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1.  Einleitung 

 
Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind mit Abstand die häufigste Todesursache in 

den westlichen Industrienationen. Dabei führen die koronare Herzerkrankung (KHK) und ihre 

Manifestationen die Todesstatistik an. Im Jahr 2006 verstarben in Deutschland 144.189 

Personen (17,6% aller registrierten Todesfälle) an einer KHK, darunter erlag fast jeder zweite 

einem akuten oder rezidivierenden Myokardinfarkt (Statistisches Bundesamt Deutschland).  

 

1.1.  Rolle der Thrombozyten in der Pathogenese der koronaren Herz-

erkrankung 

 
Hauptursache der KHK ist die Atherosklerose der Koronargefäße. Die Atherosklerose ist eine 

chronische Gefäßerkrankung, die nach der „Response-to-injury“-Hypothese durch eine 

Schädigung des Gefäßendothels entsteht (Ross 1999). Die Schädigung kann mechanischer Art 

sein (z.B. durch Ballonangioplastie) oder durch biochemische Faktoren (Nikotin, LDL-

Cholesterin, Homocystein, etc.) hervorgerufen werden (Böger et al. 1997). Ein 

dysfunktionales Endothel reagiert mit einer Reduktion der Bildung bzw. biologischen 

Wirkung vasodilatierender endothelialer Mediatorsubstanzen wie Prostacyclin und 

Stickstoffmonoxid (Böger et al. 1997). Die Folgen einer reduzierten biologischen Aktivität 

sind zum einen eine gesteigerte Leukozytenadhäsion an das Endothel und Migration von 

Leukozyten in die Gefäßwand, zum anderen eine Abnahme der thrombozytenadhäsions- und 

aggregationshemmenden Eigenschaften des Endothels. In der Folge lagern sich 

Thrombozyten an die Gefäßinnenwand an, wodurch der komplexe thrombozytäre 

Aktivierungsvorgang in Gang gesetzt wird (Gawaz 2001) und sich die glatten, 

scheibenförmigen Thrombozyten in kugelige Gebilde mit langen Fortsätzen (Pseudopodien) 

umwandeln. Während der Phase der Aktivierung kommt es in den Thrombozyten zur 

Sekretion zahlreicher Granula-Inhaltsstoffe (z.B. Ca2+, ADP, Serotonin) sowie u.a. zur 

Synthese von Thromboxan A2. Diese Substanzen verstärken zum einen autokrin den 

Aktivierungsvorgang, zum anderen rekrutieren sie durch Stimulation noch ruhender 

Thrombozyten (parakrin) diese aus der Zirkulation und regen diese zur Aggregation mit schon 

adhärenten Thrombozyten an. Die resultierende Verengung der Koronargefäße wird weiterhin 

durch die vasokonstriktorischen Eigenschaften der sezernierten Thrombozyteninhaltsstoffe 

verstärkt. Die Folge ist ein verlangsamter Blutstrom, der die Bildung von Thromben 

begünstigt. Darüberhinaus geben aktivierte Thrombozyten eine Vielzahl weiterer 
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Verbindungen in ihre Umgebung ab (Wachstumsfaktoren, proinflammatorische Faktoren, 

Koagulationsfaktoren, hydrolytische Enzyme), die entscheidend an der Entstehung 

atherosklerotischer Plaques beteiligt sind (Ruggeri 2002, Gawaz et al. 2005). Durch eine 

Plaqueruptur kommt es zu einer raschen Anlagerung, Aktivierung und Aggregation 

zahlreicher Thrombozyten. Die Thrombozyten üben ihre Funktion wie bei der Blutstillung 

einer ganz „normalen“ Wunde aus, nur dass in den Koronargefäßen keine Notwendigkeit zur 

Blutstillung besteht. Durch Aktivierung des Gerinnungssystems bildet sich ein Thrombus, der 

einen partiellen (instabile Angina pectoris) oder kompletten Koronarverschluss 

(Myokardinfarkt) zur Folge haben kann.  

 
Damit eine bestehende KHK nach Möglichkeit nicht diesen Verlauf nimmt, ist eine effektive 

antithrombozytäre Sekundärprophylaxe unerlässlich. In zahlreichen klinischen Studien konnte 

belegt werden, dass die Rate koronarthrombotischer Ereignisse unter einer Therapie mit dem 

Thrombozytenaggregationshemmer Acetylsalicylsäure (ASS) deutlich gesenkt werden kann 

(siehe Abschnitt 1.3.). Aus diesem Grund gilt ASS heute als „Goldstandard“ in der 

Sekundärprophylaxe der KHK. Allerdings scheint ASS bei bestimmten Patienten nicht 

ausreichend antithrombozytär wirksam zu sein (siehe Abschnitt 1.4.).  

 

 

 

1.2.  Die Acetylsalicylsäure (ASS) als Hemmer der Thrombozytenaggregation 

 
1.2.1.  Wirkungsmechanismus 

 
ASS hemmt die Biosynthese der Prostaglandine (Vane 1971). Ausgangsverbindung der 

Prostaglandin (PG)-Biosynthese ist die Arachidonsäure (AA), die zunächst aus Zellmembran-

Phospholipiden freigesetzt werden muss. Dies geschieht durch die Phospholipase A2 (PLA2), 

die z.B. durch Ca2+ aktiviert wird (Leslie 2004). Die freie Arachidonsäure wird mit Hilfe der 

Cyclooxygenase (COX)-Aktivität der Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase in das cyclische 

Endoperoxid Prostaglandin G2 (PGG2) überführt. Die PG-Endoperoxid-Synthase besitzt eine 

zweite Aktivität, mit dessen Hilfe sie PGG2 zum entsprechenden Alkohol Prostaglandin H2 

(PGH2) reduziert (Marnett et al. 1999). PGH2 wird durch gewebespezifische Isomerasen 

(Thromboxan A2-Synthase, Prostacyclin-Synthase, etc.) zu den verschiedenen Prostaglan-

dinen umgewandelt, so z.B. zu Thromboxan A2 (TxA2) und Prostacyclin (Prostaglandin I2, 

PGI2), die über Aktivierung spezifischer Zellmembran-Rezeptoren (Thromboxan-Rezeptor, 
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Prostacyclin-Rezeptor, etc.) ihre unterschiedlichen biologischen Wirkungen entfalten 

(Hamberg et al. 1975, Moncada und Vane 1979), siehe auch Abb. 1.  

 
Abb. 1: Biosynthese der Prostaglandine 
 
ASS blockiert die COX-Aktivität der PG-Endoperoxid-Synthase (Smith und Lands 1971), in 

der Regel wird vereinfacht von einer Hemmung der COX gesprochen. Die Peroxidase-

Aktivität bleibt durch ASS unbeeinflusst (Van Der Ouderaa et al. 1980, Mizuno et al. 1982).  
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Die COX tritt als membranassoziiertes Dimer auf und zeichnet sich durch einen langen engen 

hydrophoben Kanal aus, in welchen das Substrat, die Arachidonsäure, aufgenommen werden 

kann. Auf der linken Seite der Abb. 2 ist dargestellt, wie Arachidonsäure unter 

physiologischen Bedingungen mit dem katalytischen Zentrum der COX in Kontakt treten 

kann. Die rechte Seite in Abb. 2 zeigt, wie durch Übertragung der Acetylgruppe von ASS auf 

den Serin-Rest in Position 529 (Roth und Majerus 1975) der Zugang zum katalytischen 

Zentrum für die Arachidonsäure versperrt wird (DeWitt et al. 1990, Loll et al. 1995).  

 

       
 
Abb. 2: Hemmung der Cyclooxygenase (COX) durch ASS 
 

1.2.2.  Pharmakokinetik 

 
Eine oral verabreichte ASS-Dosis gelangt nach Resorption im Magen bzw. überwiegend im 

oberen Dünndarm zu ca. 80% in den Portalkreislauf. ASS unterliegt einer ausgeprägten 

präsystemischen Metabolisierung, so dass der systemische Kreislauf nur noch von weniger als 

50% der ursprünglichen ASS-Dosis erreicht wird (siehe Abb. 3). Bereits beim Durchtritt 

durch die Mukosa, im Blut und in der Leber findet eine Abspaltung der Acetylgruppe durch 

Esterasen statt, wodurch Salicylsäure als primärer Metabolit entsteht (Pedersen und 

FitzGerald 1984). Im Plasma besitzt ASS eine Halbwertszeit von lediglich 15 bis 20 Minuten. 

Die Biotransformation der Salicylsäure erfolgt in der Leber: Durch Konjugation mit Glycin 

Arachidonsäure

Serin-Rest 
in Position 529

Acetyl-
serin

katalytisches 
Zentrum

physiologisch mit ASS
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entsteht die Salicylursäure, durch Konjugation mit Glucuronsäure das Ether- und 

Esterglucuronid, und durch Oxidation wird die Gentisinsäure gebildet (siehe Abb. 4). Alle 

Metabolite werden überwiegend renal ausgeschieden.  

 

 
 
Abb. 3: ASS auf dem Weg in den systemischen Blutkreislauf. Die rosa markierten Pfeile 
stellen entsprechend ihrer abnehmenden Breite die während der Passage des präsystemischen 
Kreislaufs sinkende ASS-Konzentration dar, die blau markierten Pfeile symbolisieren die 
Zunahme der Metabolit-Konzentration. Aufgrund der hohen präsystemischen Metabolisie-
rungsrate besitzt ASS eine geringe systemische Bioverfügbarkeit von unter 50% (Pedersen 
und FitzGerald 1984).  
 

   
 
Abb. 4: ASS-Metabolismus. Die angegebenen Prozentzahlen beziehen sich auf einen pH des 
Urins < 6. Der Rest wird im Wesentlichen als Salicylsäure ausgeschieden, wobei der Anteil 
renal eliminierter Salicylsäure stark pH-abhängig ist. Er schwankt zwischen 5% im sauren 
und 85% im alkalischen Urin.  
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1.2.3.  Cyclooxygenase (COX)-Selektivität 

 
Anfang der 90er Jahre wurden zwei Isoformen der Cyclooxygenase identifiziert, die COX-1 

und die COX-2 (Fu et al. 1990, Masferrer et al. 1990, Kujubu et al. 1991, O’Banion et al. 

1991, Xie et al. 1991, Sirois und Richards 1992). Strukturanalysen ergaben, dass die beiden 

Isoformen eine Homologie von ca. 60% in ihrer Aminosäuresequenz aufweisen. Die von 

unterschiedlichen Genen kodierten Isoenzyme unterscheiden sich erheblich hinsichtlich 

Gewebeverteilung und Expressionsregulation. Die COX-1 bewirkt als konstitutiv 

exprimiertes Enzym die physiologische Synthese von Prostaglandinen, z.B. im Magen, in den 

Thrombozyten oder in der Niere. Die COX-2 ist dagegen durch verschiedene Faktoren (z.B. 

Zytokine oder Wachstumsfaktoren) schnell induzierbar und wird im Rahmen von 

Entzündungs- und Schmerzprozessen sowie anderen Gewebeschädigungen verstärkt 

exprimiert (Smith et al. 1996). Allerdings gibt es auch eine konstitutive Expression der 

COX-2, z.B. im ZNS (Yamagata et al. 1993) oder in der Niere (Harris et al. 1994). Auch in 

Gefäßendothelzellen existiert neben einer COX-1-Expression eine COX-2-Expression, die 

erheblich von der physiologischen Hämodynamik beeinflusst wird (Topper et al. 1996).  

 
ASS hemmt beide Isoformen. Während die COX-1, wie in Abb. 2 dargestellt, am Serin-Rest 

529 acetyliert wird, erfolgt die Acetylierung der COX-2 am Serin-Rest in Position 516 

(Lecomte et al. 1994, Mancini et al. 1994).  

 
Mit der Frage zur COX-1-/COX-2-Selektivität von ASS haben sich in der Vergangenheit 

zahlreiche Arbeitsgruppen beschäftigt. Bei der Beurteilung der Selektivität ergibt sich jedoch 

das Problem, dass je nach Testsystem (isoliertes Enzym, Zellhomogenate, Zellinien, isolierte 

Zellen) und Versuchsbedingungen (Inkubationszeit, eingesetzte Stimuli) ganz erheblich 

voneinander abweichende Zahlenwerte in der Literatur zu finden sind. So haben zum Beispiel 

Untersuchungen von Mitchell et al. ergeben, dass ASS die COX-1 im Vergleich zur COX-2 

wesentlich stärker hemmt: Zur Hemmung der COX-2 mussten ca. 150-fach höhere ASS-

Konzentrationen eingesetzt werden als zur Hemmung der COX-1 (IC50 (COX-1) = 1,66 µM; 

IC50 (COX-2) = 278 µM; Mitchell et al. 1994). Diese Experimente wurden mit Endothelzellen 

aus der Rinder-Aorta bzw. mit einer Mäuse-Makrophagen-Zellinie durchgeführt. Zum 

Vergleich zeigt Tab. 1 die IC50-Werte für einige NSAIDs, die verschiedene Arbeitsgruppen in 

einem humanen Vollblut-Assay ermittelt haben. Hier wird deutlich, dass ASS im Vergleich 

zu den anderen COX-Inhibitoren auch in humanen Blutzellen die COX-1 in einem stärkeren 

Ausmaß hemmt als die COX-2. Allerdings erreicht hier der Quotient {IC50 (COX-2) / 
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IC50 (COX-1)} lediglich Werte zwischen 3 und 4. Es kann von einer präferentiellen 

Hemmung der COX-1 gesprochen werden.  
 

          
Tab. 1: IC50-Werte einiger COX-Inhibitoren, bestimmt im humanen Vollblut-Assay. Nimmt 
der Quotient {IC50 (COX-2) / IC50 (COX-1)} einen Wert an, der größer als 1 ist, so hemmt die 
Substanz präferentiell die COX-1. Ein Verhältnis kleiner 1 kennzeichnet eine Substanz, die 
eine vergleichsweise stärkere COX-2-Hemmung hervorruft.  

COX-Hemmer
IC50 [µmol/l] IC50 (COX-2)

IC50 (COX-1)
Referenz

COX-1 COX-2

ASS 1,7

4,45

7,5

13,88

4,41

3,12

Warner et al. 1999

Cryer und Feldmann 1998

Indometazin 0,013

0,19

0,21

0,53

0,13

0,44

0,37

0,28

10,0

2,32

1,76

0,53

Warner et al. 1999

Chan et al. 1999

Cryer und Feldmann 1998

Patrignani et al. 1997

Naproxen 9,3

15,6

32,01

35

28

28,19

3,76

1,80

0,88

Warner et al. 1999

Patrignani et al. 1997

Cryer und Feldmann 1998

Ibuprofen 7,6

9,2

5,90

20

18,3

9,90

2,63

1,99

1,68

Warner et al. 1999

Patrignani et al. 1997

Cryer und Feldmann 1998

Piroxicam 2,68

2,9

2,4

2,11

0,93

0,17

0,79

0,32

0,07

Cryer und Feldmann 1998

Patrignani et al. 1997

Warner et al. 1999

Diclofenac 0,15

0,075

0,34

0,26

0,05

0,020

0,018

0,01

0,33

0,27

0,05

0,04

Chan et al. 1999

Warner et al. 1999

Patrignani et al. 1997

Cryer und Feldmann 1998

Meloxicam 1,4

4,8

5,93

5,7

0,70

0,43

0,33

0,23

0,50

0,09

0,06

0,04

Chan et al. 1999

Patrignani et al. 1997

Patrono 2001

Warner et al. 1999

Celecoxib 1,2

6,3

16

0,34

0,96

0,54

0,28

0,15

0,03

Warner et al. 1999

Chan et al. 1999

Patrono 2001

Rofecoxib (a.H.) 18,8

63

73

0,53

0,31

0,2

0,03

0,005

0,003

Chan et al. 1999

Warner et al. 1999

Patrono 2001
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1.2.4.  „Selektive“ Hemmung der Thromboxan A2-Bildung 

 
Während das Endoperoxid PGH2 in aktivierten Thrombozyten hauptsächlich in TxA2 

umgewandelt wird, welches zum einen die Thrombozytenaggregation fördert (Hamberg et al. 

1975, FitzGerald 1991) und zum anderen vasokonstriktorisch wirkt (Moncada und Vane 

1979), entsteht in den Zellen des Gefäßendothels hauptsächlich Prostacyclin, welches 

entgegengesetzte Eigenschaften besitzt – thrombozytenaggregationshemmende und vaso-

dilatierende (Moncada und Vane 1979). Demnach führt die Unterbindung der PG-

Biosynthese durch ASS sowohl zur Hemmung pro- als auch antiaggregatorischer 

Mechanismen (sog. „ASS-Dilemma“).  

 
In niedriger Dosierung (z.B. 100 mg pro Tag) bewirkt ASS dennoch eine relativ „selektive 

Hemmung“ der TxA2-Bildung in den Thrombozyten, ohne die erwünschte endotheliale 

Prostacyclin-Synthese wesentlich zu beeinträchtigen (Patrignani et al. 1982, Pedersen und 

FitzGerald 1984, Clarke et al. 1991, Tohgi et al. 1992). Dies beruht zum einen darauf, dass 

Thrombozyten aufgrund des fehlenden Zellkerns nicht zur Proteinbiosynthese befähigt sind 

und somit nach einer durch ASS hervorgerufenen irreversiblen Hemmung der COX nicht in 

der Lage sind, neue COX zu synthetisieren. Das bedeutet, dass die TxA2-Synthese für die 

gesamte Lebensdauer des Thrombozyten, d.h. für ca. 10 Tage (Dale 1997), blockiert bleibt. 

Hingegen können die kernhaltigen Endothelzellen die durch ASS gehemmte COX innerhalb 

weniger Stunden durch Neusynthese ersetzen und somit ihre Prostacyclin-Synthese nach 

kurzer Unterbrechung fortführen (Jaffe und Weksler 1979, Patrono et al. 1985, Vesterqvist 

1986).  
 
Darüberhinaus ist die „Selektivität der Hemmung“ der TxA2-Bildung auch in der 

Pharmakokinetik niedriger ASS-Dosen begründet. Die stark ausgeprägte präsystemische 

Metabolisierung von ASS (siehe Abschnitt 1.2.2.) hat zur Folge, dass die Thrombozyten 

während der Passage des Portalkreislaufs wesentlich höheren ASS-Konzentrationen 

ausgesetzt sind als die Endothelzellen des systemischen Kreislaufs (Pedersen und FitzGerald 

1984). Die thrombozytäre COX wird somit bereits im Pfortaderblut irreversibel gehemmt, der 

inhibitorische Effekt auf die endotheliale COX fällt hingegen sehr viel schwächer aus.  

 
Hinzu kommt, dass die vaskuläre Prostacyclin-Synthese zu einem großen Teil COX-2-

vermittelt abläuft (Cullen et al. 1998, McAdam et al. 1999, Belton et al. 2000). Die 

thrombozytäre TxA2-Synthese wird im Wesentlichen der COX-1 zugeschrieben (vgl. 

Abschnitt 1.7.1.). Da die COX-1 empfindlicher auf ASS reagiert als die COX-2 (Cipollone et 
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al. 1997, siehe auch Abschnitt 1.2.3.), könnte dies eine zusätzliche Erklärung sein, weshalb 

niedrig dosiertes ASS eine stärkere Hemmwirkung auf die TxA2-Bildung und Thrombozyten-

aggregation ausübt als auf die aggregationshemmende Prostacyclin-Synthese (Schrör und 

Hohlfeld 2005).  

 

1.2.5.  Klinische Pharmakologie der thrombozytären COX-Hemmung 

 
Die maximale Kapazität, mit der Thrombozyten TxA2 bzw. TxB2 (TxB2 ist das stabilere und 

somit messbare Abbauprodukt von TxA2, siehe auch Abschnitt 2.4. sowie Abb. 21) 

synthetisieren können (siehe Abb. 5, linke Graphik), ist mehrere Tausend Mal so hoch wie die 

basale TxA2-Syntheserate in Gesunden (Patrono et al. 1986). Daher ist die Beziehung 

zwischen der Hemmung der thrombozytären COX-Aktivität und der Thromboxan-Synthese in 

vivo, welche anhand der Urinexkretion des Tx-Metaboliten 2,3-dinor-TxB2 bestimmt wird 

(siehe auch Abschnitt 2.7. Abb. 29), nicht-linear (Abb. 5, rechte Graphik). Aus Abb. 5 ist 

ersichtlich, dass eine COX-Hemmung in Thrombozyten erst dann eine funktionelle Relevanz 

erlangt, wenn die maximale Kapazität, Thromboxan zu synthetisieren, um mindestens 95% 

reduziert wird (Reilly und FitzGerald 1987).  

 

      
 
Abb. 5: Thromboxan B2-Bildung ex vivo (linke Seite): Dargestellt ist die durch endogenes 
Thrombin induzierte Thromboxan B2-Synthese in Vollblut während einer einstündigen 
Gerinnung bei 37°C (Patrono et al. 1980). Vergleich der pharmakologischen Hemmung ex 
vivo und in vivo (rechte Seite): Zwischen der Hemmung der Thromboxan B2-Synthese ex vivo, 
welche ein Maß für die Hemmung der thrombozytären COX-Aktivität darstellt, und der 
Thromboxan B2-Biosynthese in vivo besteht eine nicht-lineare Beziehung (Reilly und 
FitzGerald 1987).  
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1.2.6.  Die optimale Dosierung 

 
Durch eine einmalige Gabe einer niedrigen ASS-Dosis werden längst nicht alle 

Thrombozyten des Blutkreislaufs erreicht. Hinzu kommt, dass täglich 10% des gesamten 

Thrombozyten-Pools durch neue Thrombozyten aus dem Knochenmark ersetzt werden 

(O’Brien 1968, Cerskus et al. 1980); das sind bei einem Erwachsenen etwa 240 Milliarden 

neu gebildete Thrombozyten pro Tag. Um die angestrebte mindestens 95%ige Hemmung der 

TxA2-Synthese zu erreichen, ist die wiederholte tägliche Gabe niedriger ASS-Dosen 

erforderlich. Diese bewirkt über einen kumulativen Prozess eine fraktionelle Acetylierung der 

jeweils noch unacetylierten thrombozytären COX (Patrono et al. 1985, Küster und Frölich 

1986). Bei gesunden Probanden konnte z.B. gezeigt werden, dass nach einer Woche eine 

komplette Suppression der TxA2-Bildung zu beobachten war, wenn täglich nur 30 mg ASS 

eingenommen wurden (Patrignani et al. 1982). Somit wird die minimale effektive Dosis, um 

einen kompletten pharmakodynamischen Effekt zu erzielen, mit 30 mg ASS pro Tag 

angegeben (Patrono et al. 2005).  

 
Allerdings ließ sich nicht in allen Studien eine ausreichende Unterdrückung der TxA2-

Synthese durch niedrige ASS-Dosen nachweisen. So zeigte z.B. eine Studie von Bode-Böger 

et al., dass nach einer einwöchigen Behandlung gesunder Probanden mit täglich 40 mg ASS 

lediglich eine Hemmung der TxA2-Synthese von 55% resultierte, einhergehend mit einer 

unbefriedigenden Hemmung der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation von nur 

24%. Hingegen konnte bei denjenigen Probanden, die mit 100 mg ASS pro Tag behandelt 

wurden, eine Reduktion der Kollagen-induzierten Aggregation um 69% beobachtet werden 

sowie eine Unterdrückung der TxA2-Bildung um 90%. Hinsichtlich der Hemmung der renalen 

Exkretion von 2,3-dinor-TxB2 war die Behandlung mit 100 mg ASS pro Tag der Behandlung 

mit 40 mg pro Tag deutlich überlegen (Bode-Böger et al. 1998). Studien wie diese belegen, 

dass in Bezug auf die Wirkung niedriger ASS-Dosen starke interindividuelle Unterschiede 

bestehen. Hinzu kommt, dass bei Patienten mit Atherosklerose eine Hyperaktivität der 

zirkulierenden Thrombozyten vorliegt, so dass die minimale effektive ASS-Dosis, die an 

gesunden Probanden ermittelt wurde, nicht unmittelbar für gefäßkranke Patienten 

übernommen werden kann (Knapp et al. 1988). In mehreren klinischen Studien mit 

vaskulären Hochrisiko-Patienten konnte ASS in einer minimalen effektiven täglichen Dosis 

von 75 mg das Risiko atherothrombotischer Ereignisse signifikant reduzieren (RISC-Group 

1990, SALT Collaborative Group 1991, Juul-Möller et al. 1992).  
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Darüberhinaus gibt es zahlreiche klinische Studien, die überprüft haben, ob höhere ASS-

Dosierungen auch eine höhere antithrombotische Wirksamkeit zur Folge haben. Als Beispiel 

seien Studien genannt, die die Effektivität einer ASS-Behandlung nach aortokoronarer 

Bypass-Operation untersucht haben: Die Reokklusionsrate wurde in jeder dieser Studien in 

ähnlichem Ausmaß reduziert, unabhängig davon, ob täglich 100 mg (Lorenz et al. 1984), 

325 mg (Goldman et al. 1988), 975 mg (Goldman et al. 1988) oder 1.200 mg ASS (Brown et 

al. 1985) eingenommen wurden. Die Schlussfolgerung dieser und vieler weiterer Studien ist, 

dass höhere ASS-Dosierungen nicht effektiver sind als niedrige (75 – 100 mg/Tag). Im 

Gegenteil, es gibt Hinweise, dass es unter höheren Dosierungen aufgrund der zunehmenden 

Hemmung der vaskulären Prostacyclin-Synthese zu einer Abschwächung des anti-

thrombotischen Effekts kommt (Taylor et al. 1999, Antithrombotic Trialists’ Collaboration 

2002).  

 
Außerdem steigt mit zunehmender Dosis die Nebenwirkungsrate erheblich an. So verursachen 

z.B. Dosierungen von 300 mg ASS/Tag weniger gastrointestinale Nebenwirkungen als 

1.200 mg/Tag (Farrel et al. 1991) oder 30 mg ASS/Tag weniger Nebenwirkungen als 

283 mg/Tag (Dutch TIA Trial Study Group 1991). Auch die Rate schwerer und lebens-

bedrohlicher Blutungen nimmt mit steigender ASS-Dosis zu. So konnte in der CURE 

(Clopidogrel in Unstable angina to prevent Recurrent Events)-Studie gezeigt werden, dass 

unter der Therapie mit ASS ≤ 100 mg/Tag die wenigsten schwerwiegenden Blutungs-

komplikationen aufgetreten waren, ganz gleich ob ASS in Kombination mit Clopidogrel 

gegeben worden war oder alleine (Peters et al. 2003).  

 
Aufgrund der Dosisabhängigkeit der Nebenwirkungsrate wird als optimale Dosierung die 

niedrigste tägliche Dosis angegeben, für die ein Wirksamkeitsnachweis in Bezug auf die 

jeweilige Indikation erbracht werden konnte (Patrono et al. 2004a). Für die Langzeit-

prophylaxe zur Reduktion der vaskulären Ereignisrate bei Hochrisiko-Patienten liegt der 

optimale Dosierungsbereich zwischen 75 mg und 100 mg ASS/Tag (Patrono et al. 2004a).  

 
Dabei ist die regelmäßige tägliche Einnahme aufgrund der interindividuellen Variabilität des 

Thrombozytenumsatzes (Hamsten et al. 1985, Tschoepe 1995) der Einnahme der doppelten 

Dosis an nur jedem zweiten Tag vorzuziehen (Patrono et al. 2005), damit eine mindestens 

95%ige Hemmung der TxA2-Synthese erreicht werden kann (Patrono et al. 1985).  
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1.3.  Stellenwert der ASS-Therapie bei Patienten mit erhöhtem kardio-

vaskulären Risiko 

 
Zur Wirksamkeit von ASS in der Verhütung atherothrombotischer Ereignisse bei Patienten 

mit erhöhtem kardiovaskulären Risiko liegen zahlreiche kontrollierte klinische Studien vor. 

Die Metaanalyse der Antithrombotic Trialists’ Collaboration (ATC) 2002 (Zusammenfassung 

von 195 Studien mit über 144.000 Patienten) zeigte, dass eine längerfristige regelmäßige 

Behandlung mit ASS das Risiko eines nichttödlichen Myokardinfarkts um ein Drittel 

reduziert, das Risiko einen nichttödlichen Schlaganfalls um ein Viertel und das Risiko eines 

vaskulärbedingten Todes um ein Sechstel. Die Zahl der anderen Todesfälle blieb unter den 

mit ASS behandelten und nichtbehandelten Patienten gleich.  

 
Während bei 1000 gefäßkranken Patienten, die ein Jahr lang mit ASS behandelt werden, 

mindestens 10 bis 20 vaskuläre Ereignisse verhindert werden können, treten bei ca. 1 bis 2 

Patienten schwere Blutungskomplikationen auf (García Rodríguez et al. 2001, ATC 2002, 

Patrono et al. 2004b) und bei 1 bis 2 Patienten von 10.000 Patienten ein hämorrhagischer 

Schlaganfall (ATC 2002). Diese Komplikationsrate gilt für niedrig dosiertes ASS, für 

Personen mittleren Lebensalters sowie für Patienten ohne Geschwür in der Vorgeschichte. 

Unter diesen Voraussetzungen überwiegt der Nutzen einer ASS-Therapie eindeutig die 

Blutungsrisiken, so dass niedrig dosiertes ASS für die langfristige Behandlung von Patienten 

mit koronarer Herzerkrankung von der Europäischen Gesellschaft für Kardiologie (ESC, 

Patrono et al. 2004a) und zahlreichen weiteren internationalen Fachverbänden empfohlen  

wird.  

 
Die Metaanalyse der Antithrombotic Trialists’ Collaboration (2002) verdeutlicht allerdings 

auch, dass trotz einer ASS-Behandlung eine erhebliche Anzahl von Patienten (ein Patient von 

acht Patienten [12,9%]) ein wiederholtes vaskuläres Ereignis innerhalb eines mittleren 

Beobachtungszeitraumes von zwei Jahren erleidet. Auch, wenn nur die Studien betrachtet 

werden, in denen ASS im optimalen Dosierungsbereich eingesetzt wurde, zeigt sich nach wie 

vor eine hohe vaskuläre Ereignisrate: In 12 Studien mit insgesamt 3.370 Patienten erlitten 

unter laufender ASS-Behandlung 366 Patienten (10,9%) ein vaskuläres Ereignis innerhalb 

von zwei Jahren (ATC 2002).  

 
Deshalb stellt sich die Frage, ob diese Ereignisse zum Teil das Resultat einer fehlenden oder 

verminderten Wirkung von ASS sind.  
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1.4.  „ASS-Resistenz“ 

 
1.4.1.  Definition 

 
Der Begriff „ASS-Resistenz“ beschreibt eine Vielzahl unterschiedlicher Phänomene. Im 

Wesentlichen handelt es sich um das Unvermögen von ASS,  

 Patienten vor atherothrombotischen Ereignissen zu schützen,  

 die Blutungszeit zu verlängern,  

 die TxA2-Biosynthese zu hemmen und/oder  

 eine erwartete Wirkung in einem oder mehreren in vitro Thrombozyten-

funktionstests zu zeigen (Patrono et al. 2003).  

 
Da eine „ASS-Resistenz“ kein pharmakologisch definiertes Phänomen darstellt, ist der 

Begriff „Resistenz“ in diesem Zusammenhang irreführend. Korrekter wäre der Ausdruck 

„Non-Responsiveness“ bzw. „Low-Responsiveness“, doch fehlt hier eine passende 

Entsprechung in der deutschen Sprache. Darüberhinaus sollte die Tatsache, dass ein Teil der 

Patienten trotz einer ASS-Langzeittherapie ein vaskuläres Ereignis erleidet, eher als 

„Behandlungsversagen“ bezeichnet werden, ein Phänomen, dass im Prinzip alle Arzneimittel 

betrifft (z.B. Antihypertensiva, Lipidsenker). Jedoch hat sich der Begriff „ASS-Resistenz“ 

trotz der zahlreichen Diskussionen in der Literatur geradezu eingebürgert.  

 

1.4.2.  Die ersten Studien 

 
Im Jahr 1983 gab es wahrscheinlich die erste Beschreibung einer „ASS-Resistenz“. 

FitzGerald et al. stellten an gesunden Probanden fest, dass die einwöchige Einnahme von ASS 

in Dosierungen zwischen 40 mg und 80 mg/Tag zu einer maximalen Hemmung der ADP-

induzierten Thrombozytenaggregation führte. Während einer anschließenden schrittweisen 

Dosiserhöhung (bis auf 2.600 mg/Tag) über acht Wochen, kam es kontinuierlich zu einer 

Abnahme des Hemmeffekts auf die ADP-induzierte Aggregation; die TxA2-Biosynthese blieb 

hingegen während des gesamten Zeitraums unverändert unterdrückt. In den letzten zwei 

Wochen erlangte die Aggregation sogar wieder das Ausmaß, das zu Beginn der Studie ohne 

die Einnahme von ASS bestimmt worden war (FitzGerald et al. 1983a).  

 
Anfang der 90er Jahre beobachteten mehrere Arbeitsgruppen eine unzureichende 

antithrombozytäre Wirkung von ASS bei Patienten mit zerebralen Durchblutungsstörungen. 
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Helgason et al. berichteten in verschiedenen Arbeiten, dass bis zu 25% der Patienten, die zur 

Verhinderung eines erneuten Schlaganfalls mit 325 mg ASS/Tag therapiert wurden, nur eine 

partiell gehemmte Thrombozytenaggregation aufwiesen (Helgason et al. 1993a, Helgason et 

al. 1993b, Helgason et al. 1994).  
 
Grotemeyer et al. teilten eine Gruppe von 180 Patienten, die wegen eines zurückliegenden 

ischämischen Insults 1.500 mg ASS/Tag verteilt auf drei Tagesdosen erhielten, anhand eines 

Plättchenreaktivitätstests in ASS-Responder (67%) und ASS-Non-Responder (33%) ein. Mit 

diesen Patienten führten Grotemeyer et al. eine Pilot-Studie zur Untersuchung eines 

möglichen Zusammenhangs einer „ASS-Non-Response“ und dem Auftreten klinischer 

Ereignisse durch. Während eines Beobachtungszeitraums von zwei Jahren war die Häufigkeit 

vaskulärbedingter Ereignisse bei Non-Respondern mit 40% (24 von 60 Patienten) fast 

zehnmal höher als bei Respondern (4,4%, d.h. 5 von 114 Patienten). 10.8% der Patienten, 

4 Responder und 15 Non-Responder, verstarben aufgrund vaskulärer Ursachen (Grotemeyer 

et al. 1993).  

 

1.4.3.  Häufigkeit 

 
Es folgten zahlreiche Publikationen zu dem Phänomen der „ASS-Resistenz“, bis heute sind es 

bereits über 200 Artikel, die von einer unzureichenden ASS-Wirkung sowohl bei gesunden 

Probanden (Kawasaki et al. 2000, Peters et al. 2001) als auch bei gefäßkranken Patienten 

berichten. Das Vorhandensein einer „ASS-Resistenz“ bei zerebrovaskulär erkrankten 

Patienten (vgl. Abschnitt 1.4.2.) wurde durch etliche Arbeiten bestätigt (Bornstein et al. 1994, 

Chamorro et al. 1999, Grundmann et al. 2003, Alberts et al. 2004, Macchi et al. 2004, 

McCabe et al. 2005, Berrouschot et al. 2006). Auch Patienten mit peripherer arterieller 

Verschlusskrankheit (pAVK) sind betroffen (Müller et al. 1997, Ziegler et al. 2002). Die 

meisten „ASS-Resistenz“-Studien existieren zu Patienten mit koronarer Herzerkrankung. 

Tab. 2 zeigt eine Übersicht zu den ermittelten Häufigkeiten der „ASS-Resistenz“ bei KHK-

Patienten. Die Häufigkeiten variieren von Studie zu Studie erheblich. So wurden zum Beispiel 

in der Studie von Gum und Mitarbeitern lediglich neun Patienten von 326 KHK-Patienten 

(3%) als ASS-Non-Responder eingestuft (Gum et al. 2003). Tantry et al. konnten sogar nur 

für einen Patienten aus 223 KHK-Patienten eine unzureichende Aggregationshemmung unter 

ASS-Therapie nachweisen (Tantry et al. 2005). In beiden Studien wurde die Thrombozyten-

aggregation mittels optischer Aggregometrie gemessen (turbidimetrisches Verfahren nach 

Born und Cross 1963).  
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Im Gegensatz zu diesen Studien existieren jedoch auch Untersuchungen, in denen mehr als 

die Hälfte der Patienten als Non-Responder identifiziert wurden. Buchanan et al. bestimmten 

die Blutungszeit von 289 mit ASS behandelten Patienten vor geplanter aortokoronarer 

Bypass-Operation. Lediglich bei 45% der Patienten war die Blutungszeit durch ASS adäquat 

verlängert (Buchanan et al. 2000). Peters et al. verwendeten zur Überprüfung der ASS-

Wirkung einen „Platelet Function Analyzer“ (PFA), ein Gerät, welches die Blutungszeit 

automatisiert ex vivo nach der Methode von Kratzer und Born (1985) bestimmt. Von den seit 

mindestens drei Monaten mit 100 mg ASS/Tag behandelten KHK-Patienten (n = 19) zeigten 

63% entweder keinen Unterschied hinsichtlich der ex vivo-Blutungszeit im Vergleich zu 

gesunden Probanden, die kein ASS eingenommen hatten oder sogar eine Verkürzung der 

ex vivo-Blutungszeit (Peters et al. 2001).  

 

 
 
Tab. 2 Klinische Studien zur Häufigkeit der „ASS-Resistenz“ bei Patienten mit koronarer 
Herzerkrankung. PFA-100: Platelet Function Analyzer 100; RPFA: Rapid Platelet Function 
Assay; TEG: Thrombelastographie 
 

„ASS-Resistenz“-Studien
mit KHK-Patienten

Anzahl 
Patienten

ASS-Dosis
[mg/Tag]

Methode zur „ASS-
Resistenz“-Bestimmung

„ASS-resistente“ 
Patienten, n (%)

Buchanan und Brister 1995

Buchanan et al. 2000

Peters et al. 2001

Hézard et al. 2002

Andersen et al. 2003

Friend et al. 2003

Gum et al. 2003

Macchi et al. 2003

Chen et al. 2004

Tantry et al. 2005

Yilmaz et al. 2005

Lev et al. 2006

Poston et al. 2006

Chen et al. 2007

Pamukcu et al. 2007

40

289

19

47

50

58

71

56

326

98

151

223

28

150

225

468

234

325

325

100

75 – 300

75 – 300

75

160

325

325

160

80 – 325

325

100 – 325

81 – 325

325

80 – 325

100 – 300

Blutungszeit

Blutungszeit

PFA-100

optische Aggregometrie

PFA-100

PFA-100

PFA-100

Vollblutaggregometrie

optische Aggregometrie

PFA-100

RPFA

optische Aggregometrie/TEG

PFA-100

optische Aggregometrie/RPFA

TEG/Vollblutaggregometrie/

11-dehydro-TxB2

RPFA

PFA-100

17 (43)

159 (55)

12 (63)

9 (19)

26 (52)

23 (40)

25 (35)

14 (25)

9 (3)

29 (30)

29 (19)

1 (0,5)

8 (29)

19 (13)

10 (4)

128 (27)

52 (22)
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Eine kürzlich veröffentliche Metaanalyse von Hovens et al. zur Häufigkeit der „ASS-

Resistenz“ umfasst 42 Studien, die bis zum Jahr 2005 erschienen waren. Die Autoren 

errechneten eine mittlere Prävalenz einer „ASS-Resistenz“ von 24% (Hovens et al. 2007).  

 

1.4.4.  Klinische Bedeutung 

 
Patienten mit einer ungenügenden ASS-Wirkung scheinen eine ungünstigere Prognose 

aufzuweisen als Patienten mit deutlicher ASS-abhängiger Thrombozytenfunktionshemmung.  

 
In einer Post-hoc-Analyse der HOPE (Heart Outcomes Prevention Evaluation)-Studie (Yusuf 

et al. 2000) verglichen Eikelboom et al. über einen Zeitraum von fünf Jahren 488 Patienten 

mit Myokardinfarkt, Schlaganfall oder kardiovaskulärem Tod mit derselben Anzahl von 

Kontrollpersonen ohne entsprechende Ereignisse. Beide Untersuchungsgruppen wurden mit 

ASS therapiert. Die Autoren bestimmten die Konzentration des Thromboxan-Metaboliten 

11-dehydro-TxB2 im Urin, ein Marker für die Thromboxan-Bildung in vivo. Es zeigte sich, 

dass unter vier Patientengruppen (Quartilen) mit zunehmender Ausscheidung des Tx-

Metaboliten eine signifikante Zunahme der kardiovaskulären Ereignisrate (Myokardinfarkt, 

kardiovaskulärer Tod, Schlaganfall) bestand. Für die Quartile mit der höchsten Tx-Bildung, 

d.h. der anscheinend geringsten Effektivität der antithrombozytären ASS-Therapie, war das 

kardiovaskuläre Gesamtrisiko um den Faktor 1,8, das Risiko für einen MI um den Faktor 2 

und für einen kardiovaskulären Tod sogar um das 3,5-fache erhöht (Eikelboom et al. 2002).  

 
In einer prospektiven Studie von Chen et al. wurde bei 468 Patienten mit stabiler KHK und 

laufender ASS-Behandlung das Ansprechen auf ASS mit Hilfe des „Rapid Platelet Function 

Assay“ (RPFA bzw. VerifyNow® Aspirin) untersucht, eine automatisierte turbidimetrische 

Vollblutmethode (siehe auch Kapitel 4. Abschnitt 4.1.). Bei 27% der Patienten (n = 128) 

wurde eine „ASS-Resistenz“ diagnostiziert. Im Follow-up von im Mittel 379 Tagen ergab 

sich für die „resistenten“ Patienten ein signifikant erhöhtes Risiko für vaskulärbedingte 

Ereignisse (instabile Angina pectoris, MI, kardiovaskulärer Tod, Schlaganfall und TIA) 

verglichen mit den „nicht-resistenten“ Patienten (15,6% versus 5,3%, p < 0,001; Chen et al. 

2007).  

 
Poston et al. konnten zeigen, dass eine „ASS-Resistenz“ zu Komplikationen in der Bypass-

Chirurgie führen kann. Die Autoren untersuchten 225 Patienten, die sich einer „Off-Pump“-

Bypass-Operation, d.h. einer Operation ohne den Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine, 
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unterzogen. In der Studie wurde als einzige thrombozytenaggregationshemmende Substanz 

ASS (325 mg/Tag) eingenommen. Die ASS-Wirkung wurde mittels verschiedener Test-

methoden überprüft (siehe Tab. 2). Während vor der OP 4% der Patienten als „ASS-resistent“ 

eingestuft wurden, waren postoperativ 30% der Patienten betroffen. Die Autoren konnten 

einen signifikanten Zusammenhang zwischen der postoperativen „ASS-Resistenz“ und 

frühzeitigen Verschlüssen der transplantierten Gefäße nachweisen (Poston et al. 2006).  

 
Auch das Auftreten später Reokklusionen nach Bypass-OP wurde in einer Fall-Kontroll-

Studie von Yilmaz et al. mit einer „ASS-Resistenz“ in Zusammenhang gebracht. Es wurden 

14 Patienten, die in einer späteren Kontroll-Koronarangiographie (im Mittel 7,5 Jahre nach 

der OP) mindestens eine Bypass-Stenose aufwiesen, mit 14 Kontrollpatienten ohne Stenose 

verglichen. Die Prävalenz einer „ASS-Resistenz“ (bestimmt mittels PFA) lag in der Gruppe 

mit Bypass-Stenose bei 50%, in der Kontrollgruppe lediglich bei 7% (Yilmaz et al. 2005).  

 
Drei Metaanalysen aus diesem und vergangenem Jahr bestätigen die klinische Relevanz der 

„ASS-Resistenz“ (Auswertung von 16, 20 bzw. 11 Studien). Snoep et al., Krasopoulos et al. 

und Sofi et al. kommen zu dem Schluss, dass sich eine laborchemisch diagnostizierte 

„Resistenz“ gegenüber ASS bei kardiovaskulären Patienten klinisch in einem 3,8-fach bzw. 

3,1-fach erhöhten Risiko für wiederkehrende kardiovaskuläre Ereignisse manifestiert (Snoep 

et al. 2007, Krasopoulos et al. 2008, Sofi et al. 2008).  

 

1.4.5.  Typologie nach Weber et al. 

 
Da bislang keine standardisierte Definition der „ASS-Resistenz“ existiert (vgl. Abschnitt 

1.4.1.) und dementsprechend die in den verschiedenen Studien ermittelten Inzidenzraten der 

„ASS-Resistenz“ zum Teil erheblich voneinander abweichen (vgl. Abschnitt 1.4.3.), schlugen 

Weber et al. eine Klassifizierung der „ASS-Resistenz“ vor. Mit Hilfe dieser Einteilung kann 

nicht nur das Vergleichen von Studienergebnissen erleichtert werden, es kann bereits eine 

Eingrenzung der möglichen Mechanismen, die einer „ASS-Resistenz“ zugrunde liegen 

könnten, vorgenommen werden (Weber et al. 2002).  

 
Die Klassifizierung erfolgt, indem in plättchenreichem Citrat-Plasma die Kollagen (1 mg/l)-

induzierte Thrombozytenaggregation und TxB2-Synthese sowohl in An- als auch in 

Abwesenheit von 100 µM ASS in vitro bestimmt wird. Auf diese Weise können drei 

unterschiedliche Typen der „ASS-Resistenz“ ermittelt werden.  
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Bei einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I führt die Einnahme von 100 mg ASS/Tag (seit 

mindestens fünf Tagen) weder zu einer Hemmung der Aggregation noch zu einer Hemmung 

der Tx-Bildung. Jedoch kommt es durch Zugabe von ASS in vitro (100 µmol/l) zu einer 

kompletten Hemmung sowohl der Aggregation als auch der Tx-Synthese (siehe Abb. 6, rechts 

oben). Hinter dieser Form der „Resistenz“ könnte sich z.B. eine Non-Compliance verbergen.  

 

 
Abb. 6: Typologie der „ASS-Resistenz“ (nach Weber et al. 2002). Die Aggregationen wurden 
jeweils mit 1 mg/l Kollagen ausgelöst. Die in der oberen linken Abbildung dargestellte 
Kontrollmessung (grün) repräsentiert die Aggregation bzw. Thromboxan-Bildung eines 
Probanden, der seit mindestens einer Woche kein ASS eingenommen hat. Die schwarz 
dargestellten Messungen zeigen zum einen, wie die Aggregation und Tx-Synthese im Falle 
eines ASS-Responders supprimiert werden, wenn seit mindestens fünf Tagen 100 mg ASS/Tag 
eingenommen wurde, zum anderen, wie sich Aggregation und Tx-Bildung bei Vorliegen einer 
„ASS-Resistenz“ verhalten können. In rot sind die Messungen markiert, bei denen ASS in 
vitro hinzugesetzt wurde.  
 

Eine „ASS-Resistenz“ vom Typ II ist dadurch gekennzeichnet, dass ebenfalls eine 

unzureichende Aggregationshemmung einhergehend mit einer deutlichen Tx-Bildung besteht, 
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dass aber der Zusatz von ASS in vitro keine wesentliche Reduzierung bewirkt (siehe Abb. 6, 

links unten). Dieser „Resistenz“-Typ ist die „ASS-Resistenz“ im engeren Sinne.  

 
Davon abzutrennen ist die „ASS-Resistenz“ vom Typ III. Auch hier liegt eine mangelnde 

Aggregationshemmung vor, aber – im Unterschied zur „Typ II-Resistenz“ – ist eine effektive 

Blockierung der Tx-Synthese zu beobachten. Der ASS-Zusatz in vitro bringt keine weiteren 

Veränderungen (siehe Abb. 6, rechts unten). Da in diesem Fall die primäre Wirkung von ASS, 

die Hemmung der thrombozytären COX, erhalten ist, wird die „Typ III-Resistenz“ auch als 

„ASS-Pseudoresistenz“ bezeichnet.  

 

 

 

1.5.  Aktuelle Problematik 

 
Eine „ASS-Resistenz“ ist ein ernst zu nehmendes Problem. Insbesondere in den letzten Jahren 

haben sich die Beobachtungen gehäuft, dass eine erhebliche Anzahl von Patienten nicht in 

gewünschter Weise von ASS als Thrombozytenaggregationshemmer profitiert. Da eine 

effektive antithrombozytäre Therapie in der Sekundärprophylaxe kardiovaskulärer Ereignisse 

unerlässlich ist, gilt es, den bestmöglichen Weg zu finden, um „resistente“ Patienten zu 

identifizieren. Zum jetzigen Zeitpunkt ist nicht geklärt, welche Methode die zuverlässigsten 

Ergebnisse liefert, die optimal mit dem Auftreten klinischer Ereignisse korrelieren. Nach wie 

vor ist auch die Frage nach der Prävalenz offen, insbesondere, wenn die unterschiedlichen 

Formen, mit der eine „ASS-Resistenz“ auftreten kann (siehe Abschnitt 1.4.5.), zugrunde 

gelegt werden. Die einzelnen „Resistenz“-Typen wurden in bisherigen Studien nur 

unzureichend auseinander gehalten. Wie häufig tritt welcher Typ auf, und besteht für jede 

Form der „Resistenz“ die gleiche klinische Relevanz?  

 
Von herausragender Bedeutung ist die Erforschung der Ursachen. Jedem der drei Resistenz-

Typen liegen andere Ursachen zugrunde. Es existieren zahlreiche Theorien, aber bislang ist 

über die tatsächlichen Mechanismen nur wenig bekannt. Erst wenn die Mechanismen und die 

Faktoren, die eine „ASS-Resistenz“ auslösen können, geklärt sind, kann effektiv nach 

Auswegen gesucht werden. Dann könnten in klinischen Studien zielgerichtet therapeutische 

Alternativen getestet werden.  
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1.6.  Zielsetzung 

 
Ziel der vorliegenden Arbeit war, das Phänomen „ASS-Resistenz“ bei Patienten mit stabiler 

koronarer Herzerkrankung zu untersuchen, die zur Sekundärprophylaxe atherothrombotischer 

Ereignisse mit täglich 100 mg ASS therapiert wurden. Dabei sollten folgende Fragestellungen 

bearbeitet werden:  

 
1. Wie häufig tritt die „ASS-Resistenz“ im Studienkollektiv auf? Anhand der 

Bestimmung der Thrombozytenaggregation, der Thromboxan-Bildung und des 

Einflusses von ASS in vitro sollte eine Klassifizierung der „ASS-resistenten“ 

Patienten nach Weber et al. (siehe Abschnitt 1.4.5.) vorgenommen werden, so dass die 

Prävalenz jedes einzelnen „Resistenz“-Typs ermittelt werden kann.  

 
2. Es sollte eine nähere Charakterisierung der individuellen ASS-Wirkung erfolgen, zum 

einen hinsichtlich der mit verschiedenen Thrombozytenagonisten (Kollagen in 

verschiedenen Konzentrationen, Arachidonsäure und ADP) induzierten Aggregation, 

zum anderen hinsichtlich der verbliebenen COX-Aktivität sowie der Thromboxan- und 

Prostacyclin-Synthese in vivo.  

 
3. Welche Faktoren können mit einer „ASS-Resistenz“ in Zusammenhang gebracht 

werden? Hierzu sollte eine ausführliche Befragung der Patienten zu kardiovaskulären 

Risikofaktoren, zur Krankengeschichte und zur aktuellen Medikation Aufschluss 

geben. Zusätzlich sollten diverse routinemäßig erhobene Laborparameter zur 

Auswertung mit herangezogen werden.  

 
4. Sind kardiovaskuläre Ereignisse in der Patientenvorgeschichte möglicherweise 

häufiger bei den „resistenten“ Patienten aufgetreten? Dies sollte anhand einer 

retrospektiven Analyse überprüft werden.  

 
5. Welche Mechanismen liegen der „ASS-Resistenz“ zugrunde?  

 Wie compliant sind die Patienten dieser Studie? Die Compliance der Patienten 

sollte sichergestellt werden, indem zum einen bei unzureichender ex vivo 

beobachteter Aggregationshemmung versucht werden sollte, eine komplette 

Hemmung durch ASS-Zusatz in vitro zu erreichen und indem zum anderen nach 

den ASS-Metaboliten Salicylsäure und Salicylursäure (siehe Abschnitt 1.2.2.) im 

Urin der Patienten gesucht werden sollte.  
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 Gibt es im Studienkollektiv Interaktionen mit anderen COX-Inhibitoren wie z.B. 

Ibuprofen oder Naproxen?  

 Könnte eine Expression von COX-2 in Thrombozyten eine Erklärung liefern 

oder könnte eine verstärkte COX-2-Vollblut-Aktivität Ursache für eine 

gegenüber ASS unempfindliche Thromboxan-Synthese sein (siehe Abschnitt 

1.7.1.)? 

 Spielt die COX-unabhängige Bildung von Isoprostanen eine Rolle (siehe 

Abschnitt 1.7.2.)?  

 Könnten Polymorphismen des ADP-Rezeptor-Gens P2Y12 für eine verminderte 

ASS-Wirkung verantwortlich sein (siehe Abschnitt 1.7.3.)? 

 
6. Zur Überwindung einer „ASS-Resistenz“ sollte in Einzelfällen geprüft werden, ob eine 

höhere ASS-Dosis, die alleinige oder zusätzliche Einnahme von Clopidogrel Vorteile 

für die Thrombozytenaggregationshemmung bringt.  

 

 

 
 
1.7.  Hypothesen zur Ursache der „ASS-Resistenz“ 

 
Im Folgenden werden drei Hypothesen zur Ursache einer „ASS-Resistenz“ vorgestellt, mit 

welchen sich die vorliegende Arbeit eingehend beschäftigt.  

 

1.7.1.  Beteiligung der COX-2 an der Thromboxan-Synthese 

 
Die thrombozytäre Thromboxan-Synthese beruht prinzipiell auf der katalytischen Funktion 

der COX-1, die in Thrombozyten konstitutiv exprimiert wird (siehe Abschnitt 1.2.3.). Mit der 

Frage, inwieweit auch die COX-2 in Thrombozyten vertreten ist, haben sich in der 

Vergangenheit mehrere Arbeitsgruppen auseinandergesetzt und zum Teil unterschiedliche 

Beobachtungen gemacht. Zahlreiche Untersucher konnten kein COX-2-Protein in 

Thrombozyten gesunder Probanden nachweisen (Patrignani et al. 1999, Reiter et al. 2001, 

Takahashi et al. 2008). Hingegen gelang es Weber und Mitarbeitern sowohl COX-2-mRNA 

(mit Hilfe der RT-PCR) als auch COX-2-Protein (mittels Western Blot) in Thrombozyten von 

20 Probanden zu identifizieren (Weber et al. 1999). In der Annahme, dass für die Hemmung 

der COX-2 deutlich höhere ASS-Konzentrationen erforderlich sind als für die Hemmung der 



 Einleitung 

22 
 

COX-1 (Mitchell et al. 1994, vgl. auch Abschnitt 1.2.3.), wurde die Hypothese entwickelt, 

dass eine COX-2-Aktivität in Thrombozyten zu einer TxA2-Synthese führt, die durch ASS 

nicht unterdrückt werden kann. Angesichts der Tatsache, dass für eine vollständige 

Aggregationshemmung durch ASS eine Reduzierung der TxA2-Synthese von mindestens 95% 

notwendig ist (siehe Abschnitt 1.2.5.), könnte bereits eine geringe COX-2-Aktivität 

ausreichen, um die ASS-Wirkung erheblich zu reduzieren oder sogar aufzuheben (Hohlfeld 

und Schrör 1998, Weber et al. 1999).  

 
Auch die Arbeitsgruppe um Rocca et al. berichtete von einer COX-2-Expression in 

Thrombozyten. Die Autoren stellten mittels immunhistochemischer Färbungen fest, dass 3 bis 

8% der Thrombozyten gesunder Probanden COX-2 exprimierten. Der Anteil COX-2-positiver 

Thrombozyten betrug sogar 30 bis 60%, wenn krankheitsbedingt ein gesteigerter 

Thrombozytenumsatz vorlag (Rocca et al. 2002). Für diese Beobachtung fanden Rocca et al. 

folgende Erklärung: Im Gegensatz zu „alten“ Thrombozyten enthalten „junge“ (soeben aus 

dem Knochenmark gebildete) Thrombozyten noch mRNA, „Restbestände“ der 

megakaryozytären mRNA. Da Megakaryozyten sowohl COX-1 als auch COX-2 exprimieren, 

wird bei „jungen“ Thrombozyten die Expression beider Isoformen beobachtet (Rocca et al. 

2002). Die mRNA wird in den Thrombozyten allerdings recht schnell abgebaut und aufgrund 

des fehlenden Zellkerns auch nicht ersetzt. Das COX-2-Protein verschwindet im Gegensatz 

zum COX-1-Protein relativ kurz nach der Entstehung eines Thrombozyten, vermutlich 

aufgrund der für die COX-2 beschriebenen translationalen Inhibierung (Dixon et al. 2000). 

Für Patienten mit gesteigertem Plättchenumsatz ist der Anteil mRNA-haltiger „junger“ 

Thrombozyten erheblich erhöht, in der Folge zeigen diese Patienten eine deutliche 

thrombozytäre COX-2-Expression (Rocca et al. 2002).  

 
Von einer beschleunigten Thrombozytenregeneration sind auch Patienten nach einer Bypass-

Operation betroffen, bei welchen eine extrakorporale Zirkulation während der OP zu 

Thrombozytenverlusten geführt hat. Zimmermann et al. zeigten, dass sich bei diesen Patienten 

häufig eine postoperative „ASS-Resistenz“ entwickelt. Für die von Zimmermann et al. 

untersuchten Patienten (n = 24) war das Maximum der „Resistenz“ fünf Tage nach der OP 

erreicht – die Einnahme von ASS bewirkte nur eine unvollständige Hemmung der TxA2-

Synthese, die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation blieb komplett unbeeinflusst 

(Zimmermann et al. 2001). Diese Beobachtung legte die Vermutung nahe, dass Bypass-

operierte Patienten aufgrund einer gesteigerten Plättchenbildung eine zum Teil COX-2-

vermittelte thrombozytäre TxA2-Synthese aufweisen könnten, die durch ASS nur 
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unzureichend zu unterdrücken wäre. In der Tat konnte die Arbeitsgruppe um Zimmermann et 

al. für den fünften Tag nach der OP eine Steigerung der COX-2-Expression in Thrombozyten 

um den Faktor 16 nachweisen verglichen mit Kontrollwerten vor der OP. Der selektive 

COX-2-Hemmer Celecoxib war allerdings nicht in der Lage, die erhöhte TxA2-Bildung zu 

unterdrücken bzw. die Aggregation zu hemmen (Zimmermann et al. 2003). Dies stand im 

Gegensatz zu den Ergebnissen von Rocca et al., die zeigten, dass die thrombozytäre TxA2-

Synthese signifikant durch den hochselektiven COX-2-Hemmer NS-398 inhibiert werden 

konnte (Rocca et al. 2002).  

 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Frage, inwieweit eine eingeschränkte ASS-

Wirkung bei stabilen KHK-Patienten mit einer Expression der COX-2 in Thrombozyten 

zusammenhängt. Untersuchungen zum Einfluss eines selektiven COX-2-Hemmers 

(Rofecoxib) auf die thrombozytäre TxA2-Synthese und die Thrombozytenaggregation sind 

ebenfalls Gegenstand dieser Arbeit.  

 
Darüberhinaus existiert die Hypothese, dass bei „ASS-resistenten“ Patienten alternative Wege 

der TxA2-Synthese außerhalb des Thrombozyten eine Rolle spielen, die gegenüber ASS 

unempfindlich sind. So könnte es z.B. durch entzündliche Prozesse im Bereich einer 

atherosklerotisch veränderten Gefäßwand zu einer COX-2-Induktion in Gefäßendothelzellen, 

glatten Muskelzellen oder Makrophagen kommen. In der Folge würde COX-2-vermittelt 

PGH2 synthetisiert, welches mit Hilfe der Thromboxan-Synthase (TxS) derselben Zelle zu 

TxA2 umgewandelt werden könnte. Denkbar wäre auch eine transzelluläre TxA2-Synthese 

(Karim et al. 1996) – PGH2 wird z.B. von Makrophagen bereitgestellt und anschließend mit 

Hilfe der TxS der Thrombozyten zu TxA2 umgesetzt. Diese Hypothese zur „ASS-Resistenz“ 

wurde erstmals von Cipollone et al. formuliert. Die Autoren stellten fest, dass sich die TxA2-

Synthese bei Patienten mit instabiler Angina pectoris effektiver durch den COX-1-/COX-2-

Hemmer Indobufen reduzieren ließ als durch niedrig dosiertes ASS (Cipollone et al. 1997). 

Die vorliegende Arbeit prüft diese Hypothese durch Bestimmung der in vivo-TxA2-Synthese 

und der COX-2-Vollblut-Aktivität.  

 

1.7.2.  COX-unabhängige Bildung von Isoprostanen  

 
Isoprostane sind Prostaglandin-ähnliche Verbindungen, die auf nichtenzymatischem Weg 

durch Peroxidation der Arachidonsäure gebildet werden (Morrow et al. 1990). Die Reaktion 

wird durch freie Radikale katalysiert. Im Unterschied zur Prostaglandin-Bildung wird die 
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Arachidonsäure im veresterten Zustand umgewandelt (Morrow et al. 1992), d.h. die 

Isoprostane liegen zunächst in gebundener Form als Phospholipid-Ester in Zellmembranen 

und Lipoproteinen (Lynch et al. 1994) vor und werden erst durch Hydrolyse mit Hilfe von 

Phospholipasen freigesetzt. Die freien Isoprostane zirkulieren im Blutplasma bis sie in 

metabolisierter oder zum großen Teil auch in unveränderter Form mit dem Urin 

ausgeschieden werden (Awad et al. 1993, Wang et al. 1995). Die Isoprostane unterscheiden 

sich in ihrer Stereochemie von den Prostaglandinen (siehe Abb. 7). Sie lassen sich wie diese 

in unterschiedliche Serien einteilen, z.B. in Isoprostane der D-, E- und F-Serie. Eine 

besondere Bedeutung kommt dem 8-iso-Prostaglandin F2α (8-iso-PGF2α) zu. Es wurde als 

eines der ersten Isoprostane in biologischen Proben identifiziert (Morrow et al. 1990) und 

stellt bis heute das am besten untersuchte Isoprostan dar.  

 
Der sog. „oxidative Stress“, die unkontrollierte Oxidation von Biomolekülen wie z.B. von 

Lipiden, wurde als ein Schlüsselmechanismus in der Entwicklung der Atherosklerose bzw. 

KHK identifiziert (Dhalla et al. 2000, Harrison et al. 2003). Entsprechend wurden 

Isoprostane, die auch als in vivo Marker des „oxidativen Stresses“ bezeichnet werden können 

(Lawson et al. 1999, Morrow 2000, Cracowski et al. 2002), in erhöhten Konzentrationen im 

Urin von KHK-Patienten im Vergleich zu Patienten ohne KHK nachgewiesen (Schwedhelm 

et al. 2004). Isoprostane werden aber keineswegs nur als Marker des „oxidativen Stresses“ 

angesehen. Es handelt sich um biologisch aktive Verbindungen. So konnte für 8-iso-PGF2α 

eine starke vasokonstriktorische Wirkung (Takahashi et al. 1992) sowie eine Verstärkung der 

Thrombozytenadhäsion und Thrombozytenaktivierung nachgewiesen werden (Minuz et al. 

1998, Gallet et al. 1999, Minuz et al. 2002). Darüberhinaus zeigt 8-iso-PGF2α u.a. 

proliferative (Yura et al. 1999), proinflammatorische (Leitinger et al. 2001) sowie pro-

atherogene Effekte (Tang et al. 2005).  

 
Die meisten biologischen Effekte der Isoprostane scheinen über die Rezeptoren der 

Prostaglandine vermittelt zu werden. Audoly et al. stellten beim Vergleich von Thromboxan-

Rezeptor-Knock-out- und Wildtyp-Mäusen fest, dass die aggregationsfördernde Wirkung von 

8-iso-PGF2α und 8-iso-PGE2 an das Vorhandensein von Thromboxan-Rezeptoren gebunden 

ist (Audoly et al. 2000).  

 
In mehreren Arbeiten von Davì et al. wurde eine positive Korrelation zwischen der 

Urinexkretion von 8-iso-PGF2α und 11-dehydro-TxB2 nachgewiesen, sowohl für Patienten mit 

Hypercholesterinämie (Davì et al. 1997), Diabetes (Davì et al. 1999) als auch für Patienten 
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mit Adipositas (Davì et al. 2002). Die Autoren vermuteten eine vom „oxidativen Stress“ 

abhängige Thrombozytenaktivierung.  

 
Cipollone et al. untersuchten die 8-iso-PGF2α- und 11-dehydro-TxB2-Exkretion bei ASS-

behandelten Patienten mit instabiler Angina pectoris und stellten fest, dass diese Patienten – 

trotz der Behandlung mit ASS – signifikant höhere 11-dehydro-TxB2-Konzentrationen 

aufwiesen im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris. Außerdem zeigte sich ein 

signifikanter Zusammenhang zwischen der 11-dehydro-TxB2-Exkretion und der Isoprostan-

Exkretion. Die Ergebnisse legten eine Verbindung zwischen der COX-unabhängigen Bildung 

von Isoprostanen und einer unzureichenden ASS-Wirkung auf die Thrombozyten nahe 

(Cipollone et al. 2000).  
 
In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen einer 

„ASS-Resistenz“ bei Patienten mit stabiler KHK und der durch freie Radikale katalysierten 

Umwandlung von Arachidonsäure zu Isoprostanen gibt (siehe auch Abb. 7).  
 

 
Abb. 7: Hypothese zur „ASS-Resistenz“. ASS ist durch Hemmung der COX in der Lage, die 
Prostaglandin-Synthese zu unterbinden, aber nicht die Bildung von Isoprostanen, die durch 
Lipid-Peroxidation der Arachidonsäure entstehen. In der Folge kommt es bei Patienten mit 
verstärkter Lipid-Peroxidation, die entsprechend eine gesteigerte Synthese proaggregatorisch 
wirksamer Isoprostane aufweisen, zu einer abgeschwächten antithrombozytären Wirkung von 
ASS.  
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1.7.3.  Polymorphismen des ADP-Rezeptors P2Y12 

 
Adenosindiphosphat (ADP) gehört zu den wichtigsten Mediatoren der Thrombozyten-

aggregation. Die Thrombozytenoberfläche weist eine Reihe von ADP-Bindungsstellen auf, 

von denen bisher drei purinerge Rezeptoren näher charakterisiert wurden: der P2X1-Rezeptor, 

ein Liganden-gesteuerter Ionenkanal und die G-Protein gekoppelten Rezeptoren P2Y1 und 

P2Y12 (Daniel et al. 1998). Der P2Y12-Rezeptor wurde als Angriffspunkt der Thrombozyten-

aggregationshemmer Clopidogrel und Ticlopidin identifiziert (Hollopeter et al. 2001).  

 
Gegenwärtig wird der Einfluss genetischer Faktoren auf die Thrombozytenaggregation nur 

teilweise verstanden (O’Donnell et al. 2001). Genetische Polymorphismen des ADP-

Rezeptors P2Y12 wurden im Zusammenhang mit einer veränderten Thrombozytenaktivierung 

und einer veränderten Wirksamkeit von Thrombozyteninhibitoren beschrieben. So konnte für 

bestimmte seltene Polymorphismen des P2Y12-Gens eine gesteigerte Blutungsneigung 

festgestellt werden (Cattaneo et al. 2003, Shiraga et al. 2005). Hingegen wurden wesentlich 

häufiger vorkommende P2Y12-Polymorphismen mit einem erhöhten atherothrombotischen 

Risiko assoziiert (Fontana et al. 2003a, Fontana et al. 2003b, Ziegler et al. 2005, Cavallari et 

al. 2007, Rudez et al. 2008).  

 
Das P2Y12-Gen umfasst 47 kb und besteht aus drei Exons (National Center for Biotechnology 

Information 2008). Häufig vorkommende Polymorphismen sind in Abb. 8 dargestellt.  

 

         
 
Abb. 8: Polymorphismen des ADP-Rezeptor-Gens P2Y12 (nach Fontana et al. 2003a) 
 

Der H1/H2-Haplotyp besteht aus mehreren miteinander gekoppelten Polymorphismen, wobei 

H2 für den seltener auftretenden Haplotyp steht und H1 für den Wildtyp-Haplotyp (Fontana et 
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al. 2003a). Der 34C>T-Polymorphismus tritt ebenfalls häufig auf und wurde mit einer 

reduzierten klinischen Wirksamkeit von Clopidogrel assoziiert (Ziegler et al. 2005).  

 
In einer Studie von Fontana et al. wurde der H2-Haplotyp bei gesunden Probanden signifikant 

mit einer erhöhten ADP-induzierten Thrombozytenaggregation assoziiert. Dies galt sowohl 

für homozygote als auch für heterozygote Träger des H2-Allels, wobei homozygote Träger  

eine besonders hohe Aggregation zeigten (Fontana et al. 2003a).  

 
Darüberhinaus stellten Fontana et al. in einer Fall-Kontroll-Studie fest, dass der H2-Haplotyp 

zahlenmäßig häufiger in einer Gruppe von 184 pAVK-Patienten vertreten war im Vergleich 

zu 330 Kontrollen ohne pAVK (Fontana et al. 2003b). In einer aktuellen Fall-Kontroll-Studie 

von Cavallari et al. wurde ein ähnliches Ergebnis für KHK-Patienten erzielt. Cavallari et al. 

führten bei 1.945 Patienten eine Koronarangiographie durch; bei 991 Patienten war 

mindestens ein Koronargefäß um mehr als 50% verengt (KHK-Gruppe), 387 Patienten hatten 

keine Anzeichen einer KHK (Patienten mit leichten Verengungen wurden von den weiteren 

Untersuchungen ausgeschlossen). Eine Genotypisierung beider Gruppen ergab, dass der H2-

Haplotyp des ADP-Rezeptors P2Y12 signifikant häufiger in der KHK-Gruppe identifiziert 

wurde (Cavallari et al. 2007).  

 
Diese Ergebnisse führten zu der Vermutung, dass Träger des H2-Haplotyps möglicherweise 

ein erhöhtes Risiko für atherothrombotische Komplikationen aufweisen, und dass 

antithrombozytäre Substanzen in ihrer Wirkung abgeschwächt sein könnten. In diesem 

Zusammenhang sind nicht nur die Thienopyridine Clopidogrel und Ticlopidin gemeint, für 

die aufgrund ihrer lediglich partiellen Hemmung der P2Y12-Rezeptoren (Storey et al. 2002, 

Aleil et al. 2005) eine reduzierte Wirksamkeit infolge einer verstärkten Aktivität der P2Y12-

Rezeptoren vorstellbar wäre. Die Vermutung betrifft auch ASS. Da ASS primär die TxA2-

abhängige Signalkaskade der Thrombozytenaktivierung hemmt und den ADP-vermittelten 

Signalweg weitgehend unbeeinflusst lässt, könnte ein übermäßig stark ADP-abhängiger 

Aggregationsmechanismus insgesamt auch die ASS-Wirkung schmälern. In diesem Fall läge 

einer „ASS-Pseudoresistenz“ vor (siehe Abschnitt 1.4.5.).  

 
Somit lautet eine Hypothese der vorliegenden Arbeit: Kann eine „ASS-Resistenz“ bei KHK-

Patienten mit Polymorphismen des ADP-Rezeptor-Gens P2Y12 in Zusammenhang gebracht 

werden (siehe auch Abb. 9)? Augenmerk wird sowohl auf den H2-Haplotyp als auch auf den 

34C>T-Polymorphismus gerichtet.  
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Abb. 9: Hypothese zur „ASS-Resistenz“. Dargestellt ist ein Thrombozyt in seiner 
Aktivierungsphase. Die Aggregation von Thrombozyten wird über zahlreiche Wege vermittelt. 
Zu den wichtigsten Mechanismen zählen die COX-abhängige Synthese von TxA2, welches 
nach Freisetzung die Thromboxan-Rezeptoren (TxA2-R) aktiviert und die Granula-Sekretion 
von ADP, welches an ADP-Rezeptoren (z.B. P2Y12) bindet. Beide Wege führen zu einer 
Aktivierung der Glykoprotein IIb-IIIa-Rezeptoren (Fibrinogen-Rezeptoren) mit nach-
folgender Aggregation der Thrombozyten über „Fibrinogen-Brücken“. Während es unter 
einer ASS-Therapie zu einer Blockade des TxA2-vermittelten Signalweges kommt, bleibt der 
ADP-Signalweg weitgehend unbeeinflusst. In der Anwesenheit von P2Y12-Rezeptor-
Polymorphismen (H2-Haplotyp und/oder 34C>T), welche in der Vergangenheit mit einer 
verstärkten Thrombozytenaggregation assoziiert wurden, könnte eine Therapie mit ASS 
möglicherweise aufgrund des Überwiegens des ADP-vermittelten Signalweges unzureichend 
sein.  
 

 

 

ADP

P2Y12

ADP

Fibrinogen

GPIIb-IIIaKollagen

TxA2

AA

COX

TxA2

ASS

H2-Haplotyp
34C>T

Eine mögliche Erklärung 
für eine abgeschwächte 

antithrombozytäre 
Wirkung von ASS?

TxA2-R

Koll-R



 Methoden 

29 
 

2.  Methoden 

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

Ärztekammer Hamburg eingeholt. 

 

2.1.  Studienkollektiv 

 
2.1.1.  Rekrutierung der Patienten 

 
Die Rekrutierung der Patienten erfolgte in Zusammenarbeit mit Herz InForm e.V., der 

Vereinigung der Hamburger Herzsportgruppen. Die Herzsportgruppen erhielten ein 

Informationsblatt, in dem auf die Durchführung und Zielsetzung der Studie hingewiesen 

wurde. Bei Interesse wurden die Teilnehmer der Herzsportgruppen gebeten, sich einen 

Termin zur ausführlichen Information und Untersuchung geben zu lassen.  

Insgesamt konnten 140 Patienten rekrutiert werden.  

Alle Patienten wurden über das Wesen und die Bedeutung der Studie aufgeklärt und gaben ihr 

schriftliches Einverständnis.  

