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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Zur Uberprufung der Hypothese, ob weibliche Geschlechtshormone einen Einfluss auf die
Hamostase und Fibrinolyse von Plattchen-Fibrin-Thromben besitzen, verglichen wir 34
Frauen zwischen dem 24. und 64. Lebensjahr mit unterschiedlichem Hormonstatus. Die
Probandinnen liessen sich in 4 Gruppen einteilen. Bei zwanzig Probandinnen bestand
eine intakte Menstruation, zehn unter ihnen nahmen als hormonelle Kontrazeption
synthetische Ostrogene ein. Die Ubrigen 14 Probandinnen befanden sich bereits in der
postmenopausalen Lebensphase. Von diesen Frauen nahmen die Halfte regelmaBig
natUrliche, konjugierte Ostrogene als HET ein. Es wurde nach einem bestimmten
zeitlichen Schemata Blut abgenommen und hieraus wurden anschlieBend in-vitro
Plattchen-Fibrin-Thromben hergestellt. Zuséatzlich bestimmten wir die
Thrombozytenaggregation und die Gerinnungsparameter. Von den Plattchen-Fibrin-
Thromben wurde das in-vitro-Thrombengewicht und die Thrombolysefahigkeit mit
Urokinase gemessen. Nach Erfassung der Daten verglichen wir praklimakterische Frauen
ohne versus mit hormoneller Kontrazeption, praklimakterische Frauen ohne hormonelle
Kontrazeption versus postklimakterische Frauen ohne HET, praklimakterische Frauen mit
hormoneller Kontrazeption versus postklimakterische Frauen mit HET und

postklimakterische Frauen mit HET versus ohne HET.



2 Einleitung

2.1 Erlauterung der Thematik

Die koronare Herzerkrankung und der Myokardinfarkt sind die haufigsten Todesursachen
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in Europa und den Vereinigten Staaten.” Manner erkranken haufiger und friher an
kardiovaskularen Erkrankungen als Frauen.*®' Allerdings nimmt die relative Inzidenz
kardiovaskularer Erkrankungen bei Frauen nach der Menopause deutlich zu und erreicht
im hoheren Lebensalter einen Wert, der dem der Manner entspricht."* Es liegt daher
nahe, die Zunahme dieser FErkrankungen mit der Abnahme der ovariellen

Hormonproduktion in Verbindung zu bringen.

Die meisten Frauen machen das Klimakterium zwischen dem 44. und 56. Lebensjahr
durch, doch besteht hier eine recht groBe individuelle Schwankungsbreite. Das
Klimakterium beschreibt die Ubergangsphase von der vollen Geschlechtsreife zum
Senium der Frau. Das Erléschen der zyklischen Ovarialfunktion, die letzte Regelblutung
(Menopause) lasst sich erst retrospektiv durch ein nachfolgendes, blutungsfreies Intervall
von 12 Monaten definieren. Die Pramenopause beschreibt einen Zeitraum von etwa 6
Jahren vor der Menopause und die Postmenopause einen Zeitraum von etwa 6 Jahren
nach der Menopause. Das mittlere Menopausenalter liegt in Deutschland zur Zeit bei 51
Jahren.® Somit verbringt eine Frau bei einer mittleren Lebenserwartung von 80 Jahren

etwa ein Drittel ihres Lebens nach dem Klimakterium.

Im Klimakterium kommt es, bedingt durch die Ovarialinsuffizienz, zu absinkenden
Ostradiolkonzentrationen (Werte unter 10 pg/ml Serum). Auf Grund der nunmehr
fehlenden negativen Ruckkopplung schittet die Hypophyse maximale
Gonadotropinmengen aus. Die FSH-Werte liegen gewdhnlich Uber 20 U/, die LH-Werte
Uber 17 IU/L. Nach 5-10 Jahren sinken die Gonadotropine wieder ab, allerdings liegen die
FSH- und LH-Werte auch im Senium Uber denjenigen einer praklimakterischen Frau.®
Durch den sinkenden Hormonspiegel kommt es bei einer groBen Anzahl an Frauen zu
dem Kklinisch vielfaltigen Bild des klimakterischen Syndroms. Uberwiegend handelt es sich
um vegetativ-vasomotorische Stérungen, Blutungsstérungen, Haut- und
Schleimhautatrophie, Osteoporose mit Arthropathien und GefaBerkrankungen. Die

Einbeziehung des Herzkreislaufsystems in den anabolen Stoffwechselprozess fihrt



zwangslaufig zu ernsthaften Erkrankungen. Myokardinfarkte treten bei Frauen selten vor
der Menopause auf. Nimmt man z.B. die Daten der Framingham-Studie, setzt die
Haufigkeit von Myokardinfarkten bei Mannern jeder Altersgruppe gleich 100 Prozent und
die Haufigkeit bei Frauen dazu in Beziehung, zeigt sich, dass bis zum 45. Lebensjahr die
Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen nur etwa 20 Prozent der Haufigkeit bei Mannern
ausmacht.* Mit zunehmendem Alter und nachlassender endokriner Ovarialfunktion
kommt es zu einem steilen Anstieg der Myokardinfarktinzidenz. Mit dem 80. Lebensjahr
ist die Haufigkeit bei beiden Geschlechtern gleich.

Um den nach der Menopause auftretenden postklimakterischen Beschwerden
entgegenzuwirken, kommt es vor allem in den USA seit den sechziger Jahren zu einer
damals unter dem Schlagwort feminin forever® weithin propagierten Anwendung der
Hormonersatztherapie (HET) nach der Menopause.' Die Praparate der HET bestehen
aus konjugierten Ostrogenen mit oder ohne Hinzunahme von Medroxyprogesteron (MPA).
Bei den konjugierten Ostrogenen handelt es sich um eine Mischung von sulfatierten
Derivaten des Estradiols und seiner Metaboliten (Estron und Estriol), die als
Ausscheidungsprodukte im Harn gefunden werden. Da diese Verbindungen gut
wasserltslich und daher schlecht resorbierbar sind, eignen sie sich nicht gut far eine
perorale Therapie. Sie werden in relativ hoher Dosierung (etwa 1-2 mg/die) per os
gegeben. Im Vergleich hierzu betragt die wahrend des Zyklus auftretende maximale
renale Ausscheidung von konjugierten Ostrogenen bei der Frau 0,025 bis 0,1 mg/die.
Wegen der unzuverlassigen pharmakologischen Wirkung werden die konjugierten
Ostrogene nicht zur Kontrazeption, sondern ausschlieBlich bei klimakterischen

Beschwerden eingesetzt.*

Die meisten der zahlreichen Fall-Kontroll-Studien als auch die prospektiven
Kohortenstudien (observational studies), die sich auf eine Primarpravention der koronaren
Herzerkrankung durch die HET konzentrierten, lieBen eine Verringerung des Risikos
kardiovaskularer Erkrankungen um 35-50 Prozent vermuten.**'**®% Diese vermutete
protektive Wirkung der HET erschien plausiebel, da sie das HDL-Cholesterin um etwa 5-
20% erhoht und das LDL-Cholesterin um 10-20% sowie das Lipoprotein-(a) reduziert.***
Zum anderen zeigte sich im Uberwiegenden Teil der Untersuchungen ein (ber
Stickstoffmonoxid (NO) gesteuerter vasodilatatorischer Effekt sowie ein glnstiger,

36,49

antithrombotischer Einfluss auf die Hamostase und die Thrombozytenaggregation.



Diesen langjahrigen Beobachtungen gegeniber steht nun die erste randomisierte,
placebokontrollierte, prospektive Studie, die den Einfluss der HET auf das kardiovaskulare
System zeigt, die ,Heart and Estrogen/Progesteron Replacement Study (HERS)“.*' Bei
2763 postklimakterischen Frauen, bei denen bereits eine kardiovaskulare Erkrankung
diagnostiziert worden war, flhrte eine aus konjugierten Ostrogenen und MPA bestehende
Hormonersatztherapie Uber 4 Jahre zu keiner Verringerung der Morbiditat und Mortalitat.
Uberraschenderweise zeigte sich ein um 50% erhdhtes Risiko myokardialer Infarkte im
ersten Einnahmejahr und hier ganz besonders in den ersten 4 Monaten, zudem ein
erhdhtes Risiko thromboembolischer Komplikationen und Gallenblasenerkrankungen. Erst

nach dem vierten Einnahmejahr war eine Reduktion myokardialer Infarkte nachweisbar.

Einen ersten Hinweis darauf, dass Sexualhormone die Thrombenentstehung
beeinflussen, verdankt man der Entdeckung von Ostrogenrezeptoren.®* Es sind zwei
Ostrogenrezeptoren bekannt, Ostrogenrezeptor-a (OR-a) und Ostrogenrezeptor-3 (OR-B).
Diese Rezeptoren sind ein wichtiges Ziel endogener Ostrogene, der HET und
pharmakologischer Ostrogenagonisten. Thrombozyten und kardiovaskulare
Endothelzellen besitzen beide der bekannten Ostrogenrezeptoren.® Beide Rezeptortypen
sind in einem GroBteil menschlichen Gewebes nachgewiesen worden und besitzen eine
identische DNA-Sequenz und Hormon-Bindungs-Domaine. Sie unterscheiden sich
lediglich in der aktivierten Domaine.> Ostrogenrezeptoren der Leber regulieren die
Expression von Apoprotein-Genen und gewinnen so Einfluss auf das Cholesterinprofil im
Blut. Ebenso wird auf diesem Weg die Synthese von Gerinnungsfaktoren und von
fibrinolytischen Proteinen verandert. Das ER-B-Protein konnte in Megakaryocyten,
Thrombozyten (hier Uberdurchschnittlich groB) und Erythroleuk&miezellen nachgewiesen
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werden.

Parallel zu der Entwicklung der Hormonersatztherapie mit naturlichen Ostrogenen, die
frohestens mit dem 45. Lebensjahr begonnen wird, sind nun seit fast 40 Jahren
synthetisch hergestellte Sexualhormone auf dem Markt erhdltlich, die von jungeren
Frauen zur Kontrazeption eingenommen werden. Mehr als 160 Mio. Frauen haben bisher
orale Kontrazeptiva (OK) angewandt, und zur Zeit nehmen weltweit ca. 100 Mio. Frauen
taglich orale hormonale Kontrazeptiva zur Schwangerschaftsverhitung.* OK bestehen
aus synthetischen Ostrogenen wie Ethinylestradiol und Mestranol, welche sechs bis
sieben mal potenter als die natirlichen Ostrogene wirken. Hinzu kommt die Wirkung des
Gestagens. Wegen der negativen Ruckkopplung unterdricken die Hormone die



Gonadotropin-Inkretion, so dass keine Ovulation eintritt. Die erste Generation der
Gestagene waren Derivate von Nortestosteron, dazu gehérten Norethisteron und
Lynestrenol. Ende der sechziger Jahre entstand die zweite Generation, das
Levonorgestrel (LNG), ebenfalls ein Derivat von Nortestosteron. Die dritte Generation der
Gestagene waren Derivate von LNG. Sie wurden entwickelt, um die androgenen
Nebenwirkungen zu reduzieren und gleichzeitig einen noch héheren kontrazeptiven
Schutz zu erreichen.® Hierzu zahlen Desogestrel, Gestoden und Norgestinat. Heute
besteht in den Ublichen Fertigarzneimitteln die Ostrogenkomponente aus Ethinylestradiol
oder Mestranol, das im Organismus durch Demethylierung in Ethinylestradiol
umgewandelt wird.> Die erste Generation der Gestagene war mit 0,05 mg Ethinylestradiol
oder mehr kombiniert. Die zweite und dritte Generation beinhaltet mit 0,03 mg oder
weniger eine niedrigere Dosierung an Ethinylestradiol und wird auch niedrig dosierte Pille

genannt.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, Ostrogen und Gestagen zu kombinieren. Man
unterscheidet Einphasen-Praparate, bei denen wahrend der gesamten Behandlungsdauer
(1.-21./22. Tag) beide Hormone gleichzeitig eingenommen werden. Dabei kann das
Dosierungsverhaltnis wahrend des ganzen Zeitraumes konstant sein "Einstufen Praparat"
oder die Gestagendosierung wird in einem "Zweistufen-Praparat" bzw. zwei Schritten
"Dreistufen-Praparat" gesteigert. Die "Zweiphasen- oder Sequenz- Praparate" beginnen
mit einer reinen Ostrogenzufuhr, zu der in der Mitte des Zyklus oder friher ein Gestagen
hinzugefiigt wird. Die alleinige und kontinuierliche Zufuhr eines niedrig dosierten
Gestagens wirkt ebenfalls kontrazeptiv (Minipille). Bei ihr ist der kontrazeptive Schutz

geringer als bei den Kombinationspraparaten.

Kurz nach Einfuhrung der OK wurden bei Frauen, die diese VerhlUtungsmittel einnahmen,
vermehrt tiefe Beinvenenthrombosen und Lungenembolien beobachtet. Etwas spater
nahm man an, dass ebenso myokardiale Infarkte und zerebrale Insulte mit der Einnahme
von OK zunehmen. Diese Becbachtungen haben zu einer Reihe von epidemiologischen
und klinischen Untersuchungen Uber OK und thrombotische Komplikationen gefuhrt.
Daraufhin konnte man feststellen, dass die Reduktion der Dosis von synthetischen
Ostrogenen von 0,05 mg auf 0,03 mg einen anhaltend sicheren Konzeptionsschutz bei
geringeren Nebenwirkungen bewirkte. /**%1%

Aktuelle Daten der WHO beschreiben ein 3-4fach erhéhtes Risiko, unter niedrig dosierten

OK eine vendse Thrombose zu erleiden.” Das hochste Risiko besteht im ersten Jahr der



Einnahme. Das absolute Risiko bleibt aber weiterhin niedrig. Ein Risiko von weniger als 1
pro 10 000 Personen/dahr steigt durch die Einnahme von OK auf 3-4 pro 10 000

Personen/Jahr.

Auch arterielle Thrombosen treten unter der Einnahme von OK vermehrt auf. Aber die
zusatzlichen Risikofaktoren, die mit den OK flr die arterielle Thrombose verantwortlich
sind, weichen von denen bei vendsen Thrombosen ab. Zum Beispiel erleiden Frauen, die
rauchen und zusatzlich OK einnehmen, haufiger einen Myokardinfarkt, das Risiko einer
tiefen Beinvenenthrombose erhoht sich durch das Rauchen aber nicht. /"% Man
konnte zudem beobachten, dass Falle von Frauen mit Myokardinfarkt unter synthetischer
Hormonsubstitution, deren Koronarien entweder durch Angiographie oder durch Autopsie
untersucht wurden, isolierte, segmentale Okklusionen in den Koronararterien bei normaler
Intima und Media zeigten.?>%%%

Die Anzahl der  kardiovaskularen Todesfalle*, -dieser Begriff beinhaltet die tddlich
ausgehenden tiefen Beinvenenthrombosen, die Thromboembolien, die ischamischen und
hamorrhagischen Insulte und den Myokardinfarkt-, bei jungen Frauen (20-24 Jahre), die
nicht rauchen, liegt weltweit bei 6,0 pro Millionen-Frauenjahre, im htheren Alter (40-44
Jahre) bei 25,5 pro Millionen-Frauenjahre. Durch die Einnahme von OK steigt die Anzahl
der Falle bei den jungen Frauen auf 9,6 pro Millionen-Frauenjahre und bei den alteren
Frauen auf 57.3 pro Millionen-Frauenjahre an. Durch das Rauchen erhoht sich die Anzahl
der Falle im jungen Alter von 6,0 auf 11,6 pro Millionen-Frauenjahre, bei den alteren
Frauen von 25,5 auf 102 pro Millionen-Frauenjahre. Die Kombination aus Rauchen und
der Zufuhr von OK flhrt bei jingeren Frauen zu 21,7, bei alteren Frauen zu 221

kardiovaskularen Todesfallen pro Millionen-Frauenjahre.*

1993 beschrieben Dahlback et al. erstmals eine erblich erworbene Protein C Resistenz. '
Ein Jahr darauf konnte eine Mutation des Gerinnungsfaktors V fir die Protein C Resistenz
verantwortlich gemacht werden.® Protein C ist ein Hemmkorper der plasmatischen
Gerinnung. Nach Anlagerung von Thrombin (Thrombin sorgt innerhalb der plasmatischen
Gerinnung fir die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrinpeptide A und B, woraus
Fibrinomere entstehen) an einen Thrombozytenoberflachenrezeptor, der Thrombomodulin
genannt wird, kommt es zur Aktivierung der Vitamin K abhangigen Serinprotease Protein
C. Dieses zerstort die aktivierten Kofaktoren Va und Vllla und verhindert so die weitere

Thrombinbildung. Die Bindung von Protein C an der Thrombozytenoberflache wird durch

den Kofaktor Protein S erleichtert.



