Aus der

Medizinischen Universitatsklinik und Poliklinik Tubingen
Abteilung Innere Medizin Il

(Schwerpunkt: Kardiologie und Angiologie)

Platelet Pharmacolipidomics: Auswirkung der
chronischen Medikation auf das thrombozytare
Lipidom

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von

Frey, Moritz

2025



Dekan: Professor Dr. B. Pichler

1. Berichterstatter: Professor Dr. M. Gawaz

2. Berichterstatter: Professorin Dr. M. Philipp

Tag der Disputation: 13.06.2024



Gewidmet
Meinen Eltern Sabine & Karl-Heinz
Meiner Schwester Heidi

Julia Boriga



Inhaltsverzeichnis

AbbildungsverzeiChnis ... ——— 6
Tabellenverzeichnis ........cccccci i —————— 7
AbKUrzungsverzeiChnis ... e 9
I =T 4] = T T 12
1.1. Chronische Medikation bei CVD-Patienten...............cccccuiiiiiiiiiiiiiinnnnne 12
1.2. Thrombozyten — Aufbau und Funktion ...............ccccociiiiiiiiiiiie 13
1.3. Statine — Pleiotrope Effekte ........ccoooiiiriiiii e, 15
1.4. NomenkKlatur der Lipide..........uiiiiiiiiie e 17
1.5. Thrombozytares LipidOm .............uuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 20
1.6. Ziele der Arbeit .........uueeiiiiiiii e 30
2. Material und Methoden ...........cccciiiiii 32
2.1, PatientenKOIEKLIV ...........uuiiiiiiiiiiiiiieei e 32
2.2. Lipidomics-Analyse der Thrombozyten ................uuviiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 33
2.3. Statistische LipidomiCS-ANalySe...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeees 34
2.4. Lipid-ClusteranalySe ...........ooouuuiiiii e 37
3. ErgebnisSe ... i 39
3.1. Deskriptive Statistik des Patientenkollektivs .............cccoeeiiiiiiiiiiinnnnnn.l. 39
3.2. Einflisse der chronischen Medikation auf das Lipidom ........................ 39
3.3. Statin-Medikation verandert das thrombozytare Lipidom....................... 41
3.3.1. Volcano-Plot des Einflusses der Statin-Medikation ........................ 41
3.3.2. Volcano-Plot des Einflusses der P2Y12-Inhibitor-Medikation.......... 43

3.4. Lipidomanalyse mit der online Plattform MetaboAnalyst........................ 45

3.4.1. Bestimmung der geeignetsten Methode zur Datenprozessierung bei
MetabOANAIYSE ... 45

3.4.2. Volcano-Plot: Einfluss der Statin-Medikation mit MetaboAnalyst .... 48



3.4.3. Fold Change: Einfluss der Statin-Medikation mit MetaboAnalyst.... 49

3.4.4. Heatmap: Einfluss der Statin-Medikation mit MetaboAnalyst.......... 51
3.5. Lipidomveranderungen unter steigender Statindosis............cccccceeeeeeee. 53
3.6. Zusammenfassung der auffalligen Lipide aller Tests.........ccccoeevieeineennn. 56

3.6.1. Runterregulierte Lipide .........cooiiiiiiiiiiieee e 57

3.6.2. Sinnvolle Auswahl und Gruppierung der auffalligsten herabregulierten

3.6.3. Hochregulierte Lipide ...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieees 60

3.6.4. Sinnvolle Auswahl und Gruppierung der auffalligsten hochregulierten

...................................................................................................................... 64
3.7.1. Einfluss der Blutplasma-Lipide .............coiiiiiiiiiiicce e, 64
3.7.2. Einfluss der Komedikation und Begleiterkrankungen ...................... 65

3.8. Clusteranalyse des LipidOmS .........coovvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 70
3.8.1. Patientencharakteristika der HighOx-Gruppe.........ccccooveeeiviiiiinnnnnnn. 75

3.9. Leukozytose assoziiert mit erhdhten oxidierten Phospholipiden............ 77

L B B L= (T L1 o o 79

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse ...........ccuuveieiiiiiiiiiiiiiiiiiees 79

4.2. Diskussion der MethOden ...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 79
4.2.1. Chancen und Limitationen von MetaboAnalyst ................ccccoeeee. 79

4.3. Diskussion der ErgebhniSSe ........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 82
4.3.1. Lipidomveranderungen durch chronische Medikation ..................... 82
4.3.2. Lipidomveranderungen unter Statintherapie — Lipide im Fokus ...... 85
4.3.3. Statin-Lipidomveranderungen sind dosisabhangig........................ 102



4.3.4. Statin-Lipidomveranderungen sind unabhangig von Einflussfaktoren

wie Medikamente oder Begleiterkrankungen ............ccccooovviiiiiiiiiiiineeen, 104

4.3.5. Erhohte Leukozyten fuhren zu erh6hten oxidierten Phospholipiden in

den ThrombBOZYIEN ..........uui e 106
5. ZUuSammeNnfasSSUNQ......ccccceuuuiiiiiiiirirrreessss s s s e s e s s snssss s s s e s s e e s nnnnnssssssssnnnns 107
6. Literaturverzeichnis ... 109
7. Erklarungen zum Eigenanteil ... 118
8. Veroffentlichung.........ccoooiiiiiinii 119
L2 TR D T T 1 G Ve L1 3 ' 120

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Ubersicht thrombozytares Lipidom ............cccoovivveeeieeeeieeeene 21
Abbildung 2: Ubersicht der OXIliPINE .........c..ccoveeeeieieieceeeeeeee e, 25
Abbildung 3: Bildung von HETE-PL nach Thrombinaktivierung........................ 28

Abbildung 4: Ubersicht der Anzahl signifikanter Lipide bei jeweiliger Medikation

.................................................................................................................. 40
Abbildung 5: Volcano-Plot der Lipidomveranderungen durch Statine .............. 42
Abbildung 6: Volcano-Plot der Lipidomveranderungen durch Clopidogrel ....... 43
Abbildung 7: Volcano-Plot der Lipidomveranderungen durch Ticagrelor.......... 44

Abbildung 8: Volcano-Plot der Lipidomveranderungen durch Statin-Medikation
Mit MetabOANAIYSE........ooe e 48

Abbildung 9: Streudiagramm des Fold Changes durch Statin-Medikation ....... 50

Abbildung 10: Heatmap der Lipidomveranderungen durch Statin-Medikation.. 52

Abbildung 11: Korrelation der Lipide mit steigender Statindosis....................... 54
Abbildung 12: Zusammenfassung der auffalligen Lipide aller Tests................. 56



Abbildung 13: Boxplots der Blutplasma-Lipide in Gruppen mit unterschiedlicher

ALOIVASTAtINAOSIS .. e 65

Abbildung 14: 2-D Scores Plot der PLS-DA mit Statin therapiert vs. nicht-
L0 1= = [T o S 67

Abbildung 15: Ubersicht der 2-D Scores Plots der PLS-DA mit Stérfaktoren auf

Lipidomveranderungen durch Statin-Therapie .............cccevvvviiiiiiieieinenen, 68

Abbildung 16: Zusammenfassung aller PLS-DA Kreuzvalidierungs-Performance-

Parameter ..... ..o 69
Abbildung 17: Lipidzusammensetzung der 6 Cluster ............cccccccvvvviiiiiiiiiennnnn. 71
Abbildung 18: Heatmap mit Dendrogramm der Patientencluster...................... 72

Abbildung 19: Mosaik-Plot der mit ATIl-Blocker behandelten Patienten innerhalb
AEI 4 ClUSTEN ... e e e 74

Abbildung 20: Vergleich des Altersmittelwerts der 4 Cluster............ccccoouvnnnnen. 74
Abbildung 21: Vergleich der Leukozytenzahl der Gruppen HighOx vs. Normal 76

Abbildung 22: Volcano-Plot der Lipidomveranderungen bei Patienten mit
LEUKOZYIOSE ...ttt 77

Abbildung 23: Stoffwechselweg Entstehung OxPC-12S-HETE........................ 88

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Nomenklatur wichtiger Fettsauren ............cccccciee 18
Tabelle 2: Abkurzungen der LipidKlassen............cooovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 19
Tabelle 3: Grundcharakteristika des Patientenkollektivs ..............ccccccceeeiinnis 32
Tabelle 4: Ubersicht JMP Cluster ANalySe ...........cc.coeeveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeanns 38
Tabelle 5: Signifikant veranderte Lipide bei Statin-Behandlung ....................... 42
Tabelle 6: Signifikant veranderte Lipide bei Clopidogrel-Behandlung .............. 44
Tabelle 7: Signifikant veranderte Lipide bei Ticagrelor-Behandlung................. 45



Tabelle 8: Ubersicht Ergebnisse der Daten-Normalisierung mit MetaboAnalyst

Tabelle 9: Ubersicht Ergebnisse Daten-Filterung mit MetaboAnalyst............... 47
Tabelle 10: Hochregulierte Lipide bei Statin-Behandlung mit MetaboAnalyst .. 49

Tabelle 11: Lipide mit dem hochsten Fold Change durch Statin-Behandlung .. 50

Tabelle 12: In Heatmap erhdhte Lipide unter Statin-Therapie......................... 51
Tabelle 13: In Heatmap erhdhte Lipide unter keiner Statin-Therapie ............... 51
Tabelle 14: Korrelation der Lipide mit steigender Statindosis...........ccccccceeeeeeee. 55
Tabelle 15: Ubersicht aller auffallig runterregulierten Lipide............ccccccveu..... 57
Tabelle 16: Ubersicht aller auffallig hochregulierten Lipide ...............cc.covee....... 60
Tabelle 17: Hochregulierte Lipide bei Leukozytose...........cccccoeeeiiiiiiiieiiiiinneen, 78

Tabelle 18: Herabregulierte Lipide mit hohem Fold Change im

WiISSENSChAftliChen KONEXt ....cneeeeee e e 86

Tabelle 19: Herabregulierte Lipide der PC 16-Gruppe im wissenschaftlichen
(0] 1 1= U 87

Tabelle 20: Herabregulierte Lipide der PC 40-Gruppe im wissenschaftlichen
(0] 01 1=« PP 89

Tabelle 21: Hochregulierte Lipide der VLCFA-PUFA-TG-Gruppe im

wissenschaftlichen KonteXt ... 91

Tabelle 22: Hochregulierte Lipide der Spezifischen-TG-Gruppe im

WISSENSCHAFtliChEeNn KONTEXE ... on e e 93

Tabelle 23: Hochregulierte oxidierte Phospholipide im wissenschaftlichen
(0] 1 1= U 95



Abkirzungsverzeichnis

A
AA L Arachidonséure
ACEl ............... Angiotensin-Converting-Enzyme-
Inhibitoren
ACS ., Akutes Koronarsyndrom
ADA L. Adrenséure
D Adenosindiphosphat
ALA Linolenséure
ANOVA ................. one-way analysis of variance
ARB ....ooovviiiieiiieees Angiotensin-Rezeptorblocker
AT e Angiotensin-II
azPC.....ccocveviene Azelaoyl Phosphatidylcholin
B
BMI oo Body-Mass-Index
BMP ......ccoieeee. Bismonoacylglycerophosphat
Cc
cAMP .......... Cyclisches Adenosinmonophosphat
CAR Lo Acylcarnitin
CCS ..o Chronisches Koronarsyndrom
CE..ove Ceramid, Cholesterin-Ester
Cer-NS........ Non-hydroxy-fatty acid sphingosine
ceramid
cGMP......... Cyclisches Guanosinmonophosphat
COA e Coenzym A
(010 ) G TP Cyclooxygenase
cPLA2 ................ Zytosolische Phospholipase A2
C-RP .o C-reaktive Protein

CVD..iieieiee Herz-Kreislauf-Erkrankungen
CYPA50.....cciiiiiiiieee, Cytochrom P450
D
DAG.....ooi i, Diacylglycerin
DALY ..oooviiiiiiiieenn. disability-adjusted life years
DG Diglyceride
DGLA........cccovee. Dihomogamma-Linolenséure
DHA ..o Docosahexaenséure
Diacyl-GPC.............. Diacylglycerophosphocholin
DOAK........cc.u..... Direkte orale Antikoagulanzien
DPA ... Docosapentaenséaure
E
EAT s Epikardiales Fettgewebe
EDP...coovriiiiiee, Epoxydocosapentaensauren
EEQ....coooiiiiies Epoxyeicosatetraensauren
EET oo Epoxyeicosatriensaure
eNOS............. Endotheliale-Nitrit-Oxid-Synthase
EPA ... Eicosapentaenséure
ESI . Elektrospray lonisation
EZ .o Extrazellularraum
F
FC Fold Change
FDR .ot False Discovery Rate
FS Fettséuren
G
GFR .o Glomerulére Filtrationsrate



