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Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

AA engl.: arachidonic acid (Arachidonséure)
Abb Abbildung

ACE engl.: Angiotensin converting enzyme

(Angiotensinkonvertierendes Enzym)

ACS engl.: Acute coronary syndrome (Akutes Koronarsyndrom)

ACVRLI1 Activin A receptor like type 1

ADP Adenosindiphosphat

ANG2 Angiopoetin 2

AP Angina Pectoris

ASS Acetylsalicylsdure

ATI Angiotensin [

ATP Adenosintriphosphat

AU engl.: Aggregation units (Einheit der Thrombozytenaggregation)

AUC engl.: Area under the curve (Integralfldche)

BMS engl.: Bare Metal Stent (Metallstent)

Bzw. Beziehungsweise

C Cytosin

Ca. circa

CABG engl.: coronary artery bypass graft (Koronararterielle Bypass-
Operation

CAD engl.: Coronary Artery Disease (koronare Herzkrankheit)

CAM engl.: Cellular Adhesion Molecule

CCS Canadian Cardiovascular Society

CI Confidence Intervall

CK-MB Creatinkinase-Myokardtyp

Col Kokllagen

COPD engl.: Chronic obstructive pulmonary disease (chronisch

obstruktive Lungenerkrankung)
COX Cyclooxygenase
CPTP Cyclopentyl-Triazolopyrimidine



CT Computertomographie

CVRF engl.: cardiovascular risk factors (kardiovaskuldre Risikofaktoren)

DAPT duale antithrombozytére Therapie

d.h. das heif3t

DES engl.: Drug Eluting Stent (mit Medikamenten beschichteter Stent)

DNA engl.: Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsiure)

EKG Elektrokardiogramm

fl Femtoliter

G Guanin

GFR Glomerulére Filtrationsrate

GP Glykoproteinrezeptor

GWAS genomweite Assoziationsstudie

h Stunde

HAEC Human Aorta Endothelial Cell

HDL engl.: high density lipoprotein (Lipoprotein mit hoher Dichte)

HR Hazard Ratio

HWE Hardy-Weinberg-Equilibrium

hz homozygot

IAP Instabile Angina pectoris

ICAM-1 engl.: Intercellular adhesion molecule 1 (Interzelluldres
Adhésionsmolekiil 1)

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IR engl.: incident rate (Inzidenzrate)

i.v. lat.: intra vena (intravendse Medikamenteneinnahme)

KHK Koronare Herzerkrankung

LD engl.: linkage disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht)

LDL engl.: low density lipoprotein (Lipoprotein mit niedriger Dichte)

LTA Lichttransmissionsaggregometrie

LVEF Linksventrikuldre Ejektions Fraktion

MAF Majorallelfrequenz



mAKk
MALDI
MEA
MCP

MMP
min
MI
ml
MRT
MS
mV

NaCl
NO
NSAID

NSTE-ACS

NSTEMI

OR
p.o.
PAF
PCI

PDGF
PEAR1
PGI
PJ/PY
PR
PSGL1

monoklonaler Antikérper

Matrix-Assistierte Laser-Desorption-lonisierung
Multiple electrode aggregometry

engl.: monocyte chemoattraction protein 1 (Monozyten
chemotaktisches Protein 1)

Metalloproteinase

Minute

Myokardinfarkt

Milliliter

Magnet-Resonanz-Tomographie

Massenspektrometrie

Millivolt

Anzahl

Natriumchlorid

Stickstoffmonoxid

engl.: non-steroidal anti-inflammatory drug (nichtsteroidales
Antirheumatikum)

engl.: acute coronary syndrome with Non-ST-elevation (akutes
Koronarsyndrom ohne ST-Strecken-Hebung)

engl.: Non-ST-elevation myocardial infarction (Nicht-ST-
Hebungsinfarkt)

engl.: odds ratio (Quotenverhéltnis)

lat.: per os (orale Medikamenteneinnahme)
Plattchenaktivierender Faktor

engl.: percutaneous coronary intervention (perkutane
Koronarintervention)

Platelet Derived Growth Factor

Platelet Endothelial Aggregation Receptor 1
Prostaglandin 1

Patientenjahre/ engl.: Patientyear

engl.: Platelet reactivity (Thrombozytenreaktivitit)
P-Selectin Glykoprotein Ligand 1



PTCA Perkutane transluminale Koronarangioplastie

PTFE Polytetrafluorethylen

r Korrelationseffizient

RF Risikofaktoren

RNA Ribonukleinsdure

SD engl.: standard deviation (Standardabweichung)

SMC engl.: Smooth Muscle Cell (glatte Muskelzelle)

SNP engl.: Single Nucleotid Polymorphismus (Einzelnukleotid-
Polymorphismus)

STE-ACS engl.: acute coronary syndrome with ST-elevation (akutes

Koronarsyndrom mit ST-Strecken-Hebung)

STEMI engl.: ST-elevation myocardial infarction (ST-Hebungsinfarkt)

T Thymin

TJ Tight Junctions

TNF Tumor Nekrose Faktor

TNT Troponin T

TOF engl.: time of flight (Flugzeitanalyse)

TRAP Thrombinrezeptor-aktivierendes Protein

TTP Thrombotisch-thrombozytopenischer Purpura (Moschcowitz-
Syndrom)

TuePIC Tuebingen platelet investigative consortium

TXA, Thromboxan A»

VLDL engl.: very low-density lipoprotein (Lipoprotein mit sehr niedriger
Dichte)

vWF von Willebrand Faktor

WHO engl.: World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)

WMW Wilcoxon-Mann-Whitney

z.B. zum Beispiel

pl Mikroliter
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Koronare Herzerkrankung

Trotz aller Forschungsfortschritte im Bereich der Herz- und Kreislauferkrankungen sind
diese immer noch Haupttodesursache der westlichen Welt. Laut statistischem
Bundesamt stellten sie im Jahre 2013 mit 39,7% den groflten Anteil an Sterbefdllen in
Deutschland dar. Davon verstarben 13,3 % der Frauen und 15,6% der Ménner an

ischamischen Herzerkrankungen.!

1.1.1. Definition

Die KHK wird durch eine Verengung der Herzkranzgeféalle hervorgerufen. Dies fiihrt zu
einer Minderdurchblutung des Herzmuskels, was zu einem Missverhiltnis zwischen
Sauerstoffangebot und Sauerstoffverbauch, einer Myokardischdmie fiihrt. In den
meisten Fillen liegt der Myokardischdmie eine Atherosklerose der Koronararterien
zugrunde. Dabei handelt es sich um eine chronische, fortschreitende Entziindung der
Koronargefifle, charakterisiert durch Lipidanlagerung, extrazellulire fibrose Matrix und
eingewanderte inflammatorische Zellen.?

Eine Myokardischimie kann jedoch auch durch eine Aortenstenose oder

Koronarspasmen hervorgerufen werden.? 4 3

1.1.2. Pathophysiologie

Der Arteriosklerose liegt ein chronischer Entziindungszustand der GefdBintima
zugrunde.®

Ausloser ist wahrscheinlich eine Endothelzellldsion. Diese kann beispielsweise durch
mechanische Reizung bei Hypertonie entstehen.> Thrombozyten lagern sich an solche
Mikroldsionen an und setzen Mediatorsubstanzen, wie Adhdsionsmolekiile, Zytokine
oder chemotaktische Stoffe, frei. Dadurch wandern Makrophagen ins Gewebe ein und
proliferieren.

Durch Aufnahme von oxidierten LDL und VLDL-Molekiilen entstehen Schaumzellen
(,,foam cells*), welche als sogenannte ,Fatty streaks“ die erste Vorstufe der
Atherosklerose darstellen.” Die ,,Fatty streaks® sind klinisch nicht signifikant und

reversibel.
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Einleitung

Sie konnen in der Aorta und den Koronararterien schon in den ersten Dekaden
festgestellt werden. Aus ihnen konnen sich jedoch sogenannte ,,fibrous lesions* bzw.
Plaques entwickeln, indem es zur fibrotischen Umwandlung der Initialldsion kommt.
Dabei wandern glatte Muskelzellen in das Gewebe ein und bilden mit extrazelluldrer
kollagenreicher Matrix eine fibrése Kappe um die lipidreichen Zelltrimmer der

zugrunde gegangenen Makrophagen.’

Diverse Risikofaktoren scheinen die Entstehung einer fibrotischen Liasion zu
begiinstigen. Dazu zihlen ein erhohter Homocysteinspiegel® und erhohter Blutdruck®.
Andere Faktoren, wie zum Beispiel Ostrogene, kdnnen die HDL Konzentration erhhen
und die LDL Konzentration erniedrigen, wodurch sie das Risiko an einer
Atherosklerose senken.'®

In weiteren Stadien konnen diese Plaques kalzifizieren und an der luminalen Seite
ulzerieren.”

Bei Belastungen kann der Bedarf an Sauerstoff des Herzens bis zum 4-fachen ansteigen.
Um diesem erhohten Bedarf gerecht zu werden dilatieren die Koronargefifle. Bei
herzgesunden Patienten kann die Perfusion iiber Erweiterung der Herzkranzgefille
(Koronarreserve) um das 4-fache ansteigen. Umso weiter die Atherosklerose der
Koronarien fortschreitet, umso geringer wird die Koronarreserve. Ist diese bei an KHK
erkrankten Patienten soweit reduziert, dass die Durchblutung nur noch verdoppelt
werden kann, fiihrt dies unter Belastung zu einer Myokardischdmie. Der Patient beginnt
unter korperlichen Belastungen — der Angina pectoris zu leiden.’

Angina pectoris Beschwerden werden wahrscheinlich durch Adenosin hervorgerufen,
was vom ischdmischen Myokard abgegeben wird und die A1-Rezeptoren der kardialen
Nervenendigungen stimuliert.!!

Kommt es zur Ulzeration und Ausdiinnung der fibrésen Kappe, entsteht eine vulnerable
Plaque. Bei deren Ruptur kommt der Plaquekern mit der Blutbahn in Kontakt und es
entsteht ein Thrombus, der einen Verschluss der Koronararterien bewirken kann,

wodurch es zu einem akuten Myokardinfarkt kommt.”

12



Einleitung

1.1.3. Kardiovaskulire_Risikofaktoren

Fir die vorzeitige Arteriosklerose gibt es beeinflussbare und nicht beeinflussbare
kardiovaskuldre Risikofaktoren (RF). Zu den beeinflussbaren RF gehéren LDL-
Cholesterin-Erhohung, HDL-Cholesterin-Erniedrigung, arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus, Nikotinabusus, Ubergewicht und Bewegungsmangel. Zu den nicht

beeinflussbaren RF zihlen genetische Disposition, ménnliches Geschlecht und Alter.”

1.1.4. Klinik

Die hervorgerufene Myokardischdmie kann entweder symptomlos verlaufen (stumme
Ischimie), was zum Beispiel bei Diabetikern und dlteren Patienten der Fall sein kann
oder es kommt zur symptomatischen KHK. Diese kann sich duBlern als stabile Angina
pectoris, akutes Koronarsyndrom (ACS), ischdmische Herzmuskelschidigung,

Herzrhythmusstorungen oder plotzlicher Herztod.”

Das wichtigste klinische Leitsymptom der Myokardischdmie ist die Angina pectoris.
Sie &duBert sich durch retrosternalen Schmerz, Druck oder Engegefiihl. AuBerdem
strahlen die Schmerzen hiufig in den linken Arm, Unterkiefer, Schultern, Riicken und

selten auch in den Bauchraum aus. >

1.1.5. Stabile Angina pectoris

Bei der stabilen Angina pectoris (SAP) werden diese Beschwerden oft durch
korperliche Anstrengung, emotionalen Stress, Tachykardie, Kilte oder opulente
Mahlzeiten hervorgerufen. Sie ebben wenige Minuten nach Beendigung der Belastung
oder nach Gabe von Nitroglycerin ab.?

Die Canadian Cardiovascular Society (CCS) teilt die Angina pectoris in 4 Schweregrade

ein:
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Einleitung

Tabelle 1: Einteilung Schweregrade der Angina Pectoris der Canadian
Cardiovascular Society (CCS)'?

Grad I | Symptomatik bei schwerer korperlicher Belastung, nicht bei normalen

Aktivitdten wie gehen oder Treppen steigen

Grad II | Symptomatik bei moderater korperlicher Belastung, beim schnellen Gehen
und Treppen steigen, bergauf gehen, bzw. unter extremeren Konditionen wie

nach dem Essen, bei Kilte oder bei emotionalem Stress

Grad Symptomatik bei leichter korperlicher Belastung
I

Grad Symptomatik in Ruhe
v
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Einleitung

1.2. Akutes Koronarsyndrom

1.2.1. Definition

Unter dem ACS werden 3 Entitiiten zusammengefasst, die durch die gleiche Atiologie
entstehen: die instabile Angina pectoris (IAP), der Myokardinfarkt ohne ST-Strecken-
Hebung (NSTEMI) und der transmurale Myokardinfarkt mit ST-Strecken-Hebung
(STEMI).

Bei dem akuten Koronarsyndrom handelt es sich um eine akute Manifestation einer
kardialen Ischdmie, bei der eine Ruptur bzw. eine Erosion einer vorbestehenden
arteriosklerotischen Plaque vorliegt. Wie bei der stabilen Angina pectoris liegt ein
Ungleichgewicht zwischen  Sauerstoffverbrauch und  Sauerstoffangebot des
Herzmuskels vor. Im Gegensatz dazu treten hier die Symptome allerdings nicht nur bei
Belastung, sondern auch im Ruhezustand auf. Auflerdem kdnnen sich die Beschwerden
hier zusitzlich im EKG manifestieren und im Falle einer Myokardischdmie kénnen
Herzenzyme im Blut nachgewiesen werden, die diagnostisch als Nekrosemarker dienen.
Bei dem akuten Koronarsyndrom ohne ST-Strecken-Hebung konnen sich im EKG
deszendierender ST-Segmente oder priterminale T-Negativierungen zeigen. Beim
akuten Koronarsyndrom mit ST-Strecken-Hebung zeigen sich analog des Namens

Hebungen im Bereich der ST-Strecke.’,'3

1.2.2. Pathogenese

Das ACS ist eine akute Manifestation der KHK. Durch Ruptur und Erosion einer
vulnerablen Plaque kommt diese mit der freien Blutbahn in Kontakt und es kommt zu
Thrombozytenaktivierung und-aggregation.'® Es bildet sich ein Thrombus, durch den es
zu einem Verschluss der Koronarien kommt. Dadurch kommt es wie bei der SAP zu

einem Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffzufuhr. '3

1.2.3. Klinik

Fiihrendes Symptom ist die Angina pectoris. Patienten klagen hiufig iiber einen akuten
Thoraxschmerz.'#

Uber ein Elektrokardiogramm (EKG) werden Betroffene in zwei Untergruppen

aufgeteilt:
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Einleitung

» Akutes Koronarsyndrom ohne ST-Strecken-Hebung (NSTE-ACS):
Hierzu zdhlen der Myokardinfarkt ohne ST-Strecken-Hebung (NSTEMI) und
die instabile Angina pectoris (IAP).
Beim NSTEMI ist ein deutlicher Anstieg der kardialen Nekrosemarker,
Troponin und CK-MB, im Blut zu messen.’ Zudem zeigt das EKG ST-Strecken-
Senkungen, abnorme T-Wellen oder einen unauffilligen Befund.!'* Bei der IAP

bestehen die Beschwerden ohne Troponin-Anstieg.’