Die Pravalenz der Erberkrankung liegt innerhalb der weiBen Bevilkerung bei 5%, in Asien
und Afrika konnte sie bisher nicht nachgewiesen werden. “ Die Anwesenheit der Mutation,
die heute ,Faktor V Leiden Mutation* genannt wird, erhdht das Risiko einer tiefen
Beinvenenthrombose in heterozygoten Tragern um das 4-10fache, bei homozygoten
Tragerinnen um das 50-100fache und bei heterozygoten Tragern, die zusatzlich OK
einnehmen, um den Faktor 35.” Unabhangig von der Faktor V Leiden Mutation
verursachen OK, und hier verstarkt die dritte Generation (mit Desogestrel), eine Resistenz

gegenuber dem aktivierten Protein C, deren molekulare Pathophysiologie noch unklar

igt. 767789

Aktuelle Studien, die einen Einfluss oraler Kontrazeptiva auf die Hamostase untersuchten,
fanden einen vorwiegend prothrombotischen Effekt.*'” Das Prothrombin, Faktor VII,
Faktor VIII, Faktor X, Fibrinogen und Prothrombin-fragment 1 und 2 waren erhéht, Faktor
V erniedrigt. Die Erhdhung von Prothrombin und Faktor VIl und die Reduzierung des
Faktor V kamen unter der Einnahme von OK der dritten Generation (mit Desogestrel) im
Vergleich zu der zweiten Generation (mit Levonorgestrel) noch deutlicher zum Vorschein.
Man weiB heute, dass nur leicht erhthte Spiegel von Prothrombin und Faktor VIII mit

einer Zunahme vendser Thrombosen assoziieren.**""

Veranderungen im fibrinolytischen System, welche die Parameter Plasminogen, Gewebe-
Plasminogen-Aktivator, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ1 und Plasmin-Antiplasmin-
Komplex betreffen, weisen auf eine erhdhte fibrinolytische Aktivitat unter oralen
Kontrazeptiva hin.”*%°""% Ob eine erhohte fibrinolytische Aktivitat klinisch relevant ist,
bleibt unklar. Veranderungen im fibrinolytischen System konnten bisher nicht mit einer
erhohten Inzidenz thrombotischer Ereignisse in Verbindung gebracht werden. Lediglich
gesteigerte Spiegel des Thrombin-aktivierenden-fibrinolytischen-Inhibitor (TAFI), der unter
der Einnahme von OK erhoht ist, kbnnen im Zusammenhang mit einem gesteigerten
Risiko vendser Thrombosen gesehen werden.”* TAFI inhibiert die Fibrinolyse, indem er

die Bindung von Plasminogen an Fibrin verhindert.®’

Um einen weiteren Einblick in die Thrombenentstehung unter verschiedenen hormonellen
Einflissen zu gewinnen, untersuchte diese Studie die Wirkung oraler Kontrazeptiva und
der Hormonersatztherapie auf die Entstehung, Morphologie und Lyse von Platichen-
Fibrin-Thromben in-vitro. Dazu wurde gesunden Frauen mit und ohne HET, bzw. mit und
ohne OK, Blut enthnommen und mit dem gewonnenem Plattchen-reichen-Plasma (PRP) in



einem Aggregometer Platichen-Fibrin-Thromben hergestellt. Unterschiedlich alte
Thromben wurden anschlieBend mit Urokinase lysiert. Zusétzlich bestimmten wir
Hamostaseparameter, die im Zusammenhang mit dem Aggregationsverhalten der

jeweiligen Thrombozyten betrachtet werden sollen.



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Orale Kontrazeptiva (OK)

In dieser Studie wurden ausschlieBlich Frauen mit einem Einstufen-Praparat zur oralen
Kontrazeption ausgewahlt. Die Einnahme des Praparates war Gber einen Mindestzeitraum

von 2 Jahren garantiert. Die Zusammensetzung bestand entweder aus Ethinylestradiol
0,08 mg und Desogestrel 0,15 mg (Marvelon®: Organon GMBH, OberschleiBheim,

Deutschland), aus Ethinylestradiol 0,02 mg und Desogestrel 0,15 mg (Lovelle ®: Organon
GMBH, OberschleiBheim, Deutschland) oder aus Ethinylestradiol 0,03 mg und

Levonorgestrel 0,15 mg (Femranette mikro®: Lederle Arzneimittel, Minster, Deutschland;

Microgynon®: Schering Deutschland GMBH, Berlin). Die Einnahme erfolgte 21 Tage mit

der sich anschlieBenden Pause von 8 Tagen, auf die eine Abbruchblutung eintritt.

3.1.2 Praparate der Hormonersatztherapie (HET)

Die postmenopausalen Frauen nahmen vom 5.-14. Zyklustag 1,25 mg bzw. 0,6 mg
konjugierte Ostrogene, ab dem 15. bis zum 25. Zyklustag zusatzlich 5 mg Medrogeston
(Medroxyprogesteronacetat). AnschlieBend folgte eine Pause bis zum 5. Tag des
nachsten Zyklus (Presomen® 1,25 compositum bzw. Presomen 0,6 compositum: Solvay
Arzneimittel GMBH, Hannover, Deutschland). Die Einnahmezeit betrug auch hier

mindestens 2 Jahre.

3.1.3 Urokinase

Zur Lyse der in dieser Studie hergesteliten Thromben wurde Urokinase (Firma medac:
Hamburg, Deutschland) verwendet.



3.2 Methoden

3.2.1 Probandenauswahl

Bei den Probandinnen handelte es sich um insgesamt 34 nach dem Zufallsprinzip
ausgewahlte, gesunde Frauen zwischen dem 24. und 64. Lebensjahr. Hierraus ergaben
sich 4 Gruppen. Von 20 praklimakterischen Frauen nahmen 10 zur oralen Kontrazeption
synthetische Ostrogene ein und von 14 postmenopausalen Frauen flhrten sieben eine

Hormonersatztherapie durch. Das mittlere Alter der Probandinnen betrug bei den
menstruierenden Frauen, die keine Kontrazeptiva einnahmen, 25 * 2 Jahre, bei denen mit
Kontrazeptiva 24 * 2 Jahre. Bei den postklimakterischen Frauen ohne HET betrug das

mittlere Alter 55 = 4 Jahre, bei denen mit HET 54 £ 4 Jahre. Der Einfluss von Rauchen

wurde nicht berlcksichtigt.

3.2.2 Blutabnahme-Schemata

In der Frauengruppe ochne Einnahme von Hormonpraparaten und intaktem Zyklus erfolgte
die erste Blutabnahme am Tag der Abbruchblutung, alle weiteren Abnahmen am 7., 9.,
12., 14., 16., und 18. Folgetag, so dass die Untersuchungen um die Zeit des Eisprungs
engmaschiger durchgefihrt wurden. In der Frauengruppe mit der Einnahme oraler
Kontrazeptiva erfolgte die erste Abnahme ebenfalls am 1. Tag der Menstruation, die 2.
Abnahme am 5. Tag nach der Abbruchblutung -das entspricht dem ersten Einnahmetag
der Pille- weitere Abnahmen erfolgten am 9., 16., und 23. Folgetag. Die Untersuchungen
wurden hier von 7 Blutabnahmen auf 5 reduziert, da durch die gleichmaBige Einnahme
eines Einstufenpraparates keine hormonellen Schwankungen zu erwarten waren. In der
postklimakterischen  Gruppe mit einer Hormonsubstitution entsprachen  die
Untersuchungstage denen der Frauen mit oralen Kontrazeptiva, so dass die erste
Abnahme am Tag der Abbruchblutung stattfand, die folgenden zwei Untersuchungen
unter der reinen Einnahme von natdrlichen Ostrogenen und die letzten zwei Abnahmen
unter dem zusatzlichen Einfluss von Gestagenen. Bei den postklimakterischen Frauen
ohne HET wurde der erste Abnahmetag willkUrlich bestimmt, alle weiteren entsprachen
dem Rhythmus der gleichaltrigen Frauen mit HET (Abb.1). Alle Abnahmen erfolgten
jeweils nachmittags zwischen 15.00 und 17.00 Uhr. Nuchternheit wurde nicht

vorausgesetzt. Nach kurzer Stauung und Desinfektion wurden 20 ml Blut mit einer 1,1 mm
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dicken Kanlle aus der Cubitalvene in eine mit 2 ml Natriumcitrat (3,13%) geflllte

Plastikspritze abgenommen.
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3.2.3 Herstellung von plattchenreichem und platichenarmem Plasma

Das entnommene Blut wurde durch sorgfaltiges Schwenken gemischt. AnschlieBend
wurde es in zwei Plastikreagenzrohrchen & 10 ml geflillt und in einer Zentrifuge der Firma
Sigma bei 37°C mit 1.500 Umdrehungen/min (300 g) zehn Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand, plattchenreiches Plasma (PRP), wurde mit einer Eppendorfpipette vorsichtig
abpipettiert und in ein Plastikreagenzrbohrchen geflllt. 2 ml des PRP wurden fir spatere
Laboruntersuchungen in Eppendorfrdhrchen bei -20°C eingefroren. Der verbliebene Rest
des Blutes wurde anschlieBend bei 4.000 Umdrehungen/min (2.500 g) erneut zehn
Minuten zentrifugiert. 2 ml davon wurden eingefroren, der Rest bei 5.000
Umdrehungen/min (8.000 g) ein weiteres Mal zentrifugiert. Der neue Uberstand wurde in
ein Plastikrohrchen pipettiert. Das Reagenzrohrchen mit PRP wurde nun dreimal
vorsichtig geschwenkt, 50 pl davon wurden mit einer Gilson-Pipette enthommen und in ein
Réhrchen mit TTV-N (Thrombozyten-Einzeltest: Kabe Labortechnik GmbH, Nimbrecht-

Elsenroth) zur Ermittlung der Plattchenzahl pro pl umgefillt. Das Gemisch wurde
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anschlieBend 3 Minuten im Rdttler gemischt. Danach wurde mit einem Kapillarréhrchen
etwas Ldsung entnommen und eine Neubauerzahlkammer beschichtet. Der Objekttrager
wurde zur Sedimentation der Thrombozyten in eine feuchte Kammer gegeben. Nach 10
Minuten wurden funf Gruppenquadrate unter einem Lichtmikroskop bei 240-facher
VergroBerung ausgezahlt. Darauf wurden PRP und plattchenfreies Plasma (PFP) in der
Apact-Kiuvette so gemischt, dass 500ul standardisiertes Plasma mit einer

Thrombozytenkonzentration von 250.000 pro ul entstanden.

3.2.4 Geratebeschreibung

Zur Aggregationsmessung und zur Thrombusherstellung wurde das Aggregometer
APACT der Firma Labor GmbH benutzt. Der Rihrer wurde auf 1.200 Umdrehungen/min
und der Autostop auf 99 Minuten eingestellt. Die optische Dichte wurde mit einem an das
Aggregometer angeschlossenen Plotter kontinuierlich auf Thermospezialpapier
aufgezeichnet.

Das Thrombusgewicht wurde auf einer Digitalwaage der Firma Sartorius gewogen. Nach
der Inbetriebnahme wurde ein automatischer Kalibrierungsvorgang durchgefihrt und nach

dem Einmessen der Transportunterlage die Waage tariert.

3.2.5 Thrombusherstellung

Die Bildung der Plattchen-Fibrinthromben wurde durch Zugabe von 50ul Kalziumchlorid

mit einer Endkonzentration von 20 mmol/l plus 50ul Kollagen (Kollagenreagens Horm®:
Nycomed Arzneimittel GmbH, Mlnchen) mit einer Endkonzentration von 1mg/l eingeleitet.
Nach 4-8 Minuten wickelten sich die Plattchen-Fibrinthromben um den Metallrihrer in der

Apact-Klvette.

3.2.6 Gewichtsbestimmung der Thromben

Zur Gewichtsbestimmung wurden die Thromben mit einer Pinzette vorsichtig vom
MetallrGihrer genommen und auf eine Transportunterlage gebracht. Das am Thrombus
hangende Plasma wurde mit einer Eppendorfpipette sorgfaltig abgesaugt und in die
Kivette zurickgegeben. AnschlieBend wurde die Unterlage auf die Waagschale gelegt
und das Gewicht ermittelt. Nach Ruckgabe des Thrombus in die Kivette wurde die
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Transportunterlage mit Aqua destillata gereinigt und mit Saugpapier getrocknet. Das

Gewicht der Unterlage wurde zwischen den Messungen immer wieder kontrolliert.

3.2.7 Bestimmung der Lichtiransmission des Plasma-Uberstandes

Standardisiertes PRP wurde finf Sekunden vorgerthrt und in den Lichtstrahl des
Photometers gebracht, um das Gerat auf 0% zu eichen. Ebenso wurde PFP vorgerthrt, in
den Strahlengang gebracht und auf 100% geeicht. Nach Zugabe von Kollagen und
Kalzium kam es durch die Aggregation der Plattchen zu einer Abnahme der Extinktion.
Mit einem Schreiber wurde die abnehmende Extinktion registriert und als Aggregogramm
dargestellt. Hieraus konnte nach der Untersuchung das Aggregationsmaximum abgelesen
werden. Da der Thrombus sich wahrend der Gewichtsmessung nicht in der Kivette
befand, diese aber in den Lichtstrahl des Photometers zuriickgestellt wurde, konnte die
vor allem wahrend der Lyse abnehmende Lichttransmission des Plasmadiberstandes

gemessen werden.

3.2.8 Thrombolyse mit Urokinase

Das Gewicht der 10, 30 bzw. 60 Minuten alten Thromben (T10, T30, T60) wurde vor
Beginn der Lyse festgehalten und als "Startgewicht" definiert. AnschlieBend wurde die
Lyse mit 50ul Urokinase (Endkonzentration 1000 IE/mI) eingeleitet und der
Thrombusgewichtsverlust alle 10, 20 und 30 Minuten, bei den 30 bzw. 60 Minuten alten
Thromben zuséatzlich nach 40, 50 und 60 Minuten bestimmt. Somit war die Lyse bei den
10 min alten Thromben nach 30 min, bei den 30 bzw. 60 min alten Thromben nach 60 min
abgeschlossen. Bei den 10 Minuten alten Thromben wurde auf eine 60-minUtige
Gewichtsbestimmung verzichtet, da die Thromben bereits nach 30 Minuten einen
Grossteil ihrer Masse verloren hatten und fur weitere Messungen zu fragil erschienen.

Das Ergebnis der letzte Messung wurde als "Endgewicht" bezeichnet.

3.2.9 Kontrolluntersuchung

Um die spontane Gewichtsreduktion ohne Hinzugabe von Plasminogenaktivatoren
beobachten zu kénnen, wurden zu jeder Lyseuntersuchung aus dem gleichen Plasma drei
zusatzliche  Thromben  hergestellt, die nicht lysiet wurden. Um die
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Verdunnungsverhaltnisse gleich zu halten, wurde dem Kontrollverlauf, anstatt Urokinase,
50ul Kochsalzldsung hinzugefigt. Die Messungen erfolgten ebenso wie bei den mit

Urokinase behandelten Thromben alle 10 Minuten.

