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Abteilung Innere Medizin III

(Schwerpunkt: Kardiologie und Angiologie)

Polymorphismen des GP6 Gens in Assoziation
mit der thrombozytären Expression des
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1.2.2 Sekundäre Hämostase . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5

1.3 Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfläche . . . . . . . . . . . . . . 7
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2.1 Schematische Darstellung FACS-Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.2 Schematische Ergebnisdarstellung mittels Dot-Plot . . . . . . . . . . 30

3.1 Graphische Darstellung der FACS-Analyse einer exemplarischen Probe 41
3.2 Histogramme der Fluoreszenzintensität der FACS-Analyse einer ex-

emplarischen Probe . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
3.3 Graphische Darstellung der GPVI-Expressionslevel des rs1613662 -

Durchflusszytometrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
3.4 Graphische Darstellung der GPVI-Expressionslevel des rs1654419 -

Durchflusszytometrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
3.5 Graphische Darstellung der GPVI-Expressionslevel des rs1671153 -

Durchflusszytometrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
3.6 Graphische Darstellung der GPVI-Expressionslevel des rs12610286 -

Durchflusszytometrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

v



Tabellenverzeichnis
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1 Einleitung

Kardiovaskuläre Erkrankungen verursachen in den westlichen Industrieländern die
meisten Todesfälle.

Der 31. Deutsche Herzbericht 2019 schreibt in seinem Bericht über die zehn
häufigsten Todesursachen im Jahr 2018, dass an erster Stelle der häufigsten Todes-
ursachen in Deutschland die chronisch ischämische 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 Mortalitätsrate bei den Herz-Kreislauferkrankungen ist die
Forschung nach dem besseren Verständnis der Entstehung und der Therapie für die
Bevölkerung von großer Bedeutung. Diese wissenschaftliche Arbeit beschäftigt sich
mit Polymorphismen des GP6 Gens in Assoziation mit der thrombozytären Expres-
sion des Glykoproteins VI und kardiovaskulären Ereignissen. Glykoprotein VI ist ein
Kollagenrezeptor der äußeren Thrombozytenmembran und spielt in der physiologi-
schen Hämostase eine wichtige Rolle. Insbesondere ist das Glykoprotein VI entschei-
dend für die Initiierung der Aktivierung der Thrombozyten und hieraus folgender
Thrombusbildung im Bereich verletzter Gefäßwandareale. Zudem ist Glykoprotein
VI an der Entstehung thrombembolischer und ischämischer kardiovaskulärer 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 könnte ein Baustein für eine
personalisierte Medizin und damit einen Weg für eine individuelle Therapie für die
Patienten vorgeben oder zumindest eine Prognose für den weiteren Verlauf der Er-
krankung weisen.

1.1 Der Thrombozyt allgemein
Thrombozyten stellen die kleinsten korpuskulären Bestandteile des Blutes dar und
werden durch Abschnürung von Megakaryozyten im Knochenmark gebildet [2, 3].
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1 Einleitung

Die physiologische Funktion der Thrombozyten besteht darin, Blutungen durch Bil-
dung eines Gefäßwandthrombus zu stillen. Auf diese Weise sollen Blutverluste auf
ein Minimum beschränkt und die Integrität der Blutgefäße aufrechterhalten werden
[3]. Thrombozyten leisten somit einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung von
Sauerstoff- und Nährstoffversorgung des Gewebes im menschlichen Körper [3].

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

Ruhende Thrombozyten können durch Agonisten wie Thrombin [6] und Adeno-
sindiphosphat (ADP) oder durch Adhäsionsvorgänge, wie z.B. Adhäsion an verletz-
tes Gefäßendothel 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 verfügen in ihrem Inneren über diverse Speichergranula [3].
Diese Granula enthalten verschiedene Substanzen, die beispielsweise proaggregato-
risch wirksam sind (ADP, Ca2+, Serotonin) oder Einfluss auf biologische Funktionen,
wie Thrombozytenadhäsion, -aggregation und Inflammation, haben [3].

Thrombozyten tragen darüber hinaus durch ihre Fähigkeit proangiogenetische
Zytokine und Wachstumsfaktoren freisetzen zu können zur Aufrechterhaltung der
Intaktheit von Blutgefäßen bei [3].

Neben ihrer Funktion der Aufrechterhaltung vaskulärer Integrität sind Thrombo-
zyten auch an der Pathogenese der Atherosklerose und thrombembolischer Ereig-
nisse beteiligt [3, 7–14]. Die hierbei entstehenden Blutgerinnsel können zu lebens-
bedrohlichen Krankheitsbildern, wie dem akuten Myokardinfarkt und ischämischen
Schlaganfall führen [12].
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von 5 bis 15 Minuten nach der Verletzung der sekundäre
oder stabile Blutpfropf. Durch den Blutgerinnungsfaktor
XIII (Transglutaminase) wird die Assoziation der Fibrinmo-
leküle über die Ausbildung kovalenter Quervernetzungen
weiter stabilisiert.

Die Protease Thrombin katalysiert die Umwandlung des
Fibrinogen zum Fibrin (Abbildung 4). Thrombin selbst ent-
steht durch Spaltung seines inaktiven Vorläufers, dem Pro-
thrombin (Gerinnungsfaktor II) [9]. Diese Thrombinakti-
vierung wird vom Gerinnungsfaktor Xa zusammen mit dem
aktivierten Faktor Va katalysiert. Der Faktor V wird in einer
sich selbst verstärkenden Schleife von Thrombin aktiviert.
Der ebenfalls zunächst inaktive Faktor X kann auf zwei We-
gen aktiviert werden, dem extrinsischen oder intrinsischen
Weg.

Im Körper scheint der extrinsische Weg der wichtigere
und physiologisch relevantere Aktivierungsweg für Faktor
X zu sein. Dabei wird in Sekundenschnelle Gewebsthrom-
boplastin aus dem verletzten Gewebe freigesetzt. In Ge-
genwart von Ca2+-Ionen und Phospholipiden, insbesonde-
re Phosphatidylserin, aktiviert es den Blutgerinnungsfaktor
VII, der wiederum den Faktor X proteolytisch spaltet.

Der intrinsische Weg nimmt seinen Ausgang in Protea-
sen, die aus der Gefäßwand stammen. In Gegenwart von
sulfathaltigen Glykosphingolipiden und Phospholipiden be-
reits abgelagerter Blutplättchen wird der Faktor XII akti-
viert, der nun binnen weniger Minuten die Aktivierungs-
kaskade über Faktor XI und Faktor IX fortsetzt (Abbildung
4). Zusammen mit dem durch Thrombin aktivierbaren Fak-
tor VIII spaltet der aktive Faktor IXa schließlich Faktor X in
seine aktive Form.

Thrombin und die meisten Gerinnungsfaktoren sind Se-
rinproteasen und evolutionär miteinander verwandt. Eini-
ge Gerinnungsfaktoren (Thrombin, Faktoren VII, IX und X)
weisen ein weiteres Charakteristikum auf. Sie enthalten in
einem Teil des Proteins (Domäne) mehrere Reste der Ami-
nosäure γ-Carboxyglutamat, die aus Glutamatresten in ei-
ner Vitamin K-abhängigen Reaktion nach der Proteinsyn-
these in der Leberzelle entstehen. Mittels dieser γ-Car-
boxyglutamatreste können die Gerinnungsfaktoren Ca2+-Io-
nen komplexieren, über die sie mit den Membranphos-
pholipiden der Blutplättchen wechselwirken. Für die Akti-
vität der Gerinnungsfaktoren ist dies essentiell.

Die Gerinnungsfaktoren sind in Serie geschaltet. Da je-
de Protease viele Substratproteasen aktiviert, ermöglicht
die Gerinnungskaskade eine enorme Verstärkung des ge-
rinnungsauslösenden Signals. Diese lawinenartige Bereit-
stellung von Fibrin gewährleistet, dass nur im örtlich und
zeitlich eng begrenzten Gebiet der Verletzungsstelle ein Fi-
brinnetzwerk entsteht, das die Wunde schließt. Im restli-
chen Blutkreislauf dagegen unterbleibt die Blutgerinnung.
Um Fehler in der Gerinnungskaskade mit fatalen Konse-
quenzen zu vermeiden, sind mehrere Kontrollmechanismen
eingeschaltet. Zum einen können die Gerinnungsfaktoren
durch Hemmstoffe in Schach gehalten, oder aber durch an-
dere Proteasen inaktivierend abgebaut werden (Abbildung

4). Als Proteasehemmstoff liegt im Blut Antithrombin vor,
das an Thrombin und die Faktoren IXa, Xa, XIa und XIIa bin-
det und ihre katalytische Aktivität blockiert. Antithrombin
wird in seiner inhibierenden Wirkung durch die Bindung
von Heparin deutlich verstärkt. Heparin gehört zur Stoff-
gruppe der Glycosaminglykane [11]. Es wird u.a. von Mast-
zellen in Lunge und Leber gebildet und besteht aus ca. 10
bis 100 sich wiederholender Disaccharideinheiten, die vie-
le Sulfatreste tragen. Dagegen baut Protein C die
Gerinnungsfaktoren Va und VIIIa und hemmt so eine über-
schießende Blutgerinnung.

Fibrinolyse und Regeneration
Der Thrombus dichtet nicht nur das eröffnete Blutgefäß ab,
sondern ist bereits eine provisorische extrazelluläre Matrix,
die zur Wiederherstellung (Regeneration) des verletzten Ge-
webes dient. Angelockt von Wachstumsfaktoren, z.B. dem
Plättchen-Wachstumsfaktor (Platelet-derived Growth Fac-
tor, PDGF), wandern Fibroblasten in den Blutpfropf ein. In
wenigen Tagen bauen sie das Fibrinnetzwerk ab, um es
gleichzeitig durch das wesentlich stabilere Netzwerk von
Kollagenfibrillen zu ersetzen. Die Demontage des Fibrin-
netzwerks wird von der Serinprotease Plasmin bewerkstel-
ligt [12]. Sie entsteht durch partielle proteolytische Spaltung
aus seiner inaktiven Vorstufe, dem Plasminogen, durch Plas-
minogenaktivatoren. Dabei werden zwei Typen unter-
schieden: der Gewebsplasminogenaktivator (tissue-type
plasminogen activator, tPA) und der Urokinase-Plasminoge-
naktivator (uPA). Durch Aktivierung entweder des Plasmins
oder der Plasminogenaktivatoren können pharmazeutische
Fibrinolytika pathologische Blutgerinnsel auflösen (Ta-
belle 1).

Abb. 5 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ruhenden (A) und durch
Kollagen aktivierten (B) Thrombozyten, des Fibrinnetzwerkes (C), sowie eines akti-
vierten Thrombozyten im Fibrinnetzwerk (D). [Für die Hilfe bei der Herstellung dieser
Bilder wird Dr. A. Navdaev (Arbeitsgruppe des Autors, Institut für Physiologische Chemie,
Universitätsklinikum Münster) gedankt.]