» Akutes Koronarsyndrom mit ST-Strecken-Hebung (STE-ACS):
Der ST-Strecken-Hebungsinfarkt (STEMI) kennzeichnet sich durch kompletten
GefaBverschluss mit Troponin-Anstieg und persistiernder ST-Strecke iiber mehr
als 20 Minuten."* '3 Um eine schnelle Reperfusion zu gewihrleisten, ist eine

PTCA (Perkutane Transluminale Coronare Angioplastie) einzuleiten.
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Einleitung

1.3. Thrombozyten

1.3.1. Rolle
Die Thrombozyten spielen bei der Pathogenese von kardiovaskuldren Erkrankungen
eine entscheidende Rolle, indem sie sowohl die Entstehung einer Arteriosklerose, als

auch die Thrombenbildung beeinflussen.'”

1.3.2. Morphologie

Die Thrombozyten sind mit einem Durchmesser von circa 2-4 um die kleinsten Zellen
im Blutsystem.'® In einem ul Blut befinden sich 150.000 bis 300.000 Thrombozyten.'”
Sie zirkulieren 7-10 Tage in der Blutbahn bis sie schlieBlich vom Monozyten-
Makrophagen-System der Milz abgebaut werden, sofern sie nicht vorher an der

Himostase oder Thrombenbildung beteiligt waren.'®

Thrombozyten entstehen im
Knochenmark durch Abschniirungen von Megakaryozyten, die sich wiederum aus

pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen entwickeln (Hamatopoese).'”

1.3.3. Pathomechanismus

Unter physiologischen Bedingungen binden Thrombozyten nicht an das vaskuldre
Endothel (Abb. 1: A).2° Tritt allerdings eine Schidigung des Endothels auf, so werden
die subendothelial gelegenen Membranproteine, wie der von Willebrand-Faktor (vWF)
und Kollagen (Col), freigelegt und treten mit der Blutbahn in Kontakt.!> Ein Komplex
der Glykoproteine (GP) Ib/V/IX der Thrombozyten bindet an den vWF und GP XI
bindet an Col, wodurch eine Bindung zwischen Endothel und Thrombozyt entsteht
(Abb. 1: B+C)."> Dadurch werden die Thrombozyten aktiviert, setzen ihre Granula frei,
welche aus thrombozytenakivierenden Substanzen wie ADP, Thromboxan A und
Serotonin bestehen (Abb. 1: D). Weitere Thrombozyten werden aktiviert und rekrutiert.
Durch Kontakt mit subendothelialen Kollagenfasern, ADP und Adrenalin kommt es auf
der Thrombozytenmembran zu einer Konfirmationsdnderung der Glykoproteine. So
entsteht der GP IIb/Illa-Komplex, wodurch ein Netz aus Fibrinogen die Thrombozyten
untereinander irreversibel verbindet (Abb. 1: E+F).2%, 2! Es entsteht ein primérer noch

instabiler Thrombozytenpfropf.
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Einleitung

Die Thrombozyten sezernieren weiter Mikropartikel, die die Bildung von Thrombin aus
Prothrombin und damit die Fibrinentstehung katalysieren (Abb. 1: E), wodurch der

Plittchenthrombus zusitzlich stabilisiert wird.?!

Abbildung 1: Mechanismus der Thrombozytenadhision und -aggregation

Col: Kollagen, vWF: von Willebrand-Faktor; GP: Glykoprotein; Quelle: modifiziert
nach Gawaz 2004!

Dieser Prozess der primdren Hamostase spielt bei der Inflammation und Atherogenese
eine  bedeutende Rolle. Adhérente, aktivierte Thrombozyten sezernieren
proinflammatorische Mediatoren wie P-Selectin und CD40L. Hierdurch werden
zirkulierende Leukozyten rekrutiert und an das geschéddigte Endothel gebunden
(Abbildung 2).1
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Einleitung

Es kommt zu einer entziindlichen Reaktion {iber Rezeptorinteraktion und die
Monozyten und Makrophagen transmigrieren durch das dysfunktionale Endothel in die
Intima. Durch Phagozytose von oxidiertem Low Density Lipoprotein (LDL) werden
diese zu sogenannten Schaumzellen. Im Folgenden kommt es zu Einlagerungen von
weiteren Makrophagen, Leukozyten und Lipiden, wodurch eine fibrose Plaque mit
Lipidkern entsteht, welche durch Lumeneinengung den Blutfluss behindert und durch

Ruptur zu einem Thrombus fiihren kann.?°

Inflammation,
Adhesion Secretion leukocyte recruitment Plaque formation

euk;)c e é
o B ) o

GPIba/P-selectin IL-1B MCP-1 / MMPs
Molecules PSGL-1/P-selectin CD40L ICAM-1 PF4
ivoived 0B, P-selectin RANTES LDL
Fibrinogen PF4

Abbildung  2: schematische = Darstellung von  Thrombozyten  bei
Entziindungsreaktionen und bei der Entstehung von Atherosklerose

GPIba: Glycoprotein Iba, PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand-1, IL-1f: Interleukin-
1B, PF4: Platelet factor 4, MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1, I[CAM-1:
Intercellular adhesion molecule-1, RANTES: Regulated on activation, normal T
expressed and secreted, MMPs: Matrix metalloproteinase, LDL: Low density
lipoprotein; Quelle: modifiziert nach Gawaz 2005
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Einleitung

1.4. Antithrombozytire Therapie

Die antithrombozytire Therapie ist ein wichtiger Ansatz zur Prophylaxe von
arteriosklerotischen Plaques und zur Therapie der ACS. Die Thrombozytenfunktion
lasst sich durch verschiedene Substanzklassen irreversibel oder reversibel beeinflussen.
Die verschiedenen Medikamentenklassen greifen die unterschiedlichen Mechanismen
der Thrombozytenaktivierung an. Uber die 3 Hauptklassen (Acetylsalicylsiure,
Fibrinogen-Rezeptor-Antagonisten ~ und  ADP-Rezeptor-Antagonisten)  werden
intrazelluldre Aktivierungsmechansimen oder Rezeptoren an der

Thrombozytenoberfliche gehemmit.

1.4.1. Substanzen

1.4.1.1. ASS (Cyclooxygenase-Hemmer)

Acetylsalicylsdure gilt als Standardmedikation bei der Dauertherapie von koronarer
Herzkrankheit um die Thrombozytenaggregation zu hemmen.??

Die Wirkweise beruht auf der irreversiblen Hemmung der Cyclooxygenasen. In
kleineren Dosen bis zu 100mg wird hauptsidchlich die COX-1 gehemmt, wodurch
wiederum die Prostaglandin H> Synthese gehemmt wird. Dadurch wird die Bildung des
Botenstoffs  Thromboxan A  verhindert. =~ Thromboxan A fordert die
Thrombozytenaggregation und konstringiert gleichzeitig die Gefdle. Die Hemmung der
COX durch ASS erfolgt irreversibel.??

Da Thrombozyten keinen Zellkern haben, konnen sie keine Enzyme nachbilden,
weswegen sie fiir ihre Lebensdauer von ca. 8 Tagen inaktiviert sind. Da allerdings die
normale Hédmostase schon bei einer Funktionsfahigkeit von 20% der Thrombozyten
wiederbeginnen kann, ist eine tigliche Einnahme notwendig. Um eine Dauerprivention
zu erreichen sollte die tigliche Dosis 75-150mg betragen.??

Die praventive Gabe von ASS fiihrt nachweislich zu einer signifikanten Reduktion der
Thrombenbildung und damit Mortalitit bei Hoch-Risiko-Patienten mit koronarer

Herzkrankheit.?3,%?
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1.4.1.2. ADP-Rezeptor-Antagonisten/ Thienopyridine/ P2Y12-Rezeptor-Antagonisten
Zur Gruppe der Thienopyridine gehoren Ticlopidin, Clopidogrel und Prasugrel.?? In
Kombination mit ASS werden sie als duale antithrombozytidre Therapie (DAPT) bei
Myokardinfarktpatienten im ersten Jahr oder nach koronarer Stentimplantation
angewandt.?

Sie sind sogenannte Prodrugs und werden erst in der Leber durch das Cytochrom P450-
System oxidiert und hydrolysiert und somit zu ihrem aktiven Metaboliten
umgewandelt.”* Dieser hemmt selektiv die Bindung von ADP an die
Thrombozytenoberfliche iiber den P2Y 12-Rezeptor, wodurch die
Thrombozytenaktivierung unterbunden wird.? Somit wird die
Thrombozytenaggregation untereinander iiber den Glykoprotein IIb/IIla-Rezeptor

unterbunden.!” Die Blockierung erfolgt irreversibel.?*

Da das friher eingesetzte Ticlopidin zu unerwiinschten lebensbedrohlichen
Blutbildverdnderungen wie Neutropenie und Thrombotisch-Thrombozytopenischer
Purpura (TTP, Moschcowitz-Syndrom) fiihren kann, wurde es durch Clopidogrel
ersetzt, welches nicht zu diesem Nebenwirkungsprofil fiihrt.>? Prasugrel ist die dritte
Generation der Thienopyridine. Es hat bessere antithrombozytire Effekte, weniger
interindividuelle Unterschiede beziiglich des Therapieansprechens und eine geringere
Verzogerungszeit bis zum Wirkeintritt verglichen mit Clopidogrel.”® In klinischen
Studien ergab sich zwar ein hoherer antithrombozytédrer Effekt aber auch eine deutlich
hohere Blutungsneigung vor allem bei Patienten hoheren Alters, geringeren Gewichts
oder mit vorausgegangen Infarkt. Deshalb ist Prasugrel heute flir Patienten mit akutem

Koronarsyndrom und akzeptablem Blutungsrisiko vorgesehen.?

Bei einer tiglichen Gabe von 75mg Clopidogrel dauert es 3-7 Tage bis die maximale
Thrombozyteninhibitation erreicht ist. Deshalb wird eine Initialdosis von 300-600 mg
Clopidogrel empfohlen, wobei es nach 2 Stunden zu relevanten Inaktivierungen der
ADP-induzierten Thrombozytenaggregation kommt und nach 6 Stunden das Maximum

erreicht ist.2?

21



Einleitung

Die Aufsittigungsdosis fiir Prasugrel betrigt 60 mg, worauthin tiglich 10 mg
empfohlen werden.?® Im Vergleich zu Clopidogrel wirkt Prasugrel schneller und es
kommt zu einer stirkeren Thrombozytenhemmung, das zwar auch ein Prodrug ist,
jedoch nur eine Biotransformation durchlaufen muss. 30 Minuten nach Einnahme

kommt es schon zu einem Wirkeintritt.2’

Ebenfalls zur Gruppe der P2Yi>-Rezeptor-Antagonisten gehorig ist Ticagrelor, ein
Cyclopentyltriazolo-Pyrimidine (CPTP). Im Gegensatz zu den Thienopyridinen wird
Ticagrelor schon im aktiven Zustand aufgenommen, weshalb es keiner weiteren
Metabolisierung in der Leber bedarf. Der Wirkeintritt wird nicht verzogert, sodass es
nach 30 Minuten zur Wirkung kommt.?” Da Ticagrelor den P2Y»>-Rezeptor im
Gegensatz zu Clopidogrel und Prasugrel reversibel hemmt, liegt die

Thrombozytenfunktion nach Absetzen in 1-3 Tagen wieder normal vor.?8

Bei Ticagrelor betrdgt die Aufséttigungsdosis 180mg und die Erhaltungsdosis 90 mg
zwel Mal téglich. Verglichen mit Clopidogrel ist der antithrombozytire Effekt von
Ticagrelor schneller und stérker. Die Blutungsneigung ist hingegen etwa gleich. Studien
haben gezeigt, dass Ticagrelor nur mit geringen Dosen ASS (bis 100mg) eingenommen
werden sollte, da ansonsten der antithrombozytire Effekt vermindert wird.?®

Laut ESC-Leitlinien wird Ticagrelor bei moderatem bis hohem Risiko fiir ischdmische
Ereignisse empfohlen, unabhédngig der initialen Therapie und auch bei Clopidogrel

vorbehandelt wurde.'*

1.4.1.3. Fibrinogenrezeptorantagonisten/GP IIb/I1la-Rezeptor-Blocker

Die  Fibrinogen-Rezeptor-Antagonisten ~ blockieren = die  Endstrecke  der
Thrombozytenaggregation, unabhéngig von dem Ausloser der
Thrombozytenaktivierung.?> Der Fibrinogenrezeptor GP 1Ib/Illa kommt ausschlieBlich
auf der Membranoberfliche von Thrombozyten vor, weswegen er einen potenten
selektiven Thrombozytenhemmer darstellt.?* Die Fibrinogen-Rezeptor-Antagonisten
blockieren den GP IIb/Illa-Rezeptor irreversibel und hemmen somit die Fibrinogen-

vermittelte Aggregation aktivierter Thrombozyten.?*
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Es werden 3 Klassen unterschieden: Abciximab, ein murines Antikdrperfragment, das
eine hohe Bindungsaffinitit zum GP IIb/Illa-Rezeptor besitzt, Tirofiban ein
synthetisches Peptidomimetikum und Eptifibatid (Integrilin) ein Strukturteil von
Fibrinogen, das an den GP IIb/Illa Rezeptor bindet. 24,22

Die Fibrinogenrezeptor-Antagonisten werden intravends verabreicht. Nach einer
Initialdosis folgt eine kontinuierliche Verabreichung bis zu 72 Stunden. 24 Stunden
nach Beenden der Infusion sind bereits mehr als die Hélfte der Thrombozyten
reaktiviert. Nach 2 Tagen erholt sich die Thrombozytenfunktion.??

Empfohlen wird eine Therapie mit den Fibrinogenrezeptor-Antagonisten in
Kombination mit ASS und Heparin bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom, bei
denen eine PCI durchgefiihrt wird. Die Initialdosis sollte 24 Stunden vor dem Eingriff
verabreicht werden und postinterventionell bis zu 12 Stunden mit Abciximab bzw. 24
Stunden mit Tirofiban oder Eptifibid weitergefiihrt werden.??