3.2.10 Photographische Darstellung der Plattchen-Fibrin-Thromben

Nach der Herstellung der Thromben wurden diese in flissigem Stickstoff
gefriergetrocknet. AnschlieBend wurden hiervon feine Querschnitte gewonnen und diese

auf einen Objekttrager aufgetragen. Die Farbung erfolgte mit Hamatoxylin-Eosin (HE).

3.2.11 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden verteilungsfreie (nicht-parametrische) Tests
angewandt: der Kruskal-Wallis-Test zur Suche von Signifikanzen innerhalb der fiinf bzw.
sieben Abnahmetage in einer einzelnen Gruppe und der Mann-Whitney-U-Test, um
Differenzen im Gruppenvergleich zu erkennen. P-Werte von 0,05 oder kleiner wurden als
signifikant angesehen. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung. Um den
Zusammenhang zwischen zwei kardinal skalierten Merkmalen zu erkennen (Regressand
und Regressor), wurden lineare, nichtlineare, einfache und multiple Regressionsanalysen
durchgefihrt. Der Grad des Zusammenhangs wurde mit dem Pearson'schen

Korrelationskoeffizient "r* beschrieben

3.2.12 In-vitro-Diagnostik zur Bestimmung von Hormonen und Gerinhungs-

parametern

Es wurden bei den praklimakterischen Frauen ohne Kontrazeptiva Ostrogen, Progesteron,
luteinisierendes Hormon (LH) und Follikel-stimulierendes Hormon (FSH) bestimmt. Da in
den anschlieBenden Untersuchungen die Thromben innerhalb des Menstruations-
zyklusses miteinander verglichen werden sollten, untersuchten wir die Hormone in der
Menstruationsphase, der Follikel- und der Gelbkérperphase. Somit wurde hier, gemaB
des Blutabnahme-Schema, bei jeder Untersuchung eine Hormonbestimmung
durchgefihrt. Bei den praklimakterischen Frauen mit Kontrazeptiva wurde ausschlieBlich
das LH und das FSH zum Nachweis einer effizienten Kontrazeptiva induzierten

Suppression der Gonadotropine untersucht. Berilcksichtigt man die 8-tagige
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Einnahmepause der OK, wurden die Hormonbestimmungen am 5. und 12. Tag nach
Einnahmebeginn vollzogen. Innerhalb der postklimakterischen Frauengruppe ohne HET
wurden ebenfalls Ostrogen, Progesteron, LH und FSH bestimmt, um die ovarielle
Insuffizienz dieser Gruppe zu belegen. Da hier keine Hormonschwankungen zu erwarten
waren, wurde bei den insgesamt 5 Blutabnahmen bei der 3. und 4. Abnahme die
Hormonbestimmung durchgefihrt. Bei den postklimakterischen Frauen mit einer HET
bestimmten wir das LH und das FSH, da hier, trotz der Zufuhr natdrlicher Ostrogene,
erhdhte Parameter das postklimakterische Stadium erkennen lassen. Hierzu diente
ebenfalls der 5. und 12. Tag nach Einnahmebeginn. Die Bestimmung von Ostrogen und
Progesteron bei den Frauen mit Kontrazeptiva bzw. den Frauen ohne HET wurde auf
Grund der exogenen Hormonzufuhr und der somit supprimierten natdrlichen
Hormonspiegel nicht durchgefihrt.

Zur quantitativen Bestimmung von FSH, LH, Estradiol und Progesteron wurden
ausschlieBlich  enzymimmunologische in-vitro-Tests (Enzymun-Test®: Boehringer
Mannheim, Deutschland) eingesetzt. Als Analysengerat diente ein ES 600 System
(Boehringer Mannheim, Deutschland). Bezlglich der Gerinnungsfaktoren wurde der Von-
Willebrand-Faktor (Von-Willebrand-Reagenz: Behringwerke AG Marburg, Deutschland),
der Faktor VIl (F VIlI-Mangelplasma: Immuno AG Wien, Osterreich), das Plasminogen,
das ATIIl und das a2-Antiplasmin (Plasminogen Chromogen, ATIII Chromogen und a2-
Antiplasmin Chromogen: Baxter Diaghostics AG New York, USA) bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Hormonwerte der Probandinnen

Die Hormonbestimmungen von Ostrogen, Progesteron, LH und FSH waren innerhalb des
Menstruationszyklusses bei den praklimakterischen Frauen ohne OK im Normbereich. In
der Menstruationsphase, der Follikelphase und der Gelbkérperphase wich keine der
Frauen von der Norm ab, so dass ein Vergleich der Studienergebnisse innerhalb des
Zyklusses gewahrleistet war. Das LH und das FSH der praklimakterischen Frauen mit OK
war durch die Hormonsubstitution suprimiert. Bei den postklimakterischen Frauen ohne
HET veranschaulichen die niedrigen Ostrogen- und Progesteronwerte die reduzierte
Synthese der Sexualhormone, welche auch durch die reflektorisch hohen Gonadotropine
FSH und LH nicht mehr gesteigert werden konnte. Bei den postklimakterischen Frauen
mit HET reichen die konjugierten Ostrogen und das Medrogeston nicht aus, die
Gonadotropinsekretion auf das MaB der praklimakterischer Frauen zu reduzieren. Dieses
Ergebnis entspricht der Norm. LH und FSH weisen mit ihren hohen Spiegeln auf das
postklimakterische Alter hin, liegen aber, bedingt durch die HET, etwas unter den

Ergebnissen gleichaltriger Frauen ohne HET (Tab.1, Abb.2).

Ostrogen pg/ml Progesteron ng/ml LH miU/ml FSH miU/mi
Frauen ohne OK
Menstruationsphase 3583t 0,35+0,1 55+1,8 6,5%£0,%
(8-89 (0,2-0,6) (1,1-62) (1,8-9)
Follikelphase 47,4 £7,2 1,05+0,28 6,9+2,C 6,6 £0,8
(10 - 147) (0,3-1,1) (17-72) (2-12
Gelbkorperphase 64,5 + 16,1 22+0,8 735223 6,4+1,C
(27 - 247) (1,8 -21) (0,6 - 10) (2-10
Frauen mit OK = = 215+1,1 412
Frauen ohne HET 2+x1/4 0,2+0,1 17,9511 47,45+ 2,8
(< 10) (<1 (>17) (> 20)
Frauen mit HET = = 15,6 £0,S 33,55+2,¢

Tab.1 Hormonbestimmungen mit Standardabweichungen. Die Zahlen in den Klammern sind die Normalwerte. OK = orale
Kontrazeptiva. HET = Hormonersatztherapie. LH = luteinisierendes Hormon. FSH = Follikel stimulierendes Hormon.
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Abb.2 Mittlere Serumspiegel des luteinisierenden Hormons (LH) von pré- und postklimakterischen Frauen mit und
ohne Hormonsubstitution. Bei den praklimakterischen Frauen ohne Hormonsubstitution wurde an 8 von 28 Tagen
nach Beginn der Menstruation (entspricht dem 1. Hormonzyklustag) gemessen. OK = orale Kontrazeptiva. HET =
Hormonersatztherapie.



4.2 Gerinnungsparameter der Probandinnen

4.2.1 Praklimakterische Frauen

Da sich keine Unterschiede zwischen den einzelnen Abnahmetagen wahrend des
Zyklusses bzw. den verschiedenen Ostrogen- und Progesteroneinnahmetagen zeigten,
sind in Tab. 2 die Mittelwerte der verschiedenen Gruppen angegeben.

Die Einnahme oraler Kontrazeptiva flihrte zu einem tber der Norm liegendem Anstieg von
Faktor VIII. Ristocetin-Kofaktor und a2-Antiplasmin waren bei den Frauen mit OK hoéher
als bei den gleichaltrigen Frauen ohne Kontrazeption, aber durchaus noch im
Normbereich. Plasminogen und Antithrombin Ill wurden durch OK nicht beeinflusst. Die
Gerinnungsparameter der praklimakterischen Frauen ohne Hormonsubstitution lagen alle

im Normbereich.

Differenz
mit OK ohne OK
(%) (P

166,2 78,¢
féﬁfi,)‘"" * 66,2 18,2 +110,6  (0,0001)
Ristocetin-Kofaktor % 1352 87
(Std %) 36,6 18.7 +654  (0,0001)
Antithrombin IlI 102,3 99,2
(Std %) 11,6 237 +2,9 (NS)

1 94.¢ 97

Plasminogen % ) )
(Std %) ’ 17,6 6,2 2,0 (NS)
a2-Antiplasmin % 103 94,2
(Std %)p 10,5 17,6 +8,2  (0,0005)

Tab.2 Mittelwerte der Gerinnungsparameter der praklimakterischen Frauen mit und ohne
oraler Kontrazeption (OK). Faktor VIII (VIII), Ristocetin-Kofaktor (Risto-Ko), Antithrombin IlI

(AT 1), Plasminogen (PL) und a2-Antiplasmin (@2-AP). Standardabweichung (Std) sowie
die Unterschiede der Ergebnisse in % und das Signifikanzniveau. Die Normwerte liegen bei
70-120%, eine Ausnahme bildet Risto-Ko mit 50-150%.
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4.2.2 Postklimakterische Frauen

Der Gerinnungsparameter Faktor VIII war bei den postklimakterischen Frauen ohne HET

weit Uber dem der Frauen mit HET. Der Vergleich der Ergebnisse von Ristocetin-Kofaktor

bei den Frauen mit und ohne HET zeigte einen signifikant héheren Mittelwert unter der

HET. Dieser befand sich allerdings noch im Normbereich. Der Fibrinolyse dienende

Faktor Plasminogen und das antifibrinolytisch aktive a2-Antiplasmin waren unter der HET

knapp signifikant hoher als in der Vergleichsgruppe, aber auch hier noch im Normbereich.
Das Antithrombin [l wurde nicht beeinflusst (Tab. 3).

Differenz
mit HET ohne HET
(%) (P<)
Faktor VIl % ‘%4 ‘6713'15 415 (0,0001)
(Std %) ’ ’
. . 96,2 117,7
Ristocetin-Kofaktor % D ’ -18,2 (0,02)
(Std %) 12,8 26,6
Antithrombin Ill 106,5 0@ +0.3 (NS)
(Std %) 7,2 13
. 104,6 95,8
Plasminogen % ’ ’ +9,1 (0,08)
(Std %) 11,5 14,8
o2-Antiplasmin % 103 S +14,4 (0,05)
(Std %) 103 128 ’ '

Tab.3 Mittelwerte der Gerinnungsparameter der postklimakterischen Frauen mit und ohne
Hormonersatztherapie (HET). Faktor VIII (VIIl), Ristocetin-Kofaktor (Risto-Ko), Antithrombin
I (AT Ill), Plasminogen (PL) und a2-Antiplasmin (a2-AP). Standardabweichung (Std) sowie
die Unterschiede der Ergebnisse in % und das Signifikanzniveau. Die Normwerte liegen bei
70-120%, eine Ausnahme bildet Risto-Ko mit 50-150%.
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4.3 Bildung und Lyse von Plattchen-Fibrin-Thromben

Direkt nach der Thrombenentstehung waren samtliche Plattchen und das gesamte Fibrin
in die neu entstandenen Thromben eingebaut worden. Dies flUhrte zu einer bereits
makroskopisch sichtbaren Aufklarung des Plasmas in der Klvette und gleichzeitig zu
einem raschen Anstieg der gemessenen Lichttransmission. Durch die Thrombolyse mit
Urokinase und die eintretende Freigabe von Fibrin und Thrombozyten aus den Thromben
tribte das Plasma wieder ein, und die Lichttransmission nahm kontinuierlich ab.

4.3.1 Praklimakterische Frauen ohne hormonelle Kontrazeptiva

4.3.1.1 Gewichte der Plattchen-Fibrin-Thromben vor, wahrend und nach der Lyse mit

Urokinase bei praklimakterischen Frauen ohne Kontrazeptiva

In einer mit Plasma und einer standardisierten Thrombozytenkonzentration gefllten
Apact-Klvette entstand durch Zugabe von Kalzium und Kollagen ein Plattchen-Fibrin-
Thrombus Auch ohne Zugabe von Urokinase nahm das Gewicht der Thromben
zeitabhangig ab (spontane Gewichisveranderung). Das Gewicht der 30 und 60 min alten
Thromben war im Vergleich zu dem Gewicht der 10 min alten Thromben bereits vor
Lysebeginn um durchschnittlich 13 % niedriger. Die Endgewichte der 30 und 60 min alten
Thromben waren nach 30mindtiger Lyse mit Urokinase signifikant hoher als die der 10
min alten Thromben. Das Endgewicht der 60 min alten Thromben lag deutlich Gber dem
der 30 min alten Thromben. Das Thrombusgewicht reduzierte sich bei den 10 min alten
Thromben durch die Lyse um durchschnittlich 51,6 %, bei den 30 min alten um 37,5 %
und bei den 60 min alten um 32,1 %. Nach weiteren 30 min Lyse der 30 und 60 min alten
Thromben erreichten die 30 min alten Thromben mit einem Gesamtgewichtsverlust von
59 % ein signifikant niedrigeres Endgewicht als die 60 min alten Thromben mit 51,4 %
(Tab.4). Ein Zusammenhang zwischen den Start- und Endgewichten und dem

Gewichtsverlust in den einzelnen Zyklusphasen fand sich nicht.
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Tromben- Lysedauer
Startgewicht
alter
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min 16,1+ 3,2 mg 11,6 mg 9,5 mg 7,8+1,3mg
100 % 72,0 % 59,0 % 48,4 %

3omin [139+22mg | 11,3mg 10,3 mg 8,7* mg 7,3mg 6,4 mg 57+1,5mg
100 % 81,2 % 741 % 62,5 % 52,5 % 46,0 % 41,0 %

60min [140:23mg | 12,0mg 10,8 mg 9,5* mg 8,3 mg 74mg | 68x16mgt
100 % 85,7 % 771 % 67,9 % 59,3 % 52,6 % 48,6 %

Tab.4 Gewichtsverlust bzw. Endgewicht in Prozent vom Starigewicht wahrend der Lyse mit Urokinase bei

praklimakterischen Frauen ohne OK (jeweils n=10). "p< 0,0001 vs. Startgewicht Thrombusalter 10 min; p= nicht signifikant
bei Startgewicht Thrombusalter 60 min vs. Thrombusalter 30 min. Nach 30 min Lyse: ¢p< 0,0001 vs. Endgewicht

Thrombusalter 10 min. Nach 60 min Lyse: /Ep< 0,0001 vs. Endgewicht Thrombusalter 30 min.

4.3.1.2 Gewichte der Plattchen-Fibrin-Thromben ohne Zugabe von Urokinase (Kontrolle)

bei praklimakterischen Frauen ohne Kontrazeptiva

Die Startgewichte der Kontrollthromben waren identisch mit denen der Thromben, die

anschlieBend mit Urokinase behandelt wurden. Das Thrombengewicht reduzierte sich in

geringerem Umfang als unter Lyse mit Urokinase: bei den 10 min alten Thromben nach

30 min durchschnittlich um 18,7%, bei den 30 min alten Thromben um 6,5% und bei den
60 min alten Thromben um 3,7% (Tab.5).

