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Einleitung

1. Einleitung

Phenylketonurie

Definition und Pathogenese

Phenylalanin ist eine essentielle Aminosiure fiir den Menschen. Es dient als Grundbaustein fiir
die Synthese von Eiweillen. Die Aminosdure ist hauptsdchlich u.a. in Fisch, Fleisch, sowie Milch
enthalten und kann somit iiber die Nahrung aufgenommen werden. Auch ist der menschliche
Korper in der Lage das Phenylalanin beim physiologischen Abbau von Eiweiflen zuriick zu
gewinnen. Allerdings wird nach einer normalen eiweihaltigen Mischkost mehr Phenylalanin
aufgenommen, als zur Eiwei3synthese benotigt wird [1][2]. Der Mindestbedarf an Phenylalanin
betrdgt beim Erwachsenen zwischen 0,22 und 0,30 g/Tag.

Uberschiissiges Phenylalanin wird ausschlieBlich zu Tyrosin abgebaut. Der Prozess wird
katalysiert durch das Enzym Phenylalaninhydroxylase — einem Schliisselenzym des
Phenylalaninstoffwechsels. Cofaktor hierbei ist das Tetrahydrobiopterin (BH4) [3] [4]. Das
Tyrosin wird nach einigen weiteren Schritten schlieBlich zu Kohlendioxid, Wasser und Harnstoff

abgebaut (energetische Verwertung).
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‘@ o ~ Fydroxyphenylazetat

Phenylazetvighuamat

Abbildung 1 - Phenylalanin Stoffwechsel: Abbau iiberschiissiges Phenylalanin zu Tyrosin. Bei
Storung wird Phenylalanin in die normalerweise nicht vorkommende Phenylbrenztraubenséaure
(grau) umgewandelt (=alternativer Stoffwechselweg) abgewandelt aus Monch, E. J. (2003)
,Kommunikation zwischen Partnern. Phenylketonurie/ Galaktosdmie.* Diisseldorf:
Bundesarbeitsgemeinschaft ,,Hilfe fiir Behinderte e.V.*“[7].
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Kommt es nun zu einem vollstindigem oder teilweisen Ausfall des Enzymsytems durch einen
Defekt der Phenylalaninhydroxylase (PAH) steigt die Konzentration von Phenylalanin an.
Tyrosin wird zu einer essentiellen Aminosiure, da es nicht mehr aus Phenylalanin gewonnen
werden kann und es keinen anderen physiologischen Syntheseweg gibt. Es entsteht ein
Tyrosinmangel. Phenylalanin wird dagegen nun iber Alternativstoffwechselwege in
normalerweise nicht vorhandenen Substanzen wie u.a in. Phenylpyruvat, Phenyllaktat, sowie
Phenylazetat umgewandelt (Abbildung 1) [5]. Diese konnen nun im Urin ausgeschieden werden,
was der Krankheit ihren Namen verleiht: Phenylketonurie - kurz PKU. Bei der PKU handelt es
sich schlieBlich um einen autosomal — rezessiven Gendefekt. Dabei kommt es zu einer Mutation
des Phenylalaninhydroxylase — Gens, welches auf dem Chromosom 12q22-q24 lokalisiert ist [6].
Es sind zahlreiche Mutationen des PAH — Gens weltweit bekannt. Die Inzidenz der PKU betrigt
1:10.000 Lebendgeburten [7]. Die Einteilung der Phenylalaninhydroxylasedefekte wird
entsprechend der Schweregrad der Storung und zu anderem nach klinischen Beobachtungen
vorgenommen [7]. Bei Phenylalaninkonzentrationen iiber 20mg/dl bei freier Kost und einer
Phenylalanintoleranz unter 400 mg/d spricht man von einer klassischen PKU. Die Milde Form
liegt vor, wenn die Phenylalaninkonzentration zwischen 10 und 20 mg/dl und die
Phenylalanintoleranz bei 400 und 600 mg/d liegt (bei freier Kost). Davon zu unterscheiden ist
die Hyperphenylalaninimie, bei der die Phenylalaninkonzentrationen nie iiber 10 mg/dl liegen

(Tabelle 1).

Klassische PKU Phenylalaninkonzentrationen bei freier Kost > 20 mg/dl,
Phenylalanintoleranz < 400 mg/d

Milde PKU Phenylalaninkonzentrationen bei freier Kost zwischen 10 und 20
mg/dl, Phenylalanintoleranz 400 und 600 mg/d

Hyperphenylalaninimie Phenylalaninkonzentrationen nie > 10 mg/dl

Tabelle 1 - Einteilung des Phenylalaninhydroxylasedefektes (PAH) in drei Klassen aus Monch,
E.J. (2003) ,,Kommunikation zwischen Partnern. Phenylketonurie/ Galaktosdmie.* Diisseldorf:
Bundesarbeitsgemeinschaft ,,Hilfe fiir Behinderte e.V.* [7].

Erhohte Phenylalaninkonzentrationen fithren unbehandelt wihrend der Gehirnentwicklung bei
Sauglingen zu irreversiblen Schiadigungen und somit zur mentalen Retardierung. Bei
Erwachsenen kommt es dagegen zu reversiblen Funktionseinschrinkungen [8]. Hohe
Phenylalaninkonzentrationen, aber letztendlich auch die bei der PKU entstehenden
Alternativabbauprodukte, blockieren zahlreiche Stoffwechselschritte. Die Folge ist dabei

schlieBlich der mangelnde Aufbau von Gehirnstruktur und eine Energiestoffwechselhemmung
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der Zellen des Gehirns. Aus der obigen Abbildung 1 bereits ersichtlich fiihrt letztendlich u.a.
auch der Tyrosin — Mangel zur Hemmung der Synthese von Neurotransmittern [9] [10]. Ein
weiteres Problem hierbei ist, dass Phenylalanin das gleiche energieabhingige
Carrier/Transportersystem zur Uberwindung der Blut — Hirnschranke verwendet wie einige
andere fiir das Gehirn wichtige Aminoséduren wie u.a. Valin, Tryptophan und Tyrosin. Es kommt
bei hohen Phenylalaninkonzentrationen zur einer Verdringung dieser anderen Transmitter,
welche dann die Blut — Hirn — Schranke nicht iiberwinden konnen. Zu niedrige Konzentrationen
dieser Aminosduren, vor allem von Tryptophan und des Tyrosin sind im Gehirn festzustellen.
Dies fiihrt zu einer nicht ausreichenden Myelinsynthese (Nervenfunktionsstdrung), sowie zu
einer verminderten Konzentration der Neurotransmitter Dopamin und Serotonin, die wie bereits
erwihnt aus Tyrosin synthetisiert werden [11] [12]. Folgen dieser mangelhaften Hirnentwicklung
und damit gleichermallen Folgen einer unbehandelten PKU sind mentale und statomotorische
Retardierung mit Mikrozephalie, Krampfleiden und anderen neurologischen Symptomen [13] [8]
[14]. Neben den Stérungen im Nervensystem kommt es auch zu einer Storung der

Proteinsynthese.

Screening Verfahren

Die genannten Folgen einer unbehandelten PKU konnen durch eine frithzeitige Feststellung der
Krankheit durch ein Neugeborenes — Screening und der nachfolgenden Therapie verhindert
werden. Das Prinzip zur Identifikation einer PKU — Erkrankung ist die Feststellung einer
erhohten Phenylalaninkonzentration im Blut. Seit Ende der 60er Jahre gehort das PKU Screening
zum Standard - Neugeborenen Screening. Das erste Screening Verfahren war der so genannte
Bakterieninhibitionstest von Robert Guthrie [15]. Dieser wird allerdings heute wegen seiner
geringen Sensibilitdt nicht mehr empfohlen. Die Methode der Wahl ist heute die so genannte
Tandem Massenspektrometrie. Phenylalaninblutkonzentrationen am dritten Lebenstag von iiber
2,4 ml/dl und eine Phenylalanin/Tyrosin Relation von iiber 2 gelten hierbei als moglicher

Hinweis fiir das Vorliegen einer PKU.

Therapie

Therapieziel ist eine normale geistige und korperliche Entwicklung des Patienten. Dieses Ziel ist
zu erreichen, wenn die Therapie friihzeitig in der Neugeborenenzeit begonnen wird. In diesem
Zusammenhang ist eine Korrelation zwischen einem frithzeitigen Beginn und der
Intelligenzentwicklung zu beobachten [16]. Die Therapie der PKU besteht aus einer

phenylalaninarmen Diét. Das Prinzip ist die Reduktion der Phenylalaninmenge in der Nahrung
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auf die fiir den Korper notwendige Menge [17]. Somit erhdlt der Korper gerade soviel
Phenylalanin iiber zugefiihrtes Eiweill (=EiweiBireduktion), wie er fiir seine Eiweillsynthese
benotigt, dariiber hinaus besteht eine strenge EiweiBrestriktion. Prinzipiell muss demnach die
zugefiihrte Phenylalaninmenge gleich der vom Korper zur Eiweiflsynthese benotigte Menge sein
(Abbildung 2). Falls dieses Verhiltnis zugunsten der zugefiihrten Phenylalaninmenge verindert
ist (zugefiihrte Phenylalaninmenge > notwendige Phenylalaninmenge) kommt es zum so
genannten Pooling d.h. die Phenylalaninkonzentration im Blut steigt wieder an. Allerdings ist bei
einer reinen phenylalaninarmen Diit durch EiweiBreduktion die damit zugefiihrte Tyrosinmenge
nicht ausreichend zur Bedarfsdeckung. Zugleich kann aber aufgrund des PAH — Defektes kein
Tyrosin aus Phenylalanin synthetisiert werden. Aus diesem Grund muss Tyrosin, wie auch
andere Aminosduren getrennt zugefiihrt werden und zwar in Form von einem phenylalaninfreien,
tyrosinangereicherten Aminosdurengemisch. Zusitzlich erfolgt mit der Zufiihrung des
Aminosduregemisches ebenfalls die Zugabe von Mineralien und Spurenelementen. Die Diit
einer klassischen PKU besteht zusammenfassend aus einer phenylalaninreduzierten aber

tyrosinangereicherten Diét [18].

Nahrungseiweifl

Abbau Phenylalaninfreies,
tyrosinangereichertes AS Gemisch

.

Tyrosinpool

Phenylalapgh
Phenylalaninpool

x ~ \
Ausscheidung in Urin \\\ .

\ . p-OH-Verbindungen Dopamin u.a.
Synthese / Abbau

I = Block
Korpereiweil3

Abbildung 2 - Diitische Behandlung der PKU: Die Diit erfolgt mittels eines phenylalaninfreien,
tyrosinangereicherten Aminosauren (AS) — Gemisches nach Monch, E. J. (2003)
,Kommunikation zwischen Partnern. Phenylketonurie/Galaktosdmie.* Diisseldorf:
Bundesarbeitsgemeinschaft ,,Hilfe fiir Behinderte e.V.* [7].
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Eine solche phenylalaninreduzierte Erndhrung bedeutet ein Verzicht auf eiweillreiche
Lebensmittel wie beispielsweise Fleisch, Fisch, Milch, Eier, Getreideerzeugnisse. Es muss
jedoch die Energieversorgung des Korpers sichergestellt und der Eiweilabbau verhindert
werden. Dies wird durch industriell hergestellte eiweilarme Speziallebensmittel (eiweillarme
Mehle, Gebick, Mixgetrinke, Brot, Ei - Ersatz...), sowie die Erndhrung mit Kohlenhydraten
(Rohrzucker, eiweiBfreie zuckerreiche Nahrungsmittel) und Fetten (Ole und Streichfette)
ermdoglicht. Die phenylalaninarme Diét sollte mindestens bis zur Pubertit eingehalten werden,
wobei die Empfehlung gilt, sie lebenslang einzuhalten [19]. International gesehen gibt es jedoch
keine allgemeine Ubereinkunft hinsichtlich der Indikation, Dauer und Strenge der didtischen
Therapie. Auch in der Bundesrepublik gibt es teilweise unterschiedliche Behandlungsvorgaben
[20]. Die Diétkontrolle erfolgt iiber die Bestimmung von Phenylalanin und Tyrosin im Blut.

Es wird allerdings ersichtlich, dass aufgrund dieser umfangreichen Diit Patienten mit PKU somit
auf verschiedene Fettsduren wie u.a. Omega — Fettsduren ganz oder teilweise verzichten miissen.
Der Grund ist im Verzicht auf Fisch und Fleischerzeugnissen, in denen diese Fettsduren
enthalten sind zu sehen. Die Bedeutung dieser Fettsduren wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Eine Auswirkung auf das kardiovaskuldre Risiko dieser Diit ist bei Patienten mit
PKU in epidemiologischen Studien noch nicht untersucht worden. Eine Erforschung ist von
herausragender Bedeutung fiir die langfristige Moglichkeit neuer Behandlungsstrategien dieser
Patienten.

Zunachst einmal soll auf die Rolle der Omega - Fettsduren im Zusammenhang mit

Arteriosklerose und dem damit verbundenen kardiovaskuldren Risiko eingegangen werden.

Omega — 3 und Omega — 6 Fettsauren

Ausgangsverbindung der ® - 3 Fettsduren (FS) ist die a — Linolensdure, eine essentielle
Fettsdure. Zu den weiteren o — 3 FS zidhlen unter anderen die Docosahexaensidure (DHA) und
die Eicosapentaensdure (EPA). Letztere werden nahezu ausschlieBlich iiber maritim fettigen
Fisch und die o — Linolensiure iiber das Ol der Hiilsenfriichte aufgenommen [21] [22]. Nur in
geringem Umfang ist die Synthese von EPA und DHA aus o — Linolensédure moglich [23].

Die Linolséure ist die Ausgangsverbindung der ® - 6 FS, eine ebenfalls essentielle Fettsdure. Ein
weiterer Vertreter der ® — 6 FS ist u.a die Arachidonsidure (AA), welche wiederum in kleinem
Umfang aus der Ausgangssubstanz der ® - 6 FS hergestellt werden kann. Bei den so genannten
Eicosanoiden handelt es sich um bestimmte Folgeprodukte von mehrfach ungesittigten ® - 3 und

o - 6 FS. Die Eicosanoide gelten als regulatorisch wirksame Mediatoren und Effektoren. Sie

10
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vermitteln sowohl pro- als auch antiarteriosklerotische Effekte. Dies erklirt, dass bei vermehrter
Zufuhr von ® - 3 FS das FEicosanoidgleichgewicht zu Gunsten vasodilatatorischer,

antithrombogener, antiinflammatorischer und antichemotaktischer Wirkung verschoben wird.

Klinische Relevanz der Omega — Fettsauren

Ursprung fiir das Interesse der Medizin an der vaskularprotektiven Wirkung von vor allem der o
— 3 FS waren epidemiologische Studien an der Inuit — Bevolkerung Gronlands.

Hierbei wurde beobachtet, dass die Inuit — Bevolkerung trotz vergleichbarer Gesamtfett- sowie
einer hoheren Cholesterolzufuhr niedrigere Triglycerid-, LDL- und VLDL — Plasmaspiegel bei
gleichzeitig erhohten HDL — Werten im Vergleich zu einer ddnischen Kontrollgruppe aufwiesen
[24]. Im Vergleich zur dédnischen Bevolkerung nehmen die Inuit einen geringeren Anteil
gesittigter Fettsduren aber wesentlich mehr @ — 3 FS zu sich. Zahlreiche Studien folgten. Die so
genannte Zutphen — Studie konnte zeigten, dass bereits ein geringer Fischverzehr einen
giinstigen Effekt hat [25]. Die Multiple Risk Intervention Trial (MRFIT) — Studie, eine
Interventionsstudie zur Primérprivention der KHK, konnte nachweisen, dass langkettige ® - 3
FS einen protektiven Effekt hinsichtlich kardiovaskulidrer Krankheiten ausiiben [26]. Dariiber
hinaus zeigte die Studie, dass die o — Linolensdure einen positiven Effekt hinsichtlich der
Mortalitétsrate besitzt. Die Linolsdure zeigt hierbei keine Effekte.

Allerdings gibt es auch Studien, die einen kardioprotektive Effekt des Fischverzehrs nicht
bestitigen konnten. Als Beispiele sind hier die Studie von Ascherio, sowie der Physicians’
Health Study zu nennen [27] [28].

Der Vergleich aller Studien zur Primér- und Sekundirpriavention zu diesem Thema lasst
allerdings den Schluss zu, dass die Aufnahme von 0,5 — 1.0 g/d langkettiger ® - FS der
Entstehung einer Arteriosklerose entgegenwirken [29].

Wie bereits aus den obigen Darstellung ersichtlich, spielt die Erndhrung bei der Arteriosklerose -
Entwicklung eine wichtige Rolle. Es konnte in diesem Zusammenhang der positive Einfluss der
® - 3 FS in der priméren und sekundiren Pravention kardiovaskuldrer Erkrankungen dargestellt
werden. Eine Verringerung der Aufnahme von ® - 3 - PUFAs (Poly unsaturated fatty acids =
mehrfach ungesittigte Fettsduren) kann zu einer Erhohung des Risikos fiir Arteriosklerose und
damit auch fiir einen Herzinfarkt fithren. Andererseits kann die Aufnahme von langkettigen ® - 3
FS den plétzlichen Herztod und kardiovaskulidre Ereignisse im Sinne der Sekundirprophylaxe
vermindern [30] [31] [32]. Im Folgenden soll auf die Mechanismen der kardiovaskuldren Effekte

von langkettigen ® - 3 FS genauer eingegangen werden.

11



Einleitung

1.2.1.1 Kardiovaskulare Effekte von o - Fettsauren

Die Zytokine PDGF (platelet derived growth factor) und MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein-1) spielen in der Pathogenese der Arteriosklerose eine wichtige Rolle [33] [34]. Es
konnte in Studien gezeigt werden, dass die Einnahme von ® - 3 FS die Genexpression von
PDGF - A und PDGF - B in unstimulierten mononukledren Zellen vermindert [35]. Gleiches
zeigte ebenfalls eine Interventionsstudie von Baumann et. al. (randomisiert, doppel — blind), in
der drei Gruppen gebildet wurden. Sie erhielten eine gewisse Menge an EPA und DHA, o - 6
und ® — 9 FS oder die gewohnliche Erndhrung. Die Kohorte, die speziell ® - FS erhielt zeigte
dabei einen selektiven, signifikanten Abfall an PDGF - A, PDGF - B und MCP - 1 mRNA in den

mononukledren Zellen [36].

1.2.1.2 Endothelwirkung von o - Fettsauren

Omega - 3 FS wirken als vasodilatatorische Mediatoren, indem sie die proaggregatorische und
vasokonstriktive Aktivitit des Thromboxans reduzieren. Zugleich werden PCl; — Metabolite
vermehrt freigesetzt und damit die vasodilatatorischen Prostacycline insgesamt erhoht [37].
Zudem wirken o - 3 PUFA iiber das Endothel, indem sie die NO — Synthese erhohen. Uber die
Aktivierung der loslichen Guanylat Cyclase (cGAMP) kommt es schlieBlich am Ende der
Signalkaskade zu einer GefidBrelaxation. Der gleiche cGAMP Signalweg ist auch in
Thrombozyten und Monocyten vorhanden. Die Aktivierung der Signalkaskade fiihrt bei
Thrombozyten zur Hemmung der Aggregation sowie der endothelialen Adhdsion. Monocyten
werden so ebenfalls an einer Adhdsion gehemmt. NO hemmt ebenfalls die Mitogenese,
Proliferation ~und  Migration von  Zellen  [38] [39]. Zudem  wurde eine
Permeabilitidtsverminderung des Endothels durch eine vermehrte Synthese von NO beobachtet.
Dadurch konnen folglich weniger Lipoproteine und Monocyten in die Intima einwandern [40].
Da die ® - 3 FS die Synthese von LTB4s — Metabolite verringern, konnen ® - 3 FS auch die
Leukozytenadhidsion hemmen und wirken so antiinflammatorisch [41]. Insgesamt wird die
Synthese von proinflammatorischen Zytokinen (Interleukin 2,4,8 und TNF - a) durch die Gabe
von ® - 3 FS vermindert, wie auch die Freisetzung von Platelet — activating — factor (PAF).
Diese spielen sowohl bei der Thrombozytenaggregation, als auch bei Entziindungsreaktion eine
Rolle [42]. Es ist anzunehmen, dass iiber die beschriebenen hemmenden Wirkungen eine
Hemmung auf die entziindliche Komponente der arteriosklerotischen Proliferation durch ® - 3

FS ausgeiibt wird.
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1.2.1.3 Beeinflussung der Rheologie durch Omega — FS

Wie bereits oben beschrieben vermindern langkettige ® - 3 FS die Aktivierung von
Thrombozyten und Leukozyten; sie vermindern ebenfalls die Blutviskositidt. So bewirkt die
Aufnahme von ® - 3 FS eine Verringerung der Plittchenaggregation und der Pléttchenzahl.
Insbesondere ist die durch Kollagen- ADP-, Thrombin- und Adrenalin induzierte
Thrombozytenaggregation vermindert und die Blutungszeit verldngert [43] [44]. Hierbei zeigte
eine randomisierte Studie bei der Patienten mit KHK, die eine gewisse Menge EPA/DHA fiir
einen bestimmten Zeitraum eingenommen haben, eine Reduktion von Thrombomodulin,
Gewebsplasminogen Aktivator und des von-Willebrand-Faktors (vVWF) [45]. Die Verminderung
der Plittchenaggregation und damit der Bluttgerinnung fiihrt insgesamt zu einer Verbesserung
der Mikrozirkulation. Dieser Effekt ist mit einer Erhohung des Eicosapentaensidure (EPA)- bei
gleichzeitiger Verminderung des Arachidonsidurespiegels (AA) zu begriinden. Aus der EPA
entsteht u.a. Thromboxan As; und Prostaglandin I5. Beide Substanzen fiihren zu einer
Verminderung der Thrombozytenaggregation. In diesem Zusammenhang existieren zahlreiche
epidemiologische Studien an Eskimos im Vergleich zu anderen Bevolkerungsgruppen. Hierbei
konnte innerhalb der Eskimos ein erhohter Plasma EPA — Spiegel bei gleichzeitiger
Verminderung des AA — Spiegels nachgewiesen werden. Diese Bevolkerung hat des Weiteren
eine niedrigere Inzidenz an Myokardinfarkten. Die Blutungsneigung ist erhoht [46] [47].