 

2.1.2.  Ein- und Ausschlusskriterien 

 
Voraussetzung für die Teilnahme an der Studie war das Vorliegen einer stabilen koronaren 

Herzerkrankung, die entweder durch eine koronarangiographische Dokumentation oder durch 

einen Myokardinfarkt in der Vorgeschichte gesichert sein musste. Ein weiteres 

Einschlusskriterium war die regelmäßige Einnahme von 100 mg ASS pro Tag seit mindestens 

einer Woche. 

 
Ausschlusskriterien waren: 

 ein Myokardinfarkt innerhalb der letzten zwei Wochen vor Studienbeginn,  

 größere Operationen innerhalb der letzten 12 Wochen vor Studienbeginn,  

 die Einnahme einer von 100 mg/d abweichenden ASS-Dosis,  

 die Einnahme anderer Thrombozytenaggregationshemmer als ASS: 

Thienopyridine (Clopidogrel, Ticlopidin), Dipyridamol,  

 die Behandlung mit Glykoprotein IIb-IIIa-Rezeptor-Antagonisten  

(z.B. Abciximab),  
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 eine Therapie mit oralen Antikoagulantien (Phenprocoumon),  

 die Anwendung von Heparinen und Heparinoiden,  

 eine Behandlung mit COX-2-Inhibitoren (z.B. Celecoxib),  

 eine Niereninsuffizienz mit einem Serum-Kreatinin-Wert von über 2,0 mg/dl,  

 Leberfunktionsstörungen bzw. eine Leberinsuffizienz,  

 Schwangerschaft und Stillzeit,  

 ein kardiogener Schock innerhalb der letzten 12 Monate,  

 eine dekompensierte oder klinisch signifikante Herzinsuffizienz,  

 eine Prinzmetalangina,  

 eine unbehandelte Hyperthyreose und Hypothyreose,  

 das Vorliegen eines weiteren, die Lebenserwartung einschränkenden Leidens,  

 Alkohol-, Medikamenten- und Drogenmissbrauch.  

 
Von den 140 rekrutierten Patienten mussten zehn Patienten von der Studie ausgeschlossen 

werden: 

Ein Patient hatte fünf Tage vor Studienbeginn einen Myokardinfarkt erlitten. Bei zwei 

weiteren Patienten lag weder eine angiographische Dokumentation einer KHK vor, noch ein 

Myokardinfarkt in der Vorgeschichte. In einem Fall bestand der Verdacht auf 

Alkoholmissbrauch. Die übrigen Patienten mussten ausgeschlossen werden, da eine andere 

Dosis als 100 mg ASS pro Tag eingenommen wurde oder eine Kombinationsbehandlung mit 

ASS und Clopidogrel vorlag.  

 

2.1.3.  Patientenbefragung 

 
Für jeden Patienten wurde ein Patientenerhebungsbogen ausgefüllt. Dieser beinhaltete neben 

allgemeinen Patienteninformationen (Geschlecht, Größe, Anschrift, Hausarzt) Fragen zu 

bestehenden kardiovaskulären Risikofaktoren, wie Alter, Familienanamnese, 

Hypercholesterinämie, Hypertonie, Diabetes mellitus, Adipositas und Rauchen. 

Darüberhinaus wurde nach atherothrombotischen Ereignissen in der Vorgeschichte gefragt, 

wie Myokardinfarkt, Schlaganfall und TIA, sowie nach bisherigen Koronarinterventionen 

(Koronarangiographie, PTCA, Stentimplantation, Bypass-Operation). Neben Angaben zu 

weiteren Erkrankungen wurde überprüft, ob innerhalb der letzten drei Monate Impfungen 

vorgenommen wurden. Außerdem wurde die aktuelle Medikation erfasst. Es wurde hierbei 

sowohl nach den verschreibungspflichtigen als auch nach rezeptfreien Medikamenten und 
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Nahrungsergänzungsmitteln gefragt. Besonderes Augenmerk wurde auf die 

Einnahmegewohnheiten von ASS und anderen Cyclooxygenase-Hemmern gerichtet. 

Darüberhinaus war das aktuelle Beschwerdebild von Interesse, insbesondere der Schweregrad 

einer bestehenden Angina pectoris. Der detaillierte Patientenerhebungsbogen ist in Abb. 10 

und Abb. 11 dargestellt.  

 

2.1.4.  Bestimmung allgemeiner Laborparameter 

 
Für jeden Patienten wurden die in Tab. 3 aufgeführten allgemeinen Laborparameter im Labor 

Prof. Arndt & Partner (Hamburg) bestimmt.  

 

 
 

Tab. 3: Übersicht über die im Studienkollektiv bestimmten allg. Laborparameter 

 

Darüberhinaus wurden der Blutdruck und die Herzfrequenz mittels eines vollautomatischen 
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Abb. 10: Patientenerhebungsbogen, Teil 1 

 

Patientenerhebungsbogen - Teil 1 -

Patienten-Nummer: Anschrift des Patienten:

Telefonnummer:

Geschlecht: männlich
weiblich, in der Menopause?

Anschrift des Hausarztes:Geburtsdatum:      / / 
Alter: Jahre
Größe: cm
Gewicht:    kg

Alter ≥ 60: ja nein 
positive Familienanamnese: ja nein , wenn ja:

Hypercholesterinämie: ja nein 
Hypertonie: ja nein 
Diabetes mellitus: ja nein , wenn ja:   Typ I Typ II 
Adipositas: ja nein 

Raucheranamnese: niemals Raucher derzeit Raucher:
Nichtraucher seit seit

Zig. / Tag
Pfeife / Zigarre     

nein ja Jahr
Myokardinfarkt in der Vorgeschichte:

vorherige Koronarintervention: Koronarangiographie *
PTCA *
Stent *
Bypass-OP **

Schlaganfall in der Vorgeschichte:
TIA in der Vorgeschichte:

* inkl. Anzahl mit Jahreszahl
**   inkl. Anzahl der Bypässe

Impfung in den letzten 3 Monaten? ja nein , wenn ja:

Kardiovaskuläre Risikofaktoren 

Diagnosekriterien

Weitere Erkrankungen
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Abb. 11: Patientenerhebungsbogen, Teil 2 
 

Patientenerhebungsbogen - Teil 2 -

Dauermedikation

nein   ja     → Präparat Dosis (z.B.: 1-0-0)

* Einnahme seit: ; heute bereits eingenommen:    ja nein

_________________________________________________________________
_________________________________________________________________

Anwendung wirkstoffhaltiger Salben? 
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2.2.  Probengewinnung 

 
Alle Patienten hatten vor Blutentnahme bzw. Urinabgabe (morgens) eine mindestens 

achtstündige Nüchternperiode eingehalten. Lediglich das Trinken von Wasser war erlaubt.  

 

2.2.1.  Blutentnahme 

 
Insgesamt wurden jedem Patienten 99,7 ml Blut durch Punktion der Kubitalvene mit einer 

Kanüle der Größe 21G entnommen. Der Innendurchmesser der Nadel entsprach 0,8 mm.  

Es wurden pro Patient 11,7 ml EDTA-Blut benötigt. Kalium-EDTA war in den Monovetten 

vorgelegt, so dass bei vollständiger Befüllung eine Endkonzentration von 5,43 mM K2-EDTA 

resultierte. Das EDTA-Blut wurde für die Bestimmung der allgemeinen Laborparameter, für 

die COX-1-Aktivitätsexperimente und für die DNA-Untersuchungen verwendet.  

Ebenfalls für die Bestimmung der allgemeinen Laborparameter wurden 9 ml Blut in eine 

Monovette zur Serumgewinnung abgenommen. 

Darüberhinaus wurden 9 ml heparinisiertes Blut für die Durchführung der COX-2-

Aktivitätsversuche gewonnen. In den entsprechenden Monovetten war Lithium-Heparin in 

einem Konzentrationsbereich von 10 bis 30 I.E. pro ml Blut auf ein Kunststoffgranulat 

aufgebracht.  

Für die Herstellung von plättchenreichem und plättchenarmen Plasma, zum einen zur 

Untersuchung der Thrombozytenaggregation und zum anderen zur Gewinnung von 

Thrombozyten für Protein-Untersuchungen, wurden 70 ml Citrat-Blut entnommen. Es wurde 

eine 0,106 molare Citrat-Lösung in den Monovetten vorgelegt, so dass ein 

Mischungsverhältnis von 1:10 (1 Teil Citrat-Lösung + 9 Teile Blut) resultierte. Es wurde 

darauf geachtet, dass es weder bei der Blutentnahme noch beim anschließenden Vermischen 

von Blut und Antikoagulans zur Bildung von Schaum kam, um eine vorzeitige 

Thrombozytenaktivierung zu vermeiden. Außerdem wurde das Blut nach Möglichkeit nur aus 

leicht gestauter Vene abgenommen, da eine zu starke Stauung eine lokale Hyperfibrinolyse 

auslösen kann. Des Weiteren wurde auf die Reihenfolge der Befüllung der Monovetten 

geachtet: Die Citrat-Monovetten wurden nicht als erstes abgenommen, um Störfaktoren, die 

zu Beginn einer Blutentnahme auftreten können, wie z.B. die Beimengung von 

Gewebsflüssigkeit und damit Gewebsthromboplastin, zu umgehen.  
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2.2.2.  Präparation der Urinproben 

 
Jeder Patient gab am Morgen des Untersuchungstages eine Urinprobe ab. Die Urinbehältnisse 

waren mit einem antioxidativen Gemisch aus einem Teil 4-Hydroxy-2,2,6,6-

tetramethylpiperidin-1-oxyl (freies Radikal) und einem Teil EDTA vorpräpariert. Der Urin 

wurde in 4 Aliquots à 10 ml in Polypropylen-Röhrchen bei -20°C und bei -80°C bis zur 

späteren Aufarbeitung eingefroren.  

 

 

 

2.3.  Bestimmung der Thrombozytenaggregation 

 
Die quantitative Bestimmung der Thrombozytenaggregation erfolgte turbidimetrisch mit Hilfe 

der von Born entwickelten Methode (Born und Cross 1963). Sie beruht auf der Eigenschaft, 

dass die optische Dichte einer Partikelsuspension von der Partikelzahl und nicht von der 

Partikelgröße abhängig ist. Plättchenreiches Plasma (PRP) weist eine sehr geringe 

Durchlässigkeit für langwelliges Licht auf. Nach Zusatz von Thrombozytenagonisten zum 

PRP setzt die Aggregation, d.h. die Bildung großer Thrombozytenaggregate ein, die sich 

durch eine Zunahme der Lichttransmission äußert. Dabei wird das PRP mit Hilfe eines 

kleinen Magnetrührers in Bewegung gehalten, um eine Sedimentation nicht aggregierter 

Thrombozyten zu verhindern. Die Lichttransmission wird fortlaufend photometrisch 

registriert und in Form einer Aggregationskurve kontinuierlich aufgezeichnet. Die prozentuale 

Lichttransmission dient als Maß für die Aggregabilität der Thrombozyten. Vor Beginn der 

Messung wird das zu untersuchende PRP auf einen Wert von 0% Transmission und das 

dazugehörige plättchenarme Plasma (PPP) auf einen Wert von 100% Transmission 

eingestellt. Da diese Einstellungen bei der Untersuchung verschiedener Plasmaproben stets 

erneut für das jeweilige PRP und PPP vorgenommen werden, ist es auf diese Weise möglich, 

die Transmissionsunterschiede der verschiedenen Plasmen, z.B. die Färbung, auszugleichen.  

Die Messungen wurden in einem APACT Zwei-Kanal-Aggregometer (LAbor Fibrintimer® 

Ahrensburg) durchgeführt. Das Messprinzip ist schematisch in Abb. 12 dargestellt.  

 

2.3.1.  Herstellung von plättchenreichem und plättchenarmen Plasma 

 
Unmittelbar nach Blutentnahme wurde durch Zentrifugation des Citrat-Vollblutes für 

15 Minuten bei 200 g und 25°C plättchenreiches Plasma gewonnen. Dieses wurde vorsichtig 
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mit Hilfe einer Pipette abgehoben und bis zur Bestimmung der Aggregation bei 

Raumtemperatur aufbewahrt. Um plättchenarmes Plasma zu gewinnen, wurde das Sediment 

erneut zentrifugiert, diesmal jedoch bei 2000 g für 10 Minuten (siehe Abb. 13).  

  

 
 
Abb. 12: Schematische Darstellung des Messprinzips eines Aggregometers 

 

 
Abb. 13: Gewinnung von plättchenreichem und plättchenarmen Plasma 

 

2.3.2.  Aggregationsinduktoren 

 
Als Thrombozytenagonisten wurden drei verschiedene Substanzen verwendet: Kollagen, 

Arachidonsäure und Adenosin-5´-diphosphat (siehe Abb. 14).  

 
Das verwendete Kollagen-Reagenz Horm® besteht aus 1 mg nativen Kollagenfibrillen equiner 

Sehnen, die in 1 ml einer isotonen Glucoselösung (pH 2,7 – 2,9) suspendiert vorliegen. Die 
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Verdünnungen dieser Kollagen-Suspension wurden an jedem Versuchstag frisch hergestellt. 

Als Verdünnungsmedium wurde ein isotoner Aggregationspuffer (Horm® Puffer) verwendet, 

so dass im PRP Endkonzentrationen von 0,5, 1, 2, 5 und 10 mg/l resultierten.  

Im Laufe der Studie musste einmal die Kollagen-Charge gewechselt werden. Da mit der 

ersten Charge kontinuierlich niedrigere Aggregationswerte gemessen wurden, wurden diese 

Werte durch die Einrechnung eines Faktors korrigiert.  

 
Aufgrund der extrem starken Oxidationsempfindlichkeit der Arachidonsäure wurde diese als 

Lyophilisat zunächst in Eis gekühltem, hochreinem Wasser (Ultrapur®) gelöst. Anschließend 

wurden – ebenfalls auf Eis – Aliquots für die einzelnen Versuchstage hergestellt, sofort mit 

Argon überschichtet und unverzüglich bei -80°C eingefroren. Die Konzentration der Lösung 

wurde so berechnet, dass sich eine Endkonzentration von 1 mmol/l Arachidonsäure im PRP 

ergab. 

 
Adenosin-5´-diphosphat (ADP) wurde in physiologischer Kochsalz-Lösung gelöst und in 

einer Endkonzentration von 2 µmol/l eingesetzt. Diese Lösung wurde am Versuchstag stets 

frisch hergestellt. 

 
 
Abb. 14: Thrombozytenagonisten 

 

2.3.3.  Durchführung der Aggregationsversuche 

 
Da das Ausmaß der Thrombozytenaggregation deutlich vom Zeitpunkt der Durchführung 

abhängig ist, wurde für jeden Patienten ein Zeitplan mit festgelegter Reihenfolge der 

einzelnen Untersuchungen eingehalten (siehe Abb. 15). Außerdem wurde berücksichtigt, dass 

die Messungen mit einer Testsubstanz (ASS bzw. Rofecoxib) und der dazugehörigen 

Kontrolle stets aufeinander folgend durchgeführt wurden. In der Regel konnte der Zeitplan 

innerhalb von zwei Stunden nach Gewinnung des PRP abgearbeitet werden. Um eine 

Kollagen Arachidonsäure ADPKollagen Arachidonsäure ADP
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Kontrolle über die Konstanz der Aggregationsmesswerte im Untersuchungszeitraum zu 

erhalten, wurde zu Beginn, in der Mitte und am Ende der Messreihe eine Kontrollbestimmung 

der Aggregation mit jeweils 1 mg/l Kollagen vorgenommen. Eine Abweichung der drei 

Kontrollwerte von bis zu 10% wurde akzeptiert.  

 

    
 
Abb. 15: Zeitplan zur Durchführung der Aggregationsmessungen 

 

Jede Messung wurde als Doppelbestimmung durchgeführt. Pro Testansatz wurden 250 µl 

PRP in eine Küvette pipettiert und für 15 Minuten bei 37°C vorgewärmt. Anschließend wurde 

die Küvette in den Strahlengang des auf 37°C beheizten Aggregometers platziert und unter 

konstanter Rührung (1000 Umdrehungen pro Minute) 10 µl Thrombozytenagonist 

hinzugefügt. Unmittelbar nach Zusatz des Agonisten wurde die Messung gestartet und über 

vier Minuten aufgezeichnet. Die Aggregationsreaktion wurde nach Messende gestoppt, indem 

der Aggregationsüberstand sofort abpipettiert und in flüssigem Stickstoff eingefroren wurde. 

Nach Fertigstellung einer gesamten Messreihe wurden die Aggregationsüberstände nach 

Arachidonsäure-Induktion bei -80°C gelagert (aufgrund der starken Oxidations-

empfindlichkeit der Arachidonsäure) und alle anderen Überstände bei -20°C. Später wurde in 

den Überständen die Konzentration an Thromboxan B2 ermittelt (siehe Kapitel 2.4.).  

 

2.3.4.  Testsubstanzen 

 
Es wurde bei jedem Patienten der Einfluss von ASS und Rofecoxib in vitro auf die 

Thrombozytenaggregation untersucht (siehe Abb. 16).  

1000 µl PRP wurden mit 10 µl einer wässrigen ASS-Lösung (10 mM) versetzt, so dass eine 

Endkonzentration von 100 µM resultierte. Es handelt sich hierbei um eine 
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Standardkonzentration, die zur Einteilung der Patienten in die unterschiedlichen „ASS-

Resistenz“-Typen verwendet wird (Weber et al. 2002). ASS wurde in Aqua ad iniectabilia 

gelöst und zwar stets direkt vor Versuchsbeginn, da ASS in Wasser einer relativ schnellen 

Esterhydrolyse unterliegt. Pro Testansatz wurden 250 µl des mit ASS versetzten PRP 

15 Minuten bei 37°C inkubiert. Es folgte die Aggregationsmessung, wie in Abschnitt 2.3.3. 

beschrieben, direkt im Anschluss an eine Kontrollbestimmung ohne ASS-Zusatz in vitro. Als 

Thrombozytenagonist wurde Kollagen in einer Endkonzentration von 1 mg/l eingesetzt.  
 

   
 
Abb. 16: Substanzen für die in vitro Testung 

 

Für die Untersuchungen mit Rofecoxib wurde eine Endkonzentration von 10 µM gewählt, da 

die COX-2 bei dieser Konzentration nahezu vollständig inhibiert wird, während es kaum zu 

einer COX-1-Hemmung kommt (siehe Abb. 17).  

 

 
Abb. 17: Konzentrationsabhängige Hemmung der COX-1 und COX-2 durch Rofecoxib (nach 
Patrono 2001) 
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Da Rofecoxib in alkoholischen Lösungsmitteln sehr schlecht löslich und in Wasser praktisch 

unlöslich ist, musste Rofecoxib in DMSO gelöst werden. In Vorversuchen konnte jedoch 

festgestellt werden, dass sich DMSO bereits in niedrigen Konzentrationen negativ auf die 

Thrombozytenaggregation auswirkt. Je höher der Anteil an DMSO, desto stärker wurde die 

Aggregation vermindert (siehe Abb. 18).  

 

 
 
Abb. 18: Einfluss des Lösungsmittels DMSO auf die Thrombozytenaggregation 

 

Aus diesem Grund wurde ein Versuchsansatz gewählt, in dem nur 1‰ DMSO als 

Endkonzentration im PRP vorlag, da es mit dieser Konzentration zu keiner bzw. allenfalls nur 

zu einer geringfügigen Beeinflussung der Aggregation kommt. D.h. es wurde 1 µl einer 

10 mM Rofecoxib-Lösung in 1000 µl PRP pipettiert (Endkonzentration für Rofecoxib: 

10 µM). Hiervon wurden pro Testansatz 250 µl für 15 Minuten bei 37°C inkubiert und 

anschließend die Aggregation mit 1 mg/l Kollagen bestimmt. Ein Kontrollansatz, bei dem nur 

mit dem Lösungsmittel DMSO inkubiert wurde, wurde gleich im Anschluss an die 

Rofecoxib-Messung durchgeführt. 

 

2.3.5.  Auswertung der Aggregationskurven 

 
Die Aggregationsmesskurven wurden mit Hilfe der APACT-Software 1.4 dargestellt und 

ausgewertet.  

In Abb. 19 ist eine typische Aggregationskurve dargestellt, wie sie nach Stimulation mit z.B. 

Kollagen aussehen kann. Nach einer kurzen Verzögerungsphase ist zunächst häufig eine 
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Abnahme der Lichttransmission zu beobachten, die auf die Formveränderung (sog. „shape 

change“) der Thrombozyten zurückgeführt wird. Im weiteren Verlauf steigt die 

Aggregationskurve an und nähert sich nach kurzer Zeit asymptotisch dem Wert für die 

maximale Aggregation.  

Zur Auswertung der Aggregationskurven wurden vier Parameter herangezogen:  

 
1. die maximale Aggregation in Prozent, 

2. die maximale Steigung in Prozent pro Minute, 

3. die lag time in Sekunden, d.h. die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Steigung, 

4. die Fläche unter der Kurve (AUC) in Prozent x Minuten. 

 

 
 
Abb. 19: Messparameter zur Auswertung der Aggregationskurven 

 

Bei der Verwendung von ADP als Thrombozytenagonist ist in der Regel ein biphasischer 

Verlauf der Aggregationskurven zu beobachten (siehe Abb. 20, blaue Kurve). Die erste Phase, 

die durch den exogenen Aggregationsinduktor ausgelöst wird, führt zunächst zur reversiblen 

Zusammenlagerung von Thrombozyten (primäre Aggregation). Nach vorübergehendem 

Erreichen eines Plateaus schließt sich die zweite Phase an, die durch die Freisetzung der 

aggregationsfördernden Substanzen aus den thrombozytären Speichergranula gekennzeichnet 

ist (sekundäre, irreversible Aggregation). 
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Abb. 20: Aggregationskurve mit biphasischem Verlauf (blau) bzw. Desaggregation (rot) 

 

Ist diese Freisetzungsreaktion gehemmt, d.h. entfällt die sekundäre Aggregation, so 

desaggregieren die in der primären Aggregationsphase gebildeten lockeren 

Thrombozytenaggregate unter Einwirkung der Scherkräfte des Rührers (siehe Abb. 20, rote 

Kurve). Die dadurch resultierende Abnahme der Lichttransmission, die unter Umständen 

wieder den Ausgangswert des PRP annehmen kann, wurde ebenfalls bei der Auswertung 

berücksichtigt.  

 

 

 

2.4.  Bestimmung der Kollagen-induzierten Thromboxan B2-Bildung 

 
Zur Charakterisierung der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation wurde neben der 

Auswertung der Aggregationskurven (siehe Abschnitt 2.3.5.) das während der 

Aggregationsreaktion gebildete Thromboxan A2 (TxA2) bestimmt. Da Thromboxan A2 sehr 

schnell (t1/2 ca. 32 sek bei 37°C, pH 7,4) zum wirkungslosen, aber stabileren Thromboxan B2 

(TxB2) gespalten wird (siehe Abb. 21), wurde letzteres quantifiziert.  

 
Zunächst wurden die gewonnenen Aggregationsüberstände (siehe Abschnitt 2.3.3.) 

aufgereinigt. Hierzu wurden, nach vollständiger Abtrennung der Thrombozytenaggregate 

durch Zentrifugation (12.000 g, 5 min), jeweils 100 µl Überstand in 400 µl kaltes Methanol 

pipettiert. Die gefällten Serumproteine wurden abzentrifugiert (12.000 g, 5 min, 4°C) und 
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verworfen. Da bei der TxB2-Bestimmung organische Lösungsmittel stören, wurden die 

methanolischen Überstände im Rotations-Vakuum-Konzentrator zur Trockne eingeengt 

(40°C, 2 h) und bis zur weiteren Bearbeitung bei -20°C eingefroren.  

 

 
 

Abb. 21: Abbau von Thromboxan A2 zum stabileren Thromboxan B2 

 

Die TxB2-Quantifizierung erfolgte mit Hilfe eines kompetitiven Enzymimmunoassays 

(Pradelles et al. 1985). Das Prinzip beruht auf der Konkurrenz des zu bestimmenden TxB2 

und eines TxB2-Acetylcholinesterase (AChE)-Konjugats („TxB2-Tracer“) um eine begrenzte 

Anzahl TxB2-spezifischer Antikörper. Da die Konzentration des TxB2-Tracers konstant 

gehalten wird, während die des TxB2 variiert, ist die Konzentration des an die Antikörper 

gebundenen TxB2-Tracers invers proportional zu der gesuchten TxB2-Konzentration. Nach 

Bindung der Antikörper-TxB2-Komplexe bzw. der Antikörper-TxB2-Tracer-Komplexe an 

einen immobilisierten primären Antikörper, und nach Abwaschen aller ungebundenen 

Substanzen wird mit Ellman’s Reagenz, bestehend aus Acetylthiocholin (Substrat der AChE) 

und 5,5’-Dithio-bis-(2-Nitrobenzoesäure), inkubiert. Das durch die enzymatische Reaktion 

der AChE gebildete Thiocholin reagiert mit der 5,5’-Dithio-bis-(2-Nitrobenzoesäure) zu 

einem gelben Farbstoff, der 5-Thio-2-Nitrobenzoesäure, welche ihr Absorptionsmaximum bei 

412 nm hat. Die Farbintensität wird spektrophotometrisch bestimmt und verhält sich 

proportional zur Menge des gebundenen TxB2-Tracers bzw. invers proportional zur Menge 

des freien TxB2.  

 
Die von den Serumproteinen befreiten und zur Trockne eingeengten Aggregationsüberstände 

wurden in EIA-Puffer aufgenommen. Anschließend erfolgte die Durchführung des 

Enzymimmunoassays nach den Vorgaben des Herstellers (Cayman). Alle Proben wurden 

doppelt bestimmt. Es wurden auf jeder Mikrotiterplatte Qualitätskontrollen mitgeführt. Die 

Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software Magellan 4.0. Anhand einer Standardkurve 

wurden die TxB2-Konzentrationen in pg/ml ermittelt. Die untere Detektionsgrenze lag 

durchschnittlich bei 50 pg TxB2 pro ml Aggregationsüberstand. In Abb. 22 ist eine TxB2-

Standardkurve exemplarisch dargestellt.  
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Abb. 22: Thromboxan B2-Standardkurve. B0 = maximale Menge des gebundenen TxB2-
Tracers in Abwesenheit des zu bestimmenden freien TxB2; B = Menge des gebundenen TxB2-
Tracers in Anwesenheit des zu bestimmenden freien TxB2.  
 

 

 

2.5.  Bestimmung der ASS-Metabolite im Urin mittels HPLC 

 
Die ASS-Metabolite Salicylsäure und Salicylursäure (o-Hydroxyhippursäure) wurden im Urin 

mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt. Es wurde eine Methode 

entwickelt, die drei in der Vergangenheit bereits beschriebene Methoden miteinander 

verbindet (Bakar und Niazi 1983, Krivosíková et al. 1996, Siegmund et al. 1998).  

 

2.5.1.  Extraktion von Salicylsäure und Salicylursäure 

 
Nach dem Auftauen der bei -20°C gelagerten Urinproben wurden jeweils 500 µl mit einer 

6 N HCl auf einen pH-Wert von 2 eingestellt. Anschließend wurde jede Probe mit 20 µl einer 

10 mmolaren ethanolischen o-Anissäure-Lösung versetzt, so dass eine Endkonzentration von 

400 µmol/l resultierte. o-Anissäure diente als interner Standard (siehe Abb. 23).  

 
Zur Extraktion wurden die Proben mit jeweils 3 ml Diethylether versetzt und gründlich 

gevortext. Die Etherphase wurde jeweils vorsichtig abpipettiert und unter Stickstoff 
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eingeengt. Die Rückstände wurden in je 200 µl des HPLC-Laufmittels aufgenommen und in 

Autosamplergefäße überführt.  

 
Es wurden grundsätzlich Kontrollen nach dem gleichen Schema mit aufgearbeitet. Bei diesen 

handelte es sich um Urin einer Charge, der vor dem Einfrieren Salicylsäure und 

Salicylursäure jeweils in einer Endkonzentration von 100 µmol/l zugesetzt worden war.   
 

 
Abb. 23: o-Anissäure als interner Standard zur Quantifizierung von Salicylsäure und 
Salicylursäure 
 

2.5.2.  HPLC-Analytik von Salicylsäure und Salicylursäure 

 
Der Nachweis der Salicylsäure bzw. Salicylursäure wurde mit einem HPLC-Gerät der Firma 

Dionex durchgeführt. Die Auftrennung erfolgte mittels einer C18-Säule (Macherey-Nagel) der 

Dimension 250 mm x 4,6 mm ID sowie einer Korngröße von 5 µm und einer Porenweite von 

100 Å. Die Temperatur des Säulenofens wurde auf 35°C konstant gehalten. Die Autosampler-

Temperatur betrug 20°C. Es wurden pro Probe 10 µl autoinjiziert. Die Substanzen wurden 

isokratisch mit einem Laufmittel (35% Methanol, 65% Aqua purificata, pH 2,5) bei einem 

Fluss von 1 ml/min aufgetrennt und anschließend mit Hilfe eines Diodenarray-Systems bei 

230 nm und 305 nm detektiert. Die Laufzeit betrug pro Probe 40 min.  

 
Zur Etablierung der Methode wurde zunächst ein Gemisch der Reinsubstanzen gelöst in Aqua 

ad iniectabilia aufgetrennt. Ein Beispiel-Chromatogramm, das bei einer Wellenlänge von 

305 nm aufgenommen wurde, ist in Abb. 24 dargestellt.  

 
Zur Ermittlung der Retentionszeiten (tr) der einzelnen Substanzen in der Matrix Urin, wurden 

die drei Substanzen einer Kontroll-Urinprobe zugesetzt (Salicylsäure und Salicylursäure 

jeweils 100 µmol/l, o-Anissäure 400 µmol/l). Das Chromatogramm ist in Abb. 25 für 

λ = 305 nm dargestellt: Für Salicylursäure wurde eine Retentionszeit von 8,8 min festgestellt, 

für o-Anissäure eine tr von 11,7 min. Salicylsäure wurde am längsten zurückgehalten mit 

einer tr von 20,5 min.  

o-Anissäure (2-Methoxybenzoesäure)

COOH

OCH3
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Abb. 24: HPLC-Chromatogramm der Reinsubstanzen Salicylursäure, o-Anissäure und 
Salicylsäure gelöst in Aqua ad iniectabilia 
 

 
 
Abb. 25: HPLC-Chromatogramm einer Kontroll-Urinprobe, die vor der Etherextraktion mit 
100 µM Salicylursäure, 400 µM o-Anissäure und 100 µM Salicylsäure versetzt wurde. 
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2.5.3.  Berechnung der Salicylsäure- und Salicylursäure-Exkretion 

 
Die Auswertung der HPLC-Chromatogramme erfolgte mit Hilfe der Software Chromeleon 

Version 6.6 (Dionex).  

Die Konzentrationen der ASS-Metabolite Salicylsäure und Salicylursäure in den Urinproben 

der Patienten wurden mit Hilfe der bekannten Konzentration des internen Standards 

berechnet, indem jeweils die Peakfläche des Metaboliten mit der Peakfläche des internen 

Standards ins Verhältnis gesetzt wurde (siehe Abb. 26).  

 

     
 
Abb. 26: Formel zur Berechnung der ASS-Metabolit-Konzentrationen im Urin 

 

Im Labor Prof. Arndt & Partner (Hamburg) wurde für jede Urinprobe die Kreatinin-

Konzentration in g/l bestimmt. Anhand dieser wurde die Exkretion der Salicylsäure bzw. 

Salicylursäure errechnet. Diese wurde in nmol/mg Kreatinin angegeben.  

 

 

 

2.6.  Untersuchung der COX-1- und COX-2-Aktivität im Vollblut 

 
Zur Bestimmung der COX-1- bzw. COX-2-Enzymaktivität im Vollblut wurde die Methode 

nach Brideau modifiziert eingesetzt (Brideau et al. 1996).  

 

2.6.1.  In vitro COX-1-Aktivitätsassay 

 
Für den COX-1-Aktivitätsassay wurde frisches EDTA-Vollblut benötigt. Es wurden pro 

Patient vier Aliquots à 1000 µl in silikonisierte Gefäße der Firma Costing (New York, USA) 

überführt. Im Folgenden wurde eines dieser Aliquots mit einer ASS-Lösung versetzt, ein 

weiteres mit einer Rofecoxib-Lösung; die übrigen zwei Aliquots wurden mit den 

entsprechenden Lösungsmitteln (Wasser bzw. DMSO) zur Kontrolle behandelt. Die 

eingesetzten Konzentrationen und Volumina sind in Tab. 4 angegeben. Nach vorsichtigem 

Vermischen erfolgte eine 15-minütige Inkubation bei 37°C. Anschließend wurde die 

blutgerinnungshemmende Wirkung des Kalium-EDTA (5,43 mM K2-EDTA) durch Zusatz 

ASS-Metabolit-Konz. [µmol/l]  =  
ASS-Metabolit-Peakfläche

o-Anissäure-Peakfläche
x   o-Anissäure-Konz. [µmol/l]ASS-Metabolit-Konz. [µmol/l]  =  

ASS-Metabolit-Peakfläche

o-Anissäure-Peakfläche
x   o-Anissäure-Konz. [µmol/l]



 Methoden 

48 
 

von jeweils 20 µl einer äquimolaren Calciumchlorid-Lösung (entsprechend 271,5 mM CaCl2) 

aufgehoben. Die Sera wurden nach einer Gerinnungszeit von einer Stunde bei 37°C und 

anschließender Zentrifugation (12.000 g für 5 min) abgetrennt. Zur Fällung der Proteine 

wurden jeweils 300 µl Serum mit je 1200 µl Methanol (eiskalt) versetzt und gevortext. Nach 

Entfernen der Serumproteine durch Zentrifugation (12.000 g, 5 min, 4°C) wurden die 

methanolischen Überstände in mehreren Aliquots bei -20°C eingefroren.  

 

 
 
Tab. 4: Konzentrationen und Volumina der im COX-1- bzw. COX-2-Aktivitätsassay 
eingesetzten Substanzen ASS und Rofecoxib. Die Lösungen wurden täglich frisch hergestellt. 
Aqua ad iniectabilia diente als Lösungsmittelkontrolle für den Ansatz mit ASS, DMSO für den 
Rofecoxib-Ansatz. 
 

Der Ablauf eines COX-1-Aktivitätsassays ist in Abb. 27 schematisch dargestellt. Das bei der 

Gerinnungsreaktion entstandene Thromboxan B2 (TxB2) dient als Maß für die Aktivität der 

COX-1. Die Quantifizierung des TxB2 erfolgte aus den methanolischen Überständen mit Hilfe 

eines Enzymimmunoassays (EIA) wie bereits in Kapitel 2.4. beschrieben.  

 

 
 
Abb. 27: Schematische Darstellung des COX-1-Aktivitätsassays 

 

2.6.2.  In vitro COX-2-Aktivitätsassay 

 
Zur Bestimmung der COX-2-Aktivität im Vollblut wurde pro Patient ein Röhrchen 

heparinisiertes Blut benötigt. Es wurde ein 1000 µl-Aliquot mit Rofecoxib (Ansatz 1), zwei 
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End-
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2 - Wasser - 10 µl -
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weitere Aliquots mit DMSO (Ansatz 2 und 3) versetzt und anschließend 15 min bei 37°C 

inkubiert. Die eingesetzten Volumina und Konzentrationen entsprechen denjenigen des 

COX-1-Assays (siehe Tab. 4). Den Ansätzen 1 und 2 wurde eine hochkonzentrierte 

Lipopolysaccharid (LPS)-Lösung (von E. coli, Serotyp 0111: B4, 500.000 EU/mg, verdünnt 

in PBS) zugesetzt, so dass jeweils eine Endkonzentration von 100 µg LPS/ml resultierte. Es 

schloss sich eine 24-stündige Inkubation bei 37°C an, während der es infolge des LPS-

Zusatzes zu einer Induktion der COX-2 kam. Um die COX-2-Basalaktivität ohne LPS zu 

ermitteln, wurde der Ansatz 3 ausschließlich mit PBS behandelt. Zur Plasma-Gewinnung 

wurden die Proben am nächsten Tag bei 12.000 g für 5 min zentrifugiert. Die Fällung der 

Plasma-Proteine erfolgte, indem jeweils 300 µl Plasma mit 1200 µl kaltem Methanol 

vermischt wurden. Die Proteine wurden durch Zentrifugation (12.000 g, 5 min, 4°C) 

abgetrennt und die methanolischen Überstände in mehreren Aliquots bei -80°C eingefroren.  

 
Das Prinzip des COX-2-Aktivitätsassays ist in Abb. 28 zusammengefasst. Das durch die 

COX-2 gebildete Prostaglandin E2 (PGE2) dient als Maß für die COX-2-Aktivität. PGE2 

wurde mit Hilfe eines Enzymimmunoassays quantifiziert (Prostaglandin E2 EIA Kit – 

Monoclonal, Firma Cayman). Voraussetzung für den Einsatz im EIA war, wie bei der TxB2-

Bestimmung, zunächst das Entfernen des Methanols im Rotations-Vakuum-Konzentrator 

sowie das Wiederaufnehmen der Rückstände in EIA-Puffer. Das Prinzip der PGE2-

Bestimmung entspricht dem des TxB2-EIA (siehe Kapitel 2.4.). Die Durchführung erfolgte 

nach den Vorgaben des Herstellers. Auf jeder Mikrotiterplatte wurden Qualitätskontrollen 

mitgeführt. Die PGE2-Konzentrationen wurden in pg/ml errechnet.  

 

 
 
Abb. 28: Schematische Darstellung des COX-2-Aktivitätsassays 
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2.7. Quantifizierung von 2,3-dinor-Thromboxan B2 und 2,3-dinor-6-keto-

Prostaglandin F1α im Urin mittels GC-tandem MS 

 
Die Bestimmung des Thromboxan B2-Metaboliten 2,3-dinor-Thromboxan B2 (2,3-dn-TxB2) 

und des Prostacyclin-Metaboliten 2,3-dinor-6-keto-Prostaglandin F1α (2,3-dn-6-keto-PGF1α) 

erfolgte in Kooperation mit Herrn PD Dr. Dimitrios Tsikas des Instituts für Klinische 

Pharmakologie der Medizinischen Hochschule Hannover.  

 
Es wurden für die Untersuchung beider Metabolite pro Patient 5 ml Urin benötigt, der mit 

einem antioxidativen Gemisch vorbehandelt worden war (siehe Abschnitt 2.2.2.). Die 

Extraktion und Aufreinigung der Metabolite umfasste mehrere Schritte der Fest- bzw. 

Flüssigphasenextraktion (SPE und LPE) sowie verschiedene Derivatisierungsreaktionen. Die 

Quantifizierung erfolgte mittels GC-tandem MS im NICI-Modus. Eine detaillierte 

Beschreibung der Methode zur Quantifizierung des 2,3-dn-TxB2 ist im Journal of 

Chromatography A (Tsikas et al. 2000) veröffentlicht. Ebenfalls ist hier beschrieben, wie die 

Analyse beider Metabolite aus derselben Urinprobe möglich ist. Die Quantifizierung des 

2,3-dn-6-keto-PGF1α wurde in Anlehnung an die Methoden von Falardeau et al. (1981) bzw. 

Daniel et al. (1994) durchgeführt, wobei der Schritt der dünnschichtchromatographischen 

Auftrennung aufgrund des Einsatzes der GC-tandem MS- anstelle der GC-MS-Methode 

weggelassen werden konnte (Tsikas 1998).  

 
Die ermittelten Metabolit-Konzentrationen wurden auf den entsprechenden im Urin 

bestimmten Kreatinin-Wert bezogen. Die 2,3-dn-TxB2- bzw. 2,3-dn-6-keto-PGF1α-Exkretion 

wurde in pg/mg Kreatinin angegeben.  

 

 
 

Abb. 29: Strukturformeln des Thromboxan B2-Metaboliten 2,3-dinor-Thromboxan B2 und des 
Prostacyclin-Metaboliten 2,3-dinor-6-keto-Prostaglandin F1α 
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2.8. Untersuchung der COX-1- und COX-2-Proteinexpression in 

Thrombozyten 

 
2.8.1.  Gewinnung von Thrombozytenprotein aus plättchenreichem Plasma 

 
Zunächst wurde wie in Abschnitt 2.3.1. beschrieben, plättchenreiches Plasma (PRP) 

hergestellt. Dabei wurde unbedingt darauf geachtet, dass es durch die leukozytenreiche 

Intermediärphase zu keiner Verunreinigung des PRP kam. Zwei verschiedene Methoden 

wurden zur Überprüfung der Reinheit des PRP eingesetzt (siehe Abschnitt 2.8.1.1.).  

Pro Patient wurden ca. 6 ml PRP mit 9 ml einer 0,106 molaren tri-Natriumcitrat-Lösung 

(pH 7,4) vorsichtig vermischt. Die dadurch resultierende starke Antikoagulation bewirkte, 

dass die Thrombozyten im anschließenden Zentrifugationsschritt kaum aggregierten. Dadurch 

wurde der Einschluss von Plasma-Proteinen in Thrombozytenaggregate verhindert. Durch 

Zentrifugieren bei 2000 g für 10 min bei 4°C wurden die Thrombozyten pelletiert. Der 

Überstand wurde verworfen, das Thrombozytenpellet wurde in 600 µl Lysis-Puffer 

aufgenommen, welchem kurz vor der Verwendung ein Protease-Inhibitor-Cocktail zugesetzt 

wurde (1 Teil Cocktail auf 1000 Teile Puffer). Mit Hilfe einer Spritze und feiner Kanüle 

wurde das Thrombozyten-Lysat homogenisiert und anschließend für 30 Minuten auf Eis 

gelagert, um eine möglichst hohe Proteinausbeute zu erhalten. Nach Abzentrifugieren und 

Verwerfen des Rückstands wurde der Überstand (das Lysat) in mehreren Aliquots bei -80°C 

bis zur weiteren Bearbeitung eingefroren.  

 

2.8.1.1. Reinheitsprüfung des plättchenreichen Plasmas 

 
Die Reinheit des PRP wurde überprüft, indem entweder ein Ausstrich angefertigt und unter 

dem Lichtmikroskop begutachtet wurde (siehe Abb. 30) oder, indem mit Hilfe eines 

vollautomatischen Teilchenzählers (CASY® Cell Counter) ein Größenspektrum aller in der 

jeweiligen Probe vorliegenden Zellen aufgenommen wurde. Für diese Messung wurde das 

PRP in einer Verdünnung von in der Regel 1:8000 durch eine Kapillare mit einem 

Durchmesser von 60 µm gesogen. Bei einer reinen PRP-Probe ergab sich ein monophasisches 

Spektrum mit einem mittleren Teilchendurchmesser von ungefähr 2,5 µm, entsprechend dem 

Durchmesser von Thrombozyten. Eine durch Erythrozyten bzw. Leukozyten verunreinigte 

Probe konnte dadurch identifiziert werden, dass zum einen ein erhöhter mittlerer 

Teilchendurchmesser bestimmt und zum anderen kein monophasisches Spektrum angezeigt 

wurde.  
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Abb. 30: Lichtmikroskopische Aufnahme eines reinen PRPs (linkes Foto) sowie einer 
Intermediärphase bestehend aus Leukozyten, Erythrozyten und nur wenigen Thrombozyten 
(rechtes Foto) 
 

2.8.1.2. Quantifizierung des Thrombozytenproteins 

 
Die quantitative Proteinanalyse der Thrombozyten-Lysate erfolgte nach der Methode von 

Bradford (Bradford 1976). Diese Methode beruht auf der Bindung eines blauen 

Säurefarbstoffs (Coomassie Brillant-Blau G-250) an Proteine in saurer Lösung. Das sog. 

Bradford-Reagenz besteht zum einen aus diesem in Methanol gelösten Farbstoff und zum 

anderen aus hochprozentiger Phosphorsäure. Durch den Protein-Farbstoff-Komplex kommt es 

zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm (ohne Protein) zu 595 nm (mit 

Protein). Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein Maß für die Proteinkonzentration.  

Zur Erstellung der Kalibrierkurven wurde als Referenzprotein bovines γ-Globulin verwendet. 

Hierzu wurden vier verschiedene Verdünnungen mit folgenden Konzentrationen hergestellt: 

3,45 µg, 6,9 µg, 10,35 µg bzw. 13,8 µg γ-Globulin in jeweils 800 µl Wasser. Die 

Thrombozyten-Lysate wurden entweder 1:10 oder 1:20 mit Wasser verdünnt. Anschließend 

wurden jeweils 10 µl des verdünnten Lysats mit Wasser auf ein Volumen von 800 µl 

aufgefüllt. Sowohl die Verdünnungsreihe des Referenzproteins als auch die zu messenden 

Proben wurden direkt in den Kunststoffküvetten für das Photometer hergestellt und 

grundsätzlich doppelt angesetzt.  

Alle Referenzprotein- und Thrombozytenprotein-Verdünnungen wurden jeweils mit 200 µl 

Bradford-Reagenz gründlich mit Einwegspateln vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 

15 min bei Raumtemperatur wurden die Extinktionen im Photometer bei einer Wellenlänge 

von 595 nm gegen einen entsprechenden Blindwert bestimmt. Die Proben sind innerhalb 

eines Zeitfensters von maximal einer Stunde vermessen worden.  
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Anhand der durch lineare Regression erhaltenen Kalibrierkurve, der für die Thrombozyten-

Proben gemessenen Extinktionen und unter Berücksichtigung der Verdünnungsfaktoren, 

wurden die Proteinkonzentrationen der Thrombozyten-Lysate berechnet.  

 

2.8.1.3. Thrombozytenprotein-Standardpräparation 

 
Um die Proteinexpression im Western Blot quantitativ auswerten zu können, wurde eine 

Thrombozytenprotein-Standardpräparation hergestellt.  

Hierzu wurde von einem mit ASS behandelten Probanden eine große Menge Citrat-Blut 

(100 ml) entnommen und daraus wie in Abschnitt 2.3.1. beschrieben 40 ml PRP hergestellt. 

Die Gewinnung des Thrombozytenproteins erfolgte wie in Abschnitt 2.8.1. erläutert. 

Allerdings wurden entsprechend 60 ml tri-Natriumcitrat-Lösung eingesetzt, und das nach 

Zentrifugation erhaltene Thrombozytenpellet, welches ein Gewicht von 286 mg aufwies, 

wurde in 11,5 ml Lysis-Puffer (inkl. Protease-Inhibitor-Cocktail) homogenisiert. Zur 

vollständigen Lyse wurde ein Ultraschallbad verwendet. Mit Hilfe der Bradford-Methode 

(siehe Abschnitt 2.8.1.2.) wurde ein Proteingehalt von 5,5 µg/µl Thrombozyten-Lysat 

ermittelt. Insgesamt wurden 100 Aliquots à 100 µl bei -80°C eingefroren.  

 

2.8.2.  Proteinauftrennung mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

(SDS-PAGE) 

 
Für die Auftrennung der Thrombozytenproteine wurden Trenngele mit einer Acrylamidmenge 

von 10% hergestellt; die Sammelgele enthielten 4% Acrylamid. Pro Geltasche wurden 

entweder 37,5 µg, 50 µg oder 75 µg Gesamtprotein eingesetzt. Kurz vor der Beladung des 

Gels wurden die Proteinproben mit Lämmli-Puffer versetzt (Endkonzentration 1x). Eine 

anschließende Erhitzung der Proben auf 95°C für 5 min sorgte in Gegenwart der im Lämmli-

Puffer enthaltenen Detergenzien SDS und β-Mercaptoethanol für eine vollständige 

Denaturierung der Proteine. Pro Gel wurde grundsätzlich mindestens ein Molekulargewichts-

Standard mit aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V für mind. 1,5 Stunden.  

 

2.8.3.  Proteintransfer durch Western Blotting 

 
Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Thrombozytenproteine wurden durch 

Elektroblotting auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert (Tank-Blotting). Da mit einer 
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hohen Stromstärke (250 mA) gearbeitet wurde, musste der Transferpuffer stark gekühlt 

werden. Eine Transferzeit von einer Stunde wurde nicht überschritten.  

Die Proteinbanden-Muster wurden durch Anfärben der Membran mit Ponceau S sichtbar 

gemacht. Nichtgebundener Farbstoff wurde mit Hilfe von Wasser entfernt. Die Anfärbung 

diente zur Überprüfung der gleichmäßigen Proteinbeladung der einzelnen Geltaschen. 

Nachdem das Proteinbanden-Muster durch Einscannen dokumentiert worden war, erfolgte die 

Entfärbung durch fünfminütiges Waschen in TBS.  

 

2.8.4.  Immundetektion nach Blotting 

 
Vor der Immundetektion wurden die unspezifisch adsorbierenden Stellen auf der Oberfläche 

der Membran blockiert, indem die Membran mit 5% Milchpulver in TBST unter leichtem 

Schütteln bei Raumtemperatur für ca. eine Stunde inkubiert und danach mindestens dreimal 

für 5 min mit TBST gewaschen wurde.  

Nach Entfernen der Waschlösung wurde die Membran mit dem primären Antikörper über 

Nacht bei 4°C auf einer Schüttelapparatur inkubiert. Tab. 5 enthält eine Beschreibung der 

verwendeten primären Antikörper, ihrer Verdünnungen sowie des eingesetzten 

Verdünnungsmediums.  

 

   
 
Tab. 5: Beschreibung der bei der Immundetektion verwendeten primären Antikörper 

 

Am folgenden Tag wurde der nichtgebundene Antikörper durch mindestens dreimaliges 

Waschen für jeweils 5 min mit TBST entfernt. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem 

entsprechenden sekundären Antikörper für 1,5 Stunden bei Raumtemperatur und leichtem 

Schütteln (siehe Tab. 6). Die Membran wurde zum wiederholten Male – wie oben 

beschrieben – mehrfach gewaschen. Die Entwicklung erfolgte mit Hilfe des Enhanced 

primäre Antikörper

1% Milchpulver
in TBST

1% Milchpulver
in TBST

1:4000monoklonalMausAbcamanti-GAPDH

1:500polyklonalZiegeSanta Cruzanti-COX-2

1% Milchpulver 
in TBST

1:500polyklonalZiegeSanta Cruzanti-COX-1

Verdünnungs-
medium

VerdünnungPräparationerzeugt inFirmaAntikörper

primäre Antikörper

1% Milchpulver
in TBST

1% Milchpulver
in TBST
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Chemiluminescence (ECL) Kits nach den Vorgaben des Herstellers (Amersham). Dabei 

katalysiert die an den sekundären Antikörper gebundene Meerrettich-Peroxidase (HRP) in 

Gegenwart von Wasserstoffperoxid die Oxidation von Luminol. Durch diese Reaktion wird 

Luminol in einen angeregten Zustand überführt. Beim Zurückkehren in den Grundzustand 

kommt es zur Lichtemission und damit zu einer lokalen Schwärzung eines auf die Membran 

aufgelegten Röntgenfilms. Die Filmentwicklung erfolgte in der Dunkelkammer mit 

herkömmlichen Fotoentwicklerlösungen.  

 

 
 
Tab. 6: Beschreibung der bei der Immundetektion verwendeten sekundären Antikörper 
 

2.8.4.1. Untersuchungen zur Spezifität der COX-Antikörper 

 
Da die COX-1 und die COX-2 ein ähnliches Molekulargewicht aufweisen (72 kDa für die 

COX-1, 72 und 74 kDa für die COX-2), musste eine Kreuzreaktivität der verwendeten 

COX-1- bzw. COX-2-Antikörper ausgeschlossen werden.  Untersuchungen zur Spezifität der 

COX-Antikörper sind in Abb. 31 dargestellt.  

 

           
 

Abb. 31: Untersuchungen zur Spezifität der polyklonalen Antikörper gegen die COX-1 bzw. 
COX-2 in humanen Thrombozyten. Im rechten Teil der Abbildung ist zu erkennen, dass der 

sekundäre Antikörper
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COX-2-Antikörper nicht mit dem Thrombozyten-Homogenat eines Normalprobanden, wohl 
aber nach Zugabe rekombinanten COX-2-Proteins reagiert. Der linke Teil der Abbildung 
zeigt die gleichen Thrombozyten-Homogenate, diesmal in der rechten Spur unter Zusatz von 
COX-1-Protein. Der COX-1-Antikörper reagiert in beiden Spuren positiv. GAPDH diente als 
Ladungskontrolle.  
 

2.8.5.  Quantifizierung des COX-2-Proteins in Thrombozyten 

 
Zur Quantifizierung der thrombozytären COX-2 wurde humanes rekombinantes COX-2-

Protein herangezogen, welches in verschiedenen Konzentrationen in jeweils 9 µl der 

Thrombozytenprotein-Standardpräparation (entsprechend 50 µg Gesamtprotein, siehe 

Abschnitt 2.8.1.3.) hineinpipettiert wurde. Das Hinzupipettieren des rekombinanten COX-2-

Standardproteins in ein Thrombozyten-Lysat spiegelt die natürliche Umgebung der COX-2 

besser wider als das bloße Auftragen ohne Einbettung in die gesamten Thrombozytenproteine. 

Wie der Western Blot in Abb. 32 verdeutlicht, erscheint bei gleicher Konzentration die 

COX-2 allein aufgetragen wesentlich schwächer als hinzugefügt. Aus diesem Grund wurde 

für die quantitative Auswertung das Hinzufügen der COX-2 zur Thrombozytenprotein-

Standardpräparation gewählt.  

          
 
Abb. 32: COX-2-Western Blot. In den Spuren 1 bis 3 wurde humanes rekombinantes COX-2-
Protein (r-COX-2) in den angegebenen Konzentrationen aufgetragen. In den Spuren 7, 8 und 
9 wurden die gleichen Konzentrationen an r-COX-2 aufgetragen, diesmal jedoch zugesetzt zu 
je 50 µg der Thrombozytenprotein-Standardpräparation (siehe Abschnitt 2.8.1.3.). Spur 6 
zeigt, dass die verwendete Standardpräparation keine bzw. allenfalls nur eine sehr geringe 
Menge an natürlich vorkommender COX-2 aufweist. GAPDH diente als Ladungskontrolle.  
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Abb. 33 zeigt exemplarisch den Western Blot einer COX-2-Verdünnungsreihe. Bei genügend 

langer Elektrophoresezeit ist sehr deutlich zuerkennen, dass das COX-2-Protein als 

Doppelbande in Erscheinung tritt. Dies lässt sich durch zwei verschiedene 

Glykosylierungsstadien der COX-2 erklären (Otto et al. 1993).  

 
Für die Auswertung wurden die Filme zunächst im „ChemiGenius Bio Imaging System“ 

(Syngene, Cambridge, UK) mit Hilfe der „GeneSnap“ Software (Syngene) fotografiert. 

Anschließend wurde mittels der „GeneTools“ Software (Syngene) die Intensität der 

Proteinbanden ermittelt, indem für jede Bande sowohl eine Peakhöhe als auch eine 

Peakfläche errechnet wurde. In Abb. 34 ist dies für den Western Blot aus Abb. 33 

demonstriert.  

 

 
 
Abb. 33: Western Blot einer COX-2-Verdünnungsreihe. Der linke Teil der Abbildung zeigt 
den mit Ponceau S angefärbten Blot zur Ladungskontrolle (Aufnahme in schwarz-weiß). Im 
rechten Teil der Abbildung ist der Ausschnitt dargestellt, der mit dem COX-2-Antikörper 
behandelt und entwickelt wurde. In den Spuren 1 bis 9 wurde humanes rekombinantes 
COX-2-Protein in folgenden Konzentrationen aufgetragen (jeweils eingebettet in 50 µg der 
Thrombozytenprotein-Standardpräparation): 250 pg (Spur 1), 500 pg (Spur 2), 750 pg 
(Spur 3), 1000 pg (Spur 4), 1250 pg (Spur 5), 1500 pg (Spur 6), 2000 pg (Spur 7), 2500 pg 
(Spur 8) und 5000 pg (Spur 9).  
 

    
 
Abb. 34: Bestimmung der Bandenintensitäten des COX-2-Proteins mit Hilfe der „GeneTools“ 
Software (Syngene)  
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Es konnte eine lineare Beziehung zwischen der COX-2-Konzentration und der errechneten 

Peakhöhe bzw. Peakfläche für beide COX-2-Banden bis zu einer Obergrenze von 1500 pg 

COX-2-Protein nachgewiesen werden (siehe Abb. 35).  

 

 
 
Abb. 35: Linearitätsnachweis zwischen der COX-2-Konzentration und der Bandenintensität 
 

Für die Ermittlung der COX-2-Konzentration in den Thrombozyten-Lysaten der Patienten 

wurde pro Gel eine COX-2-Verdünnungsreihe mit drei Konzentrationen aufgetragen 

(187,5 pg, 375 pg und 750 pg). Bei gegebener Linearität wurde für jeden Western Blot eine 

Geradengleichung ermittelt, die sich auf die Summe der Peakhöhen beider COX-2-Banden 

bzw. auf die Summe der Peakflächen bezog. Anhand dieser Gleichung und der für jede 

Patientenprobe errechneten Peakhöhen- bzw. Peakflächen-Summe konnte die thrombozytäre 

COX-2-Konzentration quantifiziert werden (Einheit: pg/mg Gesamtprotein). Der in der 

Thrombozytenprotein-Standardpräparation endogen vorkommende COX-2-Protein-Gehalt 
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wurde ebenfalls errechnet und bei der Auswertung der einzelnen Patientenproben 

berücksichtigt. Darüberhinaus wurden für jede Patientenprobe die Bandenintensitäten beider 

COX-2-Glykosylierungsformen gesondert analysiert, indem pro Western Blot sowohl für die 

oberen als auch für die unteren COX-2-Banden der Verdünnungsreihe jeweils eine 

Geradengleichung ermittelt wurde. Der Molekulargewichtsunterschied der beiden COX-2-

Glykosylierungsformen wurde bei dieser Berechnung vernachlässigt.  

 

 

 

2.9. Bestimmung der 8-iso-Prostaglandin F2α-Urinexkretion mittels GC-MS 

 
Die Methode zur massenspektrometrischen Quantifizierung von 8-iso-Prostaglandin F2α 

(8-iso-PGF2α) im Urin der Patienten beinhaltet zunächst eine Aufreinigung mittels 

Immunaffinitätschromatographie sowie eine anschließende Derivatisierung des extrahierten 8-

iso-PGF2α in zwei Schritten.  

Als interner Standard wurde [2H4]-15(S)-8-iso-Prostaglandin F2α verwendet (siehe Abb. 36). 

Bei jeder Aufarbeitung wurden Qualitätskontrollen mitgeführt.  

 

 
 
Abb. 36: 8-iso-Prostaglandin F2α und der deuterierte interne Standard für die Quantifizierung 
des 8-iso-Prostaglandin F2α mittels GC-MS 
 

2.9.1.  8-iso-Prostaglandin F2α-Extraktion mit Hilfe der Immunaffinitäts-

chromatographie 

 
Es wurden jeweils 4 ml des mit einem antioxidativen Gemisch vorbehandelten Urins (siehe 

Abschnitt 2.2.2.) mit jeweils 16 µl des internen Standards (0,25 ng in 1 µl absolutem Ethanol 

gelöst) versetzt, so dass eine Endkonzentration von 1 ng/ml resultierte. Durch Zentrifugation 

bei 2000 rpm für 5 Minuten wurde das Urin-Sediment abgetrennt. Die Urinproben wurden 

jeweils direkt auf eine mit einem 8-iso-PGF2α-Antikörper beschichtete Säule gegeben. 
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10 ml Aqua purificata. Mit jeweils 3 ml Elutionslösung wurde eluiert. Die Säulen wurden 

regeneriert, indem sie zuerst mit 10 ml Aqua purificata und anschließend mit 10 ml Säulen-

puffer gewaschen wurden. Bis zur erneuten Verwendung wurden sie bei 4°C gelagert, wobei 

das Säulenmaterial mit 10 ml des Säulenpuffers bedeckt war.  

 

2.9.2.  Derivatisierung von 8-iso-Prostaglandin F2α 

 
Die Eluate wurden im Rotations-Vakuum-Konzentrator bei 60°C bis zur Trockne eingeengt. 

Die Rückstände wurden anschließend in jeweils 300 µl Ethanol aufgenommen. Nach 

gründlichem Vortexen und Überführen in silanisierte Glasgefäße (siehe Abschnitt 2.9.2.1.) 

wurden die Proben erneut bis zur Trockne eingeengt, diesmal mit Hilfe von Stickstoff bei 

Raumtemperatur. Es folgte der erste Schritt der Derivatisierung, bei der 8-iso-PGF2α in ein 

Pentafluorobenzyl-Derivat (PFB-Derivat) umgesetzt wurde (siehe Abb. 37). In Tab. 7 sind die 

Reagenzien aufgeführt, die zu jeder Probe hinzugefügt wurden. Nach kurzem Vortexen wurde 

bei 30°C für eine Stunde inkubiert.   

 

 
 
Abb. 37: Erste Derivatisierungsreaktion von 8-iso-Prostaglandin F2α 

 

 
 

Tab. 7: Pipettierschema der Substanzen für die erste Derivatisierung  

 
Anschließend wurden die Proben unter Stickstoff bei Raumtemperatur bis zur Kristallisation 

eingeengt.  
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Das gebildete PFB-Derivat des 8-iso-PGF2α wurde in einer zweiten Derivatisierungsreaktion 

mit N,O-bis(Trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) zu einem PFB-Trimethylsilyl-Derivat 

(PFB-TMS-Derivat) umgewandelt (siehe Abb. 38). Hierzu wurden die eingeengten Proben 

mit jeweils 100 µl BSTFA versetzt, gevortext und anschließend eine Stunde bei 60°C 

inkubiert. Nach dem Abkühlen wurden die Proben in spezielle GC-MS-Gefäße mit 100 µl-

Einsätzen überführt, wobei darauf geachtet wurde, dass die gebildeten Kristalle nicht in die 

Gefäße gelangten.  

Bis zur Quantifizierung mittels GC-MS wurden die aufbereiteten Proben bei 4°C gelagert.  

 

 
 
Abb. 38: Zweite Derivatisierungsreaktion von 8-iso-Prostaglandin F2α 

 

2.9.2.1. Silanisieren von Glasgefäßen 

 
Um die Anhaftung des Analyten an die Glasoberfläche zu verhindern, wurden die Glasgefäße 

vor der Verwendung silanisiert. Hierzu wurden die Gläser eine Stunde mit einer 6%igen 

Dichlordimethylsilan-Lösung behandelt. Anschließend wurden die Gefäße im Vakuumofen 

bei 150°C für eine Stunde von den Lösungsmittelresten befreit. Die Gläser wurden nach 

Abkühlen über Nacht zweimal für jeweils eine Stunde mit Ethylacetat gespült. Um die Gefäße 

von den restlichen Ethylacetat-Resten zu befreien, wurden diese erneut im Vakuumofen 

getrocknet (bei 100°C für eine Stunde). Nach Abkühlen über Nacht konnten die nun 

silanisierten Glasgefäße verwendet werden.  

 

2.9.3.  GC-MS-Analytik des 8-iso-Prostaglandin F2α 

 
Die Quantifizierung des 8-iso-PGF2α wurde mit einem Quadrupol Massenspektrometer 1200 

(Varian, Walnut Creek, USA) verbunden mit einem Gaschromatographen CP-3800 (Varian) 

durchgeführt.  
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Die gaschromatographische Trennung erfolgte mit Hilfe einer Kapillarsäule factorFOURTM 

(Varian) der Dimension 30 m x 0,25 mm ID und der Filmdicke 0,25 µm. Die Säule wurde 

folgendermaßen erwärmt: 2 Minuten bei 70°C, Erhöhung der Temperatur auf 280°C mit einer 

Geschwindigkeit von 25°C pro Minute und anschließend Erhöhung der Temperatur auf 325°C 

mit einer Geschwindigkeit von 5°C pro Minute. Als Trägergas wurde Helium verwendet. Es 

durchströmte die Säule mit einer Fließgeschwindigkeit von 1 ml pro Minute. Zum Zeitpunkt 

der Injektion hatte der Injektor eine Temperatur von 150°C, die unmittelbar nach Injektion auf 

300°C mit einer Geschwindigkeit von 200°C pro Minute erhöht wurde. Das 

Injektionsvolumen betrug 2,0 µl.  

 
Die „Transferline“ (das Verbindungsstück zwischen GC und MS) wurde konstant bei einer 

Temperatur von 300°C, die Ionenquelle bei einer Temperatur von 170°C gehalten. Die Proben 

wurden mit Hilfe des NICI (negative ion chemical ionization)-Verfahrens ionisiert. Die 

Ionisierungsenergie betrug 70 eV und der Elektronenstrom  150 µA. In der 

Ionisierungskammer befand sich Methan als Reaktionsgas, welches durch den 

Elektronenbeschuss in verschiedene Ionen und Radikale umgewandelt wird, die mit dem 

Analyten reagieren und diesen ionisieren (siehe Abb. 39). 

 

     
 
Abb. 39: Ionisierung des 8-iso-Prostaglandin F2α-Derivats mit Hilfe des NICI-Verfahrens  
 

Die Ionen wurden entsprechend ihres Quotienten aus Masse und Ladung (m/z) in einem 

Quadrupol-Feld aufgetrennt. Der nachgeschaltete Detektor, ein Elektronen-Multiplier, an den 

eine Spannung von 1,4 kV angelegt wurde, lieferte zusammen mit einer entsprechenden 

Datenverarbeitung die Massenspektren. 

 
Die Ionen mit einem m/z-Wert von 569,4 für das 8-iso-PGF2α-Derivat und die Ionen mit 

einem m/z-Wert von 573,4 für das [2H4]-15(S)-8-iso-PGF2α-Derivat wurden im SIM 

(selected-ion monitoring)-Modus detektiert (siehe Abb. 40). 
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Abb. 40: GC-MS-Analytik von 8-iso-Prostaglandin F2α in Urin. SIM der Ionen der PFB-TMS-
Derivate mit m/z = 569,4 für 8-iso-PGF2α und m/z = 573,4 für den internen Standard 
[2H4]-15(S)-8-iso-PGF2α.  
 

2.9.4.  Berechnung der 8-iso-Prostaglandin F2α-Exkretion 

 
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software MSWS Version 6.3 (Varian).  

Es wurden jeweils die Peakflächen des Analyten sowie des internen Standards berechnet. 

Nach der Formel in Abb. 41 wurde die Konzentration an 8-iso-PGF2α im Urin ermittelt.  

 

 
 
Abb. 41: Formel zur Berechnung der 8-iso-Prostaglandin F2α-Konzentration im Urin 

 
Das Labor Prof. Arndt & Partner (Hamburg) bestimmte für jede Urinprobe die Kreatinin-

Konzentration in g/l. Die 8-iso-PGF2α-Exkretion wurde in pg/mg Kreatinin angegeben.  
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2.10.  P2Y12-Genotypisierung 

 
2.10.1.  DNA-Extraktion 

 
Die genomische DNA wurde aus EDTA-Vollblut mit Hilfe des QIAamp DNA Blood Mini 

Kit isoliert. Das Prinzip der Aufreinigung beruht auf einer Anionenaustausch-

Chromatographie. Negativ geladene Phosphatgruppen der Nucleinsäuren binden an positiv 

geladene Oberflächenmoleküle des Trägermaterials.  

 
Am Untersuchungstag des Patienten wurde das entnommene EDTA-Blut bei 2000 g für 

10 Minuten zentrifugiert und der gewonnene Blutkuchen bei -80°C bis zur DNA-Extraktion 

eingefroren. Nach dem Auftauen wurden 100 µl Blutkuchen mit 100 µl PBS vermischt. 

Anschließend erfolgte die Isolierung der DNA nach den Vorgaben des Herstellers (Qiagen). 

Dem verdünnten Blutkuchen wurden 20 µl QIAGEN Protease und 200 µl Lysis-Puffer 

(„Buffer AL“) zugesetzt. Nach gründlichem Vermischen und Inkubation für 10 Minuten bei 

56°C wurden 200 µl Ethanol (absolut) zugefügt. Diese Mischung wurde auf eine QIAamp 

Mini Säule pipettiert. Das Filtrat wurde nach einer einminütigen Zentrifugation bei 6000 g 

verworfen. Die Säule, an welche die DNA gebunden hat, wurde zweimal gewaschen, 

zunächst mit 500 µl „Buffer AW1“, anschließend mit 500 µl „Buffer AW2“. Die DNA wurde 

durch Zugabe von 200 µl „Buffer AE“ auf die Trägermatrix mit nachfolgender fünfminütiger 

Inkubation bei Raumtemperatur und anschließender Zentrifugation (6000 g, 1 min) eluiert. 

Bis zur weiteren Analyse wurde die eluierte DNA bei -20°C gelagert.  

 

2.10.2.  Differenzierung der P2Y12-Genotypen mittels forced mutation PCR-

RFLP-Analyse 

 
Für die Differenzierung der P2Y12-Genotypen wurde eine forced mutation PCR-basierte 

Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus (RFLP)-Analyse entwickelt. Das Prinzip dieser 

Methode beruht zunächst auf der Amplifizierung des auf den Polymorphismus hin zu 

untersuchenden DNA-Abschnitts mit anschließender Hydrolyse des DNA-Abschnitts mit 

Hilfe von Restriktionsendonucleasen. Im Falle des Vorhandenseins eines Polymorphismus 

ergeben sich zwei mögliche Konsequenzen: Entweder ist die Erkennungssequenz für eine 

bestimmte Restriktionsendonuclease zerstört, oder es ist eine neue Erkennungsstelle 

entstanden. Beide Möglichkeiten führen zu einer Veränderung des Restriktionsfragment-

Musters des untersuchten DNA-Abschnitts. Durch eine gelelektrophoretische Auftrennung 
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der erzeugten DNA-Restriktionsfragmente in einer Ethidiumbromid-haltigen Agarosematrix 

werden diese Veränderungen sichtbar gemacht und das Erkennen eines bestimmten 

Polymorphismus ermöglicht.  

 
Im P2Y12-Gen wurden zwei verschiedene Polymorphismen untersucht: 

 
 der 34C>T-Polymorphismus und 

 der H2-Haplotyp. Da der H2-Haplotyp aus mehreren miteinander gekoppelten 

Polymorphismen besteht, die alle mit der gleichen Häufigkeit auftreten (Fontana et 

al. 2003a, Hetherington et al. 2005), wurde nur einer dieser Polymorphismen, der 

52G>T-Polymorphismus, als sog. „tag-SNP“ bestimmt.  

 

2.10.2.1. PCR-Amplifizierung 

 
Es wurden zwei Abschnitte der zuvor isolierten DNA mittels PCR amplifiziert, so dass in 

einem der 34C>T- und in dem anderen der 52G>T-Polymorphismus erfasst werden konnte. 

Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe der Software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi) entworfen und von der MWG-Biotech AG (Ebersberg) 

synthetisiert. Die Primer-Sequenzen sind in Tab. 8 aufgeführt.  

 

        
 

Tab. 8: Primer-Sequenzen. Unterstrichene Basen weichen von der natürlichen DNA-Sequenz 
ab („forced mutations“). Kleingeschriebene Buchstaben zeigen die Basen zur künstlichen 
Verlängerung des Primers an. (Erläuterungen siehe Abschnitt 2.10.2.2.) 
 

Die Reaktionsansätze für die PCR sind in Tab. 9 aufgeführt. Die Angaben beziehen sich auf 

eine DNA-Probe. Für eine höhere Probenanzahl n wurde ein n-facher Ansatz berechnet.  

 

reverse

reverse

forward

forward

Primer

5´-CCG GAT TTG AAA GAA AAT CCT CA-3´

5´-aat aat aat TCA CCT CTG CGC CCG G-3´
52G>T

5´-aat aat GTT ACC AGG CGC AGA GGT GAA-3´

5´-TTT AGA GGA GGC TGT GTC CAA-3´
34C>T

SequenzPolymorphismus

reverse

reverse

forward

forward

Primer

5´-CCG GAT TTG AAA GAA AAT CCT CA-3´

5´-aat aat aat TCA CCT CTG CGC CCG G-3´
52G>T

5´-aat aat GTT ACC AGG CGC AGA GGT GAA-3´

5´-TTT AGA GGA GGC TGT GTC CAA-3´
34C>T

SequenzPolymorphismus
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Tab. 9: PCR-Reaktionsansatz 

 

Um eventuelle Kontaminationen des PCR-Reaktionsansatzes ausschließen zu können, wurde 

grundsätzlich eine Negativkontrolle durchgeführt. Hierfür wurde anstelle der DNA Aqua ad 

iniectabilia eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen der PCR sind in Abb. 42 dargestellt.  

 

          
 
Abb. 42: Reaktionsbedingungen der PCR 

 

Um den Erfolg der PCR zu überprüfen, wurden jeweils 5 µl PCR-Produkt mit 5 µl Aqua ad 

iniectabilia und 2 µl Probenauftragspuffer vermischt und auf ein Ethidiumbromid-haltiges 

3%iges Small-DNA-Agarosegel aufgetragen. Nach der Elektrophorese erfolgte die 

photographische Dokumentation mittels UV-Transillumination. Abb. 43 zeigt beispielhaft 

sowohl die DNA-Amplifikate, die die Base in Position 52 einschließen, als auch die DNA-

Amplifikate, die die Base in Position 34 einschließen.  

Aqua ad iniectabilia

Reaktionspuffer Y (10 x)

reverse-Primer (10 µM)

forward-Primer (10 µM)

dNTP-Mix (jeweils 2,5 mM)

Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl)

DNA

Substanz

25,00 µl-Gesamtvolumen

13,75 µl-

2,50 µl1 x

2,50 µl1 µM

2,50 µl1 µM

2,50 µl250 µM

0,25 µl1,25 U

1,00 µl-

MengeEndkonzentration

Aqua ad iniectabilia

Reaktionspuffer Y (10 x)

reverse-Primer (10 µM)

forward-Primer (10 µM)

dNTP-Mix (jeweils 2,5 mM)

Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl)

DNA

Substanz

25,00 µl-Gesamtvolumen

13,75 µl-

2,50 µl1 x

2,50 µl1 µM

2,50 µl1 µM

2,50 µl250 µM

0,25 µl1,25 U

1,00 µl-

MengeEndkonzentration

94°C

72°C72°C

94°C

58°C

4°C

3:00 min 0:20 min

0:20 min

3:00 min0:25 min

35 Zyklen

Denaturierung Annealing Elongation

94°C

72°C72°C

94°C

58°C

4°C

3:00 min 0:20 min

0:20 min

3:00 min0:25 min

35 Zyklen

Denaturierung Annealing Elongation
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Abb. 43: Kontroll-PCR. Im linken Bild sind die DNA-Amplifikate zur späteren Identifizierung 
des 52G>T-Polymorphismus von beispielhaft fünf Patienten aufgetragen, im rechten Bild die 
DNA-Amplifikate zum anschließenden Nachweis des 34C>T-Polymorphismus.  
 

