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1 Einleitung

1.1 Die Rolle von Thrombozyten bei primarer und sekundarer Hamostase

Thrombozyten besitzen ihre Hauptfunktion darin, eine beispielsweise durch
eine Schnittverletzung entstandene Blutung auf schnellstméglichem Wege zum
Stillstand zu bringen, um den Blutverlust auf geringstem Niveau zu halten. Dies
geschieht im Zusammenspiel mit 16slichen Komponenten des Plasmas durch die
Bildung eines hamostatischen Thrombus, welcher den Defekt im GefaB verschlie3t
und dadurch weiteren Blutverlust verhindert. Dabei unterscheidet man den Prozess
der primaren Hamostase von dem der sekundaren Hamostase.

Die primare Hamostase beinhaltet die Adhasion, Aktivierung und Aggregation
der Thrombozyten und erreicht durch die Bildung eines thrombozytenreichen,
weiBen Thrombus eine vorUbergehende Blutstillung (18). Der starkste Trigger fur
den Ablauf dieser Gerinnungskaskade ist die Beschadigung der Endothelschicht
der GefaBwand und die damit verbundene Freilegung extrazellularer Matrix (56).
Hierbei spielt Kollagen eine herausragende Rolle, da es als Substrat fir
verschiedene membrangebundene Rezeptoren auf Thrombozyten dient, welche
den Adhéasionsprozess einleiten (4). Der erste Kontakt wird durch das Glykoprotein
GPIb-V-IX hergestellt, welches mit kollagengebundenem von-Willebrandt-Faktor
(VWF) interagiert (47). Diese Verbindung geschieht sehr rasch, jedoch I6st sie sich
auch sehr schnell wieder. Vor dem Hintergrund der hohen Scherkrafte in Arteriolen
und erkrankten GefaBen ist diese schnelle Bindung von Thrombozyten an der
GefaBwand entscheidend, durch die umgehende Reversibilitdt kann jedoch keine
stabile Adhasion erfolgen. Daraus resultiert ein ,rolling“ der Thrombozyten entlang
der geschadigten GefaBwand (51). Die hierdurch eingetretene Verlangsamung der
Thrombozyten ermdglicht es einem zweiten Glykoprotein, dem Glykoprotein VI

(GPVI), direkt mit dem freiliegenden Kollagen des Subendothels zu interagieren



(siehe Abbildung 1 B). Dieser direkte Kontakt vollzieht sich weitaus langsamer, ist
aber irreversibel (35). Durch die Bindung von GPVI wechseln die Integrine allbB3
und a2B1, weitere wichtige Mediatoren der Blutgerinnung, vom inaktiven in den
aktiven Zustand (35). Integrine sind Oberflachenbestandteile fast aller Zellen (23).
Im aktiven Zustand binden sie direkt (a2pB1), bzw. indirekt Gber vVWF (allbB3) an
Kollagen. Daher wird ihnen eine wichtige Rolle beim Ubergang vom Zustand des
Lrolling” in eine stabile Adhasion zugeschrieben (Abbildung 1 C), woflr die
vorhergehende Aktivierung durch GPVI jedoch zwingend erforderlich ist (36).

Die Bindung an freiliegendes Kollagen der verletzten GefaBwand Uber den
Kollagenrezeptor GPVI fihrt des Weiteren zu einer Formveranderung und Uber
eine komplexe Signalkaskade (siehe auch 1.3) zur Aktivierung der Thrombozyten
(Abbildung 1 D). Einerseits wird hierdurch eine verbesserte Abdichtung des
GefédBwanddefekts erreicht, andererseits setzt der aktivierte Thrombozyt
Arachidonsaure frei, welche durch das Enzym Cyclooxygenase zu Thromboxan A2
umgewandelt wird (18). Dieser Mediator verstarkt den Aktivierungsprozess der
Thrombozyten weiterhin und besitzt vasokonstriktive Eigenschaften, wodurch der
Blutfluss verlangsamt wird und somit der weiteren Festigung des Thrombus dient
(24). Dartber hinaus setzt der aktivierte Thrombozyt granulare Komponenten wie
Adenosindiphosphat (ADP) frei. Hierdurch werden weitere noch ruhende
Thrombozyten aktiviert, welche daraufhin mit den schon an der GeféaBwand
anhaftenden Thrombozyten aggregieren (Abbildung 1 E). Dies geschieht in
Gegenwart von ausreichend Calciumionen (Ca2+) und Fibrinogen durch den
GPllb-llla-Komplex, der die Thrombozyten untereinander verbindet (Aggregation).
Unter physiologischen Bedingungen enthalt das Blutplasma genigend Ca2+ sowie
Fibrinogen, auBerdem sezerniert der aktivierte Thrombozyt hohe Konzentrationen
beider Mediatoren. Im Ruhezustand des Thrombozyten kann Fibrinogen nicht an
den GPllb-llla-Komplex binden. AusschlieBlich im aktivierten Zustand und in
Anwesenheit von genlgend Ca2+ fihrt diese Interaktion zur Aggregation der

Thrombozyten und damit zum Erliegen der Blutung (18).



Letztendlich Uberleben die anhaftenden Thrombozyten fiir mehrere Stunden
oder sogar Tage an GefaBlasionen und initileren durch Lésung von Mikrovesikeln
die de novo -Proteinsynthese und die Freisetzung von Interleukin-13, was zur
Erhéhung der entziindlichen Aktivitat um den neu gebildeten Thrombus flhrt (26,
27, 28).

Die sekunddre Hamostase dient dem stabilen Verschluss der
GefaBverletzung und leitet den Heilungsprozess ein. Die aktivierte
Thrombozytenoberflache spielt eine entscheidende Rolle, indem sie Uber die
Expression von Phosphatidylserin die Koagulationskaskade einleitet, an deren
Ende die Bildung des Prothrombinase-Komplexes steht. Dieser spaltet
proteolytisch Thrombin von Prothrombin ab, welches wiederum Fibrinogen in Fibrin
umwandelt. Fibrin vernetzt den anfalligen thrombozytenreichen Thrombus und
festigt ihn zu einem fibrinreichen, roten Thrombus (18). Hierdurch wird eine

ausreichend stabile Formation des Thrombus erreicht (Abbildung 1 F).
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Abbildung 1: Thrombozytenabhidngige Thrombusbildung an einer
GefaBwandlasion

Thrombozyten binden unter physiologischen Bedingungen nicht an intaktes
Endothel (A). Besteht eine Verletzung, kbnnen Thrombozyten (ber die
Kollagenrezeptoren GPIba und GPVI locker an Kollagen binden (B). Dies fihrt zur
Aktivierung des Thrombozyten und der Integrine a281 und allbB3, welche eine
stabile Adhésion erméglichen (C). Daraufhin verformen sich und degranulieren die
Thrombozyten und locken dadurch weitere Thrombozyten an (D). Es bilden sich
Mikroaggregate (ber Fibrinogenbricken zwischen allbB3-Rezeptoren zweier
Thrombozyten (E). Die Bildung von Thrombin wird verstérkt angeregt und aus
Fibrinogen entsteht Fibrin, welches den Thrombus vernetzt und festigt.
vWEF: von-Willebrandt-Faktor; Col: Kollagen; TxA2: Thromboxan A2; ADP:
Adenosindiphosphat; PDGF: platelet-derived growth factor (Blutpléttchen-
Wachstumsfaktor); CD40L: CD40-Ligand; Fg: Fibrinogen

(modifiziert nach 19)



1.2  Glykoproteine der Thrombozytenmembran

Der komplexe Prozess der Blutgerinnung erfordert ein enges Zusammenspiel
der Thrombozyten untereinander sowie mit ihrer Umgebung. Dabei spielen
Rezeptoren der Thrombozytenmembran eine entscheidende Rolle. Uber diese
Glykoproteine interagieren die Thrombozyten miteinander, sowie mit der
subendothelialen Matrix (vWF - Rezeptor, Kollagenrezeptoren), mit plasmatischen
Gerinnungsfaktoren (VWF - Rezeptor), und mit endothelialen Zellen (GPllb-Illa)
oder Leukozyten (P-Selektin) (18).

Glykoproteine  der  Thrombozytenmembran  werden gemaB ihrer
charakteristischen Molekularstruktur in verschiedene Gruppen eingeteilt: Integrine,
leucinreiche Glykoproteine, Selektine, Immunglobulin-dhnliche Rezeptoren und

lysosomale integrale Membranproteine (25) (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Glykoproteine der Thrombozytenoberflache

Fb: Fibrinogen; Fn: Fibronektin;, Vn: Vitronektin, vWF: von-Willebrand-Faktor;
ICAM-2: Intercellular adhesion molecule-2; PECAM-1: Platelet endothelial cell
adhesion molecule-1; PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand-1; LFA-1:
Lymphocyte function associated antigen-1; GPVI: Glykoprotein VI

(modifiziert nach 18)

