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1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Kardiovaskulare Erkrankungen umfassen eine Reihe von pathologischen Ver-
anderungen des Herzens und der Blutgefasse, die sich klinisch als Herzinfarkt
oder Schlaganfall manifestieren kdnnen. Sie stellen weltweit die mit Abstand
haufigste Todesursache dar [WHO, 2007]. Der Groliteil aller akuten Koronar-
syndrome und der plétzlichen Herztode ist atherosklerotisch bedingt [NAGHAVI
et al., 2003] und stellt somit neben der cerebrovaskularen Insuffizienz und der
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit die wichtigste klinische Mani-
festationsform der Atherosklerose dar. 2005 starben weltweit etwa
17,5 Millionen Menschen an den Folgen von kardiovaskularen Erkrankungen
[WHO, 2007]. In Osterreich verstarben 2007 32864 Personen (44% aller Ver-
storbenen) an Herz-Kreislauf-Krankheiten [STATISTIK AUSTRIA, 2008].

Die Atherosklerose ist eine chronisch-progrediente, entziindliche Erkrankung
der Intima und des subintimalen Raumes von grofRen und mittelgrof3en Arterien.
Thrombozyten und deren Aktivierungszustand spielen eine wichtige Rolle in der
Entstehung und Progression von Atherosklerose. Die Thrombozytenfunktion
wird physiologischerweise bei intakter Endothelwand dahingehend kontrolliert,
dass die Adhasion von Thrombozyten und (anderen) inflammatorischen Zellen
an die Gefallwand verhindert wird. Die ursprungliche Annahme, dass Thrombo-
zyten lediglich in einem spaten Stadium der Atherosklerose, namlich beim
Ubergang der stabilen atherosklerotischen Plaque zur komplexen L&sion eine
Rolle spielen, ist mittlerweile als Uberholt anzusehen [LINDEMANN et al., 2007].
Tatsachlich spielen die Thrombozyten durch die Freisetzung von mitogenen
und inflammatorischen Substanzen eine bedeutende Rolle, nicht nur bei der
Progression sondern auch bei der Initiation der Erkrankung und werden Uber
ihre hamostaseologischen Eigenschaften hinaus zunehmend als ,Entziindungs-
Zellen® wahrgenommen und verstanden [GAWAZ et al., 2008; MAY et al.,
2008].

Zahlreiche Studien haben die Ursachen fur kardiovaskulare Erkrankungen
untersucht und Risikofaktoren definiert: Risikofaktoren, welche die Inzidenz

kardiovaskularer Erkrankungen deutlich erhéhen und fur die kausale bzw.



pathophysiologische Erklarungsansatze bestehen, sind Tabakkonsum, erhohte
LDL (low density lipoprotein = Lipoprotein mit geringer Dichte)-Werte, ver-
ringerte HDL (high density lipoprotein = Lipoprotein mit hoher Dichte)-Werte,
hoher Blutdruck, erhéhte Blutglukosewerte, Physische Inaktivitat, Ubergewicht
und ungesunde Ernahrung [YUSUF et al., 2001]. Die wichtigsten modifizier-
baren Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen sind somit
Bewegungsmangel, Rauchen sowie eine ungesunde Ernahrung [WHO, 2007].
Fir Rauchen konnte eine starke Dosis-Wirkungs-Abhangigkeit zum Herzinfarkt-
risiko gezeigt werden. Je mehr und je langer geraucht wird, desto groRer ist das
Risiko, eine kardiovaskulare Erkrankung zu entwickeln [YUSUF et al., 2004].
Speziell fur Frauen konnte in einer rezenten Arbeit dieser Sachverhalt
eindrucksvoll gezeigt werden. Im Rahmen der ,Nurses Health Study“ mit Uber
104000 Probandinnen konnte in Abhangigkeit von der Dauer und der Menge
des Tabak-Konsums ein mehr als 3-fach héheres kardio-vaskulares Risiko bei
Raucherinnen gegenuber Nichtraucherinnen ermittelt werden [KENFIELD et al.,
2008]. Rauchen fuhrt zu einer systemischen inflammatorischen Reaktion des
Organismus, wie in zahlreichen Studien nachgewiesen werden konnte. Diese
ist auch durch eine Stimulation des hamatopoetischen Systems charakterisiert,
eine Folge davon ist die vermehrte Ausschuttung von Leukozyten und
Thrombozyten in den Blutkreislauf [YANBAEVA et al.,, 2007]. Neben einer
Thrombozythamie konnte auch eine erhdhte Thrombozytenfunktion im Sinne
einer gesteigerten Thrombozytenadhasion und -aggregation bei Rauchern
gezeigt werden [MACCALLUM, 2005].

Hingegen wird durch moderates Training die Thrombozytenaggregation und
-adhasion verringert [WANG et al., 1995]. Regelmafige korperliche Aktivitat
und Training verzogert die Atherogenese und reduziert die Inzidenz der
wichtigsten klinischen Manifestationsformen der Atherosklerose, der koronaren
Herzkrankheit, der cerebrovaskularen Insuffizienz und der peripher arteriellen
Verschlusskrankheit [THOMPSON et al., 2007]. Eine hohe kardiorespiratorische
Fitness verringert die Wahrscheinlichkeit Risikofaktoren fur kardiovaskulare Er-
krankungen wie Bluthochdruck, Hypercholesterinamie und Diabetes zu ent-
wickeln und reduziert damit die erhohte Gesamtmortalitat [WILLIAMS, 2008]. Es



besteht eine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der physischen Aktivitat und
der Reduktion von kardiovaskularen Erkrankungen [HASKELL et al., 2007].
Auch bei Vorliegen multipler Risikofaktoren (wie z.B. Rauchen) wirkt sich ein
aktiver Lebensstil positiv auf die Mortalitat und das kardiovaskulare
Erkrankungsrisiko aus [WARBURTON et al., 2006].

Ziel dieser Studie war, die Auswirkung von aerobem Ausdauertraining auf
thrombozytare Funktions-Parameter bei Rauchern festzustellen. Untersucht
werden sollte die Veranderung der Grundaktivierung der Thrombozyten sowie
das Ansprechen der Thrombozyten gegenuber klassischen Agonisten
(z.B.: ADP = Adenosindiphosphat) und Antagonisten (z.B.: PGE4 = Prosta-
glandin E4). Des Weiteren sollten Unterschiede des Adhasions- und
Aggregationsverhaltens der Thrombozyten untersucht werden. Weiters sollte
die Steigerung der Leistungsfahigkeit spiroergometrisch durch Messung der

maximalen Sauerstoffaufnahme erhoben und objektiviert werden.






2 LITERATURUBERBLICK

2.1 Thrombozyten in physiologischen und pathologischen

Prozessen

Thrombozyten (Blutplattchen) erfullen im Korper wichtige physiologische
Funktionen in der Blutstillung und bei der Wundheilung, sind jedoch auch an
pathophysiologischen Prozessen wie der Atherosklerose / Atherothrombose
beteiligt; v.a. im Rahmen inflammatorischer und immunologischer Prozesse
[JURK und KEHREL, 2008].

2.1.1 Thrombozyten - Physiologie

Thrombozyten entstehen durch Fragmentierung von Megakaryozyten des
Knochenmarks. Ein Drittel der Thrombozyten wird in der Milz gespeichert, die
anderen zwei Drittel zirkulieren im Blut. Unter physiologischen Bedingungen
liegt die Thrombozytenkonzentration im Blut bei 150000 bis
450 000 Zellen/mm?3. Thrombozyten haben einen Durchmesser von 2 -4 um
und ein durchschnittliches Volumen von 6 - 8 Femtoliter. Nach einer mittleren
Uberlebensdauer von etwa 10 Tagen werden Thrombozyten von phago-
zytotischen Zellen entfernt [CHAER et al., 2006]. Unter physiologischen Be-
dingungen bei intakter GefalBwand ruhen die Thrombozyten und werden ohne
Interaktion mit anderen Zellen konvektiv durch die Blutgefalde transportiert.
Diese ruhenden, nicht stimulierten Thrombozyten (dargestellt in Abbildung 1)
haben eine diskoide Gestalt. Die Plasmamembran der Thrombozyten, eine
Phospholipiddoppelschicht, ist von einer Glykokalix mit Rezeptoren fur
verschiedene Thrombozytenagonisten und -antagonisten umgeben. Unterhalb
der Plasmamembran befinden sich Aktinfilamente, die Uber Filamin mit dem

Glykoprotein Ib der Plasmamembran verbunden sind.
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Abbildung 1: Morphologie eines ruhenden Thrombozyten [KEHREL, 2003]

Bei Aktivierung, zum Beispiel durch eine Gefaldverletzung ausgelost, wird das
Filamin durch Calpain gespalten, die Thrombozyten verlieren ihre diskoide

Gestalt und bilden Pseudopodien aus (siehe Abbildung 2) [KEHREL, 2003].
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Abbildung 2: Morphologie eines aktivierten Thrombozyten [KEHREL, 2003]

Bei dieser Umstrukturierung der Aktinfilamente, welche flr verschiedene
hamostatische Prozesse von groRer Bedeutung ist, spielen unter anderem

Ena/VASP - Proteine (vasodilator stimulated phosphoproteine = Vasodilator-



stimuliertes Phosphoprotein) eine wichtige Rolle. Sie werden zu groflen
Proteinkomplexen, die Aktinfilamente mit der extrazellularen Matrix verbinden
(so genannte fokale Adhasionskomplexe), rekrutiert und  durch
(De-)Phosphorylierung reguliert. Ena/VASP - Proteine erfullen nicht nur bei der
Thrombozytenaktivierung (dem so genannten ,shape change® der Thrombo-
zyten), sondern auch bei Adhasion, Migration und Interaktionen zwischen den
Zellen eine wichtige Funktion [PULA und KRAUSE, 2008].

Thrombozyten haben keinen Zellkern, jedoch eine Vielzahl anderer Zell-
organellen, darunter drei Arten sekretorischer Granula: Lysosomen, alpha-
Granula und dense bodies (elektronendichte Kérperchen). In den am haufigsten
vorkommenden alpha-Granula befinden sich Fibrinogen, Zytokine und
Wachstumsfaktoren wie z.B. PDGF (platelet-derived growth factor). Dense
bodies enthalten ADP, Serotonin und Kalzium. Thrombozyten haben zwei ver-
schiedene Kanalsysteme: ein mit der Oberflache verbundenes, offenes Kanal-
system sowie ein geschlossenes Kanalsystem (DTS = dense tubular system)
[MCNICOL und ISRAELS, 2003].

2.1.2 Die Hamostase - Blutstillung

Die Hamostase ist ein wichtiger Prozess, der den Blutfluss regelt und bei Ge-
falkverletzung durch Bildung eines Thrombus einen potentiellen Blutverlust ver-
hindert oder zumindest reduziert. Die drei Phasen der Hamostase — primare
Hamostase, sekundare Hamostase (Koagulation) und Fibrinolyse — sind eng
miteinander verknUpft und komplex reguliert [LASNE et al., 2006].

2.1.2.1 Primare Hamostase

Die primare Hamostase wird sofort nach dem Auftreten eines Gefaldwand-
defektes initiiert. Zur Vermeidung groRerer Blutverluste ist sie fur den mensch-
lichen Organismus von groRer Bedeutung [CHAER et al., 2006].

Bei einer Gefallverletzung kontrahiert sich die GefalRwand und gleichzeitig
heften sich Thrombozyten an die subendotheliale Matrix an. Die Thrombozyten

konnen danach an verschiedene Strukturen des exponierten Subendothels



binden, wie etwa den VWF (von-Willebrand-Faktor), ein Ligand des Thrombo-
zyten-Rezeptors GPIb-I1X, Fibronectin oder Kollagen. Der Thrombozyten-
adhasion folgt die Aktivierung der Thrombozyten; sie verlieren ihre diskoide
Gestalt und bilden Pseudopodien aus. Die Thrombozytengranula sezernieren
ihre Inhaltsstoffe, welche verschiedene Funktionen erfullen: ADP, vWF,
Fibrinogen und Thrombospondin verstarken die Thrombozytenadhasion und
-aggregation. Faktor V. und Fibrinogen sind an der Blutgerinnung, der
sekundaren Hamostase beteiligt. Serotonin verstarkt die GefalRkontraktion und
PDGF fordert Zellproliferation und -migration und damit die Wundheilung.
Aktivierte Thrombozyten synthetisieren zudem Moleklule wie Thromboxan A2
und den Thrombozyten-Aktivierungs-Faktor, die an spezifische Rezeptoren
anderer Thrombozyten binden und so zu weiterer Thrombozytenrekrutierung
fuhren.  Von Bedeutung ist eine  Konformationsanderung  des
GPIlIb-llla - Rezeptors nach Aktivierung der Thrombozyten. Diese Kon-
formationsanderung ermoglicht die Bindung von Fibrinogen, welches benach-
barte Thrombozyten verknlUpft und zur Thrombozytenaggregation flhrt.
Zugleich prasentieren die Thrombozyten negativ geladenen Phosphatidylserine
an die Aulenseite ihrer Membran, was fur die Funktion der sekundaren
Hamostase von Bedeutung ist [LASNE et al., 2006].

2.1.2.2 Sekundare Hamostase - Koagulation (Gerinnung)

Die Gerinnungskaskade wird durch die Exposition von Gewebethromboplastin
(Faktor Ill, Tissue factor - TF) und die Bildung des TF/Faktor VIl — Komplexes
ausgelost. Dieser aktiviert Faktor X und wandelt geringe Mengen Prothrombin
in Thrombin um. Thrombin férdert gemeinsam mit Blutkalzium und aziden
Phospholipiden der Thrombozyten durch positive Feedback-Prozesse die
Aktivierung der Gerinnungsfaktoren Xl, IX; VIII und V sowie die Plattchen-
aktivierung. Die Gerinnungsfaktoren heften sich gleichzeitig an die Thrombo-
zytenoberflache an, wo eine sehr rasche Aktivierung und Vermehrung auftritt.
Nun werden gro3e Mengen des Faktor X aktiviert und Prothrombin wird zu
Thrombin umgewandelt. Thrombin bewirkt die Umwandlung von Fibrinogen zu

Fibrin, welches letztendlich mit Unterstitzung des Faktor Xllla (der zuvor



Thrombin-vermittelt aktiviert wurde) ein stabiles Fibrinnetzwerk bildet und damit
die Entstehung eines irreversiblen Thrombus ermdéglicht [PEREZ-GOMEZ und
BOVER, 2007].