Tromben- spontane Gewichtsverédnderung
Startgewicht
alter . . . . . .
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min 16,1 + 3,2 mg 14,0 mg 13,4 mg 13,1+ 1,7 mg
100 % 86,9 % 83,4 % 81,3 %

30 min 13,9+ 2,0 mg" 13,3 mg 13,1 mg 13,0 mg 13,0 mg 12,9 mg 12,8+ 1,6 mg
100 % 95,7 % 94,2 % 93,5 % 93,5 % 92,8 %% 92,0 %

60 min 13,8£21mg 13,6 mg 13,4 mg 13,3 mg 13,3 mg 133mg | 132+ 1,7 mg*
100 % 98,6 % 97,1 % 96,3 % 96,3 % 96,3 % 95,7 %

Tab.5 Gewichtsverlust bzw. Endgewicht in Prozent vom Startgewicht der Kontrolle (NaCl anstatt Urokinase) bei
préklimakterischen Frauen ohne OK (jeweils n=10). p< 0,0001 vs. Startgewicht Thrombusalter 10 min. Nach 30 min Lyse
keine Unterschiede im Gewicht. Nach 60 min Lyse: # p< 0,05 vs. Endgewicht Thrombusalter 30 min.
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Abbildung 3 zeigt graphisch die Gewichtsreduktion von Thromben mit und ohne Zugabe

von Urokinase bei praklimakterischen Frauen ohne Kontrazeptiva.
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Abb.3 Thrombolyse von 30 min alten Thromben mit Urokinase im Vergleich zu der Kontrolle bei Frauen ohne

OK. Nach 60 min Lyse p< 0,0001.
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4.3.1.3 Lichttransmission des Plasma-Uberstandes ohne und mit Zugabe von Urokinase

bei praklimakterischen Frauen ohne Kontrazeptiva

Die Lichttransmission des Plasma-Uberstandes lag bei den 10 min alten Thromben vor

der Lyse Uber der bei 30 bzw. 60 min alten Thromben. Die Lichttransmission des

PlasmaUberstandes bei 30 min alten Thromben lag nochmals Uber der bei 60 min alten

Thromben. In Folge der Lyse kam es zu einer Reduktion der Lichttransmission. Nach 30

min lag die Lichttransmission bei 10 min alten Thromben noch Uber der bei 30 und 60 min

alten Thromben, wahrend sich sowohl nach 30, als auch nach 60 min Lyse die

Ergebnisse zwischen den 30 min alten Thromben und den 60 min alten Thromben nicht

unterschieden. Auch hier zeigte sich keine Abh&ngigkeit zwischen den gemessenen

Transmissionswerten und den einzelnen Zyklusphasen (Tab.8).
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Tromben- Zusatz Startlicht- Lysedauet/ spontane Lichttransmissionsverdnderung
alter transmission
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min Ura 96,2+ 3,4 % 951 % 922% |886+4,4%
Nacl 96,1+ 3,4 % 95,8 % 950% |94,3+3,3%

30 min Uro 949:+33% | 936% | 909% | 867%%F |806% | 775% |[731:63%
Nacl 95,0+ 3,6 % 94,6 % 93,8 % 93,1 % 92,4 % 91,7% |90,9+4,0%

60 min Uro 932+:39% % 92,4 % 90,6 % 86,6 % o 82 % 772% |732+6,8%
Nacl 931+x39% * 931 % 92,4 % 91,6 % 90,9 % 899% |889+39%

Tab.6 Reduktion der Lichttransmission im Plasmalberstand wahrend der Lyse mit Urokinase bzw. der Kontrolle bei
praklimakterischen Frauen ohne OK (jeweils n=10). p< 0,0001 vs. Startlichttransmission Thrombusalter 10 min.; ¢p<
0,0001 vs. Startlichttransmission Thrombusalter 30 min. Nach 30 min Lyse: Ep< 0,02 vs. Endlichttransmission

Thrombusalter 10 min;
Thromben im weiteren Verlauf keine Unterschiede mehr.

®p< 0,04 vs. Endlichttransmission Thrombusalter 10 min. Bei den 30 min und 60 min alten

Abbildung 4 zeigt graphisch die Korrelation von Thrombusgewicht und Lichttransmission

bei praklimakterischen Frauen ohne OK am Beispiel der 60 min alten Thromben, die 1

Stunde lysiert wurden. Man erkennt, dass die Gewichtsreduktion zu einer Freigabe von

lichtabsorbierenden Teilchen fuhrte, welche die photometrisch bestimmte Lichttrans-

mission reduzieren.
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Abb.4 Korrelation von Thrombusgewicht und Lichttransmission bei praklimakterischen Frauen ohne OK am Beispiel von 60
min alten Thromben, die 1 Stunde lysiert wurden. Gewicht und Lichttransmission wurden alle 10 min bestimmit.
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4.3.1.4 Morphologie der Plattchen-Fibrin-Thromben bei praklimakterischen Frauen ohne

Kontrazeptiva

Die Plattchen-Fibrin-Thromben waren nach 10 Minuten im Durchmesser 6-7 mm groB.
Der Thrombus lieB sich mit der Pinzette in einem stabilen Zustand leicht aus dem
Plasmalberstand entnehmen. Er bestand aus mehreren Kernen von Platichen-
aggregaten, die von Fibrin durchzogen und von einem Fibrinring umgeben waren. Der 30

bzw. 60 min alte Thrombus wirkte makroskopisch etwas kleiner (Abb.5a,b).

Abb.5a,b. Querschnitt eines 10 Minuten alten Plattchen-Fibrin-Thrombus, beispielhaft fir praklimakterische Frauen ohne

Kontrazeptiva. Man erkennt Plasmaeinschlisse (1) umgeben von Plattchenaggregaten, welche mit Fibrin durchzogen sind
(2). VergréBerung a 1:10, b 1:100 HE-Farbung.
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4.3.2 Préklimakterische Frauen mit hormoneller Kontrazeption

4.3.2.1 Gewichte der Platichen-Fibrin-Thromben vor, wahrend und nach der Lyse mit

Urokinase bei praklimakterischen Frauen mit hormoneller Kontrazeption

Das Gewicht der 30 und 60 min alten Thromben hatte sich im Vergleich zu dem Gewicht
der 10 min alten Thromben bereits vor Lysebeginn um durchschnittlich 23,1 9% bei 30 min
alten Thromben bzw. um 20,0 % bei den 60 min. alten Thromben reduziert. Die
Endgewichte der 30 und 60 min alten Thromben waren nach 30minltiger Lyse mit
Urokinase signifikant héher als die der 10 min alten Thromben. Das Thrombengewicht
reduzierte sich nach 30 min bei den 10 min alten Thromben um durchschnittlich 77,3 %,
bei den 30 und 60 min alten jeweils um 58,4 %. Eine weitere 30mindtige Lyse der 30 und
60 min alten Thromben fihrte zu einem Gewichtsverlust von 77,1 % bei den 30 min alten
Thromben und um 77,4% bei den 60 min alten Thromben. Die Thrombengewichte der 30
und 60 min alten Thromben unterschieden sich in ihrem Endgewicht weder nach 30 noch
nach 60 min Lyse (Tab.7). Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Differenzen
innerhalb der unterschiedlichen Abnahmetage, auch nicht in der Menstruationsphase, in

der keine OK eingenommen wurden. ™~

Tromben- Lysedauer
Startgewicht
alter
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min
10 min 21,6+ 7,0 mg 10,9 mg 7,2mg 49+ 2,0mg
100 % 50,5 % 58,5 % 22,7 %
30min [166+:40mg | 121 mg 9,0 mg 6,9 mg”* 5,2 mg 4,4mg 3,8+ 1,5mg
100 % 72,8 % 54,2 % 41,6 % 31,3 % 26,5 % 229 %
60min [173+46mg | 125mg 9,5 mg 7,2 mg* 5,5 mg 4,5mg 3,9 + 1,5 mg
100 % 72,3 % 54,9 % 41,6 % 31,8 % 26,0 % 225 %

Tab.7 Gewichtsverlust bzw. Endgewicht in Prozent vom Starigewicht wahrend der Lyse mit Urokinase bei
praklimakterischen Frauen mit OK (jeweils n=10). p< 0,0001 vs. Startgewicht Thrombusalter 10 min; p= nicht signifikant

bei Startgewicht Thrombusalter 60 min vs. Thrombusalter 30 min. Nach 30 min Lyse: ¢p< 0,0001 vs. Endgewicht
Thrombusalter 10 min. Nach 60 min Lyse unterscheiden sich die Ergebnisse nicht.
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4.3.2.2 Gewichte der Plattchen-Fibrin-Thromben ohne Zugabe von Urokinase (Kontrolle)
bei praklimakterischen Frauen mit hormoneller Kontrazeption

Die Startgewichte in der Kontrolle waren identisch mit dem Gewicht der Thromben, die
anschlieBend mit Urokinase behandelt wurden. Die 10 min alten Thromben verloren nach
30 min 29,4% ihres Startgewichtes. Im gleichen Zeitraum verloren die 30 min alten
Thromben 11,6% und die 60 min alten Thromben 7,7% ihres Startgewichtes. Nach
weiteren 30 min lag das Endgewicht der 30 min alten Thromben 15% und das der 60 min
alten Thromben 11,3 % unter dem Startgewicht. Im Vergleich mit den 30 und 60 min alten
Thromben war die spontane Gewichtsreduktion der 10 min alten Thromben nach 30 min
deutlich hoéher (p<0,0001). Die Ergebnisse der 30 und 60 min alten Thromben

untereinander waren vergleichbar (Tab.8).

Tromben- spontane Gewichtsveranderung
Startgewicht
alter . . . . . A
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min 21,4+ 7,1 mg 17,0 mg 15,8 mg 15,1+ 2,6 mg
100 % 79,4 % 73,8 % 70,6 %

30 min 17347 mg" 15,8 mg 15,4 mg 15,3 mg 14,9 mg 14,8 mg 14,7 + 2,6 mg
100 % 91,83 % 89,0 % 88,4 % 86,1 % 85,5 % 85,0 %

60 min 168+42 mg" 16,1 mg 15,8 mg 15,5 mg 15,3 mg 15,0 mg 149+ 25 mg
100 % 95,8 % 94,0 % 92,3 % 91,0 % 89,3 % 88,7 %

Tab.8 Gewichtsverlust bzw. Endgewicht in Prozent vom Startgewicht der Kontrolle (NaCl anstatt Urokinase) bei Frauen mit

OK (jeweils n=10). ). p<0,0001 vs. Startgewicht Thrombusalter 10 min. Nach 30 min und 60 min Lyse keine Unterschiede
im Gewicht.

294



4.3.2.3 Lichttransmission des Plasma-Uberstandes ohne und mit Zugabe von Urokinase

bei praklimakterischen Frauen mit hormoneller Kontrazeption

Die Lichttransmission des Plasma-Uberstandes lag bei den 10 min alten Thromben vor
der Lyse Uber der bei 30 und 60 min alten Thromben, und die Lichttransmission des
Plasma-Uberstandes bei 30 min alten Thromben lag nochmals Uber der bei 60 min alten
Thromben. Nach 30 min lag die Lichttransmission bei 10 min alten Thromben noch tber
der bei 60 min alten Thromben, gegenilber den 30 min alten Thromben zeigte sich keine
Differenz. Nach 60 min Lyse lag die Lichttransmission bei 60 min alten Thromben
signifikant unter der bei 30 min alten Thromben. Es ergaben sich keine Differenzen

innerhalb der unterschiedlichen Untersuchungstage (Tab.9).

Tromben- | Zusatz Startlicht- Lysedauet/ spontane Lichttransmissionsverinderung
alter transmission
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min Ura 97,4+3,5% 95,4 % 89,6% |850x54%
Nacl 97,9+ 4,0 % 97,6 % 96,7 % |96,1+3,9%

30 min Uro 95,6+39% 946% | 902 % 841% | 779% | 720% | 672x66%
Nacl 95,0+ 3,6 % 953% | 946% 939% | 928% | 920% | 91,2+41%

60 min Uro 947+42% = | 93.4% 89,9 % 830%% | 756% | 692% |644=74%9
Nacl | 950+3,9% * 94,8 % 93,8 % 93,1 % 924% | 916% | 90,7+48%

Tab.9 Reduktion der Lichttransmission im PlasmaUlberstand wahrend der Lyse mit Urokinase bzw. der Kontrolle bei
praklimakterischen Frauen mit OK (jeweils n=10). p< 0,0001 vs. Startlichttransmission Thrombusalter 10 min.; ¢p< 0,05
vs. Startlichttransmission Thrombusalter 30 min. Nach 30 min Lyse: 'cEp< 0,03 vs. Endlichtiransmission Thrombusalter 10

min; Thrombusalter 30 min vs. Thrombusalter 60min nach 30 min Lyse nicht signifikant. Nach 60 min Lyse: Qp< 0,02 vs.
Endlichttransmission Thrombusalter 30 min.
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Abbildung 6 zeigt graphisch die Korrelation von Thrombusgewicht und Lichttransmission
bei praklimakterischen Frauen mit OK am Beispiel der 60 min alten Thromben, die 1
Stunde lysiert wurden. Auch hier ist ersichtlich, dass die Gewichtsreduktion zu einer
Freigabe von lichtabsorbierenden Teilchen flhrte, welche die photometrisch bestimmte

Lichttransmission reduzieren.
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Abb.6 Korrelation von Thrombusgewicht und Lichttransmission bei den praklimakterischen Frauen mit OK am Beispiel
eines 60 min alten Thrombus.
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4.3.2.4 Morphologie der Plattchen-Fibrin-Thromben bei praklimakterischen Frauen mit

Kontrazeptiva

Hier waren die Plattchen-Fibrin-Thromben nach 10 Minuten im Durchmesser bis zu 11
mm groBB. Nach Enthahme aus dem Plasmalberstand zeigte sich ein sehr fragiler,
lockerer, schwammiger und lichttransparenter Thrombus. Das die Plattchenaggregate
durchziehende Fibrinnetz zeigte mikroskopisch einen zu den praklimakterischen Frauen
ohne OK vergleichsweise losen Zusammenhalt, bedingt durch viele, relative groBe
Plasmaeinschlisse. Ebenso war der den Thrombus umschlieBende Fibrinring im Aufbau
weniger kompakt. Die 30 bzw. 60 min alten Thromben verloren sichtbar an Volumen.
Mikroskopisch war dies hauptsichlich auf den Ruckgang der Plasmaeinschlisse
zurlckzufuhren (Abb.7a,b).

- o T

: .

Abb.7a,b. Querschnitt eines 10 Minuten alten Platichen-Fibrin-Thrombus, beispielhaft flr praklimaktetische Frauen mit
Kontrazeptiva. Sichtbar sind groBe Mengen an Plasma (1), welches Inseln aus Plattchen-Fibrin-Aggregaten (2) umflie3t.
Das Plasma wird durch ein fragiles Netz (3) aus Fibrin- und Thrombozyten-Aggregaten eingefasst. VergréBerung beider
Aufnahmen 1:10. HE-Farbung.
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4.3.3 Postklimakterische Frauen ohne Hormonersatztherapie

4.3.3.1 Gewichte der Plattchen-Fibrin-Thromben vor, wahrend und nach der Lyse mit

Urokinase bei postklimakterischen Frauen ohne Hormonersatztherapie

Das Gewicht der 30 und 60 min alten Thromben hatte sich im Vergleich zu dem Gewicht
der 10 min alten Thromben bereits vor Lysebeginn um durchschnittlich 19,6 % bei den 30
min alten bzw. 17,4 % bei den 60 min alten Thromben reduziert. Die Endgewichte der 30
und 60 min alten Thromben waren nach 30minUtiger Lyse mit Urokinase signifikant hdher
als die der 10 min alten Thromben. Das Thrombusgewicht reduzierte sich bei den 10 min
alten Thromben um durchschnittlich 50,6 %, bei den 30 min alten um 30,7 % und bei den
60 min alten um 28,9 %. Nach weiteren 30 min Lyse der 30 und 60 min alten Thromben
erreichten die 30 min alten Thromben mit einem Gesamtgewichtsverlust von 50,8 % ein
signifikant niedrigeres Endgewicht als die 60 min alten Thromben mit 46,4 % (Tab.10).

Tromben- Lysedauer
Startgewicht
alter
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min 23,5+ 5,8 mg 16,3 mg 13,9 mg 11,6 + 2,3 mg
100 % 69,4 % 591 % 49,4 %

30 min 18,9+ 3,7 mg¢ 16,0 mg 14,6 mg 13,1 mg"E 11,5 mg 10,2 mg 93+ 1,6 mg
100 % 84,6 % 77,2 % 69,3 % 60,8 % 54,0 % 49,2 %

60min [194+34mg | 16,8mg 15,0 mg 13,8 mg’ 12,7 mg 11,4mg |10,4=1,6 mg@
100 % 86,6 % 77,3 % 71,1 % 65,4 % 58,8 % 53,6 %

Tab.10 Gewichtsverlust bzw. Endgewicht in Prozent vom Startgewicht wahrend der Lyse mit Urokinase bei

postklimakterischen Frauen ohne HET (jeweils n=7). "p< 0,0002 vs. Startgewicht Thrombusalter 10 min; ¢p< 0,0001 vs
Startgewicht Thrombusalter 10 min. p= nicht signifikant bei Startgewicht Thrombusalter 60 min vs. Thrombusalter 30 min.