Abbildung 1.1: Mit einem Durchmesser von 2-4 µm stellen Thrombozyten die kleins-
ten korpuskulären Blutbestandteile dar [2]. Im peripheren Blut eines Menschen finden
sich physiologischerweise 150.000 bis 400.000 Thrombozyten pro µl 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 Hämostase
Thrombozyten stellen, wie bereits dargelegt, eine wichtige Komponente im phy-
siologischen Prozess der Blutstillung dar, welcher auch als Hämostase bezeichnet
wird. Die Hämostase ist ein komplexer Vorgang, der sich in primäre und sekundäre
Hämostase gliedern lässt, welche fließend ineinander übergehen. Diese sollen nun im
Folgenden genauer erläutert werden.
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1 Einleitung

1.2.1 Primäre Hämostase

Durch Läsionen der Gefäßwand jedweder Ursache wird die endotheliale Integrität
des Blutgefäßes aufgehoben und es werden auf diese Weise Komponenten der extra-
zellulären Matrix freigelegt. Dieser Vorgang stellt den Hauptauslöser für die Bildung
eines hämostatischen Thrombus dar [7]. Dieser soll zu einem primären Verschluss
der verletzten Gefäßstelle führen und exzessive Blutverluste verhindern.

Der Vorgang der primären Hämostase beinhaltet mehrere Teilschritte, bei denen
die Thrombozyten und deren Interaktion mit dem Gefäßendothel im Vordergrund
stehen [3]. Diese Schritte lassen sich in Thrombozytenadhäsion, -aktivierung und
-aggregation zusammenfassen und resultieren in der Bildung eines thrombozytenrei-
chen, eines sogenannten weißen, Thrombus [3].

Unter den Bedingungen eines hohen Blutflusses [16] müssen die im Blut zirkulie-
renden Thrombozyten in einem ersten Schritt zunächst an die betroffene Gefäßstelle
rekrutiert werden [3, 9, 16]. Dies geschieht durch Interaktionen zwischen dem throm-
bozytären GPIb alpha Rezeptor und dem von-Willebrand-Faktor (vWF), welcher
am freigelegten Kollagen der extrazellulären 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 erhöhten Blu-
tungsneigung leiden [3, 18]. Die Bindung zwischen dem GPIb alpha Rezeptor und
dem vWF verfügt jedoch über eine große Dissoziationsrate und kann daher kei-
ne stabile Adhäsion vermitteln [16, 19]. Dies macht zusätzliche Ligand-Rezeptor-
Interaktionen zwischen den Thrombozyten und der exponierten extrazellulären Ma-
trix erforderlich [17]. Durch diese schwache Bindung ”rollen“ die Thrombozyten in
gewisser Weise zunächst über die beschädigte Gefäßstelle und werden verlangsamt
[16]. Nun ergibt sich die Möglichkeit, dass das ebenfalls auf der Thrombozyten-
oberfläche lokalisierte Glykoprotein VI direkt an seinen Liganden das freigelegte
Kollagen der extrazellulären Matrix binden kann [4, 20–22]. Diese direkte Glyko-
protein VI-Kollageninteraktion ist unabdingbar für die initiale Thrombozytenrekru-
tierung und die darauffolgende Initiierung der stabilen Thrombozytenadhäsion und
-aggregation, sowie des Thrombuswachstums [14, 19].

Durch den Kontakt von Glykoprotein VI mit Kollagen werden intrazelluläre Sig-
nalkaskaden induziert, welche dazu führen, dass die auf der Thrombozytenmembran
lokalisierten Integrine α2β1 und αIIbβ3 ihren Zustand von einem niedrig-affinen in
einen hoch-affinen Status ändern [22]. Die Bindungen von Integrin α2β1 an Kolla-
gen und von Integrin αIIbβ3 an den vWF stellen die Grundlage der stabilen, irre-
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versiblen Adhäsion dar [17]. Zudem initiiert die Glykoprotein VI-Signalkaskade (s.
Kap. 1.4.1) die Aktivierung und Formänderung der adhärenten Thrombozyten sowie
die Ausschüttung von Inhaltsstoffen aus thrombozytären Speichergranula [3, 4, 19].
Lösliche Agonisten wie Adenosindiphosphat (ADP) und Thromboxan A2 werden in
die unmittelbare Umgebung freigesetzt, wo sie den Aktivierungsprozess verstärken
und die Rekrutierung noch ruhender Thrombozyten sowie das Thrombuswachstum
fördern [3, 19, 23, 24]. Darüber hinaus wird die Aktivierung der Integrine induziert,
was zum Adhäsionsprozess beiträgt [19, 22, 25, 26]. Die verbesserte Adhäsion ihrer-
seits führt wiederum zu einer verbesserten Glykoprotein VI-Kollageninteraktion. Es
kommt zur vermehrten Signalwirkung und somit zu einem Prozess, der sich selbst
verstärkt [19, 27, 28].

Noch im Blut zirkulierende Thrombozyten treten durch die aktivierten Integri-
ne αIIbβ3, auch als GPIIb/IIIa bezeichnet, mit den bereits an der Gefäßläsion
adhärenten Thrombozyten in Verbindung [4]. Nur wenn die Thrombozyten akti-
viert sind, kann die irreversible Verknüpfung von Thrombozyten miteinander via
GPIIb/IIIa und Fibrinogen erfolgen [3, 4].

1.2.2 Sekundäre Hämostase

Der primär entstandene thrombozytenreiche Thrombus ist relativ instabil [3]. Erst
in der sekundären Hämostase kommt es zur Konsolidierung dieses Thrombus und
zu einer effizienten und anhaltenden Blutstillung [3]. Die sekundäre Hämostase 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 Oberfläche für das Zusammenfügen von funktionstüchtigen Enzymkomplexen
der plasmatischen Gerinnungskaskade dar, welche für die Bildung von alpha Throm-
bin benötigt wird [3, 4, 9, 30, 31]. Dieses Thrombin gehört zu den potentesten
Plättchenaktivatoren [3, 4, 6]. Darüber hinaus stabilisiert es den bereits existenten
primären weißen Thrombus durch die Bildung von Fibrinpolymeren [3, 4]. Hieraus
entstehen feste Fibrinnetze und es kommt zur Bildung des stabilen, sekundären
Thrombus [3, 4].
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Fibrinnetze

limitierende Faktoren
NO, Prostazyklin Thrombin

Fibrinpolymere

ehemals verletzte 
Gefäßwand

Blutgefäßwand

Thrombozyten

- +

Abbildung 1.2: Nach Bildung des primären, thrombozytenreichen Thrombus er-
folgt in der sogenannten sekundären Hämostase 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 Gefäßstelle bei [3–5]. Thrombozyten verfügen über Me-
chanismen, welche die Antwort auf Kollagen und damit den Thrombus in seinem
Ausmaß begrenzen [4, 7, 33]. Das Risiko einer unkontrollierten Thrombusformation
soll somit vermieden werden. Zusätzlich 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 Gefäßareal beitragen [3–5, 7]. Abbildung 1.2 stellt die sekundäre Hämostase
in einer Übersicht schematisch dar.

Thrombozyten spielen nicht nur eine wichtige Rolle bei der Hämostase, 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 veränderten Arteri-
en kann es im Rahmen einer Thrombozytenaktivierung auch zur Thrombusbildung
und Okklusion von Blutgefäßen kommen [7, 8, 12]. Diese arteriellen Blutgerinnsel
bestehen hauptsächlich aus Thrombozyten und Fibrin [7] und können thrombembo-
lische Ereignisse, wie beispielsweise einen akuten Myokardinfarkt oder ischämischen
Schlaganfall, auslösen [12].
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1.3 Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfläche
Thrombozyten sind anukleäre Zellen [3]. In Thrombozyten ist die Proteinsynthese
daher in der Weise, wie sie in anderen größeren Blutzellen stattfindet, nicht möglich
[3]. Aus diesem Grund verfügen Thrombozyten von vornherein über eine große Viel-
zahl an verschiedenen Oberflächenrezeptoren, mit denen sie mit ihrer Umwelt in
Kontakt treten können [3, 4, 35]. Mit diesen Rezeptoren sind Thrombozyten in der
Lage mit anderen Thrombozyten, Bestandteilen der extrazellulären Matrix, anderen
plasmatischen Komponenten, Endothelzellen oder gar Leukozyten zu interagieren
[3, 4, 35, 36].

Die Glykoproteine, welche auf der thrombozytären Plasmamembran sitzen, wer-
den anhand ihrer molekularen Struktur in verschiedene Gruppen eingeteilt. So verfü-
gen Thrombozyten beispielsweise über Integrine, Leuzin-reiche Glykoproteine, Se-
lektine und immunglobulinähnliche Rezeptoren [3]. In Tabelle 1.1 findet sich ein
Auszug wichtiger Rezeptoren der thrombozytären Oberfläche.

Den Kollagenrezeptoren auf der thrombozytären Membranoberfläche kommt ei-
ne besondere Bedeutung zu, da sie an der initialen Kontaktherstellung zwischen
Thrombozyten und einer verletzten Gefäßwand beteiligt sind und so die Ausbil-
dung eines hämostatischen Thrombus ermöglichen [4, 19, 22, 25, 35]. Die Kolla-
gene der extrazellulären Matrix, welche bei endothelialen Läsionen dem Blutfluss
exponiert werden, sind wichtige Aktivatoren von Thrombozyten [4, 35, 41]. Throm-
bozyten verfügen über zwei Hauptrezeptoren, die Kollagen binden: das Integrin
α2β1, welches zur stabilen Adhäsion beiträgt, sowie das Glykoprotein VI, welches
hauptsächlich für Signalwirkung und konsekutiver Thrombozytenaktivierung ver-
antwortlich ist [4, 19, 35]. Abgesehen hiervon kann der GP Ib-V-IX Komplex als in-

Klassifizierung Elektrophoretische Ligand Anzahl
Klassifizierung pro Thrombozyt

Integrine: α2β1 GPIa-IIa Kollagen 1000
Integrine: αIIbβ3 GPIIb-IIIa vWF, Fb, u.a. 60.000 - 100.000
Leuzin-reiche GPIb-V-IX vWF, Thrombin 25.000Glykoproteine
Selektine P-Selektin PSGL-1, u.a. 12.000
immunglobulinähnliche GPVI Kollagen 3700-9600Adhäsionsrezeptoren

Tabelle 1.1: Glykoproteine der Thrombozytenoberfläche (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 über den von-Willebrand-Faktor
als überbrückendes Molekül 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 ausführlicher dargestellt.

1.4 Das Glykoprotein VI
Das Glykoprotein VI ist ein bedeutender Kollagenrezeptor der äußeren Thrombozy-
tenmembran. Seine Expression ist auf Megakaryozyten und Thrombozyten begrenzt
[19, 42–44]. Tabelle 1.1 liefert einen kurzen Überblick über die Glykoproteine der
Thrombozytenoberfläche 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 Autoantikörper gegen ein ca. 60-65 kDa großes 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 frühen Forschungsergebnisse deuteten erstmals darauf hin, dass es sich bei
Glykoprotein VI um einen wichtigen Kollagenrezeptor handeln muss [46].