Klassifi-  Elektrophoretische CD- Rezeptorzahl Liganden-

zierung Klassifizierung Nomenklatur  pro Plattchen spezifitat

Integrine

021 GPla-lla CD49b 1000 Kollagen

s GPlc-lla CD49c 1000 Fn

Qg1 GPIc’-lla CDA4of 1000 Laminin

allbBs GPllb-llla CD41-CD61 60.000-100.000 Fb, Fn, Vn, VWF

avPs GPav-llla CD51-CD61 100 Vn, Fb, Fn

Leucin-reiche Glykoproteine

-- GPlb-V-IX CD42a-b-c 25.000 vWF, Thrombin

-- GPIV (GPllIb) CD36 15.000-25.000  Kollagen,
Thrombospondin

Selektine

-- P-Selektin CDe62P 12.000 PSGL-1

Immunglobulin-ahnliche Adhasionsrezeptoren

-- ICAM-2 CD102 5000 LFA-1

-- PECAM-1 CD31 3000

-- GPVI 3700 Kollagen

Lysosomale integrale Membranproteine

-- GP53 CD63 3000
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Integrine sind Adhasionsrezeptoren, die Strukturen des Zytoskeletts mit der
extrazellularen Matrix verbinden. Sie werden auf fast allen Zellen gefunden (23).
Integrine bestehen aus einer a- und aus einer B-Untereinheit, wobei sie auf Basis
der B-Kette unterteilt werden, welche sich mit einer spezifischen a-Kette zu einem
funktionellen Rezeptor verbindet (18). Integrine treten mit zahlreichen
Glykoproteinen in Kontakt (z. B. Kollagen, Fibronektin, Fibrinogen, Laminin,
Thrombospondin, Vitronektin, vVWF) (23). Die Bindungskapazitat wird dabei Gber
Veranderung des Affinitatszustandes durch intrazellulare oder extrazellulare
Signale reguliert. Bisher wurden funf verschiedene Integrine auf Thrombozyten
beschrieben, drei der pBi1-Klasse (a2B1, Kollagenrezeptor; a5B1,
Fibronektinrezeptor; a6p1, Lamininrezeptor) und zwei der B3-Klasse (allbB3,
Fibrinogenrezeptor; aVB3, Vitronektinrezeptor) (37).

Thrombozyten enthalten zwei leucinreiche Glykoproteinkomplexe auf ihrer
Membran, GPIb-V-IX und GPIV, die durch ihren hohen Gehalt an der Aminoséure
Leucin charakterisiert sind (10). Das Glykoprotein GPIb-V-IX spielt eine
entscheidende Rolle bei der primaren Hamostase, da es auch bei hohen
Scherkréaften in den GefédBen durch Kkurzzeitige Interaktionen mit dem
kollagengebundenen vVWF das ,rolling“ herbeiftihrt, welches den ersten Schritt der
Thrombusbildung darstellt (51). Der GPlb-V-IX-Komplex besteht aus vier
Untereinheiten. GPIba und GPIbB sind Uber Disulfidbriicken kovalent miteinander
verbunden, wobei jedes GPIb-Molekil ein GPIX-Molekdl bindet (18). GPV ist die
zentrale Einheit des Rezeptorkomplexes, GPIba tragt entscheidende Bedeutung
fur die Funktion des Rezeptors, da hier die Bindungsstelle fir vWF und Thrombin
liegt (46).

Selektine sind eine Gruppe von Adhasionsmolekilen, welche im Fall einer
Entziindung oder Verletzung eines GefaBes entscheidend zur Adhasion von
Leukozyten an vaskuladres Endothel beitragen. P-Selektin ist mit einem Gewicht
von 140 kDa das gréBte Molekil der Gruppe. Es ist Bestandteil der Membran der
thrombozytaren a-Granula sowie der endothelialen Weibel-Palade-Kérperchen (6).

Die Molekularstruktur ist wie bei den anderen Selektinen charakterisiert durch eine
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extrazellulare Lektin-Domane und einer Struktur &ahnlich dem epidermalen
Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF), gefolgt von kurzen Regionen,
die den regulatorischen Komplementfaktoren entsprechen, sowie einem
transmembranaren Teil (6, 18) (siehe Abbildung 2).

NH, XD Er@0000000—  _— COOH

Abbildung 2: Molekularstruktur des P-Selektins

EGF :endothelial growth factor (endothelialer Wachstumsfaktor)
1-9  :regulatorische Regionen

Q_-) : transmembranére Region
(modifiziert nach 6)

Auf ruhenden Thrombozyten wird P-Selektin nicht exprimiert (32). Eine
stattfindende Aktivierung fiahrt jedoch zu einer raschen Freisetzung und
Oberflachenexpression von P-Selektin sowohl bei Thrombozyten als auch bei
Endothelzellen (33). Es spielt eine wichtige Rolle bei der sekundaren Hamostase
und bei Reparaturprozessen der GefaBe. P-Selektin, welches auf Oberflachen von
aktiviertem Endothel oder gebundenen Thrombozyten prasentiert wird, unterstitzt
das Andocken von Leukozyten an den endothelialen Defekt (18) (siehe Abbildung
3). Darlber hinaus induziert P-Selektin Entzindungsreaktionen in Leukozyten (55).
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Abbildung 3: Interaktionen zwischen P-Selektin, Thrombozyten,

Leukozyten und Atherogenese

a) Aktivierung von Thrombozyten mit Expression von P-Selektin auf der
Oberfldche und Adhdsion der Thrombozyten auf dem Endothel
b) Vermehrtes ,rolling“ von Monozyten und Neutrophilen auf dem Endothel
c) Adhdésion von Monozyten und Neutrophilen auf Thrombozyten und dem
Endothel
(modifiziert nach 6)

1.3 Aufbau und Funktion von GPVI

GPVI wurde zum ersten Mal 1982 erkannt, als Clemetson et al. die
Thrombozyten dreier Patienten mit Bernard-Soulier-Syndrom untersuchte, einer
Krankheit mit reduzierter Anhaftung der Thrombozyten an das Subendothel und
daraus resultierender, verlangerter Blutungsdauer. In der 2D-Gel-Elektrophorese
konnte im Vergleich zu Thrombozyten gesunder Probanden das Fehlen eines 60-
65 kDa schweren Glykoproteins nachgewiesen werden (12). Das erste Anzeichen,
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dass GPVI ein wichtiger Kollagenrezeptor sein kénnte, kam durch Untersuchungen
an einer Patientin mit einer Autoimmun-Thrombozytopenie, die durch
Autoantikérper gegen ein 65 kDa - Protein verursacht wurde, welches als GPVI
identifiziert werden konnte (52).

Im Oktober 1999 gelang es Clemetson et al. das menschliche GPVI zu
klonen. Es setzt sich aus 339 Aminosduren zusammen und hat ein
Molekulargewicht von 62 kDa. Menschliches GPVI enthalt zwei Immunglobulin-C2-
ahnliche extrazellulare Doméanen, die durch Disulfidbriicken verbunden sind, einen
Mucin-ahnlichen Stiel, eine transmembranare Region und einen 51 Aminosauren
langen zytoplasmatischen Schwanz (13) (siehe Abbildung 4).

GPY
|g' #-
Domanen
mucinreiche
Fegion
o000 o000 trans-
| Ir | ||| membranare
alalele QOO0 Region
mtoplasmatischer
Schvwanz
FoR-y-kette
Y
Y
Abbildung 4: Molekularstruktur des GPVI/FcR-y-Ketten-Komplexes

GPVI enthéalt zwei Immunglobulin-Doménen, welche an eine mucinreiche Region

gebunden sind. Die transmembranédre Region besitzt eine Arginingruppe, die

essentiell ist fur die Verbindung mit der FcR-y-Kette.

Ig: Immunglobulin; FcR-y-Kette: Fc-Rezeptor-y-Kette; R: Arginin; Y: Tyrosin
(modifiziert nach 36)
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In der transmembranéren Region besitzt GPVI ein positiv-geladenes Arginin,
welches essentiell fir die Assoziation mit der Fc-Rezeptor-y-Kette (FcR-y-Kette) ist
(siehe Abbildung 4) (5, 58). Auch die ersten sechs Aminosauren nahe der
Membran sind unabdingbar fir die Interaktion mit der FcR-y-Kette (7). Der
zytosolische Schwanz enthalt eine prolinreiche Sequenz, die selektiv die
Tyrosinkinasen der Src-Familie bindet, Fyn und Lyn (54). Der zytoplasmatische
Teil des GPVI enthalt auBerdem eine Doméne fur die Bindung von Calmodulin (1),
welches konstitutiv mit GPVI assoziiert ist, und nach neueren Untersuchungen eine
zentrale Rolle bei der Regulation der GPVI-Expression innehat (16, 17).

Die transmembranare Region und der zytoplasmatische Schwanz treten mit
anderen Proteinen zusammen, so z. B. mit verschiedenen Tyrosinkinasen,
Calmodulin und vor allem mit der FcR-y-Kette, die eine entscheidende Rolle bei
der Signallbermittlung des Rezeptorkomplexes spielt (5). Aktivierung von GPVI
fuhrt zur Phosphorylierung der FcR-y-Kette durch die Tyrosinkinasen der Src-
Familie, Fyn und Lyn (40). Das fuhrt zur Bindung und darauf folgender Aktivierung
der Tyrosinkinase Syk, welche eine Signalkaskade einleitet, die in der Aktivierung
einiger Effektorenzyme endet, wie PLCy2 (Phospholipase-Cy2), kleinen G-
Proteinen und der Phosphoinositid-3-Kinase (53).

Der GPVI/FcR-y-Ketten-Komplex Ubertragt also Signale Uber einen
Immunglobulin-ahnlichen Mechanismus, an dessen Ende {ber Aktivierung
verschiedener Effektorenzyme die Aktivierung und somit die Freisetzung von
granularen Komponenten der Thrombozyten steht (3).

