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1 Einleitung

Kardiovaskuldre Erkrankungen verursachen in den westlichen Industrielandern die
meisten Todesfalle.

Der 31. Deutsche Herzbericht 2019 schreibt in seinem Bericht iiber die zehn
haufigsten Todesursachen im Jahr 2018, dass an erster Stelle der h&ufigsten Todes-
ursachen in Deutschland die chronisch ischdmische Herzkrankheit mit 76 273 (8 %)
Verstorbenen und an zweiter Stelle der akute Myokardinfarkt (Herzinfarkt) mit
46 207 (4,8 %) Verstorbenen liegt [1].

Aufgrund dieser hohen Mortalitatsrate bei den Herz-Kreislauferkrankungen ist die
Forschung nach dem besseren Versténdnis der Entstehung und der Therapie fiir die
Bevolkerung von grofler Bedeutung. Diese wissenschaftliche Arbeit beschaftigt sich
mit Polymorphismen des GP6 Gens in Assoziation mit der thrombozytaren Expres-
sion des Glykoproteins VI und kardiovaskuldren Ereignissen. Glykoprotein VI ist ein
Kollagenrezeptor der &ufleren Thrombozytenmembran und spielt in der physiologi-
schen Hamostase eine wichtige Rolle. Insbesondere ist das Glykoprotein VI entschei-
dend fiir die Initiierung der Aktivierung der Thrombozyten und hieraus folgender
Thrombusbildung im Bereich verletzter Gefawandareale. Zudem ist Glykoprotein
VI an der Entstehung thrombembolischer und ischdmischer kardiovaskulérer Ereig-
nisse beteiligt. Genetische Aspekte des Glykoproteins VI und hieraus resultierende
funktionale und klinische Auswirkungen wurden im Laufe der Zeit evident.

Die erfolgreiche Forschung im genetischen Bereich konnte ein Baustein fiir eine
personalisierte Medizin und damit einen Weg fiir eine individuelle Therapie fiir die
Patienten vorgeben oder zumindest eine Prognose fiir den weiteren Verlauf der Er-

krankung weisen.

1.1 Der Thrombozyt allgemein

Thrombozyten stellen die kleinsten korpuskuldren Bestandteile des Blutes dar und

werden durch Abschniirung von Megakaryozyten im Knochenmark gebildet [2, 3].

1



1 FEinleitung

Die physiologische Funktion der Thrombozyten besteht darin, Blutungen durch Bil-
dung eines Gefédfiwandthrombus zu stillen. Auf diese Weise sollen Blutverluste auf
ein Minimum beschriankt und die Integritiat der Blutgefifle aufrechterhalten werden
[3]. Thrombozyten leisten somit einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung von
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des Gewebes im menschlichen Korper [3].

Die Blutstillung wird durch ein enges Zusammenspiel zwischen den Thrombo-
zyten, dem Endothel sowie den plasmatischen Faktoren gewéhrleistet [3, 4]. Bei
Verletzung der Gefawand bilden die Thrombozyten zusammen mit solchen plas-
matischen Gerinnungsfaktoren eine Art Pfropf, welcher die Lésion abdichtet [3, 4].
Im physiologischem Zustand halten sich hierbei pro- und antithrombotische Kom-
ponenten die Waage und der gebildete Gefaithrombus bleibt auf den Bereich des
verletzten Gefafiwandabschnittes begrenzt [4, 5].

Ruhende Thrombozyten kénnen durch Agonisten wie Thrombin [6] und Adeno-
sindiphosphat (ADP) oder durch Adhésionsvorgénge, wie z.B. Adhésion an verletz-
tes GefédBendothel oder an bereits aktivierte Thrombozyten, aktiviert werden [3].
Abbildung 1.1 zeigt elektronenmikroskopische Bilder eines ruhenden und eines akti-
vierten Thrombozyten, sowie ein Fibrinnetz und ein sich hierin befindlicher Throm-
bozyt. Thrombozyten verfiigen in ihrem Inneren tiber diverse Speichergranula [3].
Diese Granula enthalten verschiedene Substanzen, die beispielsweise proaggregato-
risch wirksam sind (ADP, Ca?*, Serotonin) oder Einfluss auf biologische Funktionen,
wie Thrombozytenadhésion, -aggregation und Inflammation, haben [3].

Thrombozyten tragen dariiber hinaus durch ihre Fahigkeit proangiogenetische
Zytokine und Wachstumsfaktoren freisetzen zu kénnen zur Aufrechterhaltung der
Intaktheit von Blutgefafien bei [3].

Neben ihrer Funktion der Aufrechterhaltung vaskulédrer Integritat sind Thrombo-
zyten auch an der Pathogenese der Atherosklerose und thrombembolischer Ereig-
nisse beteiligt [3, 7-14]. Die hierbei entstehenden Blutgerinnsel kénnen zu lebens-
bedrohlichen Krankheitsbildern, wie dem akuten Myokardinfarkt und ischdmischen
Schlaganfall fithren [12].
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Abbildung 1.1: Mit einem Durchmesser von 2-4 pm stellen Thrombozyten die kleins-
ten korpuskulidren Blutbestandteile dar [2]. Im peripheren Blut eines Menschen finden
sich physiologischerweise 150.000 bis 400.000 Thrombozyten pro pl Blut. Nach Ak-
tivierung bilden Thrombozyten Pseudopodien aus. Die Abbildungen A bis D zeigen
elektronenmikroskopische Aufnahmen eines ruhenden Thrombozyten (A), eines durch
Kollagen aktivierten Thrombozyten mit Pseudopodien (B), eines Fibrinnetzwerks (C)
und eines aktivierten Thrombozyten mit Pseudopodien im Fibrinnetzwerk (D). Ab-
bildung aus [15]. Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Eble.

1.2 Thrombozyten und Hamostase

Thrombozyten stellen, wie bereits dargelegt, eine wichtige Komponente im phy-
siologischen Prozess der Blutstillung dar, welcher auch als Hamostase bezeichnet
wird. Die Hamostase ist ein komplexer Vorgang, der sich in priméare und sekundare
Hamostase gliedern lasst, welche flieend ineinander iibergehen. Diese sollen nun im

Folgenden genauer erlautert werden.
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1.2.1 Primare Hamostase

Durch Léasionen der Gefawand jedweder Ursache wird die endotheliale Integritat
des Blutgefafies aufgehoben und es werden auf diese Weise Komponenten der extra-
zellularen Matrix freigelegt. Dieser Vorgang stellt den Hauptausloser fir die Bildung
eines hdmostatischen Thrombus dar [7]. Dieser soll zu einem priméren Verschluss
der verletzten Gefafistelle fithren und exzessive Blutverluste verhindern.

Der Vorgang der primaren Hamostase beinhaltet mehrere Teilschritte, bei denen
die Thrombozyten und deren Interaktion mit dem Gefdflendothel im Vordergrund
stehen [3]. Diese Schritte lassen sich in Thrombozytenadhésion, -aktivierung und
-aggregation zusammenfassen und resultieren in der Bildung eines thrombozytenrei-
chen, eines sogenannten weien, Thrombus [3].

Unter den Bedingungen eines hohen Blutflusses [16] miissen die im Blut zirkulie-
renden Thrombozyten in einem ersten Schritt zunédchst an die betroffene Geféafistelle
rekrutiert werden [3, 9, 16]. Dies geschieht durch Interaktionen zwischen dem throm-
bozytaren GPIb alpha Rezeptor und dem von-Willebrand-Faktor (vWF), welcher
am freigelegten Kollagen der extrazellularen Matrix vorliegt [3, 16, 17]. Die Wich-
tigkeit dieser initialen Bindung wird bei Patienten deutlich, die einen Defekt im
GPIb alpha Rezeptor aufweisen und aus diesem Grund unter einer erhohten Blu-
tungsneigung leiden [3, 18]. Die Bindung zwischen dem GPIb alpha Rezeptor und
dem vWF verfiigt jedoch iiber eine grofie Dissoziationsrate und kann daher kei-
ne stabile Adhésion vermitteln [16, 19]. Dies macht zusatzliche Ligand-Rezeptor-
Interaktionen zwischen den Thrombozyten und der exponierten extrazellularen Ma-
trix erforderlich [17]. Durch diese schwache Bindung ,rollen® die Thrombozyten in
gewisser Weise zunéchst tiber die beschéidigte Gefafistelle und werden verlangsamt
[16]. Nun ergibt sich die Moglichkeit, dass das ebenfalls auf der Thrombozyten-
oberfliche lokalisierte Glykoprotein VI direkt an seinen Liganden das freigelegte
Kollagen der extrazelluldren Matrix binden kann [4, 20-22]. Diese direkte Glyko-
protein VI-Kollageninteraktion ist unabdingbar fiir die initiale Thrombozytenrekru-
tierung und die darauffolgende Initiierung der stabilen Thrombozytenadhésion und
-aggregation, sowie des Thrombuswachstums [14, 19].

Durch den Kontakt von Glykoprotein VI mit Kollagen werden intrazellulare Sig-
nalkaskaden induziert, welche dazu fithren, dass die auf der Thrombozytenmembran
lokalisierten Integrine o231 und allbg3 ihren Zustand von einem niedrig-affinen in
einen hoch-affinen Status dndern [22]. Die Bindungen von Integrin a2/51 an Kolla-

gen und von Integrin allbf3 an den vWF stellen die Grundlage der stabilen, irre-
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versiblen Adhésion dar [17]. Zudem initiiert die Glykoprotein VI-Signalkaskade (s.
Kap. 1.4.1) die Aktivierung und Formédnderung der adhérenten Thrombozyten sowie
die Ausschiittung von Inhaltsstoffen aus thrombozytéren Speichergranula [3, 4, 19].
Losliche Agonisten wie Adenosindiphosphat (ADP) und Thromboxan A2 werden in
die unmittelbare Umgebung freigesetzt, wo sie den Aktivierungsprozess verstirken
und die Rekrutierung noch ruhender Thrombozyten sowie das Thrombuswachstum
fordern [3, 19, 23, 24]. Dartiber hinaus wird die Aktivierung der Integrine induziert,
was zum Adhésionsprozess beitrdagt [19, 22, 25, 26]. Die verbesserte Adhésion ihrer-
seits fiihrt wiederum zu einer verbesserten Glykoprotein VI-Kollageninteraktion. Es
kommt zur vermehrten Signalwirkung und somit zu einem Prozess, der sich selbst
verstarkt [19, 27, 28].

Noch im Blut zirkulierende Thrombozyten treten durch die aktivierten Integri-
ne allbf3, auch als GPIIb/IIla bezeichnet, mit den bereits an der Gefaflasion
adharenten Thrombozyten in Verbindung [4]. Nur wenn die Thrombozyten akti-
viert sind, kann die irreversible Verkniipfung von Thrombozyten miteinander via
GPIIb/IITa und Fibrinogen erfolgen [3, 4].

1.2.2 Sekundare Hamostase

Der primér entstandene thrombozytenreiche Thrombus ist relativ instabil [3]. Erst
in der sekundaren Hamostase kommt es zur Konsolidierung dieses Thrombus und
zu einer effizienten und anhaltenden Blutstillung [3]. Die sekunddre Hémostase be-
steht aus einer komplexen Gerinnungskaskade, die in der Bildung von Thrombus-
stabilisierenden Fibrinnetzen resultiert [3]. Thrombozyten tragen entscheidend zur
Initiierung dieser Gerinnungskaskade bei [3, 4, 29]. Sie stellen hierbei die katalyti-
sche Oberflache fiir das Zusammenfiigen von funktionstiichtigen Enzymkomplexen
der plasmatischen Gerinnungskaskade dar, welche fiir die Bildung von alpha Throm-
bin benétigt wird [3, 4, 9, 30, 31]. Dieses Thrombin gehort zu den potentesten
Plattchenaktivatoren [3, 4, 6]. Dartiber hinaus stabilisiert es den bereits existenten
primédren weien Thrombus durch die Bildung von Fibrinpolymeren [3, 4]. Hieraus
entstehen feste Fibrinnetze und es kommt zur Bildung des stabilen, sekundéren
Thrombus [3, 4].
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Abbildung 1.2: Nach Bildung des priméren, thrombozytenreichen Thrombus er-
folgt in der sogenannten sekundédren Hamostase die Konsolidierung des entstandenen
Thrombus. Im Rahmen der plasmatischen Gerinnungskaskade wird Thrombin gene-
riert, welches den Thrombus durch die Bildung von Fibrinnetzen festigt (Schematische
Darstellung angelehnt an Abbildung 5 aus [32]).

Physiologischerweise tragen mehrere Faktoren zur Begrenzung des entstehenden
Thrombus auf die verletzte GefaBstelle bei [3-5]. Thrombozyten verfiigen iiber Me-
chanismen, welche die Antwort auf Kollagen und damit den Thrombus in seinem
Ausmaf begrenzen [4, 7, 33]. Das Risiko einer unkontrollierten Thrombusformation
soll somit vermieden werden. Zusétzlich tragen Endothelzellen zur Aufrechterhal-
tung einer Balance zwischen Blutfluss und Blutstillung bei und stellen die Akti-
vierung der Thrombozyten unter eine strenge, negative Kontrolle [3-5, 7, 34]. Dies
erfolgt durch hemmende Substanzen wie beispielsweise Prostazyklin und Stickstoff-
monoxid (NO) [3, 5, 34], welche zur Limitierung der Thrombusbildung auf das ver-
letzte GeféBareal beitragen [3-5, 7]. Abbildung 1.2 stellt die sekundére Hamostase
in einer Ubersicht schematisch dar.

Thrombozyten spielen nicht nur eine wichtige Rolle bei der Himostase, sondern
Thrombozyten sind auch durch die Sekretion diverser Enzyme, wie beispielsweise
Elastase und hydrolysierende Thrombozytenenzyme [3], auch an der Pathogenese
atherosklerotischer Prozesse beteiligt [3, 8]. In atherosklerotisch veranderten Arteri-
en kann es im Rahmen einer Thrombozytenaktivierung auch zur Thrombusbildung
und Okklusion von Blutgefafien kommen [7, 8, 12]. Diese arteriellen Blutgerinnsel
bestehen hauptsichlich aus Thrombozyten und Fibrin [7] und kénnen thrombembo-
lische Ereignisse, wie beispielsweise einen akuten Myokardinfarkt oder ischamischen

Schlaganfall, auslosen [12].
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1.3 Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache

Thrombozyten sind anukledre Zellen [3]. In Thrombozyten ist die Proteinsynthese
daher in der Weise, wie sie in anderen grofleren Blutzellen stattfindet, nicht moglich
[3]. Aus diesem Grund verfiigen Thrombozyten von vornherein tiber eine grofie Viel-
zahl an verschiedenen Oberflaichenrezeptoren, mit denen sie mit ihrer Umwelt in
Kontakt treten kénnen [3, 4, 35]. Mit diesen Rezeptoren sind Thrombozyten in der
Lage mit anderen Thrombozyten, Bestandteilen der extrazellularen Matrix, anderen
plasmatischen Komponenten, Endothelzellen oder gar Leukozyten zu interagieren
(3, 4, 35, 36].

Die Glykoproteine, welche auf der thrombozytiren Plasmamembran sitzen, wer-
den anhand ihrer molekularen Struktur in verschiedene Gruppen eingeteilt. So verfii-
gen Thrombozyten beispielsweise iiber Integrine, Leuzin-reiche Glykoproteine, Se-
lektine und immunglobulindhnliche Rezeptoren [3]. In Tabelle 1.1 findet sich ein
Auszug wichtiger Rezeptoren der thrombozytaren Oberflache.

Den Kollagenrezeptoren auf der thrombozytidren Membranoberfliche kommt ei-
ne besondere Bedeutung zu, da sie an der initialen Kontaktherstellung zwischen
Thrombozyten und einer verletzten Gefalwand beteiligt sind und so die Ausbil-
dung eines hamostatischen Thrombus ermoglichen [4, 19, 22, 25, 35]. Die Kolla-
gene der extrazelluldren Matrix, welche bei endothelialen Lésionen dem Blutfluss
exponiert werden, sind wichtige Aktivatoren von Thrombozyten [4, 35, 41]. Throm-
bozyten verfiigen iiber zwei Hauptrezeptoren, die Kollagen binden: das Integrin
21, welches zur stabilen Adhéasion beitragt, sowie das Glykoprotein VI, welches
hauptséchlich fiir Signalwirkung und konsekutiver Thrombozytenaktivierung ver-
antwortlich ist [4, 19, 35]. Abgesehen hiervon kann der GP Ib-V-IX Komplex als in-

o . Elektrophoretische . Anzahl
Klassifizierung Klassifizierung Ligand pro Thrombozyt
Integrine: o251 GPIa-I1a Kollagen 1000
Integrine: allbS3 GPIIb-IIIa vWF, Fb, u.a. 60.000 - 100.000
Leuzin-reiche GPIb-V-IX vWF, Thrombin ~ 25.000
Glykoproteine
Selektine P-Selektin PSGL-1, u.a. 12.000
immunglobulindhnliche GPVI Kollagen 3700-9600

Adhésionsrezeptoren

Tabelle 1.1: Glykoproteine der Thrombozytenoberfliche (modifiziert nach Tabelle
4.1 auf Seite 31 in [3]) Anmerkung: vWF: von-Willebrand-Faktor, Fb: Fibrinogen,
PSGL-1: P-Selektin Glycoprotein Ligand 1, GPVI: Glykoprotein VI. [3, 37-40]
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direkter Kollagenrezeptor bezeichnet werden, da er iiber den von-Willebrand-Faktor
als iiberbriickendes Molekiil ebenfalls indirekt an Kollagen binden kann [35]. In die-
ser wissenschaftlichen Arbeit wird der Fokus auf das Glykoprotein VI gelegt und in
den nachfolgenden Kapiteln ausfiithrlicher dargestellt.