In der Folge wurden einige Fälle 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 unterstützt, dass diese Patienten eine gestörte
Antwort auf eine Kollagenstimulation aufwiesen [19, 47–49].

Bald wurde deutlich, dass das Glykoprotein VI sogar eine Schlüsselrolle in der
Gerinnungskaskade einnimmt [19]. Es trägt zur initialen Thrombozytenadhäsion
an die verletzte Gefäßwand bei [14, 19, 22] und ist maßgeblich an der Induktion
der Folgeschritte beteiligt, welche zur Thrombozytenaktivierung, -aggregation und
Bildung eines hämostatischen Thrombus führen [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 immunglobulinähnlichen Rezeptoren gezählt [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 Aminosäuren und verfügt über ein Molekularge-
wicht von 60-65 kDa [19, 44, 45]. Die Anzahl an Glykoprotein VI-Rezeptoren auf
der äußeren 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 Thrombozytenoberfläche 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 höherer Affinität an Kollagen, als die monomere Form
[51]. Die dimere Glykoprotein VI-Form wird auch auf ruhenden Thrombozyten ex-
primiert, allerdings in geringerer Anzahl [53]. Zusätzlich kommt es zur Dimerisierung
einzelner Glykoprotein VI-Rezeptoren, sowohl im Rahmen der Thrombozytenakti-
vierung [52–54], als auch ADP-getriggert [54]. Die Thrombozytenadhäsion an Kolla-
gen führt zudem auch zur Bildung regelrechter Glykoprotein-VI-Dimer-Cluster, was
die Kollagenavidität zusätzlich erhöht [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-ähnliche Extrazellulärdomänen, welche durch
Disulfidbrücken miteinander verbunden sind und an einem Muzin-ähnlichen Stiel
befestigt sind [19]. Über einen transmembranären Anteil wird die Verbindung zu
einem kurzen, zytosolischen Schwanz hergestellt [42, 44, 61]. Die transmembranäre
Region wird für die Assoziation mit der FcR gamma-Kette benötigt [62–64]. Der
zytosolische Schwanz des Glykoprotein VI-Rezeptors verfügt ebenfalls über Interak-
tionsstellen, u.a. für die FcR gamma-Kette aber auch andere Proteine [19, 60, 63].

Die Aktivierung des Glykoprotein VI-Rezeptors löst umfangreiche Schritte aus,
die letztlich zur Thrombozytenaktivierung und Thrombozytenaggregation führen
und für eine erfolgreiche Hämostase 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 daraufhin die Tyrosinkinase Syk gebunden und
aktiviert [19]. Dadurch werden komplexe intrazelluläre Vorgänge im Thrombozyten
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Extrazellulär-
Domäne

Muzin-
ähnlicher

Stiel

FCR gamma-Kette

ITAM

Extrazellulär Intrazellulär

transmembraner Anteil
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Abbildung 1.3: Glykoprotein VI wird aufgrund seines molekularen Aufbaus zu den
immunglobulinähnlichen Rezeptoren gezählt. Auf der äußeren Thrombozytenmem-
bran bildet Glykoprotein VI einen funktionalen Komplex mit der FcR gamma-Kette,
welche als signaltransduzierender Teil des Rezeptors fungiert. Zwei immunglobulin-
C2-ähnliche Extrazellulärdomänen sind über Disulfidbrücken miteinander verbunden
und hängen an einem Muzin-ähnlichen Stiel. Dieser wiederum tritt über den trans-
membranären Rezeptoranteil mit dem zytosolischen Schwanz im Inneren des Throm-
bozyten in Verbindung. Die Aktivierung des Glykoprotein VI Rezeptors führt 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-
lulären Signalkaskade darstellt. Die Signalkaskade mündet in der Aktivierung von
Thrombozyten und Granulafreisetzung. Schematische Abbildung, angelehnt an Ab-
bildung 1 aus [19].

ausgelöst, welche letzlich zur Aktivierung verschiedener Effektorenzyme, wie z.B.
kleine G-Proteine und Phospholipase-Cy2, führt. Dieser gesamte Prozess zielt darauf
ab, die Thrombozyten zu aktivieren und Granula freizusetzen [19, 52, 54, 65–67].

Glykoprotein VI existiert darüber hinaus auch als kleinere, lösliche Form (55 kDa),
die im Plasma zirkuliert [68, 69]. Lösliches Glykoprotein VI entsteht durch Ab-
spaltung, sogenanntes ”shedding“, von der Thrombozytenoberfläche [70]. Dies kann
durch verschiedene Faktoren ausgelöst werden, wie beispielsweise durch die Bindung
an Kollagen [68, 71], hohe Scherkräfte [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 primären Hämostase und insbeson-
dere bei der Initiierung der Thrombozytenaktivierung, wie es bereits in Kapitel 1.2.
beschrieben wurde. Fibrilläres Kollagen, der Ligand des Glykoprotein VI-Rezeptors,
ist Bestandteil der extrazellulären Matrix und wird bei Gefäßwandschäden dem
Blutstrom exponiert [35, 41]. Im Blut zirkulierende Thrombozyten binden mittels
Glykoprotein VI an hierdurch freigelegtes Kollagen, was zu deren Adhäsion, aber
vor allem zu deren Aktivierung und Aggregation führt [4, 19].

Die direkte Bindung von Glykoprotein VI an freigelegtes Kollagen ist entschei-
dend für die erste lockere Bindung der Thrombozyten an die verletzte Gefäßwand
[19, 22]. Diese Interaktion führt zur Initiierung einer komplexen intrazellulären Sig-
nalkaskade [19, 54, 65–67]. Diese resultiert unter anderem in der Thrombozyten-
aktivierung und Überführung der Integrine α2β1 und αIIbβ2 in einen hochaffinen
Zustand [3, 19, 26]. Die so aktivierten Integrine können nun eine feste dauerhaf-
te Plättchenadhäsion vermitteln [4, 19, 22, 25, 75]. Darüber hinaus induziert die
Glykoprotein VI-vermittelte Signalkaskade eine Formänderung der Thrombozyten
[3, 4]. Es kommt zur Pseudopodienausbildung und Degranulation von ADP und
Thromboxan A2, was die Thrombozytenaggregation weiter fördert [19, 76–78].

Die Aktivierung der Thrombozyten durch ADP (oder auch TRAP, thrombin
receptor-activating peptide) führt zusätzlich zu einer Verstärkung der thrombo-
zytären Glykoprotein VI-Expression [38, 54]. Die Abfolge von Thrombozytenadhä-
sion, Signalkaskade und konsekutiver Thrombusbildung wird in Abbildung 1.4 skiz-
ziert.

GPVI

Aggregation

Sekretion

Thrombusbildung
Thrombozyt

Kollagen
Signalkaskade

Abbildung 1.4: Bindet Glykoprotein VI an seinen Liganden Kollagen, wird eine
komplexe intrazelluläre Signalkaskade in Gang gesetzt. Diese führt zur Thrombo-
zytenaktivierung, Sekretion (Granulafreisetzung) und Thrombozytenaggregation. Die
Schritte münden schließlich in der Thrombusbildung.
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Glykoprotein VI und seine Signalwirkung sind also elementar für den Adhäsions-
prozess und die nachfolgenden Schritte, die für die Bildung eines Thrombus im
Rahmen der Hämostase benötigt werden. Dies wurde durch diverse Studien ge-
zeigt: Massberg et al. stellten beispielsweise fest, dass Thrombozyten in Mäusen
in Abwesenheit von Glykoprotein VI keine stabile Adhäsion an geschädigten Arteri-
enwänden 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 antikörpervermittelt
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 α2β1, ei-
nem weiteren Adhäsionsrezeptor, nicht zur Aggregation fähig waren [22]. Dies stellt
Glykoprotein VI als Schlüsselrolle im Ablauf des Adhäsionsprozesses dar.

Darüber hinaus zeigten die Untersuchungen von Moroi und Jung et. al an einer Pa-
tientin mit diskreter Verlängerung 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 mündet, zu sehen ist. Ähnliche
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 künstlichen Bedingungen nachgestellt und
bestätigt werden. In einem Experiment mit simulierten Blutflusssituationen konnten
Thrombozyten mit mangelndem membranären Glykoprotein VI praktisch nicht an
eine kollagenbedeckte Fläche binden [79].

Eine in 2015 publizierte Studie von Mammadova-Bach et al. gewann neue Kennt-
nisse über die Funktion von Glykoprotein VI und identifizierte es zudem als Rezeptor
für polymerisiertes Fibrin [80]. Unabhängig von der Bindung an Kollagen führte die
Interaktion von Glykoprotein VI mit polymerisiertem Fibrin in den Untersuchungen
zu einer Verstärkung der Bildung von Thrombin und Rekrutierung weiterer Throm-
bozyten an den entstehenden Thrombus an der verletzten Gefäßwandstelle [80].
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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 übermäßige
Aktivität 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 I2 durch intaktes Endo-
thel sowie das Vorhandensein intrathrombozytärer Kontrollpunkte. Zu diesen intra-
thrombozytären Kontrollpunkten zählen beispielsweise die Aufrechterhaltung nied-
riger Ca2+-Konzentrationen in ruhenden Thrombozyten und intrathrombozytäre re-
gulatorische Moleküle, 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 Thrombozytenoberfläche und somit die Bildung von löslichem Glykoprotein
VI eine weitere Art sein könnte, die Thrombozytenreaktivität 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 können
[84].

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass Glykoprotein VI eine wichtige Kom-
ponente beim Adhäsionsvorgang der Thrombozyten an verletztes Endothel darstellt.
Darüber hinaus ist Glykoprotein VI noch viel entscheidender für die Aktivierung der
Thrombozyten mit hieraus resultierender Thrombusbildung. Kurzum verfügt Gly-
koprotein VI über eine zentrale Rolle im Prozess der Hämostase.

1.5 Thrombozyten, Glykoprotein VI und
kardiovaskuläre Ereignisse

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

Eine verstärkte Reagibilität der Thrombozyten und überschießende Thrombozy-
tenaktivierung stellen Hauptfaktoren bei der Entstehung solcher atherothrombo-
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tischen Komplikationen dar [12, 38, 88]. Beim akuten Koronarsyndrom und dem
ischämischen Schlaganfall ist die verstärkte 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 Läsion rekrutiert und die Thrombusbildung in Gang gesetzt [7, 12].
Glykoprotein VI ist bei der Entstehung solch pathologischer Thrombosen und bei
der Atheroprogression maßgeblich beteiligt [10, 38, 92, 93]. Auch bei hohen Scher-
kräften, 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 führen [10, 12, 14, 38, 92]. Die-
se zentrale Funktion von Glykoprotein VI bei der Adhäsion von Thrombozyten an
Plaque-Komponenten wurde durch verschiedene in vitro Untersuchungen offenbart
[30, 95–97].