Vor allem Patienten mit Diabetes profitieren von der Behandlung mit den GP IIb/I1la

Rezeptoren.??
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1.5. PEARI1
1.5.1. Allgemeines

In vorherigen Studien, die mit dem Ziel neue an der Thrombozytenaggregation
beteiligte Membranproteine zu identifizieren, wurde PEARI1 (Platelet endothelial
aggregation receptor 1) entdeckt.? >

Bioinformatorische Auswertungen ergaben, dass PEAR1 zur Familie der Typ-I-
Transmembranproteine gehdrt und Sequenzen epidermaler EFG (engl: epidermal
growth factor) enthédlt. In der extrazelluliren Domine enthdlt es 15 EGF-
Wiederholungen und in der intrazelluldren Doméne enthélt es 5 prolinreiche Doménen.
Es konnte gezeigt werden, dass PEAR1 auf Thrombozyten und Endothelzellen
exprimiert wird.?’

Dextransulfate  aktivieren =~ PEAR1  direkt und  induzieren somit die

Thrombozytenaggregation.’!

1.5.2. Aktuelle Studienlage

Diverse genomweite Assoziationsstudien (GWAS) zeigen Zusammenhinge zwischen
Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl: single-nucleotide polymorphisms, SNPs) des
PEARI-Gens und der Thrombozytenfunktion:

In einer Studie von Herrera-Galeano wurden US-Amerikaner européischer und
afrikanischer Herkunft auf genetische PEARI Polymorphismen und deren Assoziation
mit Agonisten-induzierter Thrombozytenaggregation untersucht. Hierbei wurde
zwischen gesunden Patienten und Patienten mit Einnahme von ASS differenziert. Es
wurde festgestellt, dass PEARI rs2768759 mit den meisten Thromboztenaggregations-
Phénotypen assoziiert ist. Dabei war die Priavalenz fiir den CC-Genotyp bei europdisch-
stimmigen Probanden iiber 25-mal hoher. Der CC-Genotyp war bei Probanden ohne
Medikation sowohl bei den europidisch- als auch bei den afrikanisch-stimmigen
Patienten mit einer erhohten Thrombozytenaggregation im Beisein von Kollagen,
Epinephrin und ADP verbunden. Bei der Einnahme von niedrig dosiertem ASS war
dieser Effekt nochmal signifikant stdrker. Folgend lieB sich ein Zusammenhang

zwischen dem C-Allel und reduzierter Thrombozytenantwort auf ASS vermuten.3?

24



Einleitung

In einer Studie von Voora et al. wurde bei 3410 Patienten mit angiografisch bestitigter
CAD (Stenose >75%) und ASS-Einnahme fiir dreieinhalb Jahre nachverfolgt und
Assoziationen zwischen Ereignissen wie Myokardinfarkt, Schlaganfall oder Todesfall
mit in-vitro Thrombozytenfunktion untersucht. Dabei konnte fiir kein untersuchtes SNP,
darunter PEARI 152768759, ein hoheres Risiko fiir das Auftreten oben genannter

Ereignisse festgestellt werden.*3

Zum klinischen Outcome bei ACS mit PCI gibt es wenige Daten von Patienten, die

unter KHK leiden und PEARI SNPs tragen.>

Die  Auswirkungen  genetischer  Varianten des PEARI-Gens auf die
Thrombozytenantwort und das Outcome bei Patienten mit CAD und PCI unter P2Y2-
Rezeptor-Antagonisten-Therapie wurden bisher unzureichend untersucht.>* In einer
Studie von Xu K. et al wurden 2439 chinesische Probanden mit ACS oder KHK, bei
denen eine Stentimplantation erfolgt war und welche Clopidogrel und ASS einnahmen,
auf Assoziationen zwischen PEARI rs12041331 und klinischem Outcome nach einer
Follow-up-Zeit von 5 und 30 Tagen nach PCI untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass
38,3% der Probanden homozygote Triager des GG-Allels waren, 46,9% Triager des GA-
Allels und 14,8 % des homozygoten AA-Allels. Bei den Tragern des homozygoten AA-
Allels war das Risiko fiir kardiovaskuldre Events, wie Myokardinfarkt, Schlaganfall und
Todesfall signifikant hoher, als bei den nicht homozygoten AA-Allel Trigern. Des
Weiteren war die Thrombozytenaggregation induziert durch ADP signifikant niedriger
bei Trigern des homozygoten AA-Allels.?

Langzeitdaten liegen nicht vor.

25



Einleitung

1.6. Ziel

Nach PCI werden Patienten mit einer dualen antithrombozytidren Therapie behandelt,
um durch Thrombozytenaggregationshemmung Stentthrombosen zu vermeiden.

Trotz leitliniengetreuer Therapie mittels DAPT nach erfolgter PCI treten bei den
Patienten hdufig im klinischen Verlauf Myokardinfarkt, Schlaganfall und andere
Todesursachen auf.

In diversen Studien konnte eine Heterogenitit bei nativen Thrombozyten, sowie bei
Thrombozyten unter dem Einfluss von Thrombozytenaggregationshemmern, festgestellt
werden.’¢37 3 Griinde fiir die phinotypische Heterogenitit sind nicht vollstindig
bekannt, genetische Faktoren sollen jedoch eine entscheidende Rolle spielen.

In vorherigen Studien konnte PEARI1 als ein Membranprotein identifiziert werden, dass
Einfluss auf die Thrombozytenaggregation hat.?’,*° In darauffolgenden Studien wurden
die Auswirkungen genetischer Phinotypen von PEARI auf die Thrombozytenfunktion

bei gesunden Probanden, sowie bei Probanden mit ASS-Einnahme untersucht.? 33

Zu den Auswirkungen von SNPs im PEARI Gen bei Patienten mit vorangegangener
PCI und Einnahme einer dualen antithrombozytiren Therapie liegen bisher wenige
Studien vor. Um Risikopatienten zu identifizieren und eventuell Riickschliisse auf die
individuelle Prognose ziehen zu konnen, wurden in dieser Studie 582 solcher Patienten

untersucht. Hierbei lag der Fokus darauf, folgende Punkte zu untersuchen:

1. Welche Auswirkungen haben die verschiedenen PEARI SNPs auf den priméren
Endpunkt, bestehend aus Myokardinfarkt, Schlaganfall und anderen
Todesursachen, sowie auf die sekundiren Endpunkte: Myokardinfarkt,

Schlaganfall und Tod?

2. Wie unterscheiden sich Major- und Minorallel verschiedener PEARI SNPs

beziiglich der in vitro Thrombozytenaggregation?
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Patientenkollektiv

An der medizinischen Universitdt Tiibingen wurden von 2011 bis 2016 in der Abteilung
fiir Innere Medizin III fiir Kardiologie und Angiologie (Arztlicher Direktor Prof Dr.
med. Meinrad Gawaz) 582 Patienten mit stabiler koronarer Herzerkrankung oder
akutem Koronarsyndrom, die sich einer PCI unterzogen, konsekutiv untersucht. Im
Rahmen der TuePIC-Studie (Tuebingen Platelet Investigative Consortium,
Registernummer NCT01417884) wurden die Patienten auf PEAR-1 Single-Nukleotid-
Polymorphismen untersucht. Neben dem Vorliegen der o.g. Erkrankungen und der
geplanten PCI waren ein Mindestalter von 18 Jahren und eine schriftliche
Einverstandniserkldrung nach Aufkldrung des Patienten zur Blutentnahme und
genetischen Tests Einschlusskriterium der Studie. Die Studie wurde durch die Ethik-
Kommission an der Medizinischen Fakultit der Eberhard-Karls-Universitit und am
Universitédtsklinikum Tibingen (Ethiknummer: 270/2011BO1) genehmigt und erfiillt

die Declaration of Helsinki und die Guidelines for Good clinical practice der WHO.*°,%°

2.1.2. Studienprotokoll

Nachdem der Patient aufgeklirt wurde und seine schriftliche Einwilligung unterzeichnet
hatte, erfolgte die erste von insgesamt 2 Blutentnahmen. Diese erfolgten iiber eine
vendse Punktion und wurden dann in ein ProberShrchen abgefiillt, welches das

Antikoagulans Lepirudin (25 pg/ml; Refludan, Dynabyte, Munich, Germany) enthielt

Die erste Blutentnahme erfolgte vor der PCI, um eine Plittchenfunktionsmessung vor
der Einnahme von Thrombozytenaggregationshemmern durchfiihren zu konnen. Geméf
den aktuellen Leitlinien wurden die Patienten mit einer dualen antithrombozytdren

Therapie wéhrend der PCI wie folgt behandelt:

1. Aufsattigungsdosis mit ASS 500 mg i.v., anschliefende Erhaltungsdosis von
100mg pro Tag per os (p.o.)
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2. Initiale Aufsattigungsdosis mit Clopidogel 600mg p.o. oder bei vorbestehender
Clopidogrel Therapie 300mg p.o., anschlieBende Erhaltungsdosis von 75 mg pro
Tag p.o. fiir 12 Monate
oder
Initiale Aufsittigungsdosis mit Prasugrel 60 mg p.o., anschlieBende
Erhaltungsdosis von 10 mg pro Tag p.o. fiir 12 Monate
oder
Initiale Aufséttigungsdosis mit Ticagrelor 180 mg p.o., anschlieBende

Erhaltungsdosis von 2*90 mg pro Tag p.o. fiir 12 Monate

Im  Anschluss erfolgte die therapeutische Stentimplantation bei  der
Koronarangiographie. Die zweite Blutentnahme erfolgte mindestens 2 Stunden,
durchschnittlich 12 Stunden, nach erfolgter Aufsittigungsdosis zur erneuten
Plattchenfunktionsmessung. Die beiden Thrombozytenfunktionsmessungen, induziert
durch  Adenosindiphosphat (ADP), Arachidonsdure (AA), Kollagen und

Thrombinrezeptor-aktivierendes Peptid (TRAP), wurden jeweils mittels der

Multiplate® -Impedanzaggregometrie (Multiplate® -Analyzer, ROCHE) durchgefiihrt.
Die Aggregation wurde als Area under the curve of aggregation Units (AU)

quantifiziert.

Leitliniengetreu erfolgte die Diagnose eines akuten Koronarsyndroms (ACS) wie folgt:
e Instabile Angina Pectoris (IAP): klinische Symptome wie Brustschmerz und
EKG-Verdnderungen ohne Anstieg von Nekrosemarkern
e Akuter Myokardinfarkt mit Anstieg von Nekrosemarkern, entweder mit Hebung
(STEMI) oder ohne Hebung (NSTEMI) der ST-Strecke
Die Diagnose einer stabilen KHK bzw. stabilen Angina Pectoris erfolgte auf Grund von

belastungsabhingigen, nicht im Ruhezustand auftretenden Thoraxschmerzen.
Weitere relevante Daten wurden den Patientenakten entnommen.

Nach einem ausfiihrlichen Aufklarungsgesprich wurde die Unterschrift der Patienten

auf der Einverstdndniserkldrung eingeholt.
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2.1.3. Follow-up

365 Tage nach der initialen PCI, wurden bei allen Patienten schwerwiegende
kardiovaskuldre Ereignisse erfasst, darunter alle kardiovaskuldren Todesursachen,
Myokardinfarkte und ischdmische Schlaganfille. Der primédre Endpunkt wurde als
kombinierter Endpunkt bestehend aus einem der oben genannten Events festgelegt. Als
sekundirer Endpunkt wurde das alleinige Auftreten eines Todesfalls, Myokardinfarktes
und ischdmischen Schlaganfalls definiert. Dokumentiert wurde dabei sowohl das
genaue Ereignis als auch der Zeitpunkt dieses Ereignisses, gemessen in Tagen nach
Ersteinlieferung, und die durchgefiihrte Intervention der kardiologischen Abteilung.

Das Follow-up wurde iiber Telefonate und/oder iiber die Patientenakten bei
Wiederaufnahme in die Klinik erfasst. Das Follow-up fiir den primiren kombinierten
Endpunkt wurde nach dem ersten Auftreten eines der vordefinierten Endpunkte beendet.
Die Studie wurde als Blindstudie durchgefiihrt, sodass den Untersuchern die Ergebnisse

der Genotypisierung und der Thrombozytenfunktionsmessungen nicht bekannt waren.

Bei 56 Patienten, die fiir PEARI rs2768759 genotypisiert wurden (7,3%), und bei 54
Patienten, die fiir PEARI rs12566888 genotypisiert wurden (7,1%), konnten keine
Follow-up Daten erhoben werden. Diese Patienten unterschieden sich nicht signifikant
beziiglich ihrer Baseline Charakteristika, verglichen mit den Patienten, die in der Studie

verblieben sind.

2.1.4. Gerite, Verbrauchmaterialen und Software
1. Blood collection tube 4,5 ml

[Refludan, Dynabyte, Munich, Germany|]
2. VenisystemTM Butterfly® -21

3. Multiplate® -Analyzer

[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]

4. Multiplate® -eLINE Pipette

[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]

5. Multiplate® -Messzellen

[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]

29



Material und Methoden

6. Multiplate® -Vorwéarmrohrchen
[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]
7. Aliquotgefdlle ADPtest griin
[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]
8. Aliquotgefdlle ASPItest rot
[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]
9. Aliquotgefifle TRAPtest gelb
[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]
10. Aliquotgefdfle Coltest grau
[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]
11. Pipettenspitzen 200 pl
[SARSTEDT AG & Co, Niirnbrecht, Deutschland]
12. Ratiolab Pipettenspitzen blau 100-1000 ul
[Ratiolab GmbH, Dreieich, Deutschland]
13. Ratiolab Pipettenspitzen Kristall —E- 0,5- 20 ul
[Ratiolab GmbH, Dreieich, Deutschland]
14. Microsoft Office 2013
[Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA]
15. SPSS Statistics-Software
[Version 21.0, IBM/SPSS Inc., Chicago, IL, USA]
16. Zotero
[Version 5.0, Center for History and New Media, George Mason University,
USA]
17.R-3.3.2

[Version 3.3.2, R-package, www.r-project.org, R Foundation for Statistical

Computing, Wien, Osterreich]
18. Genetics_1.3.8.1
[Version 1.3.8.1, R-package, www.cran.r-project.org/web/packages/genetics, R

Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich]
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19. Quantreg 5.33
[Version 5.33, R-package, www.cran.r-project.org/web/packages/quantreg, R
Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich]

20. SNPassoc_1.9-2

[Version 1.9-2, R-package, www.cran.r-project.org/web/packages/SNPassoc, R

Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich]
21. Survival 2.41-3
[Version 2.41-3, R-package, www.cran.r-project.org, R Foundation for

Statistical Computing, Wien, Osterreich]

2.1.5. Reagenzien

1. Multiplate®ADPtest
Adensindiphosphat, lypholisierte [0,2 mM] Testreagenz
LOT-Nr. 665 733-32

[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]

2. Multiplate®ASPItest
Arachidonséure, lypholisierte [15 mM] Testreagenz
LOT-Nr. 665 725-31

[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]

3. Multiplate®Traptest
TRAP-6, lypholisierte [1 mM] Testreagenz
LOT-Nr. 665 726-32

[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]

4. Multiplate®Coltest
Kollagen, entsprechend der Aktivitdt von 0,1 mg/ml, Testreagenz
LOT-Nr. 665 733-32
[Roche Diagnostics Intenational Ltd, Rotkreuz, Schweiz]

5. Isotonische Kochsalzlosung

[Fresenius Kabi GmbH, Deutschland]
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2.2. Methoden

2.2.1. Blutentnahme

Bei dem Patientenkollektiv wurden je zwei Blutentnahmen durchgefiihrt. Eine wéhrend
der Koronarangiographie und eine nach der Initialgabe von 600mg Clopidogrel und
500mg Aspirin (Aufséttigungsdosis) frithestens 6 Stunden nach dem Eingriff. Ein
thrombozytenhemmender Effekt wurde somit ausreichend gewahrleistet.

