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %] .
Herzerkrankungen 0,022
positiv. =~ 52 12 [23,1 %] 9 [17.3 %] 31 [59,6 %]
negativ = 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %]
Z.n. Myokardinfarkt 0,029*
positiv 10 0 2 [20,0 %] 8 [80,0 %]
negativ = 100 26 [26,0 %] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %] "
KHK . 0,008
positiv = 24 1 [4,2 %] 6 [25,0 %] 17 [70.8 %]
negativ. 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %] -
Herzinsuffizienz B 0,002
positiv. = 12 0 1 [8,3 %] 11 [91,7 %]
hypertensive negativ. 100 26 [26,0 %] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %] 0.097
Herzkrankheit positiv. | 31 9 [29,0 %] 5 [16,1%)] 17 [54.8 %] ’
negativ | 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %]
Kardiomyopathie 0,138
positiv 5 1 [20,0 %] 0 4 [80,0 %]
Arrhythmia negativ | 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %] 0.3
absoluta positiv. = 19 4 [21,1 %] 2 [10,5 %] 13 [68,4 %] ’
negativ 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38.0 %]
Klappenvitien o 0,351
positiv 18 4 22,2 %] 4 22,2 %] 10 [55,6 %]
negativ = 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %]
Koronarverschluss 0,154
positiv 5 0 1 [20,0 %] 4 [80,0 %]
negativ. 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %]
AV-Block 0,385
positiv 5 0 2 [40,0 %] 3 [60,0 %)]
Nierenerkrankungen
diabetische negativ 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %] ML
Nephropathie positiv 17 1 [5,9%)] 3 [17,6 %] 13 [76.,5 %) ’
chronische negativ | 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38.0 %] .
Glomerulonephritis positiv 10 1 [10,0 %] 3 [30,0 %] 6 [60,0 %] '
interstitielle negativ = 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %] 0.024
Nephritis positiv 7 2 [28,6 %] 2 [28,6 %] 3 [42,9 %] ’
mesangioproliferative = negativ = 100 26 [26,0 %] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %] HEER
IgA-Nephritis positiv 9 2 [22.2 %] 2 [22,2 %] 5 [55,6 %] ’
negativ | 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %]
Schrumpfniere 0,300
positiv 4 2 [50,0 %] 0 2 [50,0 %]
polyzystische negativ | 100 26 [26,0 %] 36 [36,0 %] 38 [38.,0 %] 158
Nierendegeneration positiv 7 0 2 [28.6 %] 5 [71,4 %] ’
negativ = 100 26 [26,0%] 36 [36,0 %] 38 [38,0 %]
Nierenzell-Karzinom . 0,606
positiv 5 1 [20,0 %] 1 [20,0 %] 3 [60,0 %]
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Merkmal

Glomerulosklerose

Analgetika-
nephropathie
benigne
Nephrosklerose

andere Erkrankungen
Hypertonie

Diabetes

mellitus

pPAVK
maligne Erkrankungen
Lebererkrankungen

Magenulcera

Thrombosen/

Schlaganfall

Arteriosklerose

Gerinnungsstdrungen

negativ
positiv
negativ
positiv
negativ

positiv

negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv

positiv

N

100

100

100

94
64
100
26
100

100
18
100
12
100

100

22
100

94
6

Responder

26 [26,0 %]
2 [333 %]
26 [26,0 %]
1 [33,3 %]
26 26,0 %]
2 50,0 %]

24 [25.5 %)
13 [20,3 %]
26 [26,0 %]
1 [3.8%]
26 [26,0 %)
2 [154 %)
26 [26,0 %]
4 [22,2%)]
26 [26.0 %]
2 (16,7 %]
26 [26,0 %]
2 [50,0 %]
26 26,0 %]
4 [182%]
26 [26,0 %]
3 [42,9 %]

25 [26,6 %]
2 [333%]

ASS-Profil
Non-Responder

36 [36,0 %]

3 [50.0 %]

36 [36,0 %]
0

36 [36,0 %]
0

33 [35,1 %]
12 [18,8 %]
36 [36,0 %]
4 [154 %]
36 [36,0 %]
2 [154 %]
36 [36,0 %]
3 [16,7 %]
36 [36,0 %]
4 [33.3%]
36 [36,0 %]
2 [50,0 %]
36 [36,0 %]
8 [36.4 %]
36 [36,0 %]
0

34 [36,2 %]
0

74-

PRASA

38 [38,0 %]
1 [16,7 %]
38 [

2 66,7 %]
38 [38,0 %]
2 50,0 %]

371

39 (60,9 %]
38 [38,0 %]
21 [

38 [38,0 %]
9 [69.2 %]
38 [38,0 %]
11 [61,1 %]
38 [38,0 %]
6 [50,0 %]
38 [38,0 %]

0

38 [38,0 %]
38 [38,0 %]
4 [57,1 %]

5 [37.2 %]
4 66,7 %]

38,0 %]

39,4 %]

80,8 %]

8 [
10 [45.5 %]
8 [

Signifikanz (2-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson

0,572

0,416

0,300

0,021"

0,000"*

0,097

0,152

0,675

0,280

0,703

0,148

0,17
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4.4 Uberpriifung von Einflussfaktoren auf die Messergebnisse des PADA-RASS

4.4.1 Untersucher

Das ASS-Resistenz-Profil der gesunden Probanden wurde von zwei Untersuchern erfasst. Um
einen moglichen Einfluss des Untersuchers auf das Ergebnis auszuschlieBen, wurde ein Chi-
Quadrat-Test durchgefiihrt, der verdeutlichte, dass kein statistisch signifikanter Unterschied
besteht (p = 0,543). Die PADA-Messungen bei den Dialysepatienten wurden nur von einem
Untersucher durchgefiihrt.

4.4.2 Partikelchargen

Im Rahmen der Messungen des gesunden Kollektivs wurden 9 verschiedene Partikelchargen
verwendet. Um einen eventuellen Einfluss der Partikelchargen auf das erzielte Messergebnis
auszuschlieffen, wurde ein Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt. Dabei wird deutlich, dass kein
signifikanter Zusammenhang zwischen den Partikelchargen und den erzielten ASS-Resistenz-
Profilen besteht (p = 0,787). Analog dem Vorgehen innerhalb der gesunden Studienpopulation
wurde auch bei den dialysepflichtigen Patienten evaluiert, ob ein Zusammenhang zwischen
den verwendeten Partikelchargen und den ermittelten ASS-Resistenz-Profilen vorliegt.
Entsprechend dem Ergebnis der gesunden Probanden zeigt sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen den verwendeten Chargen und den ermittelten ASS-Resistenz-

Profilen der dialysepflichtigen Patienten.

4.4.3 Zeitpunkt der Messungen

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde evaluiert, ob die ermittelten Messergebnisse in
Zusammenhang stehen zu der Tageszeit, in der diese durchgefiihrt wurden. Mit Hilfe des
Kruskal-Wallis-Tests wurde belegt, dass kein signifikanter Zusammenhang des ASS-
Resistenz-Profils der gesunden Studienpopulation mit dem Merkmal Tageszeit besteht (p =
0,332). Bei den Dialysepatienten wird von der Priifung eines Zusammenhangs beziiglich des
ermittelten Profils der ASS-Resistenz und der Blutentnahmezeit abgesehen, da die
Blutentnahmen in der Dialyseeinrichtung nur von 7:00 Uhr bis 8:00 Uhr bzw. von 13:00 Uhr
bis 14:00 Uhr erfolgen konnten.

96-



Ergebnisse

4.4.3.1 Datum der Blutentnahmen

Es zeigt sich, dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Datum der Blutentnahme
und dem ASS-Resistenz-Profil der gesunden Studienpopulation besteht (p = 0,559). Von der
Priiffung des Zusammenhangs zwischen dem Monat der Blutentnahme und dem ASS-
Resistenz-Profil der Dialysepatienten wird abgesehen, da alle Messungen wédhrend der
Monate Februar, Mérz und Juli erfolgten und somit fiir das Kalenderjahr nicht reprisentativ

sind.
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5 Diskussion

5.1 Spezifische Einflussfaktoren dialysepflichtiger Patienten auf den PADA-

Adhdsionsindex

5.1.1 Die Dialysesituation

Die Thrombozytenfunktion kann im menschlichen Organismus durch verschiedenste
Ursachen pathologisch gesteigert sein. Wie im Rahmen dieser Dissertation dargestellt, zeigten
die dialysepflichtigen Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden einen signifikant
hoheren Citrat-Al-Mittelwert, was einem erhohten Aktivierungszustand der Thrombozyten
entspricht. Eine Ursache dieser gesteigerten Aktivierung stellt die Himodialyse dar. Zu den
Risikofaktoren zdhlt innerhalb des Dialysegerites, wie bereits in der Einleitung beschrieben,
der Kontakt der Thrombozyten mit Fremdoberflichen, der zur Aktivierung und
Granulasekretion der Thrombozyten fiihrt. Weiterhin konnen neben aktivierten auch
hyperreagible Thrombozyten entstehen, wobei deren molekulare Ursachen noch nicht
eindeutig geklirt werden konnten. Sie zeigen eine gesteigerte Reaktion auf Agonistenstimuli,
eine erhéhte Produktion und Freisetzung von Arachidonsidure und eine verkiirzte Lebenszeit.
Ebenso konnen erhdhte Plasmafibrinogen-, Faktor VIII- und vWF-Spiegel bei beeintridchtigter
Aktivitit des fibrinolytischen Systems das Thromboserisiko dialysepflichtiger Patienten
steigern und bei chronisch dialysepflichtigen Patienten eine hyperkoagulable Situation
erzeugen, die sich in erhdhten Konzentrationen von Prothrombinfragmenten und Thrombin-
Antithrombin-Komplexen zeigt (Scharf 2008, Joist und George 2004, Scharf und Schneider
1985, Scharf und Zotz 2006, Joist et al. 1994, Boccardo et al. 2004, Sagripanti et al. 1993,
Ambiihl et al. 1997). Das Akut-Phase-Protein Fibrinogen kann hierbei nicht nur durch den
Dialysevorgang erhoht sein, sondern auch, um den Eiweillverlust im Rahmen einer
Proteinurie zu kompensieren. In Studien konnte eine positive Korrelation zwischen dem Grad
der Niereninsuffizienz und der Fibrinogenkonzentration im Blut ermittelt werden (van Wyk et

al. 1995, Bucha et al. 1999, Ulbricht 2001, Poschel et al. 2000).
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5.1.2 Die Uramie