2.1.2.3 Fibrinolyse

Nach der Aktivierung des Gerinnungssystems wird normalerweise auch die
Fibrinolyse, ein hochkontrollierter enzymatischer Prozess, der zur Aufldsung
des stabilen Thrombus fuhrt, aktiviert. Am Fibrin des stabilen Thrombus ist
Plasminogen gebunden, welches durch Plasminogenaktivatoren wie Gewebs-
Plasminogen-Aktivator oder  Urokinase-Plasminogen-Aktivator  gespalten
werden kann. Das dabei entstehende Plasmin fuhrt zur Proteolyse von Fibrin
und es kommt zum Abbau des Thrombus [LASNE et al., 2006].
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2.2 Atherosklerose / Atherothrombose

Die Atherosklerose ist eine chronisch-progrediente, entziindliche Erkrankung
der Intima und des subintimalen Raumes von grof3en und mittelgro3en Arterien.
Es kommt zum Auftreten umschriebener Lasionen, der so genannten athero-
sklerotischen Plaque (Atherom), welche generalisiert im arteriellen Gefal3-
system auftreten kdnnen und somit sowohl das kardiovaskulare, als auch das
cerebrovaskulare und peripher arterielle System betreffen [MEADOWS und
BHATT, 2007; VORCHHEIMER und BECKER, 2006]. Sie ist eine progressive
Erkrankung, deren Kardinalereignisse die atherosklerotische Plaquebildung,
Disruption und Thrombenbildung darstellen. Die Atherosklerose beginnt bereits
in friher Kindheit und schreitet im frilhen Erwachsenenalter meist asympto-
matisch voran [VILES-GONZALEZ et al., 2004]. Auf Basis einer Grolien-
progredienz der stabilen atherosklerotischen Lasion kommt es zu einer zu-
nehmenden Stenosierung des intravasalen Lumens und in weiterer Folge zu
den klinischen Manifestationsformen des Atherosklerose. Abhangig vom be-
troffen Organstromgebiet kommt es zu einer stabilen Angina pectoris bei
Stenosierung der Herzkranzgefal’e, zu einer cerebrovaskulare Insuffizienz bei
Karotisstenose oder einer peripher arteriellen Verschlusskrankheit (PAVK) bei
atherosklerotischen Lasionen der Beinarterien.

Als Schlusselereignis der Umwandlung einer stabilen atherosklerotischen
Lasion in eine instabile Lasion kommt es zur Ruptur der Plaque mit Freisetzung
thrombotischen Materials und konsekutiver Entstehung eines Thrombus auf der
Lasion. Der auf diesem Prozess basierende Terminus der Atherothrombose
kann dann schlie8lich zu den lebensbedrohlichen Krankheitsbildern wie dem
ACS (acute coronary syndrom = akuten Koronarsyndrom), dem ischamischen
Schlaganfall oder der TIA (transient ischaemic attack = transienten
ischamischen Attacke) sowie einer PAD (pheripheral arterial disease = Bein-
ischamie) fuhren [KIKANO und BROWN, 2007].

An atherosklerotisch bedingten kardiovaskularen Erkrankungen versterben
jahrlich mehr als 19 Millionen Menschen [NAGHAVI et al., 2003]. In den so

genannten Industrielandern stellen die klinischen Manifestationen der akuten
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Atherothrombose wie Herzinfarkt und Schlaganfall mit etwa 44% aller Todes-
falle [STATISTIK AUSTRIA, 2008] die haufigste Mortalitats- und Morbiditats-
ursache dar, Tendenz steigend [MEADOWS und BHATT, 2007]. Vor allem
sozial schwache Schichten sind von kardiovaskularen Krankheiten betroffen. In
Entwicklungslander und Schwellenlander steigt die Zahl der atherosklerotischen
Erkrankungen ebenfalls stark an, vermutlich als Folge der Urbanisierung und
Zunahme der modifizierbaren Risikofaktoren wie Adipositas, Diabetes und Blut-
hochdruck [YUSUF et al., 2001]. Weltweit haben die Atherosklerose / Athero-
thrombose nicht nur schwere individuelle gesundheitliche Auswirkungen,
sondern verursachen auch einen hohen ékonomischen Schaden. Die WHO
(World Health Organisation = Weltgesundheitsorganisation) schatzt, dass 2015
beinahe 20 Millionen Menschen an kardiovaskularen Erkrankungen, haupt-
sachlich an Herzinfarkt und Schlaganfall, sterben werden [WHO, 2007].
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2.2.1 Hypothesen zur Atherogenese

Der Begriff Atherosklerose wurde von Felix Marchand 1904 eingefuhrt, der sie
fur beinahe alle obstruktiven Prozesse der Arterien verantwortlich sah [MEHTA
und KHAN, 2002]. Im Laufe der Erforschung der Atherogenese wurden viele
verschiedene Hypothesen entwickelt und trugen zum Verstandnis dieses
komplexen Prozesses bei. Die wichtigsten seien im Folgenden kurz be-
schrieben:

Nikolai N. Anichkov konnte 1913 im Tierversuch an Ratten erstmals zeigen,
dass Cholesterin atherosklerotische Veranderungen der Intima verursachen
kann [ANICHKOV und CHALATOV, 1913]. Die ,response-to-retention® Hypo-
these wird dieser Beobachtung gerecht und beschreibt die Interaktionen
zwischen Lipoproteinen und der Matrix als kritisches Ereignis in der frihen
Atherosklerose [WILLIAMS und TABAS, 1995]. Die ,response-to-injury“ Hypo-
these von Ross et al. stellt als auslésendes Ereignis der Atherosklerose die
Schadigung des arteriellen Endothels in den Vordergrund. Ross et al. heben
auch die SchlUsselfunktion der Thrombozyten bei der Entwicklung der athero-
sklerotischen Lasionen durch die Stimulation der Proliferation der glatten
Muskelzellen der Intima hervor [ROSS et al., 1977]. Steinberg et al. formulierten
erstmals die ,oxidative modification“ Hypothese, welche die Oxidation von LDL
in den Mittelpunkt des atherosklerotischen Geschehens und der Atherogenese
stellt: nicht native LDL wirken atherosklerotisch, sondern erst oxidierte LDL
fuhren zur Schaumzellenbildung [STEINBERG et al., 1989]. Das aktuelle
,oxidative response to inflammation“ Modell von Stocker und Keaney baut auf
den beschriebenen Hypothesen auf und ermdglicht ein Zusammenfihren der
bisherigen Erklarungsansatze indem es das inflammatorische Geschehen als
primaren Prozess und oxidativen Stress als sekundares Ereignis der Athero-
genese betrachtet [STOCKER und KEANEY, 2004].

Obwohl die einzelnen Hypothesen unterschiedliche Ereignisse als auslésenden
Faktor sehen, weisen sie doch Gemeinsamkeiten auf: Jede spricht dem ent-
zundlichem Geschehen eine wichtige Rolle zu und auch LDL als zentrales

Element ist bei allen vertreten.
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Heute qilt als gesichert, dass die Atherosklerose eine inflammatorische Er-
krankung ist [ROSS, 1999], die ein prooxidatives Umfeld bildet, welches die

Basis fur oxidative Schadigungen im subintimalen Raum darstellt.
2.2.2 Klassifikation atherothrombotischer Lasionen

Nach einer Modifikation und Vereinfachung der Kriterien des Komitees fur
vaskulare Lasionen der AHA (American Heart Association) [STARY et al., 1992;
STARY et al.,, 1995; STARY et al., 1994] kann die Plaqueprogression in flnf
Phasen unterteilt werden [CORTI et al., 2004; FUSTER et al., 2005], wie in
Abbildung 3 gezeigt.

Phase 4 Phase 4

Vi Vi

Phase1  Phase 2 Acute Syndromes Phase 5

— Myocardial infarction —
Unstable angina
1111 IV-Va \ Ischemic sudden death

— | — -
No Symptoms Angina
Pectoris
—» =
Phase 3
Vi

Abbildung 3: Finf Phasen der Plaqueprogression

Modifizierte AHA Klassifikation der Morphologie von Lasionen der koronaren Atherosklerose
[CORTI et al., 2004]
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2.2.2.1 Phase 1 (frih)

Die Lasionen sind klein, kommen haufig bei jungen Menschen vor und kénnen
in drei Typen kategorisiert werden [FUSTER et al., 2005]:

Die initalen (Typ |) Lasionen enthalten ausreichend atherogene Lipoproteine um
eine  Ansammlung der Makrophagen und die Bildung von Schaumzellen
(Makrophagen gefullt mit Lipidtrépfchen) zu verursachen. Sie sind der einzige
Lasionstyp der bei Kindern auftritt, konnen aber auch bei Erwachsenen vor-
kommen.

Typ Il Lasionen bestehen hauptsachlich aus Schaumzellen, die in benachbarten
Gebieten auftreten, und glatten Muskelzellen der Intima, die reich an Lipid-
tropfchen sind. Typ Il Lasionen beinhalten auch die so genannten fatty streaks,
welche als gelbe Streifen oder Flecken auf der Oberflache der Arterienintima
sichtbar sind.

Typ lll Lasionen bestehen aus glatten Muskelzellen, welche von extrazellularem
Bindegewebe, Fibrillen und Lipidablagerungen umgeben sind. Sie werden auch
als Intermediarlasionen oder Praatheroma bezeichnet und bilden eine morpho-
logische und chemische Bricke zwischen Typ Il Lasionen und Atheroma
(Typ IV Lasionen).

Die Lasionen des Typs |- Il sind stille Prakursoren fur mdgliche zukunftige
Erkrankungen [STARY et al., 1994].

2.2.2.2 Phase 2 (fortgeschritten)

Fortgeschrittene Lasionen sind solche, die nicht notwendigerweise hamo-
dynamisch wirksam sind, aber aufgrund ihres hohen Lipidgehalts, ausge-
pragtem inflammatorischen Geschehens und dinner fibroser Kappe anfallig fur
Rupturen sind. Sie umfassen die Lasionen des Typs IV und Va [CORTI et al.,
2004].

Typ IV Lasionen (Atheroma) weisen ausgedehnte, aber klar abgegrenzte An-
sammlungen von extrazellularen Lipiden, den so genannten Lipidkern (,lipid
core”) auf. Dieser charakteristische Lipidkern fuhrt zu einer starken Des-
organisation der Intima und einer Verdickung der Arterienwand, weshalb Typ IV

Lasionen als fortgeschritten gelten. Die Intima beinhaltet zwischen dem Lipid-



15

kern und der Endotheloberflache Makrophagen, glatte Muskelzellen, die teil-
weise Lipidtropfchen eingeschlossen haben, aber auch Lymphozyten und
Mastzellen. Die Bildung von fibrosem Gewebe wird verstarkt. In der Umgebung
der Lasion finden sich vermehrt Makrophagen, Schaumzellen und Lympho-
zyten. Dadurch sind die Lasionen vulnerabel und rupturanfallig, auch wenn sie

noch keine starken Gefaldverengungen hervorrufen [STARY et al., 1995].

Typ Va Lasionen (Fibroatheroma) sind Lasionen, bei denen sich neues fibroses
Bindegewebe um eine Lasion mit Lipidkern gebildet hat. Sie kdnnen mehrfach
geschichtet sein: Verschiedene Lipidkerne sind durch dicke, fibrose Binde-
gewebsschichten getrennt und liegen unregelmalig Ubereinander. Man spricht
auch von ,multilayered fibroatheroma“ [STARY et al., 1995].

Plaques der Phase 2 konnen sich zu Plaques der akuten Phase 3 oder 4
entwickeln [CORTI et al., 2004].

2.2.2.3 Phase 3

Plaques der Phase 3 bestehen aus akuten ,komplizierten® Typ VI Lasionen, die
aus rupturierten (Typ IV oder Va) oder erodierten Lasionen entstehen und zu
einem nicht-obstruktiven Wandthrombus fuhren. Dieser Prozess verlauft
klinisch unauffallig, kann jedoch zu einem Gefaldverschluss fuhren [CORTI et
al., 2004].

2.2.2.4 Phase 4

Lasionen der Phase 4 sind durch Typ VI Lasionen mit okklusiver Thrombose
gekennzeichnet und kénnen zu einem akuten Koronarsyndrom flihren, wobei
sie nicht selten still verlaufen [FUSTER et al., 2005].
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2.2.2.5Phase 5

Diese Lasionen umfassen solche des Typs Vb (kalzifierte) und Typ Vc (fibrose),
die Angina pectoris verursachen, aber auch still verlaufen kdnnen sofern zuvor
ein Kollateralkreislauf bestand [FUSTER et al., 2005].

Lasionen des Typs Vb sind Lasionen, bei denen die Mineralisation eine
dominante Rolle einnimmt. Sie enthalten eine groRe Menge an Calcium und
weisen wie Typ Va Lasionen vermehrt fibroses Bindegewebe auf.

Bei Typ Vc Lasionen ist die normale Intima durch fibroses Bindegewebe ersetzt
und verdickt. Lipide sind in diesen Lasionen nur gering oder gar nicht vor-
handen [STARY et al., 1995].

Die Wahrscheinlichkeit einer Plaqueruptur scheint vor allem von zwei Faktoren
abhangig zu sein: Der Grolde des Lipidkerns und der Dicke der fibrosen Kappe.
Plaques mit dinner fibréser Kappe werden als thin-cap fibroatheroma (TCFA)
bezeichnet. Wenn auch nur ein kleiner Teil der fibrosen Kappe reifl3t besteht
Lebensgefahr. Etwa 75% aller schwerwiegenden koronaren Thromben die zu
Myokardinfarkt oder Tod fuhren sowie zirka 90% aller karotischen Thromben
die einen ischamischen Schlaganfall auslésen sind durch Plaqueruptur ver-
ursacht [THIM et al., 2008].
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2.2.3 Endotheliale Dysfunktion

Heute wird vor allem die endotheliale Dysfunktion als initiales Ereignis der
Atherogenese gesehen [CORTI et al., 2004; FAXON et al., 2004; HADI et al.,
2005]. Dies stellt eine Weiterentwicklung der ,response-to-injury Hypothese
von Ross et al. dar, der — wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben — endotheliale De-
nudation als ersten Schritt der Atherogenese sah [ROSS, 1999].