Neben der thrombozytaren, membrangebundenen 62 kDa —Form existiert
GPVI ebenso als kleinere, I6sliche 52 kDa —Form, welche im Plasma zirkuliert (8).
Diese Form entsteht durch Abspaltung von Thrombozyten (17).
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1.3.1 GPVlist ein bedeutsamer Kollagenrezeptor auf Thrombozyten

Der GPVI/FcR-y-Ketten-Komplex ist fir den Prozess der Adhasion und
Aggregation von gréBter Bedeutung. So konnten Massberg et al. zeigen, dass
Thrombozyten von M&usen in Abwesenheit von GPVI keine stabile Adhasion bei
arteriellen Verletzungen aufweisen (30). Auch Goto et al. zeigten, dass bei
Thrombozyten zweier Patienten mit fehlendem GPVI keine Adhé&sion an Kollagen
erfolgt (21). Dies belegen auch Untersuchungen von Nieswandt et al, in denen
Thrombozyten von Mausen mit fehlender FcR-y-Kette und fehlendem GPVI trotz
ausreichendem Vorhandensein der anderen Adhasionsrezeptoren GPIb-V-IX,
allbp3 und a2B1 praktisch keine Adhdsion an Kollagen aufweisen. Diese kann
jedoch durch die Zugabe von Agonisten wie ADP und Manganionen (Mn2+),
welche Integrine direkt aktivieren, wiederhergestellt werden (35). Damit hat GPVI
neben der Rolle als Adhéasionsrezeptor auch elementare Bedeutung fir die
SignalUbermittlung zur Aktivierung weiterer Mediatoren wie der Integrine, die die
stabile Adhasion vermitteln, und nimmt somit eine zentrale Rolle im gesamten
Prozess der Blutgerinnung ein.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass auf der
Thrombozytenoberflache mehrere Kollagenrezeptoren exprimiert werden, die bei
einer GefaBverletzung im Zusammenspiel die Adhasion, Aggregation und die
damit verbundene Thrombusbildung erreichen. Bei hohen Scherkréften sorgt der
Rezeptorkomplex GPIb-V-IX fur die erste Anhaftung der Thrombozyten an die
verletzte GefaBwand, da diese Verbindung sehr schnell zustande kommen kann
(47); das Ergebnis ist ein ,rolling“ der Thrombozyten (51). In dieser Zeit interagiert
GPVI mit dem freiliegenden Kollagen und geht eine irreversible Bindung ein (35).
Hierdurch wird eine Signalkaskade initiiert, an deren Ende der Zustandswechsel
von einem niedrig- in einen hochaffinen Status der Integrine a2p1 und allbB3 steht,
welche eine stabile Adhasion der Thrombozyten an Kollagen bzw. an

kollagengebundenen VvWF ermdglichen (35). Dies stimuliert weiterhin die
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Signalkaskade des GPVI, was folglich zu weiterer Integrinaktivierung und
Freisetzung weiterer Mediatoren fihrt. AuBerdem wird Thromboxan A2 und ADP
freigesetzt, welche einerseits ebenso die Aktivierung der Integrine induzieren und
andererseits weitere Thrombozyten aktivieren und die Aggregation vorantreiben.

Hieraus wird die zentrale Rolle des GPVI ersichtlich. Die friher favorisierte
sogenannte ,two-site, two-step® —Theorie (49), welche das Integrin a2f1 zum
wichtigsten Kollagenrezeptor ernannte, gilt als Gberholt. Stattdessen 16st erst die
Bindung von GPVI an Kollagen die Aktivierung der Integrine Uber eine
Signalkaskade aus und ermdglicht somit die feste Anhaftung von Thrombozyten an
die extrazellulare Matrix (35). Dieses neue Modell hebt GPVI als die Substanz
hervor, die in jeder relevanten Phase der Thrombusbildung eine entscheidende
Rolle spielt.

1.4 Die koronare Herzkrankheit

Unter einer koronaren Herzkrankheit versteht man die atherosklerotisch
bedingte Verengung der Koronararterien. Sie bleibt Uber Jahrzehnte zunéachst
klinisch asymptomatisch und wird erst klinisch manifest, wenn eine
Myokardischamie auftritt. Diese kann vom Patienten als Angina pectoris
wahrgenommen werden oder auch asymptomatisch bleiben (11).

Zu Beginn der atherosklerotischen Lasion steht die endotheliale Dysfunktion,
die sich Uber Einlagerungen von Lipiden, Einwanderung von Makrophagen und
T-Lymphozyten sowie Migration und Proliferation glatter Muskelzellen in die
GefaBwand zur atherosklerotischen Plaque entwickelt (11).

In der westlichen Welt sind die koronare Herzkrankheit und ihre Folgen die
haufigste Todesursache. Allein in Deutschland sterben jedes Jahr etwa 150.000

Patienten an den Folgen der koronaren Herzkrankheit.
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1.5 Thrombozyten und das akute Koronarsyndrom

Der Begriff ,akutes Koronarsyndrom’ (ACS) umfasst ein Spektrum zwischen
der instabilen Angina pectoris Uber den nicht-transmuralen Myokardinfarkt bis hin
zum transmuralen Infarkt.

In Deutschland erleiden etwa 400.000 Menschen pro Jahr einen
Myokardinfarkt, etwa ein Drittel der Infarkte verlauft tédlich. Die haufigste Ursache
akuter koronarer Syndrome ist die Thrombozytenadh&sion und -aggregation mit
Thrombusbildung in der Koronararterie auf dem Boden einer Plaqueruptur. Diese
entsteht als Folge eines Risses der Deckplatte einer lipidreichen, entzindlich
aktiven artherosklerotischen GefaBwandverédnderung. Das Blut ist damit der
extrem gerinnungsaktiven kollagenen Oberflache ausgesetzt (11). Thrombozyten
bilden einen Thrombus und das GefaB wird verschlossen. Es kommt zur
Minderversorgung des Herzgewebes mit Sauerstoff und anschlieBender
Myokardnekrose.

1.6 Laborchemische Marker des akuten Koronarsyndroms

1.6.1 Herzenzyme

Die Labordiagnose ist von entscheidender Bedeutung fur die rasche
Sicherung der Diagnose eines ACS. Da die kardiale Ischamie die Zellmembran
schadigt, werden aus den Myozyten Enzyme in die Blutbahn freigesetzt, die als
Indikatoren flir die Schadigung dienen (11).
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Etwa zwei Stunden nach Beginn der Ischamie werden im Serum Troponin-I
und -T (Tn-I, Tn-T) nachweisbar. Der Labortest ist hochspezifisch und weist, falls
positiv, fast immer auf eine Ischamie des Herzmuskels hin.

Die Kreatinkinase (CK) wird etwa vier Stunden nach Ischamiebeginn
nachweisbar. Da das Enzym auch Bestandteil der Skelettmuskulatur ist, muss das
spezifische kardiale Isoenzym Kreatinkinase-MB (CKMB) mitbestimmt werden.
Macht deren Aktivitdt mehr als sechs Prozent der Gesamt-CK-Aktivitat aus, so ist
eine kardiale Ursache wahrscheinlich.

Ein weiterer Parameter ist das Myoglobin, welches hochspezifisch ist und
erstmals zwei bis vier Stunden nach Ischamiebeginn nachweisbar ist (11).

Die aufgeflihrten Laborparameter haben gemeinsam, dass sie im Falle eines
akuten Koronarsyndroms alle bereits Ausdruck der stattfindenden Myokardnekrose

sind.

1.6.2 Inflammatorische Marker

Entzindliche Aktivitat spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung, dem
Fortschreiten und der Destabilisierung einer atherosklerotischen Plaque sowie bei
der Entwicklung eines akuten Koronarsyndroms (45). Aufgrund dieser Erkenntnis
kénnte die Messung inflammatorischer Marker eine bessere Einschatzung des
Risikos fur die Entwicklung eines ACS erméglichen.

Das C-reaktive Protein (CRP) wird in der Leber gebildet und gehért zu den
Akute-Phase-Proteinen, welche im Rahmen entzindlicher Erkrankungen
ansteigen. Ridker et al. konnten in zahlreichen Studien zeigen, dass ein erhdhtes
CRP mit einem erhéhtem Risiko fur die Ausbildung eines ACS einhergeht (42, 43,
44).

Ridker et al. untersuchten auch die Rolle des Adhasionsmolekiils P-Selektin,

das auf aktivierten Thrombozyten exprimiert wird (siehe auch 1.2). In einer Follow-
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Up-Studie waren die P-Selektin-Werte bei Frauen, welche anschlieBend ein
kardiovaskulares Ereignis entwickelten, signifikant héher als bei Frauen, bei denen
anschlieBend kein solches Ereignis auftrat (41).

Des Weiteren ist die Expression von Monozyten-Aktivitdtsmarkern, wie z. B.
MAC-1 (Monocyte Activation Antigen-1), bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt
signifikant gesteigert. Dies kénnte im Ischamiegebiet zur vermehrten Adhasion von
Monozyten an Endothel beitragen (34).

CD40-Ligand (CD40L) wird von Thrombozyten exprimiert und bei Aktivierung
von diesen freigesetzt. Heeschen et al. konnten demonstrieren, dass CD40L-Werte
bei Patienten mit ACS signifikant erhéht sind. Des Weiteren hatten Patienten mit
gesteigerten CD40L-Werten ein signifikant erhdhtes Risiko innerhalb von sechs
Monaten einen Myokardinfarkt zu erleiden (22).