GPC....eeeeeeee, G-Protein-Gekoppelt

GPIb-IX-V oo Glykoprotein Ib-IX-V
GPT oo Glutamat-Pyruvat-Transaminase
GPVI o Glykoprotein VI
GPX oo Gluthationperoxidase
(€10 IR Gq-Protein-gekoppelter Rezeptor
GTP e, Guanosintriphosphat
H
HAdA L., Hydroxyadrenséure
HDHA........coi Hydroxydocosahexaensaure
HDL...ooiieeeeeeeieeee High Density Lipoprotein
HDPA ..o Hydroxydocosapentaensaure
HEPE ... Hydroxyeicosapentaensaure
HETE .....ooviieie, Hydroxyeicosatetraensaure
HMGCR. ............... 3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-

Coenzyme A Reduktase

HODE .....ccccoovvvrneenn. Hydroxyoctadecadiensaure
HpETE ........... Hydroperoxyeicosatetraenoic acid
|
AP i Instabile Angina pectoris
IFNY oo Interferon Gamma
I e Interleukin
IL=6eee e Interleukin-6
INFY oo Interferon-y
INR ..o International Normalized Ratio
IP3 Inositoltriphosphat

iPLA2 .. Kalzium-unabhé&ngige Phospholipase A2

ITAM..Immunorezeptor tyrosine-based activation

motif

1Z e, Intrazellularraum

K
KHK ..o Koronare Herzerkrankung
L
LA Linols&ure
LCFA . Langkettige Fettsduren
LDH oo Laktatdehydrogenase
LDL e Low-Density-Lipoprotein
LNA e Linolenséure
LOX oo Lipoxygenase
LPA L Lysophosphatidsaure
LPC ., Lysophosphatidylcholin
M
MAPK ........coec... Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MCFA .o Mittelkettige Fettséduren
MG . Monoacylglycerol
Ml . Myokardinfarkt, Herzinfarkt
MS.., Massenspektrometrie
MUFA.............. Einfach ungesittigte Fettsduren
N
NF-KB ..o Nukleérer Faktor-kB
NO .o Stickstoffmonoxid
NSTEMI........cooviiie Nicht-ST-Hebungsinfarkt
(o)
OAK ... Orale Antikoagulanzien
OATP2BT......ceeeee organic anion transporting
polypeptide 2B1
OPLS......ccoie. Ordinary Partial Least Squares
OXPL .o Oxidierte Phospholipide

10



P
PA Palmitinséure
PC . Phosphatidylcholin
PDGF.....ccovveeen. Platelet-derived growth factor
PE . Phosphatidylethanolamin
PG...ccoonee. Phosphatidylglycerol, Prostaglandin
PGH2..oooiieeieeeee Prostaglandin H2
Pl o Phosphatidylinositol
PI3KS ... Phosphoinositid-3-Kinase
PKC ..o Proteinkinase C
PLAZ....cciiieeee e Phospholipase A2
PLCR....coieeeeeeeeieeeeeee, Phospholipase C-88
PLS-DA........ Partial Least-Squares Discriminant
Analysis
PRESS........ Predicted Residual Sum of Squares
PS Phosphatidylserin
PTT e Partielle Thromboplastinzeit
PUFA ............ Mehrfach ungeséttigte Fettséduren
Q
QTOF ..o Quadrupole time-of-flight
R
ROS......ccoeeiees Reaktive Sauerstoffspezies
RUV ..o Removal of Unwanted Variation
S
SA e Stearinsédure

SAP ..o Stabile Angina Pectoris

SCFA...c Kurzkettige Fettsduren
SEH..cooii Lésliche epoxide hydrolase
SERRF............ Systematic Error Removal Using

Random Forrest
SFKS..ooveeeeeeeeeeeeeeeeee Src Familie Kinasen

SGoF....... Sequential-Goodness-of-Fit-Methode,

sequential goodness of fit

SM.iiii e Sphingomyelin
]2 [ Stereospecific Numbering System
sPLA2.............. Sekretorische Phospholipase A2
STEMI oo ST-Hebungsinfarkt
T
TG e Triglyceride
TNF-O Tumornekrosefaktor-a
TPR e TXA2-Prostaglandin-Rezeptor
tSNE.............. t-Distributed Stochastic Neighbor
Embedding
TXAZ oot Thromboxan A2
U
UHPLC............... Ultra High Performance Liquid
Chromatography
\'J
VEGF............. Vascular endothelial growth factor
VLCFA....cccoiiiieee Sehr langkettige Fettséuren
VWF e von-Willebrand-Faktor

11



1. Einleitung
1.1. Chronische Medikation bei CVD-Patienten

Die Koronare Herzerkrankung (KHK) zahlt neben dem Herzinfarkt (MI), dem
Schlaganfall und weiteren, das Herz und die BlutgefalBe betreffenden
Erkrankungen, zu der Gruppe der Herz-Kreislauf-Erkrankungen (CVD) (Sanchis-
Gomar et al.,, 2016). Weltweit ist die KHK bereits seit 1990 bei den Uber 50-
Jahrigen die fuhrende Ursache fur Tod oder frihzeitige Behinderung, gemessen
an den verlorenen gesunden Lebensjahren (DALY). Es folgt an zweiter Stelle der
Schlaganfall (Collaborators, 2020). Ursachlich fur eine CVD ist die
Atherosklerose. Dieser mehrstufige Prozess namens ,Atherogenese” gleicht
einem Entzindungsgeschehen, bei welchem Leukozyten und Endothelzellen
zusammen mit Thrombozyten interagieren, woraus die Bildung von lipidhaltigen
Plaques resultiert (Aukrust et al., 2010). In einem fortgeschrittenen Stadium
konnen die Ablagerungen das Lumen des Gefalles verengen und zu einer
Minderperfusion des zu versorgenden Endorgans fihren. Falls der Plaque
instabil wird und es letztendlich zu einem Abriss des Plaques kommt, kann dies
schnell zu einem kompletten Verschluss des GefalRes mit akuter Symptomatik

fuihren.

Damit es nicht zu einer Atherosklerose mit konsekutiver CVD kommt ist eine
Minimierung der Risikofaktoren essenziell. Zu den wichtigsten Mallnahmen
zahlen neben Lebensstil-Veranderungen wie eine Reduktion des Rauchens und
des Ubergewichts, vor allem eine konsequente Pharmakotherapie mit dem Ziel
der Senkung des Blutdrucks, des Cholesterin-Levels und der
Blutgerinnungsneigung (Piepoli et al.,, 2016). Zu den am haufigsten

verschriebenen Medikamenten bei CVD zahlen somit (Arnett et al., 2019):

e Blutdrucksenker: -Blocker, Diuretika, Calciumkanalblocker,
Aldosteronantagonisten, Angiotensin-Rezeptorblocker (ARB), Angiotensin-
Converting-Enzyme-Inhibitoren (ACEI)

e Blutgerinnungshemmer: Aspirin, P2Y12-Inhibitoren, Orale Antikoagulanzien
(OAK), direkte orale Antikoagulanzien (DOAK)

e Lipidsenker: Statine
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Wahrend die indikationsbezogene Hauptwirkung der einzelnen Medikamente
bereits gut erforscht ist, gibt es kaum Daten zu deren Wirkung auf das
thrombozytare Lipidom. Diese Arbeit leistet wichtige erste Erkenntnisse zur

Behebung dieser Wissenslucke.

1.2. Thrombozyten — Aufbau und Funktion

Thrombozyten sind die kleinsten korpuskularen Bestandteile des Blutplasmas
und besitzen die Hauptfunktion der Hamostase nach Gefallverletzung.
AuBerdem sind sie bei inflammatorischen Prozessen beteiligt und interagieren
mit Leukozyten und Endothelien. Dadurch haben sie eine zentrale Rolle bei
thrombo-inflammatorischen Prozessen wie der Atherosklerose (Gawaz et al.,
2005).

Thrombozyten sind wie die Erythrozyten kernlos und entstehen durch
Abschnirung von Megakaryozyten im Knochenmark. lhre anschlieliende
Lebensdauer im Blut betragt 10 bis 12 Tage (Horn, 2009). Dank kleiner Mengen
mRNA kdénnen Thrombozyten, trotz fehlendem Zellkern, Proteine wie Fibrinogen,
von-Willebrand-Faktor (VWF) und Glykoproteine selbst synthetisieren (Maguire
and Fitzgerald, 2003). Das Zellinnere der Thrombozyten besteht aus einem
Zytoskelett, dem dichten tubularen System (Kalzium-Speicher), Mitochondrien
(Energiegewinnung, Apoptose), Glykogen, Peroxisomen und verschiedenen

Granula: a-Granula, 8-Granula und A-Granula (Rivera et al., 2009).

Die 8-Granula, auch dichte Granula genannt, sind die ersten Vesikel, die nach
Aktivierung ausgeschuttet werden. Sie enthalten Substanzen wie ADP
(Adenosindiphosphat), Kalzium, Histamin und Serotonin, welche wichtig fur die

Aktivierung weiterer Thrombozyten sind.

Die a-Granula sind die haufigsten und gréfdten Granula und enthalten eine
Vielzahl an Substanzen, die vor allem wichtig fur die Adhasion und Aggregation
der Thrombozyten sind (Horn, 2009). Dazu zahlen unter anderem:
Adhasionsproteine (z.B. Fibrinogen, Fibronektin, P-Selektin, )
Adhasionsrezeptoren (z.B. vWF), Koagulation- und Fibrinolyse-Faktoren (z.B.

Plasminogen), Zytokine, Wachstums-Faktoren (z.B. PDGF (Platelet-derived
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growth factor), VEGF (Vascular endothelial growth factor)) und
Gerinnungsfaktoren (z.B. V, XI and XIllI) (Rivera et al., 2009, Golebiewska and
Poole, 2015, Li et al., 2010).

Die A-Granula sind lysosomale Granula und enthalten proteolytische Enzyme
wie z.B. Hydrolasen (Li et al., 2010).

Fur die multiplen Zell-Interaktionen und die verschieden regulierten
Aktivierungs-, Adhasions- und Signalfunktionen besitzt die Zellmembran der
Thrombozyten eine Vielzahl an integrierten Proteinen und Rezeptoren. Einen
Uberblick Uber die verschiedenen Rezeptoren mit ihren jeweiligen Aktivatoren

und intrathrombozytaren Pathways soll nachfolgend gegeben werden.

Adhasions-Rezeptoren: vVWF & Kollagen welche am GPIlb-IX-V- (Glykoprotein
Ib-1X-V) bzw. GPVI- (Glykoprotein VI) Rezeptor binden sind der erste und
zentrale Schritt bei der |Initierung der Aktivierung und Adhasion der
Thrombozyten nach Endothelverletzung (Rivera et al.,, 2009). Wahrend der
GPVI-Rezeptor vor allem fiir die Kollagen-vermittelte Aktivierung verantwortlich
ist, ist der Integrin azB1-Rezeptor, ein weiterer Adhasions-Rezeptor, fur die
Adhasion an Kollagen verantwortlich. Trotz gro3er Unterschiede in der Funktion
und Signaltransduktion dieser drei Adhasions-Rezeptoren haben sie viele
gemeinsame Pathway-Mechanismen und Enzyme. Zum Beispiel die Src-Familie-
Kinasen (SFKs), Phosphoinositid-3-Kinase (PI3Ks), Immunorezeptor tyrosine-
based activation motif (ITAM) und die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK).
Letztere, die MAPK, fiihrt schlieRlich auch zur Thromboxan-Az- (TXA2) Synthese
und G-Protein-Gekoppelt (GPC) zur Granula-Sekretion (Rivera et al., 2009). Zur
MAPK-Aktivierung tragt auch die Endotheliale-Nitrit-Oxid-Synthase (eNOS) tUber
Stickstoffmonoxid (NO) und cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) bei.
Wobei hohe NO/cGMP Spiegel inhibierend wirken und niedrige Konzentrationen
stimulierend (Li et al., 2003).

Substrat-Rezeptoren: Verschiedene agonistische und antagonistische
Substrate entfalten ihre Wirkung Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCR) (Rivera et al., 2009).
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ADP - P2Y1- und P2Y12-Rezeptor: ADP wirkt auf zwei Wege aktivierend:
Erstens Uber den P2Y1-Rezeptor mittels Gg-Protein und zweitens uUber den
P2Y12-Rezeptor mittels Inhibierung der cAMP vermittelten Inhibierung
(Hollopeter et al., 2001).

Thrombin & PAR1- und PAR4-Rezeptor: Thrombin, als der wahrscheinlich
wirksamste Plattchen-Aktivator, wirkt Uber die Protease-aktivierten Rezeptoren
(PAR) aktivierend auf das Gg-Protein mit der Folge von multiplen, weiter unten

zusammengefassten, Prozessen (Coughlin, 1999).

TXA2 > TXA2-Prostaglandin-Rezeptor (TPR): TXA: wirkt Uber den TPR
aktivierend auf Gq und G13. Letzteres fuhrt Uber eine Rho-Kinase zur

Formanderung des Thrombozyten und Granula-Sekretion (Klages et al., 1999).

