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Abkiirzungen

1. Abkilirzungen

ADP: Adenosindiphosphat

AP: Angina Pectoris

ASS: Acetylsalicylsaure

AT: Angiotensin

ATP: Adenosintriphosphat

BARC: Bleeding Academic Research Consortium

DNA: Desoxyribonukleinsaure

EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure

EKG: Elektrokardiogramm

GP: Glykoprotein

KHK: Koronare Herzkrankheit

LVEF: Linksventrikulare Ejektionsfraktion

MMP: Matrix-Metalloproteasen

PAGE: Polyacrylamid Gelelektrophorese

PCI: Transluminalen koronaren Angioplastie

SDS: Sodium-Dodecyl-Sulfat (Natriumlaurylsulfat)

SNP: Single-Nukleotid-Polymorphismus (Einzelnukleotid-Polymorphismus)
STEMI/ NSTEMI: ST-elevation myocardial infarction (ST-Hebungsinfarkt)
TIMP: Tissue inhibitors of metalloproteinases (Gewebehemmer der MMP)
TNF: Tumor-Nekrose-Faktor

TPO: Thrombopoietin

VWEF: Von-Willebrand-Faktor



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Die koronare Herzerkrankung

Die koronare Herzerkrankung (KHK) entsteht durch die Atherosklerose im
Bereich der Herz-Kranzgefalle. Dies fuhrt zu einer Minderversorgung des
Herzmuskels mit Sauerstoff. Die Krankheit dulRert sich als Symptomatik der
Angina Pectoris. Grundsatzlich wird bei der koronaren Herzkrankheit zwischen

der chronischen und der akuten Form unterschieden.’

Das Risiko, an einer KHK zu erkranken ist wie bei den meisten komplexen
Krankheiten ein Zusammenspiel zwischen genetischen Faktoren und dem
Lebensstil.> Bereits 1951 bewies eine Studie, dass die KHK erblich ist.® Eine
schwedische Verlaufsstudie mit 20.000 Zwillingen bewies das erhoéhte Risiko
einer Vererbung bei engen Verwandten, wobei eine Vererbung auf ca. 50%
geschatzt wird.*® Eine weitere Studie untersuchte das menschliche Genom auf
genetische Varianten und fand heraus, dass Einzelnukleotid-Polymorphismen
die sich in der Nahe von regulatorischen Bereichen befinden, zu 60% an der
Vererbung einer KHK beteiligt sind. Diese SNPs sind besonders haufig in
Histonen vorzufinden und vornehmlich in aktiven Ablese- und
Promoterregionen lokalisiert, welche einen grof3en Teil des genetischen Risikos
fur eine KHK ausmachen. Diese Signale kommen besonders in Geweben wie

Fett-, Gehirn- und Milzzellen vor.®

Die koronare Herzerkrankung stellt bei beiden Geschlechtern die haufigste
Todesursache dar. Die Lebenszeitpravalenz betragt 9,2% bei 40-79-Jahrigen
und z&hlt somit zu den wichtigsten Volkskrankheiten.” Im Jahr 2016 starben laut
statistischem Bundesamt 13,3% aller Todesfalle der Frauen und 15,6% aller

Todesfalle der Manner an der koronaren Herzerkrankung (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Anteil der diagnostizierten Herzerkrankungen bei gleichaltriger
Bevolkerung der a) Frauen und b) Manner. Etwa 30% der 70-79 jahrigen
Manner und 15% der Frauen leiden unter der koronaren Herzkrankheit. Grafik
modifiziert von Robert Koch- Institut 2013, Studie DEGS1, Erhebung 2008-2011



Einleitung

2.1.2 KHK von damals bis heute

Die koronare Herzerkrankung ist seit 15 Jahren die haufigste Todesursache
weltweit. Als Grund wurden lange Zeit die modernen Lebensumstande
verantwortlich gemacht. Eine Studie bewies jedoch, dass diese Krankheit
bereits sehr alt ist. Es wurden 137 Mumien aus vier verschiedenen Regionen
der Welt mittels Computertomographie untersucht. In 37% der Mumien wurden
Anzeichen einer Atherosklerose gefunden. Diese Untersuchung fihrte zu der
Uberlegung, dass der Grund fir diese Erkrankung eine viel grundlegendere
Veranlagung sein muss.®

Ein medizinisches Dokument aus dem alten Agypten, bekannt als das Ebers
Papyrus, welches auf 3000 Jahre vor Christus datiert wird, besagte bereits:
,Wenn ein Mann angibt Schmerzen in der Brust zu haben, welche in den Arm
und den Magen ausstrahlen, dann sei der Tod nahe.“®

Im 7. Jahrhundert schrieb der arabische Poet Qais ibn Al-Mulawah in seiner
Liebesgeschichte ,Majnoon Lila“ Uber seine gro3e Liebe Lila. Kurz bevor er
starb, schrieb er ein letztes Gedicht, welches der arabische Kardiologe Dr. H.A.
Hajar Albinali spater ins Englische Ubersetzte und feststellte, dass dieses
Gedicht durch Ausdricke wie ,Mein Herz ist fest beschlagnahmt von einer
Vogelkralle® oder ,...fest gedrickt‘ eine genaue Beschreibung einer akuten
Angina Pectoris darstellt. Er schloss aus dem Gedicht, dass der Autor an der
KHK litt und an einem Myokardinfarkt starb.°

Zur Zeit des rémischen Reiches beschrieb Galen (131-201 n.Chr.) erstmals das
Herz. Dabei war er Uberzeugt, dass das Herz das Blut durch kleine Poren
ansaugt."’ Erst 1628 erkannte der britische Physiker William Harvey diesen
Fehler, indem er feststellte, dass das Blut im Kérper zirkuliert. '

Leonardo da Vinci (1452-1519) beschrieb als Erster die Atherosklerose, indem
er erlauterte, dass bei alteren Menschen der Blutfluss durch Verdickung der
GefaRwandschichten erschwert ist.'®> Da Vincis Wissen (iber Anatomie hatte er
dem Anatomieprofessor Marcantonio della Torre aus Pisa zu verdanken,
welcher ihn dazu veranlasste, die Bilder fur seine anatomischen Texte zu malen
(Abbildung 2)."
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Abbildung 2: Leonardo da Vincis Zeichnungen uber die Anatomie des Herzens
mit freundlicher Genehmigung des Royal Collection Trust/ © Her Majesty
Queen Elizabeth 11 2020 aus Leonardo da Vinci: Corpus of the anatomical

drawings in the Collection of her Majesty the Queen at Windsor Castle. 4 vols,
London, 162"
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Es war William Heberden, der mit seinem Artikel ,Some Account of a Disorder
oft the Breast” im Jahr 1768 in London die Aufmerksamkeit der Medizin auf das
Krankheitsbild der Angina Pectoris lenkte. Er beschrieb die Symptomatik des
Brustschmerzes bei Anstrengung oder mentalem Stress.™

Der italienische Anatom Giovanni Morgagni beschrieb 1761 als Erster die
sklerotischen Veranderungen der Arterien. Edward Jenner und sein Kollege
Caleb Parry stellten den Zusammenhang zwischen dem Brustschmerz und den
sklerosierten Arterien her. Dennoch war die Erkrankung immer noch nur von
pathologischem Interesse."’

1799 entdeckte der Brite Caleb Hillier Parry die Ursache flir die Angina
Pectoris. Bei der Autopsie eines Schafes entdeckt er eine sandige Substanz in
den Arterien. Er war der Erste, der den Mechanismus der ischamischen
Herzerkrankungen korrekt beschrieb, dennoch wurde seine Entdeckung uber
100 Jahre ignoriert. Bei der Autopsie des danischen Kuinstlers Bertel
Thorvaldsen wurde schliellich das erste Mal eine Plaqueruptur als
Todesursache festgestellt."

Ende des 18. Jahrhunderts dominierten zwei Theorien die Pathophysiologie der
Atherosklerose. Carl von Rokitanskys Theorie besagte, dass die Ablagerungen
im Inneren der Arterienwand primar von Fibrin und anderen Blutbestandteilen
herrGhren und nicht einem eitrigen Prozess entstammen. Rudolf Virchow
hingegen erforschte die Pathogenesis auf zellularer Ebene. Zum ersten Mal
benutze er den Begriff ,Endarteritis deformans®. Dieser Ausdruck beschreibt die
Ursache der Ablagerung als einen entzindlichen Prozess der Intima. Die
fibrése Verdickung stellt eine Folge der Proliferation der Gewebezellen der
Intima dar, welche auf mechanischer Reizung beruht.®

Diese Hypothese stellte die Grundlage flr Russel Ross™ ,Response-to-injury-
Theorie“ dar, welche besagt, dass die Schaden einer Atherosklerose ein
Ergebnis der Verletzung des Endothels der Arterie ist, gefolgt von Adhasion,
Aggregation und Ablésen von Thrombozyten.'®

Ende des 19. Jahrhunderts entdeckten Kardiologen, dass ein Verschluss einer
Koronararterie ein Flattern der Ventrikel zur Folge hat, was schnell zum Tod
fiihrt.?

11
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Der Pathologe Ludvig Hektoen folgerte 1879, dass der Myokardinfarkt die Folge
der Koronarthrombose ist.?’ James B. Herrick begann 1919 Myokardinfarkte
mittels Elektrokardiographie zu diagnostizieren und verordnetet als Therapie
strenge Bettruhe. Diese MalRnahmen galten bis Mitte des 20. Jahrhunderts als
Standardtherapie.?

Im 19. Jahrhundert flhrte der franzésische Physiologe Claude Bernard die
erste Katheteruntersuchung an Tieren durch, um den Blutdruck zu messen.?
Das war der Grundstein fur die erste Katheteruntersuchung am Menschen.
Werner Forssmann fiihrte sie im Jahr 1929 an sich selbst durch.?* Dank dieser
Entdeckung wurde 1958 die koronare Arteriographie und Ventrikulographie
entwickelt, welche von da an zur Standarddiagnostik gehdrten.?®> Um Patienten
heilen zu konnen, schritt die Entwicklung der Eingriffe am offenen Herzen
schnell voran, bis die invasive Behandlungsmethode aufkam. 1979
veroffentlichte Andreas Griintzig seine Studie und galt seitdem als Vater der
perkutanen, nicht-invasiven Kardiologie.?

Zunachst wurden Arterien mittels der Ballon-Angioplastie erweitert, um dann
Metallstents platzieren zu kdnnen. Heutzutage werden
medikamentenfreisetzende Stents verwendet, um eine Stenose zu behandeln.?’
Das erste Medikament zur Behandlung von akuten Myokardinfarkten war die
Streptokinase, da die von ihr induzierte Fibrinolyse einen Zusammenbruch des
Fibringertstes zur Folge hat. Eine italienische Studie mit mehr als 10.000
Patienten brachte den Beweis fir die reduzierte Sterblichkeit durch die
Therapie mit Streptokinase.?®

Bereits seit 1970 wurden Langzeitstudien zur Erforschung von Medikamenten
durchgefuhrt. Es wurde bewiesen, dass Aspirin, Beta-Blocker und ACE-
Hemmer die Todesrate bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung senken.?
Bei Patienten mit groRen Infarkten konnten Defibrillatoren, kardiale
Resynchronisationstherapien sowie ein kunstliches Herzunterstitzungssystem

die Prognose deutlich verbessern. %"
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2.1.2 Arteriosklerose

Die KHK entsteht durch die Manifestation der Atherosklerose in den
Koronargefalten. Als Atherosklerose bezeichnet man die inflammatorische,
systemische Erkrankung der Arterien vom muskularen und elastischen Typ.
Die Ursache dieser Erkrankung liegt in der endothelialen Dysfunktion, welche
durch verschiedene Faktoren ausgelost wird. Dazu zahlen unter anderem
Diabetes mellitus, Nikotinabusus, ein hoher Cholesterinspiegel oder eine
genetische Vorbelastung.®

Dieser Endothelschaden st verantwortlich flr die Anlagerung von
Thrombozyten, welche spezifische Rezeptoren flir Lipoprotein niederer Dichte
exprimieren. Die mit Lipoprotein niederer Dichte beladenen Thrombozyten
werden anschlie®end von Monozyten, welche an der Endothelwand anlagern,
aufgenommen. Dadurch differenzieren sich die Monozyten zunachst zu
Makrophagen und dann zu Schaumzellen. Diese Differenzierung wird
begulnstigt durch die von Thrombozyten aufgenommenen Phospholipide des
verletzten Endothels. So kommt es zur Bildung von atherosklerotischen
Plaques (Abbildung 2).