2.10.2.2. Restriktionsverdau 

 
Das 156 bp lange DNA-Amplifikat zur Bestimmung des 34C>T-Polymorphismus wurde mit 

der Restriktionsendonuclease Tsp 509 I geschnitten. Die Schnittstelle wurde zuvor durch eine 

sog. „forced mutation“ erzeugt: Im reversen Primer (siehe Tab. 8) wurde durch den Austausch 

einer Base die natürliche Basensequenz verändert. Diese Modifikation war erforderlich, da 

weder für die Sequenz des Wildtyps noch für die Sequenz der Mutation passende 

Restriktionsenzyme existieren.  

Des Weiteren ist es notwendig, dass der Mutagenese-Primer unmittelbar vor der Position der 

Base endet, die genetisch polymorph ist.  

Die durch den Primer in die DNA-Sequenz eingeführte Mutation ergab im Fall der 34T-

Variante die Basenabfolge AATT, welche die Erkennungssequenz für Tsp 509 I darstellt. In 

der 34C-Variante ergab sich die Basenabfolge AACT, welche durch Tsp 509 I nicht erkannt 

wird. (Die „forced mutations“ sind unterstrichen.) Infolgedessen wurde durch Tsp 509 I von 

der 34T-Variante ein kleines DNA-Fragment (30 bp) abgespalten, während die Wildtyp-DNA 

unverändert blieb (siehe Tab. 10 und Tab. 11).  

Darüberhinaus wurde der reverse Primer am 5´-Ende um sechs Nucleotide verlängert. Auf 

diese Weise kann leichter zwischen geschnittener und ungeschnittener DNA unterschieden 

werden, da der Fragmentlängenunterschied vergrößert wird.  

 
Das 152 bp lange DNA-Amplifikat zur Bestimmung des 52G>T-Polymorphismus wurde mit 

der Restriktionsendonuclease Sma I geschnitten. Auch in diesem Fall wurde die Schnittstelle 

künstlich mit Hilfe einer „forced mutation“ erzeugt. Die durch den forward Primer in die 

DNA-Sequenz eingeführte Mutation ergab im Fall der Wildtyp-Variante (52G) die 

Basenabfolge CCCGGG, im Fall der 52T-Variante die Abfolge CCCGGT. Da CCCGGG die 

Negativkontrolle Negativkontrolle

200 bp
100 bp

Längenstandard Längenstandard

152 bp große Amplifikate
(schließen jeweils Base in Position 52 ein)

156 bp große Amplifikate
(schließen jeweils Base in Position 34 ein)

200 bp
100 bp

Negativkontrolle Negativkontrolle

200 bp
100 bp

Längenstandard Längenstandard

152 bp große Amplifikate
(schließen jeweils Base in Position 52 ein)

156 bp große Amplifikate
(schließen jeweils Base in Position 34 ein)

200 bp
100 bp
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Erkennungssequenz für Sma I darstellt, wurde nur die Wildtyp-Variante geschnitten (siehe 

Tab. 10 und Tab. 11).  

Zur Vergrößerung des Fragmentlängenunterschiedes wurden an das 5´-Ende des forward 

Primers neun Nucleotide angehängt (siehe Tab. 8). 

 

          
 
Tab. 10: Größe der amplifizierten PCR-Produkte und Restriktionsmuster 

 

          
 
Tab. 11: Darstellung der durch die Mutagenese-Primer induzierten Sequenzen und der 
dazugehörigen Restriktionssequenzen. Kursiv geschriebene Basen entstammen den 
verwendeten Primern. Unterstrichene Basen im Primer sind „forced mutations“. Die 
genetisch polymorphe Base ist rot markiert. Die Restriktionsschnittstellen sind fett 
hervorgehoben.  
 

Die Reaktionsansätze für den Verdau mit Tsp 509 I bzw. Sma I sind in Tab. 12 aufgeführt. 

Der Tsp 509 I-Ansatz wurde zwei Stunden bei 65°C, der Sma I-Ansatz über Nacht bei 25°C 

inkubiert.  

 
Anschließend wurden die Restriktionsprodukte mit jeweils 5 µl Probenauftragspuffer 

vermischt, auf einem Ethidiumbromid-haltigen 3%igen Small-DNA-Agarosegel 

elektrophoretisch aufgetrennt und die Ergebnisse der enzymatischen Spaltung unter UV-

Transillumination photographisch dokumentiert. Die Größe der Restriktionsfragmente wurde 

durch Vergleich mit einem 100 bp-Längenstandard ermittelt.  

 

152 bp

126 bp + 30 bp

Mutation

34C>T

129 bp + 23 bpSma I152 bp52G>T

156 bp

Wildtyp

Restriktionsmuster

156 bp

Größe des 
PCR-
Produktes

Tsp 509 I

Restriktions-
enzym

Polymorphismus

152 bp

126 bp + 30 bp

Mutation

34C>T

129 bp + 23 bpSma I152 bp52G>T

156 bp

Wildtyp

Restriktionsmuster

156 bp

Größe des 
PCR-
Produktes

Tsp 509 I

Restriktions-
enzym

Polymorphismus

Sma I schneidet nicht...GCGCCCGGTAACA...T-Variante (Mutation)

Sma I schneidet...GCGCCCGGGAACA...G-Variante (Wildtyp)

52G>T-Polymorphismus

Tsp 509 I schneidet...GACAATTTCACCT...T-Variante (Mutation)

Tsp 509 I schneidet nicht...GACAACTTCACCT...C-Variante (Wildtyp)

34C>T-Polymorphismus

Sma I schneidet nicht...GCGCCCGGTAACA...T-Variante (Mutation)

Sma I schneidet...GCGCCCGGGAACA...G-Variante (Wildtyp)

52G>T-Polymorphismus

Tsp 509 I schneidet...GACAATTTCACCT...T-Variante (Mutation)

Tsp 509 I schneidet nicht...GACAACTTCACCT...C-Variante (Wildtyp)

34C>T-Polymorphismus
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Tab. 12: Restriktionsverdau mit Tsp 509 I bzw. Sma I 

 

In Abb. 44 und Abb. 45 sind beispielhaft die Elektrophoresemuster der beiden RFLP-

Reaktionen dargestellt. Anhand dieser Muster wurde die Homo- bzw. Heterozygotie der 

Patienten hinsichtlich der beiden untersuchten Polymorphismen ermittelt.  

 

  
 

Abb. 44: Elektrophoresemuster des Tsp 509 I-Verdaus. Spur 1, 11 und 21: 100 bp-Längen-
standard; Spur 2: 34T-Homozygotie; Spur 3, 4, 6-9, 12-15 und 20: 34C-Homozygotie; Spur 5, 
10 und 16-19: 34C/34T-Heterozygotie.  
 

 

MengeEndkonzentration

Restriktionsverdau mit Tsp 509 I

25,0 µl-Gesamtvolumen

12,0 µl-Aqua ad iniectabilia

0,5 µl5 UTsp 509 I (10 U/µl)

2,5 µl1 xNEB-Puffer 1 (10 x)

10,0 µl-PCR-Produkt

Substanz MengeEndkonzentration

Restriktionsverdau mit Tsp 509 I

25,0 µl-Gesamtvolumen

12,0 µl-Aqua ad iniectabilia

0,5 µl5 UTsp 509 I (10 U/µl)

2,5 µl1 xNEB-Puffer 1 (10 x)

10,0 µl-PCR-Produkt

Substanz

MengeEndkonzentration

Restriktionsverdau mit Sma I

25,0 µl-Gesamtvolumen

15,5 µl-Aqua ad iniectabilia

2,0 µl20 USma I (20 U/µl)

2,5 µl1 xNEB-Puffer 4 (10 x)

5,0 µl-PCR-Produkt

Substanz MengeEndkonzentration

Restriktionsverdau mit Sma I

25,0 µl-Gesamtvolumen

15,5 µl-Aqua ad iniectabilia

2,0 µl20 USma I (20 U/µl)

2,5 µl1 xNEB-Puffer 4 (10 x)

5,0 µl-PCR-Produkt

Substanz

1    2    3     4    5    6    7    8    9    10  11  12  13  14 15   16  17  18  19   20  21

156 bp
126 bp

1    2    3     4    5    6    7    8    9    10  11  12  13  14 15   16  17  18  19   20  21

156 bp
126 bp
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Abb. 45: Elektrophoresemuster des Sma I-Verdaus. Spur 1: 100 bp-Längenstandard; Spur 
2-4, 6, 10, 11 und 13-20: 52G-Homozygotie; Spur 5, 7-9 und 21: 52G/52T-Heterozygotie; 
Spur 12: 52T-Homozygotie. 
 

 

 

2.11.  Statistische Auswertung 

 
Die statistischen Berechnungen erfolgten, mit Ausnahme der EC50-Wert-Berechnungen und 

der ROC-Analyse (siehe unten), mit Hilfe des Statistik-Programms StatView Version 5.0 

(SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA).  

 
Für normalverteilte kontinuierliche Variablen wurden der Mittelwert und die 

Standardabweichung (SD) berechnet. Gruppenunterschiede normalverteilter kontinuierlicher 

Variablen wurden mittels des ungepaarten t-Tests analysiert.  

Zur Überprüfung eines linearen Zusammenhangs zweier Variablen wurden eine lineare 

Regression mit Berechnung des Korrelationskoeffizienten r nach Pearson sowie eine 

Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt.  

 
Für nicht-normalverteilte kontinuierliche Variablen wird der Median und der 

Interquartilenabstand, d.h. die Differenz zwischen 75. und 25. Perzentile, angegeben. Die 

Ergebnisse sind graphisch als Box-and-whiskers-Plots dargestellt. Zum Gruppenvergleich 

nicht-normalverteilter Variablen wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test 

verwendet bzw. zum Vergleich verbundener Stichproben der Wilcoxon-Vorzeichen-Test. Für 

den Vergleich von mehr als zwei Gruppen nicht-normalverteilter Variablen wurde eine 

nichtparametrische einfaktorielle Varianzanalyse durchgeführt, der Kruskal-Wallis-Test.  

Mit Hilfe der Spearman-Korrelation wurden nicht-lineare Zusammenhänge zweier Variablen 

untersucht, wobei der Rang-Korrelationskoeffizient ρ (rho) berechnet wurde.  

 

1    2    3     4    5    6    7    8    9   10   11  12  13  14 15  16  17  18  19   20  21

152 bp
129 bp

1    2    3     4    5    6    7    8    9   10   11  12  13  14 15  16  17  18  19   20  21

152 bp
129 bp
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Häufigkeitsunterschiede im Auftreten diskontinuierlicher Variablen wurden mit Hilfe von 

Kontingenztafeln ausgewertet. Zur Testung auf signifikante Unterschiede wurde der Chi-

Quadrat-Test eingesetzt.  

 
Sowohl die Berechnung der EC50-Werte als auch die graphische Darstellung der 

Konzentrations-Wirkungskurven erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 

Version 4.00 (San Diego, California, USA). Die einzelnen Punkte der Konzentrations-

Wirkungskurven stellen jeweils den Mittelwert sowie den Standardfehler (SEM) dar.  

 
Die Receiver-Operating-Characteristics (ROC)-Analyse wurde mit Hilfe des Programms 

SPSS Version 11.5 (Chicago, USA) durchgeführt.  

 
Ein Wert von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.  
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3.  Ergebnisse 

 
3.1.  Allgemeine Charakterisierung des Studienkollektivs 

 
Die 130 in die Studie eingeschlossenen Patienten waren überwiegend männlichen 

Geschlechts. Es haben nur 22 Frauen (16,9%) an der Studie teilgenommen. Das mittlere Alter 

lag insgesamt bei 66 Jahren, wobei der jüngste Patient 43, der älteste 81 Jahre alt war. Da sich 

das Patientenkollektiv zum größten Teil aus sehr gesundheitsbewussten, bewegungsaktiven 

Menschen zusammensetzte, war der BMI in den meisten Fällen nur leicht erhöht. Die 

demographischen Daten sind in Tab. 13 zusammengefasst.  

 

        
 

Tab. 13: Demographische Daten des Patientenkollektivs (n = 130). Alter, Größe, Gewicht 
und Body Mass Index (BMI) sind als Mittelwert und Standardabweichung angegeben.  
 

3.1.1.  Kardiovaskuläre Risikofaktoren 

 
Da das Vorliegen einer stabilen koronaren Herzerkrankung Voraussetzung für die Teilnahme 

an dieser Studie war, wiesen alle Patienten ein erhöhtes Risiko hinsichtlich des Auftretens 

koronarer Ereignisse auf. Neben wenigen Ausnahmen lagen bei den Studienteilnehmern 

multiple kardiovaskuläre Risikofaktoren vor. Wie bereits erwähnt, war die Mehrzahl der 

Patienten über 60 Jahre alt und männlich. Von den Frauen befanden sich die meisten in der 

Postmenopause. 80% aller teilnehmenden Patienten litten an einer Hypercholesterinämie und 

über 80% an einer Hypertonie. (Über die am Untersuchungstag bestimmten HDL- und LDL-

Cholesterin-Werte sowie über die aktuell gemessenen Blutdruck-Werte informiert 

Abschnitt 3.1.4.) Bei gut einem Viertel der Patienten konnte eine positive Familienanamnese 

hinsichtlich einer KHK oder anderer arterieller Gefäßerkrankungen in jüngerem Alter 

(Männer < 55 Jahre, Frauen < 65 Jahre) festgestellt werden. Ein Diabetes mellitus vom Typ II 

fand sich bei 10,8% der Teilnehmer, eine Adipositas (BMI ≥ 30) bei 13,1%. Bemerkenswert 

26,6 ± 3,7BMI, kg/m2

Allgemeine Patienteninformationen

79,9 ± 12,9Gewicht, kg

1,73 ± 0,08Größe, m

66 ± 8Alter, Jahre

108 (83,1)männliches Geschlecht, n (%)

26,6 ± 3,7BMI, kg/m2

Allgemeine Patienteninformationen

79,9 ± 12,9Gewicht, kg

1,73 ± 0,08Größe, m

66 ± 8Alter, Jahre

108 (83,1)männliches Geschlecht, n (%)
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ist, dass zum Studienzeitpunkt lediglich 4,6% der Patienten Raucher waren. Weitere 4,6% 

waren seit kurzer Zeit Nichtraucher (seit ≤ 1 Jahr). Die Mehrzahl der Patienten hatte das 

Rauchen mit Eintreten des ersten koronaren Ereignisses eingestellt. 33 Patienten (25,4%) 

gaben an, niemals Raucher gewesen zu sein. Tab. 14 zeigt eine Übersicht zur Häufigkeit der 

Risikofaktoren im untersuchten Kollektiv.  

 

         
 

Tab. 14: Kardiovaskuläre Risikofaktoren des Patientenkollektivs (n = 130) 

 

3.1.2.  Atherosklerotische Ereignisse, Interventionen und Angina pectoris 

 
Knapp 70% der Patienten (n = 90) hatten in der Vergangenheit einen Myokardinfarkt (MI) 

erlitten. Von diesen Patienten hatten wiederum 20% einen Reinfarkt bekommen (n = 18). Der 

Schlaganfall und die transitorische ischämische Attacke (TIA) spielten im untersuchten 

Patientenkollektiv zahlenmäßig gesehen eine untergeordnete Rolle (siehe Tab. 15), ebenso 

das Bauchaortenaneurysma.  

Bei nahezu allen Patienten (n = 127) wurde die Diagnose einer koronaren Herzerkrankung 

aufgrund einer Koronarangiographie gestellt, bei den verbliebenen drei Patienten allein 

aufgrund des MI. Eine Ballondilatation (PTCA) wurde bei ca. der Hälfte der Patienten 

(n = 68), in der Regel mit Stentimplantation, vorgenommen. Darüberhinaus musste sich 

ebenfalls die Hälfte der Patienten (n = 67) in der Vergangenheit einer Bypass-Operation 

unterziehen (siehe auch Tab. 15).  

 

n (%)

85 (65,4)Nichtraucher seit > 1 Jahr

6 (4,6)Nichtraucher seit ≤ 1 Jahr

6 (4,6)Raucher (aktuell)

17 (13,1)Adipositas

86 (66,2)Übergewicht

14 (10,8)Diabetes mellitus

Kardiovaskuläre Risikofaktoren

113 (86,9)Hypertonie

104 (80,0)Hypercholesterinämie

34 (26,2)positive Familienanamnese

113 (86,9)Alter ≥ 60

n (%)

85 (65,4)Nichtraucher seit > 1 Jahr

6 (4,6)Nichtraucher seit ≤ 1 Jahr

6 (4,6)Raucher (aktuell)

17 (13,1)Adipositas

86 (66,2)Übergewicht

14 (10,8)Diabetes mellitus

Kardiovaskuläre Risikofaktoren

113 (86,9)Hypertonie

104 (80,0)Hypercholesterinämie

34 (26,2)positive Familienanamnese

113 (86,9)Alter ≥ 60
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Tab. 15: Häufigkeit der atherosklerotischen Ereignisse und Interventionen in der 
Vorgeschichte sowie der aktuellen Angina pectoris-Beschwerden im Studienkollektiv 
(n = 130) 
 

Jeder fünfte Patient gab an, aktuell an Angina pectoris-Beschwerden zu leiden (siehe 

Tab. 15). Der Großteil dieser Patienten bekam die Beschwerden bei starker Belastung (65,4%, 

n = 17), ca. ein Viertel bereits bei normaler Belastung (23,1%, n = 6) und 3 Patienten (11,5%) 

sogar bei geringster Belastung. Außerdem klagten weitere 17 Patienten (13,1%) über eine 

belastungsabhängige Dyspnoe.  

 

3.1.3.  Medikation 

 
3.1.3.1. Acetylsalicylsäure (ASS) 

 
Entsprechend den Einschlusskriterien (siehe Abschnitt 2.1.2.) nahm jeder Patient regelmäßig 

einmal pro Tag 100 mg ASS ein. Die ASS-Behandlungsdauer war innerhalb des 

Studienkollektivs sehr unterschiedlich (siehe Abb. 46). Die mediane Einnahmedauer betrug 

7 Jahre (3 – 11 Jahre). Die kürzeste Einnahmedauer lag bei 5 Monaten und die längste bei 

23 Jahren.  

Atherosklerotische Ereignisse in der Vorgeschichte n (%)

Myokardinfarkt 90 (69,2)

mehr als einen Myokardinfarkt 18 (13,8)

Schlaganfall 1 (0,8)

TIA 8 (6,2)

Interventionen in der Vorgeschichte n (%)

Koronarangiographie 127 (97,7)

PTCA 68 (52,3)

Stentimplantation 59 (45,4)

Bypass-Operation 67 (51,5)

Aktuelle Beschwerden n (%)

Angina pectoris 26 (20,0)
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Abb. 46: ASS-Behandlungszeiträume der einzelnen Patienten 

 

Es war den Patienten freigestellt, die ASS-Tablette am Morgen des Untersuchungstages 

einzunehmen. Hieraus ergab sich, dass 45 Patienten ASS morgens bereits eingenommen 

hatten und 65 Patienten ihre letzte ASS-Einnahme am Vortag hatten (bei 20 Patienten 

Information fehlend).  

 
Die Mehrheit der Patienten nahm ein ASS-Präparat eines Generika-Herstellers ein. Nur von 

einem geringen Prozentsatz (11,5%) wurde das Original-Präparat der Firma Bayer 

eingenommen (siehe Tab. 16).  

 

       
 

Tab. 16: Übersicht der vom Studienkollektiv eingenommenen ASS-Präparate  

 

3.1.3.2. Weitere Arzneistoffe der Dauermedikation 

 
Neben 100 mg ASS wurde eine Vielzahl weiterer Medikamente eingenommen. Rund 

Dreiviertel aller Patienten nahmen regelmäßig ein Statin sowie einen β-Blocker ein. Fast jeder 
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zweite Patient wurde mit einem ACE-Hemmer behandelt, und jeder dritte Patient erhielt ein 

Diuretikum. Ein Fünftel des Studienkollektivs befand sich in einer Dauerbehandlung mit 

Nitrovasodilatatoren. Tab. 17 listet die im Studienkollektiv am meisten eingenommenen 

Arzneistoffgruppen der Dauermedikation auf. Bei einigen Patienten wurden zur 

Cholesterinsenkung auch Fibrate, Cholesterin-Resorptionshemmer sowie Anionenaustausch-

harze eingesetzt.  

 

  
 

Tab. 17: Dauermedikation der Studienteilnehmer (n = 130) 

 

3.1.3.3. Weitere Cyclooxygenase-hemmende Arzneistoffe 

 
Innerhalb einer Woche vor der Untersuchung hatten 13,9% der Patienten (n = 18) mindestens 

einmal – neben der Dauermedikation mit 100 mg ASS – einen weiteren die Cyclooxygenase 

hemmenden Arzneistoff eingenommen. Zu diesen Arzneistoffen zählten hauptsächlich 

Diclofenac (n = 7) und Ibuprofen (n = 4). Diclofenac wurde von keinem der Patienten mit der 

vor der Untersuchung letzten ASS-Dosis zusammen oder zeitnah eingenommen. Hingegen 

hatte ein Patient, der seit zehn Tagen mit zweimal täglich 600 mg Ibuprofen aufgrund von 

Rückenproblemen behandelt wurde, angegeben, am Morgen vor dem Untersuchungstag seine 

letzte ASS-Dosis zusammen mit einer Ibuprofen 600 mg-Tablette eingenommen zu haben.  

 
Eine weitere Patientin wurde aufgrund eines Weichteilrheumatismus zweimal wöchentlich 

mit je 15 mg Meloxicam behandelt. Am Studientag lag die letzte Meloxicam-Einnahme zwei 

Tage zurück, d.h. aufgrund der recht langen Halbwertszeit des Meloxicams (20 h), wird sich 

zum Untersuchungszeitpunkt noch Meloxicam im Körper der Patientin befunden haben.  

n (%)

13 (10,0)Insulin und/oder orales Antidiabetikum

130 (100,0)Thrombozytenaggregationshemmer (ASS)

20 (15,4)Calciumkanalblocker

27 (20,8)Nitrovasodilatator

17 (13,1)ATII-Rezeptor-Antagonist

Medikation

60 (46,2)ACE-Inhibitor

43 (33,1)Diuretikum

95 (73,0)β-Blocker

102 (78,5)Statin

n (%)

13 (10,0)Insulin und/oder orales Antidiabetikum

130 (100,0)Thrombozytenaggregationshemmer (ASS)

20 (15,4)Calciumkanalblocker

27 (20,8)Nitrovasodilatator

17 (13,1)ATII-Rezeptor-Antagonist

Medikation

60 (46,2)ACE-Inhibitor

43 (33,1)Diuretikum

95 (73,0)β-Blocker

102 (78,5)Statin
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Paracetamol und Metamizol, die vermutlich auch über eine COX-Hemmung wirken, gehören 

ebenfalls zu den eingenommenen Arzneistoffen. Allerdings lagen die Einnahmezeitpunkte 

mindestens zwei Tage zurück.  

 

3.1.3.4. Antioxidantien 

 
Knapp die Hälfte aller Studienteilnehmer gab an, regelmäßig Nahrungsergänzungsmittel zu 

sich zu nehmen. Insgesamt waren es 24 Patienten (18,5%), die täglich mindestens ein 

antioxidativ wirkendes Nahrungsergänzungsmittel einnahmen. Hierzu zählten: Vitamin C, 

Vitamin E, Coenzym Q10 sowie α-Liponsäure.  

 

3.1.4.  Allgemeine Laborparameter 

 
Die Werte für das am Untersuchungstag erhobene kleine Blutbild waren bei fast allen 

Patienten im Normbereich (vergleiche Tab. 18). Nur vereinzelt waren leicht erniedrigte 

Erythrozytenzahlen, Hämoglobin-Konzentrationen und Hämatokrit-Werte zu beobachten 

sowie geringfügig erhöhte MCH-Werte. Drei Patienten wiesen eine knapp unterhalb der 

Normgrenze liegende Thrombozytenzahl auf.  

 

         
 

Tab. 18: Kleines Blutbild des Studienkollektivs (n = 130). Die Werte sind als Mittelwert und 
Standardabweichung angegeben.  
 

Referenzbereich

4,0 – 10,0

142 – 424

32,0 – 37,0

27,0 – 32,0

80,0 – 101,0

39,0 – 50,0

13,1 – 17,3

< 5,0

4,2 – 5,7

6,4 ± 1,5Leukozyten, Anzahl/nl

239 ± 61Thrombozyten, Anzahl/nl

34,5 ± 1,3MCHC, g/dl

31,1 ± 1,6MCH, pg

90,4 ± 4,4MCV, fl

Kleines Blutbild

42,3 ± 3,4Hämatokrit, Vol%

14,6 ± 1,2Hämoglobin, g/dl

0,4 ± 1,3hypochrome Erythrozyten, %

4,7 ± 0,4Erythrozyten, Anzahl/pl

Referenzbereich

4,0 – 10,0

142 – 424

32,0 – 37,0

27,0 – 32,0

80,0 – 101,0

39,0 – 50,0

13,1 – 17,3

< 5,0

4,2 – 5,7

6,4 ± 1,5Leukozyten, Anzahl/nl

239 ± 61Thrombozyten, Anzahl/nl

34,5 ± 1,3MCHC, g/dl

31,1 ± 1,6MCH, pg

90,4 ± 4,4MCV, fl

Kleines Blutbild

42,3 ± 3,4Hämatokrit, Vol%

14,6 ± 1,2Hämoglobin, g/dl

0,4 ± 1,3hypochrome Erythrozyten, %

4,7 ± 0,4Erythrozyten, Anzahl/pl
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Bei 26,2% der Patienten (n = 34) war das Gesamt-Cholesterin am Untersuchungstag oberhalb 

des Grenzwertes von 200 mg/dl. Bei der Einzelbestimmung des HDL- und LDL-Cholesterins 

zeigte sich jedoch nur in einem Fall ein erhöhtes LDL/HDL-Verhältnis. Die Triglyceride 

waren bei 11,5% (n = 15) der Studienteilnehmer über 200 mg/dl.  

 
Der Blutzucker, der nur in einer Subgruppe des Studienkollektivs von n = 63 bestimmt wurde, 

war in 13 Fällen oberhalb des Referenzbereiches. Hierzu zählten acht der Patienten, die sich 

aufgrund eines diagnostizierten Typ II-Diabetes in Behandlung befanden.  

 
Die Werte für das C-reaktive Protein (CRP) erbrachten für 11 Patienten den Hinweis auf 

einen akut entzündlichen Prozess. Da die CRP-Werte dieser Studie mit Hilfe einer 

hochsensitiven Messmethode bestimmt wurden, konnte auch innerhalb des Normalbereiches 

(< 5,0 mg/l) für jeden Patienten ein Wert ermittelt werden. Das bedeutet, dass die Patienten 

auch hinsichtlich des Vorhandenseins lokaler Entzündungen (z.B. in atherosklerotisch 

veränderten Gefäßwänden), die von einer geringgradigen systemischen inflammatorischen 

Antwort begleitet sind, charakterisiert werden konnten. Abb. 47 zeigt die anhand der 

unterschiedlichen CRP-Werte gebildeten Gruppen mit den jeweils dazugehörigen 

Patientenzahlen.  

 

 
 
Abb. 47: Einteilung des Studienkollektivs anhand der CRP-Konzentrationen.  

 

Die mediane CRP-Konzentration sowie die Mittelwerte aller in der Studie bestimmten 

klinisch-chemischen Laborparameter sind der Tab. 19 zu entnehmen.  
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Der unmittelbar vor der Blutuntersuchung bestimmte systolische Blutdruck befand sich bei 

nur 48,8% der Patienten unter dem Grenzwert von 140 mmHg. Bei 16,0% der Patienten 

wurden sogar Werte über 160 mmHg gemessen, und drei Patienten zeigten einen Wert von 

über 180 mmHg.  

Der diastolische Blutdruck lag bei 28,0% der Patienten über dem Grenzwert von 90 mmHg. 

Ein diastolischer Blutdruckwert von über 100 mmHg wurde bei 5,6% des Studienkollektivs 

festgestellt.  

Die mittleren Blutdruckwerte sowie die mittlere Herzfrequenz der Studienteilnehmer sind in 

Tab. 20 angegeben.  

 

         
 

Tab. 19: Klinisch-chemische Laborparameter des Studienkollektivs. Mit Ausnahme des CRP 
sind alle Werte als Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Für das CRP wurde der 
Median mit Interquartilenabstand berechnet.  
 

         
 

Tab. 20: Blutdruck und Herzfrequenz der Studienteilnehmer. Die Werte sind als Mittelwert 
und Standardabweichung angegeben.  
 

3,6 – 8,26,0 ± 1,4Harnsäure, mg/dl

0,5 – 1,21,0 ± 0,2Kreatinin in Serum, mg/dl

Referenzbereich

< 5,0

60 – 110

< 200

< 4,0

< 150

< 5,0

> 35

< 200

1,1 (0,7 – 2,6)CRP (supersensitiv), mg/l

99 ± 19Glucose im Serum, mg/dl

116 ± 64Triglyceride, mg/dl

2,0 ± 0,8LDL/HDL

Klinische Chemie

102 ± 30LDL-Cholesterin, mg/dl

3,5 ± 0,9Risikofaktor Cholesterin/HDL

54 ± 14HDL-Cholesterin, mg/dl

179 ± 35Gesamt-Cholesterin, mg/dl

3,6 – 8,26,0 ± 1,4Harnsäure, mg/dl

0,5 – 1,21,0 ± 0,2Kreatinin in Serum, mg/dl

Referenzbereich

< 5,0

60 – 110

< 200

< 4,0

< 150

< 5,0

> 35

< 200

1,1 (0,7 – 2,6)CRP (supersensitiv), mg/l

99 ± 19Glucose im Serum, mg/dl

116 ± 64Triglyceride, mg/dl

2,0 ± 0,8LDL/HDL

Klinische Chemie

102 ± 30LDL-Cholesterin, mg/dl

3,5 ± 0,9Risikofaktor Cholesterin/HDL

54 ± 14HDL-Cholesterin, mg/dl

179 ± 35Gesamt-Cholesterin, mg/dl

65 ± 9Herzfrequenz, 1/min

83 ± 10diastolischer Blutdruck, mmHg

139 ± 19systolischer Blutdruck, mmHg

65 ± 9Herzfrequenz, 1/min

83 ± 10diastolischer Blutdruck, mmHg

139 ± 19systolischer Blutdruck, mmHg
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3.2.  Identifizierung „ASS-resistenter“ Patienten 

 
Innerhalb des Patientenkollektivs wurde eine erhebliche interindividuelle Variabilität der 

Thrombozytenaggregation festgestellt. Abb. 48 stellt diese exemplarisch anhand einer 

Häufigkeitsverteilung der Werte für die maximale Aggregation dar, die nach Induktion mit 

1 mg/l Kollagen bestimmt wurden. Es handelt sich um eine nicht-symmetrische Verteilung 

mit einer medianen maximalen Aggregation von 31,5% (21,3 – 42,1%).  

 

        
 
Abb. 48: Histogramm zu der im gesamten Studienkollektiv (n = 130) bestimmten Kollagen-
induzierten Thrombozytenaggregation. Das Ausmaß der mit 1 mg/l Kollagen ausgelösten 
Aggregation wird durch die maximale Aggregation in Prozent beschrieben.  
 

3.2.1.  Bestimmung einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I nach Weber 

 
Zunächst wurden die Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I (Weber et al. 2002, 

siehe auch Abschnitt 1.4.5.) ausfindig gemacht. Hierzu wurde überprüft, ob der Zusatz von 

ASS in vitro zum plättchenreichen Plasma eine Reduktion sowohl der Kollagen-induzierten 

Aggregation als auch der Thromboxan-Bildung bewirken konnte.  
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3.2.1.1. Beeinflussung der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation durch 

Zusatz von ASS in vitro 

 
Bei vier Patienten kam es durch den Zusatz von 100 µM ASS in vitro zu einer deutlichen 

Senkung der Kollagen (1 mg/l)-induzierten Aggregation. Die Werte für die maximale 

Aggregation konnten bei diesen Patienten durchschnittlich um die Hälfte reduziert werden, 

von 66,8% (55,4 – 83,6%) auf 33,7% (30,3 – 35,8%). Statistischen Berechnungen zufolge ist 

die Reduktion nicht signifikant (p = 0,0679). Dennoch können die vier Patienten hinsichtlich 

dieses Kriteriums als „Typ I-resistent“ eingestuft werden, da die Aggregation ohne ASS-

Zusatz in vitro verglichen mit allen anderen Patienten (n = 126) signifikant höher ausfiel 

(p = 0,0024), dieser Unterschied jedoch nach Zusatz von ASS in vitro verloren ging 

(p = 0,7058). Bei den 126 Patienten blieb die Aggregation durch ASS-Zusatz unbeeinflusst 

(30,8% (21,2 – 40,2%) versus 31,3% (21,7 – 40,6%), p = 0,5156). Abb. 49 stellt die 

beschriebenen Ergebnisse als Box-Diagramm dar.  

 

  
Abb. 49: Einfluss von ASS in vitro auf die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation zur 
Ermittlung der Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I nach Weber  
 

Zur Veranschaulichung der starken Variabilität der Aggregation innerhalb der 

Patientengruppe, bei der ASS in vitro zu einer Reduktion der Aggregation führte, sind für 

diese Patienten in Abb. 50 die Einzelwerte jeweils für die maximale Aggregation dargestellt.  
 
Abb. 51 zeigt beispielhaft die Original-Aggregationskurven eines Patienten, dessen 

Thrombozytenaggregation durch ASS-Zusatz in vitro gesenkt werden konnte.  
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Abb. 50: Maximale Kollagen-induzierte Aggregationen der Patienten, bei denen ASS-Zusatz 
in vitro eine Reduktion der Aggregation zur Folge hatte 
 

 
 
Abb. 51: Aggregationskurven eines Patienten mit „Typ I-Resistenz“. Die Aggregationen 
wurden jeweils als Doppelbestimmung mit 1 mg/l Kollagen ausgelöst.  
 

3.2.1.2. Beeinflussung der Kollagen-induzierten Thromboxan-Bildung durch 

Zusatz von ASS in vitro 

 
Die Reduktion der Aggregation durch den Zusatz von ASS in vitro, welche bei vier Patienten 

nachgewiesen wurde (siehe Abschnitt 3.2.1.1.), ging mit einer Hemmung der Thromboxan-

Bildung von nahezu 100% einher (97,6% ± 1,7%). Während die in den Aggregations-

überständen bestimmten TxB2-Werte ohne ASS-Zusatz in vitro bei 3.224 pg/ml (1.659 – 

19.829 pg/ml) lagen, konnten nach ASS-Zusatz nur noch TxB2-Konzentrationen von 57 pg/ml 

(50 – 234 pg/ml) festgestellt werden (siehe Abb. 52). Diese Abnahme ist – wie die der 
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Aggregation – nicht signifikant (p = 0,0679). Allerdings unterscheiden sich die TxB2-

Konzentrationen der Aggregationsüberstände, die in Abwesenheit von ASS in vitro gewonnen 

wurden, signifikant, wenn die Gruppe der vorbenannten vier Patienten mit der Gruppe der 

übrigen Patienten verglichen wird (p = 0,0008). Da diese Signifikanz in Anwesenheit von 

ASS in vitro verloren geht (p = 0,4015), kann auch hinsichtlich des Kriteriums „Reduktion 

der Thromboxan-Bildung“ im Falle dieser vier Patienten von einer „Typ I-Resistenz“ 

gesprochen werden (siehe ebenfalls Abb. 52).  

 
Somit wurden insgesamt 3,1% (n = 4) des Studienkollektivs als Patienten mit einer „ASS-

Resistenz“ vom Typ I nach Weber identifiziert, da beide Kriterien – sowohl die Senkung der 

Kollagen-induzierten Aggregation als auch die Hemmung der Kollagen-induzierten TxB2-

Bildung durch Zusatz von ASS in vitro – erfüllt wurden.  

 
Bei den Patienten ohne „Typ I-Resistenz" konnten sowohl in An- als auch in Abwesenheit 

von ASS in vitro nur niedrige TxB2-Konzentrationen in den Aggregationsüberständen 

nachgewiesen werden. Dennoch wurde bei diesen Patienten die bereits stark unterdrückte 

TxB2-Synthese durch den Zusatz von ASS in vitro noch weiter gehemmt, so dass alle TxB2-

Werte unterhalb der Nachweisgrenze lagen (75 pg/ml (50 – 83 pg/ml) in Abwesenheit von 

ASS in vitro versus 52 pg/ml (47 – 75 pg/ml) in Anwesenheit von ASS in vitro, p < 0,0001; 

Abb. 52). Hierzu sind weitere Untersuchungsergebnisse in Abschnitt 3.10.2. beschrieben.  

 

 
 
Abb. 52: Kollagen-induzierte Thromboxan B2-Bildung in An- bzw. Abwesenheit von ASS in 
vitro zur Identifizierung „ASS-resistenter“ Patienten vom Typ I nach Weber 
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So wie die Patienten innerhalb der „Typ I-Resistenz“-Gruppe hinsichtlich ihrer Werte für die 

Aggregation starke Unterschiede zeigten (siehe Abschnitt 3.2.1.1. sowie Abb. 50), waren 

auch ihre TxB2-Konzentrationen in den Aggregationsüberständen interindividuell recht 

unterschiedlich (siehe Abb. 53).  

 

     
Abb. 53: Thromboxan B2-Konzentrationen in den Aggregationsüberständen der Patienten mit 
einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I (n = 4) vor bzw. nach ASS-Zusatz in vitro  
 

3.2.2.  Einteilung des Studienkollektivs in ASS-Responder (High- und Medium-

Responder) und ASS-Low-Responder 

 
Die „Typ I-resistenten“ Patienten (n = 4) werden als eigenständige Gruppe betrachtet, so dass 

sie bei der Einteilung des Studienkollektivs in ASS-Responder und ASS-Low-Responder 

nicht berücksichtigt werden, wenngleich es sich bei dieser Patientengruppe selbstverständlich 

auch um eine Form der ASS-Low- bzw. ASS-Non-Response handelt.  

 
Die verbleibenden 126 Patienten werden hinsichtlich der maximalen Thrombozyten-

aggregation, die nach Induktion mit 1 mg/l Kollagen bestimmt wurde, in Terzile unterteilt. 

Hierbei werden die Patienten des unteren Terzils, d.h. des Terzils mit den niedrigsten Werten 

für die maximale Aggregation, als ASS-High-Responder bezeichnet, die des mittleren als 

ASS-Medium-Responder und die des oberen Terzils als ASS-Low-Responder. Jedes Terzil 

umfasst 42 Patienten. Für eine Vielzahl von Betrachtungen werden die High- und Medium-

Responder auch als ASS-Responder (n = 84) zusammengefasst.  

 
In Abb. 54 ist die Einteilung des Patientenkollektivs anhand der maximalen Aggregation als 

Box-Diagramm dargestellt. Tab. 21 gibt für die einzelnen Gruppen die dazugehörigen 

Mediane mit Interquartilenabstand, die minimalen und die maximalen Werte an.  
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Abb. 54: Einteilung des Studienkollektivs in ASS-High-Responder, ASS-Medium-Responder, 
ASS-Low-Responder und Patienten mit „Typ I-Resistenz“  
 

 
 
Tab. 21: Werte für die maximale Aggregation [%] der einzelnen Patientengruppen. Die 
Aggregation wurde mit 1 mg/l Kollagen ausgelöst.  
 
Durch Zusammenfassen der High- und Medium-Responder zur ASS-Responder-Gruppe 

errechnet sich eine mediane maximale Aggregation von 24,9% (16,7 – 30,8%).  

 
Die Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I weisen nicht nur im Vergleich mit allen 

anderen Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ eine signifikant höhere Kollagen-induzierte 

Thrombozytenaggregation auf (siehe Abschnitt 3.2.1.1. Abb. 49), die Signifikanz bleibt sogar 

noch bestehen, wenn ein Vergleich mit der ASS-Low-Responder-Gruppe vorgenommen wird 

(p = 0,0263, siehe Abb. 54).  

 
Für die Einteilung des Studienkollektivs wurde jeweils die mit 1 mg/l Kollagen ausgelöste 

Thrombozytenaggregation hinsichtlich der maximalen Aggregation ausgewertet. Wie in 

Abschnitt 2.3.5. erläutert wurden die Aggregationskurven ebenfalls bezüglich der maximalen 
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Steigung, der Fläche unter der Kurve (AUC) sowie der Zeit bis zum Erreichen der maximalen 

Steigung (lag time) analysiert. Diese zusätzlichen drei Parameter stehen alle in einem engen 

Zusammenhang mit den Werten für die maximale Aggregation. So zeigt Abb. 55, dass sich 

die Werte der einzelnen Patientengruppen sowohl für die maximale Steigung als auch die 

AUC analog zu den maximalen Aggregationswerten verhalten, denn für beide Parameter 

bleibt jeweils ein signifikanter Anstieg über die Gruppen – in der Reihenfolge High-, 

Medium-, Low-Responder, „Typ I-Resistenz“ – erhalten (jeweils p < 0,0001). Je stärker eine 

Aggregationsreaktion ausfällt, desto geringer der Wert für die lag time; auch dieser 

Zusammenhang wird durch eine signifikante Abnahme der lag time über die einzelnen 

Gruppen hinweg deutlich (p = 0,0024, siehe Abb. 56). Diese signifikanten Zusammenhänge 

erlauben zwecks einer besseren Übersichtlichkeit, für alle weiteren Ergebnisse stets die Werte 

für die maximale Aggregation anzugeben.  

 

          
Abb. 55: Maximale Steigung [%/min] und AUC [%min] der Kollagen (1 mg/l)-induzierten 
Aggregationskurven der einzelnen Patientengruppen (High-, Medium- und Low-Responder 
jeweils n = 42, „Typ I-Resistenz“ n = 4)  
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Abb. 56: Lag time [sek] der Kollagen (1 mg/l)-induzierten Aggregationskurven der einzelnen 
Patientengruppen (High-, Medium- und Low-Responder jeweils n = 42, „Typ I-Resistenz“ 
n = 4)  
 

3.2.3. Ermittlung einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III nach Weber („ASS-

Pseudoresistenz“) 

 
Es wurde bereits in Abschnitt 3.2.1. gezeigt, dass die Kollagen-induzierte Thrombozyten-

aggregation und Thromboxan-Bildung durch den Zusatz von 100 µM ASS in vitro lediglich 

bei den vier „Typ I-resistenten“ Patienten deutlich reduziert werden konnte, verglichen mit 

dem übrigen Patientenkollektiv, welches zunächst als eine Einheit betrachtet worden war. In 

diesem Abschnitt wird untersucht, ob auch nach der Einteilung des Studienkollektivs, wie in 

Abschnitt 3.2.2. beschrieben, sowohl die Aggregation als auch die TxB2-Bildung durch den 

ASS-Zusatz – insbesondere in der ASS-Low-Responder-Gruppe – unbeeinflusst bleibt.  

 
Wie aus Abb. 57 ersichtlich ist, konnte der Zusatz von 100 µM ASS zum plättchenreichen 

Plasma weder die maximale Aggregation der ASS-Responder noch die der ASS-Low-

Responder reduzieren. Somit ergibt sich auch in Anwesenheit von ASS in vitro ein hoch 

signifikanter Unterschied zwischen der High-, Medium- und Low-Responder-Gruppe 

hinsichtlich der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation (p < 0,0001).  

 
Während die Aggregation ohne ASS-Zusatz in vitro bei den „Typ I-resistenten“ Patienten im 

Vergleich zur Low-Responder-Gruppe signifikant höher war (p = 0,0263), zeigt sich nach 

dem ASS-Zusatz eine umgekehrte Signifikanz: Die Low-Responder weisen nun die höheren 

maximalen Aggregationswerte auf (44,6% (40,0 – 50,0%) versus 33,7% (30,3 – 35,8%), 
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p = 0,0056). Die „Typ I-resistenten“ Patienten haben durch den ASS-Zusatz Werte erreicht, 

die zwar noch signifikant höher liegen als die der High-Responder (p = 0,0014), sich aber 

dennoch deutlich reduziert im Medium-Responder-Bereich ansiedeln.  

 

 
 
Abb. 57: Effekt von 100 µM ASS in vitro auf die Kollagen-induzierte Thrombozyten-
aggregation des Studienkollektivs, unterteilt in ASS-High-, ASS-Medium- und ASS-Low-
Responder. Zum Vergleich sind zusätzlich die maximalen Aggregationswerte der „Typ I-
Resistenz“-Gruppe dargestellt.  
 

Die Original-Aggregationskurven eines ASS-Low-Responders zeigt Abb. 58. Die maximale 

Aggregation bleibt nach ASS-Zusatz in vitro unverändert. Es ist allerdings ein kleiner 

Einfluss von ASS in vitro auf die lag time und die maximale Steigung zu erkennen. Es 

handelt sich hierbei keineswegs um eine Einzelbeobachtung. Bei zahlreichen Patienten und in 

gleichem Maße bei den Responder- und den Low-Responder-Patienten, konnte dieser Effekt 

bestätigt werden, so dass sich für beide Patientengruppen durch den ASS-Zusatz in vitro eine 

signifikante Verlängerung der lag time errechnete (61 sek (55 – 70 sek) versus 79 sek (68 – 

88 sek) für die Responder-Gruppe, p < 0,0001; 56 sek (50 – 61 sek) versus 68 sek (61 – 

74 sek) für die Low-Responder-Gruppe, p < 0,0001; siehe Abb. 59 oben) sowie eine 

signifikante Zunahme der maximalen Steigung (26 %/min (19 – 33 %/min) versus 33 %/min 

(23 – 39 %/min) für die Responder-Gruppe, p < 0,0001; 41 %/min (35 – 49 %/min) versus 

45 %/min (40 – 53 %/min) für die Low-Responder-Gruppe, p < 0,0001; siehe Abb. 59 unten).  
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Abb. 58: Typische Aggregationskurven eines ASS-Low-Responders. Die Aggregationen 
wurden jeweils als Doppelbestimmung mit 1 mg/l Kollagen ausgelöst.  
 

           
 
Abb. 59: Einfluss von 100 µM ASS in vitro auf die lag time und die maximale Steigung der 
Kollagen-induzierten Aggregationskurven der Responder (■, n = 84) und Low-Responder 
(■, n = 42)  
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Da eine durch ASS in vitro verursachte Verlängerung der lag time stets mit einem Anstieg der 

maximalen Steigung einherging, und es sich darüberhinaus trotz der Signifikanz nur um 

kleine Effekte handelte, kam es durch den ASS-Zusatz insgesamt gesehen zu keiner 

signifikanten Beeinflussung der AUC (43 %min (19 – 65 %min) versus 44 %min (16 – 

62 %min) für die Responder-Gruppe, p = 0,2028; 105 %min (87 – 119 %min) versus 

99 %min (75 – 113 %min) für die Low-Responder-Gruppe, p = 0,0651; siehe Abb. 60).  

 

           
 
Abb. 60: Einfluss von 100 µM ASS in vitro auf die AUC der Kollagen-induzierten 
Aggregationskurven der Responder (■, n = 84) und Low-Responder (■, n = 42) 
 

Hinsichtlich der TxB2-Konzentrationen in den Aggregationsüberständen nach Kollagen-

Induktion konnte weder ohne noch mit ASS-Zusatz in vitro ein Unterschied zwischen der 

ASS-Responder-Gruppe und der ASS-Low-Responder-Gruppe ausgemacht werden (75 pg/ml 

(50 – 83 pg/ml) versus 54 pg/ml (51 – 83 pg/ml) ohne ASS-Zusatz, p = 0,7933; 52 pg/ml 

(47 – 77 pg/ml) versus 52 pg/ml (47 – 59 pg/ml) mit ASS-Zusatz, p = 0,9915; siehe Abb. 61).  

 
In beiden Gruppen, der Responder- und der Low-Responder-Gruppe, wird die TxB2-Bildung 

durch die orale ASS-Gabe zu 98% inhibiert, werden zum Vergleich die Thromboxan-Werte 

der „Typ I-resistenten“ Patienten herangezogen (z.B. 54 pg/ml (51 – 83 pg/ml) für die Low-

Responder-Gruppe versus 3.224 pg/ml (1.659 – 19.829 pg/ml) für die „Typ I-resistenten“ 

Patienten, p = 0,0014). Nach ASS-Zusatz ist dieser signifikante Unterschied verschwunden 

(z.B. 52 pg/ml (47 – 59 pg/ml) für die Low-Responder-Gruppe versus 57 pg/ml (50 – 

234 pg/ml) für die „Typ I-resistenten“ Patienten, p = 0,4733; siehe ebenfalls Abb. 61).  

 
Wie bereits für die Gesamtgruppe der Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ beschrieben wurde 
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Responder- und die Low-Responder-Gruppe in gleichem Maße, dass es, trotz der schon stark 

gehemmten TxB2-Synthese, durch den Zusatz von ASS in vitro zu einer weiteren 

signifikanten Reduzierung der TxB2-Konzentrationen kam (für die Responder-Gruppe: 

75 pg/ml (50 – 83 pg/ml) in Abwesenheit von ASS in vitro versus 52 pg/ml (47 – 77 pg/ml) in 

Anwesenheit von ASS in vitro, p = 0,0018 und für die Low-Responder-Gruppe: 54 pg/ml 

(51 – 83 pg/ml) in Abwesenheit von ASS in vitro versus 52 pg/ml (47 – 59 pg/ml) in 

Anwesenheit von ASS in vitro, p = 0,0173; siehe Abb. 61). In Abschnitt 3.10.2. wird auf 

diese Beobachtung näher eingegangen. 

 

 
 
Abb. 61: Thromboxan B2-Konzentrationen in An- bzw. Abwesenheit von ASS in vitro nach 
Induktion mit 1 mg/l Kollagen, bestimmt in den Aggregationsüberständen der ASS-Responder, 
ASS-Low-Responder und „Typ I-resistenten“ Patienten  
 

Zusammengefasst handelt es sich bei der ASS-Low-Responder-Gruppe um Patienten mit 

einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III („ASS-Pseudoresistenz“), da erstens das Ausmaß der 

Aggregation durch ASS-Zusatz in vitro nicht beeinflusst werden konnte, und zweitens allein 

die Wirkung der oralen ASS-Einnahme zu einer kompletten Inhibierung der Thromboxan-

Synthese geführt hatte (vgl. Abschnitt 1.4.5.).  

 
Das Regressionsdiagramm in Abb. 62 untermauert das Phänomen der vorliegenden „Typ III-

Resistenz“: Die Werte für die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation verhalten sich 

unabhängig von den in den entsprechenden Aggregationsüberständen bestimmten sehr 

niedrigen TxB2-Konzentrationen (rho = -0,025, p = 0,8273).  
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Zum Vergleich sei an dieser Stelle auf den Zusammenhang der Aggregation und Tx-Synthese 

der „Typ I-resistenten" Patienten hingewiesen (rho = 1,000, p = 0,0833; siehe Abb. 63).  

 

 
Abb. 62: Regressionsdiagramm der maximalen Aggregation und der Thromboxan B2-Bildung 
nach Kollagen-Induktion. Die (High-, Medium-) Responder und die Low-Responder zeichnen 
sich gleichermaßen durch eine stark inhibierte TxB2-Synthese aus (siehe im Vergleich 
Abb. 63). Die verbliebenen minimalen TxB2-Konzentrationen spielten für das Ausmaß der 
Aggregation keine Rolle.  
 

        
Abb. 63: Zusammenhang der Kollagen-induzierten Aggregation und Thromboxan-Bildung bei 
den Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I  
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3.3.  Untersuchungen zur ASS-Metabolit-Exkretion 

 
Die ASS-Metabolite Salicylursäure und Salicylsäure wurden für 20 High-Responder, 

20 Low-Responder und für die vier „Typ I-resistenten“ Patienten bestimmt.  

 
Für die Salicylursäure-Exkretion war zwischen den High- und Low-Responder-Patienten kein 

Unterschied festzustellen (149 nmol/mg Kreatinin (21 – 1114 nmol/mg) versus 285 nmol/mg 

Kreatinin (24 – 1131 nmol/mg), p = 0,9138, siehe Abb. 64, linker Teil). Die maximal 

auslösbare Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation korrelierte nicht mit der 

Salicylursäure-Konzentration im Urin (rho = 0,085, p = 0,5968, graphisch nicht dargestellt). 

Anhand der Perzentil-Diagramme im rechten Teil der Abb. 64 ist zu erkennen, dass bei 

etlichen Patienten – ganz gleich zu welcher Gruppe gehörend – nur sehr geringe 

Salicylursäure-Konzentrationen im Urin nachweisbar waren. Bei jeweils zwei Patienten 

wurde dieser ASS-Metabolit sogar überhaupt nicht gefunden.  

 

 
Abb. 64: Exkretion des ASS-Metaboliten Salicylursäure bei High-Responder-Patienten 
(n = 20) im Vergleich zu Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III (Low-Responder, 
n = 20)  
 

Auch hinsichtlich der Salicylsäure-Exkretion unterschieden sich die High- und Low-

Responder-Patienten nicht (0 nmol/mg Kreatinin (0 – 34 nmol/mg) versus 0 nmol/mg 

Kreatinin (0 – 30 nmol/mg), p = 0,9138, siehe Abb. 65, linker Teil). Zwischen Kollagen-

induzierter Aggregation und Salicylsäure-Exkretion bestand ebenfalls keine Korrelation 

(rho = 0,093, p = 0,5604, graphisch nicht dargestellt). Darüberhinaus zeigen die Perzentil-

Diagramme im rechten Teil der Abb. 65, dass bei über 50% sowohl der High-Responder als 

auch der Low-Responder keine Salicylsäure im Urin identifizierbar war.  
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Abb. 65: Salicylsäure-Exkretion bei High-Responder-Patienten (n = 20) im Vergleich zu 
Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III (Low-Responder, n = 20). Die linke 
Abbildung zeigt ein Box-Diagramm, d.h. die obere Begrenzung der Box entspricht dem 
75%-Quantil, der Median entspricht jeweils der Null-Linie.  
 

Für drei der Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I konnte weder Salicylursäure 

noch Salicylsäure im Urin nachgewiesen werden. Bei einem „Typ I-resistenten“ wurde 

ebenfalls keine Salicylsäure gefunden, allerdings eine geringe Konzentration des Metaboliten 

Salicylursäure (16 nmol/mg Kreatinin).  

 
In Abb. 66 ist beispielhaft das Chromatogramm eines ASS-Responder-Patienten dargestellt, 

bei dem beide ASS-Metabolite nachgewiesen wurden (oberes Chromatogramm), sowie das 

Chromatogramm eines Patienten mit „Typ I-Resistenz“, bei dem kein ASS-Metabolit 

gefunden wurde (unteres Chromatogramm). Weitere Analysen zur ASS-Metabolit-Exkretion 

sind in Kapitel 3.10. (Abschnitt 3.10.5) zu finden. In diesem Abschnitt wird der 

Einnahmezeitpunkt der ASS-Tablette berücksichtigt.  

 

 

 

3.4. Wirkung verschiedener Agonisten auf die Thrombozytenaggregation bei 

Patienten mit und ohne „ASS-Resistenz“ 

 
3.4.1.  Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 

 
Wie in Abschnitt 3.2.2. beschrieben, wurde das Patientenkollektiv anhand der Kollagen-

induzierten Thrombozytenaggregation in ASS-Responder (High- und Medium-Responder) 

und ASS-Low-Responder eingeteilt. Hierbei wurde Kollagen in einer Endkonzentration von  
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Abb. 66: HPLC-Chromatogramme zum Nachweis der ASS-Metabolite Salicylursäure und 
Salicylsäure im Urin. Das obere Chromatogramm wurde von einem ASS-Responder-
Patienten aufgenommen, das untere von einem „Typ I-resistenten“ Patienten, bei dem keine 
Metabolite nachweisbar waren (rote Kreise).  
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1 mg/l PRP eingesetzt. Darüberhinaus wurde die Thrombozytenaggregation mit weiteren vier 

Kollagen-Konzentrationen untersucht (0,5, 2, 5 und 10 mg/l). Die Konzentrations-

Wirkungskurven der einzelnen Patientengruppen sind in Abb. 67 dargestellt. Die Kurve der 

Low-Responder unterscheidet sich signifikant von der der Medium-Responder (p < 0,0001), 

und die Kurve der Medium-Responder liegt signifikant höher als die der High-Responder 

(p < 0,0001). Um die halbmaximale Wirkung zu erzielen, war bei einem High-Responder-

Patienten eine Kollagen-Konzentration von ca. 2 mg/l notwendig, während bei einem Low-

Responder-Patienten für den gleichen Effekt bereits geringste Konzentrationen ausreichten. 

Die EC50-Werte sind ebenfalls der Abb. 67 zu entnehmen.  
 

           
 
Abb. 67: Thrombozytenaggregation der High-, Medium- und Low-Responder, ausgelöst mit 
verschiedenen Kollagen-Konzentrationen. Die Werte für die maximale Aggregation sind als 
Mittelwerte mit Standardfehler angegeben.  
 

Nach Zusammenfassen der Aggregationswerte der High- und Medium-Responder ergibt sich 

insgesamt für die Responder-Gruppe ein EC50-Wert von 1,71 mg/l Kollagen.  

 

3.4.2.  Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 

 
Die Thrombozytenaggregation, die durch 1 mmol/l Arachidonsäure ausgelöst worden war, 

erwies sich bei allen Patienten – die „Typ I-resistenten" ausgenommen – als deutlich 

gehemmt (alle Werte für die maximale Aggregation lagen unter 20%). Bei den Patienten mit 
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„Typ I-Resistenz“ zeigte sich hingegen eine starke Variabilität innerhalb der Gruppe – es 

wurden maximale Aggregationswerte von bis zu 70% bestimmt.  

Trotz der Hemmung der Arachidonsäure-induzierten Aggregation bei allen Patienten ohne 

„Typ I-Resistenz“, konnten signifikante Unterschiede zwischen der High-, Medium- und 

Low-Responder-Gruppe hinsichtlich der maximalen Aggregation festgestellt werden 

(p < 0,0001, siehe Abb. 68).  
 

       
Abb. 68: Thrombozytenaggregation, ausgelöst mit 1 mmol/l Arachidonsäure, der ASS-
Responder (High- und Medium-Responder, jeweils n = 42) und der Patienten mit einer „ASS-
Resistenz“ vom Typ III (Low-Responder, n = 42) sowie vom Typ I (n = 4)  
 

Tab. 22 gibt für die einzelnen Gruppen die dazugehörigen Mediane mit Interquartilenabstand, 

die minimalen und die maximalen Werte an.  

 

 
Tab. 22: Werte für die maximale Arachidonsäure-induzierte Aggregation [%] der einzelnen 
Patientengruppen  
 
Durch Zusammenfassen der High- und Medium-Responder zur Responder-Gruppe errechnet 

sich eine mediane maximale Aggregation von 3,7% (2,1 – 5,9%).  
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Abb. 69 veranschaulicht anhand eines Regressionsdiagramms, dass zwischen der Kollagen-

induzierten und der Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregation ein signifikanter 

Zusammenhang nachgewiesen werden konnte (rho = 0,733, p < 0,0001).  
 

      
Abb. 69: Korrelation der Kollagen- und Arachidonsäure-induzierten Thrombozyten-
aggregation aller Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ (n = 126)  
 

Während die Arachidonsäure-induzierte Aggregation der „Typ I-resistenten“ Patienten mit 

der Thromboxan-Bildung (nach Kollagen-Induktion) korreliert (rho = 1,000, p = 0,0833; siehe 

Abb. 70 rechter Teil), findet sich dieser Zusammenhang nicht bei der Patientengruppe ohne 

„Typ I-Resistenz“ (rho = -0,156, p = 0,1764; siehe Abb. 70 linker Teil).  
 

 
Abb. 70: Abhängigkeit der Arachidonsäure (1 mM)-induzierten Aggregation von der 
Thromboxan B2-Bildung (nach Kollagen-Induktion), dargestellt im linken Teil der Abbildung 
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für alle Patienten ohne eine „ASS-Resistenz“ vom Typ I, im rechten Teil für die Patienten mit 
einer „Typ I-Resistenz“  
 

3.4.3.  ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 

 
Die Aggregationsbestimmung mit Adenosindiphosphat (ADP) wurde in einer Subgruppe von 

75 Patienten vorgenommen. Hierbei zeigte sich, dass die ADP-induzierte Aggregation umso 

stärker ausfiel, je höher die Werte lagen, die nach Kollagen-Induktion gemessen wurden 

(rho = 0,632, p < 0,0001). Das dazugehörige Regressionsdiagramm zeigt Abb. 71.  

 

          
 
Abb. 71: Korrelation der Kollagen- und ADP-induzierten Thrombozytenaggregation. Es sind 
die Werte für die maximale Aggregation [%] der Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ 
dargestellt (n = 73)  
 

Somit unterscheiden sich die High-, Medium- und Low-Responder-Gruppe auch hinsichtlich 

der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation jeweils signifikant voneinander (p < 0,0001, 

siehe Abb. 72). Die entsprechenden Werte für die maximale ADP-induzierte Aggregation 

sind der Tab. 23 zu entnehmen.  

 
Wird die ADP-induzierte Aggregation mit der Arachidonsäure-induzierten verglichen, so ist 

ebenfalls eine Korrelation festzustellen (rho = 0,678, p < 0,0001; siehe Abb. 73).  
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Abb. 72: Thrombozytenaggregation, ausgelöst mit 2 µM ADP, der High-Responder (n = 22), 
der Medium-Responder (n = 23) und der Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III 
(Low-Responder, n = 28) sowie vom Typ I (n = 2)  
 

 
Tab. 23: Werte für die maximale ADP-induzierte Aggregation [%] der einzelnen 
Patientengruppen. Für die ASS-Responder-Gruppe (n = 45) ergibt sich insgesamt eine 
mediane maximale Aggregation von 32,6% (28,5 – 39,2%).  
 

                
Abb. 73: Regressionsdiagramm der Thrombozytenaggregation, ausgelöst zum einen mit 2 µM 
ADP, zum anderen mit 1 mM Arachidonsäure (n = 73). Die Werte der „Typ I-resistenten“ 
Patienten sind ausgenommen.  
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3.5.  Untersuchungen zur COX-1-Aktivität bei Patienten mit und ohne „ASS-

  Resistenz“ 

 
Die im Vollblut vorherrschende Enzymaktivität der Cyclooxygenase-1 wurde bei einer 

Subgruppe von 83 Patienten bestimmt. Wie aus Abb. 74 ersichtlich ist, verhielt sich die 

Gruppe der ASS-Responder und die der Low-Responder („ASS-Resistenz“ vom Typ III) 

hinsichtlich der COX-1-Aktivität sowohl ohne als auch mit Zusatz von ASS in vitro gleich: In 

Abwesenheit von ASS in vitro wurde eine mediane TxB2-Konzentration von 2.303 pg/ml 

(866 – 4.167 pg/ml) für die Responder und von 1.436 pg/ml (961 – 3.842 pg/ml) für die Low-

Responder gemessen (p = 0,4743), in Anwesenheit von 100 µM ASS in vitro 74 pg/ml (52 – 

148 pg/ml) für die Responder und 93 pg/ml (46 – 169 pg/ml) für die Low-Responder 

(p = 0,3711). Auch innerhalb der Responder-Gruppe gab es zwischen den High-Responder- 

und Medium-Responder-Patienten keinen Unterschied (ohne ASS-Zusatz p = 0,2903, mit 

ASS-Zusatz p = 0,5032; graphisch nicht dargestellt).  

 

 
Abb. 74: Thromboxan B2-Konzentrationen [pg/ml], gemessen im COX-1-Aktivitäts-Vollblut-
Assay, der ASS-Responder und der „ASS-resistenten“ Patienten vom Typ III (Low-
Responder) sowie vom Typ I  
 

Bei den Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I wurde eine hohe COX-1-Aktivität 

mit einem medianen TxB2-Wert von 31.993 pg/ml (18.812 – 247.376 pg/ml) ermittelt. Wenn 

dieser Wert als 100% gesetzt wird, so weisen alle Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ eine um 

ca. 93% niedrigere COX-1-Aktivität auf (p = 0,0040, siehe Abb. 74).  
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Der ASS-Zusatz in vitro bewirkte bei den „Typ I-resistenten“ Patienten eine deutliche 

Reduktion der COX-1-Aktivität auf 275 pg/ml (137 – 1.167 pg/ml) TxB2 (p = 0,1088), so 

dass zwischen den Patienten ohne und den Patienten mit „Typ I-Resistenz“ kein signifikanter 

Unterschied mehr bestand (p = 0,0539, siehe Abb. 74).  

Trotz der bereits stark gehemmten COX-1-Aktivität der Responder- und Low-Responder-

Gruppe, war das in vitro zugesetzte ASS in der Lage, diese Aktivität in beiden Gruppen noch 

weiter zu reduzieren: für die Responder von 2.303 pg/ml auf 74 pg/ml TxB2 (p < 0,0001), für 

die Low-Responder von 1.436 pg/ml auf 93 pg/ml (p < 0,0001, siehe ebenfalls Abb. 74). Zu 

dieser Beobachtung finden sich weitere Untersuchungsergebnisse in Abschnitt 3.10.3.  

 
Das Regressionsdiagramm in Abb. 75 veranschaulicht, dass bei den Patienten ohne „Typ I-

Resistenz“ kein Zusammenhang zwischen der COX-1-Aktivität im Vollblut und der im 

plättchenreichen Plasma bestimmten Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation 

nachweisbar war (rho = -0,041, p = 0,7151).  

 

 
 
Abb. 75: Abhängigkeitsdiagramm der maximalen Aggregation (bestimmt nach Kollagen-
Induktion im PRP) und der Thromboxan B2-Konzentration (im COX-1-Vollblut-Assay)  
 

Zum Vergleich besteht bei den „Typ I-resistenten“ Patienten eine deutliche Korrelation 

zwischen der COX-1-Aktivität und der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation 

(rho = 1,000, p = 0,1573; graphisch nicht dargestellt).  

 
Auch, wenn die durch Arachidonsäure ausgelöste Thrombozytenaggregation der Responder 

und Low-Responder mit der entsprechenden COX-1-Aktivität verglichen wird, korreliert ein 
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für die maximale Aggregation bestimmter hoher Wert nicht mit einer erhöhten COX-1-

Aktivität (rho = -0,279, p = 0,0131; siehe Abb. 76, linke Graphik). Dem gegenüber stehen 

wiederum die Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I: Eine hohe COX-1-Aktivität 

hatte auch eine verstärkte Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation zur Folge 

(rho = 1,000, p = 0,1573; graphisch nicht dargestellt).  

 

 
Abb. 76: Vergleich der maximalen Aggregation nach Induktion mit Arachidonsäure (linkes 
Diagramm, n = 83) bzw. ADP (rechtes Diagramm, n = 73) mit der im Vollblut-Assay 
bestimmten Thromboxan B2-Konzentration, die ein Maß für die Aktivität der COX-1 darstellt. 
Die Werte der „Typ I-resistenten“ Patienten sind nicht mit abgebildet.  
 

Für die ADP-induzierte Aggregation zeigt sich hinsichtlich der COX-1-Aktivität ein ähnlicher 

Zusammenhang wie für die Arachidonsäure-induzierte Aggregation: Es besteht eine 

schwache, allerdings signifikante Korrelation: je niedriger die COX-1-Aktivität, desto höher 

die durch ADP ausgelöste Aggregation (rho = -0,266, p = 0,0250; siehe Abb. 76, rechte 

Graphik).  

 
Während eine erhöhte COX-1-Aktivität bei den Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ keine 

verstärkte Aggregationsreaktion zur Folge hatte, zeigte sich für die in den 

Aggregationsüberständen bestimmte Thromboxan-Konzentration ein entgegen gesetzter 

Zusammenhang: je stärker die im Vollblut-Assay ermittelte COX-1-Aktivität, desto höher die 

TxB2-Konzentration im Aggregationsüberstand (rho = 0,446, p < 0,0001; siehe Abb. 77, linke 

Graphik). Die Korrelation für die „Typ I-resistenten“ Patienten ist ebenfalls abgebildet 

(rho = 1,000, p = 0,1573; Abb. 77, rechte Graphik).  

100

1.000

10.000

100.000

2 4 6 8 10 12 14

100

1.000

10.000

100.000

10 20 30 40 50 60 70
maximale Aggregation [%]

Arachidonsäure 1 mmol/l

Th
ro

m
bo

xa
n 

B
2

[p
g/

m
l]

maximale Aggregation [%]

ADP 2 µmol/l

Th
ro

m
bo

xa
n 

B
2

[p
g/

m
l]

rho = -0,266rho = -0,279

p = 0,0131 p = 0,0250



 Ergebnisse 

104 
 

 
 
Abb. 77: Zusammenhang zwischen der im Vollblut bestimmten COX-1-Aktivität und der nach 
Kollagen-Induktion in den Aggregationsüberständen gemessenen Thromboxan B2-
Konzentration; im linken Diagramm dargestellt für die High-Responder (●), Medium-
Responder (●) und Low-Responder (●), im rechten für die Patienten mit einer „ASS-
Resistenz“ vom Typ I. Es sei darauf hingewiesen, dass die Nachweisgrenzen der 
Thromboxan-EIAs zwischen 40 und 83 pg TxB2/ml lagen.  
 

 

 

3.6.  Exkretion des Thromboxan-Metaboliten 2,3-dinor-Thromboxan B2 und 

des Prostacyclin-Metaboliten 2,3-dinor-6-keto-Prostaglandin F1α bei 

„ASS-resistenten“ und „nicht-resistenten“ Patienten 

 
3.6.1.  2,3-dinor-Thromboxan B2-Exkretion 

 
Hinsichtlich der Ausscheidung des Thromboxan-Metaboliten 2,3-dinor-Thromboxan B2 

(2,3-dn-TxB2) ergab sich zwischen der ASS-Responder- und der ASS-Low-Responder-

Gruppe kein Unterschied. Im Urin der Responder-Patienten wurde eine mediane 2,3-dn-TxB2-

Konzentration von 96 pg/mg Kreatinin (64 – 145 pg/mg) ermittelt, bei den Low-Responder-

Patienten von 79 pg/mg Kreatinin (57 – 123 pg/mg), p = 0,2384 (siehe Abb. 78). Der Median 

für die „Typ I-resistenten“ Patienten lag im Vergleich zur Responder- und Low-Responder-

Gruppe mit 241 pg/mg Kreatinin (83 – 491 pg/mg) deutlich höher; es errechneten sich jedoch 

keine signifikanten Unterschiede aufgrund der starken interindividuellen Schwankung der 
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2,3-dn-TxB2-Konzentration innerhalb der „Typ I-Resistenz“-Gruppe (p = 0,2089 bzw. 

p = 0,1751, siehe ebenfalls Abb. 78).  

 

     
 

Abb. 78: Konzentrationen des Thromboxan-Metaboliten 2,3-dinor-Thromboxan B2 im Urin 
der ASS-Responder (n = 83) und der Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III 
(n = 41) sowie vom Typ I (n = 4).  
 

Aus Abb. 79 wird deutlich, dass bei allen Patienten – die „Typ I-resistenten“ ausgenommen – 

zwischen der Exkretion des Thromboxan-Metaboliten 2,3-dn-TxB2 und der ex vivo 

bestimmten Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation kein Zusammenhang besteht 

(rho = -0,001, p = 0,9924). Für die „Typ I-resistenten“ Patienten (n = 4) wurde ein 

Korrelationskoeffizient (rho) von 0,400 berechnet und ein p-Wert von 0,4884 (graphisch nicht 

dargestellt).  

 
Unter Ausschluss der „Typ I-resistenten“ Patienten zeigte sich auch die Aggregation, die mit 

Arachidonsäure oder ADP induziert wurde, von der 2,3-dinor-TxB2-Exkretion unabhängig 

(rho = -0,072, p = 0,4236 bzw. rho = -0,229, p = 0,0524; siehe Abb. 80).  

Für die Patienten mit „Typ I-Resistenz“ (n = 4) wurde für die Arachidonsäure-ausgelöste 

Aggregation ein rho-Wert von 0,400 und ein p-Wert von 0,4884 ermittelt. Die Bestimmung 

der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation wurde nur bei zwei der „Typ I-resistenten“ 

Patienten vorgenommen, so dass in diesem Fall eine statistische Berechnung entfällt.  
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Abb. 79: Regressionsdiagramm zur 2,3-dinor-Thromboxan B2-Konzentration im Urin der 
Patienten (n = 124) und zur Thrombozytenaggregation, ausgelöst durch 1 mg/l Kollagen im 
plättchenreichen Plasma. Die Werte der Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I sind 
ausgenommen.  
 

 
 
Abb. 80: Regressionsdiagramme zur Exkretion von 2,3-dinor-Thromboxan B2 und zur 
Thrombozytenaggregation, welche zum einen mit 1 mmol/l Arachidonsäure (n = 124, linker 
Teil der Abbildung) und zum anderen mit 2 µmol/l ADP (n = 73, rechter Teil der Abbildung) 
induziert wurde. Die Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I sind in dieser Analyse 
ausgeschlossen.  
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Während die nach Kollagen-Induktion in den Aggregationsüberständen bestimmten 

Thromboxan-Konzentrationen signifikant mit den entsprechenden COX-1-Aktivitäten im 

Vollblut korrelierten (siehe Abschnitt 3.5. Abb. 77, linke Graphik), verhielt sich die 2,3-dn-

TxB2-Ausscheidung bei allen Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ unabhängig von der COX-1-

Vollblut-Aktivität (rho = 0,194, p = 0,0846; siehe Abb. 81, linkes Diagramm) bzw. 

unabhängig von der TxB2-Bildung nach Aggregationsinduktion (rho = 0,020, p = 0,8656; 

siehe Abb. 81, rechtes Diagramm).  

Für die Exkretion von 2,3-dn-TxB2 der „Typ I-resistenten“ Patienten errechnete sich in Bezug 

auf die COX-1-Vollblut-Aktivität ein Korrelationskoeffizient (rho) von 0,500 (p = 0,4795) 

sowie in Bezug auf die TxB2-Konzentration im Aggregationsüberstand ein rho-Wert von 

0,400 (p = 0,4884).  