Die meisten Substrate entfalten ihre Wirkung Uber das Gqg-Protein. Die
darauffolgende weitere Signalkaskade verlauft Gber eine Aktivierung der
Phospholipase C-B (PLCR), welche schlieBlich tUber Diacylglycerin (DAG) zur
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) und Uber Inositoltriphosphat (IP3) zum
intrazellularen Kalzium-Anstieg fiihrt. Dieser intrazellulare Ca?*-Anstieg ist ein
zentraler Aktivator flr eine Reihe an Prozessen wie der thrombozytaren
Formanderung, Integrin-Aktivierung, NOS-Aktivierung, PLA2-Aktivierung mit
TXA2-Synthese und Granula-Sekretion (Rivera et al., 2009, Li et al., 2010).

1.3. Statine — Pleiotrope Effekte

Statine (HMG-CoA Reduktase Inhibitoren) sind seit 30 Jahren im Einsatz zur
Pravention von CVD (Oesterle et al., 2017). Sie haben seitdem erfolgreich die
Inzidenz von kardiovaskularen Ereignissen wie Apoplex, Myokardinfarkt oder den
kardiovaskularen Tod gesenkt (Gallone et al., 2018). Die primare Indikation zur
Therapie mit Statinen ist die Behandlung der Hypercholesterinamie und die
generelle Verbesserung des Lipidprofils in CVD-Patienten (Ahluwalia et al.,
2022). Dies wird erreicht Gber die Hemmung des Enzyms 3-Hydroxy-3-Methyl-
Glutaryl-Coenzyme A Reduktase (HMGCR), wodurch ein zentraler Schritt bei der
endogenen Cholesterinsynthese blockiert wird (Nenna et al.,, 2021). Die

Hepatozyten sind der zentrale Ort der Serumcholesterinsynthese, weshalb eine
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HMGCR-Hemmung dort zur Hochregulierung der hepatischen Low-Density-
Lipoprotein (LDL-Rezeptoren und konsekutiven Erhéhung der LDL-Cholesterin-
Clearance schlielich zur Senkung des Serumcholesterins flhrt (Oesterle et al.,
2017).

Zunehmend im Interesse der Forschung sind die, Uber die lipidsenkende Wirkung
hinausgehenden, zusatzlichen Effekte der Statine, die sogenannten pleiotropen
Effekte. Dazu zahlen unter anderem eine Modulation der Thrombozyten-
Reaktivitat, der eNOS, Reduktion des oxidativen Stresses, Einfluss auf kardiale
Hypertrophie & Fibrose, antiinflammatorische Effekte wie eine Reduktion von
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interferon Gamma (IFNy) und Inhibition von
inflammatorischen T-Helfer-Zell-Signalen (Zhao et al., 2016, Nenna et al., 2021,
Ahluwalia et al., 2022). Zu beachten ist jedoch, dass verschiedene Statine zu
unterschiedlichen pleiotropen Effekten fuhren, was eventuell an deren
unterschiedlicher Lipophilie liegen kénnte (Atorva- und Simvastatin: Lipophil;
Pravastatin: Hydrophil) (Moscardo et al., 2013).

Hintergrund vieler pleiotroper Effekte soll eine mit der HMGCR-Inhibierung
einhergehenden Reduktion der Synthese von Isoprenoiden sein, sowie eine
posttranslationale Prenylierung von kleinen Guanosintriphosphat (GTP)
bindenden Proteinen wie Rho und Rac und die nachgeschalteten Effektoren Rho
Kinase und NADPH-Oxidase (Oesterle et al., 2017).

Wie diese mannigfaltigen pleiotropen Effekte speziell auf die Thrombozyten
wirken wurde von Nenna et al. Ubersichtlich zusammengefasst (Nenna et al.,
2021). FUr den Lipidmetabolismus am relevantesten scheinen folgende

Interaktionen zu sein:

- Organic anion transporting polypeptide 2B1 (OATP2B1):
Ein Anionen-Transporter in der Thrombozyten-Membran wahrscheinlich
verantwortlich fur die (Atorva-) Statin Aufnahme in Thrombozyten
(Niessen et al., 2009).

- Reduktion des PAR-1 Rezeptors:
Verminderung der Thrombozytenaggregation und Koagulationskaskade
(Serebruany et al., 2006).
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- Reduktion der (zytosolischen) Phospholipase A2 (cPLA2), TXA2 und
MAPK:
Verminderte intrathrombozytare Kalzium-Level, verminderte
Cyclooxigenase-1 (COX-1) /TXA2-Synthase Aktivitat und dadurch weniger
Prostaglandine (Moscardo et al., 2013, Violi et al., 2013).

- Reduktion von CD36, Lipoxygenase-1 (LOX-1):
Reduktion dieser beiden ox-LDL Rezeptoren (Puccetti et al., 2005).

- Aktivierung von PPARa und PPARYy:
FUhrt unter anderem zu vermindertem intrazellularem Kalzium, MAPK und
PKCa. Erhéhtes inhibitorisch wirkendes cAMP. Auch auslésbar mit
Fibraten (Ali et al., 2009, Du et al., 2014).

- Erhohung der NO-Bioverfligbarkeit:
Erhohte Bioverfugbarkeit von NO und verringert Kalzium-Level mit
konsekutiv verminderter Plattchen-Aktivitat (Laufs et al., 2000).

Zusammenfassend besteht mehrheitlich Konsens dariber, dass Statine aufgrund
der oben aufgelisteten Effekte zu einer verminderten Plattchen-Reaktivitat
fuhren. Diese Dissertation Uber das thrombozytare Lipidom bei Statintherapie
kann ein fehlendes Puzzleteil mehr in den weiterhin Uberwiegend unklaren

molekularen Mechanismen hinter diesen pleiotropen Effekten der Statine sein.

1.4. Nomenklatur der Lipide

Eingeteilt und unterschieden werden kdnnen die Lipide zum einen anhand ihrer
funktionellen Gruppe (Phospholipide, Sphingosine, Sterine, ...) oder kleineren
strukturellen Unterschiede wie Kettenlange und Anzahl der ungesattigten
Doppelbindungen. Bei der Kettenlange bestehen je nach Quelle kleine
Abweichungen (Kyselova et al., 2022). Fur diese Arbeit wurde folgendes
definiert:

o Kurzkettige Fettsauren (SCFA): 2 bis 6 Kohlenstoffatome

o Mittelkettige Fettsauren (MCFA): 7 bis 12 Kohlenstoffatome

e Langkettige Fettsauren (LCFA): 13 bis 21 Kohlenstoffatome
e Sehr langkettige Fettsauren (VLCFA): = 22 Kohlenstoffatome
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Lipide ohne Doppelbindungen werden als gesattigt bezeichnet. Fettsauren mit
einer Doppelbindung als einfach ungesattigt (MUFA) und mit zwei oder mehr

Doppelbindungen als mehrfach ungesattigt (PUFA).

Die fur diese Arbeit relevantesten Lipidnamen bezuglich Kettenlange und

Sattigung sollen in nachfolgender Tabelle aufgelistet werden.

Tabelle 1: Nomenklatur wichtiger Fettsauren

Aufgelistet sind die in dieser Arbeit wichtigsten Fettsduren sortiert nach Kettenldnge
(Anzahl der C-Atome) und Séttigung (Anzahl der Doppel-Bindungen). Die n-Zahl steht
fur die Position der ersten Doppelbindung. Omega-3-Fettsduren (n-3) und Omega-6-
Fettsduren (n-6) sind essenziell (griin) und kénnen somit vom Kérper nicht selbst
synthetisiert werden (Chemie.de).

C-Atome : Abkiirzung Trivalname Chemische-Bezeichnung

Doppel-B.

16:0 PA Palmitinsaure Hexadecansaure

16:1 Palmitoleinséaure Hexadecaensaure

18:0 SA Stearinsaure Octadecanséaure

18:1 Olsaure Octadecaensaure

18:2 (n-6) LA Linolsaure Octadecadiensaure

18:3 (n-3) ALA, LNA Linolensaure Octadecatriensaure

20:0 Arachinsaure Eicosansaure

20:1 Icosensaure Eicosaensaure

20:3 (n-6) DGLA Dihomogamma- Eicosatriensaure
Linolensaure

20:4 (n-6) AA Arachidonsaure Eicosatetraensaure

20:5 (n-3) EPA Timnodonsaure Eicosapentaensaure

22:5 (n-6) DPA Clupanodonsaure Docosapentaensaure

22:4 (n-6) ADA Adrensaure Docosadiensaure

22:6 (n-3) DHA Cervonsaure Docosahexaensaure

24:0 Lignocerinsaure Tetracosansaure

241 Nervonsaure Tetracosaensaure

Fir die einheitliche Nomenklatur auch komplexerer Lipide mit funktionellen
Gruppen gibt es genaue Vorgaben. Liebisch et al. erstellte einen, auf der Lipid-
Maps-Datenbank basierenden, Vorschlag zur einheitlichen Nomenklatur und
AbkUlrzung der Lipide, an welcher sich auch diese Arbeit orientiert (Liebisch et
al., 2020, Liebisch et al., 2013).
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Die Lipidklassen werden wie folgt abgekurzt:

Tabelle 2: Abkiirzungen der Lipidklassen

Auflistung aller in dieser Arbeit relevanten Lipid-
klassen mit ihren Abkiirzungen gemal3 Liebisch
et al. (Liebisch et al., 2013).

(Glycero-)Phosphatidylserin PS
(Glycero-)Phosphatidylinositol Pl
(Glycero-)Phosphatidylethanolamin PE
(Glycero-)Phosphatidylcholin PC
Lysophosphatidsaure LPA
Bismonoacylglycerophosphat BMP
Phosphatidylglycerol PG
Oxidierte (Glycero-)Phospholipide OxPL
Triglyceride TG
Diglyceride DG
Monoacylglycerol MG
Sphingomyelin SM
Ceramid CE
Fettsduren FS
Fettsdure-Ester (Acylcarnitin) CAR
Cholesterin-Ester CE

Ein den Glycerophospholipiden vorausgehendes ,L“ (Lyso) bedeutet, dass nahe
der polaren Kopfgruppe eine freie Hydroxygruppe ist und dass das Lipid damit
eine Acylgruppe weniger als das Nicht-Lyso-Lipid besitzt. Sie entstehen, wenn
beispielsweise aus dem membrangebundenen Phospholipid PC 16:0-20:4 die
Arachidonsaure (20:4) durch Phospholipasen abgespalten wird und somit LPC
16:0/0:0 zurlckbleibt (Aoki, 2004).

Anhand des Beispiels PC 16:0-20:4 soll erklart werden, was diese Schreibweise
bedeutet. Die Abkurzung steht fur die Lipidklasse, meist definiert anhand der
polaren Kopfgruppe oder dem besonderen strukturellen Motiv (Liebisch et al.,
2013). Die Zahl vor dem Doppelpunkt (16 bzw. 20) steht flr die Kettenlange,
sprich Anzahl an C-Atomen. Die Zahl nach dem Doppelpunkt (0 bzw. 4) steht fur
die Sattigung, also die Anzahl an Doppelbindungen. Das erste Zahlenpaar steht
fur die Acyl-Kette an der sn-1- (stereospecific numbering system) Position, das
zweite fur die sn-2-Position und das dritte (im Fall von Triglyceriden) fir die sn-

3-Position. Die sn-Position bezieht sich auf die Rheinfolge der C-Atome in der

19



Fischer-Projektion (mit der Hydroxylgruppe an C-2 nach links gerichtet) von oben
nach unten. Dementsprechend ist sn-1 die randstandige Position oben, sn-2 die
mittlere Position und sn-3 die randstandige Position unten (Berry, 2009). Gibt es
eine polare Kopfgruppe ist diese standardmalig an der sn-3 Position (Liebisch
et al., 2013).

Aulerdem verandert sich die Schreibweise je nachdem, wie viele Informationen
uber das Lipid vorhanden sind. Wenn nur die Lipidklasse bekannt ist, wird es PC
(367) geschrieben. Ist der Bindungstyp bekannt, wird es PC 36:4 geschrieben.
Sind zusatzlich Informationen Uber die genauen Acyl-Seitenketten, jedoch nicht
deren sn-Position, bekannt wird es PC 16:0-20:4 oder PC 16:0 20:4
geschrieben. Die hochste Stufe berlcksichtigt auch die stereospezifischen
Informationen mit der Rheinfolge der sn-Position in der Schreibweise PC
16:0/20:4. Eine Alkyl-Ether-Bindung wird Uber den Buchstaben ,0“ vor den
Zahlen abgekurzt, zum Beispiel PC 0-16:0-20:4. Ein ,P“ vor den Zahlen bedeutet
Plasmalogen, wie bei OxPE(P-16:0/14-HAdA) (Liebisch et al., 2013).