Nach 30 min Lyse: 'CEp< 0,0001 vs. Endgewicht Thrombusalter 10 min. Nach 60 min Lyse: ®p< 0,0001 vs. Endgewicht
Thrombusalter 30 min.
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4.3.3.2 Gewichte der Plattchen-Fibrin-Thromben ohne Zugabe von Urokinase (Kontrolle)

bei postklimakterischen Frauen ohne Hormonersatztherapie

Die Startgewichte stimmten auch hier mit den Gewichten der anschlieBend lysierten
Thromben Uberein. Ohne Zufuhr von Urokinase verloren die 10 min alten Thromben
innerhalb von 30 min 22,6 % ihres Startgewichtes. Im gleichen Zeitraum reduzierte sich
das Gewicht der 30 min alten Thromben um 4,9% und das der 60 min alten Thromben um
7,1%. Statistisch betrachtet unterscheiden sich die Ergebnisse zwischen den 60 und den
30 min alten Thromben nicht. Eine Differenz war nach 30 min zwischen den 10 min alten
und den 30 min alten Thromben zu erkennen, allerdings nicht zwischen dem 60 min und
10 min alten Thromben. Nach 60 min war das Gewicht der 60 min alte Thromben etwas

schwerer als das der 30 min alten Thromben (Tab.11).

Tromben- spontane Gewichtsverédnderung
Startgewicht
alter
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min 23,9+ 6,5 mg 20,3 mg 19,2 mg 18,5+ 3,2 mg
100 % 84,9 % 80,3 % 77,4 %

30 min 184+ 3,5 mg¢ 17,8 mg 17,8 mg 17,5 mgAE 17,3 mg 17,3 mg 17,3+ 2,8 mg
100 % 96,7 % 96,7 % 95,1 % 94,0 % 94,0 % 94,0 %

60 min 19,8+ 3,6 mg" 19,1 mg 18,6 mg 18,4 mg 18,4 mg 18,2 mg 18,1 £33 mgQ
100 % 96,5 % 93,9 % 92,9 % 92,9 % 91,9 % 91,4 %

Tab.11 Gewichtsverlust bzw. Endgewicht in Prozent vom Startgewicht der Kontrolle (NaCl anstatt Urokinase) bei
postklimakterischen Frauen ohne HET (jeweils n=7). "p< 0,0002 vs. Startgewicht Thrombusalter 10 min; ¢p< 0,0001 vs.
Startgewicht Thrombusalter 10 min. Nach 30 min Lyse: 'p< 0,005 vs. Endgewicht Thrombusalter 10 min. Nach 60 min
Lyse: ®p< 0,05 vs. Endgewicht Thrombusalter 30 min.

4.3.3.3 Lichttransmission des Plasma-Uberstandes ohne und mit Zugabe von Urokinase

bei postklimakterischen Frauen ochne Hormonersatztherapie

Die Lichttransmission des Plasma-Uberstandes lag bei den 10 min alten Thromben vor
Lyse Uber der bei 30 und 60 min alten Thromben, und die Lichttransmission bei 30 min
alten Thromben lag nochmals tiber der bei 60 min alten Thromben. Nach 30 bzw. 60 min

Lyse waren die Ergebnisse gleich (Tab.12).
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Tromben- | Zusatz Startlicht- Lysedauet/ spontane Lichttransmissionsverdnderung
alter transmission . . . . . .
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min Uro 954+ 3,5 % 94,4 % 922% |88,6+3,9 %
Nacl 95,5+ 3,6 % 95,6 % 949 % [93,1+4,4%

30 min Uro 93,4+ 4,6 % 93,1 % 91,0 % 87,7 % 82,9 % 78,0 % 741 +8,6 %
Nacl 95,0+ 3,6 % 92,6 % 92,0 % 91,2 % 90,1 % 89,0 % 88,2+ 53 %

60 min Uro 923+45% 7 91,8 % 90,3 % 86,6 % 82,4 % 77,6 % 735+83 %
Nacl 928+40% * 92,9 % 92,0 % 91,1 % 90,5 % 89,7 % 88,9+ 47 %

Tab.12 Reduktion der Lichttransmission im Plasmalberstand wahrend der Lyse mit Urokinase bzw. der Kontrolle bei
postklimakterischen Frauen ohne HET (jeweils n=7). "p< 0,0001 vs. Startlichttransmission Thrombusalter 10 min.; Ep<
0,0002 vs. Startlichttransmission Thrombusalter 10 min.; ¢p< 0,05 vs. Startlichttransmission Thrombusalter 30 min. Ep<
0,02 vs. Endlichttransmission Thrombusalter 10 min. Nach 30 min und 60 min unterscheiden sich die 30 min und 60 min
alten Thromben nach Lyse mit Urokinase und in der Kontrolle in ihrer Lichttransmission nicht mehr.

Abbildung 8 zeigt graphisch die Korrelation von Thrombusgewicht und Lichttransmission

bei postklimakterischen Frauen ohne HET am Beispiel der 60 min alten Thromben, die 1

Stunde lysiert wurden. Die Lyse der Thromben flhrte zur zunehmenden Tribung des

Plasmauberstandes und zog so die Abnahme der Lichttransmission nach sich.
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4.3.3.4 Morphologie der Plattchen-Fibrin-Thromben bei postklimakterischen Frauen ohne

Hormonersatztherapie

Die 10 min alten Thromben waren durchschnittlich 8-10 mm goB und lieBen sich aufgund
eines dichten, stabilen Fibrin-Thromben-Aggregates als feste, kleine Kugel, haufig mit
Thrombusschwanz, aus dem PlasmaUberstand enthehmen. Mikroskopisch zeigte sich ein
engmaschiges Fibrinnetz, welches viele Kerne an Plattchenaggregaten durchzog und
auch am Rand von einem dichten Fibrinnetz ummantelt wurde. Die 30 bzw. 60 min alten
Thromben waren kleiner, weiterhin aber reich an Fibrin- und Plattchenaggregaten,
welches sie gegeniber der Lyse mit Urokinase und den mechanischen Einflissen durch

das Wiegen zu sehr widerstandsfahigen Thromben machte (Abb.9a,b).

Abb.9a,b. Querschnitt eines 10 Minuten alten Plattchen-Fibrin-Thrombus, beispielhaft fir postklimakterische Frauen ohne
HET. Plasmaeinschliisse (1) umflieBen dichte Platichen-Fibrin-Aggregate (2). In dieser Gruppe entwickelte sich unter der
Rotation des Magneten innerhalb der Kiivette haufig ein kompakter, harter Thrombus mit einem festen Schwanzfortsatz (3).
VergroBerung a 1:4, b 1:10. HE-Farbung.
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4.3.4 Postklimakterische Frauen mit Hormonersatztherapie

4.3.4.1 Gewichte der Platichen-Fibrin-Thromben vor, wahrend und nach der Lyse mit

Urokinase bei postklimakterischen Frauen mit Hormonersatztherapie

Das Gewicht der 30 und 60 min alten Thromben hatte sich im Vergleich zu dem Gewicht
der 10 min alten Thromben bereits vor Lysebeginn um durchschnittlich 8,3 % reduziert.
Die Endgewichte der 30 und 60 min alten Thromben waren nach 30minitiger Lyse mit
Urokinase signifikant hoher als die der 10 min alten Thromben. Das Thrombengewicht
reduzierte sich bei den 10 min alten Thromben um durchschnittlich 48,5 %, bei den 30
min alten um 39 % und bei den 60 min alten um 35,8 %. Nach weiteren 30 min Lyse der
30 und 60 min alten Thromben erreichten die 30 min alten Thromben mit einem
Gesamtgewichtsverlust von 59,3 % ein signifikant niedrigeres Endgewicht als die 60 min
alten Thromben mit 54,5 % (Tab.13).

Tromben- Lysedauer
Startgewicht
alter
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min 13,4+ 2,4 mg 10,1 mg 8,3 mg 69+1,8mg
100 % 753 % 61,9 % 51,5 %

30min [123+18mg | 10,1 mg 8,8 mg 7,5 mgE 6,4 mg 5,6 mg 5,0 + 1,6 mg
100 % 82,1 % 71,5 % 61,0 % 52,0 % 45,5 % 407 %

60min [123+17mg | 10,1 mg 9,2 mg 7,9 mg* 6,8 mg 60mg | 56=20mg?
100 % 82,1 % 74,8 % 64,2 % 55,3 % 48,8 % 45,5 %

Tab.13 Gewichtsverlust bzw. Endgewicht in Prozent vom Startgewicht wahrend der Lyse mit Urokinase bei
postklimakterischen Frauen mit HET (jeweils n=7). p< 0,0001 vs. Startgewicht Thrombusalter 10 min; p= nicht signifikant
bei Startgewicht Thrombusalter 60 min vs. Thrombusalter 30 min. Nach 30 min Lyse: ¢p< 0,0005 vs. Endgewicht

Thrombusalter 10 min. /Ep< 0,05 vs. Endgewicht Thrombusalter 10 min. Nach 60 min Lyse: ®p< 0,05 vs. Endgewicht
Thrombusalter 30 min.
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4.3.4.2 Gewichte der Plattchen-Fibrin-Thromben ohne Zugabe von Urokinase (Kontrolle)

bei postklimakterischen Frauen mit Hormonersatztherapie

Die Startgewichte entsprachen denen der Thromben, die anschlieBend lysiert wurden.
Nach 30 Minuten verloren die 10 min alten Thromben 15 % ihres Startgewichtes. Die 30
min alten Thromben verloren 4,2 % und die 60 min alten Thromben 3,4 % ihres
Startgewichtes. Nach weiteren 30 Minuten konnte das Endgewicht mit einem
Gesamtgewichtsverlust von 5,9 % bei den 30 min alten Thromben festgestellt werden. In
diesen 30 Minuten veranderten sich die Gewichte der 60 min alten Thromben nicht mehr.
Die Endgewichte der verschieden alten Thromben unterschieden sich in den statistischen
Vergleichstests nicht (Tab.14).

Tromben- spontane Gewichtsverénderung
Startgewicht
alter
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min 13,3+ 1,7 mg 11,9 mg 11,6 mg 11,3+ 1,1 mg
100 % 89,4 % 87,2 % 85,0 %

30 min 12,0:1,8mg" 11,7 mg 11,5 mg 11,5 mg 11,5 mg 11,3 mg 11,3+ 1,5 mg
100 % 97,5 % 95,8 % 95,8 % 95,8 % 94,1 % 94,1 %

60 min 12,0:1,4mg" 11,8 mg 11,8 mg 11,6 mg 11,6 mg 11,6 mg 11,6+ 1,3 mg
100 % 98,3 % 98,3 % 96,6 % 96,6 % 96,6 % 96,6 %

Tab.14 Gewichtsverlust bzw. Endgewicht in Prozent vom Startgewicht der Kontrolle (NaCl anstatt Urokinase) bei Frauen mit

HET (jeweils n=7). "p< 0,0001 vs. Startgewicht Thrombusalter 10 min. Nach 30 und 60 min unterscheiden sich die
Ergebnisse nicht.

4.3.4.3 Lichttransmission des Plasma-Uberstandes ohne und mit Zugabe von Urokinase

bei postklimakterischen Frauen mit Hormonersatztherapie

Die Lichttransmission des Plasma-Uberstandes lag bei den 10 min alten Thromben vor der Lyse
Uber der bei 30 und 60 min alten Thromben, und die Lichttransmission des Plasma-Uberstandes
bei 30 min alten Thromben lag hochmals (iber der bei 60 min alten Thromben. Nach 30 min Lyse
lag die Lichttransmission bei 10 min alten Thromben noch Uber der bei 60 min alten Thromben,
gegenlber den 30 min alten Thromben zeigte sich keine Differenz mehr. Nach 60 min Lyse waren

die Ergebnisse gleich (Tab.15).
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Tromben- | Zusatz Startlicht- Lysedauet/ spontane Lichttransmissionsverdnderung
alter transmission . . . . . .
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

10 min Ura 96,2+ 3,8 % 95,4 % 929% |[88,3+4,5%
Nacl 958+ 3,3 % 96,0 % 952% (942+3,1%

30 min Uro 94,7+ 39 %" 94,0 % 90,8 % 86,6 % 81,3 % 76,3 % 719+57 %
Nacl 93,7+ 4,4 %" 93,4 % 93,1 % 92,3 % 91,2 % 90,3 % 89,1+41%

60 min Uro 912+42% & | 014% 88,3 % 830%% | 770% | 718% |67.8+85%%
Nacl 928:39% £ | 928% 91.8% 90,8 % 903% | 890% | 882+41%

Tab.15 Reduktion der Lichttransmission im Plasmalberstand wahrend der Lyse mit Urokinase bzw. der Kontrolle bei
postklimakterischen Frauen mit HET (jeweils n=7). "p< 0,0001 vs. Startlichttransmission Thrombusalter 10 min. ¢+‘Ep<
0,002 vs. Startlichttransmission Thrombusalter 10 min. Nach 30 min Lyse: ®p< 0,0001 vs. Endlichttransmission
Thrombusalter 10 min. Nach 60 min Lyse: ®p< 0,03 vs. Endlichttransmission Thrombusalter 30 min.

Abbildung 10 zeigt graphisch die Korrelation von Thrombusgewicht und Lichttransmission

bei postklimakterischen Frauen mit HET am Beispiel der 60 min alten Thromben, die 1

Stunde lysiert wurden. Auch hier flihrte die durch die Lyse bedingte zunehmende Triibung

des Plasmaulberstandes zu einer Abnahme der Lichttransmission.

12104

Frogenl

A o

e Giewicchil it Prazent wam
Sramgevichl

Abb.10 Korrelation von Thrombusgewicht und Lichttransmission am Beispiel der 60 min
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postklimakterischen Frauen mit Hormonersatztherapie.
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4.3.4.4 Morphologie der Plattchen-Fibrin-Thromben bei postklimakterischen Frauen mit

Hormonersatztherapie

Die 10 min alten Thromben waren im Durchmesser 5-6 mm groB und somit
vergleichsweise klein.  Auch hier wurden mehrere Inseln bestehend aus
Plattchenaggregaten  von Fibrinnetzen  durchzogen. Das  Verhaltnis von
Plattchenaggregaten, Fibrinfasern und Plasmaeinschlissen glich mikroskopisch den
Thromben der praklimakterischen Frauen ohne Kontrazeptiva. Die 30 bzw. 60 min alten
Thromben wirkten makroskopisch nur minimal verkleinert (Abb.11a,b).

Abb.11a,b. Querschnitt eines 10 Minuten alten Plattchen-Fibrin-Thrombus, beispielhaft fur postklimakterische Frauen mit
Hormonersatztherapie. Zentral befinden sich dichte Plattchen-Fibrin-Aggregate (1), umschlossen von lockeren Fibrinnetzen
(2), die sich am Rand zu einer Membran (3) bUndeln. Neben den dichten Aggregaten sind viele kleine Plasmaeinschliisse
zu erkennen (4). Vergr6Berung a 1:4, b 1:10. HE-Féarbung.
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4.4 Ergebnisse der Gruppen im Vergleich

4.4.1 Gewicht der Plattchen-Fibrin-Thromben vor und nach der Lyse mit Urokinase

Bei Frauen unter oralen Kontrazeptiva fand sich ein héheres Thrombengewicht als bei
gleichaltrigen Frauen ochne OK. Ein anderes Ergebnis erbrachte die Lyse der Thromben
mit Urokinase. Mit einer Gewichtsreduktion von durchschnittlich 77,3% in 30 min bei den
10 min alten Thromben und ebenfalls 77% nach 60 min Lyse bei den 60 min alten
Thromben sind die Thromben, welche unter der Einnahme oraler Kontrazeptiva
entstanden sind, sehr eindrucksvoll und erfolgreich lysiert worden. Das
Thrombenendgewicht lag unter dem der praklimakterischen Frauen ohne OK (Abb.12-14).
Vergleicht man den prozentualen Gewichtsverlust der Thromben in der Kontrolle (Zugabe
von NaCl, nicht von Urokinase), zeigte sich bei den Frauen, die OK einnahmen, ein
groBerer Gewichtsverlust. Bedingt durch das hohe Startgewicht der Thromben bei den
Frauen mit OK lag das Endgewicht der Thromben aber trotzdem Uber dem der Frauen
ohne OK. Das Gewicht blieb auch nach 60 Minuten Lyse der 30 und 60 Minuten alten
Thromben unverandert Uber dem der gleichaltrigen Frauen ohne synthetischer
Hormonzufuhr (Abb.15-17).