Neben dem Dialysevorgang kann ebenso die Urdmie fiir eine erhohte Thrombozytenaktivitit
und einen prokoagulatorischen Zustand verantwortlich sein. In zahlreichen Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass die Urdmie einem chronischen geringgradigen Entziindungszustand
entspricht. Dabei kommt es innerhalb des Entziindungsgeschehens zu einem erhohten
oxidativen Stress und einer erhdhten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie
beispielsweise Interleukin-6 (IL-6), sowie der Akut-Phase-Proteine CRP und Fibrinogen
(Glorieux et al. 2009, Himmelfarb 2009, Vanhoulder et al. 2010, Oberg et al. 2004, Shlipak et
al. 2003). Verantwortlich hierfilir sind Urdmietoxine, die bei chronischer Niereninsuffizienz im
Blut akkumulieren. Vor allem proteingebundene Urdmietoxin-Molekiile und solche mit einem
Molekulargewicht > 500 Da scheinen die Toxizitdt der Urdmie zu induzieren. Dazu zihlen
unter anderem Adiponectin, Zytokine, Leptin, advanced glycation end products (AGEs),
Resistin, Homocystein und Phenylacetylsdure. Bis heute sind 40 verschiedene Urdmietoxin-
Molekiile dieser Klassen beschrieben worden. Wihrend der Hdmodialyse werden vor allem
kleine wasserldsliche Substanzen entfernt, es gestaltet sich jedoch ungleich komplizierter, die
Molekiile mit einem Molekulargewicht > 500 Da bzw. die, die proteingebunden vorliegen, zu
eliminieren (Vanhoulder et al. 2003, Vanhoulder et al. 2008, Vanhoulder et al. 2009). Die
Entfernung dieser Substanzen ist flir die Prognose der Dialysepatienten jedoch von
entscheidender Bedeutung, so dass sich eine Reihe von Studien mit diesem Sachverhalt
auseinandergesetzt haben. Zur Eliminierung der Molekiile mit einem Molekulargewicht iiber
500 Da werden High-Flux-Dialysatoren verwendet. Sie unterscheiden sich von den Low-
Flux-Dialysatoren durch einen groferen Porendurchmesser in der semipermeablen Membran,
so dass die oben erwidhnten Molekiile besser in die Dialysierfliissigkeit libergehen kdnnen
(Maduell et al. 2002). Diese Methode funktioniert jedoch nicht fiir die proteingebundenen
Substanzen. 2009 zeigten Meert et al.,, dass zur Entfernung aller Urdmietoxine die
Postdilution-Hé@modiafiltration die geeignetste Methode darstellt. Dass die Entfernung dieser
Toxine wichtig ist, konnte in Studien gezeigt werden, die eine Verbesserung des Outcomes bei
Verwendung der High-Flux-Dialyse ermitteln konnten. Fiir die Postdilution-Hdmodiafiltration

fehlen im Moment noch entsprechende Studien (Vanhoulder et al. 2010).
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5.1.3 Der PADA-Adhisionsindex der dialysepflichtigen Patienten in Korrelation zu

verschiedenen Erkrankungen

Bei den Dialysepatienten ergaben sich hinsichtlich des Al unter anderem signifikant héhere
Werte bei Patienten mit diabetischer Nephropathie bzw. chronischer Glomerulonephritis. Eine
mogliche Ursache hierfir besteht darin, dass den Thrombozyten in der frithen
Entwicklungsphase einer glomeruldren Erkrankung eine wesentliche Bedeutung zukommt.
Dabei werden im Zusammenhang mit der Thrombozytenaktivierung intrazelluldre Produkte
aus den Thrombozyten freigesetzt, die die glomerulire Permeabilitit beeintrachtigen und
somit das Krankheitsgeschehen vorantreiben (Boccardo et al. 2004). Hierzu zéhlen
insbesondere der Plattchen-aktivierende Faktor (PAF), PF4 und PDGEF. PAF fiihrt zu
Chemotaxis, Aktivierung von Leukozyten sowie des Komplementsystems, zur Stimulierung
der Nierenmesangiumzellen mit Produktion von Eikosanoiden und Sauerstoffradikalen und
der Schiddigung der Nierenglomeruli. PF4 und p-Thromboglobulin binden an negativ
geladene Oberfldchen der Glomeruli. Durch die ,,Neutralisierung® kommt es zum Verlust der
elektrostatischen Barriere der Glomerulum-Zellen gegen zirkulierende Makromolekiile.
Zusitzlich fiilhrt PDGF zusammen mit weiteren Faktoren zu einer Stimulation der
Mesangiumzellproliferation und somit zu einer Progression in der Krankeitsentwicklung

(Camussi 1986, Barnes et al. 1984, Tetta et al. 1985, Abboud 1993).

5.1.4 Der PADA-Adhisionsindex im Vergleich der Studienkollektive in Korrelation zu

verschiedenen Erkrankungen

Im Rahmen der Untersuchungen zeigte der Adhésionsindex der Thrombozyten im Citratblut
einen hdchst signifikanten Unterschied zwischen den beiden untersuchten Populationen. Mit
44,42 liegt der Al-Mittelwert fiir die gesunden Probanden deutlich niedriger als fiir die
Dialysepatienten mit einem AI-MW von 58,83, was bei den Patienten auf einen gesteigerten
Aktivitdtszustand der Thrombozyten hinweist. Da die beiden untersuchten Kollektive
hinsichtlich Alter und Geschlecht nicht gematcht werden konnten, schloss sich an die
Berechnungen der Citrat-Al eine lincare Regressionsanalyse an. Hier konnte gezeigt werden,
dass diese beiden Variablen keinen Einfluss auf das Ergebnis haben.

Die Vergleiche zwischen Dialysepatienten und gesunden Probanden ergaben zusitzlich zu den

oben beschriebenen Erkrankungen (diabetische  Nephropathie und chronische
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Glomerulonephritis) signifikante Unterschiede auch bei Schrumpfnieren, polyzystischer
Nierendegeneration und Glomerulosklerose. Ebenso wurde ein gesteigerter Aktivititszustand
der Thrombozyten dialysepflichtiger Patienten bei einigen weiteren Erkrankungen beobachtet,
die nachfolgend néher erldutert werden. Bei den vergleichenden Untersuchungen zeigten sich

hierfiir signifikante Adhéisionsindexunterschiede gegentiber den gesunden Probanden.

5.1.4.1 Hypertonie

94 gesunde Probanden ohne Hypertonie zeigten einen Al-Mittelwert von 44,41. Dahingegen
weisen die dialysepflichtigen Patienten mit Hypertonie einen Wert von 60,11 auf. In diesem
Zusammenhang lassen sich ebenfalls signifikante Al-Mittelwertunterschiede beim Vorliegen
(Al 56,00) bzw. Nichtvorliegen (Al 44,42) einer hypertensiven Herzkrankheit belegen Dieser
Zustand erhohter Aktivierung konnte in weiteren Studien beobachtet werden (Andrioli et al.
1996). Mdogliche Ursachen fiir diesen Zustand haben El Haouari und Rosado 2009
zusammengestellt. Hierbei werden hoher Scherstress und Endotheldysfunktion als bedeutende
Ausloser betrachtet. Weiterhin zeigt sich, wie bereits oben angedeutet, eine gesteigerte
Sensitivitit der Thrombozyten gegeniiber Agonisten, spontane Aggregationen, erhohte
Freisetzung von [B-Thromboglobulin, reaktive Sauerstoffradikale und P-Selectin, hohere
intrazelluldre Calciumspiegel und eine reduzierte Stickstoffmonoxidproduktion des Endothels
sowie der Thrombozyten (Hernandez et al. 1991, Andrioli et al. 1996, Pechan und Okrucka
1991, Kjeldsen et al. 1983, Leoncini et al. 1991, Nomura et al. 2002, Camilletti et al. 2001).

5.1.4.2 Artherosklerose und deren Folgeerkrankungen

Im Rahmen der Hypertonie kommt es zu pathologischen Verdnderungen, die sich durch
Turbulenzen im Strédmungsverhalten des Blutes, GefidBlschadigungen und endothelialer
Dysfunktion darstellen. In letzter Konsequenz fiihrt dies zu einer Artherosklerose, die als
chronischer Entziindungsprozess des Gefidllbettes interpretiert wird und mit gesteigerter
Aktivierung der zirkulierenden Thrombozyten einhergeht. Hierbei kann es zur Enstehung von
arteriosklerotischen Plaques bis zum Verschluss des Gefialies kommen, wovon vor allem das
Herz und Gehirn betroffen sind (Ruggeri und Mendolicchio 2007, Jurk und Kehrel 2008). In
den hier durchgefiihrten PADA-Untersuchungen lie3 sich ein erhohter Aktivierungszustand

der Thrombozyten ebenfalls nachweisen. Gesunde Probanden zeigten signifikant niedrigere
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Al-Werte gegentiber dialysepflichtigen Patienten mit KHK bzw. Herzinsuffizienz. Neben dem
erhohten Aktivititszustand der Thrombozyten haben ebenfalls die Urdmietoxine einen starken
Einfluss auf die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen bei dialysepflichtigen Patienten,
da diese Substanzen, wie bereits oben beschrieben, ebenfalls einen chronischen
Entziindungszustand mit den entsprechenden Folgeschdden verursachen konnen (Cheung et

al. 2000).

5.1.4.3 Diabetes mellitus Typ Il

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor auf den erhdhten Aktivititszustand von Thrombozyten
stellt Diabetes mellitus Typ 2 dar (Colwell und Nesto 2009). Der Zusammenhang von
Diabetes mellitus und Thrombozytenverhalten konnte auch in dieser Studie nachgewiesen
werden. Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 haben mit 63,71 einen signifikant h6heren
Adhésionsindex als gesunde Probanden mit einem Al von 44,42, Diese gesteigerte
Adhisivitit und die Aggregationstendenz der Thrombozyten entstehen durch verschiedene
biochemische Prozesse (Jokl und Colwell 1997). Hierzu =z&hlt ein gesteigerter
Arachidonsdurestoffwechsel, der eine erhdhte Thromboxan A»-Synthese induziert, erhdhte
intrazellulire Magnesiumspiegel, reduzierte Antioxidanslevel sowie eine potenzierte
Produktion von aktivierungsabhingigen Adhisionsmolekiilen durch die Thrombozyten. Auch
hier kommt es zur reduzierten Produktion von Stickstoffmonoxid und Prostacyclin in den
Thrombozyten (Halushka et al. 1981, Gawaz et al. 1994, Sarji et al. 1979, Tschoepe et al.
1997, Martina et al. 1998). Dartiber hinaus ist bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 mit
einer Verdnderung der Lipidzusammensetzung der Thrombozytenmembran bzw. der
Glykosilierung der Membranproteine zu rechnen, woraus eine verminderte Membranfluiditét
resultiert. Dieser Vorgang wird intensiviert durch einen erhohten intrazelluldren
Calciumspiegel, der sich infolge gesteigerter Calcium-Mobilisation aus den

Thrombozytenpools bildet (Jokl und Colwell 1997, Watala et al. 1998).

