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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Koronare Herzerkrankung (KHK)

1.1.1. KHK Grundlagen

Die Koronare Herzerkrankung ist eine kardiovaskulare Erkrankung, die sich auf
die Herzkranzgefalle bezieht.

Generell treten KHK und die damit verbundenen Komplikationen in westlichen
Landern sehr oft auf und sind in Deutschland sogar die haufigste Todesursache
(statistisches Bundesamt Deutschland, 2015)".

Atiologisch kommt es bei der KHK zu einer Verhartung der Herzkranzarterien
durch Atherosklerose und damit im weiteren entweder zu einer
Minderversorgung des Herzmuskels durch kontinuierliche Verengung der
Herzkranzgefalle oder im akuten Fall zur Bildung eines Thrombus, der zu
einem kompletten Verschluss des Gefalles und somit zum Myokardinfarkt
fihren kann'.

Die KHK lasst sich klinisch in ein akutes Koronarsyndrom (ACS) und ein
chronisches Koronarsyndrom (CCS) unterscheiden.

Das ACS umfasst alle Falle des akuten Myokardinfarktes (STEMI und NSTEMI)
und instabiler Angina Pectoris (AP)? °.

Als CCS gelten laut der aktuellen Leitlinie der DGK und ECS von 2019
Patienten mit vermuteter KHK und stabiler angindser Symptomatik und/oder
Dyspnoe und Patienten mit neu diagnostizierter Herzinsuffizienz oder
linksventrikularer Dysfunktion und Verdacht auf KHK*,

AuBerdem zahlen dazu asymptomatische Patienten und symptomatische
Patienten mit stabiler Symptomatik weniger als ein Jahr nach ACS oder
Patienten mit kurzlich erfolgter Revaskularisation, sowohl als asymptomatische
und symptomatische Patienten Uber ein Jahr nach der Erstdiagnose oder
Revaskularisation, Patienten mit AP und Verdacht auf vasospastische oder
mikrovaskulare Erkrankung und asymptomatische Patienten bei denen beim

Screening eine KHK erkannt wird*.
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1.1.2. Entstehung der Atherosklerose

Atherosklerose kann generell als die Folge einer Dysfunktion des Endothels
angesehen werden® °.

Endothelzellen bilden die Schranke zwischen Blut und Gewebe und
synthetisieren NO, welches vasodilatierend und antiinflammatorisch wirkt’. Ist
die Schranke nicht mehr intakt konnen Zellen in die Tunica intima, einwandern.
Dies geschieht vor allem in bestimmten Bereichen der Gefalte, wo der
Blutstrom nicht laminar oder turbulent ist' °.

Zusatzlich spielen Risikofaktoren wie Hypertonie, Diabetes mellitus,
Nikotinabusus, Alkoholabusus und der Aligemein- und Erndhrungszustand eine
Rolle’ .

Ist das Endothel durch einen oder mehrere dieser oben genannten Faktoren
beschadigt kommt es an der Arterienwand zu einer chronischen
Entzindungsreaktion, welche dann die eigentliche Ursache fur die
Atherosklerose darstellt' & °.

Bei dieser Entzindungsreaktion kommt es zu einer Interaktion zwischen den
Endothelzellen mit Leukozyten und Thrombozyten'®.

Diese werden durch von der GefalBwand produzierte und freigesetzte
Adhasionsmolekule, Zytokine und chemotaktische Stoffe angelockt, lagern sich
an die GefaRwand an und wandern zum Teil in die Tunica intima ein® ¢ 8,
Anfangs bilden sich Schaumzellen, die eingewanderte Makrophagen darstellen,
welche ebenfalls eingewanderte und oxidierte LDL und VLDL- Molekule
aufnehmen’ °.

Diese ,Fatty Streaks® sind also die Vorlaufer der sich im weiteren Verlauf
entwickelnden schwereren Lasion des Endothels’.

Die eingewanderten Makrophagen senden nun proinflammatorische Zytokine
aus®, die weitere Makrophagen und Leukozyten zur Einlagerung in die Tunica
intima und die glatten GefaBmuskelzellen (SMC) zur Proliferation anregen’ 8,

Es Dbildet sich eine subendotheliale Plaque aus verschiedenen
Entzindungszellen, die von einer Kappe aus SMCs und bindegewebiger und

lipidreicher extrazellularer Matrix umgeben ist' °.
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Diese Plaque kann durch den immer weiter laufenden Prozess der
Inflammation und zusatzliche Kalzifizierung, die auf den Reiz der Entzindung

hin induziert wird und osteogeneseéhnlich ablauft, auch immer weiter ausreifen’
11

Abbildung 1 : Entstehung der subendothelialen Plaque (A, B) mit letztendlicher
Plaque-Ruptur (C)®

Die Anlagerung und Einwanderung von Leukozyten findet an der beschédigten
GefaBwand (im Gegensatz zu unbeschédigtem Endothel, welches keine
Affinitdt zu diesen Zellen aufweist) durch auf Grund der Entziindung
freigesetzte Mediatoren und Adhésionsmolekiile statt (A). Im weiteren Verlauf
wandern Makrophagen und T-Lymphozyten ein und es kommt zu einer
Rekrutierung  und  Proliferation von  SMC  durch  Zytokine  und
Wachstumsfaktoren, welche von T-Lymphozyten und ortsanséssigen
Gefél3zellen sezerniert werden (B).

Dies ist ein Prozess der VergréBerung und Reifung der Plaque und

verschiedene Anderungen der metabolischen Vorgénge innerhalb dieser
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Plaque kénnen dazu fiihren, dass durch eine geringere Kollagenproduktion die
Kappe lber der Plaque ausdiinnt und es wie hier gezeigt zu einer Ruptur
kommt (C).

1.1.3. Die atherosklerotische Plaque

Man kann diese Plaque in instabile/vulnerable und stabile Plaques einteilen.
Stabile Plaques wachsen langsam und flihren zu einer Verengung des
Gefaldes, bis sie irgendwann einen kompletten Verschluss verursachen, oder
bilden sich in manchen Fallen auch komplett zuriick®.

Charakterisiert ist die stabile Plaque durch eine dicke fibrose Kapsel, die den
Kontakt zwischen den Zellen der Plague und dem in der Arterie flieRenden Blut
verhindert'?.

Im Gegensatz dazu zeigt sich die instabile Plaque mit einer eher dunnen und
dadurch rupturanfalligen Kapsel' 3.

Kommt es dann zu einer Ruptur der Kapsel gelangen die Zellbestandteile der
Plaque in das Blut der Arterie.

Es kommt somit also zur Bildung eines Thrombus, der entweder direkt an
dieser Stelle zu einem Verschluss der Arterie fUhren kann oder sich erst im
abwarts verlaufenden Stromgebiet formiert und dann dort zu einem Verschluss
filhrt, was letztendlich einen akuten Myokardinfarkt als Folge haben kann'.

Als Myokardinfarkt versteht man klinisch eine nachgewiesene Schadigung der
Herzmuskelzellen (Myokard), welche durch das Auftreten von abnormen
kardialen Biomarkern im Zusammenhang mit den Zeichen einer akuten
Myokardischamie gekennzeichnet ist'°.

Kommt es nicht zum Einreil3en der Plaque und den damit verbundenen Folgen,
wie es meistens bei der stabilen Plaque der Fall ist, verengt sich das Blutgefal}

immer weiter.

10
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1.1.4. Symptome

Durch Stenosen in den zufihrenden Herzkranzgefalen kommt es zu einem
Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot im Herzmuskel, was
letztendlich eine Minderversorgung des Muskels bedeutet'®.

Diese Myokardischamie kann sich in verschiedenen Formen manifestieren.
Zum einen gibt es die asymptomatische KHK, die klinisch stumm verlaufen
kann.

Dem gegenuber steht die symptomatische KHK. |hr Leitsymptom ist Angina
Pectoris (AP), was ein Engegefihl im Brustbereich mit mdglichem
ausstrahlendem Schmerz in die Regionen von Rucken, Nacken, Schulter,
Epigastrium und Kiefer darstellt. Zusatzlich konnen Symptome wie Atemnot,
Erschépfung und Tachykardie auftreten™®.

AP tritt zunachst nicht spontan sondern belastungsabhangig auf, was auf den in
Belastungssituationen gesteigerten Sauerstoffbedarf des Herzmuskels
zuruckzufuhren ist, der in diesem Fall ohnehin durch die Verengung der
Herzkranzgefalle eine eingeschrankte Sauerstoffzufuhr besitzt.

Fur den Schweregrad der AP gibt es eine Referenzeinteilung der Canadian
Cardiovascular Society die das Symptom in Abhangigkeit von korperlicher
Belastung beschreibt'’.

Des Weiteren kann man AP in eine stabile und instabile Form einteilen.

Stabile AP beschreibt ein kurzweiliges Auftreten der Beschwerden (1-5
Minuten) durch bestimmte kdérperliche oder emotionale Belastung.

Diese Beschwerden verbessern sich jedoch sofort nach Belastungsende, also
durch Ausruhen oder die Gabe von Nitroglycerin.

Zu beachten ist hier eine individuell unterschiedliche Belastungsgrenze.

Von instabiler AP spricht man, wenn sie das allererste Mal auftritt, es sei denn
dies findet in einer Situation der starken korperlichen Beanspruchung statt,
dann fallt dies unter stabile AP, wenn sie spontan in Ruhesituationen auftritt
oder wenn es sich um progrediente AP in einem Zeitraum von unter 4 Wochen

handelt'®.

11
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1.1.5. Diagnose

Eine grofle Schwierigkeit in der Diagnostik der KHK stellt zum einen die
Moglichkeit der stummen also symptomlosen Myokardischamie und zum
anderen das Auftreten der Symptome im erst relativ fortgeschrittenen Stadium
der Erkrankung dar'®.

Aus diesem Grund sollte es bei Symptomen wie AP und anderen in Relation zu
moglichen Herzerkrankungen stehenden Symptomen zu einer schnellen
Diagnose kommen, sodass eine schnelle Therapie eingeleitet werden kann.

In der Diagnostik kann man zum einen vom Herz direkt ausgehen, also nach
Zeichen einer Myokardischamie suchen. Dies gelingt zum Beispiel durch Ruhe-
und Belastungs-EKGs, Myokardszintigraphie oder ein MRT. Diese Verfahren
kénnen eine Minderdurchblutung des Herzmuskels aufzeigen?®.

Eine laborchemische Mdoglichkeit zur Diagnostik ergibt sich durch den Nachweis
von Troponin T (TNT), einem Stoff der aus den Herzmuskelzellen bei ihrer
Apoptose freigesetzt wird®'. Hier gibt es hochsensitive Assays, die im Labor
den quantitativen und qualitativen Gehalt von TNT bestimmen kdénnen?'.

Da die wie schon oben genannte Ruptur der atherosklerotischen Plaque jedoch
zu akut lebensbedrohlichen Umstanden, wie einem Myokardinfarkt fUhren kann,
spielt die Diagnose der Atherosklerose in den HerzkranzgefalRen fur die KHK
auch eine sehr grofe Rolle®.

Hier finden sich verschiedene Methoden die invasiv oder auch nicht-invasiv
sind und somit unterschiedliche Risiken und Limitationen mit sich bringen.

