
Zeitschrift f/Jr 

Ern/~hrungswissenschaft Z Ern&hrungswiss 30:192-200 (1991) 

In-vitro-Untersuchungen zum EinfluB verschiedener 
MischungsverhSltnisse an (o-3- und co-6-Fettsiiuren auf die 
Thrombozytenaggregation und Thromboxansynthese in 
Humanthrombozyten 

S. S troh  u n d  I. E l m a d f a  

I n s t i t u t  f i i r  E r n f i h r u n g s w i s s e n s c h a f t  d e r  U n i v e r s i t f i t  W i e n  

Zusammenfassung: Dureh  Inkuba t ion  plf i t tehenreichen P lasmas  (PRP) mi t  glei- 
ehen  mola ren  Mengen  an Eicosapentaen- ,  Docosahexaensf iure  (EPA, DHA) als 
wich t igs ten  Ver t re te rn  der  (0-3-Fettsfiuren (FS) und  Linolsfiure als Ver t re ter  der  co-6- 
FS  sowie Mischungen  aus zwei bzw. den drei  Fet tsf iuren mi t  und  ohne Toeopherol -  
zusatz sollte der  Einf lug  der  ge tes te ten  Fet ts~uren auf  die Thrombozytenaggrega-  
t ion und  die Thromboxan-B-  bzw. Pros tag land in-E-Synthese  un te r sueh t  werden.  

Die U n t e r s u e h u n g e n  w u r d e n  mi t  Th rombozy t en  yon  jungen ,  e rwaehsenen  M~n- 
nern  (Durehsehni t t sa l te r  26,6 ± 8 Jahre)  durehgefOhrt .  Die  Messung  der  Aggrega-  
t ion und  der  T h r o m b o x a n s y n t h e s e  erfolgte nach  30- und  60min~itiger Inkubat ion.  
Das Rauehverha l t en  wurde  nieht  berfieksiehtigt .  

Bei  Inkuba t ion  der  Th rombozy ten  mi t  D H A  und E P A  jewei ls  allein sowie mi t  
einer  FS-Misehung,  in der  die 0~-3-FS domin ie r ten  (0)-3Ao-6 - 15/1), war  e:in signifi- 
kan ter  Rt ickgang  (p < 0,05) der  kol ]ageninduzier ten  Thrombozy tenaggrega t ion  zu 
beobachten.  

Tocopherol ,  Linols~ure und  die l inolsf iurereichen Medien  (~o-3/~o-6 = 1/4) inhibier-  
ten die Aggrega t ion  nur  geringfiigig.  

Bei  der  Thromboxansyn these ,  die bei  der  Anregung  der  Th rombozy t en  zur 
Aggrega t ion  e ine  wieht ige  Rol]e spielt, konnte  kein  e inhei t l icher  Einf lug  der  o>3-FS 
gefunden  werden.  E P A  und die Mischung  aus EPA und D H A  senkten  die TXB- 
Synthese  s ignif ikant  (p < 0,05). Die al leinige Inkuba t ion  mi t  D H A  sowie die linol- 
sf iurereichen Medien  f t ihrten dagegen  zu e inem tendenzie l len  Anst ieg  der  Synthe-  
serate, der  j edoch  die Aggrega t ion  nicht  steigerte. Diese  Beobach tung  weis t  auf  die 
Bi ldung des weniger  aggregator isch w i r k e n d e n  TXAa hin. Ein  Einf lug  yon Toco- 
pheroI  war  aueh hier  n icht  festzustellen.  

A b b r e v i a t i o n  i n d e x  

A A  A r a c h i d o n s f i u r e  
D H A  D o c o s a h e x a e n s f i u r e  
E P A  E i c o s a p e n t a e n s f i u r e  
F S  F e t t s f i u r e  
P G  P r o s t a g l a n d i n  
PRP plfittchenreiches Plasma 
TX Thromboxan 
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S u m m a r y :  In order to estimate the influence of the tested fatty acids on platelet 
aggregation, synthesis of prostaglandin E and thromboxane B in vitro, platelet rich 
plasma (PRP) was incubated with the ~o-3 fatty acids eicosapentaenoic acid (EPA) 
and docosahexaenoic acid (DHA), with linoleic acid as representat ive of the c0-6 
fatty acids, as well as with mixtures of EPA and DHA and all fatty acids, resp., with 
and without  addit ion of a-toeopherol. 