Zunachst entstehen streifenartige, reversible Fetteinlagerungen, welche sich zu
fibrindsen Plaques weiterentwickeln und irreversibel sind.**** Kommt es nun zu
einem akuten Event, wie zum Beispiel einer Plaqueruptur, liegt das
thrombogene Subendothel frei. Es folgt die Adhasion von Thrombozyten,
welche die Gerinnungskaskade in Gang setzen und verschiedene Mediatoren,
wie zum Beispiel Vasokonstriktoren, ADP und Thromboxan aktivieren. Hinzu
kommt das aktivierte Thrombin und der Gewebefaktor, welche im Bereich der
Ruptur Thrombozyten akkumulieren.

Die Folge ist die Bildung eines intravasalen Thrombus, welcher zum akuten

GefaRverschluss und somit zu einem akuten Koronarsyndrom fiihren kann.®
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Thrombozylenaggregalion  Blulgerinnung /

Arleriosklerose Ruptur

Abbildung 3: Schema der Arteriosklerose mit Thrombusbildung. Modifiziert nach
,Aktuelle Therapie des Herzinfarkts“ von Lutz Hein, Freiburg, Ausgabe 20/2006

der pharmazeutischen Zeitung.*’

2.1.3 Chronisches Koronarsyndrom

Die stabile Form der koronaren Herzerkrankung (friher stabile KHK) ist nur
vermeintlich stabil. In den meisten Fallen verlauft sie unbemerkt progredient.
Um auf den chronischen Charakter der Erkrankung aufmerksam zu machen,
wurde im August 2019 der Begriff ,chronisches Koronarsyndrom® eingefuhrt.
Die verschiedenen Erscheinungsformen werden in drei Gruppen aufgeteilt:

1. Verdacht auf stenosierende KHK, 2. Bekannte stenosierende KHK,

3. Mikrovaskulare Erkrankung.®

Das chronische Koronarsyndrom ist auf die koronare Atherosklerose
zuruckzufihren, welche zunachst symptomlos verlauft. Im fortgeschrittenen
Stadium treten, ausgeldst durch Belastung, phasenweise die typischen
Beschwerden einer Angina Pectoris auf.®® Zu diesen zahlen drei
Charakteristika, namlich erstens der retrosternale Schmerz von kurzer Dauer,
zweitens ausgelost durch korperliche oder psychische Belastung, welcher
drittens in Ruhe und/oder nach wenigen Minuten nach Nitratapplikation
zurtuckgeht. Sind nur zwei der drei Symptome erflllt, lautet die Diagnose
atypische Angina Pectoris. Ist nur einer oder keiner der Punkte erflllt, handelt
es sich um eine nicht-angidse thorakale Symptomatik (Tabelle 1). Die

Belastbarkeit wird nach der Canadian Vascular Society nach Schweregrad in
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Klasse 1 bis 4 eingeteilt. Zur klaren Diagnosefindung werden Ublicherweise ein
Belastungs-EKG oder eine Stressechokardiographie sowie Blutuntersuchungen

zur Messung des Troponin- und Kreatininwertes empfohlen.*°

Typische Angina Pectoris 1. retrosternaler Brustdruck

2. durch korperliche Betatigung/
emotionaler Stress

3. schnelle Besserung durch Ruhe
und/oder Nitrate

Atypische Angina Pectoris Erfullt zwei der Charakteristika
Nicht-angioser Brustschmerz Erfallt  keine/ nur eines  der
Charakteristika

Tabelle 1: klinische Klassifikation von Brustschmerzen. Modifiziert nach DGK-

Leitlinie ,Management der stabilen koronaren Herzkrankheit” 2013, g*!

2.1.4 Akutes Koronarsyndrom

Das akute Koronarsyndrom beschreibt die Phasen der koronaren
Herzerkrankung, die als lebensbedrohlich einzustufen sind. Dazu zahlen die
instabile Angina Pectoris, der akute Myokardinfarkt und der plétzliche Herztod.
Da die Ubergange zwischen diesen Krankheitsbildern flieRend sind, wird mit
Hilfe des EKG-Befundes eingeteilt in Patienten mit und ohne ST-
Streckenhebung.

Das akute Koronarsyndrom ohne ST-Hebung auflert sich durch typische
thorakale Schmerzen in Ruhe, welche langer als 20 Minuten andauern und ein
12-Kanal-EKG ohne ST-Hebungen aufweist. Des Weiteren wird der
Troponinwert gemessen, welcher eine grol’e Rolle fir das Infarktrisiko der
nachsten 30 Tage spielt. Im Falle des akuten Koronarsyndroms ohne ST-
Hebung ist der Wert erhoht. Liegt der Wert im Normalbereich lautet die
Diagnose instabile Angina Pectoris.*?

Beim akuten Koronarsyndrom mit ST-Hebung geben die Patienten ebenfalls
thorakale Ruheschmerzen langer als 20 Minuten an. Das EKG dieser Patienten

zeigt eine ST-Streckenhebung von = 0,1 mV in mindestens zwei
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zusammenhangenden Extremitatenableitungen oder = 0,2 mV in mindestens
zwei zusammenhangenden Brustwandableitungen oder einen

Linksschenkelblock mit infarkttypischer Symptomatik.*®

2.2 Thrombozyten

2.2.1 Entdeckung

Im Jahre 1865 wurden die Thrombozyten das erste Mal von Max Schultze
erwahnt. Schultze erkannte durch die Benutzung des ,beheizbaren
Objekttisches”, dass das menschliche Blut mehrere zellulare Bestandteile
enthalt und dass diese die Fahigkeit haben, zu phagozitieren. In diesem
Zusammenhang erwahnte er aullerdem einen Blutbestandteil, welchen er
,Kugelchen® nannte. Er ging davon aus, dass diese Kugelchen zu den
normalen Bestandteilen des Blutes zahlen, da er sie in seinem eigenen Blut
vorfand sowie auch in anderen Personen verschiedenen Alters.**

Julius Bizzozero erforschte die von ihm als ,Plattchen® benannten
Blutbestandteile genauer. Er lieferte eine prazise Beschreibung und machte
wertvolle Experimente zur Funktion der Plattchen.*® Er beschrieb diese dritte,
zusatzlich zu den weil3en und roten Blutkérperchen existierende Art von Zellen
als ovale oder runde, dinne Plattchen, welche 2-3 mal dinner sind als die roten
Blutkdrperchen.*® AuRerdem beschrieb er die Schwierigkeit, diese Plattchen
aulRerhalb vom Korper darzustellen ohne dass diese verklumpen. Des Weiteren
bewies er, dass sie weder einen Zellkern besitzen, noch Hamoglobin enthalten.
In seinen Experimenten beschrieb Bizzozero die Fahigkeit der Plattchen, ihre
Form bei Verletzungen einer Gefallwand zu andern und sich zu einer Masse zu
verbinden, welche die Wunde verschliel3t. Er fasste zusammen, dass diese
Entdeckung bereits einen grol’en Beitrag zur Erklarung der Thrombose sowie
der Gerinnung liefert.*® Bizzozero war auferdem der Meinung, dass die
Plattchen, ebenso wie die Erythrozyten und die Leukozyten dem Knochenmark

entstammen. Diese Theorie konnte er jedoch nicht belegen.*®
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Erst James Homer Wright erkannte, dass die von ihm entdeckten
Megakaryozyten die Vorlauferzellen der Blutplattchen sind.*” William Osler
erkannte im Jahr 1886, dass Thrombozyten eine Rolle bei Thrombose spielen,
da er sie in atherosklerotischen Aorten und an betroffenen Herzklappen fand.*®
Als Zucker et al. im Jahr 1954 das Blutserum untersuchten, wurde
herausgefunden, dass Thrombozyten sekretorische Zellen sind, welche
Serotonin lagern und freisetzen. Aullerdem wurde erkannt, dass Thrombin,
Kollagen und ADP starke Plattchenaktivatoren sind.

Es wurde bekannt, dass Kofaktoren wie der von W.illebrand Faktor und
Fibrinogen in die Plattchenaggregation involviert sind.*® Studien uber
Gerinnselrtickbildung ergaben, dass Thrombozyten als erste Zellen, welche
nicht zu Muskelzellen zahlen, Aktin und Myosin enthalten.>%>"

Im Jahre 1910 wurden einige Therapien entwickelt, um die Thrombozytopenie
zu behandeln, unter anderem durch die Thrombozytentransfusion.52
Radioaktive Strahlung, Strahlentherapie und zu der Zeit neu erforschte
Chemotherapie fuhrten zu einer erhéhten Sterberate durch Blutverlust, weshalb
die Transfusionstherapie weiter verbessert wurde. Die
Thrombozytentransfusion ist somit ein wesentlicher Bestandteil fir den Erfolg
der Chemotherapie.>®

1994 gelang es, das Glykoprotein Thrombopoietin (TPO) darzustellen und zu
vervielfachen.®® Bizzozero fand 1881 heraus, dass TPO die Plattchenanzahl in
Tieren und Menschen durch Verbesserung der Proliferation und Uberlebensrate
der Megakaryozyten erhéht.*®

1976-1977 erkannten Moncader und Weksler, dass Endothelzellen, welche die
Blutgefalte auskleiden und verhindern, dass Thrombozyten mit den
GefalRwanden reagieren, einen Stoff namens Prostaglandin 12 (Prostacyclin)
produzieren.®*®

AnschlieRend wurde herausgefunden, dass Endothelzellen Stickstoffmonoxid
(NO) freisetzen, welches die Thrombozyten hemmt und synergistisch zu
Prostacyclin wirkt.””*®*° AuRerdem wurde eine endotheliale ADPase entdeckt,
welche den Plattchenaktivator ADP schnell in seine inaktive Form AMP

umwandeln kann.?® Die Rezeptoren der Plattchen wurden vorerst auf ihr
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biochemisches Ansprechverhalten reduziert, spater wurde herausgefunden,
dass sie intrazelluldres Ca++ freisetzen kénnen.®

Die oberflachlichen Glykoproteine der Thrombozyten konnten durch die
Erfindung des Natriumlaurylsulfats (SDS) l6slich gemacht und durch die
Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) getrennt werden. Dies war ein
wichtiger Fortschritt in der Erforschung der Rezeptoren.®?