Diverse in vivo Studien lieferten weitere Belege für die Schlüsselrolle 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-Antikörper
oder durch Verwendung von Glykoprotein VI-Knockout-Mäusen [14, 30, 38, 98, 99].
In einem weiteren in vivo Modell schienen Glykoprotein VI-Knockout-Mäuse im-
mun gegenüber der Induktion eines thrombembolischen Ereignisses zu sein [100]. In
der Studie bewahrte das Fehlen von Glykoprotein VI die Mäuse vor einer tödlichen
Lungenarterienembolie [100].

Weiterführende klinische Studien zeigten, dass die thrombozytäre Glykoprotein
VI-Expression bei Patienten mit kardiovaskulärer Erkrankung erhöht ist [38, 101,
102], ebenso beim Auftreten eines akuten Koronarsyndroms [91]. Zudem war eine
erhöhte thrombozytäre 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 für das Auftreten von kardiovaskulärem Tod [103]. Die Glykoprotein
VI-Expression konnte darüber hinaus in Studien von Bigalke und Geisler et al. er-
folgreich als potenzieller neuer Marker für ein drohendes akutes Koronarsyndrom
erprobt werden [91, 104]. Schlussendlich bewährte sich Glykoprotein VI als viel-
versprechender diagnostischer Indikator beziehungsweise Marker bei Patienten mit
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akutem Koronarsyndrom und nicht eindeutigen EKG Veränderungen, was diese Dia-
gnosestellung unterstützen konnte [105].

Auch bei der Pathogenese des ischämischen Schlaganfalls scheint Glykoprotein VI
eine entscheidende Komponente zu sein [30, 106, 107]. Sowohl beim ischämischen
Schlaganfall, als auch bei der transitorischen ischämischen Attacke konnten in Stu-
dien erhöhte Glykoprotein VI-Expressionslevel nachgewiesen werden [106]. Des Wei-
teren gibt es Untersuchungen, die darauf hinweisen, dass die thrombozytäre Expres-
sion von Glykoprotein VI an der Ausprägung der Infarktgröße 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
entzündlich vermittelten, Gehirnschädigung im Rahmen des Reperfusionsschadens
beiträgt [30, 109–112].

1.6 GP6 Gen und Einzelnukleotidpolymorphismen
Diese Arbeit beschäftigt 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 mögliche Assoziation mit der thrombozytären Glykoprotein VI-Expression und
kardiovaskulären 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 Strängen aus Desoxyribonukleinsäure (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 über regulatorische Funktionen verfügen 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-Strängen. Einer
wird als codogener Strang bezeichnet, da dieser als Matrize für 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 komplementär angeordnet. Da-
bei steht Adenin immer Guanin gegenüber und Thymin steht Cytosin gegenüber. Die
Basenabfolge des codogenen Stranges wird damit auf dem nichtcodogenen Strang
komplementär abgebildet. Da Chromosomen immer paarweise vorliegen, gibt es auch
zwei codogene Stränge [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 Strängen 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

Nichtcodogener 
Strang

T/G G/A A/G A/G

Chromosom 19 (1/2)

Codogener 
Strang des GP6

Nichtcodogener 
Strang

T/G G/A A/G A/G

Chromosom 19 (2/2)

Cytosin Guanin Adenin Thymin SNP

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung von Auszügen 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 Strängen identisch. Je-
der explizite SNP unterscheidet sich nur in einem einzigen Basenpaar. Vergleicht man
die beiden codogenen Stränge für das explizite SNP 1 in dieser Abbildung ergeben
sich die Kombinationen TT, TG und GG.

Jedes dieser einzelnen Einzelnukleotidpolymorphismen verfügt wiederum über un-
terschiedliche Varianten (unterschiedliche Allele). Diese Allele treten in einer Popu-
lation in unterschiedlichen Häufigkeiten auf. Das häufigste Allel wird als Major-Allel
und das am wenigsten vorkommende Allel als Minor-Allel bezeichnet. Für 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:

• rs1613662

• rs1654419

• rs1671153

• rs12610286

In der Tabelle 1.2 ist die genaue Position dieser Einzelnukleotidpolymorphismen
auf dem Chromosom 19 und das dazugehörige Major- und Minor-Allel angegeben.
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SNP Lokalisation Major/Minor Allel SNP Sequenz

SNP 1 rs1671153 chr19:55015821 T/G CATGGTGAGGCG

SNP 2 rs1654419 chr19:55024513 G/A CGTCCGCCTTTA

SNP 3 rs1613662 chr19:55025227 A/G TACCGAGGAAGG

SNP 4 rs12610286 chr19:55030031 A/G TTAACATATTTG

Tabelle 1.2: Die Tabelle stellt die in dieser Arbeit untersuchten Einzelnukleotid-
polymorphismen vor. Aufgeführt 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 fünf Nuklein-
basen vor und nach dem Einzelnukleotidpolymorphismus aufgeführt (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 thrombozytären 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
cDNA 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 früh 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 können unabhängig 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 thrombozytären Oberflächenproteinen ei-
nen Einfluss auf die Rezeptorfunktionalität, 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
bestätigt werden [125, 133].

Aufgrund der maßgeblichen Beteiligung von Glykoprotein VI bei der Thrombo-
zytenaktivierung im Rahmen der physiologischen Hämostase (s. Kap. 1.2), sowie
bei der Entstehung thrombembolischer Ereignisse (s. Kap. 1.5), rückte das zugrun-
de liegende Gen GP6 in den Fokus genomweiter Assoziationsstudien. Diese Studien
untersuchen einen möglichen 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 erhöhten Risiko für ischämische 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 kardiovaskulärer bezie-
hungsweise thrombembolischer Ereignisse herstellen konnten [136, 141–143], oder
gar ein vermindertes Risiko hierfür feststellen konnten [134, 138, 141, 143].

Funktionsstudien demonstrieren, dass genetische Varianten im GP6 Gen zu einer
veränderten thrombozytären Glykoprotein VI-Expression, sowie zu funktionalen Un-
terschieden führen können [40, 132, 144, 145].

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

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die bisherigen Untersuchungen des
GP6 Gens teilweise widersprüchliche Ergebnisse hinsichtlich der Auswirkung der
genetischen Variationen auf die Entstehung pathologischer Ereignisse ergeben. Da
das Glykoprotein VI jedoch eine Schlüsselrolle bei der Blutgerinnung und der Entste-
hung thrombembolischer Ereignisse darstellt, sind weiterführende Untersuchungen
auf genetischer Ebene des Glykoprotein VI ein bedeutsames Forschungsgebiet mit
möglicherweise 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 umschließt ne-
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ben der isolierten Betrachtung auch mögliche Auswirkungen des gemeinsamen Vor-
kommens (Kombination) der hier untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismen bei
einem Individuum im Hinblick auf das Auftreten von kardiovaskulären Ereignissen.
Zusätzlich wurde der Zusammenhang zwischen den Einzelnukleotidpolymorphismen
und der thrombozytären Glykoprotein VI-Expression untersucht.

1.7 Fragestellung
Das Glykoprotein VI ist ein thrombozytärer Kollagenrezeptor und ist wichtiger Be-
standteil der physiologischen Hämostase. Es spielt ebenfalls bei der Pathogenese
thrombembolischer und ischämischer kardiovaskulärer Ereignisse, wie beispielsweise
dem akuten Myokardinfarkt und ischämischen Schlaganfall, eine große Rolle. Aus
diesen Gründen rückte 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 ischämische Schlaganfall weiterhin eine der häufigsten Todes-
ursachen dar und erfordern die Weiterentwicklung therapeutischer und präventiver
Ansätze.

Glykoprotein VI könnte bei der Behandlung und Prävention kardiovaskulärer 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 Zusammenhänge zu kardiovaskulären Ereignissen hergestellt. Auch hin-
sichtlich der Rezeptorfunktionalität und Rezeptorexpression scheint es genetische
Komponenten zu geben, die hierauf Einfluss nehmen. Die Analyse des genetischen
GP6 Genprofils eines Patienten könnte demnach in Zukunft eine nützliche 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 thrombozytären Expres-
sion des Glykoprotein VI-Rezeptors sowie dem Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse
gibt.

Hierfür wurden die vier Einzelnukleotidpolymorphismen, rs12610286, rs1613662,
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rs1654419 und rs1671153 ausgewählt. Bei Patienten mit symptomatischer koro-
narer Herzerkrankung wurde die genomische DNA aus Ethylendiamintetraazetat
(EDTA)- Blut isoliert und die Genotypisierung mit MALDI-TOF Massenspektro-
metrie durchgeführt (s. Kap. 2.5.2). Die thrombozytäre Glykoprotein VI-Expression
wurde mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) ermittelt. Weiterhin wurden
die Patienten für zwölf Monate nachverfolgt und das Auftreten thrombembolischer
und ischämischer Ereignisse sowie Todesfälle 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 für die Analysen benötigte 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, außer diese sind ausdrücklich als männlich 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 Universitätsklinikums Tübingen mit sympto-
matischer koronarer Herzkrankheit aufgenommen und unabhängig von dieser Studie
einer medizinisch notwendigen Koronarangiographie unterzogen wurden. Die Rekru-
tierung dieser Patienten für die Studie erfolgte im Zeitraum zwischen November 2011
und Januar 2013. Die Studienaufnahme geeigneter Patienten wurde bei gegebener
Einverständniserklärung konsekutiv durchgeführt. Die Zustimmung für die Studie
wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultät der Eberhard Karls
Universität und des Universitätsklinikums Tübingen erteilt (Nummer des Ethikan-
trags: 270/2011B01 vom 09.08.2011).

2.2 Nachverfolgungszeitraum der Patienten
Die in der Studie eingeschlossenen Patienten wurden jeweils über einen Zeitraum
von zwölf Monaten nachverfolgt. Die Informationen wurden telefonisch eingeholt
oder mittels Krankengeschichte, die über das elektronische Patientendatensystem
der Medizinischen Klinik des Universitätsklinikums Tübingen einsehbar ist, oder
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vorliegenden Arztbriefen eruiert. Erhoben und analysiert wurden folgende Ereignis-
se ischämischen Hintergrundes: Myokardinfarkt, ischämischer Schlaganfall (Stroke)
und erneute Revaskularisation. Todesfälle wurden ebenfalls erfasst.

