
Institut für Ernährungswissenschaften 

(Direktor: Prof. Dr. habil. oec. troph. Klaus Eder)   

der Landwirtschaftlichen Fakultät  

(Dekan: Prof. Dr.-Ing. habil. Peter Pickel) 

der  

Martin-Luther-Universität  

Halle-Wittenberg 
 
 
 

 

„Modulation der Thrombozytenfunktion durch  

bioaktive Substanzen  

der Sojabohne (Glycine max[L]Merr.)“ 

 

 

 

Dissertation 
 

zur Erlangung des akademischen Grades 

Doktor der Trophologie (Dr. troph.) 
 

 

 

 

 

vorgelegt von 

 

Diplom-Ernährungswissenschaftlerin   

Kerstin Borgwardt 

 

 

 

Halle/Saale 2006 

urn:nbn:de:gbv:3-000010316
[http://nbn-resolving.de/urn/resolver.pl?urn=nbn%3Ade%3Agbv%3A3-000010316]



  

Institut für Ernährungswissenschaften 

(Direktor: Prof. Dr. habil. oec. troph. Klaus Eder)   

der Landwirtschaftlichen Fakultät  

(Dekan: Prof. Dr.-Ing. habil. Peter Pickel) 

der  

Martin-Luther-Universität  

Halle-Wittenberg 
 
 

 

 

„Modulation der Thrombozytenfunktion durch  

bioaktive Substanzen  

der Sojabohne (Glycine max[L]Merr.)“ 

 

 
 

Dissertation 
 

zur Erlangung des akademischen Grades 

Doktor der Trophologie (Dr. troph.) 
 

vorgelegt von 

 

Diplom-Ernährungswissenschaftlerin   

Kerstin Borgwardt       geb. am 22.05.1976 

         in Güstrow 

 

Gutachter:  Prof. Dr. habil. oec. troph. Klaus Eder 

   Prof. Dr. habil. oec. troph. Gabriele Stangl 

   Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Andreas Gardemann 

 

Verteidigung am: 24.04.2006 

 

Halle/Saale 2006 

urn:nbn:de:gbv:3-000010316
[http://nbn-resolving.de/urn/resolver.pl?urn=nbn%3Ade%3Agbv%3A3-000010316]



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

Meinen Eltern gewidmet. 
 
 
 
 
 
 
 

 
Der Leser mag dort, 

Wo er ebenso sicher ist wie ich, 

Mit mir weitergehen; 

Wo er ebenso zögert, 

Mich befragen; 

Wo er bei sich einen Irrtum erkennt, 

Sich an mich halten; 

Wo er einen bei mir erkennt, 

Mich zurückrufen. 

 
A. Augustinus (354-430 nChr.)  

in De Trinitate I,2,5 



 

Danksagung 
 
An dieser Stelle möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. K. Eder für die Unterstützung bei der 

Einreichung der Dissertation an der Landwirtschaftlichen Fakultät der Martin-Luther-Uni-

versität Halle-Wittenberg sowie für die gute Kooperation im Rahmen des Netzwerkprojektes 

„Molekulare Ernährungsforschung“ bedanken. 

 

Ein großer Dank gilt ferner Herrn Prof. Dr. Dr. A. Gardemann aus dem Institut der Pathologi-

schen Biochemie der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg für die sehr gute Betreuung 

während der Promotion.  

 

Herrn PD. Dr. A. Götte und seinen Mitarbeitern aus der Klinik für Kardiologie, Angiologie und 

Pneumologie der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg möchte ich mich für die Blutent-

nahmen bei herzkranken Patienten sowie für die gute Zusammenarbeit bedanken. 

 

Für die Benutzung der technischen Geräte und für die gute Zusammenarbeit bedanke ich 

mich bei der Abteilung Experimentelle Operative Medizin der Otto-von-Guericke-Universität 

Magdeburg unter Leitung von Herrn Prof. Dr. W. Halangk. Weiterhin danke ich den Mitarbei-

tern Frau Dr. B. Brandt-Nedelev aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. W. Halangk sowie 

Frau Dr. C. Schmidt aus der Klinik für Allgemein-, Viszeral- und Gefäßchirurgie der Otto-von-

Guericke-Universität Magdeburg. Außerdem danke ich Herrn Dr. A. Köster für die zahlrei-

chen Blutabnahmen im Vertretungsfall.  

 

Gleichzeitig bedanke ich mich bei allen Mitabeitern und Mitarbeiterinnen des Institutes der 

Pathologischen Biochemie der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg, insbesondere den 

technischen Mitarbeitern Frau S. Bonifatius, Frau E. Wölfel sowie Frau M. Lotzing für ihre 

Mitarbeit an diesem Projekt.  

 

Meinen Eltern, Peter und Ingrid Borgwardt, gilt für ihre persönliche Unterstützung und für 

ihren Beistand ein ganz besonderer Dank. Ein weiterer Dank gilt Herrn cand. Dipl.-Pflegewirt 

(FH) Stefan Schöbel. Ferner möchte ich mich bei meinen Freunden und Bekannten bedan-

ken, die mich unterstützt haben.  

 

Dem Bundesministerium für Bildung und Forschung danke ich für die finanzielle Unter-

stützung des Themas im Netzwerkprojekt „Molekulare Ernährungsforschung“. 



 

INHALTSVERZEICHNIS 
  Seite
I ABBILDUNGSVERZEICHNS I 
II TABELLENVERZEICHNIS VI 
III ERKLRÄRUNG DER ABKÜRZUNGEN UND 

EINHEITEN 
IX 

   
1 EINLEITUNG 1 
   
  1.1 Sojabohne und Sojaprotein 1 

   1.1.1 Bioaktive Substanzen der Sojabohne 3 
   1.1.2 Resorption von Sojaproteinen und bioaktiven Substanz-

en der Sojabohne 
3 

   1.1.3 Wirkungen des Isoflavons Genistein 7 

 1.2 Thrombozyten 10 

    1.2.1 Morphologie der Thrombozyten 11 
    1.2.2 Physiologie der Thrombozyten 14 
    1.2.3 Stimulatoren der Thrombozytenaktivierung 17 
    1.2.4 Rolle der Thrombozyten bei der Entstehung von Herz-

Kreislauferkrankungen unter besonderer Berücksich-
tigung der koronaren Herzerkrankung (KHK) und des 
Vorhofflimmerns (VHF) 

18 

 1.2.4.1  Atherosklerose als eine Ursache der KHK und Rolle der 
Thrombozyten 

18 

1.2.4.2  Vorhofflimmern (VHF) 20 
   

2 ZIELSETZUNG 22 
   
3 MATERIAL UND METHODEN 24 
   
  3.1 Material 24 

3.1.1 Materialien der aggregometrischen Messungen 24 

3.1.2 Materialien der durchflusszytometrischen Messungen 26 

3.1.3 Sonstige Materialien 26 

3.2 Methoden 27 

3.2.1 Evaluierung der Probanden und Patienten 27 

3.2.1.1 Probanden 27 
3.2.1.2 Patienten 28 



  

3.2.2 Bestimmung der Thrombozytenzahl 28 

3.2.3 Aggregometrie 29 

3.2.3.1 Grundlagen der Aggregometrie 29 
3.2.3.2 Probenaufbereitung und aggregometrische Analyse 29 
3.2.3.3 Messung der Thrombozytenaggregation 30 
3.2.3.4 Etablierung der aggregometrischen Messung 35 

3.2.4 Durchflusszytometrie 38 

3.2.4.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie 38 
3.2.4.2 Mehrfarbenfluoreszenzanalyse 38 
3.2.4.3 Probenaufbereitung und durchflusszytometrische  

Analyse 
39 

3.2.5 Statistische Methoden und statistische  Auswertung 54 

3.2.5.1 Mittelwert und Standardabweichung 54 
3.2.5.2 Mann-Whitney-U-Test und Test nach ANOVA 54 
   

4 ERGEBNISSE 55 
   

4.1 Auswertung der Probanden und Patienten 55 

4.1.1 Auswertung gesunder Probanden 55 

4.1.2 Auswertung herzkranker Patienten 56 

4.1.3 Thrombozyten 56 

4.1.3.1 Thrombozyten gesunder Probanden 56 
4.1.3.2 Thrombozyten herzkranker Patienten 58 

4.2 Aggregometrische Vorversuche 58 
4.2.1 Potenzieller Einfluss von Lösungsmitteln der Testsub-

stanzen auf die Agonisten-induzierten Thrombozyten-
aggregationen 

58 

4.2.1.1 ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 58 
4.2.1.2 Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 59 
4.2.1.3 Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 59 
4.2.1.4 Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 59 

4.2.2 Vorinkubationszeit als ein möglicher Einflussfaktor auf 
die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregationen 

59 

4.2.3 Temperatur als ein möglicher Einflussfaktor auf die Ago-
nisten-induzierten Thrombozytenaggregationen 

61 

4.3 Testsubstanzen in der aggregometrischen  Analyse bei 
gesunden Probanden 

62 



  

4.3.1 Untersuchungen möglicher Wirkungen von Aminosäuren 
auf die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregati-
onen 

62 

4.3.1.1 ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 62 
4.3.1.2 Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 63 
4.3.1.3 Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 63 
4.3.1.4 Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 63 

4.3.2 Untersuchungen möglicher Wirkungen von Dipeptiden 
auf die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregatio-
nen 

63 

4.3.2.1 ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 63 
4.3.2.2 Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 64 
4.3.2.3 Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 64 
4.3.2.4 Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 64 

4.3.3 Untersuchungen möglicher Wirkungen von Tripeptiden 
auf die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregatio-
nen 

64 

4.3.3.1 ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 65 
4.3.3.2 Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 65 
4.3.3.3 Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 65 
4.3.3.4 Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 65 

4.3.4 Untersuchungen möglicher Wirkungen von Genistein auf 
die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregationen 

65 

4.3.4.1 ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 65 
4.3.4.2 Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 66 
4.3.4.3 Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 66 
4.3.4.4 Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 66 

4.4 Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen 
zwischen den Testsubstanzen 

71 

 4.4.1 Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen zwi-
schen Aminosäuren und dem Isoflavon Genistein 

71 

4.4.1.1 ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 71 
4.4.1.2 Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 72 
4.4.1.3 Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 72 
4.4.1.4 Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 72 

 4.4.2 Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen zwi-
schen Dipeptiden und dem Isoflavon Genistein 

73 

4.4.2.1 ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 73 
4.4.2.2 Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 75 
4.4.2.3 Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 75 
4.4.2.4 Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 78 



  

 4.4.3 Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen zwi-
schen Tripeptiden und dem Isoflavon Genistein 

87 

4.4.3.1 ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 87 
4.4.3.2 Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 87 
4.4.3.3 Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 87 
4.4.3.4 Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 88 

4.5 Testsubstanzen in den aggregometrischen Analysen 
bei herzkranken Patienten 

97 

4.5.1 Untersuchungen der Testsubstanzen auf die Agonisten-
induzierten Thrombozytenaggregationen bei herzkran-
ken Patienten 

97 

4.5.1.1 Dipeptid Glu-Glu und Tripeptid Glu-Glu-Glu 97 
4.5.1.2 Genistein 97 

4.5.2 Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen der 
Testsubstanzen auf die Agonisten-induzierten Thrombo-
zytenaggregationen bei herzkranken Patienten 

98 

4.5.2.1 ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 98 
4.5.2.2 Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 98 
4.5.2.3 Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 99 

4.6 Thrombozytärer Aktivierungszustand von gesunden 
Probanden und herzkranken Patienten anhand durch-
flusszytometrischer Untersuchungen  

99 

4.6.1 CD 62PE 99 

4.6.2 CD 41PE/CD 45FITC 101 

4.6.3 CD 41PerCP/PAC-1FITC/CD 62 PE 101 

   

5 DISKUSSION 102 

   
5.1 Methodendiskussion 102 

5.1.1 Probanden- und Patientenkollektiv 102 

5.1.2 Aggregometrie 103 

5.1.3 Lösungsmittel 103 

5.1.4 Inkubationszeit und Inkubationstemperatur 104 

5.1.5 Agonisten 104 

5.1.6 Durchflusszytometrie 105 

5.2 Produkte der Sojabohne und Sojabohneninhaltstoffe 107 



  

5.3 Zielsetzung der Studie 110 

5.4 Physiologie der Flavonoide 111 

5.5 Wirkungen der Flavonoide 113 

5.5.1 Wirkungen des Isoflavons Genistein auf die Thrombozy-
ten 

114 

5.5.1.1 Wirkungen des Genisteins auf die ADP- und Adrenalin-
induzierten Thrombozytenaggregationen 

115 

5.5.1.2 Wirkungen des Genisteins auf die Kollagen- und Ara-
chidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregationen 

117 

5.5.2 Vergleich der eingesetzten Genisteinkonzentrationen mit 
anderen publizierten Studien 

119 

5.6 Physiologie der Proteine 122 

5.6.1 Allgemeine Vorbemerkungen 122 
5.6.2 Resorption und Metabolisierung der Sojaproteine 124 

5.7 Wirkungen der Sojaproteine 126 

5.7.1 Wirkungen von Peptiden auf die Thrombozyten 126 
5.7.2 Vergleich der eingesetzten Peptidkonzentrationen mit 

anderen publizierten Studien 
129 

5.8 Wechselwirkungen zwischen Genistein und Amino-
säuren bzw. Peptiden 

130 

5.9 Übertragbarkeit der in vitro erhobenen Befunde auf in 
vivo Bedingungen 

131 

   

6 ZUSAMMENFASSUNG 136 

6 SUMMARY 139 

7 ANHANG 143 

8 LITERATURVERZEICHNIS 163 

 Lebenslauf  

 Eidesstattliche Erklärung  
 



ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

 I

I     ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

  Seite
Abbildung 1. Globale Sojaproduktion und die internationale Einordnung der 

Sojabohne als Proteinquelle mit a) der Sojaproduktion im Jahr 
2003 weltweit und b) Anteil der Sojabohne am weltweiten Protein-
verzehr 2003. 

2 

Abbildung 2. Verdauung und Resorption von Proteinen im Dünndarm. 4 

Abbildung 3. Di- und Tripeptidtransport (3) mit schematisierter Struktur des hu-
manen Peptidtransporters hPEPT 1 an der epithelialen Bürsten-
saummembran des Dünndarms und dessen Bezug zu dem apika-
len Na+/H+-Austauscher (2) und der basolateralen Na+/K+-ATPase 
(1). 

5 

Abbildung 4. Schematische Präsentation des intestinalen Metabolismus von 
Genisteinverbindungen ausgehend von einer Tofudiät am Modell 
des perfundierten Rattendünndarms.  

6 

Abbildung 5. Verlauf der Sterblichkeit aller Altersgruppen an der koronaren 
Herzerkrankung in der europäischen Region seit 1970. 

9 

Abbildung 6. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Thrombozyten mit a) 
inaktivierten Thrombozyten, b) aktivierter Thrombozyt mit Sprei-
zung und c) aktivierter Thrombozyt mit Pseudopodien. 

12 

Abbildung 7. Thrombozytenkohäsion über Ausbildung einer Fibrinogenbrücke 
nach Aktivierung. 

17 

Abbildung 8. Signalkaskade der Thrombozytenaktivierung und Rolle der G-
Proteine. 

19 

Abbildung 9. Beschreibung der Erregungsleitung am Herzen mit dargestellten 
Elektrokardiogrammen. 

21 

Abbildung 10. Prinzip der aggregometrischen Messungen. 31 

Abbildung 11. Aggegationskurven der verwendeten Induktoren eines gesunden 
Probanden im Originalausdruck des Aggregometers. 

32 

Abbildung 12. Auswertung einer Arachidonsäure-induzierten Thrombozyten-
aggregation. 

37 

Abbildung 13. Messprinzip eines Durchflusszytometers. 41 

Abbildung 14. Probenaufbereitung zur funktionellen Charakterisierung der 
Thrombozyten in der Einfarben- und Zweifarbenimmun-
fluoreszenzanalyse. 

44 

   
Abbildung 15. Probenaufbereitung zur funktionellen Charakterisierung der 

Thrombozyten in der Dreifarbenimmunfluoreszenanalyse. 
46 



ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

 II

Abbildung 16. Auswahl einer unmarkierten, unaktivierten Thrombozytenpopulati-
on in der Vollblutprobe im DotPlot. 

47 

Abbildung 17. Darstellung einer quantitativen Einfarbenimmunfluoreszenz mittels 
DotPlot-Analyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik anhand 
unaktivierter Thrombozyten mit a) unaktivierte Thrombozyten, CD 
62PE-markiert b) TRAP-aktivierte Thrombozyten, CD 62PE-
markiert. 

48 

Abbildung 18. Darstellung einer quantitativen Zweifarbenimmunfluoreszenz mit-
tels DotPlot-Analyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik an-
hand unaktivierter Thrombozyten mit a) FSC vs. SSC, b) CD 41PE 
vs. SSC, c) CD 45FITC vs. CD 41PE und d) Histogrammdarstel-
lung der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate.  

49 

Abbildung 19. Darstellung einer quantitativen Zweifarbenimmunfluoreszenz mit-
tels DotPlot-Analyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik an-
hand TRAP-aktivierter Thrombozyten mit a) FSC vs. SSC, b) CD 
41PE vs. SSC, c) CD 45FITC vs. CD 41PE und d) Histogramm-
darstellung der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate.  

50 

Abbildung 20. Darstellung einer quantitativen Dreifarbenimmunfluoreszenz mit-
tels DotPlot-Analyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik an-
hand unaktivierter Thrombozyten mit a) FSC vs. SSC, b) CD 
41aPerCP vs. SSC und c) PAC-1FITC vs. CD 62PE.   

51 

Abbildung 21. Darstellung einer quantitativen Dreifarbenimmunfluoreszenz mit-
tels DotPlot-Analyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik an-
hand ADP-aktivierter Thrombozyten mit a) FSC vs. SSC, b) CD 
41aPerCP vs. SSC und c) PAC-1FITC vs. CD 62PE.   

52 

Abbildung 22. Potenzielle Einflüsse von Dimethylsulfoxid und isotonischer Koch-
salzlösung als Lösungsmittel der Testsubstanzen auf die Throm-
bozytenaggregationen mit a) ADP b) Adrenalin, c) Kollagen und d) 
Arachidonsäure als Agonisten.  

60 

Abbildung 23. Aggregationsverläufe in Abhängigkeit unterschiedlicher 
Vorinkubationszeiten der ADP-, Adrenalin-, Kollagen- und 
Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregationen. 

61 

Abbildung 24. Vergleich zwischen 23 °C und 37 °C auf die Agonisten-induzierten 
Thrombozytenaggregationen mit ADP, Adrenalin, Kollagen und 
Arachidonsäure als Agonisten. 

62 

Abbildung 25. Einfluss ausgewählter Aminosäuren auf die Agonisten-induzierten 
Thrombozytenaggregationen mit a) ADP, b) Adrenalin, c) Kollagen 
und d) Arachidonsäure als Agonisten. 

67 

Abbildung 26. Einfluss ausgewählter Dipeptide auf die Agonisten-induzierten 
Thrombozytenaggregationen mit a) ADP, b) Adrenalin, c) Kollagen 
und d) Arachidonsäure als Agonisten. 

68 

Abbildung 27. Einfluss ausgewählter Tripeptide auf die Agonisten-induzierten 
Thrombozytenaggregationen mit a) ADP, b) Adrenalin, c) Kollagen 
und d) Arachidonsäure als Agonisten. 

69 



ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

III 

Abbildung 28. Wirkung des Genisteins auf die Agonisten-induzierten Thrombozy-
tenaggregationen mit a) ADP, b) Adrenalin, c) Kollagen und d) 
Arachidonsäure als Agonisten. 

70 

Abbildung 29. Darstellung der synergistischen Wechselwirkung zwischen Ge-
nistein und Asparagin in der Kollagen-induzierten Thrombozyten-
aggregation. 

72 

Abbildung 30. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glu-
tamat auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregati-
on mit a) kein synergistischer Effekt, b) synergistischer Effekt und 
c) Volleffekt durch Genistein. 

74 

Abbildung 31. Darstellung der synergistischen Wechselwirkungen zwischen Ge-
nistein und Dipeptiden in der ADP-induzierten Thrombozyten-
aggregation mit a) Glutamat-Glutamat, b) Aspartat-Glutamat und 
c) Glutamat-Aspartat als Dipeptide. 

76 

Abbildung 32. Darstellung der synergistischen Wechselwirkungen zwischen Ge-
nistein und Dipeptiden in der Adrenalin-induzierten Thrombozyten-
aggregation mit a) Glutamat-Aspartat als Dipeptid und die syner-
gistische Wechselwirkung in der Kollagen-induzierten Aggregation 
mit b) Glutamat-Glutamat und c) Glutamat-Aspartat als Dipeptide. 

77 

Abbildung 33. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glu-
tamat-Glutamat auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozyten-
aggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) synergisti-
schem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

80 

Abbildung 34. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glu-
tamat-Glutamat auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozyte-
naggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) synergisti-
schem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

81 

Abbildung 35. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und 
Aspartat-Glutamat auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozyt-
enaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) synergisti-
schem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

82 

Abbildung 36. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und 
Aspartat-Glutamat auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozyt-
enaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) synergisti-
schem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

83 

Abbildung 37. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und 
Aspartat-Aspartat auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozyt-
enaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) synergisti-
schem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

84 

Abbildung 38. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Serin-
Glutamat auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggre-
gation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) synergistischem 
Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

85 



ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

IV 

Abbildung 39. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Valin-
Aspartat auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggre-
gation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) synergistischem 
Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

86 

   
Abbildung 40. Darstellung der synergistischen Wechselwirkungen zwischen Ge-

nistein und Tripeptiden auf die ADP-induzierte Thrombozyte-
naggregation mit a) Valin-Prolin-Leucin, b) Aspartat-Aspartat-
Aspartat und c) Lysin-Lysin-Lysin als Tripeptide.  

90 

Abbildung 41. Darstellung der synergistischen Wechselwirkungen zwischen Ge-
nistein und Tripeptiden auf die Kollagen-induzierte Thrombozyte-
naggregation mit a) Glutamat-Glutamat-Glutamat und b) Aspartat-
Aspartat-Aspartat als Tripeptide.  

91 

Abbildung 42. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glu-
tamat-Glutamat-Glutamat in der Arachidonsäure-induzierten 
Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) 
synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

92 

Abbildung 43. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glu-
tamat-Glutamat-Glutamat in der Arachidonsäure-induzierten 
Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) 
synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

93 

Abbildung 44. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glu-
tamat-Glutamat-Glutamat in der Arachidonsäure-induzierten 
Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) 
synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

94 

Abbildung 45. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und 
Aspartat-Aspartat-Aspartat in der Arachidonsäure-induzierten 
Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) 
synergistischen Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

95 

Abbildung 46. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und 
Aspartat-Aspartat-Aspartat in der Arachidonsäure-induzierten 
Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) 
synergistischen Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 

96 

Abbildung 47. Wirkung des Genisteins auf die Agonisten-induzierten Thrombozy-
tenaggregationen herzkranker Patienten mit ADP, Adrenalin, Kol-
lagen und Arachidonsäure als Agonisten. 

98 

Abbildung 48. Darstellung der synergistischen Wechselwirkungen bei herzkran-
ken Patienten zwischen Genistein und Peptiden in den Adrenalin- 
und Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregationen mit a) Glu-
tamat-Glutamat  und b), c) Glutamat-Glutamat-Glutamat als Pepti-
de. 

100 

Abbildung 49. Verschiedene Produkte aus Sojabohnen. 108 

Abbildung 50. Vergleich der Bioverfügbarkeit verschiedener Flavonoide. 114 

Abbildung 51. Ein möglicher Angriffspunkt des Genisteins in der ADP-ver-
mittelten Thrombozytenaggregation. 

116 



ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

V  

Abbildung 52. Die Hemmung der Syk-Phosphorylierung in der Kollagen-indu-
zierten Thrombozytenaggregation (Aktivierung des GP VI Rezep-
tors) durch Genistein.  

118 

Abbildung 53. Arachidonsäurekaskade mit Bildung von Thromboxan A2. 118 

Abbildung 54. Schema nach KOTTRA et al. für den Transport von Dipeptiden 
durch den humanen Transporter PEPT 1 vom Darmlumen (extra-
zellulär) in die Mukosazelle (intrazellulär). 

124 

Abbildung 55. Probandeninformation. 143 

Abbildung 56. Einverständniserklärung der Probanden. 144 

Abbildung 57. Fragebogen. 145 

Abbildung 58. Patienteninformation. 146 

Abbildung 59. Einverständniserklärung der Patienten. 147 



TABELLENVERZEICHNIS 

 VI

II   TABELLENVERZEICHNIS 

  Seite
Tabelle 1. Bewertung proteinreicher Lebensmittel nach PDCAAS sowie Dar-

stellung der Aminosäurezusammensetzung von Sojabohnenschrot 
2 

Tabelle 2. Relevanz der Studien, die sich mit ausgewählten Risikofaktoren 
der koronaren Herzerkrankung beschäftigen 

11 

Tabelle 3. Speichersubstanzen der thrombozytären Granula 15 

Tabelle 4. Isoflavon mit Firmenherkunft 24 

Tabelle 5. Aminosäuren, Di- und Tripeptide mit Firmenherkunft 24 

Tabelle 6. Physiologische Induktoren mit Firmenherkunft 25 

Tabelle 7. Antikörper mit Firmenherkunft 26 

Tabelle 8. Ausgewählte technische Parameter des PAP 4ff 30 

Tabelle 9. Konzentrationen der Induktoren und deren Einsatzmenge in den 
aggregometrischen Messungen nach Angaben des Herstellers 

33 

Tabelle 10. Untersuchte Prüfsubstanzen in der Aggregometrie 34 

Tabelle 11. Pipettiervolumina und Lösungsmittel der Aminosäuren und Peptide 36 

Tabelle 12. Aggregationsreferenzbereiche physiologischer Induktoren 37 
   
Tabelle 13. Charakterisierung der Fluoreszenzfarbstoffe in der Durchflusszy-

tometrie 
39 

Tabelle 14. Anzahl der gesunden Probanden und Anzahl der Blutentnahmen 55 

Tabelle 15. Studienrelevante Merkmale der gesunden Probanden 55 

Tabelle 16. Anzahl der herzkranken Patienten 56 

Tabelle 17. Alter der herzkranken Patienten 56 

Tabelle 18. Die häufigsten Diagnosen des Patientenkollektivs und Auflistung 
häufig verabreichter Medikamente 

57 

Tabelle 19. Thrombozyten gesunder Probanden nach Anzahl und Mittlerem 
Plättchenvolumen 

57 

Tabelle 20. Thrombozyten herzkranker Patienten nach Anzahl und Mittlerem 
Plättchenvolumen 

58 

Tabelle 21. Synergistische Wechselwirkungen unterschiedlicher Substanzen 
mit Genistein auf die Agonisten-induzierten Thrombozyten-
aggregationen 

89 

   

   



TABELLENVERZEICHNIS 

VII 

Tabelle 22. Anteil positiv-markierter Thrombozyten bei gesunden Probanden 
und herzkranken Patienten mit CD 62PE, CD 41PE/CD 45FITC 
und CD 62 PE/PAC-1FITC/CD 41PerCP als Marker.  

101 

Tabelle 23. Vergleich der eingesetzten Agonistenkonzentrationen mit denen 
anderer aggregometrischen Studien. 

106 

Tabelle 24. Gesamtisoflavongehalt und Genisteinkonzentrationen in verschie-
denen Nahrungsmitteln. 

109 

Tabelle 25. Übersicht der Inhaltsstoffe in Sojabohnensamen. 109 

Tabelle 26. Hauptklassen der Flavonoide mit ausgewählten Beispielen. 112 

Tabelle 27. Serumkonzentration an Daidzein und Genistein. 119 

Tabelle 28. Verhältnis zwischen eingesetzter Genistein- und Agonistenkon-
zentrationen in der vorliegenden Studie. 

120 

Tabelle 29. Verhältnis zwischen eingesetzter Genistein- und Agonistenkon-
zentrationen in anderen publizierten Studien. 

121 

Tabelle 30. Humane Plasmakonzentrationen ausgewählter Aminosäuren. 125 

Tabelle 31. Synergistische Wechselwirkungen unterschiedlicher Substanzen 
mit Genistein auf die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggre-
gationen. 

131 

Tabelle 32. Theoretischer Aufbau einer nachfolgenden in vivo Studie zur Ü-
berprüfung der in vitro erhaltenen Befunde bioaktiver Substanzen. 

134 

   
Tabelle 33. Zusammenfassende Darstellung der in vitro thrombozytenhem-

menden bioaktiven Substanzen (eingeteilt nach Agonisten) 
137 

   
Tabelle 34. Influence of bioactive amino acids or peptides ± genistein on ago-

nist induced platelet aggregation in vitro 
142 

   
Tabelle 35. Häufig vorkommende Dipeptide in den Sojaproteinen β-

Conglycinin und Glycinin 
148 

   
Tabelle 36. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabwei-

chung) und Signifikanzniveaus der Aminosäuren in den ADP-
induzierten Thrombozytenaggregationen 

149 

   
Tabelle 37. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabwei-

chung) und Signifikanzniveaus der Dipeptide in den ADP-
induzierten Thrombozytenaggregationen 

150 

   
Tabelle 38. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabwei-

chung) und Signifikanzniveaus der Tripeptide in den ADP-
induzierten Thrombozytenaggregationen 

151 

   
Tabelle 39. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabwei-

chung) und Signifikanzniveaus der Aminosäuren in den Adrenalin-
induzierten Thrombozytenaggregationen 

152 

   
Tabelle 40. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabwei-

chung) und Signifikanzniveaus der Dipeptide in den Adrenalin-
induzierten Thrombozytenaggregationen 

153 



TABELLENVERZEICHNIS 

VIII 

Tabelle 41. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabwei-
chung) und Signifikanzniveaus der Tripeptide in den Adrenalin-
induzierten Thrombozytenaggregationen 

154 

   
Tabelle 42. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabwei-

chung) und Signifikanzniveaus der Aminosäuren in den Kollagen-
induzierten Thrombozytenaggregationen 

155 

   
Tabelle 43. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabwei-

chung) und Signifikanzniveaus der Dipeptide in den Kollagen-
induzierten Thrombozytenaggregationen 

156 

   
Tabelle 44. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabwei-

chung) und Signifikanzniveaus der Tripeptide in den Kollagen-
induzierten Thrombozytenaggregationen 

157 

   
Tabelle 45. Darstellung der Aminosäuren als Einzelsubstanzen in der Arachi-

donsäure-induzierten Thrombozytenaggregation 
158 

   
Tabelle 46. Darstellung der Dipeptide als Einzelsubstanzen in der Arachidon-

säure-induzierten Thrombozytenaggregation 
159 

   
Tabelle 47. Darstellung der Tripeptide als Einzelsubstanzen in der Arachidon-

säure-induzierten Thrombozytenaggregation 
159 

   
Tabelle 48. Darstellung der Messergebnisse der synergistisch wirksamen Ge-

mische aus Aminosäuren, Di- und Tripeptiden und Genistein in 
den Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregationen bei 
gesunden Probanden mit Darstellung der jeweiligen Genisteinkon-
zentrationsbereiche  

160 

   
Tabelle 49. Darstellung der Signifikanzniveaus der synergistisch wirksamen 

Gemische aus Aminosäuren, Di- und Tripeptiden in den Ago-
nisten-induzierten Thrombozytenaggregationen bei gesunden Pro-
banden 

161 

   
Tabelle 50. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabwei-

chung) und Signifikanzniveaus in den Agonisten-induzierten 
Thrombozytenaggregationen 

162 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

 IX

III ERKLÄRUNG DER ABKÜRZUNGEN UND EINHEITEN 

A 

ADP   Adenosindiphosphat 
AMP   Adenosinmonophosphat 
ATP   Adenosintriphosphat 
ATPase  Adenosintriphosphatase 
Arg   Arginin 
Asn   Asparagin 
Asp   Aspartat 
AV-Knoten  Atrioventrikularknoten  
ASS   Azetylsalizylsäure 
   

B 

BcL   B-Cell-Lymphoma 
bzw.    beziehungsweise 
BMI   Body Mass Index 
BGS   Bundesgesundheitssurveys 

C 

C   Carbon  
CL-    Chloridionen   
CD   Cluster of Differentiations 
Caco   Colon-Carcinom  
CASS   Coronary Artery Surgery Study 
cAMP   cyklic Adenosine Monophosphat 
Ca2+   Kalziumionen 
c   Konzentration 

D 

d.h.    das heisst 
DAG   Diacylglycerol 
DTS   Dense Tubular System 
DNA   Desoxyribonucleic acid 
DMDE   Dimethyldiisoeugenol 
DMSO   Dimethylsulfoxid 

E 

EKG   Elektrokardiogramm 
EGF   Epidermal Growth Faktor 
et al   et alteri  
EU   Europäische Union 
EMBL-EBI European Molekular Biology Laboratory-European Bioinforma-

tics Institute 
EAAT   Exitatory Amino Acid Transporter 
 

F 

fL   Femtoliter 
FGF   Fibroblast Growth Factor 
FL    Fluoreszenz 
FACS   Fluorescence Activated Cell Sorter  
FITC   Fluoreszeinisothiocyanat 
FDA   Food and Drug Administration 
FSC   Forward Scatter 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

X 

G 

GC-MS  Gas Chromgatography-Mass Spectrometry 
GUS   Gemeinschaft unabhängiger Staaten 
Glu   Glutamat 
Gln   Glutamin 
Gly   Glycin 
GP (Gp)  Glykoprotein 
G   G-Protein 
g   Gramm 
g/Tag   Gramm pro Tag  
G-Proteine  Guaninnukleotid-bindendes Protein 
GMP   Guanosinmonophat 
GTP   Guanosintriphosphat 

H 

HDL   High Density Lipoprotein 
HMWK   High Molekular Weight Kininogen 
HPLC   High Performance Liquid Chromatrography 
hPEPT   humaner Peptidtransporter 
PEPT   Peptidtransporter 
h   Stunde 
H+    Wasserstoffprotonen 
H2O   Wasser 

I 

IP3   Inositol-1,4,5-triphosphat 
ICAM   Intercellular Adhesion Molecule 
Ile   Isoleucin 
IK   Isotonische Kochsalzlösung 

J 

 J   Jahre 
K 

K+    Kaliumionen 
Kat.-Nr.  Katalognummer 
kg   Kilogramm 
kg/m2   Kilogramm pro Quadratmeter 
KG   Körpergewicht 
KHK   Koronare Herzerkrankung 

L 

Leu   Leucin 
LED   Light Emitting Diode 
L    Liter 
LDL   Low Density Lipoprotein 
Lys   Lysin 

M 

MIgG    Maus-Immunglobulin G 
Mrd   Milliarden 
mg   Milligramm 
mg/mL   Milligramm pro Milliliter 
mm   Millimeter 
mmol/L (mM)  Millimol pro Liter (millimolar) 
mm/min  Millimeter pro Minute 
Mio   Millionen  
mL    Milliliter 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

XI 

min   Minute 
MPV   Mittleres Plättchenvolumen 
m   mol 
M   molar (Mol pro Liter) 
mol/L   Mol pro Liter (molar) 
MONICA  Monitoring Trends and Determinants in Cardiovascular Disease  
MCP   Monocyte Chemoattractant Protein 
MLCK   Myosin Light Chain Kinase 
MRP   Multidrug-Resistance-Protein 

N 

n   Anzahl der Messungen 
ng   Nanogramm 
ng/mL   Nanogramm pro Milliliter 
nm   Nanometer 
nmol   Nanomol 
Na+   Natriumionen 
NO   Nitrogenoxid 
NFκB   Nuclear Factor Kappa B 

O 

OCS   Open Canalicular System 
P 

PEPT   Peptidtransporter 
PHT    Peptid Histidin Transporter 
PerCP   Peridin-Chlorophyll-Protein 
Phe   Phenylalanin 
P  Phosphat 
PBS   Phosphat Buffered Saline 
PI-3-K   Phosphoinositol-3-Kinase 
PLC   Phospholipase C 
P-MLC   Phosphorylated Myosin Light Chain 
PE   Phycoerythrin 
PADGEM Platelet Activation Dependent Granule External Membrane  
PAI   Plasminogen Activator Inhibitor 
PAF   Plättchenaktivierener Faktor 
PAP   Plättchenarmes Plasma 
PRP   Plättchenreiches Plasma 
PDGF   Platelet Derived Growth Factor 
PDR   Poly-Aspartoyl-L-Arginin im Ein-Buchstaben-Code 
pH   pondus Hydrogenii (pH-Wert) 
Pro   Prolin 
PG    Prostaglandin 
PDCAAS  Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score 
PKC    Proteinkinase C 
POT   Protonen-gekoppelter Oligopeptid Transporter 

Q/R 

RGDS   Arginin-Glycin-Aspartat-Serin im Ein-Buchstaben-Code 
RT   Raumtemperatur 
RNA   Ribonucleic acid 

S 

Sar   Sarcosin 
s    Sekunde 
Ser   Serin 
SSC   Side Scatter 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

XII 

SGLT   Sodium-Glucose-Cotransporter 
S   Svedberg-Einheit  

T 

TRAP   Thrombin Rezeptor Aktivierendes Peptid 
TxA    Thromboxan  
Thr/L   Thrombozyten pro Liter 
TPO   Thyreoidale Peroxidase 
TGF   Transforming Growth Factor 
TS   Trockensubstanz 
Tyr   Tyrosin 

U 

 U/L   Units pro Liter  
U/min   Umdrehungen pro Minute 

 UDP   Uridin-5-Diphosphat 
V 

Val   Valin 
VEGF   Vascular Endothelial Growth Faktor 
VCAM   Vascular Cell Adhesion Molecule 
vs   versus 
vWF   von Willebrand Faktor 
VHF   Vorhofflimmern 

W 

WOSCOP  West of Scotland Coronary Prevention 
WHO   World Health Organisation 

XYZ 

z.B.    zum Beispiel 
 
Andere 

°C   Grad Celsius 
µg   Mikrogramm 
µg/mL   Mikrogramm pro Milliliter 
µL   Mikroliter 
µM   Mikromol pro Liter (mikromolar)  
%   Prozent 

 

 
 
 



EINLEITUNG 

 1

1  EINLEITUNG 

Die Nahrungszufuhr liefert dem Organismus nicht nur die nötige Energie und die notwendi-

gen Aufbaustoffe für seinen Erhalt, sondern sie spielt ebenso eine große Rolle für die Leis-

tungsfähigkeit, sowie für die Gesundheit des Körpers und kann ferner Krankheitsverläufe und 

Prophylaxen entscheidend beeinflussen. Schätzungen gehen davon aus, dass viele Erkran-

kungen durch eine optimierte Nahrungsaufnahme um 25 % bis 70 % reduziert werden könn-

ten (HOLM, 2003). Eine intensive Erforschung aller Nahrungskomponenten hinsichtlich ihrer 

Wirkung auf in vitro und in vivo Systeme und deren Beeinflussbarkeit kann neue Ansätze zur 

Vorbeugung und Therapie ernährungsbedingter Krankheiten schaffen. 

  

 

1.1    Sojabohne und Sojaprotein 
Die Sojabohne zählt zu den ältesten Kulturpflanzen der Erde und wird vermehrt auf Grund 

ihres gesundheitlichen Nutzens angebaut und konsumiert. Weltweit wurden im Jahr 2004 

etwa 225 Mio. Tonnen Sojabohnen geerntet 1. Die wichtigsten Erzeugerländer sind derzeit 

die Vereinigten Staaten von Amerika (36 %), Brasilien (27 %), Argentinien (18 %) und China 

(8 %; Abbildung 1, S. 2) 2a.  

Auf Grund ihrer Nährstoffzusammensetzung trägt die Sojabohne effizient zur weltweiten Pro-

teinversorgung bei und gehört zu den Leguminosen mit dem höchsten Eiweißgehalt 

(MESSINA, 1999).  

Zu den Speicherproteinen gehören β-Conglycinin (7S-Protein) und Glycinin (11S-Protein) 

(Gruppe Globuline) der Sojabohne, die ein Aminosäurereservoir für Keimung und Ent-

wicklung der Pflanze darstellen. Sie weisen deshalb sowohl ein hohes Stickstoff-Kohlen-

stoff-Verhältnis, als auch einen erhöhten Anteil saurer Aminosäuren und Amide auf 

(SCHLERETH, 2001). Die Aminosäurezusammensetzung des Sojaproteins ist je nach Herstel-

lungsverfahren schwankend, im Prinzip jedoch äußerst ausgewogen, sodass der Bedarf an 

essenziellen Aminosäuren durch den Konsum gedeckt werden kann (Ausnahme: Methionin).  

Tabelle 1 (S. 2) zeigt die Aminosäurezusammensetzung von Sojaproteinschrot und die Ein-

ordnung sojaproteinhaltiger Nahrungsmittel hinsichtlich ihrer Verdaulichkeit entsprechend der 

Einteilung  nach PDCAAS (Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score).  

Nach dieser Bewertung gilt Sojaprotein ebenso wie Milch- oder Hühnereinweiß als ideale 

Proteinquelle und hat einen höheren PDCAAS-Wert als Fleischprotein (MESSINA, 1999).  
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Abbildung 1. Globale Sojaproduktion und die Einordnung der Sojabohne als Proteinquelle in-
ternational mit a) der Sojaproduktion im Jahr 2003 weltweit und b) Anteil der Sojabohnen am 
weltweiten Proteinverzehr 2003. 
Die Grafiken wurden nach 2a, 2b modifiziert. 

 

 

Tabelle 1. Bewertung proteinreicher Lebensmittel nach PDCAAS sowie Darstellung 
                 der Aminosäurezusammensetzung von Sojabohnenschrot 
 

Lebensmittel Proteingehalt 
(in % TS) PDCAAS 

Hühnereiweiß 87  1,00 
Milch 38  1,00 
Sojamehl, entölt 53  1,00 
Sojakonzentrat 70  0,99 
Sojaproteinisolat 92  0,92 
Rindfleisch 95  0,92 
Schweinefleisch 89  0,89 
Reis 8  0,66 
Kartoffeln 9  0,62 
Mais 10  0,51 
Weizen 16  0,40 

Sojabohnenschrot 
Aminosäure g/100 g 

Protein Aminosäure g/100 g 
Protein 

Alanin 4,0 Lysin 6,4 
Arginin 7,0 Methionin 1,4 
Asparaginsäure 11,3 Phenylalanin 5,3 
Cystein 1,6 Prolin 4,7 
Glutaminsäure 17,0 Serin 5,0 
Glycin 4,0 Threonin 4,2 
Histidin 2,7 Tryptophan 1,2 
Isoleucin 4,9 Tyrosin 3,9 
Leucin 8,0 Valin 5,3 

 
Es wurden die Proteingehalte der Lebensmittel als prozentuale Anteile der Trockensubstanz (in % TS) 
angegeben und die Bewertung anhand der Einteilung des PDCAAS (Protein Digestibility Corrected 
Amino Acid Score) aufgelistet (AMERICAN SOYBEAN ASSOCIATION, 2001). Zusätzlich wurden ausgewähl-
te Produkte der Sojabohne (Sojamehl, Sojakonzentrat, Sojaproteinisolat) hinsichtlich ihres Proteinge-
haltes und ihrer Verfügbarkeit nach PDCAAS aufgeführt. Dargestellte Aminosäuren beziehen sich auf 
die Aminosäurenzusammensetzung von Sojaproteinschrot (ZELLER, 1999). Essenzielle Aminosäuren 
wurden hellgrau unterlegt.  
 

 

a) b)
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1.1.1   Bioaktive Substanzen der Sojabohne 
Unter bioaktiven Substanzen werden Bestandteile zusammengefasst, die in geringen Kon-

zentrationen in einem Lebensmittel vorkommen und deren Verwendung auf Grund ihrer bio-

logischen Wirksamkeit von medizinischem und/oder therapeutischem Interesse sind. 

 

Die Sojabohne enthält eine Vielzahl dieser bioaktiven Substanzen, zum Beispiel Isoflavone, 

Saponine, Lignane oder Phytosterole. Insbesondere wurden die Wirkungen der Isoflavone 
erforscht, die zu der Gruppe der ubiquitär vorkommenden Flavonoide gehören, aber nur in 

der Sojabohne in extrem hohen Konzentrationen vorkommen (KULLING und WATZEL, 2003). 

Isoflavone liegen glykosidisch gebunden, das heißt mit Zuckerresten kondensiert, in der So-

jabohne vor, die je nach Verarbeitungsgrad oder Resorptionsmechanismus in Aglykone um-

gewandelt werden können (MESSINA, 1999; KULLING und WATZEL, 2003). Als die wissen-

schaftlich interessantesten Isoflavone der Sojabohne gelten: 

 

• Genistein (Aglykon) + Genistin (Glykosid) 

• Daidzein (Aglykon) + Daidzin (Glykosid) 

• Glycitein (Aglykon) + Glycitin (Glykosid) 

 

                 
 

 

Genistein kommt zusammen mit dem Daidzein anteilsmäßig am häufigsten in Sojabohnen 

vor. Bei einer normalen und ausgewogenen Ernährung wird die tägliche Isoflavonaufnahme 

in westlichen Industrienationen auf bis zu 5 mg pro Tag geschätzt, während in asiatischen 

Ländern, auf Grund einer sehr sojareichen Ernährung, Mengen bis zu 40 mg täglich aufge-

nommen werden können und sich entsprechend höhere Isoflavonplasmaspiegel in der asia-

tischen Bevölkerung nachweisen lassen (ADLERCREUTZ et al., 1993). 

 

 

1.1.2          Resorption von Sojaproteinen und bioaktiven Substanzen der 
Sojabohne  

 
Im Magen bereits enzymatisch durch Pepsin vorgespaltene Sojaproteine gelangen in den 

gastrointestinalen Verdauungstrakt, wo die eigentliche Spaltung der Nahrungsproteine durch 

Pankreaspeptidasen (Endo- und Exopeptidasen) in Peptidbruchstücke unterschiedlicher 

Größe und zu freien Aminosäuren stattfindet.  

Genistein Daidzein
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Seit vielen Jahren ist bekannt, dass der enzymatische Abbau der Proteine und Peptide nicht 

bis auf die Grundbausteine (Aminosäuren) erfolgt, sondern bereits niedermolekulare Di- und 

Tripeptide durch spezifische Transportsysteme in die Epithelzellen aufgenommen und ent-

weder intrazellulär durch enzymatische Hydrolyse in Aminosäuren gespalten werden oder 

als intakte Peptide das Blut erreichen (Abbildung 2). Diese Untersuchungen wurden ex vivo 

bzw. in vitro am Tiermodell durchgeführt (MATTHEWS und LASTER, 1965; ADDISON et al., 

1975; GARDNER, 1975; MATTHEWS, 1987). Man nimmt an, dass mehr Di- und Tripeptide als 

Aminosäuren in die Epithelzelle des Darms aufgenommen werden (WEBB, 1990; ADIBI, 

1997). 

Im Gegensatz zu Aminosäuren, die auf unterschiedlichen Wegen (passiver und aktiver 

Transport) in die Mukosazelle gelangen können, sind für Peptide eigene Transportsysteme 

(Klasse der Peptidtransporter 1, PEPT 1; Abbildung 2 und Abbildung 3, S. 5) bekannt (WEBB, 

1990; DANIEL und KOTTRA, 2004; KLANG et al., 2005). 

 

 
 
Abbildung 2. Verdauung und Resorption von Proteinen im Dünndarm.  
Die Bedeutung der einzelnen Ziffern: (1) apikale Peptidasen, (2) apikale Aminosäure-Transport-
Systeme, (3) apikale(s) Peptidtransportsystem(e), (4) zytoplasmatische Peptidasen, (5) basolaterale 
Aminosäuretransportsysteme, (6) basolaterale(s) Peptidtransportsystem(e).  
Die Grafik wurde modifiziert nach GANAPATHY et al. (1994). 
 
 
Die treibende Kraft für die Aufnahme über die apikale Membran der Epithelzelle liefert ein 
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Protonen-Peptidsymporter (PEPT 1), das heißt sowohl Protonen (H+) als auch das Substrat 

werden gleichzeitig in die Epithelzelle aufgenommen (THWAITES et al., 1994; IRIE et al., 

2005). Die nötige Energie für diesen Transport liefert eine Zusammenarbeit zwischen einem 

auf der apikalen Seite der Zelle bestehenden Protonengradienten (entsteht durch einen Nat-

rium(Na+)-Protonen(H+)-Austauscher) und der auf der basolateralen Seite lokalisierten Natri-

um(Na+)-Kalium(K+)-ATPase (GANAPATHY und LEIBACH, 1985; GANAPATHY et al., 1987; Ab-

bildung 3). Dieser Peptidtransporter, der im Dünndarm, in der Niere und im Pankreas vor-

kommt, ist ein integrales Membranprotein, mit 12 Transmembrandomänen und 708 Amino-

säuren und gehört zur Gruppe der protonengekoppelten Oligopeptidtransporter (POT-

Familie; FEI et al., 1998). Studien belegen die Existenz weiterer Peptidtransporter (PHT 1, 

PHT 2), die neben Di- und Tripeptiden sowie Protonen, auch Histidine transportieren können 

(DANIEL und KOTTRA, 2004).  

 

 
 
Abbildung 3. Di- und Tripeptidtransport (3) mit schematisierter Struktur des humanen Peptid-
transporters hPEPT 1 an der epithelialen Bürstensaummembran des Dünndarms und dessen 
Bezug zu dem apikalen Na+-H+-Austauscher (2) und der basolateralen Na+-K+-ATPase (1). 
Die Abbildung wurde nach GANAPATHY et al. (1987) modifiziert. 
 