5.1.4.4 Maligne Erkrankungen

Des Weiteren konnte ein signifikanter AI-Unterschied zwischen dialysepflichtigen Patienten
mit malignen Erkrankungen und gesunden Probanden nachgewiesen werden. Dieser Befund

bestitigt andere Studien, die ebenfalls prokoagulatorische Mechanismen bei
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Tumorerkrankungen beschreiben (Falanga et al. 2009). Die Ursachen hierfiir sind vielfaltig.
Sie umfassen unter anderem die Expression von Hémostasefaktoren durch maligne Zellen,
dazu zdhlen TF, Mikropartikel und Fibrinolyseinhibitoren (Rak et al. 2006). Dariiber hinaus
werden unter anderem ADP sowie verschiedenste Zytokine von den Tumorzellen freigesetzt.
Hierbei sind vorrangig proinflammatorische und  angiogene  Faktoren  wie
Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), IL-1B oder vascular endothelial growth factor (VEGF) zu
nennen (Rickles und Falanga 2001). Dariiber hinaus sind maligne Zellen in der Lage,
Adhisionsmolekiile und deren Rezeptoren auf ihrer Oberfliche zu exprimieren und somit
direkten Kontakt zu Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten herzustellen.
Infolgedessen kommt es zur Aktivierung dieser Zellen und hiermit zur Generierung einer
prokaogulanten und proadhidsiven Situation (Falanga et al. 2009).

Zusammenfassend flihren die Gesamtheit der verschiedenen Komorbidititen und die
Dialysesituation an sich dazu, dass thrombophile Begleiterkrankungen bei Patienten unter
Hadmodialyse hdufig auftreten (Hammel et al. 1982). Auch in dieser Studie zeigte sich ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des Adhédsionsindex gesunder Probanden und
Dialysepatienten mit einer Thrombose oder einem Schlaganfall in der Anamnese.

Bei der Auswertung der Ergebnisse muss berlicksichtigt werden, dass die dialysepflichtigen
Patienten oftmals mehrere der oben diskutierten Krankheitsbilder aufwiesen. Da jedes von
thnen einen Risikofaktor fiir eine Thrombophilie darstellt bzw. mit erhohter
Thrombozytenaktivitit verbunden ist, konnte es zu potenzierenden Wechselwirkungen und
Uberlagerungen der pathologischen Einfliisse bei der Dialyse gekommen sein. Dies macht
eine differenzierte Ursachenermittlung recht schwierig. Zusitzlich ist kritisch anzumerken,
dass bei einigen signifikanten Resultaten recht geringe Fallzahlen vorliegen. Es wére sinnvoll,

diese Ergebnisse an groferen Kohorten zu {iberpriifen.
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5.2 Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ 11

Die Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ II ist eine erworbene Autoimmunreaktion der
Thrombozyten hervorgerufen durch die Gabe von Heparin (Alving 2003, Nowak 2009). Sie
wird durch PF4-Heparin-Antikorper getriggert und geht einher mit Thrombozytenaktivierung
und endothelialer Dysfunktion. Das sich ergebende Krankheitsbild ist gekennzeichnet durch
eine Thrombozytopenie einerseits und ein hohes Risiko fiir die Entwicklung eines

thrombotischen Geschehens andererseits (Walenga et al. 2000, Baldwin et al. 2008).

5.2.1 PADA-HIT im Vergleich der Studienkollektive und Diskussion relevanter

Einflussfaktoren

Im Zuge dieser Arbeit wurde mittels PADA-HIT untersucht, wie hdufig HIT Il-positive
Testergebnisse bei gesunden Probanden im Vergleich zu dialysepflichtigen Patienten
auftraten. Bei den Probanden ergaben sich 15%, bei den Dialysepatienten 38% HIT Il-positive
Befunde.

5.2.1.1 Regelmiflige bzw. vorherige Heparinapplikationen

Das vermehrte Vorkommen im Patientenkollektiv kann mit der regelméfigen Applikation
hoher Dosen Heparin erkldrt werden, das als Antikoagulanz vor jeder Himodialyse als Bolus
gegeben werden muss (Horsewood et al. 1996, Jang und Hursting 2005). Bei den gesunden
Personen kann ein Einfluss von Heparin ebenfalls beobachtet werden. Die Probanden, die
anamnestisch schon frither Heparin erhielten, zeigten signifikant haufiger einen HIT II-
positiven Befund als jene, die noch nie Kontakt zu Heparin hatten. Des Weiteren beschrieben
2005 Martel et al. Unterschiede in der Erkrankungshdufigkeit beziiglich der verwendeten
Heparinklasse. Bei der Verwendung von unfraktioniertem Heparin ergab sich ein hdheres

Risiko fiir HIT II als bei Gebrauch von niedermolekularem Heparin.

5.2.1.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Ein weiteres Ergebnis, das in den Studienkollektiven nachgewiesen wurde, ist ein signifikant
hiufigeres Auftreten der HIT II-Antikorper bei Probandinnen bzw. Patientinnen. Die Analyse
ergab, dass weibliche Personen ein rund 3-fach hoheres Risiko besitzen, HIT I1-Antikorper zu

generieren, als Personen minnlichen Geschlechts. Dies wurde ebenso bei Warkentin et al.
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2006 beschrieben. Es konnte dabei in drei Studien gezeigt werden, dass Frauen ein zweifach
hoheres Risiko fiir einen HIT Il-positiven Befund haben als Minner. Uber die Ursachen
hierfiir ist zur Zeit noch relativ wenig bekannt. Ein moglicher Grund konnte ein
geschlechtsabhidngiger Unterschied in der Pathogenitit der gebildeten Antikdrper gegeniiber
den PF4-Heparin-Komplexen sein und infolgedessen im Ausmall der Immunantwort

(Warkentin et al. 2006 ).

5.2.2 Privalenz HIT IlI-positiver Befunde bei verschiedenen Nachweismethoden

Recht kontrovers wird in vielen Studien iiber die Héufigkeit der HIT II-Befunde diskutiert.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen 38% HIT Il-positive Ergebnisse bei dialysepflichtigen
Patienten und 15% bei gesunden Probanden. In anderen Arbeiten wurde mit Hilfe des ELISA-
Verfahrens evaluiert, wie hiufig PF4-Heparin-Antikorper bei gesunden Probanden
nachzuweisen sind. Dabei verzeichneten Newman et al. 1998 21,9%, Eichler et al. 2002
30,0% und Alberio et al. 2003 15% positive Resultate. Dahingegen konnten Arepally und
Hursting 2008 nur in 1,0-4,3% der Félle entsprechende Ergebnisse verzeichnen. Fiir diese
divergenten Werte konnten Kreuzreaktivititen mit anderen unspezifischen, von Heparin
unabhingigen Antikorpern verantwortlich sein, die die Bindungsstellen der PF4-Heparin-1gG-
Antikorper besetzen (de Larranaga et al. 2002). Weiterhin konnten neben den klinisch
relevanten IgG-Antikorperklassen auch die IgM- und IgA-PF4-Heparin-Antikorper erfasst
worden sein, wobei deren Rolle fiir eine HIT II bisher noch nicht eindeutig nachgewiesen
werden konnte. Warkentin et al. 2005 beschrieben, dass nur ca. die Hilfte der detektierten
Antikorper zur IgG-Klasse gehort und davon wiederum nur die Hélfte biologische Aktivitit
aufweisen, das heiB3t Thrombozyten zu aktivieren und somit eine HIT II hervorzurufen. Neben
den ELISA’s stehen auch funktionelle Tests zur Verfligung wie beispielsweise der *C-SRA,
welcher die Freisetzung von Serotonin nach Zugabe von Heparin erfasst und damit indirekt
die HIT I1I-AK misst (Kelton 2005). Das Defizit dieses Verfahrens ist die mangelnde
Sensitivitét, so dass falsch negative Werte nicht auszuschlieBen sind (Baldwin et al. 2008).
Kritisch zu ehen ist, dass alle der bisher verfiigbaren Tests mit Serum arbeiten. Serum stellt
den Anteil des Bluts dar, der durch eine spontane Gerinnung von den geformten Bestandteilen
befreit wurde, hierbei jedoch auch Gerinnungsproteine wie beispielsweise Fibrinogen fehlen.

Im Serum sind daher nur die Antikdrper nachzuweisen, die in freier Form vorliegen. Dies
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bedeutet, dass die [gG-Antikorper, die an den Fcmoc-Rezeptoren der Thrombozyten gebunden
sind, nicht erfasst werden. Es ist nicht geklirt, ob zu Beginn der HIT II-Reaktion gebundene
und freie Antikorper im Blut gleichverteilt sind. Da aber Thrombozyten hochaffine
Rezeptoren fiir [gG-HIT 1I-AK haben, ist anzunehmen, dass wéhrend der HIT II-Reaktion die
IgG-Antikorper vor allem gebunden vorliegen (Nowak 2009).

5.2.3 PADA-HIT

Mit dem PADA-HIT ist ein neues Nachweiskonzept verfligbar, bei dem die IgG-Antikorper
detektierbar sind, die an die Thrombozyten gebunden vorliegen. Somit ist es mdglich, sehr
frithzeitig die gebildeten HIT II-AK vom IgG-Typ zu erfassen. Dieser Umstand spiegelt eine
hohe Sensitivitdt dieses Tests wider. Die Einschrinkung des PADA-HIT-Tests besteht in
moglichen Kreuzreaktivititen mit anderen IgG-Antikérpern an den Bindungsstellen der
Thrombozyten und eine dadurch reduzierte Spezifitdt. Im Rahmen der Untersuchungen ergab
sich in beiden Gruppen ein iiberraschend hohes Ergebnis beziiglich der HIT II-positiven
Befunde. Dem gegeniiber ist eine klinisch relevante HIT II eher selten. Ein Grund hierfiir
konnte bei den dialysepflichtigen Patienten in der Dialyse selbst zu finden sein. An den
semipermeablen Polymermembranen werden Plasmaproteine, vor allem Fibrinogen,
gebunden. Dieses wiederum kann als adhérentes Protein Bindungen mit den durch die IgG-
AK aktivierten Thrombozyten eingehen. Uber diesen Vorgang werden parallel die an die
Thrombozyten gebundenen Antikorper eliminiert, so dass deren Titer konstant niedrig bleibt
(Nowak 2009). Das konnte bedeuten, dass der resultierende Titer ausreichend ist, um HIT II-
positive Testergenisse zu bewirken, aber nicht um eine Klinik zu verursachen.