Ebenso wichtig in der Erforschung der Oberflachenrezeptoren von
Thrombozyten war die Durchflusszytometrie. Dadurch wurde es mdglich, die
Bindung von Antikdrpern an Rezeptoren von Thrombozyten zu untersuchen.®®
Durch die Erfindung der Polymerase-Kettenreaktion war es Ende des 20.
Jahrhunderts moglich geworden, kleine mRNA zu untersuchen.®

1967 wurde die Rolle der Thrombozyten bei arterieller Thrombose erkannt.
Mustard et al. injizierten ADP in die Herzen von Schweinen und beobachtete
Ischamien und Arrhytmien.65 Des Weiteren wurde erkannt, dass
Acetylsalicylsaure (ASS) einen antithrombotischen Effekt nicht nur bei Tieren,
sondern auch beim Menschen erwirkt.**

In Frankreich fanden Tuong et al. im Jahre 1974 heraus, dass Thienopyridine
und Furopyridine entzundungshemmende Wirkungen haben wund die
Plattchenaggregation nach Verabreichung von ADP in Ratten hemmen.®® Aus
dem Derivat von Thienopyridine wurde spater, bekannt mit dem Namen
Ticlopidin, ein effektiver Thrombozytenaggregationshemmer, welcher die
Aggregation durch ADP hemmt und die Bindung von Fibrinogen an allb33

verhindert.*®

1998 wurde ein weiteres Thienopyridinederivat mit dem Namen Clopidogrel
eingesetzt, welches im Vergleich zu Ticlopidin weitaus weniger
Nebenwirkungen verursachte. Es wurde in Kombination mit ASS eingesetzt, um
In-Stent-Thrombosen nach Koronarstentimplantation zu vermeiden.®”%®
Trotzdem erlitten einige Patienten wiederkehrende atherothrombotische
Ereignisse. Dies koénnte der groRen Reichweite pharmakodynamischer
Reaktionen von Clopidogrel geschuldet sein. Das der dritten Generation von
Thienopyridine entstammende Prasugrel erzielt schneller und wirksamer einen

antithrombotischen Effekt als Clopidogrel, vor allem bei Ischamien und In-Stent-
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Thrombosen. Gleichzeitig erhdht es jedoch das Blutungsrisiko, weshalb es
bevorzugt bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom und vernachlassigbaren

Blutungsrisiko eingesetzt wird.®®

Ein weiterer Thrombozytenaggregationshemmer ist Ticagrelor. Es ist kein
Derivat von Thienopyridine, sondern ein oral wirkendes, reversibel an den
Thrombozytenrezeptor P2Y12 bindender Antagonist. Es weist eine schnell
einsetzende Wirkung und eine kurze Halbwertszeit auf, weshalb es eine gute
Alternative zu den Thienopyridinederivaten darstellt, vor allem wenn eine

t.”° Die Hemmer der GP

schnelle Hemmung der Plattchenaggregation indiziert is
lIb/llla Rezeptoren wie Abciximab, Eptifibatide und Tirofiban hemmen die letzte
Stufe der Thrombozytenaktivierung.”' Vor allem bei Patienten mit perkutaner
Koronarintervention oder akutem Koronarsyndrom konnten ischamische
Komplikationen vermindert werden. Sie zeigen eine starke
gerinnungshemmende Wirkung, erhohen jedoch das Blutungsrisiko, weshalb

die Gabe nur bei Hochrisikopatienten empfohlen wird.”>"

Kollagen
Acetyl-
Salicyl- =
Saure
ADP
Clopidogrel
Thromboxan A2 Y e Prasugrel
‘ Ticagrelor
Konformations-
aktivierung
von GP lib/llla
— GP llIb/llla-
Hemmer
Pldttchen-
aggregation
Fibrin

Abbildung 4: Ansatzpunkte von Thrombozytenaggregationshemmern modifiziert
nach den Leitlinien fir das Management von akuten Koronarsyndromen bei
Patienten ohne persistierende ST-Hebung der europaischen Gesellschaft fur
Kardiologie. Eur Heart J 2011; 32:2999-3054"
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2.2.2 Morphologie

Thrombozyten sind die kleinsten zelluldren Bestandteile des Blutes.*® Ihre
diskoide Ruheform besitzt eine mittlere GréRe von 3,1 um? und eine Dicke von
1 um.”® Sie entstammen den Megakaryozyten, welche sich aus pluripotenten
Stammzellen entwickeln. Gebildet werden die Thrombozyten im Knochenmark,
ihre vollstandige Form entwickeln sie jedoch erst, wahrend sie schon im Blut

zirkulieren.”®"”

Dort verbleiben sie 7-10 Tage und werden dann vom
retikuloendothelialen System der Milz abgebaut.”®"®

Ein Thrombozyt lasst sich in 4 Zonen einteilen (Abbildung 5). Die periphere
Zone bilden die Plasmamembran und die Oberflache. Hier befinden sich die
Membranphospholipide, welche bei Stimulation die Membranfluiditat
steigern.8%®

In der Glykokalix sind Glykoproteine situiert, welche die Adhasion der
Thrombozyten an das Subendothel oder an andere Zellen Uber Liganden
vermitteln.®? Dazu zahlen unter anderem das GPIb, welches der Rezeptor flr
den VWF darstellt, und das Integrin allbB3, welches fir die Aggregation der
Thrombozyten sorgt.3%848°

In der strukturellen Zone bilden Strukturproteine das Membranskelett, welches
die Zelle im Ruhezustand stabilisiert. Wird der Thrombozyt aktiviert, sorgt der
darauffolgende Ca2+- Einstrom flir die Polymerisation der I6slichen monomeren
G-Aktin zu seiner Filamentform F-Aktin. Dies fuhrt zu einer Filamentbildung
zwischen Aktin und Myosin. Durch ihre Verbindung zu den Zellorganellen
sorgen sie fiir die Umstrukturierung wahrend der Aktivierung.®

In der Zone der Organellen befindet sich unter anderem die dichte Granula
(,dense bodies”), Mitochondrien und verschiedene Speichergranula. In den
dichten Granula wird unter anderem ADP, ATP, Ca2+ und Serotonin
gespeichert.

Die a-Granula enthalten spezifische Proteine, wie z.B. den Faktor Ill, den vVWF,
und Fibrinogen. Die lysosomalen Granula speichern hydrolytische Enzyme.
Werden die Thrombozyten aktiviert, fusioniert die Granula mit der Membran und

die Inhaltsstoffe werden freigesetzt. Die Speicherstoffe der Granula werden
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teilweise bereits in den Megakaryozyten gebildet, die anderen Stoffe werden
(iber das Blutplasma aufgenommen.®’

Die vierte Zone ist das Membransystem, welches aus dem offenen
kanalikuldren System (,surface connected system*) besteht.®® Diese Kanile
sind mit der Plasmamembran verbunden. Auf3erdem enthalten sie, wie auch die
Membran, einige Rezeptorproteine wie GPIb und Integrin allbf3.

Somit dient das Membransystem unter anderem als Reservoir adhasiver
Rezeptoren.®® Es stellt zudem ein Membranreservoir fir die
OberflachenvergroRerung dar, welches bei der Formwandlung bei Aktivierung

reduziert wird oder ganzlich verschwindet .*

periphere Zone

Plasmamembran
Zone der Organellen Glykokalix Membransystem

dichte Granula oberflachenverbundenes
a- Granula kanalikulares System
Lysosomen
Glykogenspeicher

Mitochondrien

strukturelle Zone §{:
Mikrotubuli
Aktin

Myosin

Abbildung 5: Thrombozytenmorphologie. Abbildung modifiziert nach Gawaz M.
aus ,Das Blutplattchen®, Georg Thieme Verlag 1999, 54-79)%"
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2.2.3 Adhasion und Aggregation

Wird das Gefaliendothel verletzt, werden Adhasionsproteine (z.B. Kollagen
oder von-Willebrand-Faktor) freigelegt.?*®> Da Thrombozyten spezifische
Rezeptoren fir diese Proteine besitzen lagern sie sich ihnen an. Befinden sich
die Thrombozyten hierbei in ihrer inaktiven Form, so bezeichnet man den
Vorgang als primare Adhasion. Sind die Thrombozyten bereits aktiviert, spricht

man von der sekundaren Adhasion.

Durch die Adhasion werden die Thrombozyten aktiviert, hierbei verandern sie
ihre Form (,shape change®) und bilden Pseudopodien aus, was zu einer
Oberflachenvergréferung von bis zu 13 pm2 fiihrt.>® Durch die Aktivierung wird
die plasmatische Gerinnung an der Thrombozytenoberflache aktiviert.** Es folgt
die Thrombozytenaggregation, also die Anhaftung von Thrombozyten
untereinander. Nach dieser Aktivierung spalten sich Fibrinogenbricken, die fur
die reversible Verbindung von Thrombozyten und Gefallwand sorgen, zu Fibrin
und stellen somit eine permanente Adhasion her. Daraufhin setzen die
Thrombozyten Substanzen frei, welche weitere Thrombozyten anlocken und
aulBerdem die Aktivierung verstarken. Der in der Oberflache integrierte
Glykoprotein ~ GP-lIb/llla-Rezeptor erfahrt durch die Aktivierung eine
Konformationsanderung, was dazu fuhrt, dass Fibrinogen und vWF anbinden

kdnnen. Dies ermdglicht die Aggregation der Plattchen untereinander.%®8%%

Um die noch nicht aktivierten, im Blut zirkulierenden Thrombozyten an die
bereits adharenten Plattchen zu binden, muss zunachst der vWF an die
Oberflache der immobilisierten Thrombozyten binden, um eine neue
Bindungsstelle zu schaffen.’”*® (Abbildung 6)
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Thrombin

Kollagen VWF

Subendothel

Abbildung 6: Adhasion und Aggregation von Thrombozyten modifiziert nach
Ostendorf/Seeber aus ,Hamatologie-Onkologie“, Miinchen 1997

2.2.4 Gerinnungsaktivierung

Aus Endothellasionen werden aktivierende Substanzen, wie der Gewebefaktor,
freigesetzt. Dies fuhrt parallel zur Plattchenadhasion auch zu einer Aktivierung
der plasmatischen Gerinnung.

Es wird das intrinsische, sowie auch das extrinsische System aktiviert, wobei
Thrombin gebildet wird. Thrombin wiederum verstarkt uber die Aktivierung der
Faktoren V und VIIl die Gerinnung. Dies fluhrt zu einer vermehrten
Thrombinbildung und damit zu einem Anstieg der Thrombozytenrekrutierung.
Dieses schnell freigesetzte Thrombin wird, nach mehreren
Aktivierungsschritten, durch den Faktorenkomplex Xa/Va zu einem

Fibringerinnsel umgewandelt."®
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2.3 Matrix-Metalloproteinasen

Unter Matrix-Metalloproteinasen (MMP) versteht man eine Gruppe von mehr als
20 Enzymen, welche durch die Spaltung von Peptidbindungen eine wichtige
Rolle bei physiologischen Vorgangen wie Zelldifferenzierung, Zellteilung,
Gewebeumbau oder Wundheilung, aber auch bei pathologischen
Gewebeneubildungen spielen.”®’ So wird oft eine vermehrte Expression von
MMPs bei Entziindungen und malignen Erkrankungen festgestellt.'®?

Sie sind in der Extrazellularmatrix zu finden, wo hochdynamische
Umbauprozesse lokalisiert sind. MMPs Ubernehmen dabei die Kontrolle fir die
Regulationsmechanismen. Sie sind beteiligt an der Zellkommunikation, sowie
auch an der Funktion des Immunsystems, indem sie Molekule wie
Oberflachenrezeptoren, Hormone, Zytokine, Defensin oder Wachstumsfaktoren
verarbeiten.

Kontrolliert wird diese Aktivitat durch das Gleichgewicht zwischen Expression
und Herstellung der MMP (Abbildung 7). Aul3erdem gibt es mehrere Inhibitoren,

wobei die Gewebehemmer der MMPs (TIMP) die groRte Rolle spielen.®?

a) Lockerung der Extrazellularmatrix
Mesenchymzelle

I\ N

b) Generation von Signal-Molekulen durch
Proteolyse
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Abbildung 7: Regulatorische Funktionen der MMPs.

a) Abbau der Extrazellularmatrix, reguliert durch MMP. b) Durch den MMP-
induzierten Abbau der EZM kénnen Signalmolekile generiert werden.
Abbildung modifiziert nach Page-McCaw et al. aus ,Matrix Metalloproteinases

and the regulation of tissue remodelling“ 2007, 221-233."%

Die MMPs werden anhand ihrer molekularen Struktur in 6 Gruppen eingeteilt:
Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, Matrelysine, membranassoziierte
MMPs, und andere, nicht klassifizierte MMPs.'® Ihren Namen erhielten die
Matrix-Metalloproteinasen da sie, um funktionsfahig zu sein, ein Zink-Atom an
der katalytischen Domane bendtigen.