1.4 Das Glykoprotein VI

Das Glykoprotein VI ist ein bedeutender Kollagenrezeptor der &ufleren Thrombozy-
tenmembran. Seine Expression ist auf Megakaryozyten und Thrombozyten begrenzt
[19, 42-44]. Tabelle 1.1 liefert einen kurzen Uberblick iiber die Glykoproteine der
Thrombozytenoberfliche und deren Liganden.

1982 wurde Glykoprotein VI durch Clemetson et al. mittels 2-D-Gel-Elektrophorese
entdeckt [45]. Bei Untersuchungen eines Patienten mit autoimmuner Thrombozyto-
penie konnten Autoantikorper gegen ein ca. 60-65 kDa grofles Protein gefunden
werden, welches sich als Glykoprotein VI herausstellen sollte [46]. Die Thrombozy-
ten dieses Patienten waren nicht in der Lage, korrekt mit Kollagen zu interagieren.
Diese frithen Forschungsergebnisse deuteten erstmals darauf hin, dass es sich bei
Glykoprotein VI um einen wichtigen Kollagenrezeptor handeln muss [46].

In der Folge wurden einige Félle von Patienten mit erniedrigten Glykoprotein VI-
Levels untersucht, wobei sich hier lediglich eine milde Blutungstendenz abzeichnete
[19, 47-49]. Die Vermutung, dass es sich bei Glykoprotein VI um einen Kollagenre-
zeptor handelt, wurde zudem dadurch unterstiitzt, dass diese Patienten eine gestorte
Antwort auf eine Kollagenstimulation aufwiesen [19, 47-49].

Bald wurde deutlich, dass das Glykoprotein VI sogar eine Schliisselrolle in der
Gerinnungskaskade einnimmt [19]. Es trégt zur initialen Thrombozytenadhdsion
an die verletzte Gefawand bei [14, 19, 22| und ist mafgeblich an der Induktion
der Folgeschritte beteiligt, welche zur Thrombozytenaktivierung, -aggregation und

Bildung eines hamostatischen Thrombus fithren [4, 19].

1.4.1 Molekularer Aufbau des Glykoproteins VI und die durch
das Glykoprotein VI induzierte Signalkaskade
Glykoprotein VI ist ein Kollagenrezeptor, welcher direkt mit Kollagen interagiert

[3, 19, 47]. Glykoprotein VI wird aufgrund seines molekularen Aufbaus und seiner

Funktionsweise zu den immunglobulindhnlichen Rezeptoren gezahlt [44]. Die Ent-
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deckung der molekularen Struktur von Glykoprotein VI gelang Clemetson et al.
1999 [44], als das menschliche Glykoprotein VI erfolgreich geklont werden konnte.
Glykoprotein VI besteht aus 339 Aminoséduren und verfiigt iiber ein Molekularge-
wicht von 60-65 kDa [19, 44, 45]. Die Anzahl an Glykoprotein VI-Rezeptoren auf
der dufleren Membran eines Thrombozyten variiert [19, 50]. In einer quantitativen
Analyse konnte gezeigt werden, dass pro Thrombozyt hochgerechnet bis zu 9600
Glykoprotein VI-Rezeptoren exprimiert werden [38-40].

Auf der Thrombozytenoberfliche kommt Glykoprotein VI sowohl als monomere,
als auch als dimere Form vor [21, 51, 52]. Die dimere Form des Glykoproteins VI
bindet hierbei mit deutlich hoherer Affinitdt an Kollagen, als die monomere Form
[51]. Die dimere Glykoprotein VI-Form wird auch auf ruhenden Thrombozyten ex-
primiert, allerdings in geringerer Anzahl [53]. Zusatzlich kommt es zur Dimerisierung
einzelner Glykoprotein VI-Rezeptoren, sowohl im Rahmen der Thrombozytenakti-
vierung [52-54], als auch ADP-getriggert [54]. Die Thrombozytenadhésion an Kolla-
gen fithrt zudem auch zur Bildung regelrechter Glykoprotein-VI-Dimer-Cluster, was
die Kollagenaviditét zusétzlich erhoht [52].

Abbildung 1.3 bildet den schematischen molekularen Aufbau des Glykoprotein VI
ab. Auf der Thrombozytenmembran bildet Glykoprotein VI einen funktionalen Kom-
plex mit einer sogenannten FcR gamma-Kette [55-57]. Diese fungiert als signaltrans-
duzierender Teil des Rezeptorkomplexes [19, 58-60]. Der Glykoprotein VI-Rezeptor
selbst besitzt zwei immunglobulin-C2-dhnliche Extrazellulardoménen, welche durch
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind und an einem Muzin-dhnlichen Stiel
befestigt sind [19]. Uber einen transmembraniren Anteil wird die Verbindung zu
einem kurzen, zytosolischen Schwanz hergestellt [42, 44, 61]. Die transmembranére
Region wird fiir die Assoziation mit der FcR gamma-Kette benotigt [62—64]. Der
zytosolische Schwanz des Glykoprotein VI-Rezeptors verfiigt ebenfalls iiber Interak-
tionsstellen, u.a. fir die FcR gamma-Kette aber auch andere Proteine [19, 60, 63].

Die Aktivierung des Glykoprotein VI-Rezeptors 10st umfangreiche Schritte aus,
die letztlich zur Thrombozytenaktivierung und Thrombozytenaggregation fithren
und fiir eine erfolgreiche Hdmostase notwendig sind. Im ersten Schritt der durch
Glykoprotein VI induzierten Signalkaskade werden bestimmte Komponenten der
FcR gamma-Kette durch die Tyrosinkinasen Fyn und Lyn phosphoryliert [19].

Diese Komponenten sind die ,immunoreceptor tyrosin-based activation motifs®
(ITAM). Im zweiten Schritt wird daraufthin die Tyrosinkinase Syk gebunden und

aktiviert [19]. Dadurch werden komplexe intrazellulire Vorgénge im Thrombozyten

9



1 FEinleitung
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Abbildung 1.3: Glykoprotein VI wird aufgrund seines molekularen Aufbaus zu den
immunglobulindhnlichen Rezeptoren gezéhlt. Auf der duBeren Thrombozytenmem-
bran bildet Glykoprotein VI einen funktionalen Komplex mit der FcR gamma-Kette,
welche als signaltransduzierender Teil des Rezeptors fungiert. Zwei immunglobulin-
C2-dhnliche Extrazellulardoménen sind {iber Disulfidbriicken miteinander verbunden
und héngen an einem Muzin-dhnlichen Stiel. Dieser wiederum tritt iiber den trans-
membrandren Rezeptoranteil mit dem zytosolischen Schwanz im Inneren des Throm-
bozyten in Verbindung. Die Aktivierung des Glykoprotein VI Rezeptors fiihrt zur
Phosphorylierung bestimmter Komponenten der FcR gamma-Kette (ITAM = immu-
noreceptor tyrosine-based activation motif*) durch die Tyrosinkinasen Fyn und Lyn,
was eine wichtige Komponente der durch das Glykoprotein VI induzierten intrazel-
luldren Signalkaskade darstellt. Die Signalkaskade miindet in der Aktivierung von
Thrombozyten und Granulafreisetzung. Schematische Abbildung, angelehnt an Ab-
bildung 1 aus [19].

ausgelost, welche letzlich zur Aktivierung verschiedener Effektorenzyme, wie z.B.
kleine G-Proteine und Phospholipase-Cy2, fithrt. Dieser gesamte Prozess zielt darauf
ab, die Thrombozyten zu aktivieren und Granula freizusetzen [19, 52, 54, 65-67].
Glykoprotein VI existiert dartiber hinaus auch als kleinere, l6sliche Form (55 kDa),
die im Plasma zirkuliert [68, 69]. Losliches Glykoprotein VI entsteht durch Ab-
spaltung, sogenanntes ,shedding”, von der Thrombozytenoberfliche [70]. Dies kann
durch verschiedene Faktoren ausgelost werden, wie beispielsweise durch die Bindung
an Kollagen [68, 71], hohe Scherkréfte [72] und durch den aktivierten Faktor X (FXa)
[38, 68, 70, 73, 74].
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1.4.2 Funktion des Glykoproteins VI

Glykoprotein VI spielt eine wichtige Rolle bei der priméren Hamostase und insbeson-
dere bei der Initiierung der Thrombozytenaktivierung, wie es bereits in Kapitel 1.2.
beschrieben wurde. Fibrillares Kollagen, der Ligand des Glykoprotein VI-Rezeptors,
ist Bestandteil der extrazelluliren Matrix und wird bei Gefilwandschaden dem
Blutstrom exponiert [35, 41]. Im Blut zirkulierende Thrombozyten binden mittels
Glykoprotein VI an hierdurch freigelegtes Kollagen, was zu deren Adhésion, aber
vor allem zu deren Aktivierung und Aggregation fithrt [4, 19].

Die direkte Bindung von Glykoprotein VI an freigelegtes Kollagen ist entschei-
dend fiir die erste lockere Bindung der Thrombozyten an die verletzte Gefawand
[19, 22]. Diese Interaktion fithrt zur Initiierung einer komplexen intrazelluléren Sig-
nalkaskade [19, 54, 65-67]. Diese resultiert unter anderem in der Thrombozyten-
aktivierung und Uberfithrung der Integrine o281 und alIbB2 in einen hochaffinen
Zustand [3, 19, 26]. Die so aktivierten Integrine konnen nun eine feste dauerhaf-
te Plattchenadhésion vermitteln [4, 19, 22, 25, 75]. Dartiber hinaus induziert die
Glykoprotein VI-vermittelte Signalkaskade eine Forménderung der Thrombozyten
[3, 4]. Es kommt zur Pseudopodienausbildung und Degranulation von ADP und
Thromboxan A2, was die Thrombozytenaggregation weiter fordert [19, 76-78].

Die Aktivierung der Thrombozyten durch ADP (oder auch TRAP, thrombin
receptor-activating peptide) fithrt zusétzlich zu einer Verstédrkung der thrombo-
zytaren Glykoprotein VI-Expression [38, 54]. Die Abfolge von Thrombozytenadhé-
sion, Signalkaskade und konsekutiver Thrombusbildung wird in Abbildung 1.4 skiz-

ziert.

Aggregation

Thrombusbildung
Thrombozyt
-~ 59

Sekretlon °0 %S0y

Kollagen o°
GPVI Signalkaskade

Abbildung 1.4: Bindet Glykoprotein VI an seinen Liganden Kollagen, wird eine
komplexe intrazelluldre Signalkaskade in Gang gesetzt. Diese fithrt zur Thrombo-
zytenaktivierung, Sekretion (Granulafreisetzung) und Thrombozytenaggregation. Die
Schritte miinden schlieBlich in der Thrombusbildung.
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Glykoprotein VI und seine Signalwirkung sind also elementar fiir den Adhésions-
prozess und die nachfolgenden Schritte, die fiir die Bildung eines Thrombus im
Rahmen der Hamostase benotigt werden. Dies wurde durch diverse Studien ge-
zeigt: Massberg et al. stellten beispielsweise fest, dass Thrombozyten in Méusen
in Abwesenheit von Glykoprotein VI keine stabile Adhésion an geschédigten Arteri-
enwanden aufweisen [14]. Die Wichtigkeit der durch Glykoprotein VI induzierten Sig-
nalwirkung und deren Auswirkungen auf die Thrombozytenfunktion wurden durch
die Forschungsergebnisse von Nieswandt et al. demonstriert [22]. In den Untersu-
chungsmodellen konnten Thrombozyten unter simulierten Flussbedingungen nicht
an Kollagen binden oder aggregieren, wenn Glykoprotein VI antikdrpervermittelt
ausgeschaltet wurde, oder komplett fehlte. Die Wichtigkeit von Glykoprotein VI
wurde zudem dadurch unterstrichen, dass bei reduziertem Glykoprotein VI bzw.
FcR gamma-Kette die Thrombozyten trotz Vorhandensein von Integrin o251, ei-
nem weiteren Adhésionsrezeptor, nicht zur Aggregation fahig waren [22]. Dies stellt
Glykoprotein VI als Schlisselrolle im Ablauf des Adhésionsprozesses dar.

Dariiber hinaus zeigten die Untersuchungen von Moroi und Jung et. al an einer Pa-
tientin mit diskreter Verlangerung der Blutungszeit, dass die Menge an Glykoprotein
VI ihrer Thrombozyten um etwa 50% reduziert war [47]. Diese Thrombozyten waren
nicht in der Lage Kollagen zu binden. Eine kollageninduzierte Thrombozytenaggre-
gation blieb aus [47]. Dies indiziert, dass Glykoprotein VI als wichtiger Initiator der
Thrombozytenaktivierung, welche in die Aggregation miindet, zu sehen ist. Ahnliche
Resultate ergaben sich bei den Untersuchungen von Thrombozyten eines weiteren
Patienten, welche nur rund 10% der normalen Glykoprotein VI-Menge aufwiesen
[48].

Diese Beobachtungen konnten unter kiinstlichen Bedingungen nachgestellt und
bestéatigt werden. In einem Experiment mit simulierten Blutflusssituationen konnten
Thrombozyten mit mangelndem membrandren Glykoprotein VI praktisch nicht an
eine kollagenbedeckte Fléche binden [79].

Eine in 2015 publizierte Studie von Mammadova-Bach et al. gewann neue Kennt-
nisse iiber die Funktion von Glykoprotein VI und identifizierte es zudem als Rezeptor
fir polymerisiertes Fibrin [80]. Unabhéngig von der Bindung an Kollagen fiihrte die
Interaktion von Glykoprotein VI mit polymerisiertem Fibrin in den Untersuchungen
zu einer Verstarkung der Bildung von Thrombin und Rekrutierung weiterer Throm-

bozyten an den entstehenden Thrombus an der verletzten Gefédwandstelle [80].

12



1 FEinleitung

Neben oben genannten Aspekten existieren ebenfalls Mechanismen, im Sinne ne-
gativer Regulatoren, welche die Glykoprotein VI-Signalwirkung kontrollieren und
sie so in Grenzen halten [5, 7, 30, 33, 81, 82]. Auf diese Weise soll eine tiberméafige
Aktivitat und hieraus potenziell entstehende, negative Folgen vermieden werden
[5, 30]. Beispielhaft zu nennen sind vor allem die Freisetzung der Thrombozyten-
antagonisten Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandin 12 durch intaktes Endo-
thel sowie das Vorhandensein intrathrombozytérer Kontrollpunkte. Zu diesen intra-
thrombozytdren Kontrollpunkten zdhlen beispielsweise die Aufrechterhaltung nied-
riger Ca?T-Konzentrationen in ruhenden Thrombozyten und intrathrombozytére re-
gulatorische Molekiile, wie z.B. ,regulators of G-protein signaling (RGS), ,junctio-

nal adhesion-molecule-A“ (JAM), ,platelet endothelial cell adhesion molecule-1¢
(PECAM-1) [5].

Es wird zudem diskutiert, dass das Abspalten (,shedding*) des Glykoproteins VI
von der Thrombozytenoberfliche und somit die Bildung von 16slichem Glykoprotein
VI eine weitere Art sein kénnte, die Thrombozytenreaktivitit herunterzuregulieren
[5, 30, 71, 83]. Eine experimentelle Studie von Rabie et al. zeigte zudem, dass Mecha-
nismen existieren, welche Glykoprotein VI auch in vivo herunterregulieren kénnen
[84].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Glykoprotein VI eine wichtige Kom-
ponente beim Adhésionsvorgang der Thrombozyten an verletztes Endothel darstellt.
Dartiber hinaus ist Glykoprotein VI noch viel entscheidender fiir die Aktivierung der
Thrombozyten mit hieraus resultierender Thrombusbildung. Kurzum verfiigt Gly-

koprotein VI iiber eine zentrale Rolle im Prozess der Hamostase.

1.5 Thrombozyten, Glykoprotein VI und

kardiovaskulare Ereignisse

Glykoprotein VI ist neben seiner physiologischen Funktion bei der Hamostase auch
wesentlich an der Pathogenese thrombembolischer Ereignisse, wie beispielsweise dem
akuten Myokardinfarkt und ischdmischen zerebralen Schlaganfall, beteiligt [7, 11,
85]. Diese Krankheiten stellen weltweit die fithrende Todesursache dar [12, 86, 87].