Auch bei den gesunden Probanden konnte es an den FcyllA-Rezeptoren der Thrombozyten,
wie oben beschrieben, zu Interaktionen mit anderen IgG-Antikérpern gekommen sein.
Weiterhin konnten persistierende HIT II-AK von einer vorherigen einmaligen bzw.
kurzzeitigen, niedrig dosierten Heparingabe stammen, so dass die AK zwar nicht in
ausreichender Menge gebildet wurden um eine Klinik hervorrufen zu kdnnen, aber mittels

PADA-HIT noch nachweisbar waren.
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5.2.4 Konsequenzen HIT II-positiver Testergebnisse und alternative Moglichkeiten der

Antikoagulation

Die Ziele des aktuellen Therapieregimes bei HIT II umfassen die Senkung des
Thromboserisikos durch Hemmung der Thrombozytenaktivierung und der Reduzierung der
Thrombingenerierung. Die Gabe aller heparinhaltigen Medikamente sollte unverziiglich
eingestellt werden, wobei jedoch auf eine alternative Antikoagulation nicht verzichtet werden
darf. Als adidquate Ersatztherapie gelten heutzutage die direkten Thrombininhibitoren
Lepirudin, Argatroban und Bivalirudin. Die Verwendung von Cumarinen direkt nach Absetzen
des Heparins und wihrend der aktiven HIT II ist kontraindiziert, da diese Medikamente
voriibergehend einen deutlichen prothrombotischen Zustand hervorrufen kénnen. In mehreren
Publikationen wurde eine warfarininduzierte venose Gangrin im Zusammenhang mit HIT II
und der Gabe von Cumarinen beschrieben, der auf einem relativen Mangel an Protein C und S
beruht (Baldwin et al. 2008). Die alternative Antikoagulation in Féllen einer klinischen HIT II
sollte mit direkten Thrombininhibitoren 2 bis 4 Wochen umfassen bis die
Thrombozytenzahlen wieder iiber 150 x 10°%1 gestiegen sind. Ist dies erreicht, kann die
Therapie auf Cumarine umgestellt werden und weitere 3 bis 6 Monate weitergefiihrt werden.
Nach dieser Zeit sollten die heparininduzierten Antikdrper aus der Blutzirkulation eliminiert
sein. Wurden bei Patienten klinische Symptome einer HIT II beobachtet, sollte fiir immer auf
die Verwendung von Heparin verzichtet werden. Es konnte jedoch in Studien beobachtet
werden, dass eine einmalige Heparingabe nach Jahren nicht unmittelbar zu einem erneuten
Auftreten der symptomatischen HIT II fithren muss, wie es bei anderen antikérperbedingten
Erkrankungen typisch ist (Baldwin et al. 2008, Matthies et al. 1999).

Da ein routinemifBiges Screening vor einer Heparingabe zu teuer wire und die zur Verfiigung
stehenden Tests eine unzureichende Sensitivitdt oder Spezifitit besitzen, erscheint es sinnvoll,
die Diagnostik und Therapie der HIT II fiir jeden Patienten individuell zu gestalten.

Generell gilt bei Aufireten einer milden Thrombozytopenie unter Heparingabe (30% Abfall
der Thrombozyten) bzw. Existenz eines alternativen Grundes fiir den Thrombozytenabfall,
dass von einem geringen Risiko fiir HIT II gesprochen wird. Heparin sollte abgesetzt werden
und sich in den folgenden Tagen eine engmaschige Uberwachung beziiglich eventueller

Thromboseereignisse anschlieBen (Baldwin et al. 2008, Matthies et al. 1999).
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Zeigt sich unter Heparingabe ein akuter Abfall der Thrombozyten ohne plausiblen Grund bzw.
eine Thrombozytopenie oder Thrombose, besteht ein moderates HIT II-Risiko. In diesem Fall
wird geraten, Heparin abzusetzen und einen Test auf HIT I1-Antikérper durchzufiihren. Ergibt
sich dabei ein positives Ergebnis, wird eine alternative Antikoagulation mit einem direkten
Thrombininhibitor zwingend notwendig.

Ein hohes HIT II-Risiko liegt vor, wenn es unter Heparinapplikation zu einer akuten
Thrombozytopenie und Thrombose ohne mutmalliche Ursache kommt. Ein sofortiges
Absetzen der Heparintherapie und Priifung auf HIT II-Antikorper ist hierbei ebenfalls ratsam
und eine Umstellung auf direkte Thrombininhibitoren. Bei der Auswertung der Testergebnisse
muss jedoch beachtet werden, dass ein positiver ELISA nicht beweisend ist fiir eine HIT II
und bei einem negativen Resultat eines funktionellen Tests eine HIT II nicht ausgeschlossen
werden kann (Baldwin et al. 2008, Matthies et al. 1999).

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass es im Moment noch nicht moglich ist, allein aus einem
positiven Testergebnis eine HIT II zu diagnostizieren, sondern dass dies nur in Kombination
mit klinischen Symptomen erfolgen kann (Nowak 2009). Um den PADA-HIT weiter zu
verbessern, sollten sich an diese Arbeit Studien anschliefen, die die bereits untersuchten
Probanden und Patienten in deren Verlauf erfassen, um potentielle klinische Ereignisse und
mogliche Korrelationen zu den hier ermittelten PADA-HIT-Befunden dokumentieren zu

konnen und die klinische Relevanz der Daten zu bestitigen.
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5.3 ASS-Resistenz

5.3.1 Diskussion der ASS-Resistenz

ASS stellt seit mehr als 40 Jahren einen Eckpfeiler in der primdren und sekundiren
Pravention von kardiovaskuldren Erkrankungen dar. Zahlreiche Studien konnten den Nutzen
dieser Therapie im Sinne einer Risikoreduktion darstellen (Patrono et al. 2004). Es wurden
jedoch immer wieder Studien publiziert, in denen Patienten kardiovaskuldre Ereignisse
erlitten, obwohl sie unter ASS-Therapie standen (Mason et al. 2005). Im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des PADA-RASS die Privalenz und das Profil der ASS-

Resistenz bei dialysepflichtigen Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden ermittelt.

5.3.2 Privalenz und Einflussfaktoren der ASS-Resistenz gesunder Probanden

Das PADA-RASS-Profil des gesunden Kollektivs ergab 26 % ASS-Responder, 36 % ASS-
Nonresponder und 38 % PRASA. Shen et al. 2009 untersuchten mit Hilfe der Vollblut-
Thrombozytenaggregometrie ebenfalls das Resistenzprofil bei gesunden Probanden. Dabei
zeigte sich zu 21 % eine ASS-Resistenz. Weiterhin erhoben sie signifikante Zusammenhinge
zwischen den ASS-resistenten Probanden und deren Alter, Cholesterinwert, LDL-Wert,
Héamatokrit und Thrombozytenzahlen. Dariiber hinaus waren die weiblichen Probandinnen
signifikant hiufiger ASS-resistent als minnliche Probanden. Blais et al. 2009 sowie die
Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation konnten keine Korrelationen in Bezug auf
metrische bzw. binére Variablen erfasst. Die im Rahmen unserer Untersuchungen ermittelte
Unabhéngigkeit von den konventionellen FEinflussfaktoren koénnte fiir eine genetische
Pradisposition der ASS-Resistenz oder fiir den Einfluss von physischem bzw. psychischem

Stress sprechen.

5.3.2.1 Genetische Einflussfaktoren

Mehrere Studien haben sich mit dem Aspekt einer genetischen Ursache auseinandergesetzt
und konnten zahlreiche Polymorphismen der COX-Gene und Thrombozytenrezeptoren
(beispielsweise GPIIb/Illa- und ADP-Rezeptoren) ermitteln, die mit einer reduzierten
Reaktion auf Acetylsalicylsdure einhergehen (Goodman et al. 2007, Maree et al. 2005).

Dariiber hinaus konnten durch genetische Pridispositionen die unterschiedlichen
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Moglichkeiten der Thrombozytenaktivierung eine stark variierende Relevanz bei den
gesunden Probanden haben. ASS hemmt die Thromboxan As-abhidngigen Mechanismen, die
Thrombozyten werden aber auch durch andere Stimuli aktiviert, beispielsweise ADP,
Thrombin oder Kollagen. Sind durch genetische Verdnderungen diese Moglichkeiten der
Thrombozytenaktivierung verstiarkt vorhanden, kdnnte es zu einer unzureichenden Hemmung
der Thrombozyten trotz ASS-Einnahme kommen. Doch nicht alle Studien konnten

entsprechende Zusammenhinge bestéitigen (Halushka et al. 2003).

5.3.2.2 Physischer und psychischer Stress

Sowohl physischer als auch psychischer Stress flihren durch eine gesteigerte Aktivitit des
sympathischen Nervensystems zu einer Abnahme der Effektivitit von ASS, wobei die erhohte
Katecholaminkonzentration  selbst zwar nur als  schwacher  Agonist  der
Thrombozytenaktivierung fungiert, jedoch vor allem die Wirkung anderer Agonisten, wie
beispielsweise Thrombin oder ADP verstérkt (Hurlen et al. 2000, Dimsdale und Moss 1980,
Keraly et al. 1986). Physischer und psychischer Stress kdnnten neben den genetischen
Faktoren fiir den iiberraschend hohen Anteil an ASS-Nonrespondern bzw. PRASA in der
Population der gesunden Probanden verantwortlich sein.

Die Limitation liegt darin, die klinische Relevanz der erzielten ASS-Resistenz-Daten an
gesunden Probanden zu iiberpriifen. Weiterhin fehlen eine international anerkannte Definition
der ASS-Resistenz und standardisierte Testverfahren. Im Zuge der Ergebnisdiskussion der
Dialysepatienten wird noch einmal umfassend auf diese Sachverhalte eingegangen werden.
Generell wurden die bisherigen Analysen an gesunden Probanden mit zu kleinen
Populationsgréflen durchgefiihrt, so dass diese einen Riickschluss auf die Gesamtbevdlkerung
nicht zulassen (Undas et al. 1999, Cooke et al. 1998, Jefferson et al. 2005, Shen et al. 2009).
Es sollten sich deshalb weitere Untersuchungen zum ASS-Resistenz-Profil gesunder

Probanden anschlieflen, um eine groBBere Datensicherheit zu erhalten.

5.3.3 Privalenz und Einflussfaktoren der ASS-Resistenz dialysepflichtiger Patienten

Die ASS-Resistenzbestimmung der dialysepflichtigen Patienten ergab ein ASS-Resistenz-
Profil von 20 % ASS-Respondern, 21 % ASS-Nonrespondern und 59 % PRASA. Im
Vergleich erreichten andere Studien Werte zwischen 9 - 65 % bzw. 0 - 57 % (Zytkiewicz et al.
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2008, Hoven et al. 2007). Die von uns durchgefiihrten Untersuchungen beziiglich metrischer
und bindrer Merkmale zeigten signifikante Korrelationen zwischen dem ASS-Resistenz-Profil
und der Thrombozytenzahl, Herzinsuffizienz, Diabetes mellitus und Magenulcera. Im
Hinblick auf diese Erkrankungen ergab sich, dass bei Dialysepatienten mit Herzinsuffizienz
bzw. Diabetes mellitus signifikant hdufiger eine PRASA auftrat als bei dialysepflichtigen
Patienten ohne diese Begleiterkrankungen. Die ursidchlichen Zusammenhinge wurden bereits
in den vorherigen Kapiteln im Rahmen der Diskussion beziiglich der erhdhten
Thrombozytenaktivititszustande erortert. Gegensitzlich stellen sich die Patienten mit
Magenulcera dar. Hier waren signifikant hdufiger ASS-Responder vorzufinden. Dies erscheint
schliissig, da moglicherweise bei vorhandener Wirksamkeit des Medikaments auch gehduft

mit dieser ,,klassischen* Nebenwirkung gerechnet werden muss.