Zum Goldstandard gehort die Herzkatheteruntersuchung, bei welcher die
Hamodynamik und die Beschaffenheit der Arterienwand und somit dann das
Ausmal einer Verengung der Herzkranz-GefaRe dargestellt werden kann' 2.
Weitere Moglichkeiten der Diagnose sind nicht-invasive Mittel, wie das Messen
der Pulswellengeschwindigkeit der A. carotis, die eine Aussage Uber eine
Versteifung der Arterienwand und somit den Prozess der Atherosklerose
machen kann oder eine CT-Koronarangiographie, die eine der
Herzkatheteruntersuchung annahernd gleichwertige Bildgebung darstellt und
somit zu einer der nicht-invasiven Standarduntersuchung zur Diagnose einer

Atherosklerose und somit einer méglichen KHK zahit* 2,

12
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Auch genetische Untersuchungen werden im Bereich der Diagnose immer
wichtiger, da man die Vorgange der Entstehung einer Atherosklerose und den
Zusammenhang mit genetischen Faktoren immer mehr erforschen und

erschliefen kann'.
1.1.6. Therapie

Im Zuge der Nennung der Herzkatheteruntersuchung befindet man sich nun
schon gleichzeitig bei der Therapie der KHK. Hier handelt man je nach
Stenosegrad®. Bei hohergradigen Stenosen, sowie bei einem akuten
Verschluss der Koronararterien wahlt man die perkutane transluminale
Koronarangioplastie (PTCA). Die PTCA bedeutet, dass man uber den Katheter
einen kleinen Ballon in die Arterie einfuhrt, diesen an der verengten Stelle
aufblast und somit das Gewebe zunachst dehnt.

Um einen erneuten Verschluss zu vermeiden setzt man dort dann in den
meisten Fallen einen Stent.

Diese Methode wurde seit ihrer Erfindung vor 40 Jahren von dem deutschen
Kardiologen Andreas Grintzig, der damals eine reine Ballon-Angioplastie
durchfuhrte, immer weiter verbessert und ist somit nun eine der weltweit
haufigsten Interventionen®.

Stents gibt es in unbeschichteter Form, den sogenannten ,Bare Metal Stents®
(BMS), als mit einem Medikament beschichtete Form, die man ,Drug Eluting
Stents® (DES) nennt oder als dritte Moglichkeit in Form von bioabsorbierbaren
und bioresorbierbaren Stents®.

Die Methode der Medikamentenbeschichtung dient der Vermeidung einer in-
Stent-Stenose, also einer erneuten, sich in dem gesetzten Stent bildende
Stenose.

Durch den Stent kommt es jedoch zu einer Reihe von Reaktion am Endothel,
wie einer Dysfunktion oder sogar Verletzung des Endothels und Turbulenzen
des Blutflusses®. Dies kann bis zum vollstandigen Einheilen des Stents durch
die in Folge aktivierten Thrombozyten zur Bildung eines Thrombus fuhren, der
einen erneuten Verschluss der Arterie zur Folge hat.

13
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Aus diesem Grund ist eine begleitende antithrombozytare Medikation fur diese

Patienten notwendig.

14
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1.2. Thrombozyten

1.2.1. Morphologie der Thrombozyten

Thrombozyten gehdren mit den roten und weillen Blutkbrperchen zu den
zellularen Bestandteilen des Blutes und zirkulieren in ihrem inaktiven Zustand
mit dem Blutfluss®’.

Sie entstehen im Knochenmark und werden nach einer Lebenszeit von
durchschnittlich 7-9 Tagen in der Milz wieder abgebaut.

Sie sind 1-4 pm grof3, durch ihre Abschnurung von Megakaryozyten eher
unférmig, kernlos und weisen histologisch eine Kérnung auf, die durch das mit

Granula angereicherte Zytoplasma zustande kommt®.

offenes Glykogen

freie Kanalsystem / Thrombosthenin

Ribosomen I 4 A-Granula

mikrotubularer
Randreifen

dichtes tubulares System

8-Granula

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Darstellung eines Thrombozyten®

1.2.2. Die Rolle der Thrombozyten und ihre Aktivierung

Thrombozyten zirkulieren in ihrer inaktiven Form im Blut. Erreicht sie jedoch ein
Signal Uber ihre, in der Zellmembran enthaltenen, Glykoproteinrezeptoren (GP),

werden sie aktiviert®°.

15
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Mit dieser Aktivierung geht eine Formveranderung einher, sie bilden eine
Kugelform mit nach aul’en ragenden FuRRchen aus und die Granula
zentralisieren sich in der Mitte der Zelle und werden dann Uber das OCS
ausgeschiittet®® 32,

Diese aktivierenden Signale sind von unterschiedlicher Form entsprechend der
Situation, in welcher die Thrombozyten agieren. Sie konnen Strukturproteine
wie Thrombin und Kollagen sein, Serotonin, Nukleotide wie ADP oder viele
andere®.

Die bekanntesten Aufgabenbereiche der Thrombozyten sind die Blutstillung
(Hdmostase) und die Wundheilung. Ansonsten wirken sie in der
Entzindungsreaktion, bei der Immunabwehr und im pathologischen Sinn bei

der Atherosklerose mit?® 34,
1.2.2.1. Hamostase und Koagulation

Wird ein Blutgefald verletzt kommt es automatisch zu einer Reihe von
Reaktionen um einen starken Blutverlust zu verhindern.

Hier spielen die Thrombozyten die Hauptrolle. Sie werden Uber das exponierte
Kollagen des Gefalendothels und durch den vermittelnden vWF Uber den GP
Ib/IX/V zur Adhdsion an der verletzten GefiRwand angeregt® und bilden so
eine erste Schutzschicht.

Durch die hier stattfindende Aktivierung kommt es zu der oben genannten
Transformation der Thrombozyten und zu einer Ausschiittung von Granula®,
Die so sezernierten Stoffe tragen nun zum weiteren Ablauf der Reaktion bei,
indem sie weitere Thrombozyten aktivieren, zum Beispiel durch den in den
Granula enthaltenen und nun abgegebenen vWF, der zum einen weitere
Thrombozyten an das Endothel bindet und zum anderen die Thrombozyten
untereinander®® *. Die Adhasion der Thrombozyten untereinander erfolgt (iber
den im aktiven Zustand exprimierten GP-Rezeptor llb/llla entweder eben tber

den VWF oder (iber Fibrinogen aus dem Blutplasma® .

16
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So bildet sich nach und nach ein Koagel aus vernetzten Thrombozyten und
weiteren Blutzellen, wie Leukozyten, die ebenfalls Uber GP llb/llla mittels P-
Selektin binden®.

Des Weiteren wird die Gerinnung des Blutes, also die Bildung eines festen
Fibrinnetzes um die Thrombozyten zu einem Thrombus, Uber die
Gerinnungskaskade eingeleitet. Hier spielt der zum einen im Blutplasma
enthaltene und zum anderen aus den Granula freigesetzte Gerinnungsfaktor V
eine Rolle, welcher in seiner aktiven Form Va an die Thrombozytenoberflache
und auRerdem den Faktor Xa bindet®” 8,

Dieser Komplex aus den Gerinnungsfaktoren Va, Xa mit Kalzium und
Phospholipiden, auch Prothrombin-Komplex genannt, ist wiederum essentiell
fur die weitere Gerinnungskaskade, da er die Umwandlung von Prothrombin in
das aktive Thrombin katalysiert®®.

Von hier aus wird durch das aktive Thrombin, Fibrinogen in Fibrin umgewandelt,
welches nun in Verbindung mit Xllla dieses Fibrinnetz bildet.

1.2.2.2. Entziindungsreaktion und Wundheilung

Die schon genannte Verbindung zwischen aktivierten Thrombozyten und
Leukozyten, den Zellen des Immunsystems, leitet zu ihrer Rolle in der
Entziindungsreaktion und im Weiteren in der Wundheilung des Gewebes iiber®
% Aber nicht nur die Méglichkeit ihrer Vernetzung, sondern die vielen Stoffe,
die aus den Granula der aktivierten Thrombozyten freigesetzt werden, tragen
zu diesen komplexen Prozessen bei.

Die Ausschuttung von Adhasionsmolekulen zur Anlagerung weiterer Zellen, von
Chemokinen, die vor allem fur die Chemotaxis von Entzindungszellen
zustandig sind und das Sezernieren des Wachstumsfaktors (GF) aus den
Thrombozyten, PDGF, fuhrt zu einem Kreislauf der immer weiteren Aktivierung
und gegenseitigen Verstarkung der Entziindungsreaktion® *° 4°

Um einige Beispiele zu nennen, kommt es durch das unter anderem von den,
durch Kollagen, ADP und Thrombin aktivierten, Thrombozyten ausgeschuttete

Interleukin 1 (IL1) zu einer Interaktion mit den umliegenden Endothelzellen*'.

17
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IL1 wirkt sich auf die Endothelzellen aus, indem es ihre Adhasionsfahigkeit so
verandert, dass nun Leukozyten aus dem zirkulierenden Blut an diesen Stellen
andocken kénnen und somit den Prozess der Entziindung weiter fortfihrt*,

Ein weiterer Stoff ist das Chemokin Plattchenfaktor 4 (CXCL4), welches
neutrophile Granulozyten aktiviert, zu einer Bindung an Endothelzellen anregt
und in Zusammenhang mit dem Tumor-Nekrose-Faktor eine Ausschuttung von
sekundaren Granula erwirkt®® 42,

Der PDGF, ebenfalls von aktiven Thrombozyten freigesetzt, wirkt an den Zellen
des Endothels. Er regt vor allem Fibroblasten und glatte Muskelzellen der
Gefaliwand zur Proliferation an und induziert  somit  den
Wundheilungsprozess*®.

Auch fur die Wundheilung spielen verschiedene weitere Stoffe vor allem aus
den alpha-Granula eine Rolle (siehe Abb. 2).

So wird zum Beispiel die Angiogenese, die ebenfalls wichtig fur die Heilung der
Lasion ist, zum Teil durch den Wachstumsfaktor HGF gesteuert** 4°.

Ein anderer Weg der ebenfalls von den Thrombozyten beeinflusst wird ist die
Steuerung von Apoptose oder Uberleben anderer Zellen, und damit verbunden
die Regeneration des Gewebes, welches durch die Ausschittung von

bestimmten Signal-Stoffen bewerkstelligt wird*°.
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1.3. Das Junctional Adhesion Molecule-A (JAM-A)

1.3.1. Aufbau des Molekiils

JAM-A, oder auch JAM-1 oder F11R genannt, gehoért zu der Immunglobulin-
Superfamilie*® und ist ein Adhasionsmolekiil, welches unter anderem eine Rolle
fur die Interaktion und den Zusammenhalt von Epithel- und Endothelzellen
spielt*”.

Es ist ein 35-39 kDA Molekul, welches aus einer extrazellularen Domane, einer
Transmembransequenz und einem polaren intrazellularen Teil besteht*®.

Die  Zugehorigkeit zu der Ig-Superfamilie ist Uber die zwei
immunglobulindhnlichen extrazellularen Doméanen gegeben, bei denen es sich
membrandistal um einen V-Typ und membranproximal um einen C2-Typ
handelt, wobei jede der zwei Domanen je eine Disulfidbriicke aufweisen*®
“9(siehe auch Abb 3).

Diese Domanen sind jeweils, wie ebenfalls fur die lg-Superfamilie Gblich, durch
zwei Exons kodiert>.