 

Passieren Di- und Tripeptide die apikale Membran und gelangen in die Mukosazelle, unter-

liegen sie zum Teil einer erneuten enzymatischen Hydrolyse und werden zu Aminosäuren 

abgebaut. Es ist jedoch davon auszugehen, dass auch auf der basolateralen Seite der Mu-

kosazelle aktive Transportsysteme existieren (SAITO und INUI, 1993; ADIBI, 1997), die intakte 

Di- oder Tripeptide an das Blut abgeben (Abbildung 2, S. 4).  

Neuere Erkenntnisse weisen am Tiermodell darauf hin, dass weitere, vom PEPT 1 struk-

turell unabhängige, unter bestimmten Bedingungen asymmetrisch transportierende Peptid-
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transporter auf der basolateralen Seite lokalisiert sind (SHEPHERD et al., 2002). Mithilfe ab-

baustabiler Dipeptidverbindungen (z.B. Glycin-Sarcosin, Gly-Sar) wurden anhand der Kolon-

karzinom-Zelllinie Caco-2 basolaterale Transfersysteme untersucht, wonach eine pH-Ab-

hängigkeit sowie eine Substratspezifität für einen asymmetrischen Transport auf der basola-

teralen Seite postuliert wurde (IRIE et al., 2004).  

Die Frage, in welcher Form Isoflavone oder Flavonoide, speziell das Genistein resorbiert 

werden, wird seit Jahren widersprüchlich diskutiert. Der Grund hierfür ist vermutlich in der 

Vielfalt der unterschiedlichen Flavonoidverbindungen zu suchen. 

Konkrete Resorptionsstudien zum Genistein wurden von ANDLAUER et al. (2000a, 2000b) am 

perfundierten Rattendünndarm durchgeführt (Abbildung 4). 

 

 
 
Abbildung 4. Schematische Präsentation des intestinalen Metabolismus von Genisteinverbin-
dungen ausgehend von einer Tofudiät am Modell des perfundierten Rattendünndarms.  
Prozentuale Werte ergaben sich auch den Mittelwerten von drei unabhängigen Experimenten 
(ANDLAUER et al., 2000a). Die Wiederfindung der Genisteinverbindungen betrug 100,6 ± 0,6 %. *Das 
Ergebnis errechnet sich aus absorbierten, sekretierten und lokalen Zellkonzentrationen von Genistein-
verbindungen. Die Grafik wurde nach ANDLAUER et al. (2000a) modifiziert. 

 
 
Auf Grund dieser Daten wurde vermutet, dass nicht hydrolysiertes Genistin entweder von der 

Mukosazelle über spezifische Transporter aufgenommen oder durch eine intrazellulär statt-

findende Hydrolyse gespalten und als Genistein, welches mit Glucuronsäure konjugiert wur-

de, aktiv an die Blutbahn abgegeben wird. Auf Grund der starken Hydrophilie der Glucuroni-

de scheint eine passive Diffusion ausgeschlossen (ANDLAUER et al., 2000a).  
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Maximale Plasmakonzentrationen von Genistein und Daidzein werden nach ungefähr 6 h bis 

8 h erreicht (SETCHELL, 2000; ZUBIK und MEYDANI, 2003) und liefern je nach aufgenommener 

Isoflavonmenge unterschiedliche Plasmakonzentrationen von 50 ng/mL bis 800 ng/mL 

(SETCHELL und CASSIDY, 1999; BUSBY et al., 2002). Nicht resorbierbare Isoflavone werden 

durch die Bakterienflora des Dickdarms reduziert und unterliegen, je nach Isoflavon, unter-

schiedlichen Abbaumechanismen. So kann in Abhängigkeit von der Bakterienzusammen-

setzung Daidzein zu Equol und Genistein über Dihydrogenistein zu 6´Hydroxy-o-

demethylangolensin umgewandelt werden. 

 
 

1.1.3    Wirkungen des Isoflavons Genistein  
Für das Isoflavon Genistein der Sojabohne wurden eine Vielzahl an biologischen Wirkungen 

nachgewiesen: 

 

Karzinogenese: Zahlreiche in vitro, tierexperimentelle und epidemiologische Studien haben 

einen Effekt durch Genistein auf den Prozess der Karzinogenese belegt, wobei neuere Stu-

dien eindeutige Wirkungen nicht aufzeigen können (KULLING und WATZEL, 2003).  

Genistein gilt als ein starker Inhibitor der Angiogenese (FOTSIS et al., 1993) des Mammakar-

zinoms (INGRAM et al., 1997; TOULLAUD et al., 2005; VANTYGEM et al., 2005) und des Prosta-

takarzinoms (PETERSON und BARNES, 1993; POLLARD und LUCKERT, 1997; HILLMANN et al., 

2004). ZÄNKER et al. (2001) beschrieben in vitro den hemmenden Einfluss des Genisteins auf 

die Zellbewegung von Tumorzellen (KROTT et al., 2000; LIU et al., 2002). SANTELL et al. 

(2000) konnten zwar einen inhibierenden Effekt des Genisteins auf eine Brustkrebszelllinie 

beschreiben, jedoch nicht im Rahmen tierexperimenteller Studien. Auf der anderen Seite 

sind Studien bekannt, die eine Beschleunigung des Tumorwachstums von Brustkrebszellen 

durch Verfütterung von Sojaproteinisolat nachweisen konnten (KULLING und WATZEL, 2003). 

In diesen Experimenten erzielten niedrige Isoflavonkonzentrationen von < 10 µg eine Prolife-

ration der Tumorzellen, wobei eine Hemmung dieser erst durch Konzentrationen von > 10 

mg erzielt werden konnte.  

Genistein kann ferner Hitzwallungen, die vorrangig im Klimakterium auftreten minimieren 

(ALBERTAZZI et al., 1998; FINKEL, 1998), wobei eine weitere Untersuchung hierzu diesen Ef-

fekt des Genisteins nicht belegen konnte (KULLING und WATZEL, 2003).  

 
Osteoporose: Frauen erkranken auf Grund des sinkenden Östrogenspiegels häufig an Os-

teoporose. Genistein und andere Isoflavone können vermutlich durch ihre phytoöstrogenarti-

gen Wirkungen durch Bindung an den Östrogenrezeptor diesen Prozess vermindern 

(SETCHELL und LYDEKING-OLSEN, 2003; ATKINSON et al., 2004). Eine allgemein gültige Aus-
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sage lässt sich noch nicht treffen, da sich Design und Probandenkollektive zwischen den 

Studien stark unterscheiden und keine oder nur positive Effekte nachgewiesen wurden 

(KULLING und WATZEL, 2003; ANUPONGSANUGOOL et al., 2005).    

 
Kardioprotektive Effekte: Zur Beurteilung der Isoflavonwirkung hinsichtlich kardiovaskulärer 

Effekte wurden besonders die Konzentrationsveränderungen des atherosklerotischen Risiko-

faktors Cholesterin untersucht (ANDERSON et al., 1995), wobei Genistein über die Hemmung 

der Lipidoxidation wirkte. Die meisten Studien wurden hierzu sowohl in vitro als auch in vivo 

durchgeführt (KIRK et al., 1998; POTTER, 1998; WONG, et al., 1998; FRIEDMANN und 

BRANDON, 2001). Es ist derzeit nicht ausreichend untersucht, inwiefern Sojainhaltsstoffe auf 

die Thrombozytenfunktion wirken. Einige Studien belegen in vitro eine antikoagulatorische 

Wirkung des Genisteins durch eine Hemmung der durch Kollagen- oder Thrombin-in-

duzierten Thrombozytenaggregationen (NAKASHIMA et al., 1990; LIU et al., 1998; KONDO et 

al., 2002; GOTTSTEIN et al., 2003). Allerdings wurde in keiner Studie verschiedene Agonisten 

gleichzeitig eingesetzt, um potenzielle Wechselwirkungen der Isoflavone auf die Thrombozy-

tenfunktion erfassen zu können.  

 

Andere Wirkungen: Es ist bekannt, dass Flavonoide antioxidativ wirken (RICE-EVANS und  

SPENCER, 2004). Diese Eigenschaft wurde auch für Genistein beschrieben (ZIELONKA et al., 

2003). Flavonoide sind außerdem in der Lage, den Vitamin C-Transport zu hemmen sowie 

den Glukosetransport zu beeinflussen (SONG et al., 2002) und durch Hemmung der thyreoi-

dalen Peroxidase (TPO) die Schilddrüsenhormonsynthese reduzieren (DIVI at al., 1997). 

Studien zur Modulation immunologischer Zellen lassen keine konkrete Aussage zu. Es sind 

sowohl stimulierende als auch hemmende Effekte durch Iso-flavone in vitro und in vivo an-

hand tierexperimenteller Studien beobachtet worden (KULLING und WATZEL, 2003). 

 

In zahlreichen Studien sind die Wirkungen des Genisteins oder der Isoflavone auf den Cho-

lesterinstoffwechsel (KIRK et al., 1998; POTTER, 1998; WONG et al., 1998; FRIEDMANN und 

BRANDON, 2001) oder auf die Karzinogenese (WU et al., 1996; INGRAM et al., 1997; MESSINA, 

1999; TOUILLAUD et al., 2005, VANTYGHEM et al., 2005) beschrieben worden. Jedoch wurde 

erst in einigen wenigen Studien die Wirkung des Genisteins auf die Thrombozytenaktivität 

untersucht (NAKASHIMA et al., 1990; LIU et al., 1998; KONDO et al., 2002; GOTTSTEIN et al., 

2003). Derzeit gibt es keine in vitro oder in vivo Studie, welche die Auswirkungen einer ge-

meinsamen Supplementation von Sojaprotein und Isoflavonen auf die Modulation der Throm-

bozytenfunktion untersucht hat. Es ist allgemein bekannt, dass aktivierte Thrombozyten bei 

der Entstehung chronischer und akuter Herz-Kreislauferkrankungen eine bedeutende Rolle 

spielen.  



EINLEITUNG 

 9

Warum eine intensive Erforschung möglicher antithrombotischer Therapien oder notwendiger 

Präventivmaßnahmen von Bedeutung ist, wird im Folgenden aufgezeigt: 

 
Die Herz-Kreislauferkrankungen zählen nach der World Health Organisation (WHO, 2002) zu 

den wichtigsten Krankheitsursachen in der Europäischen Union. Es lässt sich nach neueren 

epidemiologischen Studien eine rückläufige Mortalitätsrate für Herz-Kreislauferkrankungen, 

unter anderem für die koronare Herzerkrankung (KHK) feststellen: In der Altersgruppe der 

24- bis 65-jährigen Personen zeigte sich in Europa eine rückläufige Inzidenz der koronaren 

Herzerkrankung (WHO, 2002; WHO 2004). Gründe hierzu liegen vor allem in einem verbes-

serten therapeutischen Management, das heißt in einer konzentrierteren primären und se-

kundären Prävention, in optimierten, invasiven internistischen und auch chirurgischen Maß-

nahmen sowie in einer fortlaufenden Entwicklung von Medikamenten zu Behandlung und 

Therapie der koronaren Herzkrankheit (WHO, 2002). Trotzdem ist nach epidemiologischen 

Daten zur Zeit ein Ländergefälle zu verzeichnen (Abbildung 5), nach dem die Sterblichkeit in 

den osteuropäischen Staaten weiter ansteigt (MONICA-Studie; WHO, 2002; WHO, 2004). 
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Abbildung 5. Verlauf der Sterblichkeit aller Altersgruppen an der koronaren Herzerkrankung in 
der europäischen Region seit 1970.  
Angegeben sind die Mortalitätsmittelwerte für die koronare Herzerkrankung (KHK) der einzelnen Jahre 
nach der Region. Die Abbildung wurde nach der WHO (2004) modifiziert. 

 

 

Auf Grundlage von Daten des Bundesgesundheitssurveys 1998 (BGS 98) wurde eine zu-

nehmende Prävalenz von Risikofaktoren für Herz-Kreislauferkrankungen (Hypertonie, Adipo-

sitas, Hypercholesterinämie, Zigarettenkonsum) in der deutschen Bevölkerung im Alter von 

18 Jahren bis 79 Jahren in einem Beobachtungszeitraum von 2 Jahren festgestellt. Etwa ein 
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Drittel aller Altersgruppen wiesen keinen der genannten Risikofaktoren auf, 40 % einen und 

etwa 20 % zwei Risikofaktoren (NEUHAUSER et al., 1998; THEFELD, 2000; WHO, 2004). 

Auf Grundlage dieses BGS 98, des Augsburger Herzinfarktregisters und der 9. koordinierten 

Bevölkerungsvorausberechnung erfolgte eine statistische Analyse des Herzinfarktgesche-

hens in Deutschland bis zum Jahr 2050. Bei einem gleichbleibenden Erkrankungsrisiko wird 

bei einer rückläufigen Entwicklung der Bevölkerungszahlen die Zahl der Herzinfarktfälle im 

Alter von 25 Jahren bis 90 Jahren steigen (WIESNER et al., 2002). Ferner wurde ein kontinu-

ierlicher Anstieg der finanziellen Ausgaben für die Therapie chronischer Herzerkrankungen 

festgestellt. Nach aktuellem Stand des Statistischen Bundesamtes lagen die Ausgaben und 

Kosten zur Behandlung aller Erkrankungen in Deutschland bei 223,6 Mrd. Euro, wobei die 

Behandlung der Herz-Kreislauferkrankungen einen Anteil von 35,4 Mrd. Euro ausmachten 

(STATISTISCHES BUNDESAMT, 2004).  

Gegenwärtig wird durch eine enge Kooperation zwischen den Bereichen Gesundheits- und 

Ernährungswissenschaften und medizinischer Forschung an vielen verschiedenen Punkten 

angesetzt, um durch geeignete gesundheitliche Aufklärungs-, Präventions-, und Therapie-

maßnahmen die steigenden Zahlen der Herz-Kreislauferkrankungen zu reduzieren (z.B. in 

der Deutsche Herz-Kreislauf-Präventionsstudie (TROSCHKE et al., 2002); WOSCOP (West of 

Scotland Coronary Prevention)-Studie (MUNTONI, 1997; POLI, 1997)). 

Interessanterweise werden in der Forschung vermehrt ausgewählte Risikofaktoren hierzu 

untersucht. Unumstritten ist aber die Bedeutung der Thrombozyten (= Blutplättchen) an der 

Entstehung der koronaren Herzerkrankung. Ihre Physiologie wurde wissenschaftlich hinrei-

chend erforscht (FURIE und FURIE; 1992; MANN und LORAND, 1993; DAHLBÄCK, 2000; 

GEORGE, 2000; RUGGERI, 2002). Trotzdem nehmen Untersuchungen an Thrombozyten eine 

untergeordnete Stellung in der Erforschung geeigneter Präventiv- und Therapiemaßnahmen 

ein (Tabelle 2, S. 11). Aus volkswirtschaftlicher und wissenschaftlicher Sicht ist es deshalb 

unumgänglich, weiter an der Erforschung chronischer Herzerkrankungen zu arbeiten, um 

geeignete Maßnahmen zur primären und sekundären Prävention zu entwickeln. 

 

 
1.2    Thrombozyten 
Die wissenschaftliche Charakterisierung der Thrombozyten nahm dank der Entwicklung des 

Mikroskops durch HOOK (1635-1703) ihren Anfang. Durch die Mikroskopie wurde die Mög-

lichkeit geschaffen, kleinste Strukturen und Zellen zu charakterisieren. HOME (1763-1831) 

entdeckte 1818 die Thrombozyten erstmals, ohne jedoch ihre Bedeutung zu erkennen. Erst 

BIZZOZERO (1846-1901) prägte den Begriff „Blutplättchen“ und erkannte den Zusammen-

hang zwischen Blutplättchen, Aggregation und Blutstillung (BAUER und MALL, 1995).  
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Tabelle 2. Relevanz der Studien, die sich mit ausgewählten Risikofaktoren der koro- 
                  naren Herzerkrankung beschäftigten 
 

 
 

KHK  
 

KHK/ 
Cholesterin 

KHK/ 
Hypertonie 

KHK/ 
Diabetes 

KHK/ 
Triglyceride  

KHK/ 
Thrombo-

zyten  
Studien 1) 154304 17946 14663 10538 5649 2197 
Anteil 2) 100% 11,6% 9,5% 6,8% 3,6% 1,4% 

 
Analyse der Studienhäufigkeit, die sich mit KHK und ausgewählten Risikofaktoren beschäftigen (Zeit-
raum von 1955-2005, Datum der Recherche: 25.10.2005). Dazu wurde in der Literaturdatenbank 
PubMED mit folgenden Begriffen recherchiert: coronary heart disease, cholesterol, hypertension, dia-
betes, triglyceride, platelets. 1) Anzahl der Studien, die über PubMED angezeigt wur-den, 2)  berechne-
ter prozentualer Anteil der Studien nach PubMED-Recherche. 
 

 

Die Bedeutung der Thrombozyten für den menschlichen Organismus kann in folgenden 

Punkten zusammengefasst werden: 

• zelluläre Bestandteile des Blutes  

• Hämostase (vaskulär, zellulär und plasmatisch) 

primäre Hämostase = Adhäsion und Aggregation der Thrombozyten 

sekundäre Hämostase = Blutgerinnung und Wundverschluss 

• Unterstützung der Immunabwehr 

• Beteiligung an der Fibrinolyse (Auflösung von Thromben) 

• Angiogenese (Neubildung von Blutgefäßen) durch thrombozytäres FGF (Fibroblast 

Growth Factor) und PDGF (Platelet Derived Growth Factor)    

 

 

1.2.1   Morphologie der Thrombozyten 
Thrombozyten (= Blutplättchen) sind kleine, scheibenförmige, kernlose und daher zellähnli-

che Gebilde (anukläre Zellen), die aus Megakaryozyten des Knochenmarks unter hormonel-

ler Kontrolle durch Thrombopoetin durch fortsatzartige Abschnürung des Zytosols entstehen 

(GEORGE, 2000).  

Der Referenzbereich der Thrombozyten gesunder Menschen liegt zwischen 150000 und 

450000 Blutplättchen pro µL, wobei 70 % der zur Verfügung stehenden Thrombozyten in der 

Peripherie zirkulieren und 30 % in der Milz gespeichert werden (SHAPIRO, 2000). Nach 10 

Tagen Lebenszeit werden sie durch das retikuloendotheliale System der Leber und der Milz 

abgebaut (GEORGE, 2000).  
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a)  b)  c)   
 
Abbildung 6. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Thrombozyten mit a) inaktivierten 
Thrombozyten, b) aktivierter Thrombozyt mit Spreizung und c) aktivierter Thrombozyt mit 
Pseudopodien. 
Die Grafiken entstammen der Arbeit von SCHÜRZINGER (2004). 
 

 

Für die thrombozytären Funktionen sind morphologisch 4 Hauptstrukturen des Blutplättchens 

zu unterscheiden (SHAPIRO, 2000):   

• Periphere Zone 

• Hyalomer (Sol-Gel-Zone) 

• Zone der Zellorganellen 

• Membransysteme 

 
Periphere Zone 
Die Thrombozytenmembran, die Außenzone und der submembranöse Bezirk gehören zu  

der peripheren Zone. Die Membran der Thrombozyten (Unit Membrane) weist unter-

schiedliche Glykoproteine (GP) auf, deren Oligosaccharidfragmente charakteristisch in den 

Außenbereich der Thrombozyten ragen und Rezeptorfunktionen ausüben. Mithilfe von Gly-

koproteinen treten Thrombozyten mit weiteren Blutplättchen oder mit anderen Zellen (z.B. 

Endothelzellen, Leukozyten, Erythrozyten) in Wechselwirkung. Sie stellen definierte Bin-

dungssorte für eine Vielzahl biologischer und pharmakologischer Substanzen dar. Es gibt für 

zahlreiche Stoffe mehrere Rezeptoren, mit deren Bindung eine Hemmung oder eine Aktivie-

rung der Thrombozytenfunktion ausgelöst werden kann. An der Membranoberfläche sind 

Plasma- und Gerinnungsproteine adsorbiert. Die Membran trägt die Merkmale einer Lipid-

doppelschicht und enthält in der Außenseite Phosphatidylethanolamin und -serin, zwei für 

die Hämostase wichtige Phospholipide. An der Innenseite der Membran finden sich beson-

ders Phosphatidylinositol und Sphingomyelin. Diese asymmetrische Verteilung der Phospho-

lipide spielt eine besondere Rolle in den Aktivierungsprozessen der Thrombozyten.  

Direkt unterhalb der Thrombozytenmembran befindet sich der submembranöse Bezirk, der 

die Mikrofilamente und  die aktinenthaltende Zellorganellen aufweist und als kontraktiles Ele-

ment für die Formänderung der Thrombozyten verantwortlich ist (SHAPIRO, 2000; GAWAZ, 

1999).  
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Hyalomer (Sol-Gel-Zone)  
Im Bereich des Hyalomers befindet sich das Zytoplasma, welches die Mikrotubuli, weitere 

Mikrofilamente und vermehrt Glykogenpartikel enthält. Die Mikrotubuli stellen das eigentliche 

Zellskelett dar und sind zusammen mit den submembranösen Bestandteilen für die Auf-

rechterhaltung der diskoiden Form verantwortlich (GAWAZ, 1999). Thrombozyten sind auf 

Grund ihrer im Zytosol befindlichen Enzyme (und der Glykogenpartikel) zur Aufrechterhal-

tung der Glykolyse und des Pentosephosphatweges befähigt und können über den Zitratzyk-

lus und über die Elektronentransportphosphorylierung in den Mitochondrien Energie liefern. 

Die produzierte Energie wird zur Erhaltung der Thrombozytenstruktur, für plasmatische Pro-

zesse und zur Speicherung von biogenen Aminen und Katecholaminen benutzt. Da Throm-

bozyten eine mitochondriale DNA und eine stabile RNA besitzen, können sie in geringem 

Umfang Proteine (z.B. Faktor XIII) synthetisieren (LINDEMANN et al., 2001).  

 

Zone der Zellorganellen 

Das Zytoplasma schließt die Organellen der Thrombozyten ein (Tabelle 3). α-Granula ent-

halten für die Gerinnungsprozesse wichtige Proteine, die ebenfalls im Plasma vertreten sind 

(Fibrinogen, Fibronektin, Albumin, Faktor V, Plasminogen, von Willebrandfaktor; SHAPIRO, 

2000). Ihre Aufgabe liegt in der Adhäsion der Thrombozyten an die subendotheliale Matrix. 

Sie können als adhäsive Proteine bezeichnet werden. Weiterhin kommen in den α-Granula 

plättchenspezifische Proteine vor, die als Gerinnungsfaktoren oder Inhibitoren (Plättchenfak-

tor 4, β-Thromboglobulin, Faktor V, Faktor XI, Protein S, Plasminogenaktivator-Inhibitor 1) 

sowie als Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-β = Transforming Growth Factor-β ) fungieren.  

Nukleotide, wie AMP, ADP, ATP, GMP und GTP sind in den δ-Granula der Thrombozyten 

gespeichert, in denen ferner biogene Amine und Kalzium vorkommen. Thrombozyten enthal-

ten zahlreiche Lysosomen, die als λ-Granula bezeichnet werden und saure Hydrolasen, Aryl-

sulfatasen und Phosphatasen speichern. Daneben gibt es Mitochondrien für den aeroben 

Energiestoffwechsel (GAWAZ, 1999, Tabelle 3, S. 15).  

 
Membransysteme 
Um eine Oberflächenvergrößerung der thrombozytären Membran sowie einen aktiven Stoff-

austausch und Stofftransport zu ermöglichen, ist die Membran mit zahlreichen Einstülpung-

en, die in das Hyalomer hineinreichen, versehen (OCS = Open Canalicular System). Da-

neben stellt das DTS (Dense Tubular System) ein dichtes schlauchförmiges Membransystem 

dar, welches vorrangig der Calciumspeicherung dient und wichtig für die Aktivierung und 

Formveränderung der Thrombozyten ist (GAWAZ, 1999). 
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1.2.2     Physiologie der Thrombozyten 
Thrombozyten können von einem inaktiven Zustand in einen aktiven Zustand durch ver-

schiedene Induktoren überführt werden: Überschreitet die zytoplasmatische Kalziumkonzent-

ration (10-8 mol/L) einen bestimmten Schwellenwert, durchlaufen die Thrombozyten eine 

Gestaltsveränderung, die mit einer Pseudopodienbildung und Degranulation verbunden ist 

(GAWAZ, 1999). Letzteres bedeutet eine Freisetzung der intrazellulären Granulastoffe (Tabel-

le 3, S. 15). Dadurch kommt es zu Veränderungen der strukturellen Zone und zur Anreiche-

rung der Mikrotubuli in den Pseudopodien. Gleichzeitig polymerisieren G-Aktinfilamente und 

bilden F-Aktine, die zur Stabilisierung der Pseudopodien beitragen und zusammen das Akto-

myosin bilden. 

Die Formveränderung der Thrombozyten ermöglicht eine Zentralisierung der Organellen und 

eine kurzwegige Koordination der thrombozytären Stoffwechselvorgänge. Interessanterweise 

kommt es zu einer Veränderung der bestehenden Phospholipidverhältnisse in der Membran. 

Die äußeren Phosphatidylcholine werden mit den innenliegenden -serinen ausgetauscht. 

Dieser durch Thrombin ausgelöstes „Flipflop“ bewirkt eine Freisetzung des intrazellulär ge-

speicherten Kalziums (DAHLBACK, 2000; GAWAZ, 1999) und veranlasst die Bindung der Ge-

rinnungsfaktoren an die Blutplättchen.  

 
Die Thrombozytenaktivierung kann folgendermaßen zusammengefasst werden: 

• Veränderung des intrazellulären metabolischen Gleichgewichts der Thrombozyten 

erhöht die Kalziumkonzentration  

• Konformationsänderung der Thrombozyten 

• Aktivierung der Membranrezeptoren und Veränderung der Phospholipidorientierung 

in der Membran 

• Sekretion thrombozytärer Inhaltsstoffe 

 
Primäre Hämostase  
Die primäre Hämostase umfasst die zentralen Vorgänge der Adhäsion und der Aggregation 

der Thrombozyten und spielt eine zentrale Rolle in der Entstehung und Progression der Arte-

riosklerose. 

Zirkulierende Thrombozyten sind nicht dazu befähigt, sich an Endothelzellen anzulagern, da 

sie keine endothelspezifischen Rezeptoren exprimieren (SILBERNAGL UND KLINKE, 1994). 

Bevor die Adhäsion einsetzt, werden die zirkulierenden Thrombozyten abgebremst und hef-

ten sich an die verletzte Gefäßwand (REININGER und SPANNAGL, 2004). Diese Adhäsion er-

möglicht den Plättchen, sich an eine verletzte Gefäßwand anzulagern (primäre Adhäsion, 

Ausspreizung). Im Zuge permanenter Adhäsion kommt es zur Plättchen-Plättchen-Inter-

aktion mit verbundener Aggregation und Thrombusbildung (sekundäre Adhäsion).  
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Tabelle 3. Speichersubstanzen der thrombozytären Granula 
 

Dichte Granula α-Granula Lysosomen 

ATP Enzyme α-Arabinoside 
ADP α1-Antitrypsin β-Galactosidase 
Kalzium α2-Makroglobulin β-Glucuronidase 
Phosphat Antiplasmin N-Acetylglucosamin
Serotonin C1-Esteraseinhibitor Kollagenase 
Guaninnukleotide Adhäsive Proteine Elastase 

 Fibrinogen, Fibronektin Kathepsin 
 Vitronektin, Thrombospondin  
 von-Willebrand-Faktor (vWF)  
 GP IIb/IIIa  
 Wachstumsfaktoren  
 PDGF (platelet derived growth factor)  
 EGF (epidermal growth factor)  
 TGF (transforming growth factor)  
 VEGF (endothelial growth factor)  
 Zytokinähnliche Proteine  
 Interleukin 1  
 CD 40-Ligand  
 Plättchenfaktor 4  
 β-Thromboglobulin  
 Koagulationsfaktoren  
 Plasminogen  
 HMWK (hochmolekulares Kininogen)  
 Protein S  
 Faktor V und XI  
 PAI-1  

 

 

Es ist bekannt, dass für die Anlagerung das Zusammenspiel zwischen dem Glykoprotein GP 

Ib und vWF wichtig ist (SAVAGE et al., 1996). Neuere Erkenntnisse belegen, dass zusätzlich 

die Interaktion zwischen thrombozytärem GP VI und Kollagen essenziell für diesen Prozess 

ist (NIESWANDT et al., 2001). Die Thrombozytenadhäsion kann durch das Proteoglykan Ver-

sikan verstärkt, jedoch durch Vitronektin und Perlekan leicht abgeschwächt werden 

(RUGGERI, 2003).  

Kohärieren zwei Thrombozyten miteinander, so wird dieser Vorgang als Aggregation be-

zeichnet, wobei die primäre von der sekundären Aggregation zu unterscheiden ist. Für beide 

Prozesse  nimmt das Glykoprotein GP IIb/IIIa eine Schlüsselposition ein. Das als Fibrinogen-

rezeptor bezeichnete Glykoprotein ändert nach Aktivierung durch verschiedene Induktoren 

(ADP, Thrombin, Adrenalin, Thrombin, Vasopressin) seine Konformation und  ermöglicht die 

Rezeptorbindung des löslichen Fibrinogens, des Gerinnungsfaktors I, das eine Vorstufe des 

Fibrins (Thrombozyten + Fibrin = Blutgerinnsel) darstellt.  

Zwei aktivierte Thrombozyten können mithilfe der Fibrinogenbrücken lockere Bindungen ein-

gehen (SIESS, 1989; GAWAZ, 1999; PLOW et al.; 2001; Abbildung 7, S. 17). Dieser Vorgang, 
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als primäre Aggregation bezeichnet, ist reversibel. Anschließend beginnt der Thrombozyt, 

autonom granuläre Inhaltsstoffe freizusetzen (z.B. P-Selektin), und die primäre Aggregation 

geht in die irreversible, sekundäre Aggregation über. Grundvoraussetzungen für eine Aggre-

gation ist der Kontakt zwischen Thrombozyten, Kalzium und Fibrinogen.  

Beide Prozesse, Adhäsion und Aggregation, lösen thrombozytäre Signalkaskaden aus, die 

unter anderem zur Bildung und Sekretion von Thromboxan A2, Serotonin und ADP beitragen 

und eine Aktivierung weiterer Blutplättchen, sowie eine gesteigerte Interaktion der Thrombo-

zyten untereinander, eine Verengung der Blutgefäße und eine Verlangsamung des Blutfluss-

es bewirken. Nachfolgend wird die sekundäre Hämostase eingeleitet.  
 

Sekundäre Hämostase 
Das primäre Plättchenaggregat ist relativ instabil: Eine effiziente Blutstillung erfordert die 

Konsolidierung des plättchenreichen Thrombus (sekundäre Hämostase). 

Wie auch bei der primären Hämostase wird die sekundäre Hämostase durch eine Gefäß- 

oder Gewebeverletzung ausgelöst. Sie beginnt mit der Aktivierung der Gerinnungskaskade 

sowie mit der Bildung von Thrombin und Fibrin. Bis zur Fibrinbildung wird die Kaskade durch 

zwei sich ergänzende Wege aktiviert. Das intrinsische System (endogen, intravaskulär) läuft 

langsam im Minutenbereich ab und enthält zahlreiche Zwischenstufen, Umwandlungen und 

Aktivierungsschritte verschiedener Gerinnungsfaktoren.  

Durch die Bindung des Gerinnungsfaktors XII an das Kollagen der Oberflächen wird der Fak-

tor XIII in eine aktive Form überführt. Diese Reaktion wirkt verstärkend auf alle folgenden 

Kaskadenreaktionen, die alle zusammen in der Bildung von Thrombin münden.  

Das extrinsische System (exogen, extravaskulär) läuft sehr schnell ab (Sekundenbereich) 

und beginnt mit der Freisetzung von Gewebethromboplastin, welches von den verletzten 

Gewebezellen freigesetzt wird und ebenfalls in der Bildung von Thrombin endet.  

Thrombin, ein α1-Globulin, welches in einer Vitamin K-abhängigen Reaktion in der Leber 

gebildet wird, fungiert als proteolytisches Enzym, indem es das ebenfalls in der Leber syn-

thetisierte Fibrinogen zur Spaltung anregt. 

Die Spaltungsreaktion des Fibrinogens bewirkt die Bildung von Fibrinmonomeren, die durch 

die Einwirkung des Gerinnungsfaktors XIII, einer Transglutaminase, stabilisiert, und zu einem 

Fibrinpolymer umgewandelt werden. Die Retraktion ausgebildeter Fibrinpolymere und die 

durch Thrombosthenin ausgelöste Kontraktion, führen zur Thrombusbildung (Blutgerinnsel-

bildung; THEWS et al., 1999). Die Proteine B-cell-lymphoma 3 (Bcl 3) und Interleukin-1β (Ak-

tivierung von Endothelzellen und Granulozyten) sind zwei von Thrombozyten synthetisierte 

Proteine (LINDEMANN et al., 2001), die nach Aktivierung zusammen mit dem CD 40-Liganden 

vermehrt abgegeben werden und für die Retraktion des Thrombus sowie für die Adhäsion 
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der aktivierten Thrombozyten an Endothelzellen verantwortlich sind (GAWAZ et al., 1999; 

GAWAZ et al., 2000).  

 

 
 
Abbildung 7. Thrombozytenkohäsion über Ausbildung einer Fibrinogenbrücke nach Aktivie-
rung.   
Die Abbildung wurde nach GAWAZ (1999) modifiziert. 

 

 

1.2.3   Stimulatoren der Thrombozytenaktivierung 
Die wichtigsten Agonisten der Thrombozytenaktivierung sind: 

• Thrombin 

• Fibrinogen bzw. Fibrin 

• Adrenalin 

• Kollagen  

• Adenosindiphosphat (ADP) 

• Arachidonsäure/Thromboxan A2 

Diese Agonisten interagieren mit membranständigen Rezeptoren, die auf der zytoplasmati-

schen Seite mit heterodimeren GTP-bindenden Proteinen (G-Proteine) gekoppelt sind.  

Den G-Proteinen kommt die Aufgabe eines Vermittlers zu, indem sie extrazelluläre Signale 

an induktorspezifische, intrazelluläre Signalkaskaden weiterleiten (OFFERMANNS, 2000; Ab-

bildung 8, S. 19). Die starke aggregatorische Wirkung des Thrombins kommt durch die 

gleichzeitige Aktivierung der stimulierenden und hemmenden G-Proteine Gγ und Gi zu Stan-
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de, wohingegen Thromboxan auf die Stimulierung der Proteine Gγ, G12 und G13 und auf die 

Freisetzung des intrazellulären ADPs angewiesen ist.  

Für ADP existieren auf der Thrombozytenmembran drei verschiedene Rezeptoren: P2X (li-

gandengesteuerter Kalziumkanal), P2Y1 (aktiviert Gγ) und P2Y12 (Gi-gekoppelt; OHLMANN et 

al., 2000; OFFERMANNS, 2000). Adrenalin ist ein Aktivator, der ebenfalls über ADP-

Rezeptoren wirken kann. Intrazellulär bilden aktivierte Thrombozyten aus Arachidonsäure 
Thromboxan A2, welches den autonomen Aktivierungsvorgang verstärken kann bzw. nach 

extrazellulärer Abgabe befähigt ist, weitere Thrombozyten anzuregen. Kollagen aktiviert den 

Kollagenrezeptor auf der Thrombozytenmembran.  

 

 

1.2.4    Rolle der Thrombozyten bei der Entstehung von Herz-Kreislauf-
erkrankungen unter besonderer Berücksichtung der koronaren 
Herzerkrankung (KHK) und des Vorhofflimmerns (VHF) 

 
1.2.4.1    Atherosklerose als eine Ursache der KHK und Rolle der Thrombozyten  
 
Für die Entwicklung zahlreicher Herz-Kreislauferkrankungen mit den Folgen: Herzinfarkt, 

Schlaganfall und arterielle Thrombosen ist die Atherosklerose mit verantwortlich. Sie be-

schreibt einen chronischen, inflammatorischen Prozess, deren Plaqueausprägung erstmals 

am lebenden Objekt mittels Magnetresonanz von Würzburgern Wissenschaftlern dargestellt 

wurde (WIESMANN, 2003). Durch eine gesteigerte Permeabilität des Endothels für Lipoprotei-

ne wird die Anlagerung von cholesterinreichen Lipoproteinen ermöglicht, die mit einer Ent-

zündungsreaktion der Gefäßwand, sowie einer Dysfunktion des betroffenen Areals einher-

geht. Aktivierte Thrombozyten steigern die Chemokin-, Zytokin- und Adhäsionsmolekülsyn-

these und locken dadurch Leukozyten chemotaktisch an, die subendothelial angereichert 

werden (RAUCH et al., 2001). 

Zirkulierende Thrombozyten werden durch vorhandene atherosklerotische Plaques oder 

durch einen bereits aufbrechenden Plaque (Ruptur und Fissur vulnerabler Plaques) aktiviert, 

wobei hier die Glykoproteinrezeptoren GP Ib/IIIa und GP IIb/IIIa von entscheidender Bedeu-

tung sind. Studien belegen eine Hyperaktivität der Thrombozyten bei diagnostizierter KHK 

(ZEIGER et al., 2000). Sie besitzen ferner intrazellulär Zytokine (CD 40L, Interleukin 1) und 

Wachstumsfaktoren in hohen Konzentrationen, die bei Aktivierung freigesetzt werden und 

die ihrerseits die adhäsiven Eigenschaften von Endothelzellen oder glatten Muskelzellen 

beeinflussen können. Durch Induktion der MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1)-

Synthese und der ICAM/VCAM-Rezeptorexpression durch thrombozytäre Zytokine im Endo-

thel werden Monozyten angeregt, sich an die Gefäßwand anzulagern (OSTERUD, 1997; 

RAUCH et al., 2001). Bei diesem Prozess stellt der thrombozytäre Transkriptionsfaktor NFκB 

eine zentrale Schnittstelle dar. Aktivierte Thrombozyten stimulieren das NFκB-System und 
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induzieren die NFκB- gesteuerte Transkription (GAWAZ, 1999).  

Es ist für die Therapie der Atherosklerose und ihrer Folgeerkrankungen verständlich, dass 

zum einen die etablierten Risikofaktoren, wie Hypertonie, Hypercholesterinämie oder Adipo-

sitas ausgeschaltet werden müssen, die einen atherogenen Prozess verstärken können; zum 

enderen muss die Thrombozytenaggregation durch Hemmung einzelner Signalwege durch 

bestimmte Rezeptorblocker (Azetylsalizylsäure, Ticlopidin, Clopidogrel, Eptifibatide, Tirofi-

ban, Abciximab) gehemmt werden (RAUCH et al., 2001; MCKENZIE et al., 2003).   
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Abbildung 8. Signalkaskade der Thrombozytenaktivierung und Rolle der G-Proteine. 
Gαq aktiviert die β-Form der Phospholipase C (PLC), die β-Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in Ino-
sitol-1,4,5-triphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (DAG) spaltet. IP3 induziert den Kalziumanstieg 
(Ca2+) und infolgedessen eine Aktivierung der MLCK (Myosin-Light-Chain-Kinase). Werden die leich-
ten Ketten phosphoryliert, wird der Prozess der Pseudopodienbildung eingeleitet. Die Phosphorylie-
rung kann auch durch die Aktivierung von G12 und G13 über den Rho-Rho-Kinaseweg kalziumunab-
hängig verstärkt werden. Diacylglycerol aktiviert die Proteinkinase C, die zur Freisetzung granulärer 
Inhaltsstoffe beiträgt; rot: Hemmung, grün: Aktivierung. Die Abbildung wurde nach SCHWARZ (2001) 
modifiziert. 

 

  

 

In mehreren Studien konnte beobachtet werden, dass die Inzidenz der KHK in Ländern, in 

denen tierisches Eiweiß bevorzugt wird, höher ist, als in Regionen mit hohem Sojaprotein-
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verzehr (FRIEDMANN und BRANDON, 2001; WONG et al., 1998). Daraus lässt sich schließen, 

dass die Erforschung alternativer Medikationen und Präventionen auf natürlicher Basis eben-

so wie die Entwicklung neuer synthetischer Medikamente zur Therapie der koronaren Herz-

erkrankung beitragen kann. Letztere können im Rahmen der Sekundärprävention eingesetzt 

werden.   

 
1.2.4.2   Vorhofflimmern (VHF) 

Vorhofflimmern ist eine supraventrikuläre Rhythmusstörung des Herzens. Bei Patienten mit 

VHF liegt eine unkoordinierte Erregungsleitung (Fibrillation) der Vorhöfe vor (FUSTER et al., 

2001). Bei einem gesunden Menschen ist die Herzkontraktion regelmäßig und autonom. 

Dieser Vorgang (Erregungsbildung) wird bei Herzgesunden über den Sinusknoten (gebün-

delte Ansammlung von Nervenfasern), der in der Nähe des Vorhofdaches lokalisiert ist, ge-

steuert: Die im Sinusknoten aufgebaute Erregung breitet sich radiär aus und wandert über 

den av-Knoten, sowie nachfolgend über die His-Bündel sowie Purkinjefasern zur Ventrikel-

muskulatur (Abbildung 9, S. 21). Die Erregungsleitung löst zunächst eine zeitlich koordinierte 

Kontraktion der Vorhöfe und anschließend der Kammern aus. 

Folge des Vorhofflimmerns ist eine unkoordinierte Kontraktion des Vorhofes mit einer be-

schleunigten Vorhoffrequenz (bis 600 Schläge/min), die einen Transport des Blutes in die 

Ventrikel beeinträchtigt. Untergeordnete Erregungen, die sich durch einen so genannten 

„Mikro-Reentry-Mechanismus“ aufbauen, kreisen im Vorhof so langsam herum, bis sie auf 

erregbares Gewebe treffen (HENNERSDORF et al., 2001). Eine synchrone Kontraktion der 

Vorhöfe ist somit nicht mehr möglich (HENNERSDORF et al., 2001; DOBREV, 2004).  

Andere Patienten bemerken das VHF nicht, so dass die Diagnose nur durch ein Elektrokar-

diogramm gestellt werden kann. Häufige Ursachen des Vorhofflimmerns, welches sowohl 

akut intermittierend als auch chronisch auftreten kann, sind die koronare Herzkrankheit, Dia-

betes mellitus, arterielle Hypertonien, Hyperthyreose, akute Infektionen oder Lungenkarzi-

nome. Chronischer Alkoholabusus kann ebenfalls dazu beitragen, ein VHF auszubilden 

(SZTAJZEL und STALDER, 2003; DOBREV, 2004). Auf Grund der Vielzahl möglicher Ursachen 

oder Begleiterkrankungen ist eine klare Abgrenzung als ein eigenständiges Krankheitsbild 

nicht möglich. 

Es besteht eine doppelt so hohe Mortalitätsrate bei Patienten mit VHF als bei Herzgesunden. 

Auf Grund des erhöhten Risikos, unter anderem an arteriellen Thromboembolien zu erkran-

ken, erleiden 90 % Patienten mit Vorhofflimmern einen Schlaganfall. Wahrscheinlich werden 

70 % bis 80 % der Schlaganfälle, die sich auf VHF zurückführen lassen, nicht erfasst 

(SCHUCHERT et al., 2003).  

Ungefähr 0,4 % bis 1 % der Bevölkerung weisen Vorhofflimmern auf (WAKTARE, 2002; 

SZTAJZEL und STALDER, 2003). Trotzdem muss mit einer hohen Dunkelziffer, in der Bevölke-
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rung gerechnet werden, da das Vorhofflimmern häufig von den Betroffenen nicht bemerkt 

wird. Besonders ältere Personen bilden zu etwa einem Drittel ein Vorhofflimmern aus und es 

ist damit zu rechnen, dass auf Grund der demographischen Entwicklung die Zahl weiter an-

steigt (KANNEL et al., 1983; FEINBERG et al., 1995; FALK, 2001).  

Patienten mit Vorhofflimmern besitzen, ähnlich wie Patienten mit einer koronaren Herzer-

krankung, chronisch aktivierte Thrombozyten.  

Studien zur Korrelation zwischen beiden Erkrankungen ergaben widersprüchliche Ergebnis-

se: In der CASS-Studie (Coronary Artery Surgery Study) fanden sich unter 18343 Patienten 

nur 116 Patienten mit Vorhofflimmern (CAMERON et al., 1988). Auf der anderen Seite sind 20 

% der Myokardinfarkte von Vorhofflimmern begleitet (HILDEBRANDT et al., 1994). Und da die 

Inzidenz der Koronaren Herzerkrankungen weiter steigt, ist ebenso mit einer korrelierten Zu-

nahme an Patienten mit Vorhofflimmern zu rechnen.   

 

 

 
Abbildung 9. Beschreibung der Erregungsleitung am Herzen mit dargestellten Elektrokardio-
grammen. 
Die Abbildung beschreibt die Ausbreitung der Erregung am Herzen mit a) einem Elektrokardiogramm 
(EKG) eines Herzgesunden mit einer gleichmäßigen Herzaktion und immer wiederkehrenden, regel-
mäßigen Intervallen und b) eines Patienten mit Vorhofflimmern mit unkoordinierten, unregelmäßigen 
Intervallen. 

a) normales EKG  

 b) EKG eines Patienten   
     mit Vorhofflimmern 
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2     ZIELSETZUNG 

Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist eine der am häufigsten diagnostizierten Erkrankun-

gen in der Bevölkerung. Es ist daher sowohl aus medizinischer als auch aus volkswirtschaft-

licher Sicht wichtig, weiterhin an der Erforschung der koronaren Herzerkrankung zu arbeiten, 

um wirksame Ansätze zur primären und sekundären Prävention der KHK entwickeln zu kön-

nen.  

 

Die zentrale Rolle der Thrombozyten bei der Pathogenese der koronaren Herzerkrankung 

und deren Komplikationen (z.B. akutes koronares Syndrom) sowie deren Begleiterkrankun-

gen ist unbestritten. Dabei setzen aktivierte Thrombozyten eine Vielzahl von prokoagula-

torischen Substanzen frei, verändern entscheidend die chemotaktischen und adhäsiven Ei-

genschaften von Endothelzellen und stimulieren die Monozyteneinwanderung und die Migra-

tion von Muskelzellen.  

 

In mehreren Studien konnte beobachtet werden, dass die Inzidenz der KHK in asiatischen 

Regionen mit hohem Sojaproteinverzehr niedriger ist als bei der westeuropäischen Be-

völkerung mit einem geringen Sojaproteinanteil an der täglichen Nahrung. Während aller-

dings die Beeinflussung des Lipidstoffwechsels von sojaproteinhaltigen Nahrungsmittel oder 

von deren Inhaltstoffe intensiv erforscht wurde (FINKEL, 1998; KIRK et al., 1998; POTTER, 

1998; WONG et al., 1998; FRIEDMANN und BRANDON, 2001; KULLING und WATZEL, 2003), feh-

len Untersuchungen zur Modulation der thrombozytären Funktion durch bioaktive Kompo-

nenten aus Soja sowohl bei Gesunden als auch bei KHK-Patienten.  

 

Es war daher das Ziel, mithilfe einer umfangreichen Thrombozytenfunktionsdiagnostik (Ag-

gregometrie und Durchflusszytometrie), anhand isolierter Thrombozyten gesunder Proban-

den und herzkranker Patienten, bioaktive Substanzen der Sojabohne zu identifizieren, die 

durch eine Hemmung der Thrombozytenfunktion das Risiko der Entstehung und Progression 

der koronaren Herzerkrankung mindern können. Falls bioaktive Substanzen der Sojabohne 

identifiziert wurden, war es ein weiteres Ziel der Arbeit, die Einzeleffekte dieser Substanzen 

und ihre Wechselwirkungen mit anderen Nahrungsbestandteilen hinsichtlich ihrer Wirkung 

auf die Thrombozytenaggregation detaillierter zu untersuchen. Wenn nötig sollten hierfür 

Untersuchungsmethoden erweitert bzw. neu etabliert werden.  

 

Die vorliegende Arbeit war ein Teilprojekt des BMBF-geförderten Netzwerkprojektes „Mole-

kulare Ernährungsforschung“, das einen Beitrag zur „Krankheitsprävention durch Ernähr-

ung“ leisten sollte. 
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Nicht nur Patienten mit koronarer Herzerkrankung, sondern vor allem auch solche mit Vor-

hofflimmern – zum Teil als eine Folge der koronaren Herzerkrankung – besitzen chronisch 

aktivierte Thrombozyten und leiden unter dem Risiko schwerer, häufig letal verlaufender 

Komplikationen (akutes koronares Syndrom mit Myokardinfarkt, Apoplex; SHIMOMURA et al., 

1989; CABIN et al., 1990; CORBALAN et al., 1992; PERINGS et al., 1998).  

Während die medikamentöse Langzeittherapie der koronaren Herzerkrankung und des Vor-

hofflimmerns insbesondere bei jüngeren Patienten ohne strukturelle Herzerkrankung Erfolg 

versprechend ist, steht bei älteren Patienten unter anderem die Embolieprophylaxe mit Aze-

tylsalizylsäure (ASS) oder Marcumar im Vordergrund. Sämtliche Therapieformen sind auf 

Grund der massiven, z.T. lebensbedrohlichen Nebenwirkungen umstritten (HAGHI und 

SCHUMACHER, 2001; BOOS und CARLSSON, 2003; WYSE, 2003; ROCKSON und ALBERS, 2004; 

WIJFFELS und CRIJNS, 2004).  