2.3 Follow-up Ereignisse
Im Zeitraum der Nachverfolgung der Patienten wurde das Auftreten ausgewählter
ischämischer Ereignisse dokumentiert. Hierzu zählen der akute Myokardinfarkt, der
ischämische Schlaganfall und erneute Durchführung einer Revaskularisation der Ko-
ronarien. Todesfälle 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 für den Patienten lebensbedroh-
lich sein können. Hierzu zählen die instabile Angina pectoris sowie der akute Myo-
kardinfarkt, welcher in Hebungs- und Nicht-Hebungsinfarkte eingeteilt werden kann
[149–151]. Da diese Unterformen fließend ineinander übergehen, werden die Patien-
ten gemäß ihren Veränderungen 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 weiterführenden
klinischen Abklärung [152–154]:

1. > 20 Minuten anhaltende Angina pectoris im Ruhezustand

2. neu aufgetretene schwerwiegende Angina pectoris (CCS III, siehe auch [155])

3. Zustand nach kürzlich eingetretener Destabilisierung einer stabilen Angina
pectoris (CCS III)

4. Angina pectoris bei Zustand nach Myokardinfarkt

Die Kategorisierung der Patienten in STEMI und NSTEMI erfolgt gemäß 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 für länger als
20 Minuten zeigt: erstens eine ST-Streckenhebung von ≥ 0,1 mV in mindes-
tens zwei zusammenhängenden Extremitätenableitungen oder zweitens eine
ST-Streckenhebung ≥ 0,2 mV in mindestens zwei zusammenhängenden Brust-
wandableitungen. Ein STEMI kann sich zudem auch als neu aufgetretener
Linksschenkelblock mit infarkttypischer klinischer Symptomatik präsentieren
[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-
normalitäten oder transiente ST-Streckenhebungen [150, 153, 154]. Ein ”un-
auffälliges“ EKG schließt ein NSTEMI jedoch nicht aus [150, 153, 154]. Unter
Berücksichtigung des Laborparameters Troponin erfolgt hier eine zusätzliche
Unterteilung in NSTEMI und instabile Angina pectoris [149, 150, 153, 154]. Bei
einem Troponinanstieg über 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 Ischämischer Schlaganfall

Ein ischämischer Schlaganfall zeichnet sich durch plötzliches Auftreten eines Ver-
lustes von globalen oder fokalen Hirnfunktionen aus [156, 157]. Die häufigsten Ursa-
chen einer zerebralen Ischämie sind die Atherosklerose großer Arterien und kardia-
le Embolisation [158, 159]. Eine weitere Ursache können zerebrale Blutungen sein
[158, 160]. Nach Manifestation der Symptomatik dauert ein ischämischer Schlagan-
fall länger als 24 Stunden an [157]. Vom Vollbild des ischämischen Schlaganfalls muss
die transitorische ischämische 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 ischämischen Schlaganfalles oder eines Todesfalls definiert.

2.4 Material
Zur Untersuchung der Blutproben kamen folgende Geräte, Verbrauchsmaterialien
und Substanzen zur Anwendung.

2.4.1 Laborgeräte

Gerät Hersteller
Vollblutaggregometer und Testzellen Roche Diagnostics GmbH

”Multiplate Analyser“ (6343 Rotkreuz, Schweiz)
Eppendorf-Cup Ständer 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 Laborgeräte
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2.4.2 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller
S-Monovette® 2,6 ml, rot, Sarstedt AG & Co/ Firma Sarstedt
Ethylendiamintetraessigsäure (51582 Nümbrecht, Deutschland)
(EDTA)
S-Monovette® 8,5ml, gelb,
Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin
(CPDA, 1ml)
Pipettenspitzen, 100-1000 µl Firma Ratiolab

(63303 Dreieich-Buchschlag, Deutschland)
Pipettenspitzen, 20 µl Sarstedt AG&Co

(51582 Nümbrecht, Deutschland)
Pipettenspitzen, 10 µl Biozym Scientific GmbH

(31840 Oldendorf, Deutschland)
FACS-Rundbodenröhrchen, 5ml Corning B.V. Life Sciences

(1060 LJ Amsterdam, Niederlande)

Tabelle 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

2.4.3 Substanzen

Substanz Hersteller
Paraformaldehyd Verdünnung : 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-Universität
GPVI-Ak (4C9-FITC) 4C9 (6 mg/ml) → München in Kooperation

Isotyp 7H8 (1,8 mg/ml), mit dem Institut für Molekulare
in der Verwendung 1:1000 Immunologie des
verdünnt mit PBS GSF-Forschungszentrums

(80539 München, Deutschland)
Antikörper Klon HIP 1 BD Biosciences
CD42b-PE in der Verdünnung 1:10 (69126 Heidelberg, Deutschland)

Tabelle 2.3: Verwendete Substanzen
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2.4.4 Monoklonale Antikörper für die durchflusszytometrische
Analyse

Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden bei der durchflusszytometri-
schen Analyse der Blutproben die beiden folgende Antikörper verwendet: CD42b
und 4c9. Diese beiden Antikörper wurden entweder als Konjugat mit Fluorescein-
isothiocyanat (FITC, grün) oder mit Phycoerythrin (PE, rot) verwendet [161].

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

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

2.5 Methoden

2.5.1 Durchflusszytometrie

Mit dem Verfahren der Durchflusszytometrie können Zellen und kleine Partikel an-
hand verschiedener Eigenschaften, wie beispielsweise ihrer Größe, Oberflächencha-
rakteristika und intrazellulären Eigenschaften voneinander unterschieden werden
[161]. Bestimmte Durchflusszytometermodelle werden auch als FACS-Geräte be-
zeichnet, wobei die Abkürzung für Fluorescence-Activated Cell Sorting steht [161].

Bevor die Zellen untersucht werden können, müssen diese zunächst mit Antikör-
pern markiert bzw. angefärbt werden, welche gegen bestimmte zelluläre Eigenschaf-
ten gerichtet sind [161]. Die Antikörper wiederum sind entweder direkt an einen
Fluoreszenzfarbstoff, das Fluorochrom, gebunden oder können ihrerseits mittels ei-
nes fluoreszenzgekoppelten sekundären Antikörpers 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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Laser

laminarer Probenstrom

Zelle, mit Fluoreszenzfarbstoff 
gefärbt

Antikörper

Forward Scatter (     Zellgröße)

Side Scatter (     Granularität)

Abbildung 2.1: Mittels Durchflusszytometrie können 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 Antikörper zum Einsatz, die gegen bestimmte zelluläre Eigen-
schaften gerichtet sind. Die so markierten Zellen werden einzeln in einem laminaren
Probenstrom an einem Laserstrahl vorbei geführt und analysiert. Der Laserstrahl des
FACS-Gerätes trifft auf die einzeln an ihm vorbei geführten Zellen. Das vom Laser
ausgesandte monochromatische Licht wird nach dem Auftreffen auf die Zellen ge-
streut. Nach vorne abgelenkte Lichtstrahlen werden als Vorwärtsstreulicht (Forward
Scatter, FSC) bezeichnet und seitlich abgelenkte Lichtstrahlen als Seitwärtsstreulicht
(Side Scatter, SSC). Sie charakterisieren so die Größe der Probenbestandteile und die
Zellgranularität (Die schematische Darstellung ist angelehnt an die Abbildungen 3.1.
und 3.3. aus dem Kapitel ”Durchflusszytometrie“ aus [161]).

Mithilfe eines Durchflusszytometers ist es möglich, innerhalb kürzester Zeit ei-
ne große Anzahl von Zellen zu analysieren [161]. Hierzu werden die angefärbten
Zellen in einem laminaren Probenstrom einzeln an einem Laserstrahl vorbeigeführt
[161]. Das vom Laser ausgesandte monochromatische Licht, also Licht einer defi-
nierten Wellenlänge, trifft auf die Partikel im Probenstrom, woraufhin es zu einer
Streuung des Lichts kommt [161]. Nach vorne abgelenkte Lichtstrahlen werden als
Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) bezeichnet und charakterisieren die rela-
tive Größe der Probenbestandteile [161]. Mit dem Seitwärtsstreulicht (Side Scatter,
SSC), welches in einem Winkel von 90° abgelenkt wird, kann die Zellgranularität
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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 Wellenlänge 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 Rückschlüsse auf die mit dem Farbstoff gekoppelten Partikel [161].

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

Eine Option für 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 können übersichtlich dargestellt werden, wie
beispielsweise die Beziehung zweier verschiedener Fluoreszenzen auf einer Zelle zu-
einander oder die Zellgranularität 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 können die Ergebnisse auch in tabellarischer Form dargestellt werden,
welche beispielsweise folgende Informationen beinhalten kann: Events, die Anzahl
an gemessenen Zellen, Mean-Wert, die durchschnittliche Fluoreszenzaktivität und

”%Gated“ und die Anzahl an Zellen die beispielsweise mit 4c9-FITC gemessen wur-
de.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Dot-Plots: der zweidimensionale Dot-
Plot stellt eine Möglichkeit der Ergebnisdarstellung durchflusszytometrischer Ergeb-
nisse dar. Dieser exemplarische Dot-Plot stellt drei Zellpopulationen mit willkürlichen
Einheiten (a.u.) für die Fluoreszenzintensität 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

Für diese wissenschaftliche Arbeit wurden vier ausgewählte 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 durchgeführt. Hierfür wurde das Dr. Margarete Fischer-
Bosch-Institut für klinische Pharmakologie in Stuttgart beauftragt. Die Analysen
der Einzelnukleotidpolymorphismen wurden dort ausgeführt.

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 Ionization -
time of flight mass spectrometry“(MALDI-TOF MS) wurde die Genotypisierung
durchgeführt, 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 Universitätsklinikums Tübingen 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 notfallmäßig 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 durchgeführt.

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 Blutröhrchen (CPDA Monovette 5 ml und
S-Monovette 2,6 ml EDTA) abgefüllt.

Im Anschluss wurden die Proben nach in Kapitel 2.5.5 beschriebenem Protokoll
aufbereitet und gefärbt. 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 Antikörperfärbung

Zunächst wurde aus dem CPDA-Blut des Patienten eine 1:50-Blutverdünnung her-
gestellt. Hierzu wurden 20 µl CPDA-Patientenblut mit 980 µl ”phosphate buffered
saline“ (PBS) versetzt. Danach wurden 40 µl dieser 1:50 Verdünnung in ein FACS-
Röhrchen gegeben. Nach initialem Vortexen des spezifischen Antikörpers gegen das
Glykoprotein VI (4c9) wurden hiervon 5 µl dem verdünnten Patientenblut im FACS-
Röhrchen hinzugefügt. Im Anschluss wurde dieser Ansatz mit 5 µl des Antikörpers
42b-PE (rot) gegengefärbt, lichtdicht mit Aluminiumfolie abgedeckt und bei Raum-
temperatur für 30 Minuten inkubiert. Nach Ablaufen der 30-minütigen Inkubation
wurde die Probe mit 300 µl 0,5%iger Paraformaldehyd-Lösung konserviert. Die so
präparierten 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 gemäß der Anleitung in Kapitel 2.5.5 gefärbten Blutproben wurden mittels
FACS-Analyse untersucht. Hierfür wurde das FACS-Gerät ”FACSCalibur“ der Fir-
ma BD Biosciences verwendet.

Es wurden die folgenden Instrumenteneinstellungen1 festgelegt und verwendet:

• Forward Scatter (FSC, P1): E00 log; Side Scatter (SSC, P2): 261 log;

• PE (P4): 520 log; FITC (P3): 600 log.