 

 
 
Abb. 81: Regressionsanalyse der 2,3-dinor-Thromboxan B2-Exkretion bei Patienten ohne 
„Typ I-Resistenz“ und der im Vollblut ermittelten COX-1-Aktivität (n = 80, linker Teil der 
Abbildung) sowie der nach Kollagen-Induktion im plättchenreichen Plasma bestimmten 
Thromboxan B2-Konzentration (n = 76, rechter Teil der Abbildung) 
 

3.6.2.  2,3-dinor-6-keto-Prostaglandin F1α-Exkretion 

 
Die Untersuchungen zur Ausscheidung des Prostacyclin-Metaboliten 2,3-dinor-6-keto-

Prostaglandin F1α (2,3-dn-6-keto-PGF1α) ergaben zwischen den Responder-Patienten und den 

Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ sowohl vom Typ I als auch vom Typ III keine 

Unterschiede. Der Median für die 2,3-dn-6-keto-PGF1α-Konzentration im Urin der Responder 

lag bei 78 pg/mg Kreatinin (58 – 138 pg/mg), der Median für die „Typ III-resistenten“ 
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Patienten bei 98 pg/mg Kreatinin (56 – 145 pg/mg) und der für die Patienten mit einer „Typ I-

Resistenz“ bei 138 pg/mg Kreatinin (57 – 225 pg/mg). Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests 

wurde ein p-Wert von 0,7455 errechnet. Die p-Werte zwischen den einzelnen Patienten-

gruppen sind in Abb. 82 zu finden.  
 

  
 

Abb. 82: Ausscheidung des Prostacyclin-Metaboliten 2,3-dinor-6-keto-Prostaglandin F1α der 
Responder-Patienten (n = 83), der Low-Responder-Patienten (n = 41) und der Patienten mit 
einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I (n = 4)  
 

Aus Abb. 83 ist ersichtlich, dass das Ausmaß der Kollagen-induzierten Thrombozyten-

aggregation und die 2,3-dn-6-keto-PGF1α-Exkretion voneinander unabhängig sind 

(rho = 0,101, p = 0,2608). Auch bei den Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I 

konnte keine Korrelation nachgewiesen werden (rho = 0,200, p = 0,7290; graphisch nicht 

dargestellt).  

 
Auch zwischen der 2,3-dn-6-keto-PGF1α-Ausscheidung und sowohl der Arachidonsäure- als 

auch der ADP-induzierten Aggregation ließ sich kein Zusammenhang nachweisen, weder für 

die Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ (rho = 0,032, p = 0,7247, n = 124 für die AA-induzierte 

maximale Aggregation und rho = -0,186, p = 0,1153, n = 73 für die ADP-induzierte maximale 

Aggregation; Regressionsdiagramme nicht abgebildet) noch für die Patienten mit „Typ I-

Resistenz“ (rho = 0,200, p = 0,7290, n = 4 für die AA-induzierte maximale Aggregation; für 

die ADP-induzierte Aggregation keine statistische Berechnung wegen n = 2).  
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Abb. 83: Regressionsanalyse zur 2,3-dinor-6-keto-Prostaglandin F1α-Exkretion und Kollagen-
induzierten Thrombozytenaggregation für die Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ 
 

3.6.3. Zusammenhang zwischen der Thromboxan B2-Metabolit-Exkretion und 

der Prostacyclin-Metabolit-Exkretion 

 
Zwischen der Ausscheidung des Thromboxan-Metaboliten 2,3-dn-TxB2 und des Prostacyclin-

Metaboliten 2,3-dn-6-keto-PGF1α konnte ein schwacher, aber signifikanter Zusammenhang 

nachgewiesen werden: je höher die 2,3-dn-TxB2-Exkretion desto höher auch die 2,3-dn-6-

keto-PGF1α-Exkretion (rho = 0,216, p = 0,0165; siehe Abb. 84 linkes Diagramm). Wird die 

Regressionsanalyse für die Responder- und Low-Responder separat durchgeführt, so ergibt 

sich für die Responder-Gruppe nach wie vor eine signifikante Korrelation (rho = 0,228, 

p = 0,0392), für die Low-Responder-Gruppe hingegen nicht (rho = 0,225, p = 0,1543).  

Bei den „Typ I-resistenten“ Patienten wurde ein rho-Wert von 0,800 und ein p-Wert von 

0,1659 ermittelt (graphisch nicht dargestellt).  

 
Hinsichtlich der Analyse des Quotienten {2,3-dn-TxB2-Exkretion/2,3-dn-6-keto-PGF1α-

Exkretion} ergeben sich zwischen der Responder-, Low-Responder- und „Typ I-Resistenz“-

Gruppe keine Unterschiede. Der Quotient der Responder-Gruppe liegt bei 1,2 (0,6 – 1,9) und 

der der Low-Responder-Gruppe bei 0,8 (0,5 – 1,7); p = 0,2331.  

Für die Patienten mit „Typ I-Resistenz“ errechnete sich ein Quotient von 2,0 (1,3 – 2,5); 

p = 0,1020 im Vergleich zur Low-Responder-Gruppe.  
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Das Ausmaß der Thrombozytenaggregation verhielt sich sowohl für die Responder als auch 

für die Low-Responder vom Exkretions-Quotienten {2,3-dn-TxB2/2,3-dn-6-keto-PGF1α} 

unabhängig. Dies galt sowohl für die Kollagen-induzierte Aggregation (rho = -0,105, 

p = 0,2435; Abb. 84 rechtes Diagramm) als auch für die Arachidonsäure-induzierte 

(rho = -0,093, p = 0,3023) und ADP-induzierte Aggregation (rho = -0,017, p = 0,8879). Im 

Vergleich zeigten sich für die „Typ I-resistenten“ Patienten (n = 4) ein rho-Wert von 0,800 

sowie ein p-Wert von 0,1659.  

 

   
 
Abb. 84: Zusammenhang zwischen der 2,3-dinor-Thromboxan B2- und 2,3-dinor-6-keto-
Prostaglandin F1α-Exkretion in Verbindung mit der maximalen Aggregation nach Kollagen-
Induktion; n = 83 Responder (●), n = 41 Low-Responder (●)  
 

 

 

3.7.  Bedeutung kardiovaskulärer Risikofaktoren im Zusammenhang mit einer 

„ASS-Resistenz“ 

 
In diesem Kapitel werden die ASS-Responder- mit den ASS-Low-Responder-Patienten, d.h. 

den Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III, hinsichtlich ihrer kardiovaskulären 

Risikofaktoren verglichen.  

 
Es wurde im Studienkollektiv für zwei der untersuchten Risikofaktoren ein Zusammenhang 

mit dem Vorliegen einer „ASS-Resistenz“ nachgewiesen. Hierbei handelt es sich zum einen 

um ein erhöhtes Lebensalter, zum anderen um die Hypercholesterinämie. Abschnitt 3.7.1. 

bzw. Abschnitt 3.7.2. beschreiben diese Ergebnisse detailliert.  
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Für alle weiteren Risikofaktoren konnte im Patientenkollektiv keine Verbindung zu einer 

„ASS-Resistenz“ festgestellt werden. Im Einzelnen handelt es sich hierbei um das Geschlecht, 

eine positive Familienanamnese und eine Hypertonie, aber auch ein Diabetes, ein erhöhter 

Body Mass Index (BMI) oder ein Zigarettenkonsum wurde nicht häufiger bei „ASS-

resistenten“ Patienten beobachtet. Tab. 24 vergleicht die Häufigkeiten der Risikofaktoren 

bzw. im Falle des Alters und des BMI die Mittelwerte, welche für die High-Responder- bzw. 

Responder- und Low-Responder-Gruppe ermittelt wurden.  
 

 
Tab. 24: Kardiovaskuläre Risikofaktoren und die Häufigkeit ihres Auftretens in der Gruppe 
der High-Responder, der Responder (High- und Medium-Responder zusammengefasst) und 
der Low-Responder. Für das Alter und den Body Mass Index (BMI) sind jeweils der 
Mittelwert und die Standardabweichung angegeben. Signifikante Unterschiede sind rot 
markiert.  
 
Darüberhinaus gehörten auch die Patienten, die über Angina pectoris-Beschwerden 

berichteten, nicht häufiger der „ASS-Resistenz“-Gruppe an: 16,9% der Responder und 26,2% 

der Low-Responder waren aktuell betroffen (p = 0,2181); in der High-Responder-Gruppe 

waren es 19,0% (p = 0,4340 im Vergleich mit der Low-Responder-Gruppe).  

High-
Responder

Responder 
(High- und 
Medium-

Responder)

Low-
Responder

p1-Wert p2-Wert

High-
Responder 

vs. Low-
Responder

Responder 
vs. Low-

Responder
n = 42 n = 84 n = 42

männliches Geschlecht, n (%) 33 (78,6) 70 (83,3) 34 (81,0) 0,7860 0,7400

Alter, Jahre 63 ± 10 65 ± 8 68 ± 7 0,0074 0,0582

Alter ≥ 60, n (%) 29 (69,1) 68 (81,0) 41 (97,6) 0,0004 0,0098

pos. Familienanamnese, n (%) 11 (26,2) 24 (28,6) 9 (21,4) 0,6070 0,4091

Hypercholesterinämie, n (%) 29 (69,1) 64 (76,2) 37 (88,1) 0,0334 0,1142

Hypertonie, n (%) 35 (83,3) 73 (86,9) 35 (83,3) 0,7989 0,4768

Diabetes mellitus, n (%) 4 (9,5) 7 (8,3) 7 (16,7) 0,3319 0,1606

BMI, kg/m2 26,9 ± 4,3 26,9 ± 4,0 25,7 ± 3,1 0,1685 0,0923

Übergewicht, n (%) 27 (64,3) 57 (67,9) 26 (61,9) 0,8211 0,5065

Adipositas, n (%) 5 (11,9) 13 (15,5) 3 (7,1) 0,4572 0,1854

Raucher (aktuell), n (%) 4 (9,5) 4 (4,8) 1 (2,4) 0,1665 0,5187

Nichtraucher (≤ 1 Jahr), n (%) 2 (4,8) 4 (4,8) 2 (4,8) > 0,9999 > 0,9999

Nichtraucher (> 1 Jahr), n (%) 29 (69,1) 55 (65,5) 27 (64,3) 0,6434 0,8949
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3.7.1.  „ASS-Resistenz“ und Alter 

 
Die ASS-Low-Responder waren im Mittel 68 ± 7 Jahre alt und damit drei Jahre älter als die 

Responder (65 ± 8 Jahre) und fünf Jahre älter als die High-Responder (63 ± 10 Jahre). Der 

Altersunterschied zwischen den High- und Low-Responder-Patienten ist signifikant 

(p = 0,0074).  

 
Während in der Low-Responder-Gruppe bis auf einen Patienten alle weiteren 41 Patienten 

über 60 Jahre alt waren (97,6%), setzte sich die Responder-Gruppe lediglich zu 81,0% 

(n = 68) aus Patienten über 60 zusammen (p = 0,0098). In der High-Responder-Gruppe 

wiesen sogar nur 69,1% (n = 29) das „Alter über 60“ als Risikofaktor auf, so dass sich im 

Vergleich zur Low-Responder-Gruppe ein hochsignifikanter Unterschied errechnete 

(p = 0,0004).  

 
Werden allerdings für jeden einzelnen Patienten die Werte der maximalen Kollagen-

induzierten Aggregation dem jeweiligen Alter gegenübergestellt, so ergibt sich nur eine 

schwache, aber dennoch signifikante Korrelation (rho = 0,225, p = 0,0118; siehe Abb. 85). 

Auffallend ist jedoch, dass von allen Patienten, die jünger als 60 waren, nur ein einziger 

Patient (von 17 Patienten) der Low-Responder-Gruppe angehört und lediglich drei weitere 

Patienten der Medium-Responder-Gruppe. Damit sind mehr als Dreiviertel der „Unter-60-

Jährigen“ High-Responder.  

 

 
 
Abb. 85: Korrelation zwischen maximaler Thrombozytenaggregation (induziert mit 1 mg/l 
Kollagen) und Patientenalter. Ein Alter ≥ 60 Jahre gilt als kardiovaskulärer Risikofaktor; 
deshalb ist in der Abbildung für das Alter „60“ eine rote gestrichelte Linie eingezeichnet.  
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Die mediane durch Kollagen ausgelöste maximale Thrombozytenaggregation liegt für die 

Patienten unter 60 bei 16,0% (10,8 – 24,9%), für die Patienten über 60 bei 32,8% (24,0 – 

42,1%). Der Unterschied ist signifikant (p = 0,0002, siehe Abb. 86).  

 
Auch die Kollagen-Konzentrationskurven der beiden Altersklassen unterscheiden sich 

signifikant voneinander (p = 0,0018, siehe Abb. 87); der EC50-Wert für Kollagen liegt für die 

Patienten über 60 mit 1,25 mg/l deutlich niedriger als der EC50-Wert für die Patienten unter 

60 (1,92 mg/l).  

 
Abb. 86: Maximale Kollagen-induzierte Aggregation der „Unter- und Über-60-Jährigen“ 
(n = 17 und n = 109)  
 

         
Abb. 87: Thrombozytenaggregation der Patienten unter und über 60, ausgelöst mit 
verschiedenen Kollagen-Konzentrationen. Die Werte für die maximale Aggregation sind als 
Mittelwerte mit Standardfehler angegeben.  
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Beim Vergleich der Arachidonsäure-induzierten Aggregation der Patienten über und unter 60 

zeigte sich ebenfalls eine signifikant höhere maximale Aggregation für die „Über-60-

Jährigen“ (5,7% (3,3 – 8,2%) versus 2,1% (1,2 – 3,4%), p < 0,0001; siehe Abb. 88 linkes 

Box-Diagramm).  

 
Der Median für die ADP-induzierte maximale Thrombozytenaggregation der Patientengruppe 

über 60 lag zwar auch mit 39,1% (32,2 – 50,1%) höher als der Median für die 

Patientengruppe unter 60 (30,4% (25,5 – 31,9%)), eine Signifikanz errechnete sich für diese 

Differenz jedoch nicht (p = 0,0618); hierzu sei angemerkt, dass die ADP-Messung nur bei 6 

unter 60 Jahre alten Patienten durchgeführt worden war. Das dazugehörige Box-Diagramm ist 

in Abb. 88 (rechts) dargestellt.  

 

 
 
Abb. 88: Maximale Thrombozytenaggregation, ausgelöst mit Arachidonsäure (linker Teil der 
Abbildung) und ADP (rechter Teil der Abbildung), der Patienten unter 60 (n = 17 für die AA-
Messung, n = 6 für die ADP-Messung) und der Patienten über 60 (n = 109 für die AA-
Messung und n = 67 für die ADP-Messung)  
 

3.7.2.  „ASS-Resistenz“ und Hypercholesterinämie 

 
In der Gruppe der ASS-Low-Responder waren 88,1% der Patienten von einer 

Hypercholesterinämie betroffen (37 von 42 Patienten), in der ASS-High-Responder-Gruppe 

waren dies lediglich 69,1%, d.h. 29 von 42 Patienten (p = 0,0334, siehe Tab. 24). In der 

Responder-Gruppe (High- und Medium-Responder zusammengefasst) litten 76,2% (64 von 

84 Patienten) an einer Hypercholesterinämie (p = 0,1142 im Vergleich mit den Low-

Responder-Patienten).  
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Für die insgesamt 101 Patienten mit Hypercholesterinämie wurde eine mediane maximale 

Kollagen-induzierte Aggregation von 32,3% (21,8 – 41,7%) bestimmt, für die 25 Patienten 

ohne Hypercholesterinämie ergab sich ein Median von 24,6% (15,3 – 34,5%), p = 0,0521. 

Das dazugehörige Box-Diagramm zeigt Abb. 89 (rechter Teil der Abbildung). Zusätzlich ist 

in der gleichen Abbildung (linker Teil) das entsprechende Perzentil-Diagramm dargestellt.  

 
Hinsichtlich der Arachidonsäure- und der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation konnte 

kein Zusammenhang zwischen einer Hypercholesterinämie und einer verstärkten Aggregation 

nachgewiesen werden: maximale AA-induzierte Aggregation: 5,6% (2,8 – 7,9%) für die 

Patienten mit Hypercholesterinämie (n = 101) versus 4,0% (2,2 – 6,3%) für die Patienten 

ohne Hypercholesterinämie (n = 25), p = 0,1388; maximale ADP-induzierte Aggregation: 

38,9% (31,2 – 50,1%) für die Patienten mit Hypercholesterinämie (n = 59) versus 35,3% 

(25,5 – 47,6%) für die Patienten ohne Hypercholesterinämie (n = 14), p = 0,4164 (graphisch 

nicht dargestellt).  
 

   
Abb. 89: Vergleich der maximalen Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation zwischen 
Patienten mit Hypercholesterinämie (n = 101, ●) und Patienten ohne Hypercholesterinämie 
(n = 25, ●)  
 

 

 

3.8.  Atherosklerotische Ereignisse und kardiologische Interventionen – eine 

retrospektive Analyse 

 
In diesem Kapitel werden die atherosklerotischen Ereignisse und kardiologischen 

Interventionen beleuchtet, die trotz der kontinuierlichen Therapie mit 100 mg ASS bei den 
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Studienteilnehmern in der Vergangenheit aufgetreten sind. Dabei wird überprüft, ob die 

Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III möglicherweise häufiger betroffen waren 

als die Responder-Patienten. Aus dieser retrospektiven Analyse sind zum einen die „Typ I-

resistenten“ Patienten (n = 4) ausgeschlossen, zum anderen die Patienten, die in der 

Vergangenheit das ASS zeitweilig abgesetzt oder die Dosis variiert hatten bzw. die Patienten, 

bei denen nicht eindeutig rückverfolgt werden konnte, ob das entsprechende Ereignis 

tatsächlich unter der ASS-Therapie aufgetreten war (n = 15). Somit konnten 111 Patienten in 

die retrospektive Analyse eingeschlossen werden.  

 
Zunächst wurde das gesamte Kollektiv (n = 111) hinsichtlich der vergangenen Ereignisse 

betrachtet. Dabei wurden zum einen die High-Responder (n = 32) und zum anderen die 

Responder (n = 73) mit der Low-Responder-Gruppe (n = 38) verglichen. Die Ergebnisse der 

Analyse zeigt Tab. 25. Es ist zu erkennen, dass für kein Ereignis – weder für einen 

Myokardinfarkt noch für eine PTCA mit oder ohne Stentimplantation, eine Bypass-Operation, 

eine transitorische ischämische Attacke oder für irgendein sonstiges atherosklerotisch 

bedingtes Ereignis – ein signifikant häufigeres Auftreten in einer der Gruppen festzustellen 

war.  

 

 
 
Tab. 25: Ereignisse unter der Therapie mit 100 mg ASS (retrospektive Analyse). Die 
„sonstigen Ereignisse“ fassen weitere atherosklerotisch bedingte Ereignisse zusammen wie 
z.B. das Bauchaortenaneurysma. Die Angabe „Ereignisse (gesamt)“ bezieht sich auf die 
Anzahl der Patienten, die ein oder mehrere Ereignisse in der Vergangenheit erlitten hatten.  
 

High-
Responder

Responder 
(High- und 
Medium-

Responder)

Low-
Responder

p1-Wert p2-Wert

High-
Responder 

vs. Low-
Responder

Responder 
vs. Low-

Responder
n = 32 n = 73 n = 38

Myokardinfarkt, n (%) 2 (6,3) 6 (8,2) 7 (18,4) 0,1296 0,1127

PTCA, n (%) 10 (31,3) 22 (30,1) 10 (26,3) 0,6489 0,6732

Stentimplantation, n (%) 9 (28,1) 18 (24,7) 8 (21,1) 0,4918 0,6705

Bypass-OP, n (%) 5 (15,6) 10 (13,7) 3 (7,9) 0,3112 0,3669

TIA, n (%) 1 (3,1) 2 (2,7) 3 (7,9) 0,3917 0,2140

sonstige Ereignisse, n (%) 0 (0,0) 4 (5,5) 4 (10,5) 0,0587 0,3293

Ereignisse (gesamt), n (%) 14 (43,8) 32 (43,8) 18 (47,4) 0,7621 0,7226
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Anschließend wurde das Patientenkollektiv in zwei Gruppen eingeteilt:  

1. in die Patienten, die vor der Behandlung mit ASS bereits ein MI erlitten hatten (n = 74) 

und  

2. in die Patienten, die vor Therapiebeginn keinen MI durchgemacht hatten (n = 43).  

(In diese Analyse konnten sechs Patienten mehr eingeschlossen werden (n = 117) als in die 

übrige retrospektive Analyse (n = 111).)  

Nach Einteilung des Kollektivs in diese zwei Gruppen, wurde deutlich, dass die Patienten, die 

einen Infarkt vor Therapiebeginn erlitten hatten, signifikant häufiger der Responder- bzw. der 

High-Responder-Gruppe angehörten als der Low-Responder-Gruppe: Während 74,3% der 

High-Responder-Patienten (n = 26) und 70,1% der Responder-Patienten (n = 54) einen MI vor 

der ASS-Behandlung gehabt hatten, hatten dies in der Low-Responder-Gruppe nur die Hälfte 

(n = 20) der Patienten (p =0,0312 bzw. p = 0,0322; siehe auch Tab. 26).  

 

 
Tab. 26: Vergleich der Patienten, die bereits einen MI vor Beginn der ASS-Dauertherapie 
erlitten hatten (n = 74) und der Patienten, die vor Therapiebeginn keinen Infarkt hatten 
(n = 43), hinsichtlich ihrer „ASS-Response“  
 

Im weiteren Verlauf der retrospektiven Analyse wurden nun diese beiden Gruppen getrennt 

voneinander untersucht (Abschnitt 3.8.1. und Abschnitt 3.8.2.).  

 

3.8.1.  Retrospektive Analyse für die Patienten, die vor der ASS-Therapie bereits 

einen Myokardinfarkt erlitten hatten 

 
Bei 74 Patienten hatte sich vor dem Behandlungsbeginn mit ASS ein Myokardinfarkt 

ereignet. Unter der anschließenden Dauertherapie mit 100 mg ASS bekamen 12,2% dieser 

Patienten einen erneuten Infarkt (n = 9) und das trotz der regelmäßigen täglichen Einnahme.  

 
Von den 74 Patienten wurden 54 Patienten als ASS-Responder identifiziert (26 High- und 28 

Medium-Responder) und 20 Patienten als ASS-Low-Responder. Von den Low-Responder-

High-
Responder

Responder 
(High- und 
Medium-

Responder)

Low-
Responder

p1-Wert p2-Wert

High-
Responder 

vs. Low-
Responder

Responder 
vs. Low-

Responder
n = 35 n = 77 n = 40

MI vor ASS-Therapie, n (%) 26 (74,3) 54 (70,1) 20 (50,0) 0,0312 0,0322

kein MI vor ASS-Therapie, n (%) 9 (25,7) 23 (29,9) 20 (50,0) 0,0312 0,0322
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Patienten erlitt ein Viertel (n = 5) einen der oben erwähnten Reinfarkte, während in der 

Responder-Gruppe nur 7,4% der Patienten (n = 4) betroffen waren. Dieser Unterschied ist 

signifikant (p = 0,0398). Anders ausgedrückt bedeutet dies, dass sich bei jedem vierten Low-

Responder ein Reinfarkt unter der ASS-Dauertherapie ereignet hatte, während bei den 

Responder-Patienten nur jeder vierzehnte betroffen war. Das Risiko, einen Reinfarkt zu 

erleiden, war im Falle der ASS-Low-Response 3,4-fach erhöht.  

 
Kardiologische Interventionen (PTCA, Stentimplantation, Bypass-OP) und sonstige 

atherosklerotisch bedingte Ereignisse kamen in gleichem Maße bei den Responder- und Low-

Responder-Patienten vor (siehe Tab. 27).  
 

 
Tab. 27: Ereignisse unter der Therapie mit 100 mg ASS bei den Patienten, die bereits einen 
Myokardinfarkt vor der ASS-Therapie erlitten hatten (n = 74). Die Angaben „sonstige 
Ereignisse“ und „Ereignisse (gesamt)“ sind in der Legende der Tab. 25 erläutert.  
 

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die Zeitspanne, die zur Rückverfolgung 

herangezogen wurde, für jeden Patienten unterschiedlich groß war – entsprechend der 

individuellen ASS-Behandlungsdauer (siehe Abschnitt 3.1.3.1. und Abb. 46). Für die 

Patienten, die bereits einen MI vor der ASS-Therapie erlitten hatten, wurden folgende mittlere 

ASS-Behandlungszeiträume ermittelt:  

 
● 8,6 ± 6,1 Jahre für die High-Responder (n = 26),  

● 8,4 ± 5,9 Jahre für die Responder (n = 54) und  

● 5,7 ± 3,9 Jahre für die Low-Responder (n = 20).  

High-
Responder

Responder 
(High- und 
Medium-

Responder)

Low-
Responder

p1-Wert p2-Wert

High-
Responder 

vs. Low-
Responder

Responder 
vs. Low-

Responder
n = 26 n = 54 n = 20

Reinfarkt, n (%) 2 (7,7) 4 (7,4) 5 (25,0) 0,1052 0,0398

PTCA, n (%) 9 (34,6) 18 (33,3) 7 (35,0) 0,9783 0,8929

Stentimplantation, n (%) 8 (30,8) 14 (25,9) 5 (25,0) 0,6666 0,9355

Bypass-OP, n (%) 5 (19,2) 8 (14,8) 2 (10,0) 0,3876 0,5905

TIA, n (%) 1 (3,9) 1 (1,9) 2 (10,0) 0,4020 0,1145

sonstige Ereignisse, n (%) 0 (0,0) 3 (5,6) 2 (10,0) 0,0992 0,4988

Ereignisse (gesamt), n (%) 13 (50,0) 26 (48,2) 12 (60,0) 0,4997 0,3650
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Weder für die High-Responder noch für die Responder konnte im Vergleich zu den Low-

Responder-Patienten ein Unterschied hinsichtlich dieser Behandlungszeiträume errechnet 

werden (p = 0,0779 bzw. p = 0,0608).  

 
Bis sich der Reinfarkt unter der ASS-Therapie ereignet hatte, waren in der High-Responder-

Gruppe 2,5 ± 3,5 Jahre vergangen, in der Low-Responder-Gruppe 5,0 ± 2,7 Jahre 

(p = 0,3468); bei den Responder-Patienten waren es 2,5 ± 2,1 Jahre (p = 0,1687 im Vergleich 

mit der Low-Responder-Gruppe).  

 

3.8.2.  Retrospektive Analyse für die Patienten, die vor der ASS-Therapie keinen 

Myokardinfarkt erlitten hatten 

 
Wird die Häufigkeit der Ereignisse, die während der ASS-Therapie auftraten, für die 

Patientengruppe untersucht, die vor dem Behandlungsbeginn mit ASS von keinem 

Myokardinfarkt betroffen waren, so konnten keine Unterschiede zwischen High-Responder- 

bzw. Responder-Patienten und Low-Responder-Patienten ermittelt werden. Es sei jedoch 

darauf hingewiesen, dass die n-Zahlen für diese Analyse sehr klein sind (siehe Tab. 28).  

 

 
 
Tab. 28: Ereignisse unter der Therapie mit 100 mg ASS bei den Patienten, die vor der ASS-
Therapie keinen Myokardinfarkt erlitten hatten (n = 37). Die Angaben „sonstige Ereignisse“ 
und „Ereignisse (gesamt)“ sind in der Legende der Tab. 25 erläutert.  
 

High-
Responder

Responder 
(High- und 
Medium-

Responder)

Low-
Responder

p1-Wert p2-Wert

High-
Responder 

vs. Low-
Responder

Responder 
vs. Low-

Responder
n = 6 n = 19 n = 18

Myokardinfarkt, n (%) 0 (0,0) 2 (10,5) 2 (11,1) 0,3938 0,9543

PTCA, n (%) 1 (16,7) 4 (21,1) 3 (16,7) > 0,9999 0,7335

Stentimplantation, n (%) 1 (16,7) 4 (21,1) 3 (16,7) > 0,9999 0,7335

Bypass-OP, n (%) 0 (0,0) 2 (10,5) 1 (5,6) 0,5553 0,5798

TIA, n (%) 0 (0,0) 1 (5,3) 1 (5,6) 0,5553 0,9686

sonstige Ereignisse, n (%) 0 (0,0) 1 (5,3) 2 (11,1) 0,3938 0,5148

Ereignisse (gesamt), n (%) 1 (16,7) 6 (31,6) 6 (33,3) 0,4367 0,9093
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3.9.  Untersuchungen zur ASS-Behandlungsdauer bei Patienten mit und ohne 

„ASS-Resistenz“ 

 
Wie in Abschnitt 3.1.3.1. beschrieben, variierte der Zeitraum, über den ASS bereits 

regelmäßig täglich eingenommen wurde, erheblich. Wird diese Einnahmedauer für die ASS-

Responder und ASS-Low-Responder getrennt untersucht, ergibt sich für die Responder 

(n = 71) eine mediane Behandlungsdauer von 8 Jahren (3 – 11,75 Jahren) und für die Low-

Responder (n = 37) von 7 Jahren (2 – 9,25 Jahren), p = 0,2869. Die ASS-High-Responder 

(n = 32) nahmen ASS bereits seit 8,5 Jahren (4 – 12 Jahren) ein. Ein Unterschied ließ sich für 

die High-Responder im Vergleich zu den Low-Responder-Patienten aber auch nicht errechnen 

(p = 0,2480). Abb. 90 stellt die ASS-Einnahmezeiträume exemplarisch für die High-

Responder- und Low-Responder-Patienten als Perzentil-Diagramm dar.  
  

    
Abb. 90: Perzentil-Diagramm zur ASS-Einnahmedauer der ASS-High-Responder (n = 32) 
und ASS-Low-Responder (n = 37) 
 

Zwischen der ASS-Behandlungsdauer und der Kollagen-induzierten Thrombozyten-

aggregation wurde keine Korrelation festgestellt (rho = -0,082, p = 0,3954; graphisch nicht 

dargestellt). Dennoch war auffällig, dass von denjenigen Patienten, die schon seit zehn oder 

mehr Jahren mit ASS behandelt wurden (n = 38), 76,3% (n = 29) der Responder-Gruppe 

angehörten und lediglich 23,7% (n = 9) der Low-Responder-Gruppe; wurden hingegen die 

Patienten betrachtet, die ASS erst seit ein oder zwei Jahren verordnet bekamen (n = 26), so 

war diese Gruppe ungefähr zur Hälfte (53,9%) aus Responder- und zur anderen Hälfte 

(46,1%) aus Low-Responder-Patienten zusammengesetzt (p = 0,0601).  
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3.10.   Auswirkungen des Einnahmezeitpunkts der ASS-Dosis 

 
Ob die ASS-Tablette am Tag der Untersuchungen oder das letzte Mal am Vortag 

eingenommen wurde, hatte auf einige der untersuchten Parameter Auswirkungen. Dieses 

Kapitel gibt Auskunft, inwieweit die Thrombozytenaggregation, das während der 

Aggregationsreaktion gebildete Thromboxan, die Cyclooxygenase-1-Aktivität und die 

Exkretion des Thromboxan-Metaboliten 2,3-dinor-Thromboxan B2 vom ASS-Einnahme-

zeitpunkt beeinflusst wurden. In diese Auswertung wurden insgesamt 107 Patienten 

eingeschlossen (Ausschluss der „Typ I-resistenten“ Patienten sowie Information zum 

Einnahmezeitpunkt bei weiteren 19 Patienten fehlend, siehe auch Abschnitt 3.1.3.1.).  

 

3.10.1.   ASS-Einnahmezeitpunkt und Aggregation 

 
Für das Ausmaß der Thrombozytenaggregation spielte es keine Rolle, ob die ASS-Tablette 

zuletzt am Tag der Messung oder am Vortag eingenommen wurde. So lag die mediane 

maximale Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation bei 32,0% (22,0 – 39,6%) bzw. 

30,6% (21,8 – 41,0%), p = 0,7969, siehe auch Abb. 91. Für die Patienten, die ASS das letzte 

Mal am Tag vor der Aggregationsbestimmung eingenommen hatten, konnte auch ein Zusatz 

von 100 µM ASS in vitro keine weitere Reduktion der Aggregation hervorrufen (30,6% (21,8 

– 41,0%) versus 30,2% (23,6 – 40,8%), p = 0,5950; siehe ebenfalls Abb. 91).  
 

 
Abb. 91: Maximale Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation in An- bzw. Abwesenheit 
von ASS in vitro, aufgetrennt nach dem Einnahmezeitpunkt der ASS-Tablette  
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Auch die Thrombozytenaggregation, die mit Arachidonsäure oder ADP ausgelöst wurde, 

verhielt sich vom ASS-Einnahmezeitpunkt unabhängig (6,3% (2,7 – 9,0%) versus 5,1% (3,1 – 

6,5%) für die AA-induzierte Aggregation (p = 0,3169) bzw. 38,4% (32,6 – 50,9%) versus 

37,6% (28,9 – 46,2%) für die ADP-induzierte Aggregation (p = 0,2664), siehe Abb. 92).  

 

 
 
Abb. 92: Maximale Arachidonsäure- bzw. ADP-induzierte Thrombozytenaggregation in 
Abhängigkeit vom ASS-Einnahmezeitpunkt  
 

Die Ergebnisse der Kontingenztafel (siehe Tab. 29) runden diese Beobachtungen ab: Von den 

64 Patienten, die die ASS-Tablette zuletzt am Vortag eingenommen hatten, war ca. ein Drittel 

(n = 22, 34,4%) von einer ASS-Low-Response betroffen, von den 43 Patienten, die ASS am 

Untersuchungstag eingenommen hatten, war ebenfalls ein Drittel (n = 14, 32,6%) betroffen 

(p = 0,8454).  

 

          
 
Tab. 29: Kontingenztafel zum ASS-Einnahmezeitpunkt und zur ASS-Response. Die Zahlen-
werte beschreiben jeweils die Patientenanzahl n.  
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Es sei an dieser Stelle noch einmal auf den Abschnitt 3.2.3. bzw. insbesondere auf die 

Ergebnisse der Abb. 59 verwiesen. Sowohl die beobachtete Verlängerung der lag time als 

auch die Zunahme der maximalen Steigung, hervorgerufen durch den ASS-Zusatz in vitro, 

stehen in keinem Zusammenhang zum ASS-Einnahmezeitpunkt. Auch nach Aufteilung des 

Patientenkollektivs hinsichtlich des Einnahmezeitpunkts bleiben die Unterschiede mit jeweils 

p < 0,0001 signifikant.  

 

3.10.2.   ASS-Einnahmezeitpunkt und Thromboxan-Bildung 

 
In diesem Abschnitt wird die Abhängigkeit der durch Kollagen ausgelösten Thromboxan-

Synthese vom ASS-Einnahmezeitpunkt untersucht. Aus Abb. 93 geht hervor, dass 

ausschließlich bei den Patienten, die ASS zuletzt am Tag vor der Aggregationsmessung 

eingenommen hatten, eine leicht erhöhte Thromboxan-Synthese nachzuweisen war (80 pg/ml 

(52 – 136 pg/ml) versus 54 pg/ml (47 – 75 pg/ml), p = 0,0014), und auch ausschließlich für 

diese Patienten ein Zusatz von ASS in vitro eine weitere Abnahme der TxB2-Bildung 

bewirkte (von 80 pg/ml auf 52 pg/ml (47 – 75 pg/ml), p = 0,0002).  

 

 
Abb. 93: Einfluss des ASS-Einnahmezeitpunkts auf die Kollagen-induzierte Thromboxan-
Bildung in An- bzw. Abwesenheit von ASS in vitro  
 

Diese Beobachtung ergänzt die Ergebnisse aus Abschnitt 3.2.1.2. und Abb. 52 bzw. aus 

Abschnitt 3.2.3. und Abb. 61, in denen bereits für die Gesamtheit aller Patienten ohne „Typ I-

Resistenz“ festgestellt wurde, dass die ASS-Einnahme zwar eine deutliche Reduktion der 

Thromboxan-Synthese bewirkt hatte, durch den Zusatz von ASS in vitro jedoch eine weitere 

signifikante Reduzierung möglich war.  
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Abb. 94 zeigt noch einmal die Regressionsdiagramme aus Abschnitt 3.2.3. (Abb. 62) und 

Abschnitt 3.4.2. (Abb. 70, linke Graphik), diesmal jedoch unterteilt nach dem 

Einnahmezeitpunkt der ASS-Tablette. Es verdeutlicht, dass auch für die Patienten, die ASS 

zuletzt am Tag zuvor eingenommen hatten, keine Korrelation zwischen Thromboxan-Bildung 

und Aggregationsreaktion nachgewiesen werden konnte – sowohl hinsichtlich der Kollagen-

induzierten Thrombozytenaggregation (rho = 0,042, p = 0,7865 für die Patienten, die ASS das 

letzte Mal am Vortag eingenommen hatten und rho = -0,115, p = 0,5078 für die Patienten, die 

ASS am Untersuchungstag eingenommen hatten; linkes Diagramm) als auch hinsichtlich der 

Arachidonsäure-induzierten Aggregation (rho = -0,062, p = 0,6922 bzw. rho = -0,120, 

p = 0,4889; rechtes Diagramm).  
 

 
Abb. 94: Regressionsdiagramm der Kollagen-induzierten Thromboxan B2-Bildung und der 
maximalen Aggregation nach Kollagen-Induktion (linkes Diagramm) bzw. Arachidonsäure-
Induktion (rechtes Diagramm), aufgetrennt nach dem ASS-Einnahmezeitpunkt, untersucht für 
n = 34 Patienten, die die ASS-Tablette am Untersuchungstag eingenommen hatten (Kreise 
ohne Füllung, Regressionsgerade gestrichelt) und n = 42 Patienten, die ASS zuletzt am Tag 
zuvor eingenommen hatten (Kreise mit Füllung)  
 

3.10.3.   ASS-Einnahmezeitpunkt und COX-1-Vollblut-Aktivität 

 
Der Zeitpunkt der ASS-Einnahme hatte einen starken Einfluss auf die Cyclooxygenase-1-

Aktivität im Vollblut. Bei den Patienten, die die ASS-Tablette am Tag der Untersuchung 

eingenommen hatten, wurde im COX-1-Assay eine mediane TxB2-Konzentration von 

614 pg/ml (418 – 1029 pg/ml) gemessen. Die Patienten, die ASS das letzte Mal am Vortag 

eingenommen hatten, wiesen eine signifikant höhere COX-1-Aktivität mit einer medianen 
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TxB2-Konzentration von 3293 pg/ml (2355 – 6462 pg/ml) auf (p < 0,0001, siehe Abb. 95). 

Nach Zusatz von ASS in vitro war zwischen beiden Patientengruppen kein Unterschied mehr 

festzustellen (74 pg/ml (51 – 139 pg/ml) versus 82 pg/ml (46 – 155 pg/ml), p = 0,9582; siehe 

ebenfalls Abb. 95). Durch den ASS-Zusatz wurde die COX-1-Vollblut-Aktivität allerdings 

nicht nur in der Patientengruppe, die ASS zuletzt am Vortag eingenommen hatten, signifikant 

gesenkt (p < 0,0001), sondern auch in der Gruppe, für die bereits eine sehr niedrige COX-1-

Aktivität aufgrund der ASS-Einnahme am Untersuchungstag ermittelt worden war 

(p < 0,0001, siehe ebenfalls Abb. 95).  
 

 
Abb. 95: Abhängigkeit der COX-1-Vollblut-Aktivität vom Einnahmezeitpunkt der ASS-
Tablette  
 

Es sei an dieser Stelle auf Abschnitt 3.5. (Abb. 74) verwiesen, in dem bereits von der 

Reduzierung der COX-1-Aktivität durch den ASS-Zusatz in vitro für die Responder- und 

Low-Responder-Patienten berichtet worden war.  
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COX-1-Aktivität aufgrund der letzten ASS-Einnahme am Vortag keine Abhängigkeit 

zwischen Kollagen-induzierter Aggregation und COX-1-Aktivität bestand (rho = -0,127, 

p = 0,4094 im Vergleich zu rho = -0,209, p = 0,2381 für die Patienten, die ASS am 

Untersuchungstag eingenommen hatten).  
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festgestellt werden, sogar im Gegenteil (für die AA-induzierte Aggregation (Abb. 96, 

Diagramm links unten): rho = -0,345, p = 0,0252 im Vergleich zu rho = -0,206, p = 0,2432 für 

die Patienten, die ASS am Untersuchungstag eingenommen hatten; für die ADP-induzierte 

Aggregation (Abb. 96, Diagramm rechts unten): rho = -0,305, p = 0,0603 im Vergleich zu 

rho = -0,237, p = 0,1799 für die Patienten, die ASS am Untersuchungstag eingenommen 

hatten).  

 
Abb. 96: Regressionsdiagramme der Thromboxan B2-Konzentration (im COX-1-Vollblut-
Assay bestimmt) und der Thrombozytenaggregation nach Kollagen-Induktion (oberes 
Diagramm), nach Induktion mit AA (Diagramm links unten) bzw. ADP (Diagramm rechts 
unten). Die weißen Punkte geben die Werte für die Patienten wieder, die ASS am 
Untersuchungstag bereits eingenommen hatten (n = 33), die schwarzen Punkte die Werte für 
die Patienten, die ASS das letzte Mal am Tag vor der Untersuchung eingenommen hatten 
(n = 43, für die ADP-Messung n = 39).  
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3.10.4.   ASS-Einnahmezeitpunkt und 2,3-dinor-Thromboxan B2-Exkretion 

 
Zwischen der Exkretion des Thromboxan-Metaboliten 2,3-dn-TxB2 und dem Einnahme-

zeitpunkt der ASS-Tablette konnte kein Zusammenhang festgestellt werden. So wurde für die 

Patienten, die ihr ASS bereits am Tag der Untersuchung eingenommen hatten, eine mediane 

2,3-dn-TxB2-Konzentration im Urin von 81 pg/mg Kreatinin (55 – 102 pg/mg) bestimmt und 

für die Patienten, die ihre ASS-Tablette zuletzt am Vortag eingenommen hatten, eine mediane 

Konzentration von 83 pg/mg Kreatinin (61 – 146 pg/mg), p = 0,1897 (siehe Abb. 97).  

     
Abb. 97: Exkretion des Thromboxan-Metaboliten 2,3-dinor-Thromboxan B2 in Abhängigkeit 
vom ASS-Einnahmezeitpunkt  
 
Abb. 98 fasst die Unabhängigkeit der 2,3-dn-TxB2-Exkretion und der Kollagen-induzierten 

Aggregation vom ASS-Einnahmezeitpunkt in Form eines Regressionsdiagramms zusammen. 

Es sei im Vergleich hierzu auf die Regressionsdiagramme für die Kollagen-induzierte 

Tx-Bildung (siehe Abb. 94) und für die COX-1-Aktivität (siehe Abb. 96) hingewiesen.  
 

         
 
Abb. 98: Regressionsdiagramm zur 2,3-dinor-Thromboxan B2-Exkretion und Kollagen-
induzierten Thrombozytenaggregation in Abhängigkeit vom ASS-Einnahmezeitpunkt  
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3.10.5.  ASS-Einnahmezeitpunkt und Nachweisbarkeit der ASS-Metabolite 

Salicylursäure und Salicylsäure 

 
Die Untersuchungsergebnisse zur Exkretion der ASS-Metabolite Salicylursäure und 

Salicylsäure waren stark vom Einnahmezeitpunkt der ASS-Tablette abhängig. Ganz gleich, ob 

High- oder Low-Responder-Patient – wurde die ASS-Tablette zuletzt am Tag vor der 

Untersuchung eingenommen, so lag die Exkretion sowohl der Salicylsäure als auch der 

Salicylursäure signifikant niedriger, als wenn ASS das letzte Mal am Untersuchungstag 

eingenommen wurde (für die Salicylursäure-Exkretion: 1125 nmol/mg Kreatinin (784 – 

1857 nmol/mg) versus 24 nmol/mg Kreatinin (11 – 77 nmol/mg) für die High-Responder, 

p = 0,0004 bzw. 1131 nmol/mg Kreatinin (710 – 1333 nmol/mg) versus 24 nmol/mg 

Kreatinin (9 – 50 nmol/mg) für die Low-Responder, p = 0,0002; siehe Abb. 99 oberes Box-

Diagramm; für die Salicylsäure-Exkretion: 34 nmol/mg Kreatinin (7 – 95 nmol/mg) versus 

0 nmol/mg Kreatinin (0 – 0 nmol/mg) für die High-Responder, p = 0,0027 bzw. 28 nmol/mg 

Kreatinin (0 – 94 nmol/mg) versus 0 nmol/mg Kreatinin (0 – 0 nmol/mg) für die Low-

Responder, p = 0,0173; siehe Abb. 99 unteres Box-Diagramm). In Kapitel 3.3. wurde bereits 

erläutert, dass hinsichtlich der ASS-Metabolit-Exkretion zwischen der High-Responder- und 

der Low-Responder-Gruppe keine Unterschiede festzustellen waren; auch nach der weiteren 

Unterteilung der beiden Patientengruppen anhand des ASS-Einnahmezeitpunkts konnten 

keine Unterschiede ermittelt werden. (Die p-Werte sind in Abb. 99 eingezeichnet.)  

 
Hervorzuheben ist, dass bei jedem High-Responder- und bei jedem Low-Responder-Patienten 

eine Salicylursäure-Exkretion ermittelt wurde, sofern ASS am Untersuchungstag 

eingenommen worden war (ersichtlich aus dem oberen Perzentil-Diagramm der Abb. 99). 

Hingegen konnte Salicylsäure nicht bei jedem dieser Patienten nachgewiesen werden (n = 4, 

siehe unteres Perzentil-Diagramm der Abb. 99). Jedoch war bei einer Vielzahl von Patienten, 

die ASS zuletzt am Vortag eingenommen hatten, weder eine Salicylsäure- noch eine 

Salicylursäure-Exkretion nachweisbar (siehe ebenfalls Abb. 99).  

 
Zwei Patienten mit „Typ I-Resistenz“ hatten angegeben, ASS am Tag der Untersuchung 

eingenommen zu haben. Im Urin der beiden Patienten konnte aber keine Salicylursäure (und 

auch keine Salicylsäure) nachgewiesen werden (Patient 2 und 3 der Tab. 30). Ein weiterer 

Patient mit „Typ I-Resistenz“ berichtete, die Tablette das letzte Mal am Vortag eingenommen 

zu haben – bei diesem Patienten konnte jedoch eine geringe Menge Salicylursäure (siehe auch 

Kapitel 3.3.) in der Urinprobe identifiziert werden (Patient 1 der Tab. 30). Eingehendere 
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Untersuchungen zur Ursache der „Typ I-Resistenz“ in diesem Fall sind in Abschnitt 3.12.1. 

zu finden. Für den vierten „Typ I-resistenten“ Patienten fehlt leider die Angabe des ASS-

Einnahmezeitpunkts. Bei diesem Patienten lag keine ASS-Metabolit-Exkretion vor (Patient 4 

der Tab. 30).  

 

 
 
Abb. 99: Abhängigkeit der Exkretion der ASS-Metabolite vom ASS-Einnahmezeitpunkt. Die 
Konzentrationen der High-Responder sind in grün dargestellt, die der Low-Responder in rot. 
Die Kreise in den Perzentil-Diagrammen symbolisieren die Einnahme am Untersuchungstag, 
die Dreiecke die Einnahme am Tag zuvor.  
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Tab. 30: ASS-Metabolit-Exkretion der „Typ I-resistenten“ Patienten (n = 4). Neben der 
Angabe zum ASS-Einnahmezeitpunkt sind Besonderheiten aufgeführt, die im Zusammenhang 
mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I  evtl. von Bedeutung sein könnten (siehe Abschnitt 4.2.).  
 

 

 

3.11.  Einnahme des Original-Präparats oder Einnahme eines Generikums – 

Überprüfung der Thrombozytenaggregation 

 
In diesem Kapitel werden die Patienten, die mit dem Original-Präparat Aspirin® bzw. 

Aspirin® protect behandelt wurden, mit denjenigen Patienten verglichen, die ein Generikum 

einnahmen. Von diesen Untersuchungen sind die „Typ I-resistenten“ Patienten (n = 4) 

ausgeschlossen. Wie bereits in Tab. 16 (Abschnitt 3.1.3.1.) für das gesamte Studienkollektiv 

aufgeführt, nahmen die meisten Patienten ein Generikum ein. Das ASS-Präparat der Firma 

Ratiopharm (HerzASS-ratiopharm®) wurde in etwa so häufig eingenommen (n = 16) wie 

Aspirin® (n = 14). Für alle anderen generischen ASS-Präparate (n = 96) erfolgte keine weitere 

Gruppeneinteilung, da die Gruppengrößen aufgrund der Vielzahl der verschiedenen Hersteller 

zu klein geworden wären.  

 
Sowohl die Behandlung mit Aspirin® als auch die Behandlung mit HerzASS-ratiopharm® 

führte zu einer in gleichem Maße inhibierten thrombozytären TxB2-Synthese (75 pg/ml (50 – 

128 pg/ml) versus 54 pg/ml (48 – 81 pg/ml), p = 0,3823). Die COX-1-Vollblut-Aktivität der 

Aspirin®-einnehmenden Patienten betrug 2.951 pg/ml (1.314 – 5.900 pg/ml), die COX-1-

Aktivität der mit HerzASS® behandelten Patientengruppe lag bei 964 pg/ml (552 – 

2.803 pg/ml), p = 0,0742. Die leicht höhere COX-1-Aktivität der Aspirin®-Gruppe lässt sich 

dadurch erklären, dass sich beide Gruppen signifikant hinsichtlich des Einnahmezeitpunkts 

unterscheiden. Während von den mit Aspirin® behandelten Patienten lediglich 28,6% ihre 

Aspirin®-Tablette am Tag der Untersuchung eingenommen hatten, waren es bei den mit 

Patient mit 
„Typ I-Resistenz“

Angabe des Patienten 
zur letzten ASS-Einnahme

Salicylursäure 
im Urin

Salicylsäure 
im Urin Anmerkung

1 am Tag vor der Untersuchung ja nein zusätzliche Einnahme von 
Ibuprofen

2 am Tag der Untersuchung nein nein zusätzliche Einnahme von 
Esomeprazol

3 am Tag der Untersuchung nein nein Einnahme von 
Aspirin® protect

4 keine Angabe nein nein Patient wurde von der 
Studie „überrascht“.
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HerzASS® behandelten Patienten zwei Drittel (p = 0,0402). Über den Zusammenhang 

zwischen COX-1-Aktivität und ASS-Einnahmezeitpunkt informiert Abschnitt 3.10.3.  

 
Von den vierzehn Aspirin®-einnehmenden Patienten waren elf Patienten ASS-Responder 

(78,6%) und drei Patienten ASS-Low-Responder (21,4%). Von den Patienten, die HerzASS-

ratiopharm® einnahmen, waren die Hälfte Responder, die andere Hälfte Low-Responder. Für 

diese Verhältnisse wurde kein signifikanter Unterschied berechnet (p = 0,1052). Werden 

allerdings für diese zwei Patientengruppen die Werte für die maximale Kollagen-induzierte 

Thrombozytenaggregation verglichen, so liegt der Median für die Patienten, die mit Aspirin® 

behandelt wurden, bei 29,3% (26,3 – 34,6%) und der Median für die mit HerzASS® 

behandelte Gruppe bei 37,3% (32,2 – 46,7%), p = 0,0460. Auch hinsichtlich der Aggregation, 

die mit Arachidonsäure oder ADP ausgelöst worden war, ergaben sich signifikante 

Unterschiede (für die AA-induzierte maximale Aggregation: 5,6% (4,6 – 8,0%) für die 

Patienten, die mit Aspirin® behandelt wurden, versus 8,6% (7,0 – 10,3%) für die Patienten, 

die mit HerzASS-ratiopharm® behandelt wurden, p = 0,0460; für die ADP-induzierte 

maximale Aggregation: 37,4% (30,3 – 38,8%) versus 50,9% (45,9 – 54,4%), p = 0,0044). 

Folgende Punkte müssen im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen beachtet werden:  

 
● Das mittlere Alter der Aspirin®-einnehmenden Patientengruppe (n = 14) lag bei 

67 ± 7 Jahren, das der HerzASS®-Gruppe (n = 16) bei 71 ± 6 Jahren, p = 0,1292. In 

der Aspirin®-Gruppe waren lediglich zwei Patienten unter 60, in der HerzASS®-

Gruppe nur ein Patient (p = 0,4642). In Abschnitt 3.7.1. wurde über den 

Zusammenhang zwischen der Aggregation und dem Alter berichtet.  

 
● Während in der Aspirin®-Gruppe 64,3% der Patienten (n = 9) von einer 

Hypercholesterinämie betroffen waren, waren es in der HerzASS®-Gruppe 87,5% 

(n = 14), p = 0,1337. Mit Untersuchungen zur Hypercholesterinämie und „ASS-

Resistenz“ beschäftigt sich Abschnitt 3.7.2.  

 
Beim Vergleich der relativ kleinen Patienten-Gruppe, die mit dem ASS-Original-Präparat 

behandelt wurde (n = 14), mit der sehr großen Gruppe aller Patienten, die ein Generikum 

einnahmen (n = 112), konnten hinsichtlich der Thrombozytenaggregation keine Unterschiede 

errechnet werden.   
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3.12.  Untersuchungen zum Einfluss der weiteren Medikation auf die ASS-

Response 

 
Von den vom Studienkollektiv eingenommenen Medikamenten konnte für keines ein 

Zusammenhang zu einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III hergestellt werden (siehe Tab. 31).  

 

 
 
Tab. 31: Begleitmedikation der ASS-Responder bzw. High-Responder und ASS-Low-
Responder im Vergleich (n = 126). Die Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I sind 
von dieser Analyse ausgeschlossen.  
 

Auch die tägliche Einnahme von Antioxidantien (siehe Abschnitt 3.1.3.4.) hatte keinen 

Einfluss auf die antiaggregatorische Wirksamkeit von ASS. Es hatten 19% (n = 16) der ASS-

Responder-Patienten bzw. 19% der High-Responder-Patienten (n = 8) angegeben, regelmäßig 

täglich mindestens ein antioxidativ wirkendes Nahrungsergänzungsmittel einzunehmen, in der 

ASS-Low-Responder-Gruppe waren es ebenfalls 19% (n = 8).  

 

3.12.1. Gleichzeitige Einnahme von ASS und Ibuprofen – Ursache einer „ASS-

Resistenz“ vom Typ I 

 
Wie bereits detailliert in Abschnitt 3.1.3.3. beschrieben, hatten einige der Patienten, neben 

ihrer ASS-Einnahme, ein nichtsteroidales Antiphlogistikum mindestens einmal innerhalb der 

Woche vor der Untersuchung eingenommen. Bis auf einen Fall konnte kein Zusammenhang 

High-
Responder

Responder 
(High- und 
Medium-

Responder)

Low-
Responder

p1-Wert p2-Wert

High-
Responder 

vs. Low-
Responder

Responder 
vs. Low-

Responder
n = 42 n = 84 n = 42

Statin, n (%) 30 (71,4) 62 (73,8) 37 (88,1) 0,0573 0,0654

β-Blocker, n (%) 28 (66,7) 61 (72,6) 31 (73,8) 0,4740 0,8871

Diuretikum, n (%) 14 (33,3) 26 (31,0) 14 (33,3) 0,9376 0,8202

ACE-Inhibitor, n (%) 17 (40,5) 38 (45,2) 20 (47,6) 0,5097 0,8004

ATII-Rezeptor-Antagonist, n (%) 7 (16,7) 11 (13,1) 5 (11,9) 0,5329 0,8499

Nitrovasodilatator, n (%) 10 (23,8) 17 (20,2) 9 (21,4) 0,7942 0,8763

Calciumkanalblocker, n (%) 6 (14,3) 13 (15,5) 7 (16,7) 0,7629 0,8631

Insulin/orales Antidiabetikum, n (%) 3 (7,1) 6 (7,1) 7 (16,7) 0,1778 0,0976
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zwischen Thrombozytenaggregation und NSAID-Einnahme festgestellt werden. Bei diesem 

einen Patienten stellte sich jedoch eine eindeutige Interaktion zwischen ASS und Ibuprofen 

heraus. Er hatte beide Tabletten einen Tag vor der Untersuchung zusammen eingenommen. 

Am Untersuchungstag selbst hatte er bis zur Blutentnahme bzw. Urinabgabe weder die ASS- 

noch die Ibuprofen-Einnahme wiederholt. Bei der Bestimmung der Thrombozyten-

aggregation, welche mit 1 mg/l Kollagen induziert wurde, ergab sich für die maximale 

Aggregation ein Wert von 66,4%, der durch den Zusatz von ASS in vitro auf 33,6% reduziert 

werden konnte. Die Original-Aggregationskurven zeigt Abb. 100. (Hierzu sei angemerkt, dass 

die aus der Abbildung ablesbaren maximalen Aggregationswerte niedriger liegen als die im 

Text erwähnten. Ursache hierfür ist die Korrektur der Original-Werte durch einen Faktor, 

bedingt durch den Einsatz zweier unterschiedlicher Kollagen-Chargen im Laufe der Studie 

(siehe auch Abschnitt 2.3.2.).)  

 

        
 
Abb. 100: Aggregationskurven eines Patienten, der einen Tag vor der Untersuchung seine 
ASS 100mg-Tablette zusammen mit einer Ibuprofen-Tablette (600 mg) eingenommen hatte. 
Die Thrombozytenaggregation, ausgelöst mit 1 mg/l Kollagen, konnte durch den Zusatz von 
100 µM ASS in vitro deutlich reduziert werden. Erläuterungen zu den jeweils bestimmten 
Werten für die maximale Aggregation sind im Text dieses Abschnitts zu finden.  
 

Außerdem wurde bei der Untersuchung der Kollagen-induzierten Thromboxan-Synthese 

festgestellt, dass in Abwesenheit von ASS in vitro eine TxB2-Konzentration von 2.022 pg pro 

ml Aggregationsüberstand vorherrschte, die sich in Anwesenheit von ASS in vitro auf 

50 pg/ml verringern ließ. Bei diesem Patienten lag somit eine „ASS-Resistenz“ vom Typ I vor 

(zur Identifizierung einer „Typ I-Resistenz“ siehe Kapitel 3.2. Abschnitt 3.2.1.).  
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Die mit 1 mmol/l Arachidonsäure ausgelöste maximale Thrombozytenaggregation lag für 

diesen Patienten bei 7,9%.  

 
Der Patient hatte sehr glaubhaft versichert, seine ASS-Tabletten regelmäßig täglich 

eingenommen zu haben. Darüberhinaus wurde bei der Überprüfung der ASS-Metabolit-

Exkretion Salicylursäure im Urin nachgewiesen (siehe auch Kapitel 3.10. Abschnitt 3.10.5. 

sowie Tab. 30 „Patient 1“). Demnach kann für die „ASS-Resistenz“ vom Typ I dieses 

Patienten keine mangelnde Einnahmetreue ursächlich sein, sondern eine Interaktion der 

gleichzeitig eingenommenen ASS- und Ibuprofen-Tablette.  

 

 

 

3.13.  Allgemeine Laborparameter im Zusammenhang mit einer „ASS-

Resistenz“ 

 
Dieses Kapitel beschäftigt sich mit der Analyse möglicher Zusammenhänge zwischen einer 

„ASS-Resistenz“ vom Typ III und den im Studienkollektiv bestimmten allgemeinen 

Laborparametern (siehe auch Kapitel 3.1. Abschnitt 3.1.4.).  

Hierzu werden als erstes die Ergebnisse des kleinen Blutbildes betrachtet. Es wird die Low-

Responder-Gruppe zum einen mit der High-Responder- und zum anderen mit der Responder-

Gruppe (High- und Medium-Responder zusammengefasst) verglichen. Wie aus Tab. 32 

hervorgeht, wurde für die Anzahl der Erythrozyten, für die Hämoglobin-Konzentration und 

für die Anzahl der Thrombozyten ein Zusammenhang mit einer ASS-Low-Response 

errechnet.  

 
Für die Low-Responder-Gruppe zeigte sich im Vergleich zu der Responder-Gruppe (jedoch 

nicht im Vergleich zur High-Responder-Gruppe) eine leicht niedrigere Erythrozytenzahl bzw. 

Hämoglobin-Konzentration (siehe auch Abb. 101 linkes bzw. mittleres Perzentil-Diagramm). 

Eine Korrelation dieser beiden Parameter zur ermittelten Thrombozytenaggregation lag aber 

nicht vor (für die Kollagen-induzierte maximale Aggregation und Erythrozytenzahl: 

rho = -0,056, p = 0,5322; siehe Abb. 102 rechtes Diagramm; für die Kollagen-induzierte 

maximale Aggregation und die Hämoglobin-Konzentration: rho = -0,073, p = 0,4160; 

graphisch nicht dargestellt).  
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Tab. 32: Kleines Blutbild des Studienkollektivs, unterteilt in ASS-High-Responder, ASS-
Responder (High- und Medium-Responder) und ASS-Low-Responder. Die Werte sind als 
Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.  
 
Für die Thrombozytenzahl waren die Unterschiede stärker ausgeprägt. So konnte für diesen 

Parameter nicht nur ein Unterschied zwischen der Low-Responder- und der Responder-

Gruppe gefunden werden, sondern auch zwischen der Low- und High-Responder-Gruppe. 

Wie aus Tab. 32 ersichtlich, wiesen die (High-)Responder signifikant höhere Thrombozyten-

zahlen auf als die Low-Responder (siehe auch Abb. 101 rechtes Perzentil-Diagramm).  

 

 
Abb. 101: Perzentil-Diagramme zur Erythrozytenzahl, zur Hämoglobin-Konzentration und 
zur Thrombozytenzahl der ASS-Responder-Patienten (●, n = 84) und der ASS-Low-
Responder-Patienten (●, n = 42)  

High-
Responder

Responder 
(High- und 
Medium-

Responder)

Low-
Responder

p1-Wert p2-Wert

High-
Responder 

vs. Low-
Responder

Responder 
vs. Low-

Responder
n = 42 n = 84 n = 42

Erythrozyten, Anzahl/pl 4,7 ± 0,3 4,8 ± 0,4 4,6 ± 0,5 0,1325 0,0248

hypochrome Erythrozyten, % 0,6 ± 2,2 0,5 ± 1,6 0,4 ± 0,4 0,4351 0,5932

Hämoglobin, g/dl 14,6 ± 1,1 14,8 ± 1,2 14,3 ± 1,3 0,2338 0,0261

Hämatokrit, Vol% 42,2 ± 3,2 42,8 ± 3,4 41,7 ± 3,3 0,4273 0,0848

MCV, fl 89,8 ± 4,6 90,2 ± 4,4 90,9 ± 4,6 0,2916 0,4203

MCH, pg 31,0 ± 1,7 31,2 ± 1,6 31,1 ± 1,5 0,8052 0,7907

MCHC, g/dl 34,6 ± 1,4 34,6 ± 1,3 34,3 ± 1,4 0,3105 0,1790

Thrombozyten, Anzahl/nl 259 ± 63 246 ± 60 219 ± 56 0,0028 0,0140

Leukozyten, Anzahl/nl 6,4 ± 1,6 6,4 ± 1,4 6,2 ± 1,5 0,5229 0,3747
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Darüberhinaus bestand eine inverse Korrelation zwischen der Thrombozytenzahl und der 

ermittelten Thrombozytenaggregation (für die Kollagen-induzierte maximale Aggregation: 

rho = -0,290, p = 0,0013; siehe Abb. 102 linkes Diagramm; für die Arachidonsäure-induzierte 

maximale Aggregation: rho = -0,355, p < 0,0001; graphisch nicht dargestellt; für die ADP-

induzierte maximale Aggregation: rho = -0,347, p = 0,0032; graphisch nicht dargestellt).  

 

    
 

Abb. 102: Regressionsdiagramme zur Aggregation (induziert mit 1 mg/l Kollagen) und 
Thrombozytenzahl bzw. Erythrozytenzahl. Die „Typ I-resistenten“ Patienten wurden von 
dieser Analyse ausgeschlossen.  
 

Für keinen der untersuchten klinisch-chemischen Laborparameter ergab sich eine 

Verknüpfung zu einer verminderten ASS-Antwort. Das bedeutet im Einzelnen, dass eine im 

Studienkollektiv identifizierte „ASS-Resistenz“ vom Typ III unabhängig sowohl vom 

Gesamt-Cholesterin, vom HDL- und LDL-Cholesterin, von den Triglyceriden, der 

Blutglucose als auch vom CRP-Wert, vom Serum-Kreatinin und von der Harnsäure-

Konzentration vorlag. In Tab. 33 sind die Ergebnisse für die (High-)Responder- und Low-

Responder-Patienten gegenübergestellt.  

 
Das Ergebnis der CRP-Wert-Bestimmung sei durch folgende Analyse ergänzt: 

Wie in Kapitel 3.1. Abschnitt 3.1.4. beschrieben, wiesen elf Patienten (bzw. zehn nach 

Ausschließen der „Typ I-resistenten“ Patienten) eine CRP-Konzentration auf, die außerhalb 

des Normbereiches lag (≥ 5,0 mg/l). Für diese Patientengruppe ergab sich hinsichtlich der 

Thrombozytenaggregation kein Unterschied im Vergleich zu den Patienten, bei denen der 
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CRP-Wert im Normbereich lag (n = 112). Zum Beispiel wurden für die mediane maximale 

Kollagen-induzierte Aggregation folgende Werte ermittelt: 33,3% (26,3 – 50,5%) für die 

Patientengruppe mit erhöhtem CRP versus 30,8% (21,2 – 40,1%) für die Patienten mit einem 

CRP-Wert im Normalbereich, p = 0,2529. Abb. 103 zeigt das dazugehörige Box-Diagramm 

sowie die Einzelwerte in Form eines Perzentil-Diagramms.  

In Abschnitt 3.1.4. wurde das Studienkollektiv zusätzlich in mehrere Gruppen anhand der 

unterschiedlichen CRP-Konzentrationen innerhalb des Normbereiches eingeteilt (Abb. 47). 

Aber auch diese Gruppen verhielten sich hinsichtlich der Thrombozytenaggregation gleich. 

Eine Korrelation zwischen CRP und Aggregation wurde nicht beobachtet (z.B. für die max. 

Kollagen-induzierte Aggregation: rho = 0,087, p = 0,3367; graphisch nicht dargestellt).  

 

 
 
Tab. 33: Klinisch-chemische Laborparameter des Studienkollektivs unter Ausschluss der 
„Typ I-resistenten“ Patienten, unterteilt in ASS-High-Responder, ASS-Responder (High- und 
Medium-Responder) und ASS-Low-Responder. Die Werte sind (mit Ausnahme des CRP) als 
Mittelwert mit Standardabweichung angegeben. *Die Blutzucker-Konzentrationen beziehen 
sich nur auf n = 17 High-Responder, n = 35 Responder und n = 27 Low-Responder. **Für 
das CRP wurde der Median mit Interquartilenabstand berechnet.  
 

 

 

 

High-
Responder

Responder 
(High- und 
Medium-

Responder)

Low-
Responder

p1-Wert p2-Wert

High-
Responder 

vs. Low-
Responder

Responder 
vs. Low-

Responder
n = 42 n = 84 n = 42

Gesamt-Cholesterin, mg/dl 184 ± 39 183 ± 37 173 ± 29 0,1249 0,1324

HDL-Cholesterin, mg/dl 53 ± 14 54 ± 15 55 ± 12 0,5234 0,7285

Risikofaktor Cholesterin/HDL 3,6 ± 0,8 3,6 ± 0,9 3,3 ± 0,9 0,1436 0,1479

LDL-Cholesterin, mg/dl 104 ± 32 104 ± 33 98 ± 26 0,3386 0,3078

LDL/HDL 2,1 ± 0,7 2,1 ± 0,8 1,9 ± 0,8 0,3634 0,3150

Triglyceride, mg/dl 129 ± 64 121 ± 65 107 ± 62 0,1107 0,2294

Glucose im Serum, mg/dl* 101 ± 21 101 ± 20 97 ± 17 0,5779 0,4474

CRP (supersensitiv), mg/l** 1,0 (0,7 – 2,7) 1,2 (0,7 – 2,7) 1,1 (0,7 – 1,8) 0,8132 0,8652

Kreatinin im Serum, mg/dl 1,0 ± 0,2 0,9 ± 0,2 1,0 ± 0,2 0,5612 0,4053

Harnsäure, mg/dl 5,9 ± 1,5 6,0 ± 1,4 6,0 ± 1,1 0,8664 0,9240
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Abb. 103: Vergleich der maximalen Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation zwischen 
Patienten mit einer CRP-Konzentration außerhalb des Normbereichs, d.h. ≥ 5,0 mg/l 
(n = 10, ●) und Patienten, bei denen der CRP-Wert im Normbereich lag (n = 112, ●)  
 

Auch der Blutdruck (sowohl der systolische als auch der diastolische) stand in keinem 

Zusammenhang zu einer ASS-Low-Response. Tab. 34 vergleicht die Werte für die 

(High-)Responder und Low-Responder. Auch bei Betrachtung der Patienten, für die am 

Untersuchungstag ein systolischer Blutdruck von über 140 mmHg gemessen wurde, zeigte 

sich keine Verbindung zu einer verstärkten Thrombozytenaggregation (p = 0,6294). Ebenfalls 

stand die Thrombozytenaggregation in keinem Zusammenhang zu einem diastolischen 

Blutdruck von über 90 mmHg (p = 0,3500).  

 

 
 
Tab. 34: Blutdruck und Herzfrequenz des Studienkollektivs, unterteilt in ASS-High-
Responder, ASS-Responder und ASS-Low-Responder. Die Patienten mit einer „ASS-
Resistenz“ vom Typ I sind von dieser Analyse ausgeschlossen. Die Werte sind als Mittelwert 
mit Standardabweichung angegeben.  
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CRP 
< 5,0 mg/l

CRP 
≥ 5,0 mg/l

High-
Responder

Responder 
(High- und 
Medium-

Responder)

Low-
Responder

p1-Wert p2-Wert

High-
Responder 

vs. Low-
Responder

Responder 
vs. Low-

Responder
n = 42 n = 84 n = 42

systolischer Blutdruck, mmHg 140 ± 22 140 ± 20 140 ± 16 0,9594 0,8443

diastolischer Blutdruck, mmHg 84 ± 10 84 ± 10 81 ± 10 0,2062 0,0862

Herzfrequenz, 1/min 65 ± 8 65 ± 9 65 ± 8 0,9738 0,8553
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3.14  Impfung und „ASS-Resistenz“ 

 
In diesem Kapitel wird untersucht, inwieweit das Vorliegen einer „ASS-Resistenz“ mit einer 

Impfung, die innerhalb der letzten drei Monate vor der Aggregationsbestimmung 

durchgeführt worden war, in Zusammenhang gebracht werden kann. Von den Analysen sind 

alle Patienten mit einer „Typ I-Resistenz“ ausgeschlossen.  

 
Eine Subgruppe von 74 Patienten wurde am Untersuchungstag gefragt, wie lange die letzte 

Impfung zurücklag, und um welche Impfung es sich handelte. Dabei gab ein Drittel der 

Befragten (n = 25) an, dass sie innerhalb der letzten drei Monate mindestens einmal geimpft 

worden waren. Bei zwei Drittel der Patienten (n = 49) lag die letzte Impfung länger als drei 

Monate zurück. Eine detaillierte Auflistung der vergangenen Zeiträume seit der letzten 

Impfung und der dazugehörigen Patientenzahlen liefert Tab. 35.  

 

         
 

Tab. 35: Seit der letzten Impfung vergangene Zeit für insgesamt 74 befragte Patienten 

 

Bei der Impfung handelte es sich in der Mehrzahl der Fälle (n = 21) um eine 

Grippeschutzimpfung. Zwei Patienten waren eine Woche bzw. fünf Wochen vor ihrem 

Untersuchungstermin gegen Pneumokokken geimpft worden, ein weiterer Patient zwei 

Wochen zuvor gegen Hepatitis A, und ein Patient hatte einen Monat zuvor eine 

Tetanus/Diphtherie-Impfung erhalten.  

 
Zunächst wurde untersucht, ob eine Abhängigkeit zwischen der seit der letzten Impfung 

vergangenen Zeit und der Thrombozytenaggregation bestand. Hierzu zeigt Abb. 104 jeweils 

die maximale Kollagen-induzierte Aggregation für die in Tab. 35 gebildeten Gruppen auf. 

Der Median für die Patientengruppe, die ihre letzte Impfung nur wenige Tage vor der 

Zeitraum seit der letzten Impfung n (%)

≥ 3 Tage ≤ 1 Woche 2 (2,7)

> 1 Woche ≤ 2 Wochen 4 (5,4)

> 2 Wochen ≤ 1 Monat 2 (2,7)

> 1 Monat ≤ 2 Monate 6 (8,1)

> 2 Monate ≤ 3 Monate 11 (14,9)

> 3 Monate 49 (66,2)
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Aggregationsbestimmung erhalten hatte, lag bei 43,5% (34 – 53%), der Median für z.B. die 

Patienten, die nicht innerhalb der letzten drei Monate geimpft worden waren, bei 31,6% (22,3 

– 38,0%). Es wurde weder zwischen diesen beiden Gruppen ein signifikanter Unterschied 

berechnet (p = 0,1667) noch zwischen allen anderen Gruppen. Gleiches galt auch für die 

Thrombozytenaggregation, die mit Arachidonsäure bzw. ADP ausgelöst worden war 

(graphisch nicht dargestellt).  

 

 
 

Abb. 104: Maximale Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation in Abhängigkeit von der 
seit der letzten Impfung vergangenen Zeit. Die jeweiligen Patientenzahlen (n) sind der 
Tab. 35 zu entnehmen. Die Werte sind als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Der 
maximale Aggregationswert von 36,3% beschreibt die Grenze zwischen ASS-Response und 
ASS-Low-Response (als rote gestrichelte Linie eingezeichnet).  
 

Darüberhinaus wurde überprüft, ob es von Bedeutung war, gegen welche Infektionskrankheit 

die Impfung gerichtet war. Bei dieser Analyse wurde festgestellt, dass alle vier bereits 

erwähnten Patienten, die gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder Tetanus/Diphtherie geimpft 

worden waren, der ASS-Low-Responder-Gruppe angehören. Werden zum Vergleich die 

Patienten betrachtet, die innerhalb der letzten drei Monate vor der Aggregationsbestimmung 

nicht geimpft worden waren (weder gegen Grippe noch gegen irgendeine sonstige 

Infektionskrankheit, n = 49), so ist anhand der Kontingenztafel (Tab. 36 obere Tafel) zu 

erkennen, dass von diesen Patienten lediglich 32,7% (n = 16) der Low-Responder-Gruppe 

zuzurechnen sind. Für diese Beziehung wurde ein p-Wert von 0,0075 errechnet.  
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Beim Vergleich mit den innerhalb der letzten drei Monate vor der Untersuchung gegen 

Grippe geimpften Patienten (n = 21) ergab sich, dass ebenfalls die zuvor gegen 

Pneumokokken, Hepatitis A oder Tetanus/Diphtherie geimpften Patienten signifikant häufiger 

zur Low-Responder-Gruppe gehören (p = 0,0231, Tab. 36 mittlere Tafel). Lediglich 38,1% 

(n = 8) der gegen Grippe geimpften Patienten sind ASS-Low-Responder.  