1.5. Thrombozytares Lipidom

Gene kodieren fur Proteine, welche wiederum zu Metabolite fiuhren und so den
Aufbau und die Funktion unserer Zellen bestimmen. Auf diesen drei Ebenen
kénnen Analysen stattfinden und heilen dann: Genomics (DNA, RNA),
Proteomics (Proteine) und Metabolomics (Lipide, Zucker, Toxine, ...) (Wenk,
2005). Metabolomics ist die quantitative Analyse der dynamischen
Stoffwechselvorgange und ist damit die Briicke zwischen Genotyp und Phanotyp
(Nicholson et al., 1999). Lipidomics, die quantitative Analyse der Lipide, ist ein
mit dem technischen Fortschritt der Analysemethoden zunehmend wachsendes
Feld der Wissenschaft. Ungefahr seit dem Jahr 2000 wird, meist mittels targeted
oder non-targeted Kombinationsassays aus Massenspektrometrie und Liquid-
Chromatographie, die exakte Lipidzusammensetzung verschiedener
Kompartments untersucht (Yang and Han, 2016, O'Donnell et al., 2014).

Kompartments von besonderem Interesse in der Kardiologie und Angiologie sind
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beispielsweise Lipoproteine, Makrophagen, atherosklerotische Plaques oder

Thrombozyten.

Die Lipide in den Thrombozyten erflllen, wie in anderen Kompartments auch,
hauptsachlich drei Aufgaben: Bestandteil von Zellstrukturen, Energiespeicher
und Signalstoff. Daflr wird ihr Metabolismus engmaschig von Enzymen wie
Phospholipasen, Lipid-Synthetasen, Ligasen oder Oxidasen/ Reduktasen
reguliert (O'Donnell et al., 2014).

Aus vorherigen Arbeiten am gleichen Patientenkollektiv wurde die genaue
Lipidzusammensetzung der Thrombozyten bereits charakterisiert (Harm et al.,
2022). Nachfolgende Abbildung 1 soll dies nochmal Ubersichtlich

veranschaulichen.

(Glycero-)Phosphatidylserin (3)

(Glycero-)Phosphatidylinositole (7)

(Glycero-)Phospholipide {Glycero-)Phosphatidylethanolamine (117)
(Glycero-)Phosphatidylcholine (337)

Glycerophosphate & Glycerole (7)

Oxidierte (Glycero-)Phospholipide (14)

Triglyceride (198)
Glycerolipide

Diglyceride (25)

Thrombozyten Monoacylglycerole (2)

L‘:’g‘g;{“ Sphingolipide sphingomyeline (104)

Ceramide (72)
Fettsdure-Derivate Fettsduren (14)
Fettsdure-Ester (Acylcarnitin) (20)
Sterine
Sterine (Cholesterin-Ester) (8)
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Abbildung 1: Ubersicht thrombozytires Lipidom

Dargestellt sind alle mittels UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS detektierten und mit der Lipid-
Maps-Datenbank klassifizierten Lipide der Thrombozyten. Insgesamt wurden so 928
verschiedene Lipide klassifiziert, welche sich den flinf Lipid-Hauptklassen der
(Glycero-)Phospholipide, Glycerolipide, Sphingolipide, Fettsdure-Derivate und Sterine
zuordnen lassen. Die Balken reprdsentieren die Anzahl der verschiedenen Lipide.
Modifiziert aus (Harm et al., 2022).

Die Lipidklassen sind kein statisches Konstrukt. Sie sind Uber verschiedene

Reaktionen und Enzyme ineinander umwandelbar. Kopfgruppen kdénnen

21



ausgetauscht (PC «— PE < PS) oder ubertragen werden (PC verestert mit
Ceramid = SM), Acyl-Seitenketten kdnnen hydrolysiert werden (PC = LPC; PS
= LPS) oder es konnen enzymatische Hydrolysen zusammen mit einem
Fettsdure-Transfer stattfinden (FA von PC verestert mit Cholesterol = CE)
(Padro et al., 2015).

Phospholipide

In den Thrombozyten, sowie in anderen Korperzellen, besteht der grofte Anteil
der Phospholipide aus PC (40%) und PE (28%) (Hamid et al., 1980).
Phospholipide sind vor allem an dem Membranaufbau beteiligt und weil3en dabei
eine asymmetrische Verteilung auf. PC und SM finden sich vorwiegend an der
dem Blut zugewandten Seite. PE und PS sind eher auf der Innenseite, dem
Zytosol anliegend. Bei einer Plattchen-Aktivierung wird ein Teil der PE und PS
externalisiert und sorgt damit fir eine negativ geladene, prokoagulatorische
Thrombozytenoberflache. Aulerdem sind die Phospholipide ein Reservoir flr
Enzyme der Signaltransduktion. Beispielhaft sind hier Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PI(4,5)P2) oder Bisphosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3)
zu nennen. Letzteres ist zentraler Initiator der Aktivierung der PKC und der

Freisetzung des intrazellularen Kalziums (O'Donnell et al., 2014).

Fettsauren

Eine der Schlussel-Reaktionen auf Thrombozyten-Aktivierung ist die Aktivierung
von Phospholipasen, wie der cPLA2, welche vor allem Fettsauren an der sn-2
Position von Phospholipiden der Plattchen-Membran freisetzt (Derksen and
Cohen, 1975). Diese Fettsauren sind hauptsachlich Arachidonsaure (AA),
Linolsaure (LA), Palmitinsaure (PA) und Stearinsdure (SA), jedes mit seinen
individuellen Eigenschaften, Enzymen und nachfolgenden Signal- und

Stoffwechselwegen (O'Donnell et al., 2014).

Glycerolipide und Sterine

Glycerolipide, wie Triglyceride (TG), Diglyceride (DG), Monoacylglycerole (MG)
und Sterine wie Cholesterin-Ester (CE) sind neutrale Lipide und nur in sehr
geringen Mengen in Thrombozyten vorhanden. Cholesterin ist mit tber 90% das
meist vorhandene neutrale Lipid, wohingegen TG, DG, MG und CE zusammen

gerad einmal 2% der neutralen Lipide ausmachen (Marcus et al., 1969). Wahrend
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freies Cholesterin essenziell flr die Lipid-Raft-Funktion ist, sind Glycerolipide
auch ein Pool fur Signalstoffe, wie zum Beispiel der PKC assoziierte second

messenger Diacylglycerin (DAG) (O'Donnell et al., 2014).

Sphingolipide

Sphingolipide bestehen aus einem Sphingosin-Ruckgrat, welches im einfachsten
Fall, beim CE, Uber eine Amidbindung mit einer FS verbunden ist. Ist am CE
zusatzlich zum Sphingosin-Rickgrat mit einer FS noch ein PC oder PE
gebunden, erhalt man SM (Futerman and Hannun, 2004). Sie sind neben PCs
hauptsachlich am Aufbau der (extrazellularen) Zellmembran beteiligt. Dabei sind
sie wichtig fur die Fluiditat und auRerdem Bestandteil von Lipidrafts (Shrimpton
et al.,, 2002). Sphingosine kénnen auch von der Sphingosin-Kinase
phosphoryliert werden und dann als Sphingosin-1-phosphat eine second
messenger Funktion bei GefalRentwicklung, Karzinogenese, Chemotaxis,

Inflammation, Proliferation und Apoptose Ubernehmen (Mallela et al., 2022).
Oxilipine — Oxidierte Phospholipide (OxPL)

Wenn PUFAS oxidiert werden, nennt man die Oxidationsprodukte sowie die
davon abgeleiteten Substanzen auch Oxilipine. Aufgrund ihrer Komplexitat und
besonderen Relevanz in dieser Arbeit, sowie in vielen aktuellen
wissenschaftlichen Arbeiten, sollen die Oxilipine in einem eigenen, ausfihrlichen
Abschnitt erklart werden. Zunachst folgt eine Ubersicht der wichtigsten Oxilipine
und ihren Vorlaufer-Lipiden (Abbildung 2). AnschlieRend wird beispielhaft die
Bildung von 12S-Hydroxyeicosatetraensaure-Phospholipiden (12S-HETE-PL)
nach Thrombinaktivierung erlautert (Abbildung 3). AbschlieRend wird nochmal
auf das zentrale Enzym der OxPL-Synthese in Thrombozyten, die 12-LOX,

eingegangen.

Die Freisetzung von PUFAS flr die Synthese von Oxilipinen erfolgt meist mittels
Phospholipasen aus der Thrombozytenmembran. Die haufigsten Oxilipin-
Vorlaufer sind die PUFAS LA, AA, Eicosapentaensaure (EPA), DPA
(Docosapentaensaure) und DHA (Docosahexaensaure) (Abbildung 2). Die
Kalzium-abhangige cPLA2 setzt eher Omega-6 AA frei, wohingegen die Kalzium-
unabhangige Phospholipase A2 (iPLA2) EPA, DHA und DPA freisetzt (Ahluwalia
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et al.,, 2022). Die PUFAS werden dann von den Enzymen LOX, COX und
Cytochrom P450 (CYP450) zu unterschiedlichen Oxilipinen mit verschiedenen
bioaktiven Wirkungen oxidiert. Sie unterscheiden sich vor allem hinsichtlich ihrer
pro- oder antiinflammatorischen Wirkung, welche sie uber Bindung an G-Protein
gekoppelte Rezeptoren entfalten (Yeung et al., 2017). Pro-inflammatorische
Oxilipine fuhren damit zu Leukozyten-Rekrutierung, Bildung von ROS und
Freisetzung entziindungsfordernder Zytokine (Interleukin-1R (IL-1R), Interleukin-
6 (IL-6), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interferon-y (INFy)), fibrotischer
Wundheilung und erhdhte Nukledrer Faktor-kB (NF-kB)-Aktivierung. Auf der
anderen Seite fuhren anti-inflammatorische Oxilipine zu einem Rickgang der
Entziindung durch Leukozyten-Apoptose, anti-inflammatorische Zytokine (IL-10),
Zelldebris-Phagozytose durch Makrophagen und zu einer verminderten NF-kB-
Aktivierung (Fullerton and Gilroy, 2016). Zu den pro-inflammatorischen
Mediatoren zahlen einige Substanzen der AA, wie COX-Assoziierten
Prostaglandine und Thromboxane. Aber auch die Oxilipine der LOX wie 5-HETE
und Leukotriene. Der 12-HETE, der 15-HETE, den Lipoxinen und den restlichen
Substanzen des EPA-, DHA- und DPA-Metabolismus wird eine anti-
inflammatorische Wirkung nachgesagt (Ahluwalia et al., 2022). Wie 12-HETE
jedoch auch zur Hamostase nach Thrombinaktivierung beitragen kann, soll im

nachfolgenden Abschnitt mit Abbildung 3 erlautert werden.
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Linolsdure Arachidonsaure Eicosapentaensdure Docosapentaensdure
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Lipoxine Lipoxine

Abbildung 2: Ubersicht der Oxilipine

Ubersicht der Bildung einiger Oxilipine mit ihren jeweiligen Enzymen und Ausgangs-
Lipiden. COX: Cyclooxygenase, LOX: Lipoxygenase, CYP450: Cytochrom P450,
HODE: Hydroxyoctadecadienséure, PG: Prostaglandine, TXA: Thromboxan, HETE:
Hydroxyeicosatetraenséure, EETs: Epoxyeicosatriensédure, HEPE:
Hydroxyeicosapentaenséure, EEQs: Epoxyeicosatetraenséduren, HDH(P)A:
Hydroxydocosapentaensédure (HDPA) und Hydroxydocosahexaensédure (HDHA), sEH:
soluble epoxide hydrolase, EDPs: Epoxydocosapentaenséduren. Modifiziert von:
(Ahluwalia et al., 2022, Yeung et al., 2017)

Bildung von Oxilipinen (z.B. 12S-HETE-PL) nach Thrombinaktivierung

1. Thrombin vermittelte Aktivierung fuhrt zur Kalzium-Ausschiittung:
Thrombinaktivierung findet vor allem Uber die PAR1 und PAR4 (Protease-
activated receptor) statt. PAR4 soll besonders relevant fur die Bildung von 12-
HETE sein (Thomas et al.,, 2010). Andere Quellen bestatigen die zusatzliche
Rolle von PAR4 bei Inflammation (Rwibasira Rudinga et al., 2018). AnschlieRend
folgt die Gg-Protein vermittelte Aktivierung der PLC-B, welche Uber die
Freisetzung von Inositol Triphosphate (IP3) und DAG zu einer intrazellularen
Kalziumausschuttung aus dem dichten tubularen System (Teil des glatten
Endoplasmatischen Retikulums) fuhrt (Jardin et al., 2008). Der intrazellulare
Kalziumanstieg aktiviert wiederum eine Vielzahl an thrombozytaren
Schlusselreaktionen, wie die Aktivierung von Integrin, sowie die Freisetzung von
Granula und der PLA..