Das vaskulare Endothel ist fur eine Vielzahl physiologischer Prozesse von Be-
deutung: Es reguliert den Stoffaustausch zwischen Gewebe und Blut sowie den
Blutdruck, ist Nahrstofflieferant aber auch Entsorger von Abfallprodukten und
spielt bei Entzindung, Thrombose und Hamostase eine wichtige Rolle. Haupt-
sachlich geschieht die Regulation dieser Vorgange uber die Produktion auto-
kriner und parakriner Mediatoren wie NO (Stickstoffmonoxid), Prostaglandine,
Endothelin und Angiotensin Il [FAXON et al., 2004]. Endotheliale Dysfunktion ist
durch eine Reduktion der Bioverfugbarkeit von Vasodilatoren, im Besonderen
von Stickstoffmonoxid, und/oder einem Anstieg von Vasokonstriktoren gekenn-
zeichnet. Es kommt zur Vasokonstriktion — ein funktionelles Charakteristikum
endothelialer Dysfunktion. Stickstoffmonoxid schitzt unter physiologischen Be-
dingungen vor Gefaldschadigung, Inflammation und Thrombose. Es verhindert
die Extravasation von Leukozyten durch eine Hemmung der Expression endo-
thelialer Adhasionsmolekile, verhindert die Proliferation der glatten Muskel-
zellen der Intima und begrenzt die Thrombozytenaggregation [SZMITKO et al.,
2003]. Endotheliale Dysfunktion (vereinfacht dargestellt in Abbildung 4) fuhrt
somit zur Reduktion dieser antimigratorischen, antiinflammatorischen,
antiaggregatorischen und antiproliferativen Effekte von Stickstoffmonoxid
[BONETTI et al., 2003]. Die gleichzeitige endotheliale Aktivierung [HADI et al.,
2005] steigert die Adhasivitat von Leukozyten und Thrombozyten sowie die
Endothelpermeabilitat [JURK und KEHREL, 2008].

Durch die erhdohte Permeabilitdt des Endothels wird die Einwanderung von
Lipoproteinen in die Intima erleichtert und die Lipidretention erhoht. Besonders

durch freie Radikale oxidierte LDL werden von Endothelzellen und
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Makrophagen rasch aufgenommen. Der Prozess der Atherogenese wird weiter
vorangetrieben [MALLIKA et al., 2007].

Endothelial Leukocyte Endothelial Leukocyte
permeability migration adhesion adhesion

Abbildung 4: Endotheliale Dysfunktion als erster Schritt der Atherogenese

Durch gesteigerte Endothelpermeabilitat, vermittelt durch Prostazykline, PDGF,
Endothelin und Angiotensin Il, kdnnen Plasmabestandteile wie z.B. Lipoproteine
leichter in die Intima eindringen. Durch gesteigerte Expression von Adh&sions-
molekiilen kdnnen sich Leukozyten leichter am Endothel anhaften und migrieren
schlieBlich in die GefaBwand [ROSS, 1999].

2.2.4 Inflammation

Inflammation ist bei allen Stadien der Atherogenese von Bedeutung, sowie bei
der Initiation und der Progression der Atherothrombose. Sammeln sich geringe
Mengen oxidierter LDL in der arteriellen GefaRwand an, werden endotheliale
Zellen zur Produktion proinflammatorischer Molekule, wie Adhasionsmolekilen,
chemotaktischen Proteinen und Wachstumsfaktoren, angeregt. Dies bewirkt die
Rekrutierung von Monozyten an der Gefallwand. Oxidierte LDL inhibieren zu-
dem die Produktion von Stickstoffmonoxid, mit all den schon in Kapitel 2.2.3
genannten Auswirkungen. Neben oxidierten LDL konnen auch viele andere

Faktoren, wie z.B. hamodynamische Krafte, erhohte Homocysteinwerte,
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Sexualhormone, Diabetes oder Infektionen proinflammatorisch wirken [LUSIS,
2000]. Endotheliale Leukozyten-Adhasionsmolekule, zu denen P-und
E-Selektine gehoren, binden an zirkulierende Leukozyten (wie Monozyten und
T-Zellen), welche nun auf der Endotheloberflache rollen. Die Regulation der
endothelialen Adhasionsmolekile erfolgt vor allem Uber ihre Transkription: Der
,zentrale Transkriptionsfaktor der Inflammation®, NFkB (= nuclear factor kB)
wird aufgrund von proinflammatorischen Zytokinen, die an Endothelrezeptoren
binden, verstarkt exprimiert. Eine feste Bindung der Leukozyten mit dem
Endothel wird durch Interaktionen von Immunglobulin-like Molekilen des
Endothels, z.B. ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1 = interzellulares
Adhasionsmolekul-1) und VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1 = vas-
kulares Zelladhasionsmolekul-1), mit Integrinen auf der Leukozytenoberflache
ermdglicht. Chemotaktische Faktoren (z.B. MCP = Monozyten-chemotaktisches
Protein) bewirken eine Auswanderung der Leukozyten in die Intima. Das
Chemokin MCP-1 fordert die Rekrutierung von Monozyten und T-Zellen und
wird in allen Phasen der Atherosklerose exprimiert [HANSSON, 2001]. Die
aktivierten Leukozyten setzen proteolytische Enzyme, Zytokine und Peptid-
Wachstumsfaktoren frei. Diese bauen Matrixproteine ab und stimulieren glatte
Muskelzellen, Endothelzellen und Makrophagen [FAXON et al., 2004]. Die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen wird durch den M-CSF
(macrophage colony stimulating factor = Makrophagen-Kolonie-stimulierenden
Faktor), ein Zytokin, vermittelt. M-CSF bewirkt auch eine vermehrte Expression
von Scavenger-Rezeptoren auf den Makrophagen, die nun modifizierte Lipo-
proteine wie z.B. oxidierte LDL durch Endozytose aufnehmen kdnnen. Die An-
sammlung der Cholesterinester im Zytoplasma fihrt zur Umwandlung der
Makrophagen in Schaumzellen. Gleichzeitig kommt es zu einer Proliferation von
Makrophagen durch die Sekretion zahlreicher Wachstumsfaktoren und Zytokine
wie TNFa (tumor necrosis factora = Tumornekrosefaktor a) und IL 1B
(Interleukin 1B), wodurch es zu einem Fortschreiten der Atherogenese kommt
[PACKARD und LIBBY, 2008].
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Eine Synopsis Uber das entzliindliche Geschehen der Atherosklerose liefert
Abbildung 5.

Abbildung 5: Inflammation ist bei allen Phasen der Atherosklerose beteiligt

A Rekrutierung von Leukozyten an eine entstehende atherosklerotische Lasion

Leukozyten binden Uber Liganden an Adhasionsmolekiile des entziindeten Endothels. Selektine
ermoglichen das Rollen entlang des Endothels, Integrine die festere Bindung. Proinflamma-
torische Zytokine, die im Atherom exprimiert werden, bewirken die Migration der Leukozyten in
die Intima. Inflammatorische Mediatoren wie M-CSF kénnen die Expression von Makrophagen-
Scavenger-Rezeptoren erh6hen, was zu erhdhter Aufnahme von modifizierten Lipoproteinen
und Bildung lipidgefullter Makrophagen fuhrt. Mediatoren wie M-CSF kénnen daruber hinaus die
Replikation der Makrophagen in der Intima fordern.

B T-Zellen wandern wahrend der Lasionsentwicklung ebenfalls in die Intima ein. Diese Leuko-
zyten sezernieren wie Endothelzellen Zytokine und Wachstumsfaktoren, welche die Migration
und Proliferation der SMCs (smooth muscle cells) vorantreiben. Diese exprimieren Enzyme, die
in Folge einer inflammatorischen Stimulation Elastin und Kollagen abbauen kdnnen. Durch den
Abbau der arteriellen extrazellularen Matrix wird das Eindringen der SMC in die elastische
Lamina und kollagene Matrix der wachsenden Plaque ermdglicht.

C Inflammatorische Mediatoren kénnen die Kollagensynthese stoppen und die Expression von
Kollagenasen durch Schaumzellen in der Intima hervorrufen. Es kommt zum Abbau des
Kollagens, die fibrése Kappe wird dinn und rupturgefahrdet. Cross-talk zwischen T-Lympho-
zyten und Makrophagen erhdht die Expression des Gerinnungsfaktors TF. Rupturiert die
Plaque, wie hier gezeigt, so bedingt jener Thrombus die meisten akuten Komplikationen, der
durch TF in Folge einer inflammatorischer Kaskade entstanden ist [LIBBY et al., 2002].
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2.2.5 Rolle der Thrombozyten in der Atherogenese

Thrombozyten spielen nicht nur bei der Progression und akuten Ereignissen,
sondern auch, wie neue Studien zeigen konnten, bei der Initiation der Athero-
thrombose eine wichtige Rolle [DAUB et al., 2007; DOLE et al., 2005; GAWAZ
et al., 2008; MASSBERG et al., 2002]. Zusatzlich gibt es eine wachsende Zahl
an Daten, die die Bedeutung der Thrombozyten in der Regeneration unter-
streicht [LANGER und GAWAZ, 2008].

Thrombozyten kdnnen wie Leukozyten an das intakte, entziindete Endothel ad-
harieren. Zunachst rollen sie — vermittelt durch das Adhasionsmolekul
P-Selektin (auch bekannt als CD62P, frihere Bezeichnungen: GMP-140 oder
PADGEM Protein) - am aktivierten Endothel [FURMAN et al., 1998]. Diese lose
Thrombozyten-Endothel-Bindung entsteht durch Interaktion der thrombozytaren
Oberfachenrezeptoren GPlba (Glykoprotein Iba) und PSGL-1 (platelet
p-selectin glycoproteine ligand 1) mit endothelialem P-Selektin [GAWAZ et al.,
2005]. Fir die Thrombozytenadhasion von grofder Bedeutung ist vWF,
besonders in Gefallen, in denen hohe Scherkrafte wirken, wie Arterien und
Arteriolen. Sowohl P-Selektin als auch VWF werden in den so genannten
Weibel-Palade-bodies der Endothelzelle [WAGNER und BURGER, 2003] und
den a-Granula von Thrombozyten gespeichert, VWF findet sich auch im
Blutplasma. Uber GPIb - VWF kénnen die Thrombozyten vor allem in Rahmen
von Verletzungen mit subendothelialem Kollagen interagieren. Allerdings
kommt es bei hohen Scherkraften auch zu einem direkten, wenn auch losen
Kontakt der Thrombozyten mit dem Endothel, vermittelt via vVWF (,Rollen“ der
Thrombozyten) [VARGA-SZABO et al., 2008]. GPIIb/llla (auch Integrin ouB3
genannt) kann ebenfalls Uber GPIb durch vVWF aktiviert werden [FUSEGAWA et
al., 1999]. Sowohl P-Selektin als auch der GPIlIb/llla-Komplex werden durch
VASP reguliert, das damit eine wichtige Funktion in der Thrombozytenadhasion
und der Atherogenese hat [MASSBERG et al., 2004]. Phosphorylierung von
VASP, ausgel6st z.B. durch erhdhte Bioverfigbarkeit von NO im Blut [PULA
und KRAUSE, 2008], inhibiert die Aktinpolymerisation, verhindert so die
Aktivierung der Thrombozyten [HARBECK et al., 2000] und steht mit einer
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Hemmung der Thrombozytenaggregation in Verbindung [HORSTRUP et al.,
1994].

Wahrend die Thrombozyten entlang der GefalRwand rollen, werden sie aktiviert
und konnen an viele Oberflachen adharieren. Durch Bindung an Integrine
(weitere u.a. endotheliale Adhasionsmolekiile) entsteht eine feste Adhasion, die
Thrombozyten werden maximal aktiviert, verlieren ihre diskoide Gestalt und
bilden Pseudopodien aus [LINDEMANN et al., 2007]. Der aktivierte GPlIb/llla-
Komplex bindet an Fibrinogen, vVWF, Fibronektin, Vitronektin und ist damit fur
die Thrombozytenaggregation von groRer Bedeutung [BENNETT, 2005;
BODARY et al., 1989]. Die im Rahmen des inflammatorischen Geschehens
aktivierten Endothelzellen exprimieren an der Oberflache ICAM-1, VCAM-1,
E-Selektin, P-Selektin und setzen die Chemokine MCP-1, IL-8 (Interleukin-8)
und andere frei [LINDEMANN et al., 2007]. Neben dem endothelialen
P-Selektin, das fir das Wachstum atherosklerotischer Lasionen entscheidend
ist, exprimieren auch aktivierte Thrombozyten P-Selektin, welches zur Ent-
wicklung atherosklerotischer Lasionen beitragt [BURGER und WAGNER, 2003].
Aktivierte Thrombozyten und Endothelzellen exprimieren aullerdem beide das
Chemokin SDF-1 (stromal-derived factor-1), welches die Adhasion von
Progenitorzellen an die Oberflache arterieller Thromben unterstutzt
[MASSBERG et al., 2006], das inflammatorische Zytokin IL-1B und (zunachst)
an der Oberflache CD40L (CDA40 ligand). RANTES und ENA-78 werden
ausschlielich von Thrombozyten freigesetzt [LINDEMANN et al., 2007].