Eine verstarkte Reagibilitidt der Thrombozyten und tiberschielende Thrombozy-

tenaktivierung stellen Hauptfaktoren bei der Entstehung solcher atherothrombo-
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tischen Komplikationen dar [12, 38, 88]. Beim akuten Koronarsyndrom und dem
ischdmischen Schlaganfall ist die verstdrkte Thrombozytenaktivierung zudem mit
einem schlechteren klinischen Outcome assoziiert [38, 89-91]. Thrombembolische
Komplikationen entstehen in der Folge arterieller Thrombosen, welche sich oft im
Bereich rupturierter atherosklerotischer Plaques bilden [12, 30]. Durch die Plaque-
ruptur wird thrombogenes Material dem Blutstrom exponiert, werden Thrombo-
zyten an die Lésion rekrutiert und die Thrombusbildung in Gang gesetzt [7, 12].
Glykoprotein VI ist bei der Entstehung solch pathologischer Thrombosen und bei
der Atheroprogression maBgeblich beteiligt [10, 38, 92, 93]. Auch bei hohen Scher-
kraften, wie sie typischerweise im Bereich arterieller Plaques vorkommen [94], ist
Glykoprotein VI in der Lage, an die reichlich im Plaque vorkommenden Kollagene
zu binden und so zur Thrombozytenaktivierung zu fithren [10, 12, 14, 38, 92]. Die-
se zentrale Funktion von Glykoprotein VI bei der Adhésion von Thrombozyten an
Plaque-Komponenten wurde durch verschiedene in vitro Untersuchungen offenbart
(30, 95-97].

Diverse in vivo Studien lieferten weitere Belege fiir die Schliisselrolle von Glykopro-
tein VI. Im Bereich von rupturierten Plaques konnte eine Thrombusbildung verhin-
dert werden, indem Glykoprotein VI durch verschiedene Weisen ausgeschaltet wurde,
wie beispielsweise durch Inhibierung mittels spezifischer Glykoprotein VI-Antikérper
oder durch Verwendung von Glykoprotein VI-Knockout-Méusen [14, 30, 38, 98, 99].
In einem weiteren in vivo Modell schienen Glykoprotein VI-Knockout-Mause im-
mun gegeniiber der Induktion eines thrombembolischen Ereignisses zu sein [100]. In
der Studie bewahrte das Fehlen von Glykoprotein VI die Mause vor einer todlichen
Lungenarterienembolie [100].

Weiterfithrende klinische Studien zeigten, dass die thrombozytiare Glykoprotein
VI-Expression bei Patienten mit kardiovaskularer Erkrankung erhoht ist [38, 101,
102], ebenso beim Auftreten eines akuten Koronarsyndroms [91]. Zudem war eine
erhohte thrombozytéire Glykoprotein VI-Expression in einer Studie bei Patienten
mit symptomatischer koronararterieller Herzerkrankung mit einem schlechteren kli-
nischen Outcome assoziiert [103]. Glykoprotein VI fungierte hier als prognostischer
Biomarker fir das Auftreten von kardiovaskuldrem Tod [103]. Die Glykoprotein
VI-Expression konnte dariiber hinaus in Studien von Bigalke und Geisler et al. er-
folgreich als potenzieller neuer Marker fiir ein drohendes akutes Koronarsyndrom
erprobt werden [91, 104]. Schlussendlich bewéahrte sich Glykoprotein VI als viel-

versprechender diagnostischer Indikator beziehungsweise Marker bei Patienten mit
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akutem Koronarsyndrom und nicht eindeutigen EKG Verdnderungen, was diese Dia-
gnosestellung unterstiitzen konnte [105].

Auch bei der Pathogenese des ischamischen Schlaganfalls scheint Glykoprotein VI
eine entscheidende Komponente zu sein [30, 106, 107]. Sowohl beim ischdmischen
Schlaganfall, als auch bei der transitorischen ischémischen Attacke konnten in Stu-
dien erhohte Glykoprotein VI-Expressionslevel nachgewiesen werden [106]. Des Wei-
teren gibt es Untersuchungen, die darauf hinweisen, dass die thrombozytére Expres-
sion von Glykoprotein VI an der Auspragung der Infarktgrole beteiligt ist [30, 108].
Man geht hierbei davon aus, dass die Glykoprotein VI-vermittelte Thrombozytenak-
tivierung zur Freisetzung proinflammatorischer Botenstoffe und so zur, am ehesten
entzlindlich vermittelten, Gehirnschadigung im Rahmen des Reperfusionsschadens

beitrigt [30, 109-112).

1.6 GP6 Gen und Einzelnukleotidpolymorphismen

Diese Arbeit beschiftigt sich mit dem GP6 Gen, das die Grundlage des Glyko-
protein VI- Rezeptors auf genetischer Ebene darstellt. Genetische Varianten, hier
begrenzt auf Einzelnukleotidpolymorphismen, des GP6 Gens sollen in Hinblick auf
eine mogliche Assoziation mit der thrombozytiaren Glykoprotein VI-Expression und

kardiovaskuléren Ereignissen untersucht werden.

1.6.1 Exkurs in die zugrunde liegende Genetik

Die Erbinformation eines Individuums wird von sogenannten Chromosomen getra-
gen, die sich im Zellkern befinden. In den kernhaltigen Zellen des Menschen be-
finden sich 46 Chromosomen, die paarweise angeordnet sind. Die ersten 22 Chro-
mosomenpaare sind durchnummeriert und werden als Autosomen bezeichnet. Die
Geschlechtschromosomen bilden das Paar Nummer 23. Die Chromosomen bestehen
aus zwei langen Strangen aus Desoxyribonukleinsdure (DNA), die als Doppelhelix
angeordnet sind [113-115].

Unter einem Gen versteht man einen Abschnitt auf der DNA, der beispielswei-
se bestimmte Proteine kodiert oder tiber regulatorische Funktionen verfiigen kann.
Auf einem Chromosom nimmt ein solches Gen in der Regel einen ganz definierten
Abschnitt ein, der auch als Genlocus oder Genort bezeichnet wird [113-115].

Die paarweise vorliegenden Chromosomen passen hinsichtlich Form, Struktur und
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Abfolge der Genorte genau zueinander. Man nennt diese daher auch homologe
(,gleichartige*) Chromosomen [113-115].

Ein wichtiger Baustein der DNA sind die Nukleinbasen. Im menschlichen Orga-
nismus existieren hiervon vier verschiedene Nukleinbasen: Adenin (A), Guanin (G),
Thymin (T) und Cytosin (C) [113-115].

Die Erbinformation wird durch die spezielle Abfolge der vier Nukleinbasen auf
dem DNA-Strang festgelegt. Die Doppelhelix besteht aus zwei DNA-Strangen. Einer
wird als codogener Strang bezeichnet, da dieser als Matrize fiir die Transkription
und Translation im Prozess der Proteinbiosynthese dient. Der andere Strang der
Doppelhelix wird als nichtcodogener Strang bezeichnet [113-115].

Die Nukleinbasen sind auf der Doppelhelix immer komplementéar angeordnet. Da-
bei steht Adenin immer Guanin gegeniiber und Thymin steht Cytosin gegeniiber. Die
Basenabfolge des codogenen Stranges wird damit auf dem nichtcodogenen Strang
komplementér abgebildet. Da Chromosomen immer paarweise vorliegen, gibt es auch
zwei codogene Striange [113-115].

Die Variation eines einzelnen Basenpaares innerhalb eines definierten DNA-Ab-
schnittes eines Gens wird als Einzelnukleotidpolymorphismus (aus dem Griechischen
., Vielgestaltigkeit“) bezeichnet. Das bedeutet, dass an einer bestimmten Nukleinba-
senposition in der menschlichen Erbanlage zum Beispiel Guanin (G) steht und dass
bei anderen Menschen an dieser Stelle ein Adenin (A) steht. Dies ist beispielhaft am
GP6 Gen in Chromosom 19 in Abbildung 1.5 dargestellt.

Diese Varianten an einem bestimmten Genort werden auch als Allele bezeichnet
(exemplarisch hier Allel ,G“ und Allel ,A“). Steht an beiden codogenen Stréingen an
derselben Basenposition dieselbe Nukleinbase, wird dies als homozygot bezeichnet (s.
Abb. 1.5). Sind diese Nukleinbasen verschieden, wird dies als heterozygot bezeichnet
[113-117].

Als Haplotyp bezeichnet man eine Variante einer Nukleotidsequenz auf dem glei-
chen Chromosom im Genom.

In dieser Arbeit wurde das GP6 Gen untersucht, das dem Glykoprotein VI-
Rezeptor auf genetischer Ebene zugrunde liegt. Dieses Gen befindet sich auf dem
Chromosom Nummer 19 [42, 118]. Es werden hierbei vier verschiedene Einzelnukleo-
tidpolymorphismen betrachtet, die an vier verschiedenen Stellen der Doppelhelix auf
dieser Gensequenz lokalisiert sind. Siehe hierzu auch die Tabelle 1.2 und die Abbil-
dung 1.5.
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SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4
Codogener
Strang des GP6 T/G G/A A/G A/G
Nichtcodogener
Strang Chromosom 19 (1/2)
Codogener
Strang des GP6 T/G G/A A/G A/G
Nichtcodogener
Strang Chromosom 19 (2/2)
Cytosin Guanin Adenin Thymin . SNP

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung von Ausziigen der Gensequenz des GP6
Gens auf dem Chromosom 19 mit den vier hier untersuchten Einzelnukleotidpolymor-
phismen (SNP 1-4, vgl. Tab. 1.2). Die Darstellung beinhaltet beide Chromosomen mit
ihrer Doppelhelix und dem jeweiligen codogenen und nichtcodogenen Strang. Vor und
nach jedem SNP sind die Basensequenzen auf den codogenen Stréngen identisch. Je-
der explizite SNP unterscheidet sich nur in einem einzigen Basenpaar. Vergleicht man
die beiden codogenen Strange fiir das explizite SNP 1 in dieser Abbildung ergeben
sich die Kombinationen TT, TG und GG.

Jedes dieser einzelnen Einzelnukleotidpolymorphismen verfiigt wiederum tiber un-
terschiedliche Varianten (unterschiedliche Allele). Diese Allele treten in einer Popu-
lation in unterschiedlichen Haufigkeiten auf. Das haufigste Allel wird als Major-Allel
und das am wenigsten vorkommende Allel als Minor-Allel bezeichnet. Fiir jeden Ein-
zelnukleotidpolymorphismus kann dementsprechend ein Major- und ein Minor-Allel
definiert werden [117].

Die hier untersuchten vier verschiedenen Einzelnukleotidpolymorphismen des GP6

Gens sind die folgenden:
o 151613662
e 151654419
o 151671153
o 1812610286

In der Tabelle 1.2 ist die genaue Position dieser Einzelnukleotidpolymorphismen

auf dem Chromosom 19 und das dazugehorige Major- und Minor-Allel angegeben.
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SNP Lokalisation Major/Minor Allel SNP Sequenz
SNP 1 1rs1671153  chr19:55015821 T/G CATGG'(I;.GAGGC
SNP 2 1s1654419  chr19:55024513 G/A CGTCCiCCTTT
SNP 3 1s1613662  chr19:55025227 A/G TACCGéGGAAG
SNP 4 1512610286 chr19:55030031 A/C TTAAC,TATTT

Tabelle 1.2: Die Tabelle stellt die in dieser Arbeit untersuchten Einzelnukleotid-
polymorphismen vor. Aufgefiihrt sind ihre genaue Lokalisation auf dem Chromosom
19. Die Einzelnukleotidpolymorphismen sind hier nach ihrer Lokalisation geordnet. Es
werden die jeweiligen Major- und Minor-Allele aufgezeigt und jeweils fiinf Nuklein-
basen vor und nach dem Einzelnukleotidpolymorphismus aufgefiihrt (SNP-Sequenz).
Daten aus [117, 119-122].

1.6.2 Das GP6 Gen

Das GP6 Gen (GP6 = offizielles Symbol, HUGO Gene Nomenclature Committee
[123]) liegt dem thrombozytaren Kollagenrezeptor Glykoprotein VI auf genetischer
Ebene zugrunde. Es ist auf dem langen Arm des Chromosoms 19, Region 1,
Band 3 (19q13.4), lokalisiert [42, 118]. Bereits in den 1990er Jahren begannen die
Analysen des Glykoprotein VI-kodierenden Gens: Clemetson et al. gelang 1999 ne-
ben der Darlegung des molekularen Aufbaus des Rezeptors auch die Klonung der
c¢DNA von Glykoprotein VI [19, 44]. Untersuchungen der Forschungsgruppe von Ezu-
mi et al. resultierten 2000 in der Offenbarung der genomischen Struktur des GP6
Gens und der Genlokalisation auf dem Chromosom 19 [35, 118]. Schon frith konn-
te gezeigt werden, dass das GP6 Gen polymorph ist, was bedeutet, dass mehrere
Genvarianten existieren [124]. Bis heute wurde bereits eine Vielzahl an Einzelnu-
kleotidpolymorphismen (SNP) entdeckt [124, 125]. Bei einem Einzelnukleotidpoly-
morphismus handelt es sich um eine Variation eines einzigen Basenpaares innerhalb
eines DNA-Stranges und demzufolge um eine genetische Variante [126].

Einzelnukleotidpolymorphismen kénnen unabhéngig von ihrer Lokalisation im
Gen als potenzielle Risikomarker untersucht bzw. angewandt werden.

Genetische Komponenten sind bereits bei der koronaren Herzerkrankung (KHK)
und der arteriellen Thrombose bekannt [127-131]. In einigen Studien scheinen Ein-
zelnukleotidpolymorphismen von diversen thrombozytéaren Oberflichenproteinen ei-

nen Einfluss auf die Rezeptorfunktionalitit, Rezeptorexpression und das Auftre-
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ten thrombembolischer Ereignisse zu haben [132]. In einer Metaanalyse hingegen
konnten klinische Auswirkungen einiger dieser genetischen Varianten zum Teil nicht
bestatigt werden [125, 133].

Aufgrund der maflgeblichen Beteiligung von Glykoprotein VI bei der Thrombo-
zytenaktivierung im Rahmen der physiologischen Hamostase (s. Kap. 1.2), sowie
bei der Entstehung thrombembolischer Ereignisse (s. Kap. 1.5), riickte das zugrun-
de liegende Gen GP6 in den Fokus genomweiter Assoziationsstudien. Diese Studien
untersuchen einen moglichen Einfluss dieser genetischen Variationen auf die Gly-
koprotein VI- und Thrombozytenfunktion, sowie daraus resultierende, potenzielle
klinische Auswirkungen [124, 132, 134-136]. Im Rahmen dieser genomweiten As-
soziationsstudien konnten einige GP6 Genpolymorphismen identifiziert werden, die
mit einem erhohten Risiko fiir ischdmische und thrombotische Ereignisse einherge-
hen [117, 124, 125, 136-140].

Im Gegensatz dazu gibt es Untersuchungen, die bei bestimmten Einzelnukleotid-
polymorphismen keinen Zusammenhang mit dem Auftreten kardiovaskularer bezie-
hungsweise thrombembolischer Ereignisse herstellen konnten [136, 141-143], oder
gar ein vermindertes Risiko hierfiir feststellen konnten [134, 138, 141, 143].

Funktionsstudien demonstrieren, dass genetische Varianten im GP6 Gen zu einer
verdnderten thrombozytaren Glykoprotein VI-Expression, sowie zu funktionalen Un-
terschieden fiihren konnen [40, 132, 144, 145].

Dariiber hinaus existieren einige wenige Fallberichte, die Patienten mit geneti-
schen Mutationen des Glykoprotein VI beschreiben, welche unter einer Blutgerin-
nungsstorung leiden [146-148].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die bisherigen Untersuchungen des
GP6 Gens teilweise widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich der Auswirkung der
genetischen Variationen auf die Entstehung pathologischer Ereignisse ergeben. Da
das Glykoprotein VI jedoch eine Schliisselrolle bei der Blutgerinnung und der Entste-
hung thrombembolischer Ereignisse darstellt, sind weiterfiihrende Untersuchungen
auf genetischer Ebene des Glykoprotein VI ein bedeutsames Forschungsgebiet mit
moglicherweise lebenswichtiger klinischer Relevanz.

Diese Doktorarbeit untersucht den Zusammenhang zwischen den folgenden vier
Einzelnukleotidpolymorphismen des GP6 Gens, rs12610286, rs1613662, rs1654419
und rs16711523.

Diese vier genetischen Varianten wurden in bisherigen wissenschaftlichen Studien

in der Regel isoliert betrachtet. Das hier vorliegende Studiendesign umschliefit ne-
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ben der isolierten Betrachtung auch mogliche Auswirkungen des gemeinsamen Vor-
kommens (Kombination) der hier untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismen bei
einem Individuum im Hinblick auf das Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen.
Zuséatzlich wurde der Zusammenhang zwischen den Einzelnukleotidpolymorphismen

und der thrombozytéren Glykoprotein VI-Expression untersucht.

1.7 Fragestellung

Das Glykoprotein VI ist ein thrombozytéarer Kollagenrezeptor und ist wichtiger Be-
standteil der physiologischen Hamostase. Es spielt ebenfalls bei der Pathogenese
thrombembolischer und ischamischer kardiovaskuldrer Ereignisse, wie beispielsweise
dem akuten Myokardinfarkt und ischdmischen Schlaganfall, eine grofie Rolle. Aus
diesen Griinden riickte das Glykoprotein VI bereits vor vielen Jahren in den Fokus
klinischer Forschungen und wird bis heute untersucht.

In der westlichen Welt stellen trotz medizinischen Fortschritts der akute Myo-
kardinfarkt und der ischdmische Schlaganfall weiterhin eine der haufigsten Todes-
ursachen dar und erfordern die Weiterentwicklung therapeutischer und préaventiver
Ansatze.