For the determinations,  platelets were prepared from blood of young adult  male 
volunteers  (age 26.6 ± 8 years). Platelet  aggregation and synthesis of thromboxane 
were measured after 30 and 60 min of incubation. Smoking habits were not 
regarded. 

The incubation of ptatelets with DHA and EPA itself, as well as the mixture  of 
fatty acids dominated by ~)-3 fatty acids (m-3/o)-6= 15/1) caused a significant 
decrease (p < 0.05) of colIagen-induced platelet  aggregation. 

Toeopherol, linoleie acid, and the linoleie-aeid-rieh mixtures (a)-3/(9-6= 1/4) 
caused only a slight inhibition of platelet aggregation. 

No uniform influence of oJ-3 fatty acids could be observed that  showed their 
influence on synthesis of thromboxane to be of importance for the promotion of 
platelet  aggregation. EPA and the mixture of EPA and DHA did decrease thrombo- 
xane synthesis significantly (p < 0.05). On the other hand, single incubation with 
DHA as well as with linoleic acid rich mixtures caused a statistically not significant 
increase of rate of the synthesis, which did not increase the aggregation. This 
observation indicates the formation of less effective TXA3. An influence of tocophe- 
rol could also not be observed. 

Schl i~sselwdrter:  Eicosapentaensfiure, Docosahexaensfiure, Linolsfiure, Throm- 
bozytenaggregation, Thromboxan-B- und Prostaglandin-E-Synthese 

K e y  words:  _eieosapentaenoic _acid, _doeosahexaenoic _acid, l inoleic -acid, Elatelet 
_aggregation, th romboxane  B and prostaglandin E _synthesis 

Einleitung 
Es l i eg t  e ine  grol3e Z a h l  y o n  U n t e r s u c h u n g e n  f ibe r  d i e  W i r k u n g  ora l  

v e r a b r e i c h t e r  F i s ch61pr f ipa ra t e  a u f  d i e  B l u t l i p i d e  u n d  d ie  B l u t g e r i n n u n g  
m i t  b e s o n d e r e r  B e t r a c h t u n g  d e r  T h r o m b o z y t e n f u n k t i o n  vor.  

G r u n d l a g e  d e r  D i s k u s s i o n  f ibe r  d e n  E i n s a t z  v o n  F i sch61en  in d e r  P ro -  
p h y ] a x e  u n d  T h e r a p i e  t h r o m b o t i s c h e r  E r k r a n k u n g e n  i s t  da s  E i n g r e i f e n  
d e r  in  F i s c h S l e n  e n t h a l t e n e n  ~ -3 -Fe t t s f iu ren  ( E i c o s a p e n t a e n s f i u r e  (EPA),  
D o c o s a h e x a e n s f i u r e  (DHA))  in  d e n  E i c o s a n o i d s t o f f w e c h s e l .  

U n t e r  p h y s i o l o g i s c h e n  B e d i n g u n g e n  b e s t e h t  e in  G l e i c h g e w i c h t  zwi-  
s c h e n  T h r o m b u s b i l d u n g  u n d  - au f l6sung .  D ie  T h r o m b u s b i l d u n g  w i r d  
d a b e i  y o n  d e m  im T h r o m b o z y t e n  a u s  A r a c h i d o n s f i u r e  (AA) g e b i l d e t e n  
T h r o m b o x a n  A2 (TXA2) ge fS rde r t .  I h m  s t e h t  d a s  i m  G e f ~ g e n d o t h e l  syn -  
t h e t i s i e r t e ,  a n t i a g g r e g a t o r i s c h e  P r o s t a c y c l i n ,  a u c h  P r o s t a g l a n d i n  Iz (PGI2) 
g e n a n n t ,  a ls  A n t a g o n i s t  gegenf~ber  (10, 23). 