Ein hypothetisches Modell der durch Thrombozyten ausgelosten Atherogenese

von Gawaz et al zeigt Abbildung 6.
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Abbildung 6: Hypothetisches Modell der durch Thrombozyten ausgeldsten Atherogenese

Aktivierte Thrombozyten rollen entlang des Endothels via GPIba/P-Selektin oder
PSGL/P-Selektin. Danach adhérieren die Thrombozyten via Integrine fester an das vaskulare
Endothel und setzen proinflammatorische Komponenten (IL-13, CD40L) frei. Adhérierte
Thrombozyten rekrutieren zirkulierende Leukozyten, binden und aktivieren sie durch Rezeptor-
interaktionen und parakrine Stoffwechselwege. Schlielich initiieren sie Leukozyten-
transmigration und Bildung von Schaumzellen. Thrombozyten bilden somit die Basis fir
Plaqueentstehung bevor ein Gefalverschluss durch Thrombose in Folge von Plaqueruptur er-
folgt [GAWAZ et al., 2005].

Aktivierte Thrombozyten I6sen also bei verschiedenen Zellen der Gefallwand
eine Sekretion von Chemokinen aus. Es kommt zu eine Signalkaskade:
Chemokine wie SDF-1a (stromal derived-factor-1a) oder Fractalkin (CX3CL1)
verstarken im Sinne eines positiven Feed-back-Mechanismus die Thrombo-
zytenadhasion, -aktivierung und -aggregation, die von zumindest geringen
Mengen primarer Agonisten wie ADP, Kollagen oder Thrombin abhangig ist. Die
Rekrutierung vaskularer Zellen mit atherogenen Wirkungen wird gesteigert
[WEBER, 2005]. Das thrombozytare Chemokin PF4 (Platelet-factor 4) ver-
hindert den Abbau von LDL, was die Lipoproteinaggregation, -oxidation und die
Bildung von Schaumzellen erleichtert [SACHAIS et al., 2002]. PF4 bewahrt
Monozyten vor deren Abbau, bewirkt deren Transformation zu Makrophagen
und I0st die Freisetzung von Sauerstoffradikalen aus [KASPER et al., 2007].
RANTES ist fur die Entwicklung der Atherosklerose von groRer Bedeutung. Es
fordert z.B. P-Selektin abhangig die Monozytenaktivierung [SCHOBER et al.,
2002]. Durch aktivierte Thrombozyten rekrutierte Monozyten binden an das ent-
zundete Endothel und konnen in die Intima einwandern, wo ihre Umwandlung
zu Makrophagen und schlie3lich zu Schaumzellen stattfindet [LINDEMANN et
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al., 2007]. Durch Adhasion der Thrombozyten am Endothel wird auch die
Rekrutierung von Leukozyten verstarkt, was die Initiation der Atherogenese
malfgeblich fordert [MASSBERG et al., 2002]. Die Interaktion von Thrombo-
zyten mit Progenitorzellen kann zu vaskularer Regeneration einerseits, zu ver-
starkter Inflammation und Atherogenese andererseits flhren: Einwirkung
kardiovaskularer Risikofaktoren bedingt eine erhdhte Thrombozytenaktivitat mit
einer verstarkten Thromboztenadhasion; in einer proatherogenen Umgebung
wird die Rekrutierung zirkulierender Progenitorzellen sowie deren
Differenzierung zu Endothelzellen, Makrophagen und Schaumzellen ausgelost
[MAY et al., 2008; STELLOS et al., 2008]. Ist die Mikro-Umgebung hingegen
nicht proatherogen, so konnen sich Progenitorzellen durch Interaktion mit den
Thrombozyten zu reifen Endothelzellen entwickeln und vaskulare Reparations-
mechanismen in Gang setzen [LANGER und GAWAZ, 2008].
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2.3 Risikofaktoren fir die Entwicklung von Atherothrombose

In zahlreichen epidemiologischen Studien konnte eine Verbindung zwischen
bestimmten Risikomarkern und CVD (cardiovascular disease, Kardiovaskulare
Erkrankungen) gezeigt werden.

Risikomarker kdnnen in 2 Kategorien eingeteilt werden:

1. Risikofaktoren, die nachweislich kausal wirken: Tabakkonsum, erhdhte LDL-
Werte, verringerte HDL-Werte, hoher Blutdruck, erhohte Blutglukosewerte,
physische Inaktivitat, Ubergewicht und ungesunde Ernéhrung.

2. Risikomarker, die zwar eine Assoziation zu CVD gezeigt haben, wobei aber
eine Verbindung zwischen Ursache und Effekt erst gepruft werden muss. Dazu
zahlen ein niedriger soziobkonomischer Status, erhohte prothrombotische
Faktoren (Fibrinogen, Plasminogen activator inhibitor-1), Infektions- und
Inflammationsmarker, erhohte Homozysteinwerte, erhdhte Lipoprotein(a)-
Werte, psychologische Faktoren und Verlust sozialer Strukturen.

Die Risikofaktoren und -marker kann man auch in pradisponierende oder
direkte Faktoren einteilen. Unter pradisponierenden Risikofaktoren versteht
man Risikofaktoren, die zumindest zum Teil Uber die Beeinflussung anderer,
direkter Risikofaktoren wirken, wobei auch direkte Effekte moglich sind
[YUSUF et al., 2001].

In der INHEART Studie konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Rauchen, erhdhtem ApoB/ApoAl-Verhaltnis (Apo = Apolipoproteine), Bluthoch-
druck, Diabetes mellitus, abdominalem Ubergewicht, psychosozialen Faktoren,
nicht ausreichendem Konsum von Obst und Gemuse, regelmafiigem Alkohol-
konsum und fehlender physischer Aktivitat zu akuten Myokardinfektionen ge-
zeigt werden [YUSUF et al., 2004].
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2.3.1 Auswirkungen von Rauchen auf Thrombozytenfunktion und
Atherosklerose

Rauchen ist einer der wichtigsten Lebensstilfaktoren die die Gesundheit des
Menschen mafigeblich negativ beeinflussen. Rauchen beschleunigt die Athero-
genese und gilt als klassischer Risikofaktor flir akute kardiovaskulare
Ereignisse [HJEMDAHL, 2001].

Ein einzelner Zigarettenzug enthalt mehr als 10" Radikale. Neben Nikotin
werden zahlreiche andere Substanzen aufgenommen, die akute und chronische
Wirkungen auf den Organismus haben. Viele dieser Stoffe, wie z.B.
Kohlenoxide, Peroxinitrit, Phenole oder Nitrosamine, wirken pro-oxidativ, mit
Auswirkungen auf eine Reihe lebenswichtiger Molekule [HEITZER und
MEINERTZ, 2005]. Peroxidation mehrfach ungesattigter Fettsduren der Zell-
membranen in Folge der Aufnahme freier Radikale durch Zigarettenrauch ver-
starkt den oxidativen Stress noch zusatzlich. Im Rahmen einer systemischen
inflammatorischen Reaktion kommt es zu einer Ausschuttung von inflamma-
torischen Mediatoren wie etwa Akute-Phase-Proteinen (z.B. Fibrinogen) und
proinflammatorischen Zytokinen. Eine konsekutive Stimulation der Hamato-
poiese fuhrt zu einer erhohten Anzahl von Thrombozyten und Leukozyten im
Blut [YANBAEVA et al., 2007]. Nikotin stimuliert die Aktivitat des Sympathikus,
was erhohte Herzschlagfrequenz und Blutdruck zur Folge hat. Besonders bei
vulnerablen Personen, z.B. bei Personen mit einem vorangegangenen Herz-
infarkt, scheint Rauchen die Thrombozytenaktivitat zu erhohen [HJEMDAHL,
2001]. Rangemark et al. konnten erhohte Tx-M (2,3-dinor-Thromboxan By)-
Werte, ein Metabolit von TxA, (Thromboxan Ay), bei Raucherinnen feststellen.
Dies weist auf eine durch Tabakkonsum erhéhte Thrombozytenaktivitat und
vermehrte Interaktionen von Thrombozyten und Gefaldwand hin. Sogar eine
Dosis-Wirkungsbeziehung von Rauchen und Thrombozytenfunktion wurde
nachgewiesen [RANGEMARK et al., 1992]. Thrombin, ein wichtiger, thrombo-
zytenabhangiger Faktor in der Atherogenese, ist bei Rauchern direkt nach dem
Rauchen im Vergleich zu Nichtrauchern erhoht. Die durch das Rauchen er-

hohten Nikotin- und Cotininwerte fihren zu einer Modifikation der Thrombo-
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zytenfunktion mit Entstehung eines prothrombotischen Zustandsbildes [HIOKI
et al., 2001]. Auch Hung et al. konnten bei Probanden mit koronarer Erkrankung
zeigen, dass Rauchen die Thrombin-induzierte Thrombozytenaggregation ver-
starkt und die Synthese von Thrombin erhoht [HUNG et al., 1995]. Die
Ergebnisse der Studie von Fusegawa und Handa lassen auch auf eine erhdhte
spontane Thrombozytenaggregation bei habituellen Rauchern schliel3en, wobei
alle Aggregationen von der Aktivierung des GPIlIb/llla-Komplexes ausgingen
[FUSEGAWA und HANDA, 2000]. Fibrinogen, ein Ligand des GPllb/llla-
Komplexes, ist bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern erhdéht und scheint
die Thrombozytenaggregation — besonders die Bildung kleiner Thrombozyten-
aggregate - zu fordern [FUSEGAWA et al., 1999].

2.3.2 Physische Aktivitat und kardiovaskuléare Erkrankungen

Physische Inaktivitat gehort zu jenen Risikofaktoren die nachweislich in
kausalem Zusammenhang zu kardiovaskularen Ereignissen stehen und modi-
fizierbar sind [YUSUF et al.,, 2001]. Es scheint sogar, dass Personen, die
korperlich fit sind, aber andere kardiovaskulare Risikofaktoren aufweisen, ein
niedrigeres Risiko fur vorzeitigen Tod haben, als Menschen, die sich nicht
korperlich betatigen und keine zusatzlichen kardiovaskularen Risikofaktoren
haben. Kdrperliche Fitness und Aktivitat werden oft synonym verwendet, haben
jedoch unterschiedliche Bedeutung: Physische Fitness bezeichnet einen Zu-
stand des Wohlbefindens, der es einem erlaubt, den Alltagtag zu bewaltigen
und/oder die Basis fur sportliche Betatigung darstellt. Gesundheitsbezogene
physische Fitness umfasst kardiovaskulare Fitness, muskuloskeletale Fitness,
Kdérperzusammensetzung und Stoffwechsel. Physische Aktivitat hingegen be-
schreibt alle Aktivitaten, sowohl in der Freizeit als auch in der Arbeitszeit, die zu
einem erhohten Energieaufwand im Vergleich zum Ruhezustand fuhren
[WARBURTON et al., 2006]. In zahlreichen Studien wurde eine inverse Dosis-
Wirkungsbeziehung zwischen physischer Aktivitat und Gesamtmortalitat
[GIANNUZZI et al., 2003; LEE und SKERRETT, 2001], kardiovaskularen Er-

krankungen sowie Inzidenz und Mortalitdt von koronarer Herzkrankheit
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[HAENNEL und LEMIRE, 2002; HASKELL et al., 2007] gezeigt. Physische
Aktivitat bzw. Fitness hat einen positiven Einfluss auf zahlreiche andere
Risikofaktoren der Atherosklerose: Sie verbessert die KOperzusammensetzung
(vermindert Korperfett, erhdoht Muskelmasse), das Lipoprotein-Profil (ver-
mindertes LDL/HDL-Verhaltnis, erhohte HDL-Werte, verminderte Trigylcerid-
werte), die Glukosetoleranz und die Insulinsensitivitat, reduziert den Blutdruck
[KOKKINOS, 2008; THOMPSON et al., 2003] und systemische Inflammation,
vermindert die Blutgerinnung, verbessert den koronaren Blutfluss, die Herz-
funktion, die endotheliale Funktion sowie das psychische Wohlbefinden
[WARBURTON et al., 2006]. Trotz dieser vielen, meist bekannten Vorteile von
korperlicher Betatigung gaben in einer Studie in 15 Mitgliedslandern der
Europaischen Union 27% der Manner und 37% der Frauen an, sich in der
Freizeit in keiner Weise korperlich zu betatigen [MARGETTS et al., 1999]. Jene
Personen, die am wenigsten Bewegung machen, weisen im Vergleich zu
Personen, die sich korperlich am meisten betatigen, ein doppelt so hohes
Risiko auf, Herzkreislauferkrankungen zu entwickeln [THOMPSON et al., 2003].
Das zur Verbesserung der Gesundheit minimal notwendige Bewegungsausmalf}
ist noch unklar, jedoch scheint physische Aktivitat, die einen Energieaufwand
von 4200 kJ (~1000 kcal) pro Woche bedeutet, positive Effekte zu haben
[HAENNEL und LEMIRE, 2002; LEE und SKERRETT, 2001]: Bei diesem Aus-
mal an korperlicher Betatigung wird eine Reduktion der Gesamtmortalitat, der
Mortalitat von kardiovaskularen und koronarer Herzkrankheit um 20 - 30% er-
reicht, bei hoherem Umfang ist die gesundheitliche Wirkung noch groRRer. Um
dies zu erreichen, empfehlen die beiden grof3ten kardiologischen Gesell-
schaften, AHA und die ESC (European Society of Cardiology), mindestens
30 Minuten moderate, aerobe Bewegung an den meisten, besser allen Tagen
der Woche oder mindestens 20 Minuten anstrengende aerobe korperliche
Aktivitat an drei Tagen pro Woche, wobei die Einzeleinheiten auch kirzer sein
konnen. Unter moderater korperlicher Bewegung versteht man Tatigkeiten bei
45 - 60% der Herzfrequenz- / Sauerstoffaufnahmereserve oder 50 - 70% der
maximalen Herzfrequenz. Eine vereinfachte Methode zur Abschatzung der
kérperlichen Aktivitat sind die METs (metabolischen Aquivalente). Ein MET
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stellt den individuellen Energiebedarf bei Ruhe dar. Moderate koérperliche Be-
wegung wie z.B. Spazieren gehen, Tanzen oder langsames Radfahren in der
Ebene verbraucht 3 — 6 METs, wahrend anstrengende Intensitat (bei mehr als
60% der Herzfrequenz- / Sauerstoffaufnahmereserve) mehr als 6 METs ver-
braucht. Zu den anstrengenden korperlichen Betatigungen gehoéren z.B. flottes
Marschieren, Joggen und Laufen [GIANNUZZI et al., 2003; HASKELL et al.,
2007]. Anstrengende physische Aktivitat fuhrt im Vergleich zu moderater
korperlicher Bewegung zu einem niedrigeren diastolischen Blutdruck,
verbesserter Glukosetoleranz und aerober Kapazitat. Auf den systolischen
Blutdruck in Ruhe, das Lipidprofil oder den Koérperfettgehalt scheint jedoch die
Intensitat keinen Einfluss zu haben [SWAIN und FRANKLIN, 2006]. Wahrend
einer anstrengenden Trainingseinheit ist jedoch das Risiko fur ein koronar-
vaskulares Ereignis im Sinne eines akuten Herzinfarktes bei untrainierten
Personen mit einer relativen Risiko-Erhéhung von 107% mehr als verdoppelt
und bei trainierten Personen mit einem Anstieg des relativen Risiko um 2,4%
nur noch gering erhoht [MITTLEMAN et al., 1993]. Das allgemeine Risiko eines
kardiovaskularen Ereignisses aber ist bei physisch fitten Personen — auch bei
jenen die mit hoher Intensitat trainieren, im Vergleich zu inaktiven Personen
stark vermindert [BARTSCH, 1999].