Durch Zusammenfassen der kurz zuvor gegen Grippe geimpften Patienten und der kurz zuvor 

nichtgeimpften Patienten zu einer Gruppe von 70 Patienten, die drei Monate vor der 

Untersuchung weder eine Pneumokokken- noch eine Hepatitis A- oder Tetanus-/Diphtherie-

Impfung erhalten hatten, blieben die Verhältnisse signifikant, wie aus der unteren 

Kontingenztafel  der Tab. 36 deutlich wird (p = 0,0084).  

 

 
 

Tab. 36: Kontingenztafeln zur ASS-Response und Impfung. Die Zahlenwerte beschreiben 
jeweils die Patientenanzahl n.  

Impfung gegen 
Pneumokokken, 
Hepatitis A oder 

Tetanus/Diphtherie

keine Impfung gegen 
Pneumokokken, 
Hepatitis A oder 

Tetanus/Diphtherie

Σ

Responder 0 46 46

Low-Responder 4 24 28

Σ 4 70 74

p = 0,0084

Impfung gegen 
Pneumokokken, 
Hepatitis A oder 

Tetanus/Diphtherie

Impfung gegen 
Grippe

Σ

Responder 0 13 13

Low-Responder 4 8 12

Σ 4 21 25

p = 0,0231

Impfung gegen 
Pneumokokken, 
Hepatitis A oder 

Tetanus/Diphtherie

keine Impfung 
innerhalb der letzten 

3 Monate
Σ

Responder 0 33 33

Low-Responder 4 16 20

Σ 4 49 53

p = 0,0075
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Hinsichtlich der Thrombozytenaggregation wurden folgende Ergebnisse festgestellt:  

● Die Patienten, die innerhalb der letzten drei Monate vor der Aggregationsbestimmung 

gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder Tetanus/Diphtherie geimpft worden waren, 

wiesen eine signifikant höhere maximale Kollagen-induzierte Thrombozyten-

aggregation auf im Vergleich zu denjenigen Patienten, die in den vergangenen drei 

Monaten vor Untersuchungsbeginn keine Impfung (weder gegen Grippe noch gegen 

irgendeine andere Infektionskrankheit) erhalten hatten (n = 49): 46,7% (39,7 – 51,7%) 

versus 31,6% (22,3 – 38,0%), p = 0,0140, siehe Abb. 105.  

● Beim Vergleich dieser vier gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder Tetanus/ 

Diphtherie geimpften Patienten mit den 21 gegen Grippe geimpften Patienten ergab 

sich für die maximale Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation ebenfalls ein 

signifikanter Unterschied (46,7% (39,7 – 51,7%) versus 30,6% (21,0 – 40,7%), 

p = 0,0379, siehe Abb. 105).  

● Auch wenn die gegen Grippe geimpfte Gruppe mit der nichtgeimpften Gruppe 

zusammengefasst wurde, blieb der Unterschied für die maximale Kollagen-induzierte 

Thrombozytenaggregation mit p = 0,0158 signifikant.  

 

 
Abb. 105: Maximale Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation der innerhalb der letzten 
drei Monate vor der Aggregationsbestimmung gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder 
Tetanus/Diphtherie geimpften Patienten (●), der im gleichen Zeitraum gegen Grippe 
geimpften Patienten (●) und der Patienten, die in diesem Zeitraum keine Impfung erhalten 
hatten (●)  
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● Aus Abb. 105 ist ebenfalls ersichtlich, dass es für die Kollagen-induzierte 

Thrombozytenaggregation unerheblich war, ob innerhalb der vergangenen drei Monate 

vor Untersuchungsbeginn eine Grippeschutzimpfung vorgenommen worden war oder 

keine Impfung (p = 0,8176).  

● Bei der Überprüfung der Thrombozytenaggregation mit verschiedenen Kollagen-

Konzentrationen wurde für die gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder 

Tetanus/Diphtherie geimpften Patienten ein EC50-Wert von 0,10 mg/l Kollagen 

ermittelt, für die Patienten, die innerhalb der letzten drei Monate nicht geimpft worden 

waren, ein Wert von 1,33 mg/l Kollagen und für die gegen Grippe geimpften Patienten 

ein Wert von 1,49 mg/l. Die entsprechenden Konzentrations-Wirkungskurven sind in 

Abb. 106 dargestellt. Es wurde allerdings zwischen keiner dieser Kurven ein 

signifikanter Unterschied berechnet (für den Vergleich zwischen der gegen 

Pneumokokken, Hepatitis A oder Tetanus/Diphtherie geimpften Gruppe mit der 

nichtgeimpften Gruppe p = 0,1059 bzw. mit der gegen Grippe geimpften Gruppe 

p = 0,0929).  

 

 
 
Abb. 106: Thrombozytenaggregation der innerhalb der letzten drei Monate vor der 
Aggregationsbestimmung gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder Tetanus/Diphtherie 
geimpften Patienten, der im gleichen Zeitraum gegen Grippe geimpften Patienten und der 
Patienten, die in diesem Zeitraum keine Impfung erhalten hatten, ausgelöst mit verschiedenen 
Kollagen-Konzentrationen. Die Werte für die maximale Aggregation sind als Mittelwerte mit 
Standardfehler angegeben.  
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● Für die Thrombozytenaggregation, die mit Arachidonsäure bzw. ADP ausgelöst 

wurde, spielte es keine Rolle, ob innerhalb der drei Monate vor der Untersuchung eine 

Impfung, ganz gleich gegen welche Infektionskrankheit, durchgeführt worden war 

oder nicht.  

 
Einige ausgewählte Parameter, die bereits in den vorangegangenen Kapiteln im 

Zusammenhang mit einer „ASS-Resistenz“ untersucht worden sind, stellt Tab. 37 für die in 

diesem Kapitel gebildeten Gruppen zusammen.  

 

 
Tab. 37: Einige ausgewählte Parameter für die in diesem Kapitel gebildeten Gruppen im 
Vergleich. Für das Alter, die Erythrozytenzahl, die Hämoglobin-Konzentration und die 

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5

Impfung 
innerhalb der 
letzten Woche 
vor der Unter-

suchung

Impfung gegen 
Pneumokokken, 
Hepatitis A oder 

Tetanus/
Diphtherie

Impfung 
gegen Grippe

keine Impfung 
innerhalb der 
letzten drei 

Monate

keine Impfung 
gegen 

Pneumokokken, 
Hepatitis A oder 

Tetanus/
Diphtherie

n = 2 n = 4 n = 21 n = 49 n = 70

Alter, Jahre 73 ± 9 71 ± 7 67 ± 6 68 ± 8 68 ± 7

Alter ≥ 60, n (%) 2 (100,0) 4 (100,0) 19 (90,5) 45 (91,8) 64 (91,4)

Hypercholesterinämie, n (%) 1 (50,0) 4 (100,0) 17 (81,0) 38 (77,6) 55 (78,6)

ASS-Behandlungsdauer, Jahre 9,5 (5 – 14) 15 (7,75 – 17,5) 10 (5 – 13) 6 (2 – 12) 7 (3 – 12)

Erythrozyten, Anzahl/pl 4,8 ± 0,1 4,8 ± 0,6 4,7 ± 0,4 4,7 ± 0,4 4,7 ± 0,4

Hämoglobin, g/dl 14,9 ± 0,3 14,9 ± 1,8 14,4 ± 1,4 14,7 ± 1,2 14,6 ± 1,2

Thrombozyten, Anzahl/nl 186 ± 14 207 ± 39 241 ± 67 245 ± 65 244 ± 66

CRP (supersensitiv), mg/l 2,2 (1,4 – 3,0) 1,1 (0,8 – 1,5) 1,1 (0,7 – 1,8) 1,2 (0,7 – 2,5) 1,2 (0,7 – 2,4)

p1 p2 p3 p4 p5

Gruppe 1 
versus 

Gruppe 4

Gruppe 2 
versus 

Gruppe 3

Gruppe 2 
versus 

Gruppe 4

Gruppe 2 
versus 

Gruppe 5

Gruppe 3 
versus 

Gruppe 4

Alter, Jahre 0,4101 0,2617 0,4707 0,3947 0,6504

Alter ≥ 60, n (%) 0,6738 0,5199 0,5523 0,5413 0,8522

Hypercholesterinämie, n (%) 0,3679 0,3409 0,2871 0,2998 0,7506

ASS-Behandlungsdauer, Jahre 0,4990 0,2299 0,1786 0,1791 0,1777

Erythrozyten, Anzahl/pl 0,7807 0,4523 0,6244 0,5445 0,4893

Hämoglobin, g/dl 0,7806 0,5960 0,7717 0,6940 0,4705

Thrombozyten, Anzahl/nl 0,2131 0,3434 0,2638 0,2746 0,8229

CRP (supersensitiv), mg/l 0,2749 0,8530 0,7363 0,7651 0,9847
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Thrombozytenzahl sind jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung angegeben, für 
die ASS-Behandlungsdauer und die CRP-Konzentration jeweils der Median und der 
Interquartilenabstand.   
 

Auffällig sind die im Vergleich niedrigen Thrombozytenzahlen der Patienten, die ihre letzte 

Impfung nur wenige Tage vor der Aggregationsbestimmung erhalten hatten und der Patienten, 

die innerhalb der letzten drei Monate vor der Untersuchung gegen Pneumokokken, 

Hepatitis A oder Tetanus/Diphtherie geimpft worden waren. Dennoch konnte weder für die 

Thrombozytenzahl noch für einen der sonstigen Parameter ein signifikanter Unterschied 

zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden (ersichtlich aus der p-Werte-Tabelle).  

 

 

 

3.15.  COX-2 als mögliche Ursache einer „ASS-Resistenz“ 

 
Dieses Kapitel setzt sich mit der Frage auseinander, ob der COX-2 im Zusammenhang mit der 

im Studienkollektiv identifizierten „ASS-Resistenz“ eine Bedeutung zukommt. Im ersten 

Abschnitt werden die Ergebnisse der Untersuchungen zur thrombozytären COX-2 vorgestellt, 

der zweite Abschnitt beschäftigt sich mit der COX-2 im Vollblut.  

 

3.15.1.  Untersuchungen zur COX-2 in Thrombozyten 

 
3.15.1.1. COX-2-Expression in Thrombozyten 

 
Zunächst wurden die Thrombozytenproteine einer Patientengruppe untersucht, für die eine 

Expression der COX-2 zu erwarten war. Es handelte sich bei diesen Patienten nicht um 

Teilnehmer an der in dieser Arbeit vorgestellten Studie; es waren drei Patienten, die sich in 

der Klinik und Poliklinik für Herz- und Gefäßchirurgie des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf einer Bypass-Operation unterzogen hatten. Wie bereits in Kapitel 1.7. Abschnitt 

1.7.1. erwähnt, konnte die Arbeitsgruppe um Zimmermann et al. eine drastische Zunahme der 

COX-2-Expression in Thrombozyten, hervorgerufen durch eine Bypass-Operation, 

nachweisen (Zimmermann et al. 2003).  

 
Die Auswahl der Patienten erfolgte in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Dr. Herman 

Reichenspurner und Herrn Dr. Hendrik Treede. Es wurden jeweils einen Tag vor der Bypass-

OP sowie fünf Tage nach der OP Blutproben entnommen. Die Operation erfolgte bei allen 
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Patienten unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine. Die Patienten hatten im Rahmen der OP 

keine Thrombozytenkonzentrate erhalten.  

Unmittelbar nach der Blutentnahme wurden die Thrombozytenproteine gewonnen (wie in 

Kapitel 2.8. Abschnitt 2.8.1. beschrieben) und eingefroren. Der Nachweis des COX-1- und 

COX-2-Proteins sowie die Quantifizierung des COX-2-Proteins erfolgten ebenfalls wie in 

Kapitel 2.8. beschrieben.  

 
Die Western Blots zur COX-1- bzw. COX-2-Expression in den Thrombozyten zeigt 

Abb. 107. Während für die COX-1 eine gleichbleibend starke Expression zu erkennen ist, 

erscheint die COX-2-Expression im Vergleich recht schwach. Dennoch konnte für jede 

Thrombozyten-Probe COX-2-Protein nachgewiesen werden. Unter Berücksichtigung der 

GAPDH-Expression wurde für jeden dieser drei Patienten in der Tat auch eine verstärkte 

Expression der COX-2 fünf Tage nach der Bypass-Operation festgestellt.  
 

  
 
Abb. 107: Western Blots zur COX-1- bzw. COX-2-Expression in Thrombozyten jeweils einen 
Tag vor und fünf Tage nach der Bypass-Operation für n = 3 Patienten (jeweils Spur 1-6). Pro 
Geltasche wurden 50 µg Gesamt-Thrombozytenprotein aufgetragen. Die Quantifizierung des 
COX-2-Proteins erfolgte anhand der COX-2-Standardreihe (Spur 7-9): Spur 7 entspricht je 
50 µg der Thrombozytenprotein-Standardpräparation (siehe Kapitel 2.8. Abschnitt 2.8.1.3.) 
ohne Zusatz rekombinanten COX-2-Proteins; in Spur 8 wurden je 375 pg humane r-COX-2, 
in Spur 9 je 750 pg humane r-COX-2, in jeweils 50 µg der Thrombozytenprotein-
Standardpräparation eingebettet, aufgetragen. GAPDH diente als Ladungskontrolle.  
 

Allerdings war die Zunahme der Expression nicht so stark ausgeprägt wie sie für die Patienten 

von Zimmermann et al. (2003) beschrieben wurde; dennoch war die thrombozytäre mediane 

COX-2-Konzentration fünf Tage nach der Bypass-Operation mit 6.457 pg/mg Gesamt-
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Thrombozytenprotein (6.030 – 7.519 pg/mg) um das 2,5-Fache höher im Vergleich zur 

Konzentration einen Tag vor der OP (2.632 pg COX-2/mg Gesamt-Thrombozytenprotein 

(2.529 – 3.101 pg/mg)). Statistischen Berechnungen zufolge war die Zunahme der Expression 

für diese kleine Patientengruppe nicht signifikant (p = 0,1088, siehe Abb. 108).  

 

 
 
Abb. 108: COX-2-Expression in Thrombozyten einen Tag vor bzw. fünf Tage nach Bypass-
Operation (n = 3)  
 

Der verwendete COX-2-Antikörper erlaubte es, die COX-2 in zwei ihrer 

Glykosylierungsstadien zu analysieren. Für die COX-2 in ihrer 72 kDa-Form und für die 

stärker glykosylierte COX-2 mit 74 kDa konnte in gleichem Maße eine Erhöhung der 

Konzentration nach der Bypass-OP beobachtet werden (für die 72 kDa-Form von 

2.224 pg/mg Gesamtprotein (2.221 – 2.605 pg/mg) auf 5.657 pg/mg Gesamtprotein (5.030 – 

6.424 pg/mg), p = 0,1088; für die 74 kDa-Form von 412 pg/mg Gesamtprotein (306 – 

497 pg/mg) auf 1.066 pg/mg Gesamtprotein (866 – 1.161 pg/mg), p = 0,1088; siehe 

Abb. 109). Sowohl vor als auch nach der OP war die COX-2 in ihrer 72 kDa-Form um den 

Faktor 5 vermehrt vertreten als die COX-2 mit 74 kDa.  

 
Mit der gleichen Methode wurde anschließend die thrombozytäre COX-2-Expression für eine 

Subgruppe des Studienkollektivs von 44 Patienten untersucht. In der Mehrzahl der Fälle 

wurde auch für diese Patienten neben der COX-1-Expression eine Expression der COX-2 in 

den Thrombozyten festgestellt. Lediglich bei vier Patienten konnte keine COX-2 

nachgewiesen werden.  
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Abb. 109: COX-2 in ihrer 72 kDa-Form (Symbole mit Füllung) und 74 kDa-Form (Symbole 
ohne Füllung) für n = 3 Patienten einen Tag vor bzw. fünf Tage nach Bypass-Operation  
 

Die ASS-Responder-Gruppe (n = 25) und die ASS-Low-Responder-Gruppe (n = 19) 

verhielten sich hinsichtlich der COX-2-Expression gleich (780 pg COX-2/mg Gesamt-

Thrombozytenprotein (216 – 1.173 pg/mg) für die Responder-Patienten versus 810 pg/mg 

Gesamtprotein (614 – 1.004 pg/mg) für die Low-Responder-Patienten, p = 0,7223). Auch, 

wenn die thrombozytären COX-2-Konzentrationen der 72 kDa- und der 74 kDa-Form 

getrennt voneinander analysiert wurden, ergaben sich keine Unterschiede zwischen 

Responder- und Low-Responder-Patienten (für die 72 kDa-Form: 585 pg/mg Gesamtprotein 

(165 – 843 pg/mg) für die Responder versus 618 pg/mg Gesamtprotein (379 – 722 pg/mg) für 

die Low-Responder, p = 0,7134; für die 74 kDa-Form: 228 pg/mg Gesamtprotein (20 – 

311 pg/mg) für die Responder versus 131 pg/mg Gesamtprotein (24 – 407 pg/mg) für die 

Low-Responder, p = 0,8127; siehe Abb. 110).  

 
So wie bereits für die drei Bypass-operierten Patienten im ersten Teil dieses Abschnitts 

gezeigt wurde, war auch für das Studienkollektiv der ASS-Responder und ASS-Low-

Responder die COX-2 in ihrer 72 kDa-Form im Vergleich zur 74 kDa-Form die stärker 

vertretene Form (um den Faktor 2,5 für die Responder-Gruppe und um den Faktor 5 für die 

Low-Responder-Gruppe).  

 
Zwischen der maximalen Kollagen-induzierten Aggregation und der thrombozytären COX-2-

Expression bestand keine Korrelation (z.B. für beide COX-2-Banden zusammengefasst: 

rho = -0,017, p = 0,9122; graphisch nicht dargestellt). Gleiches galt auch für die durch AA 

bzw. ADP induzierte Aggregation.  
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Abb. 110: Vergleich der COX-2-Konzentrationen in den Thrombozyten der ASS-Responder- 
und ASS-Low-Responder-Patienten  
 

In den vorangehenden Kapiteln wurden verschiedene Subgruppen des Studienkollektivs 

gebildet und hinsichtlich des Auftretens einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III untersucht. Im 

Folgenden werden einige ausgewählte dieser Subgruppen näher bezüglich ihrer 

thrombozytären COX-2-Expression untersucht:  

 
● In Kapitel 3.7. wurde zum einen ein Alter über 60, zum anderen eine 

Hypercholesterinämie mit einer „ASS-Resistenz“ in Verbindung gebracht. Da die 

COX-2-Expression nur für einen Patienten unter 60 bestimmt worden ist, kann im 

Hinblick auf das Alter keine Aussage getroffen werden. Der Vergleich der COX-2-

Expression in den Thrombozyten der Patienten mit Hypercholesterinämie (n = 37) und 

der ohne (n = 7) erbrachte keinen signifikanten Unterschied (725 pg COX-2/mg 

Gesamt-Thrombozytenprotein (397 – 1.034 pg/mg) für die Patienten mit 

Hypercholesterinämie versus 924 pg/mg Gesamtprotein (632 – 1.382 pg/mg) für die 

Patienten ohne Hypercholesterinämie, p = 0,1628), auch nicht bei getrennter Analyse 

der beiden COX-2-Formen.  

 
● Die ASS-Behandlungsdauer (siehe auch Kapitel 3.9.) stand in keinem Zusammenhang 

zur COX-2-Expression in den Thrombozyten (z.B. für beide COX-2-Formen 

zusammengefasst: rho = 0,073, p = 0,6576).  
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● In Kapitel 3.13. wurde für die Erythrozytenzahl, die Hämoglobin-Konzentration und 

für die Thrombozytenzahl ein signifikanter Zusammenhang zu einer „ASS-Resistenz“ 

vom Typ III nachgewiesen. Keiner dieser drei Parameter korrelierte mit der 

thrombozytären COX-2-Protein-Konzentration (rho = -0,256, p = 0,0929 für die 

Anzahl der Erythrozyten, rho = -0,134, p = 0,3802 für die Hämoglobin-Konzentration, 

rho = -0,153, p = 0,3152 für die Anzahl der Thrombozyten). Das gleiche galt auch für 

die getrennte Untersuchung der 72 kDa- bzw. 74 kDa-Form der COX-2.  

 
● Bei der Überprüfung, inwieweit die CRP-Konzentration im Plasma mit einer COX-2-

Expression in den Thrombozyten zusammenhing, stellte sich heraus, dass ein erhöhter 

CRP-Wert mit einer erhöhten Konzentration der COX-2 in ihrer 74 kDa-Form 

einherging. In Abb. 111 sind für die in Abschnitt 3.1.4. anhand der unterschiedlichen 

CRP-Werte gebildeten Gruppen die thrombozytären COX-2 (74 kDa)-Protein-

Konzentrationen dargestellt.  
 

           
Abb. 111: COX-2 (74 kDa)-Konzentration in den Thrombozyten in Abhängigkeit von der 
CRP-Plasma-Konzentration. Die Werte sind als Mittelwert mit Standardfehler angegeben.  
 

Da die Patientengruppen, insbesondere im Fall eines erhöhten CRP-Wertes, recht klein 

waren, wurden für die folgende Analyse jeweils 3 Gruppen zusammengefasst, so dass 

sich für die Patienten mit einer CRP-Konzentration ≥ 3,0 mg/l (n = 7) eine mediane 

COX-2 (74 kDa)-Konzentration von 415 pg/mg Gesamtprotein (331 – 519 pg/mg) 

ergab und für die Patienten mit einem CRP-Wert < 3,0 mg/l (n = 37) eine mediane 
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COX-2 (74 kDa)-Konzentration von 126 pg/mg Gesamtprotein (0 – 284 pg/mg), 

p = 0,0013 (siehe Abb. 112). Für die 72 kDa-Form der COX-2 errechnete sich kein 

Unterschied (p = 0,6884, siehe ebenfalls Abb. 112). Zwischen der Konzentration 

dieser COX-2-Form und dem CRP-Wert bestand keine Korrelation (rho = -0,192, 

p = 0,2085; graphisch nicht dargestellt), während die COX-2 (74 kDa)-Konzentration 

mit der CRP-Konzentration korrelierte (rho = 0,332, p = 0,0297; siehe Abb. 113).  

 

      
Abb. 112: Thrombozytäre Konzentrationen des COX-2-Proteins in seiner 72 kDa- bzw. 
74 kDa-Form bei Patienten mit einem CRP-Wert ≥ 3,0 mg/l im Vergleich zu Patienten mit 
einem CRP-Wert < 3,0 mg/l  
 

   
Abb. 113: Korrelation zwischen der COX-2 (74 kDa)-Konzentration in den Thrombozyten und 
dem CRP-Wert im Plasma. Das untere Detektionslimit für den CRP-Wert lag bei 0,7 mg/l.  
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● Für die Patienten, die innerhalb der letzten Woche vor der Untersuchung eine Impfung 

erhalten hatten (n = 2), zeigte sich für die thrombozytäre COX-2 in ihrer 74 kDa-Form 

eine Konzentration von 403 pg/mg Gesamt-Thrombozytenprotein (297 – 509 pg/mg), 

für die Patienten, bei denen die letzte Impfung länger als drei Monate zurücklag 

(n = 29), eine Konzentration von 131 pg/mg Gesamtprotein (0 – 311 pg/mg), 

p = 0,1266 (siehe Abb. 114, rechts). Für die 72 kDa-Form der COX-2 errechnete sich 

ebenfalls kein signifikanter Unterschied mit p = 0,8094 (siehe Abb. 114, links).  

  
Die COX-2-Expression der Patienten, die innerhalb der letzten drei Monate vor der 

Untersuchung gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder Tetanus/Diphtherie geimpft 

worden waren (n = 4), unterschied sich mit 905 pg COX-2/mg Gesamtprotein (742 – 

1.034 pg/mg) nicht von der Expression der Patienten, bei denen im gleichen Zeitraum 

keine Impfung vorgenommen worden war (n = 29; 780 pg COX-2/mg Gesamtprotein 

(396 – 1.079 pg/mg), p = 0,5812) und auch nicht von der Expression der Patienten, die 

innerhalb der letzten drei Monate vor der Untersuchung gegen Grippe geimpft worden 

waren (n = 10; 789 pg COX-2/mg Gesamtprotein (543 – 1.051 pg/mg), p = 0,5716). 

Die getrennte Analyse der 72 kDa- bzw. 74 kDa-Form lieferte ein analoges Ergebnis.  

  

 
 
Abb. 114: Vergleich der COX-2-Konzentrationen in den Thrombozyten der Patienten, die nur 
wenige Tage vor dem Untersuchungstermin geimpft worden waren und der Patienten, bei 
denen die letzte Impfung mindestens drei Monate zurücklag 
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3.15.1.2. Einfluss eines selektiven COX-2-Inhibitors auf die Thrombozyten-

aggregation 

 
Durch den Zusatz des selektiven COX-2-Hemmers Rofecoxib (10 µM) zum plättchenreichen 

Plasma kam es weder für die ASS-Responder-Patienten (n = 50) zu einer Beeinflussung der 

Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation (maximale Aggregation: 25,1% (16,0 – 

32,6%) ohne Rofecoxib in vitro versus 24,8% (15,8 – 32,5%) mit Rofecoxib in vitro, 

p = 0,2065) noch für die ASS-Low-Responder-Patienten (n = 30, maximale Aggregation: 

43,6% (40,1 – 48,3%) ohne Rofecoxib in vitro versus 42,8% (39,4% - 48,4%) mit Rofecoxib 

in vitro, p = 0,1135), noch für die Patienten mit einer „Typ I-Resistenz“ (n = 3, maximale 

Aggregation: 73,0% (45,5 – 85,4%) ohne Rofecoxib in vitro versus 66,2% (45,2 – 84,3%) mit 

Rofecoxib in vitro, p > 0,9999), siehe auch Abb. 115.  

 

 
 
Abb. 115: Maximale Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation der ASS-Responder, 
Low-Responder und der Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I in An- bzw. 
Abwesenheit des selektiven COX-2-Inhibitors Rofecoxib. DMSO diente als Lösungsmittel-
kontrolle für Rofecoxib.  
 

Insgesamt gesehen zeigte Rofecoxib keine bzw. nur sehr geringe Effekte auf die 

Thrombozytenaggregation. Dennoch war ein Zusammenhang zur COX-2-Expression in den 

Thrombozyten erkennbar. So ließ sich zum Beispiel die maximale Kollagen-induzierte 
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Thrombozytenaggregation derjenigen Patienten, die eine thrombozytäre COX-2-Expression 

von über 1.000 pg pro mg Gesamt-Thrombozytenprotein aufwiesen (n = 12), durch den 

Zusatz von Rofecoxib in vitro signifikant stärker reduzieren als die Aggregation derjenigen 

Patienten, für die weniger als 1.000 pg COX-2/mg Gesamtprotein ermittelt worden war 

(n = 30), p = 0,0085, siehe Abb. 116.  
 

   
Abb. 116: Einfluss von Rofecoxib in vitro auf die Kollagen-induzierte Aggregation in 
Abhängigkeit vom COX-2-Proteingehalt der Thrombozyten  
 

Das Regressionsdiagramm in Abb. 117 verdeutlicht, dass zwischen der thrombozytären 

COX-2-Expression und dem Effekt von Rofecoxib in vitro auf die durch Kollagen ausgelöste 

Thrombozytenaggregation eine schwache, allerdings signifikante Korrelation bestand 

(rho = 0,373, p = 0,0169).  

 
Auch bei getrennter Betrachtung der COX-2 in ihrer 72 kDa- bzw. 74 kDa-Form konnte 

jeweils eine Konzentrationsgrenze ermittelt werden, ab welcher Rofecoxib in vitro signifikant 

stärker auf die Aggregation Einfluss nahm (für die 72 kDa-Form: 800 pg/mg Gesamtprotein, 

p = 0,0224; für die 74 kDa-Form: 300 pg/mg Gesamtprotein, p = 0,0422, graphisch nicht 

dargestellt).  

 
Für die Subgruppen des Studienkollektivs bzw. für die Parameter, für die kein 

Zusammenhang zur thrombozytären COX-2-Expression festgestellt werden konnte, zeigte 

auch Rofecoxib in vitro keinen Einfluss auf die Thrombozytenaggregation. Im Einzelnen 

handelt es sich hierbei um das Vorliegen einer Hypercholesterinämie, die Dauer der ASS-
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Einnahme, die Erythrozytenzahl, die Hämoglobin-Konzentration und die Thrombozytenzahl 

(siehe auch Abschnitt 3.15.1.1.). Auch für ein Alter über 60 wurde kein Zusammenhang 

festgestellt.  

           
Abb. 117: Zusammenhang zwischen der thrombozytären COX-2-Expression und dem Effekt 
des selektiven COX-2-Inhibitors Rofecoxib in vitro auf die Thrombozytenaggregation  
 

Während für die Patienten mit erhöhtem CRP-Wert eine erhöhte Konzentration der COX-2 in 

ihrer 74 kDa-Form in den Thrombozyten nachgewiesen werden konnte (siehe Kapitel 

3.15.1.1. sowie Abb. 111 bis Abb. 113), ergab sich durch den Zusatz von Rofecoxib in vitro 

zum plättchenreichen Plasma allerdings ebenfalls keine Reduzierung der Aggregation. Die 

mediane Veränderung der maximalen Kollagen-induzierten Aggregation lag für die Patienten 

mit einem CRP-Wert ≥ 3 mg/l bei 0,03 % (n = 12).  

 
Darüberhinaus zeigte Rofecoxib in vitro auch bei denjenigen Patienten, die innerhalb der 

letzten drei Monate vor der Untersuchung eine Impfung gegen Pneumokokken, Hepatitis A 

oder Tetanus/Diphtherie erhalten hatten, keine aggregationsbeeinflussende Wirkung (mediane 

Veränderung der maximalen Kollagen-induzierten Aggregation: 0,0%). Für die Patienten, die 

nur wenige Tage vor der Aggregationsbestimmung geimpft worden waren, kann keine 

Aussage gemacht werden, da für die Analyse nur ein Patient zur Verfügung stand. (Die 

Ergebnisse zur COX-2-Expression dieser Patienten sind dem Kapitel 3.15.1.1. zu entnehmen.)  
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3.15.1.3. Einfluss eines selektiven COX-2-Inhibitors auf die Kollagen-induzierte 

Thromboxan-Bildung 

 
Wie bereits in Kapitel 3.2. Abschnitt 3.2.3. bzw. Abb. 61 dargestellt, kam es bei allen 

Patienten (die „Typ I-resistenten“ ausgenommen) nur zu einer geringen Thromboxan B2-

Bildung im Verlauf der Kollagen-induzierten Aggregationsreaktion, und zwischen ASS-

Responder- und ASS-Low-Responder-Patienten ließen sich keine Unterschiede feststellen, 

auch nicht nach Zusatz von ASS in vitro. Das Gleiche wurde für den Zusatz von Rofecoxib in 

vitro beobachtet: Die mediane TxB2-Konzentration in den Aggregationsüberständen der 

Responder unterschied sich in Anwesenheit von Rofecoxib mit 75 pg/ml (50 – 91 pg/ml) 

nicht von der Konzentration in den Überständen der Low-Responder (54 pg/ml (52 – 

83 pg/ml), p = 0,4867, siehe Abb. 118).  

 

 
Abb. 118: Thromboxan B2-Konzentrationen in An- bzw. Abwesenheit des selektiven COX-2-
Hemmers Rofecoxib in vitro nach Induktion mit 1 mg/l Kollagen, bestimmt in den Aggrega-
tionsüberständen der ASS-Responder, ASS-Low-Responder und „Typ I-resistenten“ Patienten  
 

Während ASS in vitro in der Lage war, die Kollagen-induzierte TxB2-Bildung der „Typ I-

resistenten“ Patienten deutlich zu senken (siehe Kapitel 3.2. Abschnitt 3.2.1.2. und Abb. 52), 
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war eine Reduktion durch Rofecoxib, wie erwartet, nicht möglich (4.357 pg/ml (1.701 – 

19.627 pg/ml) in Anwesenheit des Lösungsmittels DMSO versus 4.872 pg/ml (1.857 – 

20.564 pg/ml) in Anwesenheit von Rofecoxib, p = 0,1088, siehe Abb. 118).  

 
Überraschenderweise konnte die bereits durch die ASS-Einnahme stark gehemmte TxB2-

Synthese im Fall der Responder-Patienten durch den Zusatz von Rofecoxib in vitro zusätzlich 

geringfügig, aber signifikant, reduziert werden (von 75 pg/ml (50 – 104 pg/ml) auf 75 pg/ml 

(50 – 91 pg/ml), p = 0,0277).  

Diese Reduzierung ließ sich durch den Anteil derjenigen Patienten erklären, die ihre ASS-

Tablette zuletzt am Tag vor der Untersuchung eingenommen hatten, denn nur für diese 

Patientengruppe fand sich eine (minimale, aber signifikante) Hemmung der TxB2-Synthese 

durch Rofecoxib in vitro (83 pg/ml (52 – 195 pg/ml) versus 81 pg/ml (52 – 138 pg/ml, 

p = 0,0022, siehe Abb. 119). Die TxB2-Konzentrationen in den Aggregationsüberständen 

derjenigen Patienten, die ASS zuletzt am Untersuchungstag eingenommen hatten, waren von 

Rofecoxib in vitro unbeeinflusst (p = 0,5002, siehe ebenfalls Abb. 119).  

 

     
Abb. 119: Einfluss des Einnahmezeitpunkts der ASS-Tablette auf die durch Kollagen 
ausgelöste Thromboxan B2-Bildung in An- bzw. Abwesenheit von Rofecoxib in vitro  
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eingegangen. Der Unterschied zwischen dem ASS-Effekt in vitro und dem Rofecoxib-Effekt 
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in vitro auf die TxB2-Bildung besteht darin, dass sich die TxB2-Konzentrationen der anhand 

des ASS-Einnahmezeitpunkts gebildeten Gruppen im Fall des Rofecoxib-Zusatzes nach wie 

vor signifikant voneinander unterscheiden (p = 0,0004 ohne Rofecoxib und p = 0,0070 nach 

Zusatz von Rofecoxib, siehe Abb. 119).  

 
Darüberhinaus stand die im vorangehenden Abschnitt gezeigte Beeinflussung der Kollagen-

induzierten Thrombozytenaggregation durch Rofecoxib in Abhängigkeit von der 

thrombozytären COX-2-Expression (siehe Abb. 116 und Abb. 117) in keinem 

Zusammenhang zu der für Rofecoxib beobachteten Reduzierung der Kollagen-induzierten 

TxB2-Bildung (rho = 0,065, p = 0,5609, siehe Abb. 120). Außerdem bestätigt das 

Regressionsdiagramm dieser Abb. 120, dass die durch Rofecoxib bedingte Senkung der 

TxB2-Konzentration vom Einnahmezeitpunkt der ASS-Tablette abhängig war, während sich 

die durch Rofecoxib hervorgerufene Veränderung der Aggregation vom ASS-

Einnahmezeitpunkt unabhängig verhielt.  

 

   
 
Abb. 120: Regressionsdiagramm zur Wirkung des selektiven COX-2-Hemmers Rofecoxib 
einerseits auf die mit 1 mg/l Kollagen induzierte Thrombozytenaggregation, andererseits auf 
die mit 1 mg/l Kollagen induzierte TxB2-Bildung. Von den 75 untersuchten Patienten hatten 
33 Patienten ihre ASS-Tablette zuletzt am Tag der Untersuchung eingenommen (Kreise ohne 
Füllung), 42 Patienten zuletzt am Vortag (Kreise mit Füllung).  
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3.15.2.  Untersuchungen zur COX-2 im Vollblut 

 
3.15.2.1. Untersuchungen zur COX-2-vermittelten Thromboxan-Synthese 

 
Unter Verwendung des selektiven COX-2-Hemmers Rofecoxib im sog. COX-1-Aktivitäts-

Vollblut-Assay (siehe Kapitel 2.6. Abschnitt 2.6.1.) wurde nicht die COX-1-Vollblut-

Aktivität bestimmt, sondern vielmehr die COX-2-Vollblut-Aktivität hinsichtlich der 

Thromboxan-Synthese.  

 
Wie aus Abb. 121 ersichtlich ist, wurden im Versuchsansatz mit Rofecoxib in vitro für die 

ASS-Responder- und ASS-Low-Responder-Gruppe ähnlich niedrige TxB2-Konzentrationen 

gemessen (1.738 pg/ml (607 – 3.083 pg/ml) für die Responder versus 1.291 pg/ml (518 – 

3.303 pg/ml) für die Low-Responder, p = 0,4095).  
 

 
Abb. 121: Thromboxan B2-Konzentrationen der ASS-Responder und der „ASS-resistenten“ 
Patienten vom Typ III (Low-Responder) sowie vom Typ I, gemessen im COX-„1“-Aktivitäts-
Vollblut-Assay unter Verwendung des selektiven COX-2-Inhibitors Rofecoxib  
 

Die Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I wiesen auch nach Zusatz von Rofecoxib 

in vitro mit 31.430 pg/ml (15.349 – 165.646 pg/ml) signifikant höhere TxB2-Konzentrationen 

auf im Vergleich zur ASS-Responder-Gruppe auf der einen Seite und zur ASS-Low-

Responder-Gruppe auf der anderen Seite (p = 0,0050 bzw. p = 0,0048, siehe ebenfalls 

Abb. 121). Dies ist ein entscheidender Unterschied zu dem Versuchsansatz mit ASS in vitro, 
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in welchem die TxB2-Konzentrationen für die „Typ I-resistenten“ Patienten deutlich gesenkt 

werden konnten (siehe Kapitel 3.5. bzw. Abb. 74).  

 
Wie im vorangehenden Abschnitt für die COX-2-vermittelte Thromboxan-Bildung im 

plättchenreichen Plasma beschrieben wurde, kam es im Fall der Responder-Patienten trotz der 

bereits stark gehemmten TxB2-Synthese noch zu einer weiteren Reduzierung. Im COX-

Vollblut-Assay zeigte sich dieser Zusammenhang erneut, sowohl für die Responder als auch 

für die Low-Responder: Ohne Rofecoxib-Zusatz in vitro (d.h. nur mit dem Lösungsmittel 

DMSO) wurde für die Responder eine mediane TxB2-Konzentration von 1.945 pg/ml (684 – 

3.827 pg/ml) gemessen, die sich in Anwesenheit von Rofecoxib in vitro signifikant auf 

1.738 pg/ml (607 – 3.083 pg/ml) verringern ließ, p = 0,0001; für die Low-Responder wurde in 

Anwesenheit nur des Lösungsmittels DMSO eine mediane TxB2-Konzentration von 

1.308 pg/ml (471 – 4.141 pg/ml) ermittelt, in Anwesenheit von Rofecoxib in vitro eine 

Konzentration von 1.291 pg/ml (518 – 3.303 pg/ml), p = 0,0067, siehe Abb. 121.  

Auch in diesen beiden Fällen konnte für die durch Rofecoxib bedingte zwar geringfügige, 

aber signifikante Reduzierung wieder ein Zusammenhang zum Einnahmezeitpunkt der ASS-

Tablette hergestellt werden. Rofecoxib war in der Lage, die im COX-„1“-Assay bestimmten 

TxB2-Konzentrationen derjenigen Patienten, die ihre Tablette zuletzt am Tag vor der 

Untersuchung eingenommen hatten, von 3.499 pg/ml (2.221 – 5.201 pg/ml) auf 2.422 pg/ml 

(1.772 – 4.491 pg/ml) zu senken, p = 0,0003, siehe Abb. 122.  
 

 
Abb. 122: Abhängigkeit der im COX-„1“-Vollblut-Aktivitätsassay bestimmten TxB2-
Konzentrationen vom ASS-Einnahmezeitpunkt in An- und Abwesenheit des selektiven COX-2-
Hemmers Rofecoxib  
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Aber auch für die Patienten, die ASS zuletzt am Untersuchungstag eingenommen hatten, war 

durch den Zusatz von Rofecoxib noch eine leichte, aber signifikante Reduzierung der TxB2-

Werte zu beobachten (von 636 pg/ml (426 – 1.063 pg/ml) auf 551 pg/ml (326 – 881 pg/ml), 

p = 0,0061; siehe ebenfalls Abb. 122).  

Es war allerdings nicht möglich, durch den Rofecoxib-Zusatz einen Zustand in vitro zu 

erreichen, in dem sich die beiden anhand des ASS-Einnahmezeitpunkts gebildeten Gruppen 

nicht mehr hinsichtlich ihrer Thromboxan-Konzentrationen unterschieden. Ein p-Wert von 

unter 0,0001 blieb bestehen.  

 

3.15.2.2. Ergebnisse des COX-2-Vollblut-Aktivitätsassays 

 
Dieser Abschnitt beschäftigt sich mit den Ergebnissen des „klassischen“ COX-2-

Aktivitätsassays, in welchem die Prostaglandin E2-Synthese als Maß für die COX-2-Aktivität 

im Vollblut herangezogen wird.  

 
Zwischen der ASS-Responder- und der ASS-Low-Responder-Gruppe zeigte sich kein 

Unterschied hinsichtlich der COX-2-Aktivität (32.160 pg PGE2/ml (22.349 – 50.489 pg/ml) 

versus 38.020 pg PGE2/ml (17.031 – 54.815 pg/ml), p = 0,9517, siehe Abb. 123 linker Teil). 

Die Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I wiesen eine mediane PGE2-

Konzentration von nur 16.078 pg/ml (9.283 – 22.874 pg/ml) auf, für die sich allerdings kein 

signifikanter Unterschied zur Responder- bzw. Low-Responder-Gruppe errechnete 

(p = 0,0894 bzw. p = 0,1857, siehe ebenfalls Abb. 123 linker Teil).  

 
Nach Zusatz von 10 µM des selektiven COX-2-Hemmers Rofecoxib wurde die COX-2-

Aktivität sowohl in der Responder- als auch in der Low-Responder-Gruppe signifikant 

gesenkt (von 32.160 pg/ml auf 869 pg/ml (625 – 1.471 pg/ml) für die Responder und von 

38.020 pg/ml auf 873 pg/ml (590 – 1.499 pg/ml) für die Low-Responder, jeweils p < 0,0001). 

Auch in der Gruppe der „Typ I-resistenten“ Patienten kam es durch den Rofecoxib-Zusatz zu 

einer deutlichen Hemmung der COX-2-Aktivität, indem eine mediane PGE2-Konzentration 

von 1.384 pg/ml (961 – 2.785 pg/ml) erreicht wurde (Abb. 123).  

 
Zwischen der thrombozytären COX-2-Expression und der COX-2-Vollblut-Aktivität bestand 

kein Zusammenhang (rho = -0,118, p = 0,4515; graphisch nicht dargestellt).  
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Abb. 123: Prostaglandin E2-Konzentrationen der ASS-Responder und der „ASS-resistenten“ 
Patienten vom Typ III (Low-Responder) sowie vom Typ I, gemessen im COX-2-Aktivitäts-
Vollblut-Assay in An- bzw. Abwesenheit des selektiven COX-2-Inhibitors Rofecoxib  
 

Dennoch zeigte sich für die Patienten mit erhöhtem CRP-Wert (für diese Patienten wurde eine 

erhöhte Konzentration der COX-2 in ihrer 74 kDa-Form in den Thrombozyten nachgewiesen, 

siehe Kapitel 3.15.1.1. sowie Abb. 111 bis Abb. 113) eine relativ hohe COX-2-Vollblut-

Aktivität, wenngleich sich diese nicht signifikant von der COX-2-Aktivität der Patienten mit 

einem niedrigeren CRP-Wert unterschied. Außerdem waren von dieser Beobachtung erst 

Patienten mit einem CRP-Wert von über 5,0 mg/l betroffen (53.245 pg PGE2/ml (49.418 – 

60.150 pg/ml) für einen CRP-Wert ≥ 5,0 mg/l (n = 5) versus 33.783 pg/ml (22.045 – 

54.838 pg/ml) für einen CRP-Wert < 5,0 mg/l (n = 71), p = 0,1236; graphisch nicht 

dargestellt).  

 
Des Weiteren wurde im COX-2-Vollblut-Aktivitäts-Assay für diejenigen Patienten, die 

innerhalb der letzten drei Monate vor der Untersuchung gegen Pneumokokken, Hepatitis A 
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oder Tetanus/Diphtherie geimpft worden waren (n = 4), eine mediane PGE2-Konzentration 

von 57.338 pg/ml (25.769 – 90.095 pg/ml) ermittelt. Für die Patienten, die im gleichen 

Zeitraum keine Impfung erhalten halten (n = 46), lag die PGE2-Konzentration mit 

35.272 pg/ml (22.869 – 59.645 pg/ml) niedriger, allerdings nicht signifikant (p = 0,4745). 

Auch für die innerhalb der letzten drei Monate vor der Untersuchung gegen Grippe geimpften 

Patienten (n = 21) lag die PGE2-Konzentration mit 31.689 pg/ml (20.293 – 48.682 pg/ml) 

niedriger, aber ebenfalls nicht signifikant (p = 0,2994, graphisch nicht dargestellt).  

 
Für die zwei Patienten, die nur wenige Tage vor ihrem Untersuchungstermin geimpft worden 

waren, ergab sich hinsichtlich der COX-2-Vollblut-Aktivität kein Unterschied im Vergleich 

zu denjenigen Patienten, bei denen die Impfung länger als drei Monate zurück lag (n = 46): 

39.996 pg PGE2/ml (10.238 – 69.755 pg/ml) versus 35.272 pg/ml (22.869 – 59.645 pg/ml), 

p = 0,7964.  

 

 

 

3.16.  COX-unabhängige Bildung von Isoprostanen als mögliche Ursache einer 

„ASS-Resistenz“ 

 
In diesem Kapitel wird überprüft, ob eine “ASS-Resistenz“ mit einer verstärkten Exkretion 

des Isoprostans 8-iso-Prostaglandin F2α (8-iso-PGF2α) einherging. Diese Analysen wurden mit 

122 Patienten durchgeführt, da für zwei Patienten kein Urin zur Verfügung stand, und weitere 

sechs Patienten aufgrund aktuellen Rauchens ausgeschlossen wurden.  

 
Die Raucher wurden aus dem Grund aus den Analysen herausgenommen, weil zwischen 

Rauchen und der F2-Isoprostan-Exkretion ein erwiesener Zusammenhang besteht (Morrow et 

al. 1995, Reilly et al. 1996) – in der Tat wiesen die Raucher dieser Studie eine signifikant 

höhere 8-iso-PGF2α-Exkretion im Vergleich zu den Nichtrauchern auf (417 pg/mg Kreatinin 

(228 – 563 pg/mg) versus 202 pg/mg Kreatinin (159 – 255 pg/mg), p = 0,0391, siehe 

Abb. 124) – und sich zudem die Raucher dieser Studie ungleichmäßig auf die einzelnen ASS-

Response-Gruppen verteilen (vier Raucher gehören der High-Responder-Gruppe an, lediglich 

ein Raucher der Low-Responder-Gruppe, und bei einem Raucher wurde eine „Typ I-

Resistenz“ nachgewiesen). Für die fünf Raucher ohne „Typ I-Resistenz“ wurde eine mediane 

maximale Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation von 21,6% (13,3 – 34,3%) ermittelt.  
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Abb. 124: Zusammenhang zwischen dem Rauchen von Zigaretten und der Exkretion von 
8-iso-Prostaglandin F2α 
 

Für die Gruppe der „Typ I-resistenten“ Patienten (n = 3) wurde beim Vergleich mit allen 

Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ (n = 119) eine signifikant höhere mediane 8-iso-PGF2α-

Konzentration im Urin festgestellt (342 pg/mg Kreatinin (264 – 472 pg/mg) versus 196 pg/mg 

Kreatinin (159 – 247 pg/mg), p = 0,0365; siehe Abb. 125 rechtes Box-Diagramm).  

 
Die ASS-Responder-Patienten (n = 79) zeigten mit einer medianen 8-iso-PGF2α-

Konzentration von 186 pg/mg Kreatinin (147 – 230 pg/mg) eine signifikant niedrigere 

Isoprostan-Exkretion als die ASS-Low-Responder-Patienten (n = 40), für die eine mediane 

8-iso-PGF2α-Exkretion von 230 pg/mg Kreatinin (188 – 318 pg/mg) bestimmt wurde 

(p = 0,0009, siehe Abb. 125 linkes Box-Diagramm).  

 
Zwischen der High- und Medium-Responder-Gruppe bestand hinsichtlich der Isoprostan-

Exkretion kein Unterschied (p = 0,2163), so dass diese zwei Gruppen für alle Analysen dieses 

Kapitels zusammengefasst werden konnten.  

 
Während sich die 8-iso-PGF2α-Exkretion der Responder-Patienten signifikant von der 

Exkretion der „Typ I-resistenten“ Patienten unterschied (p = 0,0196), zeigte sich zwischen der 

Low-Responder-Gruppe und der Gruppe der „Typ I-resistenten“ Patienten kein signifikanter 

Unterschied (p = 0,1271, siehe Abb. 125 linkes Box-Diagramm).  

 
Zusätzlich sind die Einzelwerte der 8-iso-PGF2α-Konzentration in Form eines Perzentil-

Diagramms in Abb. 126 dargestellt.  
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Abb. 125: 8-iso-Prostaglandin F2α-Exkretion der ASS-Responder, der ASS-Low-Responder 
und der Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I. Im linken Box-Diagramm wird mit 
p* der Vergleich aller drei Gruppen beschrieben.  
 

  
 
Abb. 126: Perzentil-Diagramm zur 8-iso-Prostaglandin F2α-Exkretion der ASS-Responder, 
ASS-Low-Responder und der „Typ I-resistenten“ Patienten  
 

Aus der oberen Kontingenztafel der Tab. 38 ist ersichtlich, dass eine im Vergleich sehr 

niedrige Isoprostan-Exkretion von unter 150 pg 8-iso-PGF2α/mg Kreatinin bei 27% der 

Responder-Patienten zu verzeichnen war (n = 21), während bei den ASS-Low-Responder-

Patienten lediglich bei einem Patienten eine derart niedrige Exkretion beobachtet werden 
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konnte. 97,5% (n = 39) aller Low-Responder wiesen eine 8-iso-PGF2α-Konzentration auf, die 

über 150 pg/mg Kreatinin lag. Für diese Verhältnisse errechnete sich ein p-Wert von 0,0014.  

 
Eine 8-iso-PGF2α-Konzentration von über 300 pg/mg Kreatinin wurde nur bei knapp 8% 

(n = 6) der ASS-Responder festgestellt, von der ASS-Low-Responder-Gruppe waren 

hingegen 27,5% betroffen (n = 11), p = 0,0034, siehe Tab. 38 untere Kontingenztafel.  

 

          
 
Tab. 38: Kontingenztafeln zu verschiedenen 8-iso-Prostaglandin F2α-„Grenzwert“-
Konzentrationen und der ASS-Response. Die Zahlenwerte beschreiben jeweils die 
Patientenanzahl n.  
 

Die ROC-Analyse (siehe Abb. 127) ergab, dass sich die ROC-Kurve, die aus der Sensitivität 

und Spezifität für jeden gemessenen 8-iso-PGF2α-Wert ermittelt wurde, signifikant von der 

8-iso-PGF2α

< 150 pg/mg Kreatinin
8-iso-PGF2α

≥ 150 pg/mg Kreatinin
Σ

Responder 21 58 79

Low-Responder 1 39 40

Σ 22 97 119

8-iso-PGF2α

< 200 pg/mg Kreatinin
8-iso-PGF2α

≥ 200 pg/mg Kreatinin
Σ

Responder 46 33 79

Low-Responder 14 26 40

Σ 60 59 119

8-iso-PGF2α

< 250 pg/mg Kreatinin
8-iso-PGF2α

≥ 250 pg/mg Kreatinin
Σ

Responder 65 14 79

Low-Responder 25 15 40

Σ 90 29 119

8-iso-PGF2α

< 300 pg/mg Kreatinin
8-iso-PGF2α

≥ 300 pg/mg Kreatinin
Σ

Responder 73 6 79

Low-Responder 29 11 40

Σ 102 17 119

p = 0,0014

p = 0,0167

p = 0,0176

p = 0,0034
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Diagonalen unterschied (p = 0,001). Es errechnete sich eine Fläche unter der ROC-Kurve 

(AUC) von 0,687 (95% KI 0,588 – 0,785).  

 

          
Abb. 127: ROC-Analyse der 8-iso-Prostaglandin F2α-Konzentrationsbestimmung für das 
Vorliegen einer „ASS-Resistenz“. Es ist für jede gemessene 8-iso-PGF2α-Konzentration 
(n = 119) die Sensitivität und Spezifität gegeneinander aufgetragen (ROC-Kurve, blau). Zur 
Überprüfung, ob die Isoprostan-Bestimmung eine Trennschärfe hinsichtlich des Auftretens 
einer „ASS-Resistenz“ aufwies, wurde die Fläche unter der ROC-Kurve mit der Fläche unter 
der Diagonalen (grün) verglichen und die Signifikanz mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests 
bestimmt.  
 

Bei der linearen Regressionsanalyse ergab sich zwischen der 8-iso-PGF2α-Exkretion und der 

maximalen Kollagen-induzierten Aggregation ein signifikanter Zusammenhang (rho = 0,192, 

p = 0,0374, siehe Abb. 128). Zusätzlich sind die beiden „Grenzwerte“ von 150 pg bzw. 

300 pg 8-iso-PGF2α/mg Kreatinin in der Abb. 128 eingezeichnet, so dass die oben 

beschriebene Verteilung der ASS-Responder- bzw. ASS-Low-Responder-Patienten mit 8-iso-

PGF2α-Konzentrationen oberhalb bzw. unterhalb dieser „Grenzwerte“ abgelesen werden kann.  

 
Durch den Einsatz unterschiedlicher Kollagen-Konzentrationen zur Aggregationsauslösung 

konnte für diejenigen Patienten, die eine 8-iso-PGF2α-Exkretion unter 150 pg/mg Kreatinin 

aufwiesen, eine EC50-Konzentration von 1,99 mg Kollagen/l ermittelt werden, während für 

die Patienten mit einer 8-iso-PGF2α-Exkretion über 150 pg/mg Kreatinin bereits eine 
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Kollagen-Konzentration von 1,10 mg/l für den halbmaximalen Effekt ausreichte (p = 0,0045, 

siehe Abb. 129 linke Graphik).  

 

 
Abb. 128: 8-iso-Prostaglandin F2α-Exkretion und maximale Kollagen-induzierte Thrombo-
zytenaggregation von 119 Patienten, unterteilt in ASS-Responder (n = 79, ●) und ASS-Low-
Responder (n = 40, ●). Die rot gestrichelten Linien sind jeweils für eine „Grenzwert“-
Konzentration von 150 pg bzw. 300 pg 8-iso-PGF2α/mg Kreatinin eingezeichnet. 
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Abb. 129: Mit unterschiedlichen Kollagen-Konzentrationen ausgelöste Thrombozyten-
aggregation der Patienten mit einer 8-iso-Prostaglandin F2α-Exkretion, die zum einen 
oberhalb (n = 97) bzw. unterhalb (n = 22) von 150 pg/mg Kreatinin lag (linke Graphik), zum 
anderen oberhalb (n = 17) bzw. unterhalb (n = 102) von 300 pg/mg Kreatinin (rechte 
Graphik). Die Werte für die maximale Aggregation sind als Mittelwerte mit Standardfehler 
angegeben.  
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Ebenfalls unterschied sich der EC50-Wert der Kollagen-Konzentrations-Wirkungskurve der 

Patienten mit einer 8-iso-PGF2α-Exkretion unterhalb von 300 pg/mg Kreatinin mit 1,35 mg/l 

Kollagen signifikant von dem EC50-Wert der Kurve derjenigen Patienten, die 8-iso-PGF2α-

Konzentrationen oberhalb von 300 pg/mg Kreatinin aufwiesen (1,09 mg/l), p = 0,0041, siehe 

Abb. 129 rechte Graphik.  

 
Zusammengefasst bestand zwischen der Urinexkretion des Isoprostans 8-iso-PGF2α und der 

Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation eine deutliche Beziehung. Wurde die 

Aggregation allerdings mit Arachidonsäure oder ADP ausgelöst, zeigte sich kein 

Zusammenhang zur Isoprostan-Exkretion (z.B. rho = -0,063, p = 0,4913 für die maximale 

AA-induzierte Aggregation bzw. rho = -0,011, p = 0,9254 für die maximale ADP-induzierte 

Aggregation; graphisch nicht dargestellt).  

 
Da sich die Isoprostan-Exkretion vom ASS-Einnahmezeitpunkt unabhängig verhielt 

(p = 0,5748), ergab sich weder zur Kollagen-induzierten Thromboxan B2-Bildung ein 

Zusammenhang (rho = -0,154, p = 0,1840) noch zur COX-1-Vollblut-Aktivität (rho = -0,163, 

p = 0,1532).  

 
Auch die Ausscheidung des Thromboxan-Metaboliten 2,3-dinor-Thromboxan B2 korrelierte 

nicht mit der Ausscheidung des 8-iso-PGF2α (rho = 0,054, p = 0,5547) und auch die im Urin 

bestimmte 2,3-dinor-6-keto-Prostaglandin F1α-Konzentration stand in keinem Zusammenhang 

zur 8-iso-PGF2α-Konzentration (rho = 0,094, p = 0,3075).  

 
Inwieweit bestimmte Parameter, die bereits in den vorangehenden Kapiteln hinsichtlich des 

Auftretens einer „ASS-Resistenz“ (vom Typ III) untersucht worden sind, mit einer verstärkten 

Isoprostan-Exkretion in Verbindung gebracht werden können, wird im Folgenden betrachtet:  

 
● Eine Korrelation zwischen dem Lebensalter und der 8-iso-PGF2α-Exkretion bestand 

nicht (rho = 0,029, p = 0,7568; siehe Abb. 130). Dennoch war auffällig, dass von den 

„Unter-60-Jährigen“ lediglich ein Patient eine Isoprostan-Konzentration von über 

300 pg/mg Kreatinin aufwies (340 pg/mg Kreatinin), von den „Über-60-Jährigen“ 

waren es 16 Patienten, die zum Großteil 8-iso-PGF2α-Konzentrationen zeigten, die 

weit über 300 pg/mg Kreatinin lagen (im Mittel 516 pg/mg Kreatinin). Von diesen 16 

Patienten waren 69% (n = 11) als Low-Responder identifiziert worden (siehe ebenfalls 

Abb. 130).  
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Abb. 130: Urinexkretion des Isoprostans 8-iso-Prostaglandin F2α in Abhängigkeit vom 
Lebensalter. Ab einem Alter von 60 Jahren wurde signifikant häufiger eine „ASS-Low-
Response“ beobachtet (siehe auch Abschnitt 3.7.1.). Die ASS-Responder-Patienten (n = 79) 
sind in grün dargestellt, die ASS-Low-Responder-Patienten (n = 40) in rot.  
 

● Das Vorliegen einer Hypercholesterinämie war für das Ausmaß der 8-iso-PGF2α-

Exkretion bedeutungslos (p = 0,4115).  

 
● Auch die ASS-Behandlungsdauer zeigte keinen Einfluss auf die Isoprostan-Exkretion 

(rho = 0,082, p = 0,4102).  

 
● Ob das Original-Präparat Aspirin® oder das Generikum HerzASS-ratiopharm® 

eingenommen wurde, war für die 8-iso-PGF2α-Exkretion unerheblich (p = 0,7711).  

 
● Bei der Analyse der Laborparameter wurden folgende Ergebnisse festgestellt: Weder 

für die Anzahl der Thrombozyten noch für die CRP-Plasma-Konzentration konnte ein 

Zusammenhang zur Isoprostan-Exkretion nachgewiesen werden (für die 

Thrombozytenzahl: rho = -0,024, p = 0,7913; für den CRP-Wert: rho = 0,043, 

p = 0,6452). Für die Anzahl der Erythrozyten bzw. für die Hämoglobin-Konzentration 

zeigte sich bei der Regressionsanalyse jeweils ein schwacher Zusammenhang 

(rho = -0,182, p = 0,0485 bzw. rho = -0,224, p = 0,0150), hervorgerufen durch sechs 

Patienten, die trotz einer hohen 8-iso-PGF2α-Konzentration eine im Vergleich niedrige 

Erythrozytenzahl und Hämoglobin-Konzentration aufwiesen.  

 
● Die mediane 8-iso-PGF2α-Exkretion der Patienten, die innerhalb der letzten drei 

Monate vor der Aggregationsbestimmung gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder 
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Tetanus/Diphtherie geimpft worden waren (n = 4), lag mit 327 pg/mg Kreatinin (249 – 

377 pg/mg) höher als die der im gleichen Zeitraum nicht gegen eine dieser 

Infektionskrankheiten geimpften Patienten (n = 70, 226 pg 8-iso-PGF2α/mg Kreatinin 

(192 – 278 pg/mg)), aber nicht signifikant (p = 0,1260, siehe auch Abb. 131, linkes 

Box-Diagramm). Wurde die gegen Grippe geimpfte Patientengruppe (n = 21) mit 

denjenigen Patienten verglichen, die in den vergangenen drei Monaten vor 

Untersuchungsbeginn keine Impfung (weder gegen Grippe noch gegen irgendeine 

andere Infektionskrankheit) erhalten hatten (n = 49), so ergab sich hinsichtlich der 

Isoprostan-Exkretion kein Unterschied (222 pg 8-iso-PGF2α/mg Kreatinin (194 – 

290 pg/mg) versus 229 pg/mg Kreatinin (184 – 276 pg/mg), p = 0,5469, graphisch 

nicht dargestellt). Die zwei Patienten, die nur wenige Tage vor ihrem 

Untersuchungstermin geimpft worden waren, zeigten eine mediane 8-iso-PGF2α-

Konzentration von 287 pg/mg Kreatinin (185 – 388 pg/mg). Den Vergleich zu den 49 

nicht geimpften Patienten stellt das rechte Box-Diagramm der Abb. 131 dar.  
 

 
Abb. 131: Beziehung zwischen einer Impfung und der Exkretion von 8-iso-Prostaglandin F2α  
 

● Zwischen der Isoprostan-Exkretion und dem COX-2-Gehalt in den Thrombozyten 

konnte kein Zusammenhang nachgewiesen werden (rho = 0,119, p = 0,4355). Das galt 

auch bei Betrachtung der beiden einzelnen COX-2-Formen (rho = 0,057, p = 0,7094 

für die 72 kDa-Form bzw. rho = 0,085, p = 0,5751 für die 74 kDa-Form). Für eine 

thrombozytäre COX-2-Expression von über 1.000 pg/mg Gesamtprotein (n = 13) 
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wurde eine mediane 8-iso-PGF2α-Konzentration im Urin von 230 pg/mg Kreatinin 

(216 – 343 pg/mg) bestimmt, für eine COX-2-Expression unter 1.000 pg/mg 

Gesamtprotein (n = 31) eine 8-iso-PGF2α-Konzentration von 220 pg/mg Kreatinin 

(185 – 286 pg/mg), p = 0,2975.  

 
● Die COX-2-Vollblut-Aktivität hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Isoprostan-

Exkretion (rho = -0,148, p = 0,1996).  

 

 

 

3.17.  Polymorphismen des ADP-Rezeptors P2Y12 als mögliche Ursache einer 

„ASS-Resistenz“ 

 
Dieses Kapitel beschäftigt sich mit der Frage, ob Polymorphismen des thrombozytären ADP-

Rezeptors P2Y12 eine Erklärung für die verminderte antiaggregatorische Wirksamkeit von 

ASS (im Fall der „Typ III-resistenten“ Patienten) liefern. Unter Ausschluss der Patienten mit 

einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I wurde die Genotypisierung für insgesamt 124 Patienten 

durchgeführt.  

 
Die Allel-Häufigkeiten des 52G>T-Polymorphismus und des 34C>T-Polymorphismus des 

P2Y12-Rezeptor-Gens betrugen 0,84 für das 52G-Allel bzw. 0,70 für das 34C-Allel. Die 

Verteilungen der Genotypen gehorchten dem Gesetz nach Hardy-Weinberg und sind in 

Tab. 39 angegeben. Aufgrund der geringen Anzahl an Patienten, die homozygot für das 52T-

Allel (n = 2) bzw. 34T-Allel (n = 11) waren, wurden diese Patienten für die im Folgenden 

beschriebenen Analysen jeweils mit den heterozygoten Patienten zusammen betrachtet. (Die 

für die Mutation homozygoten und die heterozygoten Patienten verhielten sich für alle 

untersuchten Parameter gleich.)  

 
Da zwischen der ADP- und der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation ein 

hochsignifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden konnte (p < 0,0001, siehe auch 

Abschnitt 3.4.3. Abb. 71), wurden für die Auswertungen dieses Kapitels nicht nur die 

Ergebnisse der ADP-induzierten Aggregation, sondern auch die Ergebnisse der Kollagen-

induzierten Aggregation herangezogen.  

 
Wie der Abb. 132 zu entnehmen ist, zeigte sich die mit 1 mg/l Kollagen induzierte maximale 

Thrombozytenaggregation vom 52G>T-Polymorphismus unbeeinflusst: 32,7% (21,9 – 
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38,6%) für die Träger mindestens eines 52T-Allels (n = 38) versus 32,5% (21,2 – 41,6%) für 

die Nichtträger des 52T-Allels (n = 86), p = 0,7656; linkes Box-Diagramm. Ein ähnliches 

Ergebnis ließ sich für den 34C>T-Polymorphismus feststellen (maximale Kollagen-induzierte 

Aggregation: 33,4% (22,3 – 38,9%) für die 64 Träger mindestens eines 34T-Allels versus 

31,4% (21,2 – 42,1%) für die 60 Nichtträger des 34T-Allels, p = 0,9382; rechtes Box-

Diagramm).  

 

  
Tab. 39: Häufigkeiten der P2Y12-Rezeptor-Genotypen im Studienkollektiv (n = 124)  
 

   
 
Abb. 132: Maximale Kollagen-induzierte Aggregation in Abhängigkeit vom P2Y12-Genotyp  
 

Wurde Kollagen zur Aggregationsauslösung in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, so 

unterschied sich der EC50-Wert der Konzentrations-Wirkungskurve derjenigen Patienten, die 

Träger des 52T-Allels waren (n = 17) mit 1,54 mg/l Kollagen nicht von dem EC50-Wert 

derjenigen Patienten, die von diesem Polymorphismus nicht betroffen waren (1,26 mg/l 
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Kollagen, n = 58), p = 0,5600, siehe Abb. 133 links. Auch der 34C>T-Polymorphismus hatte 

keinen Einfluss auf die EC50-Werte (1,60 mg/l Kollagen für die 42 Träger des 34T-Allels 

versus 1,20 mg/l Kollagen für die 33 Nichtträger des 34T-Allels, p = 0,2508; siehe Abb. 133 

rechts).  

 

 
 
Abb. 133: Konzentrations-Wirkungskurven der Kollagen-induzierten Thrombozyten-
aggregation in Abhängigkeit vom P2Y12-Genotyp. Die Werte für die maximale Aggregation 
sind als Mittelwerte mit Standardfehler angegeben.  
 

Nicht nur die Kollagen-induzierte Aggregation verhielt sich von den untersuchten 

Polymorphismen des ADP-Rezeptors P2Y12 unabhängig, auch die Aggregation, die mit 

2 µM ADP ausgelöst worden war, zeigte sich vom Genotyp unbeeinflusst.  

Die Träger des mutierten 52T-Allels (n = 16) wiesen eine mediane maximale ADP-induzierte 

Thrombozytenaggregation von 33,1% (29,9 – 40,9%) auf, die Nichtträger des 52T-Allels 

(n = 56) eine mediane maximale Aggregation von 39,1% (31,5 – 49,7%), p = 0,3431; siehe 

Abb. 134, linkes Box-Diagramm. Für den 34C>T-Polymorphismus wurde ebenfalls keine 

signifikante Beziehung zu der mit ADP ausgelösten maximalen Thrombozytenaggregation 

nachgewiesen: 39,1% (30,8 – 50,7%) für die 39 Träger des 34T-Allels versus 34,2% (30,4 – 

43,6%) für die 33 Nichtträger des 34T-Allels, p = 0,2398; siehe Abb. 134, rechtes Box-

Diagramm.  

 
10,5% (n = 13) der 124 untersuchten Patienten waren Träger beider Polymorphismen (52T 

und 34T). Zwischen diesen Patienten und denjenigen Patienten, die keinen der untersuchten 

P2Y12-Polymorphismen trugen (28,2% des Kollektivs, n = 35) bestand ebenfalls sowohl 

hinsichtlich der ADP- als auch hinsichtlich der Kollagen-induzierten Aggregation kein 
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Unterschied (auch nicht beim Einsatz unterschiedlicher Kollagen-Konzentrationen). 

Exemplarisch ist in Abb. 135 die maximale mit 1 mg/l Kollagen ausgelöste Thrombozyten-

aggregation für diese beiden Patientengruppen dargestellt (33,1% (22,4 – 39,6%) für die 

Träger beider Polymorphismen versus 27,4% (20,7 – 42,8%) für die Nichtträger, p = 0,8346).  

 

   
 
Abb. 134: Maximale ADP-induzierte Thrombozytenaggregation in Abhängigkeit vom P2Y12-
Genotyp  
 

        
 

Abb. 135: Maximale Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation der Patienten, die Träger 
beider Polymorphismen, 52T und 34T, sind (n = 13) und der Patienten, die weder von dem 
einen noch von dem anderen Polymorphismus betroffen sind (n = 35)  
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3.18.  Versuche zur Überwindung einer „ASS-Resistenz“ (Fallbeispiele) 

 
Im Folgenden werden zwei Fallbeispiele vorgestellt, bei denen versucht wurde, durch 

Änderung der Medikation eine verbesserte ASS-Response zu erreichen.  

 
Beim Fallbeispiel 1 handelt es sich um eine 65 Jahre alte Patientin, die sich vier Jahre zuvor 

einer Bypass-Operation unterzogen hatte und seitdem mit täglich 100 mg ASS (HerzASS-

ratiopharm®) behandelt wurde. An ihrem ersten Untersuchungstermin wurde trotz der 

regelmäßigen ASS-Einnahme eine unzureichende Hemmung sowohl der Kollagen (1 mg/l)-

induzierten Thrombozytenaggregation (46,2% ± 2,1) als auch der ADP (2 µmol/l)-induzierten 

Aggregation (47,6% ± 4,9) festgestellt, siehe auch Tab. 40 Spalte 1.  

Die Patientin fand sich zu weiteren drei Untersuchungsterminen ein. Für die erste 

Folgeuntersuchung  hatte ihr Hausarzt zunächst die ASS-Dosis auf 300 mg pro Tag erhöht. 

Für die zweite Folgeuntersuchung wurde die ASS-Behandlung unterbrochen und die Patientin 

erhielt anstelle von ASS 75 mg Clopidogrel. Für die letzte Untersuchung hatte die Patientin 

eine Kombination aus 100 mg ASS und 75 mg Clopidogrel eingenommen. Jede dieser drei 

Behandlungen erstreckte sich über einen Zeitraum von ca. 20 Tagen, bevor die 

Thrombozytenaggregation bestimmt wurde.  

 
Im zweiten Fallbeispiel hatte sich eine 68-jährige Patientin vorgestellt, die zwei Jahre zuvor 

zwei Bypässe erhalten hatte und zunächst mit 100 mg ASS behandelt worden war, bis sich – 

unter laufender Therapie – ein gutes Jahr später ein Myokardinfarkt ereignet hatte. Von 

diesem Zeitpunkt an hatte ihr Arzt ihr zusätzlich zu den 100 mg ASS 75 mg Clopidogrel 

verordnet. Bei dieser Patientin sollte überprüft werden, ob diese Kombinationsbehandlung 

tatsächlich die Thrombozytenaggregationshemmung verbessert oder ob durch die alleinige 

Therapie mit 100 mg ASS das gleiche Ergebnis erzielt werden kann. Somit wurde für den 

zweiten Untersuchungstermin Clopidogrel für mindestens 14 Tage abgesetzt.  

 

3.18.1.  Therapie mit 300 mg ASS 

 
Die Therapie mit 300 mg ASS lieferte kein befriedigendes Ergebnis (Fallbeispiel 1): Die 

maximale Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation konnte zwar um ca. 10% gesenkt 

werden (siehe Tab. 40 Spalte 2), dennoch handelte es sich definitionsgemäß (siehe Abschnitt 

3.2.2. Tab. 21) nach wie vor um einen Wert aus dem Bereich der ASS-Low-Response.  
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3.18.2.  Therapie mit 75 mg Clopidogrel 

 
Erwartungsgemäß kam es durch die Behandlung mit 75 mg Clopidogrel (Fallbeispiel 1) zu 

einer nicht gehemmten Arachidonsäure (1 mmol/l)-induzierten Aggregation (73,5% ± 6,7, 

siehe auch Tab. 40 Spalte 3), und die maximale ADP (2 µmol/l)-induzierte Thrombozyten-

aggregation zeigte sich mit 33,0% ± 2,8 im Vergleich zur ASS-Behandlung stärker gehemmt. 

Insgesamt ergab sich unter der Monotherapie mit Clopidogrel eine extrem hohe maximale 

Kollagen (1 mg/l)-induzierte Aggregation (77,6% ± 2,0).  

 

3.18.3.  Kombinationstherapie aus 100 mg ASS und 75 mg Clopidogrel 

 
Unter der Kombinationsbehandlung mit 100 mg ASS und 75 mg Clopidogrel zeigte die 

Patientin aus dem ersten Fallbeispiel eine deutliche Reduzierung der maximalen 

ADP (2 µmol/l)-induzierten Thrombozytenaggregation von 47,6% ± 4,9 (unter der 

Monotherapie mit 100 mg ASS) auf 29,9% ± 0,6 (siehe auch Tab. 40 Spalte 4). In ähnlichem 

Ausmaß wurde die maximale Kollagen (1 mg/l)-induzierte Aggregation vermindert (von 

46,2% ± 2,1 auf 25,2% ± 0,2).  