Generell kodiert ist JAM-A auf 13 Exons (E1a, 1b, 1c, E1-E10), welche 2
unterschiedliche mRNA-Typen liefern. Der Typ 1 weist ein kirzeres 5 -Ende auf
und ist zum Beispiel in Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten zu
finden. Der Typ 2 wurde hingegen nur in Endothelzellen festgestellt *°.

JAM-A kommt also nicht nur auf der Oberflache von Epithelzellen vieler Organe
und Endothelzellen vor, sondern auch auf Zellen der Immunabwehr und
Blutzellen, wie Thrombozyten, Leukozyten, Erythrozyten, Monozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen*® 49 °* %2,

Neben JAM-A wurden mit der Zeit noch weitere zellulare Adhasionsmolekule
(CAM) entdeckt, die zu der JAM-Familie gehoéren.

JAM-B und JAM-C sind zwei dieser weiteren CAM und unterscheiden sich von
JAM-A durch ihren etwas anderen Aufbau, da sie in der membranproximalen
C2-Domane nicht nur eine, sondern 2 Disulfidbricken besitzen. Aulierdem
befinden sie sich vor allem auf der Oberflache von Endothelzellen und hier im

Speziellen auf dem Endothel von Venolen*® %2,
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Abbildung 3: Aufbau von JAM-A mit membrandistalem V-Tell,
membranproximalem C2-Teil mit der jeweiligen Disulfidbriicke, transmembraner

und intrazelluldrer Doméne %*

Die JAMs konnen eine cis- und eine trans-Form ausbilden. In diesen beiden
Konfirmationen konnen unterschiedliche homophile und heterophile
Interaktionen stattfinden.

Uber die Kristallstruktur von Maus-JAM wurde festgestellt, dass JAM sich in der
cis-Form zu Homodimeren zusammenschlie3t und so eine zur Zellmembran
gedffnete U-Form bildet. Dies kommt Uber einen Linker (eine kurze Val-Leu-Val
Sequenz) zustande, welcher zwischen den beiden Ig-Domanen liegt und diese
in einem 125°-Winkel miteinander verbindet.

Die Verbindung zwischen den zwei Proteinen zum Homodimer kommt dann
uber die Domanen am N-Terminus zustande, indem diese nicht-kovalente

Bindungen miteinander ausbilden® °°,
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Weitere homophile Interaktionen zwischen den Homodimeren
gegenuberliegender Zellen und auch heterophile Interaktionen, wie zum
Beispiel die anhand von Ovarialzellen des chinesischen Hamsters (CHO)
festgestellten Verbindungen zwischen JAM-A und LFA-1, finden in der trans-

Form statt® °’.

1.3.2. Aufgaben und Wirkungsweisen von JAM-A

Da JAM-A auf der Oberflache von unterschiedlichen Zellen festgestellt wurde
und auf Grund seiner verschiedenen sowohl homophilen als auch heterophilen
Interaktionsmoglichkeiten hat es eine Reihe von unterschiedlichen Aufgaben

und Bedeutungen fir den Organismus.

1.3.2.1. JAM-A als Bestandteil der Zell-Zell-Kontakte

Epithel- und Endothelzellen bilden untereinander einen mehr oder weniger
durchlassigen Verbund, welcher unter anderem durch Tight Junctions (TJ)
zustande kommt. TJ bestehen aus Transmembranproteinen, wie Occludin und
Claudin und befinden sich am apikalen Rand der Zellen, wodurch sie eine
wichtige Rolle fur den Zusammenhalt von Epithel und Endothel und die
Transmigration von Zellen durch dieses Gewebe darstellen®® *° ¢°.

Auch JAM-A wurde vor allem im Bereich der TJ als ein solches
Transmembranprotein identifiziert und tragt somit zur Barrierefunktion von
Epithel und Endothel bei*’ ©'.

Es sitzt in der Zellmembran und bildet wie oben beschrieben einen homophilen
Verbund mit JAM-A der gegenuberliegenden Zelle aus.

Far JAM-A der Epithelzellen wurde eine wichtige Bedeutung fur die
Wundheilung festgestellt. Experimente an erwachsenen Ratten zeigten, dass
Wunden, die an den Ré&ndern mittels Gen-Stillegung (RNAi) der JAM-A
Gensequenz behandelt wurden schneller verheilten.

21



Einleitung

Des Weiteren wurde anhand von menschlichen Hautproben gezeigt, dass eine
Abwesenheit von JAM-A, ebenfalls durch RNAi bewirkt, eine deutlich erhdhte
Proliferation und Migration von Keratinozyten hervorruft®.

Da sich die fur die Arbeit weiter relevanten Eigenschaften von JAM-A auf die
Interaktionen von Endothelzellen mit weiteren Zellen des Blutes und
Immunsystems bezieht, soll hier nun ausschliellich weiter auf das Endothel
eingegangen werden.

Der feste Verbund zwischen Zellen eines Endothels sorgt dafur, dass nur
selektiert andere Zellen und Stoffe hindurch wandern konnen, was eine
wichtige Funktion des Endothels darstellt, da so die Transmigration von Zellen
aus dem Blut in das umliegende Gewebe geregelt wird.

Fir JAM-A wurde eine Bedeutung fur die Transmigration von Leukozyten
festgestellt, welche im Falle einer Entzindung des Endothels oder des
umliegenden Gewebes durch die Gefallwandschichten wandern kénnen um
dort als zelluldrer Bestandteil der Immunabwehr tétig zu werden*” ©® ®,

Den ersten Hinweis auf eine solche Funktion lieferte ein Experiment mit Mause-
JAM-A und dem dafur spezifischen Antikorper BV11.

Die Ergebnisse zeigten eine inhibierte Transmigration von Monozyten durch
das Endothel von Mausen bei Anwesenheit dieses Antikorpers, was im
Umkehrschluss darauf hinweist, dass JAM-A eine Rolle fur die endotheliale
Transmigration spielt*’.

Anhand von JAM-A in den Zellen der menschlichen Nabelschnurvene
(HUVEC), welche mit den proinflammatorischen Zytokinen TNF-a und IFN-y
behandelt wurden, konnte man feststellen, dass JAM-A sich im Fall einer
Entzindung von den TJs l6st und apikal der Endothelzelle wieder integriert
wird, wo es dann der Interaktion mit zirkulierenden Zellen des Blutes, wie den
Leukozyten, zur Verfiigung steht®.

JAM-A ist nicht nur an der alleinigen Transmigration, sondern auch an der
Zelladhasion von Leukozyten, Uber heterophile Interaktion mit LFA-1, an das
entziindete Endothel beteiligt®’.

Um eine Migration von Leukozyten durch das Endothel zu ermoglichen, muss
es im Bereich der TJs zu einer Offnung dieser kommen.
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Tests mit CHO-Zellen ergaben die Erkenntnis, dass die Bindung zwischen der
membranproximalen Domane von JAM-A der Endothelzellen und LFA-1 der
Leukozyten die homophilen Interaktionen der membrandistalen Domane
schwécht® %,

Das bedeutet, dass eine Bindung von Leukozyten an das durch die Entzindung
hervorgerufene apikal liegende JAM-A die Bindung zwischen JAM-A der
nebeneinanderliegenden Endothelzellen 16st und somit ein Weg fur die
Leukozyten durch das Endothel geschaffen wird.

Die heterophile Bindung zwischen JAM-A und LFA-1 ist demnach sehr viel
starker als die homophilen JAM- A/ JAM-A- Bindungen des Endothels und kann
so dafur sorgen, dass der Spalt zwischen den Endothelzellen fur die

Transmigration offen gehalten wird®®.

Ring formation

Basal surface of
endothelial cell

{ %F

Initiation y W Basal-side cross section

Termination Apical side

C
(

\Endothelial cell

Basal side

Abbildung 4: Transmigration von Leukozyten durch Endothel*®

Initiation: apikales JAM-A (blau) der Endothelzellen und LFA-1 (griin) gehen
eine Bindung ein, wodurch die JAM-A / JAM-A-Bindung geschwécht wird und

sich die TJ 6ffnen
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Ringbildung: anhand von isolierten Neutrophilen und ihre Wanderung durch
HUVECs wurde festgestellt, dass es wéhrend der Transmigration zur Bildung
eines Rings von JAM-A und LFA-1 um die Leukozyten kommt, wodurch eine
schnelle Transmigration stattfinden kann®’

Termination: zuletzt I6st sich der Leukozyt basal der Endothelzelle wieder und
beendet somit die Transmigration wodurch sich die homophilen JAM-A-
Kontakte zwischen den Endothelzellen wieder schlieBen®

1.3.2.2. Relation zwischen JAM-A und Thrombozyten

Zuerst wurde JAM-A 1990 als ein Antikorper-Rezeptor auf Thrombozyten
entdeckt, damals als F11 benannt.

Dafur wurden isolierte menschliche Thrombozyten durch die Zugabe von dem
monoklonalen Antikérpern F11 (mAk F11) zur Aggregation und Sekretion
angeregt® .

Mit einer, von der Konzentration des hinzugefugten mAk F11 abhangigen,
Latenzzeit wurde beobachtet, dass Stoffe wie Serotonin und ADP aus den
Granula der Thrombozyten sekretiert wurden®.

Des Weiteren wurde auch fur Thrombozyten eine Rolle von JAM-A fur die
Adhasion an proinflammatorisches Endothel festgestellt.

Es wurde gezeigt, dass die Bindung von Thrombozyten an das mit den
Zytokinen TNF-a und IFN-y behandelte, und somit proinflammatorische,
Endothel von HUVECs zu etwa 40-60% durch homophile Interaktion zwischen
thrombozytarem JAM-A und dem JAM-A der Endothelzellen entsteht’®.

Eine weitere Studie, in der HUVECs und Endothelzellen der menschlichen
Aorta (HAECs) untersucht wurden zeigte, dass proinflammatorisches Endothel
vermehrt JAM-A exprimiert und somit eine gesteigerte Adhasion von
Thrombozyten erméglicht”. Eine Relation von JAM-A zur Entstehung von

Atherosklerose kann somit vermutet werden.
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1.3.3. Bedeutung von JAM-A fiir die KHK

Wie in den vorherigen Kapiteln schon beschrieben hat die Adhasion von
Thrombozyten und Leukozyten an entzindetes Endothel eine wichtige
Bedeutung fur die Entstehung und Entwicklung einer Atherosklerose und somit
der KHK'®.

Da, wie ebenfalls schon erwahnt, sowohl die Adhasion von Thrombozyten, als
auch Leukozyten an proinflammatorisches Endothel zum Teil durch JAM-A
vermittelt wird, ist eine Verbindung dieses Proteins der 1g-SF zur Entstehung
einer KHK sehr wahrscheinlich®” "°.

Jedoch nicht nur die Initiation der Bildung von atherosklerotischer Plaque durch
eben diese Zelladhasion an das Endothel, sondern auch die weitere Reifung
der Plaque hat einen Bezug zu JAM-A.

Wie schon in Kapitel 1.1 berichtet, ist dieser Reifungsprozess der Plaque ein
Zusammenspiel unterschiedlicher Zellen, wobei die glatten Gefalimuskelzellen
(SMC) eine wichtige Rolle spielen. Anhand von menschlichen SMCs der
atherosklerotisch veranderten Aorta wurde gezeigt, dass die in der Tunica
Intima sitzenden SMCs JAM-A besitzen, wahrend dieses bei den SMCs der
Media nicht festgestellt werden konnte. Ein Zusammenhang zwischen der
Proliferation und Migration der SMCs der Tunica Media in die Intima in
entzindetem Endothel und dem Auftauchen von JAM-A ist demnach
vorhanden, was somit zeigt, dass JAM-A in diese Prozesse involviert ist.
Daruber hinaus ergab die Studie, dass JAM-A auf den SMCs nur in
Zusammenhang mit einer Entzindung des Endothels auftaucht, was
Zellkulturen, von denen nur ein Teil mit den Zytokinen TNF-a, IFN-y und IL-31
behandelt wurde, zeigten?.