Bei Betrachtung dieser (wie oben dargestellt zum Teil paradoxen) Effekte
korperlicher Aktivitat auf Atherogenese und kardiovaskulare Erkrankungen ist
das hamostasiologische System von groRer Bedeutung: Die Trainingsintensitat
beeinflusst die Gerinnungsfaktoren (Koagulationspotential), die Thrombozyten-
Aktivitat / -Aggregation und das fibrinolytische Potential maRgeblich. Das Risiko
fur ein ischamisches Ereignis steigt durch eine erhdhte Aktivitat der
Gerinnungsfaktoren und ein vermindertes fibrinolytisches Potential an. Marker
der Aktivitat der Gerinnungsfaktoren (Fibrinogen, Faktor VII, Faktor VIII, vWF,
Marker der Thrombinbildung) und des fibrinolytischen Potentials [tPA (Gewebs-
Plasminogen-Aktivator), PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1)] sind mit
kardiovaskularen Erkrankungen, ischamischen Ereignissen und Kkardio-
vaskularer Mortalitat assoziiert. Direkt nach einer korperlichen Belastung sind

sowohl das fibrinolytische als auch das Koagulationspotential, abhangig von der
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Trainingsintensitat, erhdht. Bei regelmalRiger aerober physischer Aktivitat
kommt es sowohl bei Gesunden als auch bei Personen, die an kardio-
vaskularen Erkrankungen leiden, zu einem verbesserten fibrinolytischen Profil
und zu einem verminderten Koagulationspotential in Ruhe, was das Risiko von
ischamischen Ereignissen sowohl in Ruhe als auch wahrend koérperlicher Er-
tichtigung mindert [WOMACK et al., 2003].

Sowohl bei der Blutstillung als auch der Atherogenese spielen Thrombozyten,
wie bereits in den vorangegangen Kapiteln dargestellt, eine wichtige Rolle.
Studien zur Auswirkung von physischer Aktivitat auf die Thrombozytenfunktion
ergeben widerspruchliche Resultate [EL-SAYED et al., 2004].

Direkt nach sportlicher Betatigung ist ein signifikanter Anstieg der Thrombo-
zytenzahl, durch deren Freisetzung aus dem GefalRbett der Milz, des
Knochenmarks und aus dem intravaskularen Pool des Lungenkreislaufs, zu
beobachten [EL-SAYED et al., 2005]. In einer Studie von Kestin et al. wurden
die Auswirkungen von regelmalligem, mindestens 30-minutigem Training drei-
mal pro Woche bei anstrengender Intensitat auf die thrombozytaren Parameter
bei gesunden Personen untersucht. Wahrend vor der Trainingsbelastung kein
Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden konnte in Bezug
auf die Thrombozytenfunktion, wurde direkt und 15 Minuten nach
anstrengendem Training bei den viel sitzenden, nicht aber bei den korperlich
aktiven Personen eine erhdhte Thrombozytenaktivierung und -reaktivitat
beobachtet. Diese Effekte konnten mit GPlba und GPIV, jedoch nicht GPIIb/llla
und P-Selektin gezeigt werden. [KESTIN et al., 1993]. Wang konnte in einer
Studie an untrainierten, gesunden Mannern nach intensiver Trainingsbelastung
ebenfalls eine, durch Scherkrafte induzierte, erhdhte Thrombozytenaggregation
feststellen. Unmittelbar nach anstrengender kérperlicher Belastung waren die
vVWF-Antigen-Plasmawerte, sowie die durch Scherkrafte induzierte Thrombo-
zytenaggregation erhoht. Gleichzeitig kam es zur vermehrten Bindung von vWF
an die Thrombozyten sowie zu einer durch VWF ausgelésten Aktivierung von
GPIIb/llla bei hoher Schubspannung. Auch die P-Selektin Expression steigerte
sich durch intensive Belastung [WANG, 2004]. Hilberg et al. stellten bei un-

trainierten Personen sowohl unmittelbar nach intensiver (bei ungefahr 69% der
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maximalen Sauerstoffaufnahme), als auch unmittelbar nach moderater (bei un-
gefahr 57% der maximalen Sauerstoffaufnahme) Trainingsbelastung eine er-
hohte Thrombozytenaktivitat und -reaktivitat fest. Die P-Selektin-Expression und
die Anzahl der Thrombozytenaggregate war durch TRAP (thrombin receptor
activating peptide = Thrombinrezeptor aktivierendes Peptid) Stimulation bei
beiden Intensitaten signifikant erhéht. Die Anzahl der Aggregate zwischen
Thrombozyten und Granulozyten, Lymphozyten oder Monozyten war nach
moderater Trainingsbelastung weniger stark erhoht als nach intensiver
Trainingsbelastung [HILBERG et al., 2008]. Im Gegensatz dazu stellten Wang
et al. eine Senkung der Thrombozytenadhasion und -aggregabilitdt durch
moderates Training fest. Nach einem achtwochigen Trainingsprogramm (30
Minuten an funf Tagen pro Woche, bei etwa 60% der maximalen Sauerstoff-
aufnahme) wurde eine verminderte Thrombozytenadhasion sowohl in Ruhe als
auch direkt nach Trainingsbelastung bis zur Erschépfung festgestellt. Die nach
hoher Trainingsbelastung durch verschiedene ADP-Konzentrationen induzierte
Thrombozytenaggregabilitat verringerte sich nach achtwochigem Training. Die
halbmaximale Wirkungsdosis der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation
nahm in der Trainingsgruppe sowohl in Ruhe als auch nach korperlicher An-
strengung zu [WANG et al., 1995]. Auch in einer neueren Studie konnten Wang
et al. zeigen, dass Training bei moderater Intensitat (30 Minuten an funf Tagen
pro Woche, bei etwa 60% der maximalen Sauerstoffaufnahme) die durch
wechselnde Scherkrafte induzierte Thrombozytenaggregation (alternating
shear-induced platelet aggregation, ASIPA) reduziert. Dieser Effekt ist vermut-
lich auf eine verminderte Bindungsfahigkeit von vWF an Thrombozyten und ver-
ringerte P-Selektin-Expression der Thrombozyten zurickzuflhren. Kurzzeitige
anstrengende korperliche Belastung erhdhte hingegen das Ausmal der ASIPA
und ging sowohl bei Trainierten als auch Untrainierten mit einer erhohten
Bindung von vVWF an Thrombozyten und P-Selektin-Expression der Thrombo-
zyten einher. Die Steigerung der Thrombozytenfunktion nach der Belastung war
jedoch bei den trainierten Personen nicht so deutlich. Nach Absolvierung des
Trainingsprogramms waren also ASIPA und Bindungsfahigkeit von vWF und die

P-Selektin-Expression der Thrombozyten in Ruhe und direkt nach Belastung im
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Vergleich zu den Werten zu Studienbeginn weniger stark erhoéht, bei
Untrainierten blieben diese unverandert. Trainingsabstinenz machte die
Trainingseffekte rickgangig [WANG et al., 2005].

Generell scheint es von Bedeutung zu sein, zwischen kurzzeitigen Effekten
einer Trainingsbelastung und Langzeiteffekten von Training und physischer
Fitness zu differenzieren. Wahrend einer Trainingseinheit ist das Risiko fur
kardiovaskulare Ereignisse zwar erhoht, physisch fitte und Ausdauertrainierte
weisen jedoch im Vergleich zu wenig und gar nicht trainierten Personen ein bis
zu 50% verringertes Gesamtrisiko kardiovaskulare Erkrankungen zu entwickeln
auf [HASKELL et al., 2007].
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Studienkollektiv

An der Studie nahmen 22 offensichtlich gesunde Probanden im Alter zwischen
20 und 30 Jahren teil. Die mehrheitlich weiblichen Probanden (17 Frauen,
3 Manner) rauchten im Durchschnitt 10 bis 20 Zigaretten pro Tag. Die Mehrheit
rauchte schon langer als 5 Jahre. Die Probanden durften vor Beginn der Studie
nicht mehr als maximal zweimal pro Woche Sport ausgetbt haben und ver-
pflichteten sich, fur die Dauer der Studie (mindestens zwdolf Wochen) dreimal
pro Woche fur mindestens 30 min Ausdauertraining zu betreiben. 15 Probanden
(13 Frauen, 2 Manner) absolvierten das gesamte Lauftraining und beendeten
die Studie. Damit ist die Drop-out Quote mit 31,8% relativ hoch, was wohl auf

die hohe Probandenbelastung zuruckzufuhren ist.

3.2 Blutabnahme

Zu Beginn und am Ende der Studie wurde den Probanden Venenblut aus der
Armbeuge mit einer 20-G Nadel in Citratrdhrchen mit einer finalen
Konzentration von 0,38% Natriumcitrat (9 Teile Vollblut, 1 Teil Trinatriumcitrat
0,108 mol/L) enthommen. Die Probanden durften vor der Blutabnahme keine
Medikamente eingenommen haben, welche die Thrombozytenfunktion beein-

flussen kdnnten.
3.3 Durchflusszytometrie
Die Proben wurden mit einem FACSCalibur Durchflusszytometer (Becton

Dickinson Austria, Wien, Osterreich) gemessen. Die Daten wurden mittels

CellQuest Software, Version 4.2, akquiriert und analysiert.
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3.3.1 Bestimmung der VASP-Phosphorylierung

Zur Gewinnung des plattchenreichen Plasmas (PRP) wurde antikoaguliertes
Vollblut (Citratpuffer) bei 125xg fiir 20 min zentrifugiert und der Uberstand ab-
gehoben.

30 yl PRP wurden sowohl mit 5 yl des Thrombozyten-Inhibitors PGE; in ver-
schiedenen Konzentrationen (finale Konzentration = f.K.: 0 yM, 2,5 nM, 5 nM,
12,5 nM, 25 nM, sowie 25 uM PGE,) als auch mit 5 yl Thrombozyten-Aktivator
ADP (f.K.: 125 yM ADP) inkubiert. Nach 2 min PGE4- bzw. 5 min ADP-
Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 pl Formaldehyd (f.K.: 1%)
gestoppt und mindestens 15 min inkubiert. Nun wurden die Proben mit
500 pl Triton (f.K.: 0,2%) versetzt. Nach 10 min Permeabilisierung der Zellen bei
Raumtemperatur wurde flr 90 sec bei 3000xg zentrifugiert. Das Pellet wurde in
70 ul PBS (Phosphatpuffer in Kochsalzlésung) resuspendiert, 5 ul vorver-
dunnter, primarer muriner Antikorper, Anti-phospho-VASP (Ser 239)
(NanoTools, clone 22E11) (f.K.: 10 yg/ml), zugegeben wund 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation fur 90 sec bei 3000xg wurde
das Pellet erneut in 35 yl PBS resuspendiert und als sekundarer Antikorper
4 ul Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) — markiertes Goat Anti-Mouse 1gG
(Becton Dickinson) zugegeben. Nach 15 — 30 min Inkubation im Dunkeln wurde
mit 500 ul PBS verdinnt und die Proben in FACS-Ro6hrchen Uberflhrt.

3.3.2 Bestimmung des PRI

Zur Bestimmung des PRI (Platelet Reactivity Index = Thrombozytenreaktivitats-
index) wurde der PLT-VASP/P2Y12-Kit (Biocytex, Marseille, France) ver-
wendet.

5ul antikoaguliertes  Vollblut  (Citratpuffer) wurden  zunachst mit
5 ul Reagens 2a (PGE1) oder mit 5 yl Reagens 2b (PGE1 bzw. ADP) inkubiert,
nach 10 min wurden 5 pl Reagens 3 (Fixans) zugegeben. Nach 5-minutiger
Fixierung wurde 5 ul Reagens 4a [spezifischer monoklonaler anti-VASP-P
Maus-Antikorper (Klon 16C2)] bzw. Reagens 4b (Isotypenkontrolle), beides
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enthielt Permeabilisierungsmittel, zugegeben und 5 min inkubiert um die Zellen
zu permeabilisieren und phosphoryliertes VASP zu markieren. Anschliel3end
erfolgte die Fluoreszenzmarkierung mit 5 pyl Reagens 5 (polyklonaler, FITC-
konjugierter Anti-lgG-Maus-Antikorper, Anti-CD61-PE zur Gegenfarbung der
Thrombozyten sowie Permeabilisierungsmittel). Nach 5 min wurden die Proben
mit je 1 ml Reagens 1 (Verdlinnungsmittel) verdinnt. Die Réhrchen wurden bis
zur Durchflusszytometrie (innerhalb von 2 Stunden) kuhl aufbewahrt.