Es ist deshalb unerlässlich, wirksame Konzepte zur primären und sekundären Prävention zu 

entwickeln und im Rahmen der Ernährungsforschung nach bioaktiven Substanzen zu for-

schen, welche durch Hemmung der Thrombozytenaktivität vor der Ausbildung und Progres-

sion der ischämischen Herzerkrankung und deren Komplikationen schützt.  
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3   MATERIAL UND METHODEN 

3.1   Material 
3.1.1   Materialien der aggregometrischen Messungen  
Für die aggregometrischen Messungen wurden folgende Substanzen, Chemikalien und Ge-

räte eingesetzt: 

 
Isoflavon 

 

Tabelle 4. Isoflavon mit Firmenherkunft  
 

 Reagenz Kat.-Nr. Firma 

Isoflavon Genistein G-6649 Sigma-Aldrich 
82024 München 

 

 

Aminosäuren/Dipeptide/Tripeptide 

 
Tabelle 5. Aminosäuren, Di- und Tripeptide mit Firmenherkunft  
 

 Reagenz Kat.-Nr. Firma 

Arg A-8094 
Asp A-8949 
Asn A-0884 
Glu G-8415 
Gln G-8540 
Ile I-2752 

Leu L-8912 
Lys L-5501  
Pro P-0380 

Aminosäuren 
 

Val V-0500  

Sigma-Aldrich 
82024 München 

Asp-Glu A-1916 
Asp-Asp A-6416 
Asp-Leu A-6291  
Glu-Glu G-3640 
Glu-Asp G-1910 
Gln-Gln G-8415 
Ser-Glu S-3638 

Sigma-Aldrich 
82024 München 

Ile-Leu G-2410 

Dipeptide 

Val-Asp G-3510 
Bachem 

79576 Weil am Rhein 
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Tabelle 5. Aminosäuren, Di- und Tripeptide mit Firmenherkunft (Fortsetzung von Seite 
                  24) 
 

 
Reagenz Kat.-Nr. Firma 

Lys-Lys-Lys L-8901 Sigma-Aldrich 
82024 München 

Asp-Asp-Asp H-8750 

Glu-Glu-Glu H-3160 
 

Leu-Leu-Leu H-3915 

Bachem 
79576 Weil am Rhein 

 

 

Induktoren der Thrombozytenaggregation 

 
Tabelle 6. Physiologische Induktoren mit Firmenherkunft  
 

 Reagenz Kat.-Nr. Firma 

ADP 0203011 
Adrenalin 0203007 
Kollagen 0203020 

Arachidonsäure 10162690 

möLab 
40732 Hilden Induktoren 

 

TRAP 605208 
Calbiochem  

65796 Bad Soden 
 

- PAR-PAK II Kombi Kit, 0203020, möLab, 40732 Hilden 

 

weitere Reagenzien 

- Celloclean E, 0200019, möLab, 40732 Hilden  

- Celloton, 0200003, möLab, 40732 Hilden 

- DMSO, D-8418, Sigma-Aldrich, 82024 München  

- H2O bidest. 
 

Geräte und Verbrauchsmittel 

- Platelet Aggregation Profiler, Modell PAP 4ff, möLab, 40732 Hilden 

- Hämatologie-System, Modell 87001, möLab, 40732 Hilden 

- Probengefäße Hämatologie System, 0300003, möLab, 40732 Hilden 

- Rührstäbe makro, 0403012, möLab, 40732 Hilden 

- Kunststoffröhrchen Patienten Plasma, 0303020, möLab, 40732 Hilden 

- Spezial-Pipettenspitzen, 0303032, möLab, 40732 Hilden 

- Test Tubes (8,75 × 50 mm), 0303015, möLab, 40732 Hilden 

Tripeptide 
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3.1.2   Materialien der durchflusszytometrischen Messungen  
Für die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden folgende Substanzen, Chemika-

lien und Geräte eingesetzt: 

 

Antikörper 

 
Tabelle 7.  Antikörper mit Firmenherkunft  
 

 
Reagenz Kat.-Nr. Firma 

MIgGPE 345816 
MIgGFITC 345815 
CD 62PE 348107 

CD 45FITC 345808 
PAC-1FITC 340507 

CD 41a PerCP-Cy5.5 333148 
CD 41aPE 191416 

Becton Dickinson 
69126 Heidelberg 

Antikörper 

CD 41aPE 555467 
Becton Dickinson 

Pharmingen 
69126 Heidelberg 

andere Calibrite beads 349502 Becton Dickinson 
69126 Heidelberg 

 
 
weitere Reagenzien 

- Formaldehydlösung, ≤ 37 %, UN 2209, Merck, 64293 Darmstadt 

- PBS-DULBECCO,  L-1825, Biochrom, 12213 Berlin 

- FACSRinse, 340346, Becton Dickinson, 69126 Heidelberg 

- FACSClean, 340345, Becton Dickinson, 69126 Heidelberg 

- FACSFlow, 342003, Becton Dickinson, 69126 Heidelberg 
  

Geräte und Verbrauchsmittel 

- BD FACSCalibur, Becton Dickinson, 69126 Heidelberg 

- Falcon-Röhrchen, 5 mL, 2054, Becton Dickinson, 69126 Heidelberg 

 

 

3.1.3   Sonstige Materialien 
Für die Blutabnahmen, sonstigen Probenaufbereitungen und Ergebnisauswertungen wurden 

folgende Materialien, Geräte und Computerprogramme eingesetzt: 
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Blutabnahme und Aufbereitung 

- BD Vacutainer, 9 mL oder 4,5 mL, Becton Dickinson, 69126 Heidelberg  

- Dialysekanülen, 150 mm, 25, 1,6∅, Fresenius, 61346 Bad Homburg 

- Zentrifuge Ultra  

- Feinwaage, Eppendorf, 22339 Hamburg 

- Pipetten- und Pipettenspitzen (1000 µL, ≥ 200 µL, ≥ 10 µL), Eppendorf, 

22339 Hamburg  

- Verbandsmaterialien 
 

Software 

- Microsoft Word 2000 
- Microsoft EXCEL 2000 
- SPSS 11.0 
- CorelDraw 9.0 
- Microsoft  PowerPoint 9.0 

 
 

3.2   Methoden 
3.2.1   Evaluierung der Probanden und Patienten  
3.2.1.1  Probanden 

Für die aggregometrischen und durchflusszytometrischen Messungen wurden freiwilligen 

gesunden Probanden Vollblut  mit einer weitlumigen Dialysekanüle bis zu 60 mL venöses 

Vollblut abgenommen.  

Die Probanden wurden vor Beginn der Blutabnahme über den Sinn und Zweck der Blut-

spende, sowie über die anschließende Probenaufbereitung mithilfe einer Probandeninforma-

tion aufgeklärt (Probandeninformation, Anhang, Abbildung 55). Durch ihre Unterschrift erklär-

ten sich die Probanden mit der Art und dem Umfang der Blutabnahme einverstanden (Ein-

verständniserklärung, Anhang, Abbildung 56). Vor Blutabnahme wurden die Probanden ge-

beten, einen strukturierten Fragebogen auszufüllen. Die Fragen konzentrierten sich auf die 

Ernährungs- und  Lebensgewohnheiten der Probanden, auf die Medikation der letzten 7 Ta-

ge, sowie auf mögliche Vorerkrankungen (Fragebogen, Anhang, Abbildung 57). Für die ag-

gregometrischen und durchflusszytometrischen Untersuchungen spielten Alter und Ge-

schlecht der Probanden keine Rolle. Probanden, die auf regelmäßige Medikamentenein-

nahme angewiesen waren, wurden von den Untersuchungen ausgeschlossen, wenn die Me-

dikamente bekannte Thrombozyten beeinflussende Wirkungen aufwiesen.  

Alle Probanden standen unter der Aufsicht ärztlichen Personals und wurden für die Blutent-
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nahmen mit einem Unkostenbeitrag entlohnt.  

Nach einer mindestens zweiwöchigen Abstinenz konnten sich die Probanden wieder als 

Blutspender zur Verfügung stellen.  

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Otto-von-

Guericke-Universität genehmigt.  

 

Folgende Ausschlusskriterien der Probanden wurden zu Beginn der Studie definiert: 

- Medikamenteneinnahme (z.B. Analgetika) innerhalb der letzten 2 Wochen vor 

Blutentnahme 

- Body Mass Index (BMI) > 30 kg/m² 

 

3.2.1.2  Patienten 

Zusammen mit der Klinik für Kardiologie, Angiologie und Pneumologie der Otto-von-

Guericke-Universität Magdeburg wurde ein Patientenkollektiv für aggregometrische sowie 

durchflusszytometrische Messungen etabliert.  

Hierzu wurden Patienten mit diagnostizierten Herzerkrankungen (KHK, Vorhofflimmern) 

durch einen Arzt bis zu 30 mL Vollblut venös abgenommen. Alle Patienten wurden mithilfe 

einer Patienteninformation vor der Blutabnahme hinreichend über den Grund der Blutspende 

und Weiterbehandlung der Blutproben durch den Arzt informiert (Patienteninformation An-

hang, Abbildung 58). Vor Blutentnahme unterzeichneten die Patienten eine Einverständnis-

erklärung (Einverständniserklärung, Anhang, Abbildung 59). Für die Evaluierung des Patien-

tenkollektives wurden die Geburtsdaten, das Geschlecht und die verabreichte Medikation 

sowie aktuellen Krankenstatus mit bestehenden Begleiterkrankungen den Patientenakten 

entnommen und registriert.  

Die Studie mit den Patienten wurde wie bei den gesunden Probanden von der Ethikkommis-

sion der Medizinischen Fakultät der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg genehmigt.  

 

 

3.2.2   Bestimmung der Thrombozytenzahl 
Von jedem Probanden bzw. Patienten wurden nach der Blutabnahme für alle weiteren Ana-

lysen die Thrombozytenzahl mit einem Hämatologiesystem der Firma möLab ermittelt.  

Dieses Gerät arbeitet nach einem Widerstandsänderungsmessprinzip: Da Blutzellen nur be-

dingt in isotonischer Kochsalzlösung als Messmedium leitfähig sind, verdrängen sie durch 

ihren eigenen Umfang Ladungsträger (Elektronen), die sich in der Kochsalzlösung befinden. 

Dieser Verdrängungsprozess verringert den Stromfluss und erzeugt einen elektrischen Im-

puls, der vom Verstärker zum Analysator geleitet und vom Computer ausgewertet wird. Die 

Größe des Impulses ist abhängig von dem Volumen der Blutzelle (mÖLAB; 2003).  
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Für die Bestimmung der Thrombozytenzahl wurde 20 µL plättchenreiches Plasma, welches 

nach Blutabnahme durch Zentrifugation gewonnen wurde, ad 20 mL isotonische Kochsalzlö-

sung (Celloton) pipettiert und anschließend analysiert. Das Gerät zeigte nach Messung die 

Anzahl der Blutplättchen im plättchenreichen und plättchenarmen Plasma (109 Thr/L) sowie 

das Mittlere Plättchenvolumen (MPV, fL) der Thrombozyten an. Von jeder Probe wurden 

Dreifachbestimmungen durchgeführt und diese anschließend gemittelt.  

Lag die Anzahl der Thrombozyten über den für aggregometrische Messungen vorgeschla-

genen Wert von 250 ± 50*109 Thr/L, so wurde eine Verdünnung des plättchenreichen Plas-

mas mit plättchenarmen in einem Verhältnis 1:1 durchgeführt und anschließend die Throm-

bozytenzahl nochmals bestimmt.  

 

 

3.2.3        Aggregometrie 
3.2.3.1  Grundlagen der Aggregometrie 

Seit Etablierung der Methode durch BORN 1962 wird die Aggregometrie in der klinischen 

Routinediagnostik zum Nachweis angeborener, erworbener oder medikamentös induzierter 

Funktionsstörungen der Thrombozyten herangezogen (BUDDE, 2002).  

Das Messprinzip der Aggregometrie beruht auf einen internen Vergleich der induktor-ab-

hängigen Aggregation zwischen plättchenarmen (PAP) und plättchenreichen Plasma (PRP). 

Nach Isolierung des plättchenreichen Plasmas und Herstellung des plättchenarmen wird ge-

räteintern die Lichtdurchlässigkeit photometrisch in den Messküvetten gemessen und be-

rechnet. Ist die Differenz in der optischen Dichte zwischen PAP und PRP größer als 5 %, 

jedoch geringer als 95 %, erweitert sich das im Aggregometer resultierende Signal zu einer 

100 % Skala mit einem Ausgangswert von 0 %. In Abhängigkeit von dem Induktor, werden 

die Thrombozyten aktiviert und der Verlauf der Aggregation verfolgt.  

Nach Injektion des Agonisten, z.B. nach ADP-Zugabe, bindet dieser an spezifische thrombo-

zytäre Membranrezeptoren, die eine Kaskade an Aktivierungsreaktionen (Shape Change, 

Sekretion granulärer Inhaltsstoffe, Aggregation) bewirken. Ein im Aggregometer intregierter 

Drucker nimmt den Verlauf der Aggregation mit einer Geschwindigkeit von 25 mm/min auf 

und gibt sowohl die Endaggregation in Prozent sowie die Reaktionskinetik an.  

 

3.2.3.2  Probenaufbereitung und aggregometrische Analyse 

Nachstehende Aspekte der Thrombozytenaktivierung gesunder Probanden und herzkranker 

Patienten wurden aggregometrisch geprüft: 

- Untersuchung der Aggregationen gesunder und herzkranker Patienten unter 

Verwendung von ADP, Adrenalin, Kollagen und Arachidonsäure 

- Einfluss der Prüfsubstanzen auf die Thrombozytenaggregation 
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- Einfluss einer Kombination verschiedener Substanzen auf die Aggregationen 

Für die aggregometrischen Messungen der Probanden und Patienten wurden Vollblutproben 

in gleicher Weise entnommen und aufbereitet.  

Da eine Stauung des Blutes oder eine mechanische Belastung die Thrombozyten in einen 

höheren Aktivierungszustand versetzt, wurde für die Blutabnahme eine weitlumige Dialyse-

kanüle gewählt. Insgesamt wurden 30 mL Vollblut venös entnommen und in einem Ver-

hältnis von 1:9 (Citrat:Vollblut) antikoaguliert.  

Die Aufbereitung der Proben erfolgte durchgehend bei 37 °C. Anschließend wurden die Voll-

blutproben bei 800 U/min 10 min zentrifugiert, um die Thrombozyten in den Plasmen anzu-

reichern (Herstellung des PRP). Der Überstand wurde vorsichtig mit einer weitlumigen Pipet-

tenspitze abgenommen, um eine Aktivierung der Thrombozyten, sowie eine Mitnahme roter 

Blutkörperchen zu vermeiden. Der Rückstand wurde erneut bei 4000 U/min 20 min zentrifu-

giert (Herstellung des PAP).  

 

3.2.3.3  Messung der Thrombozytenaggregation 

Die Messungen wurden nach standardisiertem Messprotokoll der Firma möLab durchgeführt  

und mit einem Aggregometer PAP 4ff analysiert (MÖLAB, 2002).  

Tabelle 8 zeigt technische Kenndaten des verwendeten Aggregometers für die aggrego-

metrische Analyse (MÖLAB, 2002). Für alle vier Messkanäle des Gerätes wurden pro Kanal 

500 µL PAP sowie 450 µL PRP, welches bei Bedarf auf eine Thrombozytenzahl von 250 ± 

50 *109 Thr/L eingestellt wurde, an Probenvolumen eingesetzt und mit 50 µL Induktorlösung 

versetzt. Die Volumina der PRP variierten auf Grund der zugesetzten Testsubstanzen je 

nach experimentellem Ansatz zwischen 424 µL und 450 µL. 

 

Tabelle 8.  Ausgewählte technische Parameter des PAP 4ff  
 

 
 
 
 

 

 

 

 
Die Tabelle wurde modifiziert nach der Firma mölab (MÖLAB, 2002). 
 
 
Pro Kanal des Aggregometers wurde eine Probe gemessen. Die Daten wurden von einem 

Aggregometer PAP 4ff Technische Daten 

Messkanäle 4 
Lichtquelle Leuchtdioden (LED) 
Wellenlänge 697 nm 
Thermoblocktemperatur 37 °C ± 0,5 °C 
Rührgeschwindigkeit 1000 U/min 
Probenvolumen 450 µL 
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gerätespezifischen Drucker des Gerätes aufgezeichnet. Da insgesamt vier Messkanäle zur 

Verfügung standen, konnten in einem Versuchsansatz die Aggregationskurven von vier un-

abhängigen Proben gleichzeitig aufgezeichnet werden (Abbildung 10). Dadurch war es mög-

lich, Kontrollplasmen, mit Prüfsubstanzen versetzte Plasmen einzeln oder als Gemisch in 

einem Versuchsansatz von gesunden Probanden oder Patienten mitzuführen. Dazu wurden 

in den Probengefäßen die jeweiligen Substanzlösungen vorgelegt. Dabei wurde das Volum-

en der Prüfsubstanz so klein wie möglich gehalten (maximal 26,25 µL) und die entsprechen-

de Menge an plättchenreichen Plasma bis 450 µL zugesetzt und 10 min bei 37 °C im Inkuba-

tionsblock des Aggregometers inkubiert. Die Lichtdurchlässigkeit lag zunächst bei ungefähr 0 

% und die Aggregation wurde durch Zugabe der Induktoren (50 µL) gestartet (Abbildung 11, 

S. 32).  

 

ruhende Thrombozyten

aktivierte Thrombozyten

Lösungsmittel -
Kontrolle

Aminosäure / 
Peptid

Genistein + Aminosäure / 
Peptid

Genistein

Aktivierung der Thrombozytenaggregation durch

ADP  oder Adrenalin  oder Kollagen  oder Arachidonsäure

 
 
Abbildung 10.  Prinzip der aggregometrischen Messungen.  
Überführung ruhender Thrombozyten in den aktivierten Zustand durch Zugabe physiologischer Ago-
nisten (ADP, Adrenalin, Kollagen, Arachidonsäure) für vier unabhängige Versuchsansätze, die mit 
verschiedenen Prüfsubstanzen inkubiert wurden (Lösungsmittel der Testsubstanzen, Genistein, Ami-
nosäure/Peptid, Genistein + Aminosäure/Peptid) 
 

 

Für die aggregometrischen Messungen wurden vier physiologische Induktoren verwendet, 

um möglichst genau die in vivo ablaufenden Vorgänge bei einer Thrombozytenaggregation in 

vitro nachvollziehen zu können. 
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ADP bindet an die purinergen Rezeptoren P2X1, P2Y1 und P2Y12 auf der Thrombozyten-

membran. P2Y1 induziert die Kalziumfreisetzung intrazellulär und bewirkt die Aggregation mit 

einer vorausgehenden Formveränderung (Shape Change) der Thrombozyten. Änderung der 

Form geht bei der Induzierung des P2Y12 Rezeptors nicht der Aggregation voraus, sondern 

bewirkt die Aggregation über die den Phosphatidylinositol-Stoffwechselweg. Der aktive Fibri-

nogenrezeptor (GP IIb/IIIa) wird exponiert und es kommt zur Membranveränderung der 

Thrombozyten (WILDE et al., 2000; CATTANEO, 2002; FONTANA et al., 2003; ROZALSKI et al., 

2005).  

 

Adrenalin fungiert zusammen mit anderen Aktivatoren und löst ähnlich Wirkungen wie ADP 

aus. Es bindet an α2-adrenergen Rezeptoren auf der Thrombozytenmembran. Eine Aktivie-

rung dieser Rezeptoren bewirkt eine Hemmung des Adenylatzyklase-Signalweges in der 

Zelle und löst dadurch eine Zunahme der zytosolischen Kalziumkonzentration aus.  

Dadurch wird – ähnlich wie beim ADP – die Konformationsänderung des GP IIb/IIIa induziert 

(SPALDING et al., 1998; SAEED et al., 2004).  

 

 
 
Abbildung 11.  Aggregationskurven der verwendeten Induktoren eines gesunden Probanden im 
Originalausdruck des Aggregometers. 
Gemessen wurde die Zunahme der Lichtdurchlässigkeit des plättchenreichen Plasmas im Messröhr-
chen in Prozent (%) und in Abhängigkeit von der Zeit für alle verwendeten physiologische Induktoren. 
Die Zunahme der Lichtdurchlässigkeit wird durch die Abnahme der Trübung im Messröhrchen verur-
sacht, sodass die jeweiligen Kurven einen negativen Verlauf besitzen. 
 

 

Kollagen bindet entweder an GP Ia/IIa und/oder an GP VI. Nach dem durch SANTORO et al. 

(1991) entwickelten Modell „Two-Step, Two-Side “ sorgt der erstgenannte Rezeptor für die 

Adhäsion des Blutplättchens und der zweite für die Aktivierung der gebundenen Thrombozy-

ten. Dieses Modell wurde durch WATSON et al. (2000) weiterentwickelt: Demnach kommt es 
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zu einer Interaktion zwischen beiden Rezeptoren. Die Signale, die von GP VI ausgehen, stei-

gern die Affinität von GP Ia/IIa für Kollagen und zusammen bewirken sie die Thrombozyte-

naggregation (WATSON et al., 2000; CHEN und KHAN, 2003).  

Es besteht außerdem eine „Kooperation“ zwischen einer durch ADP ausgelösten Aktivierung 

und der Bindung von Kollagen an die Rezeptoren:  

Demnach kann der Rezeptor GP Ia/IIa  (Integrin α2β1) durch die Bindung anderer Agonisten 

(z.B. ADP) an ihre Rezeptoren von einem niedrigen Affinitätszustand für Kollagen in einen 

höheren gelangen und den Kollagenrezeptor indirekt aktivieren (JUNG und MOROI, 2001). 

 

Ein aktivierter und adhärenter Thrombozyt setzt Arachidonsäure frei und bildet Thromboxan 

A2, das wiederum über die Bindung an den Thromboxanrezeptor der Thrombozytenmembran 

die Aktivierungsprozesse des Thrombozyten weiter vorantreibt (GAWAZ, 1999).  

 

Alle Induktoren wurden nach Anleitung der Firma möLab in Aqua bidest. aufgenommen und 

nach Gebrauch im Kühlschrank (Ausnahme: Arachidonsäure bei -20 °C) bei 4 °C bis 8 °C 

gelagert. Ebenfalls nach Gebrauchsanleitung wurden die Induktoren in folgenden Konzentra-

tionen für die aggregometrischen Messungen eingesetzt (MÖLAB, 2002; Tabelle 9). 

 

Tabelle 9.  Konzentrationen der Induktoren und deren Einsatzmenge in den aggre- 
                  gometrischen Messungen nach Angaben des Herstellers 
 

Reagenz 
Konzentration 

(nach Auflösung der 
Trockensubstanz) 

Endkonzentration 
im Messröhrchen 

ADP 2*10-4 mol/L 2* 10-5 mol/L 
Adrenalin 1*10-3 mol/L 1*10-4 mol/L 
Kollagen 1,9 mg/mL 0,083 mg/mL 
Arachidonsäure 5 mg/mL 0,5 mg/mL 

 

 

Eine Vielzahl an Substanzen wurde aggregometrisch getestet: Isoflavone der Sojabohne 

sowie unterschiedliche Peptidsequenzen, die in dem Protein dieser Pflanze reichlich vor-

kommen. Dazu wurden aus der internationalen Datenbank für Proteine (SWALL) des Euro-

pean Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) die Sequenzen für β-Conglycinin und Glycinin her-

ausgesucht, nach theoretisch vorkommenden Dipeptiden eingeteilt und nach ihrer Häufigkeit 

geordnet (Anhang, Tabelle 35). Zusätzlich wurden in der Arbeit Peptide und Aminosäuren 

getestet, die sich im Laufe der Studie als wirksam erwiesen. Tabelle 10 (S. 34) zeigt eine 

Übersicht aller Substanzen, die in der Aggregometrie auf ihre Beeinflussung der Thrombozy-
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tenaggregation getestet wurden. Insgesamt wurden 25 Substanzen in Doppelbestimmungen 

mit den Induktoren ADP, Adrenalin, Kollagen und Arachidonsäure hinsichtlich ihrer Wirkung 

auf die Aggregation geprüft. Mit jeweils 4 bis 5 Versuchen bei gesunden Probanden, wurden 

mindestens 32 Analysen pro Substanz und damit – unter Berücksichtigung der Gesamtan-

zahl der Prüfsubstanzen – mindestens 800 aggregometrische Messungen in dieser Studie 

bei gesunden Probanden durchgeführt.  

Auf Grund der geringen Patientenzahl und deren Medikation konnten nur die aggregometri-

schen Versuche durchgeführt werden, bei denen die Referenzkurven normale Aggregations-

verläufe zeigten.  

 
Tabelle 10.  Untersuchte Prüfsubstanzen in der Aggregometrie 
  

Leu-Leu-Leu Asp-GluLeu

Val-Pro-Leu Glu-AspIle

Asp-Asp-Asp Ile-LeuGln

Gln-GlnAsn

Val-Asp Val

Ser-GluPro

Asp-LeuArg

Lys-Lys-Lys

Glu-Glu-Glu 

Tripeptide

Lys

Asp-AspAsp

Glu-GluGluGenistein

DipeptideAminosäurenIsoflavone

 
 
In der Tabelle sind alle in der Aggregometrie eingesetzten Isoflavone, Aminosäuren, Di- und Tripepti-
de unter Angabe der Aminosäuren im Drei-Buchstabencode aufgelistet.  
Glu (Glutamat), Asp (Aspartat), Leu (Leucin), Ile (Isoleucin), Gln (Glutamin), Asn (Asparagin), Val (Va-
lin), Pro (Prolin), Arg (Arginin), Lys (Lysin), Ser (Serin)  
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3.2.3.4    Etablierung der aggregometrischen Messung 

Einflussfaktor Temperatur 

Inwieweit sich die Temperatur auf die Thrombozytenaggregation sowie auf deren Geschwin-

digkeit auswirkt, wurde in Vorversuchen ermittelt. Dazu wurden aggregometrische Messung-

en bei Raumtemperatur (23 °C) und bei der physiologischen Körpertemperatur (37 °C) 

durchgeführt. 

 

Einflussfaktor Vorinkubationszeit 

Als ein weiterer Vorversuch wurde die mögliche Einflussnahme der Vorinkubationszeit auf 

die Thrombozytenaggregation untersucht. Die Messungen wurden gestartet und die Indukto-

ren jeweils zu unterschiedlichen Zeitpunkten dem plättchenreichen Plasma zugesetzt (0, 10, 

20, 30, 40, 60 min). Für jeden Induktor wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt. 

 
Einflussfaktor Lösungsmittel 

Für die aggregometrischen Messungen wurde eine konzentrierte Stammlösung der jeweili-

gen Testsubstanz angesetzt (20, 25 oder 100 mM), um deren Volumen in der Testküvette zu 

minimieren. Dies hing von den spezifischen Lösungseigenschaften der jeweiligen Moleküle 

ab. Eine Auflistung der Peptide mit ihrem Lösungsmittel sowie mit ihrem eingesetzten Pipet-

tiervolumen ist in Tabelle 11 (S. 36) dargestellt.  

Genistein sowie einige Peptide wurden vollständig in 100 % DMSO gelöst. Die Konzentratio-

nen der Aminosäuren und Peptide in den Stammlösungen betrugen 100 mM. Die Endkon-

zentration des DMSOs betrug im Messröhrchen maximal 1,25 %. Peptide und Aminosäuren, 

die sich nicht vollständig in DMSO lösten, wurden in isotonischer Kochsalzlösung aufge-

nommen. Die Konzentrationen der Stammlösungen dieser Substanzen betrugen entweder 

20 mM, 25 mM oder 100 mM.  

Beide Lösungsmittel, DMSO und isotonische Kochsalzlösung, wurden hinsichtlich ihres Ein-

flusses auf die thrombozytäre Aggregation untersucht. Zusätzlich wurden die Lösungs-

mittelkontrollen regelmäßig Abständen mit Kontrollplasmen ohne Zusätze verglichen. Die 

Effekte der Prüfsubstanzen wurden jeweils mit den lösungsmittelspezifischen Kontrollen ver-

glichen. Alle aggregometrischen Analysen eines Probanden oder Patienten wurden innerhalb 

von 3 h abgeschlossen und überschüssiges Plasma verworfen. 

 

Aggregometrische Referenzbereiche der Induktoren 

Um eine Messung qualitativ und quantitativ beurteilen zu können, wurden die von der Firma 

möLab ermittelten Referenzbereiche für die verwendeten Induktoren ADP, Adrenalin, Kolla-

gen und Arachidonsäure zu Grunde gelegt (Tabelle 12, S. 37). Da ein Über- bzw. Unter-

schreiten der aggregometrischen Referenzwerte von 20 % laut Protokoll der Firma möLab zu 
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tolerieren ist (MÖLAB, 2002), wurden diejenigen Messungen in die Auswertung nicht einbezo-

gen, die außerhalb der angegebenen Richtwerte lagen. 

 

Datenauswertung  

Für die Datenauswertung wurden die maximalen Endaggregationen verwendet, die der ge-

rätespezifische Drucker nach Abschluss der jeweiligen Aggregation anzeigte. 

 

Tabelle 11.  Pipettiervolumina und Lösungsmittel der Aminosäuren und Peptide 
 

Testsubstanz Lösungs- 
mittel 

Konzentration 
der Stamm-

lösung 
[mM] 

Pipettier- 
volumen 

[µL] 

End- 
konzentration

[mM] 

Aminosäuren  
Glu DMSO 100 5 1 
Asn IK 100 5 1 
Gln IK 100 5 1 
Ile IK 100 5 1 
Leu IK 100 5 1 
Arg IK 100 5 1 
Lys IK 100 5 1 
Pro IK 100 5 1 
Asp IK 25 20 1 
Val IK 20 25 1 

Dipeptide  

Glu-Glu DMSO 100 5 1 
Asp-Glu DMSO 100 5 1 
Asp-Asp DMSO 100 5 1 
Ser-Glu IK 100 5 1 
Ile-Leu IK 100 5 1 
Asp-Leu IK 25 20 1 
Gln-Gln IK 25 20 1 
Glu-Asp IK 25 20 1 
Val-Asp IK 20 25 1 
Tripeptide  

Glu-Glu-Glu DMSO 100 5 1 
Asp-Asp-Asp DMSO 100 5 1 
Val-Pro-Leu DMSO 100 5 1 
Lys-Lys-Lys IK 100 5 1 
Leu-Leu-Leu IK 20 25 1 

 
 
Dargestellt wurden die analysierten Aminosäuren und Peptide und ihre jeweiligen Lösungsmittel 
DMSO (Dimethylsulfoxid) und isotonische Kochsalzlösung (IK) in unterschiedlichen Konzentrationen 
der Stammlösungen (20, 25, 100 mM) und unterschiedlichen Pipettiervolumina (5, 20, 25 µL), aber 
gleichen Endkonzentrationen (1mM). 
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Tabelle 12.  Aggregationsreferenzbereiche physiologischer Induktoren 
  

 ADP Adrenalin Kollagen Arachidonsäure

Referenz-
bereich 70 – 90 % 70 – 80 % 60 – 80 % 70 – 80 % 

 
Dargestellt wurden die Normal- bzw. Referenzbereiche der Induktoren der Thrombozytenaggregation. 
Ein Unter- bzw. Überschreiten der Bereiche von ± 20 % kann toleriert werden (MÖLAB, 2002).  
 

 

Falls die induzierten Aggregationen reversible Kurvenverläufe zeigten, wurde die maximale 

Aggregation durch Selbstablesen bestimmt. Dies war z.B. in seltenen Fällen bei dem Induk-

tor ADP der Fall, von dem bekannt ist, reversible Aggregationen auszulösen. 

Auf Grund der inter-individuellen Schwankungen und der hohen Empfindlichkeit des Induk-

tors Arachidonsäure gegenüber den Thrombozyten, wurde eine andere Vorgehensweise in 

der Auswertung der Arachidonsäure-induzierten Aggregationen gewählt. 

Für die Darstellungen der Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregationen wurden 

die Aggregationen alle 15 s abgelesen und als Diagramm mit den Standardabweichungen 

aufgetragen. Diese Kurven werden im Ergebnisteil – im Gegensatz zum Originalausdruck 

des Aggregometers – durch einen nach oben gerichteten Verlauf dargestellt (Abbildung 12).  
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Abbildung 12. Auswertung einer Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregation.  
Es wurden in diesem Beispiel der Lösungsmittelkontrolle insgesamt 5 Experimente durchgeführt und 
alle 15 s die Aggregationen zu diesem Zeitpunkt abgelesen, gemittelt und schematisch mit Standard-
abweichungen aufgetragen. 
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3.2.4   Durchflusszytometrie 
3.2.4.1  Grundlagen der Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie erlaubt die schnelle und präzise Analyse und Charakterisierung 

unterschiedlicher Zellen, die in einer Zellsuspension vorliegen. Das Messprinzip beruht auf 

der simultanen Analyse unterschiedlicher Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften der Zel-

len. Je nachdem, welche Zellen bzw. welche spezifischen Zelleigenschaften zu untersuchen 

sind, werden mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte, funktions-, molekül- bzw. zellspezifische 

Antikörper der Suspension zugesetzt.  

Die markierte Suspension wird direkt aus dem Probenröhrchen durch Überdruck in eine 

Messküvette geleitet (Abbildung 13, S. 41). Eine Trägerflüssigkeit beschleunigt die Partikel 

der Suspension und transportiert sie zum Messpunkt des Gerätes (Hydrodynamische Fokus-

sierung). Alle markierten Thrombozyten erreichen im Idealfall einzeln den Analysenpunkt 

(Perlenkettenanordnung).  

Die Zellen einer Zellsuspension können an diesem Ort anhand ihrer unterschiedlichen Streu-

lichteigenschaften charakterisiert werden. Dazu ist eine Richtungsänderung des einfallenden 

Lichts (Lichtquelle: Argonlaser) nötig. Diese Richtungsänderung kommt durch die unter-

schiedliche Größe der Zellen, durch die Struktur der Zellmembranen sowie durch die vielfäl-

tige Kompartimentierung der Zellen zustande.  

Ein Maß für die Größe der zu untersuchenden Zellen stellt das Vorwärtsstreulicht (Forward 

Light Scatter, FSC) dar, welches die Streuung in Richtung des einfallenden Lichtes charakte-

risiert: Kleine Zellen, wie z.B. Thrombozyten, streuen das Licht schwächer. Das Seitwärts-

streulicht (Side Scatter, SSC) breitet sich rechtwinklig zum einfallenden Licht aus und erlaubt 

Aussagen über die interne Granularität und Oberflächenbeschaffenheit der Zellen. Gleichzei-

tig wird die Fluoreszenz gemessen, indem Lichtenergie über einen für fluoreszierende Mole-

küle charakteristischen Wellenlängenbereich absorbiert wird. Elektronen werden in ein höhe-

res Energieniveau gehoben und geben bei ihrem anschließenden Rückgang in ein niedrige-

res Energieniveau ein Photon ab (Photoemission). Dieser Prozess eines Strahlenübergan-

ges beschreibt die Fluoreszenz.  

Zwei Antikörper, die mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, können an-

hand des unterschiedlichen Absorptionsspektrums für diese Stoffe, im Seitwärtsstreulicht 

unterschieden werden. Die Kombination mehrerer Antikörper (Mehrfarbenfluoreszenzanaly-

se) ermöglicht den Vergleich mehrerer unterschiedlicher Zelleigenschaften miteinander.  

 

3.2.4.2 Mehrfarbenfluoreszenzanalyse 

Bei der Untersuchung von Thrombozytenpopulationen durch Mehrfarbenfluoreszenz werden 

funktionelle Antigene auf der Zelloberfläche mit spezifischen Antikörper gekoppelt, um 

gleichzeitig mehrere Antigene auf der Thrombozytenmembran zu charakterisieren.  
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Die monoklonalen Antikörper sind dabei mit verschiedenen fluoreszierenden Farbstoffen 

versehen. Durch Lichtanregung bestimmter Wellenlängen, können diese Substanzen ihrer-

seits erneut Licht einer für sie charakteristischen Wellenlänge emittieren. Deshalb ist es 

sinnvoll, Fluoreszenzfarbstoffe zu verwenden, die ähnliche Absorptionsmaxima, aber unter-

schiedliche und deutlich voneinander entfernte Emissionsspektren aufweisen, um von unter-

schiedlichen Detektoren des durchflusszytometrischen Systems gemessen werden zu kön-

nen.  

Je nach Fragestellung wurden für die Untersuchungen die Fluoreszenzfarbstoffe Fluoreszei-

nisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) und Peridin-Chlorophyll-Protein (PerCP) mit-

einander kombiniert. Das Fluorochrom FITC wird bei einer Wellenlänge von 489 nm ange-

regt und besitzt ein Emissionsmaximum bei 515 nm, PE wird bei 545 bzw. 565 nm angeregt 

und besitzt sein Maximum bei 570 nm. Die optimale Anregung für das Fluorochrom PerCP 

liegt bei 490 nm, das Emissionsmaximum bei 650 nm (Tabelle 13). 

 

Tabelle 13.  Charakterisierung der Fluoreszenzfarbstoffe in der Durchflusszytometrie  
 

 

 

 

 

 

 
 
Es wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Fluoreszeinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) und Peridin-
Chlorophyll-Protein (PerCP) für die durchflusszytometrischen Analysen verwendet. Diese verschiede-
nen Farbstoffe können durch das Zytometer anhand der Fluoreszenzen unterschieden werden (FL 1, 
2, 3), da sie durch einen Argonlaser bei unterschiedlichen Wellenlängen angeregt werden und eine 
entsprechende Farbe emittieren.  
 

 

3.2.4.3  Probenaufbereitung und durchflusszytometrische Analyse 

Mit einem FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) der Firma Becton Dickinson wurden 

verschiedene aktivierungsabhängige Antigene der Thrombozytenmembran gesunder und 

herzkranker Patienten untersucht.  

 

Die Analysen folgender funktioneller Teilaspekte standen im Vordergrund: 

- Bestimmung von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten gesunder Probanden 

im Vergleich zu herzkranken Patienten 

- Analyse der P-Selektinexpression der Probanden und Patienten 

Eigenschaften Parameter 

Wellenlänge [nm] Farbe Fluorochrom 
FL – 1  515 – 545  grün FITC 
FL – 2  564 – 606  orange PE 
FL – 3  > 650 rot PerCP 

Argonlaser 488   
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- Charakterisierung des Aktivierungsstatus gesunder Probanden und herzkran-

ker Patienten durch Untersuchung der P-Selektin- und PAC-1-Expression  

 

Probenaufbereitung 

Für die Messungen wurden ungefähr 5 mL citratantikoaguliertes Vollblut unmittelbar nach 

der Blutabnahme für die Analysen vorbereitet und mit Vorsicht behandelt, um eine unnötige 

Aktivierung der Thrombozyten zu vermeiden. Venöses, antikoaguliertes Vollblut wurde mit 

einem Aktivator versetzt und anschließend mit spezifischen Antikörpern markiert.  
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Abbildung 13. Messprinzip eines Durchflusszytometers. 
Die Vollblutprobe, die verschiedenartig gefärbte Zellen enthält, wird durch Druck in Einzelzellen ge-
trennt und diese hintereinander aufgereiht (Perlenkettenanordnung), bevor der Laserstrahl auf die 
einzelnen Zellen trifft. Anhand der Größe und der unterschiedlichen Granularität ist es möglich, die 
Zellen voneinander zu unterscheiden, wenn sie mit Antikörpern, die ungleiche Fluorochrome tragen, 
markiert wurden.  
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Folgende Antikörper wurden in der Durchflusszytometrie angewendet: 

 

CD 41a:  Klon HIP 8. Dieser erkennt den kalziumabhängigen GP IIb/IIIa Komplex (Re-

zeptor für Fibrinogen, Teil GP IIb), welcher auf Thrombozyten und Megakaryo-

zyten vorhanden ist und die Thrombozytenadhäsion und Aggregation vermit-

telt. 

 

CD 45:  Klon 2D1. Er erkennt das membranständige Leukozytenantigen, welches auf 

humanen Leukozyten in 5 verschiedenen Isoformen vorkommen kann und als 

Pan-Leukozytenantigen fungiert. Der intrazelluläre Bereich weist Tyrosin-

Phosphataseaktivität auf. 

 

CD 62:  Klon AC 1.2 oder P-Selektin oder PADGEM (Platelet Activation Dependent 

Granule External Membrane Protein) bzw. integrales Membranprotein GMP -

140. CD 62 gehört zur Gruppe der Adhäsionsmoleküle und gilt als Mediator 

der Adhäsion zwischen Thrombozyten und Monozyten bzw. Neutrophilen, liegt 

im ruhenden Zustand in den α-Granula der Thrombozyten vor und zeigt sich 

erst nach Aktivierung an der Thrombozytenmembran. 

 

PAC-1:  Klon SP-2. PAC-1 erkennt ein Epitop des GP IIb/IIIa Komplexes nur aktiviert-

en Zustand. 

 

Die Aktivierung des Vollblutes erfolgte innerhalb von 10 min nach Blutentnahme, um eine 

Eigenaktivierung der Thrombozyten und unspezifische Einflüsse von außen zu vermeiden. 

Jeweils 45 µL Vollblut wurden in Falcon-Röhrchen überführt und mit 5 µL Aktivator bzw. mit 

Aktivator-Lösungsmittel (Kontrolle) versetzt, vorsichtig geschwenkt und anschließend im 

Dunkeln bei Raumtemperatur (RT) exakt 5 min inkubiert (Aktivierung der Thrombozyten).  

 

Im Vorfeld wurden die Antikörper und Antikörperkontrollen in Falcon-Röhrchen nach einem 

standardisierten Pipetierschema vorbereitet und mit jeweils 5 µL aktiviertem Vollblut versetzt, 

vorsichtig geschwenkt und anschließend 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln markiert 

(Antikörpermarkierung der Thrombozyten). Alle verwendeten Antikörper wurden im Über-

schuss eingesetzt.  

 

Nach erfolgter Bindung der Antikörper wurde der Aktivierungszustand der Thrombozyten 

durch Zugabe einer 1 %-igen Paraformaldehydlösung in PBS fixiert. Nach weiteren 30 min 

bei 4 °C im Dunkeln konnte mit einer durchflusszytometrischen Messung begonnen werden. 
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Die maximale Haltbarkeit der Proben nach der Fixierung lag bei 24 h. 

 

Messung des thrombozytären Aktivierungszustandes durch Einfarben- sowie Zweifarben- 
Immunfluoreszenzanalyse gesunder Probanden und herzkranker Patienten  
 
Zur Charakterisierung des Aktivierungsstatus der Thrombozyten wurde zum einen die Ex-

pression von P-Selektin (Markierung mit CD 62PE) auf der Membran vor und nach Aktivie-

rung untersucht und zum anderen die Fähigkeit der Thrombozyten analysiert, bei erfolgter 

Aktivierung mit Leukozyten Aggregate (CD 41PE-CD 45FITC-Aggregate) zu bilden. Aktiviert 

wurden die Thrombozyten durch TRAP (Thrombinrezeptor-Aktivierendes-Peptid). TRAP 

(1mM)  wurde in PBS aufgenommen. Die TRAP-Konzentration im Vollblut betrug 100 µM.  

 

Abbildung 14 (S. 44) stellt das Pipettierschema für die Analyse der Thrombozyten in der Ein-

farben- bzw. in der Zweifarbenimmunfluoreszenzanalyse dar: 5 µL TRAP-aktiviertes Vollblut 

wurde zur Untersuchung der P-Selektinexpression mit 20 µL CD 62PE markiert (Einfarben-

markierung). Unspezifische Bindungen, die in Fluoreszenzanalysen als falsch-positive Signa-

le registriert werden können, wurden in Parallelproben durch Zusatz von Immunglobulinen 

der Klasse G der Maus (MIgG PE) ausgeschlossen. Hierzu wurde 5 µl TRAP-aktiviertes 

Vollblut mit 10 µL MIgG  PE versetzt und markiert.  

 

Zur Bestimmung der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate wurden 5 µL TRAP-aktiviertes 

Vollblut mit 10 µL CD 41PE (thrombozytenspezifisch) und CD 45FITC (leukozytenspezifisch) 

zugesetzt (Zweifarbenmarkierung). Ferner wurden zum Ausschluss unspezifischer Bindun-

gen eine Kontrolle mit jeweils 5 µL IgG der Maus (MIgG FITC/MIgG PE) als Zweifachmarkie-

rung mitgeführt.  

Als weitere Kontrollen dienten Vollblutproben, denen weder Antikörper noch Immunglobuline 

der Maus zugesetzt wurden, und jeweils nur TRAP oder das TRAP-Lösungsmittel enthielten.  

 
Messung des thrombozytären Aktivierungszustandes durch Dreifarben-Immunfluoreszenz-
analyse gesunder Probanden und herzkranker Patienten  
 
Um den Aktivierungszustand chronisch aktivierter Thrombozyten erfassen zu können, wur-

den spezielle Antigene der Thrombozyten untersucht, die sich erst nach einer Aktivierung an 

der Oberfläche der Blutplättchen zeigen.  

Dazu wurden P-Selektin und die aktivierte Form des GP IIb/IIIa Rezeptors der Membran als 

thrombozytenspezifische Antigene durchflusszytometrisch charakterisiert (Abbildung 15, S. 

44). Für die Aktivierung der Thrombozyten wurde ADP als Induktor eingesetzt. ADP (2*10-4 

M) wurde in isotonischer Kochsalzlösung aufgenommen. Die ADP-Endkonzentration betrug 

im Aktivierungsansatz 2*10-5 M. 
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Abbildung 14. Probenaufbereitung zur funktionellen Charakterisierung der Thrombozyten in 
der Einfarben- und Zweifarbenimmunfluoreszenzanalyse.  
Die Probenaufbereitung nach Blutabnahme ist durch die Teilschritte Aktivierung der Thrombozyten, 
Markierung mit Antikörpern und Fixierung der Thrombozyten gekennzeichnet. Anschließend erfolgt die 
Analyse am Durchflusszytometer.  
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Jeweils 5 µL ADP-aktiviertes bzw.  ADP-unaktiviertes Vollblut wurden mit 10 µL PAC-1 FITC 

und 10 µL CD 62PE versetzt. Zur Detektion der Thrombozyten im aktivierten und unaktivier-

ten Zustand, wurde als ein zusätzlicher Antikörper 10 µL CD 41aPerCP jedem Probenröhrch-

en zugesetzt. Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen wurden Immunglobuline der Maus 

in der PE- bzw. FITC-Färbung mitgeführt. Alle Antikörper lagen im gleichen Volumenverhält-

nis zueinander vor (Abbildung 15, S. 46). Als zusätzliche Kontrolllösung  wurde ein zweiter 

Ansatz mit PAC-1 FITC/CD 62PE/CD 41aPerCP mit 5 µL RGDS, einspezifisch PAC-1 hem-

mendes Tetrapeptid versehen. Ein unaktivierter Parallelansatz wurde dementsprechend mit 

5 µL PBS mitgeführt. Die Konzentration an RGDS betrug 10 mg/ mL. Es wurden dieselben 

Markierungs-, Aktivierungs-, und Fixierungszeiten wie bei der Einfarben- bzw. Zweifarben-

markierung eingehalten.  

 

Durchflusszytometrische Analyse 

Die Darstellung der Thrombozyten erfolgte in einer Gegenüberstellung verschiedener Para-

meter: Durch die logarithmische Einstellungen der Fluoreszenzintensitäten FSC (Forward 

Light Scatter) vs. SSC (Side Scatter) stellten sich alle morphologisch ähnlichen Zellen (z.B. 

Leukozyten, Thrombozyten) als eine homogene Wolke dar. Durch Setzen eines elektroni-

schen Fensters (Gate) wurde die Thrombozytenpopulation ausgewählt und anhand der Ge-

genüberstellung einzelner unterschiedlicher Fluoreszenzen untersucht (Abbildung 16, S. 47).  

Da in der Durchflusszytometrie insgesamt fünf Parameter miteinander korreliert werden kön-

nen (FFC, SSC, FL-1, FL-2, FL-3), jedoch nur 2 Parameter quantifizierbar sind, mussten 

mehrere DotPlots (Analysenfenster) erstellt werden.  

 

Für die CD 62PE-Markierung (Einfarbenimmunfluoreszenzanalyse) wurde zur Quantisierung 

die FL-1-Fluoreszenz verwendet (Abbildung 17, S. 48). 

 

In der Zweifarbenimmunfluoreszenzanalyse wurden FFC vs. SSC sowie FL-1 (CD 45 FITC) 

vs. FL-2 (CD 41PE) gegenübergestellt (Abbildung 18, S. 49; Abbildung 19, S. 50).  

 

Da für die Dreifarbenimmunfluoreszenzmethode zwei Antikörper gewählt wurden, die sich an 

das passende Epitop der Thrombozytenmembran erst nach Aktivierung der Thrombozyten 

binden, wurde neben der Darstellung FFC vs. SSC, FL-1 (PAC-1FITC) vs. FL-2 (CD 62PE) 

auch FL-3 (CD 41PerCP) vs. SSC gegenübergestellt, um die Thrombozytenwolke anhand 

der Bindung von CD 41PerCP eindeutig identifizieren zu können (Abbildung 20, S. 51; Abbil-

dung 21, S. 52).  
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Abbildung 15. Probenaufbereitung zur funktionellen Charakterisierung der Thrombozyten in 
der Dreifarbenimmunfluoreszenzanalyse. 
Die Probenaufbereitung nach Blutabnahme ist durch die Teilschritte Aktivierung der Thrombozyten, 
Markierung mit Antikörpern und Fixierung der Thrombozyten gekennzeichnet. Anschließend erfolgt die 
Analyse am Durchflusszytometer.  
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Zur späteren Datenanalyse wurde der Schwellenwert (Threshold) anhand des FSCs in der 

Punktwolkendarstellung FSC vs. SSC der Vollblutprobe gesetzt und anhand der CD 41PE 

bzw. PerCP-Bindung die Zählrate auf 5000 Thrombozyten bei logarithmischer Verstärkerein-

stellung (FFC, SSC) festgelegt. Der Druck wurde auf „medium“ eingestellt, damit möglichst 

viele Thrombozyten einzeln den Analysenpunkt erreichten.  