Mittels molekularer Ultraschalldarstellung von JAM-A durch gasgefullte
Mikroblaschen (MB), welche Uber einen spezifischen an ihrer Oberflache
befestigten Liganden an das JAM-A auf der Oberflache von JAM-A-positiven
Zellen binden, stellte sich eine deutliche Anreicherung des Molekuls in

vulnerablen Plaques heraus’ ™.
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Durch die im Ultraschall gut differenzierbaren gasgefullten MB ist es mdglich
eine sehr genaue Vorstellung von der Masse der von ihnen angesteuerten
Stoffe, in diesem Fall JAM-A, zu bekommen.

Hier wurden vulnerable und stabile Plaques in der A. Carotis von Hasen,
welche unter strenger Cholesterin-Diat standen, untersucht’.

Die deutlich starkere Haufung der JAM-A MB in den vulnerablen Plaques
verglichen mit den stabilen Plaques vertieft die Vermutung, dass JAM-A eine
Rolle in der Entstehung und dem Verlauf einer Atherosklerose und somit KHK
spielt und man sich das Protein als Diagnostik-Hilfe zu Nutze machen konnte.

In weiteren Untersuchungen mit dem molekularen Ultraschall wurde die
Tatsache ausgenutzt, dass JAM-A in entzindetem Endothel vermehrt an die
apikale Oberflache der Zellen wandert und so ebenfalls als ein mdglicher
Marker fur die fruhe Erkennung von atherosklerotischen Veranderung des
Endothels fungieren kénnte® .

JAM-A spielt damit hochstwahrscheinlich eine Rolle in der Entstehung der KHK
und konnte somit zum einen als ein Marker fur die Diagnostik oder als
Angriffspunkt fur die Therapie dienen.

1.4. JAM-A Einzelnukleotid Polymorphismen (SNPs)

Bei Einzelnukleotid Polymorphismen (engl. Single Nucleotid Polymorphismen
SNPs) handelt es sich, wie der Name schon sagt (single = einzeln (engl.),

nucleus = Kern (lat.), polymorphos = verschiedengestaltig (griech.)® 7’ 8

, um
die einzelne Veranderung eines Basenpaars der Kern-DNA.

Diese Veranderungen gelten jedoch erst als SNPs, wenn sie mit einer Haufung
von mehr als 1% in der Population auftreten. Ist dies der Fall, gehort dieser
SNP zu einem von mehreren Millionen des menschlichen Genoms, welche
dafiir sorgen, dass wir Menschen eine unterschiedliche DNA besitzen’® ®.

In der Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP), einer Art
offentlichem Archiv, werden die Informationen zu diese ganzen SNPs

gesammelt und kbnnen abgerufen werden.
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SNPs konnen in verschiedenen Bereichen des Genoms auftreten und je
nachdem eine Rolle fur die Prozesse des Organismus, wie zum Beispiel die
Bildung von Proteinen darstellen oder keine weitere Auswirkung haben.

Dies hangt zunachst davon ab, ob sie auf dem kodierenden oder nicht-
kodierenden Teil der DNA liegen.

Weiter ist es dann noch davon abhangig, ob die Anderung des Basenpaars
auch wirklich eine Anderung fir die Bildung der auf diesem Abschnitt codierten
Aminoséaure bedeutet’ &',

Die in dieser Arbeit untersuchten JAM-A SNPs sind rs790056 und rs2774276.
Bei rs790056 handelt es sich um den Austausch von Thymin gegen Cytosin an
der Stelle 160999795, welcher in der Weltbevolkerung mit einer Haufigkeit von
18,7% auftritt. Dieser SNP liegt auf dem nicht-kodierenden Teil der DNA, ist
also eine Intron Variante®.

Auch rs2774276 ist eine Intron Variante, bei der Cytosin gegen Guanin an der
Stelle 161041926 ausgetauscht wird. Diese Variante tritt mit einer Haufigkeit
von 30,7 % in der Weltbevélkerung auf®.

SNP Chromoso Gen-Position Aminosauren Haufigkeit

men austausch (Weltbevolkerung)
rs790056 | Chr1 160999795 C>T 18,7%
rs2774276 | Chr1 161041926 G>C 30,7%

Tabelle1: Genetisch relevante Informationen zu rs790056 und rs2774276

Auch wenn eine Genveranderung sich auf dem nicht-kodierenden Teil der DNA
befindet kann diese trotzdem Auswirkungen auf ein dem SNP nahes (cis-
Regulierung) oder entferntes Gen (trans-Regulierung) haben, zum Beispiel
durch eine Regulierung der Expressionsmenge des Gens (eQTL). In einer grof3
angelegten Meta-Analyse von Uber 5000 peripheren Blutproben wurde von
Westra et. al eine Datenbank zusammengetragen in der auch gezeigt wurde,
dass die Trager des selteneren Allels von rs790056 und rs2774276 eine hohere
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Expression des F11R-Gens im peripheren Blut, in der Aorta und diversen
weiteren Geweben aufweisen, also als cis-eQTLs wirken®* °,

Wie in dieser Meta-Analyse werden SNPs allgemein in genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS) als ein Mittel zur Erforschung des menschlichen
Genoms verwendet und liefern fur die Medizin immer neue relevante
Erkenntnisse zu Krankheiten jeglicher Art.

Speziell im Bereich der KHK wurden schon vermehrt Verbindungen zwischen
SNPs und dem Auftreten und Verlauf dieser Erkrankung festgestellt.

So wurde zum Beispiel gezeigt, dass GP la SNPs und auch SNPs von PEAR1
eine Einfluss auf die Entwicklung eines akuten Koronarsyndroms bei
Hochrisiko-Patienten haben kénnten®® &

Auch zu den hier gewahlten JAM-A SNPs rs790056 und F11R rs2774276 gibt
es schon vorherige Assoziationsstudien.

Zum Beispiel wurden in der Studie von Tokat et al. 153 tlrkische Patienten mit
KHK und eine Kontroligruppe von 124 Probanden ohne koronare
Vorerkrankung auf einen Zusammenhang zwischen KHK und JAM-A rs790056
und LFA-1 hin untersucht.

Die Kontrollgruppe ohne koronare Vorerkrankung wies hier einen hoheren
Anteil an Tragern des selteneren Allels C auf (33,9%) als die Trager des
haufigeren Allels T (22,6%), was im Umkehrschluss zeigte, dass der TT-
Genotyp in der Gruppe der Probanden mit KHK haufiger aufzufinden war als in
der Kontrollgruppe (p=0,03)%.

In der GWAS von Ong et al. wurde unter anderen F11R SNPs auch rs790056
und rs2774276 im Hinblick auf ihre Auswirkung auf Fettleibigkeit und Blutdruck
in einem Patientenkollektiv aus 656 Hong Kong Chinesen untersucht.

Hierbei wurden 263 Probanden eingeschlossen, die unter Bluthochdruck litten
(hier als > 140/90 mmHG oder die Einnahme von Blutdrucksenkern festgelegt)
und 393 Probanden, die einen normalen Blutdruck aufwiesen. Ausgenommen
der 147 Patienten mit der Einnahme von Blutdrucksenkern zeigte sich ein
deutlicher Unterschied im systolischen Blutdruck zwischen den Patienten die

Trager des selteneren Allels oder heterozygote Trager waren (CC+CT: 120,2 +
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15,5 mmHG; GG+CG 120,5 + 15,1 mmHG)zu den Tragern des haufigeren
Allels (TT: 124,8 + 18,3 mmHG; CC: 124,7 + 18,5 mmHG ; p=0,004/0,007).

Es zeigte sich somit ein Zusammenhang zwischen JAM-A und der Regulation
des Blutdrucks®®.

Sowohl rs790056 als auch rs2774276 wurden in weiteren Studien ohne
direkten Bezug auf ihre Auswirkungen auf das kardiovaskulare System
untersucht wie zum Beispiel in der Studie von Caykara B et al., wobei ein
erhohtes Auftreten des CC-Genotyps von rs790056 bei Patienten mit

Darmkarzinom festgestellt wurde®.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Wie schon erlautert wurde JAM-A generell und im speziellen auch die hier in
der Studie untersuchten JAM-A SNPs rs790056 und F11R rs2774276 schon in
anderen Studien in den Zusammenhang mit der Entstehung der KHK gebracht.

Aus diesem Grund soll hier weiter untersucht werden, ob JAM-A SNPs mit der
Prognose von Patienten mit KHK assoziiert sind.

In dieser Studie wurden die JAM-A SNPs rs790056 und F11R rs2774276 bei
942 Patienten mit symptomatischer kardiovaskularer Erkrankung bestimmt.

Um den Einfluss dieser JAM-A SNPs auf die Prognose der Patienten mit KHK
zu verstehen, wurde ein Follow-Up uber 1080 Tage durchgefuhrt, wobei der
primare kombinierte Endpunkt als das Erstauftreten von Tod und/oder
Myokardinfarkt und/oder ischamischer Schlaganfall definiert wurde.

Sekundare Endpunkte wurden als das Eintreten von Tod, Myokardinfarkt oder
ischamischer Schlaganfall festgelegt.
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2. Material und Methoden

2.1. Basischarakteristika des Patientenkollektivs

Im Zuge der Studie wurden die Aufnahmemedikation und der Aufnahmegrund
von 942 fur die Studie relevanten Patienten dokumentiert.

Es wurden 411 Patienten mit ACS, 422 Patienten mit CCS und 109 Patienten
aus anderen Grunden eingeliefert.

ACS und CCS werden hier wie in der Einleitung erwahnt definiert.

Die  anderen Grinde beinhalten Myokarditis, nicht-ischamische
Kardiomyopathien, Klappenstenosen oder-insuffizienzen, Herz-Rhythmus-
Storungen, vermutete KHK und praoperative Risikostratifizierung.

Alle Untersuchungen und Analysen wurden im Sinne der Deklaration von
Helsinki und nach den Grundsatzen der ,good clinical practice guidelines”
durchgefihrt und von der Ethikkommission (270/2011BO1, 237/2018B0O2)

abgesegnet® %,

2.2. Genotypisierung von JAM-A SNPs

Wie schon erlautert, kann man auf Grund vorheriger Studien eine Bedeutung
von JAM-A fur die Entstehung und die Prognose von KHK vermuten.

Die hier relevanten und deshalb weiter besprochenen JAM-A SNPs JAM-A-
rs790056 und JAM-AF11R-rs2774276 wurden durch MALDI-TOF MS, unter
Verwendung des MassARRAY® Compact Systems (Sequenom, CA, USA),
ermittelt, wobei je etwa 10% der Proben ein zweites Mal analysiert wurden, um
eine zuverlassige und genaue Aussage des Tests sicherzustellen®.