Die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) diente als Maß für 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 Häufigkeitsunterschiede 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 Prädiktoren
für die Mortalität wurde eine univariate logistische Regressionsanalyse angewendet.
Klinische Variablen und homozygote Träger der Einzelnukleotidpolymorphismus-
Allele wurden in dieses Modell als unabhängige Variablen miteinbezogen. Die Varia-
blen umfassten Alter, Geschlecht, beeinträchtigte linksventrikuläre Funktion, akutes
Koronarsyndrom, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie und den BMI. Faktoren,
die über ein Signifikanzlevel von p<0,1 verfügten, wurden im Anschluss in ein multi-
variates Modell miteinbezogen. Für alle übrigen 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 durchgeführt.

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

1Es soll darauf hingewiesen werden, dass die Einstellungen je nach FACS-Gerät variieren. Die
verwendeten Einstellungen werden der Vollständigkeit 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 für
die einzelnen untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismen. Zur besseren Lesbarkeit
im Druck sind die Daten in einzelne Tabellen aufgegliedert, müssen jedoch in der
Gesamtschau betrachtet und verstanden werden. Das Patientenkollektiv ist in der
folgenden Auflistung beschrieben.

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

• Im Schnitt waren die Patienten 68,6 ± 11.37 Jahre alt.

• Knapp die Hälfte der Patienten (46,4 %) präsentierte sich mit einem akuten
Koronarsyndrom (ACS).

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

• Die Patienten wiesen insgesamt betrachtet typische kardiovaskuläre 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 Hyperlipoproteinämie
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
Z.n. 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 Übersicht 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, müssen 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 m % 74.0 69.3 68.4 0.441f % 26.0 30.7 31.6
Alter (Jahre) 68.22±11.27 70.25±11.13 70.21±14.93 0.108
DM % 32.9 34.1 31.6 0.951
Z.n. MI % 30.1 25.7 26.3 0.525
Hypertonie 84.3 88.3 84.2 0.432
BMI 27.76±4.57 27.29±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 für rs1613662 dar. Eine
Übersicht der Patientencharakteristika ist in Tabelle 3.1 aufgeführt. 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, müssen 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 m % 74.7 69.0 68.0 0.282f % 25.3 31.0 32.0
Alter (Jahre) 68.12±11.24 70.14±11.39 70.44±13.06 0.086
DM % 32.8 34.5 32.0 0.906
Z.n. MI % 29.8 29.6 24.0 0.648
Hypertonie 84.5 89.3 76.0 0.102
BMI 27.72±4.50 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 für rs1654419 dar.
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SNP, Patienten n=690
rs1671153

Genotyp TT GT GG p
Overall % 68.9 27.9 3.2 -

Geschlecht m % 75.1 68.2 63.6 0.120f % 24.9 31.8 36.4
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
Z.n. MI % 29.5 27.6 22.7 0.721
Hypertonie 84.7 89.1 72.7 0.078
BMI 27.72±4.50 27.49±4.86 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 für rs1671153 dar.

SNP, Patienten n=690
rs12610286

Genotyp AA AG GG p
Overall % 49.1 41.9 9.0 -

Geschlecht m % 74.0 70.2 77.4 0.397f % 26.0 29.8 22.6
Alter (Jahre) 68.52±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 27.74±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 für rs12610286 dar.
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3.2 Nachverfolgung der Patienten und klinische
Ereignisse

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

Insbesondere sticht heraus, dass der homozygote Haplotyp AA des Einzelnukleo-
tidpolymorphismus rs1654419 signifikant mit einer höheren Mortalität assoziiert war
( p=0,007). Ein ähnliches 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 höhere 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 7.1 4.9 8.3 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 TT GT GG p
Tod 5.1 5.4 22.7 0.003
Myokardinfarkt 6.8 5.6 9.1 0.771
Schlaganfall 1.1 1.1 0.0 0.881
MACE 5.1 5.4 22.7 0.003
SNP, Patienten n=690 rs12610286
Genotyp AA AG GG p
Tod 5.2 6.9 5.2 0.650
Myokardinfarkt 7.1 5.8 6.9 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 5.4 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

bezüglich der analysierten Endpunkte bzw. der klinischen Ereignisse im Nachverfol-
gungszeitraum keine signifikanten Unterschiede. Es ist jedoch anzumerken, dass bei
den Trägern des GG-Allels des Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662 ein Trend
zu einer erhöhten Mortalität und erhöhten 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 berücksichtigt. Der Einzelnukleotidpolymor-
phismus rs12610286 erschien nicht so stark assoziiert (0.6 < D’ < 0.8).

rs1671153 rs12610286 rs1613662

rs1654419
D’ 0.974 0.770 0.999
r 0.947 -0.236 0.923

p-Wert < 2 · 10−16 < 2 · 10−16 < 2 · 10−16

rs1671153
D’ 0.682 0.908
r -0.203 0.862

p-Wert 5.34 · 10−14 < 2 · 10−16

rs12610286
D’ 0.718
r -0.203

p-Wert 5.16 · 10−14

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 Mortalität.

In der univariaten Analyse erschienen das Alter (p<0,001), weibliches Geschlecht
(p=0,09), eine eingeschränkte linksventrikuläre Pumpfunktion (p=0,001), Hospita-
lisierung bei akutem Koronarsyndrom (p=0,07), Diabetes mellitus (p=0,012) und
homozygoter Genotyp für rs1654419 (AA) (p=0,004), rs1671153 (GG) (p=0,002)
und rs1613662 (GG) (p=0,064) als signifikante Prädiktoren für die Mortalität der
betroffenen Patienten. Nach Adjustierung für signifikante Faktoren in der multivaria-
ten Analyse blieb der homozygote Genotyp des rs1654419 als signifikanter Prädiktor
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 anschließende multivariate Analyse lediglich für den Einzelnukleo-
tidpolymorphismus rs1654419 durchzuführen.

In der multivariaten Analyse waren das Patientenalter (p≤0,001), die eingeschränk-
te Pumpfunktion (p=0,005) und das akute Koronarsyndrom (p=0,05) ebenfalls sig-
nifikante Prädiktoren für Mortalität.
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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[A]

1.540 4.67 (1.64 – 13.27) 0.004(Homozygotes Mutationsallel)
rs1671153[A]

1.655 5.23 (1.82 – 15.06) 0.002(Homozygotes Mutationsallel)
rs12610286 -0.154 0.86 (0.26 – 2.88) 0.803(Homozygotes Mutationsallel)
rs1613662[A]

1.217 3.38 (0.93 – 12.22) 0.064(Homozygotes Mutationsallel)
[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 1.11 (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
rs1654419[A]

1.509 4.52 (1.37 – 14.92) 0.01(Homozygotes Mutationsallel)
[A] Da die SNPs rs1654419, rs1671153 und rs1613662 im Linkage Disequilibrium sind, ist die multivariate

Analyse stellvertretend für den SNP rs1654419 durchgeführt.

Tabelle 3.9: Ergebnisse der multivariaten Analyse
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3 Ergebnisse

3.5 Ergebnisse der FACS-Analyse und Glykoprotein
VI-Expressionslevel

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

Zunächst 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 Fluoreszenzintensität der dar-
an gebundenen Antikörper ist in den Histogrammen in Abbildung 3.2 dargestellt.
Die numerischen Ergebnisse der Histogramme dieser exemplarischen Probe sind in
Tabelle 3.10 zu finden.
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Abbildung 3.1: Graphische Darstellung der FACS-Analyse einer exemplarischen
Probe. Nur die Messpunkte im rot umrandeten Bereich sind für die weitere Aus-
wertung relevant, da sie die mit Antikörpern markierte Thrombozytenpopulation dar-
stellen. Auf der X-Achse ist die Fluoreszenzintensität des Antikörpers 4c9-FITC dar-
gestellt. Auf der Y-Achse ist die Fluoreszenzintensität des Antikörpers CD42b-PE
dargestellt.

41



3 Ergebnisse

0
2
0
0

C
o
u
n
ts

100 101 102 103 104

CD42b-PE

0
2
0
0

C
o
u
n
ts

100 101 102 103 104

4c9-FITC

a) b)

Abbildung 3.2: Die Histogramme zeigen die Verteilung der Fluoreszenzintensität
der beiden Antikörper CD42b-PE in a) und 4c9-FITC in b) einer exemplarischen
Probe. Die beiden Histogramme werden durch Summation der Datenpunkte im rot
umrandeten Bereich in Abbildung 3.1 bezüglich der X- beziehungsweise der Y-Achse
berechnet. Aus den Histogrammen lässt sich die durchschnittliche und mediane Fluo-
reszenzintensität der beiden Antikörper bestimmen.

Antikörper total events events % gated % total mean median
CD42b-PE 221614 9386 100.00 4.24 937.25 842.91
4c9-FITC 221614 9386 100.00 4.24 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-
zenzintensität (MFI), median auf die mediane Fluoreszenzintensität.

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

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 zugehörigen Abbildungen 3.3 bis 3.6 visualisieren die
jeweiligen MFI-Werte für die einzelnen Allele der Einzelnukleotidpolymorphismen.
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Unter den Allelen des Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662 wies das AA-
Allel das höchste 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 Fluoreszenzintensität von 31.508. Die Unterschiede zwischen
den Glykoprotein VI-Expressionslevel der verschiedenen Allele erreichten statistische
Signifikanz.

AA00 GA00 GG00 p00
Anteil [%] 71.300 25.900 2.800
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 thrombozytären
Glykoprotein VI-Expression für 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 thrombozytären Glykoprotein VI-Expressionslevel des rs1613662 graphisch
dar (p < 0.001).
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Die Verteilung der Expressionslevel zwischen den Allelen des rs1654419 waren
ebenfalls signifikant. Hier wies das GG-Allel das größte Expressionslevel auf (MFI
38.491), gefolgt von Allel AG (MFI 28.6) und Allel AA, welches das niedrigste Ex-
pressionslevel aufwies (MFI 29.931).

GG00 AG00 AA00 p00
Anteil [%] 67.700 28.600 3.600
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 thrombozytären
Glykoprotein VI-Expression für 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 thrombozytären Glykoprotein VI-Expressionslevel des rs1654419 graphisch
dar (p < 0.001).
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Bei den Allelen des Einzelnukleotidpolymorphismus rs1671153 zeigte sich hinsicht-
lich der Verteilung bei den durchflusszytometrischen Ergebnissen untereinander ein
ähnliches Verteilungsmuster, wie bei den bereits erwähnten Einzelnukleotidpoly-
morphismen, wobei hierbei auch eine statistische Signifikanz vorlag. Hier wies das
TT-Allel den höchsten 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.

TT00 GT00 GG00 p00
Anteil [%] 68.900 27.900 3.200
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 thrombozytären
Glykoprotein VI-Expression für 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 thrombozytären Glykoprotein VI-Expressionslevel des rs1671153 graphisch
dar (p < 0.001).
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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.