Glykoprotein VI konnte bei der Behandlung und Pravention kardiovaskulédrer Er-
eignisse als potenzielles therapeutisches Target Verwendung finden. Mittels Gly-
koprotein VI-Inhibition konnte bereits in in-vivo Untersuchungen das Entstehen
arterieller Thrombosen reduziert werden, ohne dabei ein hohes Blutungsrisiko zu
verursachen.

Auf genetischer Ebene liegt dem Glykoprotein VI das polymorphe GP6 Gen zu-
grunde. Bisher wurden diverse Einzelnukleotidpolymorphismen dieses Gens identi-
fiziert und Zusammenhénge zu kardiovaskuldren Ereignissen hergestellt. Auch hin-
sichtlich der Rezeptorfunktionalitdt und Rezeptorexpression scheint es genetische
Komponenten zu geben, die hierauf Einfluss nehmen. Die Analyse des genetischen
GP6 Genprofils eines Patienten kénnte demnach in Zukunft eine niitzliche Kompo-
nente personalisierter Medizin und Therapie darstellen.

In dieser wissenschaftlichen Arbeit soll untersucht werden, ob es einen Zusam-
menhang zwischen Genvariationen des GP6 Gens und der thrombozytaren Expres-
sion des Glykoprotein VI-Rezeptors sowie dem Auftreten kardiovaskulédrer Ereignisse
gibt.

Hierfiir wurden die vier Einzelnukleotidpolymorphismen, rs12610286, rs1613662,
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rs1654419 und rs1671153 ausgewahlt. Bei Patienten mit symptomatischer koro-
narer Herzerkrankung wurde die genomische DNA aus Ethylendiamintetraazetat
(EDTA)- Blut isoliert und die Genotypisierung mit MALDI-TOF Massenspektro-
metrie durchgefiihrt (s. Kap. 2.5.2). Die thrombozytére Glykoprotein VI-Expression
wurde mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) ermittelt. Weiterhin wurden
die Patienten fiir zwolf Monate nachverfolgt und das Auftreten thrombembolischer
und ischdmischer Ereignisse sowie Todesfélle erfasst.

Diese vier Einzelnukleotidpolymorphismen werden hierbei einzeln und auch in der

Gesamtschau auf oben genannte Fragestellung analysiert und diskutiert.
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In diesem Kapitel wird auf die Patientenpopulation mit ihren Erkrankungen einge-
gangen und es werden das fiir die Analysen benétigte Material und die angewandten
Untersuchungsmethoden vorgestellt.

In die Patientenpopulation sind beide Geschlechter aufgenommen worden. In die-
ser Arbeit wird sprachlich das generische Maskulin verwendet und bezieht beide
Geschlechter mit ein, aufler diese sind ausdriicklich als méannlich oder weiblich defi-

niert.

2.1 Patientenpopulation und Einschlusskriterien

In die Studie wurden 690 Patienten eingeschlossen, die in der kardiologischen Ab-
teilung der Medizinischen Klinik des Universitdtsklinikums Tiibingen mit sympto-
matischer koronarer Herzkrankheit aufgenommen und unabhéngig von dieser Studie
einer medizinisch notwendigen Koronarangiographie unterzogen wurden. Die Rekru-
tierung dieser Patienten fiir die Studie erfolgte im Zeitraum zwischen November 2011
und Januar 2013. Die Studienaufnahme geeigneter Patienten wurde bei gegebener
Einverstandniserklarung konsekutiv durchgefiihrt. Die Zustimmung fir die Studie
wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultiat der Eberhard Karls
Universitat und des Universitdtsklinikums Ttubingen erteilt (Nummer des Ethikan-

trags: 270/2011B01 vom 09.08.2011).

2.2 Nachverfolgungszeitraum der Patienten

Die in der Studie eingeschlossenen Patienten wurden jeweils iiber einen Zeitraum
von zwOlf Monaten nachverfolgt. Die Informationen wurden telefonisch eingeholt
oder mittels Krankengeschichte, die iiber das elektronische Patientendatensystem

der Medizinischen Klinik des Universitdatsklinikums Tiibingen einsehbar ist, oder
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vorliegenden Arztbriefen eruiert. Erhoben und analysiert wurden folgende Ereignis-
se ischdmischen Hintergrundes: Myokardinfarkt, ischdmischer Schlaganfall (Stroke)

und erneute Revaskularisation. Todesfalle wurden ebenfalls erfasst.

2.3 Follow-up Ereignisse

Im Zeitraum der Nachverfolgung der Patienten wurde das Auftreten ausgewéhlter
ischdmischer Ereignisse dokumentiert. Hierzu zdhlen der akute Myokardinfarkt, der
ischdmische Schlaganfall und erneute Durchfithrung einer Revaskularisation der Ko-

ronarien. Todesfalle wurden ebenfalls verzeichnet.

2.3.1 Akutes Koronarsyndrom

Beim akuten Koronarsyndrom (ACS, ,acute coronary syndrome“) handelt es sich
um die Phasen der koronaren Herzkrankheit, welche fiir den Patienten lebensbedroh-
lich sein kénnen. Hierzu zdhlen die instabile Angina pectoris sowie der akute Myo-
kardinfarkt, welcher in Hebungs- und Nicht-Hebungsinfarkte eingeteilt werden kann
[149-151]. Da diese Unterformen flieend ineinander iibergehen, werden die Patien-
ten gemaf ihren Veranderungen im Elektrokardiogramm (EKG) in zwei Kategorien
eingeteilt: EKG mit ST-Hebungen, also ST-Hebungsinfarkt (STEMI), und EKG oh-
ne ST-Hebungen, zusammengefasst aus Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) und
instabiler Angina pectoris (IAP) [149-151]. Der akute Thoraxschmerz als Leitsymp-
tom ist bei allen drei Gruppen vorhanden [149, 152]. Dieser kann durch vier ver-
schiedene klinische Formen definiert sein und bedarf immer einer weiterfithrenden
klinischen Abklérung [152-154]:

1. > 20 Minuten anhaltende Angina pectoris im Ruhezustand
2. neu aufgetretene schwerwiegende Angina pectoris (CCS III, siehe auch [155])

3. Zustand nach kiirzlich eingetretener Destabilisierung einer stabilen Angina
pectoris (CCS I1I)

4. Angina pectoris bei Zustand nach Myokardinfarkt
Die Kategorisierung der Patienten in STEMI und NSTEMI erfolgt geméfl den ak-

tuellen Leitlinien. Anhand des Vorhandenseins beziehungsweise Fehlens von ST-Stre-
ckenhebungen im EKG werden die Patienten wie folgt in diese zwei Gruppen unter-
teilt:
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1. Der ST-Hebungsinfarkt (STEMI) [149-151]:
Von einem STEMI ist auszugehen, wenn der Patient typische Brustschmerzen
aufweist und sich im EKG einer der beiden folgenden Befunde fiir langer als
20 Minuten zeigt: erstens eine ST-Streckenhebung von > 0,1 mV in mindes-
tens zwei zusammenhéngenden Extremitétenableitungen oder zweitens eine
ST-Streckenhebung > 0,2 mV in mindestens zwei zusammenhangenden Brust-
wandableitungen. Ein STEMI kann sich zudem auch als neu aufgetretener

Linksschenkelblock mit infarkttypischer klinischer Symptomatik présentieren
[133, 135].

2. Der Nicht-Hebungsinfarkt (NSTEMI) [149, 150, 154]:
Bei typischen Brustschmerzen ohne anhaltende ST-Streckenhebung im EKG
ist von einem sogenannten NSTEMI auszugehen [150]. Im EKG zeigen sich
hierbei dynamische oder persistierende ST-Strecken-Senkungen, T-Wellen-Ab-
normalitéten oder transiente ST-Streckenhebungen [150, 153, 154]. Ein ,un-
auffilliges“ EKG schliefit ein NSTEMI jedoch nicht aus [150, 153, 154]. Unter
Beriicksichtigung des Laborparameters Troponin erfolgt hier eine zuséatzliche
Unterteilung in NSTEMI und instabile Angina pectoris [149, 150, 153, 154]. Bei
einem Troponinanstieg iiber den oberen Normalwert handelt es sich um einen
NSTEMI [150, 153, 154]. Im EKG zeigen sich typischerweise ST-Streckensen-
kungen > 0,05 mV in zumindest zwei benachbarten Ableitungen oder ST-
Streckensenkungen mit transienten ST-Hebungen [150, 153, 154]. Davon ab-
zugrenzen ist die instabile Angina pectoris, bei welcher laborchemisch kein

Troponin-Anstieg zu verzeichnen ist [153, 154].

2.3.2 Ischamischer Schlaganfall

Ein ischdmischer Schlaganfall zeichnet sich durch plétzliches Auftreten eines Ver-
lustes von globalen oder fokalen Hirnfunktionen aus [156, 157]. Die haufigsten Ursa-
chen einer zerebralen Ischédmie sind die Atherosklerose grofler Arterien und kardia-
le Embolisation [158, 159]. Eine weitere Ursache kénnen zerebrale Blutungen sein
[158, 160]. Nach Manifestation der Symptomatik dauert ein ischdmischer Schlagan-
fall ldnger als 24 Stunden an [157]. Vom Vollbild des ischamischen Schlaganfalls muss
die transitorische ischamische Attacke (TIA) abgegrenzt werden. Die TIA bezeichnet
ein fokal-neurologisches Defizit mit Symptomen, die weniger als 24 Stunden andau-

ern [156, 157]. Eine TIA ist komplett reversibel und in der Computertomographie
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(CT) demarkiert sich der Infarkt nicht [156, 157].

2.3.3 Schwere kardiale Komplikation

Unter dem Begriff der schweren kardialen Komplikation (,major adverse cardiac
event*, MACE) wird im Kontext dieser Studie das Eintreten eines Myokardinfarktes,

eines ischdmischen Schlaganfalles oder eines Todesfalls definiert.

2.4 Material

Zur Untersuchung der Blutproben kamen folgende Gerate, Verbrauchsmaterialien

und Substanzen zur Anwendung.

2.4.1 Laborgerate

Gerit Hersteller

Vollblutaggregometer und Testzellen Roche Diagnostics GmbH

,Multiplate Analyser* (6343 Rotkreuz, Schweiz)

Eppendorf-Cup Stander Firma Eppendorf/Eppendorf AG
(22339 Hamburg, Deutschland)

Pipetten Eppendorf AG

(22339 Hamburg, Deutschland)
Durchflusszytometer ,FACSCalibur® Firma BD Biosciences

(69126 Heidelberg, Deutschland)
Zentrifuge - Hettich Zentrifugen, Hettich Holding Beteiligungs-
Universal 32 R und Verwaltungs GmbH

(78532 Tuttlingen, Deutschland)

Tabelle 2.1: Verwendete Laborgeréte

25



2 Material und Methoden

2.4.2 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

S-Monovette® 2,6 ml, rot,
Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

S-Monovette® 8,5ml, gelb,

Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin

(CPDA, 1ml)

Sarstedt AG & Co/ Firma Sarstedt
(51582 Niimbrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen, 100-1000 nl

Firma Ratiolab
(63303 Dreieich-Buchschlag, Deutschland)

Pipettenspitzen, 20 nl

Sarstedt AG&Co
(51582 Niimbrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen, 10 nl

Biozym Scientific GmbH
(31840 Oldendorf, Deutschland)

FACS-Rundbodenréhrchen, 5ml

Corning B.V. Life Sciences
(1060 LJ Amsterdam, Niederlande)

Tabelle 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

2.4.3 Substanzen

Substanz ‘ Hersteller
Paraformaldehyd Verdiinnung : PFA 0,5% Firma Merck
(PFA) (64293 Darmstadt, Deutschland)
phosphate buffered saline 137 mM Natriumchlorid, | Sigma-Aldrich Corporation
(PBS) 2,7mM Kaliumchlorid, (St. Louis, USA)

12mM Gesamtphosphat
Monoklonaler Klon 149 Ludwig-Maximilians-Universitét

GPVI-Ak (4C9-FITC)

4C9 (6 mg/ml) —

Isotyp 7H8 (1,8 mg/ml),
in der Verwendung 1:1000
verdiinnt mit PBS

Miinchen in Kooperation

Immunologie des
GSF-Forschungszentrums

Antikérper
CD42b-PE

Klon HIP 1
in der Verdiinnung 1:10

BD Biosciences

Tabelle 2.3: Verwendete Substanzen
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2.4.4 Monoklonale Antikorper fiir die durchflusszytometrische

Analyse

Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden bei der durchflusszytometri-
schen Analyse der Blutproben die beiden folgende Antikorper verwendet: CD42b
und 4¢9. Diese beiden Antikérper wurden entweder als Konjugat mit Fluorescein-
isothiocyanat (FITC, griin) oder mit Phycoerythrin (PE, rot) verwendet [161].

Der monoklonale Antikérper CD42b diente als Thrombozytenmarker [162], wobei
ein Konjugat mit PE verwendet wurde. Er bindet an das Glykoprotein GPIb-V-IX
[162], welches auf der Oberflache von Thrombozyten exprimiert ist [3]. Somit konnen
Thrombozyten von anderen Blutzellen unterschieden werden. In dieser Untersuchung
kam der Antikérper CD42b in einer Verdiinnung im Verhéltnis 1:10 zum Einsatz.

Zur Charakterisierung der Glykoprotein VI-Expression auf den Thrombozyten
wurde der 4c9 Antikorper verwendet, welcher direkt gegen das Glykoprotein VI ge-
richtet ist [163]. Er wurde als Konjugat mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC verwen-
det. Die Konzentration des Antikorpers in der Ausgangslosung betrug 1,8 mg/ml.
Zur Verwendung wurde diese mit ,phosphate buffered saline“(PBS) im Verhéltnis
1:1000 verdiinnt.

2.5 Methoden

2.5.1 Durchflusszytometrie

Mit dem Verfahren der Durchflusszytometrie konnen Zellen und kleine Partikel an-
hand verschiedener Eigenschaften, wie beispielsweise ihrer Grofie, Oberflachencha-
rakteristika und intrazelluldren Eigenschaften voneinander unterschieden werden
[161]. Bestimmte Durchflusszytometermodelle werden auch als FACS-Geréte be-
zeichnet, wobei die Abkiirzung fiir Fluorescence-Activated Cell Sorting steht [161].

Bevor die Zellen untersucht werden kéonnen, miissen diese zunéchst mit Antikor-
pern markiert bzw. angefarbt werden, welche gegen bestimmte zelluldre Eigenschaf-
ten gerichtet sind [161]. Die Antikorper wiederum sind entweder direkt an einen
Fluoreszenzfarbstoff, das Fluorochrom, gebunden oder kénnen ihrerseits mittels ei-
nes fluoreszenzgekoppelten sekundaren Antikorpers markiert werden [161]. Ein La-
ser stellt den zentralen Bestandteil des Durchflusszytometers dar und kann Partikel
und Zellen, sowie die daran anhaftenden fluoreszenzgekoppelten Marker detektieren
[161].
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laminarer Probenstrom

/\ Side Scatter (— Granularitat)

‘ /’7 Forward Scatter (—ZellgréBe)
%

)
° Zelle, mit Fluoreszenzfarbstoff
>4 geférbt
Antikdrper
<
[}

Abbildung 2.1: Mittels Durchflusszytometrie kénnen Zellen und Partikel anhand
verschiedener Eigenschaften charakterisiert werden. Das Verfahren wird auch als
Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) bezeichnet. Hier kommen mit Fluores-
zenzfarbstoff markierte Antikorper zum Einsatz, die gegen bestimmte zelluldre Eigen-
schaften gerichtet sind. Die so markierten Zellen werden einzeln in einem laminaren
Probenstrom an einem Laserstrahl vorbei gefithrt und analysiert. Der Laserstrahl des
FACS-Geriétes trifft auf die einzeln an ihm vorbei gefiihrten Zellen. Das vom Laser
ausgesandte monochromatische Licht wird nach dem Auftreffen auf die Zellen ge-
streut. Nach vorne abgelenkte Lichtstrahlen werden als Vorwértsstreulicht (Forward
Scatter, FSC) bezeichnet und seitlich abgelenkte Lichtstrahlen als Seitwértsstreulicht
(Side Scatter, SSC). Sie charakterisieren so die Grofle der Probenbestandteile und die
Zellgranularitdt (Die schematische Darstellung ist angelehnt an die Abbildungen 3.1.
und 3.3. aus dem Kapitel ,Durchflusszytometrie* aus [161]).

Laser

Mithilfe eines Durchflusszytometers ist es moglich, innerhalb kirzester Zeit ei-
ne grofle Anzahl von Zellen zu analysieren [161]. Hierzu werden die angefarbten
Zellen in einem laminaren Probenstrom einzeln an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt
[161]. Das vom Laser ausgesandte monochromatische Licht, also Licht einer defi-
nierten Wellenldnge, trifft auf die Partikel im Probenstrom, worauthin es zu einer
Streuung des Lichts kommt [161]. Nach vorne abgelenkte Lichtstrahlen werden als
Vorwértsstreulicht (Forward Scatter, FSC) bezeichnet und charakterisieren die rela-
tive GroBe der Probenbestandteile [161]. Mit dem Seitwértsstreulicht (Side Scatter,

SSC), welches in einem Winkel von 90° abgelenkt wird, kann die Zellgranularitét
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gemessen werden [161]. Abbildung 2.1 stellt die Durchflusszytometrie schematisch
dar.