Die Aggregationskurven nach Kollagen-Induktion sind für alle vier Behandlungsansätze des 

Fallbeispiels 1 in Abb. 136 dargestellt, die Aggregationskurven nach ADP-Induktion in 

Abb. 137.  

 

 
Tab. 40: Fallbeispiel 1. In der Tabelle sind die Werte für die maximale Aggregation, 
ausgelöst durch die Thrombozytenagonisten Kollagen, Arachidonsäure bzw. ADP, angegeben 
(Mittelwert ± Standardabweichung, n = 2), die während unterschiedlicher aggregations-
hemmender Therapien (Spalte 1 bis 4) bestimmt worden sind.  

1 2 3 4

100 mg ASS
pro Tag

300 mg ASS
pro Tag

75 mg Clopidogrel
pro Tag

100 mg ASS + 
75 mg Clopidogrel

pro Tag

max. Aggregation [%] induziert mit

1 mg/l Kollagen 46,2 ± 2,1 36,6 ± 1,0 77,6 ± 2,0 25,2 ± 0,2

1 mg/l Kollagen (100 µM ASS) 45,6 ± 5,9 36,4 ± 2,0 28,6 ± 4,6 25,2 ± 0,5

1 mmol/l Arachidonsäure 9,1 ± 0,5 6,1 ± 0,4 73,5 ± 6,7 6,6 ± 0,3

2 µmol/l ADP 47,6 ± 4,9 49,6 ± 4,2 33,0 ± 2,8 29,9 ± 0,6



 Ergebnisse 

178 
 

 
Abb. 136: Aggregationskurven, induziert mit 1 mg/l Kollagen, der Patientin aus dem 
Fallbeispiel 1. Die Messungen wurden für jede der angegebenen Therapien als Doppel-
bestimmung durchgeführt.  
 

 
Abb. 137: Aggregationskurven, induziert mit 2 µmol/l ADP, der Patientin aus dem 
Fallbeispiel 1. Die Messungen wurden für jede der angegebenen Therapien als Doppel-
bestimmung durchgeführt.  
 

Die Patientin aus dem Fallbeispiel 2 zeigte unter der Kombinationsbehandlung (100 mg ASS 

und 75 mg Clopidogrel pro Tag) eine maximale Kollagen (1 mg/l)-induzierte 

Thrombozytenaggregation von 29,4% ± 1,9, eine maximale ADP (2 µmol/l)-induzierte 

Aggregation von 37,1% ± 1,5 und eine maximale AA (1 mmol/l)-induzierte Aggregation von 

12,6% ± 2,5. Nach Absetzten des Clopidogrels, aber unter Beibehaltung der ASS-Therapie, 

ließ sich bei der Patientin eine erhebliche Verschlechterung sowohl der Kollagen- als auch der 

0 50 100 150 200

Zeit [sek]

0

50

100
Ag

gr
eg

at
io

n 
[%

]

100 mg ASS + 
75 mg Clopidogrel

75 mg Clopidogrel

100 mg ASS
300 mg ASS

Kollagen 1 mg/l

0 50 100 150 200

Zeit [sek]

0

50

100

Ag
gr

eg
at

io
n 

[%
]

100 mg ASS
300 mg ASS

100 mg ASS + 
75 mg Clopidogrel

75 mg Clopidogrel

ADP 2 µmol/l



 Ergebnisse 

179 
 

ADP-induzierten Thrombozytenaggregation feststellen: Mit 1 mg/l Kollagen wurde eine 

maximale Aggregation von 46,4% ± 3,6 ermittelt, mit 2 µmol/l ADP eine maximale 

Aggregation von 63,1% ± 4,9. Die maximale Arachidonsäure (1 mmol/l)-induzierte 

Aggregation blieb mit 13,7% ± 1,5 relativ konstant.  

 

3.18.3.1. Isoprostan-Exkretion unter der Kombinationstherapie 

 
Sowohl die Patientin aus dem Fallbeispiel 1 als auch die Patientin aus dem zweiten 

Fallbeispiel wiesen unter der Monotherapie mit 100 mg ASS eine hohe Urinexkretion des 

Isoprostans 8-iso-PGF2α auf (608 pg 8-iso-PGF2α/mg Kreatinin für die erste Patientin bzw. 

694 pg/mg Kreatinin für die zweite Patientin). Unter der Kombinationstherapie mit zusätzlich 

75 mg Clopidogrel pro Tag zeigte sich für beide Patientinnen eine deutlich niedrigere 

Isoprostan-Exkretion (430 pg 8-iso-PGF2α/mg Kreatinin für die Patientin aus dem 

Fallbeispiel 1 bzw. 427 pg/mg Kreatinin für die Patientin aus dem zweiten Fallbeispiel).  
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4.  Diskussion 

 
4.1.  Methodik der „ASS-Resistenz“-Bestimmung 

 
Bis Anfang der 90er Jahre galt die Bestimmung der in vivo-Blutungszeit als brauchbarster 

Test zur Untersuchung der Thrombozytenfunktion (Nilsson et al. 1963, Harker und Slichter 

1972, Guidelines on platelet function testing 1988). Bald wurden die Grenzen dieses 

Testverfahrens erkannt (Rodgers und Levin 1990, Lind 1991, Peterson et al. 1998) und andere 

weniger invasive Methoden standen zur Verfügung. Die Möglichkeit der turbidimetrischen 

Bestimmung der Thrombozytenaggregation (optische Aggregometrie) revolutionierte die 

Thrombozytenfunktionsdiagnostik (Born 1962, O’Brien 1962). Bis heute stellt die optische 

Aggregometrie den „Goldstandard“ unter den Thrombozytenfunktionstests dar (Harrison et al. 

2007). Durch den Einsatz unterschiedlicher Thrombozytenagonisten ist es möglich, zahlreiche 

Informationen zu verschiedenen Aspekten der Plättchenfunktion zu erhalten (Zhou und 

Schmaier 2005). Es werden nicht nur Störungen der Thrombozytenfunktion in den meisten 

Laboratorien mit Hilfe der optischen Aggregometrie diagnostiziert (Moffat et al. 2005), auch 

Studien, die die Wirksamkeit antithrombozytärer Substanzen untersuchen, arbeiten zu einem 

hohen Prozentsatz mit dieser Methode.  

 
Die optische Aggregometrie ist aber auch mit einigen Nachteilen behaftet. Sie erfordert ein 

relativ großes Probenvolumen, eine unmittelbare Bearbeitung der Proben, eine zeit-

aufwendige Probenpräparation sowie einen geschulten Untersucher. Aus diesem Grund ist die 

optische Aggregometrie nur spezialisierten Laboren vorbehalten. Ein weiterer Kritikpunkt der 

Methode ist der initiale Zentrifugationsschritt zur Gewinnung des plättchenreichen Plasmas; 

bestimmte Plättchenfraktionen könnten verloren gehen oder Thrombozyten könnten vorzeitig 

aktiviert werden. Darüberhinaus befinden sich die Thrombozyten während der Aggregations-

reaktion nicht in ihrer physiologischen Umgebung; es fehlt z.B. die Beeinflussung durch 

Erythrozyten und Leukozyten. Auch der Einfluss der Gefäßwand oder die hohen Scherkräfte, 

die im Bereich einer atherosklerotisch veränderten Gefäßwand vorherrschen, werden in der 

optischen Aggregometrie nicht berücksichtigt.  

 
Aufgrund dieser Problematik wurden zahlreiche alternative Testverfahren entwickelt. In 

weitgehend physiologischer Umgebung befinden sich die Thrombozyten z.B. bei der Methode 

der Vollblutaggregometrie, welche auf einer elektrischen Impedanzmessung basiert (Cardinal 

und Flower 1980). Mit dem Ziel schneller durchführbare und in der Handhabung einfachere 
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Testsysteme zu erhalten, wurden verschiedene Point-of-Care (POC)-Tests entworfen. Hierzu 

zählt der „Rapid Platelet Function Assay“ (RPFA bzw. VerifyNow® Aspirin, Accumetrics, 

San Diego, CA, USA), eine automatisierte turbidimetrische Vollblutmethode, bei der die 

Thrombozyten durch Propylgallat (ältere Variante) oder Arachidonsäure (neue Variante) 

aktiviert werden und an mit Fibrinogen beschichtete Partikel binden, die in der Folge 

agglutinieren (Smith et al. 1999). Dieser Test erfordert kein spezialisiertes Labor und liefert 

innerhalb von fünf Minuten ein Ergebnis. Mittlerweile wird von vielen Laboren auch der 

„Platelet Function Analyzer“ (PFA-100®, Siemens Healthcare Diagnostics), ebenfalls ein 

POC-Test, eingesetzt. Beim PFA-100® wird die Blutprobe zunächst durch eine Kapillare 

angesaugt, wodurch ein erhöhter Scherstress simuliert wird. Anschließend passieren die 

aktivierten Thrombozyten eine mit Kollagen/Adrenalin oder Kollagen/ADP beschichtete 

Membran mit zentraler Öffnung. Die Zeit bis zur Okklusion dieser Öffnung wird als Maß für 

die Plättchenfunktion herangezogen (Mammen et al. 1998). Der „Cone and Plate(let) 

Analyzer“ (Impact®, DiaMed, Cressier, Schweiz), ein weiterer POC-Test zur Überprüfung der 

antithrombozytären Therapie, ist seit kurzer Zeit verfügbar (Spectre et al. 2005).  

 
Aufgrund der Tatsache, dass Thrombozyten bestimmte Oberflächenrezeptoren (z.B. 

P-Selektin) erst im aktivierten Zustand exprimieren, sind auch durchflusszytometrische 

Verfahren zur Thrombozytenfunktionsbestimmung geeignet (Schmitz et al. 1998, Michelson 

und Furman 1999, Michelson 2006). Einige Untersucher verwenden häufig in Kombination 

mit anderen Thrombozytenfunktionstests die Thrombelastographie (TEG). TEG-Geräte 

werden traditionell in der Blutgerinnungsdiagnostik eingesetzt, haben heute aber auch in der 

Plättchenfunktionsdiagnostik Bedeutung erlangt, da durch die Verwendung von Agonisten 

wie AA und ADP mit Hilfe des TEG® Platelet MappingTM Assay (Haemoscope Corporation, 

Niles, IL, USA) auch eine Hemmung der Thrombozytenaggregation quantifiziert werden 

kann (Bowbrick et al. 2003, Tantry et al. 2005).  

 
Eine weit verbreitete Methode ist die Bestimmung von TxB2 im Serum (mittels ELISA) als 

Maß für die COX-abhängige Thrombozytenaktivierung. Der Nachweis der TxB2-Metabolite 

(z.B. 2,3-dinor-TxB2 oder 11-dehydro-TxB2) im Urin lässt einen Rückschluss auf die TxA2-

Synthese in vivo zu und damit auf die systemische Thrombozytenaktivierung.  

 
All die vorbenannten Methoden werden für Untersuchungen zur „ASS-Resistenz“ eingesetzt. 

Dabei beeinflusst die jeweilige Methode entscheidend die Prävalenz einer „ASS-Resistenz“ 

(Hovens et al. 2007). So verglichen z.B. Hézard et al. die optische Aggregometrie mit dem 



 Diskussion 

182 
 

PFA-100® und stellten fest, dass je nach Methode eine andere Häufigkeit der „ASS-

Resistenz“ in demselben Kollektiv resultierte: 9% wurden mittels optischer Aggregometrie als 

„resistent“ eingestuft und 52% mittels PFA-100® (Hézard et al. 2002). Lordkipanidzé et al. 

bestimmten die „ASS-Resistenz“ in einem Studienkollektiv mit 201 stabilen KHK-Patienten, 

die täglich ≥ 80 mg ASS/Tag einnahmen, sogar mit Hilfe sechs verschiedener Methoden. Die 

Häufigkeit einer „ASS-Resistenz“ schwankte zwischen 4% (optische Aggregometrie mit AA 

als Thrombozytenagonist) und 59,5% (PFA-100®). Durch Verwendung von ADP in der 

optischen Aggregometrie wurden je nach ADP-Konzentration entweder 10,3% (5 µM ADP), 

17,9% (10 µM ADP) oder 51,7% (20µM ADP) der Patienten als „resistent“ bezeichnet. Mit 

Hilfe der Vollblutaggregometrie waren es 18%. Der VerifyNow® Aspirin Assay identifizierte 

6,7%, und durch die Bestimmung von 11-dehydro-TxB2 im Urin wurden 22,9% der Patienten 

als „resistent“ eingestuft. Die Testergebnisse korrelierten schlecht miteinander, so dass die 

Autoren schlussfolgerten, die verschiedenen Testverfahren seien unterschiedlich effektiv 

hinsichtlich der Identifizierung „ASS-resistenter“ Patienten (Lordkipanidzé et al. 2007).  

 
Somit stellt sich die Frage, welche Methode ist die beste zur Bestimmung einer „ASS-

Resistenz“? Die aktuelle Metaanalyse von Krasopoulos et al. ergab, dass die optische 

Aggregometrie grundsätzlich die wenigsten Patienten als „ASS-resistent“ einstuft, und dass 

die Ergebnisse der Studien, die mit dieser Methode arbeiteten, die geringste Heterogenität 

zeigen und das, obwohl verschiedene Agonisten verwendet wurden (Krasopoulos et al. 2008). 

Am stärksten wichen die Ergebnisse voneinander ab, die mit der PFA-100®-Methode erzielt 

wurden. Außerdem ist die Inzidenz der „ASS-Resistenz“ mit dieser Methode deutlich höher 

im Vergleich zu den anderen Testverfahren (Krasopoulos et al. 2008). Dies könnte daran 

liegen, dass die Verschlusszeit im PFA-100® stark von der von-Willebrand-Faktor (vWF)-

Aktivität abhängt (Jilma 2001), möglicherweise sogar stärker als von der Thrombozyten-

funktion (Haubelt et al. 2005). Haubelt et al. konnten bei gesunden Probanden zeigen, dass 

die Verschlusszeit signifikant mit der vWF-Plasma-Konzentration assoziiert war, jedoch nicht 

mit der Thrombozytenaggregation (Haubelt et al. 2005). Etliche Untersuchungen zeigten, dass 

erhöhte vWF-Konzentrationen mit dem Unvermögen von ASS, die Verschlusszeit zu 

verlängern, einhergingen (Chakroun et al. 2004, Harrison et al. 2005, McCabe et al. 2005). 

Mehrere Untersucher halten die PFA-100®-Methode – im Gegensatz zur optischen 

Aggregometrie – für die Beurteilung der ASS-Wirkung bei stabilen KHK-Patienten für nicht 

aussagekräftig (Eikelboom und Hankey 2003, Gum et al. 2003, Steinhubl et al. 2003, Jilma 

2004).  
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Dennoch zeigte sich in mehreren Studien für die mittels PFA-100® identifizierten „ASS-

resistenten“ Patienten ein Zusammenhang zu vaskulärbedingten Ereignissen (Grundmann et 

al. 2003, Lanza et al. 2003, Frossard et al. 2004, Fuchs et al. 2006, Christie et al. 2008). 

Letztendlich entscheidet die Fähigkeit eines Tests, klinische Ereignisse vorherzusagen, 

darüber, ob eine Methode zur Identifizierung „ASS-resistenter“ Patienten geeignet ist oder 

nicht. Für die meisten der oben aufgeführten Methoden existieren Studien, die eine 

Assoziation zwischen der im Labor ermittelten „ASS-Resistenz“ und der kardiovaskulären 

Ereignisrate beobachteten (Harrison et al. 2007, Gurbel et al. 2007a). Allerdings ist die 

Studienlage aufgrund geringer Fallzahlen zum Teil recht begrenzt. Einige der Methoden sind 

noch relativ neu (VerifyNow® Aspirin mit AA als Agonist, Impact® „Cone and Plate(let) 

Analyzer“, TEG® Platelet MappingTM), andere Methoden sind sehr kostenintensiv und daher 

nicht weit verbreitet (z.B. die durchflusszytometrischen Untersuchungen). In der Metaanalyse 

von Krasopoulos et al. konnte für diejenigen Patienten, die mittels optischer Aggregometrie 

als „resistent“ eingestuft wurden, das höchste Risiko für wiederkehrende kardiovaskuläre 

Ereignisse ermittelt werden (Krasopoulos et al. 2008). Diese Daten verdeutlichen, dass nach 

wie vor der „historische Goldstandard“, die optische Aggregometrie, eine der geeignetsten 

Methoden zur „ASS-Resistenz“-Bestimmung ist. Auch die Analyse der TxB2-Metabolit-

Exkretion ist eine geeignete Methode, da in einer großen Studie mit zunehmender 

Ausscheidung des TxB2-Metaboliten 11-dehydro-TxB2 ein signifikanter Anstieg der 

kardiovaskulären Ereignisrate beobachtet wurde (Eikelboom et al. 2002, siehe auch Kapitel 1. 

Abschnitt 1.4.4.).  

 
Ein grundlegendes Problem bei der Bestimmung der „ASS-Resistenz“ ist, dass keine Methode 

in der Lage ist, jede Komponente der komplexen Thrombozytenfunktion zu erfassen. Einige 

Methoden sind eher COX-spezifisch (z.B. die optische Aggregometrie mit AA als Agonist, 

die TxB2-Metabolit-Bestimmung im Urin), andere COX-unspezifisch (z.B. die optische 

Aggregometrie mit Kollagen oder ADP als Agonist, PFA-100®), wodurch sich zu einem 

großen Teil die unterschiedlichen Studienergebnisse (siehe oben sowie Abschnitt 1.4.3. 

Tab. 2) erklären lassen. Somit ist es derzeit auf dem Gebiet der Erforschung der „ASS-

Resistenz“ die beste Lösung, mehrere Methoden miteinander zu kombinieren. Hierzu schlägt 

ein Grundsatzpapier der „International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) 

Working Group on Aspirin Resistance“ (Michelson et al. 2005, Pulcinelli und Riondino 2006) 

vor, zunächst die Klassifikation nach Weber et al. (2002) zu berücksichtigen, um deutlich 

zwischen Thromboxan-abhängiger und Thromboxan-unabhängiger „ASS-Resistenz“ („ASS-
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Pseudoresistenz“) zu unterscheiden, d.h. die optische Aggregometrie ist die empfohlene 

Methode. Weiterhin soll neben Kollagen auch AA und ADP als Thrombozytenagonist 

eingesetzt werden. Darüberhinaus wird die Bestimmung von TxB2 in den Aggregations-

überständen empfohlen sowie der Einsatz von COX-1- und COX-2-Inhibitoren in vitro. 

Außerdem rät die Arbeitsgemeinschaft, eine mögliche Non-Compliance nicht außer Acht zu 

lassen und schlägt die Bestimmung der ASS-Metabolite vor. Zusätzlich befürworten die 

Autoren, die TxB2-Metabolit-Exkretion zu untersuchen (Pulcinelli und Riondino 2006). Die 

vorliegende Arbeit verfährt entsprechend dieser aktuellen Empfehlungen.  

 
Welches Testverfahren für eine routinemäßige Überprüfung der Thrombozytenfunktion bei 

Patienten unter einer ASS-Therapie geeignet wäre, ist nicht geklärt. Derzeit wird keine 

Routineuntersuchung empfohlen (Michelson et al. 2005, Szczeklik et al. 2005, Harrison et al. 

2007, Patrono und Rocca 2008).  

 

 

 

4.2.  „ASS-Resistenz“ vom Typ I 

 
In der vorliegenden Arbeit zeigten von 130 stabilen KHK-Patienten vier Patienten (3,1%) 

eine „ASS-Resistenz“ vom Typ I nach Weber, da sich durch den Zusatz von ASS in vitro 

sowohl eine deutliche Verbesserung der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation als 

auch der TxB2-Bildung erzielen ließ (siehe Abschnitt 3.2.1.). Diese Patientengruppe wies im 

Vergleich zu allen anderen Patienten eine signifikant höhere COX-1-Vollblut-Aktivität auf, 

die durch ASS in vitro unterdrückt werden konnte (vgl. Abschnitt 3.5.), d.h. ASS wäre im 

Prinzip bei dieser Form der „Resistenz“ in der Lage, seinen Wirkmechanismus an der COX 

auszuüben und einen aggregationshemmenden Effekt hervorzurufen, nur scheinbar wird die 

thrombozytäre COX in vivo nur unzureichend von ASS erreicht.  

 
Die restlichen 126 Patienten zeigten zwar gewisse interindividuelle Schwankungen 

hinsichtlich der TxB2-Bildung während der Aggregationsreaktion (von 40 pg/ml bis 

503 pg/ml), die durch ASS in vitro signifikant beeinflusst werden konnten (vgl. Abb. 52), 

diese spiegelten aber lediglich den Einnahmezeitpunkt der ASS-Tablette wider (siehe 

Abschnitt 3.10.2. sowie Abb. 93) und hatten keinen Einfluss auf die Thrombozyten-

aggregation (Abb. 94). Ein analoges Ergebnis wurde für die COX-1-Aktivität im Vollblut 

beobachtet (siehe Abschnitt 3.10.3.).  
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4.2.1.  Mangelnde Compliance 

 
Grundsätzlich sollte beim Auftreten einer „Typ I-Resistenz“ an die Möglichkeit einer Non-

Compliance gedacht werden. In der Tat ergab die Untersuchung der ASS-Abbauprodukte 

Salicylsäure und Salicylursäure im Urin bei drei der vier „Typ I-resistenten“ Patienten ein 

vollständiges Fehlen beider Metabolite (vgl. Abschnitt 3.3. sowie 3.10.5.). Bei diesen drei 

Patienten ist somit eine Non-Compliance sehr wahrscheinlich. Allerdings variierte das 

Ausmaß der ungenügenden ASS-Wirkung erheblich: Die Patienten 2 und 3 (siehe Tab. 30) 

zeigten eine bei weitem nicht so stark erhöhte COX-1-Aktivität im Vergleich zu Patient 4 

(siehe Abschnitt 3.5. sowie Abb. 77); außerdem war die Aggregationsreaktion (vgl. Abb. 50 

und Abb. 70) und TxB2-Bildung (vgl. Abb. 53 und Abb. 63) zwar unzureichend gehemmt, 

aber nicht in so hohem Ausmaß wie bei Patient 4. Somit war bei Patient 2 und 3 noch ein 

gewisser, wenn auch unbefriedigender, ASS-Effekt vorhanden. Bei Patient 4 muss hingegen 

eine ausgeprägte Non-Compliance vorgelegen haben. Dieser Patient wurde auch – im 

Gegensatz zu den meisten anderen Patienten dieser Studie – erst am Tag der Untersuchung 

über das Wesen und die Bedeutung der Studie aufgeklärt. Die Mehrzahl der Patienten hatte 

mindestens zwei Wochen vor dem geplanten Termin ein Informationsblatt zur Studie 

erhalten, so dass diesen Patienten bewusst war, dass der regelmäßigen täglichen ASS-

Einnahme im Rahmen dieser Studie eine besondere Bedeutung zukam. Diese Vorgehensweise 

hat mit Sicherheit den Anteil nicht einnahmetreuer Patienten minimiert, denn der Blick in die 

Literatur zeigt, dass eine größere Anzahl kardiovaskulärer Patienten die verordnete ASS-

Therapie nicht einzuhalten scheint.  

 
So untersuchten Schwartz et al. die AA-induzierte Thrombozytenaggregation bei 190 ASS-

behandelten Patienten, die in der Vergangenheit einen Myokardinfarkt erlitten hatten. Bei 17 

Patienten (9%) wurde keine Hemmung der Aggregation beobachtet. Anschließend erhielten 

die Patienten unter Aufsicht 325 mg ASS. Zwei Stunden später wurde die Aggregation erneut 

überprüft, diesmal zeigte nur ein Patient eine nicht inhibierte Aggregation (Schwartz et al. 

2005).  

 
Cotter et al. bestimmten bei 73 Post-MI-Patienten unter laufender ASS-Therapie die TxB2-

Konzentrationen im Serum und identifizierten 21 Patienten mit intakter TxB2-Produktion. 

Nach eingehender Befragung stellte sich heraus, dass mehr als die Hälfte dieser Patienten (12 

von 21 Patienten) ASS nicht oder nur unregelmäßig eingenommen hatte (Cotter et al. 2004).  
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Wahrscheinlich ist die Non-Compliance die Hauptursache einer „Typ I-Resistenz“. Die 

Folgen einer mangelnden Einnahmetreue sind naheliegend. So konnten Cotter et al. in einem 

12-monatigen Follow-up zeigen, dass die Patienten mit Non-Compliance eine vierfach 

erhöhte Inzidenz rekurrenter kardiovaskulärer Ereignisse aufwiesen (Cotter et al. 2004). Auch 

kurzfristige Unterbrechungen der ASS-Therapie, z.B. für zahnärztliche Eingriffe, sind mit 

einem erhöhten Risiko für koronare Ereignisse assoziiert (Ferrari et al. 2005, Iakovou et al. 

2005, Biondi-Zoccai et al. 2006).  

 

4.2.2.  Pharmakodynamische Interaktionen 

 
Bei einem der Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I wurde Salicylursäure im Urin 

entdeckt (siehe Abschnitt 3.3. sowie 3.10.5.) – ein eindeutiger Beweis, dass der Patient die 

ASS-Tablette eingenommen hatte. Eine genauere Überprüfung der zusätzlichen Medikation 

ergab, dass sich der Patient in einer Behandlung mit Ibuprofen befand, und dass er seine vor 

der Untersuchung letzte ASS-Tablette zusammen mit einer Ibuprofen-Tablette eingenommen 

hatte (vgl. Abschnitt 3.1.3.3.). Erstmals wurde von Rao et al. gezeigt, dass Ibuprofen in der 

Lage ist, die antithrombozytäre Wirkung von ASS aufzuheben (Rao et al. 1983). Diese 

Beobachtung konnte später von Catella-Lawson et al. bestätigt werden (Catella-Lawson et al. 

2001). Bevor ASS den Serin-Rest 529 der COX acetyliert (siehe Abb. 2), geht ASS im 

Eingangsbereich der COX eine schwache Bindung mit der Aminosäure Arg 120 ein, eine 

Bindungsstelle, die auch von dem kompetitiven COX-Inhibitor Ibuprofen besetzt wird 

(Mancini et al. 1995). Bei gleichzeitiger Anwesenheit von ASS und Ibuprofen kommt es 

infolge einer Konkurrenz um diese Bindungsstelle zu einer Verhinderung der irreversiblen 

Hemmung der COX durch ASS. Da Ibuprofen im Gegensatz zu ASS ein reversibler Hemmer 

ist, gibt Ibuprofen die COX nach einigen Stunden wieder frei. ASS ist zu diesem Zeitpunkt 

bereits metabolisiert (t1/2 = 15 – 20 min). Dies erklärt, dass der Patient trotz ASS-Einnahme 

eine erhöhte COX-Aktivität und eine verstärkte Thrombozytenaggregation zeigte, und dass 

der Zusatz von ASS in vitro sowohl die TxB2-Bildung als auch die Aggregation reduzieren 

konnte (siehe Abschnitt 3.12.1 sowie Abb. 100).  

 
Eine weitere Patientin wurde zusätzlich zu ASS mit dem präferentiellen COX-2-Hemmer 

Meloxicam behandelt (siehe Abschnitt 3.1.3.3.). Bei dieser Patientin wurde keine „Typ I-

Resistenz“ beobachtet. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen von van Ryn et al., die 

ebenfalls keine Interaktion zwischen Meloxicam und ASS feststellen konnten (van Ryn et al. 
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2004). Generell scheinen die NSAIDs, die bevorzugt die COX-2 hemmen, nicht mit ASS zu 

interagieren; das konnte z.B. für Diclofenac (Catella-Lawson et al. 2001), Celecoxib (Wilner 

et al. 2002, Renda et al. 2006, Gladding et al. 2008) und für das vom Markt genommene 

Rofecoxib (Catella-Lawson et al. 2001) gezeigt werden.  

 
Eine Abschwächung der antithrombozytären ASS-Wirkung wurde nur für nicht-selektive 

COX-Hemmer nachgewiesen – neben Ibuprofen auch für Naproxen (Capone et al. 2005, 

Gladding et al. 2008) und Indometacin (Livio et al. 1982, Gladding et al. 2008).  

 
In mehreren Arbeiten ließ sich für die kombinierte Therapie von ASS und Ibuprofen ein 

Zusammenhang zu einem erhöhten Risiko für tödliche und nicht-tödliche vaskuläre 

Komplikationen feststellen, zum Beispiel in einer Post-hoc-Analyse der Physicians’ Health 

Study (Kurth et al. 2003) und in einer Beobachtungsstudie bei Patienten mit bestehender 

kardiovaskulärer Erkrankung (MacDonald et al. 2003). In einer aktuellen dänischen Studie 

von Gislason et al. kamen die Autoren zu dem Ergebnis, dass Patienten nach einem 

Myokardinfarkt trotz ASS-Behandlung ein erhöhtes Sterberisiko haben, wenn sie zusätzlich 

Ibuprofen erhalten hatten. Unter höheren Dosierungen von Ibuprofen (>1.200 mg/Tag) war 

das relative Sterberisiko sogar mehr als verdoppelt (Gislason et al. 2006). Diese Studien 

unterstützen die Hypothese der klinischen Relevanz einer ASS-Ibuprofen-Interaktion.  

 
Wahrscheinlich ist, dass die in einigen der bisherigen „ASS-Resistenz“-Studien beobachtete 

persistierende TxB2-Synthese trotz ASS-Einnahme (z.B. in der Studie von Eikelboom et al. 

2002) für eine nicht unerhebliche Anzahl von Patienten auf einer derartigen Interaktion beruht 

haben könnte. Die Studien hatten zum Teil die Einnahme von NSAIDs als Ausschluss-

kriterium definiert, zum Teil nicht. In Anbetracht der Tatsache, dass NSAIDs zu den sehr 

häufig eingenommenen Arzneimitteln zählen, erscheint die Gefahr dieser Interaktion recht 

hoch (FitzGerald 2003). Wenngleich die medizinischen Fachkreise informiert sind, besteht 

jedoch das Problem, dass einige NSAIDs ohne Rezept erhältlich sind – in Deutschland z.B. 

Ibuprofen und Naproxen.  

 

4.2.3.  Pharmakokinetische Ursachen 

 
Untersuchungen von Benedek et al. haben gezeigt, dass die orale Bioverfügbarkeit von ASS 

beachtlichen intra- und interindividuellen Schwankungen unterliegt (Benedek et al. 1995). 

Die Autoren behandelten gesunde männliche Probanden an drei Tagen mit je 80 mg ASS, 
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wobei zwischen jeder Dosis eine zweiwöchige Auswaschphase eingehalten wurde. Sie 

bestimmten jeweils die Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) für ASS im 

Plasma. Die AUC war sehr variabel, und bei einigen Probanden mit besonders niedriger AUC 

konnte gleichzeitig eine verminderte ASS-Wirkung auf die AA-induzierte Aggregation 

festgestellt werden. Allerdings konnte der umgekehrte Zusammenhang nicht bestätigt werden: 

Eine reduzierte systemische Verfügbarkeit bedeutete nicht, dass die Thrombozyten 

unzureichend gehemmt waren.  

 
Da niedrig dosiertes ASS im Wesentlichen präsystemisch zur Wirkung kommt (vgl. Abschnitt 

1.2.2. und 1.2.4.), kann anhand der Überprüfung der AUC im systemischen Kreislauf ebenso 

wenig wie anhand der in der vorliegenden Arbeit bestimmten ASS-Metabolit-Exkretion 

beurteilt werden, ob pharmakokinetische Ursachen zur verminderten ASS-Wirkung 

beigetragen haben. Hierzu müsste die präsystemische ASS-Konzentration ermittelt werden, 

die allerdings schwer zugänglich ist. Somit könnten prinzipiell bei „Typ I-resistenten“ 

Patienten auch pharmakokinetische Variationen, die in erster Linie die Resorption betreffen 

und nicht die Metabolisierung in der Leber, als Ursache der „Resistenz“ in Frage kommen.  

 
Zu diesem Schluss kamen auch Gonzalez-Conejero et al., die in einer kürzlich publizierten 

Arbeit 24 gesunde Probanden mit 100 mg ASS behandelten und bei 33% mit Hilfe der PFA-

100®-Methode (vgl. Abschnitt 4.1.) eine „ASS-Resistenz“ identifizierten. Nach dem Zusatz 

von 30 µM ASS in vitro war kein Fall von „Resistenz“ mehr zu beobachten. Bei einer 

anschließenden Behandlung der Patienten mit 500 mg ASS waren die Verschlusszeiten 

ebenfalls adäquat verlängert. Daraus schlossen die Autoren, dass Unterschiede in der 

Pharmakokinetik, beispielsweise in der Absorption, eine Rolle spielen könnten (Gonzalez-

Conejero et al. 2005).  

 

4.2.3.1. Pharmakokinetische Interaktionen 

 
Zum Teil wird als mögliche Ursache einer „ASS-Resistenz“ die pharmakokinetische 

Interaktion zwischen ASS und Medikamenten, die die Magensäure neutralisieren (z.B. 

Protonenpumpenhemmer), diskutiert (Fernández-Fernández 2002, Hankey und Eikelboom 

2006). ASS liegt bei physiologischem Magen-pH überwiegend in nicht ionisierter, d.h. 

lipidlöslicher Form vor, so dass die Resorption von ASS bereits im Magen beginnt. Giraud et 

al. konnten an Ratten zeigen, dass eine Erhöhung des Magen-pH durch die Applikation von 

Omeprazol zu einer Reduktion sowohl der  Resorption als auch der Bioverfügbarkeit von 
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ASS führt (Giraud et al. 1997). Sobald der Magen-pH über den pKa-Wert von ASS (3,5) 

steigt, liegt ASS größtenteils in ionisierter Form vor. Ab pH 6,5 wird ASS im Magen nicht 

mehr resorbiert (Hollander et al. 1981). Da es in der Arbeit von Giraud et al. durch 

Omeprazol zu einer Reduzierung der ASS-Konzentration im Blut, nicht aber zu einer 

Beeinflussung der Salicylsäure-Konzentration kam, vermuteten die Autoren, dass die 

Absorption infolge des hohen Magen-pH verstärkt in Richtung Darm verlagert wurde. Im 

Darm würde ASS vermehrt durch Esterasen hydrolysiert, so dass infolge weniger ASS, dafür 

mehr Salicylsäure resorbiert würde (Giraud et al. 1997).  

 
In der Tat konnte in einer Studie mit 11 gesunden Probanden gezeigt werden, dass Omeprazol 

die Bioverfügbarkeit von ASS signifikant herabsetzte (Anand et al. 1999). Die Autoren 

überprüften allerdings nicht, ob auch die therapeutischen Effekte von ASS reduziert waren. 

Eine weitere Studie mit 14 gesunden Probanden kam zu einem entgegengesetzten Ergebnis 

(Iñarrea et al. 2000). Omeprazol (20 mg/Tag) hatte keinen signifikanten Einfluss auf die 

Bioverfügbarkeit von ASS. Auch die Wirkung von 125 mg ASS auf die Blutungszeit und die 

Kollagen- bzw. AA-induzierte Thrombozytenaggregation war von der gleichzeitigen Therapie 

mit Omeprazol unbeeinflusst (Iñarrea et al. 2000).  

 
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass einer der in der vorliegenden Arbeit 

identifizierten „Typ I-resistenten“ Patienten (Patient 2, siehe Tab. 30) aufgrund eines Barrett-

Ösophagus mit täglich 40 mg Esomeprazol behandelt wurde. Demnach wäre bei diesem 

Patienten auch eine pharmakokinetische Interaktion als „Resistenz“-Ursache denkbar. Jedoch 

konnten bei diesem Patienten keine ASS-Metabolite im Urin nachgewiesen werden. Nach der 

Theorie von Giraud et al. (s.o.) hätten aber Metabolite gefunden werden müssen. Somit 

erscheint bei diesem Patienten doch eine Non-Compliance wahrscheinlicher zu sein.  

 

4.2.3.2. Magensaftresistente ASS-Formulierungen 

 
Mit dem Bestreben, die gastrointestinalen Nebenwirkungen von ASS zu reduzieren, werden 

häufig magensaftresistente ASS-Zubereitungen eingesetzt. Bei diesen Zubereitungen erfolgt 

die Freisetzung von ASS im oberen Dünndarm bei pH 6,5. Während bei einer herkömmlichen 

ASS-Tablette die maximale Plasma-Konzentration (cmax) bereits nach 30 bis 40 min erreicht 

ist, erfolgt die Absorption von ASS aus einer magensaftresistenten Tablette verzögert: Es 

kann bis zu 4 bis 6 Stunden dauern, bis cmax erreicht wird (Cerletti et al. 2003). Dabei stellt 

sich die Frage, ob es durch die verzögerte Resorption teilweise zu einem frühzeitigen Abbau 
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von ASS noch vor Erreichen des Pfortaderbluts kommt. Da die initialen Dosisfindungsstudien 

überwiegend mit herkömmlichen ASS-Tabletten durchgeführt wurden, sind die derzeit 

empfohlenen niedrigen ASS-Dosierungen möglicherweise nicht direkt auf magensaft-

resistente Formulierungen übertragbar (Maree und Fitzgerald 2007).  

 
In der Tat konnten Cox et al. in einer Cross-Over-Studie mit 71 gesunden Probanden zeigen, 

dass unter der Therapie mit 75 mg ASS in magensaftresistenter Darreichungsform bei 14 

Probanden keine 95%ige Hemmung der TxB2-Synthese (siehe Abschnitt 1.2.5.) erzielt wurde, 

während alle Probanden unter der Therapie mit 75 mg ASS als Standardformulierung eine 

ausreichend inhibierte TxB2-Synthese aufwiesen (Cox et al. 2006). Maree et al. untersuchten 

131 stabile KHK-Patienten, die mit 75 mg ASS/Tag (magensaftresistente Tabletten) 

behandelt wurden. Die Autoren entdeckten bei 44% der Patienten erhöhte Serum-TxB2-

Werte. Bei diesen Patienten war die AA-induzierte Thrombozytenaggregation zum Teil nicht 

ausreichend gehemmt. Die Aggregation konnte in jedem Fall durch den Zusatz von ASS in 

vitro (50 µM) vollständig unterdrückt werden. Somit schien ASS bei einigen Patienten 

unterdosiert zu sein – möglicherweise aufgrund der Magensaftresistenz der Tablette (Maree et 

al. 2005). In einer Studie von Cerletti et al. mit gesunden Probanden wurde die Wirkung 

magensaftresistenter ASS-Tabletten in zwei unterschiedlichen Dosierungen überprüft. Die 

Autoren kamen zu dem Schluss, dass hinsichtlich der TxB2-Metabolit-Exkretion die tägliche 

Einnahme von 160 mg ASS der Einnahme von 80 mg ASS/Tag deutlich überlegen ist 

(Cerletti et al. 2003).  

 
In der vorliegenden Arbeit wurden lediglich acht Patienten mit magensaftresistenten ASS-

Tabletten (Aspirin® protect) behandelt. Von den wenigen in dieser Studie identifizierten 

„Typ I-resistenten“ Patienten (n = 4) befand sich ein Patient tatsächlich unter Aspirin® 

protect-Behandlung (Patient 3, siehe Tab. 30). Inwieweit die Darreichungsform in diesem Fall 

mit der „ASS-Resistenz“ zusammenhängt, ist fraglich. Der Patient hatte angegeben, die letzte 

Tablette am Morgen des Untersuchungstages eingenommen zu haben. Es konnten keine ASS-

Metabolite im Urin nachgewiesen werden, möglicherweise, weil der Patient die Tablette 

unmittelbar vor der Urinabgabe eingenommen hatte und somit aufgrund der verzögerten 

Resorption noch nicht genügend ASS angeflutet war. Unter diesen Umständen könnte die 

magensaftresistente Formulierung tatsächlich Ursache der „Typ I-Resistenz“ sein (allerdings 

ließ sich der exakte Einnahmezeitpunkt nicht mehr zurückverfolgen). Die eingenommenen 

100 mg ASS vom Vortag hätten somit bei diesem Patienten nicht ausgereicht, um die 

Aggregation über 24 Stunden konstant zu inhibieren.  
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4.2.4.  Sonstige mögliche Ursachen einer „Typ I-Resistenz“ 

 
Wie in Abschnitt 1.2.6. beschrieben, kann bereits mit der wiederholten täglichen Gabe von 

30 mg ASS ein vollständiger pharmakodynamischer Effekt erzielt werden (Patrignani et al. 

1982). ASS wird jedoch zur Sekundärprophylaxe bei KHK-Patienten mit einem mindestens 

2,5-fachen „Sicherheitszuschlag“ dosiert, um individuellen Schwankungen Rechnung zu 

tragen (Körpergewicht, Thrombozytenzahl, Geschwindigkeit des Thrombozytenumsatzes, 

etc.). Dennoch könnte die Möglichkeit bestehen, dass dieser „pauschale Sicherheitszuschlag“ 

im Einzelfall nicht ausreichend ist, insbesondere, wenn mehrere ungünstige Faktoren 

gleichzeitig auftreten. So steigt z.B. das Risiko, von einer „ASS-Resistenz“ vom Typ I 

betroffen zu sein, mit zunehmendem Körpergewicht (Maree et al. 2005, Cox et al. 2006). 

Auch die „Typ I-resistenten“ Patienten der vorliegenden Arbeit wiesen einen mittleren BMI 

von 27,7 kg/m2 auf, ein Wert, der über dem Durchschnitts-BMI der übrigen Studien-

teilnehmer lag (26,6 kg/m2, vgl. Tab. 13).  

 
In der Literatur lässt sich ebenfalls für Patienten mit deutlich beschleunigtem Thrombozyten-

umsatz eine reduzierte Wirksamkeit von ASS finden, z.B. für Patienten nach einer Bypass-

Operation (Zimmermann et al. 2003). Wenn der Anteil zirkulierender Thrombozyten mit 

nicht acetylierter COX über 10% steigt, ist keine ausreichende Aggregationshemmung mehr 

gewährleistet (Di Minno et al. 1983). Allerdings konnte die „ASS-Resistenz“ der Patienten in 

der Arbeit von Zimmermann et al. nicht ausschließlich durch einen erhöhten Anteil nicht 

acetylierter COX-1 infolge des erhöhten Plättchenumsatzes erklärt werden.  

 
Auf der Grundlage einer kürzlich veröffentlichten Arbeit von Denis et al. ergeben sich weitere 

interessante Erklärungsmöglichkeiten für eine „ASS-Resistenz“, u.a. auch für die „Typ I-

Resistenz“. Denis et al. konnten zeigen, dass humane Thrombozyten trotz eines fehlenden 

Zellkerns ein funktionelles Spliceosom besitzen sowie prä-mRNA. Die Autoren stellten fest, 

dass Thrombozyten infolge einer Aktivierung von Oberflächenrezeptoren in der Lage sind, 

prä-mRNA durch Herausschneiden der Introns und Zusammenfügen der Exons (Splicing) in 

reife mRNA umzuwandeln, und dass die mRNA in Protein translatiert wurde (Denis et al. 

2005). Es folgten Untersuchungen von Evangelista et al., in welchen beobachtet wurde, dass 

die Thrombozyten gesunder Probanden nach ASS-Zusatz in vitro eine komplett inhibierte 

TxB2-Synthese zeigten, wenn die Thrombozyten für 30 min mit Thrombin und Fibrinogen 

stimuliert wurden. Wurde die TxB2-Bildung allerdings nach einem 24-stündigen 

Stimulationszeitraum überprüft, so hatten die Thrombozyten die Fähigkeit zur TxB2-Synthese 
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zurückerlangt. Befand sich hingegen der Translationshemmer Rapamycin im Reaktionsansatz, 

so blieb die TxB2-Synthese über die gesamten 24 Stunden unterdrückt. Die Autoren 

vermuteten, dass diesem Phänomen eine thrombozytäre de novo-Synthese von COX-1 

zugrunde lag, und dass dieser Mechanismus möglicherweise eine „ASS-Resistenz“ erklären 

könnte (Evangelista et al. 2006).  

 
Da in der vorliegenden Arbeit lediglich bei vier von 130 Patienten eine persistierende TxB2-

Synthese beobachtet wurde, und zudem für diese vier Patienten andere Ursachen wie z.B. 

Non-Compliance oder eine Ibuprofen-ASS-Interaktion sehr wahrscheinlich sind, scheint für 

die „ASS-Resistenz“ unter stabilen KHK-Patienten der von Evangelista et al. postulierte 

Mechanismus eher von untergeordneter Bedeutung zu sein.  

 

 

 

4.3.  „ASS-Resistenz“ vom Typ II 

 
4.3.1.  Ein selten auftretendes Phänomen bei stabilen KHK-Patienten 

 
Die sog. „Typ II-Resistenz“, d.h. das direkte Versagen von ASS, die COX-Aktivität in den 

Thrombozyten zu hemmen, sowohl nach Einnahme von ASS als auch nach in vitro Zugabe, 

wird auch als die „echte Resistenz“ oder als die „Resistenz im engeren Sinne“ bezeichnet 

(siehe Abschnitt 1.4.5.). Diese Form der „Resistenz“ wurde für keinen Patienten der 

vorliegenden Studie gefunden. Es wurden zwar für zahlreiche Patienten trotz der ASS-

Einnahme zum Teil sehr hohe Aggregationswerte nach Kollagen-Induktion festgestellt (siehe 

z.B. Abb. 48 sowie Abschnitt 3.2.2.), die sich auch nicht – im Gegensatz zu den „Typ I-

resistenten“ Patienten – durch den Zusatz von ASS in vitro reduzieren ließen (siehe Abb. 57 

und Abb. 58), jedoch war die TxB2-Synthese während der Aggregationsreaktion für jeden 

dieser Patienten gehemmt (vgl. Abb. 61). Geringfügige Unterschiede der ermittelten TxB2-

Konzentrationen korrelierten nicht mit der Aggregation (Abb. 62, Abb. 70 links) – im 

Unterschied zur „Typ I-Resistenz“ (vgl. Abb. 63, Abb. 70 rechts). Die Ergebnisse des 

COX-1-Vollblut-Aktivitäts-Assays (siehe Abschnitt 3.5.) bestätigen, dass ASS den 

eigentlichen Wirkmechanismus, die Hemmung der COX-1, für jeden dieser Patienten erfüllt 

hat. Dies wird zusätzlich dadurch deutlich, dass keiner der Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ 

eine maximale AA-induzierte Aggregation von über 20% zeigte (vgl. Abschnitt 3.4.2.).  
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Die „Typ II-Resistenz“ scheint somit nicht nur bei gesunden Personen ein selten auftretendes 

Phänomen zu sein (Gonzalez-Conejero et al. 2005, Fontana et al. 2006), sondern auch bei 

Patienten mit stabiler KHK. Das wird durch weitere Arbeiten bestätigt, in denen ASS 

größtenteils sogar in höherer Dosierung als 100 mg/Tag eingesetzt wurde (Schwartz et al. 

2005, Tantry et al. 2005, Meen et al. 2008). Schwartz et al. untersuchten die AA-induzierte 

Aggregation und stellten nach der kontrollierten Einnahme von 325 mg ASS bei lediglich 

einem Patienten von 190 Patienten eine nicht inhibierte Aggregation fest (Schwartz et al. 

2005). Tantry et al. verwendeten zur „ASS-Resistenz“-Bestimmung ebenfalls AA als 

Thrombozytenagonisten, zum einen in der optischen Aggregometrie, zum anderen in der 

Thrombelastographie. Die Autoren identifizierten mit beiden Methoden von 223 mit 325 mg 

ASS behandelten Patienten ebenfalls nur einen Fall von „Resistenz“ (Tantry et al. 2005). In 

den Untersuchungen von Meen et al. wurde für alle 289 getesteten KHK-Patienten, die mit 75 

oder 160 mg ASS/Tag behandelt wurden, eine gehemmte AA-induzierte Aggregation 

beobachtet (Meen et al. 2008).  

 

4.3.2.  COX-2-Expression in Thrombozyten 

 
In anderen Patientenkollektiven scheint die „ASS-Resistenz“ vom Typ II von größerer 

Bedeutung zu sein, zum Beispiel für Patienten nach einer Bypass-Operation (Zimmermann et 

al. 2003). Wie bereits in Abschnitt 1.7.1. beschrieben, zeigten Patienten wenige Tage nach 

einer Bypass-OP trotz ASS-Einnahme eine unzureichend gehemmte Aggregation und TxB2-

Bildung, die sich auch durch ASS in vitro nur zum Teil reduzieren ließ. Als mögliche Ursache 

dieser „Resistenz“ wurde zunächst eine teilweise COX-2-vermittelte thrombozytäre TxA2-

Synthese vermutet. In der Tat konnten Zimmermann et al. eine erhebliche Steigerung der 

COX-2-Expression in Thrombozyten nach Bypass-OP beobachten (Zimmermann et al. 2003). 

Auch in Vorversuchen zur vorliegenden Studie wurde die thrombozytäre COX-2-Expression 

für drei Patienten einen Tag vor und fünf Tage nach Bypass-OP untersucht und eine Zunahme 

der Expression festgestellt (siehe Abschnitt 3.15.1.1. Abb. 107 bis Abb. 109), allerdings in 

nicht so starkem Ausmaß wie für die Patienten von Zimmermann et al. beschrieben.  

 
Entsprechend dieser Vorversuche wurde auch die thrombozytäre COX-2-Expression für die 

stabilen KHK-Patienten der vorliegenden Studie ermittelt. Überraschend war, dass bei 

immerhin 91% der untersuchten Patienten eine COX-2-Expression in den Thrombozyten 

nachgewiesen werden konnte, wenngleich diese deutlich niedriger lag als die entsprechende 
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COX-1-Expression (siehe Abschnitt 3.15.1.1.). Dies steht im Gegensatz zu mehreren 

Arbeiten, in denen kein COX-2-Protein in Thrombozyten identifiziert wurde (Patrignani et al. 

1999, Reiter et al. 2001, Takahashi et al. 2008). Möglicherweise liegt die Diskrepanz in einer 

unterschiedlichen Sensitivität der Methoden begründet. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die 

Unterschiede der Studienkollektive eine Rolle gespielt haben. Die drei zitierten Studien 

führten ihre Untersuchungen mit gesunden Probanden durch, die vorliegende Studie mit 

stabilen KHK-Patienten. Interessant ist in diesem Zusammenhang eine aktuelle Studie von 

Riondino et al., in die Patienten eingeschlossen wurden, die nicht notwendigerweise an einer 

KHK erkrankt sein mussten, die aber Risikofaktoren für eine KHK mitbrachten 

(Bluthochdruck, eine Dyslipidämie und/oder Zigarettenrauchen). Die Autoren konnten bei 

46% dieser Patienten COX-2-Protein in den Thrombozyten nachweisen (Riondino et al. 

2008). Demnach könnte eine thrombozytäre COX-2-Expression möglicherweise mit der 

Entwicklung einer Atherosklerose zusammenhängen.  

 
Da im Studienkollektiv kein Fall von „Typ II-Resistenz“ identifiziert worden war, wurde 

zunächst, wie erwartet, kein Zusammenhang zwischen einer „ASS-Low-Response“ und der 

COX-2-Expression in Thrombozyten entdeckt (vgl. Abb. 110). Auch eine Wirkung des 

selektiven COX-2-Hemmers Rofecoxib auf die thrombozytäre TxB2-Synthese blieb 

erwartungsgemäß aus (vgl. Abb. 118). Die minimalen Effekte, die beobachtet wurden, hingen 

mit dem Einnahmezeitpunkt der ASS-Tablette zusammen (vgl. Abb. 119 und Abb. 120) und 

lassen vermuten, dass ein geringfügiger Anteil der TxB2-Synthese in Thrombozyten auf die 

COX-2 zurückzuführen ist, dass dieser Anteil aber in keiner Beziehung zu einer verminderten 

ASS-Wirkung steht. Somit kann für die Patienten der vorliegenden Arbeit eine COX-2-

vermittelte thrombozytäre TxB2-Synthese als „Resistenz“-Ursache eindeutig ausgeschlossen 

werden.  

 
Riondino et al. gelangten zu einem ähnlichen Ergebnis. Die Autoren zeigten für zehn 

Patienten mit thrombozytärer COX-2-Expression, dass die COX-2 in Anwesenheit von ASS 

nur zu weniger als 2% zur TxB2-Synthese beitrug (Riondino et al. 2008). Wie eingangs 

beschrieben (vgl. Abschnitt 1.7.1.), konnten Rocca et al. bei Patienten, die infolge eines 

gesteigerten Thrombozytenumsatzes (hervorgerufen durch eine immune Thrombozytopenie 

oder Stammzelltransplantation) eine stark erhöhte thrombozytäre COX-2-Expression 

aufwiesen, eine signifikante Abnahme der thrombozytären TxB2-Synthese durch den 

hochselektiven COX-2-Hemmer NS-398 beobachten (Rocca et al. 2002). Dieses Ergebnis 

bestätigt, dass die COX-2 an der TxB2-Synthese in Thrombozyten beteiligt sein kann. Die 
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Untersuchungen von Rocca et al. zeigen aber auch, dass die COX-2-vermittelte TxB2-Bildung 

für den ASS-Effekt von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint, da bei diesen Patienten 

der Zusatz von 50 µM ASS in vitro eine nahezu vollständige Hemmung der TxB2-Bildung 

bewirkte.  

 
Obwohl in der vorliegenden Arbeit für alle Patienten ohne „Typ I-Resistenz“ eine 

supprimierte thrombozytäre TxB2-Synthese festgestellt wurde, kam es erstaunlicherweise 

dennoch durch den selektiven COX-2-Hemmer Rofecoxib in Abhängigkeit von der 

thrombozytären COX-2-Expression zu einer signifikanten, wenngleich auch nur leichten 

Abnahme der Kollagen-induzierten Aggregation (siehe Abb. 116 und Abb. 117). Wenn 

diesem Effekt eine Bedeutung beizumessen ist, dann nur in Verbindung mit einer „Typ III-

Resistenz“. Hierauf wird im Abschnitt 4.4.4.6. näher eingegangen.  

 
Zimmermann et al. fanden für die Patienten nach Bypass-Operation, dass Celecoxib weder die 

TxB2-Synthese noch die Aggregation signifikant reduzieren konnte (Zimmermann et al. 

2003). Die Autoren schlussfolgerten, dass eine COX-2-Expression in Thrombozyten zwar in 

Verbindung mit einer „ASS-Resistenz“ beobachtet wurde, dass aber eine direkte Beteiligung 

der thrombozytären COX-2 an einer „Typ II-Resistenz“ ausgeschlossen werden kann.  

 

4.3.3.  Sonstige mögliche Ursachen einer „Typ II-Resistenz“ 

 
Censarek et al. machten eine interessante Beobachtung bei einigen Patienten nach Bypass-OP. 

Die Autoren konnten eine Hochregulation von COX-2a mRNA in Thrombozyten nachweisen 

(Censarek et al. 2004). COX-2a ist eine Splice-Variante der COX-2. Für das COX-2a-Protein 

konnte allerdings keine Enzymaktivität, gemessen anhand der Bildung von 6-keto-PGF1α, 

festgestellt werden, so dass eine Beteiligung der COX-2a an der Entstehung einer 

postoperativen „ASS-Resistenz“ äußerst unwahrscheinlich ist (Censarek et al. 2007).  

 
Die derzeit aktuellste Erklärungsmöglichkeit für die „Typ II-Resistenz“ nach Bypass-OP 

stammt von Mattiello und Mitarbeitern. Die Autoren konnten für den in Thrombozyten 

vorkommenden unidirektionalen organischen Anionen-Transporter MRP4 (Ritter et al. 2005) 

zeigen, dass ASS mit Hilfe dieses Transporters aus Thrombozyten ausgeschleust werden kann 

(Mattiello et al. 2007). Die Autoren beobachteten eine verstärkte Anreicherung von ASS und 

Salicylsäure in Thrombozyten, wenn diese mit dem MRP4-Inhibitor Dipyridamol behandelt 

wurden. Gleichzeitig wurde die COX-Hemmung, gemessen anhand der TxB2-Produktion, um 
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41% gesteigert. Außerdem zeigten Plättchen, die aus MRP4-siRNA transfizierten 

Megakaryozyten hervorgingen, eine deutlich geringere TxB2-Synthese im Vergleich zu 

Thrombozyten aus nicht transfizierten Megakaryozyten. Für die Thrombozyten von Patienten 

nach Bypass-OP konnten Mattiello et al. sowohl eine Überexpression von MRP4 nachweisen 

als auch eine Reduzierung der TxB2-Produktion in Gegenwart von Dipyridamol um 49%. 

Somit machten die Autoren einen verstärkten Auswärtstransport von ASS über MRP4 für die 

„ASS-Resistenz“ nach Bypass-OP verantwortlich (Mattiello et al. 2007).  

 
Darüberhinaus existieren in der Literatur einige weitere Hypothesen zur „ASS-Resistenz“ 

vom Typ II, z.B. Polymorphismen des COX-1-Gens (Michelson et al. 2006). Maree et al. 

führten einen Teil der variablen ASS-Wirkung auf Variationen im COX-1-Gen zurück, da die 

Autoren einen Zusammenhang zur AA-induzierten Thrombozytenaggregation und TxB2-

Synthese herstellen konnten (Maree et al. 2005). Auch Halushka et al. entdeckten für einen 

COX-1-Polymorphismus eine funktionelle Relevanz; dieser Polymorphismus ging allerdings 

mit einer erhöhten Sensitivität der COX-1 gegenüber ASS einher (Halushka et al. 2003). Im 

Gegensatz hierzu konnte in einer Arbeit von Hillarp et al. kein Unterschied zwischen Trägern 

und Nicht-Trägern verschiedener COX-1-Polymorphismen in Bezug auf die Aggregation 

festgestellt werden (Hillarp et al. 2003). Allerdings betraf auch keine der untersuchten 

Mutationen das katalytische Zentrum der COX-1. In einer aktuellen Arbeit von Takahashi et 

al. konnte ebenfalls kein Zusammenhang zwischen einer „ASS-Resistenz“ und Variationen 

im COX-1-Gen nachgewiesen werden. Die Häufigkeit des Auftretens von COX-1-Mutationen 

war jedoch sehr gering im untersuchten japanischen Kollektiv (Takahashi et al. 2008). Somit 

ist die Bedeutung von Polymorphismen des COX-1-Gens für eine „ASS-Resistenz“ weiterhin 

ungeklärt.  

 
Auch posttranslationale Modifikationen der COX-1 kommen als Ursache einer „Typ II-

Resistenz“ in Frage. Zum Beispiel ist bekannt, dass die Reduktion atherothrombotischer 

Ereignisse durch ASS bei Patienten mit Diabetes nicht so effektiv ist wie bei Patienten ohne 

Diabetes (ATC 2002, Sacco et al. 2003). Liegen erhöhte Blutzucker-Konzentrationen vor, so 

findet eine Glykierung von Proteinen statt, z.B. von Hämoglobin (Saudek et al. 2005). Es 

konnte nachgewiesen werde, dass eine Glykierung die Acetylierung von Proteinen verhindern 

kann (Watala et al. 2005). Demnach könnte möglicherweise eine vermehrte Thrombozyten-

protein-Glykierung (insbesondere der COX-1) bei diabetischen Patienten mit hohen Glucose-

Konzentrationen zu einer verminderten Acetylierung der COX-1 durch ASS führen und auf 

diese Weise eine „ASS-Resistenz“ bei Diabetikern erklären. In der vorliegenden Arbeit 
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konnten allerdings für die Diabetiker im Studienkollektiv (n = 14; 10,8%) bzw. für die 

Patienten mit eine Glucose-Konzentration im Serum von über 110 mg/dl (n = 13) keine 

Anzeichen einer „ASS-Resistenz“ vom Typ II festgestellt werden.  

 

 

 

4.4.  „ASS-Resistenz“ vom Typ III 

 
Auch nach Ausschluss der in der vorliegenden Studie identifizierten Patienten mit „Typ I-

Resistenz“ wurde trotz der regelmäßigen Einnahme von ASS eine erhebliche interindividuelle 

Variabilität der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation beobachtet; die Werte für die 

maximale Aggregation lagen zwischen 4,9 und 72,6% (vgl. Abb. 48 und Tab. 21). Wurde 

ASS in vitro hinzugesetzt, blieb die Aggregation unverändert (vgl. Abb. 49). Es gab somit 

eindeutig Patienten, bei denen ASS nicht den gewünschten aggregationshemmenden Effekt 

hervorgerufen hatte.  

 
Aus dem Histogramm in Abb. 48 geht hervor, dass es keinen klaren Grenzwert für eine 

unzureichende Hemmung der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation durch ASS 

gibt. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit diejenigen Patienten als ASS-

Low-Responder eingestuft, die der obersten Terzile mit der höchsten Aggregation angehörten. 

Das entsprach einem Grenzwert von 36,3% für die maximale Aggregation, die mit 1 mg/l 

Kollagen induziert wurde und betraf 42 Patienten.  

 
Die Patienten wurden als Low- und nicht als Non-Responder bezeichnet, da bei jedem dieser 

Patienten durchaus ein ASS-Effekt zu erkennen war: Die Kollagen-induzierte TxB2-Synthese 

war zu annähernd 100% inhibiert (siehe Abb. 52). Auch die maximale Arachidonsäure 

(1 mmol/l)-induzierte Aggregation lag bei keinem Patienten höher als 20% (vgl. Abschnitt 

3.4.2.), ein in der Literatur gebräuchlicher Grenzwert zur Beurteilung, ob die thrombozytäre 

COX ausreichend durch ASS inhibiert wurde (z.B. Tantry et al. 2005). Außerdem hatte die 

ASS-Einnahme zu einer Hemmung der COX-1-Aktivität im Vollblut geführt, die für die 

Low-Responder-Patienten gleichermaßen ausgeprägt war wie für die Responder-Patienten 

(vgl. Abschnitt 3.5.).  
 
Somit erfüllten die Low-Responder der vorliegenden Arbeit alle Kriterien einer „ASS-

Resistenz“ vom Typ III bzw. einer sog. „ASS-Pseudoresistenz“ (Weber et al. 2002, vgl. auch 

Abschnitt 1.4.5.). Der Weg, der über die thrombozytäre COX zur Thrombozytenaggregation 
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führt, wird bei den „Typ III-resistenten“ Patienten effektiv durch ASS gehemmt. Allerdings 

erfolgt die Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten grundsätzlich durch eine 

Vielzahl von Agonisten, die über die Interaktion mit spezifischen Oberflächenrezeptoren 

verschiedene Signalwege auslösen (Davì und Patrono 2007). Dem COX-abhängigen Weg 

stehen weitere Aggregationsmechanismen gegenüber. Auf diese kann ASS zum Teil auch 

Einfluss ausüben, da die einzelnen Wege untereinander vernetzt sind. Wirkt ASS in 

gewünschter Weise, so wird z.B. in starkem Ausmaß die Kollagen-abhängige Aggregation 

gehemmt (Gawaz 2001), in geringerem Umfang auch die ADP-abhängige Aggregation 

(Faraday et al. 2006, Ohmori et al. 2006, Gurbel et al. 2007b). Kommt es allerdings zu einer 

übermäßig starken Ausprägung eines oder mehrerer COX-unabhängiger Aktivierungswege, 

so kann durch ASS unter Umständen keine ausreichende Aggregationshemmung mehr 

erreicht werden – es liegt eine „ASS-Pseudoresistenz“ vor.  

 
Bei den „pseudoresistenten“ Patienten der vorliegenden Studie äußerte sich das Überwiegen 

COX-unabhängiger Mechanismen nicht nur in einer verstärkten Kollagen-induzierten 

Aggregation (vgl. Abb. 57 und Abb. 67), sondern auch in einer verstärkten ADP-induzierten 

Aggregation (siehe Abb. 71, Abb. 72 sowie Tab. 23). Obwohl die maximale AA-induzierte 

Aggregation bei keinem der nicht „Typ I-resistenten“ Patienten höher als 20% lag, und die 

thrombozytäre TxB2-Synthese für jeden dieser Patienten so weit unterdrückt war, dass kein 

Zusammenhang zur Aggregation bestand, zeigten die Low-Responder erstaunlicherweise 

auch eine signifikant höhere Aggregation nach AA-Induktion als die Responder (siehe 

Abb. 68). Darüberhinaus korrelierte die durch AA ausgelöste Aggregation hochsignifikant 

sowohl mit der Kollagen-induzierten (vgl. Abb. 69) als auch mit der ADP-induzierten 

Aggregation (vgl. Abb. 73). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass AA eine 

Thrombozytenaggregation – wenn auch nur in geringem Umfang – über einen COX-

unabhängigen Weg hervorrufen kann. Möglicherweise ist der Weg sogar stärker ausgeprägt, 

je stärker der COX-Weg blockiert ist (vgl. Abb. 76 links).  

 

4.4.1.  Charakterisierung der Patienten mit „Typ III-Resistenz“ 

 
In der Literatur werden zahlreiche Faktoren diskutiert, die mit der Variabilität der 

antithrombozytären ASS-Wirkung in Verbindung gebracht wurden. Einige dieser Faktoren 

traten auch im Zusammenhang mit der in der vorliegenden Arbeit identifizierten „Typ III-

Resistenz“ auf.  
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4.4.1.1. Assoziation mit dem Alter und einer Hypercholesterinämie 

 
Eine mangelnde ASS-Wirkung stand in deutlicher Beziehung zu einem erhöhten Lebensalter 

(siehe Abschnitt 3.7.1.). Die Patienten, die über 60 Jahre alt waren, zeigten eine signifikant 

erhöhte Kollagen- und AA-induzierte Thrombozytenaggregation (vgl. Abb. 86 bis Abb. 88). 

Es hatten zwar nicht viele unter 60 jährige Patienten an der Studie teilgenommen (n = 17), 

dennoch war von den 17 Patienten lediglich ein Patient ein ASS-Low-Responder (vgl. 

Abb. 85). In der Literatur ist von allen kardiovaskulären Risikofaktoren ein erhöhtes 

Lebensalter am häufigsten mit einer „ASS-Resistenz“ assoziiert (Grotemeyer et al. 1993, 

Gum et al. 2001, Alberts et al. 2004, Faraday et al. 2006, Akay et al. 2007). Faraday et al. 

konnten zeigen, dass dieser Zusammenhang hauptsächlich die Thrombozytenaktivierung über 

die COX-unabhängigen Wege betraf, d.h. die „Typ III-Resistenz“ (Faraday et al. 2007). Diese 

Ergebnisse könnten zum Teil erklären, dass ältere Patienten trotz einer ASS-Behandlung 

häufiger von wiederkehrenden kardiovaskulären Ereignissen betroffen sind als jüngere (van 

Wijk et al. 2005).  

 
Auch eine Hypercholesterinämie wurde in der vorliegenden Studie mit einer „ASS-Resistenz“ 

assoziiert (siehe Abschnitt 3.7.2. sowie Abb. 89). Dieser Zusammenhang war allerdings nicht 

so stark ausgeprägt wie für das Alter. Interessant ist, dass sich die Responder und Low-

Responder nicht in den am Untersuchungstag bestimmten Blutfettwerten (Gesamt-

Cholesterin, HDL, LDL, Triglyceride) unterschieden (vgl. Tab. 33). Im Vergleich hierzu gibt 

es mehrere Arbeiten, in denen ein Zusammenhang zwischen einer verminderten ASS-

Wirkung  und einem erhöhten Gesamt-Cholesterin (Friend et al. 2003, Watala et al. 2004, 

Markuszewski et al. 2006), erhöhten LDL-Werten (Friend et al. 2003), erniedrigten HDL-

Werten (Watala et al. 2004, Faraday et al. 2006, Stejskal et al. 2006) sowie erhöhten 

Triglycerid-Konzentrationen (Friend et al. 2003, Markuszewski et al. 2006, Stejskal et al. 

2006) nachgewiesen wurde. Diese Ergebnisse decken sich mit klinischen Beobachtungen, in 

denen ASS bei Patienten mit erhöhtem Gesamt-Cholesterin weniger effektiv hinsichtlich der 

Reduktion koronarer Ereignisse war (Physicians’ Health Study 1989, Meade und Brennan 

2000). Möglicherweise konnte in der vorliegenden Arbeit für die Cholesterin-Werte keine 

direkte Verbindung zur „ASS-Resistenz“ hergestellt werden, da alle bis auf einen Patienten 

ein gutes HDL/LDL-Verhältnis zeigten (vgl. Abschnitt 3.1.4.). Das hing damit zusammen, 

dass sich die meisten Patienten zum Zeitpunkt der Untersuchung in einer Therapie mit 

Lipidsenkern, hauptsächlich mit niedrig dosierten Statinen, befanden (vgl. Abschnitt 3.1.3.2.). 

Die Blutfettwerte der Low-Responder lagen sogar tendenziell niedriger als die der Responder, 
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da aus der Low-Responder-Gruppe deutlich mehr Patienten mit einem Statin behandelt 

wurden (vgl. Tab. 31). Trotz der erfolgreich lipidsenkenden Therapie zeigten die Patienten 

mit der Grunderkrankung „Hypercholesterinämie“ dennoch eine erhöhte Thrombozyten-

aggregation. Interessant ist in diesem Zusammenhang eine aktuelle Arbeit von Tirnaksiz et 

al., in der mit einer Statin-Therapie – allerdings mit einer hochdosierten (Atorvastatin 

40 mg/Tag) – die Häufigkeit des Auftretens einer „ASS-Resistenz“ signifikant (um 65%) 

reduziert werden konnte (Tirnaksiz et al. 2007). Die Autoren führten diese Wirkung auf die 

pleiotropen und antiinflammatorischen Effekte der Statine zurück.  

 

4.4.1.2. Assoziation mit Entzündungsparametern, oxidativem Stress und Impfung 

 
In der vorliegenden Arbeit gibt es mehrere Hinweise, dass eine „ASS-Resistenz“ vom Typ III 

mit entzündlichen Prozessen und erhöhtem „oxidativem Stress“ zusammenhängen könnte. Es 

ist bekannt, dass entzündliche und oxidative Vorgänge eine entscheidende Rolle in der 

Pathophysiologie der Atherosklerose und KHK spielen (Ross 1999, Dhalla et al. 2000, 

Harrison et al. 2003, Hansson 2005). Bei KHK-Patienten sind sowohl verschiedene 

Entzündungsmarker, wie z.B. das C-reaktive Protein (CRP), als auch Marker des „oxidativen 

Stresses“ (z.B. Isoprostane) im Vergleich zu Patienten ohne KHK erhöht (Danesh et al. 2004, 

Schwedhelm et al. 2004). Darüberhinaus können Entzündungsmarker das Risiko für vaskuläre 

Ereignisse vorhersagen (Danesh et al. 2004, Lindahl et al. 2000). Es gibt Arbeiten, die zeigen 

konnten, dass z.B. Restenosen nach PTCA häufiger bei Patienten mit erhöhten Entzündungs-

werten (CRP, sCD40L) auftraten; es wurde spekuliert, dass bei diesen Patienten eine durch 

ASS nicht beeinflussbare Thrombozytenaktivierung zu der hohen Restenoserate beigetragen 

haben könnte (Cipollone et al. 2003). Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden 

Studie sowohl Entzündungsparameter (CRP, COX-2) als auch Marker des „oxidativen 

Stresses“ (8-iso-Prostaglandin F2α) im Zusammenhang mit der ASS-Wirkung überprüft.  

 
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der CRP-Konzentration und der Thrombozyten-

aggregation bzw. „ASS-Resistenz“ konnte nicht nachgewiesen werden (vgl. Abschnitt 3.13.). 

Für die Patienten mit einem CRP-Wert ≥ 5 mg/l (n = 10) ließ sich eine leicht verstärkte 

Aggregation im Vergleich zu den Patienten mit einem CRP < 5 mg/l (n = 112) erkennen 

(siehe Abb. 103), signifikant war dieser Unterschied aber auch nicht. Möglicherweise war die 

Patientenzahl für diesen Vergleich zu gering. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit konnten 

Markuszewski et al. (2006) einen signifikanten Zusammenhang finden. Die Autoren 
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untersuchten 45 mit 75 bis 150 mg ASS behandelte KHK-Patienten, überprüften die AA- und 

Kollagen-induzierte Aggregation sowie die CRP-Konzentrationen im Serum und verglichen 

die Ergebnisse mit denen von 45 Kontrollprobanden ohne KHK, die die gleiche ASS-Dosis 

pro Tag einnahmen. Zunächst stellte sich heraus, dass die Patienten mit KHK – wie erwartet – 

höhere CRP-Konzentrationen aufwiesen als die Patienten ohne KHK. Die KHK-Patienten 

sprachen deutlich schlechter auf ASS an; dabei fiel die Aggregationshemmung umso 

schwächer aus, je höher die Serum-CRP-Konzentration war (p = 0,0024).  

 
Ob CRP lediglich ein Marker für entzündliche Prozesse ist oder ob CRP aktiv an der 

Entstehung einer Atherothrombose beteiligt ist, ist Gegenstand aktueller Forschungen. Es gibt 

zahlreiche Arbeiten, die eine aktive Beteiligung vermuten lassen (Verma et al. 2006). Ein 

endgültiger Beweis steht jedoch noch aus (Scirica und Morrow 2006). Insbesondere ist auch 

der direkte Einfluss von CRP in vivo auf die Thrombozytenaggregation nicht geklärt (siehe 

Abschnitt 4.4.4.5.).  

 
Interessant ist, dass in der vorliegenden Arbeit ein signifikanter Zusammenhang zwischen der 

Serum-CRP-Konzentration und der COX-2-Expression in den Thrombozyten nachgewiesen 

werden konnte (vgl. Abb. 111 bis Abb. 113). Eine verstärkte thrombozytäre COX-2-

Expression konnte zwar nicht die im Studienkollektiv identifizierte „ASS-Resistenz“ erklären 

(vgl. Abb. 110), dennoch scheint es einen Zusammenhang zur Thrombozytenaggregation zu 

geben (vgl. Abb. 116 und Abb. 117) – trotz der durch ASS erfolgreich inhibierten 

thrombozytären TxB2-Synthese (vgl. Abb. 120 sowie Abschnitt 4.4.4.6.).  