Ihnen allen ist die Struktur gemein, welche aus einer Domane mit
Signalsequenz gefolgt von einem Propeptid, eine katalysierende Domane sowie
eine hemopexin-ahnliche Domane besteht (Abbildung 8).'% MMPs werden in
einer inaktiven Form als Proenzym von glatten Muskelzellen, Endothelzellen,
Monozyten, Makrophagen und T-Zellen synthetisiert."®

Nach der Synthese entsteht ein Komplex zwischen Cystein und Zink, bei
welchem das Cystein in der Propeptiddomane andockt und das essentielle
Zink-Atom an die katalytische Domane bindet. Dieser Komplex verhindert die
Aktivierung. Sobald der Cystein-Rest von dem Komplex hydrolysiert wird, wird
die aktive Seite des Enzyms frei und die MMP werden aktiv.'®” Die Funktion der
Propeptiddomane ist es, die aktive Seite der katalysierenden Domane
abzuschirmen, da sie fur die Verarbeitung von Kollagen oder Elastin zustandig
ist. Eine Hinge-Region bindet C-terminal eine Hemopexin-Domane, welche zur
Substraterkennung und -Bindung dient."®®

Die Gruppe der Kollagenasen wurde bereits 1962 von Gross und Lapiere
entdeckt, indem sie wahrend der Umwandlung von Kaulquappen in deren
Schwanzen ein Enzym fanden, welches fibrinogenes Kollagen spalten
konnte. %110

Seit bekannt wurde, welche Funktionen MMPs haben, spielen sie auch in der

Kardiologie eine immer wichtigere Rolle. Da aktivierte MMPs verantwortlich sind
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fur den Abbau von extrazellularer Matrix, sind sie ebenfalls an der Ruptur von
atherosklerotischen Plaques beteiligt.

Die Folge ist ein akuter Myokardinfarkt oder plétzlicher Tod. Die Umbauphase
des Ventrikels nach einem solchem Myokardinfarkt wird ebenfalls durch die
MMP vermittelt.

Hierbei kommt es 2zu einem Zusammenbruch des Kollagen- und
Elastinnetzwerkes, was zu einer ventrikularen Hypertrophie flhrt, wodurch es

wiederum zu Herzfehlern bis hin zum Tod kommen kann.""

2.3.1 MMP2

Das MMP2 gehort zu den Gelatinasen, welche die am meisten erforschte
Gruppe der MMPs darstellt. MMP2 wird auch Gelatinase A oder 72kDa Typ IV
Kollagenase genannt. Es enthalt 3 Fibronektin-Typ IlI-Wiederholungen an der
katalytischen Seite, welches die Bindung von Gelatine (auch denaturiertes Typ
IV und V-Kollagen genannt), Elastin und Kollagen erleichtert.?

Es wird Uberall im Korper hauptsachlich von Endothelzellen, Makrophagen,
Neutrophilen, Eosinophilen, T-Zellen und Zellen des Interstitiums sezerniert und

ist im Extrazellularraum lokalisiert.'™

Eine der Hauptaufgaben des MMP2 ist das Spalten des Typ IV Kollagens,
welches einen Hauptbestandteil von Basalmembranen darstellt. Dadurch ergibt
sich eine Reihe wichtiger Korperfunktionen wie Wachstum und Formierung
neuer Blutgefalle, Wundheilung, Entzindungen sowie Knochenumbau.

Die Gelatinasen sind in der Lage, die Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke
durch Schwachen der GefalRbasalmembran und/oder der Zell-Zell-
Verbindungen (Tight-dunctions) zu erhéhen. Daher sind sie haufig an

Erkrankungen des Nervensystems oder des Gehirns beteiligt."*
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katalysierende Doméane Hamopexin

-~ ~

S S
P2 fiAkha

Pre: Signalpeptid

Pro: Prodoméne

Cat: Katalytische Doméane
Hpx: Hamopexin-

Zn: Zink

Fn: Fibronektin

Abbildung 8: struktureller Aufbau von MMP2, modifiziert nach Tan und Liu aus
dem Am J Physiol Renal Physiol. 2012, F1351-F1361'"°

2.3.2 MMP2 bei Patienten mit kardiovaskuldaren Erkrankungen

In einem Tierversuch wurde festgestellt, dass bei Mausen mit Myokardinfarkt
ein Uberschuss von TNF vorhanden ist, welcher in direkter Relation mit der
erhohten Produktion von MMP9 und MMP2 steht. Dies kann durch
Kollagenabbau die Heilung verhindern und eine akute Myokardruptur zur

6

Konsequenz haben."® Weitere Studien bewiesen den Zusammenhang

zwischen einem erhohten Level von MMP2 und der Entstehung eines
Myokardinfarktes.'""'"8

Auch ist ein erhohter Level an verschiedenen MMPs, vor allem MMP2, bei
Aortenaneurysmen festzustellen. Sie schwachen die Gefallwand durch den
Abbau von Elastin.""®

Auch bei der Atherosklerose spielen unter anderem MMP2 eine wichtige Rolle.
Sie sind an Plaquebildung und Plaquewachstum beteiligt. Aulerdem sind sie in
die Instabilisierung der Plaques durch Herabsetzung der Komponente der
Extrazellularmatrix verwickelt.'?% 2’

Eine Studie mit Ratten, welche an Bluthochdruck leiden, zeigt auch hier einen

Zusammenhang mit MMP2. Es wurden erhohte MMP2-Konzentrationen in der
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Aorta und dem Herzen der Ratten festgestellt.'?*'%

Eine Verlaufsstudie ergab in den ersten 2 Wochen der Hypertonie eine
strukturelle Veranderung der Gefalde, Aktivitaten der Gelatinasen, oxydativer
Stress, endotheliale Dysfunktion sowie eine Erhohung des MMP2-Levels.'?
Durch Medikamente wie Doxycyclin, CA2+- Blocker (Nifedipin und Metoprolol)
und Spironolaktone werden Stoffwechselprodukte reduziert und das MMP2-
Level gesenkt. Jungste Studien belegen, dass die Hemmung der MMP-Aktivitat
durch Antihypertensiva ihre Wirkung nicht durch die direkte Inhibition der MMP
entfaltet, sondern vielmehr eine Konsequenz des reduzierten Stresslevels und
dem niedrigeren Blutdruck darstellt.'?>'2°

Einige Studien konnten beweisen, dass MMP2 allein fir mehrere
morphologische Veranderungen und Funktionsverluste im Herzen sowie flr den
ventrikularen Umbau mit Hypertrophie der Myozyten, Zerstérung der Sarkomere
und Proliferation der Fibroblasten im Herz verantwortlich ist."*" Die Abwesenheit
von MMP2 schitzt das Herz vor verletzungsbedingter Zunahme der
ventrikuldren Nachlast.'®

Bei Tieren mit Ischamie/Reperfusion wurde ebenfalls ein erhéhtes MMP2-Level
im Herz festgestellt, welches zu vergrolierten Infarktbereichen und reduzierter
Kontraktion fiihrt.””® Mahimkar et al. bewiesen die Degeneration der
Herzklappen von Mausen durch erhdhtes MMP2 nach 12-24 Lebenswochen.'®
Eine weitere Studie belegt, dass oxidativer Stress in den Myozyten des
Herzens eine intrazellulare Isoform des MMP2 erzeugt. Diese Isoform besitzt
einen N-terminal- Abbruch und ist auf 65kDA gekirzt. Es wird wahrscheinlich
aktiviert sobald es umgewandelt wird, da es die Propeptiddomane verliert.
Diese kurzere Version des MMP2 kann fur die strukturellen und funktionellen
Schaden bei kardiovaskularen Erkrankungen verantwortlich sein.™"

Aufgrund dieser Forschungsergebnisse liegt es nahe, dass der MMP2-
Polymorphismus in der Promoterregion von pradisponierenden Genen als ein
Risikofaktor fir die Entstehung einer KHK angesehen werden konnte.
Abbildung 9 verdeutlicht schematisch die Funktion von MMP2 auf die

Herzfunktion.
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-Ischamie/ Entziindungszellen,
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Abbildung 9: Pathologien des Herzens aktivieren Entzindungszellen, reaktive
Sauerstoffspezies und Fibroblastenproliferation sowie MMP2 (rote Pfeile). Dies
fuhrt zu einer Hypertrophie der Myozyten und zu einer ventrikularen Dilatation,
auBRerdem werden Strukturproteine herabgesetzt (grine Pfeile). Beides hat
Dysfunktionen des Herzens zur Folge. Modifiziert nach Azevedeo et al. aus
“Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology” 2014, 115, 301-314."

2.3.3 Einzelnukleotid-Polymorphismen

Vererbte Veranderungen in der DNA-Sequenz, sogenannte Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs) fihren zu einer Variation im Phanotyp welche sich auf
die anthropometrischen Merkmale, das Krankheitsrisiko, sowie auf die Reaktion
auf die Umgebung auswirkt. Sie sind die am haufigsten vorkommenden
Genvariationen im Menschen.

Jeder SNP steht flr eine Veranderung einzelner Basenpaare in einem DNA-
Strang, genannt Nukleotid (Abbildung 10). Tritt eine solche Veranderung bei
mehr als 1% der Bevolkerung auf, spricht man nicht mehr von einer Mutation

sondern von einem Polymorphismus.”® Sie treten durchschnittlich in jedem
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300. Nukleotid auf, somit gibt es etwa 10 Millionen SNPs im menschlichen
Genom. Meist treten sie zwischen den Genen der DNA auf und haben damit
keine Auswirkung auf die Gesundheit oder die Entwicklung. Sind sie jedoch im
Inneren eines Gens, oder in einem regulatorischem Bereich in der Nahe eines
Gens lokalisiert, kdnnen sie eine direkte Rolle auf die Variabilitat des Phanotyps
und auf die Disposition genetischer Krankheiten spielen, welche durch dieses
Gen beeinflusst wird.'**13°

Viele Studien beschaftigen sich mit der Identifikation der Gen-Polymorphismen,
welche fur bestimmte Erkrankungen verantwortlich sind.

Eine Studie zeigte, dass MMP-Polymorphismen Risikofaktoren zur Entstehung
eines Myokardinfarkts darstellen. Dies wirkt sich jedoch unterschiedlich auf
verschiedene ethnische Gruppen aus.”® Eine weitere Studie belegte den
Zusammenhang zwischen MMP-Polymorphismen und der Entstehung einer
koronaren Herzerkrankung.'® Auch der Schlaganfall wird mit dem MMP-

Polymorphismus in Verbindung gebracht.*®

Person A
)
T T T PR T | 1 T
G 1 G A ,C|l T C A G @]
| ot ERRee | St | B B R0 | I | I e | FE
2 8 H 3 LI | : : . i
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1 | 1 [ LA | 1 | 1 1
\";
Einzelnukleotid-
Polymorphismus
Person B ',.\\
| | | Ay | | 1 |
¢ BETRECRARE IR R R R
C AR CHE T AT ARG T C NG
1 1 1 1 “l; 1 1 | 1 1
N

Abbildung 10: Schema des Einzelnukleotid-Polymorphismus. Modifiziert nach
Masaki Hashiyada aus ,DNA Biometrics* , 2014, 6"
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2.3.4 Einzelnukleotid-Polymorphismen im MMP2-Gen

Der Polymorphismus des MMP2 liegt auf dem 16q13-Chromosom und enthalt
in der Promoterregion 13 Exons. MMP2-Enzyme werden von MMP2-Genen
dekodiert, welche mehrere Einzelnukleotid-Polymorphismen besitzen.

Der MMP2-Polymorphismus ermoglicht Veranderungen bei der Regulierung der

Transkription und beeinflusst somit die Funktion des Enzyms."°

Es bestent der starke Verdacht, dass der Polymorphismus in der
Promoterregion des MMP2-Gens das Level der Expression beeinflusst.’’
Beber et al. demonstrierten in einer Studie, dass ein MMP2- Polymorphismus
chronische Herzfehler begiinstigen kann.™? Laut einer Studie, bei welcher
Patienten mit Typ-2 Diabetes auf einen Zusammenhang zwischen dem MMP2-
Polymorphismus und dem Risiko einer KHK untersucht wurden, besteht ein
reduziertes Risiko fiur eine KHK, jedoch ein erhdhtes Risiko einen Herzinfarkt zu
entwickeln.'*® Zudem wurde in einer chinesischen Studie festgestellt, dass der
Polymorphismus Einfluss auf die Prognose bei Herzfehlern hat.'® Inwiefern der
MMP2-Polymorphismus jedoch Auswirkungen auf die Anfélligkeit von
Herzfehlern hat, ist noch unklar.