Nachfolgend eine Ubersicht zur Beeinflussung der Plittchenfunktion durch langkettige ® - 3 FS.

Pliittchenfunktion

Thrombin-, Adrenalin - induzierte Aggregation |

Plattchenaggregation, Eicosanoidsynthese und Freisetzung von Intimaproliferation-
fordernden Mitogenen |

EPA in Phospholipiden 1,

Plittchenaggregation, TXA,; |

B -Thromboglobulin |

Plittchenreaktivitét | durch low — dose ®-3-LCP-Ethylester (50-350 mg)

Tabelle 2 — Wirkung von ® - 3 FS auf die Funktion von Pléttchen - abgedndert aus: Metz, G.
(2000) ,,Omega-3-Fettsduren: eine Standortbestimmung zum Millenium* — Stockdorf: Forum —
Medizin — Verl.-Ges. [31].

Neben der Mikrozirkulationsverbesserung kann auch die Blutviskositdt durch Eingriff in die
Erythropoese beeinflusst werden. Statt Linolsdure und Arachidonsdure werden vermehrt EPA

und DHA wihrend der Erythropoese in die Phospholipide der Erythrozytenmembran eingebaut.
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Dies fiihrt zur erhohten Erythrozytendeformierbarkeit und senkt auf diese Weise die

Blutviskositit [48].

1.2.1.4 Beeinflussung des Blutdrucks durch PUFAs

Klinische Studien ergeben Hinweise, dass eine Erndhrung mit hohem Anteil langkettiger ® - 3
FS eine antihypertensive Wirkung haben. Es lassen sich einige Metaanalysen finden, welche eine
signifikante blutdrucksenkende Wirkung durch langkettige ® - 3 FS unterstreichen [49].
Patienten mit einer arteriellen Hypertonie profitieren dabei am stirksten von dieser Wirkung
[50]. Eine dieser Studien wurde mit 69 adiposen Hypertonikern durchgefiihrt [51]. Sie zeigte,
dass die tdgliche Fischmahlzeit (~3,65 g o - FS — LCP) den Blutdruck um 6.0 mmHg systolisch
bzw. 3.0 mmHg diastolisch senken kann. Die Blutdrucksenkung ist einerseits auf die Senkung
des Fibrinogenspiegels und der Blutviskositit, andererseits ist die Hemmung der Synthese und
Wirkung von vasokonstriktiven Mediatoren zuriickzufiihren. Der Eicosanoidmetabolismus wird
hierbei zugunsten vasodilatativ, antiaggregatorischer Mediatoren verschoben. Es handelt sich
insgesamt um ein Zusammenwirken der einzelnen Mechanismen, die letztendlich

blutdrucksenkend wirken.

1.2.1.5 Einfluss von o - 3 Fettsauren auf den Lipoproteinspiegel

Omega — 3 FS senken signifikant den Triglyceridspiegel [52]. Durch Zufiihrung von ® - 3 FS
wird wahrscheinlich zunéchst die Lipolyserate freier Fettsduren reduziert [53]. Dadurch sinkt
schlieBlich die Konzentration der freien Fettsduren im Plasma und die hepatozellulidre Synthese
von Triglyceriden und des VLDL [54]. Es gibt auch Hinweise, dass ® - 3 FS hepatische Enzyme
der Triglycerid — Synthese inhibieren [55]. Aufgrund der beschriebenen Mechanismen wird die
hepatische VLDL - Partikel - Sekretion vermindert, wodurch dann ebenfalls der
Triglyceridspiegel abgesenkt wird [56]. Eine zusétzlich vermehrte Umwandlung von VLDL zu
LDL stiitzt die Senkung des Triglyceridspiegels schlieBlich und das LDL steigt an [57]. Eine
Erkldrung hierfiir ist die bis zu 70%ige Zunahme der Aktivitit der Lipoproteinlipase nach
Einnahme von Fischolpraparaten [58]. Die Umwandlung von VLDL zu LDL ist allerdings
bislang in erster Linie bei Patienten mit hohen Triglycerid — Ausgangswerten und
dementsprechende Fettstoffwechselstorungen beschrieben. Es gibt allerdings auch Studien, die
eine Reduktion der LDL — Werte nach Substitution mit ® - 3 FS beschreiben [59]. Erklirt wird

diese Beobachtung durch die Hemmung der Cholesterolsynthese [60]. Die Aufnahme von ® - 3
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FS fiihrt beziiglich der HDL — Fraktion bei Gesunden zu keinen Effekten. Lediglich wurde ein
geringer Anstieg der HDL, — Fraktion (antiatherogen) beschrieben [61].

Von besonderem Interesse sind auch die Effekte von ® - 3 FS beziiglich des Lipoprotein(a)
[Lp(a)]. Erhohte Lp(a) — Spiegel, wie sie bei Patienten mit familidrer Hypercholesterindmie
vorkommen, sind ein eigenstindiger Risikofaktor [62]. Lp(a) wirkt atherogen und thrombogen.
In einigen Studien wurde eine Senkung von erhohten Lp(a) — Spiegel durch ® - 3 FS beobachtet.
Beobachtet wurde dies bei einer Konzentration von {iiber 20 mg% oder bei -einer
Langzeitanwendung von ® - 3 FS [63]. Eine Studie mit 35 KHK - Patienten zeigte in diesem
Zusammenhang eine Senkung der Lp(a) — Spiegel bei gleichzeitiger Verminderung des Gewebe-
Plasminogenaktivator [64]. Nachfolgend zur Ubersicht der moglichen Effekte von @ — 3 FS die
Tabelle.

Triglyceridspiegel — | Peripher Reduktion von Lipolyse und somit der freien FS
Senkung
Prihepatisch Reduktion Konzentration freier FS
Verminderte intestinale Bildung von Chylomikronen
hepatisch Aktivitdtsminderung der lipogenen Enzyme
Reduktion der Synthese von TG u. VLDL
Verminderte Sekretion VLDL
Vermehrte Oxidation v. FS
posthepatisch Vermehrte Umwandlung von VLDL zu LDL
Verminderter ,,Kldreeffekt nach fettiger

Nahrungsaufnahme

Effekte auf das LDL | hepatisch Verminderte Aktivitit der HMG — CoA — Reduktase
Cholesterolausscheidung erhoht

posthepatisch VLDL zu LDL Umwandlung erhoht
Verminderung der LDL — Partikelgrofie

LDL - Rezeptor  Rezeptorenbindung vermindert

Effekte auf HDL Erhohung PUFAs Ubertragung von VLDL zu HDL

Tabelle 3 - Auswirkungen der Substitution von o - 3 Fettsduren auf den Triglyceridspiegel und
des LDL Cholesterols sowie der HDL — Fraktion - Zusammenfassung nach Hahn, A., A. Strohle,
et al. (2002). "Wirkstoffe funktioneller Lebensmittel in der Pravention der Arteriosklerose." [65].

15



Einleitung

1.3 Thrombozyten und Hamostase

1.3.1 Physiologie und Morphologie von Thrombozyten

Thrombozyten finden ihren Ursprung im Knochenmark, wo sie aus Megakaryozyten entstehen.
Mit einer durchschnittlichen Zahl von 150.000 — 300.000 /ul befinden sie sich fiir etwa 7 Tage
im peripheren Blut. Ihre tigliche Erneuerungsrate betrigt 20 % der Gesamtpléttchenzahl im Blut.
Sie haben einen Durchmesser von 2 — 4 um und sind die kleinsten Zellen des menschlichen
Blutes. Thrombozyten besitzen keinen Zellkern; sie sind so genannte ,,anukleédre Zellen* [66].
Ihr Austausch erfolgt im retikuloendothelialen System der Leber und Milz. Thrombozyten
zirkulieren nicht nur im Blut, sondern ein Teil ist in der Milz gespeichert. Im nichtaktivierten
Zustand haben sie eine diskoide Form (durchschnittliche Oberfldche 8 um?). Dagegen fiihrt eine
Aktivierung zu einer Formveridnderung (,,shape change®): Es kommt zur Ausbildung von
Pseudopodien, die Ausstiilpungen der Plasmamembran sind. Die Oberfliche dieses
formverdnderten Thrombozyten betrdgt in diesem Zustand 13 pm?2 Ultrastrukturell kénnen
Thrombozyten in vier Bereiche unterteilt werden:
a.) periphere Zone
Die periphere Zone besteht aus einer trilamindren Zellmembran. Extrazellulédr besteht diese aus
einer Glykokalix (Mukopolysaccharide), Glykoproteine, Phospho- und Glykoproteine sowie
Cholesterin und verschiedene Enzyme (beispielsweise Adenylatzyklase, Ca?" - ATPase,
Phospholipase). Die Glykoproteine bilden spezifische Oberflichenrezeptoren.
b.) strukturelle Zone

Die strukturelle Zone besteht aus Microtubuli, die submembrands gelegen sind. Sie stellen
Tubulinfiden dar. Umgeben sind sie durch ein Netzwerk von Strukturproteinen. Thre Aufgabe ist
es die diskoide Form des nicht aktivierten Thrombozyten aufrecht zu erhalten. Beim aktivierten
Thrombozyten sind sie aktiv an der Reorganisation der Zellorganellen beteiligt, so dass es zur
oben beschriebenen Pseudopodienausbildung kommen kann. Das Zytoskelett besteht aus
Strukturproteinen, hauptsédchlich Aktin und Aktin — Bindungsproteine. Das Aktin liegt hierbei in
zwei funktionellen Formen vor: globuldre Form (G — Form) und Filament — Form (F — Form).
Aktin ist ebenfalls mit Myosin assoziiert. Durch Aktivierung kommt es zur Filamentbildung aus
Aktin und Myosin. Sie sind verbunden mit den Zellorganellen und reorganisieren diese wihrend

des Aktivierungsvorganges.
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¢.) Zone der Zellorganellen
Die Zellorganellen befinden sich im Zytoplasma und bestechen zum groften Teil aus
Mitochondrien, Glykogenspeicher und Speichergranula. Man unterscheidet drei Formen der
Speichergranula: dichte Granula, a-Granula und Lysosomen. Die Granula sind spezifisch fiir die
Plittchen und essentiell fiir ihre Funktion.
Dichte Granula enthalten niedermolekulare Verbindungen wie ATP, ADP und Serotonin. Diese
Verbindungen fordern vor allem die Aggregationsvorgidnge. Die «-Granula iiberwiegen
zahlenméfBig die anderen Formen der Speichergranula. Sie beinhalten Proteine, die
unterschiedliche biologische Funktionen beeinflussen. Lysosomale Speichergranula enthalten
hydrolytische Enzyme.

d.) Membransysteme
Das Membransystem besteht aus einem offenen kanalikuldren System (,,surface connected open
canalicular system) und einem dichten tubuldren System (,,dense tubulur system‘). Das offene
kanalikuldre System besteht aus vielen gewundenen Kanilen, die ins Innere des Thrombozyten
reichen. Sie sind mit der Plasmamembran verbunden und durch Porenéffnungen auch mit dem
Extrazellularraum. Das dichte tubulire System ist ein Hauptspeicherort fiir Ca?", das fiir den
Metabolismus und Aktivierung des Thrombozyten von Wichtigkeit ist. Sobald die
zytoplasmatische Ca?" Konzentration eine bestimmte Schwelle iiberschreitet, kommt es zur

Formveréanderung des Thrombozyten (Pseudopodienausbildung) und Degranulation.

1.3.2 Primare Hamostase

Thrombozyten spielen eine entscheidende Rolle bei der Himostase. Unter Hamostase versteht
man den Vorgang der Bildung eines GefdBwandthrombus, der damit zur physiologischen
Blutstillung fiihrt [67]. Es handelt sich dabei um ein System, welches sich aus plasmatischen,
zelluldren und vaskuldren Anteilen zusammensetzt. Die Hamostase ldsst sich in Primérer,
Sekundirer Hémostase und Fibrinolyse unterteilen. Sie beinhaltet also pro- und
antithrombotische Bestandteile. Beide stehen in einem physiologischen Gleichgewicht
zueinander. Bei Aktivierung des Systems kommt es zu einer Vasokonstriktion und zur einer
Bildung eines hidmostatischen Pfropfes (Thrombus), sowie zum GefaBwandumbau und zur

Offenhaltung des Gefil3es.

1.3.3 Adhéasion

Der erste Schritt der primdren H@mostase ist durch die Adhédsion der Thrombozyten

gekennzeichnet. Durch Verletzung der Gefilwand und damit des Endothels, kommt es zur
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Freilegung subendothelialer Strukturen und adhisiven Glykoproteinen (u.a vVWF und Kollagen).
Die Thrombozyten interagieren nun iiber den thrombozytiren Rezeptor GP Ib-V-IX mit
kollagenimmobilisierten VWF (von Willebrand Faktor), welcher eine zentrale Rolle in der
Primdren Hamostase spielt. Das Zusammenspiel zwischen diesen beiden Faktoren ermoglicht die
Anlagerung von Thrombozyten an die GefdBwandlédsion gegen hohe Scherkrifte; es besteht eine
sehr starke Affinitit. Dieser erste Kontakt zwischen einem Thrombozyten und GefidBwandlédsion
wird als Kontaktphase bezeichnet. Die Phase der Stabilisierung mit einer Stabilisierung der
Plittchenadhédsion schlieft sich an. Dies gelingt {iber weitere membranstindige
Adhasionsrezeptoren, welche zur Integrinfamilie gehdren (Kollagen-, Fibronektin- und
Lamininrezeptor). Die Bindung zwischen Kollagen und thrombozytidren Kollagenrezeptor fiihrt
letztendlich zur Formverdnderung der adhédrenten Plittchen, dem ,,shape change — Phase der
Aktivierung. Es kommt nun zur Ausbreitung von Pseudopodien zur Abdichtung der Leckage.
Adhirente, aktivierte Pldttchen bilden aus Arachidonsdure Thromboxan A, (sieche auch oben).
Dies wird schlielich abgegeben, bindet dann an den spezifischen, thrombozytdren Thromboxan
- Rezeptor, was den Aktivierungsvorgang insgesamt verstirkt. Neben dieser Wirkung des
Thromboxans wirkt es wie bereits beschrieben vasokonstriktorisch und verlangsamt dadurch den
Blutstrom, was die Thrombusbildung begiinstigt. Granulainhaltsstoffe wie beispielsweise das
Adhisionsmolekiil P-Selektin [68] und der vWF [69] werden sezerniert (Freisetzungsreaktion,
,Release®). Dies fiihrt zur autokrinen Aktivierung und zur parakrinen Stimulation der noch
ruhenden Thrombozyten, sowie zur Interaktion der Thrombozyten mit der plasmatischen
Gerinnungskaskade. Diese aggregrieren nun mit den adhédrenten Pldttchen. Diese Interaktion
wird erst durch den aktivierten GPIIb — I1la — Rezeptor ermdglicht, welcher jetzt vermehrt an der
thrombozytiren Membran exprimiert wird. Die Adhésion ist beendet, wenn die Thrombozyten
vollstiandig iiber dem Subendothel ausgebreitet sind, was man auch als Spreading (Spreizung)

bezeichnet. Eine Leckage ist somit nun vollig abgedichtet.

1.3.4 Aggregation

Die Aggregation folgt der Adhidsion. Aggregation ist definiert als eine Koadhésion der
Blutplédttchen untereinander. Man unterschiedet hier eine primédre von einer sekundiren
Aggregation. Bei der primdren Aggregation kommt es zur Bildung so genannter
Fibrinogenbriicken, durch Bindung von divalenten Fibrinogenmolekiilen an den GPIIb-IIla-
Rezeptor in Anwesenheit von Calciumionen. Fibrinogenbriicken verbinden Thrombozyten locker
miteinander; es bilden sich Pldttchenmikroaggregate. Thrombin, Thromboxan A2, Adrenalin

oder ADP als Beispiele fiir Agonisten aktivieren Thrombozyten. Diese Aktivierung 16st eine
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zelluldre Signalkaskade aus. Diese fithren u.a. zu einer Konformationsénderung des GP IIb-1lla
Rezeptors. Losliches Fibrinogen ist nun in der Lage an eine spezifische Erkennungssequenz zu
binden. Um 16sliches Fibrinogen zu binden, ist also die Aktivierung des Thrombozyten
notwendig. Die primidre Aggregation ist ein reversibler Abschnitt der Plittchenaggregation [70]
[71]. Mit einer Verzdgerung von 10 — 30 Minuten kommt es schlielich zu einer irreversiblen
Bildung von Plittenchenaggregaten durch Freisetzung von Adhidsionsmolekiilen  und

Koagulationsenzymen. Die Fibrinogenbindung an den GPIIb —IIla Rezeptor ist jetzt stabilisiert.

1.3.5 Sekundare Hamostase

Der primdren Hamostase schlieit sich die Sekunddre Hiamostase an. Hierbei kommt es nun zur
Aktivierung der plasmatischen Gerinnungskaskade. Einteilen ldsst sich die Gerinnungskaskade
in einen intrinsischen und einen extrinsischen Weg. Beide miinden schlieBlich in eine
Fibrinbildung. Die Faktoren VIII und IX nehmen hierbei eine Schliisselrolle ein. Ziel ist die

Verfestigung des GefiBwandthrombus.

1.4 Thrombozytiare Membranglykoproteine

Thrombozyten besitzen membranstindige Glykoproteine, welche als Oberflachenrezeptoren
wirken. Sie ermoglichen die Interaktion zwischen den Blutplittchen, der subendothelialen
Matrix (von — Willebrand - Faktor — Rezeptor, Kollagenrezeptor), den plasmatischen
Gerinnungsfaktoren (von - Willebrand — Faktor — Rezeptor), den Endothelzellen (GP 1Ib — Illa)
und den Leukozyten (P - Selektin). Eingeteilt werden diese Glykoproteine nach ihrer
Molekiilstruktur in Integrine, leuzinreiche Glykoproteine, Selektine und Rezeptoren vom

Immunglobulintyp.

1.4.1 Integrine

Die Integrine gehoren zu den Adhisionsrezeptoren und verbinden das Zytoskelett mit der
extrazelluliren Matrix. Sie kommen nahezu auf allen Zellen, also ubiquitédr vor. Integrine sind
nicht - kovalent verbundene Heterodimere. Sie bestehen aus einer o - (determiniert die
Spezifitit) und einer B - Untereinheit (strukturelle Untereinheit und dient zur Klassifizierung).
Integrine interagieren mit zahlreichen anderen Glykoproteinen. Diese Glykoproteine / Liganden
(Kollagen, Fibrinogen, Thrombospondin, von — Willebrand Faktor, Fibronektin) weisen eine
bestimmte Aminosduren — Sequenz (z.B. Arginin [R]-Glycin [G] — Aspartat [D] = RGD —
Sequenz, Bestandteil z.B. im Fibrinogenmolekiil) auf, ohne die eine Erkennung durch die B; und

B3 - Integrine und eine Bindung an den Rezeptor nicht moglich wire. Die RGD — Aminoséuren —
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Sequenz ist die zentrale Aminosiure — Sequenz durch die eine Ligandenbindung am B; —
Integrin ermoglicht wird. Eine Ligandenbindung am Rezeptor erfordert zusitzlich die
Anwesenheit einer milimollaren Konzentration von divalenten Kationen wie beispielsweise
Ca™. Bei einer Thrombozytenaktivierung kommt es nun wie bereits erwihnt zu einer
Konformationsidnderung des Rezeptors und den Bindungsstellen, hingegegen ist eine Bindung
der Liganden am ruhenden Thrombozyten nicht méglich [72]. Bislang sind fiinf verschiedene
Integrine auf Thrombozyten beschrieben: innerhalb der ;- Klasse (0p; = Kollagenrezeptor,
osP; = Fibronektinrezeptor 0= Lamininrezeptor) und der B; — Klasse (opPs; =

Fibrinogenrezeptor, o3 = Vibronektinrezeptor).

1.4.2 Konstitutive Membranglykoproteine

Die so genannten konstitutiven Membranglykoproteine werden am ruhenden und am aktivierten
Thrombozyten exponiert. Die GPIIb-IIIa (Fibrinogenrezeptor) und GPIb-V-IX (leuzinreiches
Glykoprotein) — Rezeptoren gehoren zu dieser Art [73] [74] [75].