Be t  d e r  T h r o m b o z y t e n a g g r e g a t i o n  h a n d e l t  es  s i ch  u m  e i n e  s i ch  s e l b s t  
v e r s t f i r k e n d e  R e a k t i o n .  D e r  a g g r e g i e r e n d e  T h r o m b o z y t  se tz t  m i t  Hi l f e  t ie r  
E n z y m e  P h o s p h o l i p a s e  A2 u n d  P h o s p h o l i p a s e  C a u s  d e n  M e m b r a n p h o s -  
p h o l i p i d e n  d i e  a m  z w e i t e n  C - A t o m  d e s  G l y c e r i n s  l oka l i s J e r t e  Fe t t s f iu re ,  
r a c i s t  AA,  fret,  aus  d e r e r  TXA2 b i lde t .  D a n e b e n  s p e i c h e r t  d e r  T h r o m b o z y t  
in  s e i n e n  , ,dense  g r a n u l a "  A D P  u n d  S e r o t o n i n .  S o w o h l  TXA2 als  a u c h  d i e  
in  d e n  G r a n u l a  g e s p e i c h e r t e n  S u b s t a n z e n  w e r d e n  y o n  d e n  a g g r e g i e r t e n  
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Thrombozyten abgegeben und regen weitere Thrombozyten zur Aggrega- 
tion an, so daI3 sich innerha]b kiirzester Zeit grol3e Thrombozytenaggre- 
gate bi]den, die unter physiologischen Bedingungen Defekte in der Gef~fi- 
wand verschlief3en k6nnen (13). 

Auch o~-3-Fetts~uren k6nnen in die Membranphospholipide eingebaut 
werden. Wird an Stelle von Arachidons~ure EPA freigesetzt, so entsteht 
unter Einwirkung des gleichen Enzymsystems an Stelle von TXA2 das 
TXAa und start PGI2 das PGI 3. TXA3 regt jedoch die Thrombozyten nicht 
oder nur in sehr geringem MafAe zur Aggregation an, wfihrend das in der 
Gef'afAwand gebildete PGI3 ebenso wirksam wie das aus AA entstehende 
PGI2 sein sol] (19, 24). 

Darfiber hinaus ist EPA ein wesentlich schlechteres Substrat fiir die 
Cyclooxygenase, das Schliisselenzym der Eicosanoidsynthese, als AA, 
was zu einer Verlangsamung der Fetts~ureumsetzung und damit zu einer 
verringerten Thromboxansynthese fiihrt (8, 15, 21). 

DHA wird nicht vonder Cyclooxygenase umgesetzt. In Membranphos- 
pholipide inkorporierte DHA soll die Phospholipaseaktivit~t und damit 
die Freisetzung der Fetts~uren hemmen, was ebenfalls zu einer herabge- 
setzten TX-Synthese ffihrt (5, 6). 

Die durch die m-3-Fettsfiuren gehemmte Thromboxansynthese 
schwficht den Selbstverstfirkungsmechanismus der Thrombozytenaggre- 
gation und verhindert so die Thrombusbildung. 

Ziel der hier vorgestellten Arbeit war es, in einer In-vitro-Studie die 
Wirkung relativ geringer Mengen an ~)-3- und 0~-6-Fettsfiuren (0,3 mmo]/l) 
auf die Thromboxansynthese und Thrombozytenaggregation zu untersu- 
chen und damit die Relevanz von m-3-Fettsfiuren zur Prophylaxe thrombo- 
tischer Erkrankungen zu prOfen sowie ein optimales Verh~ltnis von ~)-3- 
zu 0~-6-Fetts~uren herauszufinden. 

Darfiber hinaus wurde auch der Einfluf3 yon Tocophero] beriicksichtigt, 
da mehrfach unges~ttigte Fetts~uren auf Grund ihrer erh6hten Oxyda- 
tionsneigung den Tocopherolbedarf steigern, andererseits aber hohe Kon- 
zentrationen an Tocopherol in der Lage sind, die bei der Prostaglandin- 
synthese entstehenden Endoperoxyde zu reduzieren und damit die Pro- 
staglandin- und Thromboxanbildung zu hemmen (17). 

Mater ia l  und M e t h o d e n  

In der Studie wurde p]~ttchenreiches Plasma (PRP) yon i0 jungen, stoffwechsel- 
gesunden M~nnern (Durchschnittsalter: 26,6 Jahre) mit verschiedenen Fetts~uren 
und Mischungen der Fetts~uren mit und ohne a-Tocopherol inkubiert. 

Es wurde mit 9 verschiedenen Inkubationsmedien gearbeitet, die bis auf Medium 
2 (Tocophero l )  j ewei l s  0,3 m m o I  freie Fetts~ure/1 I n k u b a t i o n s a n s a t z  en tb i e l t en .  