2. Freisetzung von PUFA aus der Membran flir die Oxilipin-Synthese:
Phospholipasen sind an der Freisetzung von PUFAS aus der Zellmembran

beteiligt. Bekannt sind sechs verschiedenen Phospholipasen. Die cPLA2a

25



befindet sich im Zytosol und transloziert Kalzium-abhangig an die intrazellulare
Membran, um dort selektiv fir PL mit AA an der sn-2 Position (wie PC 10:0-20:4
oder PC 16:0-20:4) AA freizusetzen. In Verbindung mit 12-HETE, in der Literatur
ebenfalls haufig genannt, ist die sekretorische Phospholipase Az (sPLA2), welche
neben AA auch fur die Freisetzung von EPA und DHA zustandig ist. Neben dieser
regulierten Freisetzung der PUFAs, wird die intrazellulare PUFA-Konzentration
streng durch Konjugation mit Coenzym A (CoA) und Veresterung zu PL oder

anderen Stoffwechselwege, wie der 3-Oxidation reguliert (Hajeyah et al., 2020).

3. Aus PUFA (AA) werden biologisch aktive Substrate:

Freie AA wird nun von hauptsachlich drei verschiedenen Enzymen an jeweils
spezifischen Stellen oxidiert und dadurch zu unterschiedlichen bioaktiven
Substanzen umgewandelt: COX, CYP450 und LOX (Thomas et al., 2010).
In geringeren Mengen als COX oder LOX kénnen auch CYP-Enzyme PUFAS
(AA, EPA, DHA, DPA, Sterole, ...) zu biologisch aktiven Metaboliten,
hauptsachlich EETs (Epoxy-Eicosatienoic acids), epoxidieren. Eine gute
Ubersicht dazu liefert (Hajeyah et al., 2020). EETs kdnnen zum Beispiel eine
Rolle bei der Blutdruckregulation und Entzindung spielen (Spector and Kim,
2015).

Zum einen kann COX1 aus AA mit ihrer Dioxygenase-Aktivitat an C11 und C15
oxidierte Hydroperoxide generieren. Diese kdnnen dann zu 11R-HETE, 15R-
HETE oder 15S-HETE reduziert werden (Hajeyah et al., 2020). Zum anderen
wird AA Uber COX1 mit ihrer Peroxigenase-Aktivitat zu Prostaglandin Hz (PGHz)
umgewandelt. PGHz: ist die Vorstufe von anderen Prostaglandinen (PGD2, PGEz,
PGF2q, PGI2) und Thromboxan. Auch die COX2 kann, sogar noch besser als
COX1, neben der bevorzugten AA auch Eicosadiensaure, Adrensaure (AdA),
DPA and DHA oxidieren. Mit diesen Substraten spielen die COX-Enzyme eine
wichtige Rolle bei Entzindung, Blutfluss und Thrombusbildung (Hajeyah et al.,
2020).

Aulerdem kann AA (sowie EPA, DHA, Dihomogamma-Linolensaure (DGLA))
von der Lipoxigenase 12S-LOX zu 12S-HpETE oxidiert werden. 12S-HpETE wird

dann wiederum zugig von Gluthationperoxidasen zu 12S-HETE reduziert. Freie
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12S-HETE wird zu 70-80% sekretiert. 12S-HETE kann jedoch auch zu 30% an

die PL in der Membran verestert werden (O'Donnell et al., 2014).

4. Bildung von membrangebundenem 12S-HETE-PL

Zunachst wird das Oxilipin (z.B. 12-HETE) mit CoA acetyliert und anschliel3end
von sn-2 Acyltransferasen innerhalb Minuten mit einem PL an den Membran-PL-
Pool zu einem OxPL verestert (Lands Cycle). Hervorzuheben ist dabei, dass sich
12S-HETE-PL vorwiegend Uber Veresterung von neu gebildetem 12S-HETE
bildet, anstatt Uber direkte Oxidation von membrangebundenem PL, wie es bei
15-LOX1 der Fall ist (Hajeyah et al., 2020). Diese Bildung von 12-HETE und
Veresterung zu HETE-PLs ist bei Plattchen-Aktivierung eng miteinander
gekoppelt. Dies fuhrt dazu, dass exogen zugefuhrtes 12-HETE, anstelle von
endogen produziertem 12-HETE, kaum an PL verestert wird (Thomas et al.,
2010). Ebenfalls bei Aktivierung externalisieren Thrombozyten unter Beteiligung
von Flippasen, Floppasen und Scramblasen PS, PE, 12S-HETE-PE und auch
12S-HETE-PC, was zu einer prokoagulatorischen, negativ geladenen
Thrombozyten-Zell-Oberflache fuhrt. Daran koénnen der Prothrombinase-
Komplex (FXa/FVa) und Tenase-Komplex (FIXa/FVllla) besser binden und die
Thrombusbildung einleiten (Thomas et al., 2010).
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Abbildung 3: Bildung von HETE-PL nach Thrombinaktivierung

Beispielhafte Signalkaskade & vereinfachter Stoffwechselweg von HETE-PL nach
Thrombinaktivierung. PAR: Protease-aktivierter Rezeptor, Gq: Gq-Protein, PLC:
Phospholipase C, cPLAZ2: zytosolische Phospholipase A2, MAPK: Mitogen-aktivierte
Proteinkinase, sPLAZ2: sekretorische Phospholipase A2, AA: Arachidonséure, PC:
Phosphatidylcholin, PE: Phosphatidylethaolamin, PS: Phosphatidylserin, COX1:
Cyclooxigenase-1, CYP450: Cytochrom P450, 12-LOX: 12-Lipoxygenase, PGH2:
Prostaglandin H2, TxA: Thromboxan, HpETE: Hydroperoxyeicosatetraenséaure, HETE:
Hydroxyeicosatetraenséure, EETs: Epoxyeicosatriensdure, GPX: Gluthationperoxidase,
CoA: Coenzym A, EZ: Extrazelluldrraum, IZ: Intrazelluldrraum. (Yeung and Holinstat,
2011, Yeung et al., 2013, Thomas et al., 2010, Hajeyah et al., 2020, Jardin et al., 2008,
Theofilis et al., 2022, Crescente et al., 2019, Protty et al., 2022, O'Donnell et al., 2014).

Schliissel-Enzym von 12-HETE: 12-LOX und dessen Inhibierung

Im Menschen befinden sich sechs verschiedene LOX-Gene in unterschiedlichen
Geweben. In Plattchen befindet sich die vom ALOX12-Gen kodierte 12S-LOX.
Diese befindet sich aulierdem noch in glatten Muskelzellen der Gefal’e und der
Epidermis (Hajeyah et al., 2020). Als Substrate bevorzugt sie folgende
Rheinfolge: DHA > EPA > AA (Kutzner et al, 2017). Alle LOX sind mit
Membranen in einer Kalzium-abhangigen Weise assoziiert. Regulierung der 12-
LOX koénnte Uber eine Dimerisierung oder Substrat-(Suizid-)Inaktivierung
erfolgen (Hajeyah et al., 2020).

Wichtige Informationen uber die Funktion und physiologische Relevanz von 12-
LOX sowie dessen Metabolite wie 12-HETE, liefern Untersuchungen mit einer
Inhibierung dieses Enzyms. 12-LOX-Inhibierung durch zum Beispiel Esculetin
(Cumarin-Derivat) oder Baicalein bewirkt eine Verminderung der Plattchen-

Aggregation bei Aktivierung mit sowohl Thromboxan, Kollagen, Thrombin, als
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auch ,protease-activated receptors® (PARs) (Yeung and Holinstat, 2011). Vor
allem PAR4 scheint in enger Verbindung mit 12-LOX zu stehen. Deshalb kommt
es bei 12-LOX-Inhibierung zu einer verminderten PAR4-abhangigen
Thrombozytenaggregation, reduzierten Integrin-Aktivierung und geringeren
Sekretion von Delta-Granula (Yeung et al., 2013). Delta-Granula enthalten ADP,
ATP, Serotonin und Calcium. 12-LOX spielt eine zentrale Rolle bei dessen
Sekretion, da bei 12-LOX-Inhibierung weder Thrombin, Kollagen, noch ADP zu
einer Delta-Granula-Ausschuttung fuhrt. Diese Inhibierung der Granula-
Ausschuttung bei 12-LOX-Inhibierung gilt jedoch nur fir Delta-Granula und nicht
fur a-Granula (Yeung et al., 2013, Ambrosio and Di Pietro, 2017). 12-HETE allein
fuhrt zu keiner Agonist-vermittelten Delta-Granula-Sekretion, aber in Verbindung
mit 12-LOX kann es diese erhohen (Yeung et al., 2013). Dies konnte auch im
Tiermodell bei 12-LOX™7~ Mausen mit einer Verlangerung der Blutungszeit
bestatigt werden. Diese pathologische Blutungsneigung konnte mit einer Gabe
von 12-HETE-PL Liposomen wieder normalisiert werden (Lauder et al., 2017).
Ahnliches Phanomen konnte auch fiir das in Eosinophilen befindliche ALOX15-
Gen und dessen 12/15-LOX Enzym mit dem Produkt von 15-HETE-PL
nachgewiesen werden (Uderhardt et al., 2017). Die HETE-Lipoxine sind somit
ein wichtiger Modulator der Hamostase und Plattchenfunktion mit zentraler
Funktion der LOX-Enzyme.

12-LOX spielt noch bei weiteren Signalwegen eine zentrale Rolle. Es steht Gber
12-HETE in Verbindung mit der NADPH-Oxidase und ist damit beteiligt an der
Bildung von ROS, was bis zur GPIlla49-66 antikorperinduzierten Thrombozyten-
Zellfragmentierung fuhren kann (Nardi et al., 2004). AuRerdem wird vermutet,
dass 12S-LOX uber einen transzellularen Stoffwechselweg an Interaktionen
zwischen zwei Zelltypen (z.B. Plattchen mit Endothelzellen oder Immunzellen)
beteiligt ist (Hajeyah et al., 2020, Crescente et al., 2019). So kénnen von 12-LOX
hergestellte Epoxy-Resolvine in neutrophile Granulozyten transferiert werden, wo
sie zu Maresinen umgewandelt werden und damit eine wichtige Rolle bei der
Terminierung von akuten Entziindungsreaktionen haben (Abdulnour et al., 2014).
Diese Ubertragung von 12-LOX-Produkten kann jedoch auch negative
Auswirkungen haben, wie im Zusammenhang mit Colon-Adenokarzinomen und
der Belieferung dieser mit 12-HETE deutlich wird (Contursi et al., 2021).
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Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass LOX-Enzyme eine zentrale Rolle
bei der Generierung von Lipoxiden wie 12-HETE haben und damit bei wichtigen
Prozessen wie Thrombose, Inflammation, Apoptose und Karzinogenese beteiligt

sind.

1.6. Ziele der Arbeit

Nachdem Harm et al. in seiner Studie zum Lipidom von ACS- vs. CCS-Patienten
Hinweise auf einen Einfluss von Statinen auf das Lipidom entdeckte, soll dies mit
dieser Arbeit genauer analysiert werden (Harm et al., 2022). Da es bisher weder
Studien zur Auswirkung der Statine auf das thrombozytare Lipidom, noch zu den
meisten anderen Medikamenten gab, sollen zunachst die Lipidom-Auswirkungen
der gesamten chronischen Medikation des KHK-Patienten-Kollektivs untersucht
werden.

AnschlieBend soll anhand des Medikaments mit den signifikantesten
Ergebnissen, den Statinen, eine Analyse verschiedener statistischer Tests und
Methoden erfolgen, welche sowohl Offline-Programme wie JMP als auch online
Plattformen wie MetaboAnalyst beinhalten. Ziel davon ist es, die verschiedenen
Verfahren miteinander zu vergleichen und Empfehlungen fir zukinftige Studien
Zu geben.

Ziel ist es aulierdem, die auffalligsten Lipide aller Tests zusammenfassend zu
betrachten und in den aktuellen wissenschaftlichen Kontext einzuordnen. Diese
Erkenntnisse sollen zum einen Erklarungsansatze mancher pleiotroper Effekte
der Statine liefern und zum anderen helfen, den komplexen Lipid-Stoffwechsel in
den Thrombozyten besser zu verstehen. Dies kann als Grundlage fir weitere
Studien zu diesem Thema mit dem Ziel einer risikoarmen Therapie der
Atherosklerose, Entzindungshemmung und Plattchenhemmung dienen.

Des Weiteren soll die Clusteranalyse als nitzliches Tool in der Metabolomics-
Forschung angewendet werden und gezeigt werden, wie es sinnvoll in weitere

Lipidom-Analysen integriert werden kann.
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Daraus leiten sich konkret folgende Fragestellungen ab, welche in dieser Arbeit

beantwortet werden sollen:

e Wie funktioniert die Lipidomanalyse mit der Onlineplattform
MetaboAnalyst im Vergleich zu herkdmmlichen Statistikprogrammen
(JMP)?

e Hat die chronische Medikation von KHK-Patienten Auswirkungen auf
deren thrombozytares Lipidom?

e Welche Ergebnisse liefern verschiedene statistische Tests bei der Analyse
der Lipidomveranderungen durch Statin-Therapie?