 
Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass Patienten, die ein bis fünf Wochen vor 

der Aggregationsbestimmung gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder Tetanus/Diphtherie 

geimpft worden waren (n = 4), eine verstärkte Thrombozytenaggregation im Vergleich zu 

denjenigen Patienten zeigten, die innerhalb der letzten drei Monate vor der 

Aggregationsbestimmung nicht geimpft worden waren (vgl. Abb. 105 und Abb. 106). Bei 

diesen vier Patienten wurde eine Restaktivität der Thrombozyten von 37% bis 53% 

beobachtet, so dass alle vier Patienten als ASS-Low-Responder eingestuft wurden. Für die 

Grippeschutzimpfung konnte dieser Zusammenhang nicht bestätigt werden. Es ist bekannt, 

dass eine Impfung eine vorübergehende systemische Entzündungsreaktion induziert, 

einhergehend mit einer Verschlechterung der Endothelfunktion (Hingorani et al. 2000). Eine 

Verbindung zwischen einer „ASS-Resistenz“ und einer Impfung wäre somit vorstellbar. 

Vermutlich müssten die Patienten unmittelbar nach einer Impfung am stärksten betroffen sein. 
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Im Studienkollektiv waren nur zwei Patienten in der Woche vor der Aggregationsbestimmung 

geimpft worden. Beide Patienten zeigten in der Tat auch eine schlechte Aggregations-

hemmung (vgl. Abb. 104) mit gleichzeitig erhöhter thrombozytärer COX-2-Expression im 

Vergleich zu den nicht geimpften Patienten (siehe Abb. 114 rechts). Denkbar wäre allerdings 

auch, dass andere Gründe zu der verstärkten Aggregation geführt haben, z.B. waren die vier 

gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder Tetanus/Diphtherie geimpften Patienten über 60 alt 

und zeigten eine Hypercholesterinämie – zwei Faktoren, die eine „ASS-Resistenz“ 

begünstigen (siehe Abschnitt 4.4.1.1.). Diese Ergebnisse können somit lediglich einen Anstoß 

liefern, um den möglichen Zusammenhang zwischen einer Impfung und einer „ASS-

Resistenz“ weiter zu untersuchen.  

 
Wahrscheinlich nimmt eine akute Infektion im Vergleich zu einer Impfung stärkeren Einfluss 

auf die Thrombozytenaggregation, da Ausmaß und Dauer der systemischen Entzündungs-

reaktion bei einer Infektion stärker ausgeprägt sind (Melbye et al. 2004) als bei einer Impfung 

(Hingorani et al. 2000). Das würde erklären, weshalb in einer großen Studie von Smeeth und 

Mitarbeitern für akute Infektionen ein vorübergehend drastisch erhöhtes Risiko, einen 

Myokardinfarkt oder Schlaganfall zu erleiden, gefunden wurde, während für den Zeitraum 

von drei Monaten nach einer Impfung (gegen Grippe, Tetanus und Pneumokokken) kein 

gesteigertes Risiko beobachtet werden konnte (Smeeth et al. 2004).  

 
In einer aktuellen Arbeit von Modica et al. wurden 358 Patienten mit akutem 

Koronarsyndrom unter ASS (75 mg/Tag)-Behandlung untersucht. Die Autoren stellten fest, 

dass die Patienten, die während ihres Krankenhausaufenthalts zusätzlich eine Infektion 

durchmachten (n = 66), eine verstärkte Aggregation zeigten im Vergleich zu den Patienten 

ohne Infektion. Patienten mit schwereren Infektionen (Pneumonie) waren stärker betroffen als 

Patienten mit leichteren (z.B. Harnweginfektionen). Von den zehn an einer Pneumonie 

erkrankten Patienten wurden neun als ASS-Non-Responder eingestuft (90%), während von 

den 277 Patienten ohne Infektion 128 Patienten (46%) betroffen waren (p = 0,006). Zwischen 

einer „ASS-Non-Responsiveness“ und einer erhöhten CRP-Konzentration bestand ein 

signifikanter Zusammenhang (Modica et al. 2007). Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen 

Kreutz et al., die in ihrer Studie 18 generell gesunde Probanden während einer gewöhnlichen 

Erkältung und sechs Wochen danach untersuchten. Während der Erkältung war sowohl die 

P-Selektin-Expression als auch die ADP (1 µM)-induzierte Aggregation signifikant höher als 

nach überstandener Infektion. Die Autoren führten die verstärkte Thrombozytenaktivierung 

und -aggregation auf entzündliche Veränderungen im Zusammenhang mit der Infektion 
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zurück, da es während der Erkältung zu einem Anstieg der CRP- und TNFα-Konzentrationen 

im Serum gekommen war, z.B. für CRP: 3,7 mg/l ± 1,3 versus 2,2 mg/l ± 1,5; p = 0,004 

(Kreutz et al. 2007). Das bedeutet, dass sogar minimale entzündliche Veränderungen mit 

einer verstärkten Aggregation einhergehen können. Somit wäre es durchaus denkbar, dass 

Patienten, die aufgrund ihrer koronaren Herzerkrankung bereits eine verstärkte 

Thrombozytenaktivierung besitzen, durch zusätzliche inflammatorische Stimuli – u.a. 

vielleicht infolge einer aktuellen Impfung – eine Thrombozytenaktivierung erfahren, die unter 

Umständen durch ASS nicht ausreichend inhibiert werden kann.  

 
Eine biochemische Verbindung zwischen einer geringgradig systemischen Entzündung und 

der Aktivierung von Thrombozyten bilden die Isoprostane (Davì und Patrono 2007). In der 

vorliegenden Arbeit wurde insbesondere bei denjenigen Patienten eine „ASS-Resistenz“ 

festgestellt, bei denen ein erhöhter „oxidativer Stress“, bestimmt anhand der 8-iso-

Prostaglandin F2α-Exkretion, nachgewiesen werden konnte (vgl. Abb. 125 und Abb. 126). Das 

Ausmaß der Kollagen-induzierten Aggregation war deutlich mit der 8-iso-PGF2α-

Ausscheidung assoziiert (vgl. Abb. 128 und Abb. 129). Isoprostane können durch 

Wechselwirkung mit dem Thromboxan-Rezeptor proaggregatorisch wirken (vgl. Abschnitt 

1.7.2.). Da die Isoprostane unabhängig von der COX gebildet werden, lässt sich die 

unzureichende ASS-Wirkung, die in der vorliegenden Arbeit festgestellt wurde, zum Teil 

durch eine verstärkte Isoprostan-Bildung erklären. Auf diesen Zusammenhang wird im 

Abschnitt 4.4.4.7. näher eingegangen.  

 
Auch die in Verbindung mit einer Impfung (gegen Pneumokokken, Hepatitis A oder 

Tetanus/Diphtherie) beobachtete erhöhte Thrombozytenaggregation ging mit einer verstärkten 

Isoprostan-Synthese einher (vgl. Abb. 131). Dieser Zusammenhang war zwar nicht 

signifikant, dennoch zeigten die betroffenen vier Patienten eine im Vergleich hohe mediane 

Isoprostan-Exkretion von über 300 pg/mg Kreatinin – ein Grenzwert, für den in der 

vorliegenden Studie mit relativ hoher Wahrscheinlichkeit eine „ASS-Resistenz“ vorhergesagt 

werden konnte (vgl. Tab. 38, siehe auch Abb. 127). Interessant wäre anhand einer höheren 

Fallzahl zu überprüfen, ob es nach einer Impfung zu einer vorübergehend gesteigerten 

Isoprostan-Bildung kommt.  

 
In Abb. 138 sind die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Zusammenhänge zwischen 

Thrombozytenaggregation, Entzündung und „oxidativem Stress“ noch einmal zusammen-

gefasst.  
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Abb. 138: Zusammenhänge zwischen Thrombozytenaggregation, Entzündungsparametern 
(CRP und COX-2), oxidativem Stress (Isoprostane) und Impfung. Das Schema soll lediglich 
die in der vorliegenden Studie ermittelten Zusammenhänge aufzeigen. Die durchgezogenen 
Linien stehen für signifikante Ergebnisse, die gestrichelten Linien für Ergebnisse, die einen 
Trend erkennen lassen.  
 

4.4.1.3. Weitere Risikofaktoren im Zusammenhang mit einer „Typ III-Resistenz“ 

 
In der aktuellen Metaanalyse von Krasopoulos et al. stellte sich heraus, dass von allen 

untersuchten Patientencharakteristika das weibliche Geschlecht am häufigsten von einer 

„ASS-Resistenz“ betroffen war. Dieses Ergebnis wurde in sieben Studien mit insgesamt 1554 

Patienten gefunden (Krasopoulos et al. 2008). Die schlechtere Aggregationshemmung bei 

Frauen scheint hauptsächlich in Verbindung mit einer „Typ III-Resistenz“ aufzutreten, denn 

der thrombozytäre COX-Weg wird nach Untersuchungen von Becker et al. durch ASS 

gleichermaßen effektiv bei Frauen und Männern gehemmt. Darüberhinaus waren diejenigen 

Frauen betroffen, für die auch schon vor der ASS-Therapie die stärkste Aggregation ermittelt 

worden war (Becker et al. 2006). Für die Primärprävention mit ASS konnte auch tatsächlich 

gezeigt werden, dass Frauen weniger von einer ASS-Therapie profitieren als Männer (Ridker 

et al. 2005, Berger et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit war die Patientenzahl zu gering, 

um Unterschiede zwischen Frauen und Männern hinsichtlich der ASS-Wirkung feststellen zu 

können (siehe Tab. 24).  
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Auch ein erhöhter Blutdruck wird in der Literatur mit einer „ASS-Resistenz“ assoziiert 

(Meade und Brennan 2000, Gasparyan et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit hatten über die 

Hälfte der Patienten am Untersuchungstag einen zu hohen Blutdruck (siehe Abschnitt 3.1.4.). 

Diese Patienten waren aber nicht häufiger von einer „ASS-Resistenz“ betroffen als die 

Patienten mit normalen Blutdruckwerten. Da bei den meisten Patienten des Studienkollektivs 

(86,9%) die Grunderkrankung Hypertonie vorlag, kann in dieser Studie der Einfluss einer 

Hypertonie auf die Aggregationshemmung nicht beurteilt werden.  

 
Es ist bekannt, dass Rauchen zu einer Verstärkung der Thrombozytenaggregation führt (Davis 

et al. 1985, Hung et al. 1995, Ichiki et al. 1996). ASS ist nur unzureichend in der Lage, die 

durch das Rauchen verursachte Hyperaggregabilität der Thrombozyten zu hemmen (Davis et 

al. 1985, Hung et al. 1995, Ikonomidis et al. 2005, Stejskal et al. 2006). Die Raucher der 

vorliegenden Studie waren bis auf einen Patienten nicht „Typ III-resistent“, allerdings 

rauchten aktuell auch nur sechs Patienten.  

 
Wie bereits in Abschnitt 4.3.3. erläutert, wird bei diabetischen Patienten häufig eine 

unzureichende antithrombozytäre ASS-Wirkung mit einer „Typ II-Resistenz“ assoziiert. Es 

gibt aber auch einige Arbeiten, die einen Zusammenhang zwischen einem Diabetes und einer 

„ASS-Resistenz“ vom Typ III nachweisen konnten (Mori et al. 1992, Watala et al. 2004, 

DiChiara et al. 2007). In der vorliegenden Studie waren 16,7% der ASS-Low-Responder 

Diabetiker und 8,3% der ASS-Responder (vgl. Tab. 24). Ein gewisser Trend zur „Typ III-

Resistenz“ ist somit auch für die Diabetiker dieser Studie zu erkennen.  

 
Patienten mit Übergewicht oder Adipositas scheinen ein besonders hohes Risiko zu haben, 

von einer „ASS-Resistenz“ betroffen zu sein. Für diese Patientengruppe ist in erster Linie eine 

ungenügende Hemmung des COX-Weges durch ASS beschrieben (Tamminen et al. 2003, 

Maree et al. 2005, COX et al. 2006, vgl. auch Abschnitt 4.2.4.). Allerdings konnten Davì et al. 

zeigen, dass adipöse Patienten neben einer erhöhten Thrombozytenaktivierung auch eine 

verstärkte Lipid-Peroxidation, gemessen anhand der Exkretion von 8-iso-PGF2α, aufwiesen 

(Davì et al. 2002). Es wäre somit durchaus denkbar, dass es bei Patienten mit Adipositas 

zusätzlich zu einer verstärkten COX-unabhängig vermittelten Thrombozytenaggregation 

kommt, die in der Folge durch ASS nicht ausreichend zu hemmen wäre (vgl. Abschnitt 1.7.2. 

Abb. 7). In der vorliegenden Arbeit waren 66,2% der Patienten übergewichtig (n = 86) – für 

diese Patienten konnte allerdings nicht häufiger eine „Typ III-Resistenz“ nachgewiesen 

werden als für die normalgewichtigen Patienten. Auch bei den adipösen Patienten ergab sich 
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kein Zusammenhang zur „Typ III-Resistenz“; es hatten allerdings nur 17 Studienteilnehmer 

eine Adipositas (vgl. Tab. 24).  

 
Erfreulicherweise spielte das jeweils eingenommene ASS-Präparat (Original oder Generikum) 

keine Rolle im Hinblick auf das Ausmaß der Hemmung der TxA2-Synthese (vgl. Abschnitt 

3.11.). Vor dem Hintergrund einer kürzlich vom Zentrallaboratorium Deutscher Apotheker 

(ZL) durchgeführten Reihenuntersuchung von 13 verschiedenen ASS-Präparaten, war dieses 

Ergebnis zu erwarten: Für alle geprüften Präparate konnte das ZL eine vergleichbare 

biopharmazeutische Qualität nachweisen (Potthast et al. 2003). Dass dennoch eine verstärkte 

Thrombozytenaggregation im Sinne einer „Typ III-Resistenz“ unter den mit HerzASS® 

behandelten Patienten im Vergleich zu den mit Aspirin® behandelten Patienten in der 

vorliegenden Studie zu beobachten war, liegt aller Wahrscheinlichkeit nach darin begründet, 

dass sich die beiden Gruppen in zwei entscheidenden Punkten voneinander unterschieden: 

Zum einen waren die Patienten der HerzASS®-Gruppe durchschnittlich vier Jahre älter als die 

Patienten der Aspirin®-Gruppe, zum andern waren 87,5% der HerzASS® behandelten 

Patienten von einer Hypercholesterinämie betroffen, während in der Aspirin®-Gruppe nur 

64,3% betroffen waren. Sowohl das Alter als auch eine Hypercholesterinämie sind mit einer 

„ASS-Resistenz“ vom Typ III assoziiert (vgl. Abschnitt 4.4.1.1.). Eine besondere Bedeutung 

kann somit den Ergebnissen zum Einfluss des ASS-Präparats auf die Aggregation nicht 

beigemessen werden.  

 
Eine weitere Beobachtung der vorliegenden Arbeit war, dass sich die „Typ III-resistenten“ 

Patienten von den Responder-Patienten durch eine geringfügig, aber dennoch signifikant 

niedrigere Hämoglobin-Konzentration und Erythrozytenzahl unterschieden (vgl. Tab. 32 

sowie Abb. 101 links und Mitte). In einer Studie von Gum et al. zur „ASS-Resistenz“ wurde 

für die Hämoglobin-Konzentration ein ähnliches Ergebnis gefunden. Da die Werte für die 

„resistenten“ und nicht „resistenten“ Patienten trotz des signifikanten Unterschieds jeweils im 

Normbereich lagen, wurde dem Ergebnis keine besondere Bedeutung beigemessen (Gum et 

al. 2001). Auch in der vorliegenden Studie war die mittlere Hämoglobin-Konzentration bzw. 

Erythrozytenzahl sowohl für die Responder als auch für die Low-Responder im Referenz-

bereich. Zudem bestand keine Korrelation mit der Aggregation (vgl. Abb. 102 rechts).  

 
Deutlicher als die Erythrozytenzahl war die Thrombozytenzahl mit der „ASS-Resistenz“ 

assoziiert (vgl. Tab. 32 sowie Abb. 101 rechts). Zwischen Thrombozytenzahl und maximaler 

Kollagen-induzierter Aggregation bestand eine signifikante, allerdings nur schwach 
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ausgeprägte, inverse Korrelation (vgl. Abb. 102 links). Die Bedeutung dieses Zusammen-

hangs ist fraglich, zudem die mittleren Thrombozytenzahlen sowohl für die „resistenten“ als 

auch für die nicht „resistenten“ Patienten im Normbereich lagen. Es mag an dieser Stelle die 

Frage aufkommen, ob es nicht notwendig gewesen wäre, die Unterschiede in der 

Thrombozytenzahl jeweils durch Verdünnung des PRP mit PPP auszugleichen – ein 

gebräuchliches Verfahren in der optischen Aggregometrie, da die Thrombozytenzahl als 

bedeutsame Einflussgröße für die Aggregation betrachtet wird (Dacie et al. 1984, Cattaneo 

2003). Kürzlich konnte allerdings bewiesen werden, dass die Verdünnung mit PPP eine 

artifizielle Aggregationshemmung hervorruft (Cattaneo et al. 2007) – eine Beobachtung, die 

auch in Vorversuchen zu der vorliegenden Studie gemacht wurde, weshalb auf den 

Verdünnungsschritt verzichtet wurde. Heute wird von einer Einstellung der Thrombozyten-

zahl mit PPP abgeraten (Cattaneo et al. 2007).  

 

4.4.2.  Klinische Bedeutung einer „Typ III-Resistenz“ 

 
Zahlreiche Studien dokumentieren eine klinische Bedeutung der „ASS-Resistenz“ (siehe auch 

Abschnitt 1.4.4.). Drei aktuelle Metaanalysen bestätigen, dass das mangelnde oder fehlende 

Ansprechen auf ASS bei kardiovaskulären Patienten mit einem signifikant erhöhten Risiko 

für wiederkehrende kardiovaskuläre Ereignisse verbunden ist (Snoep et al. 2007, Krasopoulos 

et al. 2008, Sofi et al. 2008). Fast alle Studien zur „ASS-Resistenz“ haben nicht zwischen den 

drei „Resistenz“-Typen (vgl. Abschnitt 1.4.5.) unterschieden (z.B. Eikelboom et al. 2002, 

Gum et al. 2003, Yilmaz et al. 2005, Lev et al. 2006, Chen et al. 2007, Pamukcu et al. 2007). 

Es ist aber durchaus wichtig zu wissen, in welchem Ausmaß die COX-abhängigen 

Mechanismen der Thrombozytenaktivierung („Typ I- und Typ II-Resistenz“) bzw. in 

welchem Ausmaß die COX-unabhängigen Mechanismen („Typ III-Resistenz“) die Ereignis-

rate beeinflussen. Davon wäre abhängig, ob für jeden „Resistenz“-Typ die Notwendigkeit 

einer verbesserten antithrombotischen Therapie besteht.  

 
Die Studie von Ohmori et al. ist eine der wenigen Studien, die sich mit der klinischen 

Bedeutung einer „ASS-Resistenz“ von Patienten beschäftigt hat, die trotz supprimierter COX-

Aktivität eine verstärkte Thrombozytenaggregation aufwiesen. Ohmori et al. untersuchten 136 

stabile Patienten entweder mit KHK oder einem Schlaganfall in der Vorgeschichte, die täglich 

mit 81 mg ASS behandelt wurden. Die Autoren stellten für die Quartile mit der stärksten 

Kollagen-induzierten Restaktivität der Thrombozyten ein 8-fach erhöhtes Risiko für 
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kardiovaskuläre Ereignisse innerhalb eines einjährigen Beobachtungszeitraumes fest (Ohmori 

et al. 2006).  

 
Auch die vorliegende Studie beschäftigt sich mit der klinischen Bedeutung der im Studien-

kollektiv identifizierten „ASS-Resistenz“ vom Typ III. Es wurde eine retrospektive Analyse 

durchgeführt (siehe Abschnitt 3.8.). Da es sich bei den KHK-Patienten des relativ kleinen 

Studienkollektivs um stabile Patienten handelte, waren erwartungsgemäß nur wenige 

Ereignisse im Rückverfolgungszeitraum von durchschnittlich 7 Jahren eingetreten. Daher 

können die Ergebnisse nur mit Vorsicht interpretiert werden. Von den Low-Responder-

Patienten hatten 18,4% einen Myokardinfarkt unter der ASS-Therapie erlitten (7 von 38 

Patienten), während bei den Responder-Patienten nur 8,2% (6 von 73 Patienten) betroffen 

waren (vgl. Tab. 25). Dieser Unterschied war nicht signifikant, lässt aber möglicherweise 

einen Trend erkennen. Signifikant wurde dieses Ergebnis, wenn diejenigen Patienten separat 

betrachtet wurden, die vor der ASS-Therapie bereits einen Myokardinfarkt erlitten hatten 

(n = 74) – Patienten, die somit einem besonders hohen Risiko für erneute Ereignisse 

ausgesetzt waren. Interessanterweise waren von diesen 74 Patienten im Verhältnis nur wenige 

Patienten von einer ASS-Low-Response betroffen (n = 20; vgl. Tab. 26). Für diese 

betroffenen 20 Low-Responder war das Reinfarkt-Risiko unter ASS-Therapie allerdings 

signifikant erhöht im Vergleich zu den Responder-Patienten: Jeder vierte erlitt einen 

Reinfarkt – bei den Responder-Patienten nur jeder vierzehnte (vgl. Abschnitt 3.8.1. sowie 

Tab. 27).  

 
Ein Kritikpunkt der retrospektiven Analyse mag sein, dass sich die Responder- und Low-

Responder-Gruppe hinsichtlich der Rückverfolgungszeiträume deutlich voneinander 

unterschieden (vgl. Abschnitt 3.8.1.). Allerdings war der mittlere Rückverfolgungszeitraum 

für die Responder größer als für die Low-Responder (8,4 versus 5,7 Jahre). Deshalb kann 

ausgeschlossen werden, dass nur aufgrund der unterschiedlich großen Zeiträume mehr 

Reinfarkte in der Low-Responder-Gruppe gezählt wurden.  

 
Das Reinfarkt-Risiko scheint für ASS-Low-Responder somit größer zu sein. Die Reinfarkte 

traten allerdings bei den Low-Responder-Patienten nicht frühzeitiger auf als bei den 

Responder-Patienten. Die mittlere Zeit, die von Beginn der ASS-Therapie bis zum Auftreten 

des Reinfarktes vergangen war, lag für die Low-Responder bei 5 Jahren und für die 

Responder bei 2,5 Jahren (vgl. Abschnitt 3.8.1.). Es mag die Frage aufkommen, ob die ASS-

Low-Response über den kompletten Rückverfolgungszeitraum in gleichem Maße ausgeprägt 
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war. Es ist mit Sicherheit ein Kritikpunkt der vorliegenden Studie, dass die Thrombozyten-

aggregation nur zu einem Zeitpunkt bestimmt worden ist. Es kann nicht zwangsläufig davon 

ausgegangen werden, dass sich die Aggregation über den gesamten ASS-Behandlungs-

zeitraum konstant verhalten hat. In einigen Arbeiten wird z.B. von einer Abschwächung des 

ASS-Effekts mit zunehmender Behandlungsdauer berichtet (Helgason et al. 1994, Pulcinelli 

et al. 2004). Auf diese Problematik wird im nächsten Abschnitt näher eingegangen. Aber auch 

Zustände einer vorübergehenden „ASS-Resistenz“ sind beschrieben worden, z.B. während 

einer Infektion (vgl. Abschnitt 4.4.1.2.).  

 
Die retrospektive Analyse der vorliegenden Arbeit liefert erste Hinweise, dass möglicher-

weise Patienten, die trotz komplett supprimierter thrombozytärer TxA2-Synthese eine COX-

unabhängig vermittelte Thrombozytenaktivität aufweisen, ein erhöhtes Risiko für 

wiederkehrende kardiovaskuläre Ereignisse haben. Es bleibt abzuwarten, ob die prospektive 

Nachverfolgung dieses Ergebnis bestätigen kann.  

 

4.4.3.  Die ASS-Wirkung in Abhängigkeit von der Behandlungsdauer 

 
In der Literatur sind nur wenige Studien zu finden, in denen die Messungen zur 

Thrombozytenaggregation über einen längeren ASS-Einnahmezeitraum mehrmals wiederholt 

wurden. FitzGerald et al. untersuchten die Aggregation von gesunden Probanden einmal pro 

Woche über einen Zeitraum von zwei Monaten. Trotz einer schrittweisen Erhöhung der ASS-

Dosis wurde eine Abnahme der Hemmwirkung auf die ADP-induzierte Aggregation 

beobachtet (FitzGerald et al. 1983a, siehe auch Abschnitt 1.4.2.). Auch Helgason et al. 

machten die Beobachtung, dass ASS die Aggregation nicht konstant über längere Zeit 

inhibierte. Die Autoren konnten in einem Kollektiv von 306 Schlaganfall-Patienten 

nachweisen, dass nur 75% der Patienten bei der initialen Überprüfung eine komplett durch 

ASS (325 mg/Tag) gehemmte Aggregation aufwiesen. Während einer sechsmonatigen 

Nachbeobachtung der Aggregation dieser Patienten stellte sich heraus, dass bei ca. 30% mit 

der Zeit nur noch eine partielle Aggregationshemmung zu beobachten war (Helgason et al. 

1994).  
 
Pulcinelli et al. bestimmten die Kollagen- und ADP-induzierte Aggregation bei 150 ASS-

behandelten Patienten über einen Zeitraum von zwei Jahren. Die Autoren stellten fest, dass 

sechs bis zwölf Monate nach Behandlungsbeginn eine Abnahme der aggregationshemmenden 

Wirkung einsetzte (insbesondere nach Kollagen-Induktion), obwohl über den gesamten 
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Zeitraum die gleiche ASS-Dosis eingenommen wurde (entweder 100 mg/Tag oder 

330 mg/Tag). Nach 24 Monaten war der Verlust der antithrombozytären ASS-Wirkung am 

stärksten ausgeprägt. Da sich bei 80 Patienten, die mit dem Aggregationshemmer Ticlopidin 

therapiert wurden, keine Abschwächung in der Wirkung zeigte, vermuteten die Autoren einen 

für ASS spezifischen Effekt (Pulcinelli et al. 2004).  

 
Berglund und Wallentin kamen zu einem entgegengesetzten Ergebnis. Die Autoren konnten 

bei 100 Patienten mit instabiler KHK unter Dauertherapie mit 75 mg ASS/Tag im 2-Jahres-

Follow-up keine Abschwächung der Aggregationshemmung beobachten (Berglund und 

Wallentin 1991). In einer aktuellen Arbeit von Stejskal et al. wurde die Aggregation von 

Patienten nach akutem Koronarsyndrom, die mit 100 mg ASS/Tag behandelt wurden, 

untersucht – zunächst eine Woche nach dem Ereignis, dann drei Monate, ein Jahr, zwei, drei 

und vier Jahre danach. Bei der ersten Messung waren 55% der Patienten ASS-Non-

Responder; nach vier Jahren waren es 57%. Lediglich neun Patienten, die anfangs als 

Responder eingestuft worden waren, zeigten bei der letzten Messung eine Non-Response, und 

acht ursprüngliche Non-Responder waren nach vier Jahren Responder. Die Autoren 

schlussfolgerten, dass wiederholte Messungen über einen längeren Zeitraum nicht notwendig 

sind (Stejskal et al. 2006).  

 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Thrombozytenaggregation bis auf wenige Ausnahmen 

(siehe Abschnitt 4.4.5.) nicht zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Die Patienten wurden 

allerdings befragt, seit wann eine regelmäßige ASS-Behandlung durchgeführt wurde. Dabei 

stellte sich heraus, dass Patienten mit langer Behandlungsdauer nicht häufiger von einer 

„ASS-Resistenz“ betroffen waren als Patienten mit kürzerer Behandlungsdauer (vgl. 

Abschnitt 3.9.) – im Gegenteil: Lag der Beginn der ASS-Therapie zehn Jahre oder länger 

zurück, so war nur jeder vierte Patient ein Low-Responder, während unter denjenigen 

Patienten, die ASS erst seit ein oder zwei Jahren einnahmen, jeder zweite Patient als Low-

Responder eingestuft worden war. Aus dieser Beobachtung könnte zunächst geschlossen 

werden, dass eine zunehmende Behandlungsdauer nicht mit einer verstärkten „Resistenz“-

Entwicklung zusammenhängt. Allerdings kann die Frage, ob es im Einzelfall zu einer 

Abschwächung der ASS-Wirkung mit der Zeit gekommen ist, nicht anhand dieser 

Beobachtung beantwortet werden. Möglicherweise mag es unmittelbar mit der klinischen 

Bedeutung der ASS-Low-Response zusammenhängen, dass das Verhältnis „resistent“ zu 

„nicht resistent“ bei langjähriger Behandlungsdauer in Richtung „nicht resistent“ verschoben 

ist.  
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4.4.4.  Potentielle Mechanismen der „ASS-Resistenz“ vom Typ III 

 
4.4.4.1. Extrathrombozytäre Mechanismen 

 
Während anhand der thrombozytären TxA2-Synthese und anhand der TxA2-Synthese im 

Vollblut größtenteils erkannt werden konnte, ob die ASS-Tablette am Untersuchungstag oder 

am Tag zuvor eingenommen worden war (vgl. Abschnitt 3.10.2. Abb. 93 und Abb. 94 sowie 

Abschnitt 3.10.3. Abb. 95 und Abb. 96), war der Einfluss des ASS-Einnahmezeitpunkts 

hingegen nicht zu beobachten, wenn die Thromboxan-Metabolit (2,3-dn-TxB2)-Exkretion 

betrachtet wurde (siehe Abschnitt 3.10.4. Abb. 97 und Abb. 98). Darüberhinaus korrelierte die 

2,3-dn-TxB2-Exkretion weder mit der TxA2-Synthese der Thrombozyten (vgl. Abb. 81 rechts) 

noch mit der des Vollbluts (vgl. Abb. 81 links), während zwischen der thrombozytären und 

der im Vollblut bestimmten Tx-Produktion ein Zusammenhang nachgewiesen werden konnte 

(siehe Abb. 77 links). Diese Ergebnisse bestätigen, dass die Exkretion von 2,3-dn-TxB2 mehr 

als nur die TxA2-Synthese der Thrombozyten widerspiegelt; sie liefert eine Aussage zur 

TxA2-Bildung im gesamten Körper (FitzGerald et al. 1983b).  

 
Die Thrombozyten leisten, wenn kein ASS eingenommen wird, zweifelsohne den größten 

Beitrag zur in vivo-TxA2-Synthese. Dass aber auch eine extrathrombozytäre TxA2-Synthese 

die Tx-Metabolit-Ausscheidung mitbestimmt, wird dadurch deutlich, dass niedrig dosiertes 

ASS die Exkretion der Tx-Metabolite auch bei wiederholten Gaben nur unvollständig 

reduziert, z.B. zu 80% bis 90% bei gesunden Probanden, die mit einer täglichen Dosis von 80 

bis 160 mg ASS behandelt wurden (FitzGerald et al. 1983a). Bei Patienten mit ausgeprägter 

Atherosklerose scheint der Anteil der extrathrombozytären TxA2-Bildung noch höher zu 

liegen. Das konnte z.B. für Patienten mit instabiler Angina pectoris (Vejar et al. 1990, 

Cipollone et al. 1997, Cipollone et al. 2000) sowie für Demenz-Patienten nach einem 

Schlaganfall (Van Kooten et al. 1999) gezeigt werden. Als zugrunde liegender Mechanismus 

wird eine TxA2-Produktion z.B. von Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen diskutiert. 

Diese Zelltypen sind zum einen in Besitz einer Thromboxan-Synthase (Nüsing und Ullrich 

1990), zum anderen kann es in diesen Zellen zu einer Hochregulation der COX-2 kommen, 

hervorgerufen durch proinflammatorische Mediatoren, die im Zusammenhang mit einer 

Atherosklerose gebildet werden (Schönbeck et al. 1999, Cipollone et al. 2004a). In der Folge 

kann in diesen Zellen COX-2-vermittelt TxA2 produziert werden, denkbar wäre auch ein 

transzellulärer Syntheseweg (siehe Abschnitt 1.7.1.).  
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Da Cipollone et al. bei Patienten mit instabiler Angina pectoris eine Tx-Metabolit-

Ausscheidung beobachteten, die unter der Behandlung mit Indobufen (COX-1-/COX-2-

Hemmer) geringer ausgeprägt war als unter ASS-Therapie (Cipollone et al. 1997), und da in 

einer weiteren Arbeit von Cipollone et al. eine Assoziation zwischen der in vivo-TxA2-

Produktion und der Isoprostan-Exkretion hergestellt wurde (Cipollone et al. 2000), ergab sich 

für die vorliegende Arbeit die interessante Frage, ob die Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ 

vom Typ III auch von einer extrathrombozytären TxA2-Synthese betroffen sind, insbesondere 

vor dem Hintergrund, dass es in der vorliegenden Arbeit mehrere Anhaltspunkte gibt, dass 

entzündliche Prozesse und eine verstärkte Isoprostan-Bildung für die „ASS-Resistenz“ vom 

Typ III eine Rolle spielen (siehe Abschnitt 4.4.1.2. sowie Abb. 138).  

 
In der vorliegenden Arbeit wurde allerdings kein Zusammenhang zwischen der 2,3-dn-TxB2-

Ausscheidung und einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III gefunden (vgl. Abschnitt 3.6.1. sowie 

Abb. 78). Die Thrombozytenaggregation verhielt sich unabhängig von der in vivo-TxA2-

Synthese (vgl. Abb. 79 und Abb. 80). Die ASS-Einnahme hat sowohl bei den Responder- als 

auch bei den Non-Responder-Patienten zu einer vergleichbaren Reduzierung der 2,3-dn-

TxB2-Konzentrationen geführt, wenn zum Vergleich Werte aus der Literatur für Patienten mit 

Atherosklerose, die kein ASS eingenommen haben, herangezogen werden (z.B. Knapp et al. 

1988). Die mediane 2,3-dn-TxB2-Konzentration der „Typ I-resistenten“ Patienten der 

vorliegenden Arbeit kann ebenfalls als Vergleich dienen, allerdings hat die Heterogenität der 

„Typ I-Resistenz“-Gruppe hinsichtlich des Ausmaßes der Hemmung der thrombozytären 

TxA2-Synthese (vgl. Abb. 53) zur Folge, dass die Unterschiede zur Responder- bzw. Low-

Responder-Gruppe nicht signifikant ausfielen (vgl. Abb. 78).  

 
Darüberhinaus verhielt sich die in vivo-TxA2-Synthese nicht nur unabhängig von der 8-iso-

PGF2α-Exkretion (siehe Abschnitt 3.16.), sondern auch von der im Vollblut ermittelten 

COX-2-Aktivität (Daten wurden nicht gezeigt). Auch die in vivo-Produktion des TxA2-

Gegenspielers Prostacyclin wurde untersucht. Die Ausscheidung des Prostacyclin-

Metaboliten 2,3-dn-6-keto-PGF1α zeigte sich bei den Responder- und Low-Responder-

Patienten gleichermaßen (vgl. Abschnitt 3.6.2. Abb. 82 und Abb. 83), ebenso das in vivo-

Verhältnis TxA2 zu Prostacyclin (vgl. Abschnitt 3.6.3. und Abb. 84). Somit sind 

extrathrombozytäre Mechanismen der TxA2-Bildung für die „Typ III-resistenten“ Patienten 

der vorliegenden Arbeit nicht von Bedeutung.  
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Allerdings muss festgehalten werden, dass sowohl hinsichtlich der in vivo-TxA2-Synthese, 

der in vivo-Prostacyclin-Synthese als auch hinsichtlich des TxA2/Prostacyclin-Verhältnisses 

beachtliche Schwankungen zu beobachten waren: Die 2,3-dn-TxB2-Konzentrationen lagen 

zwischen 15 und 3.463 pg/mg Kreatinin, die 2,3-dn-6-keto-PGF1α-Konzentrationen zwischen 

4 und 367 pg/mg Kreatinin und das TxA2/Prostacyclin-Verhältnis zwischen 0,2 und 34,6. 

Zum jetzigen Zeitpunkt ist unklar, in welchem Bereich sich die einzelnen Werte idealerweise 

aufhalten sollten (Schrör et al. 2006, Patrono und Rocca 2007). Aus diesem Grund interessiert 

bei der geplanten prospektiven Nachbeobachtung der Patienten der vorliegenden Studie nicht 

nur die Ereignisrate in Bezug auf die „ASS-Resistenz“, so wie sie in dieser Arbeit definiert 

wurde, sondern auch in Bezug auf die in vivo-TxA2-Synthese, die in vivo-Prostacyclin-

Synthese und insbesondere in Bezug auf das TxA2/Prostacyclin-Verhältnis. Die Studie von 

Eikelboom et al. war die erste Studie, in der eine klinische Bedeutung für eine verstärkte 

TxA2-Metabolit-Exkretion nachgewiesen werden konnte (Eikelboom et al. 2002, siehe auch 

Abschnitt 1.4.4.); allerdings wurde in der Studie nicht differenziert, ob es sich bei der 

erhöhten in vivo-TxA2-Synthese um TxA2 extrathrombozytären Ursprungs handelte oder ob 

eine mangelnde Compliance oder eine Interaktion mit NSAIDs ursächlich war.  

 

4.4.4.2. Hypersensitivität gegenüber Kollagen 

 
Nach der Definition von Weber et al. (2002) ist allen Patienten mit einer „ASS-Resistenz“ 

vom Typ III gemeinsam, dass die durch Kollagen ausgelöste Aggregation von ASS nicht 

genügend inhibiert werden kann. So sprachen die Thrombozyten der Low-Responder der 

vorliegenden Studie bereits auf geringste Kollagen-Konzentrationen an (EC50 = 0,19 mg/l), 

während vergleichbare Kollagen-Konzentrationen im PRP der Responder keine Aggregation 

auslösen konnten (siehe Abb. 67).  

 
Kawasaki et al. machten eine ähnliche Beobachtung an gesunden Probanden, die mit 324 mg 

ASS behandelt wurden. Die Autoren stuften drei von insgesamt acht Probanden aufgrund 

einer unzureichend verlängerten Blutungszeit trotz vorheriger ASS-Einnahme als ASS-Non-

Responder ein. Es wurde für die Non-Responder ein EC50-Wert für Kollagen von 0,48 mg/l 

ermittelt und für die Responder von 0,91 mg/l (Kawasaki et al. 2000). In der vorliegenden 

Studie war der Unterschied noch stärker ausgeprägt. Kawasaki et al. vermuteten als Ursache 

der „ASS-Resistenz“ eine erhöhte Sensitivität der Thrombozyten gegenüber Kollagen. Dieses 

Ergebnis ließ vermuten, dass eine „ASS-Resistenz“ möglicherweise mit genetischen 
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Variationen der Kollagen-Rezeptoren zusammenhängen könnte. Tatsächlich konnte für einen 

häufig vorkommenden Polymorphismus des GPIa-Gens (807C>T) eine erhöhte Dichte des 

Kollagen-Rezeptors GPIa-IIa auf der Thrombozytenoberfläche beobachtet werden (Kunicki et 

al. 1997, Macchi et al. 2002b) sowie ein häufigeres Vorkommen bei Post-MI-Patienten im 

Vergleich zu gesunden Patienten (Moshfegh et al. 1999). Allerdings konnte dieser 

Polymorphismus bisher nicht mit einer „ASS-Resistenz“ in Verbindung gebracht werden, 

weder bei gesunden Probanden (Gonzalez-Conejero et al. 2005), noch bei Patienten mit 

stabiler Angina pectoris (Macchi et al. 2003).  

 
Ein weiterer Polymorphismus im Zusammenhang mit einer Hypersensitivität gegenüber 

Kollagen ist der 13254C>T-Polymorphismus des GPVI-Kollagen-Rezeptor-Gens. Für diesen 

konnte kürzlich in einem Kollektiv mit 101 stabilen KHK-Patienten gezeigt werden, dass 

ASS-Non-Responder, die mittels PFA-100® unter Verwendung der Kollagen/Adrenalin-

Messzelle (siehe auch Abschnitt 4.1.) identifiziert worden waren, häufiger von diesem 

Polymorphismus betroffen waren als ASS-Responder (38% versus 13%, Lepäntalo et al. 

2006). Es wäre somit durchaus interessant, auch die Patienten der vorliegenden Studie im 

Hinblick auf genetische Veränderungen des GPVI-Rezeptors zu untersuchen. Allerdings lässt 

sich die „ASS-Resistenz“ der vorliegenden Arbeit nur zum Teil durch eine Hypersensitivität 

gegenüber Kollagen erklären, denn eine erhöhte Kollagen-induzierte Aggregation ging in der 

Mehrzahl der Fälle auch mit einer erhöhten ADP-induzierten Aggregation einher (vgl. 

Abb. 71). Dieser Zusammenhang deutet darauf hin, dass sich die Unterschiede der Kollagen-

induzierten Aggregation nicht ausschließlich auf Veränderungen im Kollagen-spezifischen 

Signalweg zurückführen lassen. Auch Ohmori et al. berichteten von 50 mit 81 mg ASS 

behandelten Patienten, bei denen diejenigen Patienten mit einer verstärkten Kollagen-Antwort 

reagierten, die gleichzeitig eine erhöhte ADP-induzierte Aggregation zeigten (Ohmori et al. 

2006).  

 

4.4.4.3. Hypersensitivität gegenüber ADP 

 
Die ASS-Low-Responder der vorliegenden Arbeit zeigten eine signifikant höhere ADP-

induzierte Aggregation im Vergleich zu den Responder-Patienten (vgl. Abb. 72 sowie 

Tab. 23). Diese Beobachtung stimmt mit Ergebnissen von Macchi et al. überein. Macchi et al. 

untersuchten die Plättchenfunktion mittels PFA-100® von 72 Patienten mit stabiler Angina 

pectoris, die seit mindestens einem Monat mit 160 mg ASS/Tag therapiert wurden. Die 
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Autoren identifizierten zunächst mit Hilfe der Kollagen/Adrenalin-Messzelle 21 „ASS-

resistente“ Patienten (29,2%). Anschließend wurde die Kollagen/ADP-Messzelle eingesetzt: 

Die Verschlusszeiten für die „resistenten“ Patienten im Vergleich zu den ASS-sensitiven 

Patienten waren signifikant kürzer. Darüberhinaus konnten die Autoren anhand 

durchflusszytometrischer Messungen zeigen, dass die Thrombozyten der „resistenten“ 

Patienten übermäßig stark durch ADP aktiviert wurden (Macchi et al. 2002a). Macchi et al. 

verwendeten für ihre Untersuchungen sehr hohe ADP-Konzentrationen, sowohl in der 

Kollagen/ADP-Messzelle (50 µg ADP) als auch in der Durchflusszytometrie (10 µM ADP). 

Obwohl in der vorliegenden Arbeit wesentlich geringere ADP-Konzentrationen (2 µM) 

eingesetzt wurden, konnte eine Hypersensitivität gegenüber ADP bei „ASS-resistenten“ 

Patienten bestätigt werden.  

 
Es stellt sich somit die Frage, welche Mechanismen einer erhöhten Sensitivität gegenüber 

ADP zugrunde liegen könnten. Macchi et al. vermuteten, dass Interaktionen zwischen 

Thrombozyten und Erythrozyten eine Rolle spielen, denn mehrere Arbeiten sind bekannt, bei 

denen Zell-Zell-Interaktionen die Reaktion von Thrombozyten auf Aggregationsstimuli wie 

ADP veränderten (Valles et al. 1991, Santos et al. 1997, Valles et al. 1998). In der Tat konnte 

auch gezeigt werden, dass der prothrombotische Einfluss von Erythrozyten die 

antithrombotischen Effekte einer ASS-Therapie abschwächen kann (Valles et al. 1998). 

Macchi et al. untersuchten die Aktivierung bzw. Aggregation von Thrombozyten in Vollblut, 

d.h. in Anwesenheit von Erythrozyten. Interessant ist, dass in der vorliegenden Arbeit eine 

Hypersensitivität gegenüber ADP beobachtet wurde, obwohl die Aggregationsexperimente in 

PRP, d.h. in Abwesenheit von Erythrozyten, durchgeführt wurden. Das könnte bedeuten, dass 

entweder der Einfluss von Erythrozyten für die in der vorliegenden Studie identifizierte 

„ASS-Resistenz“ keine Rolle spielt oder dass Erythrozyten in der Lage sind, längerfristige 

Veränderungen im Aggregationsverhalten der Thrombozyten hervorzurufen.  

 
Weitere Erklärungsmöglichkeiten für eine verstärkte ADP-induzierte Aggregation sind 

Polymorphismen der ADP-Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfläche. Jefferson et al. 

untersuchten 330 Post-MI-Patienten, die mit 81 mg ASS/Tag behandelt wurden. Die Autoren 

entdeckten einen signifikanten Zusammenhang zwischen einem Polymorphismus des P2Y1-

Gens (893C>T) und einer „ASS-Resistenz“, die bei 95 Patienten (29%) anhand der AA-

induzierten Aggregation festgestellt worden war (Jefferson et al. 2005). Auch in der 

vorliegenden Arbeit könnte dieser Polymorphismus zu der „Resistenz“ beigetragen haben; 

P2Y1-Polymorphismen wurden allerdings nicht untersucht. Die vorliegende Arbeit 
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beschäftigte sich hingegen mit Polymorphismen des P2Y12-Rezeptor-Gens. Diese wurden 

bereits bei gesunden Probanden mit einer verstärkten ADP-induzierten Aggregation assoziiert 

(Fontana et al. 2003a), waren bisher aber nur unzureichend im Zusammenhang mit einer 

„ASS-Resistenz“ bei stabilen KHK-Patienten untersucht worden. Die Ergebnisse werden in 

Abschnitt 4.4.4.8. diskutiert.  

 

4.4.4.4. Verstärkte Arachidonsäure-induzierte Aggregation trotz COX-Hemmung 

 
Wie bereits im Abschnitt 4.4. einleitend erwähnt, konnte bei den „ASS-resistenten“ Patienten 

der vorliegenden Studie mit Arachidonsäure eine schwache Thrombozytenaggregation 

ausgelöst werden, die signifikant höher lag als die der „ASS-Responder“ (vgl. Abb. 68). Da 

die TxA2-Synthese aber komplett supprimiert war und somit in keiner Beziehung zum 

Ausmaß der Aggregation stand (vgl. Abb. 70 links), muss die beobachtete AA-induzierte 

Aggregation Thromboxan-unabhängig vermittelt worden sein. In zwei aktuellen Arbeiten 

wurde diese Beobachtung zwar nicht im Zusammenhang mit der AA-induzierten Aggregation 

beschrieben, wohl aber in Verbindung mit einem AA-induzierten Aktivierungszustand von 

Thrombozyten. So untersuchte Gurbel et al. 125 stabile KHK-Patienten. Die AA-induzierte 

Aggregation war bei den meisten Patienten komplett durch ASS inhibiert, dennoch 

beobachteten die Autoren, dass es durch die Stimulation mit AA zu einer Zunahme der 

Expression von P-Selektin und aktiviertem GPIIb-IIIa auf der Thrombozytenoberfläche kam, 

d.h. die Thrombozyten wurden trotz Hemmung des COX-Weges in einen aktivierten Zustand 

versetzt (Gurbel et al. 2007b). Ein ähnlicher Zusammenhang wurde von Frelinger et al. 

beschrieben. Die Autoren führten eine Studie mit 700 ASS-behandelten Patienten durch, die 

sich zu einer Herzkatheteruntersuchung vorstellten. Bei 670 Patienten mit inhibierter Serum-

TxB2-Konzentration wurde eine restliche AA-induzierte Aktivierung (bestimmt anhand der 

P-Selektin-Expression auf der Thrombozytenoberfläche) festgestellt, die sich auch durch 

Zusatz von ASS in vitro nicht reduzieren ließ. Bei Patienten, die zusätzlich mit Clopidogrel 

behandelt wurden (n = 211), zeigte sich hingegen eine signifikant niedrigere AA-induzierte 

Aktivierung. Die Autoren folgerten, dass die unter ASS-Therapie beobachtete restliche AA-

induzierte Thrombozytenaktivierung von der COX unabhängig ist und zum Teil durch ADP 

vermittelt wird (Frelinger et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit, in der nicht die 

Aktivierung, sondern die Aggregation überprüft wurde, konnte in der Tat auch für die 

Aggregation ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem ADP- und dem AA-Signalweg 

gefunden werden (siehe Abb. 73).  



 Diskussion 

217 
 

Die Frage, über welchen Mechanismus AA in der Lage ist, die Aggregation zu verstärken, 

ohne zu TxA2 umgesetzt zu werden, kann die vorliegende Arbeit nicht beantworten. Es mag 

lediglich spekuliert werden, dass AA trotz der durch ASS acetylierten COX zu Verbindungen 

umgewandelt werden kann, die die Aggregation fördern. Dazu zählen zum Beispiel die 

Isoprostane wie das 8-iso-PGF2α (siehe Abschnitt 1.7.2.). In der Tat konnte in der 

vorliegenden Arbeit auch ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer „ASS-Resistenz“ 

und einer verstärkten 8-iso-PGF2α-Exkretion nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.16., 

4.4.1.2. sowie 4.4.4.7.). Während die Isoprostan-Bildung signifikant mit der Kollagen-

induzierten Aggregation korrelierte (vgl. Abb. 128) und die Kollagen-induzierte Aggregation 

wiederum signifikant mit der AA-induzierten Aggregation (vgl. Abb. 69), konnte der 

Nachweis einer direkten Beziehung zwischen der Isoprostan-Bildung und der AA-induzierten 

Aggregation allerdings nicht erbracht werden (siehe Abschnitt 3.16.).  

 
Auch die Bildung sonstiger Prostaglandin-ähnlicher Verbindungen aus AA wäre vorstellbar, 

z.B. die Umwandlung von AA in Hydroxyeicosatetraensäuren (HETE-Verbindungen). Auf 

diese Theorie wird in Abschnitt 4.4.4.6. näher eingegangen.  

 

4.4.4.5. C-reaktives Protein – ein Verstärker der Thrombozytenaggregation? 

 
In der vorliegenden Studie zeigten Patienten mit einer Serum-CRP-Konzentration von über 

5 mg/l eine tendenziell stärkere Thrombozytenaggregation als Patienten mit einem 

niedrigeren CRP-Wert (vgl. Abb. 103). Wesentlich deutlicher war der Zusammenhang 

zwischen einer „ASS-Resistenz“ und erhöhten CRP-Werten in anderen Studien ausgeprägt 

(Markuszewski et al. 2006, Kreutz et al. 2007, Modica et al. 2007). Diese Studien wurden in 

Abschnitt 4.4.1.2. vorgestellt. Aber auch in der vorliegenden Arbeit sprechen mehrere 

Ergebnisse dafür, dass eine verstärkte Thrombozytenaggregation u.a. mit entzündlichen 

Veränderungen einhergehen kann. Diese Ergebnisse sind im Abschnitt 4.4.1.2. ausführlich 

erläutert und in Abb. 138 zusammengefasst. Somit stellt sich die Frage, ob z.B. das CRP auch 

aktiv auf die Thrombozytenaggregation Einfluss nehmen kann.  
 
CRP kommt in mindestens zwei unterschiedlichen Konformationen vor – als natives 

pentameres CRP (nCRP) und als modifiziertes monomeres CRP (mCRP): nCRP ist die im 

Serum messbare Form; mCRP entsteht durch Dissoziation von nCRP und stellt die an 

Gewebe (z.B. Gefäßinnenwand) gebundene Form dar und ist aus diesem Grund nicht im 

Serum zu finden (Schwedler et al. 2006). Für nCRP und mCRP werden zum Teil 
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entgegengesetzte Effekte beschrieben. Khreiss et al. konnten in einer in vitro-Studie für nCRP 

antiaggregatorische, für mCRP proaggregatorische Wirkungen nachweisen (Khreiss et al. 

2004). In einer in vitro-Arbeit von Miyazawa et al. wurde nCRP minimal oxidiert und 

anschließend der Effekt auf die Thrombozytenaggregation gemessen. Erstaunlicherweise 

konnte durch nCRP nach der oxidativen Veränderung eine irreversible Thrombozyten-

aggregation ausgelöst werden, wenn gleichzeitig ein weiterer Thrombozytenagonist wie z.B. 

PAF oder ADP in einer geringen Konzentration vorlag, mit der alleine eingesetzt nur eine 

reversible Aggregation hervorrufbar war (Miyazawa et al. 1988). Diese Arbeit ist besonders 

interessant im Zusammenhang mit der vorliegenden Studie, da Patienten mit erhöhtem 

„oxidativen Stress“ eine verstärkte Aggregation zeigten (vgl. Abschnitt 3.16. sowie 4.4.1.2.). 

Möglicherweise mag das nCRP bei diesen Patienten aufgrund oxidativer Veränderungen zur 

Aggregation der Thrombozyten beigetragen haben. Letztendlich aber fallen die 

Interpretationen bei der derzeitigen Datenlage schwer, insbesondere, weil sich herausgestellt 

hat, dass CRP je nach Präparation unterschiedliche Wirkungen zeigt (Lafuente et al. 2005, 

Pepys et al. 2005, Taylor et al. 2005) und unsicher ist, ob die beobachteten Effekte auch 

tatsächlich in vivo von Bedeutung sind (Nilsson 2005, Pepys 2005, Scirica und Morrow 

2006).  

 

4.4.4.6. Umwandlung von Arachidonsäure zu Hydroxyeicosatetraensäuren 

(HETE-Verbindungen) 

 
In der vorliegenden Studie wurde die Beobachtung gemacht, dass die Thrombozyten-

aggregation in Abhängigkeit vom thrombozytären COX-2-Gehalt durch einen selektiven 

COX-2-Hemmer (Rofecoxib) signifikant reduziert werden konnte (vgl. Abb. 116 und 

Abb. 117). Dieses Ergebnis war überraschend, denn der Effekt kann nicht über eine 

Hemmung einer COX-2-vermittelten TxA2-Synthese erklärt werden (siehe Abb. 120). Die 

teilweise beobachteten minimalen Hemmeffekte von Rofecoxib auf die thrombozytäre TxA2-

Synthese hingen mit dem Einnahmezeitpunkt der ASS-Tablette zusammen und waren 

unabhängig von der Aggregationshemmung (Abb. 120). Somit ergibt sich die Frage, über 

welchen Weg die thrombozytäre COX-2 zur Aggregation beigetragen haben könnte.  

 
In den Thrombozyten exprimierte COX-2 wurde möglicherweise trotz der bevorzugten 

Hemmung der COX-1 durch ASS (siehe Abschnitt 1.2.3.) acetyliert. Die Acetylierung der 

COX-2 resultiert wie die COX-1-Hemmung in einer vollständigen Unterbindung der 
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Prostaglandin-Synthese. Allerdings erlangt die COX-2 im Unterschied zur COX-1 eine neue 

Funktion: Sie wandelt Arachidonsäure in 15(R)-Hydroxy-5,8,11,13-eicosatetraensäure 

(15(R)-HETE) um (Holtzman et al. 1992, Meade et al. 1993), das 15-Epimer von 15(S)-

HETE. Letzteres ist ein Zwischenprodukt der natürlichen Lipoxin-Route des AA-

Stoffwechsels (Serhan et al. 1984). Interessanterweise kann 15(R)-HETE analog zu 15(S)-

HETE durch die 5-Lipoxygenase (5-LO) der Leukozyten weiter umgesetzt werden, so dass 

neben den natürlichen Lipoxinen (Serhan 1989, Levy et al. 1993) die 15-epi-Lipoxine 

entstehen (Clària und Serhan 1995), die auch als „aspirin triggered lipoxins“ (ATL) 

bezeichnet werden. Die ATL-Bildung verläuft, analog der Lipoxin-Biosynthese, transzellulär 

(Serhan 2005).  

 
Bemerkenswert ist, dass bereits die Einnahme niedriger ASS-Dosen genügt (81 mg/Tag), um 

im Plasma einen signifikanten Anstieg der ATL-Plasma-Konzentration zu beobachten (Chiang 

et al. 2004). Aus diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass auch in der vorliegenden 

Studie die Einnahme von 100 mg ASS/Tag zu einer ATL-Synthese geführt hat sowie 

dementsprechend auch zu einer 15(R)-HETE-Synthese in Thrombozyten – insbesondere in 

denjenigen Thrombozyten mit verstärkter COX-2-Expression. HETE-Verbindungen besitzen 

eine starke strukturelle Ähnlichkeit zu den Prostaglandinen. Aus diesem Grund scheinen 

HETE-Verbindungen zum Teil ihre Wirkungen durch Bindung an TxA2-Rezeptoren zu 

vermitteln (Tesfamariam et al. 1995, Van Diest et al. 1996, Cayatte et al. 2000). Ob auch 

15(R)-HETE an die TXA2-Rezeptoren der Thrombozyten binden kann, ist nicht bekannt. 

Ebenso ist ungeklärt, ob relevante biologische Wirkungen von 15(R)-HETE ausgehen. Wäre 

15(R)-HETE tatsächlich an einer verstärkten Aggregation beteiligt, so ließe sich erklären, 

dass der selektive COX-2-Hemmer im speziellen Fall der erhöhten thrombozytären COX-2-

Expression aggregationshemmende Eigenschaften zeigte – vorausgesetzt, der COX-2-

Hemmer kann trotz der Acetylierung der COX-2 an das Enzym binden. Hierfür gibt es 

mehrere Hinweise (Serhan et al. 2000, Fiorucci et al. 2003). So behandelten z.B. Fiorucci et 

al. 32 gesunde Probanden mit einer Kombination aus 100 mg ASS und 200 mg des selektiven 

COX-2-Hemmers Celecoxib pro Tag. Die Autoren stellten fest, dass der selektive COX-2-

Hemmer zu einer signifikanten Reduzierung der ATL-Produktion führte, wurden die 

Ergebnisse mit den ATL-Konzentrationen verglichen, die unter der ASS-Monotherapie 

gemessen worden waren (Fiorucci et al. 2003). Da in der vorliegenden Arbeit weder ATL- 

noch 15(R)-HETE-Konzentrationen bestimmt wurden und auch kein TxA2-Rezeptor-

antagonist eingesetzt wurde, bleibt die hier entwickelte Theorie zum jetzigen Zeitpunkt 

hypothetisch.  
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Auch Buchanan und Brister brachten eine gesteigerte HETE-Synthese mit einer „ASS-

Resistenz“ in Verbindung. Die Autoren überprüften die Wirkung einer dauerhaften ASS-

Einnahme (325 mg/Tag über mindestens 3 Monate) auf die Blutungszeit bei 40 KHK-

Patienten einen Monat vor einer geplanten Bypass-OP. Bei 43% der Patienten wurde keine 

Verlängerung der Blutungszeit festgestellt (Buchanan und Brister 1995). Weitere 

Untersuchungen ergaben, dass sowohl die Thrombozytenadhäsion als auch die 12-HETE-

Synthese der Thrombozyten bei den ASS-Non-Responder-Patienten gesteigert war, während 

ASS die TxA2-Synthese reduziert hatte. Buchanan und Brister vermuteten eine erhöhte 

Sensitivität der Adhäsionsrezeptoren hervorgerufen durch den 12-HETE-Konzentrations-

anstieg. Die Autoren folgerten weiter, dass die vermehrte Produktion von 12-HETE eine 

Folge der COX-Hemmung sein könnte, da hierdurch der 12-LO ein erhöhter Anteil des 

gemeinsamen Substrats Arachidonsäure zur Verfügung steht (Buchanan und Brister 1995).  

 

4.4.4.7. Vermehrte Entstehung von Isoprostanen 

 
Eine Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass eine „ASS-Resistenz“ vom Typ III durch 

eine verstärkte Bildung von Isoprostanen erklärt werden kann (vgl. Abschnitt 1.7.2. Abb. 7). 

Diese Hypothese konnte zum Teil verifiziert werden, denn die „Typ III-resistenten“ Patienten 

wiesen in der Tat eine signifikant höhere 8-iso-PGF2α-Exkretion im Vergleich zu den ASS-

Responder-Patienten auf (vgl. Abschnitt 3.16. Abb. 125, Abb. 126 sowie Tab. 38).  

 
Wie bereits in der Einleitung erläutert, entstehen die Isoprostane überwiegend auf nicht-

enzymatischem Weg. In geringem Umfang kann 8-iso-PGF2α auch durch die COX-1 

synthetisiert werden: Aktivierte Thrombozyten bilden 8-iso-PGF2α und TxA2 in einem 

Verhältnis von ungefähr 1:1000 (Wang et al. 1995, Praticò et al. 1995). Diese Quelle kann für 

die Low-Responder der vorliegenden Studie eindeutig ausgeschlossen werden, da die COX-1-

Aktivität durch ASS bei den nicht „Typ I-resistenten“ Patienten vollständig inhibiert war (vgl. 

Abschnitt 3.5.). 8-iso-PGF2α kann auch mit Hilfe der COX-2 produziert werden: Dann liegt 

das Verhältnis 8-iso-PGF2α zu PGE2 zwischen 1:5 und 1:30 (Praticò et al. 1996a, Patrignani et 

al. 1996). Bei den Low-Responder-Patienten konnte auch für eine COX-2-vermittelte 8-iso-

PGF2α-Synthese kein Anhaltspunkt gefunden werden, denn weder die thrombozytäre COX-2-

Expression noch die COX-2-Vollblut-Aktivität stand in einer Beziehung zur 8-iso-PGF2α-

Ausscheidung; darüberhinaus korrelierte die 8-iso-PGF2α-Exkretion auch nicht mit der in 

vivo-TxA2-Synthese, die eine Aussage zur COX-Aktivität des gesamten Körpers liefert (vgl. 
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Abschnitt 3.16. sowie 4.4.4.1.). Diese Daten stimmen mit den Beobachtungen anderer Studien 

überein, aus denen ebenfalls gefolgert wurde, dass die COX-abhängige 8-iso-PGF2α-Synthese 

nicht signifikant zur 8-iso-PGF2α-Gesamtsynthese beiträgt (Patrono und FitzGerald 1997). 

Durch ASS in geringer Dosierung (z.B. 75 mg für 7 Tage) kann die 8-iso-PGF2α-Exkretion 

nicht reduziert werden (Catella et al. 1995). Im Gegenteil, es gibt sogar Hinweise, dass es 

unter ASS eher zu einer gesteigerten Isoprostan-Bildung kommt (Möbert und Becker 1998). 

Erklärt werden kann dies durch eine aufgrund der COX-Hemmung gesteigerte Ansammlung 

von AA, so dass in der Folge vermehrt AA für den Angriff reaktiver Sauerstoffspezies zur 

Verfügung steht. Die häufig in der vorliegenden Arbeit als Kontrolle dienende Gruppe der 

„Typ I-resistenten“ Patienten scheint sich in diesem Zusammenhang schlecht zu eignen, denn 

da in dieser Gruppe die PG-Bildung nur unzureichend durch ASS unterdrückt war, hätte man 

eher eine niedrigere Isoprostan-Synthese erwartet – das Gegenteil war aber der Fall: Die 8-

iso-PGF2α-Konzentrationen lagen signifikant höher im Vergleich zu den nicht „Typ I-

resistenten“ Patienten (vgl. Abb. 125 und Abb. 126). Die „Typ I-resistenten“ Patienten 

nehmen demnach eine Sonderstellung hinsichtlich der Isoprostan-Bildung ein.  

 
Über welchen Mechanismus die Isoprostane auf die Thrombozytenaggregation einwirken, 

wird seit vielen Jahren zum Teil kontrovers diskutiert. Es ist erwiesen, dass 8-iso-PGF2α an 

den TxA2-Rezeptor (TxA2-R) bindet. In einer aktuellen Arbeit von Khasawneh et al. konnten 

drei Aminosäuren des TXA2-R identifiziert werden, über welche 8-iso-PGF2α gebunden wird 

(Khasawneh et al. 2008). Durch den Einsatz von TxA2-Rezeptor-Antagonisten konnte gezeigt 

werden, dass 8-iso-PGF2α TxA2-Rezeptor-vermittelt zu einer Aktivierung von Thrombozyten 

führt: zur Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären Speichern, zur Formveränderung der 

Thrombozyten sowie zu einer reversiblen Aggregation (Morrow et al. 1992, Fukunaga et al. 

1993, Yin et al. 1994, Fukunaga et al. 1997, Audoly et al. 2000, Khasawneh et al. 2008). 

Darüberhinaus kann 8-iso-PGF2α eine dosisabhängige irreversible Aggregation auslösen, 

wenn gleichzeitig ein weiterer Thrombozytenagonist anwesend ist wie z.B. Kollagen, ADP 

oder Arachidonsäure, der alleine eingesetzt zu keiner Aggregation geführt hätte (Praticò et al. 

1996b, Khasawneh et al. 2008). TxA2-Rezeptor-Knock-out-Mäuse zeigen keine dieser Effekte 

(Audoly et al. 2000). Außerdem verstärkt 8-iso-PGF2α die Thrombozytenadhäsion und 

reduziert die antiadhäsiven und antiaggregatorischen Wirkungen von NO (Minuz et al. 1998).  

 
Die proaggregatorischen Wirkungen von 8-iso-PGF2α konnten in der Regel nur mit 

unphysiologisch hohen Konzentrationen nachgewiesen werden. Dem kann allerdings 

entgegengesetzt werden, dass 8-iso-PGF2α lediglich stellvertretend für eine Reihe von 
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Isoprostanen gemessen wird. Die durch freie Radikale katalysierte Umwandlung der AA 

bringt eine Vielzahl von biologisch aktiven Isoeicosanoiden hervor. Allein von den 

Isoprostanen der F2-Serie gibt es bis zu 64 Vertreter (Taber et al. 1997). Außerdem wäre es 

denkbar, dass es lokal durchaus auch zu sehr hohen Isoprostan-Konzentrationen kommen 

kann.  

 
Interessant ist, dass 8-iso-PGF2α auch antiaggregatorische Eigenschaften besitzt: Wird eine 

Aggregation mit einem TxA2-Analogon ausgelöst, so kann 8-iso-PGF2α die Aggregation 

hemmen (Morrow et al. 1992, Yin et al. 1994). Diese Beobachtung lässt vermuten, dass 8-iso-

PGF2α entweder ein partieller TxA2-Rezeptor-Agonist ist (Yin et al. 1994) oder dass 8-iso-

PGF2α neben der agonistischen Wirkung am TxA2-R noch einen separaten inhibitorischen 

Signalweg aktiviert. Die Daten von Khasawneh et al. sprechen für letztere Theorie, da die 

Autoren neben den bereits erwähnten Bindungsstellen für 8-iso-PGF2α am TxA2-R zusätzlich 

eine TxA2-Rezeptor-unabhängige Bindungsstelle ausfindig machen konnten. Zusätzlich 

stellten die Autoren fest, dass die inhibitorische Wirkung von 8-iso-PGF2α mit einem cAMP-

Konzentrationsanstieg verbunden war (Khasawneh et al. 2008). Diese Beobachtung spricht 

für einen zweiten Signalweg, der an einen anderen Rezeptor als den TxA2-R gebunden ist, 

z.B. an einen für die Isoprostane eigenen Rezeptor. Die Affinität von 8-iso-PGF2α an den 

TxA2-R scheint höher zu sein als die Affinität zu dem bislang unbekannten zweiten Rezeptor 

(Khasawneh et al. 2008).  

 
Da die TxA2-Rezeptoren bei komplett supprimierter TxA2-Synthese, so wie es für die 

Patienten der vorliegenden Studie der Fall war (die „Typ I-resistenten“ Patienten aus-

genommen), vermehrt für die Interaktion mit den Isoprostanen zur Verfügung stehen, lässt 

sich unter diesen Umständen eine stärker ausgeprägte pro- als antiaggregatorische Wirkung 

der Isoprostane vermuten. Tatsächlich konnte eine Korrelation zwischen der Kollagen-

induzierten Aggregation und der 8-iso-PGF2α-Exkretion nachgewiesen werden (vgl. 

Abb. 128). Die Korrelation war allerdings nur recht schwach. Auch die Beobachtung, dass es 

keinen Zusammenhang zur ADP- bzw. AA-induzierten Aggregation gab, macht deutlich, dass 

die vermehrte Bildung von 8-iso-PGF2α nur einen Teil der „ASS-Resistenz“ im Studien-

kollektiv erklären kann. Dennoch konnten zwei Grenzwerte, ein oberer (300 pg 8-iso-

PGF2α/mg Kreatinin) und ein unterer (150 pg 8-iso-PGF2α/mg Kreatinin), ermittelt werden, 

mit dessen Hilfe sich eine „ASS-Resistenz“ mit einer hohen Wahrscheinlichkeit vorhersagen 

ließ (vgl. Tab. 38 sowie Abb. 127). Das Risiko, von einer ASS-Low-Response betroffen zu 

sein, war doppelt so hoch (um den Faktor 2,3), wenn eine 8-iso-PGF2α-Exkretion von über 
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300 pg/mg Kreatinin gemessen worden war im Vergleich zu einer Exkretion von unter 

300 pg/mg Kreatinin (vgl. Tab. 38). Besonders deutlich äußerte sich die unzureichende ASS-

Wirkung der Patienten mit hoher Isoprostan-Bildung (über 300 pg/mg Kreatinin), wenn die 

Kollagen-Konzentrations-Wirkungskurven betrachtet wurden: Für diese Patienten reichte 

bereits eine signifikant niedrigere Kollagen-Konzentration aus verglichen mit denjenigen 

Patienten, die eine 8-iso-PGF2α-Exkretion von unter 300 pg/mg Kreatinin aufwiesen, um 

einen halbmaximalen Aggregationseffekt auszulösen (vgl. Abb. 129).  

 
In der Annahme, dass die „ASS-Resistenz“ bei stabilen KHK-Patienten zu einem Teil durch 

eine verstärkte Isoprostan-Bildung vermittelt wird und möglicherweise auch durch weitere 

Substanzen, die im Rahmen einer Entzündungsreaktion auftreten (vgl. Abschnitt 4.4.4.5. und 

4.4.4.6.), ist es wahrscheinlich, dass die Beziehung zwischen „oxidativem Stress“, 

systemischer Entzündung und der gegenüber ASS unempfindlichen Thrombozytenaktivierung 

durch eine Vielzahl von „feed-forward“-Mechanismen verstärkt und aufrechterhalten wird. So 

ist es z.B. bekannt, dass aktivierte Thrombozyten zu einer Verstärkung des „oxidativen 

Stresses“ führen, da sie ihrerseits in der Lage sind, beachtliche Mengen reaktiver Sauerstoff-

spezies (ROS) zu produzieren (Krötz et al. 2004), u.a. durch Aktivierung der thrombozytären 

Isoform der NADPH-Oxidase (Pignatelli et al. 2004). Außerdem werden eine Reihe von 

Substanzen (Interleukin-1β, sCD40L, P-Selektin, Plättchenfaktor 4, etc.) unmittelbar nach der 

Aktivierung von Thrombozyten sezerniert, synthetisiert oder auf der Thrombozytenoberfläche 

exponiert, durch die eine Vielzahl inflammatorischer Prozesse induziert werden (Gawaz et al. 

2005). Vaskuläre Entzündungsreaktionen führen wiederum zu einer gesteigerten Produktion 

von ROS (Nathan 2002, Stocker und Keaney 2004, Davì und Patrono 2007), wodurch es auf 

der einen Seite zu einer indirekten Thrombozytenaktivierung durch Verminderung der NO-

Bioverfügbarkeit kommen kann (Loscalzo 2003) und auf der anderen Seite zu einer 

verstärkten Lipid-Peroxidation mit der Synthese von Isoprostanen. Isoprostane sind 

vermutlich neben einer Steigerung der Thrombozytenaggregation auch direkt an der 

Aufrechterhaltung bzw. Verstärkung einer systemischen Entzündung beteiligt. Mit 8-iso-

PGF2α konnte z.B. eine Adhäsion von Monozyten an Endothelzellen hervorgerufen werden 

(Leitinger et al. 2001). Außerdem konnte für 8-iso-PGF2α eine Hochregulation der Expression 

verschiedener inflammatorischer Gene beobachtet werden (Scholz et al. 2003, Tang et al. 

2005). In Abb. 139 ist zusammengefasst, wie es bei den Low-Responder-Patienten im 

Studienkollektiv zu einer Thrombozytenaggregation trotz der ASS-Einnahme gekommen sein 

könnte und welche potentiellen Verstärkungsmechanismen zur Aufrechterhaltung der „ASS-

Resistenz“ beigetragen haben könnten.  



 Diskussion 

224 
 

 

            
 
Abb. 139: „Oxidativer Stress“ und Entzündung – Thrombozytenaggregation trotz ASS-
Einnahme. Obwohl ASS bei den KHK-Patienten der vorliegenden Studie eine komplette 
Unterdrückung der thrombozytären  TxA2-Synthese bewirkte, waren zum Teil Patienten mit 
erhöhtem „oxidativen Stress“ oder Anzeichen einer geringgradigen Entzündung von einer 
unzureichenden Aggregationshemmung betroffen. Bei diesen Patienten hat vermutlich eine 
vermehrte Synthese von Verbindungen, die anstelle von TxA2 mit dem TxA2-Rezeptor (TxA2-R) 
interagieren können (z.B. Isoprostane), zur „ASS-Resistenz“ beigetragen. Die mit Plus-
Symbol gekennzeichneten Pfeile zeigen potentielle „feed-forward“-Mechanismen auf, die für 
eine Verstärkung und Aufrechterhaltung der „ASS-Resistenz“ verantwortlich sein könnten.  
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4.4.4.8. Genetische Ursachen 

 
Als Ursache einer „ASS-Resistenz“ kommen auch genetische Faktoren in Frage. Zahlreiche 

Studien haben sich bisher sowohl mit COX-Polymorphismen auseinandergesetzt als auch mit 

Polymorphismen etlicher thrombozytärer Oberflächenrezeptoren (Goodman et al. 2007). 

Während genetische Variationen des COX-1-Gens mit einer „Typ II-Resistenz“ in 

Verbindung gebracht wurden (siehe Abschnitt 4.3.3.), können Polymorphismen von 

Oberflächenrezeptoren Ursache einer „Typ III-Resistenz“ sein. In einer Studie von Faraday et 

al. wurde die Erblichkeit einer „ASS-Resistenz“ anhand von insgesamt 1.880 asympto-

matischen Probanden aus 309 weißen und 208 schwarzen Familien, in denen sich bereits in 

jüngeren Jahren eine KHK manifestiert hatte, untersucht. Die Autoren stellten fest, dass die 

nach ASS-Einnahme (81 mg/Tag) verbliebene Thrombozytenaktivität in hohem Maße von 

erblichen Faktoren mitbestimmt wurde (Faraday et al. 2007). Davon waren hauptsächlich die 

nicht direkt von der COX abhängigen Aktivierungswege betroffen, d.h. die „ASS-Resistenz“ 

vom Typ III scheint in besonderem Maße genetischen Einflüssen zu unterliegen. In der 

Mehrzahl der Fälle zeigte sich eine verstärkte Thrombozyten-Restaktivität nach ASS-

Einnahme, wenn auch schon vor der ASS-Einnahme eine hohe Thrombozytenaktivität 

beobachtet wurde (Faraday et al. 2007).  