Um die Genotypisierung durchfihren zu kdénnen wurde die kodierende DNA
zundchst aus den mit Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) gemischten
Blutproben mittels des QIAmp® DNA Blood Mini Kit Systems (Qiagen, Hilden,
Germany) isoliert.
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2.3. Follow-Up

Nach Einschluss der Patienten in die Studie wurden diese Uber 1080 Tage
weiter verfolgt, um das Auftreten eines Todesfalles jeglicher Genese, eines
Myokardinfarktes, eines ischamischen Schlaganfalles oder einer klinisch
relevanten Blutung zu dokumentieren.

Der kombinierte Endpunkt setzte sich aus Tod jeglicher Ursache,
Myokardinfarkt und/oder ischamischem Schlaganfall zusammen.

Hierbei wurde sowohl das Event, als auch der exakte Zeitpunkt dessen in
Tagen nach der ersten Einlieferung und Intervention in der kardiologischen
Abteilung des UKT aufgenommen.

Fur die Auswertungen relevant war jeweils nur das erste Eintreten einer dieser
evaluierten Events. Im Falle des erneuten Auftretens des gleichen Events
wurde dieses hier also nicht berlcksichtigt.

Durchgefuhrt wurde dieses Follow-Up entweder telefonisch und/oder tber die
Einsicht in Akteneintrage im Falle einer erneuten Aufnahme in der
kardiologischen Abteilung des UKT.

Die Laborergebnisse waren hierbei den evaluierenden Personen nicht bekannt.
Von den 942 im Labor genetisch untersuchten Patienten konnte das Follow-Up
bei 838 von ihnen durchgefuhrt werden, was einen Informationsverlust von 104
Patienten, also etwa 11%, bedeutet. Diese Patienten unterschieden sich jedoch
in ihren Basischarakteristika nicht nennenswert von den im Follow-Up

dokumentierten Patienten.

2.4. Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit dem Programm IBM SPSS Statistics
Version 27.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefuhrt.

Fir die Zusammenstellung der Basischarakteristka ~wurde das
Patientenkollektiv fir den jeweiligen JAM-A SNP (JAM-A-rs790056 und JAM-
AF11R-rs2774276) zunachst in die folgenden 3 Gruppen unterteilt:
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Homozygoter Trager des haufigeren Allels, homozygoter Trager des selteneren
Allels und Heterozygote.

Weiter wurden dann die Charakteristika fur die jeweiligen Untergruppen
ausgewertet, wobei fur nominale Variablen, wie das Geschlecht, die
kardiovaskularen  Risikofaktoren, die = Aufnahmemedikation und der
Aufnahmegrund mittels Kreuztabellen und die jeweilige Signifikanz durch den
Chi-Quadrat-Test ausgewertet wurden.

Skalierte Variablen, wie das Alter, die LVEF und der Kreatininwert, wurden
hingegen Uber den Mittelwert mit Standardabweichung und die Signifikanz Gber
den Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur definiert.

Fir die Auswertung wurden mittels Kaplan-Meier-Kurven Uberlebensfunktionen
erstellt, welche Uber die Log-Rang-Methode weiter analysiert wurden, um die
Beziehung von den verschiedenen Gentragern fur den jeweiligen JAM-A SNP
zueinander darzustellen.

Um die Haufigkeit des Eintretens der primaren und sekundaren Endpunkte in
den drei Patientengruppen zu vergleichen, wurde die Ereignisrate und die
Ereignisrate/100 PY berechnet und mittels Fischer-Exakt Test analysiert.
AuRerdem wurden mittels Cox Regressionsanalyse Assoziationen zwischen
dem sekundaren Endpunkt Ml und JAM-A SNPs (rezessives Modell) unter
Berucksichtigung von klinischen Faktoren als Kovariablen untersucht.

Zur Korrektur fur multiples Testen wurde die Holm-Bonferroni Methode
angewandt. Es wurden 8 Tests durchgefuhrt (2 SNPs, jeweils 4 Endpunkte).

Das Signifikanzniveau a wurde fur unsere Ergebnisse auf < 5% festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Basischarakteristika der Kohorte (n=942)

Es wurden Basischarakteristika, wie Alter und Geschlecht, kardiovaskulare
Risikofaktoren, klinische Faktoren, die Aufnahmemedikation und der
Aufnahmegrund  fur  JAM-A-rs790056 und  JAM-A-F11R-rs2774276
dokumentiert (siehe Tabelle 1 und 2).

Das durchschnittliche Alter des Patientenkollektivs lag bei 68 Jahren, wovon

70% mannlich und 30% weiblich waren.

3.1.1. Basischarakteristika JAM-A-rs790056

Die Anzahl der untersuchten Patienten belief sich bei JAM-A-rs790056 (Tabelle
1) auf 941, von denen 566 homozygote Trager des haufigeren Allels, 44
homozygote Trager des selteneren Allels und 331 heterozygote Trager waren.
Sowohl 68% der genotypisierten Trager des haufigeren Allels als auch 68% der
Trager des selteneren Allels waren mannlich und somit nur je 32% weiblich.
250 der homozygoten Trager des haufigeren Allels (44%) erlitten ein akutes
Koronarsyndrom, 254 (45%) hatten ein CCS und die restlichen 62 Patienten
(11%) wurden aus anderen Grinden aufgenommen.

Bei den Tragern des selteneren Allels kamen 17 Patienten (39%) mit einem
akuten Koronarsyndrom, 23 (52%) mit einem CCS und 4 (9%) aus anderen

Grunden in die kardiologische Abteilung des UKT.

Tabelle 2: Basischarakteristika der Kohorte fir JAM-A-rs790056 (n=941)

Homozygoter Homozygoter
Trager des Trager des

JAM-A-rs790056 Gesamt haufigeren selteneren Heterozygote P
(n=941) Allels(n=566) Allels(n=44)  (n=331)
Alter 68 67 70 67
+/-Standardabweichung (+/- 12) (+/-13) (+/-10) (+/-13) 0,44
Geschlecht mannlich 658 (70%) 387 (68%) 30 (68%) 241 (73%) 0,38
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KARDIOVASKULARE RISIKOFAKTOREN

Hypertonie 758 (81%) 463 (82%) 37 (84%) 258 (78%) 0,05
Hyperlipidamie 520 (55%) 318 (56%) 25 (57%) 177 (63%) 0,49
Diabetes 297 (32%) 181 (32%) 14 (32%) 102 (31%) 0,82
Rauchen 374 (40%) 219 (39%) 15 (34%) 140 (42%) 0,61
KLINISCHE FAKTOREN

LVEF % 51,4 50,1 53,8 50,4

+/- Standartabweichung (+/-10,9) (+/-11,2) (+/-10,35) (+/-11,1) 0,13
Kreatinin 4.1 10 1,3 1,0

+/- Standartabweichung (+/-1) (+/-0,5) (+/-1,7) (+/-0,6) 0,05
AUFNAHMEMEDIKATION

ASS 493 (52%) 294 (52%) 26 (59%) 173 (62%) 0,70
Clopidogrel 108 (11%)  62(11%) 7 (16%) 39 (12%) 0,62
Prasugrel 17 (2%) 9 (2%) 0 (0%) 8 (2%) 0,44
Ticagrelor 38 (4%) 26 (5%) 2 (5%) 10 (3%) 0,50
OAK 80 (9%) 47 (8%) 3 (7%) 30 (9%) 0,85
AT1-Antagonisten 173 (18%) 105 (19%) 11 (25%) 57 (17%) 0,46
ACE-Hemmer 394 (42%)  222(39%) 19 (43%) 153 (46%) 0,13
Ca-Kanal-Blocker 180 (19%) 98 (17%) 10 (23%) 72 (22%) 0,23
R-Blocker 527 (56%) 305 (54%) 25 (57%) 197 (60%) 0,28
Statine 424 (45%) 244 (43%) 24 (55%) 156 (47%) 0,24
AUFNAHMEGRUND

ACS 409 (43%) 250 (44%) 17 (39%) 142 (43%)

CCSs 422 (45%) 254 (45%) 23 (52%) 145 (44%)

Andere * 109 (12%) 62 (11%) 4 (9%) 43 (13%) 0,75

Nicht einbezogene Patienten: 1 (0,1%)

* Beinhaltet Myokarditis, nicht-ischamische Kardiomyopathien,
Klappenstenosen oder-insuffizienzen, Herz-Rhythmus-Storungen, vermutete
KHK und praoperative Risikostratifizierung.

3.1.2. Basischarakteristika JAM-A-F11R-rs2774276
Bei JAM-A-F11R-rs2774276 (Tabelle 2) waren es insgesamt 942 Patienten, von
denen sich 514 als homozygote Trager des haufigeren Allels, 64 als

homozygote Trager des selteneren Allels und 364 als heterozygote Trager
herausstellten.
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Bei den genotypisierten Tragern des haufigeren Allels handelte es sich zu 68%

um Manner und somit zu 32% um Frauen. Bei den Tragern des selteneren

Allels waren 70% maéannlich und 30% weiblich.

Es erlitten 224 der homozygoten Trager des haufigeren Allels (44%) ein akutes
Koronarsyndrom, 228 (44%) hatten ein CCS und die restlichen 62 (12%)

Patienten wurden aus anderen Grunden aufgenommen.

Bei den Tragern des selteneren Allels kamen in diesem Fall 28 (44%) Patienten

mit einem akuten Koronarsyndrom, 28 (44%) mit einem CCS und 8 (13%) aus

anderen Grunden in die kardiologische Abteilung des UKT.

Tabelle 3: Basischarakteristika der Kohorte fiur JAM-A-F11R-rs2774276

(n=942)

Homozygoter Homozygoter

Trager des Trager des

JAM-A-F11R-rs2774276 Gesamt haufigeren selteneren

(n=942) Allels(n=514) Allels(n=64)
Alter 68 68 69
+/- Standardabweichung (+/-12) (+/-13) (+/-11)
Geschlecht mannlich 657 (70%) 348 (68%) 45 (70%)
KARDIOVASKULARE RISIKOFAKTOREN
Hypertonie 759 (80%) 423 (82%) 50 (78%)
Hyperlipidamie 521 (55%) 287 (56%) 32 (50%)
Diabetes 298 (32%) 169 (33%) 18 (28%)
Rauchen 374 (40%) 199 (39%) 21 (33%)
KLINISCHE FAKTOREN
LVEF % 50,9 50,1 52
+/- Standartabweichung  (+/-11) (+/-11,3) (+/-10,7)
Kreatinin 1,1 1,0 1,2
+/- Standartabweichung  (+/-0,9) (+/-0,6) (+/-1,4)
AUFNAHMEMEDIKATION
ASS 495 (53%) 266 (52%) 34 (53%)
Clopidogrel 108 (12%) 55 (11%) 9 (14%)
Prasugrel 17 (2%) 8 (2%) 2 (3%)
Ticagrelor 38 (4%) 23 (4%) 2 (3%)
OAK 80 (8%) 43 8%) 5 (8%)
AT1-Antagonisten 173 (18%) 95 (18%) 13 (20%)
ACE_Hemmer 395 (42%) 198 (39%) 29 (45%)
Ca-Kanal-Blocker 180 (19%) 88 (17%) 15 (23%)
R-Blocker 528 (56%) 275 (54%) 37 (58%)
Statine 425 (45%) 220 (43%) 31 (48%)
AUFNAHMEGRUND

Heterozygote
(n=364)

67

(+/-13)

264 (73%)

286
202
111
154

79%
55%
30%
42%

~ o~ o~ o~

)
)
)
)

50,6
(+-11,1)
1,0
(+1-0,6)

195 (54%)
44 (12%)
7 (2%)

13 (4%)
32 (9%)
65 (18%)
168 (46%)
77 (21%)
216 (59%)
174 (48%)

P

0,54
0,34

0,37
0,83
0,67
0,40

0,40

0,18

0,89
0,68
0,67
0,73
0,96
0,90
0,76
0,23
0,25
0,33
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ACS 411 (44%) 224 (44%) 28 (44%) 159 (44%)
ccs 422 (45%) 228 (44%) 28 (44%) 166 (46%)
Andere* 109 (12%) 62 (12%) 8 (13%) 39 (11%) 0,98

Nicht einbezogene Patienten: 0
* Beinhaltet Myokarditis, nicht-ischamische Kardiomyopathien,
Klappenstenosen oder-insuffizienzen, Herz-Rhythmus-Stoérungen, vermutete

KHK und praoperative Risikostratifizierung.