¢ |st die Lipidomveranderung durch Statin-Therapie dosisabhangig?

e Kann das Lipidom oder die Patienten anhand ihres statistischen Lipid-
Verhaltens mittels Clusteranalyse sinnvoll gruppiert werden?

e Gibt es Patientencharakteristika mit besonders grolRem Einfluss auf die
Clustereinteilung der Lipide?

e Gibt es auffallige Unterschiede oder Gemeinsamkeiten der Pateinten mit

besonders erhdhten oxidierten Phospholipiden?
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2. Material und Methoden
2.1. Patientenkollektiv

Tabelle 3: Grundcharakteristika des Patientenkollektivs

Statistische Auswertung der Daten der 105 Patienten aufgeteilt in die zwei Gruppen mit
und ohne Statin-Behandlung. Signifikante Ergebnisse mit p < 0,05 sind in fetter Schrift
hervorgehoben. MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, NSTEMI: Nicht-ST-
Hebungsinfarkt, STEMI: ST-Hebungsinfarkt, CABG: Koronararterielle Bypass-
Operation, GFR: Glomerulére Filtrationsrate, ACE-Hemmer: Angiotensin-Converting-
Enzyme-Hemmer. Modifiziert aus (Harm et al., 2023).

Alle Statin Kein Statin p-Value

(n=105) (n=70, 66.7%) | (n=35, 33.3%)
Mannlich, n (%) 77 (73,3) 53 (75,7) 24 (68,6) |0,435
Alter, Jahre (MW % SD) 71,1 (+10,7)| 71,9 (*10,5) 69,5 (+10,9) (0,292
Body mass index (MW + SD) 27,0 (+4,4) 27,2 (+4,2) 26,8 (+4,7) |0,692
Krankheit
Stabile Angina Pectoris, n (%) 60 (57,1) 42 (60) 18 (51,4) |0,403
Unstabile Angina Pectoris, n (%) 19 (18,1) 16 (22,9) 3 (8,6) 0,106
NSTEMI, n (%) 22 (21) 12 (17,1) 10 (28,6) |0,175
STEMI (%) 4 (3,8) 0 (0) 4 (11,4) |0,011
Kardiovaskuldre Risikofaktoren
Arterielle Hypertonie, n (%) 85 (81) 58 (82,9) 27 (77,1) |0,482
Hyperlipidamie, n (%) 49 (46,7) 38 (54,3) 11 (31,4) |0,027
Diabetes mellitus, n (%) 29 (27,6) 24 (34,3) 5 (14,3) | 0,038
Aktiver Raucherstatus, n (%) 19 (18,1) 13 (18,6) 6 (17,1) |1
Adipositas, n (%) 53 (50,5) 38 (54,3) 15 (42,9) |0,27
Vorhofflimmern, n (%) 24 (22,9) 16 (22,9) 8 (22,9) |1
Zustand nach CABG, n (%) 11 (10,5) 10 (14,3) 1 (2,9) |0,095
Zustand nach Herzinfarkt, n (%) 21 (20) 19 (27,1) 2 (5,7) 0,01
Nierenfunktion (GFR) (MW # SD) 72,4 (£29,3)| 71,2 (+23,9)| 74,7 (+37,7)|0,51
Medikation bei Aufnahme
Acetylsalicylsdure, n (%) 53 (50,5) 42 (60) 11 (31,4) |0,006
P2Y12-Inhibitor insgesamt 27 (25,7) 24 (34,3) 3 (8,6) |0,004
Clopidogrel, n (%) 12 (11,4) 11 (15,7) 1 (2,9 |0,058
Ticagrelor, n (%) 12 (11,4) 10 (14,3) 2 (5,7) 0,329
Prasugrel, n (%) 3 (2,9 3 (4,3) 0 (0) 0,549
Orale Antikoagulation, n (%) 27 (25,7) 22 (31,4) 5 (14,3) | 0,063
ACE-Hemmer, n (%) 55 (52,4) 40 (57,1) 15 (42,9) |0,167
Calciumkanalblocker, n (%) 30 (28,6) 23 (32,9) 7 (20) 0,252
R-Blocker, n (%) 72 (68,6) 53 (75,7) 19 (54,3) |0,026
Diuretika 41 (39) 35 (50) 6 (17,1) |0,001
Statin insgesamt, n (%) 70 (66,7) 70 (100) 0 (0) -
Atorvastatin, n (%) 49 (46,7) 49 (70) 0 (0) -
Simvastatin, n (%) 19 (18,1) 19 (27,1) 0 (0) -
Lipidprofil-Parameter
LDL-Cholesterin (MG/dL) (MW = SD) 96,5 (+34,5)| 89,0 (+31,3)| 113,6 (+35,3) 0,002
HDL-Cholesterin (mg/dL) (MW # SD) 48,6 (+17,5)| 46,5 (+16,5)| 53,5 (+18,7)]0,078
Triglyceride (mg/dL) (MW % SD) 1452 (+84,6)| 147,2 (+77) | 140,6 (+99,5)|0,197
Cholesterin insg. (mg/mL) (MW % SD) 161,3 (+45,6)| 150,2 (+43,1)| 186,8 (+40,6)|0,001
Thrombozyten
Thrombozytenanzahl (108/1) (MW + SD) 235,8 (+75,5)| 227,4 (£70,9)| 252,7 (+81,3)|0,338
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Das Kollektiv dieser Studie besteht aus 105 Patienten, welche im Zeitraum von
Februar bis Mai 2017 aufgrund einer symptomatischen KHK im
Universitatsklinikum Tubingen in der Abteilung fur Kardiologie und Angiologie
aufgenommen wurden. Alle Patienten wurden durch den diensthabenden Arzt
Uber die Studie aufgeklart und deren Einverstandniserklarung im Sinne des
Informed Consent eingeholt. Das Studienprotokoll wurde durch die Tubinger
Ethikkommission genehmigt (270/2011B01) und erfullte die Bestimmungen der
Erklarung von Helsinki. Alle Patienten unterliefen innerhalb der ersten 24
Stunden nach Klinikaufnahme angiografischen Untersuchungen im
Herzkatheterlabor. Die Entnahme arteriellen Vollblutes erfolgte im
Herzkatheterlabor vor der Gabe des Heparin-Loadings und vor Stent-
Implantierung. AulRerdem wurden die weiteren oben aufgeflhrten klinischen
Parameter erfasst. Neben den biographischen Parametern wurden die
kardiovaskularen Risikofaktoren, die Medikation, wichtige kardiovaskulare

Laborparameter und ein Lipid-Profil erhoben.

Die statistische Auswertung der Daten der 105 Patienten erfolgte mit IBM®
SPSS® Statistics fur Windows, Version 26 (IMB Corp., Armonk, N.Y., USA). Fur
die weitere Analyse wurde das Kollektiv in eine Gruppe mit Statin-Behandlung
(n=70) und eine Gruppe ohne Statin-Behandlung (n=35) eingeteilt (Tabelle 3).
Kontinuierliche und normalverteilte Daten wurden mit dem Student's t-Test
analysiert. Die Mittelwerte sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Kontinuierliche und nicht-normalverteilte Daten wurden mit dem Mann-Whitney-
U-Test analysiert. Nominale und normalverteilte Daten mit einer Patientenanzahl
(n) Uber zehn wurden mit dem Chi-Quadrat-Test und Daten mit n unter zehn mit
dem exakten Test von Fisher verglichen. Signifikante Ergebnisse mit p < 0,05

sind in fetter Schrift hervorgehoben.

2.2. Lipidomics-Analyse der Thrombozyten

Zunachst wurden die Thrombozyten aus dem arteriellen Vollblut isoliert. Bevor

die Lipidextraktion nach standardisiertem Protokoll mit 2-propanol/Wasser 90:10,
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(v/v) durchgefuhrt wurde, wurden zwei interne Standardproben hinzugegeben
(100 ng/mg Arachidonsaure-d8, sowie 300 ng/mL C18 Cermaide-d7(d18:1-
18:0)). Danach wurden die extrahierten Lipide in drei verschiedenen Batches
mittels non-targeted Kombinationsassay aus Massenspektrometrie und Liquid-
Chromatographie (UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS) analysiert. Eine
datenunabhangige Erfassung mit schrittweiser Fenstererfassung der MS/MS-
Spektren (SWATH) wurde im Positiven- als auch im Negativen-lonen-Modus
durchgefuhrt. Die dadurch erhaltenen Peaks einzelner Lipide wurden
anschlielend durch Multiquant, einer MS-Dial-Software, aufbereitet (Peak-
Auswahl und Ausrichtung) und unter Abgleich mit der LipidBlast-Datenbank
identifiziert und verifiziert. Um die drei verschiedenen Batches in einer Datenbank
zu vereinen, wurden basierend auf den Referenz-Peak-Tabellen von jedem MS-
DIAL-Batch individuelle Peak-Tabellen erstellt. Abschlie3end wurden die beiden
Normalisierungen ,systematic error removal using random forrest” (SERRF) und
,removal of unwanted variation“ (RUVrandom) in RStudio (RStudio Inc., Boston,
MA, USA) durchgefuhrt. Fir die Klassifizierung der Lipide wurden Lipid-Maps
verwendet und die grafische Kategorisierung erfolgte mit OmniGraffle 7.12 (The
Omni Group, Seattle, WA, USA). Nach diesem oben beschriebenen
Aufbereitungs-Prozess der thrombozytaren Lipide und Reinigungsprozess
nichtverifizierbarer Signale, verblieben 928 Lipide und 105 Patienten, mit

welchen die weiterfuhrenden Analysen durchgefuhrt worden sind.

2.3. Statistische Lipidomics-Analyse

Die statistische Auswertung der Lipidomics-Daten erfolgte zum einen mittels der
Software JMP® Version 15.2.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) und zum
anderen mit MetaboAnalyst 5.0. Mit ihren taglich rund 2000 Nutzern, ist dies eine
der am meisten benutzen, online frei zuganglichen Plattformen in der
Metabolomics-Forschung (Pang et al., 2022). Die mit dem Statistikprogramm "R"
arbeitende Plattform bietet eine Reihe von Tools fir die Metabolomic-
Datenanalyse (Pang et al., 2021). Die Datentabelle der 105 Patienten aufgeteilt
in die zwei Gruppen mit und ohne Statin-Behandlung und den dazugehdrigen

Peak-Intensitaten der 928 Lipide wurde zunachst in eine ,.txt Datei
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umgewandelt. AnschlieRend wurde sie zusammen mit den Einstellungen ,Peak
intensities® und ,Sample in rows (unpaired)* auf Metabo-Analyst

(https://www.metaboanalyst.ca; aufgerufen am 29.03.2021) hochgeladen.

AnschlielRend erfolgte die Datenprozessierung mit Filterung und Normalisierung.
Die hierfur optimalen Einstellungen wurden im Rahmen dieser Arbeit analysiert
und war wie folgt: Normalisierung nach Median, Auto-Skalierung und keine
Filterung. Dies sind auch die Einstellungen, welche flir den Beispieldatensatz in
Nature Protocols (Pang et al., 2022) empfohlen wurden. Danach folgte die
Auswertung mit folgenden Tools auf der MetaboAnalyst-Plattform: Fold Change,
t-Test, Volcano-Plot, PatternHunter, Heatmap und PLS-DA.

Normalisierung & Filterung: Datenprozessierung ist der erste Schritt auf
MetaboAnalyst. Um die fur diese Arbeit geeignetste Einstellung zu bestimmen,
wurden Volcano-Plots vom  Statin-Kollektiv. mit den verschiedenen
Normalisierungs- und Filterungs-Einstellungen erstellt und die Anzahl der
signifikanten Ergebnisse miteinander verglichen. Der Fold Change wurde auf 1,5
und 2 gesetzt. Der t-Test fand mit und ohne FDR-Korrektur statt und hatte den
Grenzwert p < 0,05. Die Volcano-Plots wurden nach weiter unten beschriebener
Vorgehensweise erstellt und hatten die Einstellungen p < 0,05 und Fold Change
1,5.

Volcano-Plots & Fold Change: Um signifikant veranderte Lipide zwischen den
behandelten und unbehandelten Gruppen zu finden, wurden Volcano-Plots
erstellt. Zum einen wurde ein Volcano-Plot mit JMP® erstellt und zum anderen,
fur eine Bestatigung und Vergleich der verschiedenen Analysemethoden, mit
MetaboAnalyst.