Die Blutentnahme erfolgte aus vendsen Gefillen. Das Vollblut wurde in 4,5ml
Monovetten bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Die Monovetten enthielten
25ul/ml Lepirudin als Antikoagulans. Es wurde auf die korrekte Fiillmenge geachtet,
um das richtige Mischverhéltnis zwischen Vollblut und Antikoagulans zu erreichen. So
werden die Ergebnisse der Thrombozytenfunktionsmessung nicht beeinflusst. Die
Blutprobe wurde bei Raumtemperatur 30 Minuten bis zur Messung im Rd&hrchen

gelagert.

2.2.2. Impedanzaggregometrie mittels Multiplate®-System

Mit Hilfe des Multiplate®-Systems wird die Thrombozytenfunktion im Vollblut
bestimmt, wobei sich die Namensgebung aus ,multiple platelet function analyser*
herleitet. Uber die Zugabe verschiedener Thrombozytenagonisten kann quantitativ die
Thrombozytenfunktion und somit die Wirkung verschiedener Gerinnungshemmer
patientenindividuell bestimmt werden.

Es stellt eine neue Methode dar, die auf der Weiterentwicklung der
Impedanzaggregometrie von Cardinal und Flower, aus den 80er Jahren beruht.*!,%> Sie
verwendet die multiple electrode aggregometry (MEA). Die Thrombozytenaggregation

erfolgt hierbei auf der Oberfliche dhnlich wie im menschlichen Korper.

Unter normalen Bedingungen zirkulieren die Thrombozyten inaktiv und frei im Blut.
Durch  bestimmte  Agonisten  werden  sie  aktiviert und  exponieren
Oberfldchenrezeptoren, welche im menschlichen Organismus an Gefa3verletzungen
adhérieren. Das Messprinzip des Multiplate®-Systems basiert darauf, dass die
Thrombozyten hier an korperfremde Materialien, ndmlich den Sensoreinheiten der

Messzellen, adhérieren und somit deren Funktion bestimmt werden kann.
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Die Impedanzaggregometrie wird in einer Einweg-Multiplate®

-Messzelle analysiert.
Diese Messzelle beinhaltet zwei Sensoreinheiten, jeweils bestehend aus einem
silberbeschichteten  Elektrodenpaar mit Kathode und Anode, und einen
Polytetrafluorethylen (PTFE) —beschichteten Riihrstab. Die Sensoreinheiten sind
voneinander unabhdngig und sorgen so bei jeder Messung fiir eine interne
Qualititskontrolle. Es kann in insgesamt 5 verschiedenen Messkandlen gleichzeitig
gemessen werden. Uber diverse Agonisten werden die Thrombozyten aktiviert,

wodurch sie bestimmte Rezeptoren exprimieren und an der Sensoroberfliche der

Multiplate®-Messzelle haften. Es bildet sich eine Isolationsschicht der aggregierten
Thrombozyten auf der Sensoroberfldche, wodurch der elektrische Widerstand, also die
Impedanz, zwischen den Elektroden erhoht wird. Die Zunahme des Widerstandes kann
durch die FElektroden iiber Wechselspannung abgeleitet werden. Die

Widerstandsidnderung wird mit Hilfe der Multiplate®

-Software gegen die Zeit in einer
sogenannten Aggregationskurve aufgezeichnet. Die Fldche unter der Aggregationskurve
(AU= ,,Area under the curve®) stellt somit ein MaB fiir die Plédttchenaggregation pro

Zeit dar (AU x min).

Uber die zur Verfiigung stehenden Agonisten ADP, ASPI, Col und TRAP kann die
Thrombozytenfunktion und somit die Medikamentenwirkung diverser dem Patienten
prioperativ verabreichten Gerinnungshemmer differenziert analysiert werden.

Im ADPtest wird dem Vollblut ADP [0,2 mM] hinzugefiigt. Wenn der ADP-Rezeptor
auf der Thrombozytenoberfliche nicht durch ein Medikament blockiert ist, wird er
aktiviert und es kommt zur Aggregation. Durch Medikamente wie Clopidogrel,
Prasugrel und andere Thienopyridine wird der wichtigste ADP-Rezeptor (P2Y12)
blockiert. Eine normwertige Aggregation wiirde also filir eine unvollstindige Blockade
der ADP-Rezeptoren sprechen. Der Patient gehort dann zu den sogenannten ,,Non-
Respondern®.

Beim ASPI-Test wird der Blutprobe Arachidonsédurereagenz [15 mM] hinzugefiigt. Die
Arachidonsédure ist das Substrat der Cyclooxygenase (COX). COX wiederum bildet
Thromboxan A, (TXA,), welches einen potenten Thrombozytenaktivator darstellt. Uber

COX-Hemmer wie ASS und NSAIDs wird die COX gehemmt.

33



Material und Methoden

Im TRAP-Test wird dem Patientenblut Thrombinrezeptor-aktivierendes Protein-
(TRAP-6) [1 mM] hinzugefiigt. Dieses bindet an den Thrombinrezeptor und aktiviert
somit die Pldttchenaggregation. So wird die Wirkung der GPIIb/IIla-Antagonisten
gepriift. Da TRAP-6 ein sehr potenter Thrombozytenaktivator ist, kann die Wirkung
auch unter ASS- und Clopidogrelgabe getestet werden.

Beim COL-Test werden die Thrombozyten durch hinzugefiigtes Kollagen aktiviert. Es
kommt intrazelluldr zur Freisetzung von Arachidonsdure, welche wiederum durch die
COX zu TXA» umgewandelt wird. Dieses wird freigesetzt und aktiviert {iber den TXA»-
Rezeptor die Aggregation. Hiermit kann ebenfalls die Wirkung von ASS iiberpriift

werden.®

Nach der Blutentnahme wurde zwischen 30 Minuten und spétestens 3,5 Stunden die

Thrombozytenfunktionsanalyse mittels Multiplate®

®

-Analyzer durchgefiihrt. Hierbei

wurde die Multiplate™ elektronische E-line-Pipette verwendet, um jeweils die

notwendige Menge an Reagenzien umzufiillen.

Zunichst wurden die Einwegmesszellen in den Heizblock des Gerédtes eingesteckt um
eine Messtemperatur von 37°C zu gewihrleisten. Mit einer automatischen Pipette
wurden dann 300ul 0,9%ige NaCl-Losung zusammen mit 300ul des Vollblut-Hirudin-

Gemischs in die jeweiligen Multiplate®

-Messzellen pipettiert und fiir 3 Minuten bei
37°C inkubiert. Dann wurde in die dafiir vorgesehene Messzelle 20ul des vom
Hersteller vorbereiteten jeweiligen Thrombozytenaktivators (ADPtest, ASPItest,
TRAPtest und Coltest) hinzugegeben. Nun erfolgte die Impedanzmessung iiber 6
Minuten. Wihrenddessen wurden die Reagenzien mit 800 Umdrehungen pro Minute
durch den magnetischen PTFE-beschichteten Riihrstab gemischt. Es wurden pro

Messzelle jeweils zwei Messaufzeichnungen durch die voneinander unabhingigen

Elektrodenpaare durchgefiihrt.
Auf dem Bildschirm wurden die Aggregationskurven mit der Area under the curve

(AUC) -Angabe angezeigt, sowie der Unterschied zwischen den beiden

Einzelmessungen angegeben.
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Sollten diese um mehr als 20% voneinander abgewichen sein, meldete dies die Software
mit einer Fehlermeldung und die Messung musste wiederholt werden. Die
Messergebnisse wurden mit Schaubildern der Aggregationskurven und AU-Angabe

ausgedruckt.

Das Multiplate®-System zeichnet  die  Aggregationskurve auf. Die
Widerstandsdnderung wird in sogenannten aggregation units (AU) angegeben, wobei 8
AU etwa 1Q entsprechen. Die berechnete Fliche unterhalb der Aggregationskurve
(area under the curve = AUC) ist abhdngig von der Geschwindigkeit der Aggregation
und der maximal erreichten Aggregation. Die AUC wird in AU*min angegeben. Die
Software bietet die Moglichkeit diese Einheit in ,,Units* = U umzurechnen, wobei 10
AU*min = 1 U sind. Die Normwerte der Aggregation befinden sich im Bereich von
500-1500 AU*min. Aus Ubersichtsgriinden kann man die Fliche in U umrechnen.

Zusétzlich berechnet die Multiplate®

-Software die Aggregation, welche der maximalen
Hohe der Kurve entspricht, und die Velocity, welche die maximale Steigung der Kurve
angibt. Sie werden mit RUO (,,Research Use Only*) betitelt.

Die untenstehende Abbildung 3 zeigt Beispiele.

160
140
--Test 1

120 --Test 2
100
=)
= 80
g 60 ) )
= Velocity [AU/min]
<
e 40
o
s 20
< 0

0 5 4 6 Zeit [min]

Area under the curve=AUC (AU*min oder U)
10 AU*min=1U

®

Abbildung 3: Aggregometriekurve mittels Multiplate = -System

AU: aggregation unit; min: Minute; AUC: Area under the curve; Velocity: (engl.)
Geschwindigkeit
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2.2.3. Genotypisierung

Sequenzierung von PEAR-1 (Margarete Fischer-Bosch-Institut Stuttgart Prof. Schwab)
EDTA (Ethylenediamintetraessigsdure)- Blutproben wurden gesammelt und die Genom
DNA wurde mit Hilfe des QIAmp® DNA Blood Mini Kit System (Qiagen, Hilden,
Germany) isoliert.

Auf der Basis von systematischer Literatursuche, wurden Kandidaten, die Genvarianten
des PEARI von funktioneller bzw. klinischer Relevanz und représentative Allel
Frequenzen aufwiesen, ausgewihlt.** So wurden die folgenden Polymorphismen von
PEARI analysiert: rs12566888, rs2768759, rs41273215, rs3737224 und rs822442.
Wihrend des Genotypisierungsvorgangs war das Studienpersonal, welches die
Ergebnisse beurteilte, gegeniiber den Genotypinformationen der Patienten verblindet.
Die Genotypisierung wurde mit Hilfe der Matrix-unterstiitzten Laser-
Desorption/lonisation Flugzeitmassenspektrometrie (MALDI-TOF MS) durchgefiihrt,
wobei das MassARRAY® Compact System (Sequenom, CA, USA) verwendet wurde.
Zur Qualitatskontrolle wurden 10% der Proben nochmals typisiert. In Tabelle 2 werden
die Hauptallelfrequenzen dargestellt. Tabelle 3 zeigt das Kopplungsungleichgewicht
(engl: Linkage disequilibrium, LD).

Tabelle 2: Majorallelfrequenzen der PEARI Vaianten rs12566888, rs2768759 and
rs41273215 in der Kohorte verglichen mit dem 1000 Genomen Projekt (EUR,
n=1006)

MAF=Majorallelfrequenz (engl: Major allele frequency), HWE=Hardy-Weinberg
equilibrium, A=Adenin, C=Cytosin, T=Thymin, G=Guanin*’

Allele MAF HWE p-Wert MAF 100
Genomen; EUR
PEARI G/T 91,1 0,439 90,8
rs12566888
PEARI C/A 74,2 0,914 72,0
rs2768759
PEARI C/T 88,5 0,0397 89,7
rs41273215
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Tabelle 3: Kopplungsanalysen zwischen den PEARI Varianten rs12566888,
rs2768759, rs41273215, rs3737224 und rs822442

Der Korrelationskoeffizient (r) ist hellgrau markiert bei Werten >0,4 und dunkelgrau bei
Werten >0,8; D= Korrelationskoeffizient, r= Korrelationskoeffizient, n= Anzahl an
untersuchten Patienten®’

PEARI PEARI PEARI PEARI
rs2768759 rs41273215 rs3727224 rs822442
PEARI D=0,779 D=0,631 D=0,612 D=0,996
rs12566888 r‘'=0,413 r'=-0,071 r‘'=-0,068 r'=-0,114
n=579 n=579 n=570 n=579
PEARI D=0,417 D=0,428 D=0,410
rs2768759 r'=0,255 r'=0,259 r'=0,254
n=582 n=573 n=582
PEARI D=0,973 D=0,906
rs41273215 r'=0,961 r'=0,894
n=573 n=582
PEARI D=0,878
rs3737224 r'=0,856
n=573

2.2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit IBM SPSS Statistics Version 21.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) und R-3.3.2%, einschlieBlich genetics 1.3.8.1%7, quantreg 5.33%,
SNPassoc 1.9-2%°, und survival 2.41-3°° durchgefiihrt.

Retrospektiv  wurden in unserer Kohorte genaue Tests des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts und des Kopplungsungleichgewichts zwischen den SNPs mit Hilfe des
R-packages SNPassoc und genetics berechnet.

Zusitzlich wurde LDlink (https://analysistools.nci.nih.gov/LDlink) genutzt, um das

Kopplungsungleichgewicht in der vorliegenden Studie zu untersuchen. Das in dieser
internetbasierten Anwendung genutzte Datenmaterial iiber Genotypen der Population

entstammt dem 1000 Genomen Projekt (EUR, n=1006; Phase 3, V1; build 144,

http://www.internationalgenome.org)’!.52

In allen weiteren Auswertungen wurden die PEARI SNPs in dominanten (homozygoten
Trigern des Majorallels vs. Minoralleltrager) oder rezessiven (Majoralleltrager vs.
homozygote Triger des Minorallels) genetischen Modellen untersucht. Assoziationen

zwischen SNPs und Ereignisraten von primiren und sekundédren Endpunkten wurden

37



Material und Methoden

mit Hilfe des Fisher’s exact Test beurteilt. Die Auswirkungen der SNPs auf
plittchenassoziierte Endpunkte wurden durch den Wilcoxon-Mann-Whitney Test
untersucht, sowie die mittlere Regression beziiglich der folgenden Kovariablen: P2Y 2
Antagonisten, Aufnahmegrund (stabile KHK/ ACS), arterielle Hypertension,
Hyperlipidamie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Medikation (ASA, ACE-Hemmer, 3-
Blocker, Statine), Alter, Geschlecht und LEVF.