3.2. Ergebnisse der Genotypisierung bezogen auf den priméren

kombinierten Endpunkt und die sekundaren Endpunkte

Mittels  Kaplan-Meier-Kurven  werden in  den  Abbildungen 5-12
Uberlebensfunktionen berechnet, in denen die verschiedenen Varianten der
beiden Polymorphismen JAM-A-rs790056 und JAM-A-F11R-rs2774276 in
Korrelation zu dem kombinierten primaren Endpunkt und den sekundaren
Endpunkten Tod, Myokardinfarkt und Blutung gesetzt wurden.

3.2.1. JAM-A-rs790056
t (blau): Homozygoter Trager des haufigeren Allels
c (rot): Homozygoter Trager des selteneren Allels

tc (grin): Heterozygote
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3.2.1.1. Kombinierter primarer Endpunkt
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Abbildung 5: Kaplan-Meier Kurve fur das Auftreten des kombinierten
Endpunktes fur JAM-A-rs790056

Dargestellt wird hier das Eintreten des kombinierten Endpunktes
(zusammengesetzt aus Tod jeglicher Ursache, Myokardinfarkt und/oder
ischdmischem Schlaganfall) im Rahmen der 3 Jahre des Follow-Ups fiir jeweils
die homozygoten Tréager des haufigeren Allels (blau), die homozygoten Trager
des selteneren Allels (rot) und die heterozygoten Tréager (griin).

Man erkennt zwar im Vergleich einen stérkeren Abfall der roten Kurve, was
demnach das Erreichen des kombinierten Endpunktes fiir die Tréger des
selteneren Allels wahrscheinlicher macht, dieser Unterschied zu den beiden

andere Kurven ist jedoch nicht stark genug und somit auch nicht signifikant.
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3.2.1.2. Sekundarer Endpunkt Tod
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Abbildung 6: Kaplan-Meier Kurve fur das Auftreten eines Todesfalls fur JAM-A-
rs790056

Darstellung der Todesfélle der im Follow-Up dber 3 Jahre nachverfolgten
Patienten.

Hier zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten die
Trager des héaufigeren Allels sind und denen die das seltenere Allel tragen oder
heterozygot sind.
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3.2.1.3. Sekundarer Endpunkt Myokardinfarkt
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Abbildung 7: Kaplan-Meier Kurve fur das Auftreten eines Myokardinfarktes bei
JAM-A-rs790056

Hier wird dargestellt wie héufig ein Myokardinfarkt bei jeweils den Trégern des
héaufigeren Allels (blau), selteneren Allels (rot) und den Heterozygoten (griin)
innerhalb der ersten 3 Jahre nach Aufnahme in die Studie aufgetreten ist.

Man erkennt einen deutlich signifikanten Unterschied der homozygoten Trager
des selteneren Allels zu den anderen beiden Gruppen (Log-Rank = 0,033, nicht
adjustiert), also ein im Vergleich deutlich hé&ufigeres Auftreten eines
Myokardinfarktes in dieser Patientengruppe.

Die rote Kurve verlauft vor allem in dem Bereich zwischen 250 und 550 Tagen
sehr steil, das Auftreten eines Myokardinfarktes fand hier also vor allem
innerhalb der ersten 2 Jahre statt, noch genauer im letzten Viertel des ersten
Jahren bis zur Hélfte des zweiten Jahres.
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Es zeigt sich in diesem Zeitraum eine Héaufigkeit von 29% fiir das Eintreten
eines Myokardinfarktes bei den Trdgern des CC-Genotyps.

Die anderen beiden Kurven weisen im Gegensatz dazu keinen So
einschneidenden Abfall der Steigung auf sondern sinken flach und stetig.

Nach Korrektur fiir multiples Testen sind die Ergebnisse allerdings nicht

statistisch signifikant (Holm-Bonferroni korrigiertes p=0,198).

3.2.1.4. Sekundarer Endpunkt Blutung

200 JAM_A_rs790056
It
-Ic
- Ttc
@ 0,95 S
E ——
m
H
3 0,90
2
:E‘
£
@
& oss
Signifikanz p=0,436
0,80
0 200 400 600 800 1000 1200
Tage seit Studieneinschluss
No. at risk 500 460 439 427 418 411
291 261 253 244 239 234
42 40 38 35 34 31

Abbildung 8: Kaplan-Meier Kurve fur das Auftreten einer Blutung bei JAM-A-

rs790056

Dargestellt wird hier das Auftreten einer Blutung in den durch das Follow-Up
abgedeckten 3 Jahren.

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den 3 genetisch

verschiedenen Patientengruppen, wobei jedoch auch hier wieder ein starkerer
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Abfall der roten Kurve, also ein héufigeres Auftreten bei den homozygoten

Tragern des héufigeren Allels, zu beobachten ist.

Aus diesen Uberlebenskurven fiir JAM-A-rs790056 geht hervor, dass es
lediglich einen Zusammenhang (p=0,033, nicht adjustiert) fur das Auftreten
eines Ml als sekundarem Endpunkt in dem Zeitraum des Uber 3 Jahre
gefuhrten Follow-Ups gibt (Abbildung 7). Dieser Zusammenhang ist nach
Korrektur fur multiples Testen nicht statistisch signifikant.

Die anderen Endpunkte, wie Tod, Blutung und dem primaren kombinierten
Endpunkt scheinen in diesen Auswertungen keinen signifikanten

Zusammenhang mit dem Polymorphismus zu haben (Abbildung 4, 6 und 8).

3.2.2. JAM-A-F11R-rs2774276
¢ (blau): Homozygoter Trager des haufigeren Allels
g (rot): Homozygoter Trager des selteneren Allels

cg (grun): Heterozygote

3.2.2.1. Kombinierter primarer Endpunkt
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No. at risk 452 410 394 378 362 349
320 301 289 272 262 247
62 58 53 47 47 47

Abbildung 9: Kaplan-Meier Kurve fur das Auftreten des kombinierten
Endpunktes fur JAM-A-F11R-rs2774276

Diese Abbildung stellt das Einfreten des kombinierten Endpunktes
(zusammengesetzt aus Tod jeglicher Ursache, Myokardinfarkt und/oder
ischdmischem Schlaganfall) im Rahmen der 3 Jahre des Follow-Ups dar.
Unterschieden wird hier ebenfalls zwischen den homozygoten Trégern des
héaufigeren Allels (blau), den homozygoten Trégern des selteneren Allels (rot)
und den Heterozygoten (griin).

Wie schon in der Auswertung bei JAM-A-rs790056 fiir das Erreichen eines
kombinierten Endpunktes (Abbildung 5) ldsst sich auch hier kein signifikanter
Unterschied feststellen.

3.2.2.2. Sekundarer Endpunkt Tod
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Abbildung 10: Kaplan-Meier Kurve fur das Auftreten eines Todesfalls fur JAM-
A-F11R-rs2774276

Dargestellt werden hier die Todesfdlle wéhrend der im Follow-Up
nachverfolgten 3 Jahre. Alle 3 Kurven zeigen einen stetigen Abfall, also eine mit
der Zeit stetig bleibende Anzahl von Todesféllen.

Hier zeigen sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
genotypisierten Gruppen von Trdgern des héaufigeren Allels (blau), Trdgern des
selteneren Allels (rot) und Heterozygoten (griin).

3.2.2.3. Sekundarer Endpunkt Myokardinfarkt
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Abbildung 11: Kaplan-Meier Kurve fur das Auftreten eines Myokardinfarktes bei
JAM-A-F11R-rs2774276
Dargestellt wird das Auftreten eines Myokardinfarktes innerhalb der 3 Follow-

Up Jahre fiir die genetisch verschiedenen Patientengruppen.
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Hier erkennt man einen deutlichen und somit signifikanten Unterschied (log
Rank = 0,01, nicht adjustiert) von homozygoten Trdgern des selteneren Allels
(rot) zu den anderen beiden Gruppen mit Trdgern des héufigeren Allels (blau)
und den Heterozygoten (griin).

Dieser Unterschied zeigt sich in der deutlich steiler fallenden roten Kurve.

Wie auch schon bei JAM-A-rs790056 (Abbildung 7) stellt sich in einem
gewissen Zeitabschnitt ein besonders steiler Abfall der Kurve dar, dieser
befindet sich in diesem Fall etwa zwischen 350 und 500 Tagen also vor allem
gegen Ende des ersten Jahres und in der ersten Hélfte des zweiten Jahres.

In diesem Zeitraum erlitten demnach 26% der CC-Trédger einen Myokardinfarkt.

Die anderen beiden Kurven haben hier ebenfalls keinen so deutlichen
Einschnitt, sondern sinken langsam und stetig.

Es besteht also ein deutlich héheres Risiko fiir Trdger des selteneren Allels
einen Myokardinfarkt zu erleiden.

Zu beachten ist hier, dass die Ergebnisse nach Korrektur fiir multiples Testen

nicht statistisch signifikant sind (Holm-Bonferroni korrigiertes p=0,08).

3.2.2.4. Sekundarer Endpunkt Blutung
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No. at risk 452 414 394 383 375 367
320 290 281 271 265 261
62 59 56 53 52 49

Abbildung 12: Kaplan-Meier Kurve fur das Auftreten einer Blutung bei JAM-A-
F11R-rs2774276

Hier wird der Zusammenhang zwischen den verschiedenen genotypisierten
Gruppen und dem Auftreten einer Blutung innerhalb eines 3-jéhrigen Follow-
Ups dargestellt.

Es zeigt sich keine Signifikanz, also kein deutlicher Unterschied zwischen den 3
Gruppen.

Auch fur die Uberlebenskurven von JAM-A-F11R-rs2774276 zeigt sich eine
Korrelation zum Auftreten eines MI (log Rank = 0,01, nicht adjustiert) in den
folgenden 3 Jahren, in denen die Patienten durch das Follow-Up begleitet
wurden (Abbildung 11). Dieser Zusammenhang ist nach Korrektur flr multiples
Testen nicht statistisch signifikant.

Die Kaplan-Meier-Kurven fur die Endpunkte Tod, Blutung und den kombinierten
primaren Endpunkt (Abbildungen 9, 10 und 12) weisen auch hier keine
statistische Relevanz auf.

3.3. Ereignisrate fiir die untersuchten Endpunkte in Abhangigkeit vom
Genotyp

Die Ereignisrate zeigt fur die drei Genotypen, die Trager des haufigeren, des
selteneren Allels und die Heterozygoten, die den unterschiedlichen Endpunkten
zugeordnete Anzahl von Fallen in denen dieser Endpunkt aufgetreten ist.