JMP®: Die Quotienten der durchschnittlichen Peak-Intensitaten (Fold Change)
der beiden Gruppen wurden gegen die mit SGoF korrigierten p-values einer one-
way analysis of variance (ANOVA) aufgetragen und signifikante Lipide
beschriftet. Die FDR-Korrektur wurde durchgefuhrt, um bei groRen Datensatzen
mit multiplem Testen die falsch-positiven Fehler (Alpha-Fehler) so gering wie
modglich zu halten. Verwendet wurde dafir die Sequential-Goodness-of-Fit-
Methode (SGoF) des Programmes Myriads (Myriads — Free Software Foundation
Inc., Boston, MA, USA) und der Testgrenze fur Alpha < 5% (p < 0,05). Diese
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Methode der Korrektur fur multiples Testen eignet sich besonders gut fur
mehrdimensionale, biologische, grofle Datensatze und hat im Vergleich zu
anderen FDR-Korrekturen eine steigende Power mit steigender Anzahl an Tests
(Carvajal-Rodriguez et al., 2009).

MetaboAnalyst: Der Datensatz wurde wie oben beschrieben hochgeladen. Die
Einstellungen des Volcano-Plots waren Fold Change 1,5, direction of comparison
1/0 (behandelt vs. unbehandelt), non-parametric test wurde nicht ausgewahilt, der
p-value threshold wurde auf 0,05 mit FDR-Korrektur gewahlt und die group
variance war equal. Die FDR-Korrektur auf MetaboAnalyst ist die Methode nach
Benjamini-Hochberg (Andrade, 2019). Der Fold Change wurde aquivalent dazu
mit der entsprechenden Funktion und den gleichen Einstellungen durchgefiihrt.

Lediglich der Fold-Change-Grenzwert wurde auf 2 angehoben.

PatternHunter: Die PatternHunter oder PatternSearch-Funktion von
MetaboAnalyst kann dafir benutzt werden Lipide zu identifizieren, welche sich
nach einem bestimmten Muster verhalten. Dieses Muster kann ebenfalls ein
bestimmtes Lipid sein oder ein vorgegebenes Zahlenmuster (z.B. 1-2-3-4). In
dieser Analyse wurde das aufsteigende Zahlenmuster verwendet, um Lipide zu
identifizieren, welche mit steigender Statindosis ebenfalls ansteigen. Pearson r

wurde als Analysemethode gewahlt.

Heatmap: Die Heatmap eignet sich sehr gut zum Zusammenfassen von
Unterscheidungsmustern und dem visuellen Darstellen von Unterschieden in den
Features, in diesem Fall Lipide. Auf der MetaboAnalyst-Plattform wurde daflr die
,hclust® Funktion im ,stat® Packet von R verwendet. Die hierarchische
Clusteranalyse wurde mit zwei Methoden berechnet. Zum einen, dem Mal} der
Gleichheit, der euklidische Abstand und zum anderen der Cluster-Algorithmus
nach der Ward-Methode, welche versucht die Summe der Quadrate zwischen
zwei Cluster zu minimieren (Murtagh and Legendre, 2014). Es wurden die, wie
oben beschriebenen, normalisierten Daten mit Autoskalierung verwendet.
AuBerdem wurde ausgewahlt die Proben nicht zu clustern, um die Aufteilung der
Daten-Tabelle in Statin behandelt und unbehandelt beizubehalten. Die top 25

Ergebnisse wurden mittels t-Test beziehungsweise ANOVA bestimmit.
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PLS-DA: Die ,partial least squares-discriminant analysis” (PLS-DA) gehort zur
multivariaten Datenanalyse und ist eine Form der Dimensionsreduktion, welche
zum Erstellen von Modellen der Vorhersage und des Beschreibens benutzt wird
(Ruiz-Perez et al., 2020). In dieser Arbeit wurde die PLS-DA mit MetaboAnalyst
5.0 durchgeflhrt. Flr die PLS-Regression wurde dort die ,plsr‘-Funktion von dem
R Paket ,pls“ verwendet (Mevik, 2007). Die Klassifikation und Kreuzvalidierung
wurden unter Verwendung der entsprechenden ,wrapper‘-Funktion des ,caret”
Paketes von R ausgefuhrt (Williams, 2008). Um die Performance der
Separierungsfahigkeit der Modelle zu bestimmen, wurde ein Permutations-Test
durchgefuhrt. Bei jeder Permutation wurde ein PLS-DA-Modell zwischen den
Daten und der optimalen Anzahl von Komponenten erstellt und in folgenden

Parametern gemessen (Gabrielle Nepomuceno, 2021):

- Klassifikations-Genauigkeit: Basierend auf Vorhersage-Genauigkeit

- R2 _Goodness of fit* (= erklarte Abweichung), berechnet mit dem
Verhaltnis zwischen der ,between group sum of squares® (= Summe der
Quadrate zwischen den Gruppen) und der ,within group sum of squares*
(= Summe der Quadrate innerhalb der Gruppen).

- Q2% ,Goodness of prediction“ (= vorausgesagte Abweichung), berechnet
durch Kreuzvalidierung, indem in jeder Runde die vorausgesagten Daten
mit den Originaldaten verglichen werden und dann die Summe der
Standardabweichungen von allen Proben berechnet wird (= PRESS;
Predicted Residual Sum of Squares). Desto hoher Q?, desto bessere
Vorhersagekraft hat das Modell (Werte Giber Q% > 0,45 haben eine gute
Vorhersagekraft fur biologische Proben). Negative Werte bedeuten keine

Vorhersagekraft.

2.4. Lipid-Clusteranalyse

Mit dem Ziel Lipide, welche sich ahnlich verhalten, zu identifizieren und
gemeinsame Gruppen zu bilden, wurde die Clusteranalyse von JMP verwendet.
Dabei wurden zwei verschiedene Clusteranalyse-Methoden verwendet: Das

,<Variable Clustering” und das ,Hierarchical Clustering®. Je nachdem, wie man die
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Daten in der Tabelle anordnet, kann man mit den zwei Analysemethoden
entweder die Patienten oder die Lipide anhand ihres Verhaltens analysieren und
in Cluster einteilen lassen. Die zwei Anordnungen der Daten in der Tabelle sind
wie folgt:

1. Die Lipide in den Reihen von oben nach unten und die Patienten in den Spalten
von links nach rechts

2. Die Patienten in den Reihen von oben nach unten und die Lipide in den Spalten
von links nach rechts.

Die nachfolgende Tabelle 4 fasst die zwei verwendeten Moglichkeiten des
Clusterns mit JMP zusammen und gibt einen Ausblick Uber die damit mdglichen

Ergebnisse.

Tabelle 4: Ubersicht JMP Cluster Analyse

Anordnung der Daten in | Variable Clustering Hierarchical Clustering

der Tabelle

Lipide in Reihen Alle 105 Patienten eingeteilt in Alle 928 Lipide in gewlinschte

(von oben nach unten) 23 Cluster Anzahl an Cluster mit
Dendrogramm, Constellation
Plot, ...

-> Abbildung 17

Patienten in Reihen Alle 928 Lipide in 124 Cluster Alle 105 Patienten in

(von oben nach unten) gewunschte Anzahl an
Cluster mit Dendrogramm,
Constellation Plot, ...

-> Abbildung 18

- Tabelle 15 & Tabelle 16

Aufgrund der Moglichkeit, eine gewlnschte Anzahl an Cluster zu bilden, ist das
,2Hierarchical Clustering“® besonders interessant. Dieses wurde mit der
Varianzanalyse-Methode nach Ward durchgeflihrt. Die gebildeten Lipidcluster
wurden anhand ihrer Lipidzusammensetzung untersucht. Die Patientencluster
wurden auf Gemeinsamkeiten hinsichtlich Patienten-Charakteristika, wichtige
Laborparameter, Medikation und CAD-Diagnose untersucht. Bei nominalen
Daten wurde der Chi-Quadrat-Test verwendet und das Ergebnis mit Mosaik-Plots
visualisiert. Bei metrischen Daten wurde eine ANOVA durchgefuhrt. Um die
Ergebnisse der ANOVA zu validieren, wurden sie mit einem Quantil-Quantil-

Diagramm in JMP auf Normalverteilung gepruft.
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3. Ergebnisse

3.1. Deskriptive Statistik des Patientenkollektivs

Aus der deskriptiven Statistik der Grundcharakteristika des Patientenkollektivs
(Tabelle 3) lassen sich folgende Beobachtungen bezuglich der signifikanten
Unterschiede der Patienten mit Statin-Medikation im Vergleich zu den Patienten

ohne Statin-Medikation aufstellen:

o Alle 4 Patienten, die einen STEMI hatten, hatten keine Statintherapie

e Patienten mit Statinen haben eher Hyperlipidamie & Diabetes

e Patienten, welche bereits einen Myokardinfarkt (MI) hatten, haben eher
eine Statintherapie

e Haufige Komedikation mit Statinen ist ASS, P2Y12-Inhibitoren, R-
Blocker und Diuretika

e LDL und Cholesterol ist hoher in der Gruppe ohne Statin-Medikation

3.2. Einflusse der chronischen Medikation auf das Lipidom

Um die Frage zu beantworten, ob die chronische Medikation einen Einfluss auf
das thrombozytare Lipidom hat, wurden Volcano-Plots zu jedem Medikament
erstellt. Aufgrund zu geringer Patientenanzahl (n < 5) wurden Ezetimib, Prasugrel

und Pradaxa nicht betrachtet.

Volcano-Plots sind eine gangige Methode in der Omics-Forschung, um schnell
Veranderungen in groRen Datensatzen zu identifizieren. Denn dargestellt wird
nicht nur die Signifikanz (mit one-way ANOVA) auf der y-Achse, sondern auch
die GrolRe der Unterschiede auf der x-Achse (mit Fold Change).
Die Ergebnisse der mit JMP erstellten Volcano-Plots wurden in Abbildung 4
vergleichend zusammengefasst. Die Zahlen in Klammern hinter den
Medikamenten stehen fur die Anzahl der behandelten Personen des
Gesamtkollektivs. Eindeutig zu erkennen ist, dass sich die Statintherapie und
dessen Untergruppe Atorvastatin von den anderen Medikamenten abhebt. Vor
allem in Betrachtung der Anzahl der signifikanten Unterschiede, aber auch in

Anbetracht der Starke des Unterschiedes, sprich dem Fold-Change. Aul3erdem
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hervorzuheben sind die Ergebnisse bei den P2Y12-Inhibitoren Clopidogrel und
Ticagrelor. Diese haben weniger signifikante Ergebnisse, aber eine gute Starke.
Jedoch, aufgrund den weniger signifikanten Ergebnisse im Vergleich zu den
Statinen, wurden im Folgenden fur weitere Analysen das Statin-Kollektiv
untersucht. FUr zuklnftige Studien ware es interessant zu betrachten, ob
eindeutigere Ergebnisse der P2Y12-Inhibitoren bei einem groRReren

Patientenkollektiven erreicht werden kénnen.

pVal < 0,05 (SGoF) FC>1,5

Statine (71) T
| T Atorvastatin (49)  EE

Simvastatin (19)

Clopidogrel (12) mmmmmmms w
Diuretika (41) ®
mm  Ticagrelor (12)
P2Y12(27) mmmmm ' '
OAK(27) ® '
ASS (53) e ——
RB-Blocker (72} | ;
Ca. Kanal. B. (30)
Ald. Ant. (21) B
ARB (25)
ACEI (55) _
Eliquis (6) mmmmm
Xarelto (10)
Phenproc. (9) |

s
s I

200 150 100 50 0 0 5 10 15 20 25 30

Abbildung 4: Ubersicht der Anzahl signifikanter Lipide bei jeweiliger
Medikation

Dargestellt ist die Zusammenfassung der Anzahl an signifikanten Ergebnissen
der mit JMP erstellten Volcano-Plots bei jeweiliger Betrachtung der Medikation
(behandelt/ unbehandelt). Balken nach links représentieren die Signifikanz, also
die Anzahl der Lipide (ber dem Schwellenwert von y > 1,3 (p < 0,05) des
Ergebnisses der ANOVA und nach SGoF-Multiplem-Testen-Korrektur. Die
Balken nach rechts stehen fiir den Fold Change, also die Stérke der Unterschiede
beider Gruppen, mit der Anzahl an Lipiden iiber dem Schwellenwert von x > 1,5.
Die y-Achse zeigt die verschiedenen Medikamente mit der Anzahl der
behandelten Patienten in Klammern. OAK: Orale Antikoagulantien, ASS:
Acetylsalicylsdure, Ca. Kanal B.: Calciumkanalblocker, Ald. Ant.:
Aldosteronantagonisten, ARB: Angiotensin-lI-Rezeptorblocker, ACEI:
Angiotensin-Converting-Enzyme-Inhibitoren, Phenproc.: Phenprocoumon
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3.3. Statin-Medikation verandert das thrombozytare Lipidom

3.3.1. Volcano-Plot des Einflusses der Statin-Medikation

In dem Volcano-Plot (Abbildung 5), welches veranderte Lipide bei den 70
Patienten mit Statintherapie im Vergleich zu den 35 Patienten ohne
Statintherapie darstellt, wurden 165 Lipide nach SGoF Multiples-Testen-
Korrektur als signifikant herausgefiltert. 136 davon waren im mit Statinen
behandeltem Kollektiv herunterreguliert und 29 hochreguliert.