Die Fluoreszenzfarbstoffe, welche an die Zellen gekoppelt sind, werden selbst zu
einer Lichtemission angeregt, der eine bestimmte Wellenldnge zuzuordnen ist [161].
Dieses Fluoreszenzlicht wird im Durchflusszytometer mittels diversen Spiegeln, Fil-
tern und Detektoren erfasst und kann somit analysiert werden. Durch die verschie-
denen Fluorochrome wird so jeweils ein spezifisches Signal erzeugt. Dieses Signal
gibt Riickschlisse auf die mit dem Farbstoff gekoppelten Partikel [161].

Géngige Fluoreszenzfarbstoffe sind zum Beispiel Fluoresceinisothiocyanat (FITC),
ein gelbgriner Farbstoff mit einem Fluoreszenzemissionsmaximum bei etwa 519 nm,
sowie das Phycoerythrin (PE), welches ein Emissionsmaximum um 578 nm aufweist
[161].

Eine Option fiir die Illustration von Ergebnissen der durchflusszytometrischen
Analyse stellt das zweidimensionale Dot-Plot dar [161]. Es bietet den Vorteil, dass
sich einzelne Zellpopulationen gut unterscheiden lassen [161]. Die Beziehung ver-
schiedener untersuchter Eigenschaften konnen iibersichtlich dargestellt werden, wie
beispielsweise die Beziehung zweier verschiedener Fluoreszenzen auf einer Zelle zu-
einander oder die Zellgranularitiat in Bezug auf ein bestimmtes Fluorochrom [161].
Die Ergebnisdarstellung der FACS-Analysen erfolgte bei dieser Doktorarbeit auf
diese Weise. Abbildung 2.2 stellt beispielhaft ein solches Dot-Plot dar.

Zudem koénnen die Ergebnisse auch in tabellarischer Form dargestellt werden,
welche beispielsweise folgende Informationen beinhalten kann: Events, die Anzahl
an gemessenen Zellen, Mean-Wert, die durchschnittliche Fluoreszenzaktivitat und
,70Gated” und die Anzahl an Zellen die beispielsweise mit 4c¢9-FITC gemessen wur-
de.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Dot-Plots: der zweidimensionale Dot-
Plot stellt eine Moglichkeit der Ergebnisdarstellung durchflusszytometrischer Ergeb-
nisse dar. Dieser exemplarische Dot-Plot stellt drei Zellpopulationen mit willkiirlichen
Einheiten (a.u.) fir die Fluoreszenzintensitdt 1 und 2 dar. Die schematische Abbil-
dung orientiert sich an Abbildung 3.11. aus dem Kapitel ,Durchflusszytometrie” aus
[161].

2.5.2 Genanalyse und Polymorphismen im GP6 Gen

Fiir diese wissenschaftliche Arbeit wurden vier ausgewéhlte GP6 Einzelnukleotid-
polymorphismen untersucht: rs12610286, rs12610286, rs1613662, rs1654419 und
rs1671153. Bei einem Einzelnukleotidpolymorphismus handelt es sich um eine Va-
riation eines einzigen Basenpaares innerhalb eines DNA-Stranges und demzufolge
um eine genetische Variante.

Zur Darlegung des vorliegenden GP6 Genpolymorphismus wurden bei den Patien-
ten DNA-Sequenzierungen durchgefithrt. Hierfiir wurde das Dr. Margarete Fischer-
Bosch-Institut fiir klinische Pharmakologie in Stuttgart beauftragt. Die Analysen
der Einzelnukleotidpolymorphismen wurden dort ausgefiihrt.

Die genomische DNA wurde aus Ethylendiamintetraazetat (EDTA)-Blutproben
mittels des QIAmp DNA Blut Mini Kit Systems der Firma Qiagen, aus Hilden in
Deutschland, isoliert. Mithilfe der ,Matrix Assisted Laser Desorption lonization -
time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) wurde die Genotypisierung
durchgefiihrt, wobei das MassARRAY Compact System des Unternehmens Seque-

nom, aus Kalifornien in den USA, zur Anwendung kam.
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2.5.3 Gewinnung der Blutproben

Zu Beginn der Koronarangiographie im Herzkatheterlabor der Medizinischen Kli-
nik des Universitatsklinikums Tibingen wurde den Patienten arterielles Blut aus
der Schleuse in der Femoralarterie bzw. ggf. der Radialisarterie entnommen. Die
Herzkatheteruntersuchung und demzufolge die Blutentnahme erfolgte bei Patienten
mit akutem Koronarsyndrom, bei STEMI-Patienten in der Regel notfallméafig sofort
und bei NSTEMI-Patienten innerhalb weniger Stunden nach Ankunft in der Klinik.
Bei Patienten mit stabiler Angina pectoris Symptomatik wurde der koronarangio-

graphische Eingriff elektiv durchgefiihrt.

2.5.4 Vorbereitung der Blutproben

Das frisch entnommene Patientenblut aus dem Herzkatheter wurde in der Regel in
weniger als 10 Minuten in die korrekten Blutréhrchen (CPDA Monovette 5 ml und
S-Monovette 2,6 ml EDTA) abgefiillt.

Im Anschluss wurden die Proben nach in Kapitel 2.5.5 beschriebenem Protokoll
aufbereitet und gefarbt. Schlussendlich wurde die Probe innerhalb von 48 Stunden
mittels FACS-Analyse gemessen.

Zur Analyse des Einzelnukleotidpolymorphismus wurde das Patientenblut in klei-
nen EDTA S-Monovetten an das Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut in Stuttgart

versandt.

2.5.5 Antikorperfarbung

Zunichst wurde aus dem CPDA-Blut des Patienten eine 1:50-Blutverdiinnung her-
gestellt. Hierzu wurden 20 pl CPDA-Patientenblut mit 980 nl , phosphate buffered
saline* (PBS) versetzt. Danach wurden 40 pl dieser 1:50 Verdiinnung in ein FACS-
Rohrchen gegeben. Nach initialem Vortexen des spezifischen Antikorpers gegen das
Glykoprotein VI (4¢9) wurden hiervon 5 pl dem verdinnten Patientenblut im FACS-
Rohrchen hinzugefiigt. Im Anschluss wurde dieser Ansatz mit 5 jl des Antikorpers
42b-PE (rot) gegengeférbt, lichtdicht mit Aluminiumfolie abgedeckt und bei Raum-
temperatur fiir 30 Minuten inkubiert. Nach Ablaufen der 30-miniitigen Inkubation
wurde die Probe mit 300 nl 0,5%iger Paraformaldehyd-Losung konserviert. Die so
praparierten Proben wurden nun sogleich oder binnen 48 Stunden, mit Zwischenla-
gerung bei +4 °C und Dunkelheit, mittels FACS-Analyse untersucht.
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2.5.6 Analyse der Proben mittels Durchflusszytometrie

Die geméafl der Anleitung in Kapitel 2.5.5 gefirbten Blutproben wurden mittels
FACS-Analyse untersucht. Hierfiir wurde das FACS-Gerat ,FACSCalibur® der Fir-
ma BD Biosciences verwendet.

Es wurden die folgenden Instrumenteneinstellungen! festgelegt und verwendet:
o Forward Scatter (FSC, P1): E00 log; Side Scatter (SSC, P2): 261 log;
« PE (P4): 520 log; FITC (P3): 600 log.

Die mittlere Fluoreszenzintensitidt (MFI) diente als Mafl fir die Rezeptordichte.
Die Anzahl der Ereignisse pro Sekunde wurde auf 200 festgelegt und die Anzahl der

Ereignisse insgesamt auf 10.000 pro Messung begrenzt.

2.5.7 Statistische Analyse

Mithilfe des Chi-Quadrat-Testes wurden die kategoriellen Variablen hinsichtlich de-
ren Haufigkeitsunterschiede in den untersuchten Haplotypen des GP6 Gens vergli-
chen. Die quantitative Datenanalyse der Glykoprotein VI-Expression erfolgte mittels
Varianzanalyse (,analysis of variance“, ANOVA). Kontinuierliche Daten wurden als
mean + SD (,standard deviation“) angegeben. Kategorielle Variablen werden als
Nummer oder Prozentzahl wiedergegeben. Zur Analyse von klinischen Pradiktoren
fiir die Mortalitat wurde eine univariate logistische Regressionsanalyse angewendet.
Klinische Variablen und homozygote Tréger der Einzelnukleotidpolymorphismus-
Allele wurden in dieses Modell als unabhéngige Variablen miteinbezogen. Die Varia-
blen umfassten Alter, Geschlecht, beeintrachtigte linksventrikulére Funktion, akutes
Koronarsyndrom, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie und den BMI. Faktoren,
die uber ein Signifikanzlevel von p<0,1 verfiigten, wurden im Anschluss in ein multi-
variates Modell miteinbezogen. Fiir alle tibrigen Analysen wurde ein 2-tailed p-value
<0,05 als statistisch signifikant gewertet.

Alle statistischen Analysen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS, Version
22, der Softwarefirma IBM durchgefiihrt.

Ein OEGE Hardy-Weinberg-Equilibrium-Rechner wurde verwendet um Abwei-
chungen vom Hardy-Weinberg-Equilibrium bei den untersuchten Haplotypen aus-
zuschliefen [164, 165].

'Es soll darauf hingewiesen werden, dass die Einstellungen je nach FACS-Gerét variieren. Die
verwendeten Einstellungen werden der Vollstdndigkeit halber trotzdem angegeben.
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In den folgenden Unterkapiteln werden die Ergebnisse im Einzelnen dargelegt. Die

Diskussion der Ergebnisse wird in Kapitel 4 erfolgen.

3.1 Patientencharakteristika

Die Tabellen 3.1, 3.3, 3.4, 3.5 und 3.2 demonstrieren die Patientencharakteristika fiir
die einzelnen untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismen. Zur besseren Lesbarkeit
im Druck sind die Daten in einzelne Tabellen aufgegliedert, miissen jedoch in der
Gesamtschau betrachtet und verstanden werden. Das Patientenkollektiv ist in der

folgenden Auflistung beschrieben.

« Das Patientenkollektiv bestand vorwiegend aus méannlichen Patienten. Von den
690 Patienten waren 72,6 % méannlichen und 27,4 % weiblichen Geschlechtes.

e Im Schnitt waren die Patienten 68,6 + 11.37 Jahre alt.

o Knapp die Halfte der Patienten (46,4 %) présentierte sich mit einem akuten
Koronarsyndrom (ACS).

» Die Ejektionsfraktion (EF) war bei 50,2 % der Patienten eingeschréankt (EF
< 55%).

» Die Patienten wiesen insgesamt betrachtet typische kardiovaskulare Risikofak-
toren auf.
— Rund ein Drittel der Patienten (33,2 %) litt unter Diabetes mellitus.

— 28,8 % der Patienten hatte bereits in der Vorgeschichte einen Myokardin-
farkt.

— Der durchschnittliche Body Mass Index (BMI) aller Patienten betrug
27,67 £ 4,57.
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— Die meisten Patienten (85,3 %) wiesen eine arterielle Hypertonie auf.

— Der Mehrheit der Patienten (60,1 %) konnte eine Hyperlipoproteindmie

zugeschrieben werden.

Insgesamt gab es zwischen den verschiedenen Haplotypen keine signifikanten Un-

terschiede hinsichtlich der Basischarakteristika der Patienten.

SNP, Patienten n=690

Overall % 100
Geschlecht m % 72.6
Geschlecht f % 27.4
Alter (Jahre) 68.8 £11.37
DM % 33.2
Zn. MI % 28.8
Hypertonie 85.3
BMI 27.67 £4.57
HLP % 60.1
EF < 55% % 50.2
ACS % 46.4

Tabelle 3.1: Diese Tabelle stellt eine erste Ubersicht der Patientencharakteristika
dar. Einzelheiten sind den Tabellen 3.2, 3.3, 3.4 und 3.5 zu entnehmen. Zur besseren
Lesbarkeit im Druck sind die Daten in einzelne Tabellen aufgegliedert, miissen jedoch
in der Gesamtschau betrachtet und verstanden werden
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SNP, Patienten n=690

rs1613662

Genotyp AA GA GG p

Overall % 71.3 25.9 2.8 -

Geschlecht ?l%% ;gg ggi g?g 0.441
Alter (Jahre) 68.224+11.27 70.25+11.13 70.21£14.93 0.108
DM % 32.9 34.1 31.6 0.951
Zn. MI % 30.1 25.7 26.3 0.525
Hypertonie 84.3 88.3 84.2 0.432
BMI 27.76+4.57  27.294+4.66  28.69+3.66 0.376
HLP % 61.5 57.3 52.6 0.495
EF < 55% % 49.3 52.5 52.6 0.742
ACS % 45.5 48.6 47.4 0.776

Tabelle 3.2: Diese Tabelle stellt die Patientencharakteristika fiir rs1613662 dar. Eine
Ubersicht der Patientencharakteristika ist in Tabelle 3.1 aufgefithrt. Weitere Einzel-
heiten sind den Tabellen 3.3, 3.4 und 3.5 zu entnehmen. Zur besseren Lesbarkeit im
Druck sind die Daten in einzelne Tabellen aufgegliedert, miissen jedoch in der Ge-
samtschau betrachtet und verstanden werden.

SNP, Patienten n=690

rs1654419

Genotyp GG AG AA p

Overall % 67.7 28.6 3.6 -

Geschlecht fm%% ;gg 2?8 328 0.282
Alter (Jahre) 68.124+11.24 70.14+11.39 70.44+13.06 0.086
DM % 32.8 34.5 32.0 0.906
Zn. MI % 29.8 29.6 24.0 0.648
Hypertonie 84.5 89.3 76.0 0.102
BMI 27.7244.50  27.46+4.87  28.45+3.53  0.598
HLP % 62.6 55.6 52.0 0.175
EF < 55% % 49.8 52.1 44.0 0.710
ACS % 45.5 48.2 52.0 0.695

Tabelle 3.3: Diese Tabelle stellt die Patientencharakteristika fur rs1654419 dar.
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SNP, Patienten n=690

rs1671153

Genotyp TT GT GG p

Overall % 68.9 27.9 3.2 -

Geschlecht ?%% ;ié g?; ggi 0.120
Alter (Jahre) 68.1£11.25 70.3+11.34 70.36+13.39 0.062
DM % 33.3 33.3 31.8 0.989
Zn. MI % 29.5 27.6 22.7 0.721
Hypertonie 84.7 89.1 2.7 0.078
BMI 27.7244.50 27.4944.86 28.37+3.72 0.697
HLP % 62.6 55.0 54.5 0.169
EF < 55% % 49.8 51.9 45.5 0.804
ACS % 46.4 46.4 50.0 0.946

Tabelle 3.4: Diese Tabelle stellt die Patientencharakteristika fir rs1671153 dar.

SNP, Patienten n=690

rs12610286

Genotyp AA AG GG p

Overall % 49.1 41.9 9.0 .

Geschlecht ?%% ;gg ;82 ;gg 0.397
Alter (Jahre) 68.524+11.28 69.24+11.40 68.13+11.79 0.653
DM % 34.9 32.5 27.4 0.487
Z.n. MI % 29.3 27.0 33.9 0.527
Hypertonie 86.4 85.4 79.0 0.326
BMI 27.744+4.35  27.61£4.87 27.60+4.41 0.945
HLP % 60.3 65.6 59.2 0.648
EF < 55% % 49.4 48 .4 51.7 0.804
ACS % 47.3 46.4 41.9 0.735

Tabelle 3.5: Diese Tabelle stellt die Patientencharakteristika fir rs12610286 dar.
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3.2 Nachverfolgung der Patienten und klinische

Ereignisse

Tabelle 3.6 fiihrt die klinischen Ereignisse im Patientenkollektiv auf, welche in der
zwolfmonatigen Nachverfolgung aufgetreten sind.

Insbesondere sticht heraus, dass der homozygote Haplotyp AA des Einzelnukleo-
tidpolymorphismus rs1654419 signifikant mit einer hoheren Mortalitéit assoziiert war
( p=0,007). Ein &hnliches Resultat wurde beim homozygoten Haplotyp GG des Ein-
zelnukleotidpolymorphismus rs1671153 beobachtet (p=0,003). Numerisch gesehen
wiesen die Patienten mit den eben genannten Haplotypen der Einzelnukleotidpo-
lymorphismen rs1654419 und rs1671153 hohere Raten an Myokardinfarkten und

schwere kardiale Komplikationen im Beobachtungsintervall auf, jedoch ohne eine

SNP, Patienten n=690 rs1654419
Genotyp GG AG AA p
Tod 5.3 5.5 20.8 0.007
Myokardinfarkt 71 49 83 0.551
Schlaganfall 1.2 1.1 0.0 0.870
MACE 11.5 9.8 20.8 0.278
SNP, Patienten n=690 rs1671153
Genotyp ™ GT GG p
Tod 5.1 5.4 227 0.003
Myokardinfarkt 6.8 56 9.1 0.771
Schlaganfall 1.1 1.1 0.0 0.881
MACE 5.1 5.4 227 0.003
SNP, Patienten n=690 rs12610286
Genotyp AA AG GG p
Tod 52 6.9 5.2 0.650
Myokardinfarkt 71 58 69 0.881
Schlaganfall 0.6 1.8 0.0 0.271
MACE 10.6 12.3 10.3 0.809
SNP, Patienten n=690 rs1613662
Genotyp AA GA GG p
Tod 54 6.0 16.7 0.139
Myokardinfarkt 7.0 4.8 11.1 0.452
Schlaganfall 1.1 1.2 0.0 0.894
MACE 11.3 10.8 16.7 0.826

Tabelle 3.6: Klinische Ereignisse nach 12 Monaten Nachverfolgung - separate Analyse
der Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP)
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statistische Signifikanz zu erreichen.