Wie schon erwahnt fehlen hier Patienten, die zuvor in den Basischarakteristika
auftauchen, da das Follow-Up nicht fur alle 942 Patienten Uber die 1080 Tage
durchgefuhrt wurde.

Fiar beide JAM-A Polymorphismen zeigt sich fur die homozygoten Trager des
selteneren Allels eine hohere Ereignisrate fur die Haufigkeit des Auftretens
eines Myokardinfarktes (JAM-A-rs790056 Fisher-Exakt Test=0,045; JAM-A-
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F11R-rs2774276 Fisher-Exakt Test=0,018, jeweils nicht adjustiert). Auch dieser
Zusammenhang ist nach Korrektur fur multiples Testen nicht statistisch
signifikant.

Die anderen berlcksichtigten Endpunkte weisen keine Signifikanz auf. Die
Ergebnisse konnen Tabelle 3 entnommen werden.

Der klinische Parameter Ereignisrate/100 PY zeigt mit einem Wert von 7,8 fur
die Trager des Nebenallels von JAM-A-rs790056 in Bezug auf das Auftreten
eines MI eine deutlich hohere Wahrscheinlichkeit fur das Eintreten dieses
Endpunktes im Vergleich zu den Tragern des haufigeren Allels mit einem Wert
von 3,9 und auch als die heterozygoten Trager mit einem Wert von 3,2.

Auch fur die Trager des selteneren Allels (ER/100 PY=7,4) von JAM-A-F11R-
rs2774276 weist die Ereignisrate/100 PY eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fur
das Eintreten eines Ml im Vergleich zu den Tragern des haufigeren Allels und
den Heterozygoten (ER/100 PY=4,0 / ER/100 PY=3,0) auf.

Endpunkt Ereignisrate JAM- Ereignisrate/ p
A-rs790056 100 PY (Fisher-Exakt
(HT des Test)

haufigeren Allels
n=501 / HT des
selteneren Allels

n=43 /
Heterozygote n=
293)
Kombinierter
Endpunkt 117 /14 /73 7,8/10,9/8,3 0,319
Tod 63/8/41 4,2/6,2/4,7 0,418
MI 59/10/29 39/78/3,2 Nicht adjustiert
0,045
Holm-Bonferroni
korrigiert
0,315
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Blutung 44 /6 / 31 29/4,7/3,5 0,361
Endpunkt Ereignisrate JAM- Ereignisrate/ p
A-F11R- 100 PY (Fisher- Exakt
rs2774276 Test)
(HT des
haufigeren Allels
n=453 / HT des
selteneren Allels
n=63 /
Heterozygote
n=322)
Kombinierter
Endpunkt 108/18/78 79/95/8,1 0.616
Tod 59/8/45 4,3/4,2/4,7 0,889
MI 54 /14 /30 40/7,4/3,0 Nicht adjustiert
0,018
Holm-Bonferroni
korrigiert
0,144
Blutung 42/9/30 3,1/4,8/3,1 0,389

Tabelle 4: Darstellung der Ereignisrate und Ereignisrate/100 PY in der
Gesamtkohorte

Dargestellt wird hier die H&aufigkeit des Auftretens eines Endpunktes fir die
Trager des héufigeren und selteneren Allels jeweils fir JAM-A-rs790056 und
JAM-A-F11R-rs2774276 und die dazugehérige Ereignisrate/100 PY als
diagnostischer Wert im Zusammenhang von Ereignisrate und der Zeit, die
Patienten bis zum Eintreten des Endpunktes zu der Studie beigetragen haben.
Die Ergebnisse weisen ebenfalls fiir beide Polymorphismen eine Signifikanz fiir
das Auftreten eines MI auf. Allerdings sind auch hier die Ergebnisse nach
Korrektur fur multiples Testen nicht statistisch signifikant.
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3.4. Multivariable Analysen

Wie in Tabelle 4 dargestellt wurde mittels multivariabler Cox-
Regressionsanalyse eine Abhangigkeit des MI von klinischen Kovariablen
ermittelt. Es zeigt sich auch hier wieder nur fur einige der Variablen ein

bedeutender Zusammenhang. Der klinische Faktor Alter weist demnach eine

Signifikanz von p<0,001 auf.

Variable Hazard ratio (Ml) p
(95% Ki)
Alter 1,05 (1,03-1,08) < 0,001
Geschlecht 0,79 (0,49-1,27) 0,329
Hypertonie 1,11 (0,59-2,08) 0,753
Hyperlipidamie 0,96 (0,63-1,48) 0,867
Diabetes 1,12 (0,73-1,71) 0,616
Rauchen 1,06 (0,67-1,67) 0,806
LVEF 1,21 (0.99-1,47) 0,068
)

JAM-A-rs790056
(rezessives Modell)

2,09 (1,05-4,17

Nicht adjustiert

0,037

Holm-Bonferroni korrigiert

0,259
Variable Hazard ratio (Ml) p
(95% Ki)
Alter 1,05 (1,03-1,08) <0,001
Geschlecht 0,78 (0,48-1,27) 0,316
Hypertonie 1,15 (0,61-2,16) 0,667
Hyperlipidamie 0,98 (0,64-1,50) 0,923
Diabetes 1,13 (0,73-1,73) 0,589
Rauchen 1,08 (0,69-1,70) 0,741
LVEF 1,20 (0,98-1,47) 0,075
)

JAM-A-F11R-rs2774276

(rezessives Modell)

2,10 (1,17-3,79

Nicht adjustiert

0,013

Holm-Bonferroni korrigiert

0,104
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Tabelle 5: Multivariable Cox-Regressionsanalyse mit Myokardinfarkt als
unabhangige Variable und klinischen Faktoren als Kovariablen

Hier werden die klinischen Faktoren Alter, Geschlecht, Hypertonie,
Hyperlipiddmie, Diabetes, Rauchen, LVEF, JAM-A-rs790056 und JAM-A-F11R-
rs2774276 als Kovariablen mit dem Auftreten eines Myokardinfarktes in
Zusammenhang gebracht.

Neben dem Patientenalter sind beide SNPs unabhéngig mit dem Eintreten
eines Myokardinfarktes assoziiert. Allerdings sind die Ergebnisse nach
Korrektur fur multiples Testen auch hier nicht statistisch signifikant.
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4. Diskussion

4.1. Allgemeines

Die Hauptursache der KHK, welche wie schon in der Einleitung erwahnt nach
wie vor eine der haufigsten Todesursachen in den Industrielandern darstellt, ist
die Atherosklerose.

Dass JAM-A eine Rolle in der Bildung von Atherosklerose und somit bei der
Entstehung von KHKs spielt wurde in vielen weiteren Studien, seit es 1990 als
Ak-Rezeptor auf Thrombozyten zum ersten Mal entdeckt wurde, gezeigtﬁg.

4.2. Auswirkung von JAM-A auf die Plague-Bildung

So wurde zum Beispiel in einer in vivo Studie mit Apo E -/- Mausen, die also
genetisch vorbestimmt anfalliger fur die Entwicklung einer Atherosklerose sind,
eine deutlich verringerte Plaque-Bildung in der Versuchsgruppe festgestellt, die
mit dem JAM-A/F11R-Antagonisten Peptid 4D behandelt wurden. Dies bestatigt
im Rdckschluss die Rolle von JAM-A bei der Bildung von Plaque sowohl in der
Anzahl als auch in der GroR3e, die hier in Aorta und Herz mittels histologischer

Analysen gemessen wurde®.

4.3. Auswirkung von JAM-A auf den Blutdruck

Des Weiteren wurde in zwei Studien aus Hong Kong von Ong et al. ein
Zusammenhang von JAM-A zu Bluthochdruck festgestellt, was wiederum einen
bedeutenden Risikofaktor fur die Entstehung einer KHK darstellt.

In der einen Studie wurde gezeigt, dass die Plasmakonzentration von gelostem
JAM-A/F11R bei den Patienten der Versuchsreihe (in Hong Kong lebende
Chinesen) mit Bluthochdruck signifikant erhéht war®,

Die andere Studie, eine ebenfalls in Hong Kong durchgefuhrte Fall-Kontroll-
Studie, untersuchte die Probanden auf verschieden JAM-A/F11R SNPs und
fand auch hier eine signifikante Relation zum Bluthochdruck, welche Ong et al.
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sich durch die Rolle des F11 Rezeptors fur den systolischen Blutdruck erklaren.
Sie zeigten in dieser Studie, dass einige JAM-A/F11R SNPs einen Unterschied

von 4 mmHG im systolischen Blutdruck ausmachen kdénnen %°.

4.4. Auswirkung von JAM-A auf die Thrombozytenfunktion

In einer Studie von Naik et al. wurde gezeigt, dass JAM-A eine Rolle fur die
Unterdrickung des Integrin outside-in-signalings in Thrombozyten, und somit
eine Rolle fiir deren Aktivitat, spielt %.

Der auf inaktiven Thrombozyten vorhandene Rezeptor Integrin allbB3 kann
extrazellular durch die Bindung von immobilisiertem Fibrinogen seine
hochaffine Form annehmen und dadurch fur weitere Bindung von anderen
Liganden aktiv werden®’. Eine Unterdriickung dieses Vorgangs kann demnach
zu einer verringerten Thrombus-Formation fuhren.

In einer folgenden Studie spezifizierten dieselben Autoren den Vorgang indem
sie JAM-A als ein an die intrazellulare Kinase Csk bindendes Protein
identifizierten, welches Csk zum Integrin-Tyrosinkinase-Src-Komplex rekrutiert
und dadurch die Aktivitit des outside-in-signaling inhibiert®.

Wie ebenfalls von den Autoren vermutet kann diese Unterdrickung des Integrin
outside-in-signaling durch das Vorhandensein von funktionierendem JAM-A in
inaktiven Thrombozyten als regulierende Instanz gesehen werden, welche eine
frUhzeitige Aktivierung von Thrombozyten, also eine Hyperaktivitat, und damit
die Formation eines Thrombus verhindert.

Folgend liegt die Vermutung nah, dass eine Veranderung von JAM-A durch
zum Beispiel einen Polymorphismus diese Inhibierung verhindert und es
dadurch schneller zur Thrombozytenaggregation kommen kann.
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4.5. Zusammenhang von JAM-A und Mi

Durch die erwahnten Studien wird die Rolle von JAM-A fir die KHK deutlich.
Durch die eQTLs Meta-Studie von Westra et. al wurde gezeigt, dass die Intron
kodierenden SNPs rs790056 und rs2774276 zu einer erhdhten F11R/JAM-A
Genexpression bei den Trigern des selteneren Allels fiihren®*.

Mehr JAM-A deutet, wie in den oben genannten GWAS aufgezeigt, auf ein
hoheres Risiko fur einen KHK hin.

Wir wollten also mit dieser Studie weiterfiUhrend die Rolle dieser beiden JAM-A
SNPs auf die Prognose von Patienten mit symptomatischer KHK untersuchen
und sind dabei auf einen Zusammenhang zwischen JAM-A-rs790056 und JAM-
A-F11R-rs2774276 und dem wiederholten Auftreten eines Myokardinfarktes
innerhalb von 3 Jahren nach Studieneinschluss gestof3en. Man muss allerdings
beachten, dass die fur die Ergebnisse zunachst statistische Signifikanz nach
Korrektur fur multiples Testen nicht mehr gegeben war.