Die  I n k u b a t i o n s d a u e r  b e t r u g  jewei l s  30 u n d  60 rain.  
Die M e d i e n  se tz t en  s ich  wie  folgt  z u s a m m e n :  

1. L ino l s~ure  
2. T o c o p h e r o l  
3. Docosahexaens f i u r e  (DHA) 
4. E i cosapen t aens f iu r e  (EPA) 
5. E P A  + D H A  in  e i n e m  Verhf i l tn is  y o n  18/25 

Dieses  Verh~ l tn i s  de r  b e i d e n  F e t t s ~ u r e n  z u e i n a n d e r  w u r d e  in d e n  f o l g e n d e n  
M e d i e n  b e i b e h a l t e n .  
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6. EPA,  D t t A  + L ino l s~ure  m i t  e i n e m  o~-3/~)-6-Verh~ltnis v o n  15/1 
7. EPA,  D H A  + L ino l s~ure  (~9-3Ao-6 = 15/1) + T o c o p h e r o l  
8. EPA,  D H A  + L ino l s~ure  (~o-3/oJ-6 = 1/4) 
9. EPA,  D H A  + L ino l s~ure  (~o-3/~-6 = 1/4 + Tocophero l )  

De r  Z u s a t z  a n  T o c o p h e r o l  in  d e n  M e d i e n  7 u n d  9 er fo lg te  e n t s p r e c h e n d  d e m  
e r r e c h n e t e n  M e h r b e d a r f  be t  e r h S h t e r  Z u f u h r  an  m e h r f a c h  u n g e s ~ t t i g t e n  F e t t s ~ u r e n  
(7). 

Die  F e t t s h u r e n  w u r d e n  in  M e t h a n o l  gelOst z u g e s e t z t  U m  d e n  Einfluf5 des  Metha-  
nols  zu re la t iv ie ren ,  w u r d e n  P a r a t l e l p r o b e n  mi t  M e t h a n o l  i n k u b i e r t  u n d  als 0-Wert 
bzw. Kon t roHwer t  e ingesetz t .  So wa r  j e d e r  P r o b a n d  se ine  e igene  Kont ro l le ,  u n d  es 
k o n n t e  d a h e r  au f  e ine  B e r f i c k s i c h t i g u n g  des  R a u c h v e r h a l t e n s  ve rz i ch t e t  werden .  

Die  T h r o m b o z y t e n a g g r e g a t i o n  w u r d e  n a c h  d e r  M e t h o d e  y o n  B o r n  (2) p h o t o m e -  
t r i s ch  im P R P  g e m e s s e n .  Sie  w u r d e  d u r c h  2 m m o l  A D P  bzw. t ~g Ko l l agen  pro  m l  
T e s t a n s a t z  ausgelSst .  

In  d e n  n a c h  K o l l a g e n i n d u k t i o n  agg reg i e r t en  T h r o m b o z y t e n  w u r d e  d e r  TXB-  u n d  
d e r  P G E - G e h a l t  d i i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i s c h  mi t t e l s  H P T L C  n a c h  e ine r  
M e t h o d e  v o n  B r a n d t  (1989) analys ier t .  Hierf~ir w u r d e n  die  P r o s t a g l a n d i n e  z u n ~ c h s t  
f iber  Si l ika-C-18-S~ulen aus  d e n  P r o b e n  e x t r a h i e r t  u n d  a n s c h l i e B e n d  au f  Kieselgel-  
p l a t t e n  aufge t ragen .  Ffir  die E x t r a k t i o n  w u r d e n  die Sfiulen mi t  E t h a n o l  vorgewa-  
s c h e n  u n d  m i t  10%igem E t h a n o l  a n g e s h u e r t  m i t  HC1 au f  pH 3,5 kond i t i on i e r t .  Die  
m i t  0 ,1N Sa lzs~ure  a u f  p H  3,5 anges~iuer ten  P r o b e n  w u r d e n  a u f g e g e b e n  u n d  
dre ima]  mi t  10%igem E t h a n o l  p H  3,5 u n d  anschl ie l~end m i t  1 m l  P e t r o l e t h e r  
gewaschen .  N a c h  k u r z e m  T r o c k e n l a u f e n  w u r d e n  die P r o b e n  mi t  2 m] E t h a n o l  
eluiert .  Be t  de r  d f i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  T r e n n u n g  d i e n t e  e in  G e m i s c h  
aus  9 m]  Ch lo ro fo rm,  1 m l  I sop ropano l ,  100 ~t] M e t h a n o l  u n d  60 ~l Ess igs~ure  als 
Laufmittel. Die Platte wurde mit Cu-Acetat in 15%iger Phosphors~ure angef~rbt 
und bet einer Wellenl~nge von 360 nm am HPTLC-Scanner detektiert. 