Der PRI wird unter Verwendung der Kkorrigierten mittleren Fluoreszenz-
intensitaten (MIFc), die fur PGE4 (pge1y alleine oder in Anwesenheit von PGE;
und ADP (pge1+app) getestet wurden, nach folgender Formel berechnet:
PRI = [(MFlcpge1y-MFlcpcet+app)) / MFIcpaen)] x 100

3.3.3 Bestimmung der CD62P-Expression

Zur Gewinnung des plattchenreichen Plasmas (PRP) wurde antikoaguliertes
Vollblut (Citratpuffer) bei 125xg fiir 20 min zentrifugiert und der Uberstand ab-
gehoben.

30 ul PRP wurden mit 10 pl des Antagonisten PGE; (f.K.: kein, 12,5 nM und
25 nM PGE1) 2 min inkubiert, danach wurden 5 pl ADP in verschiedenen Kon-
zentrationen (f.K.: kein, 1,43 uM, 3,57 uM, 7,14 uM, sowie 71,4 yM ADP) zuge-
geben und 5 min inkubiert. AnschlieRend wurden alle Proben mit
5 pl Formaldehyd (f.K.: 1%) fixiert und mindestens 15 min inkubiert. SchlieRlich
erfolgte die Zentrifugation fur 10 min bei 2000xg. Die Pellets wurden in
47 pl PBS resuspendiert und mit 3 pl Anti-CD62P-PE (Becton Dickinson) fur 1 h
inkubiert. Nach Vorlage von 350 pl PBS in FACS-Réhrchen wurden die Proben

uberfuhrt und im Durchflusszytometer gemessen.
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3.4 Bestimmung der Thrombozytenadh&sion und -aggregation

Zur Bestimmung funktioneller Eigenschaften der Thrombozyten unter an-
nahernd physiologischen Bedingungen wurde das Gerat DiaMed Impact-R
(Cressier/Morat, Schweiz) verwendet. Es testet die Thrombozytenadhasion und
-aggregation im antikoagulierten Vollblut (Citratpuffer) bei simulierten arteriellen
Flussgeschwindigkeiten.

130 ul Citrat-Vollblut wurden dazu auf ein Polystyrol-Well pipettiert, ein Acryl-
nitril-Butadien-Styrol Konus aufgesetzt und durch Rotation des Konus (1800/s,
2 min) eine schubspannungs-induzierte = Thrombozytenaktivierung  mit
konsekutiver Thrombozytenadhasion und -aggregation auslost. Nach dem
Waschen und Farben mit May-Grinwald-Farbeldsung erfolgte eine auto-
matische Bilderfassung und -Auswertung der Proben. Die Resultate werden in
Prozent der Welloberflache angegeben, die durch Thrombozyten bedeckt ist
(Prozent SC) als Parameter fir die Thrombozytenadhasion und die durch-
schnittliche Groélke der Aggregate (AS in um?) als Parameter fir die Thrombo-

zytenaggregation.



37

3.5 Spiroergometrie

Die Spiroergometrie wurde vor Beginn und am Ende der Trainingsintervention
durchgefuhrt. Sie erfolgte am Fahrradergometer in sitzender Position. Die Be-
lastung wurde stufenformig alle 2 min gesteigert, die Probanden wurden aufge-
fordert, bei einer gleich bleibenden Umdrehungszahl von 60 - 70 U/min bis zur
subjektiven Ausbelastungsgrenze zu gehen. Die Herzfrequenz wurde Uber
Elektroden (Elektrodengurt) kontinuierlich abgeleitet. Zur Messung der Atem-
gase trugen die Probanden eine Gesichtsmaske, an die ein Volumensensor zur
Messung des ventilierten Luftvolumens sowie ein dunner Schlauch angebracht
sind. Uber den Schlauch wird ein Teil der Exspirationsluft zu den Gassensoren
geleitet, wo ihre Zusammensetzung analysiert wird Durch die Atemgasanalyse
kann der Respiratorische Quotient sowie die maximale Sauerstoffaufnahme
(VO2max) berechnet werden. Der Respiratorische Quotient (RQ) gibt Auskunft
uber die Art des verstoffwechselten Substrats. Bei einem RQ = 0,7 werden aus-
schliel3lich Fette, bei einem RQ =1 Kohlenhydrate verstoffwechselt. Die
VOomax dient zur Beurteilung der kardiorespiratorischen Fitness. Durch Be-
stimmung der ventilatorischen Schwelle (anaerobic treshold, AT) und des
Respiratory compensation point (RCP) wurde die aerobe-anaerobe Ubergangs-
zone und damit eine Empfehlung flr den Trainingsbereich des jeweiligen
Probanden bestimmt. Da Laufen das Herzkreislaufsystem um etwa 10% starker
belastet als Radfahren [WONISCH et al.,, 2003], wurde der empfohlene

Trainingsbereich entsprechend hoher angesetzt.
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3.6 Lauftraining

Die Probanden trainierten fur mindestens 12 Wochen im aeroben Bereich
(Laufen bei 65 bis 75% der maximalen Sauerstoffaufnahme = Grundlagenaus-
dauer GA1) dreimal pro Woche fur mindestens 30 min und fuhrten ein
Trainingstagebuch. Zur Kontrolle des empfohlenen Trainingsbereichs wurden
den Probanden Pulsfrequenzmesser in Form von Pulsuhren (Polar) zur Ver-
fligung gestellt. Es wurde an funf Tagen die Woche ein begleitetes Lauftraining

angeboten, das vor allem den Trainingseinstieg erleichtern sollte.

3.7 Auswertung und Statistik

Die Datenauswertung erfolgte mittels Excel 2002 sowie SPSS 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Die gemessenen Parameter wurden zunachst mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung geprift. Da alle Daten auf 5%
Signifikanzniveau normalverteilt waren, wurde zum Vergleich der Werte zu

Studienbeginn und Studienende der zweiseitige gepaarte T-Test angewandt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Epidemiologische Eckdaten

An der Studie nahmen 22 Probanden teil, wobei 15 Probanden (3 mannlich,
12 weiblich) das vereinbarte Laufprogramm flur eine Dauer von 12 Wochen
durchfuhrten und auch die Abschlussuntersuchung absolvierten, die Studie also
vollstandig durchflhrten. Die wichtigsten epidemiologischen Eckdaten dieser

Probanden sind in Tabelle 1 dargestellit.

Variabeln Interventionsgruppe

Anzahl der Probanden (n), welche die Studie

vollstdndig abgeschlossen haben n=15

Alter - Mittelwert (£ SD)
- Minimum — Maximum

23,3 (£ 3,2) Jahre
20 Jahre — 29 Jahre

Geschlecht n = 3 (20%) mannlich

n =12 (80%) weiblich

GroRe - Mittelwert (+ SD)
- Minimum — Maximum

170 (= 10,6) cm
160 cm — 192 cm

Gewicht - Mittelwert (+ SD) 64 (£ 12,7) kg

- Minimum — Maximum

Body Mass Index - Mittelwert (+ SD)
- Minimum — Maximum

50 kg — 94 kg

21,9 (£ 2,7) kg/m?
27,6 kg/m? — 18,8 kg/m?

Kardiovaskulare Risikofaktoren:

10-20 Zigaretten/Tag
> 20 Zigaretten/Tag

Tabakkonsum (n) seit

Bluthochdruck n =0 (0%)

Hypercholesterinamie n =0 (0%)

Diabetes n =0 (0%)

Tabakkonsum n =15 (100%)
Tabakkonsum:

1-10 Zigaretten/Tag n=3(20%)

n =10 (66,7%)
n=2 (13,3%)

Andere Medikamente

< 5 Jahren n =3 (20%)

5-10 Jahren n=9 (60%)

> 10 Jahren n =3 (20%)
Medikamenteneinnahme

Keine n =28 (53,3%)

Pille n=>5(33,3%)

n =2 (13,3%)

Tabelle 1: Epidemiologische Eckdaten — Ubersicht iiber die Interventionsgruppe
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4.2 Effekt des Trainingsprogramms auf den Leistungszustand

Vor Beginn der Studie Ubte die Mehrheit der Probanden Uberhaupt keine sport-
liche Betatigung aus. Durch Teilnahme an der Studie erhdhten die Probanden

ihr Bewegungspensum auf mehrheitlich 2 - 4 mal pro Woche (siehe Tabelle 2).

sportliche Aktivitat zu Studienbeginn:
1-2 mal/Woche n=4(26,7%)
2-4 mal/Woche n=0(0%)
sportliche Aktivitat zu Studienende:
Keine n =0 (0%)
1-2 mal/Woche n=2(13,3%)
2-4 mal/Woche n=13(86,7%)

Tabelle 2: Sportliche Aktivitat vor und nach der Studienintervention

Zur Ermittlung des Trainingseffekts wurden Leistungsparameter sowohl zu Be-

ginn (siehe Tabelle 3) als auch am Ende (siehe Tabelle 4) der Studie erhoben.

Leistung - Mittelwert (+ SD) 172,33 (+36,44) Watt
Aerobe Schwelle - Mittelwert (+ SD) 75,33 (+ 32,37) Watt
Anaerobe Schwelle - Mittelwert (+ SD) 121,67 (+ 33,20) Watt
VO,max - Mittelwert (+ SD) 36,24 (+ 5,43) ml/kg/min

Tabelle 3: Leistungsparameter, gemessen zu Studienbeginn

Die durchschnittiche maximale Sauerstoffaufnahme stieg, wie Abbildung 7
zeigt, in Folge des regelmafigen Lauftrainings von 36,24 ml/kg/min zu Beginn
der Studie auf 40,20 ml/kg/min am Ende der Studie an.
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Trainingsbedingte Anderung der VO,max

50,00 - *

45,00 ~

- 40,20
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Abbildung 7: Trainingsbedingte Anderung der VO,max

Auswirkung des regelmafRigen aeroben Trainings auf die durch-
schnittliche maximale Sauerstoffaufnahme (VO,max in ml/kg/min)
gemessen zu Beginn (Pra) der Studie und nach 12 Wochen Lauf-
training (Post).

*p<0,05

Diese 10,9%ige Steigerung zeigt eine starke Signifikanz (p < 0,001) und be-
weist die erfolgreiche Leistungssteigerung der Probanden im Studienverlauf, die
in Abbildung 8 auch fur Manner und Frauen getrennt dargestellt ist.

Bei den Frauen stieg die VO,max von 35,89 (+ 5,56 SD) ml/kg/min um 10,5%
[3,76 (= 1,95 SD) mil/kg/min] auf 39,65 (+ 5,88 SD) ml/kg/min stark signifikant
(p<0,001). Die Manner konnten ihre VOomax mit + 127%
[4,77 (+ 3,92 SD) ml/kg/min] noch starker (die Steigerung ist aufgrund der
geringen Fallzahl jedoch statistisch nicht signifikant) verbessern, von
37,63 (£ 5,73 SD) ml/kg/min zu Studienbeginn auf 42,4 (+ 9,61 SD) ml/kg/min

zu Studienende.
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Trainingsbedingte Anderung der VOmax
bei Mannern und Frauen
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Abbildung 8: Trainingsbedingte Anderung der VO,max bei
Méannern und Frauen

Durch das Lauftraining bedingte Anderung der maximalen Sauerstoff-
aufnahme — fur Manner und Frauen getrennt dargestellt
*p<0,05

Eine stark signifikante Steigerung der Maximalleistung (im Mittel + 22,5 Watt,
p <0,001), der aeroben (im Mittel + 13,3 Watt, p =0,005) und anaeroben

Schwelle (im Mittel + 24,3 Watt, p < 0,001) bei der Spiroergometrie untermauert

die Verbesserung der physischen Leistungsfahigkeit noch zusatzlich.

Maximalleistung - Mittelwert (+ SD) 194,87 (£ 49,24) Watt
Aerobe Schwelle - Mittelwert (+ SD) 88,67 (+ 32,65) Watt
Anaerobe Schwelle - Mittelwert (+ SD) | 146,00 (+ 46,03) Watt
VO,max - Mittelwert (+ SD) 40,20 (+ 6,46) ml/kg/min

Tabelle 4: Leistungsparameter, gemessen zu Studienende

Die ermittelten Parameter dienten auch zur Validierung der Trainingsprotokolle
und zeigen, dass sich die kardiorespiratorische Fitness nach zwolf Wochen

regelmaligen Lauftraining verbessert hat.
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4.3 Auswirkungen des Lauftrainings auf die Thrombozyten-

funktion

4.3.1 CD62P-Expression

Die Grundaktivierung der Thrombozyten (ohne Zugabe von Thrombozyten-
Agonisten oder -Inhibitoren) sank, wie in Abbildung 9 gezeigt, stark signifikant
(p =0,004) um 56,9% [4,87 (+ 5,51 SD) Prozentpunkte] von 8,56% (£ 5,9% SD)
zu Studienbeginn auf 3,69% (+ 2,06% SD) CD62P-exprimierender Zellen zu

Studienende.
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Abbildung 9: Basale CD62P-Expression vor und nach Training

A, B Dot plot, erhalten durch durchflusszytometrische Bestimmung der basalen CD62P-
Expression eines Probanden zu Studienbeginn (B) und zu Studienende (A)

C basale CD62P-Expression in der Studienpopulation, gemessen vor (Pra) und nach (Post)
dem Trainingsprogramm. * p < 0,05
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Abbildung 10 zeigt den Verlauf der Anderung der CD62P-Expression bei
alleiniger Zugabe des Thrombozyten-Agonisten ADP in steigender Kon-

zentration sowohl zu Studienbeginn als auch zu Studienende.