Der Polymorphismus des MMP2 konnte aul’erdem eine Auswirkung auf das
MMP2-Level bei Patienten mit Migrdne haben.'*®

Der MMP2-Polymorphismus kann wichtige Veranderungen im Herzen
veranlassen. Dieses Wissen ist erheblich flir weitere Forschungen sowie
therapeutische Malinahmen. Dennoch gibt es keine eindeutigen Ergebnisse
bezuglich des Zusammenhanges zwischen dem MMP2-Polymorphismus und
der KHK. Diese Tatsache bildet die Basis dieser Arbeit.
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3. Fragestellung

Nachdem wir in einer Vorgangerstudie in einem Kurzzeit-Follow-up den Einfluss
verschiedener MMP2-Polymorphismen auf die Endpunkte Tod, Myokardinfakt
und ischamischer Schlaganfall untersucht hatten, wurde in dieser Studie nun
ein Langzeit-Follow-up Uber 3 Jahre durchgeflhrt. Als zusatzlicher Endpunkt
werden die Blutungsereignisse analysiert. Die primare Fragestellung beschaftigt
sich mit einem madglichen Einfluss verschiedener MMP-2 SNPs auf
thromboischamische- sowie Blutungsereignisse in einem Follow-up von

Patienten mit symptomatischer kardiovaskularer Erkrankung Uber 3 Jahre.
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4. Material und Methoden

4.1 Patientencharakteristika

Eine Kohorte von 943 Patienten mit symptomatischer kardiovaskularer
Erkrankung wurden in die Studie eingeschlossen und auf die MMP2-
Polymorphismen analysiert. Alle Patienten willigten mindlich sowie schriftlich in
die geplante Studie ein.

Die Studie schloss 373 Patienten mit chronischem Koronarsyndrom und 388
Patienten mit akutem Koronarsyndrom ein. 181 Patienten wurden aufgrund
anderer Erkrankungen wie Myokarditis, Vorhofflimmern/-flattern,
Herzklappenerkrankungen oder praoperativ aufgenommen.

Die DNA wurde von Blutproben, welche mit Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) prapariert wurden, unter Verwendung des QIAmp® DNA Blood Mini Kit

System (Qiagen, Hilden, Germany) isoliert.

Die koronare Herzerkrankung wird definiert als das Vorliegen einer mindestens
50%-igen Stenose in einer Koronararterie. Zusatzlich wurde die koronare
Herzerkrankung als klinisches Syndrom definiert, welches mit symptomatischen
Beschwerden im retrosternalen Bereich oder in der Schulter, Ricken oder
Armen gekennzeichnet ist. Die Symptome sind von kurzer Dauer, werden durch
korperliche oder psychische Belastung ausgelést und durch Ruhe und/oder
Nitratapplikation —gebessert.*® Als Aquivalent zur typischen Angina-
Symptomatik wird nach der aktuellen ESC-Leitlinie die (Belastungs-) Dyspnoe
beriicksichtigt.'*” Das akute Koronarsyndrom wird als instabile Angina Pectoris
und Myokardinfarkt (NSTEMI oder STEMI) definiert.'*®

Als arterielle Hypertonie gelten Werte ab 2140 mmHg systolisch und 290 mmHg

diastolisch.'®
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Als Blutungsereignis wurde jede Blutung nach BARC (Bleeding Academic
Research Consortium) Stadium 1-5 definiert, welche im Zeitraum von 3 Jahren
nach Studieneinschluss auftrat.

Der akute Myokardinfarkt wurde anhand des Anstiegs der kardialen Biomarkern
wie Troponin T/I, der ST-Senkung >0,1 mV im EKG, einer hdmodynamischen
Instabilitiat, Rhythmusinstabilitdten oder Diabetes mellitus definiert.'®

Es wurden die ethischen Grundsatzen der Helsinki-Deklaration fur die
medizinische Forschung am Menschen sowie die Richtlinien fir die gute

t.19015"  7udem wurde die Studie von der

klinische Praxis berucksichtig
Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Eberhard-Karls-Universitat

Tudbingen genehmigt (270/2011BO1).

4.2 MMP2- Polymorphismen

Die Analyse der genetischen Zusammensetzung des EDTA-Vollblutes wurde
anhand einer Matrix-unterstitzen Laser-Desorption/lonisation Time-of-flight
mass spectrometry (MALDI- TOF MS) unter Verwendung des Mass ARRAY®
System Compact system (Sequenom, CA USA) durchgefiihrt'®?. Wahrend der
Genotypisierung waren die Mitarbeiter der Studie, welche die Ergebnisse
auswerteten, gegenuber der Genotypinformation verblindet. 10% der Proben
wurden im Rahmen der Qualitdtskontrolle nochmals analysiert. Typisiert
wurden die folgenden MMP2-SNP Varianten: rs2241145, rs2285053,
rs2287076, rs243865 und rs7201.

4.3 Follow-up

Alle Patienten wurden fir 1080 Tage nachverfolgt. Die Patienten wurden Uber
Telefonanrufe kontaktiert, oder konnten Uber die Patientenakte durch
Labortests oder Arztbriefe nachverfolgt werden. Dabei wurden klinische

Ereignisse wie Myokardinfarkt, Tod oder Blutungsereignis dokumentiert.
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71 Patienten konnten aus unterschiedlichen Griinden nicht nachverfolgt werden
(7,5%). Der kombinierte primare Endpunkt besteht aus dem Erstauftreten von
Myokardinfarkt und/oder Tod und/oder Blutungsereignis. Sekundare Endpunkte
sind die einzelnen Ereignisse von Myokardinfarkt, Blutung oder Tod. Das
Follow-up fir den primaren kombinierten Endpunkt wurde bis zum ersten

Auftreten des vordefinierten Endpunktes durchgefiihrt.

4.4 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden mit SPSS Version 25 (SPSS Inc., Chicago,
USA) durchgeflhrt.

Die Basischarakteristika wurden jeweils flur die homozygoten Trager der
haufigeren und selteneren Allele sowie fur die heterozygoten Trager der MMP2-

Polymorphismen erstellt.

Die Kaplan-Meier-Kurven wurden erstellt, um das kumulative Uberleben in
Bezug auf die MMP2-Polymorphismen einzuschatzen. Diese
Uberlebensfunktionen wurden mit der Log-Rang Methode analysiert, um die
Endpunkte zwischen homozygoten Tragern des dominanten Allels, homozygote
Trager des selteneren Allels sowie Heterozygoten miteinander zu vergleichen.
Mithilfe von Kreuztabellen wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen
den Endpunkten und den MMP2-Polymorphismen im Hinblick auf die Anzahl
der Ereignisse sowie der Inzidenz besteht. Der Chi-Quadrat-Test erlaubt eine
Einschatzung Uber die Signifikanz des Zusammenhangs. Die SNPs wurden in
additiven genetischen Modellen untersucht. Dazu wurden die homozygoten
Trager des haufigeren Allels, Heterozygote und homozygote Trager des
selteneren Allels als 0, 1, oder 2 kodiert.

Fir die Cox-Regression wurde das dominante Genmodell verwendet. Dazu
wurden der heterozygote Trager und der homozygote Trager des selteneren
Allels von MMP2 rs243865 kombiniert und den homozygoten Tragern des

haufigeren Allels gegenubergestelit.
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Dargestellt wird der Einfluss der Blutungsereignisse auf verschiedene Faktoren.
Diese Faktoren stellen Kovariaten dar, welche das Entstehen einer
kardiovaskularen Erkrankung beeinflussen kénnen. Diese Faktoren sind Alter,
Geschlecht, LVEF, Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Hyperlipoproteinamie,
Rauchen, Aspirin, ACE-Hemmer, AT1-Antagonisten, Statine, Beta-Blocker, Ca-
Kanal-Blocker, orale Antikoagulation und der Aufnahmegrund.

Die Signifikanz wird durch p-Werte dargestellt.

Die statistische Signifikanz wurde als <0,05 definiert.
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5. Ergebnisse

5.1 Basischarakteristika

Tabelle 1- 5

In Tabelle

1-5 werden

die

Ergebnisse

Basischarakteristika

(Alter,

Geschlecht,

kardiovaskulare Risikofaktoren, klinische Faktoren, Medikation bei Aufnahme,

Aufnahmegrund) der Patienten fir den jeweiligen Polymorphismus analysiert.

5.1.1. rs2241145:

Fur den MMP2-Polymorphismus rs2241145 wurden insgesamt 943 Patienten

analysiert, davon waren 225 homozygote Trager des haufigeren Allels, 463

waren heterozygot und 225 waren homozygote Trager des selteneren Allels.

Tabelle 1: Basischarakteristika MMP2 rs2241145

Charakteristika Homozygote | Heterozygote | Homozygote | P
N=943 Trager des Trager Trager des
haufigeren selteneren
Allels Allels
Anzahl N=225 N=463 N=255
Manner 156 (69,3%) | 325 (70,2%) 117 (45,9%) | 0,981
Alter (+SA) 67,1 (12,7) 68,3 (12,3) 66,6 (13,3) 0,192
Kardiovaskulare
Risikofaktoren
Arterielle Hypertonie | 181 (71,1%) | 378 (81,6%) 201 (89,3%) | 0,650
Hyperlipidamie 120 (53,3%) | 264 (57%) 138 (54,1%) | 0,622
Diabetes mellitus 75 (33,3%) 142 (30,6%) 81 (31,7%) 0,781
Rauchen 89 (39,5%) 191 (41,2%) 95 (37,2%) 0,586
Klinische Faktoren
LVEF % (xSA) 49,4 (11,5) 50,9 (10,9) 50,3 (11,3) 0,257
Kreatinin (mg/dl) 1,1 (0,5) 1,0 (0,5) 1,0 (1) 0,970
(£SA)
Medikation bei
Aufnahme
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ASS 113 (50,2%) | 245 (52,9%) 137 (53,7%) | 0,674
Clopidogrel 29 (12,8%) 49 (10,6%) 30 (11,8%) 0,691
Prasugrel 5(2,2%) 10 (2,1%) 2 (7,8%) 0,356
Ticagrelor 9 (4,0%) 20 (4,3%) 9 (3,6%) 0,866
Orale 23 (10,2%) 38 (8,2%) 19 (7,5%) 0,553
Antikoagulation

ACE- Hemmer 89 (39,5%) 194 (41,9%) 112 (43,9%) | 0,597
AT1- Antagonisten | 48 (21,3%) 88 (19,0%) 37 (14,5%) 0,137
Ca- Kanal- Blocker | 47 (18,4%) 92 (19,9%) 41 (18,2%) 0,333
Beta- Blocker 123 (48,2%) | 265 (57,2%) 140 (54,9%) | 0,634
Statine 99 (44,0%) 211 (45,6%) 115 (45,1%) | 0,865
Aufnahmegrund

ACS 95 (42,2%) 182 (39,3%) 111 (43,5%) | 0,627
CCS 87 (38,6%) 182 (39,3%) 104 (40,8%)

Andere* 43 (19,1%) 97 (20,0%) 40 (15,7%)

*enthalt Myokarditis, nicht- ischamische Kardiomyopathie, Klappenstenose-
oder Insuffizienz, Herzrhythmusstérungen, vermutete KHK und Pra-Operation

5.1.2. rs2285053

Fur rs2285053 wurden 940 Patienten genotypisiert, davon waren 718

homozygote Trager des haufigeren Allels, 14 waren Trager des selteneren

Allels. Bei den heterozygoten Tragern lag die Anzahl bei 208.