Auch vermehrte Monozyten-Thrombozyten-Aggregate weisen auf die
Entwicklung eines ACS hin. So konnten Sarma et al. zeigen, dass bei einer
Gruppe von Patienten, welche sich mit Thoraxschmerzen in der Notaufnahme
vorstellten, zirkulierende Monozyten-Thrombozyten-Aggregate bei kardialer
Ursache signifikant erhéht waren (50). Furman et al. machten in einer weiteren
Studie die wichtige Erkenntnis, dass Uber die Halfte der von ihnen untersuchten
Patienten mit akutem Myokardinfarkt und bereits erhéhten Monozyten-
Thrombozyten-Aggregaten noch normale CKMB-Werte aufwiesen (15). Daher
kénnen Monozyten-Thrombozyten-Aggregate als frihzeitige Biomarker beim ACS
angesehen werden. DarUber hinaus hebt die Bindung von Thrombozyten und
Monozyten beim ACS die Interaktion von Thrombose und Inflammation bei
kardiovaskularen Erkrankungen hervor.

All diese Marker haben jedoch gemeinsam, dass sie nicht Thrombozyten-
spezifisch sind. Es gibt bisher noch keinen Thrombozyten-spezifischen Marker fr
die Risikoeinschatzung beim ACS.
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2 Hintergrund und Zielsetzung dieser Arbeit

Die koronare Herzkrankheit und das daraus resultierende akute
Koronarsyndrom sind die haufigste Todesursache der westlichen Welt.

Thrombozyten spielen die Hauptrolle bei der Genese des akuten
Koronarsyndroms. Bei Ruptur einer atherosklerotischen Plaque binden die
Thrombozyten Uber Kollagenrezeptoren an das freiliegende Kollagen der
extrazellularen Matrix (4). Vermittelt durch Signalkaskaden entsteht eine rasche
Okklusion des GefaBes, die Folge ist ischdmischer Untergang des abhangigen
Herzgewebes. Hierbei spielt das Thrombozyten-spezifische GPVI eine
entscheidende Rolle als Kollagenrezeptor und vor allem auch als zentraler
Mediator des gesamten Prozesses (35).

Gegenwartig erfolgt die Diagnose des akuten Koronarsyndroms Uber die
Anamnese und das Kklinische Erscheinungsbild, das EKG und Uber die
Laborparameter Kreatinkinase, Kreatinkinase-MB, sowie Troponin-l und -T. Das
EKG ist jedoch in etwa 30 % der Félle nicht richtungsweisend und die
Laborparameter werden erst friihestens zwei Stunden nach dem Ereignis positiv
und sind, wie Troponin-l und -T, ein Anzeichen des schon stattfindenden
Gewebeuntergangs. Daher ware ein neuer Marker des akuten Koronarsyndroms
von immenser Bedeutung fir die frihzeitige Diagnose, um umgehend die
angemessene Therapie einleiten zu kénnen und damit die Nekrose des
myokardialen Gewebes zu verhindern oder zumindest aufzuhalten.

Frihere Untersuchungen ergaben, dass die Expressionsdichte des
Kollagenrezeptors GPVI mit dem Bevorstehen eines Myokardinfarkts
zusammenhangen kdnnte (48). Folglich ware es mdglich, dass eine veranderte
GPVI-Expression auf zirkulierenden Thrombozyten auf ein drohendes
thrombotisches Ereignis wie z. B. einen Myokardinfarkt hindeutet.

Unsere Studie evaluiert daher die GPVI-Expression auf Thrombozyten in

einer groBen Anzahl von Patienten mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit.
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Dementsprechend stellen sich folgende zentrale Fragen:
a) Ist die GPVI-Expression auf der Thrombozytenoberflache mit dem

Auftreten eines akuten Koronarsyndroms assoziiert?
b) Wie verhédlt sich GPVI im Vergleich mit etablierten Markern der

myokardialen Ischamie?
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3 Material und Methodik

Die Expression der Kollagenrezeptoren GPVI, P-Selektin und GPIb-V-IX auf
der Thrombozytenoberfliche wurde mit Hilfe monoklonaler Antikérper mittels
Zweifarben-Vollblut-Durchflusszytometrie festgestellt. Jede Messung wurde
zweifach durchgefihrt.

3.1  Studienpopulation und Auswabhlkriterien

Die untersuchte Studienpopulation enthielt 367 Patienten, die sich im
Universitatsklinikum TObingen mit dem Verdacht auf eine koronare Herzkrankheit
(KHK) vorstellten und folglich einer Koronarangiographie unterzogen. Sie wurden
konsekutiv in die Studie aufgenommen. Davon besaBen 240 Patienten eine stabile
Angina pectoris und 127 ein akutes Koronarsyndrom. Ausschlusskriterien waren
Minderjahrigkeit (Alter unter 18 Jahren), keine Einverstandniserklarung und falsch
positive Erhdhung der Laborparameter Kreatinkinase (CK) und Kreatinkinase-MB
(CKMB). Dadurch wurden 26 Patienten ausgeschlossen, von denen 19 ihr
Einverstandnis verweigerten, die sieben verbleibenden fallen unter die anderen
Ausschlusskriterien.

Die koronare Herzkrankheit fuhrt zu den Krankheitsbildern der stabilen
Angina pectoris (SAP) und des akuten Koronarsyndrom (ACS), welches wiederum
in das Troponin-positive ACS (Tn+-ACS), den Nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkt
(NSTEMI) und den ST-Strecken-Hebungsinfarkt (STEMI) unterteilt werden kann.
Die Einteilung wurde nach folgenden, anerkannten Definitionen vorgenommen:
SAP: Stabile Angina pectoris mit Symptomen bei Belastung, aber ohne

Progression und mit gleich bleibender Intensitat
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ACS: Episoden von Angina pectoris mit Progression Uber die Zeit Gber mehr als 20
Minuten oder mit wiederkehrenden Episoden in Ruhe (oder bei minimaler
physikalischer Belastung) innerhalb der letzten 24 Stunden
Das Elektrokardiogramm (EKG) zeigt wenigstens eine der folgenden Kriterien in
zwei oder mehr Ableitungen:

a) Neu aufgetretene ST-Strecken-Senkung von mindestens 0,05 mV

b) Voribergehende (< 20 Minuten) ST-Strecken-Hebung von mindestens

0,1 mV

C) Negatives T von mindestens 0,3 mV
Die Laborparameter Kreatinkinase (CK) und Troponin-I (Tn-l) kénnen erhéht, aber
auch normal ausfallen. Sind sie erhdht, besteht abhangig von den EKG-Kriterien
ein NSTEMI oder ein STEMI.
-NSTEMI: Episoden von Angina pectoris Uber mehr als 20 Minuten mit folgenden
EKG-Kriterien und Laborparametern:

a) Keine ST-Strecken-Hebung im Standard-EKG

b) Zweifache Erhéhung der CK verglichen zum Normalwert

C) Ein erhéhtes Tn-I oder eine signifikante Erh6hung der CKMB
-STEMI: Episoden von Angina pectoris Uber mehr als 20 Minuten mit folgenden
EKG-Kriterien und Laborparametern:

a) ST-Strecken-Hebung von mindestens 0,1 mV auf zwei oder mehr

Ableitungen
b) Zweifache Erhéhung der CK verglichen zum Normalwert
C) Ein erhéhtes Tn-I oder eine signifikante Erh6hung der CKMB

3.1.1 Kontrollgruppen

Um Informationen Uber die normale GPVI-Expression zu erhalten, wurden

neben den 367 Patienten mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit auch
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offensichtlich gesunde Personen untersucht. Zunachst wurde unser Laborpersonal
Uberprift, welches aus 22 Mannern und acht Frauen mit einem Durchschnittsalter
von 31,8 Jahren bestand (keine Medikation und keine Risikofaktoren auBer vier
Rauchern). Diese Gruppe erhielt keine Koronarangiographie.

Danach wurde eine Patientengruppe untersucht, bei denen eine koronare
Herzkrankheit ausgeschlossen werden konnte. Sie enthielt neun Manner und
sechs Frauen mit einem Durchschnittsalter von 57,4 Jahren. Die Patienten wurden
wegen Brustschmerzen koronarangiographiert, es fand sich jedoch keine koronare
Herzkrankheit. Sie besaBen die folgenden Risikofaktoren: Arterielle Hypertension
(6x), Hyperlipidamie (1x), Diabetes (1x), positive Familienanamnese in Bezug auf
eine KHK (1x), Raucher (1x). AuBerdem erhielten sie folgende Medikation:
Betablocker (5x), Acetylsalicylsaure (1x), Statine (1x), ACE-Hemmer (1x).

Beide Gruppen wurden zu einer 45 Personen umfassenden Kontrollgruppe

zusammengefasst.

3.2 Material

Folgende Materialien wurden fir die Untersuchungen bendtigt:
- Einkanal-Pipetten ,eppendorf Reference“ mit variabler Volumeneinstellung der
Firma Eppendorf (22339 Hamburg)
- Pipettenspitzen der Firma Ratiolab (63303 Dreieich-Buchschlag)
- Monovetten der Firma Sarstedt (51582 NUmbrecht):
- S-Monovette® 8,5ml, gelb, Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin (CPDA, 1ml)
- S-Monovette® 9ml, rot, Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA); 1,6mg / ml
Blut
- S-Monovette® 7,5ml, weil3, Serum

- S-Monovette® 9ml, blau, Ammoniumheparin (NH4); 16 IE Heparin / ml Blut
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- Cups der Firma Eppendorf (22339 Hamburg):
- 2,5ml Cups weiB3
- 2,5ml Cups rot
- 2,5ml Cups blau
- 2,5ml Cups gelb
- Paraformaldehyd (PFA) der Firma Merck (64293 Darmstadt)
- Phosphatpuffersaline (PBS) der Firma Invitrogen (76131 Karlsruhe)
- Zentrifuge ,Megafuge 1.0R" der Firma Heraeus Sepatech (63450 Hanau)
- PD10-Saule mit der Tragersubstanz Sephadex G-25M der Firma GE Healthcare
Bio-Sciences (SE-75125 Uppsala)
- Fluorescein-lIsothiocyanat der Firma Sigma (82041 Deisenhofen)
- Monoklonale Antikérper CD62P-FITC, CD42b-PE, 4C9-FITC (siehe 3.2.1)
- FACS-Réhrchen (5ml) der Firma BD Biosciences Discovery Labware (MA 01730
Bedford, USA)
- Durchflusszytometer ,FACSCalibur® der Firma Becton Dickinson (NJ 07417
Franklin Lakes, USA)

3.2.1 Monoklonale Antikérper

In der gegenwartigen Studie wurden folgende monoklonale Antikdrper
entweder als Konjugat mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) oder als Konjugat mit
Phycoerythrin (PE) verwendet.