Dariiber hinaus gibt es andere Glykoproteine wie zum Beispiel das P-Selektin, die nur am

aktivierten Thrombozyten exponiert werden.

1.4.3 GP llb-llla

Der GP IIb-IIla (ouP3) — Rezeptor ist ein ;3 — Integrin und ein Bestandteil der thrombozytiren
Plasmamembran, des offenen kanalikuldiren Systems und dero - Granula. Dieses
Membranglykoprotein findet sich mit durchschnittlich 50.000 Rezeptoren pro Thrombozyten am
hiufigsten. Hierbei liegen 70 % in der konstitutiven Form auf der Oberfldache exprimiert vor, 30
% werden schlieBlich nach Aktivierung des Thrombozyten aus intrazelluldren Speichern (offenes
kanalikuldres System und o — Granula) an die Oberfléiche freigesetzt. Die B3-Kette (IIla) hat ein
Molekulargewicht von 90 kDa, die allb — Kette (IIb) besteht aus einer groflen Untereinheit
,heavy chain“ (125 kDa) sowie einer kleinen Untereinheit ,,light chain* (23 kDa) mit insgesamt
145 kDa Molekulargewicht. Die Aufgabe des Rezeptors ist losliches Fibrinogen an die
Oberfliche vom aktivierten Thrombozyten zu binden (= primire Aggregation). Physiologisch
besitzen Thrombozyten einen ruhenden, nicht aktivierten GPIIb-Illa — Rezeptor an der
Oberflache [76]. Dieser Funktionszustand wird auch als niedrigaffin bezeichnet. In diesem
Zustand kann dieses Glykoprotein nur immobilisiertes, nicht aber l0sliches plasmatisches
Fibrinogen binden. Bei beispielsweise durch Thrombin oder Thromboxan A, aktivierten

Rezeptor kommt es zu einer Konformationsidnderung des GP IIb/Illa mit Freilegung der
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Fibrinogenbindungsstelle. Dieser Funktionszustand wird als hochaffin bezeichnet. Nachfolgend
ist nun die Bindung von Fibrinogen moglich. Mit der Bindung von Fibrinogen an den aktivierten
Glykoprotein — Rezeptor wird eine weitere Konformationsianderung induziert, wobei es zur
Freilegung von kryptischen Epitopen (LIBS — ligandeninduzierte Bindungsstelle) kommt [77].
Als ,ligandenbesetzter Funktionszustand* wird dieser Funktionszustand bezeichnet. Wie bereits
beschrieben besitzt Fibrinogen die RGD — Aminosduren — Sequenz mit der es von GPIIb/IIla
erkannt wird. Ferner besitzt es eine KQAGDV — Aminosidurensequenz im Bereich der y— Kette

[78]. Mit dieser kann es schlieBlich mit dem GPIIb-IIla — Rezeptor in Kontakt treten.

1.4.4 GP Ib-V-IX

Ein weiteres konstitutiv vorkommendes Membranglykoprotein an der Thrombozytenmembran
ist wie bereits erwihnt das Glykoprotein Ib-V-IX. Aufgrund des hédufigen Vorkommen der
Aminosédure Leuzin zihlt das Glykoprotein zur Klasse der leuzinreichen Glykoproteine. Das GP
Ib-V-IX ist der Adhésionsrezeptor fiir den von-Willebrand-Faktor (im Folgenden vWF), welche
eine herausragende Rolle in der primidren Himostase spielt. Der vWF zirkuliert als Multimer im
Plasma; er kann nur in immobilisierter Form mit GP Ib-V-IX interagieren [79]. Er ist dariiber
hinaus Bestandteil der extrazelluliren Matrix und wird in den Endothelzellen und
Megakaryozyten synthetisiert. Zentrale Aufgabe des GP Ib-V-IX ist die Adhidsion von
Thrombozyten an den in den Kollagenfibrillen immobilisierten vVWF entgegen der Scherkrifte.
Der GP Ib-V-IX Rezeptor besteht aus einer oo — (150 kDa) und 3 — Kette (27 kDa), welche iiber
Disulfidbriicken miteinander kovalent verbunden sind. Neben vWF ist auch die Bindung von

Thrombin moglich. Es sind ca. 25.000 dieser Rezeptoren auf Thrombozyten zu finden.

1.4.5 Glykoproteine aktivierter Plattchen

Andere Glykoproteine wie hauptsdchlich P — Selektin, GP 53  (lysosomales integrales
Membranprotein) und Thrombospondin kommen nur an aktivierten Thrombozyten vor [80] [81].
P — Selektin kommt auf der Thrombozytenoberfliche und auch in Endothelzellen vor. Es wird
von Megakaryozyten und Endothelzellen synthetisiert. Gespeichert wird es in den o — Granula
(s.0.) der Thrombozyten und den Weibel — Palade — Korperchen der Endothelzellen [82]. P —
Selektin spielt eine Hauptrolle in der sekundiren Hémostase und bei vaskuldren
Reparaturvorgiangen. Werden Thrombozyten aktiviert, fithrt dies zu einer Verschmelzung der
Granulamembran mit der Zellmembran und zur Expression des P — Selektins auf der

Thrombozytenoberfliche sowie auch auf dem Endothel. Gleicher Vorgang gilt auch fiir GP 53.
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Das P — Selektin ermoglicht die Leukozytenanlagerung an einer moglichen Endothelldsion und

induziert inflammatorische Reaktionen in den Leukozyten.

1.5 Durchflusszytometrie

Der Nachweis von Membranglykoproteinen auf Thrombozyten ist mittels Durchflusszytometrie
moglich. Hierzu konnen Vollblutproben verwendet werden, welche mit gegen die Glykoproteine
gerichtete, bindende Antikorper/Markern inkubiert werden. Diese sind mit fluoreszierenden
Farbstoffen markiert, wodurch eine durchflusszytometrische Messung ermoglicht wird.
Dementsprechend konnen dann Aussagen iiber den Status der Rezeptoren gemacht werden.

Diese Methode ist in dieser Arbeit verwendet worden und im Kapitel ,,Methode* genau erklirt.
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Abbildung 3 - Mittels Durchflusszytometrie ist eine Bestimmung der Membranglykoproteine
moglich. Mit Hilfe spezifischer Antikorper konnen Funktionszustandsdnderungen der
thrombozytiren Membranglykoproteine nachgewiesen werden. CD 41: Kkomplexierter
Fibrinogenrezeptor; PAC-1: aktivierter Fibrinogen — Rezeptor; Nachweis einer Degranulation
der a — Granula / Lysosomen mittels gegen P — Selektin (CD62P) und gegen GP 53 (CD63)
gerichtete Antikorper; Bindung von Anti — CD 42 an GP 1b (nach Gawaz, M. (1999). "Das
Blutplidttchen: ~ Physiologie,  Pathophysiologie, = Membranrezeptoren, antithrombozytire
Wirkstoffe und antithrombozytidre Therapie bei koronarer Herzerkrankung." [66].
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Oberflachenantigen Monoklonaler Antikorper Aussage
GP IIb — IIla Anti — 61 Oberflachenexpression der b3 — Kette
Anti — 41 Oberfliche der a IIb — Kette
PAC-1 Nachweis des aktivierten
Fibrinogenrezeptors
GP Ib-V-IX Anti — CD 42 Internalisierung nach Thrombin —
Aktivierung
P — Selektin Anti — CD62P Degranulation von a — Granula
Anti — CD63 Degranulation von Lysosomen

Tabelle 4 - Zur durchflusszytometrischen Bestimmung verwendete monoklonale Antikorper und
die daraus resultierende Aussageméglichkeit (nach Gawaz, M. (1999). "Das Blutplittchen:
Physiologie, Pathophysiologie, Membranrezeptoren, antithrombozytiare Wirkstoffe und
antithrombozytidre Therapie bei koronarer Herzerkrankung." [66].

1.6 Arteriosklerose

Unter Arteriosklerose ist ein proliferativer Prozess der Gefdlwandzellen (glatte Muskulatur,
Myozyten) zu verstehen, der iiber mehrere Zwischenschritte zur Plaquebildung mit der Gefahr
einer thrombotischen GefidBokklusion fithren kann [83]. Zu anerkannten Hypothesen der
Pathogenese der Arteriosklerose gehoren die ,,Klon — Wachstums* — Theorie, die
,Inkrustations-*“ und die ,,response to injury“ - Hypothese. Vermutlich gibt es allerdings keine
einheitliche pathogenetische Kaskade der Artherombildung [83]. Die initiale Endothelldsion
kann durch mechanische, chemische (Kohlenmonoxid), immunologische oder auch toxische
GroBlen ausgelost werden. Dementsprechend gelten als vermutliche Risikofaktoren fiir die
Ausbildung arteriosklerotischer Vorgidnge die arterielle Hypertonie, der inhalative
Zigarettenkonsum, die Hyperlipiddmie, der Diabetes Mellitus und das metabolische Syndrom.
Die Endothelldsion fithrt zu einer Proliferation der glatten Muskelzellen, mit der Folge der
Bildung eines atheroméhnlichen Plaques. Begiinstigt wird dies durch eine bestehende
Hyperlipiddamie. Die Endothelschiddigung fiihrt zu einer Adhédsion und Emigration von
Monozyten in die Intima. Zu dem kommt es zu einer Pléttchenadhédsion und zur lokalen
Aktivierung des Gerinnungssystems. Monozyten, Thrombozyten und Endothelien setzen nun
PDGF (platelet — dervived growth factor) frei. Dies stimuliert das Wachstum der glatten
Muskelzellen (Myozyten) und die Aggregation weiterer Thrombozyten. Die Herausbildung von
Schaumzellen, die in die Arterienwand einwandernden Markrophagen und die Proliferation der

Myozyten fiihrt letztendlich zur Bildung eines atheromatdsen Plaques. Im besonderen Falle kann
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sich aufgrund eines Sauerstoffmangels im Plaques eine zentrale Nekrose bilden. Kalksalze
konnen diese umgeben. Ein spiteres Einreilen dieser arteriosklerotischen Lésion ist moglich.
Diese wird dann von einem Thrombos abgedeckt.

Die genannte Proliferation der Myozyten, ein Intimaddem und die beschriebenen intraluminiren
Thromben fithren zunichst zu einer Verdickung der GefdBwand mit Einengung des
GefidBlumens. Dies kann schlieBlich bis zum volligen Verschluss des Gefilles fithren [84].
Progression und thromboembolische Komplikation der Arteriosklerose werden insbesondere
durch ein gestortes Gleichgewicht zwischen den Arachidonsdurederivaten Prostazyklin und
Thromboxan A, beeinflusst. Prostazyklin wird innerhalb der Gefdendothelzelle produziert. Es
kann eine Dilatation der glatten Muskulatur bewirken. Eine verminderte Ausschiittung bewirkt
eine  vermehrte Thrombozytenaggregation. AuBerdem  verringert Prostazyklin  die
Adhisionsfihigkeit von Thrombozyten an der GefiaBwand. Thromboxan A, wird in den
Thrombozyten produziert. Es handelt sich dabei um ein Antagonist zu Prostazyklin: Es bewirkt
eine Konstriktion der glatten GefiBmuskulatur und eine Plittchenaggregation bei gesteigerter
Freisetzung. Arteriosklerotisch geschidigte Gefdlle produzieren weniger Prostazyklin und
stimulierte Thrombozyten vermehrt Thromboxan A,. Dies fiihrt zu einer Verschiebung des
dynamischen Gleichgewichts dieser beiden Substanzen in Richtung einer erhdhten
Thrombozytenaggregation. Dies fiihrt zu einem Circulus vitiosus, dessen Ende eine

thrombotische Arterienokklusion sein kann.
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Abbildung 4 - Pathogenese der Arteriosklerose aus: http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/medizin/mencke-thomas/HTML/mencke-ch1.html.

1.7 Bildgebung der Arteriosklerose

Zur Bestimmung fritharteriosklerotischer Verdnderung ist die B-Mode Sonographie der Art.
Carotis Communis ein geeignetes Verfahren [85] [86] [87]. Es handelt sich hierbei um ein nicht
— invasives und gut verfiigbares Verfahren. Sie liefert u.a. Informationen iiber die so genannte
Intima Media Dicke (IMT = Intima Thickness). Arteriosklerotische Verdnderungen betreffen in
erster Linie die Tunica intima. Tunica intima und Tunica media haben eine unterschiedliche
Impedanz, so dass beide Wandschichten abgrenzbar sind [88]. Aus diesem Grund findet die
Messung der Intima Dicke (Tunica intima und Tunica media) zur Bestimmung von
arteriosklerotischen Verdnderungen Anwendung. Die sonografisch gemessene IMT korreliert
hierbei mit der lichtmikroskopischen bestimmten IMT im histologischen Priparat [89] [90].
Ingesamt sind asymptomatische, friiharteriosklerotische Veridnderungen bis hinzu volligen
Verschliissen  quantifizierbar. Erstmals vorgestellt 1986 zur Beschreibung von
arteriosklerotischen Aortenverdnderungen, hat sich diese Methode als Standardmethode der
Beurteilung  arteriosklerotischer ~ Frithverdnderungen und  Progressionsdnderung  der

Arteriosklerose etabliert. Das Verfahren besitzt eine sehr gute Validitit, sowie eine
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Reproduzierbarkeit. Die IMT der Art. Carotis Communis ist ein sensitiver sonomorphologischer
Surrogatmarker, der mit einer zerebralen, koronaren oder peripheren Verschlusskrankheit
korreliert [91]. AuBerdem lisst sich die arterielle Compliance mittels Sonographie bestimmen.
Definiert ist diese als ein Quotient aus Volumen und Druckinderung innerhalb einer Arterie
[92]. Mit Hilfe der Bestimmung der Compliance lassen sich Aussagen zur GefdBwandelastizitét
machen. Es beschreibt die elastisch — dynamische Eigenschaft zentraler Leitungsarterien. Ist die
mechanische Gefilleigenschaften gestort, beeinflusst dies das kardiovaskulédre Risiko. Doppler —
sonografisch ldsst sich die systolisch — diastolische GefiaBwandbewegung bestimmen, eine
Beziehung zwischen Durchmesserinderung und Blutdruckamplitude lidsst sich herstellen. Aus
dieser Beziehung ldsst sich nun die lokale GefdBwandelastizitit bestimmen [93]. In
verschiedenen Studien wird dieses Verhiltnis durch Indices ausgedriickt. Ein Parameter zur
Quantifizierung der Compliance von Gefidlen stellt der f — Stiffness Index dar. Grundsitzlich
lasst sich sagen, dass eine erniedrigte arterielle Compliance zu erhohten systolischen
Blutdruckwerden, einer Zunahme der Blutdruckamplitude und einer linksventrikulidren
Hypertrophie fiihren kann [94]. Dabei ist eine hochsignifikante Korrelation zwischen
Blutdruckamplitude und koronaren Herztod nachgewiesen [95]. Dopplersonographisch lésst sich
aulerdem das Stromungsverhalten beschreiben. Hierzu sind verschiedene Indices beschrieben.
Von Wichtigkeit in diesem Zusammenhang ist der Pulsalitdtsindex nach Gosling. Definiert ist
dieser als Quotient aus maximaler systolischer Dopplerfrequenz abziiglich der maximalen
enddiastolischen Dopplerfrequenz und mittlere Maximalfrequenz (gesamter Pulszyklus).
Eingefiihrt wurde dieser Index urspriinglich als Indikator einer proximalen Stenose. Hierbei
kommt es poststenotisch zu einer Verminderung des Pulsalitdtsindex. Mit Hilfe des
Pulsalitdtsindeces lassen sich also grundsitzlich Aussagen zur Pulsalitit und zum
GefiBwiderstand (unabhédngig vom Winkel des Schallstrahls zum Blutfluss) treffen. Die
Sonographie ermoglicht eine prazise Darstellung der kompletten GefiBwand. Sie ermoglicht die
Feststellung von fritharteriosklerotischen Prozessen unterschiedlichster Genese und deren
prazisen Quantifizierung. Das ist schlieBlich ein Grund fiir die Untersuchung von
therapeutischen Effekten hinsichtlich der Priavention von Arteriosklerose und kardiovaskulidren

Erkrankungen in den verschiedensten Studien [96].
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2 Fragestellung

An Phenylketonurie (PKU) erkrankte Patienten haben seit der Geburt eine fiir die
Entwicklung und Funktion des Gehirns notwendige spezielle eiweillreduzierte Diit
einzuhalten. Diese einseitige Erndhrung mit einem nur geringen Anteil an natiirlichen Eiweil3
birgt u.a. die Gefahr einer Unterversorgung mit ® - 3 und ® - 6 FS. Zumal — von nur
vereinzelten Ausnahmen abgesehen — beispielsweise nie Fisch gegessen werden wird. In der
Literatur wird ein Mangel gerade an diesen Fettsduren als Risiko fiir kardiovaskulédre
Krankheiten diskutiert. Ein Mangel an speziell diesen Fettsduren konnte also das Risiko fiir
fritharteriosklerotische Verianderungen und somit fiir kardiovaskuldre Krankheiten erhohen.
Als Surrogatmarker fiir fritharteriosklerotische Verdnderungen wurde die Messung der IMT
(= Intima — Media — Dicke), des Pulsalititsindex (= PI) sowie der f — Stiffness — Index
verwendet. Aulerdem wurde die Thrombozytenaktivierung und das Fettsdaureprofil bestimmt.
Die Parameter wurden mit einer geeigneten Kontrollgruppe verglichen.

Die genannten Parameter wurden dariiber hinaus bei einer Patienten Population gesondert
untersucht, welche mit speziellen Fettsauremischpridparaten (insbesondere ® - FS) substituiert

wurde. Im Einzelnen wurde folgende Fragestellungen untersucht:

1. Unterscheiden sich die IMT, Pulsalitdtsindex und B — Stiffness Index zwischen den zu

untersuchenden Gruppierungen?

2. Liegt eine erhohte Thrombozytenaktivierung innerhalb der Patientengruppe im

Vergleich zur Kontrollgruppe vor?

3. Inwiefern unterscheidet sich das Plasmafettsdure — Profil der Patienten mit PKU von

der Kontrollgruppe?

4. Gibt es eine signifikante Erniedrigung von ® - 3/6 Fettsdauren im Vergleich zur

Kontrollpopulation?

5. Gibt es einen Zusammenhang zwischen einer Plittchenaktivierung und den

gemessenen Fettsduren?
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6. Kann der PKU - Patientengruppe insgesamt ein bestimmtes kardiovaskuldres Risiko —

Profil zugeordnet werden?
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Patienten und Methodik

3.2 Zusammensetzung und Eigenschaften der Gruppen

Zu dieser Studie gehoren 101Teilnehmer, die in zwei Gruppen eingeteilt wurden:

1.

Zur Patientengruppe gehdren 43 Patienten mit nachgewiesener Phenylketonurie
(PKU). Eingeschlossen wurden Patienten im Alter zwischen 18 und 38 Jahren. Der
Grund fiir die Altersbegrenzung bis 38 Jahren liegt darin, dass die PKU bereits bei
Geburt mit Sicherheit durch das oben beschriebene Geburtsscreening festgestellt
wurde. Folglich wurde so sichergestellt, dass diese Patienten bereits mit Geburt die
o. g. spezielle - Diiit erhielten. Zur Uberwachung der Stoffwechsellage stellen sich die
Patienten vom Zeitpunkt der Diagnose regelmifig in der Charité — Campus Virchow —
Klinikum vor. Anfangs noch in der Kinderklinik, werden die Patienten im
Erwachsenenalter =~ im  Interdisziplindren  Stoffwechselzentrum  in  einer
Spezialsprechstunde regelmifig gesehen wund die Didt an die aktuelle

Stoffwechselsituation angepasst.

Die Kontrollgruppe umfasst 58 gesunde Probanden im Alter zwischen 18 und 38
Jahren. Es wurde darauf geachtet, dass sich im Status keine Stoffwechselkrankheiten

(z.B. PKU) befanden.

Zur Subgruppenanalyse und damit zur Untersuchung von Unterschieden zwischen Patienten,

welche mit o - Fettsduren substituiert werden und Patienten ohne eine solche Substitution,

wurden die 43 Patienten in zwei Gruppen eingeteilt:

. In der ,,Substitutionsgruppe‘ nahmen 18 Patienten teil. Diese Patienten erhielten zur

ihrer entsprechenden Didt spezielle Produkte die eine Gemisch mit ® - Fettsduren

enthielten

In der ,,Nichtsubstitutionsgruppe* nahmen 25 Patienten teil. Diese Patienten erhielten

nur ihre gewohnliche Diét.
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Generelle Ausschlusskriterien waren:

- Thrombozytenzahl < 150 x 103/p1 oder > 450 x 103/p1

- erhohtes Blutungsrisiko

- Hamoglobin — Konzentration < 8 g/dl

- positive Familien-/Eigenanamnese beziiglich Blutgerinnungsstorungen,
Myeloproliferative Erkrankungen, Thrombopenien (z.B.
medikamenteninduzierte Thrombopenien)

- Vorliegen einer malignen/konsumierenden Erkrankung

- andere Stoffwechselerkrankungen (z.B. Diabetes mellitus)

- Einnahme von ADP — Antagonisten (z.B. Clopidogrel) oder anderen nicht —
steroidalen Antiphlogistika (z.B. ASS), sowie die Heparin — Applikation 24h

vor Studienbeginn

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité — Universititsmedizin Berlin
genehmigt. Alle Teilnehmer wurden iiber Inhalt und Zweck der Studie aufgeklért und gaben

dazu ihre schriftliche Einwilligung.