CD62P-Expression vor und nach Training
in Gegenwart unterschiedlicher ADP-Konzentrationen

OPra
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exprimierende Zellen (in %)
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ADP (finale Konzentration)

Abbildung 10: CD62P-Expression vor und nach Training in Gegenwart unter-
schiedlicher ADP-Konzentrationen

Veranderung der CD62P-Expression bei Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des
Agonisten ADP, gemessen vor (Pra) und nach (Post) der Trainingsintervention. * p < 0,05

Die CDG62P-Expression war bei Zugabe einer finalen Konzentration von
71,4 uyM ADP mit 67,56% (£ 11,91% SD) pra bzw. 72,52% (£ 11,1% SD) post
am hochsten und sank mit abnehmender Konzentration des Agonisten: Bei Zu-
gabe von 7,14 yM ADP betrug die Anzahl CD62P-exprimierender Zellen
54,91% (+ 12,29% SD) pra bzw. 56,59% (+ 11,93% SD) post. Bei 3,57 yM ADP
betrug die P-Selektin-Expression 47,44% (£ 11,50% SD) pra bzw. 46,52%
(+9,18% SD) post. Die niedrigste Konzentration des Agonisten (1,43 uM ADP)
fuhrte auch zur niedrigsten CD62P-Expression: 36,8% (+ 13,46% SD) pra bzw.
27,37% (+ 6,87% SD) post. Eine signifikante Anderung der CD62P-Expression
im Studienverlauf konnte bei der niedrigsten ADP-Konzentration festgestellt

werden: Die mittlere Abnahme CD62P-exprimierender Zellen betrug 25,6%
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[9,43 (+ 14,32 SD) Prozentpunkte] und war mit p = 0,023 signifikant. Auch
gemeinsam mit dem Antagonisten PGE; bewirkte ADP in submaximaler Kon-
zentration eine signifikante Anderung der Thrombozytenaktivierung, wie auch in
Abbildung 11 dargestellt.

CD62P-Expression vor und nach Training
in Gegenwart unterschiedlicher PGE;-Konzentrationen

60,00 A

50,00 ~

40,00 ~
30,00 -
20,00 ~

10,00 -

CD62P-exprimierende Zellen (in %)

0,00

Agonist / Antagonist (finale Konzentration)

Abbildung 11. CD62P-Expression vor und nach Training in Gegenwart
unterschiedlicher PGE;-Konzentrationen

Anderung der CDG62P-Expression vor (Prd) und am Ende (Post) des
regelmafligen Trainings bei Zugabe des Agonisten ADP mit einer finalen
Konzentration von 1,43 pM und des Antagonisten PGE; in unterschiedlichen
Konzentrationen. * p < 0,05

Eine finale Konzentration von 1,43 yM ADP und 25nM PGE; ergab zu
Studienbeginn 33,20% (£ 12,42% SD) CD62P-exprimierender Zellen, welche
sich im  Studienverlauf stark signifikant (p=0,006) um 32,1%
[10,65 (£ 12,89 SD) Prozentpunkte] auf 22,55% (+7,39% SD) CDG62P-
exprimierende Zellen verringerte. Stark signifikant (p = 0,007) nahm auch die
CD62P-Expression bei einer Koinkubation von 1,43 uM ADP mit 12,5 nM PGE4
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ab: von 35,53% (£ 11,75% SD) zu Studienbeginn sank die Anzahl CDG62P-
exprimierender Zellen um 29,5% [10,48 (+ 12,79 SD) Prozentpunkte] auf
25,05% (£ 7,08% SD) zu Studienende.
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4.3.2 Thrombozytenadhéasion

Die Surface Coverage, dargestellt in Abbildung 12, sank durch das Training
signifikant (p = 0,027) um 36% [1,8 (+2,6 SD) Prozentpunkte] von 5,0%
(1,5 SD) auf 3,1% (£ 1,7 SD). Die Average Size sank von 27 (+ 14,5 SD) auf
26 (+ 3,8 SD), allerdings nicht signifikant.

SC 5.3% SC 3.2%

Adhasion der Thrombozyten

7,0 1 C
= 60 - [
L
E 5,0 O Pra
(]
? 4,0 - l B Post
g
g 30
) 5,0
8 20
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Abbildung 12: Adhasion der Thrombozyten vor und nach Training

Thrombozytenadhasion gemessen mittels Plate and Cone Analyzer:
A, B Bilderfassung der SC eines Probanden zu Studienbeginn (A) und —ende (B)
C Surface Coverage (SC) zu Studienbeginn (Pra) und —ende (Post). * p < 0,05
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4.3.3 VASP-Phosphorylierung

Die VASP-Phosphorylierung zeigte in Folge der Trainingsintervention eine stark
signifikante Anderung bei Zugabe von den finalen Konzentrationen 2,5 nM,
5nM sowie 12,5nM PGE4, 125 uM ADP sowie ohne PGE;. Die VASP-
Phosphorylierung der Thrombozyten sank durch Training sowohl bei der Grund-
aktivierung als auch bei PGEj:- und ADP-Zugabe signifikant, wie in
Abbildung 13 dargestellt.

Sensitivitat der VASP-Phosphorylierung

vor und nach Training
100,00
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70,00 ~
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VASP-phosphorylierte Zellen (in %)
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0,00 -

Agonist / Antagonist (finale Konzentration)

Abbildung 13: Sensitivitat der VASP-Phosphorylierung vor und nach Training

Auswirkungen des regelmafRigen Ausdauertrainings auf die VASP-Phosphorylierung der
Thrombozyten nach Zugabe von PGE; und ADP, gemessen zu Beginn (Pra) und am Ende
(Post) des zwolfwochigen Lauftrainings. * p < 0,05

Die Anzahl VASP-phosphorylierter Zellen sank im Grundzustand der Thrombo-
zyten (das heif’t ohne Zugabe von Agonisten oder Antagonisten) um 85% [5,23
(x 7,32 SD) Prozentpunkte] stark signifikant (p=0,019) von 6,15%
(x7,33% SD) vor Beginn des Lauftrainings auf 0,92% (+ 0,98% SD) nach
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Absolvierung des Trainingsprogramms. Bei der Zugabe der hochsten finalen
PGE+-Konzentration von 25 uM blieb die Zahl der VASP-phosphorylierten
Zellen mit einer Zunahme um lediglich 0,1% [0,07 (+ 13,46 SD) Prozentpunkte]
nahezu unverandert: 86,67% (+ 6,21% SD) zu Studienbeginn versus 86,74%
(£ 10,38% SD) zu Studienende. Um 40,37% [9,41 (+ 24,56 SD) Prozentpunkte]
nicht signifikant (p = 0,160) sank die Anzahl VASP-phosphorylierter Zellen bei
Inkubation mit 25 nM PGE4 von 23,31% (£ 19,95% SD) auf 13,90% (+ 14,69%
SD). Die Zugabe von PGE; in submaximalen Dosen hingegen zeigte eine
signifikante Abnahme der VASP-Phosphorylierung der Thrombozyten: Bei
12,5 nM PGE+-Zugabe sank diese um 70,5% [12,73 (£ 20,07 SD) Prozent-
punkte] stark signifikant (p = 0,028) von 18,07% (+ 17,08% SD) zu Studien-
beginn auf 5,34% (+ 6,91% SD) zu Studienende. Ebenfalls stark signifikant re-
duzierte sich die Anzahl VASP-phosphorylierter Zellen bei Inkubation mit
5nM PGE; (p =0,013) von 13,42% (+ 15,22% SD) um 87,6% [11,75 (+ 15,91
SD) Prozentpunkte] auf 1,67% (£ 3,11% SD), sowie bei 2,5 nM PGE+ von 10%
(£ 2,81% SD) mit p=0,016 um 90,6% [9,06 (+ 12,76 SD)] Prozentpunkte auf
0,93% (+ 1,59% SD). Auch die Zugabe von ADP zeigte eine signifikante Ab-
nahme (p = 0,018) der VASP-phosphorylierten Zellen um 93,6% [6,12 (+ 8,81
SD) Prozentpunkte]: Von 6,54% (+ 8,68% SD) vor Beginn des Lauftrainings auf
0,42% (+ 0,51% SD) nach zwolf Wochen Training.

4.3.4 Thrombozytenreaktivitatsindex

Der mittels VASP-Kit gemessene Thrombozytenreaktivitatsindex (dargestellt in
Abbildung 14) sank um 15,9% [11,54 (+ 22,91) Prozentpunkte] nicht signifikant
(p = 0,082) von 72,62% (+ 14,05% SD) zu Studienbeginn auf 61,08% (+ 20,39%
SD) am Studienende.
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Abbildung 14: Thrombozytenreaktivitatsindex vor
und nach Training

Mittels VASP-Kit gemessener Thrombozyten-
reaktivitatsindex (Platelet Reactivity Index in %) vor (Pra)
und nach (Post) Trainingsintervention.
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5 DISKUSSION

Mit der vorliegenden Studie sollte die Auswirkung von regelmaRigem, aerobem
Training uber eine Dauer von zwolf Wochen auf die Thrombozytenfunktion bei

Rauchern festgestellt werden.
5.1 Anderung der Leistungsparameter

Um eine Trainingsempfehlung der idealen Herzfrequenz flir das aerobe
Training geben zu kénnen und zur Validierung der von den Probanden ge-
fuhrten Trainingsprotokolle wurde vor Beginn und am Ende des zwodlfwochigen
Lauftrainings eine Spiroergometrie durchgefihrt.

Die maximale Sauerstoffaufnahme gilt als objektives Beurteilungskriterium der
physischen Leistungsfahigkeit [WONISCH et al., 2003] und verbesserte sich in
der vorliegenden Studie stark signifikant. Sowohl Manner als auch Frauen
steigerten ihre kardiorespiratorische Fitness nach dem Klassifizierungsschema
der AHA [THOMPSON, 2001] im Mittel von "durchschnittlich" auf "gut". Bei den
Frauen war diese Anderung stark signifikant, bei den Mannern konnte wohl
wegen der geringen Probandenzahl keine Signifikanz nachgewiesen werden.
Die maximal erreichte Leistung sowie die aerobe und anaerobe Schwelle
stiegen im Mittel ebenfalls stark signifikant.

Diese Daten belegen eindrucksvoll die erfolgreiche Leistungssteigerung der
Probanden und die Einhaltung des Trainingsprogramms. Die Grundvoraus-
setzung der Studie, namlich ein Effekt des regelmaligen Trainings auf das

Herzkreislaufsystem, ist damit gewahrleistet.
5.2 Auswirkungen auf die Thrombozytenfunktion

Thrombozyten beziehungsweise deren gesteigerte Adhasionsfahigkeit und ihr
erhohter Aktivierungszustand spielen, wie bereits in Kapitel 2.2.5 dargestellt, bei
der Entstehung und Manifestation atherosklerotischer Erkrankungen eine

wichtige Rolle.
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Rauchen erhdht nachweislich das kardiovaskulare Risiko und fihrt, wie zahl-
reiche Studien belegen konnten, zu einer gesteigerten Thrombozytenaktivitat;
es konnte sogar ein dosisabhangiger Zusammenhang zwischen Rauchen und
Thrombozytenfunktion gefunden werden (siehe Kapitel 2.3.1). Zudem scheint
es, wie neuere Studien belegen, geschlechtsspezifische Unterschiede zu
geben: Frauen weisen im Vergleich zu Mannern eine hohere thrombozytare
Empfindlichkeit gegenuber Tabakrauch auf [BUTKIEWICZ et al., 2006].
Regelmaliges Ausdauertraining Ubt zahlreiche positive Effekte auf die Gesund-
heit aus und reduziert das Risiko thrombembolischer Ereignisse und schitzt vor
kardiovaskularen Erkrankungen (siehe Kapitel 2.3.2).

Inwiefern regelmallige aerobe Bewegung einen Einfluss auf die Thrombozyten-
funktion hat, wurde bisher in nur wenigen Studien untersucht: Bei moderatem
Ausdauertraining konnten Wang et al eine reduzierte Thrombozytenadhasion
und —aggregation in Ruhe sowohl bei Mannern als auch bei Frauen feststellen
[WANG et al., 1995, WANG et al, 1997]. Die zugrunde liegenden
Mechanismen, wie regelmaliger, moderater Ausdauersport die Thrombozyten-
funktion beeinflusst, sind noch nicht vollstandig bekannt, mdglicherweise kommt
es aber Uber einen Anstieg der Thrombozyteninhibitoren Prostazyklin und/oder
Stickstoffmonoxid zu verminderter Aggregation der Thrombozyten [EL-SAYED
et al., 2005]. Allerdings gibt es zahlreiche Studien, die die Auswirkungen von
akuter anstrengender korperlicher Betatigung auf die Thrombozytenaktivitat und
-reaktivitat insbesondere bei Untrainierten (wobei in den wenigsten Studien
zwischen Rauchern und Nichtrauchern unterschieden wurde) untersuchen. Hier
kommt es zu einer erhdhten Thrombozytenaktivierung und Hyperreaktivitat, was
fur Sport als kardiovaskularen Stressor sprechen wirde (siehe Kapitel 2.3.2).
Da jedoch moderater Ausdauersport nachweislich kardioprotektive Effekte hat
und sogar eine lineare Relation zwischen physischer Aktivitat und Gesundheits-
zustand zu bestehen scheint [WARBURTON et al., 2006], hat die vorliegende
Studie die Auswirkungen von regelmaliger korperlicher Betatigung im aeroben
Bereich auf die Thrombozytenfunktion bei Uberwiegend weiblichen Rauchern
anhand verschiedener Funktionsparameter, namlich P-Selektin Expression und

Phosphorylierung des Vasodilatator-stimulierenden Phosphoproteins  bei
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Zugabe von Agonisten und Antagonisten, sowie Thrombozytenadhasion und
-aggregation untersucht. Die in Kapitel 4.3 dargestellten Ergebnisse sind
groldteils eindeutig zu interpretieren, jedoch teilweise widersprichlich und sollen

nachfolgend diskutiert werden:

5.2.1 CD62P-Expression

Sowohl thrombozytares als auch endotheliales P-Selektin (auch CD62P ge-
nannt) vermitteln die Adhasion der Thrombozyten an die Endothelwand und
ermoglichen in Interaktion mit weiteren Faktoren das Rollen der Thrombozyten
entlang des Endothels (siehe Kapitel 2.2.5). Expression von P-Selektin ist somit
ein Parameter fur die Thrombozytenaktivierung [DOLE et al., 2005].