 

 
 
Abbildung 16. Auswahl einer unmarkierten, unaktivierten Thrombozytenpopulation in der Voll-
blutprobe im DotPlot.  
Die Abbildung entspricht einem Originalausdruck des Durchflusszytometers im Programm CellQuest 
Pro. Dargestellt wurde eine unaktivierte Vollblutprobe in der Gegenüberstellung FSC (Forward Scat-
ter) vs. SSC (Side Scatter) und Markierung der Thrombozytenpopulation (R1, rotmarkiert). 
 

 

Leukozyten 

Thrombozyten

Zelltrümmer 
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Abbildung 17. Darstellung einer quantitativen Einfarbenimmunfluoreszenz mittels DotPlot-Ana-
lyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik anhand unaktivierter Thrombozyten mit a) un-
aktivierten Thrombozyten, CD 62PE-markiert und b) TRAP-aktivierte Thrombozyten, CD 62PE-
markiert. 
Dargestellt wurden die Messung und Auswertung der Dreifarbenimmunfluoreszenz von unaktivierten 
Thrombozyten. Zur Auswertung wurde in der Quadrantenstatistik die %Gated-Werte (siehe Umrah-
mung in der Quadrantenstatistik) für jeden Quadranten herangezogen und in Bezug auf 5000 Throm-
bozyten normiert. Im Bild a) sind die mir CD 62 PE-markierten, jedoch unaktivierten Thrombozyten 
dargestellt. Im Bild b) sind die mit CD 62PE-markierten Thrombozyten mit TRAP aktiviert worden.  

 

a) 

b) 
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Abbildung 18. Darstellung einer quantitativen Zweifarbenimmunfluoreszenz mittels DotPlot-
Analyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik anhand unaktivierter Thrombozyten mit a) FSC 
vs. SSC, b) CD 41PE vs. SSC, c) CD 45FITC vs. CD 41PE und d) Histogrammdarstellung der 
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate.  
Dargestellt wurden die Messung und die Auswertung der Zweifarbenimmunfluoreszenz von unaktivier-
ten Thrombozyten (FSC = forward scatter, SSC = side scatter). Zur Auswertung wurde die Anzahl der 
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate in der Histogrammdarstellung benutzt und in Bezug auf 5000 
Thrombozyten prozentual normiert. Im Bild a) wurde die Thrombozytenwolke ausgewählt. Im Bild b) 
waren die Thrombozyten mit CD 41PE, der unaktivierte und aktivierte Thrombozyten markiert, ausge-
wählt. Im Bild c) wurde die Thrombozytenwolke nach der CD 41PE und CD 45FITC-Markierung im 
DotPlot dargestellt. 

 

a) 
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Abbildung 19. Darstellung einer quantitativen Zweifarbenimmunfluoreszenz mittels DotPlot-
Analyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik anhand TRAP-aktivierter Thrombozyten mit a) 
FSC vs. SSC, b) CD 41PE vs. SSC, c) CD 45FITC vs. CD 41PE und d) Histogrammdarstellung 
der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate.  
Dargestellt wurden die Messung und die Auswertung der Zweifarbenimmunfluoreszenz von TRAP-
aktivierten Thrombozyten. Zur Auswertung wurde die Anzahl der Thrombozyten-Leukozyten-Aggre-
gate in der Histogrammdarstellung benutzt und in Bezug auf 5000 Thrombozyten prozentual normiert. 
Im Bild a) wurde die Thrombozytenwolke ausgewählt. Im Bild b) waren die Thrombozyten mit CD 
41PE, der unaktivierte und aktivierte Thrombozyten markiert, ausgewählt. Im Bild c) wurde die Throm-
bozytenwolke nach der CD 41PE und CD 45FITC-Markierung im DotPlot dargestellt. 
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Abbildung 20. Darstellung einer quantitativen Dreifarbenimmunfluoreszenz mittels DotPlot-
Analyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik anhand unaktivierter Thrombozyten mit a) FSC 
vs. SSC, b) CD 41aPerCP vs. SSC und c) PAC-1FITC vs. CD 62PE.   
Dargestellt wurde die Messung und Auswertung der Dreifarbenimmunfluoreszenz von unaktivierten 
Thrombozyten. Zur Auswertung wurde in der Quadrantenstatistik die %Gated-Werte für jeden Qua-
dranten herangezogen und in Bezug auf 5000 Thrombozyten normiert. Im Bild a) wurde die Thrombo-
zytenwolke ausgewählt. Im Bild b) waren die Thrombozyten mit CD 41PerCP, der unaktivierte und 
aktivierte Thrombozyten markiert, ausgewählt. Im Bild c) wurde die Thrombozytenwolke nach der zu-
sätzlichen CD 62PE und PAC-1FITC-Markierung im DotPlot dargestellt. 

a) b) 

c) 
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Abbildung 21. Darstellung einer quantitativen Dreifarbenimmunfluoreszenz mittels DotPlot-
Analyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik anhand ADP-aktivierter Thrombozyten mit a) 
FSC vs. SSC, b) CD 41aPerCP vs. SSC und c) PAC-1FITC vs. CD 62PE.   
Dargestellt wurde die Messung und Auswertung der Dreifarbenimmunfluoreszenz von aktivierten 
Thrombozyten. Zur Auswertung wurde in der Quadrantenstatistik die %Gated-Werte für jeden Qua-
dranten herangezogen und in Bezug auf 5000 Thrombozyten normiert. Im Bild a) wurde die Thrombo-
zytenwolke ausgewählt. Im Bild b) waren die Thrombozyten mit CD 41PerCP, der unaktivierte und 
aktivierte Thrombozyten markiert, ausgewählt. Im Bild c) wurde die Thrombozytenwolke nach der zu-
sätzlichen CD 62PE und PAC-1FITC-Markierung im DotPlot dargestellt.  

a) b) 

c) 
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Qualitätskontrollen der durchflusszytometrischen Messung 

Alle für die Durchflusszytometrie verwendeten Volumina von Antikörpern und Aktivierungs-

reagenzien wurden im Vorfeld bestimmt. 

Zur internen Qualitätssicherung wurde mithilfe kommerziell erhältlicher Kalibrierungspartikel 

die Fluoreszenzkanäle sowie die Kompensation mithilfe der Software FACSComp eingestellt. 

Dazu wurde eine Suspension mit einer definierten Anzahl von Teilchen (Calibrite Beads) für 

jede Fluoreszenz eingesetzt.  

Auf Grund der inter-individuellen Schwankungen der Thrombozytenpopulationen, mussten 

bei jeder Messung minimale Korrekturen in den Einstellungen der Fluoreszenzintensitäten 

und in den Kompensationen der Fluoreszenzfarbstoffe vorgenommen werden. Als Negativ-

kontrolle (Isotypkontrolle) wurden bei jeder Messung Antikörper der gleichen Immunglo-

bulinklasse, die vom Hersteller mit demselben Fluorochrom konjugiert wurden, mitgeführt. 

Die Konzentration hierfür wurde im Vorfeld ermittelt. Ebenfalls wurden vor Studienbeginn die 

Antikörper hierfür austitriert.  

Für die Behandlung aller Proben wurde auf Gleichmäßigkeit in der Handhabung (Mini-

mierung unnötiger Thrombozytenaktivierung) sowie in der Probenaufbereitung geachtet.  

 

Datenauswertung der durchflusszytometrischen Messung 

Die zentrale Frage aller durchflusszytometrischen Messungen dieser Arbeit richtete sich auf 

die Ermittlung des prozentualen Anteils der Antikörpermarkierungen der Thrombozyten vor 

und nach Aktivierung bei gesunden Probanden im Vergleich zu herzkranken Patienten.  

 

Für die Bestimmung der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate wurde dazu der Prozentsatz 

(bezogen auf 5000 Gated Events) an CD 41PE- und CD 45FITC-positiver Thrombozyten 

bestimmt. 

 

Für die P-Selektinexpression wurde ebenfalls der prozentuale Anteil der Thrombozyten be-

stimmt, der CD 62PE im aktivierten wie im unaktivierten Zustand binden konnte (bezogen auf 

5000 Gated Events).  

 

Ebenso erfolgte die Auswertung der PAC-1FITC/CD 62PE-Darstellung mittels DotPlot-

Analyse und dazugehöriger Quadrantenstatistik, die ebenfalls den prozentualen Anteil der 

PAC-1FITC und CD 62PE positiven Thrombozyten angab (bezogen auf 5000 Gated Events). 
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3.2.5   Statistische Methoden und statistische Auswertung 
3.2.5.1  Mittelwert und Standardabweichung 

Mithilfe der Software EXCEL 2000 und SPSS 11.0 wurde die deskriptive Statistik berechnet. 

Dazu wurden Mittelwerte mit Standardabweichungen bestimmt. Letztere lieferte ein Maß für 

die Streuung der Analysenwerte um den Mittelwert. Zur Auswertung der einzelnen Messer-

gebnisse wurde das arithmetische Mittel (= Mittelwert), der den Durchschnitt einer Stichprobe 

beschreibt, verwendet. 

 

Mittelwert und Standardabweichung definieren sich wie folgt: 

 

Mittelwert:  ∑
=

=
N

i
ix

N
x

1

1
 

 

Standardabweichung: 2

1
)(∑

=

−=
N

i
ix xx

1- N
1  σ   

x  = Erwartungswert (Mittelwert) 

 ix = die Merkmalsausprägungen am i-ten Element der Grundgesamtheit  

N = Umfang der Grundgesamtheit (Anzahl der Werte) 

 xσ  = Standardabweichung 

 

 

3.2.5.2   Mann-Whitney-U-Test und Test nach Anova 
Orientierende statistische Analysen erfolgten mit Student-T-Test und Test nach Anova für 

unabhängige Variablen. Die definierten Analysen wurden mittels dem Mann-Whitney-U-Test 

sowie dem H-Test nach Kruskal-Wallis durchgeführt. Der Mann-Whitney-U-Test prüft, ob ein 

Zusammenhang zwischen zwei unabhängigen Stichproben existiert und inwieweit sie sich 

hinsichtlich ihrer Tendenz unterscheiden. Dazu müssen die Analysenwerte in Ränge trans-

formiert werden. Die Nullhypothese H0 (kein Unterschied zwischen den Gruppen) wurde fer-

ner dann verworfen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 % betrug. Demzufolge be-

standen signifikante Unterschiede, wenn p < 0,05 % war.  

 

Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm SPSS für Windows (11) 

durchgeführt.  
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4   ERGEBNISSE 

4.1  Auswertung der Probanden und Patienten 
4.1.1       Auswertung gesunder Probanden 
Insgesamt nahmen an der Studie 180 Probanden teil, die für 710 Blutabnahmen zur Verfü-

gung standen.  

Davon spendeten 122 Frauen mit einem durchschnittlichen Alter von 31,5 ± 10,0 Jahren und 

56 Männer mit 29,8 ± 8,7 Jahren regelmäßig Blut (Tabelle 14). Es wurde in der Studien-

durchführung darauf geachtet, unterschiedliche Probanden auch für unterschiedliche aggre-

gometrische Bestimmungen einzusetzen. Insgesamt wurden 555 Blutentnahmen von weibli-

chen sowie 153 von männlichen Probanden durchgeführt.  

Die für die Studie relevanten Merkmale wurden mithilfe eines strukturierten Fragebogens 

unmittelbar vor der Blutabnahme ermittelt (Anhang, Abbildung 57). Auf Grund fehlender Fra-

gebögen konnten 2 der 180 Probanden nicht zugeordnet werden. 

 
Das Probandenkollektiv umfasste eine Population von durchschnittlich 30,9 ± 9,6 Jahren und 

war mit einem durchschnittlichen Gewicht von 69,5 ± 12,7 kg normalgewichtig.  

Dementsprechend lag der durchschnittliche BMI bei 23,4 ± 3,5 kg/m². Zwischen Frauen und 

Männer gab es keine wesentlichen Unterschiede (Tabelle 15).   

 
Tabelle 14. Anzahl der gesunden Probanden und Anzahl der Blutentnahmen 
 

 Frauen Männer gesamt 1) 
Anzahl  122 56 180 
Blutentnahmen 555 153 710 

 

1) von 180 Studienteilnehmer, konnten 2 Probanden nicht erfasst werden  
 
 

Tabelle 15. Studienrelevante Merkmale der gesunden Probanden 
  

 Alter 
[J] 

Gewicht 
[kg] 

Körpergröße
[m] 

BMI 
[kg/m²] 

Frauen 1) 31,5±10,0 64,3±10,5 1,70±0,1 24,4±2,8 
Männer 2) 29,8±8,70 79,8±10,0 1,80±0,1 23,0±3,7 
gesamt 3) 30,9±9,60 69,5±12,7 1,70±0,1 23,4±3,5 

 
Berechnungen beziehen sich auf Mittelwerte ± Standardabweichungen der Merkmale Alter, Gewicht, 
Körpergröße und BMI (Body Mass Index), 1) 122 weibliche Probanden 2) 56 männliche Probanden, 3) 
von 180 Studienteilnehmer konnten 2 Probanden nicht erfasst werden    
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4.1.2   Auswertung herzkranker Patienten 
An der Studie nahmen 38 herzkranke Patienten teil, die für insgesamt 39 Blutabnahmen zur 

Verfügung standen (Tabelle 16). Davon waren 11 weibliche Personen mit einem durch-

schnittlichen Alter von 68,6 ± 8,1 Jahren und 27 männliche mit einem Altersdurchschnitt von 

67,3 ± 8,5 Jahren vertreten (Tabelle 17).  

Für die Studie waren die Diagnosen der Patienten relevant. So wurden bei 20 Patienten eine 

koronare Herzerkrankung, bei 9 ein Vorhofflimmern und bei 9 Patienten eine KHK zusam-

men mit einem Vorhofflimmern diagnostiziert. Folgende Erkrankungen traten außer der KHK 

und des Vorhofflimmerns im Patientenkollektiv auf: Herzinsuffizienz, Hypertonie, Diabetes 

mellitus und Hyperurikämie (Tabelle 18, S. 57). Alle Patienten nahmen Medikamente ein (Ta-

belle 18, S. 57). Für die aggregometrischen Analysen wurden nur die Plasmaproben heran-

gezogen, deren Aggregationen im Referenzbereich des jeweiligen Agonisten lagen. 

 
Tabelle 16. Anzahl der herzkranken Patienten  
 

 Frauen Männer gesamt 1) 
Anzahl  11 27 38 
Blutentnahmen 11 28 39 

 

1) insgesamt standen für 39 Blutabnahmen 38 Patienten zur Verfügung 

 

 
Tabelle 17.  Alter der herzkranken Patienten  
 

 Frauen 1) Männer 2) gesamt 3) 
Alter [J] 68,6±8,1 67,3±8,5 67,7±8,0 

               
Darstellung des durchschnittlichen Alters ± Standardabweichung zum Zeitpunkt der Blutabnahme, 1) 

Berechnung bezieht sich auf 11 weibliche Patienten, 2) Berechnung bezieht sich auf 27 männliche 
Patienten, 3) 38 Patienten nahmen an der Studie teil 
 
 

4.1.3 Thrombozyten  
4.1.3.1   Thrombozyten gesunder Probanden 

Die Bestimmung der Thrombozytenzahlen gesunder Probanden erfolgte nach der Zentrifuga-

tion plättchenreicher Plasmen (PRP). Die durchschnittliche Thrombozytenzahl aller Blutab-

nahmen lag bei 340,2 ± 64,9*109 Thr/L mit einem Mittleren Plättchenvolumen (MPV) von 7,3 

± 0,6 fL (Tabelle 19, S. 57). Die tatsächlichen, für die Messungen verwendeten plättchenrei-

chen Plasmen, die entsprechend mit plättchenarmen Plasmen verdünnt wurden, lagen bei 

durchschnittlich 321,1 ± 61,3*109 Thr/L und einem MPV von 7,4 ± 0,6 fL. Dieser Wert ent-

sprach der Zellzahl, der für aggregometrische Messungen empfohlen wurde (MÖLAB, 2002).  
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Die Messung der Thrombozytenzahlen plättchenarmer Plasmen (n = 25) wurde durchgeführt, 

um sicherzustellen, dass es sich bei der Verdünnung der plättchenreichen Plasmen tatsäch-

lich jeweils um plättchenarme Plasmen handelte. Wie aus Tabelle 19 ersichtlich ist, waren 

die Thrombozytenzahlen des plättchenarmen Plasmas konstant niedrig.  

 

Tabelle 18. Die häufigsten Diagnosen des Patientenkollektivs und Auflistung häufig 
                  verabreichter Medikamente 
 

Diagnose Anzahl der Patienten 
Koronare Herzerkrankung  20 
Hypertonie 15 
Herzinsuffizienz 10 
Schilddrüsenerkrankung 10 
Vorhofflimmern 9 
Koronare Herzerkrankung + Vorhofflimmern 9 
Diabetes mellitus  9 

Medikamentengruppe Anzahl der Patienten 
β-Rezeptoren, Kalziumkanalblocker, Hemm-
stoffe des Renin-Angiotensin-Systems 26 

Antikoagulantien 24 
Diuretika 21 
Lipidsenker 19 
Thrombozytenaggregationshemmer 17 
Antihypertonika 15 
Herzglykoside 11 
Schilddrüsentherapeutika 10 
Koronartherapeutika 10 

 

 

Tabelle 19. Thrombozyten gesunder Probanden nach Anzahl und Mittlerem 
                    Plättchenvolumen  
 

Thrombozyten PRP 
nicht eingestellt 1)

PRP 
eingestellt 2) 

PAP 
Kontrolle 3) 

Anzahl [109 Thr/L] 340,2±64,9 321,1±61,3 6,4±6,2 
MPV [fL] 7,3±0,6 7,4±0,6 6,9±0,4 

 
Messung der Thrombozytenzahlen plättchenreicher (PRP) und plättchenarmer Plasmen (PAP) nach 
Anzahl und Mittlerem Plättchen Volumen (MPV), 1) plättchenreiches Plasma wurde nicht verdünnt 2) 
plättchenreiches Plasma wurde zur aggregometrischen Messung mit plättchenarmen Plasma im Ver-
hältnis 1:1  verdünnt, 3) Messung von 25 plättchenarmen Plasmen  
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4.1.3.2 Thrombozyten herzkranker Patienten 

Die Bestimmung der Thrombozytenzahlen herzkranker Patienten erfolgte wie bei gesunden 

Probanden. Die Thrombozytenzahlen lagen mit durchschnittlichen 286,6 ± 58,6*109 Thr/L im 

Referenzbereich (Tabelle 20), jedoch niedriger als bei gesunden Probanden (p = 0,001). Das 

MPV mit durchschnittlichen 7,7 ± 0,51 fL lag dagegen höher als das MPV der gesunden Pro-

banden (p = 0,004). Ebenso ergab die Kontrolle des plättchenarmen Plasmas von insgesamt 

5 Patienten die erwarteten niedrigen Thrombozytenzahlen. 

 

Tabelle 20. Thrombozyten herzkranker Patienten nach Anzahl und Mittlerem 
                   Plättchenvolumen  
 

Thrombozyten PRP 
nicht eingestellt 1) 

PAP 
Kontrolle 2) 

Anzahl [109 Thr/L] 286,6±58,6 12,4±5,8 
MPV [fL] 7,7±0,51 7,0±0,4 

 
Messung der Thrombozytenzahlen aller plättchenreichen Plasmen (PRP) und 5 plättchenarme Plas-
men (PAP) nach Anzahl und Mittlerem Plättchen Volumen (MPV), 1) Plättchenreiches Plasma musste 
nicht verdünnt werden, 2) Messung von 5 plättchenarmen Plasmen zur Kontrolle 
 

 

4.2     Aggregometrische Vorversuche  
4.2.1    Potenzieller Einfluss von Lösungsmitteln der Testsubstanzen 

auf die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregationen 
 
Plättchenreiche Plasmen, die als Kontrollen ohne Zusätze in regelmäßigen Abständen zur 

Qualitätskontrolle der aggregometrischen Experimente mitgeführt wurden und die keine Lö-

sungsmittel und/oder Testsubstanzen enthielten, zeigten gleichartige Aggregationsverläufe 

wie Plasmen, denen in entsprechenden Volumina Lösungsmittel der Testsubstanzen zuge-

setzt wurden. Es konnten daher keine signifikanten Veränderungen in den Aggregationen in 

den ADP-, Adrenalin-, und Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregationen durch Lö-

sungsmittel der Testsubstanzen beobachtet werden (Abbildung 22, S. 60). Auf die Arachi-

donsäure-induzierte Aggregation besaßen alle Lösungsmittel in allen Konzentrationen einen 

geringfügig stimulierenden Einfluss.  

Die Konzentrationen der Lösungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) und isotonische Kochsalz-

lösung im plättchenreichen Plasma des Messröhrchens bewegte sich je nach Stammlösung 

in Bereichen von 1 % bis 5 %. Alle folgenden Angaben beziehen sich auf Mittelwertsbere-

chungen der aggregometrischen Experimente bei n durchgeführten Untersuchungen. 

 

4.2.1.1  ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 

Alle Lösungsmittel besaßen keinen Einfluss auf die Aggregation und unterschieden sich im 
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Vergleich zu den Kontrollen ohne Zusätze (74,8 ± 10,9 %, n = 94, Abbildung 22a, S. 60) 

nicht (1 % DMSO vs. Kontrolle: p = 0,522; 1 % IK vs. Kontrolle: p = 0,707; 4 % IK vs. Kontrol-

le: p = 0,526; 5 % IK vs. Kontrolle: p = 0,821).  

 

4.2.1.2    Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 

In den durch Adrenalin hervorgerufenen Thrombozytenaggregationen waren die durch-

schnittlichen Endaggregationen aller Lösungsmittelansätze ebenfalls gleich und nahmen im 

Vergleich zu den Kontrolle ohne Zusätze (76,6 ± 7,4 %, n = 81) keinen Einfluss auf die 

Thrombozytenaggregation (Abbildung 22b, S. 60; 1 % DMSO vs. Kontrolle: p = 0,152; 1 % IK 

vs. Kontrolle: p = 0,793; 4 % IK vs. Kontrolle: p = 0,582; 5 % IK vs. Kontrolle: p = 0,093).  

 

4.2.1.3    Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 

Die durchschnittlichen DMSO Kontrollen und die Kontrollen der isotonischen Kochsalzlösun-

gen entsprachen den Aggregationen des plättchenreichen Plasmas ohne Zusätze (76,1 ± 8,7 

%, n = 84, Abbildung 22c, S. 60; 1 % DMSO vs. Kontrolle: p = 0,556; 1 % IK vs. Kontrolle: p 

= 0,338; 4 % IK vs. Kontrolle: p = 0,208; 5 % IK vs. Kontrolle: p = 0,199).  

 

4.2.1.4   Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 

Die durchschnittliche Aggregation des plättchenreichen Plasmas ohne Zusätze betrug 73,5 ± 

5,2 % (n = 34). Eine Konzentration von 1 % DMSO besaß einen stimulierenden Einfluss auf 

die Thrombozytenaggregation (77,5 ± 10,1 %, n = 54, 1 % DMSO vs. Kontrolle: p = 0,010). 

Es konnten für die Lösungsmittelkontrollen der isotonische Kochsalzlösung in 1 % (n = 54), 4 

% (n = 31) und 5 % (n = 17) ebenfalls geringfügig stimulierende Effekte auf die Arachidon-

säure-induzierten Endaggregationen (80 ± 9,2 %, 1 % IK vs. Kontrolle: p = 0,000; 77,2 ± 8,1 

%, 4 % IK vs. Kontrolle: p = 0,010; 82,8 ± 8,7 %, 5 % IK vs. Kontrolle: p = 0,000) beobachtet 

werden (Abbildung 22d, S. 60).  

 

 

4.2.2      Vorinkubationszeit als ein möglicher Einflussfaktor auf die Ago- 
  nisten-induzierten Thrombozytenaggregationen 
 
Um den Einfluss der Vorinkubation auf die Aggregation zu untersuchen, wurden die Ago-

nisten bei 0 min (ohne Inkubation), 10 min, 20 min, 30 min, 40 min sowie 60 min den plätt-

chenreichen Plasmen zugegeben.  

In Abbildung 23 (S. 61) sind die Vorinkubationszeitpunkte den dazugehörigen Endaggregati-

onen gegenübergestellt. Für jeden Agonisten wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. 

Die Aggregationen bei den Inkubationszeiten von 0 min, 10 min und 20 min entsprachen den 

Induktor spezifischen Referenzbereichen.  
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Abbildung 22. Potenzielle Einflüsse von Dimethylsulfoxid und isotonischer Kochsalzlösung als 
Lösungsmittel der Testsubstanzen auf die Thrombozytenaggregationen mit a) ADP b) Adrena-
lin, c) Kollagen und d) Arachidonsäure als Agonisten.  
Dargestellt wurde der Vergleich der Agonisten-induzierten Aggregationen mit Dimethylsulfoxid 
(DMSO, 1 %) und unterschiedlichen Konzentrationen an isotonischer Kochsalzlösung (1 %, 4 %, 5 %), 
* Signifikanz p < 0,05 (vs. Kontrolle ohne Zusätze) 
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Abbildung 23. Aggregationsverläufe in Abhängigkeit unterschiedlicher Vorinduktionszeiten der 
ADP-, Adrenalin-, Kollagen- und Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregationen. 
Dargestellt wurden die Aggregationen von Plasmen, denen zu den Zeitpunkten 0 min , 10 min, 20 min, 
30 min, 40 min, 60 min die Induktoren ADP (0 min: n = 4; 10 min: n = 2; 20 min: n = 4; 30 min: n = 2; 
40 min: n = 2; 60 min: n = 2), Adrenalin (0 min: n = 4; 10 min: n = 2; 20 min: n = 4; 30 min: n = 2; 40 
min: n = 2; 60 min: n = 2), Kollagen (0 min: n = 4; 10 min: n = 2; 20 min: n = 4; 30 min: n = 2; 40 min: n 
= 2; 60 min: n = 2) und Arachidonsäure (0 min: n = 3; 10 min: n = 3; 20 min: n = 3; 30 min: n = 4; 40 
min: n = 4; 60 min: n = 4) zugegeben wurden. Ausnahmsweise wurde auf Grund der geringen n-
Zahlen in diesem Vorversuch die Signifikanzen mit dem Student-T-Test berechnet. *Signifikanz p < 
0,05 (Kollagen: 40 min vs. 0 min)  
 

 

Hinsichtlich der Kollagen-induzierten Aggregation wurde die Aggregation nach 40 min Vorin-

kubationszeit gesteigert (40 min vs. 0 min: p = 0,015). Alle Messungen wurden anschließend  

einheitlich mit oder ohne Prüfsubstanzen 10 min inkubiert. 

 
 
4.2.3    Temperatur als ein möglicher Einflussfaktor auf die Agonisten- 
 Induzierten Thrombozytenaggregationen 
 
Es sollte weiterhin geklärt werden, ob die Temperatur einen Einfluss auf die Plättchen-

aggregation hat. Aus diesem Grund wurden die ADP-, Adrenalin-, Kollagen- und Arachidon-

säure-induzierten Aggregationen bei 2 verschiedenen Temperaturen (23 °C und 37 °C) un-

tersucht (Abbildung 24, S. 62).  

Es zeigten sich bei allen aggregometrischen Untersuchungen kaum Schwankungen, wenn 

die Inkubationstemperatur von 23 °C auf 37 °C erhöht wurde. Die nachfolgenden Mittelwerte 

errechneten sich aus unabhängigen aggregometrischen Einzelbestimmungen. Außer bei 

Arachidonsäure (p = 0,003) hatte die Temperatur keinen Einfluss auf die Aggregation der 

Thrombozyten. Um physiologischen Bedingungen möglichst nahe zu kommen, wurden alle 

Messungen bei 37 °C als Inkubationstemperatur durchgeführt und als Aufbewahrungstempe-

ratur für Plasmen ausgewählt. 
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Abbildung 24. Vergleich zwischen 23 °C und 37 °C auf die Agonisten-induzierten Thrombo-
zytenaggregationen mit ADP, Adrenalin, Kollagen und Arachidonsäure als Agonisten. 
Dargestellt wurden die durchschnittliche Thrombozytenaggregationen bei 23 °C (n = 8) und 37 °C (n = 
8). *Signifikanz p < 0,05 (23 °C vs. 37 °C) 
 
 

4.3       Testsubstanzen in der aggregometrischen Analyse bei 
 gesunden Probanden 
 
4.3.1        Untersuchungen möglicher Wirkungen von Aminosäuren auf 

die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregationen 
 
Die getesteten Aminosäuren (Glutamat, Aspartat, Asparagin, Glutamin, Isoleucin, Valin, Ar-

ginin, Lysin, Prolin) hemmten die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregation in einer 

Konzentration von 1 mM nicht (Abbildung 25a-d, S. 67). Nur Leucin hemmte die Arachidon-

säure-induzierte Thrombozytenaggregation. Bei den anderen Aminosäuren kam es in den 

Aggregationen weder zu einer signifikanten Hemmung, noch zu einer signifikanten Steige-

rung der maximalen Aggregationen der Thrombozyten. Alle nachfolgenden Angaben bezie-

hen sich, außer bei Arachidonsäure, im Abschnitt 4.3.1.1 bis 4.3.1.3 auf Mittelwertberech-

nungen einzelner Doppelansätze in der aggregometrischen Analyse der hier beispielhaft dar-

gestellten Aminosäuren Glutamat (Glu) und Lysin (Lys). 
 

4.3.1.1  ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 

In den ADP-induzierten Aggregationen (Abbildung 25a, S. 67; Anhang Tabelle 36) waren 

hemmende und/oder stimulierende Effekte durch Aminosäuren nicht nachweisbar. Bei der 

Aminosäure Glu trat eine maximale Aggregation von 71,3 ± 15,8 % (n = 6; Glu vs. Kontrolle: 

p = 0,242) auf und unterschied sich damit zur Kontrolle (74,4 ± 10,4 %, n = 71) nicht. Die 

prozentuale Aggregation von Lys betrug 72,7 ± 7,3 % (n = 6) und wich von der Lösungsmittel 

spezifischen Kontrolle (74,8 ± 8,7 %, n = 55) ebenfalls nicht ab (Lys vs. Kontrolle: p = 0,500).  
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4.3.1.2  Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 

Signifikanten Hemmeffekte durch Aminosäuren (Abbildung 25b, S. 67; Anhang Tabelle 39) 

konnten ebenfalls nicht nachgewiesen werden. So wiesen Glu und Lys Thrombozytenaggre-

gation von 72,9 ± 13,0 % (n = 5; Glu vs. Kontrolle: p = 0,326) bzw. 80,1 ± 7,0 % (n = 5; Lys 

vs. Kontrolle: p = 0,387) auf und unterschieden sich nicht von den Kontrollen, bei denen Ag-

gregationen von 74,7 ± 8,5 % (n = 58) bzw. 77,1 ± 7,2 % (n = 53) bestimmt wurden.  

 

4.3.1.3  Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 

Alle getesteten Aminosäuren waren bei diesem Agonisten ebenfalls nicht wirksam (Abbil-

dung 25c, S. 67; Anhang Tabelle 42). Glu wies eine durchschnittliche Endaggregation von 

73,2 ± 12,2 % (n = 6) auf und unterschied sich zur Lösungsmittelkontrolle (75,2 ± 8,3 %, n = 

66) nicht (Glu vs. Kontrolle: p = 0,407). Lys bewirkte eine Aggregation von 79,5 ± 5,7 % (n = 

6) und konnte die Aggregation (Lösungsmittelkontrolle 77,2 ± 6,9 %, n = 56) ebenfalls nicht 

verändern (Lys vs. Kontrolle: p = 0,407).  

 

4.3.1.4   Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 

Eine Hemmung oder Stimulation durch eine Vielzahl an Aminosäuren konnte auch bei der 

Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregation (Abbildung 25d, S. 67; Anhang Tabel-

le 45) nicht festgestellt werden. Nur Leucin und Asparagin hemmten die Aggregationen der 

Thrombozyten. Die Aggregationen der mit Leu inkubierten Plasmen betrugen 67,7 ± 13,1 % 

(n = 6) und die der Kontrolle 80,0 ± 9,2 % (n = 54; Leu vs. Kontrolle: p = 0,033).  Plasmen, 

die mit Asn inkubiert wurden, besaßen Aggregationen von 71,6 ± 6,5 (n = 5, Asn vs. Kontrol-

le: p = 0,046; Anhang, Tabelle 45). 

 

 

4.3.2       Untersuchungen möglicher Wirkungen von Dipeptiden auf die 
Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregationen 

 
Das Dipeptid Valin-Aspartat (Val-Asp) stellte sich in einer Konzentration von 1 mM hinsicht-

lich der ADP- sowie Adrenalin-induzierten Thrombozytenaggregationen als wirksames, ag-

gregationshemmendes Peptid heraus. Außerdem wirkte Glu-Glu hemmend auf die ADP-

induzierte Thrombozytenaggregation. Alle anderen getesteten Dipeptide in einer Konzentra-

tion von 1 mM besaßen keinerlei Wirkungen auf die Aggregation der Thrombozyten (Abbil-

dung 26a-d, S. 68). 

 

4.3.2.1  ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 

Val-Asp und Glu-Glu (jeweils 1 mM, Abbildung 26a, S. 68; Anhang Tabelle 37) erwiesen sich 

als wirksam (Glu-Glu vs. Kontrolle: p = 0,002, Val-Asp vs. Kontrolle: p = 0,025): In den lö-
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sungsmittelspezifischen Kontrollen bewirkte ADP eine Thrombozytenaggregation von 74,4 ± 

10,4 % (n = 71) bei 1 % DMSO und 74,4 ± 9,5 % (n = 19) bei der 5 %-igen isotonischen 

Kochsalzlösung. Bei Zugabe von Glu-Glu wurde dagegen eine Aggregation von 63,2 ± 13,2 

% (n = 15) und von Val-Asp eine Aggregation von  65,3 ± 5,9 % (n = 8) ermittelt. Alle übrigen 

Dipeptide beeinflussten die ADP-abhängigen Aggregationen nicht. 

 

4.3.2.2 Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 

Wie in Abbildung 26b (S. 68) zu erkennen ist, nahmen nahezu alle der getesteten Dipeptide 

keinen Einfluss auf die Aggregationen der Thrombozyten. Das Dipeptid Val-Asp hemmte als 

einzige Verbindung die Adrenalin-abhängige Aggregation (71,6 ± 5,3 %, n = 9, Kontrolle: 

79,5 ± 7,7 %, n = 19; Val-Asp vs. Kontrolle: p = 0,014; Anhang, Tabelle 40). 

 
4.3.2.3  Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 

Alle ausgewählten Dipeptide hemmten die Kollagen-induzierten Aggregationen nicht (Abbil-

dung 26c, S. 68; Anhang Tabelle 43). 

 

4.3.2.4  Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 

Die Aggregationen in Gegenwart aller getesteten Dipeptide wichen nicht von denen der Kon-

trollplasmen ab und unterlagen nur geringen inter-individuellen Schwankungen (Abbildung 

26d, S. 68; Anhang Tabelle 46). 

 

 

4.3.3      Untersuchungen möglicher Wirkungen von Tripeptiden auf die 
Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregationen 

 
Es konnten einige Tripeptide (1 mM) identifiziert werden, die als Einzelsubstanzen die Ago-

nisten induzierten Thrombozytenaggregationen beeinflussten (Abbildung 27a-d, S. 69). So 

steigerte das Tripeptid Leucin-Leucin-Leucin (Leu-Leu-Leu) in einer Konzentration von 1 mM 

die durch Kollagen induzierten Aggregationen. Ferner wirkte das Tripeptid Lysin-Lysin-Lysin 

(Lys-Lys-Lys, 1 mM) auf die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation hemmend.   

Ansonsten konnten keine weiteren Effekte bei den Tripeptiden beobachtet werden. 

 

4.3.3.1  ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 

Lys-Lys-Lys senkte die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation (Lys-Lys-Lys vs. Kontrolle: 

p = 0,009; Abbildung 27a, S. 69): Die durchschnittliche Aggregation betrug in Gegenwart des 

Tripeptids 63,8 ± 9,3 % (n = 6) und in Abwesenheit von Lys-Lys-Lys 74,8 ± 8,7 % (n = 55, 

Anhang Tabelle 38). Bei allen anderen Tripeptiden waren keine Wirkungen festzustellen.  
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4.3.3.2  Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 

Alle ausgewählten Tripeptide hemmten die Adrenalin-induzierten Aggregationen nicht (Abbil-

dung 27b, S. 69; Anhang, Tabelle 41). 

 

4.3.3.3  Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 

Die maximale Aggregation der Kontrolle wurde durch das Tripeptid Leu-Leu-Leu von 78,7 ± 

6,3 % (n = 20) auf 87,7 ± 4,9 % (n = 5) gesteigert (Abbildung 27c, S. 69; Leu-Leu-Leu vs. 

Kontrolle: p = 0,010). Die Untersuchungen weiterer Tripeptide erbrachten weder eine Stimu-

lation noch eine Hemmung der Kollagen-induzierten Aggregationen (Anhang, Tabelle 44).  

 
4.3.3.4  Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 

Alle untersuchten Tripeptide modulierten die Arachidonsäure-induzierten Aggregationen 

nicht (Abbildung 27d, S. 69; Anhang, Tabelle 46). Auch Leu-Leu-Leu, welches sich bei den 

übrigen Agonisten als Stimulator der Thrombozytenaggregation erwiesen hatte, blieb unwirk-

sam (p = 0,595). 

 

 

4.3.4   Untersuchungen möglicher Wirkungen von Genistein auf die 
Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregationen  

 
Genistein in unterschiedlichen Konzentrationen (100 µM, 250 µM, 500 µM) hemmte jeweils 

in Abhängigkeit vom Induktor die Thrombozytenaggregation (Abbildung 28, S. 70).  

So wirkte Genistein in den genannten Konzentrationen dosisabhängig in der ADP-indu-

zierten Thrombozytenaggregation. Wurde Adrenalin als Induktor verwendet, so zeigte Ge-

nistein ab einer Konzentration von 250 µM ausgeprägte Hemmeffekte, die durch eine Kon-

zentrationssteigerung auf 500 µM weiter verstärkt wurde. Zwar wirkte Genistein in der ADP-

induzierten Thrombozytenaggregation in allen getesteten Konzentrationen. Bei keinem ande-

ren Induktor konnten jedoch so starke Hemmeffekte wie bei Adrenalin beobachtet werden. 

Bei den Kollagen- sowie Arachidonsäure-induzierten Aggregationen wirkte Genistein eben-

falls als ein starker Hemmstoff der Thrombozytenaggregation.  

 

4.3.4.1  ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 

Wie in Abbildung 28a (S. 70) zu erkennen ist, hemmte 100 µM Genistein die ADP-induzierte 

Aggregation der Thrombozyten (Genistein vs. Kontrolle: p = 0,003). Bei dieser Konzentration 

betrug die Aggregation 62,8 ± 4,7 % (n = 6). Bei 250 µM wurde eine durchschnittliche Ag-

gregation von 55,9 ± 10,7 % (n = 59, Genistein vs. Kontrolle: p = 0,000) bestimmt. Die 

stärkste Hemmung der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation löste 500 µM Genistein 
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aus: Hier betrug die maximale Aggregation 48,3 ± 15,3 % (n = 8, Genistein vs. Kontrolle: p = 

0,000). Die Aggregationen der Kontrollplasmen betrugen 74,8 ± 10,0 % (n = 82). 

 

4.3.4.2  Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 

Ausgeprägte Hemmeffekte konnten bei Konzentrationen von 250 µM und 500 µM Genistein 

beobachtet werden (Abbildung 28b, S. 70). So betrug die durchschnittliche Aggregation bei 

Zugabe von 250 µM Genistein 32,5 ± 23,1 % (n = 48) im Vergleich zur Lösungsmittelkontrol-

le (74,6 ± 8,1 %, n = 71, Genistein vs. Kontrolle: p = 0,000). In Gegenwart von 500 µM Ge-

nistein betrug die maximale Aggregation nur noch 9,7 ± 2,8 % (n = 6, Genistein vs. Kontrolle: 

p = 0,000). Bei einer Genisteinkonzentration von 100 µM betrug die Aggregation dagegen 

74,1 ± 3,0 % (n = 7) und unterschied sich zur Kontrolle nicht (Genistein vs. Kontrolle: p = 

0,932).  

 

4.3.4.3  Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 

Die Aggregation in Gegenwart von 250 µM Genistein betrug 63,7 ± 19,1 % (n = 55) bei mitt-

leren Kontrollaggregationen von 76,9 ± 8,1 % (n = 91, Genistein vs. Kontrolle: p = 0,000). 

500 µM Genistein hemmte ebenfalls die Thrombozytenaggregation (28,0 ± 29,8 %, n = 24, 

Genistein vs. Kontrolle: p = 0,000). Wurden plättchenreiche Plasmen mit 100 µM Genistein 

inkubiert, so wurden keine Hemmungen beobachtet (Abbildung 28c, S. 70; Genistein vs. 

Kontrolle: p = 0,836).  

 

4.3.4.4  Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 

In den Konzentrationen von 250 µM sowie 500 µM hemmte Genistein die Thrombozyte-

naggregation (Abbildung 28d, S. 70). Die maximale Aggregation betrug bei 250 µM Genistein 

51,7 ± 37,3 % (n = 33), gegenüber einer durchschnittlichen Aggregation von 75,3 ± 15,0 % (n 

= 66) der Kontrollen (Genistein vs. Kontrolle: p = 0,000). 500 µM Genistein hemmte ebenfalls 

die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation (Genistein vs. Kontrolle: p = 0,011), 

wobei die Aggregation 37,7 ± 36,7 % (n = 6) betrug. 

100 µM Genistein besaß keinen Einfluss auf die Thrombozytenaggregation (64,3 ± 31,9 %, n 

= 21, Genistein vs. Kontrolle: p = 0,456).  

 



ERGEBNISSE 

 67

 
Abbildung 25. Einfluss ausgewählter Aminosäuren auf die Agonisten-induzierten Thrombo-
zytenaggregationen mit a) ADP, b) Adrenalin, c) Kollagen und d) Arachidonsäure als Ago-
nisten. 
Bestimmt wurden die durchschnittlichen Aggregationen der mit Aminosäuren (1mM) inkubierten Plas-
men, *Signifikanz p < 0,05 (vs. Kontrolle), Aminosäuren: Glu (Glutamat), Asp (Aspartat), Asn (Aspara-
gin), Gln (Glutamin), Ile (Isoleucin), Leu (Leucin), Val (Valin), Arg (Arginin), Lys (Lysin), Pro (Prolin)  
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Abbildung 26. Einfluss ausgewählter Dipeptide auf die Agonisten-induzierten Thrombozyten-
aggregationen mit a) ADP, b) Adrenalin, c) Kollagen und d) Arachidonsäure als Agonisten.  
Bestimmt wurden die durchschnittlichen Aggregationen der mit Dipeptiden (1 mM) inkubierten Plas-
men. *Signifikanz p < 0,05 (vs. Kontrolle), Dipeptide: Glu-Glu (Glutamat-Glutamat), Asp-Glu (Aspartat-
Glutamat), Asp-Asp (Aspartat-Aspartat), Glu-Asp (Glutamat-Aspartat), Ser-Glu (Serin-Glutamat), Asp-
Leu (Aspartat-Leucin), Val-Asp (Valin-Aspartat), Ile-Leu (Isoleucin-Leucin), Gln-Gln (Glutamin-
Glutamin)  
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Abbildung 27. Einfluss ausgewählter Tripeptide auf die Agonisten-induzierten Thrombozyten-
aggregationen mit a) ADP, b) Adrenalin, c) Kollagen und d) Arachidonsäure als Agonisten. 
*Signifikanz p < 0,05 (vs. Kontrolle), Tripeptide: Glu-Glu-Glu (Glutamat-Glutamat-Glutamat), Leu-Leu-
Leu (Leucin-Leucin-Leucin), Lys-Lys-Lys (Lysin-Lysin-Lysin), Val-Pro-Leu (Valin-Prolin-Leucin), Asp-
Asp-Asp (Aspartat-Aspartat-Aspartat) 
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Abbildung 28. Wirkung des Genisteins auf die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregati-
onen mit a) ADP, b) Adrenalin, c) Kollagen und d) Arachidonsäure als Agonisten. 
Bestimmt wurden die durchschnittlichen Aggregation der mit 100 µM, 250 µM und 500 µM Genistein 
inkubierten Plasmen. *Signifikanz p < 0,05 (Vergleich Genistein vs. Kontrolle) 
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4.4     Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen 
zwischen den Testsubstanzen 

 
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob die biologische Funktion 

resorbierbarer Aminosäuren und Peptide bei der Modulation der Thrombozytenfunktion nicht 

im Einzeleffekt, sondern in der Verstärkung der durch Genistein hervorgerufenen Hemmung 

der Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregation lag.  

Dazu wurden Versuche zur möglichen Wechselwirkung zwischen den Aminosäuren und 

Peptiden und dem Isoflavon Genistein durchgeführt.  

 

Additive Wechselwirkungen waren nicht zu erwarten, da die meisten Aminosäuren und Pep-

tide die Agonisten-induzierten Aggregationen nicht beeinflussten. Es wurde daher vermutet, 

dass möglicherweise synergistische Wechselwirkungen zwischen Aminosäuren bzw. Pepti-

den und Genistein auf die Aktivierung der Blutplättchen bestehen.  

Alle Aminosäuren und Peptide – jeweils in einer Konzentration von 1 mM – wurden daher auf 

ihre möglichen Wechselwirkungen mit 250 µM Genistein auf die durch ADP-, Adrenalin- und 

Kollagen-induzierten Aggregationen getestet. Bei diesen Agonisten wurden die Untersu-

chungen stets mit 250 µM Genistein durchgeführt, da sich dieser Genisteinspiegel in den 

ADP-, Adrenalin- und Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregationen als inhibitorisch 

erwies.  

Die Genisteinkonzentration wurden dagegen bei Arachidonsäure auf Grund der hohen inter-

individuellen Schwankungen, die bei diesem Agonisten in Gegenwart des Flavonoids beo-

bachtet wurde, variiert. Dadurch war es möglich, potenzielle Wechselwirkungen über einen 

großen Genisteinkonzentrationsbereich zu untersuchen.  

 

 

4.4.1    Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen zwischen 
Aminosäuren und dem Isoflavon Genistein  

 
Keine der Aminosäuren verstärkte die durch Genistein hervorgerufene Hemmung der ADP- 

und Adrenalin-induzierten Thrombozytenaggregationen. Nur Asn erwies sich hinsichtlich der 

Kollagen-abhängigen Plättchenaggregation und Glu bezüglich der Arachidonsäure-indu-

zierten Aggregationen als wirkungsvoll. Alle Ergebnisse zu diesen Versuchsserien wurden im 

Anhang (Tabelle 35, 38, 41) dargestellt.  

 

4.4.1.1  ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 

Es konnten keine synergistischen oder additiven Wechselwirkungen zwischen den Amino-

säuren und 250 µM Genistein identifiziert werden (Anhang, Tabelle 36).  
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4.4.1.2  Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 

Alle ausgewählten Aminosäuren verstärkten nicht die durch Genistein hervorgerufene Hem-

mung der Adrenalin-induzierten Thrombozytenaggregationen. Synergistische oder additive 

Wechselwirkungen konnten nicht festgestellt werden (Anhang, Tabelle 39). 

 

4.4.1.3  Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation  

1 mM Asn verstärkte synergistisch die durch 250 µM Genistein hervorgerufene Hemmung 

der Thrombozytenaggregation (Abbildung 29, Anhang, Tabelle 42). Die Aggregation des 

Gemisches aus beiden Testsubstanzen lag bei 61,3 ± 17,3 % (n = 5) und unterschied sich 

deutlich von 250 µM Genistein (72,3 ± 11,5 %, n = 55; Gemisch vs. Genistein: p = 0,045, 

Gemisch vs. Asn: p = 0,016). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 29. Darstellung der synergistischen Wechselwirkung zwischen Genistein und Aspa-
ragin in der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation. 
Darstellung der synergistischen Wechselwirkung zwischen 250 µM Genistein und der Aminosäure 
Asparagin (Asn, 1 mM) als Gemisch (250 µM Genistein + 1 mM Asn) im Vergleich zur Kontrolle und 
zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. *Signifikanz p < 0,05 (Gemisch vs. Genistein, Gemisch vs. Asn) 
 

 

4.4.1.4  Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 

Es wurden 5 unabhängige Versuche mit Glu (1 mM) und mit variablen Genisteinkonzentrati-

onen durchgeführt (Abbildung 30a-c, S. 74). Von diesen waren in 3 Experimenten synergisti-

sche Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glu nachweisbar.  