Bei den Einzelnukleotidpolymorphismen des rs12610286 und des rs1613662 gab es
beziiglich der analysierten Endpunkte bzw. der klinischen Ereignisse im Nachverfol-
gungszeitraum keine signifikanten Unterschiede. Es ist jedoch anzumerken, dass bei
den Trégern des GG-Allels des Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662 ein Trend
zu einer erhohten Mortalitat und erhohten Rate an Myokardinfarkten bestand. Eine

statistische Signifikanz wurde nicht erreicht.

3.3 Linkage Disequilibrium der analysierten

Einzelnukleotidpolymorphismen

Alle Einzelnukleotidpolymorphismen waren im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. In
der Analyse sind die Einzelnukleotidpolymorphismen rs1654419, rs1671153 und
rs1613662 im Linkage Disequilibrium (D’ > 0.9), s. Tab. 3.7. In der folgenden uni-
und multivariaten Analyse wird dies beriicksichtigt. Der Einzelnukleotidpolymor-
phismus rs12610286 erschien nicht so stark assoziiert (0.6 < D’ < 0.8).

| rs1671153 | rs12610286 | rs1613662

D’ 0.974 0.770 0.999

rs1654419 T 0.947 -0.236 0.923
p-Wert || <2107 | <2.10716 | <2.1071%6

D’ 0.682 0.908

rs1671153 r -0.203 0.862
p-Wert 5.34-1071% | <2.10716

D’ 0.718

rs12610286 T -0.203
p-Wert 5.16 - 107

Tabelle 3.7: Analyse des Linkage Disequilibriums
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3.4 Uni- und multivariate Analyse

Die Tabellen 3.8 und 3.9 zeigen die Ergebnisse der uni- und der multivariaten Ana-
lyse hinsichtlich der Mortalitét.

In der univariaten Analyse erschienen das Alter (p<0,001), weibliches Geschlecht
(p=0,09), eine eingeschriankte linksventrikuldre Pumpfunktion (p=0,001), Hospita-
lisierung bei akutem Koronarsyndrom (p=0,07), Diabetes mellitus (p=0,012) und
homozygoter Genotyp fur rs1654419 (AA) (p=0,004), rs1671153 (GG) (p=0,002)
und 151613662 (GG) (p=0,064) als signifikante Pradiktoren fir die Mortalitét der
betroffenen Patienten. Nach Adjustierung fir signifikante Faktoren in der multivaria-
ten Analyse blieb der homozygote Genotyp des rs1654419 als signifikanter Pradiktor
bestehen (p=0,01). Anzumerken ist, dass der hier besprochene Einzelnukleotidpo-
lymorphismus rs1654419 und die Einzelnukleotidpolymorphismen rs1671153 sowie
rs1613662 im Linkage Disequilibrium sind, s. Tab. 3.7. Daher sind diese drei Einzel-
nukleotidpolymorphismen in der univariaten Analyse alle signifikant. Deshalb ist es
ausreichend, die anschlieBende multivariate Analyse lediglich fiir den Einzelnukleo-
tidpolymorphismus rs1654419 durchzufiihren.

In der multivariaten Analyse waren das Patientenalter (p<0,001), die eingeschrénk-
te Pumpfunktion (p=0,005) und das akute Koronarsyndrom (p=0,05) ebenfalls sig-
nifikante Pradiktoren fiir Mortalitét.
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Variable | Koeffizient B Odds ratio (95% CI) p
Alter 0.116 1.12 (1.08 - 1.17)  <0.001
weibliches Geschlecht 0.589 1.80 (0.92 — 3.54) 0.090
reduzierte EF 1.375 3.96 (1.78 — 8.77) 0.001
ACS 0.626 1.87 (0.96 — 3.66) 0.070
Diabetes mellitus 0.843 2.32 (1.20 — 4.49) 0.012
arterielle Hypertonie 0.072 1.08 (0.41 — 2.83) 0.884
BMI -0.065 0.94 (0.86 — 1.03) 0.156
rs1654419%)

(Homozygotes Mutationsalle) 1.540 467 (1.64 - 13.27)  0.004
rs167115314

(Homozygotes Mutationsallel) 1.655 5.23 (1.82 - 15.06) 0.002
1512610286

(Homozygotes Mutationsallel) 0154 086 (0.26 — 2.88) 0803
rs16136624)

(Homozygotes Mutationsallel) 1.217 3.38 (0.93 — 12.22) 0.064

[A] Die SNPs rs1654419, rs1671153 und rs1613662 sind im Linkage Disequilibrium und daher alle signifikant.

Tabelle 3.8: Ergebnisse der univariaten Analyse

Variable | Koeffizient B Odds ratio (95% CI) p
Alter 0.106 111 (1.06 - 1.16)  <0.001
weibliches Geschlecht 0.115 1.12 (0.52 — 2.40) 0.770
reduzierte EF 1.201 3.32(1.43 - 7.71) 0.005
ACS 0.734 2.08 (1.02 — 4.26) 0.050
Diabetes mellitus 0.588 1.80 (0.89 — 3.67) 0.110
rs165441914

(Homozygotes Mutationsallel) 1.509 452 (1.37 - 14.92) 0.01

[A] Da die SNPs rs1654419, rs1671153 und rs1613662 im Linkage Disequilibrium sind, ist die multivariate
Analyse stellvertretend fir den SNP rs1654419 durchgefiihrt.

Tabelle 3.9: Ergebnisse der multivariaten Analyse
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3.5 Ergebnisse der FACS-Analyse und Glykoprotein

VI-Expressionslevel

In diesem Kapitel sind die Ergebnisse der FACS-Analyse und der Glykoprotein VI-
Expressionslevel aufgefiihrt.

Zunéchst werden die Auswertungsschritte an einer exemplarischen Probe darge-
stellt. Dazu zeigt die Abbildung 3.1 die Auswertung der FACS-Analyse einer exem-
plarischen Probe in Form eines Dot-Plots. In dieser Darstellung kann die zu unter-
suchende Thrombozytenpopulation bestimmt werden. Diese ist in Abbildung 3.1 rot
umrandet. Diese Thrombozytenpopulation bzw. die Fluoreszenzintensitat der dar-
an gebundenen Antikoérper ist in den Histogrammen in Abbildung 3.2 dargestellt.
Die numerischen Ergebnisse der Histogramme dieser exemplarischen Probe sind in
Tabelle 3.10 zu finden.

<
o
2

CD42b-PE
102 103

101

100 101 102 103 10
4¢9-FITC

Abbildung 3.1: Graphische Darstellung der FACS-Analyse einer exemplarischen
Probe. Nur die Messpunkte im rot umrandeten Bereich sind fiir die weitere Aus-
wertung relevant, da sie die mit Antikérpern markierte Thrombozytenpopulation dar-
stellen. Auf der X-Achse ist die Fluoreszenzintensitit des Antikérpers 4c9-FITC dar-
gestellt. Auf der Y-Achse ist die Fluoreszenzintensitit des Antikorpers CD42b-PE
dargestellt.
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a)g b) g

o 3 o 3
£ 3 £ 3
> - =1 3
o - [e] -
(@) E (@] E

100 101 102 103 104 109 101 102 103 104
CD42b-PE 4c9-FITC

Abbildung 3.2: Die Histogramme zeigen die Verteilung der Fluoreszenzintensitit
der beiden Antikérper CD42b-PE in a) und 4¢9-FITC in b) einer exemplarischen
Probe. Die beiden Histogramme werden durch Summation der Datenpunkte im rot
umrandeten Bereich in Abbildung 3.1 beziiglich der X- beziehungsweise der Y-Achse
berechnet. Aus den Histogrammen lésst sich die durchschnittliche und mediane Fluo-
reszenzintensitit der beiden Antikorper bestimmen.

Antikorper ‘ total events events % gated % total ~mean median
CD42b-PE 221614 9386 100.00 4.24 937.25 842.91
4c¢9-FITC 221614 9386  100.00 424  31.67 28.39

Tabelle 3.10: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der FACS-Analyse einer ex-
emplarischen Probe. Die in dieser Tabelle dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf
die Histogramme in Abb. 3.2. Mean bezieht sich auf die durchschnittliche Fluores-
zenzintensitat (MFI), median auf die mediane Fluoreszenzintensitét.

Nachfolgend werden nun die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der
Studienpopulation aufgefiihrt.

Auf den folgenden Seiten demonstrieren die Tabellen 3.11 bis 3.14 die Ergebnisse
der durchflusszytometrischen Analyse hinsichtlich der Glykoprotein VI-Expressions-
level in tabellarischer Form. Die zugehorigen Abbildungen 3.3 bis 3.6 visualisieren die

jeweiligen MFI-Werte fiir die einzelnen Allele der Einzelnukleotidpolymorphismen.
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Unter den Allelen des Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662 wies das AA-
Allel das hochste Expressionslevel auf (MFI 38.332) und das GG-Allel das niedrigste
(MFI 26.082). Das GA-Allel gruppierte sich zwischen den beiden anderen Allelen
mit einer mittleren Fluoreszenzintensitdt von 31.508. Die Unterschiede zwischen

den Glykoprotein VI-Expressionslevel der verschiedenen Allele erreichten statistische

Signifikanz.
AA GA GG p
Anteil [%)] 71.3 25.9 2.8
Mittelwert 38.332  31.508 26.082 <0.001
Std. Abweichung 12.234  8.093 6.010
Std. Fehler 0.706  0.805 2.003

mittlere untere Grenze | 36.942 29.911 21.462
mittlere obere Grenze 39.722 33.106 30.702
Minimum 2.540 <0.001 16.520
Maximum 130.800  51.250 33.900

Tabelle 3.11: Glykoprotein VI-Expressionslevel rs1613662. Die Tabelle demonstriert
die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse hinsichtlich der thrombozytaren
Glykoprotein VI-Expression fiir rs1613662.
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Abbildung 3.3: Graphische Darstellung der Glykoprotein VI-Expressionslevel des
rs1613662. Die Abbildung stellt die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie be-
stimmten thrombozytdren Glykoprotein VI-Expressionslevel des rs1613662 graphisch
dar (p < 0.001).
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3 Ergebnisse

Die Verteilung der Expressionslevel zwischen den Allelen des rs1654419 waren
ebenfalls signifikant. Hier wies das GG-Allel das grofite Expressionslevel auf (MFT
38.491), gefolgt von Allel AG (MFI 28.6) und Allel AA, welches das niedrigste Ex-
pressionslevel aufwies (MFI 29.931).

GG AG AA p
Anteil [%)] 67.7 28.6 3.6
Mittelwert 38.491 31.633 29.931 <0.001
Std. Abweichung 12.499 7.579  9.882
Std. Fehler 0.742 0.719 2.741

mittlere untere Grenze | 37.032 30.207 23.959
mittlere obere Grenze 39.951 33.058 35.902
Minimum 2.540 <0.001 16.520
Maximum 130.800 48.210 51.250

Tabelle 3.12: Glykoprotein VI-Expressionslevel rs1654419. Die Tabelle demonstriert
die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse hinsichtlich der thrombozytéren
Glykoprotein VI-Expression fiir rs1654419.
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Abbildung 3.4: Graphische Darstellung der Glykoprotein VI-Expressionslevel des
rs1654419. Die Abbildung stellt die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie be-
stimmten thrombozytédren Glykoprotein VI-Expressionslevel des rs1654419 graphisch
dar (p < 0.001).
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3 Ergebnisse

Bei den Allelen des Einzelnukleotidpolymorphismus rs1671153 zeigte sich hinsicht-
lich der Verteilung bei den durchflusszytometrischen Ergebnissen untereinander ein
dahnliches Verteilungsmuster, wie bei den bereits erwahnten Einzelnukleotidpoly-
morphismen, wobei hierbei auch eine statistische Signifikanz vorlag. Hier wies das
TT-Allel den héchsten MFI-Wert (MFI 38.144) und das GG-Allel den niedrigsten
MFI-Wert (MFI 30.206) auf, wobei sich die Werte des GT-Allels dazwischen einord-

neten.

TT GT GG p
Anteil [%)] 689 279 32
Mittelwert 38.144  31.974 30.206 <0.001
Std. Abweichung 12.398  8.043 10.269
Std. Fehler 0.724 0.793  2.964

mittlere untere Grenze | 36.718 30.402 23.681
mittlere obere Grenze 39.569 33.546 36.731
Minimum 2.540 <0.001 16.520
Maximum 130.800 57.350 51.250

Tabelle 3.13: Glykoprotein VI-Expressionslevel rs1671153. Die Tabelle demonstriert
die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse hinsichtlich der thrombozytéren
Glykoprotein VI-Expression fiir rs1671153.
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Abbildung 3.5: Graphische Darstellung der Glykoprotein VI-Expressionslevel des
rs1671153. Die Abbildung stellt die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie be-
stimmten thrombozytdren Glykoprotein VI-Expressionslevel des rs1671153 graphisch
dar (p < 0.001).
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3 Ergebnisse

Die Allele des rs12610286 unterschieden sich hinsichtlich der durchflusszytometri-
schen Messergebnisse kaum. Der mittlere MFI-Wert lag beim AA-Allel bei 36.683,
beim AG-Allel bei 35.992 und beim GG-Allel bei 36.761.

AA AG GG p

Anteil [%] 49.1 41.9 9.0
Mittelwert 36.683  35.992 36.761 0.833
Std. Abweichung 10.157  13.292 11.007

Std. Fehler 0.739 0.983 1.786

mittlere untere Grenze | 35.226  34.053 33.143
mittlere obere Grenze 38.140 37931 40.379
Minimum 15.190 <0.001  5.850
Maximum 104.820 130.800 57.350

Tabelle 3.14: Glykoprotein VI-Expressionslevel rs12610286. Die Tabelle demonstriert
die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse hinsichtlich der thrombozytéren
Glykoprotein VI-Expression fiir rs12610286.
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Abbildung 3.6: Graphische Darstellung der Glykoprotein VI-Expressionslevel des
rs12610286. Die Abbildung stellt die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie be-
stimmten thrombozytéiren Glykoprotein VI-Expressionslevel des rs12610286 graphisch
dar (p = 0.833).
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4 Diskussion

Glykoprotein VI ist ein Kollagenrezeptor der d&ufleren Thrombozytenmembran. Es
spielt eine wichtige Rolle bei der physiologischen Hamostase. Glykoprotein VI medi-
iert hierbei die Thrombozytenadhésion an freigelegtes Kollagen der Extrazellularma-
trix im Bereich verletzter GeféBwandstellen. Weitaus wichtiger ist seine Schliisselrolle
bei der Initiierung der unmittelbar hierauf folgenden Plattchenaktivierung, Plattchen-
aggregation und Thrombusbildung. Gefafwandschéiden werden so behoben und et-
waige Blutverluste auf ein Minimum begrenzt. Dariiber hinaus tragt Glykoprotein
VI zur Entstehung pathologischer, thrombembolischer Ereignisse, wie beispielsweise
dem akuten Myokardinfarkt oder dem ischdmischen Schlaganfall, bei. Durch Ruptur
atherosklerotischer Plaques kommt es hierbei zur Thrombozytenaktivierung und Bil-
dung okklusiver Thromben. Da der Myokardinfarkt und der ischdmische Schlaganfall
zu den haufigsten Todesursachen in der westlichen Welt gehoren, ist die medizini-
sche Forschung daran interessiert, die zugrunde liegenden Pathomechanismen auf
molekularer bzw. zellularer Ebene aufzudecken und therapeutische Ansatzpunkte
zu entwickeln. Im Laufe der Zeit wurden zudem genetische Aspekte evident, die zur
Pathogenese thrombembolischer Ereignisse beitragen kénnen und betroffene Pati-
enten hierfiir moglicherweise pradestinieren.

Glykoprotein VI erscheint in diesem Kontext als vielversprechendes Forschungsob-
jekt, da es eine entscheidende Komponente bei der Entstehung thrombembolischer
Ereignisse darstellt und genetische Verdnderungen des GP6 Gens mit klinischer Aus-
wirkung bereits beschrieben worden sind.

Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden Einzelnukleotidpolymorphis-
men des Glykoprotein VI Gens in Hinblick auf ihre Assoziation mit kardiovas-
kuldaren Ereignissen und thrombozytérer Glykoprotein VI- Expression untersucht. Es
wurden vier vielversprechende Einzelnukleotidpolymorphismen ausgewahlt, namlich
rs1613662, rs1654419 und rs1671153 und rs12610286.
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4 Diskussion

4.1 Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662

Der Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662 gehort zu den Genvarianten in der
GP6 Genforschung, die am héufigsten untersucht wurden. Er bestimmt bei Kauka-
siern die zwei weit verbreiteten Haplotypen des GP6 Gens, die auch als Major-Allel
(AA-Allel) und Minor-Allel (GG-Allel) bezeichnet werden [124, 125, 135, 141, 166,
167]. Andere Haplotypen kommen seltener vor [124, 135, 141].