Eine dfinnschichtehromatographische Trennung der 2er- und 3er-FamJlie der 
Prostaglandine ist nicht m6glich (II). Daher wird im folgenden nur von TXA und 
PGE gesprochen. Geht man jedoch yon einer Hemmung der Cyclooxygenaseaktivi- 
tht durch die c0-3-FS aus, so ist diese mit der angewandten Methode nachweisbar. 
TXB ist der stabi]ere Metabolit des eigentlich wirksamen, aber sehr instabilen TXA 
und wird daher zum Nachweis der TXA-Synthese herangezogen. 

Bet der statistischen Auswertung wurden die Ergebnisse nach Inkubation mit 
den einzelnen Medien und ihren Kontrollwerten mit dem t-Test verglichen. Wetter 
wurde eine Varianzanalyse ffir Mef3wiederholungen durchgeffihrt. 

Ergebnisse 
T h r o m  bozy t enaggrega t ion  

Nach 60miniitiger Inkubationsdauer war bet allen Inkubationsans~tzen 
ein unterschiedlich hoher R(ickgang der kollageninduzierten Thrombozy- 
tenaggregation zu beobachten, der sich bereits nach 30 rain abgezeichnet 
hatte. Nach Inkubation mit den Medien 3 bis 7, die iiberwiegend o~-3- 
Fettshuren enthielten, war dieser Riickgang starker als nach Inkubation 
mit den linols~urereichen Medien. 

So sank die Aggregation naeh DHA-Zugabe auf 37 % der korrespondie- 
renden Kontrollwerte signifikant (p < 0,05) ab, nach EPA-Inkubation auf 
50 %, EPA und DHA zusamrnen verringerten die Aggregation urn 60 %. 
Auch bet der Mischung yon co-3- und co-6-Fetts~uren mit einem ~iberwie- 
genden Anteil an ~o-3-Fettshuren (o~-3/(~-6 = 15/1) nahm die Aggregation der 
Thrombozyten nach Induktion mit Kollagen noch signifikant ab (p < 0,05), 
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wobei der Zusatz yon Tocopherol keinen signifikanten EinfluB auf die 
Abnahme der Aggregation hatte. 

Bei der Inkubation nur mit Linols~ure (Medium I) kam es zu einem 
tendenziellen Abfall der Aggregationsneigung auf 63 % der Methanol 
werte, der sich statistisch jedoch nicht erh~rten lieJ~. Ebenso war nach 
alleiniger Inkubation mit Tocopherol nut eine tendenzielle Abnahme der 
Aggregation zu beobaehten. Auch bei den Medien 8 und 9, deren ~o-3- zu 
~-6-Verh~ltnis i/4 betrug, sank die Aggregation um 13 % bzw. 40 % ab. 
Dieser Riickgang war bei Medium 9 signifikant (p < 0,05) (Tab. i). 

Die Messung der Aggregation nach Induktion mit ADP best~itigte die 
nach Kollageninduktion erhaltenen Ergebnisse. Es ergab sich hier eine 
Abnahme der Thrombozytenaggregation naeh Fetts~ureinkubation im 
Vergleich zu den ko:rrespondierenden Kontrollwerten, die derjenigen 
nach Kollageninduktion entsprach, jedoch nicht signifikant war. 

Vergleieht man die Ergebnisse nach Inkubation mit den einzelnen 
Medien miteinander, so konnte die st~rkste Hemmung der Aggregation 
durch die Mischung von EPA und DHA (Medium 5) bzw. dieser Fetts~u- 
ren mit Linols~ure, bei iiberwiegendem c0-3-Fetts~ure-Antei] (Medien 6 
und 7), erzielt werden. 