Da JAM-A, das als Adhasionsmolekul bekannt ist und aus der Immunglobulin-
Superfamilie stammt, in diversen Zellen die im Zusammenhang mit der
Entstehung einer Atherosklerose eine Rolle spielen, wie Endothelzellen,
Leukozyten oder Monozyten auftaucht, liegt eine Verbindung zum
Myokardinfarkt nahe®’.

JAM-A spielt, wie schon in der Einleitung erlautert, sowohl in der primaren
Anlagerung von Entzindungszellen, wie Leukozyten, an das verletzte Endothel
eine Rolle, als auch fiir die Transmigration ebendieser Zellen®’.

AuBerdem wurde durch einige Studien gezeigt, dass es auch bei der
Rekrutierung und Proliferation von SMC in der Tunica intima mitwirkt, also bei
der Ausreifung der Plaque, was letzten Endes zur Ruptur fiihnren kann’?.

Dass Polymorphismen von JAM-A zu einem erhohten Risiko fur das Auftreten
eines Myokardinfarktes fuhren kdnnen, wie es in dieser Studie aufgezeigt wird,
ist also nachvollziehbar.

In der GWAS von Tokat et al., die sich unter anderem mit dem auch hier
untersuchten SNP rs790056 beschaftigt hat, fand man einen geringeren Anteil
an CC-Tragern in der Patientengruppe mit KHK (22,55%)als in der
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Vergleichsgruppe (33,91%)und stellte dadurch die Vermutung auf, dass Trager
des selteneren Allels von rs790056 eventuell sogar ein geringeres Risiko fur die
Erkrankung an einer KHK haben®.

Da in unserer Studie ausschliel3lich Patienten mit symptomatischer KHK und
keine gesunde Kontrollgruppe untersucht wurde, kdnnen wir diese These nicht
weiter untermauern, sondern aufzeigen, dass rs790056 zumindest auf den
weiteren Verlauf nach der Erkrankung an einer KHK Einfluss nimmt.

Sowohl fur rs790056 als auch rs2774276 zeigte sich fur die Trager des
selteneren Allels (CC und GG)ein deutlich haufigeres Auftreten eines Ml in den
zwei Jahren (250-550 bzw. 350-550 Tage) nach erster Inhospitalisierung.

Ein Schutz der CC-Trager konnen wir in unseren Ergebnissen zumindest fur
das Auftreten eines MI nicht bestatigen.

Man muss allerdings auch bedenken, dass die Studie von Tokat et al. im
Vergleich zu der hier vorliegenden Studie mit seinem Kollektiv von 277
Patienten (153 mit KHK und 124 in der Kontrollgruppe) kleiner angelegt ist und
auch daher die unterschiedlichen Ergebnisse kommen konnten.

Auch die Ereignisrate ER/100 PY verdeutlicht die Erkenntnis, dass die CC-
Trager von rs 790056 und GG-Trager von rs2774276 (ER/100 PY: CC=7,8 /
GG=7,4) im Verhdltnis zu den Tragern des selteneren Alles und den
heterozygoten Tragern (ER/100 PY: TT=3,9; CT=3,2 /| CC=4,0;
GC=3,0)gefahrdeter sind einen MI zu erleiden, da dieser Endpunkt mit einer
deutlich héheren Quote eingetreten ist. Hier ist ebenfalls wieder zu beachten,
dass diese Ergebnisse zwar einen relevanten Unterschied aufzeigen nach
Korrektur fur multiples Testen jedoch nicht mehr statistisch signifikant sind.
AuBerdem lassen die Auswertungen der Follow-Up Daten des
Patientenkollektivs vermuten, dass Ko-Faktoren wie das Alter der Patienten
eine Rolle fur das erneute Auftreten eines Ml im Zusammenhang mit den JAM-
A Polymorphismen JAM-A-rs790056 und JAM-A-F11R-rs2774276 spielen.

Da das Patientenkollektiv nicht nach ihrer genauen Altersverteilung innerhalb
der je 3 unterteilten Gruppen (homozygote Trager des selteneren Alles,
homozygote Trager des haufigeren Allels und heterozygote Trager) mit Hinblick

auf die Erkenntnisse aus den Kaplan-Meier Kurven untersucht wurde konnte
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dieser hier aufgefihrte Zusammenhang tatsachlich eine Verzerrung der
Ergebnisse bedeuten.

Das in den Basischarakteristika ausgewertete Durchschnittsalter zeigt
zumindest, dass sowohl die CC-Trager von rs790056 als auch die GG-Trager
von rs2774276 ein hoheres Durchschnittsalter aufwiesen, als die homozygoten
Trager des haufigeren Allels und die heterozygoten Trager (Durchschnittsalter:
rs790056 CC=70; TT=67; TC=67 / rs2774276 GG=69; CC=68; GC=67). Der
Unterschied ist allerdings nicht statistisch signifikant.

Da das Alter, wie in den multivariablen Analysen aufgezeigt, eine Rolle fur das
erneute Auftreten eines Myokardinfarktes darstellt kann man also vermuten,
dass sich durch das hohere Alter der CC- und GG-Trager eine naturliche
Haufung dieses Events fur eben diese Gruppen ergeben konnte.

Um diesen moglichen Bias zu bereinigen mussen wir in Zukunft noch weitere
Analysen mit genaueren Altersunterschieden in den Patientengruppen
durchfuhren um zu untersuchen, ob die Patienten bei denen der sekundare

Endpunkt MI eingetreten ist tatsachlich ein hoheres Alter aufwiesen.

4.6. Schlussfolgerung

Da bis jetzt an JAM-A SNPs vor allem auch im Hinblick auf die Prognose von
Patienten mit KHK im weiteren klinischen Verlauf noch wenig geforscht wurde
hat sich diese Studie genau damit befasst.

In den drei Jahren, in denen die Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen
weiter verfolgt wurden, ist ein Zusammenhang zwischen den JAM-A SNPs
JAM-A-rs790056 und JAM-A-F11R-rs2774276 und dem Auftreten des
sekundaren Endpunktes MI festgestellt worden.

Das konnte darauf hindeuten, dass Patienten, die Trager des selteneren Allels
dieser SNPs sind, ein hoheres Risiko fur das Auftreten eines Myokardinfarktes
haben.

Man konnte diese beiden SNPs demnach zur Identifizierung von

Risikopatienten fur das Auftreten eines MI nutzen, indem man eine
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Genotypisierung durchfihrt oder das neu erlangte Wissen eventuell sogar fur
die individuelle Therapie ebendieser Risikopatienten anwenden.

Ein Zusammenhang zwischen diesen SNPs und dem ebenfalls untersuchten
kombinierten Endpunkt aus Tod jeglicher Ursache, Myokardinfarkt und/oder
ischamischem Schlaganfall konnte allerdings in dieser Studie nicht bestatigt
werden.

Diese Ergebnisse konnten jedoch auch fur andere ethnische Gruppen wieder
anders ausfallen, da in der Kohorte unserer Studie vor allem Kaukasier
untersucht wurden, was zu einer naturlichen Einschrankung fuhrt.

Eine weitere Limitierung unserer Studie zeigt sich durch die nicht weiter
differenzierten Altersunterschiede in den verschiedenen Patientengruppen.

Da das Alter jedoch einen relevanten Zusammenhang zu dem Auftreten eines
MI zeigt sollte hierauf in zukunftigen Untersuchungen naher eingegangen

werden.
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5. Zusammenfassung

5.1. Hintergrund

Vereinfacht dargestellt wird die koronare Herzerkrankung durch eine
Verhartung der Herzkranzgefalle durch eine Einwanderung und Proliferation
von Zellen in die chronisch entzindete Gefallwand, also durch Atherosklerose,
bedingt ' 8 °.

Atherosklerose ist ein multifaktorieller Prozess, fur den in mehreren
vorausgegangenen Studien ein Zusammenhang mit dem Adhasionsmolekul
JAM-A als einer dieser Faktoren festgestellt wurde.

Zu finden ist JAM-A unter anderem als Bestandteil der TJ, also der Zell-Zell-
Kontakte, des Endothels. Hier wurde gezeigt, dass es eine Rolle fur die
Transmigration und Adhasion von Leukozyten im entzindeten Endothel

spielt 47 57 63 64

AuRerdem wurde JAM-A auf Thrombozyten gefunden und eine Interaktion von
thrombozytarem JAM-A mit dem JAM-A von proinflammatorischem Endothel
nachgewiesen °' %° 70,

Auch fur die weitere Entwicklung und das letztliche Ausmal} der Atherosklerose,
namlich der Ausreifung der subendothelialen Plaque, hat JAM-A durch seinen
Einfluss auf die glatte GefaRmuskulatur eine Bedeutung "2.

Trotz dieser Erkenntnisse ist die Rolle von JAM-A fir die Prognose von
Patienten mit koronarer Herzerkrankung im klinischen Verlauf bis jetzt nicht
wirklich untersucht worden. Aus diesem Grund widmet sich diese Studie dem

Thema und untersucht es in einem drei Jahres Follow-Up.

5.2. Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurde von einem Patientenkollektiv von 942
Patienten mit ACS, CCS, Myokarditis, nicht-ischamischen Kardiomyopathien,
Klappenstenosen und/ oder —insuffizienzen oder Herz-Rhythmus-Stérung die
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Basischarakteristika festgehalten und 838 von ihnen in einem Follow-Up Uber
1080 Tage hin verfolgt

Zuvor wurde das Blut dieser Patienten auf die JAM-A SNPs JAM-A-rs790056
und JAM-A-F11R-rs2774276 untersucht.

Der primare kombinierte Endpunkt setzte sich aus Tod jeglicher Genese,
Auftreten eines Myokardinfarktes oder eines ischamischen Schlaganfalls
zusammen.

Sekundare kombinierte Endpunkte stellten Tod jeglicher Genese,
Myokardinfarkt, ischamischer Schlaganfall und klinisch relevante Blutung dar.
Es ergab sich sowohl fur die homozygoten Trager des selteneren Allels von
JAM-A-rs790056 als auch von JAM-A-F11R-rs2774276 ein erhohtes Risiko fur
das Auftreten eines Myokardinfarktes wahrend dieser 1080 Tage.

Bei JAM-A-rs790056 lag die nicht-adjustierte Signifikanz bei p=0,033 und bei
JAM-A-F11R-rs2774276 bei p=0,01. Nach Korrektur fur multiples Testen mittels
Holm-Bonferroni Korrektur waren diese Ergebnisse jedoch nicht statistisch
signifikant.

Im Bezug auf den primaren Endpunkte und die weiteren sekundaren Endpunkte
konnte kein weiterer Zusammenhang festgestellt werden.

In multivariablen Analysen konnte neben dem Alter ein unabhangiger Einfluss
der JAM-A SNPs auf den Endpunkt Myokardinfarkt gezeigt werden.

5.3. Schlussfolgerung

Diese Studie hat sich zum ersten Mal mit dem Einfluss bestimmter JAM-A
SNPs auf die Prognose von Patienten mit kardiovaskularer Erkrankung
beschaftigt.

Fir die in einem Follow-Up von 3 Jahren verfolgten Patienten wurde gezeigt,
dass es einen Zusammenhang zwischen den SNPs JAM-A-rs790056 und JAM-
A-F11R-rs2774276 und dem Auftreten eines Myokardinfarktes gibt.

Eine Assoziation von JAM-A-rs790056 und JAM-A-F11R-rs2774276 zu den

anderen Endpunkten ergab sich aus diesen Ergebnissen nicht.
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