Tabelle 2: Basischarakteristika MMP2 rs2285053

Charakteristika Homozygote | Heterozygote | Homozygote | P
N=940 Trager des Trager Trager des
haufigeren selteneren
Allels Allels
Anzahl N=718 N=208 N=14
Manner 496 (69,1%) | 151 (72,6%) 10 (71,4%) 0,550
Alter (+SA) 67,8 (12,6) 67,1 (13,0) 64 (9,1) 0,456
Kardiovaskulare
Risikofaktoren
Arterielle Hypertonie | 577 (80,4%) | 169 (81,3%) 13 (92,9%) 0,599
Hyperlipiddmie 392 (54,6%) | 119 (57,2%) 10 (71,4%) 0,456
Diabetes mellitus 231 (32,2%) 60 (28,8%) 6 (43,0%) 0,443
Rauchen 286 (39,8%) | 81 (38,9%) 8 (57,1%) 0,438
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Klinische Faktoren

LVEF % (xSA) 50,5 (11,2) 50,1 (10,6) 48,9 (11,9) 0,796
Kreatinin (mg/dl) 1,1 (0,7) 0,9 (0,3) 1,4 (0,9) 0,051
(£SA)

Medikation bei

Aufnahme

ASS 383 (563,3%) | 101 (48,6%) 10 (71,4%) 0,100
Clopidogrel 79 (11%) 25 (12%) 4 (28,6%) 0,087
Prasugrel 11 (1,6%) 5(2,4%) 1(7,1%) 0,200
Ticagrelor 29 (4%) 9 (4,3%) 0 (0%) 0,744
Orale 61 (8,5%) 17 (8,2%) 2 (14,3%) 0,734
Antikoagulation

ACE- Hemmer 304 (42,3%) | 82 (39,4%) 8 (5,7%) 0,389
AT1- Antagonisten 135 (18,8%) | 35 (16,8%) 3 (21,4%) 0,776
Ca- Kanal- Blocker | 136 (18,9%) | 43 (20,7%) 1(7,1%) 0,439
Beta- Blocker 407 (56,7%) | 111 (53,4%) 9 (64,3%) 0,575
Statine 316 (44,0%) | 96 (46,1%) 12 (85,7%) 0,008
Aufnahmegrund

ACS 286 (39,8%) | 97 (46,6%) 4 (28,6%) 0,335
CCS 296 (41,2%) | 69 (33,2%) 8 (57,1%)

Andere* 135 (18,8%) |43 (20,7%) 2 (14,3%)

*enthalt Myokarditis, nicht-ischamische Kardiomyopathie, Klappenstenose- oder
Insuffizienz, Herzrhythmusstérungen, vermutete KHK und Pra-Operation

5.1.3. rs2287076
Die Genotypisierung fur rs2287076 bestand aus 940 Patienten. Davon waren
212 homozygote Trager des haufigeren Allels, 270 Trager des selteneren Allels

und 458 Patienten waren heterozygote Trager.

Tabelle 3: Basischarakteristika MMP2 rs2287076

Charakteristika Homozygote | Heterozygote | Homozygote | P
N=940 Trager des Trager Trager des
haufigeren selteneren
Allels Allels
Anzahl N=212 N=458 N=270
Manner 145 (68,4%) | 323 (70,5%) 190 (70,4%) | 0,866
Alter (+SA) 67,2 (12,4) 68,4 (12,3) 66,3 (13,4) 0,89
Kardiovaskulare
Risikofaktoren
Arterielle Hypertonie | 168 (79,2%) | 376 (82,1%) 215 (79,7%) | 0,655
Hyperlipidamie 112 (52,8%) | 262 (57,2%) 148 (54,8%) | 0,694
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Diabetes mellitus 68 (32,1%) 149 (32,5%) 81 (30,0%) 0,772
Rauchen 82 (38,7%) 188 (41,1%) 104 (38,5%) | 0,760
Klinische Faktoren

LVEF % (¥SA) 49,7 (11,4) 50,6 (10,9) 50,5 (11,4) 0,600
Kreatinin (mg/dl) 1,1 (0,5) 1,0 (0,5) 1,0 (0,9) 0,950
(¥SA)

Medikation bei

Aufnahme

ASS 104 (49,1%) | 245 (53,5%) 146 (54,1%) | 0,456
Clopidogrel 25 (11,8%) 50 (10,9%) 33 (12,2%) 0,867
Prasugrel 4 (1,9%) 9 (1,9%) 4 (1,5%) 0,888
Ticagrelor 9 (4,2%) 18 (3,9%) 11 (4,1%) 0,984
Orale 23 (10,8%) 39 (8,5%) 18 (6,6%) 0,275
Antikoagulation

ACE- Hemmer 80 (37,7%) 195 (42,6%) 120 (44,4%) | 0,290
AT1- Antagonisten | 45 (21,2%) 85 (18,6%) 43 (15,9%) 0,335
Ca- Kanal- Blocker | 42 (19,8%) 94 (20,5%) 44 (16,2%) 0,348
Beta- Blocker 111 (52,4%) | 271 (59,2%) 146 (54,1%) | 0,142
Statine 94 (44,3%) 208 (45,4%) 123 (45,6%) | 0,933
Aufnahmegrund

ACS 90 (42,5%) 182 (39,7%) 116 (42,9%) | 0,841
CCS 83 (39,2%) 182 (39,7%) 108 (40,0%)

Andere* 39 (18,4%) 94 (20,5%) 46 (17,0%)

*enthalt Myokarditis, nicht-ischamische Kardiomyopathie, Klappenstenose- oder
Insuffizienz, Herzrhythmusstérungen, vermutete KHK und Pra-Operation

5.1.4. rs243865
Fir den Polymorphismus rs243865 waren 935 Patienten in die Studie

eingeschlossen. 533 davon waren homozygote Trager des haufigeren Allels, 69

Trager des selteneren Allels und 333 waren heterozygote Trager.

Tabelle 4: Basischarakteristika MMP2 rs243865

Charakteristika Homozygote | Heterozygote | Homozygote | P
N=935 Trager des Trager Trager des
haufigeren selteneren
Allels Allels
Anzahl N=533 N=333 N=69
Mannlich 378 (70,1%) | 228 (68,5%) 49 (71%) 0,689
Alter (+SA) 67,9 (12,8) 67,1 (12,1) 66,3 (13,9) 0,468
Kardiovaskulare
Risikofaktoren
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Arterielle Hypertonie | 438 (82,2%) | 263 (78,9%) 53 (76,8%) 0,855
Hyperlipidamie 291 (54,6%) 193 (58%) 34 (49,3%) 0,308
Diabetes mellitus 172 (32,3%) 101 (30,3%) 22 (31,9%) 0,905
Rauchen 206 (38,6%) 143 (42,9%) 23 (33,3%) 0,191
Klinische Faktoren

LVEF % (*¥SA) 50 (11,3) 51,1 (10,9) 494 (11,8) 0,314
Kreatinin (mg/dl) 1(0,6) 1,1 (0,7) 1,1 (0,6) 0,824
(X¥SA)

Medikation bei

Aufnahme

ASS 285 (53,5%) 174 (52,3%) 32 (46,4%) 0,471
Clopidogrel 64 (12,0%) 39 (11,7%) 3 (4,3%) 0,165
Prasugrel 10 (1,9%) 6 (1,8%) 1(1,4%) 0,969
Ticagrelor 21 (3,9) 12 (3,6%) 4 (5,8%) 0,685
Orale 47 (8,8%) 27 (8,1%) 3 (4,3%) 0,431
Antikoagulation

ACE- Hemmer 231 (43,3%) 138 (41,4%) 22 (31,9%) 0,172
AT1- Antagonisten 94 (17,6%) 64 (19,2%) 15 (21,7%) 0,673
Ca- Kanal- Blocker | 93 (17,4%) 69 (20,7%) 16 (23,1%) 0,343
Beta- Blocker 310 (58,2%) 184 (55,3%) 31 (44,9%) 0,88
Statine 244 (45,8%) 155 (46,5%) 25 (36,2%) 0,265
Aufnahmegrund

ACS 226 (42,4%) 130 (39%) 31 (44,9%) 0,658
CCS 208 (39%) 140 (42%) 23 (33,3%)

Andere* 99 (18,6%) 63 (18,9%) 15 (21,7%)

*enthalt Myokarditis, nicht-ischamische Kardiomyopathie, Klappenstenose- oder
Insuffizienz, Herzrhythmusstérungen, vermutete KHK und Pra-Operation

5.1.5rs7201
Es wurden 943 Patienten fur rs7201 analysiert. 241 davon waren homozygote
Trager des haufigeren Allels, 469 waren heterozygote Trager und 231 waren

homozygote Trager des selteneren Allels.

Tabelle 5: Basischarakteristika MMP2 rs7201

Charakteristika Homozygote | Heterozygote | Homozygote | P
N=943 Trager des Trager Trager des
haufigeren selteneren
Allels Allels
Anzahl N=241 N=469 N=231 0,202
Manner 171 (70,0%) | 324 (69,1%) 163 (70,6%) | 0,738
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Alter (£SA) 66,5 (13,1) 68,2 (12,8) 67,3 (12) 0,202
Kardiovaskulare

Risikofaktoren

Arterielle Hypertonie | 190 (78,8%) | 388 (82,7%) 182 (78,8%) | 0,125
Hyperlipidamie 150 (62,2%) | 252 (53,7%) 120 (51,9%) | 0,091
Diabetes mellitus 75 (31,1%) 151 (32,1%) 72 (31,2%) 0,889
Rauchen 100 (41,5%) | 191 (40,7%) 84 (36,4%) 0,457
Klinische Faktoren

LVEF % (xSA) 50,3 (11,6) 50,6 (10,7) 49,6 (11,4) 0,389
Kreatinin (mg/dl) 1,1 (0,9) 1(0,6) 1(0,4) 0,863
(X¥SA)

Medikation bei

Aufnahme

ASS 135 (56,0%) | 240 (51,2%) 120 (51,9%) | 0,552
Clopidogrel 30 (12,4%) 50 (10,7%) 28 (12,1%) 0,773
Prasugrel 5(2,1%) 9 (1,9%) 3 (1,3%) 0,790
Ticagrelor 8 (3,3%) 19 (4,1%) 11 (4,8%) 0,723
Orale 19 (7,9%) 39 (8,3%) 22 (9,5%) 0,808
Antikoagulation

ACE- Hemmer 108 (44,8%) | 194 (41,4%) 93 (40,3%) 0,589
AT1- Antagonisten 48 (19,9%) 77 (16,4%) 48 (20,8%) 0,327
Ca- Kanal- Blocker | 34 (14,1%) 101 (21,5%) 45 (19,5%) 0,050
Beta- Blocker 142 (58,9%) | 254 (54,2%) 132 (57,1%) | 0,550
Statine 114 (47,3%) | 208 (44,3%) 103 (44,6%) | 0,789
Aufnahmegrund

ACS 110 (45,6%) | 195 (41,5%) 83 (35,9%) 0,109
CCSs 96 (39,8%) 172 (36,7%) 105 (45,5%)

Andere* 36 (14,9%) 101 (21,5%) 43 (18,6%)

*enthalt Myokarditis, nicht-ischamische Kardiomyopathie, Klappenstenose- oder

Insuffizienz, Herzrhythmusstérungen, vermutete KHK und Pra-Operation

5.2 Ereignisse

Anzahl und Inzidenz der Ereignisse der verschiedenen Polymorphismen sind in

Tabelle 6 bis 10 dargestellt. Untersucht wurden sie mittels additivem Genmodell

auf verschiedene Variablen (Kombinierter Endpunkt, Tod, Myokardinfarkt und

Blutungsereignis).
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Tabelle 6: Anzahl Ereignisse und Inzidenz/100 PY rs2241145

(4,27/2,82/2,84)

Anzahl der Inzidenz
Variable Ereignisse (rs2241145: hT* P
(rs2241145: hT* haufigeres Allel/
haufigeres Allel/ Heterozygote/hT
Heterozygote/hT selteneres Allel)
selteneres Allel)

Kombinierter 204 (46/102/56) 8,10 0,162
Endpunkt (6,75/8,23/9,38)

Tod 112 (23/60/29) 4,45 0,257
(3,39/4,84/4,85)

Myokardinfarkt 97 (28/44/25) 3,85 0,712
(4,12/3,55/4,18)

Blutungsereignis 81 (29/35/17) 3,22 0,169

*hT: homozygoter Trager

Bei der Analyse von rs2241145 konnte in Hinblick auf die Endpunkte keine

Signifikanz festgestellt werden.

Tabelle 7: Anzahl Ereignisse und Inzidenz/100 PY rs2285053

Anzahl der Inzidenz
Variable Ereignisse (rs2285053: hT* P
(rs2285053: hT* haufigeres Allel/
haufigeres Allel/ Heterozygote/hT
Heterozygote/hT selteneres Allel)
selteneres Allel)
Kombinierter 204 (151/50/3) 8,10 0,734
Endpunkt (7,88/8,81/8,33)
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Tod 112 (77/33/2) 4,45 0,143
(4,02/5,85/5,55)

Myokardinfarkt 97 (75/20/2) 3,85 0,785
(3,91/3,54/5,55)

Blutungsereignis 81 (60/20/1) 3,22 0,870
(3,13/3,54/2,77)

*hT: homozygoter Trager

In Bezug auf die verschiedenen Endpunkte zeigt sich keine Signifikanz flr
rs2285053.