Eine „niedriger“ Konzentrationsbereich von Genistein (100 µM-450 µM) zeigte mit 1 mM Glu-

tamat keinen synergistischen Hemmeffekt auf die Arachidonsäure-abhängige Thrombozyte-

naggregation (Gemisch vs. Genistein: p = 0,014, Gemisch vs. Substanz: p = 0,077). Wurde 

die Genisteinkonzentration auf 150 µM bis 500 µM gesteigert („mittleres Genistein“), so wa-
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ren bei diesen Konzentrationen synergistische Wechselwirkungen beider Substanzen aggre-

gometrisch nachweisbar: Die Aggregation wurde durch das Gemisch vollständig gehemmt, 

wobei die Aggregation durch Genistein allein in diesem Konzentrationsbereich zwar verzö-

gert wurde, jedoch allein keine Hemmung bewirkte. Nur in Form des Gemisches aus Ge-

nistein und Glutamat, konnte eine Hemmung der Aggregation erreicht werden (Gemisch vs. 

Genistein: p = 0,046, Gemisch vs. Glu: p = 0,046; Anhang, Tabelle 48, 49). Eine vollständige 

Hemmung der Aggregation wurde im „hohen“ Genisteinkonzentrationsbereich von 200 µM 

bis 400 µM und 1 mM Glu sowohl durch Genistein alleine als auch durch das Gemisch aus 

beiden hervorgerufen (Gemisch vs. Genistein: p = 0,841, Gemisch vs. Substanz: p = 0,008).  

Gleichartige Versuche wurden zusätzlich mit niedrigeren Glutamatkonzentrationen von 1 µM 

(n = 6) sowie 1 nM (n = 3) durchgeführt. Beide Konzentrationen ergaben mit variablen Ge-

nisteinkonzentrationen keine synergistischen Wechselwirkungen auf die durch Arachidon-

säure induzierten Aggregationen. Alle weiteren Versuche auf Wechselwirkungen zwischen 

Aminosäuren und Genistein ergaben keine nachweisbaren Effekte. 

 

 

4.4.2   Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen zwischen 
Dipeptiden und dem Isoflavon Genistein  

 
Mehrere Dipeptide verstärkten in synergistischer Weise die durch Genistein hervorgerufenen 

Hemmungen der agonistenspezifischen Aggregationen. Getestet wurden die Verbindungen 

Glutamat-Glutamat (Glu-Glu), Aspartat-Glutamat (Asp-Glu), Glutamat-Aspartat (Glu-Asp), 

Aspartat-Aspartat (Asp-Asp), Serin-Glutamat (Ser-Glu), Valin- Aspartat (Val-Asp), Isoleucin-

Leucin (Ile-Leu) und Glutamin-Glutamin (Gln-Gln). Alle Ergebnisse zu diesen Versuchsserien 

wurden im Anhang (Tabelle 37, 40, 43) dargestellt. 

 

4.4.2.1     ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 

Die Gemische aus Glu-Glu, Asp-Glu oder Glu-Asp (jeweils 1 mM) und 250 µM Genistein 

hemmten jeweils in synergistischer Weise die Aggregation (Abbildung 31, S. 76). Bei Glu-Glu 

und Genistein als Gemisch wurde eine Aggregation von 48,8 ± 8,9 % (n = 15) beobachtet. 

Es lag eine synergistische Wechselwirkung zwischen diesen beiden Substanzen vor, da das 

Gemisch eine signifikant stärkere Hemmung hervorrief als die beiden Verbindungen jeweils 

alleine (Gemisch vs. Genistein: p = 0,011, Gemisch vs. Glu-Glu: p = 0,002, Anhang, Tabelle 

37). 
Vergleichbare synergistische Wechselwirkungen wurden auch beim Gemisch aus Asp-Glu (1 

mM) und Genistein (250 µM) beobachtet (Gemisch vs. Genistein: p = 0,024, Gemisch vs. 

Asp-Glu: p = 0,001): Hier betrug die Aggregation des Gemisches 45,9 ± 13,4 % (n = 12), des 

Genisteins 55,9 ± 10,6 % (n = 59) und des Dipeptids 71,2 ± 14,9 % (n = 10, Abbildung 31b).  
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Abbildung 30. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glutamat auf die 
Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, b) 
synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Konzen-
zentrationsbereich) und 1mM Glu als Gemische im Vergleich zur Kontrolle sowie zu den jeweiligen 
Einzelsubstanzen. 
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Beim Dipeptid Glu-Asp wurden ebenfalls synergistische Effekte nachgewiesen (Gemisch vs. 

Genistein: p = 0,007, Gemisch vs. Glu-Asp p=0,008). Dabei betrugen die Aggregationen des 

Gemisches 45,6 ± 4,9 % (n = 5), die von 250 µM Genistein 59,2 ± 9,7 % (n = 20) und die von 

1 mM Glu-Asp 69,9 ± 6,9 % (n = 5, Abbildung 31c, S. 76; Anhang, Tabelle 37). 

 
4.4.2.2     Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 

Glu-Asp hemmte synergistisch mit Genistein ebenfalls die Adrenalin-induzierte Thrombozy-

tenaggregation (Abbildung 32, S. 77). Die durchschnittliche Aggregation in Gegenwart des 

Gemisches aus 1 mM Glu-Asp und 250 µM Genistein betrug 15,3 ± 11,0 % (n = 5) und un-

terschied sich damit signifikant sowohl vom Genistein (40,2 ± 24,4 %, n = 20; Gemisch vs. 

Genistein: p = 0,035) als auch vom Dipeptid Glu-Asp (76,2 ± 4,0 %, n = 5; Gemisch vs. Glu-

Asp: p = 0,008; Abbildung 32a).  

Alle anderen Dipeptide zeigten hinsichtlich der Adrenalin-induzierten Thrombozytenag-

gregation keine synergistischen Effekte mit Genistein (Anhang, Tabelle 40). 

 

4.4.2.3     Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 

Das Dipeptid Glu-Glu (1 mM) hemmte zusammen mit 250 µM Genistein synergistisch die 

Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation (Gemisch vs. Genistein: p = 0,017, Gemisch 

vs. Glu-Glu: p = 0,003; Abbildung 32b, S. 77). Die Aggregation des Gemisches lag bei 51,4 ± 

19,1 % (n = 16), die des Genisteins bei 63,7 ± 12,1 % (n = 55) und die des Dipeptids Glu-Glu 

bei 70,7 ± 9,0 % (n = 11).  

Ferner zeichnete sich das 1 mM Dipeptid Glu-Asp durch eine synergistische Hemmung mit 

250 µM Genistein aus (Abbildung 32c, S. 76; Gemisch vs. Genistein: p = 0,041; Gemisch vs. 

Glu-Asp: p = 0,016). Dabei lag die Aggregation des Gemisches bei 55,6 ± 28,6 % (n = 5), die 

des Genisteins bei 70,4 ± 16,2 % (n = 21) und die des Dipeptids Glu-Asp bei 76,1 ± 2,9 % (n 

= 5).  

Alle anderen Dipeptide verstärkten die Genisteinwirkung in der Kollagen-induzierten Throm-

bozytenaggregation nicht (Anhang, Tabelle 43).  
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Abbildung 31. Darstellung der synergistischen Wechselwirkungen zwischen Genistein und 
Dipeptiden in der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation mit a) Glutamat-Glutamat, b) 
Aspartat-Glutamat und c) Glutamat-Aspartat als Dipeptide. 
Dargestellt wurden die synergistischen Wechselwirkungen zwischen 250 µM Genistein und a) 1 mM 
Glu-Glu, b) 1 mM Asp-Glu sowie c) 1 mM Glu-Asp als Gemisch (250 µM Genistein + 1 mM Dipeptid) 
im Vergleich zu der Kontrolle sowie zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. *Signifikanz p < 0,05 (Ge-
misch vs. Genistein, Gemisch vs. Dipeptid) 
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Abbildung 32. Darstellung der synergistischen Wechselwirkungen zwischen Genistein und 
Dipeptiden in der Adrenalin-induzierten Thrombozytenaggregation mit a) Glutamat-Aspartat als 
Dipeptid und der synergistischen Wechselwirkung in den Kollagen-induzierten Aggregationen 
mit b) Glutamat-Glutamat und c) Glutamat-Aspartat als Dipeptide. 
Dargestellt wurden synergistischen Wechselwirkungen zwischen 250 µM Genistein und 1 mM Glu-Asp 
(a, c) und 1 mM Glu-Glu (b) als Gemische (250 µM Genistein + 1 mM Dipeptid) im Vergleich zur Kon-
trolle sowie zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. *Signifikanz p < 0,05 (Gemisch vs. Genistein, Ge-
misch vs. Dipeptid) 
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4.4.2.4     Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 

Das Dipeptid Glu-Glu (1 mM) wirkte mit Genistein in jedem durchgeführten Test (n = 8) syn-

ergistisch (Abbildung 33a-c, S. 80). Im „niedrigen“ Konzentrationsbereich des Genisteins 

(100 µM-300 µM) wurden keine synergistischen Wechselwirkungen zwischen Genistein und 

dem Dipeptid Glu-Glu beobachtet (Gemisch vs. Genistein: p = 0,478, Gemisch vs. Glu-Glu: p 

= 0,562; Anhang, Tabelle 48, Tabelle 49), die jedoch im „mittleren“ Bereich auftraten (125 

µM-350 µM; Gemisch vs. Genistein: p = 0,000, Gemisch vs. Glu-Glu: p = 0,000). In „hohen“ 

Genisteinkonzentrationsbereichen (250 µM-400 µM) reichte der alleinige Zusatz von Ge-

nistein aus, um eine vollständige Hemmung der Arachidonsäure-induzierten Aggregation der 

Thrombozyten hervorzurufen (Gemisch vs. Genistein: p = 0,541; Gemisch vs. Glu-Glu: p = 

0,000).  

Es wurden gleichartige Experimente mit einer Dipeptidkonzentration von 1 µM (n = 5) durch-

geführt. Auch bei diesen niedrigen Dipeptidkonzentrationen wurden synergistische Wech-

selwirkungen auf die Hemmung der Arachidonsäure induzierten Thrombozytenaggregation 

beobachtet (Abbildung 34a-c, S. 81; Anhang, Tabelle 48, Tabelle 49): Keine Effekte wurden 

bei niedrigen Genisteinkonzentrationen (150 µM-300 µM; Gemisch vs. Genistein: p = 0,310, 

Gemisch vs. Glu-Glu: p = 0,310), synergistische bei mittleren Genisteinkonzentrationen (175 

µM-400 µM; Gemisch vs. Genistein: p = 0,002, Gemisch vs. Glu-Glu: p = 0,002) und voll-

ständige Aggregationshemmung bei hohen Genisteinkonzentrationen (250 µM-500 µM; Ge-

misch vs. Genistein: p = 0,686, Gemisch vs. Glu-Glu: p = 0,029) beobachtet.  

 

Asp-Glu (1 mM), welches in 7 unabhängigen Versuchen getestet wurde (Abbildung 35a-c, S. 

82) zeigte in 5 Versuchen synergistische Wechselwirkungen zwischen Genistein (100 µM-

225 µM) und dem Dipeptid (Gemisch vs. Genistein: p = 0,001, Gemisch vs. Asp-Glu: p = 

0,001; Anhang, Tabelle 48, Tabelle 49). „Niedrige“ Genisteinkonzentrationen (50 µM-150 

µM) erbrachten keine synergistischen Wechselwirkungen zwischen den beiden Substanzen 

(Gemisch vs. Genistein: p = 0,796, Gemisch vs. Asp-Glu: p = 0,761), während „hohe“ Ge-

nisteinkonzentrationen (100 µM-250 µM) alleine eine vollständige Hemmung der Aggregation 

der Thrombozyten bewirkten (Gemisch vs. Genistein: p = 0,343, Gemisch vs. Asp-Glu: p = 

0,057).  

Asp-Glu wurde zusätzlich in Konzentrationen von 1 µM getestet. In 3 von 4 Versuchen wur-

den synergistische Wechselwirkungen beobachtet (Abbildung 36a-c, S. 83; Keine Hemmung 

durch Genistein: Gemisch vs. Genistein: p = 0,486, Gemisch vs. Asp-Glu: p = 0,343; syner-

gistischer Effekt: Gemisch vs. Genistein: p = 0,046, Gemisch vs. Asp-Glu: p = 0,046; Voll-

hemmung durch Genistein: Gemisch vs. Genistein: p = 0,818, Gemisch vs. Asp-Glu: p = 

0,008; Anhang, Tabelle 48, Tabelle 49).  
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Das Dipeptid Asp-Asp (1 mM) wirkte zusammen mit Genistein ebenfalls inhibitorisch auf die 

Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation (n = 5, Abbildung 37a-c, S. 84).  

In einem „niedrigen“ Genisteinkonzentrationsbereich von 100 µM-250 µM zeigte weder das 

Gemisch aus beiden Substanzen noch die Einzelsubstanzen hemmende Wirkungen auf die 

Aggregation der Thrombozyten (Gemisch vs. Genistein: p = 0,200, Gemisch vs. Asp-Asp: p 

= 0,486; Anhang, Tabelle 48, Tabelle 49). Bei „mittleren“ Genisteinkonzentrationen von 50 

µM-350 µM war das Gemisch aus Asp-Asp und Genistein synergistisch wirksam (Gemisch 

vs. Genistein: p = 0,008, Gemisch vs. Asp-Asp: p = 0,008), wohingegen bei „höheren“ Ge-

nisteinkonzentrationen (100 µM-450 µM) Genistein allein genügte, um einen Hemmeffekt der 

Thrombozytenaggregation auszulösen (Gemisch vs. Genistein: p = 0,548, Gemisch vs. Asp-

Asp: p = 0,008). 

 

Ser-Glu (1 mM) erwies sich als ein weiteres wirksames Dipeptid (n = 6, Abbildung 38a-c, S. 

85; Anhang, Tabelle 48, Tabelle 49). In „niedrigen“ Genisteinkonzentrationen von 25 µM bis 

350 µM zeigten sich keine Wechselwirkungen (Gemisch vs. Genistein: p = 0,818, Gemisch 

vs. Ser-Glu: p = 0,589). In einem „mittleren“ Konzentrationsbereich von 50 µM bis 300 µM 

wurde ein Synergismus zwischen 1 mM Ser-Glu und Genistein beobachtet (Gemisch vs. 

Genistein: p = 0,029, Gemisch vs. Ser-Glu: p = 0,029). Wurde die Genisteinkonzentration auf 

100 µM bis maximal 500 µM gesteigert („hohes“ Genistein), so hemmte Genistein sowohl 

alleine als auch in Kombination mit 1 mM Ser-Glu die Thrombozytenaggregation (Gemisch 

vs. Genistein: p = 0,730, Gemisch vs. Ser-Glu: p = 0,000).  

 
Synergistische Wirkungen zeigte Genistein ebenfalls in Kombination mit Val-Asp (1 mM) auf 

die Arachidonsäure induzierte Aggregation (n = 5, Abbildung 39a-c, S. 86; Keine Hemmung 

durch Genistein: Gemisch vs. Genistein: p = 0,161, Gemisch vs. Val-Asp: p = 0,161; syner-

gistischer Effekt: Gemisch vs. Genistein: p = 0,002, Gemisch vs. Val-Asp: p = 0,002; Voll-

hemmung durch Genistein: Gemisch vs. Genistein: p = 0,356, Gemisch vs. Val-Asp: p = 

0,029; Anhang, Tabelle 48, Tabelle 49).  
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Abbildung 33. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glutamat-Glutamat 
auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen 
Effekt, b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Konzentra-
tionsbereich) und 1 mM Glutamat-Glutamat (Glu-Glu) als Gemische im Vergleich zur Kontrolle sowie 
zu den jeweiligen Einzelsubstanzen.  
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Abbildung 34. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glutamat-Glutamat 
auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen 
Effekt, b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Konzentra-
tionsbereich) und 1 µM Glutamat-Glutamat (Glu-Glu) als Gemische im Vergleich zur Kontrolle sowie 
zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. 
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Abbildung 35. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Aspartat-Glutamat 
auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen 
Effekt, b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Konzentra-
tionsbereich) und 1 mM Aspartat-Glutamat (Asp-Glu) als Gemische im Vergleich zur Kontrolle sowie 
zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. 
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Abbildung 36. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Aspartat-Glutamat 
auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen 
Effekt, b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Konzentra-
tionsbereich) und 1 µM Aspartat-Glutamat (Asp-Glu) als Gemische im Vergleich zur Kontrolle sowie zu 
den jeweiligen Einzelsubstanzen. 
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Abbildung 37. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Aspartat-Aspartat 
auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen 
Effekt, b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Konzentra-
tionsbereich) und 1 mM Aspartat-Aspartat (Asp-Asp) als Gemische im Vergleich zur Kontrolle sowie 
zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. 
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Abbildung 38. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Serin-Glutamat auf 
die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, 
b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Konzentra-
tionsbereich) und 1 mM Serin-Glutamat (Ser-Glu) als Gemische im Vergleich zur Kontrolle sowie zu 
den jeweiligen Einzelsubstanzen. 



ERGEBNISSE 

 86

 
 
Abbildung 39. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Valin-Aspartat auf 
die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation mit a) keinem synergistischen Effekt, 
b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Konzentra-
tionsbereich) und 1 mM Valin-Aspartat (Val-Asp) als Gemische im Vergleich zur Kontrolle sowie zu 
den jeweiligen Einzelsubstanzen. 
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4.4.3     Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen zwischen 
Tripeptiden und dem Isoflavon Genistein 

  
Folgende Tripeptide wurden getestet: Glutamat-Glutamat-Glutamat (Glu-Glu-Glu), Aspartat-

Aspartat-Aspartat (Asp-Asp-Asp), Leucin-Leucin-Leucin (Leu-Leu-Leu), Valin-Prolin-Leucin 

(Val-Pro-Leu), Lysin-Lysin-Lysin (Lys-Lys-Lys).  

 

4.4.3.1  ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 

Synergistische Steigerungen der durch Genistein hervorgerufenen Hemmungen der ADP-

abhängigen Thrombozytenaggregation konnten bei den Tripeptiden Asp-Asp-Asp, Lys-Lys-

Lys und Val-Pro-Leu festgestellt werden (Anhang, Tabelle 38).  

Die durchschnittliche Aggregation in Gegenwart des Genisteins und 1 mM Asp-Asp-Asp lag 

bei 33,9 ± 6,1 % (n = 5). Sie war damit deutlich niedriger als bei Zugabe von entweder 250 

µM Genistein (55,9 ± 10,6 %; n = 59, Gemisch vs. Genistein: p = 0,000) oder von 1 mM Tri-

peptid (65,8 ± 7,3 %, n = 5, Gemisch vs. Asp-Asp-Asp: p = 0,008; Abbildung 40a, S. 90).   

Bei einem Gemisch aus Lys-Lys-Lys und Genistein betrug die Aggregation 41,9 ± 7,9 % (n = 

6) und lag damit unterhalb derjenigen, die bei Zugabe von 250 µM Genistein (56,5 ± 11,7 %, 

n = 54, Gemisch vs. Genistein: p = 0,003) bzw. von 1 mM Lys-Lys-Lys (63,8 ± 9,3 %, n = 6, 

Gemisch vs. Lys-Lys-Lys: p = 0,009) gemessen wurden (Abbildung 40b, S. 90).  

Gleichartige Ergebnisse ergaben Analysen mit dem Tripeptid Val-Pro-Leu (Gemisch: 43,5 ± 

4,4 %, n = 5, 250 µM Genistein: 55,9 ± 10,6 %, n = 59, Gemisch vs. Genistein: p = 0,002; 

Val-Pro-Leu: 69,7 ± 13,5 %, n = 5, Gemisch vs. Val-Pro-Leu: p = 0,032; Abbildung 40c, S. 

90).   

 

4.4.3.2    Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation  

Bezüglich der durch Adrenalin induzierten Thrombozytenaggregation konnten keine Tripep-

tide identifiziert werden, die zusammen mit Genistein synergistisch die Aggregation der 

Thrombozyten hemmten (Anhang, Tabelle 41). 

 

4.4.3.3  Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation  

Bei Untersuchungen zur synergistischen Verstärkung der genisteinabhängigen Hemmung 

der Kollagen-induzierten Aggregation waren die Tripeptide Glu-Glu-Glu und Asp-Asp-Asp 

wirksam (Abbildung 41, S. 90, Anhang, Tabelle 44). 

Bei dem Tripeptid Glu-Glu-Glu (1 mM) wurde eine synergistische Wechselwirkung mit 250 

µM Genistein festgestellt (Gemisch vs. Genistein: p = 0,007, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu: p = 

0,007). Demnach kam das Gemisch auf eine Aggregation von 40,3 ± 23,4 % (n = 8), Ge-

nistein auf 63,7 ± 12,1 % (n = 55) und Glu-Glu-Glu alleine auf 71,9 ± 13,1 % (n = 8; Abbil-

dung 41a, S. 91).  
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Asp-Asp-Asp konnte in 1 mM Konzentration ebenfalls die durch Genistein hervorgerufene 

Hemmung der Kollagen-induzierten Aggregation verstärken (Gemisch vs. Genistein: p = 

0,010; Gemisch vs. Asp-Asp-Asp: p = 0,008). Die Aggregation des Gemisches belief sich auf 

39,4 ± 22,5 % (n = 5), wohingegen Genistein alleine auf eine Aggregation von 63,7 ± 12,1 % 

(n = 55) und Asp-Asp-Asp auf 72,7 ± 4,2 % (n = 5; Abbildung 41b, S. 91) kam.  

 

4.4.3.4    Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation  

Das Tripeptid Glu-Glu-Glu verstärkte die genisteinabhängige Hemmung der durch Ara-

chidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregation am wirksamsten. In allen getesteten 

Konzentrationen (1 mM, Abbildung 42a-c, S. 92; 1 µM, Abbildung 43a-c, S. 93; 1 nM, Abbil-

dung 44a-c, S. 94) traten synergistische Wechselwirkungen zwischen Genistein und dem 

Tripeptid auf. Dieser Befund wurde bei keinem anderen Peptid und keiner Aminosäure erho-

ben. 

 

Synergistische Wechselwirkungen zwischen Genistein und dem Tripeptid Glu-Glu-Glu (1mM, 

Abbildung 42a-c) traten bei 50 µM bis 300 µM Genistein („mittleres“ Genistein) auf (Gemisch 

vs. Genistein: p = 0,000, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu: p = 0,000; Anhang, Tabelle 48, Tabelle 

49). Keine Effekte wurden bei Konzentrationen von 100 µM bis 270 µM („niedriges“ Ge-

nistein) beobachtet (Gemisch vs. Genistein: p = 0,029, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu: p = 0,057). 

In einem Genisteinkonzentrationsbereich von 250 µM bis 400 µM („hohes“ Genistein) unter-

schieden sich die durch Genistein und das Gemisch hervorgerufenen Hemmungen der Ag-

gregationen nicht voneinander (Gemisch vs. Genistein: p = 0,690, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu: 

p = 0,068). 

Glu-Glu-Glu (1 µM, Abbildung 43a-c) verstärkte in einem Genisteinkonzentrationsbereich von 

150 µM bis 350 µM („niedriges“ Genistein) die Arachidonsäure-induzierte Aggregation nicht 

(Gemisch vs. Genistein: p = 0,383, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu: p = 0,074; Anhang, Tabelle 48, 

Tabelle 49). Dagegen traten synergistische Wechselwirkungen in einem Konzentrationsbe-

reich von 200 µM bis 400 µM („mittleres“ Genistein) auf (Gemisch vs. Genistein: p = 0,001, 

Gemisch vs. Glu-Glu-Glu: p = 0,001). In einem Bereich von 275 µM bis 450 µM („hohes“ Ge-

nistein) hemmte Genistein allein die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 

vollständig (Gemisch vs. Genistein: p = 0,548, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu: p = 0,008). 

Weitere Analysen wurden mit 1 nM Glu-Glu-Glu durchgeführt. Von 7 Versuchen erwiesen 

sich 4 als positiv. Kein anderes Peptid war in 1mM, 1 µM und 1nM synergistisch mit Ge-

nistein wirksam (Abbildung 44a-c; Keine Hemmung durch Genistein: Gemisch vs. Genistein: 

p = 0,589, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu: p = 0,240; synergistischer Effekt: Gemisch vs. Ge-

nistein: p = 0,008, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu: p = 0,008; Vollhemmung durch Genistein: Ge-

misch vs. Genistein: p = 0,791, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu: p = 0,000; Anhang, Tabelle 48, 
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Tabelle 49).  

Das Tripeptid Asp-Asp-Asp wirkte ebenfalls synergistisch mit Genistein auf die Arachidon-

säure-induzierte Aggregation. Diese Wechselwirkungen wurden mit 1 mM Asp-Asp-Asp (Ab-

bildung 45a-c, S. 95; Anhang, Tabelle 48, Tabelle 49) und 1 µM Asp-Asp-Asp beobachtet 

(Abbildung 46a-c, S. 96; Anhang, Tabelle 48, Tabelle 49).  

 

Insgesamt wurden in Abhängigkeit des Agonisten folgende Verbindungen identifiziert, die mit 

Genistein synergistische Wechselwirkungen auf die Thrombozytenfunktion hervorriefen: In 

der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation wurden die Dipeptide Glu-Glu, Asp-Glu, Glu-

Asp und die Tripeptide Lys-Lys-Lys, Val-Pro-Leu sowie Asp-Asp-Asp identifiziert. Glu modu-

lierte zusammen mit Genistein die Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation und Asn, 

Glu-Glu, Glu-Asp, Glu-Glu-Glu und Asp-Asp-Asp die Kollagen-induzierte Aggregation. Hem-

mende Effekte wurden ebenfalls in der Arachidonsäure-induzierten Aggregation beobachtet. 

In Abhängigkeit inter-individueller Genisteinkonzentrationen waren Glu, Glu-Glu, Asp-Glu, 

Asp-Asp, Ser-Glu und Val-Asp sowie Glu-Glu-Glu und Asp-Asp-Asp wirksam. Diese Effekte 

wurden mit Peptid-, bzw. Aminosäurekonzentrationen von 1 mM bei allen Agonisten hervor-

gerufen, wohingegen bei der Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregationen in 

Abhängigkeit vom Peptid zusätzliche Effekte bei 1 µM bzw. 1 nM nachgewiesen wurden (Ta-

belle 21, bzw. Tabelle 31 S. 131).  

 
Tabelle 21. Synergistische Wechselwirkungen unterschiedlicher Substanzen mit Ge- 
                    nistein auf die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregationen   

 

Verbindung ADP Adrenalin Kollagen Arachidonsäure 1) 

Asn   +  
Glu    + 

Glu-Glu +  + +, ++ 
Asp-Glu +   +, ++ 
Asp-Asp    + 
Glu-Asp + + +  
Ser-Glu    + 
Val-Asp    + 

Glu-Glu-Glu   + +, ++, +++ 
Lys-Lys-Lys  +    
Val-Pro-Leu  +    
Asp-Asp-Asp +  + +, ++ 

 
Synergistisch mit 250 µM Genistein wirkende Verbindungen in unterschiedlichen Konzentrationen (+ 1 
mM, ++ 1 µM, +++ 1 nM) auf die ADP, Adrenalin, Kollagen und Arachidonsäure induzierten Thrombo-
zytenaggregationen, Signifikanz p <  0,05. 1) Die Darstellung synergistischer Wechselwirkungen erfolg-
te bei der Arachidonsäure als Agonist bei variablen Genisteinkonzentrationen.   
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Abbildung 40. Darstellung der synergistischen Wechselwirkungen zwischen Genistein und Tri-
peptiden auf die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation mit a) Valin-Prolin-Leucin, b) Aspar-
tat-Aspartat-Aspartat und c) Lysin-Lysin-Lysin als Tripeptide.  
Dargestellt wurden synergistische Wechselwirkungen zwischen 250 µM Genistein und a) 1 mM Valin-
Prolin-Leucin (Val-Pro-Leu), b) 1 mM Aspartat-Aspartat-Aspartat (Asp-Asp-Asp) und c) 1 mM Lysin-
Lysin-Lysin (Lys-Lys-Lys) als Gemisch (250 µM Genistein + 1 mM Tripeptid) im Vergleich zur Kontrolle 
sowie zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. * Signifikanz p < 0,05 (Gemisch vs. Genistein, Gemisch vs. 
Kontrolle) 
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Abbildung 41. Darstellung der synergistischen Wechselwirkungen zwischen Genistein und Tri-
peptiden auf die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation mit a) Glutamat-Glutamat-
Glutamat und b) Aspartat-Aspartat-Aspartat als Tripeptide.  
Dargestellt wurden synergistische Wechselwirkungen zwischen 250 µM Genistein und a) 1 mM Glu-
tamat-Glutamat-Glutamat (Glu-Glu-Glu) und b) 1 mM Aspartat-Aspartat-Aspartat (Asp-Asp-Asp) als 
Gemisch (250 µM Genistein + 1 mM Tripeptid) im Vergleich zur Kontrolle sowie zu den jeweiligen 
Einzelsubstanzen. * Signifikanz p < 0,05 (Gemisch vs. Genistein, Gemisch vs, Kontrolle) 
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Abbildung 42. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glutamat-Glutamat-
Glutamat in der Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregation mit a) keinem syner-
gistischen Effekt, b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden die Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Kon-
zentrationsbereich) und 1 mM Glutamat-Glutamat-Glutamat (Glu-Glu-Glu) als Gemische im Vergleich 
zur Kontrolle sowie zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. 
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Abbildung 43. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glutamat-Glutamat-
Glutamat in der Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregation mit a) keinem syner-
gistischen Effekt, b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden die Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Kon-
zentrationsbereich) und 1 µM Glutamat-Glutamat-Glutamat (Glu-Glu-Glu) als Gemische im Vergleich 
zur Kontrolle sowie zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. 
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Abbildung 44. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Glutamat-Glutamat-
Glutamat in der Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregation mit a) keinem syner-
gistischen Effekt, b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden die Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Kon-
zentrationsbereich) und 1 nM Glutamat-Glutamat-Glutamat (Glu-Glu-Glu) als Gemische im Vergleich 
zur Kontrolle sowie zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. 
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Abbildung 45. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Aspartat-Aspartat-
Aspartat in der Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregation mit a) keinem syner-
gistischen Effekt, b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden die Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Kon-
zentrationsbereich) und 1 mM Aspartat-Aspartat-Aspartat (Asp-Asp-Asp) als Gemische im Vergleich 
zur Kontrolle sowie zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. 
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Abbildung 46. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genistein und Aspartat-Aspartat-
Aspartat in der Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregation mit a) keinem syner-
gistischen Effekt, b) synergistischem Effekt und c) Volleffekt durch Genistein alleine. 
Dargestellt wurden die Wechselwirkungen zwischen Genistein („niedriger“, „mittlerer“, „hoher“ Kon-
zentrationsbereich) und 1 µM Aspartat-Aspartat-Aspartat (Asp-Asp-Asp) als Gemische im Vergleich 
zur Kontrolle sowie zu den jeweiligen Einzelsubstanzen. 
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4.5       Testsubstanzen in der aggregometrischen Analyse bei 
herzkranken Patienten  

 
Neben gesunden Probanden wurden aggregometrische Messungen, sofern möglich, auch 

bei herzkranken Patienten durchgeführt. Bei der überwiegenden Zahl der herzkranken Pati-

enten war eine aggregometrische Analyse auf Grund der lebensnotwendigen Medikation 

nicht möglich. Deshalb konnten nur ausgewählte Peptide, die sich bei Gesunden als wirksam 

erwiesen, auch an herzkranken Personen getestet werden. Dazu wurden Versuche mit dem 

Dipeptid Glu-Glu und mit dem Tripeptid Glu-Glu-Glu durchgeführt. Untersuchungen zu mög-

lichen Wirkungen der Peptide auf die Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 

war in den meisten Fällen nicht möglich, da die Medikamente die Arachidonsäure-ab-

hängigen Signalkaskaden beeinflussten. Bei der übrig gebliebenen kleinen Population konn-

te nur der Einfluss von Glu-Glu alleine auf die Arachidonsäure-induzierte Blutplättchen-

aggregation analysiert werden. 

 

 

4.5.1       Untersuchungen der Testsubstanzen auf die Agonisten- 
     induzierten Thrombozytenaggregationen bei herzkranken  

Patienten  
 

4.5.1.1  Dipeptid Glu-Glu und Tripeptid Glu-Glu-Glu 

Beide Peptide in einer Konzentration von 1 mM hatten keinen Einfluss auf die Agonisten- 

induzierten Aggregationen der Thrombozyten (Anhang, Tabelle 50). 

 
4.5.1.2  Genistein 

Genistein hemmte in einer Konzentration von 250 µM alle Agonisten-induzierten Aggregatio-

nen der Thrombozyten (Abbildung 47, S. 98; ADP als Agonist: Genistein vs. Kontrolle: p = 

0,000; Adrenalin als Agonist: Genistein vs. Kontrolle: p = 0,000; Kollagen als Agonist: p = 

0,000; Arachidonsäure als Agonist: p = 0,029; Anhang, Tabelle 50).  

Die ebenfalls bei den gesunden Probanden nachgewiesenen Hemmeffekte durch 250 µM 

Genistein konnten auch an Thrombozyten herzkranker Patienten beobachtet werden. Ge-

nistein hemmte damit die Aggregationen nicht nur von gesunden Probanden, sondern auch 

von herzkranken Patienten.  
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4.5.2  Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen zwischen 
den Testsubstanzen auf die Agonisten-induzierten Thrombozy-
tenaggregationen bei herzkranken Patienten 

 
Auf Grund der geringen Patientenzahl konnten keine vergleichbar umfassenden Untersu-

chungen wie bei gesunden Probanden zum potenziellen Synergismus zwischen Genistein 

und Peptiden vorgenommen werden. Aus diesem Grund wurden die Peptide Glu-Glu und 

Glu-Glu-Glu ausgewählt und hinsichtlich ihrer potenziellen Wirkungen auf die genisteinab-

hängige Wirkung der durch ADP, Adrenalin und Kollagen induzierten Thrombozyten-

aggregationen untersucht. Bezüglich der Arachidonsäure-induzierten Aggregation wurden 

keine Tests mit variablen Genisteinkonzentrationen durchgeführt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 47. Wirkung des Genisteins auf die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregati-
onen herzkranker Patienten mit ADP, Adrenalin, Kollagen und Arachidonsäure als Agonisten. 
Dargestellt wurden die durchschnittlichen Aggregationen der mit 250 µM Genistein inkubierten Plas-
men herzkranker Patienten. *Signifikanz p < 0,05 (vs. Kontrolle) 
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In der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation wurden keine synergistische Wechselwir-
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(Anhang, Tabelle 50).  

 

4.5.2.2  Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 

Das Gemisch aus 1 mM Glu-Glu und 250 µM Genistein zeigte synergistische Wechselwir-

kungen auf die Adrenalin-induzierte Aggregation der Blutplättchen (Gemisch vs. Genistein p 

= 0,008; Gemisch vs. Glu-Glu p = 0,000; Abbildung 48 a, S. 100; Anhang Tabelle 50). Die 
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damit jeweils stärker als Genistein (34,9 ± 14,4 %, n = 15) bzw. das Dipeptid alleine (70,1 ± 

10,6 %, n = 10).  

Auch Glu-Glu-Glu (1 mM) zeigte mit Genistein synergistische Wechselwirkungen (Gemisch 

vs. Genistein p = 0,006, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu p = 0,008; Abbildung 48b, S. 100). So be-

trug die Aggregation 20,8 ± 8,4 % (n = 5). 250 µM Genistein bewirkte eine Aggregation der 

Thrombozyten von 34,9 ± 14,4 % (n = 15) und das Tripeptid eine von 65,2 ± 10,9 % (n = 5). 

 

4.5.2.3  Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 

In der durch Kollagen-induzierten Aggregation zeigte sich das Gemisch aus Glu-Glu und 

Genistein als nicht wirksam, jedoch konnten synergistische Effekte durch Glu-Glu-Glu zu-

sammen mit Genistein auf die Kollagen-induzierte Aggregation identifiziert werden (Gemisch 

vs. Genistein p = 0,018, Gemisch vs. Glu-Glu-Glu p = 0,046; Abbildung 48c, S. 100; Anhang 

Tabelle 50). Die Aggregation des Gemisches betrug 14,0 ± 6,8 % (n = 3), die des Genisteins 

44,9 ± 24,0 % (n = 14) und die des Tripeptids 72,5 ± 2,1 % (n = 3). 

 
 

4.6    Thrombozytärer Aktivierungszustand von gesunden Pro-
banden und herzkranken Patienten anhand durchfluss-
zytometrischer Untersuchungen  

 
Vollblutproben von gesunden Probanden und Patienten mit Vorhofflimmern und/oder KHK 

wurden mit ausgewählten Antikörpern markiert und der Anteil der positiv markierten Throm-

bozyten zur Auswertung herangezogen. Folgende Antikörper wurden für die durchflusszyto-

metrische Analyse benutzt: CD 41PE/CD 45FITC, CD 62PE/PAC-1FITC/CD 41PerCP und 

CD  62PE. Die Daten der einzelnen Patientengruppen sind in der Tabelle 22 (S. 101) darge-

stellt. 

 
 
4.6.1   CD 62PE 
Durchschnittliche waren 72,8 ± 9,1%  der Thrombozyten gesunder Probanden (bezogen auf 

5000 Gated Events) nach Aktivierung CD 62PE (n = 35)  positiv markiert (Tabelle 22, S. 

101). Die Untersuchungen der Patientengruppen KHK, VHF und KHK+VHF ergaben eine CD 

62-Markierung von 72,3 ± 10,3 % (n = 36), sodass keine Unterschiede zwischen Patienten 

und Probanden feststellbar waren (Tabelle 22, S. 101; KHK vs. Probanden: p = 0,421; VHF 

vs. Probanden: p = 0,613; KHK+VHF vs. Probanden: p = 0,866; KHK vs. VHF: p = 0,281; 

KHK vs. KHK+VHF: p = 0,469; VHF vs. KHK+VHF p = 0,798).  
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Abbildung 48. Darstellung der synergistischen Wechselwirkungen bei herzkranken Patienten 
zwischen Genistein und Peptiden in den Adrenalin- und Kollagen-induzierten Thrombozyten-
aggregationen mit Glutamat-Glutamat (a) und Glutamat-Glutamat-Glutamat (b, c) als Peptide. 
Dargestellt wurden synergistische Wechselwirkungen zwischen 250 µM Genistein und 1 mM Glu-Glu 
(a) sowie 1 mM Glu-Glu-Glu (b,c) als Gemisch (250 µM Genistein + 1 mM Peptid). *Signifikanz p < 
0,05 (Gemisch vs. Genistein, Gemisch vs. Peptid) 
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4.6.2   CD 41PE/CD 45FITC 
Berechnet wurden die prozentualen Anteile der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate, die 

sich dadurch auszeichneten, dass die markierten Thrombozyten sowohl CD 41 als auch CD 

45 trugen. Dies war bei 7,9 ± 3,2 % (n = 35) der Thrombozyten von Probanden (bezogen auf 

5000 Gated Events) der Fall. Unterschiede zu den Patientengruppen KHK, VHF, KHK+VHF 

(8,1 ± 3,4 % (n = 36) konnten nicht festgestellt werden (KHK vs. Probanden: p = 0,581; VHF 

vs. Probanden: p = 0,124; KHK vs. KHK+VHF: p = 0,438; VHF vs. KHK+VHF p = 0,743; Ta-

belle 22).  

 

 

4.6.3   CD 41PerCP/PAC-1FITC/CD 62PE 
Der Anteil der dreifachmarkierten, d.h. aktivierten Thrombozyten der Probanden lag bei 28,3 

± 13,2 % (n = 31, Tabelle 22) und die der gesamten Patienten bei 36,9 ± 23,5 % (n = 31). 

Nach Differenzierung der Patienten nach Krankheitsbildern fand sich ein Unterschied zwi-

schen Probanden und Patienten mit VHF (VHF vs. Probanden: p = 0,012). Die Patienten 

dieser Gruppe wiesen eine durchschnittliche Antikörpermarkierung von 49,7 ± 24,3 % (n = 9) 

auf und waren damit deutlich stärker aktivierbar, als diejenigen von gesunden Probanden.  

Ferner war ein Unterschied zwischen Patienten mit VHF und Patienten mit diagnostizierter 

KHK feststellbar (VHF vs. KHK: p = 0,037). Der Anteil der dreifachmarkierten, positiven 

Thrombozyten der VHF-Patienten lag bei 49,7 ± 24,3 % (n = 9) und die der KHK-Patienten 

bei 28,5 ± 19,9 % (n = 16). Diese waren somit stärker durch ADP aktivierbar als die Throm-

bozyten von KHK- Patienten (28,5 ± 19,9 %, n = 16).  
 
Tabelle 22. Anteil positiv markierter Thrombozyten bei gesunden Probanden und herz- 
                    kranken Patienten mit CD 62PE, CD 41PE/CD 45FITC und CD 62 PE/PAC-1 
                    FITC/ CD 41PerCP als Marker. 
 

 Anteil positiv markierter Thrombozyten [%] 
 CD 62 CD 41/CD 45 CD 62/PAC-1/CD 41 

Probanden 72,8±9,1 7,9±3,2 28,3±13,2 
Patienten    

    KHK 70,9±11,4 7,2±2,7 28,5±19,9 
    VHF 75,6±5,3 9,5±2,6 49,7±24,3 

   KHK + VHF 72,8±10,6 9,0±4,4 40,0±21,5 
 
Durchflusszytometrisch wurden 5000 Thrombozyten von gesunden Probanden und herzkranken Pati-
enten untersucht, die mit ausgewählten Antikörpern markiert wurden. Für die CD 62PE und CD 
41PE/CD 45FITC Markierungen wurden 35 Messungen gesunder Probanden und 36 jeweils von 
herzkranken Patienten durchgeführt (CD 62PE: KHK n = 20, VHF n = 8, KHK+VHF n = 8, CD 
41PE/CD 45FITC: KHK n = 19, VHF n = 8, KHK+VHF n = 9). Zur Bestimmung der Dreifachmarkierung 
wurden 31 Messungen von gesunden Probanden und herzkranken Patienten durchgeführt (KHK n = 
16, VHF n = 9, KHK+VHF n = 6). 
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5      DISKUSSION 

Da ernährungsbedingte Erkrankungen, unter anderem auch die Herz-Kreislauferkrankungen 

weiter zunehmen (WHO, 2002), ist der Bedarf und die Nachfrage nach neuen therapeu-

tischen Ansätzen zur Medikation, Prävention und Aufklärung ernährungsbedingter Erkran-

kungen groß. Während allerdings zum Beispiel die Beeinflussung des Lipidstoffwechsels 

durch Nahrungskomponenten vorrangig untersucht wurde (ANDERSON et al., 1995; KIRK et 

al., 1998; POTTER, 1998; WONG et al., 1998; SETCHELL und CASSIDY, 1999; FRIEDEMANN und 

BRANDON, 2001), fehlten bisher Studien zur Modulation der Thrombozytenfunktion durch bio-

aktive Komponenten aus Soja sowohl bei Gesunden als auch bei Herzkranken.  

In der aktuellen Studie wurde eine hemmende Wirkung der Peptide Glu-Glu, Val-Asp und 

Lys-Lys-Lys auf die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation festgestellt. Val-Asp hemmte 

ferner die Adrenalin-induzierte Aggregation der Thrombozyten, wohingegen das Tripeptid 

Leu-Leu-Leu die Kollagen-induzierte Aggregation stimulierte. Auf die Arachidonsäure-indu-

zierte Thrombozytenaggregation war weder eine Aminosäure noch ein Di- oder Tripeptid 

alleine wirksam. Darüber hinaus wurden neben einer thrombozytenhemmenden Wirkung des 

Isoflavons Genistein synergistische Wechselwirkungen zwischen Genistein und/oder Amino-

säuren und Peptiden auf die Aggregation der Thrombozyten nachgewiesen. Dazu wurden 

folgende Substanzen identifiziert, die die Empfindlichkeit der Thrombozyten für die hemmen-

de Wirkung des Genisteins verstärkten: Glu-Glu, Asp-Glu, Glu-Asp, Lys-Lys-Lys, Val-Pro-

Leu, Asp-Asp-Asp auf die ADP-induzierten, Glu-Asp auf die Adrenalin-induzierten, Asn, Glu-

Glu, Glu-Asp, Glu-Glu-Glu und Asp-Asp-Asp auf die Kollagen-induzierten und Glu, Glu-Glu, 

Asp-Glu, Asp-Asp, Ser-Glu, Val-Asp, Glu-Glu-Glu sowie Asp-Asp-Asp auf die Arachidonsäu-

re-induzierten Thrombozytenaggregationen.  

 

 

5.1   Methodendiskussion 
5.1.1   Probanden- und Patientenkollektiv 
Für die aggregometrischen Untersuchungen wurde ein gesundes Probandenkollektiv ge-

wählt, wobei doppelt so viele weibliche als männliche Probanden an der Studie teilnahmen. 

Das Patientenkollektiv setzte sich dagegen aus vorrangig männlichen und älteren Personen 

zusammen. In der vorliegenden Studie konnten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede 

in den Aggregationsverläufen festgestellt werden. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen 

der vorliegenden Studie stellten EMERY et al. (1995) fest, dass es zwischen gesunden älteren 

und gesunden jungen Probanden keine altersabhängigen Unterschiede hinsichtlich der Kol-

lagen- und Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregationen gab.  
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5.1.2   Aggregometrie 
In dieser Arbeit wurde die Methode der Aggregometrie gewählt, um die allgemeinen Throm-

bozytenaggregationen gesunder und herzkranker Patienten anhand eines breiten Spektrums 

an Agonisten beurteilen zu können. Nicht nur zur Identifizierung angeborener Thrombozyten-

funktionsstörungen, sondern auch in zahlreichen Studien, die sich mit der Beurteilung der 

Thrombozytenfunktion beschäftigen, wurde und wird diese Methode angewandt (EMERY et 

al., 1995; LIAO et al., 1996; KONDO et al., 2002; BUDDE, 2002; BREDDIN und HARDER, 2003; 

JESSIE und KRISHNAKANTHA, 2005).  

In der vorliegenden Studie konnten mithilfe eines Vier-Kanal-Aggregometers 4 Versuchsan-

sätze gleichzeitig analysiert und ausgewertet werden. So war es möglich, diese Versuchsan-

sätze direkt miteinander zu vergleichen. Eine unkomplizierte Anwendung der Methode ma-

chte die Analysen leichter.  

In zahlreichen Studien ist die Aggregometrie eine etablierte Methode, um den Funktionszu-

stand von Thrombozyten beurteilen zu können (HESSE et al., 2001; SPANNAGL und CALATZIS, 

2002) und ist das am häufigsten verwendete System zur Untersuchung der Plättchenfunktion 

(BREDDIN und HARDER, 2003).  

 
 
5.1.3   Lösungsmittel  
Die verwendeten Lösungsmittel besaßen keinen Einfluss auf die ADP-, Adrenalin- und Kolla-

gen-induzierten Aggregationen der Thrombozyten. Dimethylsulfoxid (DMSO) ist derzeit eine 

weit verbreitete Trägersubstanz für Medikamente, die zur Entzündungstherapie eingesetzt 

wird. Außerdem ist es in Studien ein Lösungsmittel für zahlreiche Substanzen: So wurden 

von LIAO et al. (1996) DMSO als Kontrollsubstanz in der Untersuchung von Demethyldiiso-

eugenol (DMDE) auf die Thrombozytenaggregation in einer Konzentration von 0,5 % benutzt 

(LIAO et al., 1996). DMSO besaß keinen Einfluss auf die Thrombin-induzierte Aggregation. 

Ebenso ergaben Untersuchungen von 0,1 % (KONDO et al., 2002; CRANC et al., 2005) und 

0,75 % DMSO (WANG et al., 2002) keine thrombozytenmodulierenden Effekte.  

In der Arbeit von SHANMUGANAYAGAM et al. (2002) wurden die Befunde ebenfalls nicht durch 

DMSO modifiziert. In diesen Untersuchungen wurden DMSO-Konzentrationen von 0 % bis 

1,25 % verwendet. Auch die höchste Konzentration besaß keinen Einfluss auf die durch 

ADP-, Adrenalin- und Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregationen. Die Arachidonsäu-

re-induzierte Aggregation wurde in der vorliegenden Studie durch Zugabe von DMSO gering-

fügig verstärkt, wobei jedoch alle Aggregationen im Bereich des Referenzwertes des Ago-

nisten lagen.  

Auch isotonische Kochsalzlösung besaß keinen Einfluss auf die Agonisten-induzierten 
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Thrombozytenaggregationen. Allerdings wurde, ebenso wie bei DMSO, die Arachidonsäure- 

induzierte Aggregation geringfügig gesteigert. Es konnten jedoch keine aktivierten Plättchen 

durch isotonische Kochsalzlösung beobachtet werden. Ein dementsprechender Effekt wurde 

bisher nicht beschrieben. Beide Substanzen eigneten sich demnach uneingeschränkt als Lö-

sungsmittel der Testsubstanzen für aggregometrische Analysen.  

Es sei an dieser Stelle ausdrücklich darauf hingewiesen, dass eine lösungsmittelspezifische 

Kontrolle stets in jedem Versuchsansatz zur Untersuchung bioaktiver Substanzen auf die 

Modulation der Thrombozytenaggregation mitgeführt wurde, um für alle Versuche vergleich-

bare Bedingungen zu gewährleisten und um Eigeneffekte der Lösungsmittel ausschließen zu 

können. 