Der Antikérper gegen CD62P bindet an das a-granuldre Glykoprotein der
Thrombozytenmembran P-Selektin, welches auf der aktivierten
Thrombozytenoberflache exprimiert wird und somit als Marker von a-Degranulation
verwendet wird. Es wurde ein Konjugat mit FITC verwendet (Clone CLB-Thromb/6,

Firma Immunotech, F-13009 Marseille).
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Der Antikdrper gegen CD42b bindet an das Glykoprotein GPIb-V-IX und ist
ein Thrombozytenmarker. Er wurde als Konjugat mit PE verwendet. (Clone SZ2,
Firma Immunotech, F-13009 Marseille).

4C9, der Antikdrper gegen GPVI, wurde nach etablierter Methode hergestellt
(31). Lou/C —Ratten wurden mit dem adenoviral exprimierten menschlichen
GPVI/Fc -Fusionsprotein immunisiert. Daraufhin wurde in einem festphasigen
Immunoassay ein Screening auf Hybridome durchgefihrt, wobei man entweder
GPVI/Fc oder Fc ohne externe GPVI-Doméne verwendete. Durch weiteres
Screening konnte das Hybridom 5C4 identifiziert werden, welches spezifisch an
GPVI/Fc binden konnte, aber nicht an Fc, welchem die externe GPVI-Doméne
fehlte. Die Spezifitat des Antikorpers wurde durch einen Immunoblot gegen GPVI-
Fc und zur Kontrolle gegen Fc verifiziert (31). Der fertige Antikdrper wurde
daraufhin mit FITC konjugiert, indem 4C9 mit einer geséttigten FITC-Lésung zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Die Isolierung des gelabelten
Antikérpers erfolgte Uber eine PD10-Saule mit der Tragersubstanz Sephadex
G-25M.

3.2.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie oder Fluorescence-activated-cell-sorter (FACS) ist
ein Verfahren, das es ermdglicht, Zellen oder andere mikroskopische Partikel
anhand ihrer GréBe, Struktur, Oberflacheneigenschaften und auch ihrer
intrazelluldaren Zusammensetzung zu unterscheiden. So lasst es sich auch zur
Untersuchung von Thrombozyten anwenden. Man nutzt Antikdrper, die gegen
bestimmte Strukturen der Zellen gerichtet sind, und koppelt sie mit einem
Fluoreszenzfarbstoff, der dann im Gerat erkannt werden kann. Unabhangig davon

lasst sich eine Aussage Uber die GrdBe der Zelle und deren Granularitat treffen.
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Grundvoraussetzung einer Messung ist die Detektion von Partikeln und
Zellen und der gegebenenfalls vorhandenen fluoreszenzmarkierten Markern mittels
eines Lasers. Das ausgesandte monochromatische Licht trifft auf die in der Probe
enthaltenen Bestandteile und wird dadurch gestreut. Hiernach ist das optische
System geschaltet, welches zahlreiche Linsen, Spiegel, Filter und Detektoren
enthalt und so die gestreuten Strahlen auffangt und verwertet. Die nach vorne
abgelenkten Strahlen sind ein MaB far die GréBe der gemessenen Zellen
(Vorwartsstreulicht oder Forwardscatter (FSC)), das in einem 90°Winkel
abgestrahlte Seitwartsstreulicht wird als Sidescatter (SSC) bezeichnet und dient
als MaB fir die Zellgranularitit. Sind die Zellen mit bestimmten
fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern markiert, wird ein Teil der Lichtenergie durch
das entsprechende Fluorochrom absorbiert und Fluoreszenzlicht einer héheren
Wellenlange emittiert, welches ebenso von Linsen des optischen Systems
gesammelt wird. Die beiden gangigsten Fluoreszenzfarbstoffe sind das
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), ein gelbgriner Farbstoff mit einem
Emissionsmaximum um 519 nm und das Phycoerythrin (PE), rot, mit einem
Emissionsmaximum von etwa 578 nm.

Sind die Proben entsprechend vorbereitet und gegebenenfalls mit einem
oder mehreren Fluoreszenzfarbstoffen versetzt, kann eine Messung durchgefihrt
werden. Tausende Zellen und Mikropartikel werden innerhalb kirzester Zeit in
einem laminaren Probenstrom einzeln an dem Laser vorbeigeleitet und durch die
gestreute Strahlung charakterisiert.

Das Ergebnis kann auf verschiedene Weise dargestellt werden. Eine
Méglichkeit ist das eindimensionale Histogramm. Dabei handelt es sich um eine
einfache Haufigkeitsverteilung, bei der die Starke eines Fluoreszenzsignals gegen
die Anzahl der Ereignisse entweder linear oder logarithmisch aufgetragen wird
(siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Histogramme einer FACS-Messung mit anti-CD62P-FITC

und anti-CD42b-PE (logarithmische Auftragung)

Eine weitere Moglichkeit bietet der zweidimensionale Dot-Plot. Hiermit kann
man verschiedene Eigenschaften einer Zelle gegeniberstellen, z. B. die
Beziehung von GréBe und Granularitét einer Zelle (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Dot-Plot einer FACS-Analye mit Vollblut
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Die groBen Vorteile, die ein Durchflusszytometer gegeniber anderen
Methoden der Zellcharakterisierung besitzt, sind zum einen der hohe Durchsatz an
Zellen innerhalb klrzester Zeit, zum anderen die gleichzeitige Erfassung der
verschiedensten Parameter einer jeden Zelle (29).

3.3 Analyse der Thrombozyten

3.3.1 Probengewinnung

Der Studienpopulation wurde bei Beginn der Koronarangiographie arterielles
Blut aus der arteriellen Schleuse in der Femoralarterie enthommen. Bei Patienten
mit einem akuten Koronarsyndrom wurde die Koronarangiographie direkt nach
Eintreffen im Krankenhaus eingeleitet. Patienten mit stabiler Angina pectoris
wurden nach Plan untersucht.

Bei der offensichtlich kardiovaskuldar gesunden Kontrollgruppe aus dem
Laborpersonal wurde vendses Blut durch Venenpunktion der Vena cubitalis
abgenommen.

Das Blut wurde in eine CPDA-Monovette (5 ml) geflllt, innerhalb kirzester
Zeit (£ 2 Stunde) nach gultigem Assay pipettiert und innerhalb der nachsten 48
Stunden mittels Durchflusszytometrie untersucht.

3.3.2 Vorbereitung der Blutproben

Die gewonnenen Blutproben der Studienpopulation sowie der Kontrollgruppe

wurden umgehend (< Y2 Stunde) nach im Folgenden beschriebenen Assay flr die
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Evaluierung mit der Durchflusszytometrie vorbereitet. Jede Bestimmung erfolgte
zweifach.

Das CPDA-Blut wurde im Verhaltnis 1:50 mit Phosphatpuffersaline (PBS)
verdinnt. Je 35 pul dieser Suspension gaben wir in vier FACS-R&hrchen und flgten
weitere 5 ul PBS hinzu. Daraufhin wurde in jeweils zwei der Behalter 5 ul entweder
des FITC-markierten CD62P-Antikérper oder des FITC-markierten GPVI-
Antikdrpers 4C9 hinzugegeben. AnschlieBend wurden in jedes FACS-R6hrchen
5 pl des PE-markierten CD42b-Antikérpers als Thrombozytenmarker hinzugeflgt.
Das ergibt vier Proben von jeweils 50 pl, zwei mit 4C9-FITC und zwei mit CD62P-
FITC versetzt. Danach wurden die Proben fir 25 Minuten im Dunkelraum bei
Raumtemperatur inkubiert, bevor wir sie mit jeweils 300 ul 0,5 % Paraformaldehyd
konservierten. Bis zur FACS-Messung, die spéatestens 48 Stunden nach der
Probenentnahme erfolgte, wurden die Proben im Kihlschrank (+4°C) bei

Dunkelheit aufbewahrt.