3.3 B-Mode Sonographie der Carotis

3.3.1 Blutdruckmessung

Vor den sonografischen Untersuchungen fand zunéchst eine Messung des arteriellen
Blutdruckes mit der Methode nach Riva-Rocci statt. Gemessen wurde hierbei in liegender
Position und immer zwischen acht und zwolf Uhr. Die GroBe der Blutdruckmanschette war

zum jeweiligen Oberarmumfang angepasst.

3.3.2 Messung der Intima Media - Dicke (= IMT)

Die Messung der IMT ist ein anerkannter Surrogatmarker fiir die Feststellung
arteriosklerotischer Wandveridnderungen. Dabei gilt eine Erhohung der IMT als direktes
Friihzeichen fiir eine solche Wandverinderung. Ferner geht eine erhohte IMT mit einem
erhohten Risiko fiir KHK einher [97] [98].Werte > 1 mm sind bereits als pathologisch
anzusehen. Zu beachten ist zudem, dass die IMT mit steigendem Alter linear zunimmt [99].
Die Messungen wurden mit einem Sonographiegerit durchgefiihrt, welches einen
hochauflosenden 8 MHz linear 2D Scanner beinhaltete (System, Five, GE-Vingmed,
Solingen, Deutschland). Die zu untersuchenden Personen lagen zur Messung in Riickenlage.
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Zunachst wurde die Art. Carotis communis aufgesucht. Die IMT wurde 30 mm proximal der
Carotisbifurkation gemessen, insofern keine kalzifizierende Plaques festzustellen waren.
Bestimmt wurden 3 Messwerte, aus denen der Mittelwert fiir die IMT berechnet wurde. Die
Bildaufnahmen wurden anschlieBend digital gespeichert. Zum Untersuchungszeitpunkt waren

dem Untersucher die Befunde der durchflusszytometrischen Untersuchung unbekannt.

3 L 0.05 cm
2 L 0.05 cm

Abbildung 5 - Messung der IMT, 30 mm proximal der Carotisbifurkation. Die IMT stellt
sich als echoreiche Struktur dar und ldsst sich somit von den ihr umgebenen Strukturen
abgrenzen.

3.3.3 Intraobserver

Zur Feststellung der Intraobserver Variabilitit des Untersuchers, wurde die Untersuchung der
Carotis — Sonographie beim gleichen Patienten in einer Zeitspanne von einem Monat zehnmal

wiederholt. Es ergab sich eine errechnete Intraobservervariabilitit von 0,03 £ 0,02 mm.

3.3.4 Messung der arteriellen Compliance

Das arterielle Gefdlsystem ist in der Lage aus einem intermittierenden Blutfluss, erzeugt
durch die einzelnen Myokardkontraktionen, in einen kontinuierlichen Fluss umzuwandeln:
Die groflen Leitungsarterien speichern die vom Herzen ausgeworfene Ejektionsfraktion in der
Systole und geben diese in der Diastole wieder ab. Diese Fiahigkeit wird durch die elastisch —
dynamische Eigenschaft der Arterien ermoglicht. Diese Eigenschaft wird mit dem Ausdruck
der arteriellen Compliance beschrieben: Sonografisch wird die pulsatile Anderung des
GefiaBBdurchmessers (= diastolisch — systolische Diameterdifferenz) bestimmt. Mathematisch
ist Compliance ein Verhiltnis, das durch die Anderung in Querschnittsfliche, Volumen oder
Durchmesser bezogen auf eine definierte Blutdruckénderungen beschrieben wird, was als

Indices ausgedriickt werden kann [100].
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3.3.4.1 Messung des 3 — Stiffness Index

In dieser Arbeit wurde der B — Stiffness als ein Index verwendet. Um den 3 — Stiffness Index
zu berechnen ist es notwendig den systolischen und diastolischen Blutdruck, sowie den
systolischen und diastolischen Diameter zu bestimmen. Der B — Stiffness errechnet sich dann

nach folgender Formel:

Psys.: systolischer RR
Pdias.: diastolischer RR
Psys. Dsys.: systolischer Diameter
In - Ddiast.: diastolischer Diameter
Pdiast.

Dsys. — Ddiast.
Ddiast.

Abbildung 6 — Formel zur Berechnung des § — Stiffness Index. Notwendig ist die
Bestimmung des systolischen und diastolischen Blutdruckes, sowie der systolischen und
diastolischen Diameter.

Das Druck — Diameter Verhiltnis stellt im Vergleich zweier verschieden groBer Arterien
grundsitzlich ein nicht — lineares Verhiltnis dar. Die zu vergleichenden GefiBBwinde
erzeugen in einer Druck — Diameter Kurvendarstellung nicht-lineare Kurven. Um aber gerade
einen quantitativen Vergleich zu ermdoglichen ist ein lineares Verhéltnis unerldsslich. Dies
erreicht man durch eine halblogarithmische Darstellung, was in der Formel oben
beriicksichtigt wurde. In einer Druck — Diameter Kurve gibt also der B — Stiffness — Index die
Steigung der Gerade nach halblogarithmischer Darstellung an: je hoher der Index, desto hoher
ist der Druckunterschied um eine bestimme Diameterzunahme zu erzeugen, desto steifer ist
also das Gefidl. Zur Compliance - Bestimmung wurde der diastolische und systolische
Diameter EKG — gesteuert im Léangsschnitt in der Art. Carotis Communis sonografisch
gemessen. Der diastolische Diameter wurde am Ende der Diastole, der systolische am

Maximum der systolischen Diameterzunahme bestimmt.

3.3.4.2 Pulsalitatsindex

Neben dem [ — Stiffness Index wurde ebenfalls der Pulsalitidtsindex nach Gosling bestimmt.
Der Pulsalitidtsindex ermoglicht quantitative Aussagen iiber das Stromungsverhalten innerhalb

eines arteriellen GefdBes. Die Bestimmung des Pulsalititsindeces erfolgt mittels
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Dopplersonographie. Bei der Dopplersonographie gibt der Schallkopf im Wechsel kurze
Sendeimpulse und zwischen diesen dient derselbe als Empfanger. Der Sendeimpuls trifft in
diesem Fall auf die korpuskuldren Blutbestandteile wird reflektiert bzw. gestreut und vom
Empfinger registriert. Daraus ergibt sich eine Laufzeit, als Mal} fiir die Entfernung der
reflektierenden korpuskuldren Bestandteile vom Sender bzw. der Annédherung. Es kommt bei
der zuriickgesendeten Schallstrahlung zu einer Frequenzverschiebung (= Doppler -
Verschiebefrequenz) durch die korpuskuldren Blutbestandteile: Je groBer die Differenz
zwischen gesendeter und zuriick gestreuter Frequenz ist, desto groBer ist die
FlieBgeschwindigkeit in diesem Fall der korpuskuldren Blutbestandteile. Nach folgender

Gleichung erfolgt die Berechnung dieser Frequenz:

2*v* fo* cosa
Af =

v = Stromungsgeschwindigkeit des Blutes (cm /s)

fo =Mittelwert der Sendefrequenz (Hz)

cos o = Beschallungswinkel

¢ = Schallgeschwindigkeit im Gewebe (cm /s)
Af=Frequenzverschiebung in HZ (Dopplerfrequenz)

Formel gilt fiir die Verfahren mit kontinuierlicher und mit gepulster Schallaussendung

Die Frequenzverschiebung ist ebenfalls akustisch und auch optisch darstellbar.
Die Bestimmung des Pulsalitdtsindeces ist unabhéngig vom Einstrahlwinkel. Sie betrachtet
die Kurve der maximalen Geschwindigkeit. Die Berechnung des Pulsalititsindex erfolgt iiber

folgende Formel:

Mittlere Maximalfrequenz eines gesamten Pulszyklus

Poststenotisch vermindert sich der Index.
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3.4 Durchflusszytometrie

3.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Thrombozyten spielen wie bereits beschrieben eine Rolle in der Pathogenese der
Arteriosklerose. Aus diesem Grund sollte in diesem Zusammenhang der Funktionszustand
von Thrombozyten in dieser Studie untersucht werden. Die Durchflusszytometrie in
Kombination mit spezifischen monoklonalen Antikérper ermoglicht die Analyse der
Oberflachendichte von thrombozytiren Membranglykoproteinen und somit eine Beurteilung
des Aktivierungszustand der Blutpldttchen [101] [102] [103]. Das Durchflusszytometer
besteht aus einer Messeinheit (FACScan), welche aus einem Fliissigkeitssystem (Zufuhr der
Zellen) mit Probenansaugvorrichtung, Durchflusszelle, Laserlichtquelle, Sammeloptiken,
Lichtverstirker, Sortiergerdat und einer Auswerteinheit besteht. Angesaugt iiber eine Kapillare
in eine MeBkiivette, gelangen die Zellen einzeln auf einen definierten Weg an einen
fokussiertem Laserstrahl (Argonlaser, 488 nm). In Abhéngigkeit ihres Zelltyps und der
Probenvorbereitung (Einsatz von Immunfluoreszenzen) entstehen charakteristische
Lichtstreuphdnomene, welche dann mittels Detektoren nachgewiesen werden konnen.
Bestimmt wird das Ausmall der Vorwirtsstreuung (Forward Scatter, FSC) und der
Seitwirtsstreuung (Side — Scatter SSC) des Laserlichtes. Dabei ist das Ausmal} der
Vorwirtsstreuung  proportional zur ZellgroBe; die Seitwirtsstreuung bestimmt die
Zellgranularitit. Die Bestimmung dieser beiden Eigenschaften ermoglicht die Unterscheidung
der Thrombozyten von anderen Zellen einer Vollblutprobe. Weitere Eigenschaften konnen
ermittelt werden, indem die zu untersuchenden Zellen zuvor mit fluoreszierenden,
monoklonalen Antikérpern und Farbstoffen inkubiert wurden. Nach Anregung durch den
Laserstrahl senden diese so ein Licht spezifischer Wellenlidnge aus, was schlieflich auch
wieder mittels Detektoren registriert werden kann. In Abhingigkeit mit der jeweiligen Stirke
des Fluoreszenzsignals konnen quantitative Aussagen zu den untersuchten thrombozytdren
Strukturen getroffen werden. In dieser Arbeit wurde zur durchflusszytometrischen Messung
ein ,,FACScan“ —Durchflusszytometer (Argonlaser, 488 nm fluoreszenzanregende

Wellenldnge) der Fa. Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) verwendet.
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Abbildung 7 - Durchflusszytometrie — Prinzip: In Abhéngigkeit ihres Zelltyps und der
Probenvorbereitung (Einsatz von Immunfluoreszenzen) entstehen charakteristische
Lichtstreuphdnomene, welche dann mittels Detektoren nachgewiesen werden konnen.
Bestimmt wird das Ausmalf} der Vorwirtsstreuung (Forward Scatter, FSC = proportional zur
ZellgroBe) und der Seitwirtsstreuung (Side — Scatter SSC = Zellgranularitiit) des Laserlichtes.
(aus: http://www1.medizin.uni-halle.de/imi/pages/zytometrie_facs.php?lang=).

3.4.2 Probengewinnung

Ziel ist die moglichst artefaktfreie Herstellung einer Vollblutprobe: Die Aktivitit der
Thrombozyten in der gewonnen Probe sollte moglichst ein  Abbild der
Thrombozytenaktivierung in vivo sein. Zur Vorbereitung wurde zunichst ein Falcon —
Rohrchen (BD Falcon™, Becton-Dickinson, Heidelberg Deutschland) mit 1 ml der
Stabiliserungslosung Cyfix II gefiillt. Dann erfolgt die Blutentnahme bei méiBiger Stauung
durch Punktion einer Unterarmvene mittels einem 19 G — Butterfly. Die ersten 3 ml Blut
wurden verworfen. Im Anschluss wurden 0,5 ml Vollblut direkt nach Entnahme in das Falcon
— Rohrchen gegeben. Nach zehnminiitiger Inkubation wurde die Probe mit 48,5 ml PBS
(phosphate buffered saline, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) verdiinnt und die Fixation
durch das Cyfix II beendet. Die so hergestellten Blutproben sind fiir mindestens 24 Stunden
lagerungsstabil und fithren zu keiner messbaren in vitro Aktivierung der Thrombozyten [104].
Es war daher moglich den zum Abnahmezeitpunkt bestehenden Status der
Thrombozytenaktivierung zu bestimmen. Um die Thrombozytenzahl bestimmen zu konnen,

wurden zusitzlich 5 ml Blut in einer EDTA (Athylen-diamin-tetra-Essigsiure)- Monovette
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gegeben. Die Blutbildbestimmung fiihrte dann das Institut fiir Klinische Chemie und

Pathobiochemie der Charité durch.

3.4.3 Probenkonservierung

Wie bereits erwihnt wurde Cyfix II als Fixierlosung in dieser Studie verwendet. Cyfix II
enthilt Methacrolein und konserviert Thrombozyten und Interaktionen von Thrombozyten mit
anderen Zellen fiir durchflusszytometrische Untersuchungen. Eine artifizielle Aktivierung
kann hierbei nahezu ausgeschlossen werden. Bereitgestellt wurde die in dieser Arbeit

verwendete Losung freundlicherweise von Herrn Dr. Andreas Ruf, Karlsruhe, Deutschland.

3.4.4 Markierung der Thrombozyten — Zweifachfarbung

Zur weiteren Verarbeitung der gewonnenen Blutproben wurde eine so genannte
Zweifachfirbung durchgefiihrt. Bei dieser Farbung wird die Blutprobe mit zweil
verschiedenen Antikdrpern inkubiert. Der erste Antikorper (CD 42b), war mit Phycoerythrin
(PE) markiert und diente dabei der Thrombozytenidentifikation. Mit Hilfe des zweiten
Antikorpers, der FITC (Fluoreszeinisothiocyanat) sollen dagegen aktivierungsabhingige

thrombozytire Membranglykoproteine nachgewiesen werden.

3.4.4.1 Identifikation der Thrombozyten

Der erste Antikorper (CD 42b — PE) wurde stets zu jedem Ansatz gegeben und diente wie
bereits erwédhnt der eindeutigen Identifikation der Thrombozyten von anderen Blutzellen einer
Vollblutprobe. Der CD 42b-PE Antikorper bindet selektiv an die Ib - Untereinheit des GP Ib-
V-IX Komplexes des Thrombozyten. Der GP Ib-V-IX Komplex (von Willbrand-Faktor
Rezeptor) ist wie bereits erwidhnt, ein spezifischer Rezeptor auf der thrombozytidren
Oberfliche. Die Rezeptorendichte ist abhingig von der Thrombozytenaktivierung. Die

Rezeptorendichte nimmt mit einer erhohten Aktivitét ab.

3.4.4.2 Markierung des GPllIb-llla Komplexes

Der GIIblIla Komplex gehort zu den Adhidsionsrezeptoren (Integrine) und besteht aus einer o-
IIb-Kette (= GPIIb) und einer B3 - Integrin Kette. Dieser Rezeptorkomplex ist wie schon
erwihnt nur auf der thrombozytiren Oberfliche und auf Megakaryozyten zu finden. Er ist
quantitativ der hdufigste Rezeptor. Zum Nachweis der Oberflichenexpression der f3-Kette
verwendeten wir den Antikorper anti-CD41. Die Oberflichenexpression der allb - Kette
wurde dagegen mit dem Antikorper anti-CD61 nachgewiesen. Zur Einschidtzung des

Aktivititszustandes des Rezeptors wurde in dieser Studie der Antikdorper PAC-1 eingesetzt,

36



Patienten und Methodik

welcher nur an den aktivierten hochaffinen Fibrinogenrezeptor bindet. Der Antikérper erkennt
dabei die RGD - Erkennungssequenz (= Fibrinogenbindungsstelle), die nach der
Konformationsénderung bei Aktivierung entsteht. Eine Bindung ist nur dann méglich, wenn
die Bindungsstelle nicht bereits von Fibrinogen besetzt wurde. Innerhalb von Thrombozyten
befindet sich ein Rezeptorenpool u.a. in den o- Granula (siehe unten). So fiihrt eine
Thrombozytenaktivierung zu einer Degranulation der o- Granula und in Folge dieser
Degranulation kommt es zu einer vermehrten Expression des GPIIb-Illa
Rezeptorenkomplexes. Neben zahlreichen weiteren adhidsiven Proteinen bindet wie bereits
erwihnt auch Fibrinogen an den GPIIb-IIla Rezeptorenkomplex. Dies fiihrt schlieBlich zu

einer Thrombozytenvernetzung und schlieBlich zu einer Thrombozytenaggregation.

3.4.5 Degranulationsmarker

Grundsitzlich finden sich in den Thrombozyten 3 Granulatypen (s.0.). Es handelt sich dabei
um die o — Granula, den Lysosomen und den so genannten dichten Granula mit jeweils den
oben beschriebenen Inhaltsstoffen. Nach der Thrombozytenaktivierung gelangen die Granula
an die Thrombozytenoberfliche und setzen ihre jeweils spezifischen Inhaltsstoffe durch
Exocytose frei. Diesen Vorgang wird als Degranulation bezeichnet und kann durch
spezifische Marker jeweils nachgewiesen werden. Dieser Nachweis ermoglicht Aussagen zur
Thrombozytenaktivierung: Eine erhohte Bindung ist ein Hinweis fiir eine
Thrombozytenaktivierung. In dieser Arbeit wurden die o— Granula und Lysosomen ndher

untersucht.

3.4.5.1 a-Granula

Mit einem Gesamtanteil von 15% des Plittchenvolumens kommen o — Granula innerhalb von
Thrombozyten vor. Sie speichern u.a. Fibrinogen, Thrombospondin, GP IIb-Illa, sowie P-
Selektin. Beteiligt sind o — Granula aus diesem Grund an der Thrombozytenaggregation und
Zellinteraktion zwischen Thrombozyten und anderen Zellen, sowie der Gerinnung,
Fibrinolyse sowie Entziindungs- und Immunreaktionen [105]. Als Degranulationsmarker fiir o
- Granula wurde anti- CD62P eingesetzt. Dieser Antikorper ist in der Lage P-Selektin an der
thrombozytdaren Oberfldche nachzuweisen. P-Selektin ist grundsitzlich auch auf ruhenden
Thrombozyten zu finden, aber in einer geringeren Anzahl (<1.000). Nach Stimulation der
Thrombozyten kommt es zur Exocytose der a- Granula und zur Abgabe ihres Inhaltes in die
Extrazellularriume mit der Folge, dass vermehrt P-Selektin- Proteine (bis 10.000) auf der

Thrombozytenoberfliche zu finden sind [70].
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3.4.5.2 Lysosomen

Lysosomen gehoren ebenfalls zu den thrombozytiren, intrazelluldren Zellorganellen. Sie
speichern u.a. Hydrolasen (s.o0.). Nach Aktivierung des Thrombozyten kommt es zu einer
Expression von intralysosomalen Membranproteinen auf der Thrombozytenoberfliche. Der
benodtigte Stimulus hierzu muss stdrker sein als zur Stimulation der anderen Granulatypen.
Drei der intralysosomalen Membranproteine sind detaillierter untersucht: LIMP-CD63, Lamp-
1 und Lamp-2 [106]. GP 53 ist ein Membranglykoprotein, welches sich in ruhenden Zellen
nahezu ausschlieBlich in den Lysosomen befindet. Nach Thrombozytenaktivierung gelangt es
durch die Exocytose auf die Oberfliche von Thrombozyten. Ein Nachweis dieses
Glykoproteins ist somit ebenfalls ein Nachweis vermehrter Thrombozytenaktiverung. Mit
Hilfe des Antikorpers anti-CD63 ist der Nachweis von GP53 auf der Thrombozytenoberflidche
moglich. Der Antikorper ist damit zum Nachweis einer Thrombozytenaktivierung verwendbar

[107].

3.4.6 CD154 - Induktion von Inflammation

Des Weiteren erfolgte der Nachweis des Rezeptor CD154 (CD40L), einem Protein der TNF —
Familie. Passende Liganden des Rezeptors sind u.a. auf Endothelzellen und Makrophagen
nachzuweisen. Kommt es zu einer Bindung zwischen CD154 und Endothelzellen, werden IL-
8 und MCP-1 ausgeschiittet. Dies verursacht eine Chemotaxis von Leukozyten und
Neutrophilen. AuBerdem erfolgt ebenfalls eine Exprimierung von Adhisionsmolekiilen. Uber
diesen Signalweg konnen Thrombozyten inflammatorisch auf die GefidBwand wirken. Zum

Nachweis dieses Rezeptors wurde in dieser Studie der Antikorper anti-CD40L verwendet.

3.4.7 Verwendete monoklonale Antikorper

Im Folgenden sind noch einmal die verwendeten Antikorper, das Fluochrom und der jeweilige

Hersteller aufgefiihrt.