Bei den postklimakterischen Frauen mit HET waren die Thromben leichter. Zum Beispiel
war das Startgewicht der 10 min alten Thromben unter der HET 10,1 mg niedriger als das
der gleichaltrigen Frauen ohne HET. Eine deutliche Differenz war auch bei den &lteren
Thromben zu erkennen. Nach der Lyse mit Urokinase war das Thrombenendgewicht der
Frauen mit einer HET weiterhin niedriger. Prozentual zum Startgewicht betrachtet war der
Gewichtsverlust durch die Lyse bei den jungen, 10 min alten Thromben identisch. Bei den
alteren, 30 und 60 min alten Thromben konnten die postklimakterischen Frauen mit HET
noch fast 10% mehr an Eigengewicht verlieren im Vergleich zu denen ohne HET. In der
Kontrolle ohne Urokinase ist dieser Vorteil nicht mehr zu erkennen.

Die spontane Gewichtsreduktion in der Kontrolle vollzog sich hauptsachlich in den ersten
10 Minuten nach Thrombenentstehung. Dieser Verlauf war bei allen Thromben der vier
verschiedenen Frauengruppen zu erkennen. Die Abb.17 verdeutlicht, dass bei den 60 min
alten Thromben nach Abwarten von einer weiteren Stunde, in der die Thromben ja auch
noch durch das notwendige Wiegen aus der Klvette entfernt werden mussten, bei den

Gewichtsmessungen fast keine Differenzen mehr zum Startgewicht auftraten.

Bei dem Vergleich der Gruppenergebnisse lasst sich eine Korrelation zwischen der
Morphologie und dem Gewicht der Thromben herstellen. Unter der Einnahme
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synthetischer Hormone entwickelten sich in unserem Modell bei den praklimakterischen
Frauen groBe, schwere Thromben mit einem lockeren Aufbau an Platichen-Fibrin-
Aggregaten, welche von reichlich eingeschlossenem Plasma umgeben waren (Abb.7a,b).
Bei den (gleichaltrigen Frauen, welche keine Hormone einhnahmen, war der
Thrombenaufbau kompakter, die Plattchen-Fibrin-Aggregate waren dichter miteinander
verbunden und somit auch weniger Plasma eingeschlossen. Hieraus ergab sich ein
geringeres Thrombengewicht im Vergleich zu den plasmareichen Thromben der
praklimakterischen Frauen unter dem Einfluss synthetischer Ostrogene.

Je kompakter ein Thrombus aufgebaut war, desto schlechter lieB er sich anschlieBend mit
Urokinase lysieren. Wir konnten beobachten, dass Thromben mit einem lockeren
Fibringerist und reichlich Plasmaeinschlissen gut zu lysieren waren. Somit lagen die zu
Beginn schweren, aber fragil aufgebauten Thromben der praklimakterischen Frauen unter
oralen Kontrazeptiva nach der Lyse mit Urokinase mit ihrem Endgewicht unter denen der
gleichaltrigen Frauen ohne Hormonzufuhr. Bei den postklimakterischen Frauen ohne
HET, die ebenfalls schwere Thromben entwickelten, deren Fibrinnetze aber eine enorme
Dichte und Harte aufzeigten (Abb.9a,b), konnte die Lyse mit Urokinase nur einen
vergleichsweise geringen Gewichtsverlust der Thromben erzielen. In dieser Altersgruppe
zeigte sich unter der Einnahme natlrlicher Ostrogene morphologisch ein aufgelockertes
Thrombenbild (Abb.11a,b) und leichtere Thromben mit einem geringeren Start- und
Endgewicht (Abb.12-14).

Gewichie dar 10 min alten Theamben vor und nath Zugabe von Urokinase
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Abb.12 Durchschnittliche Gewichte von 10 min alten Thromben vor und nach 30 min Lyse mit Urokinase. Startgewichte und
Endgewichte: p< 0,0001 Frauen mit OK vs. ohne OK, Frauen mit OK vs. mit HET, Frauen ohne HET vs. ohne OK und bei
den Frauen ohne HET vs. mit HET.
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Gewichte der 30 min alten Thromben wor und nach Zugabe von Urokinase

Starigeraici
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Abb.13 Durchschnittliche Gewichte von 30 min alten Thromben vor und nach 60 min Lyse mit Urokinase. Startgewichte und
Endgewichte: p< 0,0001 Frauen mit OK vs. ohne OK, Frauen mit OK vs. mit HET, Frauen ohne HET vs. ohne OK und
Frauen ohne HET vs. mit HET.

Gewichte der B0 min alten Thromben ver und nach Zugabe von Urokinase
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Abb.14 Durchschnittliche Gewichte von 60 min alten Thromben vor und nach 60 min Lyse mit Urokinase. Startgewichte und
Endgewichte: p< 0,0001 Frauen mit OK vs. ohne OK, Frauen mit OK vs. mit HET, Frauen ohne HET vs. ohne OK und
Frauen ohne HET vs. mit HET.
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Gierw|chie dar 10 min alten Thromben chne Zugabe von Urokinase
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Abb.15 Durchschnittliche Gewichte von 10 min alten Thromben ohne Zugabe von Urokinase. Das Endgewicht wurde nach
30 min bestimmt. Startgewichte und Endgewichte: p< 0,0001 Frauen mit OK vs. ohne OK, Frauen mit OK vs. mit HET,
Frauen ohne HET vs. ohne OK und Frauen ohne HET vs. mit HET.

Gawichle der 30 min alten Thromben ohne Zugabs van Urokinase
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Abb.16 Durchschnittliche Gewichte von 30 min alten Thromben ohne Zugabe von Urokinase. Das Endgewicht wurde nach
60 min bestimmt. Startgewichte und Endgewichte: p< 0,0001 Frauen mit OK vs. ohne OK, Frauen mit OK vs. mit HET,
Frauen ohne HET vs. ohne OK und Frauen ohne HET vs. mit HET.
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Gewichbe der 80 min allen Thromben ¢hne Zugabe von Urokinase

Saarigewichi

WAt O Endgawicht
h o4
Ohpa O At HET

Dhine HET

Abb.17 Durchschnittliche Gewichte von 60 min alten Thromben ohne Zugabe von Urokinase. Das Endgewicht wurde nach
60 min bestimmt. Startgewichte und Endgewichte aller Thromben: p< 0,0001 Frauen mit OK vs. ohne OK, Frauen mit OK
vs. mit HET, Frauen ohne HET vs. ohne OK und Frauen ohne HET vs. mit HET.

4.4.2 Lichttransmission des Plasma-Uberstandes wahrend der Lyse mit Urokinase

Die Lichttransmission ist ein direktes MaB fir die Lysierbarkeit der Thromben. Je besser
die Lyse, desto geringer ist die Lichttransmission der Kivette, da die von den Thromben
abgeltsten Partikel das Plasma eintriben.

Die Lichttransmission des Plasma-Uberstandes war vor Lysebeginn bei den 10 und 60
min alten Plattchen-Fibrin-Thromben unter OK héher als in der Vergleichsgruppe ohne
OK. Nach Lyse mit Urokinase zeigte sich bei dem 10, 30 und 60 min alten Thromben eine
geringere Lichttransmission im Plasmatberstand als bei den praklimakterischen Frauen
ohne OK. In-vitro bedeutet dies, dass die Thromben, welche unter dem Einfluss
synthetischer Hormone entstanden sind, mehr Plasmabestandteile beinhalten als jene
Thromben der Frauen ohne Hormoneinfluss gleichen Alters. Die geringere
Lichttransmission nach der Lyse mit Urokinase bei den praklimakterischen Frauen mit OK
deutet auf die vergleichsweise hohe Auflésung der Thromben hin und entspricht dem von
uns gemessenen Gewichtsverhalten der Thromben in dieser Gruppe (Abb.18-20).

Die Lichttransmission des Plasmalberstandes bei den postklimakterischen Frauen mit

und ohne HET waren vor Lysebeginn identisch. Auch nach der Urokinasezugabe waren
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bei den 10, 30 und 60 min alten Thromben keine Differenzen der Lichttransmission

untereinander zu erkennen (Abb.18-20).

Lichitran&migsion des 10 min alben Thromben svor wnd nach Zugabe van Urokinass
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Abb.18 Lichttransmission im Plasmatberstand bei Lyse von 10 min alten Thromben. Endlichttransmission nach 30 Minuten

gemessen. Startlichttransmission: p < 0,03 Frauen mit OK vs. ohne OK. Endlichttransmission: p < 0,002 Frauen mit OK vs.
ohne OK. Keine Differenzen bei den Frauen mit HET vs. ohne HET.

Lighitransmission der 30 min alten Thromben vor und nach Zugabe von Unokinass
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Abb.19 Lichttransmissionsverlust im Plasmalberstand bei Lyse von 30 min alten Thromben. Endlichttransmission nach 60
Minuten gemessen. Startlichttransmissionen im Vergleich nicht signifikant. Endlichttransmission: p < 0,001 Frauen mit OK
vs. ohne OK; p < 0,002. Frauen mit OK vs. ohne HET
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Lichttransmission dar 50 min athen Thrombsan vor und nach Zugabe von Urokinase
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Abb.20 Lichttransmissionsverlust im Plasmalberstand bei Lyse von 60 min alten Thromben. Endlichttransmission nach 60
Minuten gemessen. Startlichtiransmission: p < 0,001 Frauen mit OK vs. ohne OK. p < 0,002 Frauen mit OK vs. ohne HET.

Endlichttransmission: p < 0,001 Frauen mit OK vs. ohne OK. Frauen mit HET vs. ohne HET nicht signifikant.
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4.4.3 Aggregationsmessungen im plattchenreichen Plasma

Bei den Probandinnen im praklimakterischen Alter, die Kontrazeptiva einnahmen, wurde
nach Induktion mit Kollagen und Kalzium das hdchste Aggregationsmaximum gemessen.
Der Zeitraum bis zur maximalen Aggregation war ebenfalls in dieser Gruppe am
schnellsten erreicht. Das Aggregationsmaximum war bei den postklimakterischen Frauen
ohne Hormonsubstitution am geringsten, die Zeit, bis dieses erreicht wurde, war
verlangert (Tab.16 und 17).

Differenz
mit OK ohne OK

(%) (p<)

AM (%) 84,3 83,6
0,83 (0,05)

5 +4,1

Zeit/AM 306 324
5,5 (0,0002)

+84 +9€6

Tab.16 Aggregationsmaximum und die dazu benétigte Zeit bei den praklimaktetischen Frauen mit und ohne
Hormonsubstitution nach Induktion mit Kollagen und Kalzium. AM = Aggregationsmaximum. Zeit/AM = bendtigte Zeit bis zur
maximalen Aggregation. (Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen.)

Differenz
mit HET ohne HET
(%) (p<)
AM % 83,8 80,6
3,9 (0,0001)
+4,5 +5,C
Zeit/AM 312 324
3,7 (0,03)
72 +9€6

Tab.17 Aggregationsmaximum und die dazu benétigte Zeit bei den postklimakterischen Frauen mit und ohne
Hormonsubstitution nach Induktion mit Kollagen und Kalzium. AM = Aggregationsmaximum. Zeit/AM = bendtigte Zeit bis zur
maximalen Aggregation. Std% = Standardabweichung in Prozent.

A5



5 Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse Uber praklimakterischen Frauen mit und

ohne Hormonsubstitution vor dem Hintergrund des wissenschaftlichen

Umfeldes

In unserem in-vitro-Modell entstanden unter dem Einfluss von OK groBe, schwere
Thromben mit einem relativ locker aufgebauten Fibrinnetz, die nach Lyse mit Urokinase
das niedrigste Endgewicht im Gruppenvergleich erreichten. Bei den gleichaltrigen Frauen
ohne OK waren die Thromben kleiner und stabiler aufgebaut, das Thrombengewicht nach
Lyse blieb vergleichsweise hoch, die spontane Retraktion war gering. Zusatzlich bestand
in der Gruppe mit OK eine zeitlich Gberdurchschnittlich schnelle und Uberdurchschnittlich
hohe Thrombozytenaggregation.

Eine erhbhte Plattchenaggregation unter OK, wie wir sie beobachten konnten, ist bereits

20,21 48 6¢

in vorausgegangenen Studien beschrieben worden. Als mdgliche Ursache kann
die unter OK gesteigerte Synthese an Gerinnungsfaktoren angesehen werden. So waren
in unserer Studie prokoagulatorische Proteine wie der Faktor VIl und Ristocetin-Kofaktor
(mit Hilfe des Antibiotikums Ristocetin kann die Aktivitdt des Von-Willebrand-Faktors
nachgewiesen werden) unter OK deutlich erhdht. In einer anderen aktuellen
Untersuchung zeigten sich unter der Einnahme von OK erhthte Werte von Prothrombin,
Faktor VI, Faktor VIII, Faktor X, Fibrinogen und Prothrombinfragment 1+2, wahrend
Faktor V verringert war.”’ Die Erhéhung von Prothrombin und Faktor VII und die
Verringerung des Faktor V kamen unter der Einnahme von OK der dritten Generation (mit
Desogestrel) im Vergleich zu der zweiten Generation (mit Levonorgestrel) noch deutlicher
zum Vorschein. Nur leicht erhdhte Spiegel von Prothrombin und Faktor VIII sind klinisch
mit einer Zunahme venodser Thrombosen assoziiert.***"”* Warum ATIII und Plasminogen,
im Gegensatz zu den meisten Untersuchungen, in unserer Studie nicht verandert waren,
muss offen bleiben. Eventuell ist die kleine Fallzahl hier nicht ausreichend. Der
Uberwiegende Teil auch alterer Studien registrierte unter OK ein unvorteilhaftes Muster im
Sinne einer Reduktion von antikoagulatorischen und einer Erhéhung an
prokoagulatorischen Proteinen. Dem gegenuber stieg die fibrinolytische Aktivitat

23,2960, /2,96,99 101

vorteilhaft an. Die Ursache der von uns gemessenen erhdhten a-2

Antiplasminspiegel unter der Einnahme OK bleibt letztlich unklar.
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In unserem Modell zeigte sich bei Frauen mit OK die Lyseaktivitat im Vergleich zu Frauen
ohne OK deutlich gesteigert. Meijers et al. und weitere Studien konnten zeigen, dass unter
OK die Plasmakonzentration von Plasmin-Aktivatoren (PA) und die Anzahl an Inhibitoren
des fibrinolytischen Systems erhoht sind.”*"***"% Eine Uberdurchschnittlich gute
Fibrinolyse basiert darauf, dass Aktivatoren des fibrinolytischen Systems- und hier ist
nicht der Gehalt an freiem Plasminogen, sondern der der PA wie z.B der aktivierte
Hagemann-Faktor (F Xlla) oder der Tissue-Plasminogen-Aktivator (i-PA)
ausschlaggebend-, in hohen Mengen vorhanden sind, oder dass die Anzahl an Inhibitoren
des fibrinolytischen Systems-, hierzu zahlen a2-Antiplasmin und Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor (PAl)-, vermindert bzw. deren Aktivitdt gehemmt ist. Die unter OK
nachgewiesene Erhdhung des Thrombin-aktivierenden-fibrinolytischen-Inhibitors (TAFI),
dessen Aufgabe darin besteht, die Fibrinolyse zu inhibieren, indem es die Bindung von
Plasminogen an Fibrin verhindert, reicht nicht aus, die Fibrinolyse auf ein normales
Niveau zu reduzieren.®'