Tabelle 8: Anzahl Ereignisse und Inzidenz/100 PY rs2287076

Anzahl der )
o Inzidenz
) Ereignisse
Variable (rs2287076: hT*
(rs2287076: hT* L
L haufigeres Allel/ P
haufigeres Allel/
Heterozygote/hT

Heterozygote/hT
selteneres Allel)
selteneres Allel)

Kombinierter 8,11
204 (48/106/50) 0,126
Endpunkt (6,55/8,66/8,96)
4,46
Tod 112 (26/61/25) 0,305
(3,56/4,98/4,48)
3,86
Myokardinfarkt 97 (27/47/23) 0,921
(3,70/3,83/4,12)
3,22
Blutungsereignis 81 (30/34/17) 0,236

(4,11/2,77/3,04)

*hT: homozygoter Trager

In Tabelle 8 konnten keine signifikanten Zusammenhange zwischen rs2287076

und den Endpunkten gefunden werden.
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Tabelle 9: Anzahl Ereignisse und Inzidenz/100 PY rs243865

Anzahl der )
o Inzidenz
) Ereignisse
Variable (rs243865: hT*
(rs243865: hT* L
o haufigeres Allel/ P
haufigeres Allel/
Heterozygote/hT

Heterozygote/hT
selteneres Allel)
selteneres Allel)

Kombinierter 8,00
200 (123/60/17) 0,195
Endpunkt (8,50/6,84/9,60)
4,32
Tod 108 (70/28/10) 0,089
(4,85/3,19/5,64)
3,88
Myokardinfarkt 97 (27/47/23) 0,400
(4,29/3,42/2,82)
3,20
Blutungsereignis 80 (63/14/3) <0,001

(4,36/1,59/1,69)

*hT: homozygoter Trager

Flr rs243865 konnten tendenziell erhohte Ereignisse fur den Endpunkt Tod
analysiert werden. Die Ereignisanzahl lag bei 108 (homozygoter Trager des
haufigeren Allels: 70 vs. Heterozygoter Trager: 28 vs. Homozygoter Trager des
selteneren Allels: 10), fUr die Inzidenz waren es 4,32 (homozygoter Trager des
haufigeren Allels: 4,85 vs. Heterozygoter Trager: 3,19 vs. Homozygoter Trager
des selteneren Allels: 5,64), die Signifikanz liegt bei p= 0,089.

Fir den Endpunkt Blutungsereignis konnte eine hohe Signifikanz (p<0,001)
festgestellt werden. Die Anzahl der Ereignisse lag bei 80 (homozygoter Trager
des haufigeren Allels: 63 vs. Heterozygoter Trager: 14 vs. Homozygoter Trager
des selteneren Allels: 3). Die Inzidenz lag bei 3,20 (homozygoter Trager des
haufigeren Allels: 4,36 vs. Heterozygoter Trager: 1,59 vs. Homozygoter Trager
des selteneren Allels: 1,69). Weitere Daten kdnnen den Abbildungen 14 und 16

entnommen werden.
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Tabelle 10: Anzahl Ereignisse und Inzidenz/100 PY rs7201

Anzahl der
Ereignisse
Variable (rs7201: hT*
(rs7201: hT*

haufigeres Allel/

Inzidenz

haufigeres Allel/ P

Heterozygote/hT
Heterozygote/hT
selteneres Allel)
selteneres Allel)

Kombinierter 8,10
204 (52/99/53) 0,770
Endpunkt (8,09/7,81/8,70)
4,45
Tod 112 (28/58/26) 0,944
(4,38/4,58/4,26)
3,85
Myokardinfarkt 97 (28/44/25) 0,558
(4,38/3,47/4,10)
3,22
Blutungsereignis 81 (23/44/14) 0,305
(3,59/3,47/2,29)

*hT: homozygoter Trager

Es liegen keine Signifikanzen zwischen rs7201 und den Endpunkten vor.

5.3 Kaplan-Meier-Kurven

Abbildung 1-4:

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen das kumulative Uberleben des kombinierten
Endpunkts, Tod, MI und BL in Bezug auf den homozygoten Trager des
haufigeren Allels, den homozygoten Trager des selteneren Allels, sowie den
heterozygoten Trager des MMP2 rs2241145.

Rot= homozygoter Trager des haufigeren Allels

Blau= homozygoter Trager des selteneren Allels

Grin= heterozygoter Trager

Numbers at risk im Anhang an jede Abbildung
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Abbildung 1
MMP2 rs2241145

1,0

e

0,7

0,6

Kumulatives Uberleben
(kombinierter Endpunkt)

0,5
wd 1C
Log Rang 0,155 g
—gc
0,4
0 200 400 600 800 1000 1200
Follow-up (Tage)
c 198 178 170 157 152 144
g 225 212 204 195 190 184
gc 412 380 363 346 329 316
Abbildung 2
MMP2 rs2241145
= %ﬁv;
- e = S -
c
2 o8
K
2
D %"
§é 0,7
ks
3
E o6
¥
0,5
- 3C
Log Rang 0,253 g
0,4 =L
0 200 400 600 800 1000 1200
Follow-up (Tage)
c 198 187 182 175 171 170
g 225 218 213 211 210 207
gc 412 397 384 373 362 355

47



Ergebnisse

Abbildung 3
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FUr den kombinierten Endpunkt zeigt der homozygote Trager des selteneren
Allels eine erhohte Anzahl an Events als der homozygote Trager des
haufigeren Allels und der heterozygote Trager (Log Rang 0,155). Der
homozygote Trager des haufigeren Allels zeigt fir den Endpunkt Tod ein
tendenziell besseres Uberleben (Log Rang 0,253). Fur die Blutungsereignisse
ist eine erhdhte Anzahl an Events fur den homozygoten Trager des haufigeren
Allels festzustellen (Log Rang 0,228). Es liegen jedoch keine statistischen

Signifikanzen vor.

Abbildung 5-9

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen das kumulative Uberleben des kombinierten
Endpunkts, Tod, MI und BL in Bezug auf den homozygoten Trager des
haufigeren Allels, den homozygoten Trager des selteneren Allels, sowie den
heterozygoten Trager des MMP2 rs2285053.

Blau= homozygoter Trager des haufigeren Allels

Rot= homozygoter Trager des selteneren Allels

Grin= heterozygoter Trager

Numbers at risk im Anhang an jede Abbildung
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Fir den kombinierten Endpunkt zeigt der homozygote Trager des haufigeren
Allels eine erhdhte Anzahl an Events (Log Rang 0,155). Fur den Myokardinfarkt
ist fur den homozygoten Trager des selteneren Allels eine tendenziell

schlechtere Ereignisfreiheit zu erkennen. Auch hier liegen statistisch keine

Signifikanzen vor (Log Rang 0,847).

Abbildung 9-12

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen das kumulative Uberleben des kombinierten
Endpunkts, Tod, MI und BL in Bezug auf den homozygoten Trager des

haufigeren Allels, den homozygoten Trager des selteneren Allels, sowie den

heterozygoten Trager des MMP2 rs2287076.

Rot= homozygoter Trager des haufigeren Allels

Blau= homozygoter Trager des selteneren Allels
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Grin= heterozygoter Trager

Numbers at risk im Anhang an jede Abbildung
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c 185 167 161 154 152 151
t 242 225 215 211 206 198
tc 407 371 355 342 334 328

Fir den kombinierten Endpunkt, sowie flir den Endpunkt Tod zeigt der
homozygote Trager des haufigeren Allels des rs2287076 ein tendenziell
besseres ereignisfreies Uberleben als der homozygote Trager des selteneren
Allels und der heterozygote Trager, jedoch ohne Signifikanz (Log Rang 0,133
bzw. Log Rang 0,309). Fur Blutungsereignisse zeigt der homozygote Trager
des haufigeren Allels ein eher schlechteres eventfreies Uberleben. Auch hier

liegt statistisch keine Signifikanz vor (Log Rang 0,296).

Abbildung 13-16

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen das kumulative Uberleben des kombinierten
Endpunkts, Tod, MI und BL in Bezug auf den homozygoten Trager des
haufigeren Allels, den homozygoten Trager des selteneren Allels, sowie den
heterozygoten Trager des MMP2 rs243865.

Blau= homozygoter Trager des haufigeren Allels

Rot= homozygoter Trager des selteneren Allels

Grin= heterozygoter Trager

Numbers at risk im Anhang an jede Abbildung
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rs243865 zeigt tendenziell erhohte Events des homozygoten Tragers des
selteneren Allels flr den kombinierten Endpunkt, jedoch ohne Signifikanz (Log
Rang 0,349).

Der homozygote Trager des haufigeren Allels und der heterozygote Trager
zeigen ein besseres eventfreies Uberleben fir den Endpunkt Tod als der
homozygote Trager des selteneren Allels (Log Rang 0,082).

Fur die Blutungsereignisse zeigt der homozygote Trager des selteneren Allels
und der heterozygote Trager des rs243865 ein signifikant besseres
ereignisfreies Uberleben als der homozygote Trager des haufigeren Allels
(p<0,001).
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Abbildung 17-20

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen das kumulative Uberleben des kombinierten
Endpunkts, Tod, MI und BL in Bezug auf den homozygoten Trager des
haufigeren Allels, den homozygoten Trager des selteneren Allels, sowie den
heterozygoten Trager des MMP2 rs7201.

Blau= homozygoter Trager des haufigeren Allels

Rot= homozygoter Trager des selteneren Allels

Grin= heterozygoter Trager

Numbers at risk im Anhang an jede Abbildung
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Abbildung 18
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Abbildung 20
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In Abbildungen 17-20 liegen die Ereignisse der verschiedenen Gene sehr nah

beieinander. Fur den Endpunkt Blutung zeigt der homozygote Trager des

selteneren Allels ein tendenziell besseres Uberleben ohne Ereignisse (Log

Rang 0,318).

5.4 Cox- Regression

Tabelle 6:

Cox-Regressionsanalyse als dominantes Genmodell fir den Endpunkt Blutung
(BL) als abhangige Variable, MMP2 rs243865 als unabhangige Variable. Die

klinischen Faktoren sind Kovariablen.
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Hazard Ratio (BL) o]
(95%
Konfidenzintervall)

Klinische Faktoren

Alter 1,013 0,279
(0,990-1,037)

Geschlecht 1,067 0,811
(0,630-1,807)

LVEF 1,128 0,297
(0,899-1,416)

Kardiovaskulare

Risikofaktoren

Bluthochdruck 1,134 0,728
(0,559-2,302)

Diabetes mellitus 1,034 0,894
(0,630-1,698)

Hyperlipoproteinamie 1,193 0,495
(0,718-1,983)

Rauchen 0,908 0,712
(0,545-1,513)

Medikation

Aspirin 0,992 0,980
(0,544-1,809)

ACE-Hemmer 1,347 0,338
(0,733-2,475)

AT1-Antagonisten 1,298 0,464
(0,646-2,609)

Statine 1,224 0,493
(0,687-2,183)

Beta-Blocker 0,597 0,078
(0,342-1,040)

Ca-Kanal-Blocker 0,844 0,562
(0,475-1,498)

Orale Antikoagulation 1,665 0,184
(0,785-3,530)

Aufnahmegrund 0,951 0,754
(0,694-1,303)

MMP2 rs243865 0,401

<0,001

(dominantes
Genmodell)

(0,232-0,691)
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Die Cox-Regressionsanalyse flir rs243865 =zeigt einen Zusammenhang
zwischen dem Blutungsereignis und der Einnahme von Beta- Blockern, welcher
statistisch jedoch nicht signifikant ist. (Hazard Ratio (HR) 0,597) (95%
Konfidenzintervall 0,342- 1,040, p= 0,078).