Der Fisher’s exact Test, sowie der Wilcoxon-Mann-Whitney Test wurden angewandt,
um die Zusammenhédnge zwischen SNPs und klinischen Variablen oder Baseline-
Charakteristika zu untersuchen. Kaplan-Meier-Analysen und uni- bzw. multivariable
Cox-Regressionsanalysen wurden genutzt um Assoziationen zwischen den Variablen,
welche den o.g. der mittleren Regression entsprechen, und dem primédren bzw.

sekundédren Endpunkt zu priifen.

Alle statistischen Tests waren zweiseitig und das Signifikanzlevel wurde mit 5 %
definiert. Wenn nicht anders angegeben, wurden p-Werte fiir multiple Tests nicht

korrigiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Studienpopulation

Im Rahmen der Studie wurden konsekutiv 582 Patienten mit stabiler koronarer
Herzkrankheit oder akutem Koronarsyndrom, bei denen eine PCI durchgefiihrt wurde
und mit ASS und Clopidogrel, Prasugrel oder Ticagrelor behandelt wurden, auf Single-
Nukleotid-Polymorphismen der thrombozytiren Transmembranproteine PEARI
untersucht.

Uber die Patientencharakteristika wurden Alter, Geschlecht, kardiovaskulire
Risikofaktoren, der Aufnahmegrund und die Medikation bei Aufnahme erfasst, was in

Tabelle 4-6 dargestellt wird.

Kopplungsanalysen zeigten starke Assoziationen zwischen PEARI 1s41273215,
rs3737224 und rs822442, wihrend nur ein schwacher Zusammenhang zwischen diesen
SNPs mit rs12566888 oder rs2768759 festgestellt wurde (Tabelle 3). Deshalb wurden
folgend nur rs41273215, rs12566888 und rs2768759 untersucht.

Tabelle 3: Kopplungsanalysen zwischen den PEARI Varianten rs12566888,
rs2768759, rs41273215, rs3737224 und rs822442

Der Korrelationskoeffizient (r) ist hellgrau markiert bei Werten >0,4 und dunkelgrau bei
Werten >0,8; D= Korrelationskoeffizient, r= Korrelationskoeffizient, n= Anzahl an
untersuchten Patienten®’

PEARI PEARI PEARI PEARI
rs2768759 rs41273215 rs3727224 rs822442
PEARI D=0,779 D=0,631 D=0,612 D=0,996
rs12566888 r‘'=0,413 r'=-0,071 r'=-0,068 r'=-0,114
n=579 n=579 n=570 n=579
PEARI D=0,417 D=0,428 D=0,410
rs2768759 r'=0,255 r'=0,259 r'=0,254
n=582 n=573 n=582
PEARI D=0,973 D=0,906
rs41273215 r'=0,961 r'=0,894
n=573 n=582
PEARI D=0,878
rs3737224 r'=0,856
n=573
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3.2. Baseline-Charakteristika

Es wurden Alter, kardiovaskuldre Risikofaktoren, Medikation bei Aufnahme und
Aufnahmegrund fiir die folgenden SNPs von PEARI erhoben: rs12566888, rs2768759,
rs41273215.

3.2.1. rs12566888

Es wurden 579 Patienten fiir rs12566888 genotypisiert, davon waren 482 homozygot
Tréger des Majorallels und 97 waren Triger des Minorallels. Durchschnittlich lag das
Alter beim homozygoten Majoralleltriger bei 69 Jahren, beim Minoralleltriger 67
Jahren. In beiden Gruppen waren 73% (n=352 bzw. n=71) der Patienten mannlich, 27%
weiblich. Bei 50 Patienten (10%) der homozygoten Majoralleltrigern lag ein STEMI
vor, bei 103 (21%) ein NSTEMI, bei 102 (21%) eine instabile KHK und bei 227 (47%)
eine stabile KHK. Bei den Minoralleltragern lag bei 11 Patienten (11%) ein STEMI, bei
je 23 (24%) ein NSTEMI bzw. eine instabile KHK und bei 40 (41%) eine stabile KHK

vor.

Tabelle 4: Baselinecharakteristika der fiir PEARI rs12566888 genotypisierten
Patienten.®

rs12566888 Hz Majoralleltriger Minoralleltriger p -Wert
(n=482) (n=97)

ménnlich 352 (73%) 71 (73%) 1

weiblich 130 (27%) 26 (27%) 1

Alter [Jahre] 69 (£11) 67 (£12) 0,24

CVRF

Arterielle Hypertonie 414 (86%) 76 (78%) 0,063

Hyperlipidimie 295 (62%) 61 (63%) 0,91

Diabetes mellitus 162 (34%) 33 (34%) 1

Nikotinabusus 202 (42%) 42 (44%) 0,82

KHK in 125 (27%) 31 (33%) 0,26

Familienanamnese

BMI 27 (£7) 27 (£6) 0,73

Klinische Faktoren

Vorhofflimmern 103 (21%) 19 (20%) 0,79
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LVEF 239 (50%) 51 (53%) 0,58
(Beeintrichtigung)

Renale Funktion 1 (£0) 1 (£0) 0,36
(Kreatinin)

Vorherige PCI 184 (38%) 39 (40%) 0,65
Vorherige CABG 44 (9%) 7 (7%) 0,69
Vorheriger MI 141 (29%) 30 (31%) 0,81
Medikation bei Aufnahme

ASS 284 (59%) 54 (56%) 0,65
Clopidogrel 63 (13%) 14 (15%) 0,93
Prasugrel 7 (1%) 1 (1%)

Ticagrelor 17 (4%) 2 (2%)

P2Y, 395 (82%) 79 (82%)

Orale 42 (9%) 9 (9%) 0,84
Antikoagulanzien

ACE-Hemmer 203 (42%) 39 (41%) 0,82
AT1-Rezeptorblocker 96 (20%) 20 821%) 0,89
Ca-Kanal-Blocker 101 (21%) 24 (25%) 0,42
Betablocker 287 (60%) 62 (65%) 0,42
Statine 237 (49%) 50 (52%) 0,66
Thrombozytenanzahl 250 (£83) 237 (£72) 0,28
[Anzahl/ul]

Thrombozytengrofie 13 (%15) 15 (£22) 0,6
[f]

Aufnahmegrund

STEMI 50 (10%) 11 (11%) 0,75
NSTEMI 103 (21%) 23 (24%)

Instabile KHK 102 (21%) 23 (24%)

Stabile KHK 227 (47%) 40 (41%)
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Ergebnisse

582 Patienten wurden fiir rs2768759 genotypisiert. Wovon 543 Majoralleltrager waren,

wihrend 39 homozygot Minoralleltriger waren. Bei den Majoralleltragern lag das

durchschnittliche Alter bei 69 Jahren, bei den homozygoten Minoralleltrigern bei 67

Jahren. 394 (73%) der Majoralleltriger waren minnlich und bei den homozygoten

Minoralleltrigern waren 31 (79%) ménnlich. Der Grund der Aufnahme lag bei den
Majoralleltragern zu 10% (n=56) bei STEMI, zu 21% (n=116) bei NSTEMI, zu 22%
(n=118) bei instabiler KHK, zu 47% (n=253) bei stabiler KHK. Bei den homozygoten
Minoralleltrigern lag der Aufnahmegrund zu 13% (n=5) bei STEMI, zu 26% bei
NSTEMI, zu 21% bei instabiler KHK und bei 41% bei stabiler KHK.

Tabelle 5: Baselinecharakteristika der fiir PEARI rs41273215 genotypisierten

Patienten.*

rs2768759 Majoralleltriger Hz Minoralleltriger p-Wert
(n=543) (n=39)

ménnlich 394 (73%) 31 (79%) 0,46

weiblich 149 (27%) 8 (21%) 0,46

Alter [Jahre] 69 (x11) 67 (£13) 0,36

CVRF

Arterielle Hypertonie 462 (85%) 31 (79%) 0,35

Hyperlipidimie 336 (62%) 22 (56%) 0,5

Diabetes mellitus 185 (34%) 11 (28%) 0,49

Nikotinabusus 228 (42%) 16 (41%) 1

KHK in 148 (29%) 9 (23%) 0,58

Familienanamnese

BMI 27 (£7) 28 (+4) 0,6

Klinische Faktoren

Vorhofflimmern 115 (21%) 7 (18%) 0,84

LVEF 270 (50%) 21 (54%) 0,74

(Beeintrichtigung)

Renale Funktion 1 (£0) 1 (&1 0,62

(Kreatinin)

Vorherige PCI 210 (39%) 15 (38%) 1

42



Ergebnisse

Vorherige CABG 48 (9%) 4 (10%) 0,77
Vorheriger MI 162 (30%) 10 (26%) 0,72
Medikation bei Aufnahme

ASS 317 (58%) 23 (59%) 1
Clopidogrel 72 (13%) 5 (13%) 0,89
Prasugrel 8 (1%) 0 (0%)

Ticagrelor 18 (3%) 2 (5%)

P2Y 1, 444 (82%) 32 (82%)

Orale 49 (9%) 3 (8%) 1
Antikoagulanzien

ACE-Hemmer 229 (42%) 15 (38%) 0,74
AT1-Rezeptorblocker 107 (20%) 9 (23%) 0,68
Ca-Kanal-Blocker 116 (21%) 11 (28%) 0,32
Betablocker 329 (61%) 22 (56%) 0,61
Statine 271 (50%) 19 (49%) 1
Thrombozytenanzahl 248 (£81) 247 (£79) 0,98
[Anzahl/ul]

Thrombozytengrofie 13 (+14) 22 (£33) 0,68
[f]

Aufnahmegrund

STEMI 56 (10%) 5 (13%) 0,81
NSTEMI 116 (21%) 10 (26%)

Instabile KHK 118 (22%) 8 (21%)

Stabile KHK 253 (47%) 16 (41%)

3.2.3. rs41273215

Bei den Patienten, die fiir rs41273215 genotypisiert wurden, waren 461 Trager des
homozygoten Majorallels, wahrend 121 Triger des Minorallels waren. Bei den
homozygoten Majoralleltrigern lag das durchschnittliche Alter bei 68 Jahren, bei den
Minoralleltrdgern bei 70 Jahren. 74% (n=339) der homozygoten Majoralleltragern und
71% (n=86) waren maéannlich. Bei den homozygoten Majoralleltrigern lag in 11%
(n=50) ein STEMI vor, in 22% (n=100) ein NSTEMI, in 21% (n=95) eine instabile
KHK und in 47% (n=216) eine stabile KHK vor.

43



Ergebnisse

Bei den Minoralleltragern lag zu 9% (n=11) ein STEMI, zu 21% (n=26) ein NSTEMI,
zu 26% (n=31) eine instabile KHK und zu 44% (n=53) eine KHK vor.

Tabelle 6: Baselinecharakteristika der fiir PEARI rs41273215 genotypisierten
Patienten.*

rs41273215 Hz Majoralleltriger Minoralleltriger p-Wert
(n=461) (n=121)

ménnlich 339 (74%) 86 (71%) 0,65

weiblich 122 (26%) 35 (29%) 0,65

Alter [Jahre] 68 (£11) 70 (£12) 0,11

CVRF

Arterielle Hypertonie 397 (86%) 96 (79%) 0,064

Hyperlipidimie 293 (64%) 65 (54%) 0,057

Diabetes mellitus 160 (35%) 36 (30%) 0,33

Nikotinabusus 201 (44%) 43 (36%) 0,12

KHK in 123 (28%) 34 (29%) 0,82

Familienanamnese

BMI 27 (£7) 27 (£5) 0,56

Klinische Faktoren

Vorhofflimmern 99 (21%) 23 (19%) 0,62

LVEF 234 (51%) 57 (47%) 0,54

(Beeintrichtigung)

Renale Funktion 1 (£0) 1 (£0) 0,75

(Kreatinin)

Vorherige PCI 186 (40%) 39 (32%) 0,092

Vorherige CABG 36 (8%) 16 (13%) 0,076

Vorheriger MI 143 (31%) 29 (24%) 0,15

Medikation bei Aufnahme

ASS 267 (58%) 73 (60%) 0,68

Clopidogrel 65 (14%) 12 (10%) 0,45

Prasugrel 7 (2%) 1 (1%)

Ticagrelor 14 (3%) 6 (5%)

P2Y:2 374 (81%) 102 (84%)
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Orale 41 (9%) 11 (9%) 1
Antikoagulanzien

ACE-Hemmer 193 (42%) 51 (42%) 1
AT1-Rezeptorblocker 88 (19%) 28 (23%) 0,37
Ca-Kanal-Blocker 101 (22%) 26 (21%) 1
Betablocker 282 (61%) 69 (57%) 0,4
Statine 233 (51%) 57 (47%) 0,54
Thrombozytenanzahl 249 (£72) 244 (+109) 0,028
[Anzahl/ul]

Thrombozytengrofie 14 (+18) 10 (1) 0,18
[f]

Aufnahmegrund

STEMI 50 (11%) 11 (9%) 0,67
NSTEMI 100 (22%) 26 (21%)

Instabile KHK 95 (21%) 31 (26%))

Stabile KHK 216 (47%) 53 (44%)

Zwischen den Baseline-Charakteristika und den untersuchten SNPs gab es keinen
signifikanten bzw. relevanten Zusammenhang. Weitere Daten konnen den jeweils
beigefiigten Baseline Charakteristika, dargestellt in den Tabellen 4, 5 und 6 enthnommen

werden.

Aus der untenstehenden Tabelle 2 geht hervor, dass in unserer Kohorte, welche
hauptsédchlich aus Kaukasiern besteht, die Frequenzen der Majoralleltriger mit denen
der europdischen Population des 1000 Genomen Projekts iibereinstimmen. Die Tabelle
zeigt zudem, dass sich die Population im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befindet
(rs1266888 p=0,439; rs2768759 p=0,914; rs41273215 p=0,0397).
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Tabelle 2: Majorallelfrequenzen der PEAR1 Varianten rs12566888, rs2768759 and
rs41273215 in der Kohorte verglichen mit dem 1000 Genomen Projekt (EUR,
n=1006)

MAF: Majorallelfrequenz (engl: Major allele frequency), HWE: Hardy-Weinberg
equilibrium, A: Adenin, C: Cytosin, T: Thymin, G: Guanin®

Allele MAF HWE p-Wert MAF 100
Genomen; EUR

PEARI G/T 91,1 0,439 90,8

rs12566888

PEARI C/A 74,2 0,914 72,0

rs2768759

PEARI C/T 88,5 0,0397 89,7

rs41273215

Insgesamt konnten 6,8% der Patienten (n=40 von insgesamt n=582) nicht mit in die
Studie einbezogen werden, da sie im Laufe des Follow-ups verloren gingen. Diese
unterschieden sich, beziiglich ihrer Baseline Charakteristika, nicht wesentlich von der in

der Studie verbliebenen Gruppe an Patienten.