Eine weitere Beeinflussung der Fibrinolyse gelingt Uber den Thrombenaufbau. Die
makroskopische Form und Konsistenz der von uns hergestellten Thromben sowie ihre
histologischen Bilder machen anschaulich, warum sich einige Thromben gut, andere
dagegen kaum lysieren liessen. Fur die ausgesprochen gute Lyse unter OK ware als
Erklarung denkbar, dass der lockere Thrombenaufbau der Urokinase eine groBe
Angriffsflache bot und somit das Hineindiffundieren derselben erleichtert wurde.
Zusatzlich ist vorstellbar, dass die Plasminogenkonzentration und die der Aktivatoren im
Thrombus durch die gréBere Anzahl von Plasmaeinschlissen erhoht war. Im Verlauf der
Kontrolle war der Gewichtsverlust, der Uberwiegend durch Retraktion zu erklaren ist,
gering. Diese Krafte reichten nicht aus, um gréBere Plasmamengen aus dem Thrombus
auszupressen. Da in-vivo, im Gegensatz zu unserem Kontrollexperiment, immer eine
Fibrinolyse, z.B. durch die Freisetzung von Urokinase oder tPA aus dem GefaBendothel
stattfindet, musste bei vermehrter Thrombenentstehung und somit Lyse bei Frauen, die
synthetische Ostrogene einnehmen, die Fibrinolyseaktivitat vergleichsweise hoch sein.
Durch den Nachweis von Uberdurchschnittlich vielen Fibrinspaltprodukten im Serum

dieser Frauen konnte diese Annahme bestatigt werden. "™

Die unterschiedliche Morphologie der Thromben kommt wahrscheinlich durch die
beschleunigte Gerinnungskaskade und die rasch ablaufende Aggregation der Plattchen
zustande. Die schnelle Entstehung der Fibrinnetze verursachte ein hohes Einfangen von

Plasma. Diese Anordnung der Fibrinnetze hinderte die durch den Magnetriihrer auf den

A7



Thrombus einwirkende Zentrifugalkraft am Auspressen von Plasma. Es ist anzunehmen,
dass dies der Grund fir das hohe Gewicht und den relativ lockeren Thrombenaufbau ist.
Bei der langsamer ablaufenden Thrombenentstehung bei den Frauen ohne OK war das
Thrombenskelett kompakter, es bestand ein dichteres Plattchen-FibringerUst, folglich war

der Plasmaanteil und somit das Gesamtgewicht geringer.

Bei den Frauen mit OK lag das Endgewicht der Thromben in der Kontrolle, welcher
Kochsalz anstatt Urokinase zugefuhrt wurde, hdher als bei Frauen ohne OK. Die
unabhangig von der Urokinase eintretende spontane Gewichtsreduktion reichte nicht aus,
das hohe Startgewicht soweit zu reduzieren, dass es dem der Thromben entsprach, die
nicht unter dem Einfluss von OK entstanden sind. Dieser Verlauf war unabhangig von
dem Thrombenalter. Eine solche Eigenschaft des Gerinnungssystems kdnnte in-vivo eine
gesteigerte Thromboseneigung mit sich fihren. In klinischen Studien kbnnen wir diesen
pathophysiologischen Ablauf bei den Frauen mit OK sehen. Ebenso misste man bei
einem gesundem Fibrinolysesystem eine gesteigerte Aktivitadt erkennen, und auch das
sehen wir in der Klinik. Demzufolge ist gut vorstellbar, dass bei einem nur gering
insuffizientem Fibrinolysesystem die Wahrscheinlichkeit, rezidivierende Thrombosen zu
entwickeln, sehr hoch ist. Bei der Faktor-V-Leiden-Mutation zum Beispiel, einer
Erberkrankung, die zu einer Protein C Resistenz fuhrt, lasst sich dieses in-vitro
entstandene Bild der Thrombophilie, bedingt durch ein defektes Fibrinolysesystem, gut
Ubertragen. Ist das Risiko einer tiefen Beinvenenthrombose bei heterozygoten Tragern
der Faktor-V-Leiden-Mutation 4-5fach erhéht, potenziert es sich um den Faktor 35 bei

zusatzlicher Einnahme von Kontrazeptiva.”™

Je friher die Lysetherapie bei einem Myokardinfarkt durchgef(ihrt wird, desto geringer ist
das AusmaB der Nekrose. Vergleichsweise war in unserer Untersuchung bei allen
Probandinnen der 10 min alte Thrombus deutlich besser zu lysieren als der dreissig bzw.
sechzig Minuten alte Thrombus. Eine Gewichtsdifferenz am Ende der Lyse zwischen dem
sechzig und dem dreissig Minuten alten Thrombus wird durch die Einnahme von OK nicht
mehr signifikant, die Ergebnisse sind vergleichbar. Eventuell ist hier die Retraktion bereits
nach dreissig Minuten abgeschlossen. Ohne den Einfluss von OK ist der altere, sechzig
Minuten alte Thrombus deutlich schlechter zu lysieren. Da bei den meisten
Infarktpatienten eine Lysetherapie erst nach frlhestens dreissig Minuten begonnen wird,

musste nach unseren Ergebnissen die Gruppe mit OK besser abschneiden. Bisher gibt es
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hieriber keine Daten in der Literatur. Dies wird sicherlich auf Grund der niedrigen Fallzahl

auch in Zukunft durch eine Studie nicht zu belegen sein.

Thrombozyten und Kkardiovaskulare Zellen besitzen, wie ein weiterer GroBteil
menschlichen Gewebes, Ostrogenrezeptoren.® Uber die Ostrogenrezeptoren werden u.a.
die Synthese von Lipiden, Gerinnungsfaktoren und fibrinolytischer Proteine gesteuert. Auf
den Thrombozyten konnte man beide der bekannten Rezeptortypen, Ostrogenrezeptor-a
(OR-a) und Ostrogenrezeptor-B (OR-B), nachweisen. Es ist wahrscheinlich, dass der
Einfluss der Ostrogene auf die Thrombenentstehung nicht unmittelbar wahrend der
Thrombenentstehung eintritt, sondern dass die Thrombozytenoberflache bereits durch die
kontinuierliche Anwesenheit des Sexualhormons eine Umwandlung erfahren hat, die bei
Aktivierung zu einem veranderten Ergebnis fihrt. Wir gehen auch in unseren Versuchen
davon aus, dass die naturlichen und synthetischen Hormone, die sich direkt in der Klvette
befanden, nicht ausschlaggebend fir die Entstehung verschiedener Thrombentypen
waren, sondern dass der Uber Jahre bestehende spezielle Hormonspiegel zu
unterschiedlich reaktiven Blutplattchen und zu unterschiedlichen Hamostaseparametern
gefuhrt hat, die jeder fur sich ein anderes Ergebnis produzieren. Diese Vermutung wird
bestarkt durch die Tatsache, dass eine unterschiedliche Reaktionsbereitschaft von
Thrombozyten zwischen Frauen und Mannern in Medien beobachtet werden kann, die frei
von Plasmahormonen sind.?** Auch zeigt eine Beifligung von Sexualhormonen in ein
Thrombozytenmedium keine Veranderung in der Aggregationsbereitschaft.**

Es gibt direkte und indirekte Hinweise, dass Sexualhormone die Biologie von
Thrombozyten beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass sich Thrombozyten von
Frauen innerhalb des Menstruationszyklusses verandern. Die Bindung an Fibrinogen ist in
der Lutealphase, der zweiten Halfte des Menstrualzykluses, héher als in der
Follikelphase. Eventuell ist hierflir eine hormonale Steuerung Uber GPlib-llla
(Glykoproteinrezeptor llb-llla an der Thrombozytenoberflache) verantwortlich.® Der
GPllb-llla-Rezeptor auf den Plattchen spielt eine zentrale Rolle in  der
Thrombozytenaggregation. Er bindet den von-Willebrand-Faktor (vWF), ein Hauptligand
des Fibrinogens. Zum Beispiel flhrt bei einer atherosklerotisch veradnderten Intima die
GefaBverletzung zur Freilegung subendothelialer Mikrofasern, die den vWF binden. Der
vWF besitzt Rezeptoren, die wiederum mit GPIb an der Thrombozytenoberflache
reagieren. Die Bindung GPIb/AVWEF fihrt zur Exponierung weiterer Glykoproteinrezeptoren
wie den GPlIb-llla-Rezeptorkomplex. Er steht als weiterer Bindungsort fir den vWF zur

Verfagung und unterstitzt so die Adhésion. Die Adhasion an Kollagen wird durch GPla
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gefordert.” Pramenopausale Frauen besitzen auf ihnren Thrombozyten die gleiche Anzahl
an GPllb-llla-Rezeptoren wie junge Manner. Der Rezeptorkomplex der Frauen ist
allerdings deutlich schneller und leichter zu aktivieren. Er besitzt eine 50-80% hdhere
Fibrinogenbindungskapazitat als die GPlIb-llla-Rezeptoren gleichaltriger Manner.

Weitere Hinweise Uber den hormonellen Einfluss auf Thrombozyten zeigen sich durch die
steigende Anzahl adrenerger a-2-Rezeptoren auf den Blutplattchen zu Beginn der
Menses und durch die Verringerung derselben in der Zyklusmitte um bis zu 77%.* Die
Plattchenadhésion an Typ | Kollagen zeigt einen biphasischen Verlauf wahrend des
ovariellen Zyklusses.* Ostrogen und Testosteron-sensible Gene, wie NO-Synthase, ein
Inhibitor der Plattchenaggregation, und Thromboxan A2 sind in Thrombozyten und
Megakaryozyten vorhanden."*™ Innerhalb der Thrombozyten senkt Thromboxan A, den
Spiegel von zyklischem AMP (cAMP). Das cAMP, welches aus ATP Uber die
Adenylatzyklase gewonnen wird, kontrolliert die Konzentration freier Kalziumionen und
verhindert so die Aggregation und Adhé&sion. Kalziumionen aktivieren das Aktin-Myosin-
System, welches die Thrombozyten-Granula entleert.

Zudem konnte gezeigt werden, dass eine in-vitro-Aggregation der Plattchen, induziert
mittels Arachidonsaure, durch die Hinzugabe von Androgenen verstarkt, durch Ostrogene
aber inhibiert werden kann.** Eine Therapie mit Androgenen bei Patienten mit

Myelodysplasie und Thrombozytopenie fuhrt zu einem Anstieg der Thrombozyten.*

Die Vermutung, dass bereits unter einem schwankenden Ostrogen- und
Progesteronplasmaspiegel wahrend des Menstruationszyklus akut eine unterschiedliche
Neigung zur Thrombenentstehung und Lyse entsteht, konnte bei unserem Kollektiv
pramenopausaler Frauen ohne OK nicht bestatigt werden. Verglich man das Verhalten
der Thromben unter einem niedrigeren Ostrogen- bzw. Progesteronspiegel, wie er am
ersten Zyklustag vorlag, mit dem Verhalten unter einem hohen Ostrogenspiegel kurz vor
und einem hohen Progesteronspiegel wenige Tage nach der Ovulation, zeigten sich keine

signifikanten Differenzen.

Die Abnahme des Thrombengewichts fihrte bei allen Frauen in unserer Untersuchung zu
einer verminderten Lichttransmission in der Klvette des Aggregometers. Dies ist auf die
Zunahme der durch Lyse in Lésung gegangenen Substanzen zurlckzufihren. Allerdings
zeigte sich, dass ein hoher Gewichtsverlust nicht mit einer entsprechenden Abnahme der
Lichttransmission korrelieren muss. Die bessere Lyse des zehn Minuten alten Thrombus

korrelierte generell nicht mit der Abnahme der Lichttransmission, sie lag am Ende der
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Lyse Uber denen der alteren, dreissig und sechzig Minuten alten Thromben. Somit war die
Abnahme des Thrombengewichts nicht nur auf eine Lyse von Thrombusanteilen, sondern
auch auf eine Abgabe von Plasma und auf Retraktionskrafte zurlckzufiihren. Man kann
davon ausgehen, dass die Konzentration an Thrombozyten und Fibrin in den zehn,
dreissig und sechzig Minuten alten Thromben quasi identisch waren, da das umgebende

Plasma stets frei von Fibrinogen und Thrombozyten war.

Im Gruppenvergleich nahm die Lichttransmission unter Lyse am deutlichsten in der
Frauengruppe mit OK ab. Dies war bedingt durch eine Gberdurchschnittliche Abgabe von
Thrombenanteilen. Auch hieraus lasst sich schlieBen, dass OK zu einem
Thrombenaufbau fihren, dessen Fibrinmassen und Plattchenaggregate lockerer sind und

sich unter Urokinase gut lysieren lassen.

Unabhéngig von der Prasenz endothelialer Funktionen lieB sich an unserem in-vitro-
Modell die Neigung zur Thrombophilie unter OK im Vergleich zu den klinischen
Beobachtungen nachvollziehen. Falle von Frauen mit Myokardinfarkt unter synthetischer
Hormonsubstitution, deren Koronarien entweder durch Angiographie oder durch Autopsie
untersucht wurden, zeigten isolierte, segmentale Okklusionen in den Koronararterien bei

normaler Intima und Media.®=®*%*%

Diese Untersuchungen kdénnten die Beobachtung
bestatigen, dass OK die Thrombose der Koronararterien fordern, nicht aber deren
Atherosklerose. Die vorlaufige Vermutung ist, dass durch OK ausgeldste,
entgegengesetzte Wirkungsmechanismen auf das Gerinnungssystem einwirken, die sich
im Sinne von koagulatorischen und fibrinolytischen Effekten ausbalancieren. Diese
Gegenregulationsmechanismen reichen aber nicht aus, um das Thromboserisiko auf das
von Frauen ohne Einnahme synthetischer Hormone zu reduzieren. Die Ubertragbarkeit
von in-vitro-Untersuchungen auf die Situation in-vivo bleibt allerdings eingeschrankt,
insbesondere weil die Endothelfunktion der GefaBe hier eine auBerordentlich groBe Rolle

spielt.
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5.2 Diskussion liber die Ergebnisse der postklimakterischen Frauen mit und
ohne Hormonsubstitution vor dem Hintergrund des wissenschaftlichen

Umfeldes

Mehr als dreissig prospektive Kohortenstudien haben den Eindruck vermittelt, dass die
Einnahme von Ostrogenen in der Postmenopause zu einer Verringerung des Risikos
kardiovaskularer Erkrankungen fihrt.>""***'%* GroBtenteils wurden in diesen Studien
entweder konjugierte Ostrogene allein oder in Kombination mit Medroxyprogesteronacetat
(MPA) eingenommen. Die protektive Wirkung der HET erklarte man sich durch vielfaltige
Mechanismen. Die ,Postmenopausal Estrogen/Progestin Interventions (PEPI)*-Studie,
eine der groBten klinischen Untersuchungen, in der Risikofaktoren der koronaren
Herzerkrankung berlcksichtigt wurden, zeigte eine vorteilhafte Lipidkonstellation unter der
HET, indem sie das LDL-Cholesterin um 10%-20% reduzierte und das HDL-Cholesterin
um 5-20% erhohte.* Ostrogene sind zudem vasodilatorisch wirksam und inhibieren die
Vetletzlichkeit von GefaBen, so dass die Entstehung einer Atherosklerose verhindert
werden kann. Eine direkte Ostrogen-induzierte Vasodilatation tritt innerhalb von 5 bis 20
Minuten ein, und da sie unabhangig von einer Veranderung der Gen-Expression am
vaskularen Gewebe statifindet, wird sie auch als nicht-genetische-Reaktion®
bezeichnet.* Zwei Mechanismen sind fur den schnellen Reaktionsweg verantwortlich:
Manipulationen am lonenkanal der Zelle und die Freisetzung von Nitrid-Oxid (NO), eine
vasodilatatorische und, auf Thrombozyten bezogen, antiaggregatorische Substanz.* Der
praventive Effekt des Ostrogens gegen die Bildung atherosklerotischer Plaques tritt
innerhalb von Stunden bis Tagen auf und basiert auf einer veranderten Gen-Expression
des vaskularen Gewebes. Er wird deswegen auch als eine ,genetische-Reaktion”
betrachtet und fihrt zu einem lang anhaltenden Effekt. Eine Modulation beider Reaktionen
Uber den Ostrogenrezeptor-a (OR-a) und den Ostrogenrezeptor-B (OR-B) st
wahrscheinlich.*