3.3.3 Analyse mittels Durchflusszytometrie

Nach spatestens 48 Stunden erfolgte die Probenanalyse mittels
Durchflusszytometrie. Hierzu kam das Gerat ,FACSCalibur® der Firma Becton
Dickinson, USA, zur Anwendung. Die Instrumenteneinstellungen wurden beim
Vorwartsstreulicht (FSC, P1) auf EQO log, beim Seitwértsstreulicht (SSC, P2) auf
261 log, bei FITC (P3) auf 600 log und bei PE (P4) auf 520 log festgesetzt. Die
Anzahl der Ereignisse wurde auf etwa 300 pro Sekunde gestellt und pro Messung
bei 10.000 Ereignissen begrenzt. Die ,Mittlere Fluoreszenzintensitat’ (MFI) diente
als Ma@B fur die Rezeptordichte.
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3.4 Statistische Analyse

Mit nicht-parametrischen Tests wurden paarweise Gegeniberstellungen von
akutem Koronarsyndrom (ACS), Troponin-positivem ACS (Tn+-ACS), Nicht-ST-
Hebungsinfarkt (NSTEMI) und ST-Hebungsinfarkt (STEMI) mit stabiler Angina
pectoris (SAP) durchgefihrt (Kruskall-Wallis-Test). Fur die Korrektur des multiplen
Testens wurde eine Bonferroni-Holm-Korrektur angewandt. Ein
Wahrscheinlichkeitswert von < 0,05 galt als statistisch signifikant. Der Vergleich
von GPVI mit den klinischen Parametern wurde mit der Spearman-Korrelation
durchgefuhrt. Eine multifaktorielle Kovarianzanalyse fir den dekadischen
Logarithmus von GPVI wurde vorgenommen, um mdgliche Einflussfaktoren
abzugleichen. Dartber hinaus wurde eine logistische Regressionsanalyse
durchgefiihrt, um die Assoziation von GPVI mit konventionellen Laborparametern
zu prafen.

Alle statistischen Analysen wurden mit SPSS, Version 13, durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Studienpopulation

Die thrombozytare Oberflachenexpression des Kollagenrezeptors GPVI
wurde konsekutiv in einer Gruppe von 367 Patienten mit symptomatischer
koronarer Herzkrankheit untersucht. Bei allen Patienten wurde eine
Koronarangiographie durchgefihrt und damit die Diagnose verifiziert sowie die
Schwere der Erkrankung festgestellt.

Bei Aufnahme in die Studie wurden die kardiovaskuldren Risikofaktoren
arterielle  Hypertonie, Hyperlipidamie, Diabetes, Rauchen wund positive
Familienanamnese in Bezug auf eine koronare Herzkrankheit (KHK) erfasst.

AuBerdem wurde die verbleibende linksventrikulare Auswurffraktion
aufgenommen. Dabei bedeutet ,normal’ eine verbliebene Auswurffraktion von Gber
60 %, ,leicht reduziert’ von 45 — 60 %, ,mittelgradig reduziert’ von 35 — 45 % und
,hochgradig reduziert’ von < 35 %.

Die zugrunde liegende KHK kann grundsatzlich jedes Koronargefa3
betreffen. Die drei relevanten, groBen GefaBe sind das rechte Herzkranzgefal3
(RCA), der Ramus interventricularis anterior (RIVA) und der Ramus circumflexus
(RCX). Demnach wird die KHK in eine Ein-GefaB-, Zwei-GefaB3 und Drei-Gefai-
Erkrankung unterteilt.

Dartber hinaus wurde die Medikation der Patienten bei der
Krankenhausaufnahme in die Auswertung mit eingeschlossen (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2: Charakteristika der Patienten und Medikation bei Aufnahme

Total SAP ACS
Charakteristika (n=367) (n=240) (n=127)
Alter — in Jahren 67,1£10,1 66,919,4 67,5t11,3
Geschlecht — Anzahl (%)
Weiblich 96 (26,2) 59 (24,6) 37 (29,1)
Mannlich 271 (73,8) 181 (75,4) 90 (70,9)
Kardiovaskulare Risiko-
faktoren — Anzahl (%)
Keine Risikofaktoren 31 (8,4) 17 (7,1) 4 (11)
Arterielle
Hypertension 260 (70,8) 176 (73,3) 84 (66,1)
Hyperlipidamie 201 (54,8) 151 (62,9) 50 (39,4)
Diabetes 134 (36,5) 88 (36,7) 46 (36,2)
Positive
Familienanamnese 88 (24,0) 59 (16,1) 29 (22.8)
Nikotinabusus 116 (31,6) 75 (24,6) 41 (32,3)
KHK — Anzahl (%)
1-GefaB-KHK 83 (22,6) 47 (19,6) 36 (28,4)
2-GefaB-KHK 117 (31,9) 80 (33,3) 37 (29,1)
3-GefaB-KHK 167 (45,5) 113 (47,1) 54 (42,5)
Linksventrikulare Aus-
wurffraktion — Anzahl (%)
Normal 201 (54,8) 135 (56,3) 66 (52)
Leicht reduziert 92 (25,1) 61(25,4) 31 (24,4)
Mittelgradig reduziert 47 (12,8) 27 (11,2) 20 (15,7)
Hochgradig reduziert 27 (7,4) 17 (7,1) 10 (7,9)
Medikation — Anzahl (%)
Keine Medikation 113 (30,8) 52 (21,7) 61 (48)
ACE-Hemmer 174 (47,4) 129 (53,8) 45 (35,4)
Angiotensin-Reze -
Blogcker plof 30(8.2) 28 (11,7) 2(1,6)
Betablocker 216 (568,9) 165 (68,8) 51 (40,2)
Statine 204 (55,6) 159 (66,3) 45 (35,4)
Acetylsalicylsaure 21 6 (58,9) 162 (67,5) 54 (42,5)
Clopidogrel (20 4) 63 (26,3) 12 (9,4)
Vitamin K -Antagonist 21 (5,7) 15 (6,3) 6 (4,7)
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4.2 Oberflachenexpression von GPVI bei koronarer Herzkrankheit

Wir untersuchten in dieser Studie die Oberflachenexpression von GPVI auf
Thrombozyten in einer Gruppe von 367 Patienten, welche konsekutiv zu jeder
Tages- und Nachtzeit in die Studie aufgenommen wurden. Anhand von
bestehenden Definitionen wurden sie in Patienten mit stabiler Angina pectoris und
Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom unterteilt. Bei letzterem wird weiterhin
zwischen Troponin-positivem ACS (Tn+-ACS), Nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkt
(NSTEMI) und ST-Strecken-Hebungsinfarkt (STEMI) unterschieden (siehe auch
3.1 ,Studienpopulation und Auswabhlkriterien’).

Der monoklonale Antikérper 4C9-FITC ist gegen den Kollagenrezeptor GPVI
gerichtet und wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. Wie in Abbildung 7 zu
sehen, ist die Oberflachenexpression von GPVI auf Thrombozyten bei Patienten
mit akutem Koronarsyndrom (ACS) im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina
pectoris (SAP) signifikant erhéht (ACS [Mittlere Fluoreszenzintensitat, MFI +
Standardabweichung, SD]: 21,4 + 9,7; SAP: 18,6 = 7,1; p=0,004). Die Erhéhung
betragt 17,4 %. Um Informationen Uber die normale Expression von GPVI auf
Thrombozyten zu erhalten, wurde zun&chst unser Laborpersonal untersucht (n=30;
MFI + SD: 15,6 + 4,7). Daraufhin Gberpriften wir eine Gruppe von Patienten, bei
denen im Rahmen einer Koronarangiographie eine koronare Herzkrankheit
ausgeschlossen wurde (n=15; MFI + SD: 16,2 + 2,7). Die beiden Gruppen
zusammengenommen ergibt dies einen GPVI-Expressionswert von 15,8 + 4,3 bei

einer Anzahl von 45 Kontrollpersonen (siehe Abbildung 7, gestrichelte Linie).
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Abbildung 7: Die Expression des Kollagenrezeptors Glykoprotein VI auf
Thrombozyten ist bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom erh6ht

Thrombozyten von Patienten mit stabiler Angina pectoris (SAP), akutem
Koronarsyndrom (ACS) und kardiovaskuldr gesunden Personen (GPVI-Werte der
Kontrollgruppe: 15,8 £+ 4,3; n=45, gestrichelte Linie) wurden auf den
Kollagenrezeptor GPVI und P-Selektin (CD62P) untersucht. Dafir wurden
monoklonale Antikérper verwendet, gebunden entweder an FITC oder an PE, und
Zweifarben-Vollblut-Durchflusszytometrie geméaB einem standardisierten Protokoll
durchgefiihrt. Die Messergebnisse wurden in Mittlerer Fluoreszenzintensitit (MFI)
dargestellt.
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Patienten mit akutem Myokardinfarkt, insbesondere mit STEMI, wiesen dabei
im Vergleich zu Patienten mit geringerer myokardialer Ischdmie (Troponin-
positives ACS) die hdchsten GPVI-Expressionswerte auf, wenngleich dies keine
statistische Signifikanz erreichte (Tn+-ACS [n=57]: 21,6 + 9,2; NSTEMI [n=51]:
20,7 £ 8,2; p=0,672; STEMI [n=19]: 24 + 14,2; p=0,894) (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Die Expression des Kollagenrezeptors Glykoprotein VI
und P-Selektin (CD62P) auf Thrombozyten bei Patienten mit Troponin-
positivem ACS (Th+ACS) und Myokardinfarkt mit oder ohne ST-Strecken-
Hebung (STEMI bzw. NSTEMI)
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Der Antikérper anti-CD62P ist gegen das thrombozytare Oberflachenprotein
P-Selektin gerichtet, welches bei Aktivierung vermehrt exprimiert wird. P-Selektin
gilt damit als wichtiger Marker fur die Aktivierung von Thrombozyten.
Dementsprechend war die Oberflachenexpression von P-Selektin (CD62P) bei
Patienten mit ACS im Vergleich zu Patienten mit SAP signifikant erhéht (ACS [MFI
+ SD]: 15,4 + 11,4; SAP: 13,5 + 8,3; p=0,036) (siehe Abbildungen 7 und 8).