In dieser wissenschaftlichen Arbeit ergaben die Analysen des Einzelnukleotid-
polymorphismus rs1613662 hinsichtlich der Fragestellung, ob eine Assoziation mit
der Glykoprotein VI-Expression und kardiovaskulédren Ereignissen vorliegt, folgende
Ergebnisse:

Patienten mit vorliegendem GG-Allel (also dem homozygoten Minor-Allel [124,
135, 168, 169]) des rs1613662 wiesen numerisch gesehen hohere Raten an Myokardin-
farkten und Todesféllen auf, jedoch ohne signifikante Zahlen zu erreichen. Unter den
Allelen des rs1613662 zeigte das GG-Allel jedoch das niedrigste Glykoprotein VI-
Expressionslevel auf der Thrombozytenmembran.

Das 151613662 AA-Allel (Major-Allel [124, 135, 168, 169]) hingegen war mit ei-
ner hoheren Glykoprotein VI-Expression assoziiert. Bei den klinischen Endpunkten

konnten indessen keine signifikanten Ereignisse verzeichnet werden.

Entgegen der Erwartung, dass eine erhohte thrombozytare Glykoprotein VI-Ex-
pression mit vermehrtem Auftreten von pathologischen, kardiovaskuldren Ereignis-
sen einhergehen miusste [30, 38, 91, 101-104, 106, 107], konnte dieser kausale Zu-
sammenhang in dieser Arbeit nicht hergestellt werden. Im Gegenteil: hier schie-
nen insbesondere Patienten mit geringerem Glykoprotein VI-Expressionslevel der
Thrombozyten vermehrt an thrombembolischen Ereignissen, wie hier dem akuten
Myokardinfarkt, zu leiden und wiesen eine erhohte Mortalitéit auf. Diese Diskrepanz
legt nahe, dass dieser Sachverhalt in zukiinftigen Studien weitergehend und explizit
untersucht werden sollte. Weitere Messverfahren zur Thrombozytenaktivitat sollten
Beriicksichtigung finden.

Das beobachtete Verhalten deckt sich mit der Literatur, denn in der GP6 Gen-
forschung wurden iiber die Jahre insgesamt ebenfalls widerspriichliche Ergebnisse
hinsichtlich der Auswirkung von rs1613662 auf die thrombozytéare Funktion und das

Auftreten klinischer Ereignisse beobachtet.
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4 Diskussion

Einige Studien berichten von einer Assoziation des Minor-Allels (GG-Allel) des
Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662 mit einem erhohten Risiko fiir kardio-
vaskuldre Ereignisse, insbesondere fiir das Auftreten von akuten Myokardinfarkten
[124, 137, 139, 143]. Dies deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit, auch wenn-
gleich eine statistische Signifikanz hinsichtlich des Auftretens von Myokardinfarkten
bei der Patientengruppe mit vorliegendem rs1613662 Minor-Allel (GG-Allel) nicht
erreicht werden konnte.

So berichteten Croft et al. schon 2001 von einer Assoziation des homozygoten
Minor-Allels (GG-Allel) von rs1613662 mit einem erhohtem Myokardinfarktrisiko,
vor allem bei Alteren, Nichtrauchern und Frauen [124]. Das Risiko schien dort bei Pa-
tienten, welche zuséatzlich Trager einer beta-Fibrinogenvariante waren, noch starker
erhoht zu sein [124].

Dariiber hinaus kamen Ollikainen et al. durch Untersuchungen an den méannlichen
Patienten der Helsinki Sudden Death Study zu dhnlichen Ergebnissen [137]. Das Vor-
liegen des GG-Allels oder GA-Allels des Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662
war dort verbunden mit koronararteriellen Thrombosen und durchschnittlich grofieren
Arealen komplizierter Léasionen der Koronararterien (,complicated coronary lesi-
ons“) [137]. Triager des GG-Allels oder des GA-Allels tendierten dazu, mit akuten
Myokardinfarkten verbunden zu sein, jedoch ohne signifikante Zahlen zu erreichen
[137].

In den Untersuchungen von Motovska et al. stellten sich das GG-Allel und das
GA-Allel als unabhéngige Risikofaktoren fiir das Auftreten von frithzeitigen Myo-
kardinfarkten dar. Hierbei waren junge Frauen einem signifikant héheren Risiko
ausgesetzt als Méanner [139].

In einer anderen Studie war das Risiko an eine Kombination mit anderen Risi-
kofaktoren gekniipft: Bei postmenopausalen Frauen war das rs1613662 Minor-Allel
(GG-Allel) mit erhohtem Myokardinfarktrisiko assoziiert, sofern die Frauen gleich-
zeitig unter Hormontherapie standen [143].

Etwaige Einnahme von Hormontherapien fand in dieser wissenschaftlichen Arbeit
keine Beachtung, weshalb zu diesem Aspekt keine Aussage getroffen werden kann.

Dieser Aspekt sollte jedoch in kiinftigen Untersuchungen berticksichtigt werden.

Neben den eben genannten Studien der Literatur und den Ergebnissen aus dieser
Arbeit gibt es Untersuchungen, die zu gegenteiligen Ergebnissen hinsichtlich der

Auswirkung des rs1613662 auf klinische Ereignisse kommen.
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4 Diskussion

Die Untersuchungen im Rahmen des SMILE-Platelets Projekts ergaben beispiels-
weise, dass das Minor-Allel (GG-Allel) des rs1613662 mit einem verminderten Risiko
fiir rezidivierendes Auftreten von kardiovaskularer Ereignissen und Mortalitét ein-
hergeht [141]. Eine Assoziation mit dem Erstauftreten von Myokardinfarkten lag
nicht vor [141].

Eine weitere Studie zeigte aulerdem, dass das Minor-Allel (GG-Allel) die Trager
sogar vor akuten Myokardinfarkten zu schiitzen scheint [138].

In anderen Studien war das Minor-Allel (GG-Allel) des rs1613662 mit einer ver-
minderten Thrombozytenfunktion [141, 144] und reduzierten Liganden-mediierten
Signaltransduktion verbunden [135, 141, 144, 145, 166, 167]. Dies unterstreicht er-

neut die Notwendigkeit weiterer Studien, die diese komplexe Thematik aufgreifen.

Hinsichtlich der Auswirkung von rs1613662 auf die thrombozytéire Glykoprotein
VI-Expression existieren kontroverse Literaturdaten, besonders hervorzuheben sind
hier[144] versus [145].

Die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit unterstiitzend, kam die Studie von
Joutsi-Korhonen et al. zu einem dhnlichen Ergebnis beziiglich der Glykoprotein VI-
Expressionslevel [144]. Thrombozyten von Probanden mit dem Minor-Allel (GG-
Allel) wiesen bei Joutsi-Korhonen et al. in den durchflusszytometrischen Analy-
sen einen signifikant geringeren Glykoprotein VI-Gehalt auf als die Thrombozy-
ten des Major-Allels (AA-Allel) [144]. Dies entspricht tendenziell den in dieser Ar-
beit gezeigten Daten, wobei statistisch signifikante Werte hier nicht erreicht werden
konnten (s.o.). Die Interpretation der Daten dieser wissenschaftlichen Arbeit l4sst
die Vermutung zu, dass es eine erhohte funktionale Thrombozytenantwort bei den
Tragern des Minor-Allels (GG-Allel) gibt, da diese zu erhohten Myokardinfarktzah-
len und erhohter Mortalitat tendierten. Die Untersuchungen von Joutsi-Korhonen

et al. konnen diese Hypothese jedoch nicht weiter unterstiitzen.

Neben den eben genannten Studien zum GP6 Gen, die sich der Assoziation mit
arteriellen thrombembolischen Ereignissen widmen, existieren ebenfalls klinische Un-
tersuchungen zum Auftreten venoser Thrombosen in Kombination mit rs1613662,
mit teilweise diskrepanten Daten [117, 134, 140, 141, 170]. Das Minor-Allel (GG-
Allel) konnte in verschiedenen Studien mit einem verminderten Risiko fiir venose
Thrombosen assoziiert werden [134, 141, 170]. In einer anderen Studie jedoch wurde

bei Patienten mit Sticky-Platelet-Syndrom, einer genetischen Thrombozytenerkran-
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kung mit erhohtem Auftreten arterieller und venoser Thrombosen, eine signifikan-
te Verbindung zwischen dem Vorliegen des Minor-Allels (GG-Allel) des rs1613662
und dem Auftreten venéser Thrombosen beschrieben [140]. Dariiber hinaus wurde
bei weiblichen Tragerinnen des rs1613662 mit Sticky-Platelet-Syndrom ein erhohtes

Aufkommen von Fetaltoden beschrieben [117].

Generell weisen alle oben genannten Studien eine grofle Heterogenitat auf, was
die Studienpopulation und die untersuchten Endpunkte betrifft, weshalb ein direk-
ter Vergleich der Literaturdaten untereinander und der Literaturdaten mit dieser
Arbeit nicht uneingeschrénkt moglich ist [141]. Die Heterogenitiat der Studienpo-
pulationen und der Endpunkte koénnte demnach als eine von vielen potenziellen

Ursachen fiir die kontroverse Studienlage gesehen werden.

Die Resultate dieser wissenschaftlichen Arbeit zeigen deutlich auf, dass die Tréger
des Minor-Allels (GG-Allel) des rs1613662 hier tendenziell haufiger Myokardinfarkte
erlitten und eine hohere Gesamtmortalitdt aufwiesen, obwohl im Vergleich zu ande-
ren Allelen (AA-Allel und GA-Allel) des rs1613662 ein geringerer thrombozytarer
Glykoprotein VI-Gehalt vorlag.

Diese Arbeit legt nahe, dass eine von der Glykoprotein VI-Expression unabhéngige,
dennoch verstiarkte thrombozytare Funktion und hieraus resultierende Thrombozy-
tenaggregation, als moglicher Pathomechanismus diskutiert werden kann. In dieser
Untersuchung lag eine Uberexpression des Glykoprotein VI-Rezeptors nicht vor. Da-
her scheiden herkémmliche Erklarungsmodelle im Sinne von Korrelationen zwischen
Rezeptordichte und hierdurch bedingter verstarkter Thrombozytenfunktion und -
aggregation aus. Insgesamt betrachtet stehen die hier erhobenen Daten partiell im

Kontrast zu den Ergebnissen von publizierten Studien in der Literatur.

Ein neuer, vielversprechender Ansatz fiir weitere Untersuchungen koénnte auf in-
trazellularer, molekularer Ebene zu finden sein. Moglicherweise besteht bei den be-
troffenen Triagern des Minor-Allels (GG-Allel) eine veranderte Rezeptorsignaltrans-
duktion und hieraus resultierende verédnderte intrazelluldre Effektormechanismen. Es
handelt sich hierbei um Komponenten, die in dieser Arbeit nicht integriert wurden
und weshalb an dieser Stelle nur Hypothesen formuliert werden kénnen.

Diese Arbeit zeigt deutlich, dass es in ziinftigen Studien wichtig ist, die funktiona-

le Zellantwort und das Aktivitétslevel der Thrombozyten zu inkludieren. Denkbare

51



4 Diskussion

Ansétze sind hierbei die Ermittlung von Downstream-Signaling-Ereignissen, wie die
Tyrosinphosphorylierung und wie die Expression von P-Selektin als Thrombozyten-
aktivitdtsmarker. Ergidnzend konnte eine thrombozytire Stimulanzmessung mittels
Multiplate-Aggregometer durchgefithrt werden.

Ein weiterer Erklarungsansatz um bei Patienten dieser Studie mit Minor-Allel
(GG-Allel) des rs1613662 die erhohte Rate an Myokardinfarkten sowie erhohte Mor-
talitdt bei gleichzeitig reduzierter Glykoprotein VI-Expression aufzuzeigen, ist die
Messung des Auftretens der 16slichen Form des Glykoprotein VI.

Die Abspaltung und Plasmazirkulation des 16slichen Glykoprotein VI wird durch
verschiedene Faktoren ausgelost, wie beispielsweise die Bindung an Kollagen oder
durch den aktivierenden Faktor X der plasmatischen Blutgerinnung. Da es sich bei
diesen auslosenden Faktoren prinzipiell um Aktivitdtszeichen der Thrombozyten
(Kollagenbindung) bzw. der plasmatischen Blutgerinnung (aktivierender Faktor X)
handelt, ist es denkbar, dass zwar die thrombozytare Glykoprotein VI-Expression
zum Zeitpunkt der Expressionsanalyse reduziert sein kann, jedoch als Pendant hier-
zu bereits eine erhohte Fraktion des 16slichen Glykoproteins VI im Plasma besteht.

Diese Hypothese wird durch die Untersuchungsergebnisse von Trifiro et al. gestiitzt.
Sie postulierten, dass das Major-Allel (AA-Allel) und das Minor-Allel (GG-Allel) des
rs1613662 keinen statistisch signifikanten Effekt auf die thrombozytéire Glykopro-
tein VI-Expressionslevel haben. Jedoch fanden sie, dass die durch Glykoprotein VI

vermittelte Signaltransduktion beeinflusst wird [145].

Abschlieflend lassen sich die Ergebnisse bezogen auf den Einzelnukleotidpolymor-
phismus rs1613662 wie folgt zusammenfassen: Die Untersuchungen ergaben, dass
die Tréager des Minor-Allels (GG-Allel) des rs1613662 die Tendenz hatten, haufiger
einen Myokardinfarkt zu erleiden und insgesamt zu einer héheren Gesamtmortalitat
zu neigen. Es ist hierbei aufgefallen, dass diese Patienten eine geringere thrombo-
zytare Glykoprotein VI-Expression aufwiesen.

Die hier vorliegenden Daten erlauben jedoch keine eindeutige Erklarung fiir den
zugrunde liegenden Pathomechanismus. Es wird deutlich, dass es noch unbekannte
Faktoren gibt, die geklart werden miissen, um einen konsistenten Erkldrungsansatz

zu bieten.
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4.2 Einzelnukleotidpolymorphismus rs1654419

Der Einzelnukleotidpolymorphismus rs1654419 gehort im Vergleich zu dem eben be-
handelten rs1613662 zu den eher selteneren und weniger erforschten Einzelnukleotid-
polymorphismen [124, 135, 141]. Wie der Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662
ist auch rs1654419 bei Patienten mit Sticky-Platelet-Syndrom mit dem Auftreten
von venosen Thrombosen und hoherem Aufkommen verbunden, insbesondere bei

Tragern des AA-Allels und AG-Allels [117, 140].

Die Daten dieser wissenschaftlichen Arbeit ergaben nach bestem Wissen zum er-
sten Mal eine statistisch signifikante Assoziation des AA-Allels mit einer erhéhten
Mortalitdt. Die Assoziation dieses Einzelnukleotidpolymorphismus mit dem klini-
schen Outcome erschien auch nach Adaptierung klinischer Risikofaktoren stabil.
Numerisch gesehen zeigten die betroffenen Patienten hohere Raten an Myokardin-
farkten und ,major cardiovascular events* (MACE), jedoch im Gegensatz zum Tod,
ohne eine statistische Signifikanz zu erreichen. Im Vergleich zu den anderen beiden
Allel-Varianten AG und GG des rs1654419 zeigte das AA-Allel in der Durchfluss-
zytometrie die niedrigsten Glykoprotein VI-Expressionslevel. Hingegen wiesen die
Trager des GG-Allels im Vergleich zu Tragern des AA-Allels etwas hohere Expres-

sionslevel auf, jedoch ohne eine Verbindung zu klinischen Ereignissen.

Erneut verwundert hier die fehlende Ubereinstimmung zwischen den unterschied-
lichen Glykoprotein VI-Expressionslevel und dem klinischen Outcome. Normalerwei-
se wiirde man erwarten, dass eine erhohte Glykoprotein VI-Expression mit einem
vermehrten Aufkommen an thrombembolischen Ereignissen verbunden ist, wie dies
bereits oben diskutiert wurde. Die Datenlage dieser Arbeit legt jedoch die Vermu-
tung nahe, dass eine Kausalitiat zwischen erhohten Glykoprotein VI-Expressionslevel
und vermehrtem Aufkommen an pathologischen klinischen Ereignissen nicht zwin-
gend in jedem Fall bestehen muss. Aufgrund der Limitationen der durchgefiihrten
Untersuchungen, wo funktionale Tests im Sinne von Analysen zelluldrer Antworten
und thrombozytarer Aktivitdtsmarker, wie beispielsweise Expression von P-Selektin,
nicht inkludiert wurden, sind an dieser Stelle nur die Formulierung von Hypothe-
sen moglich. Wie bereits bei rs1613662 diskutiert wurde, konnte auch bei rs1654419
ein verandertes, durch Glykoprotein VI induziertes intrazelluldres Signaling ein po-
tenzieller Erklarungsansatz fiir erhohte Myokardinfarktraten und letztlich erhéhte

Mortalitit gesehen werden.
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4.3 Einzelnukleotidpolymorphismus rs1671153

Der Einzelnukleotidpolymorphismus rs1671153 ist wenig erforscht und in der Litera-
tur bei Patienten mit Sticky-Platelet-Syndrom mit vendsen Thrombosen assoziiert
[140]. In weiterfithrenden Studien zum Sticky-Platelet-Syndrom wiesen die Patien-
tinnen mit besonders héufigen Fehlgeburten, zwei oder mehr, signifikant vermehrt
den Einzelnukleotidpolymorphismus rs1671153 auf [117].