 

 

5.1.4   Inkubationszeit und Inkubationstemperatur 
In Vorversuchen wurde der Frage nachgegangen, wie lange die Testsubstanzen vorinkubie-

ren sollten. Es hat sich in anderen Untersuchungen gezeigt, dass Thrombozyten nach Blut-

entnahmen mindestens 30 min stehen müssen ehe sie aggregometrisch untersucht werden 

können, da Thrombozyten zunächst refraktär sind, d.h. in einem Zustand der Unempfindlich-

keit verharren (BUDDE, 2002). In der Literatur wird weiterhin kontrovers diskutiert, ob die 

Standzeit des Plasmas von der Blutentnahme oder von der Gewinnung des plättchenreichen 

Plasmas gerechnet werden sollte (BUDDE, 2002). In dieser Studie wurden 30 min Standzeit 

nach Gewinnung des plättchenreichen Plasmas und zusätzlich 10 min Vorinkubationszeit auf 

Grund der Ergebnisse der Vorversuche festgelegt. In den Vorversuchen wurde darüber hin-

aus festgestellt, dass sich ab einer Inkubationszeit von 30 min die Aggregationen änderten 

(Abbildung 23, S. 61). Diese Feststellung deckt sich mit den Ausführungen von BUDDE 

(2002). Mit einer in der vorliegenden Arbeit festgelegten 10 minütigen Inkubationszeit konn-

ten die Thrombozyten ausreichend lange mit den Prüfsubstanzen vorinkubiert werden, ohne 

die Thrombozyten durch eine ausgedehnten Standzeit in ihrer Aggregationsfähigkeit zu ver-

ändern.  

BUDDE (2002) schlug vor, Thrombozyten bei Raumtemperatur zu lagern. Es zeigte sich je-

doch in den Vorversuchen der Studie, dass es keine relevanten Unterschiede zwischen einer 

Aufbewahrungstemperatur von 23 °C oder 37 °C gab. Daher konnten alle Analysen bei einer 

Temperatur von 37 °C durchgeführt und die thrombozytenreichen Plasmen bei 37 °C aufbe-

wahrt werden. 

 
 

5.1.5   Agonisten 
In der Studie wurden 20 µM ADP, 100 µM Adrenalin, 83 µg/mL Kollagen und 500 µg/mL Ara-
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chidonsäure eingesetzt. Es gibt nur wenige Arbeiten, welche die Aggregationen der Throm-

bozyten mit mehreren Induktoren wie ADP, Adrenalin, Kollagen und Arachidonsäure unter-

suchten (Tabelle 23, S. 106): SIESS et al. (1982) überprüften mit den genannten Agonisten 

die Aggregationen von gesunden Probanden vor und nach Bewegung, Rauchen und Nor-

adrenalin-Infusion. BEGHETTI et al. (2003) untersuchten mit den aufgeführten Agonisten die 

durch Stickstoffmonoxid (NO) beeinflussbare Aggregation der Thrombozyten. TSUCHIYA et al. 

(1999) untersuchten neben den Agonisten ADP, Adrenalin und Kollagen zusätzlich PAF 

(Plättchen-aktivierender Faktor) und Thrombin. Damit stellt die vorliegende Arbeit eine der 

wenigen dar, welche mit 4 Agonisten umfassend die Thrombozytenaggregation untersuchte. 

Ansonsten gibt es zahlreiche Studien, welche die Plättchenaggregation nur mit einem ein-

zigen Agonisten untersuchten (BOULOS et al., 2000; PIGNATELLI et al., 2000; KONDO et al., 

2002; SHANMUGANAYAGAM et al., 2002; FONTANA et al., 2003; SAEED et al., 2003; SAEED und 

RASCHEED, 2003; MERTEN et al., 2005; Tabelle 23, S. 106).  

In dieser Studie wurden die vom Gerätehersteller empfohlene Agonistenkonzentrationen ein-

gesetzt. Es wurde im Verlauf der Experimente darauf geachtet, dass es zu keinen Schwan-

kungen in den Zusammensetzungen der Agonistenstammlösungen kam. Außerdem wurden 

alle Agonisten jeweils von einem Hersteller benutzt. Nach BREDDIN (2005) können insbeson-

dere sowohl unterschiedliche Bezugsquellen als auch unterschiedliche Aufarbeitungen der 

Agonisten (z.B. ein anderes ADP-Salz, unterschiedliche Kollagene) zu unterschiedlichen Re-

sultaten führen.  

In welchen Konzentrationen die Agonisten in den einzelnen Studien verwendet wurden, war 

durchaus unterschiedlich (Tabelle 23, S. 106): So wurden zum Teil deutlich niedrigere oder 

auch deutlich höhere Konzentrationen eingesetzt als in der vorliegenden Studie: So unter-

suchten FONTANA et al. (2003) die ADP-induzierte Plättchenaggregation mit 1 µM, 2 µM und 

5 µM ADP. SUNEETHA et al. (2005) verwendeten dagegen 2500 µM ADP und BEGHETTI et al. 

(2003) 7000 µg/ml Kollagen. 

 

 

5.1.6   Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie ist eine etablierte Methode, die oft für wissenschaftliche Fragestel-

lungen verwendet wird, die eine Entwicklung von der reinen Forschungsmethode zum stan-

dardisierten Verfahren in der Routinediagnostik durchgemacht hat (BROWN und WITTWER,  

2000; SACK et al., 2000) und die sich für die Analyse zahlreicher biologischer Systeme 

(BROWN und WITTWER, 2000) wie zum Beispiel zur Detektion von Thrombozytenfunktionsstö-

rungen eignet (SCHMITZ et al., 1998; SACK et al., 2000; MCCABE et al., 2004).  

Die durchflusszytometrischen Bestimmungen der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate, die 

P-Selektin und PAC-1-Expression sowie die Probenaufbereitung waren in der vorliegenden 
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Studie mit einem geringen präparativen und zeitlichen Aufwand für die Messung verbunden 

und zudem hoch sensitiv. 

 

Tabelle 23. Vergleich der eingesetzten Agonistenkonzentrationen mit denen anderer 
                    aggregometrischen Studien   
 

Agonisten ADP 
[µM] 

Adrenalin 
[µM] 

Kollagen 
[µg/mL] 

Arachidon- 
säure [µg/mL]

Konzentrationen in dieser Studie 

 20 100 83 500 

Konzentrationen in anderen publizierten Studien 
SIESS et al. (1982) 0,5-2,5; 5 0,2-5 0,25-10 548 
BEGHETTI et al. (2003) 5 2 7000 500 
MISCHKE und SCHULZE (2004) 0,5-50 5-50 500-20000  
BASLAR et al. (2004) 10 100 4,4  
JESSIE und KRISHNAKANTHA (2005) 61 76 11  
SUNEETHA et al. (2005) 2500 2500 1300 [mg/mL]  
TSUCHIYA et al. (1999) 60 40 50  
SAEED et al. (2004)  1000  610 
WANG et al. (2002) 4  5  
MERTEN et al. (2005) 5    
FONTANA et al. (2003) 1; 2; 5    
SAEED und RASHEED (2003)  0,5-20   
KONDO et al. (2002)   1;3  
PIGNATELLI et al. (2000)   2; 4  
RIMBACH et al. (2004)   1,5  
SHANMUGANAYAGAM et al. (2002)   2  
SAEED et al. (2003)    610 
BOULOS et al. (2000)     21  
 
In der Tabelle wurden die in dieser Studie verwendeten ADP-, Adrenalin-, Kollagen- und Arachidon-
säurekonzentrationen denen anderer wissenschaftlichen Studien gegenübergestellt. Es wurden gege-
benenfalls die Konzentrationen auf die jeweilige Einheit umgerechnet, sofern sie von den Angaben 
dieser Studie abwichen. Generell wurden die Einheiten der vorliegenden Studie verwendet, die auf die 
Angaben des Herstellers MÖLAB (2002) zurückgehen. Die Studien sind mit den Autorennamen aufge-
listet und wurden absteigend nach Anzahl der verwendeten Agonisten geordnet. 
 

 

Die hohe Sensitivität der Methode wurde ebenfalls durch MATZDORFF (2000) beschrieben. Im 

Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde die Durchflusszytometrie für die Funktionsdi-

agnostik der Thrombozyten bei Gesunden und bei Herzkranken eingesetzt. 

CD 62 (P-Selektin) ist der am häufigsten verwendete Antikörper zum Nachweis aktivierter 
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Thrombozyten bei herzkranken Patienten (CAHILL et al., 1996; MINAMINO et al., 1998; 

MATZDORFF, 2000; KAMATH et al., 2002; WEIKERT et al., 2002; MCCABE et al., 2004; 

PAGLIERONI et al., 2004) und wurde auch aus diesem Grund in dieser Studie untersucht. Eine 

erhöhte Bindung des Antikörpers für CD 62 zeigt eine erhöhte Thrombozytenaktivierung an. 

Trotzdem gab es in der Literatur auch Studien, die keine Erhöhung der CD 62-Expression 

feststellen konnten (NURDEN et al., 1994; MATZDORFF, 2000; MCCABE et al., 2004; MERTEN et 

al., 2005). Die Messung der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate zur Charakterisierung des 

Aktivierungszustandes bei herzkranken Patienten wurde in einigen Studien beschrieben 

(OTT et al., 1996; SACK et al., 2000).  

Aber auch andere Antikörper können zur Untersuchung von Thrombozyten herzkranker Pati-

enten verwendet werden (PAC-1, LIBS, RIBS, CD 63). So erkennt PAC-1 die Bindungsseite 

des aktivierten GP IIb/IIIa-Rezeptors, sobald der aktivierte Rezeptor seine Konformation ge-

ändert hat und Fibrinogen noch nicht gebunden wurde. Eine verstärkte Bindung von PAC-1 

spricht für ein koronares Ereignis (Koronarspasmus; MATZDORFF, 2000). Deshalb wurde 

auch dieser Antikörper zusammen mit CD 62 und CD 41, welcher zur Identifikation der 

Thrombozytenpopulationen benutzt wurde, nach ADP-Aktivierung untersucht. Diese Markie-

rungskombination dreier Antikörper bietet nach den Erfahrungen der Studie eine äußerst 

sensitive Analyse der Aktivierungszustände von Thrombozyten herzkranker Patienten. Nach 

den Befunden der aktuellen Untersuchung ist dieses Verfahren im besonderen Maße dafür 

geeignet, zwischen den Aktivierungszuständen von Blutplättchen aus Patienten mit Vorhof-

flimmern und denen von gesunden Probanden zu differenzieren. 

 
 

5.2       Produkte der Sojabohne und Sojabohneninhaltsstoffe 
Ungefähr 30000 verschiedene Lebensmittel enthalten Sojaprodukte (AMERICAN SOYBEAN 

ASSOCIATION, 2001). Neben Fermentationsprodukten wie Miso, Natto, Tempeh und Tofu 

(Abbildung 49, S. 108) werden zum Beispiel entfettetes Sojamehl für die Herstellung von 

Backwaren, Sportlernahrung oder Teigwaren und Sojaeiweißprodukte für Fertiggerichte, Di-

ätgetränke oder Säuglingsnahrungen verwendet. Sojalezithin findet sich bekanntermaßen als 

Lebensmittelzusatzstoff in Schokolade oder Kleingebäck (AMERICAN SOYBEAN ASSOCIATION, 

2001).  

Der Anteil der Gesamtisoflavone, von denen das Genistein in der vorliegenden Studie auf die 

Modulation der Thrombozytenfunktion untersucht wurde, ist je nach Verarbeitungsgrad der 

Sojabohne in den jeweiligen Produkten unterschiedlich. Wie in Tabelle 24 (S. 109) darlegt 

wird, enthalten reine Sojabohnen einen Isoflavongehalt von 57,9 mg/100 g bis 381,2 mg/100 

g Nahrungsmittel. Die erheblichen Schwankungen sind von verschiedenen Faktoren, wie 

Reifungsgrad, Kultivierung und/oder von klimatischen Einflüssen abhängig (DIXON, 2004).  
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Abbildung 49. Verschiedene Produkte aus Sojabohnen. 
In der Abbildung wurden verschiedene Sojaprodukte aufgelistet mit a) Sojabohnenpflanze und native 
Sojabohnen 3, b) Tofuscheiben 4, c) Natto (Sojabohnenölkäse, wird aus gegorenen Sojabohnen ge-
wonnen) 4, d) Butter (wird aus gebratenen Sojabohnen hergestellt) 4 und e) Tempeh (gegorene und in 
Form gebrachte Sojabohnen) 4. 
 

 

1 g pulverisierte Sojabohnensamen kann bis zu 800 µg Daidzein und bis zu 500 µg Ge-

nistein in Form ihrer Glykoside enthalten (DIXON, 2004). 1 g reines Sojaprotein, welches aus 

Sojabohnensamen isoliert wurde, besitzt immer noch Konzentrationen von 150 µg Daidzein 

und 250 µg Genistein (DIXON, 2004).  

Die Konzentrationen der Isoflavone nehmen mit zunehmenden Verarbeitungsgrad rapide ab. 

Fermentierte Produkte oder Sojaöl enthalten kaum Isoflavone (DIXON, 2004). In Tofu, ein 

Hauptsojaprodukt, sind dagegen Gehalte von 7,9 mg/ 100 g bis 67,4 mg/100 g Nahrungsmit-

tel nachgewiesen worden (Tabelle 24, S. 109).  

Mit einem Anteil von ungefähr 40 % sind die Sojabohne bzw. ihre Samen außerdem sehr 

proteinreich. Neben einem erhöhten Anteil an Protein kommen in den Sojabohnensamen 

vermehrt ungesättigte Fettsäuren vor (Tabelle 25, S. 109). 

Es ist demnach schwierig, klar definierte Verbindungen der Sojabohne auf Grund ihrer Kom-

plexität zu definieren, die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit nach oraler Nahrungsaufnahme 

im peripheren Blut nachgewiesen werden können.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) c) d) e) 
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Tabelle 24. Gesamtisoflavongehalt und Genisteinkonzentrationen in verschiedenen 
                    Nahrungsmitteln 
 

Lebensmittel Genistein 
[mg/100g Frischgewicht] 

Gesamt- 
isoflavongehalt [mg/100g ] 

Sojabohnen 30-92 57,9-381,2 
Sojamilch 3-17 3,4-17,5 
Tofu 8-20 7,9-67,4 
Sojasprossen 2 k.A. 
Kleesprossen 0,1-0,4 k.A. 
Bohnen 0-0,7 k.A. 
Erbsen 0-0,6 7,3 

 
In der Tabelle werden die Gesamtisoflavongehalte in verschiedenen Lebensmitteln nach CASSIDY et 
al. (2000) und die Genisteinkonzentrationen (KULLING UND WATZEL, 2003) verschiedener Lebensmit-
teln dargestellt. Die Werte schwanken sehr nach Lebensmittel und Verarbeitung. Ein einheitlicher 
Wert lässt sich aus diesem Grund nicht angeben. 
 

 
Tabelle 25.  Übersicht der Inhaltstoffe in Sojabohnensamen 
 

Komponenten  Plasmakonzentration [µM] 

Protein ca. 40 % 
Öl ca. 18 % 
Fettsäuren  

gesättigt < 0,4 % Myristinsäure C14:0 
 < 0,5 % Arachidonsäure C20:0 
 2 – 7 % Stearinsäure C18 :0 
 4 – 11 % Palmitinsäure C16:0 

ungesättigt 4 – 12 % α-Linolensäure C 18:3 
 23 – 32 % Ölsäure C 18:1 
 48 – 52 % Linolsäure C 18:2 
Lezithin ca. 2% 
Kohlenhydrate 34 % 
Asche 4,9 % 

 
Die Daten der Konzentrationen der Inhaltsstoffe der Sojabohnensamen entstammen der Arbeit von 
ZELLER (1999). 
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5.3   Zielsetzung der Studie 
Die vorliegende Studie sollte durch den Nachweis thrombozytenmodulierender Substanzen 

die Grundlage für die Identifikation bzw. Entwicklung neuer Substanzen schaffen, die im 

Rahmen von Herz-Kreislauferkrankungen durch Hemmung der Thrombozyten protektiv ge-

gen die Entstehung und Progression der Atherosklerose wirken. Da die Atherosklerose wei-

terhin zu den häufigsten Ursachen für Herzinfarkte oder Schlaganfälle zählt, ist eine Erfor-

schung geeigneter präventiver und therapeutischer Maßnahmen wichtig. Nicht zuletzt spie-

len aktivierte Thrombozyten mit anschließender Thrombusbildung in diesen Krankheitspro-

zessen eine entscheidende Rolle. In dieser Studie sollten nicht nur bioaktive Substanzen 

identifiziert, sondern auch mögliche Wechselwirkungen dieser Verbindungen auf die Regula-

tion der Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregationen untersucht werden. 

Ziel dieser Untersuchungen war daher die Beantwortung der Frage, inwiefern es in der Soja-

bohne bioaktive Moleküle gibt, welche die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregation-

en kardioprotektiv beeinflussen können.  

In der Tat gibt es bereits Studien, die die Wirkung von Sojaproteinen auf den Cholesterin-

stoffwechsel untersuchten (ANDERSON et al., 1995; KIRK et al., 1998; POTTER, 1998; WONG et 

al., 1998; SETCHELL und CASSIDY, 1999; FRIEDEMANN und BRANDON, 2001). Erstmals wurde 

1967 durch HODGES et al. die cholesterinsenkende Wirkung durch Sojaproteine beschrieben. 

Eine Metaanalyse von ANDERSON et al. (1995) ergab, dass der Plasmacholesterinspiegel in 

34 der ursprünglich 38 ausgewerteten Studien gesenkt werden konnte, ohne das HDL-Cho-

lesterin zu beeinflussen. Der cholesterinsenkende Effekt des Sojaproteins war bei Proban-

den mit einem hohen Cholesterinspiegel stärker ausgeprägt als bei gesunden Probanden. 

Dazu wurden den Probanden eine sojahaltige Diät mit einer errechneten Sojaproteinauf-

nahme von 47 g/Tag verabreicht.  

Daraufhin legte die FDA (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1999) einen sogenannten „Health 

Claim“ für Sojaprotein fest: 25 g Sojaprotein am Tag im Rahmen einer fett- und cholesterin-

armen Ernährung könnte das Risiko von Herzerkrankungen verringern.  

Erst durch die Arbeit von CROUSE et al. (1999) kristallisierte sich heraus, dass die Isoflavone 

des Sojaproteins für diesen hypocholestrinämischen Effekt verantwortlich waren. CROUSE et 

al. untersuchten 156 Frauen und Männer, die einen erhöhten Gesamtcholesterinspiegel so-

wie erhöhtes LDL-Cholesterin im Plasma aufwiesen. Die Probanden nahmen 25 g Sojaprote-

in (Vergleichsgruppe: Kasein) zu sich, welches unterschiedliche Isoflavonkonzentrationen  

enthielt (0 mg/Tag bis 62 mg/Tag). Es waren nur die Sojaproteingetränke wirksam, die Iso-

flavone enthielten. Ethanolextrahiertes Sojaprotein war vergleichsweise unwirksam (CROUSE 

et al., 1999).  

Eine potenzielle Beeinflussung der Thrombozyten durch Sojabohneninhaltsstoffe wurde in 
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den genannten Studien nicht untersucht, obwohl eine direkte Beteiligung aktivierter Throm-

bozyten an koronaren Ereignissen wie Herzinfarkt oder Schlaganfall unbestritten ist.  

Da den Probanden in der genannten Studie von CROUSE et al. (1999) eine sojaproteinreiche 

Diät mit einer definierten Menge an Sojaprotein verabreicht wurde, um anschließend einen 

cholesterinsenkenden Effekt im Plasma nachweisen zu können, muss davon ausgegangen 

werden, dass bei jedem Probanden der Weg von der Einnahme der sojahaltigen Diät bis 

zum nachweisbaren Effekt auf unterschiedliche Art und Weise erfolgt und weitere, individu-

ellen Faktoren in diesen Prozess eingreifen.  

Für die Strategie der vorliegenden Studie war es deshalb wichtig, für jede experimentelle 

Untersuchung annähernd gleiche Bedingungen zu schaffen, was nur mit einer in vitro Studie 

möglich war. Bezugnehmend auf die Studie von CROUSE et al. (1999) bestand grundsätzlich 

die Möglichkeit, Sojahydrolysate oder ethanolextrahierte im Vergleich zu unextrahierten So-

japroteinen in vitro zu testen. Da jedoch der Weg einer chemisch klar definierten Substanz 

aus dem Sojaprotein zum Wirkort, d.h. zu den Thrombozyten unklar und sicherlich einer 

komplexen Metabolisierung unterlegen ist, wurden in Anlehnung an in vivo Bedingungen 

zunächst Dipeptide herausgesucht, die resorbierbar waren (ADIBI, 2003; KOTTRA et al., 2002; 

DANIEL und KOTTRA, 2004) und in den Sojaproteinen Glycinin und β-Conglycinin vermehrt 

vorkommen (Anhang, Tabelle 35). Darüber hinaus wurden weitere Substanzen getestet, bei 

denen auf Grund der Strukturverwandtschaft eine Wirksamkeit angenommen werden konnte. 

Tetrapeptide wurden nicht in die Untersuchungen einbezogen, da eine Resorption keines-

wegs wissenschaftlich belegt und ein spezielles Transportsystem noch nicht charakterisiert 

wurde. 
 

Genistein ist eine häufig untersuchte Substanz der Sojabohne und der Einfluss des Ge-

nisteins auf die Thrombozytenaggregation wurde ebenfalls in einigen wenigen Studien be-

schrieben (GAUDETTE und HOLUB, 1990; NAKASHIMA et al., 1991; KONDO et al., 2002; 

RIMBACH et al., 2004). In der vorliegenden Studie wurde dazu ergänzend die thrombozyten-

hemmende Wirkung des Genisteins anhand einer breiten Palette an physiologischen Ago-

nisten nachgewiesen. Daraufhin konnten vorrangig die Aggregationen der mit Aminosäuren 

oder Peptiden inkubierten Plasmen im Vergleich zum Genistein getestet werden.  

 
 

5.4    Physiologie der Flavonoide 
Bis jetzt haben sich ungefähr 100 Studien mit der Resorption einzelner Flavonoide beschäf-

tigt (MANACH und DONOVAN, 2004). Die Daten weisen große Unterschiede in Abhängigkeit 

von den Flavonoiden auf, obwohl Flavonoide strukturähnlich sind (Tabelle 26, S. 112). 
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Tabelle 26. Hauptklassen der Flavonoide mit ausgewählten Beispielen 
 

 
Dargestellt sind die Flavonoide in Form von Gruppen mit jeweils 2 ausgewählten Beispielen mit den 
Strukturformeln des Flavonoidaglykons und seinem Vorkommen unter besonderer Hervorhebung des 
Isoflavons Genistein, welches blau gekennzeichnet wurde. Die Tabelle wurde nach MURPHY et al. 
(2003) modifiziert. 
 

 

Bei gesunden Probanden konnte eine intestinale Resorption von 0 % bis 60 % der verab-

reichten Dosis ermittelt und eine Halbwertszeit von 2 h bis 28 h bestimmt werden (MANACH 

und DONOVAN, 2004). Durch den „First-Pass“-Effekt des Darms und der Leber werden die 

Flavonoide metabolisiert und können daher im Plasma in methylierter, glucuronierter 

und/oder sulfatierter Form vorliegen.  

Die Isoflavone der Sojabohne liegen in der Pflanze in Form ihrer Glykoside gebunden vor 

und werden erst durch bakterielle, hydrolytische Spaltung im Darm in Aglykone umge-

wandelt (PRASAIN et al., 2004). Bis vor kurzem wurde in der Forschung die Meinung vertre-

ten, dass die β-glykosidische Bindung innerhalb der Flavonoide ausschließlich durch Bakte-

rien des Darms gespalten wird und diese nur in Form ihrer Aglykone resorbiert werden kön-

nen. Diese Vorstellung wurde durch PFORTE et al. (1999) widerlegt. Es sind im Plasma so-

wohl Glykoside als auch Aglykone nachweisbar.  

Sind zum Beispiel Isoflavonaglykone nicht durch intestinale Bakterien freigesetzt worden, 

können die in die  Zelle aufgenommenen Glykoside durch intra- oder extrazelluläre β-Gluko-

sidasen zu Aglykonen modifiziert werden (SETCHELL und CASSIDY, 1999; SETCHELL et al., 

2002a, 2002b). In der apikalen Membran können Flavonoidglykoside, durch das Enzym Lak-

tose-Phlorizinhydrolase hydrolysiert werden. Dieses Enzym ist in den Darmzotten des Dünn-

Flavonoide 

Flavanone Anthozyane Flavonole Polyflavanole Flavanole Isoflavone Flavone 
 

Hesperetin 
 

Delphinidin 
 

Quercetin 
 

Procyanidin B2
 

Epicatechin
 

Genistein 
 

Luteolin 

   

in: Orangen, 
Zitronen in: Kirschen in: Zwiebeln, 

Tomate, Birke
in: Weißdorn, 
Moosbeeren 

in: Grünen 
Tee in: Sojabohnen in: Grünen 

Oliven 

Tangeretin Cyanidin Kämpferol Theaflavin Catechin Daidzein Apigenin 

    

in: Orangen, 
Zitronen in: Beeren in: Grünkohl, 

Endivien in: Schwarzen Tee
in: Äpfel, 
Rotwein, 
Pfirsich 

in: Sojabohnen 
in: Gingko 

biloba, Selle-
rie 
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darms lokalisiert (DAY et al., 2000; PRASAIN et al., 2004).  

Glykosidisch gebundene Isoflavone gelangen wahrscheinlich über einen aktiven Transport 

via Glukosetransporter in die Mukosazelle. Dieses wurde auch für andere Flavonoide, zum 

Beispiel für Quercetinmono- und Quercetindiglykoside der Zwiebel nachgewiesen. Sie stellen 

Substrate für den intestinalen Na+-abhängigen D-Glukosetransporter SGLT 1 dar (GEE et al., 

1998; WILLIAMSON et al., 2000). Durch das intestinale Multidrug-Resistance-Protein MRP 2 

sind Darmepithelzellen außerdem in der Lage, auf der apikalen, d.h. die zum Darmlumen 

gerichtete Seite, Glykoside wieder in das Darmlumen herauszuschleusen (WALGREN et al., 

1998).  

Werden Isoflavone als Aglykone aufgenommen, so wird auf Grund ihrer Lipophilie eine Re-

sorption durch passive Diffusion diskutiert (PRASAIN et al., 2004). Noch in den Enterozyten 

(Darmepithelzellen) werden Isoflavone mit Glucuronsäure durch das Phase-II-Enzym UDP-

Glucuronyltransferase rekonjugiert, um anschließend aus der Epithelzelle ins portalvenöse 

Blut zu gelangen (PRASAIN et al., 2004). In der Leber unterliegen sie weiteren Glucuronidie-

rungs-, Methylierungs- und Sulfatierungsschritten durch hepatische Enzyme (PRASAIN et al., 

2004). In Form von Monoglucuroniden können sie in die systemische Zirkulation eintreten 

oder werden sowohl renal als auch biliär ausgeschieden. Im letzteren Fall ist eine erneute 

Resorption in Form der Aglykone sowie eine Beteiligung am enterohepatischen Kreislauf 

möglich. Im Vergleich zu anderen Flavonoiden wie Anthocyane, Catechin oder Hesperidin 

besitzt Genistein die beste Bioverfügbarkeit, die im Vergleich zu anderen Flavonoiden ermit-

telt wurde (FLESCHHUT, 2004; Abbildung 50, S. 114).  

Wie aus Abbildung 50 deutlich wird, wurden für jedes Flavonoid Studien ausgewertet, in de-

nen die Konzentration nach einer einmaligen Gabe von 50 mg Aglykonäquivalent im Plasma 

ermittelt wurden. Dabei schnitt Genistein mit einem maximalen Wert von ungefähr 2,23 µM 

am besten ab (FLESCHHUT, 2004). Auffällig war weiterhin das späte Konzentrationsmaximum 

der Isoflavone Genistein und Catechin, die ihre höchste Konzentration erst nach 7 h bis 7,5 h 

im Plasma erreichten. Anthocyane, Quercetin oder Catechin hatten im Vergleich zum Ge-

nistein zusätzlich zu einer schlechteren Bioverfügbarkeit ein zeitlich früheres Konzentration-

smaximum im Plasma (FLESCHHUT, 2004). Für Genistein bedeutet das in vivo einen höheren 

und länger andauernden Wirkspiegel im Plasma.  

 

 

5.5   Wirkungen der Flavonoide 
Mit der Erforschung der Pflanzenöstrogene wurden die Isoflavone der Sojabohne auf Grund 

ihrer östrogenartigen Struktur vermehrt auf ihre Wirkungen untersucht. Neben der Isolierung 

von Genistein und Daidzein aus Sojabohnen wurden Östron, Östradiol, Östriol, Formonone-
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tin, Coumestrol, Sitosterol oder Biochanin A und B aus verschiedenen Pflanzen isoliert und 

als Phytoöstrogene charakterisiert (LAURITZEN, 2001). Inzwischen sind die verschiedensten 

Flavonoide auf ihre Wirkungen untersucht worden. 

 
 

 

Abbildung 50. Vergleich der Bioverfügbarkeit verschiedener Flavonoide. 
Dargestellt sind gemittelte Werte der Konzentration verschiedener Flavonoide im Plasma zu verschie-
denen Zeitpunkten von Probanden, die jeweils eine Menge von 50 mg Aglykonäquivalent einnahmen. 
Die in Klammern stehenden Zahlen entsprechen der Anzahl der Studien, die in der Literaturrecherche 
für das jeweilige Flavonoid ermittelt wurden. Die Grafik wurde modifiziert nach (FLESCHHUT, 2004). 
 

 

Auch die Einflüsse der Flavonoide auf die Modulation der Thrombozytenfunktion sind in ver-

schiedenen Arbeiten untersucht worden: Von Catechin (PIGNATELLI et al., 2000; MURPHY et 

al., 2003), Epicatechin (MURPHY et al., 2003), Quercetin (PIGNATELLI et al., 2000, HUBBARD et 

al., 2003), Kämpferol und Myricetin (NIJVELDT et al., 2001) oder polyphenolreichen Lebens-

mitteln (REIN et al., 2000; LILL et al., 2003; PEARSON et al., 2003; VITSEVA et al., 2005) wur-

den hemmende Wirkungen auf die Thrombozytenaggregation beschrieben.  

 

 

5.5.1   Wirkung des Isoflavons Genistein auf die Thrombozyten  
Die Wirkung des Genisteins auf die Thrombozytenfunktion kann als multifaktoriell bezeichnet 

werden. Viele intrazelluläre und extrazelluläre Signalkaskaden der Thrombozytenaktivierung 

beeinflussen sich gegenseitig und stehen in einem „Cross Talk“ zueinander. Es ist demnach 

schwierig, die in dieser Studie nachgewiesenen Hemmungen der Agonisten-induzierten 

Thrombozytenaggregationen durch Genistein auf eine spezifische Signalkaskade in den 

Thrombozyten zurückzuführen. Trotzdem wird im Folgenden mithilfe des aktuellen, wissen-
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schaftlichen Kenntnisstandes nach möglichen Erklärungen für die Wirkung des Genisteins 

gesucht.   

Bereits 1953 und 1954 erschienen erste Untersuchungen zur östrogenen Aktivität von Ge-

nistein durch CARTER et al. (1953) bzw. BIGGERS und CURNOW (1954). Erste Befunde von 

AKIYAMA et al. zeigten 1987 Genistein als einen spezifischen Tyrosinkinaseinhibitor und 

GAUDETTE und HOLUB (1990) beobachteten, dass Genistein die Phosphoinositolphosphory-

lierung in stimulierten Plättchen hemmen konnte. Diese Arbeiten wurden von NAKASHIMA et 

al. (1990) durch den Nachweis der hemmende Effekte des Genisteins anhand Thrombin- 

und Kollagen-stimulierter Plättchen ergänzt und zudem nachgewiesen, dass Genistein nicht 

ausschließlich über eine Hemmung der Tyrosinkinasen wirken muss (NAKASHIMA et al., 

1990).  

Wahrscheinlich wirkt Genistein über die Beeinflussung verschiedener Signalkaskaden modu-

lierend auf die Thrombozytenaggregation. Genistein hemmt den Na+/H+-Austauscher in den 

Thrombozyten (GENDE, 2000). Durch eine gesteigerte Thrombozytenaktivierung wird auch 

der zelluläre pH-Wert beeinflusst, der die osmotisch-regulierte Formveränderung der Throm-

bozyten steuert. Fällt der intrazelluläre pH-Wert, so wird dieser Austauscher auf Grund der 

erhöhten Protonenkonzentration zur Wiederherstellung des pH-Wertes angeregt. Wie Ge-

nistein in der Studie von GENDE (2000) diesen Austauscher hemmte, ist noch nicht bekannt. 

Jedoch wurde von dem Autor die Funktion des Genisteins als ein Tyrosinkinaseinhibitor für 

diesen Effekt verantwortlich gemacht. Genistein wirkte dadurch einer Formveränderung der 

Thrombozyten entgegen. 

Im Folgenden wird auf die Wirkung des Genisteins auf die Agonisten-induzierten Thrombo-

zytenfunktionen eingegangen. Genistein war in der vorliegenden und in anderen Studien ein 

wirksamer Inhibitor der Thrombozytenaggregation (GAUDETTE und HOLUB, 1990; NAKASHIMA 

et al., 1991; KONDO et al., 2002; RIMBACH et al., 2004).  

 

5.5.1.1    Wirkungen des Genisteins auf die ADP- und Adrenalin-induzierten 
                       Thrombozytenaggregationen 
 
Es ist in neueren Studien festgestellt worden, dass Genistein auf die ADP-induzierte Throm-

bozytenaggregation folgendermaßen einwirkt: Die ADP-vermittelte Aktivierung der Thrombo-

zyten verläuft über die Bindung des Aktivators ADP zum einen über den purinergen Rezeptor 

P2X1 und zum anderen über die Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 (WILDE et al., 2000; JUNG und 

MOROI, 2001; CATTANEO, 2002; FONTANA et al., 2003; ROZALSKI et al., 2005; Abbildung 8, S. 

19, Abbildung 51, S. 116). Eine Aktivierung des P2Y1 bewirkt eine Erhöhung des intrazellulä-

ren Kalziums und löst dadurch die Freisetzung granulärer Inhaltsstoffe (z.B. ADP, P-Selektin) 

aus. Die Aktivierung des P2Y12 senkt zudem den intrazellulären Spiegel an zyklischem AMP 

(cAMP) und wirkt über gemeinsame Signalprodukte mit dem aktivierten P2Y1. Gemeinsam 
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bewirken sie die Konformationsänderung des Adhäsionsintegrins α2β1 (GP Ia/IIa; R0, R1, R2) 

für die Kollagen-vermittelte Aktivierung der Thrombozyten (Abbildung 51).  

Genistein hemmte in der Studie von ASEICHEV und AZIZOVA (2004) die ADP-vermittelte Sig-

naltransduktion und verringerte die intrazelluläre Kalziumkonzentration der Thrombin-indu-

zierten Signalkaskade (DOBRYDNEVA et al., 2002). Diese Hemmung der intrazellulären Kalzi-

umfreisetzung könnte ebenfalls eine Rolle in der ADP-vermittelten Aktivierung spielen, zumal 

nachgewiesen wurde, dass sowohl die Phospholipase C als auch die Proteinkinase C (siehe 

Abbildung 8, S. 19) zwei bei der Aktivierung der Rezeptoren beteiligten Enzyme durch Fla-

vonoide gehemmt werden konnten (RAJ NARAYANA et al., 2001).  

Adrenalin ist ein Aktivator der Thrombozytenaggregation, der zusammen mit anderen Aktiva-

toren wirkt und eine Hemmung der Adenylatzyklase und damit eine Erniedrigung der Spiegel 

an zyklischem AMP (cAMP) auslöst (SPALDING et al., 1998; SAEED et al., 2004; Abbildung 8, 

S. 19). Möglicherweise greift Genistein wie bei der ADP-induzierten Thrombozytenaggregati-

on in die Aktivierung der Kalziumkanäle ein, die zu einer Hemmung der intrazellulären Kalzi-

umfreisetzung führt (Abbildung 51).  

 

 
 
Abbildung 51. Ein möglicher Angriffspunkt des Genisteins in der ADP-vermittelten Thrombozy-
tenaggregation. 
Dargestellt wird der Zusammenhang zwischen ADP- und Kollagen-vermittelter Aggregation der 
Thrombozyten. ADP induziert die Konformationsänderungen der Rezeptoren P2Y1 und P2Y12. Durch 
die Aktivierung wird eine Erhöhung des intrazellulären Kalziumspiegels ausgelöst. Zusätzlich bewirkt 
eine Aktivierung der ADP-Rezeptoren eine Konformationsänderung des Kollagenrezeptors (GP Ia/IIa, 
Integrin α2β1), welcher sich unaktiviert im R0 Zustand befindet und erst durch die Signalwege der ADP- 
vermittelten Aktivierung von einem niedrigen R0 in den höheren Aktivierungszustand R1 überführt wer-
den kann. Der Wechsel des Kollagenrezeptors von R1 in R2 wird durch die Proteinkinase C (PKC), 
Phosphoinositol-3-Kinase und eine Phosphorylierung der tyrosinreichen Domänen (Tyr) des Rezep-
tors bewirkt. Genistein hemmt nach ASEICHEV und AZIZOVA (2004) direkt die intrazellulären Kalzium-
spiegel. Die Grafik wurde nach der Arbeit von JUNG und MOROI (2001) modifiziert. 
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5.5.1.2 Wirkungen des Genisteins auf die Kollagen- und Arachidonsäure-induzierten 
Thrombozytenaggregationen 

 
Es wurde nachgewiesen, dass Flavonoide, unter anderem auch Genistein, an den Thrombo-

xan A2-Rezeptor (TxA2-Rezeptor) binden können. Damit könnte die spezifischen Kollagen- 

(Abbildung 52, S. 118) und Arachidonsäure-induzierten Signalkaskaden (Abbildung 53, S. 

118) gehemmt werden (NAKASHIMA et al., 1990; NIJVELDT et al., 2001).  

Abbildung 52 (S. 118) bietet daher einen möglichen Erklärungsansatz für die Hemmung des 

Genisteins auf die Kollagen- und Arachidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregationen, 

wie sie in dieser Studie nachgewiesen wurden: Wie in der Grafik deutlich wird, bindet das 

Kollagen bei Aktivierung der Thrombozyten mit seiner GP VI-Bindungsseite an das GP VI 

des Kollagenrezeptors (WATSON und GIBBINS, 1998). Durch eine kinasenvermittelte Phos-

phorylierung des GP VI werden anschließend Reaktionen aktiviert, die zur Aggregation der 

Thrombozyten führen. Genistein besitzt möglicherweise die Fähigkeit, die Kinase Syk zu 

hemmen (WANG et al., 1997; SCHOENE und GUIDRY, 1999; Abbildung 52, S. 118). Außerdem 

kann es an den Thromboxan A2-Rezeptor binden (GUERRERO et al., 2005). Die Doppelbin-

dung zwischen C2 und C3 sowie die Ketogruppe am C4-Molekül des Genisteins wurde für die 

Bindung an den Rezeptor verantwortlich gemacht (GUERRERO et al., 2005). Die Hemmung 

des GP VI durch Blockade der Phosphorylierung der Fc-Ketten und der Kinase Syk durch 

das Flavonoid Quercetin wurde durch HUBBARD et al. nachgewiesen (2003).  

 

Da die Ergebnisse der vorliegenden in vitro Studie auch die Hemmung des Genisteins auf 

die Arachidonsäure-induzierte Aggregation der Thrombozyten belegten, kann eine Beein-

flussung des Arachidonsäurestoffwechsels durch Genistein angenommen werden (Abbildung 

53, S. 118). Diese Hypothese kann durch mehrere Studien untermauert werden (Übersicht 

siehe NIJVELDT et al., 2001). Demnach hemmen Flavonoide unter anderem die Zyklooxyge-

nase und bewirken so eine Reduktion der Thromboxan A2-Synthese. Daraus resultiert eine 

Hemmung der Thrombozytenaggregation.  
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Abbildung 52. Die Hemmung der Syk-Phosphorylierung in der Kollagen-induzierten Thrombo-
zytenaggregation (Aktivierung des GP VI Rezeptors) durch Genistein.  
Kollagen bindet sich mit der α2β1 (GP Ia/IIa) Bindungsseite an das membranständige Integrin α2β1 (GP 
Ia/IIa) und löst durch deren Aktivierung die Adhäsion des Thrombozyten z.B. an die Endothelzelle der 
Gefäßwand aus. Mit der GP VI Bindungsseite des Kollagens wird der Rezeptor GP VI aktiviert. Die 
Proteinkinase Syk phosphoryliert die FcRγ Kette des Glykoproteins. Durch die anschließende Aktivie-
rung der Phospholipase PLCγ2 wird die Aggregation der Thrombozyten eingeleitet. Möglicherweise 
verhindert Genistein, dass die Proteinkinase Syk das GP VI phosphoryliert (SCHOENE und GUIDRY, 
1999). Dadurch wäre der Weg der Thrombozytenaggregation unterbrochen. Die Abbildung wurde 
nach der Arbeit von WATSON und GIBBINS (1998) modifiziert. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
        
 
 
 
 
Abbildung 53. Arachidonsäurekaskade mit Bildung von Thromboxan A2. 
Arachidonsäure, die aus den Membranen freigesetzt wird, bildete durch das Enzym Zyklooxygenase 
Prostaglandin G2 (PGG2), das wiederum in Prostaglandin H2 umgewandelt werden kann. Durch den 
Einfluss der Thromboxansynthase bildet sich das Thromboxan A2, das die Thrombozytenaggregation 
stimuliert. Unter physiologischen Bedingungen, d.h. im wässrigen Milieu, wird es schnell in Thrombo-
xan B2 umgewandelt. 
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5.5.2   Vergleich der eingesetzten Genisteinkonzentrationen mit denen 
anderer publizierten Studien  

 
Genistein wurde in den Untersuchungen dieser Studie in Konzentrationen von 100 µM bis 

500 µM eingesetzt. Diese Konzentrationen können vermutlich in vivo durch eine sojareiche 

Ernährung nicht erzielt werden.  

Die humanen Plasmaspiegel an Genistein oder an anderen Isoflavonen variieren stark und 

sind von der Nahrungsaufnahme abhängig. Wie die Tabelle 27 zeigt, sind Serumkonzentrati-

onen von Isoflavonen bei asiatischen Frauen und Männern viel höher als bei der westlichen 

Bevölkerung (MORTEN et al., 2002). NAGATA et al. (1998) bestimmten, dass die asiatischen 

Bewohner ungefähr 50 g Sojaprodukte mit einem Isoflavonanteil von 20 mg bis 50 mg täglich 

aufnehmen. Dazu wurden 1242 Männer und 3596 Frauen der japanischen Stadt Takayama 

unter anderem nach ihren Ernährungsgewohnheiten befragt (NAGATA et al., 1998). Trotzdem 

gab es auch in diesen Ländern zwischen der städtischen und der ländlichen Bevölkerung 

erhebliche Unterschiede in der Sojaproteinaufnahme (SETCHELL und CASSIDY, 1999). Bei 

einer täglichen Gesamtisoflavonaufnahme von ungefähr 50 mg sind Plasmakonzentrationen 

von 50 ng/mL bis 800 ng/mL bestimmt worden (SETCHELL und CASSIDY, 1999). Diese Kon-

zentrationen entsprachen ungefähr den Bestimmungen, die von ADLERCREUTZ et al., 1993 

angeführt wurden.  

 

Tabelle 27. Serumkonzentrationen an Daidzein und Genistein 
 

 
 

Genistein  
[nmol/L] (Min-Max) 

Daidzein  
[nmol/L] (Min-Max) 

Frauen   
Japan  501,9  ± 125,8 (0-4192) 246,8 ± 64,9 (0-2407) 

UK  27,7 ± 4,8 (0,4-157) 12,5 ± 1,8 (0,8-65) 

Männer   
Japan  492,7  ± 116,6 (0-4092) 282,5 ± 72,7 (2,8-2273) 

UK  33,2 ± 8,0 (0,5-118) 17,9 ± 5,6 (0,9-99,6) 
 

In der Tabelle wurden die durchschnittlichen Serumkonzentrationen ± Standardabweichung unter 
Angabe minimaler und maximaler Konzentrationen in nmol/L von Probanden weiblichen und männli-
chen Geschlechts unterschiedlicher Herkunft analysiert. Dabei wurden 125 weibliche und 102 männli-
che Personen asiatischer Herkunft und 133 weibliche bzw. 43 männliche Probanden aus Großbritan-
nien (UK) untersucht. Die Tabelle entstammt MORTON et al. (2002). 
 

 

Bei einer sojaarmen Ernährung, wie sie in der westlichen Ländern üblich ist, liegen die Plas-

makonzentrationen lediglich zwischen 40 pg/mL und 80 pg/mL (SETCHELL und CASSIDY, 

1999). Ähnliche Ergebnisse lieferte die schon erwähnte Untersuchung von MORTON et al. 
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(2002; Tabelle 27, S. 119). Demnach lag die durchschnittliche Genisteinkonzentration im 

Serum bei japanischen Frauen bei 501,9 ± 125,8 nmol/L und bei japanischen Männern bei 

492,7 ± 116,6 nmol/L. Im Vergleich dazu wurden bei britischen Frauen eine durchschnittliche 

Serum-Genisteinkonzentration von 27,7 ± 4,8 nmol/L und bei Männern 33,2 ± 8,0 nmol/L 

bestimmt. Die in der vorliegenden Studie in vitro eingesetzten Konzentrationen sind daher 

mit den tatsächlich in vivo vorhandenen Plasmakonzentrationen nicht zu vergleichen. Des-

halb wurden die in vitro Bedingungen (verwendete Genisteinkonzentrationen im Verhältnis 

zu den Agonistenkonzentrationen) mit anderen Publikationen verglichen. Tabelle 28 zeigt die 

in der vorliegenden in vitro Studie eingesetzten Genisteinkonzentrationen in Bezug auf die 

verwendete Konzentration für jeden Agonisten. Wird die alleinige Genisteinkonzentration mit 

anderen Publikationen verglichen, so wurden zum Beispiel in der Studie von KONDO et al. 

(2002) niedrigere Genisteinkonzentrationen von 10 µM, 30 µM und 100 µM eingesetzt. Noch 

geringere Konzentrationen verwendeten RIMBACH et al. (2004; Tabelle 29, S. 121). 

Bei diesem Vergleich sollten jedoch nicht die Agonistenkonzentrationen, sondern das Ver-

hältnis zwischen eingesetzter Agonistenkonzentration und Genisteinkonzentration betrachtet 

werden: Es ist davon auszugehen, dass für höhere Agonistenkonzentrationen auch höhere 

Konzentrationen an Testsubstanzen nötig sind, um die gleichen biologischen Effekte zu er-

zielen. 

 

Tabelle 28. Verhältnis zwischen eingesetzten Genistein- und Agonistenkonzentratio- 
                    nen in der vorliegenden Studie 
 
Konzentrationen  
dieser Studie ADP Adrenalin Kollagen Arachidon-

säure 
Genistein [µM] 100 100 100 100 
Konzentration Agonist [µM] 20 100 0,6 1700 
Quotient:  
c Genistein [µM] /c Agonist  [µM] 5 1 166,7 0,06 

Genistein [µM] 250 250 250 250 
Konzentration Agonist [µM] 20 100 0,6 1700 
Quotient:  
c Genistein [µM] /c Agonist  [µM] 12,5 2,5 416,7 0,15 

Genistein [µM] 500 500 500 500 
Konzentration Agonist [µM] 20 100 0,6 1700 
Quotient:  
c Genistein [µM] /c Agonist  [µM] 25 5 833,3 0,29 

 
In der Tabelle wurden die eingesetzten Genistein- und Agonistenkonzentrationen in µM gegenüberge-
stellt und der Quotient aus beiden errechnet. Gegebenenfalls wurden hierfür die Agonistenkonzentra-
tionen auf µM umgerechnet. 
 
 



DISKUSSION 

 121

Tabelle 29. Verhältnis zwischen eingesetzten Genistein- und Agonistenkonzentration- 
                    en in anderen publizierten Studien 
 

Testsubstanz Kollagen Kollagen 

KONDO et al. (2002)   
Genistein [µM] 10 10 
Konzentration Agonist [µM] 0,008 0,023 
Quotient:  
c Genistein [µM] /c Agonist  [µM] 1266 435 

Genistein [µM] 30 30 
Konzentration Agonist [µM] 0,008 0,023 
Quotient:  
c Genistein [µM] /c Agonist  [µM] 3750 1304 

Genistein [µM] 100 100 
Konzentration Agonist [µM] 0,008 0,023 
Quotient:  
c Genistein [µM] /c Agonist  [µM] 12658 4348 

RIMBACH et al. (2004)   
Genistein [µM] 5  
Konzentration Agonist [µM] 0,012  
Quotient:  
c Genistein [µM] /c Agonist  [µM] 417  

Genistein [µM] 25  
Konzentration Agonist [µM] 0,012  
Quotient:  
c Genistein [µM] /c Agonist  [µM] 2083  

Genistein [µM] 50  
Konzentration Agonist [µM] 0,012  
Quotient:  
c Genistein [µM] /c Agonist  [µM] 4167  

 
In der Tabelle wurden die eingesetzten Genistein- und Agonistenkonzentrationen in µM der Studien 
von KONDO et al. (2002) und RIMBACH et al. (2004) in der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggrega-
tion gegenübergestellt und der Quotient aus beiden errechnet. Gegebenenfalls wurden hierfür die 
Agonistenkonzentrationen auf µM umgerechnet. 
 