Fir das dominante Genmodell, bei welchem flr rs243865 der homozygote
Trager des selteneren Allels und der heterozygote Trager dem homozygoten
Trager des haufigeren Allels gegenlbergestellt wurde, konnte fir das
Blutungsereignis ein signifikanter Zusammenhang hergestellt werden (Hazard
Ratio (HR) 0,401 (95% Konfidenzintervall 0,232- 0,691, p<0,001).

Die anderen Kovariablen wie Kklinische Faktoren, Medikation und
kardiovaskulare Risikofaktoren haben keinen signifikanten statistischen Einfluss

gezeigt.
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6. Diskussion

Die Kernaussage dieser Arbeit ist der signifikante Zusammenhang zwischen
dem MMP2-Polymorphismus rs243865 und den Blutungsereignissen bei
Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen nach einem Follow-up uber 3

Jahre.

MMP2 sind die wichtigsten Mediatoren fir den Umbau der Extrazellularmatrix.
Dieser Prozess ist unter normalen Umstanden streng durch die Balance
zwischen MMP2 und den TIMPs als ihren Gegenspielern reguliert.
Normalerweise wird nur eine geringe Menge an MMP2 ausgeschuttet. Kommt
ein  zusatzliches Signal, wie z.B. eine Gewebeverletzung oder
Wachstumsfaktoren hinzu, erhéht sich das MMP2-Level. Oft geht dies mit
einem erniedrigten TIMP-Level einher. Dieses Ungleichgewicht fluhrt zu stark
erhdhtem Gewebeumsatz und Fortschreiten der Erkrankung.'

MMP2 ist in allen Zellen des Herzens zu finden, demnach auch in
Kardiomyozyten."* Sie haben einen grofRen Effekt auf die Regulationsfunktion

5% und auf die

der Zellen, wie dem Gefalltonus, der Plattchenaggregation
Vermittlung der akuten mechanischen Dysfunktion des Herzens unmittelbar

nach Ischamie und Reperfusion.'®

Matsunga et al. konnten feststellen, dass das Level von zirkulierendem MMP2
zwei Wochen nach STEMI mit der Zunahme der Remodellierung des linken
Ventrikels in Zusammenhang steht."’

Nilsson et al. gelangen zu einer gegensatzlichen Erkenntnis. Bei Patienten mit
STEMI demonstrierten sie den Zusammenhang zwischen dem Level an
zirkulierendem MMP2 kurz vor der Reperfusion mit der Infarktstarke und der
linksventrikularen Dysfunktion, wobei die Hohe des Plasmalevels mit der
InfarktgréRe und der Verschlechterung des linksventrikularen Funktion

korreliert."®

Niu et al. konnten in ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen den MMP2-
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Polymorphismen und dem ischamischen Schlaganfall in der chinesischen
Population demonstrieren. *® Auch Manso et al. belegten in ihrer Studie den
Zusammenhang zwischen MMP2-Polymorphismen und der Prognose nach

einem Schlaganfall in der portugiesischen Bevélkerung.'®°

Zhao et al. demonstrierten, dass bei Patienten mit Herzfehler das Periostin eine
erhohte Kollagen-Fibrogenese auslost, welche in Zusammenhang steht mit

einer vier Mal héheren MMP2- Expression als bei der Kontroligruppe.'®’

Einige Studien zeigen also bereits den Zusammenhang zwischen den MMP2-
Polymorphismen und der Prognose bei Herzerkrankungen. Dennoch sind die
genauen Sachverhalte noch umstritten. Wir konnten mit unserer Studie den
signifikanten Zusammenhang zwischen dem MMP2-Polymorphismus rs243865
und Blutungsereignissen zeigen. Dabei zeigte der homozygote Trager des
selteneren Allels und Heterozygote signifikant weniger Blutungsereignisse als
die homozygoten Trager des haufigeren Allels.

Auch die Ereignisraten fur den Endpunkt Tod waren erhoht. Im Gegensatz zu
den homozygoten Tragern des haufigeren Allels und den heterozygoten
Tragern war die Inzidenz bei den homozygoten Tragern des selteneren Allels
tendenziell erhoht, stellte sich statistisch jedoch als nicht signifikant dar.

Fir den kombinierten Endpunkt konnten keine Signifikanzen gezeigt werden.
Auch Shi et al. konnten in ihrer Studie den Zusammenhang zwischen den
MMP2-Polymorphismen und der Prognose bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung nicht belegen.'®?

Die Vorlauferstudie, welche die gleichen Patientendaten nach einem Ein-
Jahres- Follow-up untersuchte, konnte einen signifikanten Zusammenhang
zwischen den MMP2-Polymorphismen und der Gesamtmortalitat bei Patienten
mit kardiovaskularen Erkrankungen liefern. In dieser Studie konnte nach einem
3-Jahres-Follow-up diesbezuglich keine Signifikanz nachgewiesen werden. Die
Grinde hierfur sind spekulativ und kénnten mit der Akuttherapie nach PCI, im
engeren Sinne der dualen antithrombozytaren Therapie, welche bis zu einem

Jahr nach Koronarintervention verabreicht wird, zusammenhangen.

63



Diskussion

Matsumura et al. zeigten, dass das von MMP2 fragmentierte Laminin die
Migration von Makrophagen in die entzindeten Bereiche hemmt, was aus einer
verspateten Wundheilung nach einem Infarkt resultiert.'®

Mehrere Studien konnten bereits belegen, dass nach einem Myokardinfarkt das
MMP2-Level im Infarktbereich sowie auch im Plasma aufgrund der Stimulation
der Kardiomyozyten steigt.®*16%16¢

Der Polymorphismus MMP2 rs243865 konnte bei Patienten mit Myokardinfarkt
in einer mexikanischen Studie mit dem doppelten Anstieg der Aktivitat in der
Promoterregion in Verbindung gebracht werden, was zu einer Erhdhung der
MMP2-Expression flihrt. In der lateinamerikanischen Bevolkerung konnte der
Polymorphismus mit einem erhéhten Risiko flir Myokardinfarkt und 3-Gefal3-
KHK in Verbindung gebracht werden.'®’

In Bezug auf den Myokardinfarkt konnte unsere Studie keine signifikanten
Zusammenhange zu den Polymorphismen liefern und die bisherigen

Studienergebnisse somit nicht starken.

In vorherigen Studien wurde der Polymorphismus des MMP2 rs243865 mit
Prostatakrebs in Verbindung gebracht.’® Zudem soll er eine protektive Rolle
bei malignen Pleuramesotheliomen spielen.’® Yan Cui et al. konnten ein
erhohtes Risiko fir die Entwicklung eines Osteosarkoms bei der chinesischen
Bevélkerung belegen.'

Es wurden erhdohte MMP2-Expressionen in arteriosklerotischen Plaques
entdeckt. AuRerdem scheint eine erhohte MMP2-Aktivitat die Arteriosklerose,
die Plaque-Destabilisierung sowie die Plattchenaggregation zu erleichtern.'172
Sawicki et al. konnten zeigen, dass MMP2 von Thrombozyten exprimiert wird
und dass es die ADP- und Thromboxan-unabhangige Aggregation wahrend der
Aktivierung veranlasst. Dabei vermittelt die Translokation des MMP2 vom
Zytosol in den Extrazellularraum durch Interaktion mit der Oberflachenmembran
des Thrombozyten die Aggregation.’”

Auch eine weitere Studie konnte den Zusammenhang zwischen MMP2 und

Thrombozytenaktivierung- und Aggregation belegen. Choi et al. fihrten diesen
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Mechanismus auf die Interaktion von MMP2 mit Integrin alpha(llb)beta(3)
zuruck, da die Hemopexin-bindenden Domane des MMP2 eine essentielle
Bindung fiir Integrin alpha(llb)beta(3) darstelit.”

Liegt nun ein Polymorphismus im MMP2-Gen vor, konnte dies zu einer
verzogerten Aktivierung der Thrombozyten fihren und somit die Aggregation
hemmen. Unsere Ergebnisse fir den SNP MMP2 rs243865 in Bezug auf die
Blutungsereignisse konnten diese Hypothese stutzen.

Da unser Follow-up Uber einen Zeitraum von 3 Jahren stattfand, geben unsere
Daten einen ganz neuen Hinweis auf den Verlauf der Ereignisse bei Patienten
mit koronarer Herzerkrankung.

Fir die Prognose des MMP2 rs243865 im dominanten Genmodell als
Gegenuberstellung des homozygoten Tragers des selteneren Allels und dem
heterozygoten Trager gegeniber dem homozygoten Trager des haufigeren
Allels konnte eine deutliche Signifikanz fir die Blutungsereignisse demonstriert
werden.

In der Cox-Regressionsanalyse konnte kein Zusammenhang mit der Prognose
fur die Ko-Faktoren wie die klinischen Faktoren, die Medikation und die
kardiovaskularen Risikofaktoren gefunden werden. Die Erklarung koénnte in
einem relativ heterogenen Patientenkollektiv sowie der moderaten Fallzahl

liegen.

Um die Ergebnisse hinreichend beurteilen zu koénnen, sind einige
Einschrankungen der Studie zu erwahnen.

Die Arbeit weist Limitationen aufgrund der Verluste im Follow-up und der
moderaten Fallzahl auf. Zudem beruht unsere Studie auf Beobachtungen und
Datenerhebungen, welche Fehlerquellen beinhalten konnen.

Unsere Daten wurden hauptsachlich von kaukasischen Probanden entnommen.
Somit kdnnen die Ergebnisse nicht auf andere ethnische Gruppen ubertragen

werden.

Zusammengefasst zeigt die aktuellen Arbeit Uber einen Zeitraum von drei

Jahren einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus
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MMP2 rs243865 und Blutungsereignissen bei Patienten mit kardiovaskularen
Erkrankungen. In unserer Studie wird deutlich, dass die verschiedenen
genetischen Varianten der MMP2-Polymorphismen unterschiedlich mit der
Prognose assoziiert sind.

Genetische Polymorphismen, wie MMP2 koénnten die Risikostratifizierung fur
Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen erleichtern. Dadurch ware es
moglich, die Therapie zum Beispiel mit Thrombozytenaggregationshemmern

bei Patienten mit hohem Blutungsrisiko anzupassen.
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Zusammenfassung

7. Zusammenfassung

In einer vorhergehenden Studie mit einem Follow-up nach einem Jahr konnten
wir einen Zusammenhang zwischen den MMP2-Polymorphismen und der
Prognose bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung belegen. In dieser
Langzeit-Studie sollen nun die langerfristigen Zusammenhange nach einem 3-
Jahres-Follow-up untersucht werden.

Es wurden 943 Patienten in die Studie aufgenommen und auf die
verschiedenen MMP2-Polymorphismen untersucht. Die Kohorte wurde fur drei
Jahre auf die verschiedenen Endpunkte (Myokardinfarkt, Blutungsereignis und
Tod) nachverfolgt.

Der primare kombinierte Endpunkt bestand dabei aus dem Erstauftreten von
entweder Tod und/oder Myokardinfarkt und/oder Blutung. Die sekundaren
Endpunkte waren definiert als die einzelnen Events von Tod, Myokardinfarkt
oder Blutung.

Fir die Blutungsereignisse konnte eine Signifikanz festgestellt werden
(p<0,001). Dabei zeigten der homozygote Trager des rs243865 des selteneren
Allels und der heterozygote Trager signifikant bessere Uberlebenschancen
ohne Ereignisse als der homozygote Trager des haufigeren Allels.

Auch fur den Endpunkt Tod konnte eine tendenziell schlechtere Prognose
gezeigt werden (p=0,089). Der homozygote Trager des haufigeren Allels und
der heterozygote Trager zeigen ein besseres eventfreies Uberleben als der

homozygote Trager des selteneren Allels.

Unsere Studie zeigt, dass der Polymorphismus des MMP2 rs243865 in
signifikantem Zusammenhang mit dem Blutungsereignis steht. Die Ergebnisse
dieser Studie koénnen zukinftig dazu dienen, Patientenkollektive mit
symptomatischer KHK und hohem Blutungsrisiko zu identifizieren um ggf. die
antithrombozytare Therapie nach Koronarstentimplantation in Starke und Dauer

anzupassen.
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