Antikorper  Fluochrom Hersteller

CD42b PE! Immunotech, Marseille, Frankreich
IgG FITC? Immunotech, Marseille, Frankreich
CD41 FITC Immunotech, Marseille, Frankreich
CD62P FITC Immunotech, Marseille, Frankreich
CD63 FITC Immunotech, Marseille, Frankreich
CD61 FITC Immunotech, Marseille, Frankreich
CD40L FITC Immunotech, Marseille, Frankreich
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PAC1 FITC Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland

"Phycoerytrin, 2Fluoscein-Isothiocyanat
Tabelle S — Liste der verwendeten Antikorper, das Fluochrom und der Hersteller.

3.4.8 Probenverarbeitung und Durchfihrung

Jede gewonnene Probe wurde mit den erwéhnten, insgesamt sieben Antikorpern nach

folgendem Schema gefirbt:

Ansatz  Erster Antikorper Zweiter Antikorper Eigenschaft /Oberflachenantigen

des Zweiten Antikorpers

1 anti — CD42b 5ul IgG keine Spezifitit

2 anti — CD42b 5 ul Cbh41 allb-Kette (GPIIb-IIIa)

3 anti — CD42b 5 ul CD62P P-Selektin

4 anti — CD42b 5 ul CD63 GP53 (lysosomales
Membranprotein)

5 anti — CD42b S ul PAC-1 Bindung an aktivierten GPIIb-
[ITa Rezeptor

6 anti — CD42b 5ul CD61 B3-Kette (GPIIb-II1a)

7 anti — CD42b 1 ul CD40L+4 pl PBS’ CD40L (TNF-Familien Protein)

"'PBS (Phosphate buffered saline, Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Tabelle 6 — Schema zur Firbung der jeweiligen Probe.

Zunidchst wurden FACS - Rohrchen (Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) dem
Ansatz entsprechend beschriftet und mit 5 ul CD42b-PE  mittels Eppendorfpipette
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) befiillt. AnschlieBend wurde dann nach dem folgendem
Schema die Ansitze um die entsprechenden Antikorper ergénzt. In jeder Ansatzserie war stets
eine isotypische Negativkontrolle mit FITC — markierten unspezifischen Maus-IgGl-
Antikorper wie im Schema angegeben vorhanden. Zu allen Ansdtzen wurden nun 40 ul
Vollblut (Cyfix II stabilisiert s.0.) gegeben. Bei Raumluft und unter Lichtausschluss erfolgte
eine Inkubation fiir 30 Minuten. Die Antikdrperbindung wurde danach durch Zugabe von 500
ul einer 0,2% - igen Para-Formaldehyd-Losung (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) gestoppt.

Die Probe ist nun fiir zwei Tage bei Kiihlung konserviert.

3.4.9 Messung

In dieser Arbeit wurde zur durchflusszytometrischen Messung ein ,,FACScan* — Argonlaser -

Durchflusszytometer (488 nm fluoreszenzanregende Wellenldnge) der Fa. Becton Dickinson
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(Heidelberg, Deutschland) verwendet. Vor Beginn der eigentlichen Messung fand zunéchst
eine Eichung des Gerits mit Standard — Fluoreszenz - Mikrobead (CaliBRITE®, Fa. Becton-
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) statt. Die Datenauswertung erfolgte mit der Software
»FACScan* (Fa. Becton - Dieckenson, Heidelberg, Deutschland). Die Messungen wurden
grundsitzlich mit niedrigster Flussrate durchgefiihrt, denn bei hohen Flussraten besteht die
Moglichkeit, dass sich Erythrozyten zur selben Zeit wie Thrombozyten am Analysepunkt
befinden [108]. Dies wiirde zur Verfilschung der Messwerte fiihren. Bei jeder Messung

erfolgte die Ziahlung von 5.000 Zellen, bei einer Rate von 100-200 Ereignissen pro Sekunde.

3.4.10 Darstellung der Messung

In durchflusszytometrischen Untersuchung ist das Ausmall der Vorwirtsstreuung (FSC)
proportional zur Zellgrofle; die Seitwértsstreuung (SSC) bestimmt die Zellgranularitt.
Aufgrund der Bestimmung dieser Eigenschaften ist eine Identifikation von Thrombozyten
einer Vollblutprobe moglich. In der Zweiparameter-Darstellung (Dot-Plot) kann dies

dargestellt werden.

-= Data. 009

1EI|:I 1I:I1 107 1I:I3 10

Abbildung 8 - Zweiparameter Darstellung (Dot — Plot) von Thrombozyten einer
Vollblutprobe.

In dieser Studie sollen ausschlieBlich Aussagen iiber Eigenschaften von Thrombozyten
gemacht werden. Aus diesem Grund muss die Thrombozytenpopulation vor der eigentlichen

durchflusszytometrischen Messung ausgewdhlt werden. Dazu wird die Thrombozyten —
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Population mit einem Rahmen umgrenzt, was dann als Gating bezeichnet wird.
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Abbildung 9 - Die obere Population reprisentiert Thrombozyten (CD 42b — PE positiv,
eindeutig selektierte Thrombozyten), dagegen reprisentiert die untere Population
Erythrozyten, Leukozyten und assoziierte Thrombozyten.

Nachfolgend wurde dann zur eigentlichen Thrombozyten — Analyse 5000 gefirbte
Thrombozyten herangezogen und zwar exakt aus dem oben beschriebenen, umrahmten
Bereich. So konnten von diesen hiernach die Eigenschaften beziiglich anderer Fluoreszenzen
bestimmt werden. Nach diesem Muster wurden dann die verschiedenen Ansitze mit den
jeweiligen verwendeten Antikorper (isotypische Negativkontrolle mit Maus — IgG -

Antikorper, CD41, CD61, PACI1, CD62p, CD63, CD40L) nacheinander analysiert.

3.4.11 Auswertung

Zur Auswertung wurden nach der erwahnten Thrombozytenanalyse in einem Dot — Plot zwei
Fluoreszenzen gegeneinander aufgetragen. Diese Darstellung ermoglicht nun die
Untersuchung in Bezug auf die thrombozytiren Membranglykoproteine einer stattgefundenen

Degranulation.
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Diata. 009

Abbildung 10 — Histogramm - Darstellung zur Untersuchung von Membranglykoproteinen
auf der Thrombozytenoberfliche bzw. Degranulation. Hier die Darstellung der CD41
Expression gegen CD42b.

Die quantitative Darstellung der gemessenen FITC — Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines
Histogramms (Einparameter —  Darstellung) vorgenommen. Hierbei wird die
Fluoreszenzstirke (X — Achse) gegen die Ereignishdufigkeit (Y — Achse) aufgetragen. Die

Intensitit der Ereignisse stellt sich d@hnlich einer Gauf3’schen Verteilungskurve dar.
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Abbildung 11 - Einparameter — Darstellung zur quantitativen Auswertung —
Fluoreszenzstarke als logarithmische Darstellung auf der X - Achse gegen die

Ereignishiufigkeit auf der Y — Achse.

Die ,FACScan“ - Softwareprogramm errechnet nun den Mittelwert der gemessenen

Fluoreszenz (= MIF = mean intensity of fluorescence), sowie die den Prozentsatz
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antikorperpositiver Thrombozyten (% positive Thrombozyten). Bei Antigenen, die auch auf
ruhenden Thrombozyten vorkommen wie CD42b, CD41, CD61, verwendeten wir die relative
mittlere Immunfluoreszenz (MIF = mean intensity of fluorescence) zur quantitativen
Beschreibung der Antikorperbindung. Die Glykoproteine CD 62P, PAC1, CD63, CD40L
werden ausschlieBlich auf aktivierten Thrombozytenoberflichen exponiert. Fiir diese
Antikorper diente uns der Prozentsatz Antikorper positiver Thrombozyten als Mal} der

Antigen — Oberfldchenexpression (Abbildung 12).

Histogram Statistics

File: Data.005 Log Data Units: Linear Values
Sample 1D INEGEG—_—_—————_— Patient ID:

Patient Name: Case Number:

Acquisition Date: 20-Oct-5 Gate: G2

Gated Events: 4928 Total Events: 5000

X Parameter: FL1-H PAC1 (Log)

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Median Peak Ch
All 1, 9910 4928 100.00 98.56 4.75 3.65 1
M1 1, 17 4898 99.39 97.96 3.97 3.65 1
M2 19, 9910 29 0.59 0.58 136.09 80.58 378

Abbildung 12 - Tabellarische Darstellung als Beispiel die Darstellung der PAC 1 — positiven
Thrombozytenpopulation (% Total)

3.5 Bestimmung der Fettsauren

Die Bestimmung der einzelnen Fettsduren erfolgte nach der Methode von Morrison und Smith
(1964), modifiziert nach Eder et al. (1991). Sie erfolgte im Serum und im Lipidextrakt der
Erythrozytenmembran. Der Lipidextrakt wurde in einen Schiittelinkubator nach der Methode
von Hara und Radin (1978), modifiziert nach Eder und Kirchgasser (1993), bearbeitet. Die
letztendliche Analyse fand schlieflich im Institut fiir Erndhrungswissenschaften der
landwirtschaftlichen Fakultdt der Martin — Luther — Universitiat Halle — Wittenberg statt. Sie
wurde uns freundlicherweise vom Interdisziplindren Stoffwechsel - Zentrum der
Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hepatologie und Gastroenterologie der Charité —

Universitdtsmedizin Campus Virchow — Klinikum zu Verfiigung gestellt.

3.6 Statistik

Der Kolmogorov - Smirnov Test ergab, dass die Ergebnisse der durchflusszytometrischen
Untersuchung keiner Gauf3’schen Normalverteilung entsprach. Aus diesem Grund wurden
nicht - parametrische Testverfahren angewandt. Unter Beriicksichtigung einer zweiseitigen
Fragestellung wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit (p) mit einem Signifikanzniveau von p<

0,05 angenommen, wobei ein Signifikanzniveau von p< 0,01 als hochsignifikant gewertet
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wurde. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte unter Nutzung des Statistikprogramms

SPSS 10.0 Windows. Im Einzelnen wurden folgende statistische Berechnungen durchgefiihrt:

1. Bestimmung der klinischen Daten in Mittelwerten, Standardabweichungen,

Standardfehler des Mittelwertes, absolute und relative Haufigkeiten.

2. Im statistischen Vergleich der Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung

wurde die 25igste Perzentile, der Median und die 75igste Perzentile verwendet.

3. Durchfiihrung des Mann - Whitney - U Tests fiir unverbundene Stichproben zur
Feststellung von Unterschieden zwischen Patienten- und Kontrollgruppe, sowie im
Vergleich zwischen der nicht - substituierter Patientengruppe und substituierter

Gruppe.

4. Bindre Korrelationsberechnung nach Pearson zur Priifung der Zusammenhinge der

Aktivitdat der Thrombozyten mit verschiedenen Einflussfaktoren.
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4 Ergebnisse

4.2 Vergleich der Patientengruppe mit der
Kontrollgruppe

4.2.1 Demographische Charakteristika

Bei Betrachtung der Ergebnisse soll zunichst auf die demographischen Daten eingegangen
werden. Im Rahmen dieser Studie wurde 43 Patienten mit manifester PKU untersucht,
darunter waren 21 (48.8 %) weibliche und 22 (51.2 %) minnliche Patienten. In der
Kontrollgruppe waren 58 Personen eingeschlossen, 39 (67.2 %) weiblichen und 19 (32.76 %)
minnlichen Geschlechts. Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug 28.07 = 0.96 Jahre
im Vergleich zum Durchschnittsalter der Kontrollgruppe mit 26.22 =+ 0.5 Jahren. In der
Patientengruppe war der Raucheranteil mit 8 (18.6 %) im Vergleich zum Raucheranteil in der
Kontrollgruppe mit 14 (24.14 %) niedriger. Der durchschnittliche mittlere Blutdruck lag bei
97.32 =+ 1.74 mmHg in der Patientengruppe, in der Kontrollgruppe lag dieser bei 94.55 + 1.20
mmHg.

Der BMI betrug innerhalb der PKU — Patientengruppe durchschnittlich 24.30 £ 0.69 kg/m? im
Vergleich zur Kontrollgruppe, in der dieser bei 21.96 + 0.31 kg/m? lag. Es zeigt sich ein
signifikanter Unterschied mit einem Signifikanzniveau von p= 0.009 in diesem Vergleich. Die

folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die demographischen Daten der untersuchten

Gruppen.

PKU Kontrollgruppe p

(n=43) (n=58) value®
Frauen, n (%) 21 (48.8) 39 (67.2) 0.064
Alter (yr) ', + SEM? 28.07 (£ 0.96) 26.22 (£ 0.5) 0.434
Raucher, n (%) 8 (18.6) 14 (24.14) 0.546
mittlerer Blutdruck (mmHg), £ SEM | 97.32 (£ 1.74) 94.55 (£ 1.20) 0.189
BMI (kg/m?), £ SEM 24.30 (£ 0.69) 21,96 (£ 0,31) 0.009

'Mittelwert 2+ Standardfehler des Mittelwertes; 3 p < 0.05

Tabelle 7 — Demographische Daten der Populationen.
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4.2.2 Labordaten

Des Weiteren wurden die Labordaten der beiden Gruppen miteinander verglichen. Eine

Ubersicht hierzu gibt die folgenden Tabelle:

PKU Kontrollgruppe p
(n=43) (n=58) value3
Thrombozyten (nl) + SEM 255.125" (£ 10.20)*> 239.464 (+6.68)  0.167
Leukozyten (nl) + SEM 6.808 (£ 0.34) 5.925 (£0.23) 0.031
Kreatinin (mg/dl) + SEM 0.77 (£ 0.04) n.b. J.
Gesamt — Cholesterin (mg/dl) = SEM | 160 (+ 4.8) 168 (+ 4.26) 0.167
e HDL (mg/dl) + SEM 51.75 (£2.43) 63.11 (+2.23) 0.003
e LDL (mg/dl) + SEM 84.25 (£ 4.23) 89.96 (£ 3.79) 0.374
Triglyceride (mg/dl) = SEM 108.68 (+ 8.9) 88.21 (+5.34)  0.017

'Mittelwert 2+ Standardfehler des Mittelwertes; 3 p <0.05

Tabelle 8 - Labordaten der Populationen.

Die durchschnittliche Thrombozyten — Zahl war in beiden Gruppen nicht unterschiedlich und
lag in der PKU — Gruppe bei 255.125 £ 10.20 /nl und in der Kontrollgruppe bei 239.464 +
6.68 /nl. Hinsichtlich der Leukozytenzahl zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p=0.031).
Dieser lag mit 6.808 * 0.34/nl hoher in der Patientenkohorte im Vergleich zur
Kontrollgruppe, in der die durchschnittliche Leukozytenzahl 5.925 + 0.23 /nl betrug. Das
durchschnittliche Gesamtcholesterin war vergleichbar und betridgt in der PKU — Gruppe 160 *
4.8 mg/dl, in der Kontrollgruppe 168 £ 4.26 mg/dl. Das durchschnittliche HDL — Cholesterin
war jedoch in der Patientengruppe mit einem Wert von 51.75 * 2.43 mg/dl signifikant
niedriger als in der Kontrollgruppe (63.11 £ 2.23 mg/dl) mit einem Signifikanzniveau von
0.003. Das durchschnittliche LDL — Cholesterin lag bei 84.25 * 4.23 mg/dl innerhalb der
Patientengruppe und bei 89.96 + 3.79 mg/dl in der Kontrollgruppe.

Der durchschnittliche Triglycerid - Wert lag mit 108.68 + 8.9 mg/dl hoher im Vergleich zum
Kontrollkollektiv, wo der durchschnittliche Wert bei 88.21 + 5.34 mg/dl (p=0,017) lag.
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4.2.3 Messergebnisse der Carotis B-Mode Sonographie

Mittels der Carotis B-Mode Sonographie wurden die Intima — Media Dicke (IMT), der B -
Stiffness Index (Stiffness) und der Pulsalititsindex (PI) der Art. Carotis Communis (ACC)
zwischen den Gruppen verglichen. Betrachtet werden soll hierbei der durchschnittliche
Gesamtmittelwert. IMT, Stiffness und PI wurden jeweils in der linken und rechten ACC
gemessen. Hieraus wurde ein Mittelwert gebildet. Die durchschnittliche Intima media Dicke
unterschied sich nicht zwischen den Gruppen. Der durchschnittliche Wert lag bei 0.44 £+ 0.01
mm in beiden Gruppen. Der durchschnittliche gemessene § — Stiffness — Index lag in der PKU
Gruppe bei 4.44 + 0.37, in der Kontrollkohorte lag dieser Wert bei 4,40 = 0.31. Im Vergleich
unterschieden sich die bestimmten Pulsalititsindizes zwischen der Kontrollgruppe und der
PKU - Gruppe nicht signifikant. Der durchschnittliche Wert lag hierbei in der
Patientenkohorte bei 1.92 + 0.1. In der Kontrollgruppe lag der Vergleichswert bei 2.20 £ 0,06.

B - Stiffness Index (Stiffness)

n.s.
[ ]

5 4.44 +0.37 4,40 +£0.31

4 -*
- ]
I
z 3 ]
p—
Q]
R=E
=2

17 p=0.7

0- |

PKU Kontrollgruppe

Abbildung 13: Balkendiagramm - Der durchschnittliche gemessene B — Stiffness — Index lag
in der PKU Gruppe bei 4.44 + 0.37, in der Kontrollkohorte lag dieser Wert bei 4,40 = 0.31.
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Abbildung 14:Balkendiagramm - Der durchschnittliche IMT - Wert lag bei 0.44 £ 0.01 mm
in beiden Gruppen.
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Abbildung 15: Balkendiagramm - Der durchschnittliche Wert (Mittelwert) lag hierbei in der
Patientenkohorte bei 1.92 £ 0.1. In der Kontrollgruppe lag der Vergleichswert bei 2.20 £ 0,06.
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Zur Ubersicht die folgende Tabelle:

PKU Kontrolle P
(n=43) (n=58) value?
IMT
e Links (mm), SEM 0.43' (£0.02)2  0.43 (£0.01) 0.53
e Rechts (mm), SEM 0.46 (+0.01)  0.46 (+0.01) 0.87
e Mittelwert (mm), SEM 0.44 (£0.01)  0.44 (£0.01) 0.88
Stiffness
e Links, SEM 332(£0.52)  4.52(+0.62) 0.5
e Rechts, SEM 527 (£0.80)  4.67 (£0.54) 0.46
e Mittelwert, SEM 444 (£037) 440 (£0.31) 0.7
PI ACC
e Links, SEM 1.89 (£0.1) 2.00 (£ 0.06) 0.54
e Rechts, SEM 1.95(*0.12)  2.20(x0.07) 0.06
e Mittelwert (links/rechts), SEM | 1.92 (+0.1) 2.20 (£ 0.06) 0.23

'Mittelwert 2+ Standardfehler des Mittelwertes; 3 p < 0.05

Tabelle 9 — Messergebnisse der Carotis B — Mode Sonographie.
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4.2.4 Durchflusszytometrische Untersuchung

4.2.4.1 GPlibllla - Komplex

Zunichst einmal sollen die durchflusszytometrischen Ergebnisse hinsichtlich des GPIIblIla —
Komplexes (CD41, CD61, PAC1) betrachtet werden. Es ergab sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Expression von CD41 zwischen der Patienten- und der
Kontrollkohorte (Angabe in mittlere Intensitit der Immunfluoreszenz; Median, [25igste und
75igste Perzentile]): 649.88 (583.60; 715.98) vs. 647.01 (577.89; 703.69), [p=0.53]. Die
gleiche Aussage gilt hinsichtlich des CD61 (Angabe in mittlere Intensitit der
Immunfluoreszenz; Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 394.65 (284.67; 440.90) vs.
378.69 (238.17; 414.16), [p=0.26]. Um Aussagen iiber die Aktivitit des GPIIbllla —
Komplexes machen zu konnen wurde der Antikorper PACI1 eingesetzt. Es ergab sich keine
signifikante Erhohung hinsichtlich dieses Antikorpers im Vergleich der PKU mit der
Kontrollgruppe (PAC1% positiver Thrombozyten, Median, [25igste und 75igste Perzentile]):
0.46 (0.32; 0.68) vs. 0.55 (0.42; 0.71), [p=0,29].

CD 41
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mittlere Immunfluoreszenz

PKU Kontrollgruppe

Abbildung 16: Darstellung als Histobar - Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Expression von CD41 zwischen der Patienten- und der Kontrollkohorte

(Angabe in mittlere Intensitit der Immunfluoreszenz; Median, [25igste und 75igste
Perzentile]): 649.88 (583.60; 715.98) vs. 647.01 (577.89; 703.69) [p=0.53].
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CD 61
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Abbildung 17: Darstellung als Histobar - CD61 (Angabe in mittlere Intensitdt der
Immunfluoreszenz; Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 394.65 (284.67; 440.90) vs.
378.69 (238.17; 414.16), [p=0.26] ohne signifikanten Unterschied.

2,,

PAC 1

n.s.

% positive Thrombozyten

p=0,29

PKU Kontrollgruppe
Abbildung 18: Darstellung als Histobar - PAC1% positiver Thrombozyten, Median, [25igste

und 75igste Perzentile]): 0.46 (0.32; 0.68) vs. 0.55 (0.42; 0.71), [p=0,29] — kein signifikanter
Unterschied.