Die Expressionswerte von GPVI korrelieren mit den Werten von P-Selektin
(r=0.702; p=0.001) (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Korrelation der Oberflachenexpression von GPVI und

CD62P
MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitat
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4.3 Thrombozytire GPVI-Expression und Marker der myokardialen

Ischamie

4.3.1 Korrelation der GPVI-Expression mit Markern der Myokardischamie

Dartiber hinaus wurde geprift, ob die thrombozytare GPVI-Expression mit
Markern der myokardialen Ischamie wie Troponin-I (Tn-1) oder Kreatinkinase (CK)
korrelieren. Es stellte sich heraus, dass GPVI-Expressionswerte bei Aufnahme in
die Klinik mit den entsprechenden initialen Tn-I- oder CK —Werten nicht korrelieren
(initiales Tn-1: r=0.035, p=0.567; initiale CK r=0.069, p=0.232) (siehe Tabelle 3 und
Abbildungen 10a und 10b).

Tabelle 3: Initiale Laborparameter bei Aufnahme in die Klinik
MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitat
SAP Tn+-ACS MI
(n=240) (n=57) (n=70)

Parameter

Kreatinkinase (U/l) 103,4 £68,3 158,7+296,9 500,8 £703,9

Kreatinkinase-MB (U/l) 17,7+7,5 36,7 £ 72,1 85,1 £113,1

Troponin-l (ng/ml) 0,2+0,5 1,3+7,3 15,8 £ 57,4

Glykoprotein VI (MFI) 18,6 + 7,1 21,2+£9,2 21,6 £10,1

CD62P (MFI) 13,5+ 8,3 14,8 £ 6,9 15,8 + 141

CD42b (MFI) 314,5+£80,5 311,7+£73,3 3059%85,9
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Abbildung 10a:  Troponin-l bei Aufnahme in die Klinik (ng/ml)
MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitéat
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Abbildung 10b: Kreatinkinase bei Aufnahme in die Klinik (x102 U/l)
MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitat
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Dagegen konnte gezeigt werden, dass Werte fir GPVI mit den maximalen
Tn-I- und CK —Werten korrelieren, die im Verlauf des Klinikaufenthaltes bestimmt
wurden (maximales Tn-l: r=0.178, p=0.031; maximale CK: r=0.181, p=0.047)
(siehe Tabelle 4 und Abbildungen 11a und 11b).

Tabelle 4: Maximale Laborparameter im Verlauf des Klinikaufenthaltes

Kreatinkinase (U/l) 142,7 £201,9 242,5+429 1407,6 +£2489,9
Kreatinkinase-MB (U/l) 32,6 + 44,6 446 +656 176,6 +158,3
Troponin-l (ng/ml) 1,4+41 21+11,4 325+68,2
60— _ r=0.178 p=0.007
50— ° o
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Abbildung 11a: Maximales Troponin-l im Verlauf des Klinikaufenthaltes
(ng/ml)
MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitat
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Abbildung 11b: Maximale Kreatinkinase im Verlauf des Klinikaufenthaltes
(x 102 U/)

MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitat

Keine Korrelation wurde zwischen GPVI und dem C-reaktiven Protein

festgestellt.
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4.3.2 Unabhéngigkeit der GPVI-Expression von Markern der
Myokardischamie

Die Gegenuberstellung des dekadischen Logarithmus von GPVI zwischen
ACS und SAP wurde auf mégliche Einflussfaktoren abgeglichen (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Multifaktorielle Kovarianzanalyse flir den Logarithmus von GPVI

Kategorie Faktor P-Wert
Medikation
ACE-Hemmer 0,061
Angiotensin-Rezeptor-Blocker 0,844
Beta-Blocker 0,546
Statine 0,912
Aspirin 0,456
Clopidogrel 0,121
Vitamin-K-Antagonist 0,586
Kardiovaskulare Risikofaktoren
Arterielle Hypertonie 0,713
Hyperlipidamie 0,622
Diabetes 0,969

Positive Familienanamnese in

Bezug auf eine KHK 0,370
Rauchen 0,872
Konventionelle Laborparameter
Initiales Troponin-1 (ng/ml) 0,110
Initiale Kreatinkinase (U/l) 0,484
Initiales C-reaktives Protein 0.216
(mg/dl)
Gruppen ACS vs. SAP 0,024
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Um zu testen, ob GPVI unabhangig von konventionellen Laborparametern mit
einem ACS assoziiert ist, wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgefihrt,
welche Troponin-l, Kreatinkinase und C-reaktives Protein bei Aufnahme in die
Klinik beinhaltete. Es konnte gezeigt werden, dass die thrombozytare
Oberflachenexpression von GPVI unabhéangig mit dem ACS assoziiert ist (siehe
Tabelle 6).

Tabelle 6: Assoziation von GPVI nach Abgleichung mit konventionellen
Laborparametern

OR: Odds Ratio; KI: Konfidenzintervall, MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitat

Odds .

P-Wert . 95% KI fur OR
Parameter Ratio (OR) Unteres Oberes
GPVI (MFI) 0,013 1,021 1,021 1,189
Initiales Troponin-l (ng/ml) 0,167 1,966 0,754 5,124
Initiale Kreatinkinase (U/l) 0,025 1,007 1,001 1,014
Initiales C-reaktives Protein 0,882 1,009 0899 1132
(mg/dl)
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5 Diskussion

Neuere Studien beschreiben das Glykoprotein VI (GPVI) als den zentralen
Kollagenrezeptor, welcher die Adhasion und Aggregation von Thrombozyten am
Ort einer atherosklerotischen Plaqueruptur vermittelt (14, 39). Die Hemmung von
GPVI resultiert in einer betrachtlichen Verminderung der Thrombozytenadhé&sion
an atherosklerotischem Gewebe (39). Obwohl GPVI konstitutiv auf der Oberflache
exprimiert wird, fahrt die Aktivierung von Thrombozyten zu einer deutlichen
Erhéhung der Expression von GPVI auf der Plasmamembran (9, 36). Frihere
Untersuchungen ergaben, dass die Expressionsdichte des Kollagenrezeptors
GPVI mit dem Bevorstehen eines Myokardinfarkts zusammenhéangen kdnnte (48).
Es wurde gezeigt, dass bei einer begrenzten Anzahl von Patienten mit
vorhergehendem Mpyokardinfarkt die GPVI-Expression im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe 14 % hdher war. Folglich wére es mdglich, dass eine erhdéhte GPVI-
Expression auf zirkulierenden Thrombozyten auf ein drohendes thrombotisches

Ereignis wie z. B. einen Myokardinfarkt hinweisen kann.

5.1  GPVl als friher Marker des akuten Koronarsyndroms

Die vorliegende Arbeit ist eine konsekutive Studie von 367 Patienten mit
akutem Koronarsyndrom (ACS) oder stabiler Angina pectoris (SAP).

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Studie sind:

Die thrombozytare GPVI-Expression ist bei Patienten mit ACS im Vergleich
zu Patienten mit SAP signifikant erhéht.

Die GPVI-Expression ist zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Klinik mit der

Entwicklung eines ACS und eines Myokardinfarktis assoziiert, unabhangig von
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Labormarkern der myokardialen Ischamie wie Troponin-1 (Tn-1) und Kreatinkinase
(CK).

Die vorhandenen Resultate demonstrieren die Beteiligung des GPVI bei der
Entwicklung eines ACS und lassen es mdglich erscheinen, GPVI als neuen,
frihzeitigen Marker beim ACS in Betracht zu ziehen.

5.2 Thrombozytare GPVI-Expression beim akuten Koronarsyndrom

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die thrombozytéare
Oberflachenexpression von GPVI bei Patienten mit ACS im Vergleich zu Patienten
mit SAP signifikant erhéht ist. Die GPVI-Expression, die bei Aufnahme in die Klinik
ermittelt wurde, ist mit der Ausbildung eines ACS assoziiert, unabhangig von
etablierten Markern der Myokardischamie wie Tn-I und CK. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass das thrombozytare GPVI ein friihzeitiger Biomarker flr die
Erkennung von Patienten mit einem ACS sein kdnnte. Da die GPVI-Werte bei
Patienten schon zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme erhdht sein kénnen,
wenn sich Marker der Myokardnekrose noch im Normalbereich befinden, lasst sich
darlber spekulieren, ob ein Thrombozyten-spezifischer Thrombosemarker dabei
behilflich sein kdnnte, Patienten mit hohem Risiko abzugrenzen, bevor eine
Myokardischamie unausweichlich ist.

Die Aktivierung von Thrombozyten und die durch Thrombozyten gesteuerte
Bildung eines Thrombus an der Stelle einer Plaqueruptur sind die ersten Trigger-
Ereignisse beim ACS (20). Am Ort einer Plaqueruptur werden subendotheliale
extrazellulare Matrixproteine, insbesondere Kollagen, dem Blutstrom ausgesetzt
und anschlieBend umgehend von einer Schicht aktivierter Thrombozyten bedeckt
(47). In dem gesamten Prozess ist GPVI der wichtigste Kollagenrezeptor, welcher

die Aktivierung der Thrombozyten und deren Adhasion an das freiliegende
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Kollagen vermittelt (30, 31, 36). Die Expression von GPVI ist auf das
megakaryozytare System begrenzt und ist daher spezifisch fir Thrombozyten.

Bis heute gibt es nur wenige Daten, welche die Veranderung bei der GPVI-
Expression auf zirkulierenden, menschlichen Thrombozyten belegen. Bisher
konnte herausgefunden werden, das GPVI-Expressionswerte bei Patienten mit
Typ-2-Diabetes verandert sind (9). Darlber hinaus konnten Samaha et al. zeigen,
dass GPVI-Werte bei Patienten, welche einen Myokardinfarkt erlitten hatten,
erhoht sind (48).