 
Auf Polymorphismen im Kollagen-Rezeptor-Gen wurde bereits im Zusammenhang mit einer 

Hypersensitivität gegenüber Kollagen in Abschnitt 4.4.4.2. eingegangen. Genetische 

Veränderungen der ADP-Rezeptoren könnten eine Erklärung für die bei den „Typ III-

resistenten“ Patienten beobachtete Hypersensitivität gegenüber ADP liefern. Neben 

Polymorphismen des P2Y1-Gens (siehe Abschnitt 4.4.4.3.) kommen auch Polymorphismen 

des P2Y12-Gens in Frage, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden (siehe auch 

Abschnitt 1.7.3.). Für den 52G>T-Polymorphismus (H2-Haplotyp) des P2Y12-Rezeptors 

konnte allerdings keine Assoziation mit einer „ASS-Resistenz“ festgestellt werden (vgl. 

Abschnitt 3.17.). Träger des H2-Haplotyps zeigten im Vergleich zu Nichtträgern keine 

verstärkte Thrombozytenaggregation, weder nach ADP-Induktion (vgl. Abb. 134 links) noch 

nach Kollagen-Induktion (vgl. Abb. 132 links und Abb. 133 links) – zwei aggregations-

auslösende Wege, die eng miteinander korrelierten (vgl. Abb. 71). Dieses Ergebnis steht im 

Gegensatz zu den Ergebnissen von Fontana et al., die bei gesunden, nicht behandelten 

Trägern des H2-Haplotyps eine deutlich erhöhte Aggregationsantwort auf ADP feststellten 

(Fontana et al. 2003a). Die Autoren hatten vermutet, dass betroffene Patienten – trotz einer 

antithrombozytären Therapie – einem höheren Risiko für atherothrombotische Ereignisse 
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ausgesetzt sind. Da in der vorliegenden Studie keine verminderte ASS-Wirkung im 

Zusammenhang mit dem H2-Haplotyp beobachtet werden konnte, und da in einer kürzlich 

veröffentlichten klinischen Studie mit 540 KHK-Patienten kein erhöhtes kardiovaskuläres 

Risiko für Träger des H2-Haplotyps festzustellen war (Schettert et al. 2006), kann die 

Vermutung von Fontana et al. nicht bestätigt werden. Bernardo et al. und Lev et al. 

untersuchten ebenfalls den H2-Haplotyp im Zusammenhang mit einer „ASS-Resistenz“; die 

Autoren nutzten jeweils eine andere Definition der „ASS-Resistenz“ bzw. verwendeten eine 

andere Methode zur „Resistenz“-Bestimmung (PFA-100® in der Arbeit von Bernardo et al.) 

im Vergleich zur vorliegenden Studie. Aber auch diese zwei Arbeiten kamen zu dem Schluss, 

dass dem H2-Haplotyp keine Bedeutung unter einer ASS-Therapie zukommt (Bernardo et al. 

2006, Lev et al. 2007). Auch unter der Behandlung mit Clopidogrel scheint es zwischen 

Trägern und Nichtträgern des H2-Haplotyps keine Unterschiede hinsichtlich der 

Thrombozytenaggregation zu geben (Angiolillo et al. 2005).  

 
Der zweite P2Y12-Rezeptor-Polymorphismus (34C>T), der in der vorliegenden Arbeit 

untersucht wurde, war ebenfalls nicht mit einer reduzierten ASS-Antwort verbunden (vgl. 

Abb. 132, Abb. 133 sowie Abb. 134 jeweils rechts). Diese Beobachtung stimmt sowohl mit 

dem Ergebnis von Fontana et al. bei unbehandelten Probanden überein (Fontana et al. 2003a) 

als auch mit dem Ergebnis einer klinischen Studie von Ziegler et al., in der weder der 34C>T- 

noch der 52G>T-Polymorphismus mit einem erhöhten Risiko für zerebrovaskuläre Ereignisse 

bei pAVK-Patienten unter ASS-Therapie assoziiert werden konnte (Ziegler et al. 2005). 

Interessant ist, dass in derselben Studie Träger des 34T-Allels im Vergleich zu Nichtträgern 

unter einer Dauertherapie mit Clopidogrel ein vierfach erhöhtes Risiko für neurologische 

Ereignisse zeigten (Ziegler et al. 2005).  

 
Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und der Studie von 

Fontana et al. (2003a) in Bezug auf den H2-Haplotyp könnte wie folgt erklärt werden: Eine 

Aktivierung des P2Y12-Rezeptors führt u.a. zu einer gesteigerten TxA2-Produktion (Paul et al. 

1999, Jin et al. 2002, Shankar et al. 2006). Diese war bei den Patienten der vorliegenden 

Studie komplett supprimiert – im Gegensatz zu den Probanden der Studie von Fontana et al., 

die nicht mit ASS behandelt wurden. Somit könnte vermutet werden, dass der H2-Haplotyp 

vor allem in eine verstärkte TxA2-Synthese involviert ist. Das hätte bei unbehandelten 

Probanden tatsächlich eine erhöhte Aggregation zur Folge, während der Effekt unter ASS-

Behandlung nicht zum Tragen käme. Um diesen Mechanismus näher zu untersuchen, wäre 

z.B. die Verwendung von TxA2-Rezeptor-Antagonisten in weiteren Studien interessant. Auch 
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Hetherington et al. führten Untersuchungen zum H2-Haplotyp sowie zu drei weiteren P2Y12-

Polymorphismen durch. Das Studienkollektiv erhielt keine antithrombozytäre Therapie; die 

Autoren überprüften die Fibrinogen-Bindung an aktivierte GPIIb-IIIa-Rezeptoren. Keiner der 

Polymorphismen hatte einen Einfluss auf die Fibrinogen-Bindung (Hetherington et al. 2005). 

Auch dieses Ergebnis stimmt mit der vorliegenden Arbeit überein, wenn der H2-Haplotyp für 

eine gesteigerte TxA2-Bildung nach P2Y12-Rezeptor-Stimulation von Bedeutung ist, denn es 

ist bekannt, dass die Fibrinogen-Bindung in einer direkten Beziehung zur ADP-Rezeptor-

Aktivierung steht, jedoch relativ unbeeinflusst von der TxA2-Bildung ist. Zusammenfassend 

trägt weder der 52G>T-Polymorphismus (H2-Haplotyp) noch der 34C>T-Polymorphismus in 

größerem Ausmaß zur „ASS-Resistenz“ bei. Auch das gleichzeitige Vorhandensein beider 

Polymorphismen scheint für die ASS-Wirkung bedeutungslos zu sein (vgl. Abb. 135).  

 
Als eine weitere mögliche genetische Ursache einer „ASS-Resistenz“ vom Typ III kommen 

Polymorphismen des GPIIb-IIIa-Rezeptors in Frage. Der häufig vorkommende PlA2-

Polymorphismus im GPIIIa-Gen wurde sowohl mit einer verminderten Unterdrückung der 

Thrombin-Bildung nach ASS-Einnahme assoziiert (Undas et al. 1999) als auch mit einer 

verkürzten Blutungszeit (Szczeklik et al. 2000). Allerdings ist die Datenlage zum Teil 

widersprüchlich (Cooke et al. 1998, Michelson et al. 2000, Macchi et al. 2003, Lev et al. 

2007), so dass die Bedeutung dieses Polymorphismus zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht 

geklärt ist.  

 
Interessant könnten insbesondere im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit genetische 

Variationen im COX-2-Gen sein. Cipollone et al. untersuchten den 765G>C-Polymorphismus 

in einem Kollektiv von 864 Post-MI-Patienten und einer gleichen Anzahl von Kontroll-

Patienten. Die Autoren stellten fest, dass Träger des Polymorphismus ein signifikant 

geringeres MI- und Schlaganfall-Risiko aufwiesen als Nichtträger (Cipollone et al. 2004b). 

Der Mechanismus, über welchen dieser Polymorphismus seine protektive Wirkung vermittelt, 

ist noch unbekannt. Allerdings geht der Polymorphismus sowohl mit einer verminderten 

COX-2-Expression und -aktivität als auch mit einer signifikanten Reduzierung der Serum-

CRP-Konzentration einher (Papafili et al. 2002, Cipollone et al. 2004b). Außerdem konnte 

kürzlich bei gesunden Probanden gezeigt werden, dass es unter der Behandlung mit 100 mg 

ASS bei Trägern des 765C-Allels im Vergleich zu Nichtträgern zu einer signifikant stärkeren 

Inhibierung der 11-dehydro-TxB2-Sythese kam. Es sind allerdings nur 24 Probanden 

untersucht worden (Gonzalez-Conejero et al. 2005). Ob andere Polymorphismen des COX-2-

Gens eine Rolle bei der „ASS-Resistenz“ spielen, ist eine ebenfalls derzeit offene Frage.  
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4.4.5.  Therapeutische Möglichkeiten zur Überwindung einer „ASS-Resistenz“ 

vom Typ III 

 
In der Literatur lassen sich mehrere Hinweise finden, dass eine „ASS-Resistenz“ bei einigen 

Patienten durch eine Erhöhung der täglichen ASS-Dosis zu überwinden ist. Zum Beispiel 

ergab die Metaanalyse von Hovens et al. zur Prävalenz der „ASS-Resistenz“, dass in Studien 

mit ASS-Dosen ≥ 300 mg/Tag signifikant seltener eine unzureichende ASS-Wirkung zu 

beobachten war als in Studien mit täglichen Dosen von ≤ 100 mg ASS (Hovens et al. 2007). 

Einige zusätzliche Untersuchungen bestätigen diese Beobachtung (Christiaens et al. 2003, 

Macchi et al. 2003, Malhotra et al. 2003, Abaci et al. 2005, Lee et al. 2005, von Pape et al. 

2005, Gurbel et al. 2007b). So bestimmten z.B. Macchi et al. die Wirkung von 160 mg 

ASS/Tag mittels PFA-100® bei 98 Patienten mit stabiler Angina pectoris. Es wurden 29 

„ASS-resistente“ Patienten (29,6%) identifiziert, von denen im Anschluss 25 Patienten für 

mindestens einen Monat mit 300 mg ASS/Tag behandelt wurden. Eine erneute Bestimmung 

der Plättchenfunktion ergab, dass unter der höheren ASS-Dosis nur noch 11 Patienten 

„resistent“ waren (Macchi et al. 2003). Von Pape und Mitarbeiter machten eine ähnliche 

Beobachtung bei der Untersuchung von 212 Post-MI-Patienten. Unter der Therapie mit 

100 mg ASS waren zunächst 18,4% der Patienten „ASS-resistent“, nach Steigerung der 

Compliance nur noch 10,4% und nach Erhöhung der ASS-Dosis auf 200 bis 300 mg/Tag nur 

noch 1,4% (von Pape et al. 2005). In diesen Studien konnte aufgrund der verwendeten 

Methodik nicht zwischen COX-abhängiger und COX-unabhängiger „ASS-Resistenz“ 

unterschieden werden, so dass die Frage schwer zu beantworten ist, ob die beobachteten 

positiven Effekte der höheren ASS-Dosierung auch für „Typ III-resistente“ Patienten gelten. 

Hierzu liefert die ASPECT-Studie (Aspirin-Induced Platelet Effect Study) ein interessantes 

Ergebnis (Gurbel et al. 2007b). Die Autoren konnten in einem Kollektiv von 125 stabilen 

KHK-Patienten zeigen, dass trotz nahezu komplett inhibierter AA-induzierter Aggregation, 

eine variable Kollagen- und ADP-induzierte Aggregation zu beobachten war, die tatsächlich 

in einer Beziehung zur eingenommenen ASS-Dosis stand (162 mg ASS/Tag waren effektiver 

als 81 mg ASS/Tag). Es wurde vermutet, dass ASS neben der COX-1-Hemmung weitere 

antithrombozytäre Effekte in Abhängigkeit von der Dosis ausübt (Gurbel et al. 2007b).  

 
Demnach mag eine Erhöhung der ASS-Dosis durchaus erfolgversprechend sein, allerdings 

scheint es, dass bei weitem nicht jeder „ASS-Low-Responder“ davon profitiert. Zum Beispiel 

wurde in dem Fallbeispiel 1 der vorliegenden Arbeit (siehe Abschnitt 3.18.) die ASS-Dosis 

von 100 mg auf 300 mg erhöht. Es zeigte sich eine Reduzierung der maximalen Kollagen-
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induzierten Aggregation um ca. 10%, die ADP-induzierte blieb unverändert. Da die Werte 

nach wie vor einer „ASS-Low-Response“ zuzuordnen waren, stellte die Dosiserhöhung für 

diese Patientin keine sinnvolle therapeutische Alternative dar. Auch darf nicht außer Acht 

gelassen werden, dass jede Steigerung der Dosis mit einer Zunahme an Nebenwirkungen 

verbunden ist (siehe Abschnitt 1.2.6.). Außerdem konnte in den aktuellen Metaanalysen zur 

klinischen Relevanz der „ASS-Resistenz“ keine Beziehung zwischen der Ereignisrate und der 

ASS-Dosis festgestellt werden (Snoep et al. 2007, Krasopoulos et al. 2008). Auch die vielen 

großen klinischen Studien zur Überprüfung der Effektivität von ASS haben ergeben, dass 

höhere ASS-Dosen keine höhere antithrombotische Wirksamkeit zur Folge hatten (ATC 

2002, Campbell et al. 2007, siehe auch Abschnitt 1.2.6.). Das bedeutet zwar nicht, dass es im 

Einzelfall nicht dennoch zu einer verbesserten antithrombozytären Wirksamkeit kommen 

kann, aber grundsätzlich löst eine erhöhte ASS-Dosis nicht das vielfältige Problem der „ASS-

Resistenz“.  

 
Die vorliegende Arbeit konnte einen Zusammenhang zwischen einer „ASS-Resistenz“ und 

Entzündungsprozessen zeigen (vgl. Abschnitt 4.4.1.2.) sowie eine Beteiligung der COX-2 an 

der Aggregationsreaktion (vgl. Abschnitt 4.4.4.6.). Dennoch werden COX-2-Hemmer zur 

Überwindung einer „ASS-Resistenz“ höchstwahrscheinlich keine Rolle spielen, da seit 

einiger Zeit bekannt ist, dass COX-2-Hemmer das kardiovaskuläre Risiko erhöhen, 

vermutlich aufgrund der Unterdrückung der endothelialen Prostacyclin-Synthese (Steffel et al. 

2006).  

 
Eine vielversprechende Behandlungsmöglichkeit bei Vorliegen einer „ASS-Resistenz“ stellt 

die zusätzliche Gabe eines ADP-Rezeptor-Antagonisten (z.B. Clopidogrel) dar. In der 

vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass die Thrombozyten „ASS-resistenter“ Patienten 

besonders stark auf den Agonisten ADP ansprechen (vgl. Abschnitt 4.4.4.3.), so dass eine 

Blockierung des ADP-abhängigen Aktivierungsweges durch Clopidogrel äußerst sinnvoll 

erscheint. Wie in den Fallbeispielen (siehe Abschnitt 3.18.) gezeigt, konnte durch die duale 

Behandlung mit ASS und Clopidogrel sowohl die ADP-induzierte Aggregation um 18% 

(Fallbeispiel 1) bzw. 26% (Fallbeispiel 2) gesenkt werden als auch die Kollagen-induzierte 

Aggregation um 21% (Fallbeispiel 1) bzw. 17% (Fallbeispiel 2) im Vergleich zur ASS-

Monotherapie (vgl. auch Abschnitt 3.18.3. Tab. 40, Abb. 136 sowie Abb. 137). Das 

Fallbeispiel 1 demonstriert zusätzlich, dass die alleinige Behandlung mit Clopidogrel nicht in 

Frage kommt, da sowohl die AA- als auch die Kollagen-induzierte Aggregation nicht oder nur 

unzureichend durch Clopidogrel beeinflusst wird (vgl. Tab. 40 sowie Abb. 136).  
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Neben dem direkten Effekt von Clopidogrel auf die ADP-induzierte Thrombozyten-

aggregation könnten sich möglicherweise noch weitere Eigenschaften des Clopidogrels auf 

Faktoren, die im Zusammenhang mit einer „ASS-Resistenz“ von Bedeutung sind, positiv 

auswirken. So konnte z.B. kürzlich in einer Studie mit 103 ASS-behandelten KHK-Patienten 

gezeigt werden, dass es durch die zusätzliche Einnahme von Clopidogrel sowohl zu einer 

Reduzierung oxidativer (8-iso-PGF2α) als auch inflammatorischer Parameter (CRP, sCD40L, 

RANTES) kam (Heitzer et al. 2006). Da in der vorliegenden Studie sowohl oxidative als auch 

entzündliche Vorgänge mit einer „ASS-Resistenz“ assoziiert wurden (siehe Abschnitt 4.4.1.2. 

sowie Abschnitt 4.4.4.5. bis 4.4.4.7.), erscheint eine zusätzliche Behandlung der „resistenten“ 

Patienten mit Clopidogrel vor diesem Hintergrund als besonders aussichtsreich. Tatsächlich 

hatte sich die Isoprostan-Ausscheidung in den beiden Fallbeispielen um 29% (Fallbeispiel 1) 

bzw. um 38,5% (Fallbeispiel 2) unter der Kombinationstherapie reduziert (vgl. Abschnitt 

3.18.3.1.).  

 
Unterstützt wird die Vermutung, dass „ASS-resistente“ Patienten von Clopidogrel profitieren 

könnten, durch eine kürzlich von Eikelboom et al. publizierte randomisierte, doppelblinde, 

Placebo-kontrollierte Crossover-Studie mit 36 ASS-behandelten pAVK-Patienten. Die 

Autoren konnten nachweisen, dass bei denjenigen Patienten, bei denen ASS die geringste 

Plättcheninhibition hervorgerufen hatte, die größten antiaggregatorischen Effekte von 

Clopidogrel zu beobachten waren (Eikelboom et al. 2005). In den verschiedenen großen 

klinischen Studien zur Bestimmung der Wirksamkeit einer dualen antithrombozytären 

Therapie im Vergleich zur ASS-Monotherapie zeigte sich, dass die Kombination aus ASS und 

Clopidogrel hinsichtlich der kardiovaskulären Ereignisrate der Monotherapie deutlich 

überlegen war (COMMIT [ClOpidogrel and Metoprolol in Myocardial Infarction Trial], Chen 

et al. 2005; CURE [Clopidogrel in Unstable angina to prevent Recurrent Events], Yusuf et al. 

2001; PCI-CURE [Substudie von CURE], Mehta et al. 2001; CREDO [Clopidogrel for the 

Reduction of Events During Observation], Steinhubl et al. 2002). Während in der 

CHARISMA (Clopidogrel for High Atherothrombotic Risk and Ischemic Stabilization, 

Management, and Avoidance)-Studie zunächst kein Vorteil für die Kombinationstherapie 

festgestellt wurde (Bhatt et al. 2006), ergab eine spätere Subgruppen-Analyse von insgesamt 

9.478 Patienten mit früherem MI, Schlaganfall oder mit symptomatischer pAVK, dass die 

Patienten unter der Behandlung mit ASS und Clopidogrel signifikant seltener von einem 

vaskulärbedingten Ereignis betroffen waren als die Patienten unter der alleinigen ASS-

Therapie; das Auftreten schwerer Blutungen war unabhängig vom Therapieregime (Bhatt et 

al. 2007). Diese Subgruppen-Analyse verdeutlicht, dass es wichtig ist, die bestimmten 
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Patientengruppen zu identifizieren, die von einer dualen antithrombozytären Therapie 

profitieren könnten. Die Studie von Pamukcu et al. ist bisher eine der wenigen Studien, in der 

„ASS-resistente“ KHK-Patienten mit Clopidogrel behandelt und nachbeobachtet wurden. Die 

Autoren behandelten 28 zuvor mittels PFA-100® identifizierte „ASS-resistente“ KHK-

Patienten mit zusätzlich 75 mg Clopidogrel für 6 bis 12 Monate. Tatsächlich traten vermehrt 

kardiovaskuläre Ereignisse auf, wenn Clopidogrel abgesetzt und die Behandlung mit ASS 

alleine fortgesetzt wurde (Pamukcu et al. 2007).  

 
Wenngleich die ASS-Clopidogrel-Therapie erfolgversprechend scheint, so haben sich doch in 

letzter Zeit Berichte gehäuft, in denen eine „Clopidogrel-Resistenz“ beobachtet worden war 

(Michos et al. 2006, Wang et al. 2006, Snoep et al. 2007). Von besonderer Bedeutung ist die 

kombinierte „ASS-Clopidogrel-Resistenz“ (Lev et al. 2006, Templin et al. 2006). Lev et al. 

konnten z.B. in einem Kollektiv mit 150 KHK-Patienten zeigen, dass 47,4% der „ASS-

resistenten“ Patienten (9 von 19 Patienten) auch von einer „Clopidogrel-Resistenz“ betroffen 

waren (Lev et al. 2006). Es stellt sich die Frage, ob diese duale „Resistenz“ auch bei anderen 

P2Y12-Rezeptor-Antagonisten auftritt. Es befinden sich derzeit einige interessante Substanzen 

in der klinischen Erprobung, so z.B. Prasugrel (Jakubowski et al. 2007) oder AZD6140 

(Steinhubl und Roe 2007).  

 
Wie in Abschnitt 4.4.4.7. beschrieben, spielt wahrscheinlich die vermehrte Bildung von 

Isoprostanen für die Ausprägung einer „ASS-Resistenz“ eine wichtige Rolle. Da 

nachgewiesen werden konnte, dass Isoprostane am TxA2-Rezeptor agonistisch wirken, 

kommt der Behandlung einer „ASS-Resistenz“ mit TxA2-Rezeptor-Antagonisten möglicher-

weise eine entscheidende Bedeutung zu. Die Behandlung könnte zunächst bei rein 

mechanistischer Betrachtung mehrere Vorteile miteinander verbinden: Nicht nur die 

aggregationsfördernde Wirkkomponente der Isoprostane (und auch vielleicht die der HETE-

Verbindungen, siehe Abschnitt 4.4.4.6.) würde inhibiert, sondern gleichzeitig auch die 

aggregationshemmende Wirkkomponente der Isoprostane verstärkt – durch Anreicherung an 

einen cAMP-gekoppelten Rezeptor (Isoprostan-Rezeptor?) infolge der Verdrängung vom 

TxA2-R (Khasawneh et al. 2008, siehe auch Abschnitt 4.4.4.7.). Auch die erwünschte 

Prostacyclin-Synthese wird durch TxA2-R-Antagonisten nicht supprimiert, im Gegenteil: Für 

den kombinierten TxA2-R-Antagonisten und TxA2-Synthase-Inhibitor Terbogrel konnte sogar 

eine Steigerung der Prostacyclin-Bildung beobachtet werden (Guth et al. 2004). Im 

Zusammenhang mit einer „ASS-Resistenz“ wurde Terbogrel von der Arbeitsgruppe um 

Zimmermann et al. untersucht. Bei „ASS-resistenten“ Patienten nach Bypass-Operation 



 Diskussion 

232 
 

konnten die Autoren eine erfolgreiche Hemmung der Thrombozytenaggregation durch 

Terbogrel beobachten (Zimmerman et al. 2003). Es handelte sich bei diesen Patienten 

allerdings um Patienten mit einer „Typ II-Resistenz“ (siehe Abschnitt 1.4.5.), so dass es sehr 

interessant bleibt, abzuwarten, ob auch Patienten mit einer „Typ III-Resistenz“ von einer 

Therapie mit TxA2-R-Antagonisten profitieren könnten. Derzeit ist allerdings noch kein 

TxA2-R-Antagonist für den klinischen Gebrauch zugelassen.  

 
Vor dem Hintergrund, dass ein gestörtes Gleichgewicht der körpereigenen pro- und 

antioxidativen Systeme mit der Folge des „oxidativen Stresses“ für eine „ASS-Resistenz“ 

mitverantwortlich sein könnte, ist zu überlegen, ob eine verbesserte ASS-Wirkung erreichbar 

wäre, wenn zusätzlich Antioxidantien eingenommen würden. In der vorliegenden Arbeit 

wurden die Patienten zwar auch nach der Einnahme von Antioxidantien gefragt, und 18,5% 

der Patienten nahmen auch regelmäßig täglich mindestens ein antioxidativ wirkendes 

Nahrungsergänzungsmittel zu sich (vgl. Abschnitt 3.1.3.4.) – ein Zusammenhang zur „ASS-

Resistenz“ konnte aber nicht festgestellt werden (vgl. Abschnitt 3.12.). Da im Rahmen dieser 

Studie weder Art und Dosierung des Antioxidans noch ein definierter Behandlungszeitraum 

festgelegt worden war, konnte kaum mit einem positiven Ergebnis gerechnet werden. In der 

AVASAS (Aspirin Versus AScorbic acid plus Aspirin in Stroke)-Studie konnte hingegen 

gezeigt werden, dass die kombinierte Behandlung mit ASS (300 mg/Tag) und Vitamin C 

(200 mg/Tag) im Vergleich zur alleinigen ASS-Therapie mit einer signifikant geringeren 

Isoprostan-Exkretion einherging (Polidori et al. 2005). Davì et al. stellten bei Untersuchungen 

an Patienten mit Hypercholesterinämie (Davì et al. 1997) bzw. Diabetes (Davì et al. 1999) 

fest, dass es unter einer Behandlung mit Vitamin E nicht nur zu einer signifikanten Reduktion 

der 8-iso-PGF2α-Konzentration kam, sondern auch zu einer geringeren Thrombozyten-

aktivierung, gemessen anhand der TxB2-Metabolit-Exkretion. Cipollone et al. bestimmten 

Vitamin E-Plasma-Konzentrationen von ASS-behandelten Patienten mit instabiler Angina 

pectoris und entdeckten eine inverse Korrelation zur Ausscheidungsrate von sowohl 8-iso-

PGF2α als auch 11-dehydro-TxB2 (Cipollone et al. 2000). Diese Arbeiten lieferten die ersten 

Hinweise, dass es nicht nur zu einer Reduktion des „oxidativen Stresses“ unter Antioxidantien 

kommt, sondern infolgedessen möglicherweise auch zu einer Verminderung der 

Thrombozytenaktivität.  

 
Allerdings ist der Nutzen einer Vitamin-Supplementierung zur Prophylaxe kardiovaskulärer 

Erkrankungen sehr umstritten. Aus mehreren großen randomisierten kontrollierten Studien 

ließ sich kein Nutzenbeleg ableiten (Vivekananthan et al. 2003). In einer kürzlich 
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veröffentlichten Metaanalyse wurde u.a. für Vitamin E sogar eine erhöhte Sterblichkeit 

festgestellt (Bjelakovic et al. 2007). Lediglich in der CHAOS (Cambridge Heart AntiOxidant 

Study)-Studie hatte die Einnahme von Vitamin E zu einer deutlichen Senkung der 

Herzinfarktrate geführt (Stephens et al. 1996). Roberts et al. kritisierten die bisher 

durchgeführten Studien zur Wirksamkeit von Antioxidantien, da in keiner dieser Studien 

überprüft worden war, ob es durch das Antioxidans tatsächlich auch zu einer Beeinflussung 

des „oxidativen Stresses“ gekommen war (Roberts et al. 2007). Die Autoren hatten in eigenen 

Untersuchungen festgestellt, dass mehrere Faktoren für eine bestmögliche Reduzierung des 

„oxidativen Stresses“ zusammenwirken müssen – eine längerfristige antioxidative 

Behandlungsdauer (mindestens 16 Wochen) und eine ausreichend hohe Dosierung 

(1.600 I.E./Tag oder 3.200 I.E./Tag); außerdem ist entscheidend, ob das natürliche oder das 

künstliche Vitamin E eingenommen wird (Burton et al. 1998) und ob auch tatsächlich ein 

Zustand erhöhten „oxidativen Stresses“ nachweisbar ist. Meagher et al. vermuteten, dass nur 

deshalb häufig keine positiven Effekte von Antioxidantien zu beobachten wären, weil bei 

einigen Probanden/Patienten möglicherweise gar kein „oxidativer Stress“ vorgelegen habe 

(Meagher et al. 2001). Demzufolge wären Studien wünschenswert, in denen überprüft würde, 

ob „ASS-resistente“ Patienten mit hohem „oxidativen Stress“ von einer ASS-Antioxidans-

Kombination profitieren könnten.  

 

 

 

4.5.  Schlussfolgerungen 

 
Die vorliegende Studie zeigt, dass zahlreiche stabile KHK-Patienten, die zur kardiovaskulären 

Sekundärprophylaxe mit 100 mg ASS/Tag behandelt werden, von einer unbefriedigenden 

Thrombozytenaggregationshemmung betroffen sind. Es handelt sich bei dieser „ASS-

Resistenz“ nicht um ein Unvermögen von ASS, die COX zu hemmen; d.h. eine „ASS-

Resistenz im engeren Sinne“ („Typ II-Resistenz“) ist bei stabilen KHK-Patienten nicht oder 

allenfalls nur sehr selten anzutreffen. Vielmehr handelt es sich in einigen Fällen um eine Non-

Compliance oder um eine Abschwächung der ASS-Wirkung aufgrund einer Interaktion mit 

NSAIDs („Typ I-Resistenz“). Diese Form der „Resistenz“ ist prinzipiell vermeidbar. Ein sehr 

viel größeres Problem stellt die „Typ III-Resistenz“ dar, die im Studienkollektiv am 

häufigsten beobachtet wurde. Diese Patienten zeigen eine starke Thrombozytenaggregation, 

die über Wege hervorgerufen wird, die durch die alleinige Hemmung der COX nicht 
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beeinflusst werden können. Vermutlich sind diese Patienten einem erhöhten Risiko für 

wiederkehrende kardiovaskuläre Ereignisse ausgesetzt; die retrospektive Analyse der 

vorliegenden Arbeit unterstützt die Hypothese.  

 
Eine „ASS-Resistenz“ vom Typ III scheint durch verschiedene Faktoren hervorgerufen zu 

werden. Insbesondere scheinen Anzeichen einer chronisch systemischen Entzündung und ein 

gestörtes oxidatives/antioxidatives Gleichgewicht zu einer unzureichenden ASS-Wirkung 

beizutragen. Möglicherweise spielt die COX-unabhängige Bildung von proaggregatorisch 

wirksamen Isoprostanen eine zentrale Rolle.  

 
Trotz der offensichtlichen Grenzen der antithrombozytären ASS-Therapie stellt die 

Behandlung mit ASS gegenwärtig die bestmögliche Wahl in der Sekundärprophylaxe der 

KHK dar. Derzeit kann für die klinische Praxis kein Thrombozytenfunktionstest zur 

Identifizierung „ASS-resistenter“ Patienten empfohlen werden und auch keine Umstellung 

der Therapie. Die zusätzliche Gabe von Clopidogrel oder TxA2-Rezeptor-Antagonisten sind 

vielversprechende Ansätze zur Überwindung einer „ASS-Resistenz“, aber noch stehen große 

klinische Studien aus, die diese Therapieoptionen systematisch untersuchen. Möglicherweise 

mag es in ferner Zukunft eine individualisierte antithrombozytäre Therapie geben – bis dahin 

müssen aber noch viele weitere Erkenntnisse zur „ASS-Resistenz“ gewonnen werden.  
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5.  Zusammenfassung – Summary 
 
Hintergrund: Niedrig dosierte Acetylsalicylsäure (ASS) ist das Mittel der Wahl in der 

antithrombozytären Sekundärprophylaxe der koronaren Herzerkrankung (KHK). Trotz ASS-

Therapie erleidet eine beachtliche Anzahl von Patienten erneut kardiovaskuläre Ereignisse. 

Daher stellt sich die Frage, ob diese Ereignisse zum Teil das Resultat einer fehlenden oder 

verminderten Wirkung von ASS („ASS-Resistenz“) sind. Zu dem Phänomen der „ASS-

Resistenz“ können gegenwärtig zahlreiche Fragen nicht ausreichend beantwortet werden: 

Kommt der „ASS-Resistenz“ eine klinische Bedeutung zu? Wie häufig tritt sie auf? Welche 

Methode zur „Resistenz“-Bestimmung liefert die zuverlässigsten Ergebnisse? Welche 

Ursachen und Mechanismen liegen einer mangelnden ASS-Wirkung zugrunde? Gibt es 

therapeutische Alternativen zur Überwindung einer „ASS-Resistenz“?  

 
Zielsetzung: Ziel der vorliegenden Arbeit war, „ASS-resistente“ KHK-Patienten zu 

identifizieren, zu charakterisieren und verschiedene Hypothesen zu „Resistenz“-Mechanismen 

zu überprüfen. Es sollte untersucht werden, ob eine verstärkte COX-2-Expression in 

Thrombozyten, eine extrathrombozytäre Thromboxan A2-Synthese, eine vermehrte Bildung 

von Isoprostanen oder genetische Variationen des thrombozytären P2Y12-Rezeptors zur 

„ASS-Resistenz“ beitragen.  

 
Methoden: Es wurden 130 stabile KHK-Patienten, die mit 100 mg ASS/Tag behandelt 

wurden, in die Studie eingeschlossen. Die Patienten wurden ausführlich zu kardiovaskulären 

Risikofaktoren, zur Krankengeschichte und zur aktuellen Medikation befragt. Die 

Bestimmung der Thrombozytenaggregation erfolgte turbidimetrisch in plättchenreichem 

Plasma. Als Agonisten wurden Kollagen (0,5, 1, 2, 5 und 10 mg/l), AA (1 mM) und ADP 

(2 µM) verwendet. Außerdem wurde der Einfluss von 100 µM ASS und 10 µM des selektiven 

COX-2-Hemmers Rofecoxib in vitro auf die Aggregation untersucht. Die Kollagen-induzierte 

TxB2-Bildung wurde mittels EIA bestimmt. Die ASS-Metabolite Salicylsäure und Salicyl-

ursäure wurden im Urin mittels HPLC quantifiziert. Es wurden COX-1-Vollblut-Aktivitäts-

assays durchgeführt sowie Versuche zur Ermittlung der COX-2-Vollblut-Aktivität sowohl 

hinsichtlich der PGE2- als auch TxB2-Bildung. Darüberhinaus wurde die Urinexkretion der 

Metabolite 2,3-dn-TxB2 und 2,3-dn-6-keto-PGF1α mittels GC-tandem MS analysiert. Anhand 

von Western Blots erfolgte die Quantifizierung der COX-2 aus Thrombozytenproteinen. 

Mittels IAC und GC-MS wurde die 8-iso-PGF2α-Exkretion bestimmt. Die P2Y12-Rezeptor-

Polymorphismen (52G>T und 34C>T) wurden mit Hilfe der PCR-RFLP-Analyse untersucht.  
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Ergebnisse: Es wurde hinsichtlich der maximalen Kollagen-induzierten Aggregation eine 

erhebliche interindividuelle Variabilität festgestellt. Die TxA2-Bildung war bei allen bis auf 4 

Patienten komplett supprimiert. Lediglich bei diesen 4 Patienten konnte durch den Zusatz von 

ASS in vitro eine Reduktion der Aggregation (um 50%) erzielt werden, einhergehend mit 

einer nahezu 100%igen Inhibierung der TxA2-Synthese. Bei einem dieser Patienten wurde die 

verminderte ASS-Wirkung durch eine ASS-Ibuprofen-Interaktion hervorgerufen, bei den 

weiteren 3 Patienten durch pharmakokinetische Besonderheiten oder mangelnde Einnahme-

treue. Von den verbliebenen 126 Patienten wurden diejenigen Patienten, die der obersten 

Terzile mit der höchsten Aggregation angehörten, als ASS-Low-Responder eingestuft 

(n = 42). Die Thrombozyten der Low-Responder sprachen bereits auf geringste Kollagen-

Konzentrationen an (EC50 = 0,19 mg/l), während vergleichbare Konzentrationen im PRP der 

Responder keine Aggregation auslösen konnten (p < 0,0001). Zusätzlich zeigten die Low-

Responder eine verstärkte ADP-induzierte (p < 0,0001) sowie AA-induzierte Aggregation 

(p < 0,0001), obwohl bei letzterer kein Wert über 20% lag. Die Low-Responder waren signi-

fikant älter (p = 0,0004) und häufiger von einer Hypercholesterinämie betroffen (p = 0,0334). 

Patienten, die in den letzten 3 Monaten vor Studienbeginn gegen Pneumokokken, Hepatitis A 

oder Tetanus/Diphtherie geimpft worden waren, zeigten eine höhere Aggregation als die kurz 

zuvor nicht geimpften Patienten (p = 0,0140). Responder und Low-Responder unterschieden 

sich zwar nicht in der thrombozytären COX-2-Expression, dennoch ließ sich die Aggregation 

im Gegensatz zur TxA2-Synthese in Abhängigkeit vom thrombozytären COX-2-Gehalt etwas 

durch Rofecoxib reduzieren (p = 0,0169). Je höher der Serum-CRP-Wert lag, desto höher war 

die COX-2 (74 kDa)-Expression in den Thrombozyten (p = 0,0297). Die Low-Responder 

zeigten eine deutlich verstärkte 8-iso-PGF2α-Exkretion (p = 0,0009). Die P2Y12-Polymorphis-

men standen in keiner Beziehung zur „ASS-Resistenz“. Die retrospektive Analyse ergab, dass 

Low-Responder, die vor Beginn der ASS-Therapie bereits einen MI erlitten hatten, signifikant 

häufiger von einem Reinfarkt unter ASS betroffen waren als Responder (p = 0,0398).  
 
Schlussfolgerungen: Bei zahlreichen ASS-behandelten KHK-Patienten ist die Aggregation 

trotz komplett inhibierter TxA2-Synthese nur unzureichend gehemmt. Insbesondere scheinen 

Anzeichen einer chronisch systemischen Entzündung und ein gestörtes oxidatives/anti-

oxidatives Gleichgewicht zur „ASS-Resistenz“ beizutragen. Möglicherweise spielt die COX-

unabhängige Bildung von proaggregatorisch wirksamen Isoprostanen eine zentrale Rolle. 

Diese Patienten sind vermutlich einem erhöhten Risiko für wiederkehrende kardiovaskuläre 

Ereignisse ausgesetzt. Die zusätzliche Gabe von Clopidogrel oder TxA2-R-Antagonisten 

könnten vielversprechende Ansätze zur Überwindung einer „ASS-Resistenz“ sein.  
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Summary 

 
Background: Low-dose aspirin is the most commonly used antiplatelet drug for secondary 

prevention in patients with coronary artery disease (CAD). Despite aspirin therapy, a 

substantial number of patients experience recurrent cardiovascular events. Thus, the question 

arises whether these events are in part due to a lacking or diminished response to aspirin 

(“aspirin resistance”). Currently, numerous questions regarding the phenomenon of “aspirin 

resistance” cannot be answered sufficiently: Is there a relation between “aspirin resistance” 

and clinical outcomes? How prevalent is “aspirin resistance”? Which laboratory method gives 

the most reliable results? Which are the causes and mechanisms underlying a reduced aspirin 

response? Are there therapeutic opportunities to overcome “aspirin resistance”?  

 
Aim: The aim of the present work was to identify and to characterize “aspirin-resistant” CAD 

patients and to test several hypothetical mechanisms of “aspirin resistance”. The objective 

was to investigate whether increased platelet COX-2 expression, extraplatelet TxA2 

biosynthesis, isoprostane formation or genetic variations of the platelet receptor P2Y12 

contribute to aspirin non-responsiveness.  

 
Methods: A total of 130 stable CAD patients taking 100 mg aspirin per day were included in 

the present study. Patient history, cardiovascular risk factors and the actual medication were 

recorded using a standardized questionnaire. Platelet aggregation was studied in platelet-rich 

plasma by turbidimetry. Platelets were stimulated either by collagen (0.5, 1, 2, 5 and 

10 mg/L), arachidonic acid (1 mM) or ADP (2 µM). Furthermore, platelet aggregation was 

determined in samples treated with 100 µM aspirin or with 10 µM rofecoxib, a selective 

COX-2 inhibitor, in vitro. Collagen-induced TxA2 formation was measured by EIA. The 

aspirin metabolites salicylic acid and salicyluric acid were quantified in urine by HPLC. In 

whole blood, COX-1 and COX-2 activity assays were performed; in this, the contribution of 

COX-2 activity to both TxA2 and PGE2 synthesis was studied. In addition, urinary excretion 

of 2,3-dn-TxB2 and 2,3-dn-6-keto-PGF1α was analyzed by GC-tandem MS. Western Blotting 

was carried out to quantify platelet COX-2 protein expression. Determination of urinary 

excretion of 8-iso-PGF2α was performed by IAC and GC-MS. P2Y12 receptor polymorphisms 

(52G>T and 34C>T) were detected by PCR-RFLP analysis.  
 
Results: Despite regular aspirin treatment, a wide interindividual variability of maximal ex 

vivo platelet aggregation responses to collagen was noted. TxA2 formation was completely 

inhibited in all but 4 patients. Only in these 4 patients, a reduction of platelet aggregation 



 Zusammenfassung 

238 
 

(about 50%) was achieved by adding aspirin in vitro, accompanied by a nearly 100% 

inhibition of TxA2 synthesis. In one of these patients, “aspirin resistance” was caused by an 

interaction between aspirin and ibuprofen. In the other three patients, reduced aspirin response 

was due to pharmacokinetic mechanisms or noncompliance. Among the remaining 126 

patients, those patients were defined to be aspirin low-responders who belong to the highest 

tertile of residual platelet activity (n = 42). Platelets of low-responders formed aggregates 

when stimulated by very low collagen concentrations (EC50 = 0.19 mg/L), whereas 

comparable concentrations did not evoke aggregation in platelet-rich plasma of responders 

(p < 0.0001). In addition, aspirin low-responders had significantly higher ADP-induced 

(p < 0.0001) and arachidonic acid-induced aggregation (p < 0.0001), although the latter did 

not show any value above 20%. Low-responders were significantly older (p = 0.0004) and 

more often hypercholesterolemic (p = 0.0334). Patients who had received vaccination against 

pneumococcus, hepatitis A, or tetanus/diphtheria within 3 months preceding the study had a 

significantly higher residual platelet activity than those who had received no immunization 

(p = 0.0140). There was no significant difference in the levels of COX-2 protein expression 

between aspirin responders and aspirin non-responders; however, depending on platelet 

COX-2 protein concentration, aggregation in contrast to TxA2 formation was somewhat 

reduced by rofecoxib (p = 0.0169). Serum C-reactive protein levels correlated positively with 

COX-2 (74 kDa) expression in platelets (p = 0.0297). Aspirin low-responders showed a 

significantly higher urinary excretion of 8-iso-PGF2α compared to aspirin responders 

(p = 0.0009). The P2Y12 receptor polymorphisms did not contribute to “aspirin resistance”. 

A retrospective analysis revealed that aspirin low-responders who had experienced their first 

myocardial infarction before the first prescription of aspirin were significantly more affected 

by a reinfarction during chronic aspirin treatment than aspirin responders (p = 0.0398).  

 
Conclusions: Despite complete inhibition of the TxA2 amplification pathway, a considerable 

number of CAD patients taking low dose aspirin for cardiovascular protection showed an 

inadequate inhibition of platelet aggregation. Signs of chronic systemic inflammation and an 

altered oxidant/antioxidant balance seem to contribute to “aspirin resistance”. The increased 

platelet reactivity may be mediated by isoprostanes which are released by a non-enzymatic, 

free radical-mediated mechanism, and activate platelets via TxA2 receptor stimulation. These 

“aspirin resistant” patients are likely to be at increased risk of recurrent cardiovascular events 

compared with “aspirin sensitive” patients. The addition of platelet inhibitors like clopidogrel 

or TxA2 receptor antagonists may be helpful to overcome “aspirin resistance”.  
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6.  Abkürzungen 

 
A 
a bzw. A   Adenin 
A, mA, µA   Ampere, Milliampere, Mikroampere 
Å    Ångström (1 Å = 10-10 m) 
AA    Arachidonsäure 
ACE    Angiotensin-Converting-Enzym 
AChE    Acetylcholinesterase 
ADP    Adenosin-5´-diphosphat    
a.H.    außer Handel 
ANOVA   analysis of variance 
APACT   automated platelet aggregation coagulation tracer 
APS    Ammoniumpersulfat 
Arg    Arginin 
ASS    Acetylsalicylsäure 
AT    Angiotensin 
ATC    Antithrombotic Trialists’ Collaboration 
ATL    aspirin triggered lipoxins 
AUC    Fläche unter der Kurve, area under the curve 
 
B 
BMI    Body Mass Index 
bp    Basenpaare 
BSTFA   N,O-bis(Trimethylsilyl)trifluoroacetamid 
 
C 
C    Cytosin 
°C    Grad Celsius 
Ca    Calcium 
COX    Cyclooxygenase 
CRP    C-reaktives Protein 
 
D 
d    Tag 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
dn    dinor 
DNA    Desoxyribonucleinsäure 
dNTPs Desoxyribonucleotid-5´-triphosphat, Gemisch zu gleichen 

Anteilen aus Adenosin-5´-triphosphat, Cytidin-5´-triphosphat, 
Guanosin-5´-triphosphat, Thymidin-5´-triphosphat 

 
E 
EC50 Konzentration, die zum halbmaximalen Effekt führt 
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ECL enhanced chemiluminescence 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EIA enzyme immuno assay 
EU    Endotoxin Units 
eV    Elektronenvolt 
 
G 
g, mg, µg, pg   Gramm, Milligramm, Mikrogramm, Pikogramm 
G    Guanin 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase 
GC    Gaschromatographie 
GC-MS   Gaschromatographie-Massenspektrometrie 
GC-tandem MS  Gaschromatographie-Tandemmassenspektrometrie 
GP    Glykoprotein 
GPIIb-IIIa   Fibrinogen-Rezeptor 
GPIa-IIa   ein Kollagen-Rezeptor 
GPVI    ein Kollagen-Rezeptor 
 
H 
h    Stunde 
HCl    Salzsäure 
HDL    High-density-Lipoprotein 
HETE    Hydroxyeicosatetraensäure 
HPLC    high performance liquid chromatography 
HRP    Horseradish Peroxidase 
 
I 
IAC     Immunaffinitätschromatographie 
IC50     Pharmakon-Konzentration, bei der 50% Hemmung erzielt wird, 

    inhibitory concentration 
ID    Innendurchmesser 
I.E.    Internationale Einheit 
Ig    Immunglobulin 
IL-1β    Interleukin-1β 
 
K 
kb    Kilobasen 
kDa    Kilodalton 
kg    Kilogramm 
KHK    koronare Herzerkrankung 
KI Konfidenzintervall 
Koll-R Kollagen-Rezeptor 
Konz. Konzentration 
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L 
l, dl, ml, µl, nl, pl, fl Liter, Deziliter, Milliliter, Mikroliter, Nanoliter,  

Pikoliter, Femtoliter 
λ    Wellenlänge 
LDL    Low-density-Lipoprotein 
LO    Lipoxygenase 
LPE    Flüssigphasenextraktion 
LPS    Lipopolysaccharide 
 
M 
m, cm, mm, µm, nm  Meter, Zentimeter, Millimeter, Mikrometer, Nanometer 
M    Molarität 
MCH    mittlerer Hämoglobingehalt des Erythrozyten 
MCHC    mittlere Hämoglobinkonzentration des Erythrozyten 
mCRP    modifiziertes C-reaktives Protein 
MCV    mittleres Erythrozytenvolumen 
MeOH    Methanol 
MI    Myokardinfarkt 
min    Minute 
mmHg    Millimeter Quecksilbersäule 
mol, mmol, µmol  Mol, Millimol, Mikromol 
mRNA    Messenger-Ribonucleinsäure 
MRP    Multidrug Resistance-Related Protein 
MS    Massenspektrometrie 
MSWS    Mass Spectrometry Workstation 
m/z    Masse/Ladung 
 
N 
n    Patientenanzahl bzw. Anzahl der Proben 
N    Normalität 
NADPH   Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
nCRP    natives C-reaktives Protein 
NEB    New England Biolabs® 
NICI    negative ion chemical ionization 
NSAID   non-steroidal anti-inflammatory drug 
 
O 
o    ortho 
OP    Operation 
 
P 
PAF    Platelet-activating factor 
PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
pAVK    periphere arterielle Verschlusskrankheit 
PBS    Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
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PCR    Polymerase-Kettenreaktion 
PF4    Plättchenfaktor 4 
PFA    Platelet Function Analyzer 
PFB    Pentafluorobenzyl 
PG    Prostaglandin 
PGI2    Prostacyclin 
pH    negativer dekadischer Logarithmus der H+-Konzentration 
PL    Phospholipase 
PlA1/PlA2   Polymorphismus im GPIIIa-Gen 
p.o.    per os 
POC    Point-of-Care 
PRP    plättchenreiches Plasma 
PPP    plättchenarmes Plasma 
PTCA    perkutane transluminale Coronarangioplastie 
P2X1, P2Y1, P2Y12  ADP-Rezeptoren 
 
R 
r    Korrelationskoeffizient nach Pearson 
r-COX    rekombinante Cyclooxygenase 
RFLP    Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus 
ρ (rho)    Rang-Korrelationskoeffizient nach Spearman 
RANTES   regulated upon activation normally T-cell expressed and 
secreted 
RNA    Ribonucleinsäure 
ROC    Receiver-Operating-Characteristics 
ROS    reactive oxygen species 
RPFA    Rapid Platelet Function Assay 
rpm    Umdrehungen pro Minute 
RT-PCR   Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
 
S 
sCD40L   soluble CD40 Ligand 
SD    Standardabweichung 
SDS    Sodiumdodecylsulfat 
sek    Sekunden 
SEM    Standardfehler des Mittelwertes 
SIM    selected-ion monitoring 
siRNA    small interfering RNA 
Sma    Serratia marcescens 
SNP    single nucleotide polymorphism 
SPE    Festphasenextraktion 
 
T 
t    Zeit 
t bzw. T   Thymin     
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t1/2    Halbwertszeit 
tr    Retentionszeit 

Taq    Thermus aquaticus 
TBE    Tris-Borat-EDTA 
TBS    Tris-gepufferte Kochsalzlösung 
TBST    TBS mit Tween® 20 
TEG    Thrombelastographie 
TEMED   Tetramethylethylenamin 
TIA    transitorische ischämische Attacke 
TMS    Trimethylsilyl 
TNFα    Tumornekrosefaktor-α 
Tris    Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
Tsp    Thermus species 
Tx    Thromboxan 
TxA2-R   Thromboxan A2-Rezeptor 
TxS    Thromboxan A2-Synthase 
 
U 
U    Unit 
UV    Ultraviolett 
 
V 
V, kV    Volt, Kilovolt 
Vol    Volumen 
vs.    versus 
v/v    Volumengehalt in Prozent 
vWF    von-Willebrand-Faktor 
 
Z 
Zig.    Zigaretten 
ZL    Zentrallaboratorium Deutscher Apotheker 
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8.  Material 

 
8.1.  Substanzen 

 
Acetonitril      Merck (Darmstadt) 
Acetylsalicylsäure (ASS)    Sigma (Deisenhofen) 
Acrylamid/Bisacrylamid; 37,5:1   Biogene (North America, USA) 
Adenosin-5´-diphosphat (ADP)   Serva (Heidelberg) 
Agarose, small DNA     Biozym Scientific GmbH   
       (Hessisch Oldendorf) 
Ammoniumpersulfat (APS)    Bio-Rad (München) 
anti-COX-1 (Ziege, polyklonal)  Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

California, USA) 
anti-COX-2 (Ziege, polyklonal)  Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

California, USA) 
anti-GAPDH (Maus, polyklonal)   Abcam (Cambridge, UK) 
anti-Maus IgG (Ziege, HRP-konjugiert)  Sigma (Deisenhofen) 
anti-Ziege IgG (Esel, HRP-konjugiert)  Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

California, USA) 
Aqua ad iniectabilia     Baxter (Unterschleißheim) 
Aqua purificata     aus eigener Wasserdeionisierungsanlage, 
       Millipore (Schwalbach) 
Arachidonsäure-Reagenz    Rolf Greiner BioChemica (Flacht) 
Borsäure      Merck (Darmstadt) 
Bradford-Reagenz     Bio-Rad (München) 
Bromphenolblau     Merck (Darmstadt) 
Calciumchlorid     Serva (Heidelberg) 
Cutasept® F      Bode Chemie (Hamburg) 
Cyclooxygenase-1, ovin    Cayman (Ann Arbor, Michigan, USA) 
Cyclooxygenase-2, human, rekombinant  Cayman (Ann Arbor, Michigan, USA) 
Dichlordimethylsilan     Sigma (Deisenhofen) 
Diethylether      Riedel-de Haën (Seelze) 
di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat  Merck (Darmstadt) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)    Merck (Darmstadt) 
DNA-Längenstandard, 100 bp, GeneRulerTM Fermentas (Burlington, Ontario, Kanada) 
dNTP-Mix, peqGOLD    Peqlab (Erlangen) 
Entwickler G150     Agfa-Gevaert (Mortsel, Belgien) 
Essigsäure 100% (Eisessig)    Merck (Darmstadt) 
Ethanol      Merck (Darmstadt) 
Ethidiumbromid     Sigma (Deisenhofen) 
Ethylacetat      Merck (Darmstadt) 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)   Sigma (Deisenhofen) 
Fixierer G354      Agfa-Gevaert (Mortsel, Belgien) 
γ-Globulin, bovin     Bio-Rad (München) 
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Glycerol      Merck (Darmstadt) 
Glycin       Roth (Karlsruhe) 
[2H4]-15(S)-8-iso-Prostaglandin F2α   Cayman (Ann Arbor, Michigan, USA) 
Horm®-Puffer      Nycomed (Unterschleißheim) 
4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl Aldrich (Steinheim) 
8-Isoprostane Affinity Column (20 ml)  Cayman (Ann Arbor, Michigan, USA) 
Kaliumchlorid      Merck (Darmstadt) 
Kaliumdihydrogenphosphat    Merck (Darmstadt) 
Kochsalzlösung, physiologisch   Baxter (Unterschleißheim) 
Kollagen-Reagenz Horm®    Nycomed (Unterschleißheim) 
LPS von E. coli 0111: B4 mit 500.000 EU/mg Sigma (Deisenhofen) 
β-Mercaptoethanol     Sigma (Deisenhofen) 
Methanol      JT Baker (Deventer, Niederlande) 
Milchpulver      Nestle (Frankfurt) 
Molekularsieb (Perlform, 0,3 nm)   Merck (Darmstadt) 
Natriumazid      Roth (Karlsruhe) 
Natriumchlorid     JT Baker (Deventer, Niederlande) 
Natriumhydroxid  Merck (Darmstadt) 
NEB-Puffer 1 und NEB-Puffer 4  New England BioLabs  

(Ipswich, Massachusetts, USA) 
n-Heptan      Merck (Darmstadt) 
N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA, Hünig’s Base) Sigma (Deisenhofen) 
N,O-bis(Trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) Pierce (Rockford, Illinois, USA) 
Nonidet® P40-Ersatzprodukt (Nonylphenylpolyethylenglykol) 
       Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz) 
Oligonucleotide (Primer)    MWG-Biotech AG (Ebersberg) 
ortho-Anissäure (2-Methoxybenzoesäure)  Aldrich (Steinheim) 
ortho-Phosphorsäure     Merck (Darmstadt) 
2,3,4,5,6-Pentafluorobenzylbromid (PFB-Bromid) Aldrich (Steinheim) 
Phosphate buffered saline (PBS)   Biochrom (Berlin) 
Ponceau S      Sigma (Deisenhofen) 
2-Propanol      Merck (Darmstadt) 
Protease-Inhibitor-Cocktail    Sigma (Deisenhofen) 
Proteinstandard (Precision Plus)   Bio-Rad (München) 
Pufferlösungen CertiPUR® (pH 4, pH 7, pH 9) Merck (Darmstadt) 
Reaktionspuffer Y (für PCR)    Peqlab (Erlangen) 
Rofecoxib  Merck (Whitehouse Station, New Jersey, 

USA) 
Salicylsäure      Sigma (Deisenhofen) 
Salicylursäure (o-Hydroxyhippursäure)  Sigma (Deisenhofen) 
Salzsäure      Merck (Darmstadt) 
Sma I  New England BioLabs  

(Ipswich, Massachusetts, USA) 
Sodiumdodecylsulfat (SDS)    Serva (Heidelberg) 
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Stickstoff, flüssig     Linde (Hannover) 
Taq-DNA-Polymerase, SAWADY   Peqlab (Erlangen) 
Tetramethylethylenamin (TEMED)   Merck (Darmstadt) 
Toluol       Roth (Karlsruhe) 
Tri-Natriumcitrat     Merck (Darmstadt) 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan   Merck (Darmstadt) 
Tsp509 I      New England Biolabs 
       (Ipswich, Massachusetts, USA) 
Tween® 20 (Polyoxyethylensorbitan-monolaurat) Sigma (Deisenhofen) 
Ultrapur® Wasser     Merck (Darmstadt) 
Xylencyanol      Sigma (Deisenhofen) 
 
 
 
8.2.  Gase 
 
Argon       Linde (Hannover) 
Helium      Linde (Hannover) 
Methan      Linde (Hannover) 
Stickstoff      Linde (Hannover) 
 
 
 
8.3.  Kits 
 
Enhanced Chemiluminescence (ECL) Kit  Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Prostaglandin E2 EIA Kit - Monoclonal  Cayman (Ann Arbor, Michigan, USA) 
QIAamp DNA Blood Mini Kit   Qiagen (Hilden) 
Thromboxan B2 EIA Kit    Cayman (Ann Arbor, Michigan, USA) 
 
 
 
8.4.  Chemikalien mit R- und S-Sätzen 
 
Acetonitril    R: 11-20/21/22-36  S: 16-36/37 
Acetylsalicylsäure (ASS)  R: 22-36/37/38  S: 26 
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 R: 45-46-23/24/25-48  S: 36/37/39-43-45-60 
Ammoniumpersulfat (APS)  R: 8-22-36/37/38-42/43 S: 22-24-26-37 
Argon     R: -    S: 9-23 
Bradford-Reagenz   R: 34-20/21/22  S: 24-25-45-36/37/39 
Calciumchlorid   R: 36    S: 22-44 
Dichlordimethylsilan   R: 11-36/37/38  S: 16-26 
Diethylether    R: 12-19-22-66-67  S: 9-16-29-33 
Essigsäure    R: 10-35   S: 23-26-45 
Ethanol    R: 11    S: 7-16 
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Ethidiumbromid   R: 22-26-36/37/38-40  S: 26-28-36/37/39-45-51 
Ethylacetat    R: 11-36-66-67  S: 16-23-29-33 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) R: 22-36/37/38  S: 26-36 
Helium    R: -    S: 9-36/37/39 
4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidin-1-oxyl      
     R: 36/37/38   S: 26-36 
β-Mercaptoethanol   R: 24-20/22-36/37-41  S: 26-36/37/39-45 
Methan    R: 12    S: 9-16-33 
Methanol    R: 11-23/24/25-39/23/24/25 S: 7-16-36/37-45 
Natriumazid    R: 28-32-50/53  S: 28-45-60-61 
Natriumchlorid   R: 36/37/38   S: 26-36 
Natriumhydroxid   R: 35    S: 26-37/39-45 
n-Heptan    R: 11-38-50/53-65-67  S: 9-16-29-33-60-61-62 
N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA, Hünig’s Base)      
     R: 11-22-34-52/53  S: 16-26-36/37/39-45-60 
N,O-bis(Trimethylsilyl)-trifluoroacetamid (BSTFA)     
     R: 10-35   S: 7/9-36/37/39 
Nonidet® P40-Ersatzprodukt (Nonylphenylpolyethylenglykol) 
     R: 22-41-51/53  S: 26-39-46-61 
ortho-Phosphorsäure   R: 34    S: 26-36/37/39-45 
2,3,4,5,6-Pentafluorobenzylbromid (PFB-Bromid)      
     R: 34    S: 26-36/37/39-45 
Ponceau S    R: 36/37/38   S: 26-36 
2-Propanol    R: 11    S: 7-16 
Salicylsäure    R: 22-41   S: 22-24-26-39 
Salzsäure    R: 34-37   S: 26-36/37/39-45 
Sodiumdodecylsulfat (SDS)  R: 22-36/38   S: - 
Stickstoff, flüssig   R: -    S: 9-23-36/37/39 
Stickstoff, gasförmig   R: -    S: 9-36/37/39 
Tetramethylethylenamin (TEMED) R: 11-20/22-34  S: 16-26-36/37/39-45 
Toluol     R: 11-38-48/20-63-65-67 S: (2)-36/37-62-46 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan R: 36/38   S: - 
Xylencyanol    R: 36    S: 24 
 
 
 
8.5.  Lösungen und Puffer 
 
Blockingpuffer (5%ig): 
  Milchpulver     2,5 g 
  TBST      50 ml 
 
Dichlordimethylsilan-Lösung (6%ig): 
  Dichlodimethylsilan    60 ml 
  Toluol     ad 1000 ml 
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Elutionslösung (für SPE): 
  Ethanol absolut    95% (v/v) 
  Aqua purificata    5% 
 
Ethidiumbromid-Stammlösung: 
  Ethidiumbromid (als Tablette)  10 mg 
  Aqua ad iniectabilia   ad 1 ml 
  zum Gebrauch: mit Aqua ad iniectabilia 1:10 verdünnen  

(Konzentration 1 mg/ml) 
 

Lämmli-Puffer (3x): 
  Tris-HCl (1 M, pH 6,8)   18,75 ml 
  Glycerol     30 ml 
  SDS 20%     30 ml 
  β-Mercaptoethanol    15 ml 
  Bromphenolblau    2 mg 
  Aqua purificata   ad 100 ml 

mit HCl auf pH 6,8 einstellen 
 
Laufmittel (für HPLC): 
  Methanol     350 ml 
  Aqua purificata   ad 1000 ml 
  mit 85%iger Phosphorsäure auf pH 2,5 einstellen 
 
Laufpuffer (für SDS-PAGE): 
  Tris-HCl     15 g 
  Glycin      72 g 
  Aqua purificata    800 ml 
  pH-Kontrolle (pH 8,3) 
  SDS 20%     25 ml 
  Aqua purificata   ad 1000 ml 

(Konzentration 5x) 
zum Gebrauch: mit Aqua purificata 1:5 verdünnen (Endkonzentration 1x) 
 

Lysis-Puffer: 
  Tris-HCl (10 mM, pH 6,8)   100 ml 
  Nonidet P-40     200 µl 
  kurz vor Gebrauch: 10 ml mit 10 µl Protease-Inhibitor-Cocktail versetzen 
 
Ponceau S: 
  Ponceau S     0,5 g 
  Eisessig     25 ml 
  Aqua purificata   ad 500 ml 
  gegebenenfalls filtrieren 
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Probenauftragspuffer (für PCR-Proben): 
  Bromphenolblau    50 mg 
  Xylencyanol     25 mg 
  Glycerol     37,8 g 
  Aqua purificata   ad 100 ml 
  sterilfiltrieren 
 
Säulenpuffer (für SPE): 
  di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat 17,40 g 
  Kaliumdihydrogenphosphat   3,22 g 
  Natriumchlorid    29,20 g 
  Natriumazid     0,50 g 
  Aqua purificata   ad 1000 ml 
 
Transferpuffer (für Elektroblotting): 
  Glycin      144,2 g 
  Tris-HCl     30,3 g 
  Aqua purificata    700 ml 
  pH-Kontrolle (pH 8,3) 
  SDS 20%     10 ml 
  Aqua purificata   ad 1000 ml 

(Konzentration 10x) 
Gebrauchslösung (1x): 

 10x Transferpuffer  100 ml 
   Methanol   100 ml 
   Aqua purificata ad 1000 ml 

 
Tri-Natriumcitrat-Lösung (0,106 M): 

Tri-Natriumcitrat    31,17 g 
Aqua purificata    800 ml 
mit 1 N HCl auf pH 7,4 einstellen 
Aqua purificata   ad 1000 ml 

  sterilfiltrieren 
 
Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE): 
  Tris Base     54,0 g 
  Borsäure     27,5 g 
  EDTA (0,5 M, pH 8,0)   20 ml 

Aqua purificata   ad 1000 ml 
(Konzentration 5x) 
zum Gebrauch: mit Aqua purificata 1:5 verdünnen (Endkonzentration 1x) 
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Tris-gepufferte Kochsalzlösung (TBS): 
  Tris-HCl     24,2 g 
  Natriumchlorid    80,0 g 
  Aqua purificata    ca. 600 ml 

mit 1 N HCl auf pH 7,6 einstellen 
Aqua purificata   ad 1000 ml 

  (Konzentration 10x) 
  zum Gebrauch: mit Aqua purificata 1:10 verdünnen (Endkonzentration 1x) 
 
Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit Tween® (TBST): 
  TBS (1x)     1000 ml 
  Tween® 20     1 ml 
 
 
 
8.6.  Gele 
 
Agarosegel (3%ig): 
  Agarose, small DNA    9 g 
  TBE (1x)    ad 300 ml 
  in der Mikrowelle dreimal aufkochen,  
  anschließend unter Rühren etwas abkühlen lassen,  
  10 µl Ethidiumbromid-Lösung hinzugeben 
 
Sammelgel (4%ig): 
  Acrylamid/Bisacrylamid 40% (37,5:1) 0,6 ml 
  Aqua ad iniectabilia    3,8 ml 
  Tris (0,5 M, pH 6,8)    1,6 ml 
  SDS 20%     30 µl 

während des Rührens 6 µl TEMED und 30 µl einer 10%igen APS-Lösung 
zusetzen 

 
Trenngel (10%ig): 
  Acrylamid/Bisacrylamid 40% (37,5:1) 2,53 ml 
  Aqua ad iniectabilia    5,48 ml 
  Tris (2 M, pH 8,8)    2,0 ml 
  SDS 20%     50 µl 

während des Rührens 5 µl TEMED und 50 µl einer 10%igen APS-Lösung 
zusetzen; nach Pipettieren zwischen die Glasplatten sofort mit 2-Propanol 
überschichten (für eine glatte Oberfläche nach Polymerisation) 
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8.7.  Verbrauchsmaterialien 
 
Abdeckmatte für MegaBlock (1,2 ml)  Sarstedt (Nümbrecht) 
Autosampler-Glasgefäße für GC-MS (2 ml)  Varian (Darmstadt) 
Autosampler-Glasgefäße mit Rundboden für HPLC Chromacol®     
       Abimed (Langenfeld) 
Citrat-Monovetten (10 ml)    Sarstedt (Nümbrecht) 
Combitips® plus für Multipette® plus  Eppendorf (Hamburg) 
Deckgläser      Knittel Gläser (Braunschweig) 
EDTA-Monovetten (2,7 und 9 ml)   Sarstedt (Nümbrecht) 
Einmal-Pasteurpipetten    Sarstedt (Nümbrecht) 
Einmalspritzen, steril (2, 5, 10 ml)   Braun (Melsungen) 
Eppendorfgefäße (0,5, 1,5, 2 ml)   Eppendorf (Hamburg) 
Etiketten für Drucker (25,4 x 10 mm)  Avery (Holzkirchen) 
Etiketten für Drucker (45,7 x 16,9 mm)  Avery (Holzkirchen) 
Falcon Röhrchen (15, 50 ml)    Becton Dickinson (Heidelberg) 
Filtropur V zur Vakuumfiltration   Sarstedt (Nümbrecht) 
FUJI Super RX     FUJI Photo Film GmbH (Düsseldorf) 
Gewinde-Flaschen G 1s (0,8 ml) für PFB-TMS-Derivatisierung    
       CS-Chromatographie Service GmbH 
 (Langerwehe) 
Heparin-Monovetten (9 ml)    Sarstedt (Nümbrecht) 
Kapillarsäule factorFOURTM (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 µm Filmdicke)   
       Varian (Darmstadt) 
Kodak® Biomax XAR-5 Film   Sigma (Deisenhofen) 
Kryo-Lagerkassetten     Kryotec (Hamburg) 
Küvetten für Proteinbestimmung (10 x 4 x 45 mm) Sarstedt (Nümbrecht) 
Küvetten mit Mixer für das Aggregometer  Rolf Greiner BioChemica (Flacht) 
Limited volume inserts für Autosampler-Glasgefäße für GC-MS (0,1 ml)   
       Brown Chromatography Supplies GmbH 

       (Kreuzwertheim) 
Microcentrifuge Tubes Costar® 1,7 ml prelubricated (für COX-1-Assay) 
       Corning (New York, USA) 
96 MikroWellTM Platten (NunclonTM)  Nunc (Wiesbaden) 
Multi-Adapter für S-Monovette®   Sarstedt (Nümbrecht) 
Multiply® PCR 8er-Ketten (0,2 ml)   Sarstedt (Nümbrecht) 
Multiply®-Deckelketten    Sarstedt (Nümbrecht) 
Nitrocellulose Transfermembran Protran® (0,45 µm) 

Schleicher & Schuell BioScience GmbH – 
Whatman Group (Dassel) 

Objektträger      Knittel Gläser (Braunschweig) 
Omnifix®-F (1 ml)     Braun (Melsungen) 
Parafilm M®  Pechiney Plastic Packaging (Menasha, 

Wisconsin, USA) 
Pipettenspitzen (alle Größen)    Sarstedt (Nümbrecht) 
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PP-Röhrchen (13 ml)     Sarstedt (Nümbrecht) 
Rührspatel (120 mm)     Sarstedt (Nümbrecht) 
Schraubkappen und Dichtscheiben G8 (für Gewinde-Flaschen)    
       CS-Chromatographie Service GmbH 

       (Langerwehe) 
Serologische Pipetten (2, 10, 25 ml)   Sarstedt (Nümbrecht) 
Serum-Monovetten (9 ml)    Sarstedt (Nümbrecht) 
Sterican® Kanülen     Braun (Melsungen) 
Trennsäule für die HPLC (ChromCart 250/4,6 Nucleosil 100-5 C18)   
       Macherey-Nagel (Düren) 
Urinbecher (100 ml)     Greiner Bio-One  

(Kremsmünster, Österreich) 
Venofix® (21G, 0,8 x 20 mm, 30 cm)  Braun (Melsungen) 
Wathman® Pure Cellulose Chromatography Paper (3 MM Chr) 
 Schleicher & Schuell BioScience GmbH – 

Whatman Group (Dassel) 
Zellstofftupfer Pur-Zellin® Paul Hartmann AG (Heidenheim) 
 
 
 
8.8.  Laborgeräte 
 
Analysenwaage     Sartorius (Göttingen) 
Aggregometer APACT 2    LAbor (Ahrensburg)  
Blotkammer      Bio-Rad (München) 
Boso-Medimat (Blutdruckmessgerät)  Bosch + Sohn (Jungingen) 
CASY® Cell Counter     Schärfe System (Reutlingen) 
ChemiGenius, Bio Imaging System   Syngene (Cambridge, England) 
Chromabond® Vakuumkammer   Macherey-Nagel (Düren) 
Dewargefäße      KGW-Isotherm (Karlsruhe) 
Digitalwaage      Sartorius (Göttingen) 
Drehschieber-Vakuumpumpe RZ 5 (4 x 10-4 mbar) Vacuubrand (Wertheim) 
GC-MS (CP-3800, 1200 Quadrupole MS)  Varian (Walnut Creek, USA) 
Gene Amp® PCR System 9700   Applied Biosystems (Weiterstadt) 
Heizblock  Fisher Bioblock Scientific  

 (Illkirch, Frankreich) 
Horizontal-Gelelektrophorese-System, Primo Maxicell® (für DNA-Gele)   

Thermo Electron Corporation (Holbrook, 
New York, USA) 

HPLC-Degaser Degasys DG-1210, 
HPLC-Pumpe P680, 
HPLC-Injektor ASI-100, 
HPLC-Säulenofen STH585, 
HPLC-UV-Detektor UVD340 U   Dionex Softron GmbH (Germering) 
Kühltruhen (-20°C, -80°C)    Kryotec (Hamburg) 
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Kühlzentrifuge 5415 R    Eppendorf (Hamburg) 
Laboport® Vakuumpumpe  KNF Neuberger  

(Trenton, New Jersey, USA) 
Magnetrührer MR3000/ MR3002   Heidolph (Kelheim) 
Membran-Vakuumpumpe MZ2C   Vacuubrand (Wertheim) 
Mikroliterspritze (50 µl)  Hamilton Bonaduz AG  

 (Bonaduz, Schweiz) 
Mikroskop Axioskop 2    Carl Zeiss (Jena) 
Mikrotiterplatten Photometer    Tecan (Grödig/Salzburg, Österreich) 
Mikrowelle      Sharp Electronics (Hamburg) 
Mini-PROTEAN® 3 Elektrophorese-System Bio-Rad (München) 
MRWTM strip washer  Dynatech Laboratories, heute: Dynex 

Technologies (Worthing, West Sussex, 
Großbritannien) 

Multipette® plus     Eppendorf (Hamburg) 
Öffnungszange für Autosamplergefäße  Abimed (Langenfeld) 
pH-Elektrode      NeoLab (Heidelberg) 
pH-Meter      Knick (Berlin) 
Photometer      Perkin Elmer (Palo Alto, USA) 
Pipetten (0,1-2,5 µl; 20-200 µl, 100-1000 µl, 500-5000 µl)     
        Eppendorf (Hamburg) 
Pipettierhilfe accu-jet®    Brand (Wertheim) 
Power Supply      Bio-Rad (München) 
Reagent Basin (60 ml) für Transferpette®-8  Thermo Fisher Scientific  

 (Waltham, Massachusetts, USA) 
Rotations-Vakuum-Konzentrator RVC 2-25  Christ (Osterode) 
Schüttelapparatur Duomax 1030   Heidolph (Kelheim) 
Thermometer EcoScan    Scottech (Hamilton, Neuseeland) 
Thermomixer 5436     Eppendorf (Hamburg) 
Thermostat 5320     Eppendorf (Hamburg) 
Transferpette®-8 (20-200 µl)    Brand (Wertheim) 
TurboVap® LV Evaporator    Zymark/Caliper (Rüsselsheim) 
Ultraschall Reiniger Bandelin Sonorex RK 100 Bandelin (Berlin) 
Vakuumofen (vacutherm®)    Heraeus (Hanau) 
Verschlusszange für Autosamplergefäße  Abimed (Langenfeld) 
Vortexer      Heidolph (Kelheim) 
Wasserdeionisierungsanlage    Millipore (Schwalbach) 
Zentrifuge 5415 D     Eppendorf (Hamburg) 
Zentrifuge Rotina 35 R    Hettich (Tuttlingen) 
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