In den Untersuchungen dieser Arbeit zeigt sich zum besten Wissen erstmals,
dass die Trager des GG-Allels des Einzelnukleotidpolymorphismus rs1671153 mit
einer erhohten Mortalitat assoziiert sind. Dieses Ergebnis ist auch nach Adaptie-
rung anderer klinischer Risikofaktoren stabil. Insgesamt litten diese Patienten ver-
mehrt an Myokardinfarkten und ,major cardiovascular events*, wobei die Zahlen
jedoch nicht signifikant waren. Betrachtet man die thrombozytéren Glykoprotein VI-
Expressionslevel, ergaben sich bei Tragern des GG-Allels im Vergleich zu Tragern des
GT-Allels oder des T'T-Allels tendenziell etwas niedrigere Level, jedoch ohne statisti-
sche Signifikanz zu erreichen. Trager des TT-Allels waren im Gegensatz zu Tragern
des GG-Allels mit einer hoheren thrombozytaren Glykoprotein VI-Expression in der
durchflusszytometrischen Analyse assoziiert. Es konnten hierbei jedoch keine klinisch

signifikanten Ereignisse zugeordnet werden.

4.4 Einzelnukleotidpolymorphismus rs12610286

Rs12610286 ist einer der Einzelnukleotidpolymorphismen des GP6 Gens, welcher bis-
her kaum erforscht wurde. Bei Patienten mit Typ 1 des Sticky-Platelet-Syndroms
konnte das Vorliegen dieses Einzelnukleotidpolymorphismus jedoch gehauft nachge-

wiesen werden [171].

In dieser wissenschaftlichen Arbeit konnten keinerlei signifikante Unterschiede in
den klinischen Endpunkten oder der Glykoprotein VI-Expression festgestellt werden.
Die drei verschiedenen Allele (AA-Allel, AG-Allel und GG-Allel) des rs12610286 wie-
sen zudem untereinander verglichen sehr &hnliche Glykoprotein VI-Expressionslevel
auf. Aufgrund dieser Ergebnisse ist es fraglich, ob es sinnvoll ist, die begrenzten
Forschungsmittel aufzuwenden, um diesen Einzelnukleotidpolymorphismus auf eine
Assoziation in Hinblick auf Glykoprotein VI-Expression und kardiovaskuldre Ereig-

nisse weiter zu erforschen.
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4 Diskussion

4.5 Linkage Disequilibrium

Das Linkage Disequilibrium beschreibt eine nicht zuféllige Assoziation zweier Allele
auf zwei oder mehr Loci [172]. Das bedeutet, das Linkage Disequilibrium beschreibt
bei einem Individuum die Korrelation zwischen dem Auftreten eines bestimmten
Einzelnukleotidpolymorphismus-Allels an einer Stelle und das Auftreten von anderen
spezifischen Allelen an benachbarten Stellen im Genom [173].
Einzelnukleotidpolymorphismen sind mit Diversitit innerhalb und zwischen Po-
pulationen assoziiert. In der Literatur konnten manche Einzelnukleotidpolymorphis-
men mit individuellem Therapieansprechen und Anfélligkeit fiir Krankheiten in Ver-

bindung gebracht werden [174].

Auch beim GP6 Gen stehen bestimmte Einzelnukleotidpolymorphismen im Lin-
kage Disequilibrium [125, 135], beispielsweise rs1671152 und der in dieser Arbeit
untersuchte rs1613662.

In der Population, die in dieser Arbeit untersucht wurde, waren die Einzelnuk-
leotidpolymorphismen rs1654419, rs1671153 und rs1613662 im Linkage Disequili-
brium. Der Einzelnukleotidpolymorphismus rs12610286 hingegen wies kein Linkage
Disequilibrium auf. Nach bestem Wissen ist dies der erste Bericht dieses Zusammen-
hangs. Dieser Zusammenhang lasst vermuten, dass die Untersuchung eines einzelnen
Einzelnukleotidpolymorphismus, wie sie Standard in der Literatur ist, nicht aus-
reichend ist, um eine Korrelation zwischen einem Einzelnukleotidpolymorphismus
und klinischem Outcome herzustellen. In zukiinftigen Studien miissen daher viele
unterschiedliche Einzelnukleotidpolymorphismen untersucht und deren potenzielle

Linkage Disequilibrien betrachtet werden.

Das hier gefundene Linkage Disequilibrium zwischen den Einzelnukleotidpolymor-
phismen rs1654419, rs1671153 und rs1613662 konnte eine weitere Erklarung dafiir
bieten, dass es in der Literatur teils widerspriichliche und inkongruente Ergebnisse
hinsichtlich der Korrelation zwischen untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismen
des GP6 Gens und klinischer Auswirkung gibt. In bisherigen Untersuchungen wurde
der Umstand, dass Einzelnukleotidpolymorphismen in einem Linkage Disequilibrium
stehen konnten, in der Regel nicht selbstverstiandlich in das Studiendesign einbezo-
gen. Die Untersuchungen dieser Arbeit legen jedoch nahe, dass das Linkage Disequi-
librium ein wichtiger Faktor in der Beurteilung von Einzelnukleotidpolymorphismen

hinsichtlich ihrer Assoziation mit klinischen Ereignissen darstellen konnte.

95



4 Diskussion

4.6 Uni- und multivariate Analyse

In der Auswertung der univariaten Analyse erscheinen das Alter, das weibliche Ge-
schlecht, die eingeschrinkte linksventrikulare Pumpfunktion, die Hospitalisierung
bei akutem Koronarsyndrom, der Diabetes mellitus und der homozygote Genotyp
fir rs1654419 (AA-Allel), rs1671153 (GG-Allel) und rs1613662 (GG-Allel) als signi-
fikante Pradiktoren fiir die Mortalitat unter den Patienten.

In der multivariaten Analyse hingegen bleiben nur die Genotypen von rs1654419
(AA-Allel), bzw. rs1671153 (GG-Allel) und rs1613662 (GG-Allel), sowie das Alter,
die eingeschrankte Pumpfunktion und das akute Koronarsyndrom als signifikante
Pradiktoren nach der Adjustierung bestehen.

Zu beachten ist das Linkage Disequilibrium der Einzelnukleotidpolymorphismen
rs1654419, rs1671153 und rs1613662. Daher sind diese Einzelnukleotidpolymorphis-
men in der univariaten und auch der multivariaten Analyse als signifikant zu be-
trachten.

Bislang sind die Ergebnisse dieser Arbeit hinsichtlich der Assoziation der Ein-
zelnukleotidpolymorphismen rs1654419 (AA-Allel) und rs1671153 (GG-Allel) mit
einer erhohten Mortalitat einzigartig auf dem Gebiet der GP6 Genforschung. Soweit
bekannt, ist dies der erste Bericht eines moglichen prognostischen Einflusses von
rs1671153, rs1654419 und rs1613662 auf das klinische Outcome bei Patienten mit

kardiovaskuldrer Erkrankung.

4.7 Limitationen dieser Studie

Als limitierende Faktoren sind in dieser wissenschaftlichen Arbeit die potenziell zu

geringen Fallzahlen und ausgesprochene Heterogenitat der Population zu betrachten.

Retrospektiv zeigt sich als weiterer limitierender Faktor, dass die funktionale
Zellantwort der Thrombozyten und andere Aktivitdtsmarker, wie beispielsweise das
l6sliche Glykoprotein VI, nicht berticksichtigt wurden. Dadurch wird das Ausmaf
der thrombozytiaren Reaktion moglicherweise unterschétzt. Hier ist jedoch einzu-
wenden, dass erst diese Arbeit diesen limitierenden Faktor aufzeigt und so deutlich

wird, dass dieser Faktor in zukiinftigen Studien unbedingt inkludiert werden muss.

Bislang wurde in Untersuchungen in der Literatur das Linkage Disequilibrium
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nicht konsequent mit in das Studiendesign einbezogen. Diese Arbeit zeigt die Wich-
tigkeit dieses Aspektes bei der Beurteilung der Ergebnisse. Forschungsergebnisse,
die das Linkage Disequilibrium nicht miteinbeziehen werden durch diesen fehlenden

Faktor limitiert.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Glykoprotein VI ist ein thrombozytarer Kollagenrezeptor und wichtiger Bestand-
teil der primiren Hamostase [3]. Er vermittelt die Bindung der Thrombozyten an
freigelegtes Kollagen der extrazelluliren Matrix. Weitaus entscheidender ist jedoch
seine Rolle bei der Thrombozytenaktivierung: ein Vorgang, der durch die von Gly-
koprotein VI ausgeloste intrazellulare Signalkaskade mediiert wird und letztlich in
die Thrombozytenaggregation und Thrombusbildung miindet. Glykoprotein VI ist
neben seiner physiologischen Funktion auch an der Atheroprogression und Pathoge-
nese thrombembolischer Ereignisse beteiligt.

Kardiovaskuldre Erkrankungen, die auf dem Boden der Atherosklerose entstehen,
insbesondere der akute Myokardinfarkt und der ischdamische zerebrale Schlaganfall,
gelten weltweit als fiihrende Ursachen fiir Mortalitat und Morbiditat [12, 86, 87,
129, 175]. Sie stellen die heutige Medizin weiterhin vor grofie Herausforderungen,
beispielsweise bei der Verbesserung therapeutischer Moglichkeiten und préaventiver
Mafinahmen.

In multiplen Studien konnten Alterationen der Glykoprotein VI-Expression und
verdnderte Signalwirkung mit dem Auftreten solch thrombembolischer Ereignisse
in Verbindung gebracht werden [176]. Aus diesem Grund ist der thrombozytéare
Kollagenrezeptor Glykoprotein VI weiterhin fester Bestandteil der medizinischen
Forschung.

Seit vielen Jahren sind zudem genetische Komponenten bei der koronaren Herzer-
krankung und bei arteriellen Thrombosen bekannt [127-131, 177]. Weiterhin ist das
Auftreten eines frithen Todes an den Folgen koronarer Herzerkrankung ein starker
Pradiktor fiir das Vorliegen genetischer Veranderungen [139, 177]. Auch beim GP6
Gen, welches dem Kollagenrezeptor Glykoprotein VI auf genetischer Ebene zugrun-
de liegt, konnten Assoziationen zu thrombembolischen Ereignissen und koronarer
Herzerkrankung hergestellt werden [117, 124, 125, 136-140].
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Diese wissenschaftliche Arbeit widmet sich der Untersuchung ausgewéahlter Ein-
zelnukleotidpolymorphismen des GP6 Gens und deren mogliche Auswirkungen auf
die thrombozytare Glykoprotein VI-Expression und das klinische Outcome bei Pa-

tienten mit koronarer Herzerkrankung.

Analysiert wurden die folgenden vier vielversprechend erscheinenden Einzelnu-
kleotidpolymorphismen: rs1613662, rs1671153, rs1654419 und rs12610286. Dabei

sind besonders die folgenden Untersuchungsergebnisse hervorzuheben.

Die beiden homozygoten Haplotypen der Einzelnukleotidpolymorphismen
rs1671153 (GG-Allel) und rs1654419 (AA-Allel) waren mit einer erhhten Mortalitét
der Trager assoziiert. Soweit bekannt, ist dies der erste Bericht eines potenziellen
prognostischen Einflusses von rs1671153 und rs1654419 auf das klinische Outcome

bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung.

Entgegen der Erwartung des initialen Studiendesigns zeigt der Einzelnukleotid-
polymorphismus rs12610286 keinerlei signifikante Unterschiede in den klinischen
Endpunkten oder der Glykoprotein VI-Expression. Die Expressionslevel aller Allele
dieses Einzelnukleotidpolymorphismus lagen zwischen 35.992 und 36.761 und unter-

scheiden sich so kaum. Der erreichte p-Wert lag bei 0,833.

Retrospektiv wird deutlich, dass die funktionale Zellantwort der Thrombozyten
und andere Aktivitdtsmarker in zukiinftigen Studien unbedingt inkludiert werden
miissen, um klinische Auswirkungen des Glykoprotein VI, des GP6 Gens und der

Glykoprotein VI-Expression suffizient beurteilen zu kénnen.

Nach bestem Wissen zeigt diese Arbeit zum ersten Mal ein Linkage Disequilibrium
zwischen den Einzelnukleotidpolymorphismen rs1654419, rs1671153 und rs1613662.
So zeigt diese Arbeit, dass hochstwahrscheinlich eine Kombination aus genetischen
Risikofaktoren zur Pradestinierung und Entstehung thrombembolischer Komplika-

tionen beitragt, als lediglich der Effekt einzelner Risikogene.

Die folgenden weiteren Ergebnisse dieser Arbeit konnen mit bisherigen Berichten

in der Literatur in Einklang gebracht werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Hinsichtlich der Glykoprotein VI-Expression ergaben die durchflusszytometrischen
Analysen kontroverse Ergebnisse. Bei den drei Einzelnukleotidpolymorphismen
rs1613662, rs1654419 und rs1671153 waren die Unterschiede zwischen den Expres-
sionslevel ihrer verschiedenen Allele statistisch signifikant, beim Einzelnukleotidp-
olymorphismus rs12610286 hingegen nicht. Dieses Resultat deckt sich mit weiteren
Forschungsergebnissen in der Literatur [144, 145, 166].

In der Gesamtschau unterstiitzen die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypothese, dass
der Genotyp des Glykoprotein VI weniger Einfluss auf die thrombozytéren Glyko-

protein VI-Expressionslevel nimmt, als bisher angenommen wurde.

Homozygote Minor-Allel (GG-Allel) Trager des rs1613662, dem in der GP6 Gen-
forschung bisher am meist untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismus, wiesen ten-
denziell hohere Myokardinfarktzahlen und eine erhohte Mortalitat auf, was mit di-
versen Studien auf diesem Gebiet in Einklang gebracht werden kann [124, 137, 139,
143].

Insgesamt erscheint das Gebiet der Genetik sehr komplex und der konkrete Ein-
fluss einzelner GP6 Einzelnukleotidpolymorphismen auf die thrombozytéire Glyko-
protein VI- Expression und die Entstehung thrombembolischer Ereignisse kann nicht
auf eine abschliefende Formel heruntergebrochen werden. Bis zur kompletten Ent-
schliisselung der Komplexitat der Pathogenese kardiovaskuldrer Ereignisse, insbe-
sondere vor dem Hintergrund genetischer Aspekte, ist es wichtig, die Forschung auf
diesem Gebiet fortzufithren und weitergreifende Analysen anzustreben. Dies zeigen

die Ergebnisse dieser Arbeit eindriicklich.

Kiinftige Forschungen sollten neben dem Screening auf genetische Risikogene um
folgende Messungen erweitert werden: Messung der Expressionslevel verschiedener
thrombozytéirer Rezeptoren, Analyse der Signaltransduktion im Rahmen der Throm-

bozytenaktivierung und Messung weiterer zellularer Effekte.

Die Ergebnisse aus dieser wissenschaftlichen Arbeit untermauern die Wichtigkeit
von Glykoprotein VI als vielversprechendes therapeutisches Target bei kardiovas-
kuldren Erkrankungen, insbesondere bei arteriellen thrombembolischen Ereignissen,

wie dem akuten Myokardinfarkt und dem zerebralen ischdmischen Schlaganfall.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Es existieren bereits diverse Untersuchungen zur gezielten Inhibierung beziehungs-
weise Ausschaltung von Glykoprotein VI, beispielsweise mittels kompetitiver In-
hibierung oder Immunodepletion [14, 30, 38, 178-194]. Potenzielle therapeutische
Einsatzmoglichkeiten und klinische Auswirkungen [180, 182184, 186-188, 193-196]

werden bereits evaluiert.

In den bisherigen Experimenten war die Hemmung von Glykoprotein VI bzw. Auf-
hebung der Glykoprotein VI Wirkung nicht mit einem wesentlich erhéhten Blutungs-
risiko verbunden, was eine sichere Anwendung am Menschen potenziell ermoglicht
[30, 182, 188-190]. Diese Beobachtungen werden durch die Erfahrungen mit Patien-
ten, die unter einem genetischen Glykoprotein VI Defekt leiden [30, 147, 148, 178§]

und vorangegangene Studien [30, 100, 197] weiter unterstiitzt.

Neben der Moglichkeit Glykoprotein VI als therapeutisches Target anzuwenden,
birgt Glykoprotein VI zusétzlich das Potenzial einen Beitrag zur Pravention kardio-

vaskularer Komplikationen zu leisten.

Im Bereich der Humanmedizin hat ein Paradigmenwechsel von starren Therapie-
regimen hin zur vielfiltigen, personalisierten Medizin, welche genetische Aspekte
berticksichtigt, in vielen Bereichen bereits begonnen (exemplarisch [198-201)). In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass genetische Varianten des Glykoprotein VI einen
Einfluss auf das Auftreten thrombembolischer Ereignisse und Outcome bei Patien-

ten mit koronarer Herzerkrankung haben kénnen.

Zum ersten Mal konnte ein potenzieller prognostischer Einfluss von rs1671153 und
rs1654419 auf das klinische Outcome bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung

nachgewiesen werden.

Mit diesem Wissen und gestiitzt auf multiple andere Studien erscheint es logisch,
kiinftig genetische Screeninguntersuchungen in die Therapie und Pravention der ko-
ronaren Herzerkrankung zu implementieren. Bis dahin sind weitergehende Forschun-
gen im Bereich des Glykoprotein VI und seiner genetischen Aspekte notwendig, um
individualisierte Therapien fest zu etablieren und eine prazise Risikostratifizierung

zu entwickeln.
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