Nach Absolvierung des zwolfwdchigen, aeroben Lauftrainings konnte eine sig-
nifikant verminderte basale P-Selektin-Expression festgestellt werden, was fur
eine geringere Grundaktivierung der Thrombozyten spricht. Auch bei Zugabe
submaximaler ADP-Konzentrationen (f.K. 1,43 pM) war die P-Selektin-
Expression und folglich die Thrombozytenaktivierung signifikant geringer als zu
Beginn des Trainingsprogramms. Die Koinkubation mit ADP und dem
Thrombozyten-Inhibitor PGE; zeigte keine groBe Anderung im CDG62P-
Expressionsverhalten der Thrombozyten im Vergleich zur alleinigen Inkubation
mit ADP: die zu erwartende gesteigerte Inhibierung der Thrombozyten trat nicht
ein, scheinbar wirkt ADP starker auf die Thrombozyten als PGE4 in diesen
Konzentrationsbereichen. ADP in hoheren Konzentrationen (f.K. 3,57 uM,
7,14 uM, 71,4 uM,) induzierte eine konzentrationsabhangige Steigerung der
CD62P-Expression, welche durch das 12 wdchige Trainingsprogramm nicht
modifiziert wurde. Moglicherweise Uberspielen diese hohen Konzentrationen
des Agonisten ADP den bei geringeren Konzentrationen festgestellten positiven
Effekt des Lauftrainings auf die Thrombozyten.

Zusammenfassend konnte anhand der CD62P-Expression statistisch signifikant
eine verminderte Thrombozytenaktivierung in Folge des regelmafigen
Ausdauertrainings festgestellt werden. Dass bei ADP-induzierter Thrombo-

zytenaktivierung (verwendete ADP-Konzentrationen: 0,5, 1, 2, 5, 10 und 20 uM)
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die CD62P-Expression, gemessen mittels Durchflusszytometrie, in linearem
Zusammenhang mit der, bei optischer Aggregometrie gemessenen, Thrombo-
zytenaggregation steht, konnten Sbrana et al 2008 in einer Studie an 12 Pro-
banden zeigen [SBRANA et al., 2008]. Somit decken sich die hier dargestellten
Resultate mit jenen von Wang et al, die mittels Lichttransmissions-
aggregometrie eine verminderte ADP-induzierte Thrombozytenaggregation bei
geringen Agonisten-Konzentrationen nach acht Wochen Ausdauertraining
zeigen [WANG et al., 1995; WANG et al., 1997]. Daruber hinaus unterstutzen
die statistisch signifikanten Ergebnisse unserer Messung der CD62P-
Expression — insbesondere die hochsignifikant gesunkene Grundaktivierung der
Thrombozyten — die Vermutung, dass regelmalige moderate Bewegung uber
eine verminderte Thrombozytenreaktivitdt zum Schutz des Herzkreislauf-
systems beitragt und somit praventiv gegen atherosklerotisches Geschehen

wirken konnte.

5.2.2 Thrombozytenadhasion

Die gemessene Surface Coverage ist ein Parameter fir die Thrombozytenad-
hasion. Impact-R ist eine kommerziell erhaltliche Weiterentwicklung des Plate
and Cone Analyzers [VARON et al., 1997]. Es ermdglicht die Messung der
Thrombozytenfunktion unter annahernd physiologischen Bedingungen [MATIS
MEDICAL, 2009].

Das signifikante Absinken der SC im Studienverlauf zeigt eine Verringerung der
Thrombozytenadhasion in Folge des regelmaRigen aeroben Ausdauertrainings.
Die Adhasion von Thrombozyten an das aktivierte Endothel steht zu Beginn der
Atherogenese und tragt auch zur Progression atherosklerotischer Erkrankungen
bei (siehe Kapitel 2.2.5). Moderates Ausdauertraining konnte somit moglicher-
weise Uber die verminderte Thrombozytenadhasion als Schutzfaktor vor
Atherosklerose und kardiovaskularen Erkrankungen wirken.

Bekraftigt wird dieses Resultat durch die, nach Absolvierung des Trainings-
programmes, verminderte Expression des wichtigen Adhasionsmolekuls
CD62P.
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Die bisher dokumentierten akuten Auswirkungen von Trainingsbelastungen auf
die Thrombozytenfunktion, namlich erhéhte Aktivierung der Thrombozyten in
vivo, einhergehend mit einer erhdhten Thrombozytenaggregation, Anstieg von
P-Selektin, sowie einer gesteigerten Thrombozytensensitivitat bei in vitro
Stimulation mit Thrombozytenagonisten wie ADP [EL-SAYED et al., 2005]
scheinen somit nur eine kurzfristige Reaktion auf Training darzustellen. Dies
stimmt mit der Tatsache Uberein, dass insbesondere anstrengendes, korper-
liches Training wahrend der Auslbung mit einem erhodhten Risiko fur kardio-
vaskulare Ereignisse einhergeht, physische Fitness jedoch langfristig zu einem
stark verminderten Risiko flr kardiovaskulare Erkrankungen flhrt (siehe
Kapitel 2.3.2).

5.2.3 VASP-Phosphorylierung

Phosphorylierung des Vasodilatator-stimulierenden Phosphoproteins, zum Bei-
spiel als Reaktion auf Stickstoffmonoxid oder PGE+, verhindert die Thrombo-
zytenaktivierung und —aggregation (siehe Kapitel 2.2.5) und stellt somit einen
Marker der Thrombozyteninhibierung dar [SCHWARZ et al., 1999]. Massberg et
al konnten anhand VASP-defizienter Mause zeigen, dass VASP sowohl unter
physiologischen als auch pathophysiologischen Bedingungen an der Down-Re-
gulierung der Thrombozytenadhasion an die GefaBwand beteiligt ist
[MASSBERG et al., 2004].

Nach Absolvierung des Lauftrainings ware daher eine gesteigerte VASP-
Phosphorylierung, auch in Hinblick auf die statistisch signifikanten Anderungen
der CD62P-Expression, zu erwarten gewesen. Das Gegenteil trat ein: Sowohl
die PGE;- als auch die ADP-induzierte VASP-Phosphorylierung sank stark
signifikant. Die nach Absolvierung des Trainingsprogramms durch den Ant-
agonisten PGE ausgeldste reduzierte VASP-Phosphorylierung spricht fur eine
erhdhte Thrombozytenaktivierung und steht somit im Widerspruch zu den
restlichen im Rahmen dieser Studie erhobenen Ergebnissen. Das starkere An-
sprechen der Thrombozyten auf den Agonisten ADP spricht fur eine erhohte

Thrombozytensensitivitat, die aber mit CD62P nicht beobachtet werden kann.
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Da VASP eine wichtige regulierende Funktion auf P-Selektin ausibt (siehe
Kapitel 2.2.5), ist dieses Ergebnis nicht mit jenem der CD62P-Expression
kongruent. Auch alle anderen im Rahmen dieser Diplomarbeit durchgefuhrten
Messergebnisse und damit einhergehende Konklusionen widersprechen den
Resultaten der VASP-Messung. Madglicherweise sind noch unbekannte
Regulationsmechanismen im Spiel, weitere Untersuchungen sind hier

notwendig.

5.2.4 Thrombozytenreaktivitatsindex

Messung einer erhohten VASP-Phosphorylierung von Thrombozyten korreliert
mit der Inhibierung des ADP-Rezeptors P2Y12, ausgeldst zum Beispiel durch
Clopidogrel [CAYLA et al., 2008].

Die, wenn auch nicht signifikante, Abnahme des Thrombozytenreaktivitatsindex
PRI deutet auf eine niedrigere funktionelle Bandbreite der Thrombozyten hin,
das Ansprechen sowohl auf den Agonist ADP als auch auf den Antagonisten
PGE, ist mdglicherweise vermindert. Die Abnahme des PRI in Folge des
regelmafligen moderaten Lauftrainings ist eine Tendenz, die jener des
Medikaments Clopidogrel entspricht: Dieses wird zur medikamentosen Be-
handlung postinterventioneller Komplikationen nach einer perkutanen trans-
luminalen koronaren Angioplastie eingesetzt und flhrt bei gesunkenem PRI zu
einem verringerten Risiko ein kardiovaskulares Ereignis zu entwickeln. Zur Vor-
hersage von akuten Koronarsyndromen scheint ein PRI von 70% ein guter Cut-
off Point zu sein, der allerdings noch in gro3en randomisierten Studien zu
validieren ist [CAYLA et al., 2008]. Die Probanden der im Rahmen der Diplom-
arbeit durchgefuhrten Studie waren im Mittel vor Beginn des regelmafigen
Trainings oberhalb dieses, von Cayla erstmals vorgestellten Cut-off Points zur
Erhebung des kardiovaskularen Risikos, und nach zwolf Wochen Training
unterhalb des Cut-off Werts. Schon 3 Monate aerobes Training konnte also

moglicherweise einen kardioprotektiven Effekt haben.
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5.3 Schlussfolgerungen

Das im Rahmen dieser Studie Uber zwolf Wochen durchgeflhrte moderate
Lauftraining bewirkte eine deutliche Verbesserung der physischen Fitness der
Raucher. Auch die meisten Thrombozytenfunktionsparameter zeigten eine
positive Entwicklung: Scheinbar fuhrt regelmafRiges, aerobes Lauftraining bei
Rauchern zu einer verringerten Thrombozytenaktivitat. Messung des Thrombo-
zytenreaktivitatsindex PRI, sowie von P-Selektin und Surface Coverage, beides
Parameter der Thrombozytenadhasion, zeigten hier schlissige Ergebnisse. Bei
Messung des wichtigen Regulationsproteins VASP wurden jedoch adverse
Effekte festgestellt. Weitere Untersuchungen sind hier notwendig.

Zusammenfassend scheint regelmafliges, moderates Ausdauertraining die
Thrombozytenfunktion zu hemmen bzw. zu normalisieren. In Anbetracht der
zentralen Rolle der Thrombozyten(aktivierung) im atherogenen Geschehen
konnte damit auch bei Rauchern der Atherosklerose praventiv entgegengewirkt

und das Herzkreislaufsystem positiv beeinflusst werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Diplomarbeit war, die Auswirkung von regelmaRigem, aerobem Aus-
dauertraining auf thrombozytare Parameter von Rauchern festzustellen.

Von den an der Studie teilnehmenden Probanden absolvierten 15 (3 mannlich,
12 weiblich) die vereinbarten zwdlf Wochen Lauftraining vollstandig. Untersucht
wurde die Veranderung der Grundaktivierung der Thrombozyten sowie die
Sensitivitatsveranderung gegenuber klassischen Agonisten (ADP) und
Antagonisten (PGE+). Des Weiteren wurde die Beeinflussung des Adhasions-
und Aggregationsverhaltens der Thrombozyten bestimmt.

Die Steigerung der Leistungsfahigkeit in Folge des Lauftrainings wurde mit Hilfe
der Spiroergometrie erhoben: Alle Leistungsparameter (wie maximale Sauer-
stoffaufnahme, (an-)aerobe Schwelle) steigerten sich signifikant und lassen
somit auf eine Steigerung des kardiopulmonalen Leistungsniveaus schliel3en.
Die mit Hilfe der Durchflusszytometrie und des Plate and Cone Analyzer
Impact-R bestimmten thrombozytaren Parameter zeigten folgende Resultate:
Der Aktivierungszustand der Thrombozyten gemessen an der Expression von
P-Selektin sank im Studienverlauf. Die Thrombozyten wiesen besonders bei
submaximalen ADP-Konzentrationen eine ADP-Resistenz auf und ihre
Aktivierbarkeit sank signifikant. Auch die Grundaktivierung der Thrombozyten
nahm in Folge des Lauftrainings signifikant ab.

Das Adhasionsverhalten der Thrombozyten zeigte eine stark signifikante Ab-
nahme im Studienverlauf, was auf eine niedrigere Aktivierung der Thrombo-
zyten hinweist und die Messung der Thrombozytenaktivitat durch P-Selektin
bekraftigt.

Der PRI gemessen mittels VASP-Kit nahm (nicht signifikant) ab und deutet auf
eine niedrigere funktionelle Bandbreite der Thrombozyten hin, das Ansprechen
sowohl auf ADP als auch auf PGE/ ist mOglicherweise vermindert.

Die mittels VASP-Phosphorylierung gemessene Hemmbarkeit der Thrombo-
zyten nahm im Studienverlauf jedoch ab, was in Widerspruch zu den anderen

im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten steht.
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Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Diplomarbeit durchgefihrten Studie
weisen darauf hin, dass regelmafig durchgeflihrtes, aerobes Ausdauertraining
sowohl die Grundaktivierung der Thrombozyten als auch die Thrombozyten-
reaktivitat senkt und damit mdglicherweise das kardiovaskulare Risiko von

Rauchern reduzieren konnte.
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/7 SUMMARY

The objective of this diploma was to assess the effects of regularly, aerobic
endurance training on platelet function in smokers.

15 (12 female, 3 male) of the participating volunteers completed twelve weeks
of training and finished the study.

Change of platelet basal activation and agonist- (ADP) and antagonist- (PGE+)
induced changes of platelet-sensitivity in succession of training were measured;
as well as the effects of training on platelet adhesion and aggregation.
Improvement of physical performance due to training was determined by
spiroergometry: All performance parameters (for example maximum oxygen
vital capacity, aerobic and anaerobic threshold) showed significant improvement
and prove an increase in cardiopulmonary performance level.

Platelet parameters were determined by flow cytometry and plate and cone
analyzer Impact-R. The following results were obtained:

Platelet activation measured by P-Selectin-expression was decreased after
training. In particular, exercise induced platelet-resistance, especially at
submaximal ADP-levels and platelet activitation decreased significantly. Basal
activation of platelets was also significantly attenuated by training.

Adhesion of platelets was diminished by training in a statistically significant way.
This indicates lower platelet activation and affirms the results of P-Selectin-
measured platelet function.

Platelet Reactivity Index was reduced after training and indicates lower platelet
reactivity; there may be a reduced respond of platelets to ADP and PGE;.

In contrast to the results expected from the above mentioned effects, a
statistically significant reduction of VASP phosphorylation after training (in
principle indicating decreased platelet inhibition) was observed.

The data of this study suggest that regularly performed aerobic endurance
training reduces basal and induced platelet activation and might thereby prevent

cardiovaskular disease in smokers.
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