5.3.4 ASS-Resistenz im Vergleich der Studienkollektive und in Korrelation zu

verschiedenen Erkrankungen

Die Signifikanz hinsichtlich der Begleiterkrankungen Herzinsuffizienz und Diabetes mellitus
konnte nicht nur innerhalb des Studienkollektivs der Dialysepatienten nachgewiesen werden,
sondern auch im Vergleich der beiden Studienpopulationen miteinander. Es ergaben sich
weiterhin bei dem Vergleich der beiden Kohorten signifikante Resultate fiir KHK, Zustand
nach Myokardinfarkt, Arrhythmia absoluta, diabetische Nephropathie und Hypertonie.
Maogliche Ursachen fiir das Versagen der ASS-Therapie bei Vorliegen von renaler
Insuffizienz, akutem Korornarsyndrom, Hypertonie, Herzinsuffizienz und Diabetes mellitus
konnte eine gesteigerte Thrombozytenaktivitidt und ein vermehrter Umsatz von aktivierten
prothrombotischen Faktoren sein und somit die Pradisposition fiir das gehdufte Auftreten von
ASS-Resistenz erkliaren (Serebruany et al. 2003, Angiolillo und Suryadevara 2009, Gupta und

Gupta 2008). Diese Zusammenhinge wurden bereits in den vorherigen Kapiteln dargelegt.
5.3.5 ASS-Resistenz im Vergleich der Studienkollektive und in Korrelation zu
individuellen Einflussfaktoren

Neben den erwihnten Erkrankungen zidhlen ebenfalls physischer und psychischer Stress (wie
bereits in Kapitel 5.3.2.2 dargelegt), Medikamenteninteraktion mit nichtsteroidalen

Antirheumatika (NSAR), Variabilitit der Pharmakokinetik und -dynamik, unzureichende
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Dosierung, Dauer der Einnahme und Noncompliance zu den klinischen Ursachen der ASS-
Resistenz, so dass sie ebenfalls diskutiert werden sollen (Wang et al. 2006, Kasotakis et al.

2009).

5.3.5.1 Interaktion von ASS mit NSAR

Die Effizienz von ASS konnte ebenfalls durch die Einnahme von zusitzlichen NSAR
reduziert worden sein. Diese Medikamente binden kompetitiv am COX-1-Enzym, somit am
Rezeptor der Acetylsalicylsédure und behindern deren kardioprotektive Wirkung. Dies gilt in
besonderem Malle fiir Ibuprofen (Curtis und Krumholz 2004, MacDonald und Wei 2003,
Kurth et al. 2003). Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte diesbeziiglich kein statistisch

signifikanter Zusammenhang ermittelt werden.

3.3.5.2 Gestirte Pharmakologie und Noncompliance

Weiterhin kann eine gestorte Pharmakokinetik und -dynamik von ASS Grund fiir eine
unzureichende Wirkung darstellen. ASS wird im Magen und Diinndarm absorbiert. Kommt es
in diesen Bereichen zu Verdnderungen des pH-Wertes, kann dies die ASS-Aufnahme
hemmen. Hierzu fanden Anand et al. 1999, dass bei Einnahme von Protonenpumpenhemmern
und den damit verbundenen pH-Verdnderungen durch verminderte Freisetzung von
Magenséure das Potential von Diinndarmesterasen gesteigert wird, ASS zu hydrolisieren und
dadurch zu inaktivieren. Weiterhin wird ASS im Blut durch die Leber, aber auch durch
Erythrozyten und Hydrolasen, die im Plasma zirkulieren, deacyliert. Kommt es zu einer
Enzym-Uberexpressionen der Hydrolasen, konnte auch dies zu einem verminderten Effekt
von ASS fiihren (Pappas et al. 1994). Beziiglich der Dosishohe von Acetylsalicylsdure besteht
ebenfalls Uneinigkeit. Kong 2004 beschreibt in seiner Studie, dass die Moglichkeit nicht
ausgeschlossen werden kann, dass héhere Dosen ASS wirkungsvoller seien. Allerdings haben
Arbeiten mit klinischem Endpunkt eruiert, dass tdgliche Dosen von 75 — 150 mg die gleiche
Effektivitit besitzen wie hohere Dosen (Quinn et al. 2004, Antithrombotic
Trialist"Collaboration 2002). Diesbeziiglich ermittelten Alexander et al. 1999 und Santopinto
2001 jedoch, dass der Thrombozytenhemmeftekt mit zunehmender Dauer der
Medikamenteneinnahme verloren gehen kann und dass die Abnahme der ASS-Wirkung mit

einer Steigerung kardiovaskuldrer Ereignisse koinzidiert. Als mogliche Ursachen dafiir

-02-



Diskussion

werden das Voranschreiten einer Artherosklerose, induzierbare COX-1-Enzyme und sinkende
Compliance vermutet (Pulcinelli et al. 2004). Noncompliance tritt bei bis zu 40 % der
kardiovaskuldren Patienten im Rahmen der ASS-Einnahme auf (Schwartz et al. 2005). Das
wiirde einen wichtigen Hinweis auf die Bedeutung der ASS-Resistenz-Diagnostik geben. Die
Noncompliance kann beziiglich der PADA-RASS-Messungen als Storgrofle ausgeschlossen
werden, da der Test in der Lage ist, das ASS-Resistenz-Profil unabhédngig von einer

vorherigen ASS-Einnahme darzustellen.

5.3.5.3 Zelluliire Einflussfaktoren

Neben den erwihnten Erkrankungen und den individuellen Faktoren der ASS-Resistenz
existieren zellulire Mechanismen, die die ASS-Wirkung beeinflussen konnen. Die
Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten sind komplexe Vorgénge, denen zahlreiche
zellulire ~ Mechanismen  vorausgehen. Dazu  z#dhlen verschiedene Wege  der
Thrombozytenaktivierung, die sich unabhédngig von Thromboxan A darstellen und somit
nicht durch ASS gehemmt werden konnen, beispielsweise mittels ADP, Thrombin,
Epinephrin-Kollagenrezeptoren und Fibrinogen (Roth und Calverley 1994). Hierzu konnten
Macchi et al. 2002 und Kawasaki et al. 2000 nachweisen, dass die in-vitro-Aktivierung der
Thrombozyten durch ADP und Kollagen bei ASS-resistenten Probanden sehr viel stirker ist
und dieser Option damit eine groflere Bedeutung zukommen wiirde. Ursache dafiir konnten
genetische Verdnderungen an den Oberflidchenrezeptoren der Thrombozyten sein, die zu einer
Verminderung der Wirkung von ASS gefiihrt haben (Goodman et al. 2007). Die Folge wire,
dass dem COX-1-vermittelten Weg eine untergeordnete Rolle zukommen wiirde und damit
ASS eine unzureichende Funktion héatte (Tantry et al. 2009). Ein weiterer wichtiger zelluldrer
Faktor der ASS-Resistenz besteht in der alternativen Thromboxan As-Produktion. Nicht nur
die COX-1 der Thrombozyten sondern auch die induzierbare COX-2 sind in der Lage, TXA»
freizusetzen. COX-2 kann in Makrophagen, Megakaryozyten, Monozyten und unreifen
Thrombozyten nachgewiesen werden und ist fiir die Thrombozytenaktivierung in der Regel
von untergeordneter Bedeutung. Weiterhin zeigen die COX-2-Molekiile eine 10 — 100-fach
geringere Antwort auf ASS, wodurch sich die Hemmung der COX-2 nach ASS-Gabe nur sehr
eingeschrinkt darstellt. (Maclouf et al. 1998, Schonbeck et al. 1999, Rocca et al. 2002, Weber

et al. 1999, Simmons et al. 2004). Kommt es allerdings zu einem erhdhten
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Thrombozytenumsatz bzw. zu einem Anstieg der oben genannten Entziindungszellen,
beispielsweise nach Operationen, bei Infektionen, Artherosklerose, artherothrombotischen
Ereignissen, Myokardinfarkt, Tumorerkrankungen usw., konnte die Thrombozyten-COX-2 fiir
die TXA:-Produktion relevant werden und somit die Diagnostik der ASS-Resistenz
verfdlschen (Weber et al. 1999, Zimmermann et al. 2003, Falanga et al. 2009).

Die angefiihrte Vielzahl an Ursachen fiir eine mogliche ASS-Resistenz macht deutlich, dass es
momentan sinnvoll erscheint, zwischen einer klinischen und einer diagnostischen ASS-
Resistenz zu unterscheiden. Erleiden Patienten unter einer ASS-Prophylaxe kardiovaskuldre
Ereignisse, liegt moglicherweise eine klinische ASS-Resistenz vor. Zu variablen GroBen, die
die in diesem Fall iiberpriift und gegebenenfalls ausgeglichen werden konnen, zihlen unter
anderem die Compliance beziiglich der Einnahme, eine optimale Einstellung des Blutdrucks,
des Blutzuckers und des Blutcholesterols zur Reduzierung der Thrombozytenreaktivitidt oder
Interaktionen mit anderen Medikamenten, die vermieden werden sollten (Hankey und
Eikelboom 2006, Wang et al 2006). Eine effektive Behandlungsalternative stellt die
unterstiitzende Thrombozytenhemmung mit beispielsweise Clopidogrel dar. Dabei muss
jedoch auf ein erhohtes Blutungsrisiko geachtet und ein therapeutisches drug monitoring fiir

Clopidogrel eingeleitet werden (Wang et al. 2006).

5.3.6 Nachweismethoden der ASS-Resistenz

Die  diagnostische  ASS-Resistenzbestimmung  definiert  sich  als  fehlende
Thrombozytenhemmung im Rahmen von Testverfahren. Hierbei kommt es nach Einnahme
von ASS bzw. bei deren Zugabe zu einer Blutprobe nicht zu einer Thrombozytenhemmung.
Bei all den Tests besteht das Problem der fehlenden Standardisierung und einer

ausgebliebenen international anerkannten Definition.

5.3.6.1 Licht-Transmissionsaggregometrie

In einigen Publikationen wird die Licht-Transmissionsaggregometrie (LTA) als derzeitiger
Goldstandard beschrieben (Michelson 2004). Hierbei wird die Verdnderung der
Lichtdurchlédssigkeit nach Zugabe eines Plittchenagonisten im PRP bestimmt (Nicholson et
al. 1998). Die Schwierigkeit dieser Methode besteht darin, dass sie nur in spezialisierten

Laboren durchgefiihrt werden kann und einige Erfahrung hinsichtlich solcher Messungen
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bendtigt wird. Durch unterschiedliche Messtechniken und fehlende Praxis in der
Testdurchfiihrung konnten Ergebnisdifferenzen entstehen, die eine Interpretation erschweren
wiirden (Michelson 2004, Nicholson 1998). Dariiber hinaus erscheint es fraglich, in wie weit
Ergebnisse auf die in-vivo-Verhiltnisse iibertragen werden konnen, wenn sie durch
Messungen in PRP und nach Zugabe von unphysiologisch hohen Mengen an

Plittchenagonisten entstanden sind (Nowak 2007).