Mit einem (berraschenden Ergebnis steht diesen langjahrigen Beobachtungen nun die
erste randomisierte, placebokontrollierte, prospektive Studie gegenuber, die den EinfluB
der HET auf das kardiovaskulare System zeigt, die ,Heart and Estrogen/Progesteron
Replacement Study (,HERS“).* Bei den 2763 postklimakterischen Frauen, die
vorwiegend das 60. Lebensjahr Uberschritten hatten und bei denen bereits eine
kardiovaskulare Erkrankung diagnostiziert wurde, flhrte die Uber 4-jahrige Einnahme der

aus konjugierten Ostrogenen und MPA bestehenden Hormonersatztherapie zu keiner
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Verringerung der Morbiditat und Mortalitat. Es zeigte sich sogar ein um 50% erhdhtes
Risiko myokardialer Infarkte im ersten Einnahmejahr und hier ganz besonders in den
ersten vier Monaten. Erst nach dem vierten und funften Einnahmejahr konnte eine
Reduktion kardiovaskularer Erkrankungen beobachtet werden. Hierauf wurden
retrospektiv 22 kleinere klinische Studien mit insgesamt 4124 Frauen betrachtet, und auch
hier zeigte sich bei den Frauen mit kurzer Einnahmezeit der HET (unter 2 Jahren) ein
1.4fach erhdhtes Risiko, einen Myokardinfarkt zu erleiden. In der Nurses' Health Study,
an der in den USA von 1976 bis 1996 2489 postmenopausale Frauen mit bereits erlebten
Myokardinfarkt oder diagnostizierter koronarer Herzerkrankung teilnahmen, wurde in den
ersten zwei Jahren der Einnahme ein erhdhtes relatives Risiko von 1.25 berechnet. Nach
einer Zufuhr der HET Uber bis zu 20 Jahre reduzierte sich das relative Risiko auf 0.65,

verglichen mit Frauen ohne HET.*

In unseren Untersuchungen sahen wir eine deutlich verstarkie Aggregationsneigung der
Thrombozyten unter der HET, die vergleichbar ist mit dem Aggregationsmaximum und der
dafur benétigten Geschwindigkeit von praklimakterischen Frauen ohne Hormonzufuhr. In
kleinen Studien wurde bisher nur von einer HET induzierten Unterdriickung der
Plattchenaggregation berichtet.***** Das hohe Aggregationsmaximum der Thrombozyten
unter der Hormonersatztherapie fluhrte zu keinem erhéhten Thrombengewicht. Im
Vergleich zu den postklimakterischen Frauen ohne HET fihrte die Einnahme der
Hormone zu einem niedrigeren Thrombengewicht. Dies machte sich in Start- und
Endgewicht der lysierten als auch der Kontrollthromben bemerkbar. Eine starke
Aggregationsneigung der Thrombozyten fihrte also nicht zwangsméaBig zu schweren oder
fest organisierten Thromben, denn die Platichen-Fibrin-Thromben waren ja unter der
Einnahme einer HET besser zu lysieren. Eventuell ist diese gute Lysierbarkeit in-vitro eine
Fortsetzung bzw. ein weiterer Hinweis flr eine bereits in-vivo bestehende erh6hte
fibrinolytische Aktivitat. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist die reduzierte, aber im
Normbereich liegende Prasenz der Gerinnungsfaktoren. Bei Frauen ohne HET ist der
Gerinnungsfaktor VIl im Durchschnitt deutlich hoher als bei Frauen mit HET. Ristocetin-
Kofaktor liegt ebenfalls deutlich Uber den Ergebnissen der Vergleichsgruppe mit HET,
aber noch knapp im Normbereich. Aktuelle Veréffentlichungen aus der PEPI-Studie
berichten von einer Erhéhung des Faktors Vllic, des von Willebrand Faktor und der
Fibrinogen-Konzentrationen in der Placebogruppe (ohne HET).” In weiteren
Querschnittsstudien zeigte sich der Einfluss auf die Hamostase vorwiegend in der
Reduktion des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Antigens  (PAI-1),°*"® des Serum-
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Fibrinogens,* > ** des Faktor VII, '** des Faktor VIII, des VWF und des t-PA."™"**' Die
ATIII-Spiegel sind in Querschnittsstudien® und kleinen Fall-Kontroll-Studien® ="

erniedrigt. In unseren Bestimmungen war keine Veranderung zu erkennen. Die
Gerinnungsinhibitoren wie AT lll, Protein S und C kénnen eine Thrombophilie begriinden,
wenn die Konzentration bzw. die Aktivitat auf weniger als 60 % der Norm absinkt.* Bei
keiner der genannten Studien war dies der Fall. Ob es sich um eine durch die HET direkt
suprimierte Synthese der Faktoren handelt oder um einen erhdhten Verbrauch, bleibt
offen. Sicher ist, dass ohne Einahme von Sexualhormonen im Alter die Konzentration an
Gerinnungsfaktoren bei den Frauen zunimmt und diese Konstellation einen fur die Lyse
unvorteilhaften Thrombus entstehen lieB3. Aus dem Serum der postklimakterischen Frauen
ohne HET entwickelten sich die Thromben mit dem hdchsten Startgewicht, der
schlechtesten Lysierbarkeit und somit dem hdchsten Endgewicht im gesamten
Probandenvergleich. Das von uns gemessene, knapp signifikant erhéhte a2-Antiplasmin
unter der HET ist eventuell ein weiterer Hinweis auf eine erhéhte fibrinolytische Aktivitat.

Somit entwickelten die Gruppen in unserem Modell mit den nachweislich erhdhten
Faktoren die schwersten Thromben. Es ist denkbar, dass das GerUst der Platichen-Fibrin-
Thromben unter einer HET wegen verminderter Prasenz an Fibrin  und
Gerinnungsfaktoren weniger dicht und kompakt aufgebaut ist und so gréBere Mengen an

Plasma nicht gehalten werden kénnen. Dies kénnte das verminderte Gewicht erklaren.

Die von uns gemessene Steigerung der Plattchenaggregation unter der HET kdénnte zu
der in der HERS-Studie beobachteten Zunahme an Myokardinfarkten passen. Die
positiven Eigenschaften der HET zum Beispiel auf die verminderte Entstehung einer
Atherosklerose oder die glnstigen Veranderungen des Lipidstoffwechsels sind Vorgange,
die eher langfristig vorteilhaft auf die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen wirken.
Der Einfluss auf die Plattchenaktivitat allerdings ist ein Vorgang, der unmittelbar
gravierende pathophysiologische Reaktionen nach sich ziehen kann. Hinzu kommt, dass
sich vor allem im arteriellen Hochdrucksystem, im Vergleich zum vendsen System, viele
Thrombozyten aufhalten und bei den in der HERS-Studie aufgenommenen Frauen ja
bereits eine koronare Herzerkrankung vorlag. Somit ist gerade hier an der
unregelmaBigen Oberflache des Endothels eine rasche Aktivierung der bereits durch die
HET sensibilisierten Thrombozyten denkbar. Die Flussverhaltnisse in einem
atherosklerotisch verandertem KoronargefaB sind sicher nicht identisch mit unserem in-

vitro-Modell, aber auch in-vivo wird der gleichméaBige Fluss durch die irregulare
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Oberflache gestdrt und verlangsamt, so dass die bereits von Virchow beschriebene
Ursachenkonstellation einer Thrombenentstehung, ndmlich Veranderung der GefaBwand,
Veranderung des Blutstromes und Veranderung der Blutzusammensetzung, zum Tragen
kommt. Unter der HET konnten wir eine erhdohte Aggregationsbereitschaft der Plattchen
nachweisen, die bei bereits bestehender Koronarsklerose, und dies war bei den
Probandinnen der HERS-Studie der Fall, die Bildung eines okklusierenden Thrombus
leicht ermdglichen kann. Da das Risiko der Frauen mit koronarer Herzerkrankung, einen
Myokardinfarkt unter der HET zu erleiden, nach vier Jahren sinkt, kann man davon
ausgehen, dass entweder das hdmostatische und fibrinolytische System eine Balance
zwischen pro- und antikoagulatorischen Gerinnungssystem gefunden hat, oder dass zu
Beginn der Einnahme die Risikopatienten, die unter der HET thrombotische Ereignhisse

erleben, selektiert werden.

Zusammenfassend besteht also die Moglichkeit, dass die HET einen unterdriickenden
Einfluss auf die Entstehung einer koronaren Herzerkrankung ausubt, die unmittelbare
Neigung zur Bildung von Thromben im venésen und arteriellen System, auch im Hinblick
auf unsere Beobachtungen, aber gesteigert ist. Die Wahrscheinlichkeit einer tiefen
Beinvenenthrombose ist in der HERS-Studie als auch in anderen aktuellen Studien bei
postklimakterischen Frauen mit einer HET um das 2- bis 4fache gesteigert.**°’ Dies
bedeutet, dass 1 von 250 Frauen unter einer HET im ersten Jahr der Einnahme eine tiefe
Beinvenenthrombose bekommt. Bei alteren Frauen ohne HET liegt die Wahrscheinlichkeit
bei 1 zu 750. Wahrend sich das Risiko einer tiefen Beinvenenthrombose in den weiteren
4.1 Jahren nicht verandert, steigt das der Lungenembolie an.

Eine vermehrte Thrombenbildung unter einer HET kdénnte auch die bekannte erhohte
fibrinolytische  Aktivitat erklaren, sichtbar vorwiegend an einem reduzierten
Fibrinogenspiegel und, wie auch in unserer Studie, einer nachweisbar erhthten
Plasminogenaktivitat, die sich zeitgleich in einem Anstieg von | tissue-plasminogen-

activator “ widerspiegelt.

Ebenso wie bei den jangeren Probandinnen war bei allen postklimakterischen Frauen der
zehn Minuten alte Thrombus besser zu lysieren als der dreissig- bzw. sechzig Minuten
alte Thrombus. Nach dreissig- bzw. sechzig Minuten Lyse bestand dieser Trend fort. Je
junger der Thrombus, desto besser die Lyse. Eine friithe Lyse nach Myokardinfarkt ist

demnach nicht nur unbedingt notwendig, um die fortschreitende Ischdmie am Myokard
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aufzuheben, sondern moglicherweise auch, um den Thrombus Uberhaupt erfolgreicher

lysieren zu kénnen.

Eine Beobachtung, die auf alle Thromben in der Kontrolle zutrifit und bei den
praklimakterischen Frauen ohne OK bzw. postklimakterischen Frauen ohne HET
signifikant ist, ist das niedrigere Endgewicht des dreissig Minuten alten Thrombus im
Vergleich zu dem sechzig Minuten alten Thrombus. Geht man von einer kontinuierlichen
Gewichtsverminderung, bedingt durch eine spontane Retraktion, aus, misste der altere
Thrombus das niedrigere Endgewicht erreichen. Am Beispiel des Kontrollverlaufes bei
den praklimakterischen Frauen ohne OK zeigte sich, dass das durchschnittliche Gewicht
eines Thrombus nach dreissig und sechzig Minuten bei 13 mg liegt. Man kann annehmen,
dass der jingere, dreissig Minuten alte Thrombus vor Messbeginn noch vulnerabler ist als
der altere, sechzig Minuten alte Thrombus. Die in dieser Studie festgelegte zehnmin(tige
Gewichtsmessung setzt ein Herausnehmen des Thrombus aus der Klvette voraus.
Eventuell kam es hierbei bei dem jungeren, weniger stabilen Thrombus zu einem
vermehrten Plasmaverlust. Somit handelt es sich hier um einen systematischen Fehler in
der Kontrollgruppe, den wir in Kauf nehmen missen und der sich bei den lysierten

Thromben wegen des bereits eingetretenen hohen Gewichtsverlustes nicht zeigte.
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6 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die klinisch beobachteten unterschiedlichen
Neigungen zur Thrombenentstehung bei gebahrfahigen und postmenopausalen Frauen
mit und ohne Hormonsubstitution auch an einem in-vitro-Modell nachzuvollziehen sind.
Vernetzte Wirkungszusammenhénge sind zwischen der Auswirkung von Ostrogenen auf
physikalisch und chemische Determinanten der GefaB- und Herzfunktion, der

endothelialen Regulation und der Gerinnung anzunehmen.

Unsere Beobachtungen an in-vitro-Thromben sind sicherlich nicht direkt auf in-vivo-
Verhaltnisse Ubertragbar, kénnen aber als Modell fir mogliche in-vivo-Konstellationen
gedacht werden. So kdnnte dieses Modell benutzt werden, um z.B. das Verhalten der
verschiedenen Pillengenerationen, den Einfluss unterschiedlicher Gestagendosierungen
in der HET oder den der ,Selektiven Ostrogenrezeptor Modulatoren (SERM)“ sowie den

Einfluss des Rauchens mit und ohne Medikamentenkombination, zu untersuchen.
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7 Zusammenfassung

Die vorliegende Untersuchung wurde an 34 gesunden Frauen zwischen dem 24. und 64.
Lebensjahr durchgefihrt: 20 praklimakterischen Frauen, von denen 10 als hormonelle
Kontrazeption synthetische Ostrogene einnahmen, und 14 postmenopausalen Frauen,
von denen 7 Konjugierte Ostrogene und Progesteron einnahmen. Von jeder Gruppe
wurden an festgelegten (Zyklus-) Tagen Plattchen-Fibrin-Thromben hergestellt und nach
zehn, dreissig und sechzig Minuten mit Urokinase lysiert.

In allen vier Gruppen entstanden unterschiedlich schwere und dichte Thromben, die
verschiedene Lyseeigenschaften aufwiesen. Bei den praklimakterischen Frauen mit
hormoneller Kontrazeption bildeten sich groéBere und schwerere Thromben als in der
menstruierenden Frauengruppe ohne Hormoneinnahme. Das Endgewicht der Thromben
nach Lyse lag bei Frauen mit Kontrazeptiva deutlich unter dem der Frauen ohne orale
Kontrazeption. Wurden diese Thromben nicht lysiert, behielten sie ihr hohes Gewicht bei.
Die postklimakterischen Frauen mit hormoneller Ersatztherapie bildeten leichtere und
besser lysierbare Thromben als die postklimakterischen Probandinnen ohne hormonelle
Ersatztherapie.

Bei Frauen mit Kontrazeptiva waren Faktor VIII (p<0,0001) und Ristocetin-Kofaktor
(p<0,0001) erhoht. Das a2-Antiplasmin war ebenfalls erhoht (p<0,005), allerdings noch im
Normbereich. Plasminogen und Antithrombin Il zeigten keine signifikanten Unterschiede.
Postklimakterische Frauen ohne HET hatten einen Uber die Norm erhéhten Faktor VIiI
(p<0,0001). Ristocetin-Kofaktor war ohne HET im Normbereich erhéht (p<0,02). Die HET
erhdhte Plasminogen (p<0,03) und a2-Antiplasmin (p<0,05). Beide Faktoren befanden
sich aber noch im Normbereich. ATl wurde durch eine HET nicht beeinflusst.

Die maximale Thrombozytenaggregation wurde durch OK (p<0,05) und durch die HET
(p<0,0001) erhoht, die Zeit bis zur maximalen Thrombozytenaggregation durch beide
Arten der Hormonsubstitution verkirzt (OK p<0,0002, HET p<0,03).

Das verwendete in-vitro-Modell der Thrombusentstehung und Lyse kdnnte dazu geeignet
sein, den EinfluB zukunftig zu entwickelnder Hormonpraparate zu untersuchen.
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