Abgesehen davon scheinen genetische Aspekte eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung einer Koronarthrombose und eines letalen Myokardinfarkts zu spielen,
wie aus einer Studie Uber GPVI-Polymorphismen hervorgeht (38). Die vorliegende
Studienpopulation wurde nicht auf GPVI-Polymorphismen untersucht, aber solche
Polymorphismen kdnnten maBgeblich zum Risiko einer KHK Dbeitragen,
unabhé&ngig von der thrombozytaren GPVI-Expression.

In der vorliegenden Studie kam ein spezifischer monoklonaler GPVI-
Antikérper, 4C9, zur Anwendung. Es wurde an einer groBen, konsekutiv
untersuchten Patientengruppe mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit
nachgewiesen, dass die thrombozytdre Oberflachenexpression von GPVI bei
Patienten mit ACS im Vergleich zu Patienten mit SAP signifikant erhdht ist.
DarUber hinaus konnte gezeigt werden, dass die GPVI-Expressionswerte bei
Aufnahme in die Klinik mit der Ausbildung eines ACS assoziiert sind, unabhangig
von myokardialen Nekrosemarkern wie Tn-lI oder CK. Diese Daten untermauern
die These, dass ein ACS mit der Aktivierung von Thrombozyten einhergeht und

dies entscheidend fir das Fortschreiten der Erkrankung ist.
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5.3 Die Rolle des loslichen GPVI

In der vorliegenden Studie wurde die Expression des membrangebundenen
GPVI auf der Thrombozytenoberflache mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrpers
mittels Durchflusszytometrie festgestellt. Die ,Mittlere Fluoreszenzintensitat' (MFI)
diente als MaB fir die GPVI-Expression. Allerdings ist die laufende Messung mit
einem Durchflusszytometer im Krankenhausalltag in der Akutsituation nur schwer
praktikabel. In Zukunft sollte die Analyse von thrombozytaren prognostischen
Markern in weiteren klinischen Studien an die Durchflihrbarkeit in der
Krankenhausroutine angepasst werden. Daher kdénnten sich zukinftige Studien
vorzugsweise auf lésliches GPVI konzentrieren, welches sich in einem
gewohnlichen ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) messen lasst, da die
Durchflusszytometrie in der Laborroutine normalerweise nicht zu jeder Tageszeit
verflgbar ist.

Die kleinere, 16sliche 52 kDa —Form des GPVI zirkuliert im Plasma und ist im
Gegensatz zur thrombozytaren 62 kDa —Form nicht membrangebunden (8). Das
I6sliche GPVI entsteht durch Abspaltung von Thrombozyten (17). Bei
Zentrifugation der Vollblutprobe trennt sich das Blutplasma von den korpuskularen
Bestandteilen und kann abgetrennt werden. Mit dem auf diese Weise gewonnenen
Plasma kann ein ELISA durchgefliihrt werden. Das resultierende Ergebnis kdnnte
zugig zur Diagnostik herangezogen werden.

5.4 Bedeutung fiir die Diagnostik beim akuten Koronarsyndrom

An der koronaren Herzkrankheit (KHK) sowie aus dem daraus resultierenden
akuten Koronarsyndrom (ACS) sterben in Deutschland jedes Jahr etwa 150.000

Menschen. Es stellt die haufigste Todesursache in der westlichen Welt dar. Die
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Diagnose des ACS erfolgt gegenwartig Uber die Anamnese und das klinische
Erscheinungsbild, das EKG und Uber die Laborparameter Kreatinkinase (CK),
Kreatinkinase-MB (CKMB), sowie Troponin-l und —T (Tn-l, -T). Das EKG fallt
jedoch in 30 % der Falle falsch negativ aus und ist daher nicht richtungsweisend.
Stellen sich Patienten mit Brustschmerzen oder &hnlichen Symptomen in einer
Notfallambulanz vor, muss stets eine kardiale Ursache in Erwagung gezogen
werden, da eine verfehlte Diagnose eines ACS gravierende Folgen fir den
Patienten nach sich ziehen kann. Die zuvor genannten Biomarker haben die
Méglichkeiten, ein ACS zu diagnostizieren bzw. auszuschlieBen, bereits erheblich
verbessert. Dennoch ist ein normaler Tn-I-Wert keinesfalls mit einer Risikofreiheit
fur die Ausbildung eines ACS gleichzusetzen. Auf der anderen Seite entstehen
nach wie vor hohe Kosten, wenn Patienten im Falle einer unsicheren Befundlage in
die Klinik aufgenommen werden bzw. eine Koronarangiographie erhalten missen
(2). Darlber hinaus besteht das Restrisiko eines nicht erforderlichen, invasiven
Eingriffs far den Patienten. Weitere, neuere Marker konnten die Mdglichkeit
er6ffnen, die Diagnostik bei Patienten mit Brustschmerzen oder ahnlichen
Symptomen zu optimieren und somit den Ausschluss bzw. die Diagnose eines
ACS zu erleichtern. Auf diesem Wege kdnnten unndtige sowie kostspielige
Krankenhausaufnahmen und eventuelle BehandlungsmaBnahmen reduziert
werden. Auf der anderen Seite kdnnte sich die Sicherheit bei der Diagnostik des
ACS erhéhen und somit die Zahl verfehlter Diagnosen eines ACS weiter verringert
werden.

Des Weiteren werden die etablierten Biomarker wie Tn-l und CK friihestens
zwei Stunden nach einem koronaren Ereignis positiv und sind bereits ein
Anzeichen des stattfindenden Gewebeuntergangs. Daher wéren neue Biomarker
auch von immenser Bedeutung fir die frihzeitige Diagnosestellung eines ACS, um
die umgehende und angemessene Therapie einleiten zu kdnnen und damit den
Untergang des myokardialen Gewebes aufzuhalten.

Durch die vorliegende Studie konnte gezeigt werden, dass die GPVI-

Expression mit dem Auftreten eines ACS assoziiert ist und schon zu einem
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Zeitpunkt erhdht ist, an dem die etablierten Marker wie Tn-I und CK noch im
Normbereich liegen. Dies kdnnte es ermdglichen, Patienten mit hohem Risiko fur
ein ACS zu erkennen, bevor die Myokardnekrose eintritt.

Auch andere Biomarker wie Parameter der entziindlichen Reaktion (wie z. B.
das C-reaktive Protein, CD40L und der Monozyten-Aktivitatsmarker MAC-1) oder
der myokardialen Dehnung (B-Typ natriuretisches Peptid, BNP), die ebenso vor
den Markern der Myokardnekrose (wie Tn-I und CK) Erhéhungen aufweisen,
kbnnten nach neuen Untersuchungen eine frihere Einschatzung des
Patientenrisikos mdglich machen (2, 22, 34, 43, 57). Die bisherigen
inflammatorischen Marker haben jedoch gemeinsam, dass sie nicht
Thrombozyten-spezifisch sind, sondern von verschiedenen Geweben exprimiert
werden.

Mit der vorliegenden Studie wurde der Beweis erbracht, dass mit GPVI ein
erster Thrombozyten-spezifischer Marker, welcher eine entscheidende
pathophysiologische Rolle bei der Entstehung des ACS spielt, als Biomarker flr
die bevorstehende Myokardischamie dienen koénnte, um die Risikoeinschatzung

bei Patienten mit entsprechenden Symptomen zu erleichtern.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Der thrombozytare Kollagenrezeptor Glykoprotein VI (GPVI) ist entscheidend
fir die Ausbildung einer arteriellen Thrombose. In der vorliegenden Studie wurde
die Expression von membrangebundenem GPVI auf der Thrombozytenoberflache
bei Patienten mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit gemessen. Es wurde
eine groBe Gruppe von Patienten untersucht, welche sich alle einer
Koronarangiographie unterzogen. Die Oberflachenexpression von Markern fir die
Aktivierung von Thrombozyten (GPVI, P-Selektin und GPIb-V-1X) wurde mit Hilfe
von monoklonalen Antikdrpern mittels Durchflusszytometrie festgestellt. Patienten
mit einem akuten Koronarsyndrom zeigten bei Aufnahme ins Krankenhaus im
Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris eine signifikant erhdhte GPVI-
Expression. Die Expression von GPVI korrelierte mit der von P-Selektin. Durch
logistische Regressionsanalyse konnte demonstriert werden, dass die GPVI-
Expression auf Thrombozyten bei Aufnahme ins Krankenhaus mit dem akuten
Koronarsyndrom assoziiert ist, unabhangig von Markern der myokardialen Nekrose
wie Troponin-l und Kreatinkinase. Nach zahlreichen anderen Markern (C-reaktives
Protein, MAC-1, CD40L) ist GPVI der erste Thrombozyten-spezifische Marker beim
akuten Koronarsyndrom. Da GPVI-Werte bei Patienten schon zum friihen
Zeitpunkt der Aufnahme in die Klinik erhdéht sein kénnen, wahrend sich etablierte
Marker der Myokardnekrose noch im Normbereich befinden, kdnnte GPVI eine
frhere Therapieentscheidung beim akuten Koronarsyndrom ermdglichen, noch
bevor myokardiale Ischamie eintritt.

Die vorliegende Pilotstudie wurde inzwischen um eine groBe prospektive,
noch nicht veréffentlichte Studie mit Gber 1000 Patienten erganzt, welche die
vorliegenden Ergebnisse nach derzeitigem Stand der Auswertung bestatigt.
Weitere zuklnftige Projekte kénnten darlber hinaus verstarkt auf das l6sliche
GPVI eingehen, welches sich im ELISA messen lasst und dadurch in der

Akutsituation leichter praktikabel ist.
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