AA00 AG00 GG00 p00
Anteil [%] 49.100 41.900 9.000
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 37.931 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 thrombozytären
Glykoprotein VI-Expression für 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 thrombozytären Glykoprotein VI-Expressionslevel des rs12610286 graphisch
dar (p = 0.833).
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Glykoprotein VI ist ein Kollagenrezeptor der äußeren Thrombozytenmembran. Es
spielt eine wichtige Rolle bei der physiologischen Hämostase. Glykoprotein VI medi-
iert hierbei die Thrombozytenadhäsion an freigelegtes Kollagen der Extrazellularma-
trix im Bereich verletzter Gefäßwandstellen. Weitaus wichtiger ist seine Schlüsselrolle
bei der Initiierung der unmittelbar hierauf folgenden Plättchenaktivierung, Plättchen-
aggregation und Thrombusbildung. Gefäßwandschäden werden so behoben und et-
waige Blutverluste auf ein Minimum begrenzt. Darüber hinaus trägt Glykoprotein
VI zur Entstehung pathologischer, thrombembolischer Ereignisse, wie beispielsweise
dem akuten Myokardinfarkt oder dem ischämischen Schlaganfall, bei. Durch Ruptur
atherosklerotischer Plaques kommt es hierbei zur Thrombozytenaktivierung und Bil-
dung okklusiver Thromben. Da der Myokardinfarkt und der ischämische Schlaganfall
zu den häufigsten Todesursachen in der westlichen Welt gehören, ist die medizini-
sche Forschung daran interessiert, die zugrunde liegenden Pathomechanismen auf
molekularer bzw. zellulärer Ebene aufzudecken und therapeutische Ansatzpunkte
zu entwickeln. Im Laufe der Zeit wurden zudem genetische Aspekte evident, die zur
Pathogenese thrombembolischer Ereignisse beitragen können und betroffene Pati-
enten hierfür möglicherweise prädestinieren.

Glykoprotein VI erscheint in diesem Kontext als vielversprechendes Forschungsob-
jekt, da es eine entscheidende Komponente bei der Entstehung thrombembolischer
Ereignisse darstellt und genetische Veränderungen 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-
kulären Ereignissen und thrombozytärer Glykoprotein VI- Expression untersucht. Es
wurden vier vielversprechende Einzelnukleotidpolymorphismen ausgewählt, nämlich
rs1613662, rs1654419 und rs1671153 und rs12610286.
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4.1 Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662
Der Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662 gehört zu den Genvarianten in der
GP6 Genforschung, die am häufigsten 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 kardiovaskulären Ereignissen vorliegt, folgende
Ergebnisse:

Patienten mit vorliegendem GG-Allel (also dem homozygoten Minor-Allel [124,
135, 168, 169]) des rs1613662 wiesen numerisch gesehen höhere Raten an Myokardin-
farkten und Todesfällen 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 rs1613662 AA-Allel (Major-Allel [124, 135, 168, 169]) hingegen war mit ei-
ner höheren Glykoprotein VI-Expression assoziiert. Bei den klinischen Endpunkten
konnten indessen keine signifikanten Ereignisse verzeichnet werden.

Entgegen der Erwartung, dass eine erhöhte thrombozytäre Glykoprotein VI-Ex-
pression mit vermehrtem Auftreten von pathologischen, kardiovaskulären Ereignis-
sen einhergehen müsste [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 erhöhte Mortalität auf. Diese Diskrepanz
legt nahe, dass dieser Sachverhalt in zukünftigen Studien weitergehend und explizit
untersucht werden sollte. Weitere Messverfahren zur Thrombozytenaktivität sollten
Berücksichtigung finden.

Das beobachtete Verhalten deckt sich mit der Literatur, denn in der GP6 Gen-
forschung wurden über die Jahre insgesamt ebenfalls widersprüchliche Ergebnisse
hinsichtlich der Auswirkung von rs1613662 auf die thrombozytäre Funktion und das
Auftreten klinischer Ereignisse beobachtet.
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Einige Studien berichten von einer Assoziation des Minor-Allels (GG-Allel) des
Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662 mit einem erhöhten Risiko für kardio-
vaskuläre Ereignisse, insbesondere für 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 erhöhtem Myokardinfarktrisiko,
vor allem bei Älteren, Nichtrauchern und Frauen [124]. Das Risiko schien dort bei Pa-
tienten, welche zusätzlich Träger einer beta-Fibrinogenvariante waren, noch stärker
erhöht zu sein [124].

Darüber hinaus kamen Ollikainen et al. durch Untersuchungen an den männlichen
Patienten der Helsinki Sudden Death Study zu ähnlichen Ergebnissen [137]. Das Vor-
liegen des GG-Allels oder GA-Allels des Einzelnukleotidpolymorphismus rs1613662
war dort verbunden mit koronararteriellen Thrombosen und durchschnittlich größeren
Arealen komplizierter Läsionen der Koronararterien (”complicated coronary lesi-
ons“) [137]. Träger 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 unabhängige Risikofaktoren für das Auftreten von frühzeitigen Myo-
kardinfarkten dar. Hierbei waren junge Frauen einem signifikant höheren Risiko
ausgesetzt als Männer [139].

In einer anderen Studie war das Risiko an eine Kombination mit anderen Risi-
kofaktoren geknüpft: Bei postmenopausalen Frauen war das rs1613662 Minor-Allel
(GG-Allel) mit erhöhtem 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 künftigen Untersuchungen berücksichtigt 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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Die Untersuchungen im Rahmen des SMILE-Platelets Projekts ergaben beispiels-
weise, dass das Minor-Allel (GG-Allel) des rs1613662 mit einem verminderten Risiko
für rezidivierendes Auftreten von kardiovaskulärer Ereignissen und Mortalität ein-
hergeht [141]. Eine Assoziation mit dem Erstauftreten von Myokardinfarkten lag
nicht vor [141].

Eine weitere Studie zeigte außerdem, dass das Minor-Allel (GG-Allel) die Träger
sogar vor akuten Myokardinfarkten zu schützen 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 thrombozytäre Glykoprotein
VI-Expression existieren kontroverse Literaturdaten, besonders hervorzuheben sind
hier[144] versus [145].

Die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit unterstützend, kam die Studie von
Joutsi-Korhonen et al. zu einem ähnlichen Ergebnis bezüglich 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 lässt
die Vermutung zu, dass es eine erhöhte funktionale Thrombozytenantwort bei den
Trägern des Minor-Allels (GG-Allel) gibt, da diese zu erhöhten Myokardinfarktzah-
len und erhöhter Mortalität tendierten. Die Untersuchungen von Joutsi-Korhonen
et al. können diese Hypothese jedoch nicht weiter unterstützen.

Neben den eben genannten Studien zum GP6 Gen, die sich der Assoziation mit
arteriellen thrombembolischen Ereignissen widmen, existieren ebenfalls klinische Un-
tersuchungen zum Auftreten venöser 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 für venöse
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 erhöhtem Auftreten arterieller und venöser Thrombosen, eine signifikan-
te Verbindung zwischen dem Vorliegen des Minor-Allels (GG-Allel) des rs1613662
und dem Auftreten venöser Thrombosen beschrieben [140]. Darüber hinaus wurde
bei weiblichen Trägerinnen des rs1613662 mit Sticky-Platelet-Syndrom ein erhöhtes
Aufkommen von Fetaltoden beschrieben [117].

Generell weisen alle oben genannten Studien eine große Heterogenität auf, was
die Studienpopulation und die untersuchten Endpunkte betrifft, weshalb ein direk-
ter Vergleich der Literaturdaten untereinander und der Literaturdaten mit dieser
Arbeit nicht uneingeschränkt möglich ist [141]. Die Heterogenität der Studienpo-
pulationen und der Endpunkte könnte demnach als eine von vielen potenziellen
Ursachen für die kontroverse Studienlage gesehen werden.

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

Diese Arbeit legt nahe, dass eine von der Glykoprotein VI-Expression unabhängige,
dennoch verstärkte thrombozytäre Funktion und hieraus resultierende Thrombozy-
tenaggregation, als möglicher Pathomechanismus diskutiert werden kann. In dieser
Untersuchung lag eine Überexpression des Glykoprotein VI-Rezeptors nicht vor. Da-
her scheiden herkömmliche Erklärungsmodelle im Sinne von Korrelationen zwischen
Rezeptordichte und hierdurch bedingter verstärkter 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 für weitere Untersuchungen könnte auf in-
trazellulärer, molekularer Ebene zu finden sein. Möglicherweise besteht bei den be-
troffenen Trägern des Minor-Allels (GG-Allel) eine veränderte Rezeptorsignaltrans-
duktion und hieraus resultierende veränderte intrazelluläre Effektormechanismen. Es
handelt sich hierbei um Komponenten, die in dieser Arbeit nicht integriert wurden
und weshalb an dieser Stelle nur Hypothesen formuliert werden können.

Diese Arbeit zeigt deutlich, dass es in zünftigen Studien wichtig ist, die funktiona-
le Zellantwort und das Aktivitätslevel der Thrombozyten zu inkludieren. Denkbare
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Ansätze sind hierbei die Ermittlung von Downstream-Signaling-Ereignissen, wie die
Tyrosinphosphorylierung und wie die Expression von P-Selektin als Thrombozyten-
aktivitätsmarker. Ergänzend könnte eine thrombozytäre Stimulanzmessung mittels
Multiplate-Aggregometer durchgeführt werden.

Ein weiterer Erklärungsansatz um bei Patienten dieser Studie mit Minor-Allel
(GG-Allel) des rs1613662 die erhöhte Rate an Myokardinfarkten sowie erhöhte Mor-
talität bei gleichzeitig reduzierter Glykoprotein VI-Expression aufzuzeigen, ist die
Messung des Auftretens der löslichen Form des Glykoprotein VI.

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

Diese Hypothese wird durch die Untersuchungsergebnisse von Trifiro et al. gestützt.
Sie postulierten, dass das Major-Allel (AA-Allel) und das Minor-Allel (GG-Allel) des
rs1613662 keinen statistisch signifikanten Effekt auf die thrombozytäre Glykopro-
tein VI-Expressionslevel haben. Jedoch fanden sie, dass die durch Glykoprotein VI
vermittelte Signaltransduktion beeinflusst wird [145].

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

Die hier vorliegenden Daten erlauben jedoch keine eindeutige Erklärung für den
zugrunde liegenden Pathomechanismus. Es wird deutlich, dass es noch unbekannte
Faktoren gibt, die geklärt werden müssen, um einen konsistenten Erklärungsansatz
zu bieten.
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4.2 Einzelnukleotidpolymorphismus rs1654419
Der Einzelnukleotidpolymorphismus rs1654419 gehört 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 venösen Thrombosen und höherem Aufkommen verbunden, insbesondere bei
Trägern 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 erhöhten
Mortalität. Die Assoziation dieses Einzelnukleotidpolymorphismus mit dem klini-
schen Outcome erschien auch nach Adaptierung klinischer Risikofaktoren stabil.
Numerisch gesehen zeigten die betroffenen Patienten höhere 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
Träger des GG-Allels im Vergleich zu Trägern des AA-Allels etwas höhere Expres-
sionslevel auf, jedoch ohne eine Verbindung zu klinischen Ereignissen.