T h r o m b o x a n -  u n d  P r o s t a g l a n d i n s y n t h e s e  

Die  T X B - S y n t h e s e  w u r d e  d u t c h  d i e  M e d i e n  4 (EPA)  u n d  5 ( E P A  + D H A )  
a m  s t ~ r k s t e n  beeinfluf3t .  S i e  s a n k  n a c h  I n k u b a t i o n  m i t  E P A  b e r e i t s  n a e h  
3 0 m i n 0 t i g e r  I n k u b a t i o n  a u f  54 % d e s  K o n t r o l l w e r t e s .  Be i  I n k u b a t i o n  m i t  
M e d i u m  5 b l i e b  d ie  S y n t h e s e r a t e  n a c h  30 r a in  u n v e r ~ n d e r t .  D ie  30 m i n -  
W e r t e  s i n d  in  T a b e l l e  1 n i e h t  aufgef~ihr t .  D ie  A b n a h m e  d e r  T X B - B i l d u n g  
b e t r u g  b e i  d i e s e n  b e i d e n  M e d i e n  n a e h  60 m i n  54 % bzw.  59 % des  K o n t r o l l -  
we r t e s .  Be i  M e d i u m  5 w a r  s o w o h l  d i e  A b n a h m e  d e r  T X - S y n t h e s e  n a c h  30- 
als a u c h  n a c h  60minf i t i ge r  I n k u b a t i o n  g e g e n f i b e r  d e n  K o n t r o l l w e r t e n  
s i g n i f i k a n t  (p < 0,05). B e i  d e n  M e d i e n  6 u n d  7, d i e  e in  oa-3- zu  o -6 -Verh~ l tn i s  
v o n  15/1 a u f w i e s e n ,  w a r  e b e n f a l l s  e in  R O c k g a n g  d e r  T h r o m b o x a n s y n t h e s e  
zu b e o b a c h t e n ,  d e r  a ] ] e rd ings  w e s e n t l i c h  g e r i n g e r  war .  E r  b e t r u g  be i  
b e i d e n  M e d i e n  n u r  r u n d  13-20 % u n d  w a r  n i c h t  s i g n i f i k a n t  (Tab.  1). 

Tab. I. Kollageninduzierte Thrombozytenaggregation und Thromboxansynthese 
nach 6Orniniltiger Fetts~ure-lnkubation (Relativwerte bezogen auf Methanolinku- 
bation = 100%). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Agg, KolL 62,3 72,4 36,3 49,8 39,8 43,1 34,6 37,4 59,5 
SD 27,5 44,4 12,8 25,1 25,4 22,7 16,2 44,5 39,6 
TXB 111,3 106 ,1  148,2 45,7 40,9 87,5 30,7 121,7 168,2 
SD 47,4 26,4 91,1 32,2 30,0 69,9 10,5 63,3 103,8 

1 Linols~ure 4 Eicosapentaens~ure 7 c~3h~6- 15/1 +Toc  
2 Tocopherol 5 DHA + EPA 8 co3/co6 = 1/4 
3 Docosahexaens~ure 6 co3/~6 = 15/1 9 (o3/co6 = 1/4 + Toc 
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Nach Inkubation mit DHA wurde ein Anstieg der TXB-Synthese um 
48 % verzeichnet. Dieser Anstieg war jedoch ebenfalls nieht signifikant. 

Auch Linsolsfiure ftihrte zu einem tendenziellen Anstieg der TXB-Syn- 
these (Tab. I). 

Die PGE-Synthese wurde dureh die Inkubation mit den Medien 1 bis 5 
tendenziell gesteigert, wobei vor allem nach Inkubation mit Linolsfiure 
und DHA (Medien 1 und 3) eine Steigerung der Syntheserate zu verzeich- 
hen war. 

Die Inkubation mit den Medien 6 bis 9, die alle 3 Fettsfiuren enthie]ten, 
beeinfluBte die PGE-Synthese nicht. 

D i s k u s s i o n  

Da die Ergebnisse aus Studien mit oral verabreichten Fischblprfiparaten 
keinen befriedigenden AufsehluB ~iber den Mechanismus der antithrom- 
botischen Wirkung der o~-3-FS geben, sollten in der vorliegenden Untersu- 
chung in einer In-vitro-Studie die Einfltisse der Fettsfiuren auf das throm- 
bozytfire System betrachtet werdem 

Dabei ist an der Thrombozytenaggregation die Funktionsffihigkeit des 
Thrombozyten erkennbar, und die Eicosanoidsynthese, insbesondere die 
TXB-Synthese, gibt AufschluB tiber die Leistung der Cyc]ooxygenase als 
Schltisselenzym des Eicosanoidstoffwechse]s. Wie zu Beginn beschrie- 
ben, steuern die aus AA entstehenden Cyclooxygenaseprodukte des 
Thrombozyten die Aggregation fiber einen positiven Feedback-Mechanis- 
mus (13). Beim Einsatz yon ~-3-Fettsfiuren aus Fischblen soll dieser Weg 
der Selbstverstfirkung der Thrombozytenaggregation unterbrochen und 
so die Aggregation inhibiert werden (I, 6, 7). 