5.3.6.2 Vollblutaggregometrie

Ein weiteres Testverfahren stellt die Vollblutaggregometrie dar. Hierbei werden zwei
Elektroden in Vollblut positioniert, welche die Anderung der elektrischen Impedanz nach
Zugabe von Thrombozytenagonisten messen (Rand et al. 2003). Der Vorteil besteht im
Gebrauch von Vollblut, dem natiirlichen Milieu der Thrombozyten. Gegensitzlich
argumentieren Perneby et al. 2006. Sie sechen bei Messungen im Vollblut die Gefahr, dass
durch Interaktionen der Thrombozyten mit Bestandteilen des Blutes ein vorhandener ASS-
Effekt iiberlagert und somit falschlicherweise ASS-Resistenz ermittelt werden konnte (Santos
et al. 1991). Zudem missen auch bei der Vollblutaggregometrie hohe technische
Voraussetzungen erfiillt werden und dariiber hinaus ist sie wie die LTA recht zeitintensiv. Aus
diesen Griinden wurden in den letzten Jahren patientennahe Tests, so genannte point-of-care-

assays, entwickelt.

5.3.6.3 11-Dehydro-Thromboxan-B;-Bestimmung im Urin

11-Dehydro-Thromboxan-B: (11-deydro-TXB:) ist der stabile Metabolit des Thromboxan A,
wobei die Konzentration im Urin proportional zu der im Serum ist, jedoch um einiges
einfacher bestimmt werden kann. Eine reduzierte 11-dehydro-TXB:-Konzentrationim Urin
spiegelt somit eine gehemmte COX-1-Aktivitit und gleichzeitig die ASS-Wirkung wider
(Catella et al. 1986). Die Problematik dieses Tests besteht darin, dass der 11-dehydro-TXB>-
Spiegel im Urin nicht spezifisch der Thrombozytenaktivitit zugeordnet werden kann
(Eikelboom et al. 2002). Wie oben beschrieben, sind andere Zellen ebenfalls in der Lage,
TXA2 zu produzieren und so zu einem falschen Testergebnis zu fithren. Die Vorteile dieses
Tests wurden in einer Studie von Eikelboom et al. 2002 dargestellt, bei der eine Korrelation

zwischen den TXB;-Konzentrationen und klinischen Ereignissen gefunden wurde. Der 11-
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deydro-TXB:-Test zdhlt zu den sogenannten point-of-care-assays. Wie bereits beschrieben,
setzen die LTA und Vollblutaggregometrie hohe technische Voraussetzungen und zeitintensive
Messungen voraus. Um diese Sachverhalte zu optimieren, werden ,,patientennahe® Tests bzw.

point-of-care-assays entwickelt, zu denen unter anderem auch der PADA-RASS zihit.

5.3.6.4 VerifyNow Aspirin®-Test

Ebenfalls zu den point-of-care-assays zéhlt der VerifyNow Aspirin®-Test. Hierbei wird durch
die Zugabe von Arachidonséure die Aggregation der Thrombozyten in verdiinntem Vollblut an
fibrinogeniiberzogenen Perlen induziert und anschlieBend per optischem Messverfahren

erfasst (Nicholson et al. 1998).

5.3.6.5 PFA-100°

Der zur Zeit am héufigsten verwendete bed-side-Test (point-of-care-assay) ist der Platelet
Function Analyzer-100®. Bei diesem Verfahren wird Vollblut unter hohem Scherstress in eine
Kartusche aspiriert, in der sich eine kapillire Offaung befindet, die mit
Thrombozytenagonisten umgeben ist. Erfasst wird nun die Zeit, die bendtigt wird, um den
kapilldren Blutfluss durch einen thrombozytenreichen Thrombus zu stoppen. Das Messprinzip
soll die Thrombusbildung bei hohem Blutfluss nach Verletzung einer GefaBwand nachahmen
(Rand et al. 2003). Die Vorteile des VerifyNow Aspirin®-Tests und des PFA-100® liegen in
der Automatisierung der Messverfahren und in der Verwendung von Vollblut, da dies die
Situation im Organismus mit der Vielzahl der Wechselwirkungen zwischen Blutbestandteilen
und Thrombozyten am besten widerspiegelt. Die Schwierigkeiten bestehen, wie bereits oben
erwihnt, in der Uberlagerung des ASS-Effekts durch diese komplexen Interaktionen im
Vollblut und der Zugabe von unphysiologischen Konzentrationen an Thrombozytenagonisten
(Santos et al. 1991, Nowak 2007).

Lordkipanidze et al. 2007 tiberpriiften in ihrer Studie alle der oben genannten Tests jeweils am
gleichen Probanden und zeigten dabei, dass zwischen den Messverfahren nur eine schwache
Korrelation bestand und eine geringe Ubereinstimmung beziiglich der Klassifikation der
untersuchten Personen als ASS-sensitiv oder -resistent existierte. Eine mogliche Ursache fiir
die negativen Resultate der Studie konnte sein, dass die gepriiften Testverfahren meistens in

einen anderen Bereich des Thrombozytenmetabolismus eingreifen und Vergleiche somit
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schwierig auszuwerten sind. Darliber hinaus sehen Lordkipanidze et al. das Hauptdefizit
innerhalb der Nachweismethoden in der willkiirlichen und klinisch nicht wvalidierten

Festlegung der Grenzwerte, die ASS-Resistenz von ASS-Sensitivitit trennen.

5.3.7 PADA-RASS

Die beschriebenen Diskrepanzen mit den bisher zur Verfiigung stehenden Testverfahren waren
der Anlass, im Rahmen dieser Promotionsarbeit mit Hilfe einer neuen Messmethode
vergleichende Untersuchungen an Dialysepatienten und gesunden Probanden durchzufiihren,
um die ASS-Resistenz-Profile der beiden Kollektive zu ermitteln und den PADA-RASS als
ASS-Resistenz-Test zu etablieren. Der PADA-RASS bietet gegentiber den bisher zur
Verfiigung stehenden ASS-Resistenz-Tests diverse Verinderungen und Vorteile. Unter
anderem besteht nicht die Problematik der Compliance, da ASS wihrend der
Testdurchfiihrung zugegeben wird und somit das Ergebnis unabhingig von einer eventuellen
vorherigen Einnahme ist. Dariiber hinaus wird neben der Verwendung von Vollblut giinzlich
auf die Zugabe von Thrombozytenagonisten verzichtet, wodurch die PADA-RASS-
Bedingungen den Verhiltnissen im Organismus besser entsprechen. Weiterhin wurde bei den
bisherigen Tests Citrat zur Antikoagulation verwendet. Hierdurch werden die extrazelluldren
Calciumionen gebunden, was zur Verminderung des Calciumgehalts an der AuBenseite der
Thrombozytenmembran fiihrt. Daraus resultiert ein storender Einfluss auf die intrazelluldren
Calciumdepots und als Konsequenz auch auf das Aggregationsverhalten (Bretschneider et al.
1994). Im Rahmen des PADA-RASS finden die Messungen daher im heparinisierten Vollblut
statt, das erstens den physiologischen Calciumgehalt und zweitens die zelluldren Interaktionen
im Umgebungsmilieu der Thrombozyten gewihrleisten kann. Weitere Vorteile des PADA-
RASS bestehen in der einfachen Durchfithrung und dem schnellen Zugriff auf die Ergebnisse.
Um systematische Fehler in der Testdurchfiihrung zu identifizieren und gegebenenfalls zu
beseitigen, wurde im Rahmen der Auswertung auf Zusammenhinge zwischen den
Testergebnissen und Untersuchern, Partikelchargen und Zeitpunkt der Messungen geachtet.
Hierbei konnten keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen werden. Parallel zu den
Messungen an Dialysepatienten wurde der PADA-RASS auch bei kardiologischen Patienten
des Universitdtsklinikums Jena im Vergleich zu gesunden Probanden angewendet (Kaden

2010). Es wurden 14,9% ASS-Responder, 26,4% ASS-Resistenz und 58,6% PRASA bei den
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Kardiologiepatienten ermittelt. Auch hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied zu den
gesunden Probanden (p = 0,016"). Und im Zuge der Untersuchungen wurden weitere
vergleichbare Ergebnisse mit den Analyse der dialysepflichtigen Patienten ermittelt. Beim
Vergleich der gesunden Probanden mit den Patienten der kardiologischen Station wurden
unter anderem signifikant weniger ASS-Responder und hiufiger PRASA bei
Kardiologiepatienten mit KHK, Herzinsuffizienz bzw. einen Diabetes mellitus beobachtet.
Identische Ergebnisse konnten fiir die dialysepflichtigen Patienten mit KHK, Herzinsuffizienz
bzw. Diabetes mellitus im Vergleich zu den gesunden Probanden gezeigt werden. Diese
Resultate sollten Anlass geben zu weiteren Studien, die die klinische Relevanz dieser Daten
verifizieren kénnten.

Der PADA-RASS ist ein bed-side-Test, der im Vollblut durchgefiihrt wird. Im Rahmen der
Untersuchungen existieren Sachverhalte deren Wertigkeit und Einfluss auf die Testergebnisse
diskutiert werden sollen. Dazu zéhlt die Verwendung von Vollblut, in dem die Thrombozyten
vielen Interaktionen ausgesetzt sind. Wie bereits oben beschrieben, konnte ein moglicher
ASS-Effekt iiberlagert sein, da diese Wechselwirkungen die Thrombozyten iiber COX-1-
unabhingige Rezeptoren und Signale aktivieren und die Thrombozyten somit in die Lage
versetzen, an den fibrinogenbedeckten Polymerpartikeln in der Probe zu binden (Halushka et
al. 2003). Es konnte infolgedessen zur Erfassung einer Thrombozytenaggregation durch den
PADA-RASS kommen, die ungeachtet einer ASS-Wirkung resultieren wiirde. Weiterhin
zeigten sich im Zuge der Untersuchungen bei 21 der gesunden Probanden und 10 der
dialysepflichtigen Patienten messtechnische Probleme. Diese beinhalteten, dass es in den
ohne-ASS-Messansitzen nach der Schiittelinkubation zu einem deutlichen Abfall der
Thrombozyten kam, so dass falsch positive PRASA-Ergebnisse die Folge waren. Die Frage
nach den Ursachen hierfiir konnte im Verlauf der Studie nur hypothetisch beantwortet werden,
da keine gemeinsamen laborseitigen oder klinischen Parameter zwischen den Probanden und
Patienten eruiert wurden. Eine mogliche Erkldrung konnte in einer Stressbelastung der
Betroffenen direkt vor der Blutentnahme gesehen werden, Da bekannt ist, dass gesteigerter
physischer oder psychischer Stress in die Thrombozytenaktivitdt und ASS-Wirkung stérend
eingreifen kann (Hurlen et al. 2000, Dimsdale und Moss 1980, Keraly et al. 1986). Diese
Thematik sollte in weiteren Studien aufgearbeitet werden, um den PADA-RASS weiter zu