Erneut verwundert hier die fehlende Übereinstimmung zwischen den unterschied-
lichen Glykoprotein VI-Expressionslevel und dem klinischen Outcome. Normalerwei-
se würde man erwarten, dass eine erhöhte 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 Kausalität zwischen erhöhten Glykoprotein VI-Expressionslevel
und vermehrtem Aufkommen an pathologischen klinischen Ereignissen nicht zwin-
gend in jedem Fall bestehen muss. Aufgrund der Limitationen der durchgeführten
Untersuchungen, wo funktionale Tests im Sinne von Analysen zellulärer Antworten
und thrombozytärer Aktivitätsmarker, wie beispielsweise Expression von P-Selektin,
nicht inkludiert wurden, sind an dieser Stelle nur die Formulierung von Hypothe-
sen möglich. Wie bereits bei rs1613662 diskutiert wurde, könnte auch bei rs1654419
ein verändertes, durch Glykoprotein VI induziertes intrazelluläres Signaling ein po-
tenzieller Erklärungsansatz für erhöhte Myokardinfarktraten und letztlich erhöhte
Mortalität 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 venösen Thrombosen assoziiert
[140]. In weiterführenden Studien zum Sticky-Platelet-Syndrom wiesen die Patien-
tinnen mit besonders häufigen Fehlgeburten, zwei oder mehr, signifikant vermehrt
den Einzelnukleotidpolymorphismus rs1671153 auf [117].

In den Untersuchungen dieser Arbeit zeigt sich zum besten Wissen erstmals,
dass die Träger des GG-Allels des Einzelnukleotidpolymorphismus rs1671153 mit
einer erhöhten Mortalität 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 thrombozytären Glykoprotein VI-
Expressionslevel, ergaben sich bei Trägern des GG-Allels im Vergleich zu Trägern des
GT-Allels oder des TT-Allels tendenziell etwas niedrigere Level, jedoch ohne statisti-
sche Signifikanz zu erreichen. Träger des TT-Allels waren im Gegensatz zu Trägern
des GG-Allels mit einer höheren thrombozytären 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 gehäuft 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 ähnliche 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 kardiovaskuläre Ereig-
nisse weiter zu erforschen.
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4.5 Linkage Disequilibrium
Das Linkage Disequilibrium beschreibt eine nicht zufällige 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 Diversität innerhalb und zwischen Po-
pulationen assoziiert. In der Literatur konnten manche Einzelnukleotidpolymorphis-
men mit individuellem Therapieansprechen und Anfälligkeit für 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 lässt 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 zukünftigen Studien müssen 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 könnte eine weitere Erklärung dafür
bieten, dass es in der Literatur teils widersprüchliche 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 könnten, in der Regel nicht selbstverständlich 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 könnte.
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4.6 Uni- und multivariate Analyse
In der Auswertung der univariaten Analyse erscheinen das Alter, das weibliche Ge-
schlecht, die eingeschränkte linksventrikuläre Pumpfunktion, die Hospitalisierung
bei akutem Koronarsyndrom, der Diabetes mellitus und der homozygote Genotyp
für rs1654419 (AA-Allel), rs1671153 (GG-Allel) und rs1613662 (GG-Allel) als signi-
fikante Prädiktoren für die Mortalität 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 eingeschränkte Pumpfunktion und das akute Koronarsyndrom als signifikante
Prädiktoren 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 erhöhten Mortalität einzigartig auf dem Gebiet der GP6 Genforschung. Soweit
bekannt, ist dies der erste Bericht eines möglichen prognostischen Einflusses von
rs1671153, rs1654419 und rs1613662 auf das klinische Outcome bei Patienten mit
kardiovaskulärer Erkrankung.

4.7 Limitationen dieser Studie
Als limitierende Faktoren sind in dieser wissenschaftlichen Arbeit die potenziell zu
geringen Fallzahlen und ausgesprochene Heterogenität der Population zu betrachten.

Retrospektiv zeigt sich als weiterer limitierender Faktor, dass die funktionale
Zellantwort der Thrombozyten und andere Aktivitätsmarker, wie beispielsweise das
lösliche Glykoprotein VI, nicht berücksichtigt wurden. Dadurch wird das Ausmaß
der thrombozytären Reaktion möglicherweise unterschätzt. Hier ist jedoch einzu-
wenden, dass erst diese Arbeit diesen limitierenden Faktor aufzeigt und so deutlich
wird, dass dieser Faktor in zukünftigen 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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Glykoprotein VI ist ein thrombozytärer Kollagenrezeptor und wichtiger Bestand-
teil der primären Hämostase [3]. Er vermittelt die Bindung der Thrombozyten an
freigelegtes Kollagen der extrazellulären Matrix. Weitaus entscheidender ist jedoch
seine Rolle bei der Thrombozytenaktivierung: ein Vorgang, der durch die von Gly-
koprotein VI ausgelöste intrazelluläre Signalkaskade mediiert wird und letztlich in
die Thrombozytenaggregation und Thrombusbildung mündet. Glykoprotein VI ist
neben seiner physiologischen Funktion auch an der Atheroprogression und Pathoge-
nese thrombembolischer Ereignisse beteiligt.

Kardiovaskuläre Erkrankungen, die auf dem Boden der Atherosklerose entstehen,
insbesondere der akute Myokardinfarkt und der ischämische zerebrale Schlaganfall,
gelten weltweit als führende Ursachen für Mortalität und Morbidität [12, 86, 87,
129, 175]. Sie stellen die heutige Medizin weiterhin vor große Herausforderungen,
beispielsweise bei der Verbesserung therapeutischer Möglichkeiten und präventiver
Maßnahmen.

In multiplen Studien konnten Alterationen der Glykoprotein VI-Expression und
veränderte Signalwirkung mit dem Auftreten solch thrombembolischer Ereignisse
in Verbindung gebracht werden [176]. Aus diesem Grund ist der thrombozytäre
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 frühen Todes an den Folgen koronarer Herzerkrankung ein starker
Prädiktor für das Vorliegen genetischer Veränderungen [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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Diese wissenschaftliche Arbeit widmet sich der Untersuchung ausgewählter Ein-
zelnukleotidpolymorphismen des GP6 Gens und deren mögliche Auswirkungen auf
die thrombozytäre 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 erhöhten Mortalität
der Träger 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 Aktivitätsmarker in zukünftigen Studien unbedingt inkludiert werden
müssen, um klinische Auswirkungen des Glykoprotein VI, des GP6 Gens und der
Glykoprotein VI-Expression suffizient beurteilen zu können.

Nach bestem Wissen zeigt diese Arbeit zum ersten Mal ein Linkage Disequilibrium
zwischen den Einzelnukleotidpolymorphismen rs1654419, rs1671153 und rs1613662.
So zeigt diese Arbeit, dass höchstwahrscheinlich eine Kombination aus genetischen
Risikofaktoren zur Prädestinierung und Entstehung thrombembolischer Komplika-
tionen beiträgt, als lediglich der Effekt einzelner Risikogene.

Die folgenden weiteren Ergebnisse dieser Arbeit können mit bisherigen Berichten
in der Literatur in Einklang gebracht werden.
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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 unterstützen die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypothese, dass
der Genotyp des Glykoprotein VI weniger Einfluss auf die thrombozytären Glyko-
protein VI-Expressionslevel nimmt, als bisher angenommen wurde.

Homozygote Minor-Allel (GG-Allel) Träger des rs1613662, dem in der GP6 Gen-
forschung bisher am meist untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismus, wiesen ten-
denziell höhere Myokardinfarktzahlen und eine erhöhte Mortalität 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 thrombozytäre Glyko-
protein VI- Expression und die Entstehung thrombembolischer Ereignisse kann nicht
auf eine abschließende Formel heruntergebrochen werden. Bis zur kompletten Ent-
schlüsselung der Komplexität der Pathogenese kardiovaskulärer Ereignisse, insbe-
sondere vor dem Hintergrund genetischer Aspekte, ist es wichtig, die Forschung auf
diesem Gebiet fortzuführen und weitergreifende Analysen anzustreben. Dies zeigen
die Ergebnisse dieser Arbeit eindrücklich.

Künftige Forschungen sollten neben dem Screening auf genetische Risikogene um
folgende Messungen erweitert werden: Messung der Expressionslevel verschiedener
thrombozytärer Rezeptoren, Analyse der Signaltransduktion im Rahmen der Throm-
bozytenaktivierung und Messung weiterer zellulärer Effekte.

Die Ergebnisse aus dieser wissenschaftlichen Arbeit untermauern die Wichtigkeit
von Glykoprotein VI als vielversprechendes therapeutisches Target bei kardiovas-
kulären Erkrankungen, insbesondere bei arteriellen thrombembolischen Ereignissen,
wie dem akuten Myokardinfarkt und dem zerebralen ischämischen Schlaganfall.
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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
Einsatzmöglichkeiten und klinische Auswirkungen [180, 182–184, 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 erhöhten Blutungs-
risiko verbunden, was eine sichere Anwendung am Menschen potenziell ermöglicht
[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 unterstützt.

Neben der Möglichkeit Glykoprotein VI als therapeutisches Target anzuwenden,
birgt Glykoprotein VI zusätzlich das Potenzial einen Beitrag zur Prävention kardio-
vaskulärer Komplikationen zu leisten.

Im Bereich der Humanmedizin hat ein Paradigmenwechsel von starren Therapie-
regimen hin zur vielfältigen, personalisierten Medizin, welche genetische Aspekte
berücksichtigt, 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 können.

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 gestützt auf multiple andere Studien erscheint es logisch,
künftig genetische Screeninguntersuchungen in die Therapie und Prävention 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 präzise Risikostratifizierung
zu entwickeln.
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[111] Schulz C, Leuschen NV, Fröhlich T, Lorenz M, Pfeiler S, Gleissner CA, Krem-
mer E, Kessler M, Khandoga AG, Engelmann B, Ley K, Massberg S and Ar-
nold GJ (2010) Identification of novel downstream targets of platelet glycopro-
tein VI activation by differential proteome analysis: implications for thrombus
formation. Blood 115(20):4102–4110

[112] Müller F, Mutch NJ, Schenk WA, Smith SA, Esterl L, Spronk HM, Schmidbau-
er S, Gahl WA, Morrissey JH and Renné T (2009) Platelet polyphosphates are
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Patienten erhielt ich Unterstützung von den Mitgliedern der Arbeitsgruppe
von Herrn Professor Dr. Tobias Geisler.

• Ich fertigte nach Anleitung durch und in Rücksprache mit Herrn Dr. Michal
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