51



Ergebnisse

4.2.4.2 Degranulationsmarker

Nachfolgend sollen die durchflusszytometrischen Ergebnisse der Degranulationsmarker (CD
62P, CD 63) betrachtet werden. Die Expression von P-Selektin unterscheidet sich nicht
zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe (CD 62P% positiver Thrombozyten, Median,
[25igste und 75igste Perzentile]): 2.00 (1.60; 2.70) vs. 2.09 (1.57; 2.83), [p=0.86]. Auch gibt
es keinen signifikanten Unterschied bei der Expression von CD63 (Lysosomen) zwischen den
erwihnten Gruppierungen (Angabe in mittlere Intensitit der Immunfluoreszenz; Median,

[25igste und 75igste Perzentile]): 12.47 (11.03; 14.84) vs. 13.23 (11.61; 15.25), [p=0,3].
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@)
= 4 - l |
=~
ge
g 2 | p=0,86
8]
IS8 1 -
0 - | |
PKU Kontrollgruppe

Abbildung 19: Darstellung als Histobar - Die Expression von P-Selektin unterscheidet sich
nicht zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe (CD 62P% positiver Thrombozyten,
Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 2.00 (1.60; 2.70) vs. 2.09 (1.57; 2.83), [p=0.86].
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Abbildung 20: Darstellung als Histobar - Expression von CD63 (Lysosomen) zwischen den
erwihnten Gruppierungen (Angabe als mittlere Immunfluoreszenz; Median, [25igste und
75igste Perzentile]): 12.47 (11.03; 14.84) vs. 13.23 (11.61; 15.25), [p=0,3] ohne signifikanten
Unterschied.
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4.2.4.3 CD154 (CD40L)

Bei der Expression von CD 40L war kein signifikanter Unterschied PKU- und
Kontrollkohorte zu beobachten (CD 40L% positiver Thrombozyten, Median, [25igste und
75igste Perzentile]): 16.31 (13.10; 18.70) vs. 16.49 (13.52; 19.30), [p=0,62].
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Abbildung 21: Darstellung als Histobar - Kein signifikanter Unterschied zwischen PKU- und
Kontrollkohorte zu beobachten (Angabe als mittlere Immunfluoreszenz, Median, [25igste und
75igste Perzentile]): 16.31 (13.10; 18.70) vs. 16.49 (13.52; 19.30), [p=0,62].

Zur Zusammenfassung der einzelnen durchflusszytometrischen Ergebnissen der jeweiligen

Antikorper soll die folgende Ubersicht dienen:
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PKU
(n=43)

Kontrollgruppe
(n=58)

value?

CD 42b mean

CD 41 mean

CD 62p %

CD 62p mean

PAC 1 %
PAC 1 mean

CD 63 mean

CD 63 %

CD 61

CD 40 L mean
CD40L %

997.33" (664.80; 1202.20)? + 52.67

649.88 (583.60; 715.98) + 19.04

2.00 (1.60; 2.70) = 0.21
8.1(7.14; 10.02) £ 0,42

0.46 (0.32; 0.68) = 0.21
3.83(3.15;4.41) £0.22

12.47 (11.03; 14.84) £ 0.83

7.16 (6.22; 9.10) £ 0.66

394.65 (284.67; 440.90) + 18.53

16.31 (13.10; 18.70) = 16.31

9.10 (5.96; 11.50) £ 0,59

1104.99 (950; 1229)

647.01 (577.89; 703.69) + 36

2.09 (1.57;2.83) £ 0,25
8.57(7.25;11.47) £ 0,58

0.55(0.42; 0.71) = 0,07
4.02 (3.60; 4.39) £ 0,15

13.23 (11.61; 15.25) £ 0,91

6.46 (5.08; 9.05) £ 0,48

378.69 (238.17; 414.16) +13,34

16.49 (13.52; 19.30) + 3,34

7.22 (5.34; 10.05) £ 0,59

0.06

0.53

0.86

0.21

0.29
0.1

0.3

0.17

0.26

0.62
0.1

"Median; 225igste und 75igste Perzentile; 3Standardfehler des Mittelwertes; 4p <0.05

Tabelle 10 — Messergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung.

Es liegen damit keine signifikanten Unterschiede in der Aktivitit der Thrombozyten zwischen

den einzelnen Gruppierungen vor.
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4.2.5 Fettsaureprofile

4.2.5.1 Plasmafettsaureprofile

Bei der Betrachtung der Ergebnisse des Fettsdureprofils soll zunidchst das im Serum
bestimmte Profil angesehen werden. Die durchschnittliche ®-6 Fettsdaure Menge lag innerhalb
der PKU-Gruppe bei 32.37 (£0.59) amount % und bei der Kontrollgruppe bei 32.53 (£0.58)
amount %. Der durchschnittliche ®-3 Fettsdure Wert betrug 4.09 (£0.13) amount % fiir die
PKU Gruppe, in der Kontrollgruppe 4.3 (£0.12) amount %. Der Gehalt an ®-6 und -3
Fettssduren im Serum der beiden Gruppierungen unterschied sich nicht signifikant: p= 0.73
(0-6) und p= 0.40 (®-3). Das Verhiltnis ®-3 zu ®-6 Fettsduren lag in der PKU — Gruppe bei
1:8.41 (£0.44) und in der Kontrollgruppe bei 1:8.02 (£0.36) und unterschied sich damit
ebenfalls nicht signifikant (p= 0.63). Im Vergleich des Gehaltes an gesittigten Fettsiduren viel
jedoch ein hochsignifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen auf: 32.71 (+0.34)
vs. 3449 (20.34) amount %, p= 0.001. Ebenfalls signifikant war der Unterschied im
Vergleich der Gruppierungen hinsichtlich des bestimmten Wertes fiir einfach ungesittigte
Fettsduren (= EUF): 27.06 (£ 0.62) vs. 25.19 (£0.4) amount %, p= 0.02. Im Gehalt an
mehrfach — ungesittigten Fettsduren (= MUF) unterschieden sich die Seren der Kohorten
nicht signifikant. Hier lag der durchschnittlich bestimmte Wert der PKU — Gruppe bei 1,22
(£0,14) amount % und in der Kontrollgruppe bei 1,02 (£0,09) amount %. Nachfolgend das

Fettsaureprofil (im Serum) der untersuchten Gruppen in der Ubersicht:

PKU Kontrolle p

(n=43) (n=58) value®
®-6', amount % 32,37 (+0,59)? 32,53 (+0,58) 0,73
®-3, amount % 4,09 (+0,13) 4,3 (+0,12) 0,40
Verhiltnis ®-3 /o-6, amount % |1:8,41 (+0,44) 1:8,02 (£0,36) 0,63
gesittigte Fettsdure, amount % | 32,71 (£0,34) 34,49 (£0,34) 0,001
EUF — Serum, amount % 27,06 (x0,62) 25,19 (x0,4) 0,02
MUF - Serum, amount % 1,22 (£0,14) 1,02 (£0,09) 0,54

'Mittelwerte 2+ Standardfehler des Mittelwertes; 'p < 0.05

Tabelle 11 - Ergebnisse der Bestimmung der Fettsdure im Serum.
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4.2.5.2 Fettsaureprofile der Erythrozytenmembran

Des Weiteren wurden die Fettsdureprofile in der Erythrozytenmembran bestimmt. Der ® - 6
Fettsdure Gehalt lag hier bei 26.39 (£1.29) amount % in der Patienten- und bei 26.61 (£1.08)
amount % in der Kontrollkohorte und unterschied sich damit nicht signifikant (p= 0.94). Der
durchschnittliche ®-3 Wert betrug fiir die PKU — Gruppe 8.22 (+0.24) und fiir die
Kontrollgruppierung 8.41 (£ 0.22) amount %. Diese Werte unterschieden sich nicht
signifikant (p= 0.52). Im Verhiltnis ®-3 zu ®-6 Fettsduren ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Kohorten: 1:3.30 (£0.19) vs. 1:3.26 (+0,17); [p= 0,54]. Der
durchschnittlich gemessene Wert der gesittigten Fettsduren lag in der Patientengruppierung
bei 39.54 (£1.15) amount %, sowie in der Kontrollgruppe bei 39.30 (£0.92) amount %. Sie
unterschied sich nicht signifikant (p=0.98). Der durchschnittliche Wert fiir die bestimmten
EUF in der Erythrozytenmembran betrug fiir den Patientenzweig 16.02 (+0.56) amount %
und fiir den Kontrollzweig 15.96 (£0.45) amount %. Ebenfalls kein signifikanter Unterschied
(p= 0.98). Gleiches gilt im Vergleich fiir die durchschnittlich gemessene Menge an MUF (p=
0.83): 4.16 (x0,17) vs. 4.08 (£0,14) amount %.

Zur Ubersicht die Fettsiureprofile bestimmt in der Erythrozytenmembran:

PKU Kontrolle p

(n=43) (n=58) value’
o-6', amount % 26,39 (1,292 26,61 (x1,08) 0,94
-3, amount % 8,22 (x0,24) 8,41 (x0,22) 0,52

Verhiltnis ®-3 /- 6, amount % | 1:3,30 (£0,19) 1:3,26 (+0,17) 0,54
gesittigte Fettsdure, amount % | 39,45 (¢1,15) 39,30 (20,92) 0,98
EUF - Erymembran, amount % | 16,02 (£0,56) 15,96 (£0,45) 0,98
MUF - Erymembran, amount % | 4,16 (x0,17) 4,08 (x0,14) 0,83

'Mittelwerte 2+ Standardfehler des Mittelwertes; ° p <0.05

Tabelle 12 - Ergebnisse der Bestimmung der Fettsaure aus der Erythrozytenmembran.

Die Tabelle zeigt keine signifikanten Unterschied im Fettsdureprofil der untersuchten

Einheiten.
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4.3 Vergleich der FS Substituierten mit der nicht mit FS
substituierten Patientengruppe

4.3.1 Demographische Charakteristika

Bei der folgenden Gegeniiberstellung der demographischen Charakteristika zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede der beiden Kohorten.

Substituiert Nicht - p
(n=18) Substituiert value3
(n=25)
Frauen, n (%) 8 (44) 13 (52) 0,63
Alter (yr)' + SEM2 28,17(x1,45) 28 (x1,31) 0,89
Raucheranteil n (%) 17,6 (£0,1) 20 (£ 0,08) 0,85

mittlerer Blutdruck mmHg + SEM
BMI £ SEM

96,33 (+x2,84) 97,96 (£ 2,25) 0,52
24,06 (£ 0,95) 24,47 (£0,98) 0,81

'Mittelwerte 2+ Standardfehler des Mittelwertes; 3 p <0.05

Tabelle 13 — Demographische Charakteristika (Substitution vs. Nicht — Substituiert).

4.3.2 Labordaten

Im Vergleich der Laborparameter zeigte sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der

Tyrosin - Konzentration zwischen der Substitutionsgruppe und der nicht substituierten

Gruppe (p= 0.04): 1.19 (£0.16) vs. 0.75 (£0.07). Die weiteren Daten unterschieden sich nicht

signifikant voneinander. Nachfolgend eine Ubersicht der einzelnen Parameter:

Substituiert Nicht - p
(n=18) Substitutiert value’
(n=25)
Thrombozyten (nl) £ SEM 237.471' (£12,92)2  268.173 (+ 14,6) 0,09
Leukozyten (nl) + SEM 6.891 (£ 0,42) 6.746 (£ 0,52) 0,56
Kreatinin (mg/dl) + SEM 0,82 (£ 0,03) 0,73 (£ 0,07) 0,82
Gesamt — Cholesterin (mg/dl) £ SEM | 161,47 (£ 0,82) 158,91 (£5.,9) 0,94
e HDL (mg/dl) + SEM 53,82 (+3,19) 50,22 (+ 3,54) 0,35
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e [DL (mg/dl) £ SEM
Triglyceride (mg/dl) = SEM
Phenylalanin (mg/dl) SEM
Tyrosin (mg/dl) SEM

83,23 (+5,67)
112,71 (+ 14,45)
16,71 (£ 1,21)
1,19 (+0,16)

85 (£ 6,15) 0,64
105,7 (£ 11,43) 0,83
16,37 (+1,41) 0,82
0,75 (£0,07) 0,04

'Mittelwerte 2+ Standardfehler des Mittelwertes; 3 p < 0.05

Tabelle 14 - Labordaten (Substitution vs. Nicht — Substituiert).

4.3.3 Messergebnisse der Carotis B-Mode Sonographie

Im Vergleich der Messergebnisse der Carotis-B-Sonographie fiel zwischen den beiden
Gruppen (nicht - substituiert vs. substituiert) ein signifikanter Unterschied (p= 0.04) der
Intima — Media Dicke auf: 0.43 (£0.02) mm vs. 0,48 (£0,01) mm. Es zeigt sich dariiber hinaus

keine weiteren signifikanten Unterschiede beziiglich der tibrigen Ergebnisse (Tabelle 15).

Nicht - Substitution  Substitution p
(n=25) (n=18) value3
IMT
e Links (mm)"', SEM? 0,41 (£ 0,02) 0,47 (£0,01) 0,04
e Rechts (mm), SEM 0,45(+ 0,02) 0,49 (+£0,02) 0,21
e Mittelwert (mm), SEM 0,43 (£ 0,02) 0,48 (£0,01) 0,04
Stiffness
e Links ,SEM 4 (£0,42) 229 (+1,11) 0,60
e Rechts, SEM 5,14 (£ 0,68) 5,49 (= 1,8) 0,96
e Mittelwert, SEM 4,57 (£ 0,47) 4,18 (x0,59) 0,59
PI ACC
e Links, SEM 1,98 (£0,12) 1,76 (£0,16) 0,49
e Rechts, SEM 1,87 (£ 0,13) 2,08 (x0,24) 047
e Mittelwert (links/rechts), SEM | 1,92 (£ 0,12) 1,94 (£0,18) 0,67

'Mittelwerte 2+ Standardfehler des Mittelwertes; 3 p < 0.05

Tabelle 15 - Messergebnisse der Carotis B — Mode Sonographie (Substitution vs. Nicht —
Substituiert).
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Graphik - Ergebnisse der Carotis — B- Sonographie

2_;

Intima Media Dicke (IMT)

1043 (£0,02) 0,48 (+ 0,01)

Mittelwert (mm)

p= 0,04

Nicht - Substituiert Substituiert

Abbildung 22: Histobar - Ein signifikanter Unterschied im Vergleich der IMT konnte
festgestellt werden. Dieser betrug 0,43 (£ 0,02) in der Vergleichsgruppe und 0,48 (£ 0,01) in
der Substitutionsgruppe (p= 0,04).

B - Stiffness Index (Stiffness)

1.S.
[ 1
4,57 (£0,47) 4,18 (£ 0,59)
5+ [
T
B
L A
= 37T
=
27
p= 0,59
15
0- %
Nicht - Substituiert Substituiert

Abbildung 23: Histobar - Graphische Darstellung der Ergebnisse der Carotis B —
Sonographie: Der B — Stiffness Index unterschied sich nicht zwischen der Vergleichsgruppe
und der Substitutionsgruppe: Kontrollgruppe 4,57 (£ 0,47) vs. Substitutionsgruppe 4,18
(*0,59) [p=0,59].
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4 1
] Pulsalititsindex (PI)
. n.s.
3 T
] [ ]
] 1,92 (£0,12) 1,94 (+0,18)
5
22 T ‘T
E .
= -
14
E p= 0,67
0 - |

Nicht - Substituiert Substituiert

Abbildung 24: Histobar - Graphische Darstellung der Ergebnisse der Carotis B —
Sonographie: der PI unterschied sich nicht zwischen der Vergleichsgruppe und der
Substitutionsgruppe: Kontrollgruppe 1,92 (£ 0,12) vs. Substitutionsgruppe 1,94 (£ 0,18)
[p=0,67].

61



Ergebnisse

4.3.4 Durchflusszytometrische Untersuchung

Im Vergleich der

durchflusszytometrischen

Thrombozytenanalyse zwischen der

Substitutionsgruppe und der nicht substituierten Kontrollgruppe konnten keine signifikanten

Unterschiede ermittelt werden. Zur Ubersicht die nachfolgende Tabelle (Tabelle 16):

Nicht — Substitution Substitution p

(n=25) (n=18) value3
CD 41 mean '649,88 (597,82:718,11) 2+ 17,73 655,42 (575,02;715,59) + 38,96 0,71
CD 42b mean 929,49 (657,19;1205,50) £ 65,71  1061,48 (772,04;1169,79) 0,62

+ 88,82

CD 62p % 2,02 (1,45;2,68) £ 0,20 1,99 (1,84;3,90) £ 0,40 0,43
CD 62p mean 8,07 (7,06;9,81) £ 0,59 8,69 (7,23;10,62) + 0,59 0,45
PAC 1 % 0,44 (0,29;0,66) + 0,15 0,55 (0,39;0,81) £ 0,46 0,35
PAC 1 mean 3,59 (3,1;4,00) £ 0,19 4,09 (3,22:4,89) £ 0,43 0,1
CD 63 mean 12,23 (10,95;14,20) £ 1,12 12,79 (11,20;15,19) £ 1,27 0,56
CD 63 % 6,70 (5,93;7,29) £ 0,74 6,30 (5,67; 8,90) £ 0,61 0,97
CD 61 393,30 (307,47;445,94) £ 21,76 395,76 (214,34;446,66) £ 33,15 0,94
CD 40 L mean |14,63(12,90;17,97) £ 1,12 16,78 (14,32;22,25) £ 2,00 0,19
CD40L % 9,1(5,9;11,10) £ 0,62 0,3

9,11 (6,35;14,10) £ 1,12

"Median (25igste und 75igste Perzentile),?+ Standardfehler des Mittelwertes,? < 0.05

Tabelle 16 — Messergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung (Substituiert vs.
Nicht — Substituiert).
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4.3.4.1 Ergebnisse fur den GPlibllla - Komplex

CD 41
800 T n.s.
750 - I
700 - (
650 T ‘
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250 -
200 -
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50 +
0 :
Nicht - Substitution Substitution

mittlere Immunfluoreszenz

p=0,71

Abbildung 25: Darstellung als Histobar - Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
der Expression von CD41 (Angabe in mittlere Inmunfluoreszenz CD 41; Median, [25igste und
751gste Perzentile]): 649,88 (597,82;718,11) vs. 655,42 (575,02;715,59) [p=0,71].

2 _
| PAC 1
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Abbildung 26: Darstellung als Histobar - Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
der Expression von PAC 1 (Angabe in PAC 1% positive Thrombozyten; (Median, [25igste und
75igste Perzentile]): 0,44 (0,29;0,66) vs. 0,55 (0,39:0,81) [p=0,35].
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600 — CD 61

550 n.s.
500 .
450 +

400 -+ |
350
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250 -+
200 -+
150 -+
100 +
50 +

mittlere Immunfluoreszenz

p=0,94

Nicht - Substitution Substitution
Abbildung 27: Darstellung als Histobar - Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich

der Expression von CD61 (Angabe in mittlere Intensitit der Inmunfluoreszenz (Median, [25igste
und 75igste Perzentile]): 393,30 (307,47;445,94) vs. 395,76 (214,34;446,66) [p=0,94].

Ergebnisse fur die Degranulationsmarker
CD 62 (P-Selectin)

n.s.

w

p= 0,43

—_

% positive Thrombozyten
N
\\\\\\\\\\\\\A\\AAA’AAAAAAAAAIAAAAAA\\\\\\\\\\\\\\

Nicht - Substitution Substitution
Abbildung 28: Darstellung als Histobar - Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
der Expression von CD62 (Angabe in CD 62% positiver Thrombozyten; (Median, [25igste und 75igste
Perzentile]): 2,02 (1,45;2,68) vs. 1,99 (1,84;3,90) [p=0,43].
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CD 63

n.s.

mittlere Immunfluoreszenz
O
|
T

p=0,56

Nicht - Substitution Substitution

Abbildung 29: Darstellung als Histobar - Es ergab sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Expression von CD 63 zwischen den Gruppen (Angabe als mittlere Immunfluoreszenz; Median,
[25igste und 75igste Perzentile]): 12,23 (10,95;14,20) vs. 12,79 (11,20;15,19) [p=0,56].
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Ergebnisse fur CD 154 (CD40L)

CD40L
24 n.s.
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Nicht - Substitution Substitution

Abbildung 30: Darstellung als Histobar - Kein signifikanter Unterschied zwischen der Vergleichs-
und der beobachten Gruppe (Angabe in mittlere Immunfluoreszenz CD 40L, Median, [25igste und
75igste Perzentile]: 14,63 (12,90;17,97 vs. 16,78 (14,32;22,25), [p=0,19].
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4.3.5 Fettsaureprofile

4.3.5.1 Plasmafettsaureprofile

Das im Serum bestimmte Plasmafettsdureprofil der zu untersuchenden Populationen
unterschied sich nicht signifikant hinsichtlich ihres Gehaltes an den bestimmten Fettsduren.

Zur Ubersicht das jeweilige Profil (gemessen im Serum):

NICHT - Substituierte Substituierte P
(n=25) (n=18) value3

®-6 Fettsduren', amount %2 33,13 (+0,79) 31,31 (+0,86) 0,30
-3 Fettsdure, amount % 3,93 (x0,17) 4,3 (+0,2) 0,28
Verhiltnis ®-3/w-6 FS, amount % 1:9,03 (x0,67) 1: 7,54 (+0,41) 0,09
Gesittigte Fettsduren , amount % 32,73 (£0,46) 32,7 (x0,5) 0,90
Einfach ungesittigte Fettsduren, amount % 26,40 (£ 0,66) 27,96 (%1,14) 0,34
Mehrfach ungesittigte Fettsduren, amount % 1,15 (£0,17) 1,30 (£0,25) 0,59

1Zahlen als Mittelwerte, 2+ Standardfehler des Mittelwertes oder als absolute Werte, 3 p < 0.05

Tabelle 17 — Ergebnisse der Messung der Fettsduren im Serum (Substituiert vs. Nicht —
Substituiert).