optimieren.
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Im Rahmen dieser Studie wurden mit 26 % ASS-Responder, 36 % ASS-Nonresponder und 38
% PRASA bei den gesunden Probanden bzw. 20 % ASS-Responder, 21 % ASS-Nonresponder
und 59 % PRASA bei den dialysepflichtigen Patienten in beiden Studienkollektiven eine
tiberraschend hohe Privalenz der ASS-Nonresponder bzw. PRASA mit Hilfe des PADA-
RASS ermittelt. Die Ergebnisse konnten unter anderem durch die oben beschriebenen
Gegebenheiten verursacht sein. Allerdings sind in zahlreichen weiteren Studien vergleichbar
hohe Prozentzahlen beschrieben worden. Grotemeyer et al. 1993 ermittelten zu 30 % ASS-
Resistenz, Andersen et al. 2002 zu 40 %, Zytkiewicz et al. 2008 sogar zu 65 %. Bei den
gefundenen hohen Prozentzahlen, bei denen ASS eine ungeniigende bis fehlende Wirkung
beziiglich der Thrombozytenhemmung zeigt, stellt sich die Frage, in wie weit diese
Ergebnisse klinisch relevant sind. Auch hierzu existieren zahlreiche Publikationen mit
unterschiedlichen Thrombozytentests, die sich mit diesem Sachverhalt auseinandergesetzt
haben. Grotemeyer et al. 1993 ermittelte mit Hilfe des Plattchenreaktivititstests ein zehnfach
erhohtes Risiko filir ein erneutes vaskuldres Ereignis bei ASS-resistenten Patienten im
Vergleich zu ASS-sensitiven Patienten. Eine signifikante Haufung von Myokardinfarkt,
Schlaganfall und Tod bei ASS-resistenten Patienten konnten Gum et al. 2003 verzeichnen. Sie
verwendeten die optische Aggregationsmessung zur Erfassung von Patienten mit
kardiovaskuldren Erkrankungen, die iiber einen Zeitraum von zweieinhalb Jahren mit ASS
behandelt wurden. Im Rahmen der HOPE (Heart Outcome Prevention Evaluation)-Studie
nutzten Eikelboom et al. 2002 den 11-dehydro-TXB»-Test und konnten zeigen, dass das
Risiko, einen Myokardinfarkt, Schlaganfall oder kardiovaskuldren Tod zu erleiden, fiir die
Patienten, die unter ASS-Behandlung die hochsten TXB»-Level zeigten, am grofften war. Zu
gleichen Ergebnissen kam in der Folgezeit die CHARISMA (Clopidogrel for high
atherothrombotic risk and ischemic stabilization, management and avoidance)-Studie
(Eikelboom et al. 2008). Mit Hilfe der Vollblutaggregationsmessung konnte bei Patienten, die
unter ASS-Therapie eine Ballonangioplastie erhielten, beziliglich des Auftretens von
Reokklusionen ein Anstieg um 87 % bei den ASS-resistenten Patienten verzeichnet werden
(Mueller et al. 1997). Dariiber hinaus stehen Metaanalysen zur Verfiigung, die eine Vielzahl
an Studien zusammengefasst haben. Dazu zihlt beispielsweise die Metaanalyse von Crescente
et al. 2008. Sie erfasste 53 Studien, die alle mit dem PFA-100%-Test arbeiteten. Fiir die ASS-

resistenten Patienten bestand im Vergleich zu den ASS-sensiblen Patienten ein relatives
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Risiko von 1,63 fiir ein kardiovaskulires Ereignis. Weiterhin sind Ubersichtsarbeiten zu
erwahnen, die Studien mit unterschiedlichen ASS-Resistenz-Tests analysiert haben und dabei
fiir die ASS-Resistenz eine Odds-Ratio von 3,8 beziiglich aller kardiovaskuldren Ereignisse
ermittelten (Snoep et al. 2007).

Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass im Rahmen dieser Promotionsarbeit
ebenso wie in =zahlreichen weiteren Studien mit unterschiedlichen Labortests bei
verschiedenen Krankheitsbildern hohe ASS-Resistenz-Raten gefunden wurden. Aus diesem
Grund wiire es ratsam weitergehende Analysen durchzufiihren, die die klinische Relevanz der
ermittelten PADA-RASS-Daten bestétigen, um Patienten mit einer ASS-Resistenz in Zukunft

optimiert und individuell behandeln zu konnen.
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6 Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde der PADA als neuer Thrombozytenfunktionstest an
dialysepflichtigen Patienten und gesunden Probanden gepriift. Die Dialysepatienten zeigten
dabei eine gesteigerte Thrombozytenaktivitit, die dariiber hinaus im Zusammenhang mit
Erkrankungen auftrat, die ebenfalls in zahlreichen vorherigen Studien ermittelt werden
konnten. Um genauere Angaben zu den einzelnen Erkrankungen treffen zu konnen, sollte der
PADA an Patienten mit nur einer der oben erwéhnten Erkrankungen durchgefiihrt werden, um
somit eventuelle Uberlagerungen im Rahmen der Thrombozytendiagnostik zu vermeiden. Bei
den gesunden Probanden konnten keine signifikanten Ergebnisse in Bezug auf vorhandene
Krankheiten gezeigt werden. Allerdings waren die Probandenzahl in Bezug auf die jeweiligen
Erkrankung recht gering, so dass in weitergehenden Arbeiten groBere Populationen untersucht
werden sollten. Grundsiatzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass der PADA eine gute
Moglichkeit zur Erfassung der aktuellen Thrombozytenaktivitét darstellt.

Die Auswertung des PADA-HIT zeigte, dass Ergebnisse anderer Studien grof3tenteils bestitigt
werden konnten. Es liel sich in beiden Studienkollektiven der signifikante Zusammenhang
zwischen HIT II-positivem Befund und einer vorherigen Heparingabe sowie dem weiblichen
Geschlecht nachweisen. Die Problematik besteht in der hohen Préivalenzrate der HIT II-
positiven Befunde, sowohl bei den gesunden Probanden als auch bei den dialysepflichtigen
Patienten. Obwohl Studien publiziert wurden, die vergleichbar hohe Werte zeigen, bestehen
doch in vielen Arbeiten Bedenken hinsichtlich der klinischen Relevanz. Diese beziehen sich
vordergriindig auf das Vorhandensein von Kreuzantikérpern bzw. das Erfassen von IgM- und
IgA-Antikorpern und den damit verbundenen falsch positiven Ergebnissen. Im Rahmen des
PADA-HIT-Prinzips werden nur Plattchen-aktive IgG-Antikorper erfasst, was einen Teil der
strittigen Punkte sowie die klinischen Relevanz von HIT II-Tests positiv beeinflussen konnte.
Die Verwendung von ASS zur primdren und sekundiren Thromboseprophylaxe stellt eine
komplexe Therapieform dar, die von vielen unterschiedlichen Faktoren beeinflusst wird.
Daher ist es kaum {iberraschend, dass die Reaktion auf ASS in der Bevdlkerung so
verschieden ausfillt und es dabei einen nicht unerheblichen Anteil ASS-resistenter Personen
gibt. In zahlreichen Studien wurde mit Hilfe unterschiedlicher Tests die Pravalenz der ASS-
Resistenz ermittelt und gezeigt, dass diese unter anderem mit einem schlechteren klinischen

Outcome korreliert. Obwohl die ASS-Resistenz-Forschung seit langer Zeit existiert, ist die
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Priavalenz bis zum jetzigen Zeitpunkt zwischen 9 - 65 % stark variabel (Zytkiewicz et al.
2008). Dies zeigt, dass nach wie vor Bedarf an innovativen Methoden der ASS-Resistenz-
Messung besteht. Dabei sollte der Test ein moglichst hohes Mal3 an Sensitivitit und Spezifitit
zeigen, einfach und schnell in der Ausflihrung sein, kostengiinstig und standardisiert. Im
Rahmen dieser Dissertation wurde untersucht, ob der PADA-RASS eine entsprechende
Variante bietet. Es zeigte sich, dass bei den dialysepflichtigen Patienten signifikant hdufiger
ASS-Resistenz auftritt als bei den gesunden Probanden und dass bestitigend zu vorherigen
Studien diese Resistenz mit kardiovaskuldren, nephrologischen und metabolischen
Erkrankungen korreliert. Schlussfolgernd wire es sinnvoll, mit diesem Test weitere
Untersuchungen durchzufiihren, um die bislang erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren und
deren klinische Relevanz zu iiberpriifen. Nachfolgend konnten all diese Ergebnisse die
Grundlage fiir eine vollkommen necue Art der Antithrombosetherapie darstellen, die
individuell auf den einzelnen Erkrankten abgestimmt ist und ihn somit vor einer uneffektiven
Behandlung oder dariiber hinaus vor einem erneuten kardiovaskuldren Ereignis bewahren

konnte.
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8 Anhang

8.1 Probandenaufklirungen

Name des Teilnehmers:

Lieber Proband,

Sie werden gebeten an folgender Studie teilzunehmen:
Untersuchungen zur Wirkung von Acetylsalicylsdure (ASS, Aspirin®) bei gesunden
Probanden im Vergleich zu Patienten mit einer kardiovaskuldren Erkrankung.

Die medikamentdse Therapie in der kardiovaskuliren Medizin zur Verbesserung der
FlieBeigenschaften des Blutes erfolgt durch die Gabe von sogenannten
Thrombozytenaggregationshemmern, wie beispielsweise ASS. Durch diese Behandlung wird
das Risiko einer Thrombose und eines dadurch entstehenden Herzinfarktes und Schlaganfalls
gesenkt.

Die medikamentdse Wirkung von ASS ist jedoch nicht bei allen Patienten identisch.

In Studien konnte gezeigt werden, dass ASS bei bestimmten Patienten keine
Blutplattchenhemmung bewirkt.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wird ein neuer Test zur Erfassung der Wirksamkeit von
ASS auf die Blutplidttchen sowie zur generellen Untersuchung der Thrombozytenfunktion
angewendet. Mit Hilfe einer einmaligen Blutentnahme kann im Labor festgestellt werden, ob
ASS bei Thnen eine ausreichende Wirkung erzielt.

Das Ergebnis dieser Untersuchung zieht keine therapeutische Konsequenz nach sich.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig.

Die Nichtteilnahme an der Studie ergibt fiir Sie keine Nachteile.
Es besteht das generelle Risiko einer Blutentnahme.
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Name des Teilnehmers:

Lieber Proband,
Sie werden gebeten an folgender Studie teilzunehmen:

Untersuchungen zur Wirkung von Acetylsalicylsidure (ASS, Aspirin®) bei gesunden
Probanden im Vergleich zu Patienten mit einer kardiovaskuldren Erkrankung.

Die medikamentose Therapie in der kardiovaskuliren Medizin zur Verbesserung der
FlieBeigenschaften des Blutes erfolgt durch die Gabe von  sogenannten
Thrombozytenaggregationshemmern, wie beispielsweise ASS. Durch diese Behandlung wird
das Risiko einer Thrombose und eines dadurch entstehenden Herzinfarktes und Schlaganfalles
gesenkt.