 

Da es nur wenige Untersuchungen von Genistein auf die Agonisten-induzierte Thrombozyte-

naggregation gab, konnten die Quotienten, die sich aus den eingesetzten Genisteinkon-

zentrationen geteilt durch die Agonistenkonzentrationen berechneten, nur mit Kollagen als 

Agonist verglichen werden. In der vorliegenden Studie beliefen sich die Quotienten auf 167, 

417 und 833 bei Genisteinkonzentrationen von 100 µM, 250 µM und 500 µM sowie einer 

Kollagenkonzentration von 0,6 µM (Tabelle 28, S. 120). Damit war das Verhältnis zwischen 

Genistein und Agonist in der vorliegenden Studie wesentlich niedriger als in den Untersu-
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chungen von KONDO et al. (2002) und RIMBACH et al. (2004; Tabelle 29, S. 121). Es wurden 

somit – in Relation zum Agonisten – deutlich niedrigere Genisteinspiegel benötigt, um die 

entsprechenden thrombozytenhemmenden Effekte in vitro zu erzielen. 

 

 

5.6     Physiologie der Proteine 
5.6.1  Allgemeine Vorbemerkungen   
Nachdem das Protein im 19. Jahrhundert entdeckt wurde, ist seine Resorption intensiv er-

forscht worden. Die Meinung, Proteine würden vollständig im Darmlumen hydrolysiert und 

dann in Form von freien Aminosäuren vom Darm aufgenommen, war für lange Zeit vorherr-

schend (ADIBI, 1973). Erst seit ungefähr 30 Jahren ist bekannt, dass nicht nur Aminosäuren 

sondern auch Di- und Tripeptide weitere Spaltprodukte der mit der Nahrung zugeführten Pro-

teine sind (ADIBI, 1973).  

EMIL ABDERHALDEN äußerte diese Vermutung bereits Anfang des 20. Jahrhunderts 

(ABDERHALDEN, 1905). Arbeiten von ADIBI et al. bewiesen die Existenz einer entsprechenden 

Transportvorrichtung (ADIBI und MORSE, 1971; ADIBI und SOLEIMANPOUR, 1974). Durch aus-

gedehnte Studien wurde der Transporter PEPT 1 identifiziert (BOLL et al., 1994) und charak-

terisiert (Abbildung 3, S. 5; GANAPATHY und LEIBACH, 1985; GANAPATHY et al., 1987; 

THWAITES et al., 1994; ADIBI, 1997; FEI et al., 1998; DANIEL, 2004; BIEGEL et al., 2005; KLANG 

et al., 2005). 

PEPT 1 ist, wie schon eingangs erwähnt, der bedeutendste Transporter und kann nicht nur 

in der Zellmembran, sondern auch intrazellulär in Lysosomen vorkommen (ZHOU et al., 

2000). Wahrscheinlich existieren jedoch noch andere Transporter, die nicht mit dem PEPT 1 

verwandt sind (ADIBI, 2003) und Di- oder Tripeptide transportieren können. PEPT 1 kann 

aber sequenzunabhängig alle 400 verschiedenen Dipeptide sowie alle 8000 verschiedenen 

Tripeptide, die aus den 20 proteinogenen Aminosäuren gebildet werden können, transportie-

ren (ADIBI, 2003; KOTTRA et al., 2002; DANIEL und KOTTRA, 2004).  

 

Nach der Aufnahme proteinreicher Nahrungsmittel werden die Sojaproteine enzymatisch in 

Hydrolysate gespalten und anschließend je nach Kapazität und Affinität des Peptidtranspor-

ters resorbiert. 

Alle Dipeptide, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden und alleine oder in syner-

gistischer Wechselwirkung mit Genistein die Thrombozytenfunktion modulierten, werden ver-

mutlich mit unterschiedlichen Affinitäten zum PEPT 1 in die Mukosazelle hinein transportiert. 

Für diesen Transportvorgang sind die Ladungsverhältnisse der Di- und Tripeptide wichtig. 
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Einen bedeutsamen Beitrag zu diesem Thema stellt die Publikation von KOTTRA et al. (2002, 

Abbildung 54, S. 124) dar. Die Ergebnisse dieser Studie wurden durch die Untersuchungen 

von IRIE et al. (2005) ergänzt. Bei einem hohen pH-Wert werden vorrangig kationische Sub-

strate transportiert. Bei einem neutralen pH-Wert werden zusätzlich neutrale Peptide trans-

portiert, bei einem niedrigen pH-Wert jedoch nur negativ geladene Peptide transportiert. Die-

se negativ geladenen Dipeptide, wie die in Abbildung 54 (S. 124) dargestellten Dipeptide 

Gly-Asp oder Asp-Gly werden in Membrannähe protoniert, ehe sie transferiert werden kön-

nen (KOTTRA et al., 2002). Es ist deshalb anzunehmen, dass die sauren Dipeptide Glu-Glu, 

Asp-Glu, Glu-Asp, Ser-Glu und Val-Asp entsprechend Protonen anlagern und anschließend 

durch PEPT 1 in neutraler Form transportiert werden, um intrazellulär die gewonnenen Pro-

tonen wieder abzugeben. PAN et al. (2001) wiesen Glu-Glu neben anderen Di- und Tripepti-

den als Substrat des PEPT1 an isolierten Oozyten des Krallenfrosches nach. Arbeiten von 

KNÜTTER (2003) und DANIEL und KOTTRA (2004) befassten sich mit den strukturellen Anforde-

rungen an Substraten und Inhibitoren apikaler H+/Peptidtransporter. Demnach wurden zum 

Beispiel Aminosäuren in D-Konfiguration schlechter transportiert als L-Aminosäuren. Auch 

die Aminogruppe am N-Terminus sowie die Carboxylgruppe am C-Terminus waren für eine 

gute Affinität zum Transporter wichtig (KNÜTTER, 2003). Die Peptidbindung selber musste in 

trans-Konformation vorliegen, wohingegen die bei Tripeptiden vorliegende zweite Peptidbin-

dung nicht von Bedeutung war (KNÜTTER, 2003). Nach BRANDSCH et al. (1998) erkannte der 

Peptidtransporter PEPT 1 Unterschiede in der Peptidbindung. Fehlte außerdem eine Seiten-

kette, so verringerte sich die Affinität des Di- oder Tripeptids (KNÜTTER et al., 2003). Waren 

jedoch die Seitenketten geladen, so erhöhte sich die Transportkapazität insbesondere, wenn 

eine kationische Gruppe vorlag. Außerdem führte eine gesteigerte Hydrophobizität der Sub-

stanzen zu einer Erhöhung der Affinität zum Transporter (KNÜTTER et al., 2003). Aus diesen 

Gründen ist ebenfalls ein PEPT 1-abhängiger Transport der identifizierten Tripeptide Lys-

Lys-Lys, Glu-Glu-Glu, Asp-Asp-Asp und Val-Pro-Leu wahrscheinlich.  

Die Konzentrationen der Aminosäuren sind dagegen im Plasma sehr heterogen (Tabelle 30, 

S. 125). Demnach wurden im humanen Plasma zum Beispiel Konzentrationen von 270 µM 

Glycin, 326 µM Alanin 241 µM Glutamin gemessen (SILBERNAGEL, 1988). Andere Aminosäu-

ren, wie Tyrosin (47 µM) oder Aspartat (2 µM) waren in viel niedrigeren Konzentrationen vor-

handen. Von Glutamat sind „mittlere“ Konzentrationen von 72 µM bestimmt worden (SILBER-

NAGEL, 1988).  

Leider gibt es nur wenige Studien, die die Plasmaspiegel von Di- und Tripeptiden nach Pro-

teinaufnahme analysierten: Es ist nach der Untersuchung von ANAND et al. (2004) bekannt, 

dass zum Beispiel der Wirkstoff Acyclovir (z.B. im Medikament Zovirax), welches gegen 

Herpesinfektionen eingesetzt wird, besser resorbierbar war, wenn es mit Val, Gly-Val oder 

Val-Val gekoppelt wurde. 
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Abbildung 54. Schema nach KOTTRA et al. für den Transport von Dipeptiden durch den huma-
nen Transporter PEPT 1 vom Darmlumen (extrazellulär) in die Mukosazelle (intrazellulär). 
Die Innenbereiche des PEPT 1 können neutrale, carboxy-terminale Dipeptide oder Verbindungen, die 
eine positiv geladene Gruppe an der amino-terminalen Seite tragen, transportieren.  Bei einem pH von 
7,5 werden ungefähr 100 % von Lys-Gly jedoch nur 20 % von Gly-Lys als Substrate durch PEPT 1 
transportiert. Grund ist ein pH abhängiger Transfer für Lys-Gly und ein höherer Km-Wert für Gly-Lys. 
Peptide mit negativ geladenen Seitenketten werden in Membrannähe durch einen bestehenden Pro-
tonenrückfluss aus der Zelle protoniert und anschließend in neutraler Form transportiert. Das zusätz-
lich intrazellulär entstandene Proton bewirkt eine erhöhte Säurebildung auf der zytosolischen Seite. 
Die Grafik wurde nach KOTTRA et al. (2002) modifiziert. 
 

 
5.6.2   Resorption und Metabolisierung von Sojaproteinen 
Die Samen der Sojabohne enthalten mit ungefähr 40 % sehr hohe Mengen an Protein (Ta-

belle 25, S. 109). Besonders die 11S- und 7S-Proteine Glycinin und β-Conglycinin sind die 

Hauptkomponenten des Sojaproteins (SCHLERETH, 2001).  

Di- und Tripeptide – auch aus Sojaprotein - sind folglich in der Lage, die Dünndarmbarriere 

zu überwinden. Spezielle Resorptionsstudien zur Bestimmung der Dipeptide aus Sojaprotei-

nen und deren Konzentrationen im Plasma bzw. im Blut sind bisher nicht durchgeführt wor-

den.  

Welche Dipeptide nach sojaproteinhaltiger Nahrung im Plasma nachzuweisen sind, muss 

Gegenstand weiterer wissenschaftlicher Untersuchungen sein.  

In einer Resorptionsstudie der bioaktiven, im Muskelprotein vorkommende Substanz Carno-

sin (β-Alanyl-L-Histidin) von PARK et al. (2005) wurden den Probanden 200 g Rinderhack-
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fleisch verabreicht, was ungefähr 124 g Carnosin pro 100 g Fleisch entsprach. Anschließend 

wurde die Konzentration von Carnosin im Plasma bestimmt. 2,5 h nach Nahrungsaufnahme 

wurden maximale Plasmakonzentrationen von 32,7 mg/mL Carnosin nachgewiesen (PARK et 

al., 2005). 

Ähnliche Analysen sollten auch im Rahmen zukünftiger Studien zur Bestimmung bioaktiver 

Peptide im Plasma durchgeführt werden. Nach 12-stündiger Nahrungskarenz sollten die Pro-

banden eine definierte soja-proteinhaltige Diät erhalten, um zu definierten Zeitpunkten den 

Anstieg der Di- oder Tripeptide im Plasma bestimmen zu können. Die Peptide könnten im 

Plasma mittels HPLC oder massenspektrometrisch identifiziert werden.  

Eine proteinreiche Diät erhöht die Konzentration der Peptide im Darmlumen (FERRARIS et al., 

1988). Im Tierexperiment von FERRARIS et al. (1988) wurde festgestellt, dass das Dipeptid L-

Carnosin bei einer proteinreichen Diät durch den Verdauungstrakt besser transportiert wird 

als bei einer proteinarmen Diät. Die Autoren schlossen daraus, dass der Carnosintransport 

von der Aminosäure, Peptid- und Proteinkonzentration im Darm abhängig ist. Demnach wäre 

es möglich, dass bei einer sojaproteinreichen Nahrung die Konzentrationen an Dipeptiden im 

Darmlumen ansteigt und als Signal für eine Verstärkung der Genexpression des PEPT 1 

fungiert (WALKER at al., 1998). 

 

Tabelle 30. Humane Plasmakonzentrationen ausgewählter Aminosäuren 
 

Aminosäuren Plasmakonzen-
tration [µM] Aminosäuren Plasmakonzen-

tration [µM] 
Alanin 326 Leucin 107 
Arginin 88 Lysin 157 
Aspartat 2 Methionin 18 
Citrullin 25 Ornithin 69 
Cystein 33 Phenylalanin 52 
Glutamat 72 Prolin 178 
Glutamin 241 Serin 124 
Glycin 270 Taurin 79 
Histidin 84 Threonin 143 
1-Methylhistidin 9 Tyrosin 47 
3-Methylhistidin 3 Valin 228 
Isoleucin 59   

 
Dargestellt wurden unterschiedliche Konzentrationen an Aminosäuren im menschlichen Plasma. Die 
Tabelle wurde nach SILBERNAGEL (1988) modifiziert. 
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Es ist durch SHIRAGA et al. (1999) nachgewiesen worden, dass die Dipeptide Gly-Sar (ein 

nicht natives, hydrolysebeständiges Dipeptid), Gly-Phe, Phe-Val, Lys-Phe und Asp-Lys die 

Synthese des Transporters erhöhen können. Die einzelnen Aminosäuren Gly, Gln, Asp, Val 

und Ala ruften diesen Effekt im Gegensatz zu Lys, Arg und Phe nicht hervor (SHIRAGA et al., 

1999). Daraus lässt sich schließen, dass eine proteinreiche Nahrungsaufnahme zu einer 

gesteigerten Expression der Peptidtransporter in der Bürstensaummembran der Mukosazel-

len führen kann. Dadurch wäre ein gesteigerter Peptidtransfer durch die Darmzelle möglich. 

Deshalb waren für die Analysen der Peptide nicht nur das gehäufte Auftreten der Substan-

zen in den Sojaproteinen Glycinin und β-Conglycinin wichtig, sondern auch der Aspekt der 

Resorbierbarkeit entscheidend. 

Wichtig für die Bedeutung der Ergebnisse in vivo ist außerdem die Beantwortung der Frage, 

inwiefern die Peptide, die mit der Nahrung aufgenommen werden, tatsächlich in die Blut-

zirkulation eintreten können. Zwar ist dazu die Existenz des PEPT 1 auf der apikalen Seite 

der Darmzelle gesichert, jedoch wurde der transzelluläre Transport noch nicht ausreichend 

wissenschaftlich geklärt. Wie in der Einleitung beschrieben, gibt es Hinweise auf das Vor-

handensein von Transportproteinen in der basolateralen Membran (SHEPHERD et al., 2002), 

von denen bis jetzt keine gesicherten strukturellen Erkenntnisse vorliegen. Ob dieser basola-

terale Transporter Protonen gekoppelt ist, wurde kontrovers diskutiert (SAITO und INUI, 1993; 

MATSUMOTO et al., 1994; TERADA et al., 1999).  

 

 

5.7      Wirkungen der Sojaproteine  
5.7.1   Wirkungen von Peptiden auf die Thrombozyten 
In den nachfolgend erwähnten in vitro Studien zur Wirkung spezifischer Peptide aus Nah-

rungsproteinen wird die Frage der Resorbierbarkeit der Peptide als eine Vorraussetzung für 

die Wirkung nach Nahrungsaufnahme nicht diskutiert und stand – im Gegensatz zu der vor-

liegenden Studie – nicht im Mittelpunkt der jeweiligen Fragestellungen.  

Es ist zur Zeit wissenschaftlich nicht gesichert, dass Peptide mit mehr als 3 Aminosäuren die 

Darmbarriere überwinden können und im Blut erscheinen. Es ist anzunehmen, dass diese 

Oligopeptide in kleinere Sequenzen im Rahmen der Verdauungsprozesse enzymatisch ge-

spalten werden. Zwar gibt es auf der Thrombozytenmembran zahlreiche Rezeptoren für en-

dogen gebildete Peptide, z.B. TRAP oder Catecholamine die als Signalvermittler (z.B. Hor-

mone) fungieren können (GERSZTENET et al., 1994; LANDESBERG et al., 2005). Jedoch spie-

len die endogen gebildeten Peptide in der Fragestellung der vorliegenden Studie keine zent-

rale Rolle. Deshalb standen die Untersuchungen mit Substanzen mit Vordergrund, die tat-

sächlich nach einer soja- und proteinreichen Nahrungszufuhr die Darmbarriere überwinden 
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können. Spezielle Peptidsequenzen aus Sojaproteinen, die die Thrombozytenaggregation 

beeinflussen, sind bisher nicht bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurden daher die Soja-

proteine β-Conglycinin und Glycinin nach ihren Sequenzen aufgeteilt und die Dipeptide und 

Tripeptide herausgesucht, die am häufigsten im Sojaprotein vorkommen (Anhang, Tabelle 

35). Deshalb können die nun folgenden Studien zwar nicht direkt mit der aktuellen Ergebnis-

sen dieser Studie verglichen werden, jedoch zeigen sie, dass gerade in der letzten Zeit die 

Wirkungen von Nahrungsproteinen intensiver erforscht werden und nach wie vor von wis-

senschaftlichen Interesse sind. 

In der letzten Zeit wurde das Peptid Lunasin, eine aus 43 Aminosäuren bestehende Sub-

stanz der Sojabohne, welches auch in der Gerste vorkommt (DELUMEN; 2005), intensiv er-

forscht (GALVEZ et al., 2001). Es stellt das erste identifizierte, bioaktive Peptid des Sojaprote-

ins dar. Thrombozytenhemmende Effekte sind bisher von Lunasin nicht beschrieben worden. 

Dagegen werden derzeit besonders die krebspräventiven Wirkungen untersucht (GALVEZ et 

al., 2001; DELUMEN, 2005). Lunasin unterbindet die Azetylierung der Histone im Zellkern von 

Mammakarzinomzellen und initiiert dadurch den Zelltod (DELUMEN, 2005). Ein mögliche in 

vivo Wirkung des Lunasins auf die Aggregation der Thrombozyten ist auf Grund der langen 

Kettenlänge dieses Peptids ungewiss, da es im Gastrointestinaltrakt in kleine Peptidbruch-

stücke gespalten werden würde. Am Carboxylende des Lunasins befinden sich 9 Asp sowie 

die Sequenz Arg-Gly-Asp. Arg-Gly-Asp wurde bereits in verschiedenen Proteinen und Pepti-

den anderer Lebewesen (z.B. Halysin, Trigamin, Lebetin, Rhodostomin aus Schlangengiften) 

als die thrombozyteninhibierende Sequenz des GP IIb/IIIa Rezeptors identifiziert (HUANG et 

al., 1991; KINI und CHOW, 2001; MARRAKCHI et al., 2001). Als eine weitere thrombozyteninhi-

bierende Substanz der Sojabohne wurde 1-Methyl-1,2,3,4-Tetrahydro-β-Carbolin identifiziert, 

welche aus einem Extrakt der Sojasauce isoliert wurde (TSUCHIYA et al., 1999). 

Weitere Proteine, z.B. aus der Milch, wurden ebenso als Hemmstoffe der Aggregation identi-

fiziert: So wiesen QIAN et al. (1995a) die Wirkung des Laktoferrins auf die Thrombin-

induzierte Thrombozytenaggregation in vitro nach. Dazu wurde Laktoferrin und deren durch 

Pepsin hergestellten Hydrolysate der Thrombozytensuspension vor Thrombinaktivierung 

(Konzentration 0,25 U/mL) zugesetzt. Die Autoren beobachteten eine dosisabhängige Hem-

mung der Thrombozytenaggregation sowohl durch Laktoferrin als auch durch seine Pepsin-

hydrolysate. Eine anschließende chromatographische Bestimmung dieser Hydrolysate ergab 

ein inhibitorisches Peptid mit der Anfangssequenz Arg-Lys-Leu-Gly-Arg-Pro-Leu. Da jedoch 

durch einen Pepsinverdau Peptide mit unterschiedlichen Sequenzen und Größen bzw. Län-

gen entstehen, wurde in der Studie von QIAN et al. (1995a) der Thrombozytensuspension 

keine Reinsubstanz, sondern ein Gemisch zugesetzt. In der vorliegenden Studie jedoch wur-

de dagegen in jedem Versuchsansatz Peptide definierter Sequenz und Konzentration zuge-

setzt. Ein Vergleich mit den Ergebnisse von QIAN et al. (1995a) ist deshalb nicht möglich. 
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Laktoferrinrezeptoren wurden jedoch in verschiedenen Zellen wie Monozyten, Makrophagen, 

Lymphozyten und in Blutplättchen nachgewiesen (LEVEUGLE et al., 1993; MANEVA et al., 

1993; QIAN et al., 1995a).  

Das Kasoplatelin und Kasopiastrin aus dem κ-Kasein der Milch hemmten die ADP-induzierte 

Thrombozytenaggregation und die Bindung des Fibrinogens an die λ-Kette des GPIIb/IIIa 

Rezeptors (QIAN et al., 1995b; CLARE und SWAISGOOD, 2000). Die Peptidsequenzen Lys-

Asp-Gln-Asp-Lys, Thr-Ala-Gln-Val-Tyr-Ser-Tyr-Glu-Val und Gln-Val-Tyr-Ser-Tyr-Glu-Val aus 

dem κ-Kasein der Schafmilch hemmten die Thrombin-induzierte Aggregation der Thrombo-

zyten (QIAN et al., 1995b). Ein Vergleich der Ergebnisse mit der Studie von QIAN et al. 

(1995b) ist nicht möglich, da die Thrombin-induzierte Thrombozytenaggregation nicht im 

Rahmen der vorliegenden Studie untersucht wurde.  

In vitro Arbeiten von WANG et al. (2004) belegten, dass das synthetische Peptid Polyaspar-

toyl-L-Arginin (PDR) bei oraler und intravenöser Injektion die ADP (1-5 mol/L)-, Kollagen (40-

50 mg/L)- und Thrombin (60-70 U/L)-induzierten Aggregationen hemmten. Die Aggregation 

wurde ebenso wie in der vorliegenden Studie nach der Methode von BORN durchgeführt. Im 

Vergleich zu der vorliegenden Untersuchung wurden in der ADP-induzierten Thrombozyten-

aggregation höhere ADP-Konzentrationen und geringfügig niedrigere Kollagenkonzentration-

en verwendet. Da das PDR oral oder intravenös den Versuchstieren gegeben wurde, richtete 

sich die Konzentration der Testsubstanz nach dem Körpergewicht der Versuchstiere (15 

mg/kg KG, 30 mg/kg KG, 60 mg/kg KG). In der vorliegenden Untersuchung wurden den Pro-

banden oral keine Substanzen verabreicht, sondern die Testsubstanzen dem plättchenrei-

chen Plasma nach der Blutabnahme zugegeben und anschließend die Aggregation be-

obachtet. Auf Grund der genannten Unterschiede im Studiendesign sind die Ergebnisse von 

WANG et al. (2004) nicht mit den Ergebnissen der aktuellen Arbeit vergleichbar. 

 

In keiner Publikation wurden die in dieser Studie identifizierten bioaktiven Peptide als Modu-

latoren der Thrombozyten oder anderer biologischer Systeme identifiziert bzw. beschrieben.  

 

Auffällig war, dass Genistein besonders in Verbindung mit glutamathaltigen Molekülen wirk-

te. Peptide, die häufig die Aminosäure Glutamat enthalten, sind als Sequenzelemente von 

Peptidhormonen oder Proteinen weit verbreitet: So sind sie Bestandteile des Hormons 

Gastrin (BUNDGAARD et al., 1997) und zudem Strukturbausteine von Natrumkanälen (VORA et 

al., 2005). Intestinale Zellen benutzen ferner Glutamat in größeren Mengen für ihre Alanin-, 

Laktat-, Prolin- oder Glutationsynthese (REEDS et al., 2000). Nicht zuletzt ist die Aminosäure 

Glutamat ein Botenstoff des Gehirns, für den spezielle Glutamatrezeptoren im Gehirn vor-

handen sind. Ferner befinden sich auf Lymphozyten Glutamatrezeptoren, wobei die Dipepti-

de Glu-Glu, Ala-Glu-Glu sowie Glu-Glu-Ala mit Glu um die Rezeptorbindung konkurrieren 
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(KOSTAVAN et al., 1997).  

Da auf Lymphozyten Glutamatrezeptoren existieren, kann vermutet werden, dass derartige 

Rezeptoren möglicherweise auch auf der Membran der Thrombozyten exprimiert werden. 

Auf Thrombozyten befinden sich natriumabhängige Transporter, die in ähnlicher Form auch 

im Gehirn vorkommen (BEGNI et al., 2005; HOOGLAND et al., 2005). Dazu zählen EAAT 1, 

EAAT 2 und EAAT 3 (Exitatory Amino Acid Transporter), wobei EAAT 2 in der Plättchen-

membran am häufigsten vertreten ist (HOOGLAND et al., 2005). Die Arbeit von HOOGLAND et 

al. (2005) deutete ferner darauf hin, das der Glutamattransporter EAAT 2 in den α-Granula 

der Plättchen lokalisiert ist und durch eine Thrombinaktivierung freigesetzt werden kann. 

Durch ALIPRANDI et al. (2005) wurde festgestellt, dass nach einem Schlaganfall die Gluta-

matkonzentration im Plasma stark ansteigt, da Thrombozyten nach Aktivierung ihre Gluta-

matreserven an das Blut abgeben. Es ist daher davon auszugehen, dass Glutamat durch die 

genannten Transporter entweder das Zellinnere der Thrombozyten erreichen oder an Rezep-

torsysteme der Thrombozyten binden kann. Daraus ergeben sich vor allem für die Diskussi-

on der synergistischen Wechselwirkungen zwischen Genistein und besonders den sauren 

Dipeptiden wichtige Konsequenzen. Eine Hypothese zum Wirkmechanismus könnte sein, 

dass Glutamat mit weiteren Glu-enthaltenden Di- und Tripeptiden um die Bindung an den 

Glutamatrezeptor auf der Thrombozytenmembran konkurriert. Über rezeptorvermittelte Sig-

nalkaskaden könnten so intrazellulär Aktivierungsreaktionen gehemmt werden. Denkbar wä-

re ebenso ein Transport der bioaktiven Verbindungen über membranständige Glutamat-

transporter in das Zellinnere. 

 

 

5.7.2      Vergleich der eingesetzten Peptidkonzentrationen mit denen an- 
derer publizierten Studien 

 
In der vorliegenden Arbeit wurden mit einheitlichen Peptidkonzentrationen von 1 mM gear-

beitet. Da Aminosäuren im Wesentlichen die Thrombozytenaggregation nicht beeinflussten, 

werden im Folgenden nur die Peptidkonzentrationen der aktuellen Untersuchung mit denen 

anderer Studien verglichen. Peptide des Sojaproteins wurden bisher nicht aggregometrisch 

untersucht. Ein Vergleich mit Sojapeptiden ist daher nicht möglich. Die meisten Peptide, von 

denen eine hemmende Wirkung ausging, wurden anhand der Thrombin-induzierten Throm-

bozytenaggregation, die in der vorliegenden Studie nicht gemessen wurde, analysiert. Nur in 

der Studie von WANG et al. (2004), die die Wirkung des synthetischen Peptids PDR unter 

anderem auf die ADP- und Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregationen untersuchten, 

wurde ein vergleichbarer Studienaufbau zur Aggregometrie genutzt. Ein direkter Vergleich 

mit der Arbeit von WANG et al. (2004) ist jedoch nicht möglich, da das Peptid oral bzw. 

intravenös gegeben wurde. 
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5.8      Wechselwirkungen zwischen Genistein und Aminosäu- 
ren bzw. Peptiden  

 
Die in vitro Untersuchungen an Thrombozyten gesunder Probanden zeigen, dass durch syn-

ergistische Wechselwirkungen vor allem zwischen sauren Dipeptiden und dem Isoflavon Ge-

nistein eine deutliche Hemmung der besonders durch ADP und Arachidonsäure ausgelösten 

Thrombozytenaggregationen hervorgerufen wurden. Wurde Arachidonsäure als Agonist be-

nutzt, reichten sogar 1 nM Peptidkonzentrationen aus, um zusammen mit Genistein einen 

Hemmeffekt auszulösen (Tabelle 31, S. 131). Saure Peptide spielten daher in der Wirkung 

zusammen mit Genistein eine entscheidende Rolle. Diese Beobachtungen galten für Herz-

gesunde und für Patienten mit KHK und/oder Vorhofflimmern.  

 

Da die in der vorliegenden Studie nachgewiesenen synergistischen Wechselwirkungen bis-

her nicht nachgewiesen wurden, können sie zum einen in Bezug auf die Interaktionspartner 

Genistein und Peptidsequenzen aus Sojaprotein nicht mit anderen Studien verglichen wer-

den; zum anderen wurde in keiner bisher publizierten Studie eine potenzielle Interaktion zwi-

schen verschiedenen Substanzen auf den biologischen Effekt – Hemmung der Agonisten-

induzierten Thrombozytenaggregationen – beschrieben.  

Synergistische Wechselwirkungen sind allerdings zwischen anderen Substanzen – zum Bei-

spiel zwischen verschiedenen Flavanolen oder Flavonoiden – in anderen biologischen Sys-

temen beschrieben worden (RAVINDRANATH et al., 2004): So hemmten Quercetin und 

Kämpferol synergistisch die Zellproliferation humaner Krebszellen (ACKLAND et al., 2005). 

Genistein hemmte zusammen mit der biologisch aktiven Form des Vitamin D, des 1-α-25-

Dihydroxycholecalciferols (RAO et al., 2002), Camptothecin (PAPAZISIS et al., 2005) oder zu-

sammen mit 5-Fluorouracil (HWANG et al., 2005) das Wachstum verschiedener Krebszellli-

nien. Außerdem wirkte Genistein zusammen mit Zink synergistisch auf die Förderung des 

Knochenaufbaus durch eine Aktivierung der alkalischen Phosphatase (YAMAGUCHI et al., 

2000). 
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Tabelle 31. Synergistische Wechselwirkungen unterschiedlicher Substanzen mit Ge- 
                    nistein auf die Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregationen   

 

Verbindung ADP Adrenalin Kollagen Arachidonsäure 1) 

Asn   +  
Glu    + 

Glu-Glu +  + +, ++ 
Asp-Glu +   +, ++ 
Asp-Asp    + 
Glu-Asp + + +  
Ser-Glu    + 
Val-Asp    + 

Glu-Glu-Glu   + +, ++, +++ 
Lys-Lys-Lys  +    
Val-Pro-Leu  +    
Asp-Asp-Asp +  + +, ++ 

 
Synergistisch mit 250 µM Genistein wirkende Verbindungen in unterschiedlichen Konzentrationen (+ 1 
mM, ++ 1 µM, +++ 1 nM) auf die ADP, Adrenalin, Kollagen und Arachidonsäure induzierten Thrombo-
zytenaggregationen, Signifikanz p <  0,05. 1) Die Darstellung synergistischer Wechselwirkungen erfolg-
te bei der Arachidonsäure als Agonist bei variablen Genisteinkonzentrationen.   
 

 

5.9      Übertragbarkeit der in vitro erhobenen Befunde auf in 
           vivo  Bedingungen  

 
Die aktuellen Ergebnisse zeigen jedoch für den gesunden Menschen eine neue Möglichkeit 

auf, einer koronaren Herzerkrankung oder einem Vorhofflimmern entgegenzuwirken. Mittels 

einer sojaproteinhaltigen Ernährung könnten die Thrombozyten in einem niedrigen Aktivie-

rungszustand gehalten werden, ohne die Thrombozytenfunktion oder die Gerinnung außer 

Kraft zu setzen. Derzeit sind zur Selbstmedikation zahlreiche flavonoidhaltige Präparate in 

Drogerien und Reformhäusern beispielsweise zur Behandlung klimakterischer Beschwerden 

im Handel erhältlich.  

Die kardioprotektive Wirkung von Inhaltstoffen der Sojabohnen und ihre gesundheitspoliti-

sche Bedeutung ist nachgewiesen worden (ANDERSON et al., 1995). In zahlreichen Untersu-

chungen wurde festgestellt, dass eine sojareiche Ernährung zu günstigen Lipidprofilen führte 

(ANDERSON et al., 1995). Sojareiche Ernährung wirkt also über eine Beeinflussung des Fett-

stoffwechsels kardioprotektiv, da hohe Cholesterinspiegel eine Manifestation der Atheroskle-

rose mit ihren Folgeerkrankungen begünstigen können (siehe Kapitel 1.2.3). 

ANDERSON et al. (1995) berechneten in einer Metaanalyse von 38 klinischen Studien, die 

Wirkung der Sojaisoflavone auf den Lipidstoffwechsel und stellten fest, dass das Gesamt-
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cholesterin um 9,3 %, das LDL-Cholesterin um 12,9 % und die Triglyceride um 10,5 % redu-

ziert werden konnten, wobei das HDL-Cholesterin keinen Veränderungen unterlegen war.  

Es soll an dieser Stelle noch einmal darauf hingewiesen werden, dass es Studien gibt, die 

eine Verbesserung des Lipidprofils durch Sojaprotein nur bei gleichzeitiger Einnahme reiner 

Isoflavone beobachten (NESTEL et al., 1997; HODGSON et al., 1998). Das bedeutet, dass Iso-

flavone mit Proteinen gemeinsam auf den Cholesterinspiegel wirkten. Doch Studien zur 

Hemmung der Thrombozytenfunktion, d.h. zu einer Hemmung durch Inhaltsstoffe der Soja-

bohne fehlten bislang. In der vorliegenden Studie besteht somit eine Analogie in der gemein-

samen Wechselwirkung von Genistein und Peptiden auf die Thrombozytenfunktion zu den 

Studien von NESTEL et al. (1997) und HODGSON (1998).  

Durch die thrombozytenhemmenden Wirkungen des Genisteins, der identifizierten Peptid-

substanzen und der gemeinsamen synergistischen Wechselwirkung wurde in der vorliegen-

den Studie ein neuer Ansatz zur Kardioprotektion geschaffen. Die Existenz synergistischer 

Wechselbeziehungen sojaproteinhaltiger Nahrungskomponenten im Plasma gesunder Pro-

banden und herzkranker Patienten lieferten den ersten Beweis, dass in einem physiologi-

schen Milieu eine Modulation der Thrombozytenaggregation möglich ist. Die gewonnenen 

Ergebnisse sind die Basis für nachfolgende in vivo Experimente.  

Falls die hier in vitro erhobenen Befunde sich auf in vivo Bedingungen übertragen lassen, 

sind für die biologische Bedeutung der vorliegenden Ergebnisse 4 Aspekte hervorzuheben: 

(1) Die synergistischen Wechselwirkungen stellen eine Grundlage für primäre Präventions-

maßnahmen zur Vorbeugung gesteigerter Thrombozytenaggregationen dar, die eine Mani-

festation von Herzerkrankungen verursachen oder begünstigen könnten. (2) Für die Therapie 

von Herzerkrankungen sind die erhobenen Befunde eine weitere Möglichkeit, Patienten mit 

KHK und/oder Vorhofflimmern mit einem genistein- und peptidhaltigen Medikament zur Vor-

beugung nachfolgender Komplikationen wie Herzinfarkt oder Schlaganfall zu behandeln und 

stellen damit ein Beitrag zur sekundären Prävention von Herzerkrankungen dar. (3) Eine 

weitere Möglichkeit besteht in der Entwicklung eines Kombinationspräparates aus etablierten 

Thrombozyten-aggregationshemmstoffen mit einem Präparat aus Genistein und Di- und Tri-

peptiden in der Behandlung von Herzerkrankungen. Eine ausreichende Bioverfügbarkeit ist 

allerdings eine unabdingbare Voraussetzung für die therapeutische Wirksamkeit der bioakti-

ven Moleküle in der Sojabohne. (4) Durch die in der vorliegenden Studie optimiertere durch-

flusszytometrische Methode durch die Markierung aktivierter Thrombozyten mit  den spezifi-

schen Antikörpern CD 62/PAC-1FITC/CD 41aPerCP wäre ein verbessertes Monitoring für 

die Diagnose und Therapie vor allem des Vorhofflimmerns gegeben. 

 

Um zu überprüfen, inwieweit sich die in der vorliegenden Studie erhobenen Befunde auf in 

vivo Bedingungen übertragen lassen, ist die Durchführung weiterer Untersuchungen an ge-
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sunden Probanden und herzkranken Patienten unverzichtbar. In vivo wären kurzzeitige oder 

langzeitige Effekte der einzelnen oder in synergistischer Weise mit Genistein wirkenden bio-

aktiven Peptide denkbar.  

Um daher die Wirkung der in der vorliegenden Studie identifizierten bioaktiven Substanzen in 

vivo zu überprüfen, sollten die Versuche analog zur vorliegenden Studie an gesunden Pro-

banden und an Patienten mit einem Vorhofflimmern und/oder einer KHK durchgeführt wer-

den.  

 

Kurzzeiteffekte: 

Zur Überprüfung der Kurzzeiteffekte sollten daher die 3 Studienpopulationen (gesunde Pro-

banden, VHF, KHK) in 4 Untergruppen aufgeteilt werden (Tabelle 32, S. 134): Placebogrup-

pe, Peptidgruppe, Genisteingruppe sowie Peptid-Genisteingruppe. Um valide Daten zu er-

halten, sollte jede Untergruppe jeweils aus mindestens 15 Personen bestehen. Auf Grund 

der Resorptionskinetik des Genisteins (1. Peak nach 2 h, 2. Peak nach 6 bis 8 h; BUSBY et 

al., 2002; ZUBIK und MEYDANI, 2003) sollte ferner ein Untersuchungszeitraum von jeweils 8 h 

mit zunächst 5 Blutentnahmen (vor Gabe bzw. 1, 2, 4 und 8 h nach Gabe der Substanzen) 

eingeplant werden. Unmittelbar nach den Blutentnahmen sollten die aggregometrischen An-

alysen mit physiologischen Induktoren der Thrombozytenaggregation erfolgen. Neben ADP, 

Adrenalin, Kollagen und Arachidonsäure könnte auch Thrombin als Agonisten eingesetzt 

werden. Dazu wären jedoch weitere aggregometrische Vorversuche in vitro nötig, da Throm-

bin als Agonist nicht in den aktuellen Untersuchungen eingesetzt wurde. 

An gesunden Probanden könnten alle die in der vorliegenden Studie verwendeten Indukto-

ren eingesetzt werden. Die aggregometrischen Analysen von KHK- und VHF-Patienten 

könnten jedoch nur mit den Agonisten ADP und Kollagen durchgeführt werden, da sich in der 

vorliegenden Studie gezeigt hat, dass auf Grund der Medikation die agonistenspezifischen 

Aggregationen herzkranker Patienten nicht mit jedem Induktor überprüft werden können. 

 

Mittels der Durchflusszytometrie wurde in der vorliegenden Studie nachgewiesen, dass Pati-

enten mit VHF chronisch aktivierte Thrombozyten besitzen. Es ist deshalb auch wichtig, ne-

ben der Aggregometrie die Funktionalität der Thrombozyten mit spezifischen Markern (P-

Selektin, Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate, PAC-1, LIBS) durchflusszytometrisch zu 

charakterisieren. Weiterhin könnte die Bestimmung thrombozytärer Sekretionsmarker 

(Thromboxan B2, P-Selektin, PF 4 und β-Thromboglobulin) ein zentraler Bestandteil der Stu-

die sein.  

Zur Beurteilung der Effekte wären die Bestimmungen der Plasmakonzentrationen des Ge-

nisteins und der Peptide essenziell. Genistein und Aminosäuren bzw. Peptide könnten chro-
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matographisch (HPLC) und/oder massenspektrometrisch (GC-MS) analysiert werden (BUSBY 

et al., 2002; ZUBIK und MEYDANI, 2003).  

 

Langzeiteffekte: 

Substanzen, die sich in der Analyse der Kurzzeiteffekte als wirksam erweisen, sollten in den 

Untersuchungen zur Überprüfung von Langzeiteffekten eingesetzt werden.  

In Analogie zur Analyse der Kurzzeiteffekte müssten ebenfalls die 3 Studienpopulationen in 

Abhängigkeit von der Substanzzufuhr in 4 Gruppen unterteilt werden. Auch hier sollte die 

Gruppenstärke jeweils mindestens 15 Personen betragen (Tabelle 32). Es wäre wün-

schenswert, wenn die Probanden die Substanzen täglich zu sich nähmen. Die  tägliche Er-

nährung sollte zwar einer mitteleuropäischen Kost entsprechen, jedoch sollten proteinreiche 

und besonders flavonoidreiche Lebensmittel nicht oder nur in geringen Mengen verzehrt 

werden. Um zum Beispiel die tägliche Proteinaufnahme überprüfen zu können, sollte jeder 

Proband ein Ernährungsprotokoll mitführen. 

Wie schon bei der Beschreibung der Kurzzeiteffekte würden auch hier die Thrombozyten-

funktion aggregometrisch, durchflusszytometrisch und anhand thrombozytärer Sekretions-

marker charakterisiert. Ferner sollte auch in der Überprüfung der Langzeiteffekte die Ge-

nistein- und Peptidkonzentrationen im Plasma chromatographisch oder massenspektrome-

trisch bestimmt werden. 

 

Tabelle 32. Theoretischer Aufbau einer nachfolgenden in vivo Studie zur Überprüfung 
                   der in vitro erhaltenen Befunde bioaktiver Substanzen 
 

 Einteilung der Kollektive 
Gesunde, VHF, KHK in Untergruppen 

 Untergruppe 1 Untergruppe 2 Untergruppe 3 Untergruppe 4 

 Einnahme von 
Placebo 

Einnahme des 
Peptids 

Einnahme von 
Genistein 

Einnahme von 
Genistein und 

Peptid 
Kurz- und Langzeiteffekte 

Substanz Träger-
substanz z.B. Glu-Glu  Genistein z.B. Glu-Glu + 

Genistein 
Menge [g] 1,05  1 0,05  1,05 
Anzahl der Probanden 15 15 15 15 

 
In der Tabelle sind zur Überprüfung der Kurzzeit- und der Langzeiteffekte bioaktiver Substanzen die 
Personengruppen „Gesunde“, „KHK“ und „VHF“ in jeweils 4 Untergruppen unterteilt worden. Die Un-
tergruppe 1 nimmt als Kontrolle ein Placebo (z.B. die Trägersubstanz) ein. Untergruppe 2 nimmt das 
Peptid alleine ein und die Untergruppe 3 Genistein alleine. Nur die Untergruppe 4 erhält das Gemisch 
aus Genistein und Peptid.  Jeder Gruppe werden 15 Personen zugeordnet. In welcher Menge den 
Probanden die Substanzen verabreicht werden, ist in der Tabelle beispielhaft angegeben. Demnach 
sollen die Personen 1g des Peptids bzw. 50 mg des Genisteins erhalten.  
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Besonders bei der Überprüfung der Langzeiteffekte an Herzgesunden und Herzkranken ist 

die Überprüfung des thrombozytären Funktionszustandes essenziell. Mit der optimierten 

Markierungsmethode (CD 62/Pac-1/CD 41) der vorliegenden Studie wurde eine verbesserte 

methodische Grundlage geschaffen, chronisch aktivierte Thrombozyten präzise zu erfassen. 

Gerade die Langzeiteffekte bioaktiver Substanzen sollten Auswirkungen auf die Aktivierung 

der Thrombozyten besitzen. Die etablierte durchflusszytometrische Methode sollte daher als 

Prognosemarker zur Kontrolle der Effizienz der langfristigen sekundären Prävention vor al-

lem bei Patienten mit Vorhofflimmern dienen zu können. Weitere thrombozytenspezifische 

Marker (P-Selektin, Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate, PAC-1, LIBS) oder die Analyse 

thrombozytärer Sekretionsmarker können zu einer weiteren Beurteilung der Blutplättchen 

gesunder und herzkranker Menschen herangezogen werden.  

 

Besonders wichtig wären diese Erkenntnisse für die Primär- und Sekundärprävention herz-

kranker Patienten. Die zentrale Rolle der Thrombozyten bei der KHK ist bewiesen und im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit eingehend beschrieben worden. Azetylsalizylsäure (ASS) 

käme als einzige Substanz zur primären Prävention in Betracht. Gegen die langfristige Nut-

zung von ASS im Rahmen einer KHK-Primärprävention spricht jedoch die Vielzahl an Ne-

benwirkungen dieses Medikamentes (JENKINS et al., 2004). So hat zum Beispiel eine Meta-

analyse ergeben, dass die Prävalenz von Asthma, welches durch ASS induziert werden 

kann, bei Erwachsenen 21 % beträgt (JENKINS et al., 2004). Außerdem ist der Einsatz von 

ASS zur Primärprophylaxe kardiovaskulärer Ereignisse wissenschaftlich nicht eindeutig be-

legt (WALTERING et al., 2005). WALTERING et al. (2005) kommen zu dem Schluss, dass der-

zeit keine Indikation für eine generelle Primärprophylaxe mit ASS bei Menschen ohne be-

kannte kardiovaskuläre Vorerkrankungen besteht. Zum Nachweis eines besonderen Nutzens 

für definierte Risikogruppen forderten die Autoren weitere prospektive, randomisierte und 

kontrollierte Endpunktstudien (WALTERING et al., 2005). Besonders herzkranke Patienten 

leben mit einem permanenten Risiko arterielle oder venöse Thrombosen zu erleiden, da ihre 

Blutplättchen chronisch aktiviert sind. KHK und Vorhofflimmern können zu schwerwiegenden 

klinischen Komplikationen mit letalem Ausgang (z.B. Herzinfarkt, Apoplex) führen. Aus die-

sem Grund ist es besonders für diese Patientengruppe wichtig, dass chronisch aktivierte 

Thrombozyten in ihrer Aktivität auf einen normalen Funktionszustand gedrosselt werden. 

Deshalb stellt die Erforschung antithrombozytärer Substanzen, wie sie mit der hier vorge-

stellten und geplanten Untersuchungen durchführbar wäre, einen wichtigen Schritt zur primä-

ren und zur sekundären Prävention der KHK dar.  
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6   ZUSAMMENFASSUNG 

Thrombozyten spielen bei der Entstehung und Progression der koronaren Herzerkrankung 

(KHK) und dem Vorhofflimmern eine entscheidende Rolle. Untersuchungen zur Modulation 

der thrombozytären Funktion durch bioaktive Komponenten aus Soja fehlten bisher aller-

dings sowohl bei Gesunden als auch bei KHK-Patienten. Es sollte daher mithilfe einer um-

fangreichen Thrombozytenfunktionsdiagnostik aufgeklärt werden, ob Komponenten aus Soja 

über eine Hemmung der aktivierten Thrombozyten kardioprotektiv wirken können. 

 

Für die aggregometrischen und durchflusszytometrischen Messungen wurden Probanden 

Vollblut entnommen und mit Citrat antikoaguliert. Bei den aggregometrischen Untersuchun-

gen wurden Kollagen, ADP, Adrenalin und Arachidonsäure als physiologische Agonisten 

eingesetzt. Für die Charakterisierung der thrombozytären Aktivierung mittels Durchflusszy-

tometrie wurden P-Selektin und Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate und PAC-1 als Marker 

eingesetzt.  

 

Im Zentrum der Untersuchungen standen zunächst Di- und Tripeptide, deren intestinale Re-

sorption wissenschaftlich gesichert war und die besonders häufig in den Sojaproteinen β-

Conglycinin und Glycinin vorkommen. Vor allem die aggregometrischen Analysen wurden 

nachfolgend auf eine Vielzahl von anderen Aminosäuren und Peptiden erweitert.  

Die Untersuchungen belegen, dass einige Aminosäuren (Asn, Leu), Dipeptide (Glu-Glu, Val-

Asp) und Tripeptide (Lys-Lys-Lys, Leu-Leu-Leu) allein die Plättchenaggregation hemmen 

oder stimulieren konnten (Tabelle 33, S. 137).  

Ferner hemmte das Isoflavon Genistein – als ein weiterer Inhaltsstoff der Sojabohne – dosis-

abhängig die durch Kollagen-, ADP-, Adrenalin- und Arachidonsäure-induzierten Thrombozy-

tenaggregationen.  

Untersuchungen zu potenziellen Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Peptiden bzw. 

Aminosäuren und dem Isoflavon Genistein belegten eine synergistische Wechselwirkung 

zwischen Glu-Glu und Genistein auf die Inhibition der durch ADP- und Kollagen-induzierten 

Plättchenaggregationen. Bei strukturverwandten Peptiden bzw. Aminosäuren wurde ein Syn-

ergismus nur bei Induktion durch ADP (Asp-Glu, Glu-Asp) bzw. durch Kollagen (Glu-Asp, 

Glu-Glu-Glu, Asp-Asp-Asp) beobachtet. Hinsichtlich der Adrenalin-induzierten Thrombo-

zytenaggregation zeigte sich einzig das Dipeptid Glu-Asp zusammen mit Genistein als syn-

ergistisch wirksam. Asn steigerte die Genistein-abhängige Hemmung der Kollagen-indu-

zierten Thrombozytenaggregation.  

Ein ausgeprägter synergistischer Effekt auf die Hemmung der Arachidonsäure-abhängigen 

Aggregation wurde zwischen Glu, Glu-Glu, Asp-Glu, Asp-Asp oder Glu-Glu-Glu bzw. Asp-
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Asp-Asp einerseits und Genistein andererseits beobachtet (Tabelle 33). Dabei waren die 

Peptide schon in Konzentrationen von 1 µM oder wie bei Glu-Glu-Glu in einer Konzentration 

von 1nM wirksam. Die Genisteinkonzentrationen, bei denen synergistische Effekte auftraten, 

unterlagen deutlichen inter-individuellen Schwankungen. 

Die Untersuchungen an herzkranken Patienten weisen darauf hin, dass die (synergistischen) 

Hemmungen der Thrombozytenaktivierung wesentlich stärker als bei gesunden Probanden 

ausgeprägt sind. Außerdem konnte durchflusszytometrisch mithilfe spezifischer Aktivierungs-

marker die Thrombozytenfunktion herzkranker Patienten charakterisiert werden, wobei Pa-

tienten mit einem Vorhofflimmern deutlich stärker aktivierte Thrombozyten aufwiesen als ge-

sunde Probanden und Patienten mit einer KHK.  