Henderson et al. (1989) beschreiben, wie viele andere Autoren (I, 8, 11, 
20), die (~-3-FS als sehlechtes Substrat der Cyclooxygenase. Dies bedingt 
eine kompetitive Hemmung des AA-Metabo]ismus und dam:it eine ver- 
minderte TXA-Synthese. 

Unsere Ergebnisse nach Inkubation der Thrombozyten mit EPA 
(Medium 4), EPA und DHA gemeinsam (Medium 5) sowie mit Mischungen 
yon  o~-3= u n d  ~o-6-FS bei e r h b h t e m  ~o-3-FS-Anteil (Medien 6 und  7) zeigen 
ebenfal ls  e inen Ri ickgang  der  TXA-Syn these  u n d  bestfi t igen dami t  ffir 
E P A  die Ergebn i s se  der  ande ren  Arbe i t sg ruppen .  

Croset  et al. (1988) fordern  eine differenzierte  Be t r ach tung  der  o~-3-FS- 
E P A  und  -DHA in ihrer  Wirkung  auf  die Cyclooxygenase .  Sie sp rechen  
der  in den M e m b r a n p h o s p h o l i p i d e n  veres te r ten  DHA berei ts  auf  Mem- 
branebene ,  also bei der  Fre ise tzung der  FS aus den  Phosphol ip iden ,  eine 
h e m m e n d e  Wirkung  zu. Auch  Fischer  et al. (1984) weisen auf  eine 
ger ingere  Fre ise tzung der  D H A  aus den M e m b r a n p h o s p h o l i p i d e n  im Ver- 
gleich zu AA und  E P A  hin. 

Unsere  Ergebn i s se  zeigen ebenfal ls  die Notwend igke i t  e iner  differen- 
zier ten Be t r ach tung  der  ~o-3-FS in bezug  au f  ihre Wirkung  auf  die Cycto- 
oxygenase .  D H A  setzt  die TXA-Syn these  n icht  herab,  sondern  fuhr t  zu 
e iner  tendenzie l len  S te igerung  der  Synthesera te .  Inwiewei t  innerha lb  der  
Inkuba t ionsze i t  ein E inbau  von  D H A  in die M e m b r a n p h o s p h o l i p i d e  statt- 
ge funden  hat, we rden  FS-Ana lysen  der  M e m b r a n p h o s p h o l i p i d e  zeigen. 
Mit einer vollstf indigen A u f n a h m e  der  FS in die M e m b r a n  ist nicht  zu 
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rechnen, so daI3 davon ausgegangen werden kann, da~ die freie DHA die 
Cyclooxygenaseaktivit~t nicht beeintr~chtigt. Rao et al. (1983) weisen 
auch auf die Dosisabh~ngigkeit der Wirkung von DHA auf die Cyclooxy- 
genase hin, so da~ m6glicherweise auch die eingesetzte FS-Menge ffir eine 
Hemmung nicht ausreicht, was for eine geringere Wirksamkeit der DHA 
im Vergleich zu EPA auf die TXA-Synthese sprechen wiirde. 

Bei der vorliegenden Untersuchung kann nach Inkubation mit den 
Medien mit iiberwiegendem Anteil an co-3-FS ein signifikanter R(ickgang 
der kollageninduzierten Aggregation gegeniiber ihren Kontrollwerten 
beobachtet werden. Dieser steht bei den Medien 4 bis 6 im Einklang mit 
der herabgesetzten TXA-Synthese und der damit verbundenen Unterbre- 
chung der Selbstverst~rkung der Aggregation, die die Voraussetzung fur 
eine vollst~ndige Aggregation der Thrombozyten darstellt. Dariiber hin- 
aus darf die von Needelman et al. (1976) und anderen (9, 20) beschriebene 
geringere Wirksamkeit des aus EPA entstehenden TXA3 auf die Thrombo- 
zyten nicht aul3er acht gelassen werden. 