Die medikamentdse Wirkung von ASS ist jedoch nicht bei allen Patienten identisch.

In Studien konnte gezeigt werden, dass ASS bei bestimmten Patienten keine
Blutplattchenhemmung bewirkt.

Im Rahmen unserer Untersuchungen wird ein neuer Test zur Erfassung der Wirksamkeit von
ASS auf die Blutpldttchen sowie zur generellen Untersuchung der Thrombozytenfunktion
angewendet. Mit Hilfe einer einmaligen Blutentnahme kann im Labor festgestellt werden, ob
ASS bei lhnen eine ausreichende Wirkung erzielt. Dies wird mit zwei verschiedenen
Labortests ermittelt und verglichen werden.

Das Ergebnis dieser Untersuchung zieht keine therapeutische Konsequenz nach sich.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig.

Die Nichtteilnahme an der Studie ergibt fiir Sie keine Nachteile.
Es besteht das generelle Risiko einer Blutentnahme.
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Name des Teilnehmers:

Lieber Proband,
Sie werden gebeten an folgender Studie teilzunehmen:

Untersuchungen zur Wirkung von Acetylsalicylsidure (ASS, Aspirin®) bei gesunden
Probanden im Vergleich zu Patienten mit einer kardiovaskuldren Erkrankung.

Die medikamentose Therapie in der kardiovaskuliren Medizin zur Verbesserung der
FlieBeigenschaften des Blutes erfolgt durch die Gabe von  sogenannten
Thrombozytenaggregationshemmern, wie beispielsweise ASS. Durch diese Behandlung wird
das Risiko einer Thrombose und eines dadurch entstehenden Herzinfarktes und Schlaganfalles
gesenkt.

Die medikamentdse Wirkung von ASS ist jedoch nicht bei allen Patienten identisch.

In Studien konnte gezeigt werden, dass ASS bei bestimmten Patienten keine
Blutplattchenhemmung bewirkt.

Im Rahmen unserer Untersuchungen wird ein neuer Test zur Erfassung der Wirksamkeit von
ASS auf die Blutpldttchen sowie zur generellen Untersuchung der Thrombozytenfunktion
angewendet. Mit Hilfe einer einmaligen Blutentnahme kann im Labor festgestellt werden, ob
ASS bei Thnen eine ausreichende Wirkung erzielt.

Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit des neuen Tests erfolgt die Laboruntersuchung Ihrer
Blutprobe mehrmalig.

Das Ergebnis dieser Untersuchung zieht fiir Sie keine therapeutische Konsequenz nach sich.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig.

Sie konnen diese Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Griinden entziehen.
Die Nichtteilnahme an der Studie ergibt fiir Sie keine Nachteile.

Es besteht das generelle Risiko einer Blutentnahme.
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8.2 Probandeninformation und Einverstindniserklirung

AG ,,Pharmakologische Himostaseologie*

Medizinische Fakultit der Friedrich-Schiller-Universitit Jena
Herr Prof. Dr. med. G6tz Nowak

cand. med Julia Hentrich, cand. med. Tina Kaden
Drackendorfer Strafie 1

07747 Jena

Tel.: 03641/9325701

Untersuchung von Gerinnungsparametern - ASS-Resistenzmessung

Probandeninformation
Sehr geehrter Proband/ Sehr geehrte Probandin,

im Rahmen unserer Doktorarbeit mochten wir die Haufigkeit der ASS-Resistenz bei Patienten
mit akuten kardiologischen Erkrankungen bzw. nephrologischen FErkrankungen mit
Dialysepflicht ermitteln. Um einen Vergleich mit gesunden Probanden herstellen zu konnen,
bendtigen wir eine sogenannte gesunde Kontrollgruppe. Hierfiir werden Thnen max. 15 ml
Blut aus der Vene entnommen, um Thre Gerinnungsparameter mit denen der schwer kranken
Patienten vergleichen zu kdnnen. Selbstverstindlich werden bei dieser Studie die Vorschriften
iiber die drztliche Schweigepflicht und den Datenschutz eingehalten. Es werden persdnliche
Daten und Befunde iiber Sie erhoben, gespeichert und nur in verschliisselter Form
weitergegeben. Es kann Einsicht in die Originaldaten nur durch autorisierte Personen
genommen werden. Im Falle von Veroffentlichungen der Ergebnisse bleibt die Vertraulichkeit
Threr personlichen Daten gewéhrleistet.

Probandeneinverstindniserklidrung

Auf Grundlage der Probandeninformation und miindlicher Erlauterung erklére ich mich zur
Teilnahme an der ASS-Resistenzmessung bereit und gebe mein Einverstidndnis, dass die iiber
mich erhobenen Daten in verschliisselter Form fiir wissenschaftliche Zwecke genutzt werden.
Etwaige Fragen meinerseits wurden beantwortet.

Name:

bt Vol - O ————

Ort/Datum Unterschrift Proband Unterschrift Doktorand
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8.3 Fragebogen

AG ,,Pharmakologische Hamostaseologie*

Medizinische Fakultit der Friedrich-Schiller-Universitit Jena
Herr Prof. Dr. med. G6tz Nowak

cand. med Julia Hentrich, cand. med. Tina Kaden
Drackendorfer Stralle 1

07747 Jena

Tel.: 03641/9325701

Untersuchung von Gerinnungsparametern - ASS-Resistenzmessun
Gesunde Probanden

Sehr geehrte Probandin/ Sehr geehrter Proband,

hiermit mdchten wir uns zunichst fiir Ihre Teilnahme an unseren Messungen zur ASS-
Resistenz bedanken.

Um ein wissenschaftlich relevantes Ergebnis erzielen zu konnen, bendtigen wir zusétzlich
einige Angaben von Thnen und bitten Sie daher, die folgenden Fragen zu beantworten:

Name:
VOrname: covvii e

1. Besteht bzw. bestand bei [hnen eine Erkrankung des Herzens, beispielsweise
Herzrhythmusstorungen, Erkrankungen der Herzkranzgefille (sogenannte Koronare
Herzerkrankung, KHK) oder ein Herzinfarkt?

o Nein olJa
Wttt |@, WRICHET warsmmsimmossommmsssmsms s oo s s s T e p o T AR TS

2. Leiden Sie an Bluthochdruck?
o Nein olJa

3. Leiden Sie an Diabetes mellitus?
o Nein olJa

4. Besteht bei Ihnen eine Erkrankung der Nieren, beispielsweise eine Niereninsuffizienz
mit Dialysepflicht, eine chronische Entziindung oder zystische Verdnderungen der
Nieren?

o0 Nein oJa
Wenn ja, Welehe? uascsmassisassmsroasmssis o s ammis ars G imas

5. Ist bei Ihnen oder in Threr Familie eine Gerinnungsstérung bekannt?
o0 Nein oJa
Weennja; WelChe? sumesuomsmnsmosnmss s s s s S R s
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6. Sind bei Ihnen bisher operative Eingriffe erfolgt?
0 Nein olJa
Wennr|a, WelEIB? s s o s e s SR AR TS

7. Besteht eine Allergie (z.B. Asthma, Heuschnupfen) oder eine
Uberempfindlichkeitsreaktion, beispielsweise gegen Medikamente?
o0 Nein oJa
Wenn:ja, Welthe? s st s asis sss i s e

8. Erfolgte bei Ihnen in der Vergangenheit eine Behandlung mit Heparin, beispielsweise
zur Thromboseprophylaxe im Zuge eines Krankenhausaufenthaltes?
o Nein olJa

9. Nehmen Sie regelmaflig Medikamente, insbesondere ASS (Aspirin®),
Antikoagulantien (z.B. Falithrom) oder hormonelle Kontrazeptiva (,,die Pille* zur
Verhiitung)?

o Nein olJa
Wenmja, Welehe? . ammmsmmaommsommrs o s s A SRR

10.Bestanden bei Thnen zum Untersuchungszeitpunkt bzw. unmittelbar davor akute
Erkrankungen, eine Schwangerschaft bzw. andere Besonderheiten?
o Nein ola
Wenmja; Welehe? i s i e

11.Rauchen Sie regelmiBig?
o0 Nein olJa

Wir bedanken uns herzlich fiir [hre Bemiihung.
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8.4 Veriffentlichungen im Rahmen dieser Arbeit

e J. Hentrich, T. Kaden, G. Nowak: Prevalence and profile of aspirin resistance in
hemodialysis patients in comparison to healthy volunteers. Hadmostaseologie 2009;

29:A63.
e T. Kaden, J. Hentrich, G. Nowak: Prevalence and Profile of Aspirin Resistance in
Patients with Cardiovascular Diseases in Comparison to Healthy Volunteers. J Thromb

Haemost 2009; 7 (Suppl. 2): PP-WE-739.

e G. Nowak, J. Hentrich, T. Kaden: Is heparin-induced thrombocytopenia type II (HIT
IT) an autoimmune disease? J Thromb Haemost 2009; 7 (Suppl. 2): PP-MO-700.
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8.5 Tabellarischer Lebenslauf

Schulausbildung

08/1995 — 06/2003

Studium

10/2003 — 06/2010

09/2005

06/2010

07/2010

Famulaturen

02/2006 — 03/2006

07/2006 — 08/2006

Tilesius-Gymnasium, Miithlhausen/Thiiringen
Abschluss: Allgemeine Hochschulreife
Note: ,,Sehr gut” (1,1)

Studium der Humanmedizin an der Friedrich-Schiller-Universitit

Jena (FSU)

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung FSU Jena,
Note: ,.Befriedigend* (3,0)

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung FSU Jena,
Note: ,,gut* (2,0),

Gesamtnote ,,gut” (2,3)

Approbation als Arztin

Klinik fiir Gynédkologie und Geburtshilfe, Hufeland-Klinikum
Miihlhausen

Klinik fiir Augenheilkunde, Universitéitsklinikum Jena
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09/2007 — 10/2007

02/2008 — 03/2008

Praktisches Jahr

02/2009 — 06/2009

06/2009 — 08/2009

08/2009 — 10/2009

10/2009 - 01/2010

Promotion

Seit 10/2006

Gemeinschaftspraxis fiir Radiologie/ Neuroradiologie/
Nuklearmedizin, Miihlhausen, Dr. Schuchard, Dr. Biirger,
Dr. Schuchard

Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin, Universitdtsklinikum Jena

Klinik fiir Gynidkologie und Geburtshilfe
Robert-Koch-Krankenhaus Apolda GmbH

Department of Surgery
Kenyatta National Hospital, University of Nairobi

Klinik fiir Allgemein- und Viszeralchirurgie

Sophien- und Hufeland-Klinikum Weimar

Klinik fiir Innere Medizin
Abteilung fiir Nephrologie
HELIOS Klinikum Erfurt

»Priavalenz und Profil der ASS-Resistenz bei Dialysepatienten im

Vergleich zu gesunden Probanden®
Betreuung durch Prof. Dr. med. G. Nowak,

ehemalige ,,AG fiir Pharmakologische Himostaseologie®,

Universitétsklinikum Jena, Abgabetermin: 11/2010
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