3.3. Ergebnisse der Genotypisierung bezogen auf den primiren

Endpunkt
Mittels multivariaten Cox-Regressionsanalysen wurden beziiglich des priméren
kombinierten Endpunkts Alter, Geschlecht, LLVF, ACS-Typ oder stabile KHK
kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Hypertonie, Hyperlipoproteindmie, Rauchen oder
Diabetes, sowie die Medikation (ACE-Hemmer, Betablocker, Statine und
antithrombozytire Therapie) erfasst. In untenstehender Tabelle 7 konnen die Ergebnisse

entnommen werden.

46



Ergebnisse

Tabelle 7: multivariate Cox-Regressionsanalysen des priméren und sekundiiren
Endpunkts

rs12566888 stellt hierbei ein dominantes Model dar, da homozygote Majoralleltrager
verglichen werden mit Minoralleltragern; rs2768759 und rs41273215 stellen rezessive
Modelle dar, da Majoralleltrager mit homozygoten Minoralleltrigern verglichen warden
HR: Hazard Ratio, CI: Confidence Intervall

*mit Kovariaten P2Y2-Antagonisten, Aufnahmegrund (stabile KHK/ ACS), arterielle
Hypertonie, Hyperlipiddmie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Medikation (ASS, ACE-
Hemmer, Betablocker, Statine), Alter, Geschlecht und LVEF#’

Endpunkt HR 85% CI p-Wert (Wald Test)
rs12566888

Kombinierter Endpunkt 1,69 0,87; 3,27 0,122
Myokardinfarkt 1,67 0,74; 3,77 0,221
Todesfall

rs2768759

Kombinierter Endpunkt 3,16 1,4; 7,13 0,006
Myokardinfarkt 3,44 1,3;9,11 0,013
Todesfall 3,62 1,0; 13,12 0,051
rs41273215

Kombinierter Endpunkt 0,76 0,38; 1,54 0,451
Myokardinfarkt 0,92 0,4;2,14 0,849
Todesfall 0,52 0,14; 1,91 0,328

Diese zeigten beziiglich des primdren kombinierten Endpunktes einen signifikanten
Unterschied zwischen Majoralleltrdgern und homozygoten Minoralleltrdgern des
PEARI 1s2768759. Wie in Abbildung 4 und Tabelle 8 dargestellt, war es fiir die
homozygoten Minoralleltrager signifikant wahrscheinlicher einen primédren Endpunkt

zu erreichen, als fiir Majoralleltrager (Wald-Statistik p=0,006).
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Abbildung 4: Kaplan-Meier Kurven fiir den priméiren Endpunkt bei PEARI
rs2768759

Dargestellt wird der signifikante Unterschied zwischen PEARI 152768759
Majoralleltragern (schwarze Kurve) und homozygoten Minoralleltrigern (graue Kurve)
bezogen auf den primdren Endpunkt (Todesfall und/oder Myokardinfarkt und/oder
ischdmischer Schlaganfall). Es war fiir die homozygoten Minoralleltrdger signifikant
wahrscheinlicher einen primédren Endpunkt zu erreichen; HR: Hazard Ratio, CI:
Confidence Intervall.*

Tabelle 8: Endpunkte und Hiufigkeitsraten (IR)/100 Patientenjahre bei rs2768759
IR: Incident rate (Haufigkeitsrate), PJ: Patientenjahre, hz: homozygot*

rs2768759 rs2768959 P (Fisher’s
Majoralleltriger hz Minoralleltriger exact test)
Anzahl an IR/ 100 Anzahl an IR/100 PJ
Ereignissen PJ Ereignissen
Todesfall 22 3.8 3 0,5 0,202
Schlaganfall 9 1,5 0 0,3 1
Myokardinfarkt 33 5,7 5 0,9 0,08
Kombinierter
Endpunkt 52 8,9 7 1,2 0,081
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Ein dhnlicher Unterschied konnte zwischen Minoralleltrigern und homozygoten
Majoralleltragern von PEARI r1s12566888 festgestellt werden. Diese Abweichung
erwies sich jedoch hinsichtlich der gesamten Kohorte nicht als signifikant (Wald-
Statistik p=0,122), wie in Abbildung 5 und Tabelle 9 dargestellt.
Geschlechterspezifische = Cox-Regressionsanalysen  ergaben  eine  signifikante
Assoziation zwischen dem kombinierten Endpunkt und PEARI 1s12566888 bei
mannlichen Probanden (Wald Test p=0,045). Bei weiblichen Probanden ergab sich kein
signifikanter Zusammenhang (Wald Test p=0,352).
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Abbildung 5: Kaplan-Meier Kurven fiir den priméiren Endpunkt bei PEARI
rs12566888

Dargestellt wird der Unterschied zwischen PEARI 1s12566888 homozygoten
Majoralleltragern (schwarze Kurve) und Minoralleltrigern (graue Kurve) bezogen auf
den primiren Endpunkt (Todesfall und/oder Myokardinfarkt und/oder ischdmischer
Schlaganfall). Es war fiir die Minoralleltriger wahrscheinlicher einen priméren
Endpunkt zu erreichen, dieser Zusammenhang erwies sich jedoch als nicht signifikant;
HR: Hazard Ratio, CI: Confidence Intervall*’
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Tabelle 9: Endpunkte und Hiufigkeitsraten (IR)/100 Patientenjahre bei
rs12566888

IR: Incident rate (Haufigkeitsrate), PJ: Patientenjahre, hz: homozygot.*

rs12566888 rs12566888 P (Fisher’s
Majoralleltriger hz Minoralleltriger exact test)

Anzahl an IR/ 100 Anzahl an IR/100 PY

Ereignissen PY Ereignissen
Todesfall 20 3,525 5 8,6 0,585
Schlaganfall 7 1,2 2 0,3 0,648
Myokardinfarkt 28 4.8 9 1,6 0,175
Kombinierter
Endpunkt 45 7,8 13 2,2 0,194

Bei PEARI 1541273215 homozygoten Majoralleltragern und Minoralleltragern
hingegen zeigte sich keinerlei Assoziation mit dem primdren kombinierten Endpunkt
(Wald-Statistik p=0,45). Die Ergebnisse konnen der untenstehenden Abbildung 6 und

Tabelle 10 entnommen werden.
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Abbildung 6: Kaplan-Meier Kurven fiir den priméiren Endpunkt bei PEARI
rs41273215

Dargestellt wird der Unterschied zwischen PEARI 141273215 homozygoten
Majoralleltrangern (schwarze Kurve) und Minoralleltrdgern (graue Kurve) bezogen auf
den primiren Endpunkt (Todesfall und/oder Myokardinfarkt und/oder ischdmischer
Schlaganfall). Es zeigten sich keine Assoziationen; HR: Hazard Ratio, CI: Confidence
Intervall®
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Tabelle 10: Endpunkte und Haiufigkeitsraten (IR)/100 Patientenjahre bei
rs41273215

IR: Incident rate (Haufigkeitsrate), PJ: Patientenjahre*

rs41273215 rs41273215 P (Fisher’s
hz Majoralleltriger Minoralleltriger exact test)
Anzahlan o 0o py  ARzahlan —p 00 py
Ereignissen Ereignissen
Todesfall 22 3,8 3 0,5 0,444
Schlaganfall 8 1,4 1 0 0,694
Myokardinfarkt 31 5,3 7 1,2 1
Kombinierter
Endpunkt 49 8,4 10 1,7 0,608

3.4. Ergebnisse der Geotypisierung bezogen auf den sekundiren

Endpunkt

Auch der sekunddre Endpunkt unterschied sich zwischen PEARI 152768759
Majoralleltragern und homozygoten Minoralleltragern. Hierbei erwiesen multivariate
Cox-Regressionsanalysen eine  signifikante = Assoziation dieser SNPs mit
Myokardinfarkten (Wald-Statistik: p=0,013). Zudem ergab sich ein grenzwertig
signifikanter Zusammenhang zwischen rs2768759 SNPs und der Gesamtmortalitit
(Wald-Statistik p=0,051).

Zwischen dem sekundidren Endpunkt und PEARI rs12566888 bzw. rs41273215 konnte

kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden.
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Tabelle 7: multivariate Cox-Regressionsanalysen des primiren und sekundéiren
Endpunkts

rs12566888 stellt hierbei ein dominantes Model dar, da homozygote Majoralleltrager
verglichen werden mit Minoralleltragern; rs2768759 und rs41273215 stellen rezessive
Modelle dar, da Majoralleltrager mit homozygoten Minoralleltrigern verglichen warden
HR: Hazard Ratio, CI: Confidence Intervall

*mit Kovariaten P2Y2-Antagonisten, Aufnahmegrund (stabile KHK/ ACS), arterielle
Hypertonie, Hyperlipiddmie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Medikation (ASS, ACE-
Hemmer, Betablocker, Statine), Alter, Geschlecht und LVEF#’

Endpunkt HR 85% CI P-Wert (Wald Test)
rs12566888

Kombinierter Endpunkt 1,69 0,87; 3,27 0,122
Myokardinfarkt 1,67 0,74; 3,77 0,221
Todesfall 2,10 0,73; 6,09 0,170
rs2768759

Kombinierter Endpunkt 3,16 1,4; 7,13 0,006
Myokardinfarkt 3,44 1,3;9,11 0,013
Todesfall 3,62 1,0; 13,12 0,051
rs41273215

Kombinierter Endpunkt 0,76 0,38; 1,54 0,451
Myokardinfarkt 0,92 0,4;2,14 0,849
Todesfall 0,52 0,14; 1,91 0,328

3.5 Ergebnisse der Thrombozytenfunktionsanalyse in Abhéingigkeit

vom Genotyp
Die Thrombozytenfunktionsanalyse mittels Impedanzaggregometrie Multiplate®-
Systems erfasste den Thrombozytenaggregationstest, der mit verschiedenen Agonisten
(ADP, Arachidonsidure, TRAP und Kollagen) durchgefiihrt wurde. Zusétzlich wurden

im Zentrallabor Thrombozytengrofe und -anzahl erfasst.

Bei PEARI 1512566888 Minoralleltragern und homozygoten Majoralleltrigern ergab
sich weder flir Thrombozytengroe, -menge oder -funktion ein signifikanter
Unterschied. Auch bei PEARI 1s2768759 Majoralleltragern und homozygoten

Minoralleltrigern konnte keine Assoziation festgestellt werden.
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Bei PEARI rs41273215 hingegen konnte gezeigt werden, dass die Thrombozytenanzahl
bei Minoralleltrdgern signifikant niedriger war als bei homozygoten Majoralleltridgern.
Bei den Nebenalleltragern lag die mittlere Anzahl bei 218.000/ul und bei den
homozygoten Majoralleltragern bei 243.000/ul. Damit ergab sich mittels des Wilcoxon-
Mann-Whitney Tests eine Signifikanz von p=0,028 (mediane Regression 0,036).

Die durch TRAP induzierte Thrombozytenaggregation zeigte bei PEARI rs41273215
eine geringere Thrombozytenreaktivitit bei Minoralleltragern verglichen mit den
homozygoten Majoralleltrigern. Bei den Minoralleltragern lag der Wert bei 75 AU x
min und bei den homozygoten Majoralleltragern bei 83 AU x min. Mittels des
Wilcoxon-Mann-Whitney Tests wurde eine Signifikanz von p=0,0094 berechnet. Bei
der multivariaten Cox- Regressionsanalyse ergab sich ein Medianwert von p=0,0042.
Hinsichtlich der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation ergaben sich bei der
gesamten Kohorte keine Assoziationen mit den hier untersuchten PEARI SNPs.
Geschlechterspezifische Analysen ergaben eine leicht signifikant erniedrigte
Thrombozytenaggregation bei ménnlichen PEARI 1541273215 Minoralleltragern
(mediane Regression p=0,047). Bei weiblichen Probanden ergab sich hierbei keine
Signifikanz (mediane Regression p=0,14).

Die durch Arachidonsdure und Kollagen ausgeloste Thrombozytenaggregation bei
dualer antithrombozytirer Therapie erwiesen keinerlei signifikante Assoziation mit den
verschiedenen hier untersuchten PEARI SNPs.