Nach Inkubation des PRP mit DHA ist ebenfalls ein Riickgang der 
Aggregation zu beobachten, obwohl die TXA-Synthese tendenziel] gestei- 
gert ist. Hier miissen also noch andere Mechanismen der Inhibierung der 
Thrombozytenaggregation vorliegen. 

Rao et al. (1983) stellte nach DHA-Inkubation yon Thrombozyten eine 
Abnahme der TXA-Bildung fest, die mit einer gehemmten Thrombozyten- 
aggregation einhergeht. Sie fiihren die herabgesetzte Aggregation der 
Thrombozyten jedoch nicht allein auf eine kompetitive Hemmung des 
Cyclooxygenasewegs dutch die ~)-3-FS zuriick, sondern weisen auch auf 
eine mSgliche Wirkung der Hydroperoxyds~uren auf die Thrombozyten- 
aggregation hin. Auch Croset et aL (1933) sprechen den Hydroperoxyd- 
und HydroxyMiuren der Polyens~uren eine wesentliche Bedeutung fiir die 
Thrombozytenaggregation zu. Diese Lipoxygenaseprodukte der Polyen- 
fetts~uren sollen in unterschiedlicher Weise die Aktivit~it der Cyclooxyge- 
nase beeinflussen. 

Eine weitere Ursache f~r die herabgesetzte Aggregation nach DHA- 
Inkubation kann auch in einer durch den Einbau von DHA in die Mem- 
branphospholipide bedingten ge~nderten Membranfunktion gesucht wer- 
den. Der Einbau langkettiger mehrfach unges~ttigter Fetts~uren f(ihrt zu 
einer Lockerung der Membranstruktur, die eine Anderung der Fluidit~t 
bedingen kann (13). 

Der genaue Wirkungsmechanismus von DHA muB noch in weiteren 
Studien gekl~rt werden. 

Bei den ]inols~urereichen Medien 8 und 9 ist ebenfalls eine verminderte 
Aggregation bei tendenziell gesteigerter TXA-Synthese zu beobachten. 
Hier ist mR einer gegenseitigen Beeinflussung der einzelnen Fetts~uren 
sowohl fiber den Cyclooxygenase- als auch fiber den Lipoxygenaseweg zu 
rechnen. Daneben spielt die Bildung unwirksamen TXA3 fiir die 
Abschw~ichung der Aggregation eine RoUe. 

Die Tocopherolsupplementierung hatte keinen Einfluf3 auf die Aggrega- 
tion und die Thromboxansynthese, was auf die niedrige Zusatzmenge an 
Fetts~uren und die relativ kurze Inkubationszeit von maximal einer 
Stunde zuriickzuffihren ist, in der es noch zu keiner nennenswerten 
Autoxidation der Fetts~uren kam bzw. in der der vorhandene Tocopherol- 
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gehalt der Thrombozyten als Oxidationsschutz ausreichte. Andererseits 
war die eingesetzte Tocopherolmenge nicht hoch genug, urn die Prosta- 
glandinendoperoxyde zu reduzieren. 

Schlufibetrachtung 
Um eine effiziente Wirkung auf die Thrombozytenaggregation zu erzie- 

len, rnul3 der Anteil der e~-3-Fetts~uren den der ~-6-Fetts~uren iiberwie- 
gen, was in vivo nur dutch sehr hoch dosierte Gaben an FischSlkonzentrat 
zu erzielen ist. 

Bei einfachen difitetischen MaBnahmen, wie einern erhShten Fischkon- 
sum oder einer n:iedrigen Supplementierung mit Fisch61konzentraten, 
kann das o-3/~-6-Verhfiltnis bestenfalls bei 1/4 liegen, wobei hier zurnin- 
dest nicht kurzfristig mit einer aggregationshernrnenden Wirkung zu rech- 
nen ist. 

Die Wirkung von EPA und DHA auf die Thromboxansynthese und 
Thrombozytenaggregation unterliegt verschiedenen Mechanismen, die 
noch genauerer Kl~rung bediirfen. 

Ein eindeutiger Einflul3 von Tocopherol auf die Thrombozytenaggrega- 
tion und Thromboxansynthese kann nicht festgestellt werden, auch wenn 
Tocopherol in den Medien 7 und 9 die aggregationshemrnende Wirkung 
tier e~-3-Fetts~uren zu unterstiitzen scheint. 
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