4.3.5.2 Fettsaureprofile der Erythrozytenmembran

Das Fettsdureprofil in der Erythrozytenmembran wies ebenfalls kein signifikanten

Unterschied im Vergleich der Gruppen auf.

NICHT - Substituierte  Substituierte p

(n=25) (n=18) value3
o -6 Fettsduren', amount %? 25,48 (%1,95) 27,63 (%1,50) 0,58
o -3 Fettsdure, amount % 8,20 (£0,23) 8,25 (£0,48) 0,97
Verhiltnis 3 zu 6, amount % 1:3,20 (£0,28) 1:3,45(x0,25) 0,63
Gesittigte Fettsduren, amount % 41 (x1,57) 37,30 (£1,53) 0,11
Einfach ungesittigte Fettsduren, amount % 15,56 (£0,77) 16,65 (x£0,82) 0,40
Mehrfach ungesittigte Fettsduren, amount % | 4,34 (£0,22) 3,91 (x0,28) 0,17

1Mi‘[telwelr‘[e, 2+ Standardfehler des Mittelwertes, 3 p < 0.05

Tabelle 18 - Bestimmung der Fettsiduren in der Erythrozytenmembran (Substituiert vs. Nicht
— Substituiert).
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5 Diskussion

Die vorliegende Studie untersuchte erstmalig das Risiko fiir fritharteriosklerotische
Verianderungen sowie die Thrombozytenfunktion bei Patienten mit Phenylketonurie. Als
Surrogatmarker fiir fritharteriosklerotische Verdnderungen dienten die Intimamediadicke (IMT),
der Pulsatilititsindex (PI) , sowie der B — Stiffness - Index der Arteria carotis communis. Zudem
wurde der Einfluss der Substitution von Omega — FS auf diese Surrogatmarker und die
Thrombozytenfunktion untersucht.

Es konnten hierbei keine friitharteriosklerotische Verdnderungen und auch keine erhohte
arteriothrombotische Aktivitit bei Patienten mit Phenylketonurie festgestellt werden.

Ein Vergleich zwischen mit Omega — FS substituierten Patienten und solche ohne eine
entsprechende Substitution wurde des Weiteren durchgefiihrt und zeigte, dass die substituierten

Omega — FS keinen positiven Einfluss auf die gemessenen Parameter hatten.

5.1 Surrogatmarker fir friharteriosklerotische
Veranderungen und PKU

Zur Diagnostik und Quantifizierung von fritharteriosklerotischen Veridnderungen wurde in
dieser Studie die Carotis — B Sonographie verwendet. Mit Hilfe dieser Methode konnten die
Intima — Media Thickness (IMT), die B — Stiffness sowie der Pulsalititsindex bestimmt werden.
Die IMT — Messungen unterschieden sich nicht signifikant und waren im Mittel gleich. Auch die
Messungen der 3 — Stiffness, sowie der Pulsalitdtsindeces der Art. Carotis communis zeigten
keine Unterschiede im Vergleich der beiden Gruppen zueinander.

Vorteil der Carotis — B - Sonographie ist, dass friitharteriosklerotische Verdnderungen hoch
auflosend dargestellt werden und quantifiziert werden konnen. Hierbei sind alle Stadien der
Arteriosklerose von der Friith — bis zur Spétphase beriicksichtigt [109]. Limitierend ist, dass es
sich um eine punktuelle Messung handelt. Eine Messung im weiteren Verlauf zur vergleichenden
Verlaufskontrolle wire allerdings moglich. AuBerdem ist die Arteriosklerose ungleichmifig in
den Gefédlen verteilt und zudem liegt eine uneinheitliche Ausprigung vor. Die Messung der IMT
fand an genau definierter Stelle in der A. carotis communis statt, unabhingig, ob sich hier die
stirkste arteriosklerotische Verdnderung befindet. Es bleibt zu erwéhnen, dass die
sonographische Plaques Messung mit kardiovaskuldren Risikofaktoren korreliert. Die Methode
ist ein Surrogatmarker der Arteriosklerose [110] [111] [112] [113] [114]. AuBerdem besteht eine

Beziehung zwischen dem Grad der Koronarsklerose eines Patienten und der IMT [115] sowie
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wiederum ein Zusammenhang zwischen der IMT und dem Risiko fiir kardiovaskulére /
apoplektische Ereignisse [116]. Damit ist die IMT — Messung mittels Sonographie ein geeignetes
Verfahren um friiharteriosklerotische Verianderungen nachzuweisen. Ein Zusammenhang
zwischen [ — Stiffness und der subklinischen aortalen Arteriosklerose ist ebenfalls in der
Literatur beschrieben [117]. Damit ist ebenfalls auch die Bestimmung der § — Stiffness ein
geeignetes Verfahren zum Nachweis friiharteriosklerotischer Verdnderungen.

Neben der dopplersonographischen Analyse wurde auch die Aktivierung der Thrombozyten
bestimmt. Es zeigte sich hierbei hinsichtlich der Expression von CD 41, CD 61 (GP IIbllla —
Komplex) keine signifikante unterschiedliche Expression. Insbesondere gab es keine
unterschiedliche Aktivitit beziiglich des GP IIbIlla — Komplexes, welche mit Bestimmung des
Antikorpers PAC1 untersucht wurde.

Die von den Thrombozyten sezernierten Degranulationsmarkern CD62P, CD63 unterschieden
sich hinsichtlich ihrer Expression nicht. Durch Bindung zwischen CD 154 (CD 40L) der
Thrombozyten und Endothelzellen wird eine Signalkaskade ausgelost, welche eine
inflammatorische Wirkung auf die GefaBwand besitzt. Auch beziiglich dieses Rezeptors konnte
keine erhohte Aktivierung innerhalb der PKU — Gruppe nachgewiesen werden. Es lidsst sich
daher durchflusszytometrisch keine erhohte Aktivierung auf den unterschiedlichen Ebenen der
Thrombozytenaktiverung nachweisen.

Die durchflusszytometrische Messung wurde als Test fiir die Thrombozytenfunktion, die
Aktivititsbestimmung und zur Analyse der Interaktionen zwischen Thrombozyten mit anderen
Zellen eingesetzt [118] [119] [120] [121] [122]. Angewandt wurde diese Methode bereits in
zahlreichen Studien, wo sie sich zur Bearbeitung unterschiedlichster Fragestellungen bewéhrt hat
[123] [124] [125]. Die durchflusszytometrische Messung der Aktivierung von Thrombozyten ist
eine direkte Analyse von Thrombozyten mit einer hohen Sensitivitit und einer minimalen
artifiziellen Zellaktivierung. Grundsitzlich besteht allerdings stets die Gefahr der artifiziellen
Thrombozytenaktivierung in vitro durch Gewinnung und Verarbeitung der benétigten
Vollblutproben zur Untersuchung von Thrombozyten. Die ersten gewonnenen Milliliter einer
Vollblutprobe wurden in dieser Studie daher stets verworfen. Da es bei der Aufbewahrung von
Bluttplittchen in Glas — Behéltnissen zur Aktivierung gekommen wére, wurden die jeweiligen
Proben in dieser Studie in so genannte Falcon — R6hrchen, welche aus Kunststoff bestehen,
aufbewahrt. Es wurde nur Vollblutproben verwendet, die zuvor mit der Cyfix II — Losung
konserviert und stabilisiert wurden. Die auf diese Weise vorbereiteten Proben wurden schlieBlich

schnellst moglichst untersucht.
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Ein Vorteil der auf diese Weise durchgefiihrten Analyse von Thrombozytenaktivierung ist, dass
nur eine geringe Blutmenge bendtigt wird und zudem genaue Aussagen zu den einzelnen
thrombozytdaren Rezeptoren gemacht werden konnen. Thrombozytenstérungen sind durch diese
Methode erkennbar.

Durch eine durchflusszytometrische Analyse der Thrombozytenaktivierung sind jedoch nur
Aussagen liber zirkulierende Thrombozyten moglich. Bereits sequestrierte Thrombozyten
konnen hinsichtlich ihrer Aktivitét nicht beurteilt werden.

Insgesamt lies sich mit den in dieser Studie verwendeten Surrogatmarkern keine
fritharteriosklerotischen Verdnderungen bei Patienten mit Phenylketonurie nachweisen und
ebenfalls kein erhohtes arteriosklerotisches Risiko verifizieren. Allerdings handelt es sich um
punktuelle Messungen, die jedoch als Verlaufsparameter fiir eine Follow Up Studie dienen

konnten.

5.2 Fettsaureprofil

Zusitzlich wurde in dieser Studie das Fettsdureprofil der Patienten mit PKU mit dem eines
Kontrollkollektivs nach der Methode von Morrison und Smith (1964), modifiziert nach Eder et
al. (1991) analysiert. Die Bestimmung erfolgte sowohl im Serum und im Lipidextrakt der
Erythrozytenmembran. In dieser Studie soll die Erndhrungsweise der Teilnehmer nicht
ausfiihrlich in Einzelheiten betrachtet werden, viel mehr das Fettsduremuster und vor allem die @
- 3 und ® - 6 Fettsduren in Zusammenhang mit der arteriothrombotischen Aktivitiit.

Auffallend war, dass sich trotz der phenylalaninreduzierten Didt der PKU — Patienten die
gemessenen Konzentrationen an ® - 3 und ® - 6 Fettsduren nicht im Vergleich zur
Kontrollgruppe unterschieden. Trotz unterschiedlicher Erndhrungsweise war das Verhiltnis der
® -3 zu ® - 6 Fettsduren (i. S.) in beiden Gruppe 1:8. Auffallend war jedoch der Nachweis eines
signifikant erniedrigten Gehaltes an geséttigten Fettsduren (i. S.) in der PKU — Gruppe. Dieser
jedoch nur geringe Unterschied konnte auf einen verminderten Konsum von tierischen Fetten
zuriickzufiihren sein, ist aber in dieser Hohe klinisch nicht relevant. Eine ebenfalls leicht hohere
Konzentration von einfach ungesittigten Fettensduren ist in der PKU — Gruppe im Serum
festzustellen. In der Gegeniiberstellung der gemessenen Konzentrationen an mehrfach
ungesittigten FS unterschieden die Gruppen sich nicht. Zusitzlich zur Analyse des Serum
beziiglich der Fettmuster wurden die Fettsduremuster aus der Erythrozytenmembran bestimmt.
Vorteil dieser Methode ist, dass sich die gemessenen Konzentrationen auf einen bestimmten

Zeitraum, niamlich auf die Vitalphase von ca. 120 Tagen eines Erythrozyten beziehen lassen.
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Hierbei liel3 sich im untersuchten Material kein Unterschied zwischen dem bestimmten
Fettsduremuster der PKU — Patienten und der Kontrollgruppe finden. Das Verhiltnis o - 3/ ® - 6
FS lag in beiden Gruppen in diesem Fall bei 1:3. Ein angegebenes Verhiltnis aus der Literatur
gibt es bei dieser Messmethode nicht.

Insgesamt ldsst sich sagen, dass sich trotz der phenylalaninarmen Diét der Patienten mit PKU,
welche ein Verzicht vor allem auf tierisches Fett mit sich bringt, die Fettsdureprofile zwischen
den Gruppen nicht wesentlich voneinander unterschied und es nicht zu einem Mangel
insbesondere der Omega — FS kam. Das konnte vor allem auch an einem Compliance — Mangel
hinsichtlich der Diidteinhaltung der PKU — Patienten liegen. Mit Messung der Phenylalanin- und
Tyrosinwerte wird die Einhaltung der Diét in der Behandlung der Patienten - und somit auch in
dieser Studie - iiberwacht. Die Phenylalanin — Werte lagen wihrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes allerdings im Normbereich (Zielwert/Normbereich fiir Phenylalanin in
der untersuchten Altersgruppe: 0,7 — 20 mg/dl bei tdaglicher Einnahme ihrer
Aminosduremischungen), somit kann die Compliance als ausreichend bezeichnet werden [126].
Allerdings ist der genannte Normbereich fiir den Phenylalanin - Wert in der Bundesrepublik
Deutschland im Vergleich zu dem in anderen Staaten relativ hoch. Beispielsweise gilt in den

USA und GroBbritannien ein empfohlener Normwert von 12 mg/dl bzw. 11,7 mg/dl.

5.3 Einfluss der Substitution von Omega - Fettsauren auf
Surrogatmarker der friharteriosklerotischen Aktivitat und
Thrombozytenaktivierung

Uber den beschriebenen Vergleich hinaus wurde in einer zweiten Untersuchung eine Gruppe von
PKU - Patienten untersucht, welche mit einem Omega — Fettsdure Mischpriparat substituiert
wurde. Diese Gruppe wurde mit einer PKU — Population verglichen, welche die konventionell
phenylalaninarme Diit erhielt. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass eine Substitution von
Omega — FS die IMT und Thrombozytenaktivierung gegeniiber der Gruppe der nicht
substituierten nahezu nicht beeinflusst. Der IMT — Mittelwert (Mittelwert aus der IMT links +
rechts) war in der Nicht — Substitutionsgruppe sogar signifikant (p= 0,04) niedriger. Hinsichtlich
der Bestimmung der § — Stiffness und der Pulsalititsindex — Messung gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppierungen. Auch konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen mittels durchflusszytometrische Thrombozytenanalyse

bestimmt werden.
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Erstaunlicherweise hatte die Substitution der Omega — Fettsdure Mischpriparate keinen Effekt
auf die Fettsidureprofile: Es gab keine Unterschiede beziiglich der Fettsdureprofile im Serum,
aber auch in der Erythrozytenmembran zwischen den Gruppen.

Der Effekt der Substitution mit Omega — Fettsiuren ist in den Messungen nicht nachweisbar.
Moglicherweise ist dieses Ergebnis auf eine mangelnde Compliance zuriickzufiihren, so dass die
Substitutionsprédparate nicht eingenommen wurden. Dagegen spricht allerdings ein signifikant
erhohter Tyrosin — Wert in der Substitutionsgruppe, was als Hinweis fiir eine gute Compliance
zu werten ist. Ein anderer Grund fiir diese Beobachtung konnte in der Konzentration der Omega
— FS in den Mischpriparate (durchschnittlicher Inhalt: 16,5 g Omega-6-FS und 4,43 g Omega-3-
FS) zu finden sein. Moglicherweise ist dieser Gehalt zu gering. Eine andere mogliche Ursache
konnte die fehlenden /geringere Verstoffwechselung dieser Praparaten sein oder die zu kurze

Einnahmedauer.

5.4 Vergleich mit anderen Studien

Es gibt zahlreiche Studien, welche die Wirkung von Nahrungsfetten und -fettsduren beziiglich
der priméren und sekundidren Wirkung einer KHK untersuchten. So hat die so genannte Seven
Country Study einen Zusammenhang zwischen Erndhrung, insbesondere der Fettaufnahme und
kardiovaskuldren Ereignissen (Herzinfarkt) herstellen konnen [127]. Anfang der 70er Jahre
wurden ein Zusammenhang zwischen der Zufuhr von langkettigen ® - 3 Fettsduren und einer
geringeren Haufigkeit von kardiovaskuldren Ereignissen bei Eskimos [128] beobachtet.
Prospektive Kohortenstudien und randomisierte, kontrollierte Interventionsstudien sind zur
Untersuchung der Wirksamkeit von Nahrungsfettsduren beziiglich der Privention der KHK
notig. Zahlreiche dieser Studien wurden in der Vergangenheit durchgefiihrt, in
Ubersichtsarbeiten dargestellt und diskutiert [129] [130] [131].

Einen besonderen Stellenwert wird in diesen Arbeiten den langkettigen ® - 3 Fettsduren
zugeschrieben, welche in Fisch vorhanden sind.

Es ldsst sich eine inverse Beziehung zwischen Fischkonsum und Koronarsterblichkeit herstellen
[132]. Prospektive Bevolkerungsstudien zeigen einen signifikanten Praventiveffekt beziiglich
einer Koronarsterblichkeit (Tabelle 19) . Auch in mehreren Fall — Kontroll — Studien konnte dies
bestétigt werden.

Kromhout et. al. [133] konnten zeigen, dass schon kleine Fischmengen das Risiko fiir
kardiovaskulire Ereignisse bei Senioren um 50% gegeniiber Personen, die kein Fisch essen,

senken. Diese schiitzenden Effekte kleinerer Fischmahlzeiten sind jedoch erst nach lidngerer Zeit
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nachweisbar — der Schutzeffekt beziiglich der Herztodrate sprach nach 5 Jahren an und eine
deutliche Steigerung war schlieBlich erst innerhalb der letzten 12 Jahre zu beobachten. In der von
uns durchgefiihrten Studie ist erstens der Substitutionszeitraum ein kleinerer und zweitens wurde
ein industriell hergestelltes Mischpriparat eingenommen. Dies konnte moglicherweise fiir den
mangelnden Effekt der Substitution in dieser Studie sein. Es konnte durchaus moglich sein, dass
die Verstoffwechselung der genannten industriellen Mischpréparate eine andere als die des
nativen Fisches ist. Moglicherweise war auch der Einnahmezeitraum der Priparate in unserer
Studie zu kurz. Zu dem ist zu erwihnen, dass es sich bei der von uns durchgefiihrten Studie um
eine punktuelle Messung handelt und nicht um eine Verlaufsbeobachtung wie in vielen anderen
Studien.

Gestiitzt wird die Aussage, dass die Einnahme der Omega — Fettsduren iiber einen kurzen
Zeitraum zu keinem deutlichen Effekt fiihrt, durch einige Studien. Kothny et. al [134] fiihrten in
diesem Zusammenhang eine Studie durch, in der sogar hoch dosierte Omega — 3 FS
supplementiert wurden. Es zeigte sich hierbei kein kurzzeitiger Effekt.

Ebenfalls konnten Sacks et al. keinen Effekt durch die 2 jidhrige Gabe von industriell
hergestellten Fischolkapseln an 59 Patienten nachweisen [135]. Moglicherweise konnte der
mangelnde Effekt auf die Form der Zufuhr — industriell hergestellte Fischolkapseln und kein
Fisch - zuriickzufiihren sein. Eine mogliche Erkldrung, welche auf das Ergebnis unserer Studie
ebenfalls iibertragen werden kann, denn wie bereits erwihnt wurden auch in unserer Studie
industrielle Mischprédparate verwendet.

Allerdings ldsst sich das nicht eindeutig bestitigen, denn eine signifikante, wenn auch nur eine
geringe Reduktion einer Arteriosklerose konnten von Schacky et. al. [136] in einer Studie
nachgewiesen werden. In dieser wurden 223 Patienten mit Fischol — Kapseln substituiert.
Zunichst mit einer Dosis von 6g/Tag iiber 3 Monate und im Anschluss 3g/ Tag iiber 21 Monate.
Kardiovaskulire Ereignisse wurden seltener beobachtet.

Die so genannte Physicians’Health Study [137] konnte in diesem Kontext eine Risikominderung
fiir einen plotzlichen Herztod fiir Patienten nachweisen, die mindestens einmal wochentlich eine
Fischmahlzeit zu sich genommen haben. Insgesamt verminderte sich das Risiko um 52 % im
Vergleich zu Patienten, die weniger als einmal im Monat Fisch aBlen. In dieser Studie konnte
kein Einfluss beziiglich des Risiko ein Myokardinfarkt oder ein nicht — plotzlicher Herztod zu
erleiden nachgewiesen werden. Auch konnte kein Zusammenhang zwischen Fischverzehr/
Omega — 3 FS und der kardiovaskulir — bedingten Mortalitét hergestellt werden.

In der so genannten DART — Studie [138] wurden Reinfarkte und Herztod an Patienten

untersucht, die bereits einen Herzinfarkt erlitten hatten. Durch Fischverzehr konnte die
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Gesamtmortalitdt im Vergleich zu Patienten bei denen das Verhiltnis PUFA/gesittigte Fettsdure
auf 1.0 eingestellt wurde oder die einen erhohten Ballaststoffanteil aufnahmen, gesenkt werden.
Diese Studie konnte zeigen, dass bereits nach vierjdhriger Diit eine deutliche Verminderung des
Risikos fiir nicht — fatale Myokardinfarkte zu erzielen ist.

Eine indische Infarkt — Uberlebensstudie [139] untersuchte den Einfluss von alpha-Linolensiure
und EPA auf Mortalitdt und kardiale Parameter im akuten Infarktstadium im Placebovergleich.
Hierbei konnte eine Reduktion der Rate an nichttédlichen Infarkten mit EPA und LNA erzielt
werden. Die Myokardmortalitidt wurde ausschlieBlich durch EPA signifikant beeinflusst.