Die Parameter konnen der untenstehenden Tabelle 11 und Abbildung 7 entnommen

werden.
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Tabelle 11: Thrombozytenfunktionsanalyse fiir rs12566888, rs2768759 und

rs41273215

WMW: Wilcoxon-Mann-Whitney, Hz: homozygot, CI: Confidence Intervall, ADP:
Adenosindiphosphat, TRAP: Thrombinrezeptor-aktivierendes Protein
*mit Kovariaten P2Y12-Antagonisten, Aufnahmegrund (stabile KHK/ ACS), arterielle

Hypertonie, Hyperlipiddmie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Medikation (ASS, ACE-
Hemmer, Betablocker, Statine), Alter, Geschlecht und LVEF#’

rs12566888 Hz Minor- Unterschied Niedriger/ WMW Mediane
Major- alleltriager in Lokation hoher test p- Regres-
alleltriger median 95% CI Wert  sion p-
median Wert

Mittleres 9,8 5,9 0,2 -0,6; 1 0,6 0,31

Thrombozyten-

volumen

Thrombozyten- 238 226 8 -6, 23 0,28 0,083

anzahl

Thrombozytenaggregationstest

ADP 34 24 4 0,9 0,065 0,13

Arachidon- 13 12 1 -1,3 0,33 0,43

Séure

TRAP 82 79 5 -1.11 0,09 0,15

Kollagen 36 33 4 -5,15 0,37 0,88

rs2768759 Major- Hz Unterschied Niedriger/ WMW Mediane
alleltriiger Minor- in Lokation hoher test p- Regres-
median alleltriger 95% CI Wert  sion p-

median Wert*

Mittleres 8,9 9,6 0,2 -0,9; 0,9 0,68 0,056

Thrombozyten-

volumen

Thrombozyten- 236 240 0 -26,26 0,98 0,89

anzahl

Thrombozytenaggregationstest

ADP 32 24 4 -3,12 0,25 0,21

Arachidon- 13 11,50 2 -1,5 0,12 0,63

Séure

TRAP 82 75,5 3 -6,12 0,49 0,14

Kollagen 37 33 6 -6,24 0,32 0,35
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rs41273215 Hz Minor- Unterschied Niedriger/ WMW Mediane
Major- alleltriager in Lokation hoher test p- Regression
alleltriger median 95% CI Wert  p-Wert
median
Mittleres 9,9 9,55 0,3 -0,2; 0,8 0,18 0,12
Thrombozyten-
volumen
Thrombozyten- 243 218 14 1,27 0,028 0,036
anzahl
Thrombozytenaggrgationstest
ADP 33 26 4 -1,8 0,1 0,13
Arachidon- 13 13 1 -1,2 0,45 0,3
Séure
TRAP 83 75 7 2,12 0,0094 0,0042
Kollagen 37 30 7 -2,18 0,13 0,73
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Abbildung 7: Boxplot der Thrombozytenaggregationsanalyse mittels Multiplate-
Analyse

Der dicke schwarze horizontale Querstrich stellt den Medianwert dar, der obere Balken
das 75%-Quartil, der untere das 25%-Quartil. Die Lange der Whisker (Antennen)
entspricht dem 1,5-fachen des Interquartilsabstands, die einzelnen Punkte stellen
Extreme (Ausreifler) dar [AU x min]; AU: Area under the curve, ADP:
Adenosindiphosphat, TRAP: Thrombinrezeptor-aktivierendes Protein.
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Insgesamt wurden 66% der hier untersuchten Patienten mit Clopidogrel behandelt, 15%

mit Prasugrel und 18% mit Ticagrelor.
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4. Diskussion

4.1. Allgemeines

Die kardiovaskuldren Erkrankungen stellen in den Industrielindern nach wie vor die
Haupttodesursache dar. Als Hauptursache hierfiir gilt die Atherosklerose.
Thrombozyten spielen bei der Entstehung eine entscheidende Rolle, durch Aggregation
an der initialen Endothelzellldsion.>® Es besteht eine grofe Heterogenitit beziiglich der
Thrombozytenaggregation. Die Griinde hierfiir sind allerdings noch nicht vollstindig
bekannt, man geht allerdings davon aus, dass genetische Faktoren eine grofe Rolle
spielen.’® Deshalb wurden in verschiedenen Studien Polymorphismen der
Thrombozytenmembranoberflichen wuntersucht. Hierbei wurde in genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS) gezeigt, dass verschiedene genetische PEARI SNPs mit

der Thrombozytenaggregation assoziiert sind.*?,%

4.2. Auswirkungen von PEARI Genvarianten auf Thrombozyten

PEARI1 (platelet endothelial aggregation receptor 1) wird sowohl auf Thrombozyten als
auch auf Endothelzellen exprimiert. Es stellt einen Transmembran-Protein-Rezeptor
dar, welcher iiber Thrombozytenkontakt aktiviert wird und dariiber an der weiteren
Thrombozytenaktivierung beteiligt ist.?’ Das fiir PEAR1 codierende Gen liegt beim
Menschen auf dem Chromosom 1g23.1. In vorherigen Studien wurden diverse SNPs

bereits erforscht.

In einer Studie von Lewis et al. wurde 2013 nachgewiesen, dass PEARI SNPs mit
einem hoéheren Risiko eines Myokardinfarkts assoziiert sind und die Varianten des
PEARI Gens mit einem unterschiedlichen Ansprechen auf die duale antithrombozytére

Therapie assoziiert sind.>® *?

Des Weiteren konnte von Herrera-Galeano et al. 2008 in einer Studie an 1486 gesunden
Individuen gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen PEAR1 SNPs und durch
Agonisten indizierte Thrombozytenaggregation besteht. So ergaben sich Assoziationen
zwischen dem C-Allel von PEARI r1s2768759 SNPs und erhohter
Thrombozytenaggregation unter Kollagen, Epinephrin, und ADP.
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Mit der Einnahme von ASS wurde dieser Effekt verstirkt, was auf einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem ASS-response Phénotyp und dem C-Allel von PEARI
rs2768759 SNPs schlieBen lie3, wobei ein reduziertes Ansprechen auf ASS festgestellt

wurde.??

Jones et al hat in einer Studie von 500 gesunden Individuen eine Assoziation zwischen
rs41299597 SNPs und einer erhohten Expression von PEARI1 in aktivierten
Thrombozyten festgestellt, sowie eine erhohte Antwort auf den Glykoprotein-5-
Rezeptor der Initiation der Grinnungskaskade.°

In einer Metaanalyse einer genomweiten Assoziationsstudie analysierten Johnson et al
2010 bei 4000 herzgesunden Patienten europdischer Herkunft Assoziationen zwischen
2,5mio unterschiedlichen SNPs und der Thrombozytenreaktion auf 3 Agonisten: ADP,
Epinephrin und Kollagen. Hierbei konnte eine signifikante Assoziation zwischen
PEARI SNP rs12566888 und der Thrombozytenaggregation unter ADP festgestellt
werden (p=3,4 x 10'2). Die epinephrininduzierte Thrombozytenaggregation konnte mit

PEARI 1512566888 assoziiert werden (p=38,8 x 1077).%7

Eicher et al. fiihrten eine groBangelegte ExomeChip-Metaanalyse mit 157293
Individuen durch. Es wurden sowohl Thrombozytenanzahl, als auch die mediane
Thrombozytengrofle auf Assoziationen mit genetischen Varianten untersucht. Hierbei
zeigten sich Assoziationen zwischen PEARI SNPs und sowohl der Thrombozytengréfle
bzw. —anzahl, sowie der Thrombozytenreaktivitit.’® In einer weiteren Studie konnte in
thrombozytenreichem Blutplasma eine starke Assoziation zwischen PEARI SNP
1s12566888 und ADP-induzierter (p=1,51 x 10”7), sowie Thrombin-induzierter (p=1,91

x 10) Thrombozytenreaktivitit festgestellt werden.>®

Diverse Studien genetischer Variationen von PEARI identifizierten rs12041331 im
Intron 1 als Herkunft von < 15% der gesamten phinotypischen Variationen der
Thrombozytenfunktionen. Variationen im PEARI rs12041331-Gen waren signifikant
mit der phinotypischen Auspriagung der Thrombozytenfunktion assoziiert (p= 2,7 x
10°9).
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Mittels Western blotting und ELISA konnte gezeigt werden, dass dosis-abhingige
Assoziationen zwischen der Anzahl an G-Majorallelen im rs12041331 SNP und

Expression von PEAR1 Proteinen in Thrombozyten bestehen.?,%!

4.3. Auswirkungen von PEARI Genvarianten auf Endothelzellen

PEARI wird nicht nur auf der Oberfliche von Thrombozyten exprimiert, sondern auch
bei Endothelzellen.”” Auch hier liegen mehrere Studien vor, die zeigen, dass
verschiedene SNPs mit der Endothelzellfunktion assoziiert sind. Die PEAR Expression
erwies sich bei G Majoralleltragern von rs12041331 laut einer Studie von Izzi et al nicht
nur bei Thrombozyten, sondern auch bei Endothelzellen als hoéher, als beim A
Minorallel.>

Fisch et al. konnten feststellen, dass PEARI Variationen die Endothelzellfunktion
signifikant bestimmen. In 641 Individuen wurde eine signifikante Assoziation zwischen
PEARI 1512041331 und der flussvermittelten Vasodilatation der Arteria brachialis
nachgewiesen. In weiterfiihrenden Metaanalysen wurde der Zusammenhang zwischen
PEARI Expression und diversen Genen, die eine wichtige Rolle fiir die
Endothelzellfunktion spielen, untersucht. Hierbei wurde eine Assoziation mit ANG2
(Angiopoetin 2), ACVRLI1 (Acitivin A receptor like type 1) und ENG festgestellt.
Zudem wird die Entdothelzellmigration, sowie die Angiogenese durch PEARI
signifikant beeinflusst.®?

Vandenbriele et al. fithrten sowohl in vivo-, als auch in vitro-Versuche an Maéusen
durch, um den Zusammenhang zwischen PEARI und Endothelzellen, sowie der
Angiogenese zu untersuchen. In beiden Studien konnte eine inverse Korrelation

zwischen PEAR] Expression und vaskuldrer Zusammenstellung festgestellt werden.5

4.4. Auswirkungen von PEAR] SNPs bei Patienten unter Medikation

mit Thrombozytenaggregationshemmern
In weiteren Studien wurde festgestellt, dass genetische Variationen von PEARI die
Thrombozytenreaktivitidt bei Patienten, die mit ASS allein oder in Kombination mit
Clopidogrel behandelt werden, beeinflussen konnten und so mit einem erhdhten Risiko

fiir kardiovaskulare Events assoziiert sein konnen.
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Herrera-Galeano et al haben eine Assoziation zwischen Thrombozytenaggregation und
PEARI 152768759 und rs12041331 bei gesunden Patienten mit ASS Einnahme
festgestellt.*?

Wiirtz et al. untersuchten Assoziationen zwischen Thrombozytenaggregation und
PEARI bei Patienten mit KHK und ASS Einnahme. Dabei wurde PEARI rs12041331
mit einer reduzierten Thrombozytenaggregation und erhdhter Thrombozytenaktivierung

assoziiert.%*

Bei rs12041331 A-Allel-Trdgern mit ASS-Einnahme wurde auch bei Lewis et al. in der
INVEST-GENE-Study (International Verapamil SR/Trandolapril Study) ein signifikant
hoheres Risiko fiir einen Myokardinfarkt gegeniiber homozygoten GG-Alleltragern
festgestellt (odds ratio, 2.03; 95% CI, 1.01-4.09; P=0.048). Dies wurde bei Probanden
ohne ASS-Medikation nicht festgestellt.’®

Rs12041331 war zudem bei Probanden mit dualer antithrombozytérer Therapie mit der
Thrombozytenantwort assoziiert. Bei Patienten, die mit PCI therapiert wurden, war die
Wabhrscheinlichkeit fiir ein kardiovaskuldres Ereignis oder Todesfall bei A-Allel-
Tragern hoher, als bei homozygoten GG-Allel-Tragern (HR, 2.62; 95% CI, 0.96-7.10; p
=0.059; HR, 3.97; 95% CI, 1.10-14.31; P = 0.035).5¢

Zusitzlich hatten rs12041331 A-Allel-Triager unter ASS-Einnahme ein hoheres Risiko
fiir einen Todesfall, Myokardinfarkt und Schlaganfall, als ohne ASS-Einnahme (OR =
0.54, 95% C1 0.22-1.31, P =0.16).

Bei Probanden mit angiografisch festgestellter KHK und ASS-Medikation konnte fiir
Trager des PEARI SNPs 1s2768759 in einer Studie von Voora et al kein
Zusammenhang mit einem hdheren Risiko fiir Versterben, Myokardinfarkt oder

Schlaganfall festgestellt werden.*?

4.5. Auswirkungn von PEAR1 SNPs auf Thrombozytengrofie und —

anzahl

In unserer Kohorte wurden keine Assoziationen zwischen REARI SNPs und mittlerem
Thrombozytenvolumen oder Thrombozytenanzahl festgestellt. Diese Ergebnisse

stimmen mit denen einer groBangelegten Metastudie von Eicher et al. {iberein.>®
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4.6. Auswirkungen von PEAR] SNPs bei Patienten unter Medikation
mit Thrombozytenaggregationshemmern auf die

Thombozytenfunktion

In der vorliegenden Studie konnte bei Tragern des PEARI rs41273215 Minorallels eine
verminderte TRAP-induzierte Thrombozytenaggregation festgestellt werden. Fiir die
anderen untersuchten PEARI SNPs wurden keine signifikanten Auswirkungen auf die
Thrombozytenreaktivitit befunden.

Gegensitzlich zu unserer Studie steht die Aussage einer Studie von Herrera-Galeano et
al. Hierbei wurde bei Patienten mit KHK und ASS-Medikation das C-Allel von PEARI
12768759 mit einer erhohten Thrombozytenaggregation assoziiert.3?

Auch bei Eicher et al. konnte eine Assoziation zwischen PEARI SNP rs12566888 und
ADP- bzw. thrombin-induzierter Thrombozytenreaktivitit festgestellt werden.
Probanden in diesen Studien standen unter ASS-Medikation. Die in diese Studien
einbezogenen Probanden nahmen keine P2Y2-Rezeptor-Antgonisten ein und es war im
Voraus keine PCI durchgefiihrt worden. Bei Eicher et al. wurden zusétzlich nur

mannliche Probanden untersucht.®’

Weitere Analysen unserer Kohorte zeigten, dass rs12566888 bei ménnlichen Probanden
signifikant mit der Thrombozytenfunktion, induziert durch TRAP, assoziiert ist
(p=0,016). Bei weiblichen Probanden konnte dies nicht festgestellt werden (p=0,78),
was auf unterschiedliche Effekte zwischen weiblichem und ménnlichem Geschlecht
schlieBen lésst.

Die Effekte von rs12566888 in Kombination mit ADP, sowie die Effekte von
152768759 auf die Thrombozytenaggregation, erwiesen sich bei weiteren

geschlechtsspezifischen Untersuchungen als nicht signifikant.
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4.7. Auswirkungen von PEARI SNPs bei Patienten unter Medikation
mit Thrombozytenaggregationshemmern und mit

vorausgegangener PCI
Wie in diversen Studien gezeigt werden konnte, hatten Patienten, bei denen eine PCI
durchgefiihrt wurde und die Trager des PEARI SNPs rs12041331 waren, ein hoheres
Risiko fiir das Auftreten von kardiovaskulidren Ereignissen und Todesfall.’® Basierend
auf den Daten des 1000 Genomenprojekts (EUR, n=1006), konnte mit Hilfe von LDlink
gezeigt werden, dass bei Kaukasiern das PEARI SNP rs12041331 und das in unserer
Studie untersuchte PEAR1 SNP rs12566888 stark miteinander verkniipft sind.>?

In unserer Studie konnten wir zeigen, dass PEARI rs2768759 signifikant mit dem
primidren Endpunkt, bestehend aus Todesfall, Myokardinfarkt und Schlaganfall,
assoziiert war. Bei Triagern des homozygoten Minorallels lag die Inzidenzrate fiir den
primiren Endpunkt bei 8,9/100 PY, bei Tragern des Majorallels dagegen bei 1,2/100
PY. Somit lag insgesamt die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines priméren
Endpunkts bei Trigern des rs2768759 SNPs hoher, als bei Nichttrdgern. Bei den
1s2768759 Tréagern selbst war die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines priméren
Endpunkts bei homozygoten Minoralleltriigern hoher als bei Majoralleltrigern. Uber
multivariable = Cox-Regressionsanalysen mit Justierung auf kardiovaskuldre
Risikofaktoren konnte fiir diesen Unterschied eine Wahrscheinlichkeit von p=0,006
berechnet werden.