 
Tabelle 33. Zusammenfassende Darstellung der in vitro thrombozytenhemmenden 
                    bioaktiven Substanzen (eingeteilt nach Agonisten) 
 

 ADP Adrenalin Kollagen Arachidonsäure* 

Bioaktive Substanzen 

Aminosäuren    Asn, Leu 

Dipeptide Glu-Glu  
Val-Asp Val-Asp   

Tripeptide Lys-Lys-Lys  Leu-Leu-Leu  

Synergistische Wechselwirkungen zwischen Genistein und bioaktiven Substanzen 

Aminosäuren   Asn Glu 

Dipeptide 
Glu-Glu 
Asp-Glu 
Glu-Asp 

Glu-Asp Glu-Glu 
Glu-Asp 

Glu-Glu 
Asp-Glu 
Asp-Asp 
Ser-Glu 
Val-Asp 

Tripeptide 
Val-Pro-Leu 
Asp-Asp-Asp 
Lys-Lys-Lys 

 Glu-Glu-Glu 
Asp-Asp-Asp 

Glu-Glu-Glu 
Asp-Asp-Asp 

 
In der Tabelle wurden die Substanzen aufgelistet, die die ADP-, Adrenalin-, Kollagen und/oder Arachi-
donsäure-induzierten Thrombozytenaggregation alleine oder als Gemisch mit dem Isoflavon Genistein 
hemmten. Alle Aminosäuren, Di- und Tripeptide wurden in 1 mM und Genistein in 250 µM Konzentra-
tionen eingesetzt. * Nur bei Arachidonsäure als Agonist kamen inter-individuelle Genisteinkonzentrati-
onen und Peptidkonzentrationen von 1 mM , 1µM oder 1nM zum Einsatz. 
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Die in vitro Untersuchungen an Thrombozyten gesunder Probanden zeigen, dass durch syn-

ergistische Wechselwirkungen vor allem zwischen sauren Dipeptiden und dem Isoflavon Ge-

nistein eine deutliche Hemmung der durch verschiedene physiologische Agonisten induziert-

en Thrombozytenaggregationen hervorgerufen wurde.  

Die erzielten Ergebnisse erlauben die Vermutung, dass vor allem Patienten mit chronisch 

aktivierten Thrombozyten, wie es bei Patienten mit Vorhofflimmern der Fall ist, von diesen 

synergistischen Hemmungen der Plättchenaktivierung therapeutisch profitieren könnten. 
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6    SUMMARY 

Scientific background. The leading cause of death in the United States and European coun-

tries is ischemic heart disease. Because high plasma concentrations of cholesterol are of the 

principal risk factors for atherosclerosis, the process of atherogenesis has been considered 

by many to consist largely of the accumulation of lipids within the arterial wall. However, re-

search efforts of the last decade have presented clear evidence that it is much more than 

that. Despite changes in lifestyle and the use of new pharmacological approaches to lower 

plasma cholesterol concentrations, cardiovascular disease continues to be the principal 

cause of death in the United States and Europe. Moreover, it is possible to develop athero-

sclerosis even when the serum lipids and lipoproteins are within the normal range. Therefore, 

research efforts have been increasingly focused on the involvement of coagulation and fibri-

nolysis, inflammation and the pathobiology of the arterial wall also leading to the conclusion 

that platelets are not innocent bystanders in the development of atherosclerosis and coro-

nary heart disease (CHD), but play a pivotal role in the pathogenesis and complications of 

these diseases. Highly potential anti-platelet drugs have been developed predominantly for 

preventing complications of CHD. 

Dietary modification is the first step in preventing coronary heart disease. Dietary changes 

have been shown to modify risk factors of CHD such as elevated cholesterol and triglyc-

erides. A meta-analysis of 38 clinical trials found that the consumption of soy protein reduced 

LDL cholesterol, triglycerides and slightly increased HDL cholesterol. It has not yet been fully 

established which components of soy are responsible for these beneficial effects on lipid 

metabolism. The effects of dietary patterns, specific foods, or nutrients on haemostatic and 

thrombotic variables are only poorly understood. With respect to soy, it has been observed 

(1) that the isoflavone genistein reduced in vitro platelet aggregation induced by collagen and 

inhibited thrombotic vessel occlusion in the mouse femoral artery (2) that components of the 

soy protein, enriched by alcohol extraction, promoted endothelium-modulated dilation and 

inhibited platelet aggregation or platelet release of vasoconstrictors in female rhesus mon-

keys, and (3) that a cooperative interaction between soy protein and its isoflavone-enriched 

fraction reduced blood platelet sensitivity in male Sprague-Dawley rats. 

Regarding these anti-platelet activities of soy components, it is, of course, of considerable 

importance to identify these compounds in order to develop food supplements with profound 

anti-platelet activity. Therefore, it was the aim of the present study to identify such molecules 

predominantly by analysing in vitro aggregation of platelets from healthy volunteers and pa-

tients with coronary artery disease (CAD) and/or atrial fibrillation (AF). These analyses were 

focused on peptides in the absence and presence of isoflavones. Peptides had to fulfil two 

prerequisites: (i) Molecules had to be frequently found in two proteins of soy bean, i.e. gly-
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cinin and ß-conglycinin. (ii) They had to consist of no more than three amino acids, since 

studies on absorption of di- and tripeptides clearly indicate that these molecules are ab-

sorbed by intestinal peptide transporters such as PEPT 1. Although systematic studies on 

portovenous and systemic plasma levels of defined di- and tripeptides after intestinal absorp-

tion are missing so far, it can be speculated that absorption at least of high levels of these 

molecules might lead to their accumulation being sufficient to modulate platelet function.  

Methods. From healthy volunteers (122 female and 56 male) and 38 patients with CAD 

and/or AF venous blood was taken. All individuals were evaluated with a structured ques-

tionnaire which provided information about health status. For platelet aggregation studies, 

venous blood was taken from healthy volunteers or patients, placed into acid-citrate anti-

coagulant and centrifuged to yield platelet rich plasma (PRP). If necessary, PRP was diluted 

with platelet poor plasma (PPP). An aliquot of the supernatant was centrifuged again to ob-

tain PPP. Thrombocytes were counted and platelet aggregation was measured by light 

transmission in a four-channel aggregometer. Platelets were stimulated with physiological 

agonists (ADP, epinephrine, collagen, and arachidonic acid). Platelets were also character-

ised by flow cytometry. The platelet specific activator TRAP-14 and a similar volume of buff-

ered phosphate solution were added to venous whole blood, respectively. After addition of 

monoclonal antibodies (anti-CD41-PE, anti-CD45-FITC, anti-CD62-PE and/or anti-PAC-1 

FITC) and incubation for 20 min, samples were fixed with 1% cold paraformaldehyde.  

Results. (1) The majority of acidic, neutral, and basic amino acids and di- and tripeptides in 

concentrations of up to 2 mM did not modify platelet aggregation induced by collagen, ADP, 

epinephrine and arachidonic acid. Only the amino acids asparagine and leucine, the dipep-

tides glutamate-glutamate and valine-aspartate and the tripeptides lysine-lysine-lysine and 

leucine-leucine-leucine were able to slightly modify the agonist dependent platelet aggrega-

tion within a range of 10% compared to controls (Table 34, page 142). (2) Genistein inhibited 

platelet aggregation dose dependently, induced by collagen, ADP, epinephrine and arachi-

donic acid. (iii) Synergistic interactions were observed between genistein and various amino 

acids and peptides on the inhibition of platelet aggregation induced by ADP, epinephrine and 

collagen (Table 34, page 142): In the presence of the acidic peptide glutamate-aspartate (1 

mM), genistein reduced collagen-, ADP-, and epinephrine-dependent thrombocyte activa-

tions stronger than 250 µM of this isoflavone alone. Other peptides were less effective 

(glutamine, glutamate-glutamate, aspartate-glutamate, glutamate-glutamate-glutamate, as-

partate-aspartate-aspartate, valine-proline-leucine, lysine-lysine-lysine) or ineffective (e.g. 

leucine-leucine-leucine; Table 34, page 142). (3) Glutamate-glutamate (1 µM), aspartate-

glutamate (1 µM), and glutamate-glutamate-glutamate (1 nM) enhanced the inhibitory action 

of genistein on arachidonic acid induced platelet aggregation. Other amino acids were either 

ineffective (e.g. leucine-leucine-leucine, lysine-lysine-lysine) or higher concentrations of 
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amino acids or peptides (1 mM glutamate, 1 mM serine-glutamate, 1 mM valine-aspartate, 1 

mM aspartate-aspartate, 1 mM aspartate-aspartate-aspartate) were required for synergistic 

interactions between these molecules and genistein on inhibition of platelet aggregation in-

duced by arachidonic acid (Table 34, page 142). (4) A new flow cytometric procedure was 

established which predominantly allowed to clearly differentiate between the activation status 

of platelets from healthy controls and patients with atrial fibrillation. 

Conclusion. The results of the present study allow the assumption that predominantly acidic 

peptides such as glutamate-glutamate, aspartate-glutamate, and glutamate-glutamate-

glutamate might have a major impact on thrombocyte function by enhancing the inhibitory 

actions of genistein on platelet aggregation. Further in vivo studies are warranted to clarify 

whether bioactive peptides together with genistein are able to reduce platelet aggregability 

after oral ingestion of these compounds. Not only CAD patients, but especially patients with 

atrial fibrillation who have chronically activated platelets and suffer under the clearly in-

creased risk of a potentially life threatening apoplexy would have a benefit of digestible 

molecules with profound anti-platelet activity and which are therefore able to tone down 

chronic platelet activation. 
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Table 34. Influence of bioactive amino acids or peptides ± genistein on agonist 
                 induced platelet aggregation in vitro  
 

 ADP epinephrine collagen arachidonic acid* 

bioactive substances 

amino acid    Asn, Leu 

dipeptids Glu-Glu  
Val-Asp Val-Asp   

tripeptids Lys-Lys-Lys  Leu-Leu-Leu  

synergistic interactions between genistein and bioactive substances 

amino acid   Asn Glu 

dipeptide 
Glu-Glu 
Asp-Glu 
Glu-Asp 

Glu-Asp Glu-Glu 
Glu-Asp 

Glu-Glu 
Asp-Glu 
Asp-Asp 
Ser-Glu 
Val-Asp 

tripeptide 
Val-Pro-Leu 
Asp-Asp-Asp 
Lys-Lys-Lys 

 Glu-Glu-Glu 
Asp-Asp-Asp 

Glu-Glu-Glu 
Asp-Asp-Asp 

 
Bioactive amino acids and peptides were listed in the table which inhibited – in the absence or pres-
ence of genistein – platelet aggregation induced by the physiological agonists ADP, epinephrine, col-
lagen and arachidonic acid. When aggregations were induced by ADP, epinephrine or collagen, amino 
acids and peptides were analysed in a concentration of 1 mM and genistein in a plasma level of 250 
µM, respectively. With arachidonic acid as agonist bioactive amino acids and peptides were used with 
a concentration of 1mM with the exception of glutamate-glutamate (1 mM, 1µM), aspartate-glutamate 
(1 mM, 1 µM) and aspartate-aspartate-aspartate (1 mM, 1µM) and glutamate-glutamate-glutamate (1 
mM, 1 µM, 1nM)
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7  ANHANG 

 
 
Abbildung 55. Probandeninformation. 
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Abbildung 56. Einverständniserklärung der Probanden. 
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Abbildung 57. Fragebogen. 
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Abbildung 58. Patienteninformation. 
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Abbildung 59. Einverständniserklärung der Patienten. 



ANHANG 

 148

Tabelle 35. Häufig vorkommende Dipeptide in den Sojaproteinen β-Conglycinin und  
                   Glycinin 
 

Dipeptide Häufigkeit  in 
β-Conglycinin 

Häufigkeit in 
Glycinin 

Gesamt- 
anzahl 

Glu-Glu 30 5 35 
Gln-Gln 11 5 16 
Glu-Asp 10 5 15 
Ile-Leu 14 0 14 
Asp-Glu 4 9 13 
Pro-Arg 8 4 12 
Asn-Leu 10 1 11 
Phe-Leu 10 1 11 
Leu-Gln 10 1 11 
Ser-Glu 9 1 10 
Glu-Gly 7 3 10 
Glu-Gln 7 3 10 
Leu-Arg 9 1 10 

 
In der Tabelle wurden die Dipeptide aufgelistet, die in den Sojaproteinen β-Conglycinin und Glycinin 
zehnmal oder mehr als zehnmal vorkamen. Dipeptide, die in der Arbeit getestet wurden, sind in der 
Tabelle hellgrau unterlegt.  
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Tabelle 36. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabweichung) und 
Signifikanzniveaus der Aminosäuren in den ADP-induzierten Thrombozyt-
enaggregationen bei gesunden Probanden 

 

Substanz 
Aggregation  

[%] 
Mittelwert ± SD 

n 
Substanz 

vs.  
Kontrolle 

Substanz-
gemisch vs. 

Genistein 

Substanz-
gemisch vs. 
Aminosäure 

Aminosäuren      

Kontrolle 1% DMSO 74,4 ± 10,4 71    
Genistein  55,9 ± 10,6 59 p = 0,000*   
Glu 71,3 ± 15,8 6 p = 0,242   
Glu/Genistein  54,0 ± 12,5 6  p = 0,012* p = 0,528 
Kontrolle 1% IK 74,8 ± 8,67 55    
Genistein  56,5 ± 11,7 54 p = 0,000*   
Asn 76,7 ± 2,29 5 p = 0,532   
Asn/Genistein 64,4 ± 6,55 5  p = 0,149 p = 0,032* 
Gln 70,5 ± 10,7 5 p = 0,498   
Gln/Genistein 61,5 ± 7,96 5  p = 0,345 p = 0,310 
Ile 73,9 ± 9,73 6 p = 0,972   
Ile/Genistein 50,5 ± 9,61 6  p = 0,219 p = 0,009* 
Leu 72,6 ± 4,95 5 p = 0,532   
Leu/Genistein 65,2 ± 8,37 6  p = 0,229 p = 0,126 
Arg 71,0 ± 6,63 6 p = 0,335   
Arg/Genistein 51,9 ± 6,40 6  p = 0,249 p = 0,004* 
Lys  72,7 ± 7,27 6 p = 0,500   
Lys/Genistein 55,8 ± 9,97 6  p = 0,838 p = 0,015* 
Pro 76,3 ± 5,78 5 p = 0,515   
Pro/Genistein 51,8 ± 9,87 5  p = 0,499 p = 0,016* 
Kontrolle 4% IK 73,9 ± 7,11 20    
Genistein 59,2 ± 9,65 20 p = 0,000*   
Asp 75,0 ± 6,98 5 p = 0,668   
Asp/Genistein 60,0 ± 7,97 5  p = 0,974 p = 0,056 
Kontrolle 5% IK 74,4 ± 9,50 19    
Genistein 46,6 ± 11,2 19 p = 0,000*   
Val 71,7 ± 6,66 6 p = 0,555   
Val/Genistein 39,5 ± 14,5 6  p = 0,002* p = 0,366 

 
In der Tabelle sind die Einflüsse der Aminosäuren auf die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 
mit Mittelwerten ± Standardabweichungen, n-Zahlen und Signifikanzen dargestellt. *Signifikanz p < 
0,05. Ein Gemisch der Einzelsubstanzen aus Genistein und einer Aminosäure war dann synergistisch 
wirksam, wenn p < 0,05 sowohl gegenüber der Genisteinkontrolle als auch gegenüber der Amino-
säure war.  
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Tabelle 37. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabweichung) und 
Signifikanzniveaus der Dipeptide in den ADP-induzierten Thrombozyten-
aggregationen bei gesunden Probanden 

 

Substanz 
Aggregation  

[%] 
Mittelwert ± SD 

n Substanz vs. 
Kontrolle 

Substanz-
gemisch vs. 

Genistein 

Substanz-
gemisch vs. 

Dipeptid 
Dipeptide      

Kontrolle 1% DMSO 74,4 ± 10,4 71    
Genistein  55,9 ± 10,6 59 p = 0,000*     
Glu-Glu 63,2 ± 13,2 15 p = 0,002*   
Glu-Glu + Genistein 48,8 ± 8,90 15  p = 0,011** p = 0,002** 
Asp-Glu 71,2 ± 14,9 10 p = 0,455   
Asp-Glu + Genistein 45,9 ± 13,4 12  p = 0,024** p = 0,001** 
Asp-Asp 79,1 ± 12,6 7 p = 0,558   
Asp-Asp + Ge- 51,5 ± 15,2 7  p = 0,405 p = 0,011* 
Kontrolle 1% IK 74,8 ± 8,67 55    
Genistein  56,5 ± 11,7 54 p = 0,000*   
Ser-Glu 76,5 ± 10,4 5 p = 0,515   
Ser-Glu/Genistein 52,2 ± 10,4 5  p = 0,499 p = 0,016* 
Ile-Leu 80,0 ± 11,4 6 p = 0,465   
Ile-Leu/Genistein 63,2 ± 14,7 6  p = 0,065 p = 0,239 
Kontrolle 4% IK 73,9 ± 7,11 20    
Genistein 59,2 ± 9,65 20 p = 0,000*   
Glu-Asp 69,9 ± 6,89 5 p = 0,530   
Glu-Asp/Genistein 45,6 ± 4,87 5  p = 0,007** p = 0,008** 
Asp-Leu 77,4 ± 3,80 5 p = 0,192   
Asp-Leu/Genistein 59,2 ± 5,30 5  p = 0,974 p = 0,008* 
Gln-Gln 71,9 ± 10,5 5 p = 0,668   
Gln-Gln/Genistein 57,2 ± 14,3 5  p = 0,222 p = 0,717 
Kontrolle 5% IK 74,4 ± 9,50 19    
Genistein 46,6 ± 11,2 19 p = 0,000*   
Val-Asp 65,3 ± 5,92 8 p = 0,025*   
Val-Asp/Genistein 43,4 ± 11,5 8  p = 0,515 p = 0,001* 
 
In der Tabelle sind die Einflüsse der Dipeptide auf die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation mit 
Mittelwerten ± Standardabweichungen, n-Zahlen und Signifikanzen dargestellt. *Signifikanz p < 0,05. 
Ein Gemisch der Einzelsubstanzen aus Genistein und einem Dipeptid war dann synergistisch wirk-
sam, wenn p < 0,05 sowohl gegenüber der Genisteinkontrolle als auch gegenüber dem Peptids war. 
Diese Effekte wurden mit ** nach den p-Werten gekennzeichnet.    
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Tabelle 38. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabweichung) und 
Signifikanzniveaus der Tripeptide in den ADP-induzierten Thrombozyten-
aggregationen bei gesunden Probanden 

 

Substanz 
Aggregation 

 [%] 
Mittelwert  ± SD

n 
Substanz 

vs.  
Kontrolle 

Substanz- 
gemisch vs.  

Genistein 

Substanz-
gemisch vs. 

Tripeptid 
Tripeptide      

Kontrolle 1% DMSO 74,4 ± 10,4 71    
Genistein  55,9 ± 10,6 59 p = 0,000*   
Glu-Glu-Glu 73,2 ± 15,7 9 p = 0,755   
Glu-Glu-Glu/Genistein 52,3 ± 9,91 9  p = 0,315 p = 0,008* 
Val-Pro-Leu 69,7 ± 13,5 5 p = 0,807   
Val-Pro-Leu/Genistein 43,5 ± 4,44 5  p = 0,002** p = 0,032** 
Asp-Asp-Asp 65,8 ± 7,26 5 p = 0,074   
Asp-Asp-Asp/Genistein 33,9 ± 6,05 5  p = 0,000** p = 0,008** 
Kontrolle 1% IK 74,8 ± 8,67 55    
Genistein  56,5 ± 11,7 54 p = 0,000*   
Lys-Lys-Lys 63,8 ± 9,30 6 p = 0,009*   
Lys-Lys-Lys/Genistein 41,9 ± 7,93 6  p = 0,003** p = 0,009** 
Kontrolle 5% IK 74,4 ± 9,50 19    
Genistein 46,6 ± 11,2 19 p = 0,000*   
Leu-Leu-Leu 84,1 ± 5,43 5 p = 0,053   
Leu-Leu-Leu/Genistein 51,6 ± 10,7 5  p = 0,297 p = 0,008* 

 
In der Tabelle sind die Einflüsse der Tripeptide auf die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation mit 
Mittelwerten ± Standardabweichungen, n-Zahlen und Signifikanzen dargestellt. *Signifikanz p < 0,05. 
Ein Gemisch der Einzelsubstanzen aus Genistein und einem Tripeptid war dann synergistisch wirk-
sam, wenn p < 0,05 sowohl gegenüber der Genisteinkontrolle als auch gegenüber dem Peptids war. 
Diese Effekte wurden mit ** nach den p-Werten gekennzeichnet.    
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Tabelle 39. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabweichung) und 
Signifikanzniveaus der Aminosäuren in den Adrenalin-induzierten Throm-
bozytenaggregationen bei gesunden Probanden 

 

Substanz 
Aggregation  

[%] 
Mittelwert ± SD 

n 
Substanz 

vs.  
Kontrolle 

Substanz-
gemisch vs. 

Genistein 

Substanz-
gemisch vs. 
Aminosäure 

Aminosäuren      

Kontrolle 1% DMSO 74,7 ± 8,45 58    
Genistein  32,5 ± 23,1 48 p = 0,000*   
Glu 72,9 ± 13,0 5 p = 0,326   
Glu/Genistein  13,4 ± 6,25 5  p = 0,080 p = 0,008* 
Kontrolle 1% IK 77,1 ± 7,15 53    
Genistein  49,3 ± 24,5 52 p = 0,000*   
Asn 75,9 ± 2,65 5 p = 0,893   
Asn/Genistein 43,5 ± 26,3 5  p = 0,593 p = 0,016* 
Gln 70,9 ± 5,90 5 p = 0,086   
Gln/Genistein 41,4 ± 27,3 5  p = 0,483 p = 0,056 
Ile 80,7 ± 7,80 6 p = 0,383   
Ile/Genistein 48,7 ± 23,7 6  p = 0,990 p = 0,026* 
Leu 72,2 ± 4,19 5 p = 0,138   
Leu/Genistein 60,3 ± 21,1 6  p = 0,334 p = 0,329 
Arg 73,7 ± 2,93 5 p = 0,417   
Arg/Genistein 44,2 ± 23,3 5  p = 0,671 p = 0,056 
Lys  80,1 ± 6,97 5 p = 0,387   
Lys/Genistein 58,3 ± 16,7 5  p = 0,466 p = 0,056 
Pro 80,3 ± 5,09 6 p = 0,272   
Pro/Genistein 36,8 ± 17,0 6  p = 0,212 p = 0,002* 
Kontrolle 4% IK 77,3 ± 5,26 20    
Genistein 40,2 ± 24,4 20 p = 0,000*   
Asp 73,8 ± 6,98 5 p = 0,336   
Asp/Genistein 42,0 ± 27,5 5  p = 0,921 p = 0,222 
Kontrolle 5% IK 79,5 ± 7,72 19    
Genistein 52,1 ± 21,0 19 p = 0,000*   
Val 78,7 ± 3,06 5 p = 0,581   
Val/Genistein 48,8 ± 23,2 5  p = 0,581 p = 0,008* 
 
In der Tabelle sind die Einflüsse der Aminosäuren auf die Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggrega-
tion mit Mittelwerten ± Standardabweichungen, n-Zahlen und Signifikanzen dargestellt. *Signifikanz p 
< 0,05. Ein Gemisch der Einzelsubstanzen aus Genistein und einer Aminosäure war dann syner-
gistisch wirksam, wenn p < 0,05 sowohl gegenüber der Genisteinkontrolle als auch gegenüber der 
Aminosäure war.    
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Tabelle 40. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabweichung) und 
Signifikanzniveaus der Dipeptide in den Adrenalin-induzierten Thrombo-
zytenaggregationen bei gesunden Probanden 

 

Substanz 
Aggregation  

[%] 
Mittelwert ± SD 

n Substanz vs. 
Kontrolle 

Substanz-
gemisch vs. 

Genistein 

Substanz-
gemisch vs. 

Dipeptid 
Dipeptide      

Kontrolle 1% DMSO 74,7 ± 8,45 58    
Genistein  32,5 ± 23,1 48 p = 0,000*   
Glu-Glu 72,0 ± 8,44 9 p = 0,587   
Glu-Glu + Genistein 17,3 ± 7,34 10  p = 0,097 p = 0,000* 
Asp-Glu 69,0 ± 15,0 7 p = 0,285   
Asp-Glu + Genistein 21,3 ± 22,2 10  p = 0,104 p = 0,001* 
Asp-Asp 78,4 ± 8,00 5 p = 0,351   
Asp-Asp + Ge- 42,8 ± 25,2 5  p = 0,397 p = 0,016* 
Kontrolle 1% IK 77,1 ± 7,15 53    
Genistein  49,3 ± 24,5 52 p = 0,000*   
Ser-Glu 78,9 ± 4,98 5 p = 0,535   
Ser-Glu/Genistein 33,2 ± 20,6 5  p = 0,239 p = 0,016* 
Ile-Leu 76,2 ± 8,36 5 p = 0,590   
Ile-Leu/Genistein 50,2 ± 29,5 5  p = 0,924 p = 0,151 
Kontrolle 4% IK 77,3 ± 5,26 20    
Genistein 40,2 ± 24,4 20 p = 0,000*   
Glu-Asp 76,2 ± 3,97 5 p = 0,767   
Glu-Asp/Genistein 15,3 ± 11,0 5  p = 0,035** p = 0,008** 
Asp-Leu 78,2 ± 4,85 5 p = 1,000   
Asp-Leu/Genistein 49,6 ± 17,8 5  p = 0,530 p = 0,008* 
Gln-Gln 74,1 ± 4,99 5 p = 0,336   
Gln-Gln/Genistein 33,2 ± 18,1 5  p = 0,575 p = 0,008* 
Kontrolle 5% IK 79,5 ± 7,72 19    
Genistein 52,1 ± 21,0 19 p = 0,000*   
Val-Asp 71,6 ± 5,28 9 p = 0,014*   
Val-Asp/Genistein 40,2 ± 16,7 9  p = 0,285 p = 0,000* 
 
In der Tabelle sind die Einflüsse der Dipeptide auf die Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 
mit Mittelwerten ± Standardabweichungen, n-Zahlen und Signifikanzen dargestellt. *Signifikanz p < 
0,05. Ein Gemisch der Einzelsubstanzen aus Genistein und einem Dipeptid war dann synergistisch 
wirksam, wenn p < 0,05 sowohl gegenüber der Genisteinkontrolle als auch gegenüber dem Peptids 
war. Diese Effekte wurden mit ** nach den p-Werten gekennzeichnet.    
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ANHANG 

 154

Tabelle 41. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabweichung) und 
Signifikanzniveaus der Tripeptide in den Adrenalin-induzierten Thrombo-
zytenaggregationen bei gesunden Probanden 

 

Substanz 
Aggregation 

 [%] 
Mittelwert  ± SD

n 
Substanz 

vs.  
Kontrolle 

Substanz- 
gemisch vs.  

Genistein 

Substanz-
gemisch vs. 

Tripeptid 
Tripeptide      

Kontrolle 1% DMSO 74,7 ± 8,45 58    
Genistein  32,5 ± 23,1 48 p = 0,000*   
Glu-Glu-Glu 76,0 ± 7,53 7 p = 0,775   
Glu-Glu-Glu/Genistein 25,9 ± 13,4 7  p = 0,665 p = 0,001* 
Val-Pro-Leu 77,4 ± 4,77 6 p = 0,410   
Val-Pro-Leu/Genistein 46,0 ± 23,4 6  p = 0,249 p = 0,002* 
Asp-Asp-Asp 74,0 ± 6,30 5 p = 0,739   
Asp-Asp-Asp/Genistein 20,3 ± 12,9 5  p = 0,318 p = 0,008* 
Kontrolle 1% IK 77,1 ± 7,15 53    
Genistein  49,3 ± 24,5 52 p = 0,000*   
Lys-Lys-Lys 73,8 ± 6,50 5 p = 0,253   
Lys-Lys-Lys/Genistein 48,4 ± 22,3 5  p = 0,880 p = 0,056 
Kontrolle 5% IK 79,5 ± 7,72 19    
Genistein 52,1 ± 21,0 19 p = 0,000*   
Leu-Leu-Leu 87,0 ± 3,24 5 p = 0,053   
Leu-Leu-Leu/Genistein 59,5 ± 24,1 5  p = 0,297 p = 0,000* 

 
In der Tabelle sind die Einflüsse der Tripeptide auf die Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 
mit Mittelwerten ± Standardabweichungen, n-Zahlen und Signifikanzen dargestellt. *Signifikanz p < 
0,05. Ein Gemisch der Einzelsubstanzen aus Genistein und einem Tripeptid war dann synergistisch 
wirksam, wenn p < 0,05 sowohl gegenüber der Genisteinkontrolle als auch gegenüber dem Peptids 
war.  
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Tabelle 42. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabweichung) und 
Signifikanzniveaus der Aminosäuren in der Kollagen-induzierten Thrombo-
zytenaggregationen bei gesunden Probanden 

 

Substanz 
Aggregation  

[%] 
Mittelwert ± SD 

n 
Substanz 

vs.  
Kontrolle 

Substanz-
gemisch vs. 

Genistein 

Substanz-
gemisch vs. 
Aminosäure 

Aminosäuren      

Kontrolle 1% DMSO 75,2 ± 8,26 66    
Genistein  63,7 ± 12,1 55 p = 0,000*   
Glu 73,2 ± 12,2 6 p = 0,407   
Glu/Genistein  46,8 ± 32,9 6  p = 0,146 p = 0,093 
Kontrolle 1% IK 77,2 ± 6,89 56    
Genistein  72,3 ± 11,5 55 p = 0,020*   
Asn 75,0 ± 2,28 5 p = 0,548   
Asn/Genistein 61,3 ± 17,3 5  p = 0,045** p = 0,016** 
Gln 71,8 ± 12,6 5 p = 0,062   
Gln/Genistein 65,8 ± 3,40 5  p = 0,006 p = 0,690 
Ile 77,4 ± 6,58 5 p = 0,935   
Ile/Genistein 72,8 ± 6,25 5  p = 0,698 p = 0,394 
Leu 74,5 ± 3,94 5 p = 0,531   
Leu/Genistein 70,8 ± 3,99 6  p = 0,247 p = 0,429 
Arg 73,2 ± 6,24 5 p = 0,348   
Arg/Genistein 64,9 ± 10,6 5  p = 0,098 p = 0,222 
Lys  79,5 ± 5,66 6 p = 0,407   
Lys/Genistein 63,1 ± 14,5 6  p = 0,160 p = 0,015* 
Pro 82,1 ± 4,86 6 p = 0,099   
Pro/Genistein 77,3 ± 7,34 6  p = 0,268 p = 0,180 
Kontrolle 4% IK 78,5 ± 5,76 21    
Genistein 70,4 ± 16,2 21 p = 0,005*   
Asp 73,3 ± 5,02 5 p = 0,121   
Asp/Genistein 70,1 ± 4,88 5  p = 0,278 p = 0,310 
Kontrolle 5% IK 78,7 ± 6,28 20    
Genistein 74,0 ± 11,8 20 p = 0,265   
Val 76,8 ± 3,37 6 p = 0,573   
Val/Genistein 75,2 ± 6,13 6  p = 0,882 p = 0,818 
 
In der Tabelle sind die Einflüsse der Aminosäuren auf die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggrega-
tion mit Mittelwerten ± Standardabweichungen, n-Zahlen und Signifikanzen dargestellt. * Signifikanz p 
< 0,05. Ein Gemisch der Einzelsubstanzen aus Genistein und einer Aminosäure war dann syner-
gistisch wirksam, wenn p < 0,05 sowohl gegenüber der Genisteinkontrolle als auch gegenüber der 
Aminosäure war. Diese Effekte wurden mit ** nach den p-Werten gekennzeichnet.    
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Tabelle 43. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabweichung) und 
Signifikanzniveaus der Dipeptide in den Kollagen-induzierten Thrombo-
zytenaggregationen bei gesunden Probanden 

 

Substanz 
Aggregation  

[%] 
Mittelwert ± SD 

n Substanz vs. 
Kontrolle 

Substanz-
gemisch vs. 

Genistein 

Substanz-
gemisch vs. 

Dipeptid 
Dipeptide      

Kontrolle 1% DMSO 75,2 ± 8,26 66    
Genistein  63,7 ± 12,1 55 p = 0,000*   
Glu-Glu 70,7 ± 9,00 11 p = 0,171   
Glu-Glu + Genistein 51,4 ± 19,1 16  p = 0,017** p = 0,003** 
Asp-Glu 80,1 ± 11,2 7 p = 0,294   
Asp-Glu + Genistein 65,5 ± 7,79 10  p = 0,507 p = 0,025* 
Asp-Asp 75,7 ± 5,85 6 p = 0,913   
Asp-Asp + Ge- 64,1 ± 13,3 6  p = 0,679 p = 0,041* 
Kontrolle 1% IK 77,2 ± 6,89 56    
Genistein  72,3 ± 11,5 55 p = 0,020*   
Ser-Glu 79,2 ± 3,72 5 p = 0,434   
Ser-Glu/Genistein 74,4 ± 3,99 5  p = 0,815 p = 0,151 
Ile-Leu 80,2 ± 7,65 5 p = 0,449   
Ile-Leu/Genistein 73,7 ± 5,35 5  p = 0,938 p = 0,421 
Kontrolle 4% IK 78,5 ± 5,76 21    
Genistein 70,4 ± 16,2 21 p = 0,005*   
Glu-Asp 76,1 ± 2,91 5 p = 0,409   
Glu-Asp/Genistein 55,6 ± 28,6 5  p = 0,041** p = 0,016** 
Asp-Leu 78,4 ± 6,46 6 p = 0,550   
Asp-Leu/Genistein 72,0 ± 5,07 6  p = 0,408 p = 0,065 
Gln-Gln 78,0 ± 6,98 5 p = 0,900   
Gln-Gln/Genistein 67,3 ± 14,2 5  p = 0,850 p = 0,310 
Kontrolle 5% IK 78,7 ± 6,28 20    
Genistein 74,0 ± 11,8 20 p = 0,265   
Val-Asp 74,2 ± 5,49 9 p = 0,105   
Val-Asp/Genistein 66,4 ± 13,1 9  p = 0,077 p = 0,040* 
 
In der Tabelle sind die Einflüsse der Dipeptide auf die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 
mit Mittelwerten ± Standardabweichungen, n-Zahlen und Signifikanzen dargestellt. *Signifikanz p < 
0,05. Ein Gemisch der Einzelsubstanzen aus Genistein und einem Dipeptid war dann synergistisch 
wirksam, wenn p < 0,05 sowohl gegenüber der Genisteinkontrolle als auch gegenüber dem Peptids 
war. Diese Effekte wurden mit ** nach den p-Werten gekennzeichnet.    
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Tabelle 44. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabweichung) und 
Signifikanzniveaus der Tripeptide in den Kollagen-induzierten Thrombo-
zytenaggregationen bei gesunden Probanden 

 

Substanz 
Aggregation 

 [%] 
Mittelwert  ± SD

n 
Substanz 

vs.  
Kontrolle 

Substanz- 
gemisch vs.  

Genistein 

Substanz-
gemisch vs. 

Tripeptid 
Tripeptide      

Kontrolle 1% DMSO 75,2 ± 8,26 66    
Genistein  63,7 ± 12,1 55 p = 0,000*   
Glu-Glu-Glu 71,9 ± 13,1 8 p = 0,702   
Glu-Glu-Glu/Genistein 40,3 ± 23,4 8  p = 0,007** p = 0,007** 
Val-Pro-Leu 77,6 ± 5,36 5 p = 0,423   
Val-Pro-Leu/Genistein 71,6 ± 11,0 5  p = 0,248 p = 0,310 
Asp-Asp-Asp 72,7 ± 4,23 5 p = 0,504   
Asp-Asp-Asp/Genistein 39,4 ± 22,5 5  p = 0,010** p = 0,008** 
Kontrolle 1% IK 77,2 ± 6,89 56    
Genistein  72,3 ± 11,5 55 p = 0,020*   
Lys-Lys-Lys 77,4 ± 7,56 7 p = 0,906   
Lys-Lys-Lys/Genistein 72,3 ± 6,42 7  p = 0,527 p = 0,259 
Kontrolle 5% IK 78,7 ± 6,28 20    
Genistein 74,0 ± 11,8 20 p = 0,265   
Leu-Leu-Leu 87,7 ± 4,91 5 p = 0,010*   
Leu-Leu-Leu/Genistein 73,6 ± 15,0 5  p = 0,668 p = 0,056 

 
In der Tabelle sind die Einflüsse der Tripeptide auf die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 
mit Mittelwerten ± Standardabweichungen, n-Zahlen und Signifikanzen dargestellt. *Signifikanz p < 
0,05. Ein Gemisch der Einzelsubstanzen aus Genistein und einem Tripeptid war dann synergistisch 
wirksam, wenn p < 0,05 sowohl gegenüber der Genisteinkontrolle als auch gegenüber dem Peptids 
war. Diese Effekte wurden mit ** nach den p-Werten gekennzeichnet.    
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Tabelle 45. Darstellung der Aminosäuren als Einzelsubstanzen in den Arachidonsäure- 
                    induzierten Thrombozytenaggregationen 
 

Substanz 
Aggregation  

[%] 
Mittelwert ± SD 

n 
Substanz  

vs.  
Kontrolle 

Aminosäuren    

Kontrolle 1% DMSO 77,5 ± 10,1 54  
Glu 74,7 ± 7,40 7 p = 0,470 
Kontrolle 1% IK 80,0 ± 9,20 54  
Asn 71,6 ± 6,50 5 p = 0,046* 
Gln 79,9 ± 5,62 7 p = 0,868 
Ile 77,2 ± 6,31 5 p = 0,516 
Leu 67,7 ± 13,1 6 p = 0,033* 
Arg 75,9 ± 7,45 7 p = 0,241 
Lys  85,6 ± 10,4 5 p = 0,331 
Pro 82,0 ± 5,02 5 p = 0,516 
Kontrolle 4% IK 77,2 ± 8,10 31  
Asp 77,6 ± 5,12 11 p = 0,652 
Kontrolle 5% IK 82,8 ± 8,70 17  
Val 82,3 ± 12,0 7 p = 0,852 

 
In der Tabelle wurden die Arachidonsäure-induzierten Aggregationen der mit Aminosäuren inkubierten 
Plasmen (Mittelwert ± Standardabweichung) mit n-Zahlen und dazugehörigen Signifikanzen aufge-
listet. *Signifikanz p < 0,05 (vs. Kontrolle) 
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Tabelle 46. Darstellung der Dipeptide als Einzelsubstanzen in den Arachidonsäure- 
                    induzierten Thrombozytenaggregationen 
 

Substanz 
Aggregation  

[%] 
Mittelwert ± SD 

n 
Substanz  

vs.  
Kontrolle 

Dipeptide    

Kontrolle 1% DMSO 77,5 ± 10,1 54  
Glu-Glu 79,3 ± 10,6 18 p = 0,672 
Asp-Glu 77,0 ± 9,40 5 p = 0,906 
Asp-Asp 80,4 ± 12,9 5 p = 0,947 
Kontrolle 1% IK 80,0 ± 9,20 54  
Ser-Glu 86,0 ± 8,41 5 p = 0,213 
Ile-Leu 77,4 ± 6,60 6 p = 0,419 
Kontrolle 4% IK 77,2 ± 8,10 31  
Glu-Asp 75,4 ± 7,74 5 p = 0,859 
Asp-Leu 80,8 ± 12,7 5 p = 0,929 
Gln-Gln 75,7 ± 8,63 10 p = 0,520 
Kontrolle 5% IK 82,8 ± 8,71 17  
Val-Asp 78,4 ± 6,89 5 p = 0,359 

 
In der Tabelle wurden die Arachidonsäure-induzierten Aggregationen der mit Dipeptiden inkubierten 
Plasmen (Mittelwert ± Standardabweichung) mit n-Zahlen und dazugehörigen Signifikanzen aufgelis-
tet.  
 
 
Tabelle 47. Darstellung der Tripeptide als Einzelsubstanzen in den Arachidonsäure- 
                    induzierten Thrombozytenaggregationen 
 

Substanz 
Aggregation  

[%] 
Mittelwert ± SD 

n 
Substanz  

vs.  
Kontrolle 

Dipeptide    

Kontrolle 1% DMSO 77,5 ± 10,1 54  
Glu-Glu-Glu 73,4 ± 11,2 6 p = 0,895 
Val-Pro-Leu 80,7 ± 5,41  6 p = 0,249 
Asp-Asp-Asp 74,0 ± 4,69 4 p = 0,584 
Kontrolle 1% IK 80,0 ± 9,20 54  
Lys-Lys-Lys 78,2 ± 10,3 5 p = 0,534 
Kontrolle 5% IK 82,8 ± 8,71 17  
Leu-Leu-Leu 86,0 ± 9,94 5 p = 0,595 

 
In der Tabelle wurden die Arachidonsäure-induzierten Aggregationen der mit Tripeptiden inkubierten 
Plasmen (Mittelwert ± Standardabweichung) mit n-Zahlen und dazugehörigen Signifikanzen aufgelis-
tet.  
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Tabelle 48. Darstellung der Messergebnisse der synergistisch wirksamen Gemische 
                    aus Aminosäuren, Di- und Tripeptiden und Genistein in den Arachidon- 

        säure-induzierten Thrombozytenaggregationen bei gesunden Probanden 
        mit Darstellung der jeweiligen Genisteinskonzentrationsbereiche 

 
Substanz mit 
Konzentration 

Keine Hemmung 
durch Genistein 

Synergistischer 
Effekt 

Vollhemmung 
durch Genistein 

 Genistein 
[µM] n Genistein  

[µM] n Genistein 
[µM] n 

Aminosäuren       

Glu 100 - 450 9 150 - 500 3 200 - 400 5 

Dipeptide       

Glu-Glu        
1 mM 100 - 300 11 125 - 350 10 250 - 400 9 
1 µM 150 - 300 5 175 - 400 6 250 - 500 4 

Asp-Glu       
1 mM 50 - 150 10 100 - 225 7 100 - 250 4 
1 µM 150 - 300 5 175 - 350 3 200 - 400 6 

Asp-Asp       
1 mM 100 - 250 4 50 - 350 5 100 - 450 5 

Ser-Glu       
1 mM 25 - 350 6 50 - 300 4 100 - 500 9 

Val-Asp       
1 mM 25 - 350 9 50 - 400 6 250 - 450 4 

Tripeptide       

Glu-Glu-Glu        
1 mM 100 - 270 5 50 - 300 11 250 - 400 5 
1 µM 150 - 300 7 200 - 400 7 275 - 450 5 
1 nM 50 - 300 6 100 - 350 5 120 - 450 18 

Asp-Asp-Asp       
1 mM 150 - 250 5 330 - 450 3 330 - 500 5 
1 µM 150 - 450 9 250 - 600 4 350 - 750 5 

 
In der Tabelle wurden die Verbindungen mit den verwendeten Konzentrationen aufgelistet, die mit 
Genistein synergistisch auf die Arachidonsäure-induzierten Aggregationen wirkten. Angegeben sind 
die Genisteinkonzentrationsbereiche und die n-Zahlen, die keinen Effekt durch Genistein, einen sy-
nergistischen Effekt des Gemisches aus Genistein und Substanz oder einen Genisteinvolleffekt aus-
lösten.   
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Tabelle 49.  Darstellung der Signifikanzniveaus der synergistisch wirksamen Ge- 
mische aus Aminosäuren, Di- und Tripeptiden und Genistein in den Ara-
chidonsäure-induzierten Thrombozytenaggregationen bei gesunden Pro-
banden 

 

Substanz  Keine Hemmung 
durch Genistein 

Synergistischer 
Effekt 

Vollhemmung 
durch Genistein 

 Gemisch vs.  
Genistein 

Gemisch vs. 
Substanz 

Gemisch vs. 
Genistein 

Gemisch vs. 
Substanz 

Gemisch vs.  
Genistein 

Gemisch vs. 
Substanz 

Aminosäuren      

Glu p = 0,014 p = 0,077 p = 0,046** p = 0,046** p = 0,841 p = 0,008* 

Dipeptide       

Glu-Glu        
1 mM p = 0,478 p = 0,562 p = 0,000** p = 0,000** p = 0,541 p = 0,000* 
1 µM p = 0,310 p = 0,310 p = 0,002** p = 0,002** p = 0,686 p = 0,029 

Asp-Glu       
1 mM p = 0,796 p = 0,761 p = 0,001** p = 0,001** p = 0,343 p = 0,057 
1 µM p = 0,486 p = 0,343 p = 0,046** p = 0,046** p = 0,818 p = 0,002* 

Asp-Asp       
1 mM p = 0,200 p = 0,486 p = 0,008** p = 0,008** p = 0,548 p = 0,008* 

Ser-Glu       
1 mM p = 0,818 p = 0,589 p = 0,029** p = 0,029** p = 0,730 p = 0,000* 

Val-Asp       
1 mM p = 0,161 p = 0,161 p = 0,002** p = 0,002** p = 0,356 p = 0,029* 

Tripeptide       

Glu-Glu-Glu        
1 mM p = 0,029* p = 0,057 p = 0,000** p = 0,000** p = 0,690 p = 0,068 
1 µM p = 0,383 p = 0,074 p = 0,001** p = 0,001** p = 0,548 p = 0,008* 
1 nM p = 0,589 p = 0,240 p = 0,008** p = 0,008** p = 0,791 p = 0,000 

Asp-Asp-Asp       
1 mM p = 0,548 p = 0,841 p = 0,050# p = 0,046** p = 0,055 p = 0,008* 
1 µM p = 0,156 p = 0,052 p = 0,020** p = 0,019** p = 0,239 p = 0,009* 

 
In der Tabelle wurden die Verbindungen mit den verwendeten Konzentrationen aufgelistet, die mit 
Genistein synergistisch auf die Arachidonsäure-induzierten Aggregationen wirkten. Angegeben ist der 
Vergleich der Aggregationen nach 6 min Aggregation für „Keine Hemmung durch Genistein“, „syner-
gistischer Effekt“ durch das Gemisch und „Vollhemmung durch Genistein“ alleine. 
*Signifikanz p < 0,05. 
**Signifikanz p< 0,05 (synergistische Wechselwirkung zwischen Genistein und Einzelsubstanz) 
#grenzwertig signifikant (p ≤ 0,05 wurde als positiv signifikant gewertet). 
 
 
 
 
 
 
 



ANHANG 

 162

Tabelle 50. Darstellung der Messergebnisse (Mittelwert mit Standardabweichung) und 
Signifikanzniveaus der Substanzen in den Agonisten-induzierten Throm-
bozytenaggregationen bei herzkranken Patienten 

 

 Substanz 
Aggregation 

 [%] 
Mittelwert  ± SD

n 
Substanz 

vs.  
Kontrolle 

Substanz- 
gemisch vs.  

Genistein 

Substanz-
gemisch vs. 

Tripeptid 
ADP-induzierte Thrombozytenaggregation 
Kontrolle 1% DMSO 62,2 ± 10,2 26    
Genistein  47,8 ± 15,9 26 p = 0,000*   
Glu-Glu 56,6 ± 10,9 15 p = 0,114   
Glu-Glu/Genistein 40,0 ± 15,1 15  p = 0,087 p = 0,003* 
Glu-Glu-Glu 55,6 ± 11,8 11 p = 0,141   
Glu-Glu-Glu/Genistein 42,3 ± 10,0 11  p = 0,170 p = 0,256 
Adrenalin-induzierte Thrombozytenaggregation 
Kontrolle 1% DMSO 74,4 ± 9,79 15    
Genistein  34,9 ± 14,4 15 p = 0,000*   
Glu-Glu 70,1 ± 10,6 10 p = 0,261   
Glu-Glu/Genistein 17,4 ± 12,4 10  p = 0,008** p = 0,000** 
Glu-Glu-Glu 65,2 ± 10,9 5 p = 0,142   
Glu-Glu-Glu/Genistein 20,8 ± 8,43 5  p = 0,006** p = 0,008** 
Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation 
Kontrolle 1% DMSO 74,9 ± 4,72 14    
Genistein  44,9 ± 24,0 14 p = 0,000*   
Glu-Glu 71,0 ± 6,56 11 p = 0,134   
Glu-Glu/Genistein 37,5 ± 21,6 11  p = 0,002* p = 0,434 
Glu-Glu-Glu 72,5 ± 2,12 3 p = 0,244   
Glu-Glu-Glu/Genistein 14,0 ± 6,79 3  p = 0,018** p = 0,046** 
Arachidonsäure-induzierte Thrombozytenaggregation 
Kontrolle 1% DMSO 73,3 ± 11,1 4    
Genistein  19,1 ± 16,9 4 p = 0,029*   
Glu-Glu 77,2 ± 5,90 3 p = 0,857   
Glu-Glu/Genistein 0,9 ± 2,8 3  p = 0,200 p = 0,057 

 
In der Tabelle sind die Einflüsse des Genistein und der Peptide Glu-Glu und Glu-Glu-Glu auf die Ago-
nisten-induzierten Thrombozytenaggregationen herzkranker Patienten mit Mittelwerten ± Standardab-
weichungen, n-Zahlen und Signifikanzen dargestellt. *Signifikanz p < 0,05. Ein Gemisch der Einzel-
substanzen aus Genistein und einem Tripeptid war dann synergistisch wirksam, wenn p < 0,05 sowohl 
gegenüber der Genisteinkontrolle als auch gegenüber dem Peptids vorlag. Diese Effekte wurden mit 
** nach den p-Werten gekennzeichnet.    
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