Eine in diesem Kontext weiter zu nennende Studie ist die italienische GISSI —
Interventionsstudie [140]. Hierbei wurden 11.324 Patienten, welche 3 Monate zuvor einen
Myokardinfarkt erlitten hatten, eingeschlossen und in verschiedene Gruppierungen eingeteilt.
Eine Studien - Gruppe erhielt hierbei eine Substitution von Fischolkapseln (1 g/Tag omega — 3 —
LCP), eine andere Population wurde mit Vit. E. substituiert und eine Gruppierung erhielt Vit. E.
und Fischolkapseln. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Fischol — Substitution als
Sekundirprivention positive Effekte erzielt: Kardiovaskuldre Ereignisse waren in der
Studiengruppe welche mit Fischolkapseln substituiert wurde seltener festzustellen, Mortalitit
und das Risiko an plotzlichen Herztod zu sterben sanken im Vergleich zu den anderen
Gruppierungen deutlich. Zusammengefasst gesagt, erzielte die Omega — 3 FS Substitution in
dieser Studie ein Schutz vor kardiovaskuldren Ereignissen und Arrhythmien als
Sekundirprophylaxe. Es handelte sich bei den letztgenannten Studien im Gegensatz zu der von
uns durchgefiihrten Studie um Studien zur Sekundérprivention.

Die MRFIT - Studie ist eine Interventionsstudie zur Primérpridvention und konnte allerdings
einen signifikanten protektiven Effekt von Omega — 3 LCP zeigen [141]. Allerdings fand sich
hierbei kein Effekt der LA (Linolsdure = ® - 6 FS) beziiglich der Mortalitdtsrate, jedoch ein
positiver Trend durch die Einnahme von LNA (Alpha- Linolensdure = ® - 3 FS).

Bei Betrachtung dieser Studie und der anderen genannten Studien zur Sekundarpridvention zeigt
sich eine Entwicklungsverzdgerung/-verhinderung letztendlich der Arteriosklerose, sowie eine
Senkung des Risikos einen plotzlichen Herztod zu erleiden durch die Einnahme von 0,5 — 1 g/d.
Die folgende Ubersicht zeigt Studien zum Einfluss von ® - 3 FS auf KHK und
Koronarsterblichkeit (nach Metz Omega - 3 Fettsduren eine Standortbestimmung zum
Millennium). Es lassen sich positive Studien, aber auch negative Studien beziiglich einer

Wirkung von v.a. Omega — 3 Fettsduren auf das Fortschreiten einer Arteriosklerose finden.
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Studie Typ Personen Endpunkt Ergebnis Literatur
Zutphen KS 852 todlicher MI + 142
Rotterdam KS 272 todlicher MI + 143
Schweden KS 10966 todlicher M1 + 144
USA KS 20551 todlicher MI + 145
Bergen KS 11000 KHK/Mortalitét - 146
Hawai KS 7615 KHK/Mortalitit - 147
USA KS 44895 KHK/Mortalitét - 148
Chicago KS 1822 todlicher M1 + 149
Seattle FKS 827 Primérer Herzstillstand + 150
Norditalien FKS 287 todlicher MI + 151
Edinburgh FKS 650 AP + 152
MI -
DART IVSP 2033 todlicher MI + 153
Lyon IVSP 600 todlicher M1 + 154, 155
Indien IVSP 242 todlicher M1 + 156
GISSI IVSP 11324 KHK, todlicher M1 + 157
MRFIT IVPP 12866 Todlicher MI + 158

Tabelle 19: Studien zum Einfluss von o - 3 FS auf KHK und Koronarsterblichkeit iiber die
Nahrung (nach Metz, G. (2000). "Omega-3-Fettsduren. FEine Standortbestimmung zum
Millenium." Forum Medizin, Stockdorf — [134]): + fiir positiven Effekt, - fiir negativen Effekt;
KS = Kohortenstudie, FKS = Fall — Kontroll — Studie, IVSP = Interventionsstudie zur
Sekundérprivention, IVPP = Interventionsstudie zur Primérpravention.

Zusammengefasst ldsst sich bei Betrachtung der Studienlage sagen, dass zahlreiche Studien
kritisch zu betrachten sind. Methodische Schwichen wie die unterschiedliche Erndhrungsweisen,
das Fehlen von vergleichbaren Kontrollgruppen und Storfaktoren werden oft nicht ausreichend
beriicksichtigt. Dies trifft insbesondere fiir dltere Studien zu.

Im Vergleich unserer Studie mit anderen Studien zum Thema, muss auch beachtet werden, dass
es sich bei unserer Studienpopulation um Patienten der Stoffwechselkrankheit PKU handelt. Die
Studienpopulation der anderen Studien sind grundsitzlich Nicht — PKU erkrankte.

Gerade unsere Studienpopulation eignet sich sehr gut fiir eine Untersuchung beziiglich der
Auswirkung von Omega — Fettsduren. Das Risikoprofil der Patientengruppe hinsichtlich

fritharteriosklerotischen Verianderungen, wie eine Hypercholesterindmie und auch die Erndhrung
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mit tierischem Fetten ist sehr gering. Es ist ein sehr gutes Modell um den isolierten Einfluss von
Omega — Fettsiduren beziiglich Arteriosklerose untersuchen zu konnen.

Das junge Durchschnittsalter birgt hierbei keine besondere Problematik. Tuzcu et al. [159]
konnten in diesem Zusammenhang zeigen, das sich fritharteriosklerotische Verdnderungen schon
bei jungen Individuen finden lassen.

Die von uns durchgefiihrte vorliegende Studie konnte als Grundlage fiir eine Follow — up Studie
dienen, die nach einem gewissen Zeitraum alle fritharteriosklerotischen Surrogatmarker und die
Thrombozytenfunktion erneut untersucht. Das hitte den Vorteil, dass man eine
Verlaufsbeobachtung iiber mehrere Jahre der gemessenen Parameter zu Verfligung hiitte.
Wiinschenswert wire zudem ein zuverldssigerer Marker als die Phenylalanin-/ Tyrosinspiegel
zur Kontrolle der Compliance hinsichtlich der Didt. Da aufgrund unserer Ergebnisse kein
positiver Effekt der Substitution mit Omega — FS nachgewiesen werden konnte, kann zu diesem

Zeitpunkt diese derzeit nicht allgemein empfohlen werden.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie untersuchte erstmalig das Risiko fiir friitharteriosklerotische
Verdanderungen sowie die Thrombozytenfunktion bei Patienten mit Phenylketonurie. Als
Surrogatmarker fiir fritharteriosklerotische Verdnderungen dienten die Intimamediadicke
(IMT), der Pulsatilititsindex (PI) , sowie der B — Stiffness-Index der Arterie carotis
communis. Zudem wurde der Einfluss der Substitution von Omega — FS auf diese
Surrogatmarker und die Thrombozytenfunktion untersucht.

Es konnten keine fritharteriosklerotischen Verdnderungen bei diesen Patienten nachgewiesen
werden. Die gemessenen Surrogatmarkern (IMT, PI oder  — Stiffness — Index) waren im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei PKU Patienten nicht erhoht. Auch zeigte sich keine
gesteigerte Thrombozytenaktivierung bei den PKU - Patienten. Die Fettsduremuster im Serum
der PKU Patienten unterschieden sich hinsichtlich der Konzentrationen der Omega — 3 und 6
- Fettsduren nicht im Vergleich zur Kontrollgruppe , trotz der phenylalaninarmen Diét und
damit Verzicht auf Fischprodukte. Die gesittigten Fettsduren (i. S.) waren im Vergleich
signifikant vermindert, die einfach ungesittigten Fettsdauren (i.S.) dagegen signifikant erhoht
bei den PKU Patienten. Dies konnte ein Hinweis auf eine vorwiegend durch pflanzliche Fette
basierende Versorgung mit Fettsiduren sein. Das Fettsduremuster gemessen in der
Erythrozytenmembran zeigte tiberhaupt keine signifikanten Unterschiede.

Auch eine Substitution mit einem Gemisch von Omega -3 und Omega — 6 FS zeigte keinen
positiven Effekt weder auf die arteriosklerotischen Surrogatmarkern noch auf die
Plittchenaktivierung. Erstaunlicherweise schlug sich diese auch nicht auf das Fettsidure —
Profil nieder. Es konnte kein unterschiedliches Verhiltnis Omega 3/Omega 6 Fettsduren
zwischen der Substitutionsgruppe und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Aufgrund der
von uns gefundenen Ergebnisse konnte in der PKU Gruppe kein Hinweis fiir eine erhohte
arteriosklerotische Aktivitdt gefunden werden. Eine Substitution von Omega- 3 bzw. 6
Fettsduren kann demnach fiir diese Patienten derzeit nicht allgemein empfohlen werden, da
kein giinstiger Effekt nachgewiesen werden konnte. Limitierend an der von uns
durchgefiihrten Studie ist natiirlich, dass sie eine punktuelle Messung darstellt.
Verlaufsbeobachtungen iiber mehrere Jahre dieser Messungen wiren fiir die Zukunft
wiinschenswert zur definitiven Kldrung, ob die Substitution mit Fettsduren einen giinstigen
Effekt auf diese gemessene Surrogatmarker und insbesondere auf das kardiovaskulére Risiko

haben.
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8 Anhang

I. Abkiirzungsverzeichnis

AA
ACC
ADP
Art.
ASS
BH4
BMI
B-Mode
CD
DHA
EDTA
EPA
EUF
Fa.
FITC
FKS
FS
FSC
GP
HB
HDL
ICAM-1
IMT
IVPP
IVSP
KHK
KS
LCP
LDL
LIBS
LIMP

Arachidonsédure

Arteria Carotis Communis
Adenosindiphosphat

Arteria

Acetylsalicylsédure
Tetrahydrobiopterin

Body mass index

Brightness mode

Cluster of Differentation
Docosahexaenséure
Ethylendiamintetraessigsidure
Eicosapentaensdure

einfach — ungesittigte Fettsduren
Firma

Fluoroscein-Isothiocyanat

Fall — Kontroll — Studie

Fettsduren

Forward Light Scatter
Glykoprotein

Héamoglobin

High Density Lipoprotein
Intercellular adhesion molecule 1
Intima - Media Thickness
Interventionsstudie zur Primérpravention
Interventionsstudie zur Sekundirprdvention,
Koronare Herzkrankheit
Kohortenstudie
long-chain-polyunsaturated

Low density lipoprotein
Ligandeninduzierte Bindungsstelle

Lysosomale integrale Membranproteine
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LNA Alpha-Linolensduren

Lp(a) Lipoprotein(a)

LTB4 Leukotriene B4

MCP-1 Monocyte chemoattractant Protein-1
MIF Mittlere Immunfluoreszenz

MUF mehrfach — ungesittigten Fettsduren
n.b. nicht bestimmt

NO Stickstoffmonoxid

PAF Platelet — activating — factor

PAF Paraaminoformaldehyd

PAH Phenylalaninhydroxylase

PBS Phosphate buffered saline

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PE Phycoerythrin

PF4 Plattchen-Faktor 4

PI Pulsalitétsindex

PKU Phenylketonurie

PUFA Poly unsaturated fatty acids = Mehrfach ungesittigte Fettsduren
RR Riva-Rocci

S.0. siehe oben

SCS Surface connected system

SEM Standard error of the mean

SSC Sideward Light Scatter

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor alpha

u.a. unter anderen

VLDL Very low density lipoprotein

VWF von-Willebrand-Faktor (VWF)
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I1. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1-

Abbildung 2-

Abbildung 3-

Abbildung 4-

Abbildung 5-

Abbildung 6-

Abbildung 7-

Phenylalanin Stoffwechsel: Abbau iiberschiissiges Phenylalanin zu Tyrosin. Bei
Storung wird Phenylalanin in die normalerweise nicht vorkommende
Phenylbrenztraubensiure (grau) umgewandelt (=alternativer Stoffwechselweg)
abgewandelt aus Monch, E. J. (2003) ,,Kommunikation zwischen Partnern.
Phenylketonurie/ Galaktosdmie.* Diisseldorf: Bundesarbeitsgemeinschaft
,,Hilfe fiir Behinderte e.V.* [7].

Diidtische Behandlung der PKU: Die Diét erfolgt mittels eines
phenylalaninfreien, tyrosinangereicherten Aminosduren (AS) — Gemisches nach
Monch, E. J. (2003) ,, Kommunikation zwischen Partnern.
Phenylketonurie/Galaktosdmie.* Diisseldorf: Bundesarbeitsgemeinschaft ,,Hilfe
fiir Behinderte e.V.“ [7].

Mittels Durchflusszytometrie ist eine Bestimmung der Membranglykoproteine
moglich. Mit Hilfe spezifischer Antikorper konnen
Funktionszustandsidnderungen der thrombozytiren Membranglykoproteine
nachgewiesen werden. CD 41: komplexierter Fibrinogenrezeptor; PAC-1:
aktivierter Fibrinogen — Rezeptor; Nachweis einer Degranulation der a —
Granula / Lysosomen mittels gegen P — Selektin (CD62P) und gegen GP 53
(CD63) gerichtete Antikorper; Bindung von Anti — CD 42 an GP 1b (nach
Gawaz, M. (1999). "Das Blutplittchen: Physiologie, Pathophysiologie,
Membranrezeptoren, antithrombozytire Wirkstoffe und antithrombozytére
Therapie bei koronarer Herzerkrankung.") [66].

Pathogenese der Arteriosklerose aus: http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/medizin/mencke-thomas/HTML/mencke-ch1.html.
Messung der IMT, 30 mm proximal der Carotisbifurkation. Die IMT stellt sich
als echoreiche Struktur dar und Iésst sich somit von den ihr umgebenen
Strukturen abgrenzen.

Formel zur Berechnung des 3 — Stiffness Index. Notwendig ist die Bestimmung
des systolischen und diastolischen Blutdruck, sowie den systolischen und
diastolischen Diameter

Durchflusszytometrie — Prinzip: In Abhéngigkeit ihres Zelltyps und der
Probenvorbereitung (Einsatz von Immunfluoreszenzen) entstehen

charakteristische Lichtstreuphdanomene, welche dann mittels Detektoren
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Abbildung 8-

Abbildung 9-

Abbildung 10-

Abbildung 11-

Abbildung 12-

Abbildung 13-

Abbildung 14-

Abbildung 15-

Abbildung 16-

Abbildung 17-

nachgewiesen werden konnen. Bestimmt wird das Ausma@ der
Vorwirtsstreuung (Forward Scatter, FSC = proportional zur Zellgro3e) und der
Seitwirtsstreuung (Side — Scatter SSC = Zellgranularitit) des Laserlichtes.
(aus: http://www1.medizin.uni-halle.de/imi/pages/zytometrie_facs.php?lang=).
Zweiparameter Darstellung (Dot — Plot) von Thrombozyten einer
Vollblutprobe.

Die obere Population repréasentiert Thrombozyten (CD 42b — PE positiv,
eindeutig selektiert Thrombozyten), dagegen reprisentiert die untere Population
Erythrozyten, Leukozyten und assoziierte Thrombozyten.

Histogramm - Darstellung zur Untersuchung von Membranglykoproteinen auf
der Thrombozytenoberfliche bzw. Degranulation. Hier die Darstellung der
CD41 Expression gegen CD42b.

Einparameter — Darstellung zur quantitativen Auswertung — Fluoreszenzstirke
als logarithmische Darstellung auf der X — Achse gegen die Ereignishédufigkeit
auf der Y — Achse.

Tabellarische Darstellung als Beispiel die Darstellung der PAC 1 — positiven
Thrombozytenpopulation (% Total).

Balkendiagramm - Der durchschnittliche gemessene 3 — Stiffness — Index lag in
der PKU Gruppe bei 4.44 £ 0.37, in der Kontrollkohorte lag dieser Wert bei
4,40 £ 0.31.

Balkendiagramm - Der durchschnittliche IMT - Wert lag bei 0.44 + 0.01 mm in
beiden Gruppen.

Balkendiagramm - Der durchschnittliche Wert lag hierbei in der
Patientenkohorte bei 1.92 £ 0.1. In der Kontrollgruppe lag der Vergleichswert
bei 2.20 £ 0,06.

Darstellung als Histobar - Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Expression von CD41 zwischen der Patienten- und der
Kontrollkohorte (Angabe in mittlere Intensitdt der Immunfluoreszenz; Median,
[25igste und 75igste Perzentile]): 649.88 (583.60; 715.98) vs. 647.01 (577.89;
703.69) [p=0.53].

Darstellung als Histobar - CD61 (Angabe in mittlere Intensitit der
Immunfluoreszenz; Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 394.65 (284.67,
440.90) vs. 378.69 (238.17; 414.16), [p=0.26] ohne signifikanten Unterschied.
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Abbildung 18-

Abbildung 19-

Abbildung 20-

Abbildung 21-

Abbildung 22-

Abbildung 23-

Abbildung 24-

Abbildung 25-

Darstellung als Histobar - PAC1% positiver Thrombozyten, Median, [25igste
und 75igste Perzentile]): 0.46 (0.32; 0.68) vs. 0.55 (0.42; 0.71), [p=0,29] — kein
signifikanter Unterschied.

Darstellung als Histobar - Die Expression von P-Selektin unterscheidet sich
nicht zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe (CD 62P% positiver
Thrombozyten, Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 2.00 (1.60; 2.70) vs.
2.09 (1.57; 2.83), [p=0.86].

Darstellung als Histobar - Expression von CD63 (Lysosomen) zwischen den
erwihnten Gruppierungen (Angabe als mittlere Immunfluoreszenz; Median,
[25igste und 75igste Perzentile]): 12.47 (11.03; 14.84) vs. 13.23 (11.61; 15.25),
[p=0,3] ohne signifikanten Unterschied.

Darstellung als Histobar - Kein signifikanter Unterschied zwischen PKU- und
Kontrollkohorte zu beobachten (Angabe als mittlere Immunfluoreszenz,
Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 16.31 (13.10; 18.70) vs. 16.49
(13.52; 19.30), [p=0,62].

Histobar - Ein signifikanter Unterschied im Vergleich der IMT konnte
festgestellt werden. Dieser betrug 0,43 (£ 0,02) in der Vergleichsgruppe und
0,48 (£ 0,01) in der Substitutionsgruppe (p= 0,04).

Histobar - Graphische Darstellung der Ergebnisse der Carotis B — Sonographie:
Der B — Stiffness Index unterschied sich nicht zwischen der Vergleichsgruppe
und der Substitutionsgruppe: Kontrollgruppe 4,57 (£ 0,47) vs.
Substitutionsgruppe 4,18 (+ 0,59) [p=0,59].

Histobar - Graphische Darstellung der Ergebnisse der Carotis B — Sonographie:
der PI unterschied sich nicht zwischen der Vergleichsgruppe und der
Substitutionsgruppe: Kontrollgruppe 1,92 (+ 0,12) vs. Substitutionsgruppe 1,94
(+0,18) [p=0,67].

Darstellung als Histobar - Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Expression von CD41 (Angabe in mittlere Immunfluoreszenz
CD 41; Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 649,88 (597,82;718,11) vs.
655,42 (575,02;715,59) [p=0,71].
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Abbildung 26-

Abbildung 27-

Abbildung 28-

Abbildung 29-

Abbildung 30-

Darstellung als Histobar - Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Expression von PAC 1 (Angabe in PAC 1% positive
Thrombozyten; (Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 0,44 (0,29;0,66) vs.
0,55 (0,39;0,81) ) [p=0,35].

Darstellung als Histobar - Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Expression von CD61 (Angabe in mittlere Intensitit der
Immunfluoreszenz (Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 393,30
(307,47;445,94) vs. 395,76 (214,34;446,66) [p=0,94].

Darstellung als Histobar - Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Expression von CD62 (Angabe in CD 62% positiver
Thrombozyten; (Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 2,02 (1,45;2,68) vs.
1,99 (1,84;3,90) [p=0,43].

Darstellung als Histobar - Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Expression von CD 63 zwischen den Gruppen (Angabe als
mittlere Inmunfluoreszenz; Median, [25igste und 75igste Perzentile]): 12,23
(10,95;14,20) vs. 12,79 (11,20;15,19) [p=0,56].

Darstellung als Histobar - Kein signifikanter Unterschied zwischen der
Vergleichs- und der beobachten Gruppe (Angabe in mittlere Immunfluoreszenz
CD 40L, Median, [25igste und 75igste Perzentile]: 14,63 (12,90;17,97 vs. 16,78
(14,32;22,25), [p=0,19].
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VII. Instrumenten Setting — flow cytometry

Thrombozytenmessung:

Detectors/Amps:

Parameter Detector Voltage AmpGain Mode
P1 FSC E00 1.00 Log
P2 SSC 330 1.00 Log
P3 FL1 600 1.00 Log
P4 FL2 570 1.00 Log
P5 FL3 150 1.00 Lin
Treshold:

Parameter: FSC; Value: 50; Compensation: FL.1 —0,1% FL2; FL2 — 45% FL1; FL2 — 0,0% FL; FL3 —
0,0% FL2

Thrombozyten-/Leukozytenmessung:

Detectors/Amps:

Parameter Detector Voltage AmpGain Mode
P1 FSC E00 1.00 Lin
P2 SSC 329 1.00 Lin
P3 FL1 575 1.00 Log
P4 FL2 500 1.00 Log
P5 FL3 581 1.00 Log
Treshold:

Parameter: FSC; Value: 72; Compensation: FL.1 — 1,3% FL2; FL2 — 20% FL1; FL2 — 1,1% FL3; FL3
—16,6% FL2

99