Auch beziiglich des sekunddren Endpunkts Myokardinfarkt konnte diese Assoziation
festgestellt werden. Mit einer IR von 5,7/100 PY der homozygoten Minoralleltragern
gegentiber 0,9/100 PY der Majoralleltragern (Wald Test P=0,013).

Entgegen unserer Ergebnisse berichteten Voora et al., dass bei Patienten mit
angiografisch bestitigter KHK und ASS-Einnahme keine Assoziationen zwischen
PEARI SNPs und einem hoheren Risiko fiir den Todesfall, Myokardinfarkt oder
Schlaganfall festgestellt werden konnte.’® In unserer Studie wurden jedoch Patienten
mit Einnahme von P2Yi2-Rezeptor-Antagonisten und ohne vorangegangene PCI
untersucht. Bei Voora et al. beschrinkte sich die Kohorte auf Probanden mit

vorangegangener PCI und ASS-Einnahme.5°
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In diversen Studien wurde die Vermutung aufgestellt, dass das PEAR1 SNP rs12566888
ein Gen sei, welches in Zusammenhang mit kardiovaskuldren Komplikationen bei
Kaukasiern steht. In unserer Kohorte konnten wir zwar eine Assoziation zwischen
homozygoten Majoralleltragern von rs12566888 und einem erhohten Risiko fiir das
Auftreten des primiren Endpunkts feststellen. Mit einer IR von 7.8/100 PY bei
homozygoten Majoralleltragern gegeniiber 2.2/100PY bei Minoralleltridgern stellte sich
dieser Zusammenhang bei multivariablen Cox-Regressionsanalysen jedoch als
statistisch nicht signifikant dar (Wald Test p=0,122).6” Dass in unserer Studie kein
signifikanter Zusammenhang zwischen primidrem Endpunkt und PEARI rs12566888
festgestellt werden konnte, mag unter anderem auf die moderate Probandenanzahl
unserer  Studie  zuriickzufilhren  sein. Hinzu  kommt ein  mdglicher
geschlechtsspezifischer Effekt. So konnte in unserer Studie mit Hilfe von multivariaten
Cox-Analysen bei miannlichen Probanden eine signifikante Assoziation zwischen
rs12566888 und dem kombinierten Endpunkt festgestellt werden (P=0,045). Bei Frauen
hingegen konnte keine Assoziation festgestellt werden (P=0,352).

Yang et al. konnten ebenso keine Assoziationen zwischen dem SNP rs12566888 und
dem Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen feststellen.®” Gegensitzlich zu unserer
Studie wurden bei Yang et al. jedoch keine Probanden mit vorausgegangener PCI

untersucht.

Im Unterschied zu den geschlechtsspezifischen Ergebnissen von PEARI rs12566888
und dem kombinierten Endpunkt, waren die Effekte auf Myokardinfarkt und alle
anderen Todesursachen weder geschlechterspezifisch noch in der gesamten Kohorte
signifikant.

Zum Vergleich lag der Anteil von Ménnern bei Yang et al. bei 48,7% und bei Lewis et
al. bei 60%, der Patienten mit vorausgegangener PCI.

Insgesamt ldsst sich festhalten, dass der Effekt von rs12566888 noch weiteren
Untersuchungen bedarf, um eine relevante Aussage iiber die Auswirkung bei Patienten

mit vorangegangener PCI zu treffen.
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4.8. Auswirkungen von PEARI SNPs bei Patienten unter Medikation
mit Thrombozytenaggregationshemmern und vorausgegangener

PCI auf Thrombozytenfunktion

In einer Studie von Yao et al. wurden 405 chinesische Probanden untersucht, welche
alle mit PCI und dualer Antithrombozytirer Therapie mit ASS und Clopidogrel
therapiert wurden. Hierbei wurde bei PEARI rs41273215 Minoralleltrdgern eine hohere
Thrombozytenreaktivitit festgestellt (p=0,025).** In unserer Studie, welche aus
Kaukasiern bestand, wurde keine Assoziation zwischen Thrombozytenreaktivitit und
Minoralleltrigern von  PEARI  r1s41273215 erfasst. Die TRAP-induzierte
Thrombozytenreaktivitit war jedoch bei Tragern dieses SNPs signifikant niedriger. Die
ADP-induzierte Thrombozytenaggregation war bei ménnlichen Trigern des PEARI
SNPs rs41273215 Minoralleltrdgern signifikant niedriger (p=0,047). Bei weiblichen
Probanden war dies nicht der Fall (p=0,14).

Bei einer Studie von Jones et al. konnte in einer Kohorte von gesunden Probanden fiir
PEARI 1541273215 Triger eine erhohte Thrombozytenreaktivitit, im Sinne einer
erhohten P-Selektin Expression als Antwort auf CRP-XL, festgestellt werden.*°

Um unser Studienmodel zu bestdrken, wurde der Faktor kardiovaskuldre Komedikation
durch andere kardiovaskulire Komorbidititen, wie vorheriger Myokardinfarkt,
Linksventrikelejektionsfraktion und arterielles Vorhofflimmern, ersetzt. Hierbei ergab
sich kein Unterschied beziiglich der Assoziationen von PEARI SNPs mit Faktoren der

Thrombozytenfunktion, sowie dem klinischen Verlauf.

4.9. Limitationen der Studie

In der vorliegenden Studie konnen keine Einfliisse anderer Genvarianten, welche nicht
untersucht worden sind, ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse wurden nicht durch
eine unabhingige Kohorte oder eine genomweite Assoziationsstudie bestétigt. Die
Berechnung der Stichprobengrofe mit Hilfe des Log-Rank-Tests ergab, dass um den
Effekt von rs2768759 mit 80%iger Aussagekraft und einem Signifikanzlevel von 5% zu
bestdtigen, eine zusétzliche Kohorte von mindestens n=737 Patienten bendtigt werden

wiirde (hazard ratio 3.2, Eventrate 11%).
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Die vorliegende Studiengruppe entspricht mit n=582 Patienten einer moderaten Grofle
und stellt Beobachtungen auf. Um die Ergebnisse zu bestdtigen, braucht es allerdings
grofer angelegte Studien.

Unserer Patientenkohorte wurden vorwiegend Kaukasier eingeschlossen, weshalb die
Ergebnisse und daraus folgende Riickschliisse auch nur fiir diese ethnische Gruppe
geltend gemacht werden konnen. Um Riickschliisse fiir andere ethnische Gruppen zu

treffen, sollten weiterfiihrende Studien durchgefiihrt werden.

4.10. Schlussfolgerung

Die vorliegende Studie untersuchte erstmals die Auswirkungen verschiedener PEARI
SNPs auf Probanden mit KHK oder ACS mit vorangegangener PCI und
antithrombozytirer Therapie.

Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass PEARI rs2769759 Triger eine hohere
Wabhrscheinlichkeit fiir das Auftreten des sekunddren Endpunkts Myokardinfarkt im
klinischen Verlauf hatten. Zusitzlich zeigen unsere Ergebnisse eine signifikante
Assoziation dieses PEARI SNPs mit dem kombinierten Endpunkt, bestehend aus
Myokardinfarkt, Schlaganfall und allen Todesursachen. Hieraus konnte man nach
grofler angelegten Studien sogenannte Risikopatienten nach Genotypisierung
identifizieren.

Das in vorherigen Studien identifizierte PEARI SNP rs41273215 zeigte in unserer
Studie keinerlei Assoziation mit dem kardiovaskulédren klinischen Verlauf. Dies vermag
an der moderaten Probandengruppe liegen und miisste in groBer angelegten Studien

nochmals untersucht werden.

Geschlechterspezifische Auswertungen ergaben fiir mannliche Trager des PEARI SNPs
12566888 eine leicht signifikant hohere Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten des
kombinierten Endpunkts. Auch um diese Ergebnisse zu bestitigen miissten groBer
angelegte Studien durchgefiihrt werden. Diese Patienten konnten im klinischen Alltag

als Risikopatienten identifiziert werden.
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Beziiglich der Thrombozytenaggregation stellte sich diese bei PEARI rs41273215
Minoralleltrigern im Beisein von TRAP erniedrigt dar. Auch bei ménnlichen
rs12566888 Minoralleltragern war die TRAP-induzierte Thrombozytenaggregation
erniedrigt.

Die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation stellte sich bei PEARI rs41273215
Minoralleltrdgern erniedrigt dar. Nach weiteren grofer angelegten Studien konnte

hieraus eine individuelle Form der antithrombozytdren Therapie resultieren.
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5. Zusammenfassung

5.1. Hintergrund und Fragestellung

Bei der Behandlung der koronaren Herzkrankheit konnten mit Stentimplantation und
der dualen antithrombozytiren Therapie mit Clopidogrel und ASS deutliche Fortschritte
erzielt werden. Dennoch gibt es erhebliche Unterschiede beziiglich des Auftretens von
kardiovaskuldren Ereignissen nach PCI. Aus vorherigen Studien ging hervor, dass
PEARI SNPs mit der Thrombozytenfunktion assoziiert sind.>?> Hierbei konnte gezeigt
werden, dass PEARI rs2768759 und rs12566888 bei gesunden Patienten und Patienten
unter ASS mit einer erhohten Thrombozytenaggregation einhergehen.?23°,3% In einer
Studie von Voora konnte hingegen gezeigt werden, dass fiir PEARI 1s2768759 bei
Patienten mit angiografisch bestitigter KHK und ASS- Einnahme kein hoheres Risiko
fiir kardiovaskulidre Ereignisse wie Tod, Myokardinfarkt oder Schlaganfall besteht.3

Zu Patienten mit akutem Koronarsyndrom und PCI lagen wenige Daten zu
Zusammenhdngen von klinischem Verlauf und PEARI SNPs vor.

Der Zusammenhang verschiedener SNPs mit der Thrombozytenfunktion und dem
klinischen Outcome von Patienten, die unter KHK leiden und mit PCI und P2Y»-
Inhibitoren behandelt wurden, wurde bis jetzt nicht geniigend untersucht.?*

In der vorliegenden Studie sollten diese Zusammenhénge weiter erforscht werden.

5.2. [Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden SNPs von PEARI bei 582 Patienten mit stabiler
koronarer Herzerkrankung oder akutem Koronarsyndrom, behandelt mit PCI und dualer
antithrombozytirer Therapie, untersucht. Uber einen Zeitraum von 365 Tagen nach
initialer PCI wurde ein Follow-up durchgefiihrt, wobei der primédre Endpunkt, definiert
war als kombinierter Endpunkt bestehend aus Tod, Myokardinfarkt oder ischdmischem
Schlaganfall. Als sekundidre Endpunkte wurde das alleinige Auftreten von Tod,
Myokardinfarkt oder ischdmischer Schlaganfall beobachtet. Auferdem wurden
Thrombozytenfunktionsanalysen mittels Impedanzaggregometrie durchgefiihrt und auf

Zusammenhdnge mit den verschiedenen PEAR! SNPs untersucht.
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Dabei zeigte sich bei homozygoten PEARI rs2768759 Minoralleltragern ein signifikant
hoheres Risiko fiir das Auftreten eines primdren Endpunkts (HR=3,16, 95%
Konfidenzintervall: 1,4-7,13, p=0,006). Auch fiir PEARI rs12566888 Minoralleltrager
erwies sich bei allen Patienten das Risiko als erhoht (hazard ratio, 1.69; 95% confidence
interval, 0.87-3.27, p = 0.122). Dieses Ergebnis erwies sich statistisch als nicht
signifikant. Geschlechterspezifische Untersuchungen ergaben eine geringfiigige
Signifikanz bei mannlichen PEARI rs12566888 Minoralleltrdgern mit dem priméren
Endpunkt (hazard ratio, 2.12; 95% confidence interval, 1.02—4.43, p = 0.045; n = 425).
Zwischen primdrem Endpunkt und PEARI rs41273215 konnte kein Zusammenhang
ermittelt werden. (p = 0.45).

Des Weiteren konnte eine Assoziation zwischen PEARI rs2768759 SNPs und dem
sekundidren Endpunkt festgestellt werden. Es konnte festgestellt werden, dass Trager
dieses SNPs ein signifikant hoheres Risiko hatten einen Myokardinfarkt zu erleiden (p =
0.013), sowie eine grenzwertig signifikant erhohte Sterblichkeitsrate aufwiesen (p =
0.051). Fiir Triager von PEARI rs12566888 und rs41273215 SNPs wurden keine
Assoziationen festgestellt.

Es zeigte sich bei PEARI rs41273215 Minoralleltrdgern eine signifikant geringere
Anzahl an Thrombozyten (218.000ul), als bei homozygoten Majoralleltragern
(243.000ul, p= 0.028). Bei 1s12566888 und 1s2768759 SNPs wurde kein
Zusammenhang festgestellt.

Aullerdem konnte bei PEARI 1s41273215 Minoralleltrigern fiir die durch TRAP
initiierte Thrombozytenaggregation eine geringere Thrombozytenreaktivitit festgestellt
werden (75), als bei den homozygoten Majoralleltrigern (83, p= 0.0094). Die durch
ADP, Arachidonsdure und Kollagen induzierte Thrombozytenaggregation erwies
keinerlei Assoziation mit den verschiedenen PEARI SNPs auf. Auch bei rs12566888
und rs2768759 SNPs konnte kein Zusammenhang festgestellt werden.

5.3. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie wurden erstmals die Auswirkungen ausgewéhlter PEARI
SNPs auf das klinische Outcome bei kardiovaskuldren Patienten mit stabiler KHK oder
ACS, bei denen eine PCI durchgefiihrt wurde und die mit einer dualen

antithrombozytiren Therapie behandelt wurden, untersucht.
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Es wurde gezeigt, dass das PEARI SNP rs2768759 in Zusammenhang mit dem
klinischen Verlauf, bezogen auf das FEintreten eines Myokardinfarkts, steht. Dariiber
hinaus ist dieses SNP mit dem kombinierten Endpunkt, bestehend aus Myokardinfarkt,
Schlaganfall und allen weiteren Todesursachen, assoziiert.

Das PEARI SNP rs12566888 stand bei minnlichen Probanden in grenzwertigem
Zusammenhang mit dem kombinierten Endpunkt.

Eine Assoziation zwischen PEARI SNP rs41273215 und kardiovaskuldren Ereignissen
konnte jedoch nicht gezeigt werden. Dies vermag auf die méafige Probandenanzahl
unserer Kohorte zuriickzufiihren sein.

Die TRAP-induzierte Thrombozytenaggregation war signifikant niedriger bei
rs41273215 Minoralleltragern. Bei maénnlichen Probanden war diese zudem bei
Minoralleltrigern von rs12566888 herabgesetzt. Des weiteren war unter den
mannlichen Probanden die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation bei rs41273215

Minoralleltrdgern erniedrigt.
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