Die herabregulierten Lipide gehoérten zum Grof3teil den langkettigen, gesattigten
PC, PE und Ceramiden an.

Unter den heraufregulierten Lipiden hingegen lassen sich vorwiegend sehr
langkettige PUFA TG und langkettige, gesattigte oxPC finden.

Von diesen 165 signifikanten Lipiden hatten 8 Lipide einen Fold Change von Uber
1,5. Im Volcano-Plot wurden diese signifikanten Lipide (p<0,05) nach SGoF-
FDR-Korrektur und mit einem Fold Change von uber 1,5 beschriftet. Genauere
Informationen zu den Namen, den Fold Changes und p-values der sechs
hochregulierten und zwei runterregulierten Lipide sind Tabelle 5 zu entnehmen.
Im Volcano-Plot werden die hochregulierten Lipide rechts der y-Achse dargestellt
(positiver Fold Change) und die herunterregulierten Lipide links (negativer Fold
Change). Ein x-Wert von 1 bedeutet, dass die durchschnittliche Peak-Intensitat
des Lipides in der mit Statinen behandelten Gruppe doppelt so hoch ist, als in der

unbehandelten Gruppe.
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Abbildung 5: Volcano-Plot der Lipidomveranderungen durch Statine

Die x-Achse gibt den Logarithmus zur Basis 2 des Fold Changes (FC) der Lipid-Peak-
Intensitéten (statinbehandelt/ unbehandelt) an. Positive FC-Werte (rechts) bedeuten
eine Hochregulierung und negative FC-Werte (links) eine Runterregulierung. Die y-
Achse zeigt den negativen Logarithmus zur Basis 10 der p-values der one-way ANOVA.
Der Grenzwert fiir signifikante Lipide ist 1,3 (p < 0,05). Der Grenzwert des Fold Changes
ist 1,5 (Log2(1,5) = 0,585). Beschriftet sind signifikante Lipide nach SGoF-FDR-Filterung
(Carvajal-Rodriguez et al., 2009); p < 0,05, FDR <5%.

Tabelle 5: Signifikant verdanderte Lipide bei Statin-Behandlung

Die am meisten hoch-/ runterregulierten und nach SGoF-FDR-Korrektur signifikanten (p
< 0,05) Lipide mit Fold Change (FC) liber 1,5. Sortiert absteigend nach FC. Die Farbung
des FC bezieht sich auf die Hoch- (rot) bzw. Runterregulierung (blau).

|Log2(FC) |P-Value |[N° |Hauptgruppe Klasse |Lipidname

0.971 0.025 900 | Oxidierte Phospholipide OxPC OxPC 18:0-20:4+10 =
OxPC(18:0/12-HETE)

0.872 0.014 863 | Oxidierte Phospholipide OxPC OxPC 16:0-20:4+10 =
OxPC(16:0/12-HETE)

0.647 0.001 421 | Glycerolipide TG TG 49:3

0.623 0.008 395 | Glycerolipide TG TG 48:1

0.613 0.007 491 | Glycerolipide TG TG 51:2

0.586 0.007 390 [ Glycerolipide TG TG 14:0-16:0-18:2

-0.616 0.018 922 | (Glycero-)Phospholipide PC PC 40:2

-1.173 0.020 90 (Glycero-)Phospholipide PC PC 24.0
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3.3.2. Volcano-Plot des Einflusses der P2Y12-Inhibitor-Medikation

Analog zu dem Volcano-Plot der Statine wurden ebenfalls Volcano-Plots zu den
P2Y12-Inhibitoren Clopidogrel und Ticagrelor erstellt. Unter den 105 Patienten
nahmen jeweils 12 Patienten Clopidogrel und 12 Patienten Ticagrelor.
Clopidogrel-Medikation hatte nach SGoF-FDR-Filterung 25 signifikante Lipide
und 16 davon mit einem Fold Change (FC) von Uber 1,5. Diese sind vorwiegend
LCFA, PUFA LPC. Ticagrelor hatte nach SGoF-FDR-Filterung 13 signifikante
Lipide und 5 davon mit einem Fold Change von uber 1,5. Jedoch waren dies,
anders als bei Clopidogrel, vor allem VLCFA und LCFA, PUFA TG.

Volcano-Plot Clopidogrel vs. Unbehandelt
S0 (Glycero-)Phospholipide

s ; LPC 22:6 2
* Fettsaure-Derivate
4« Glycerolipide
« Oxidierte Phospholipide LP118:0 LPE 18:2 LPC 20:4
4 - -« Sphingolipide e
. sfering P LPC22:6 | pc 0:0/18:12
LPC 18:1/0:0 2.
3 LPC 0:0/18:1°  *LPC 18:2/0:0 2
= «LPC 20:4/0:0
S .LPC16:12 Pl 20
c 3 . « LPE 18:1
S . ‘ *LPC 20:3
D 2 FA 20:1 *LPC 0:0/18:2 2
T ’ :
g
20
p<0,05
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Abbildung 6: Volcano-Plot der Lipidomverdnderungen durch Clopidogrel

Die x-Achse gibt den Logarithmus zur Basis 2 des Fold Changes (FC) der Lipid-Peak-
Intensitéten (clopidogrelbehandelt/ unbehandelt) an. Die y-Achse zeigt den negativen
Logarithmus zur Basis 10 der p-values der one-way ANOVA. 12 Pateinten waren mit
und 93 Patienten ohne Clopidogrel-Medikation. Der Grenzwert fiir signifikante Lipide ist
1,3 (p < 0,05). Der Grenzwert des FC ist 1,5. Beschriftet sind signifikante Lipide nach
SGoF-FDR-Filterung; p < 0,05, FDR <5%.
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Tabelle 6: Signifikant verdnderte Lipide bei Clopidogrel-Behandlung

Die am meisten hoch-/ runterregulierten und nach SGoF-FDR-Korrektur signifikanten (p
< 0,05) Lipide mit Fold Change (FC) tiber 1,5. Sortiert absteigend nach FC. Die Farbung
des FC bezieht sich auf die Hoch- (rot) bzw. Runterregulierung (blau).

Log2(FC Ticagrelor/ Unbehandelt)

Log2(FC) P-Value |N° Hauptgruppe Klasse Lipidname
1.833 0.000 696 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 20:4
1.607 0.003 707 (Glycero-)Phospholipide LPI LPl 20:4
1.189 0.000 704 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 22:6
1.177 0.000 674 (Glycero-)Phospholipide LPE LPE 18:2
1.125 0.001 52 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 20:4/0:0
0.975 0.001 689 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 18:2/0:0
0.964 0.001 690 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 0:0/18:1
0.953 0.001 691 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 18:1/0:0
0.864 0.000 64 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 22:6
0.860 0.001 37 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 0:0/18:1
0.758 0.007 688 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 0:0/18:2
0.729 0.000 702 (Glycero-)Phospholipide LPI LPI 18:0
0.727 0.002 683 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 16:1
0.714 0.004 675 (Glycero-)Phospholipide LPE LPE 18:1
0.626 0.005 697 (Glycero-)Phospholipide LPC LPC 20:3
-0.633 0.012 668 Fettsdure-Derivate FA FA 20:1
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Abbildung 7: Volcano-Plot der Lipidomverdnderungen durch Ticagrelor

Die x-Achse gibt den Logarithmus zur Basis 2 des Fold Changes (FC) der Lipid-Peak-
Intensitéten (ticagrelorbehandelt/ unbehandelt) an. Die y-Achse zeigt den negativen
Logarithmus zur Basis 10 der p-values der one-way ANOVA. 12 Pateinten waren mit
und 93 Patienten ohne Ticagrelor-Medikation Der Grenzwert fiir signifikante Lipide ist
1,3 (p < 0,05). Der Grenzwert des Fold Changes ist 1,5. Beschriftet sind signifikante
Lipide nach SGoF-FDR-Filterung; p < 0,05, FDR <5%.
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Tabelle 7: Signifikant verdnderte Lipide bei Ticagrelor-Behandlung

Die am meisten hoch-/ runterregulierten und nach SGoF-FDR-Korrektur signifikanten (p
< 0,05) Lipide mit Fold Change (FC) liber 1,5. Sortiert absteigend nach FC. Die Farbung
des FC bezieht sich auf die Hochregulierung (rot).

Log2(FC) P-Value N° Hauptgruppe |Klasse Lipidname

0.793 0.000 118 Glycerolipide DG DG 18:2-20:3
0.698 0.001 645 Glycerolipide TG TG 60:10(1)
0.675 0.005 576 Glycerolipide TG TG 56:9(2)

0.620 0.005 615 Glycerolipide TG TG 16:0-20:4-22:6
0.596 0.008 616 Glycerolipide TG TG 58:10

3.4. Lipidomanalyse mit der online Plattform MetaboAnalyst

Weitere Analysen erfolgten mit MetaboAnalyst 5.0. Die Verwendung der
Plattform im Rahmen dieser Arbeit erfolgte unter anderem, um die Ergebnisse
der obigen Volcano-Plots, welche mit JMP erstellt wurden, zu verifizieren und
auBerdem, um diese in der Metabolomics-Forschung gangigen Plattform
vergleichend zu den herkdmmlichen Statistikprogrammen wie JMP

kennenzulernen.

3.4.1. Bestimmung der geeignetsten Methode zur Datenprozessierung bei

MetaboAnalyst

Die Datenprozessierung auf MetaboAnalyst besteht aus Daten-Normalisierung
und aus Daten-Filterung. Um die fur diese Arbeit geeignetste Einstellung zu
bestimmen, wurden Volcano-Plots vom Statin-Kollektiv mit den jeweiligen
Einstellungen erstellt und die Anzahl der signifikanten Ergebnisse miteinander

verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 und Tabelle 9 dargestellt

Daten-Normalisierung

Fur die Analyse der besten Normalisierung wurde keine Daten-Filterung
verwendet. Die Normalisierung wird nochmal unterteilt in Normalisierung,
Transformation und Skalierung. Das beste Resultat wurde erreicht bei einer
Normalisierung ,nach Median“, keiner Transformation und mit ,Auto-
Skalierung“. Zwar hatte das Skalieren auf die Anzahl der signifikanten

Ergebnisse keinen Einfluss, aber bei der visuellen Darstellung mit Box-Plots eine
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eindeutige Verbesserung. Das Ergebnis dieser Einstellungen ist vor allem bei
den signifikanten Lipiden im t-Test nach FDR-Korrektur bemerkenswert. Hier
wurde eine Steigerung von einem (1) signifikanten Lipid ohne Prozessierung auf
37 signifikante Lipide (p < 0,5) erreicht. Aufgrund der Minderung von
Extremwerten gab es dadurch erwartungsgemal jedoch auch geringe Einbul3en
beim Fold Change mit einem Rickgang von 34 Lipiden ohne Normalisierung auf

32 Lipide mit Normalisierung (bei einem Schwellenwert von 1,5).

Tabelle 8: Ubersicht Ergebnisse der Daten-Normalisierung mit MetaboAnalyst

Dargestellt ist die Art der Normalisierung und die Anzahl der signifikanten Lipide bei
den jeweiligen Tests. Schwellenwerte beim Fold Change waren 1,5 und 2. FDR: Mit
Benjamini-Hochberg Korrektur der Falscherkennungsrate (FDR). Eine Verbesserung
zum Ergebnis ohne Normalisierung: Griiner Farbverlauf; eine Verschlechterung:
Rétlicher Farbverlauf

Methode Fold Change | t-Test (p<0,05) | Volcano-Plot (p<0,05 & FC>1,5)
1,5 2 | OHNE | FDR OHNE FDR

KEINE Normalisierung 34 8 | 203 1 19 0

Normalisierung

...nach Summe 29 5 207 32 14 5

...nach Median 32 6 | 204 37 16 5

...nach Quantilen 18 2 183 10 11 2

Transformierung

...Logarithmisch 34 8 | 131 0 12 0
...Kubikwurzel 34 8 [ 182 1 14 0
Skalierung

...Durchschnitt-Zentriert 34 8 | 203 1 19 0
..Auto-Skaliert 34 8 | 203 1 19 0
...Pareto-Skaliert 34 8 | 203 1 19 0
...Bereich-Skaliert 34 8 [ 203 1 19 0
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Daten-Filterung

Die Filterung der Daten wurde jeweils mit der besten Einstellung der
Normalisierung (nach Median & Autoskaliert) durchgefihrt, um sichtbare
Unterschiede vor allem in der t-Test-Signifikanz nach FDR-Korrektur zu erhalten.
Die Unterschiede der verschiedenen Arten des Filterns waren schwacher als bei
der Normalisierung. Es gab kleine Verbesserungen bei den Ergebnissen der t-
Tests mit FDR-Korrektur von 37 signifikanten Lipiden ohne Filterung auf 42
Lipiden mit Filterung. Erneut sind diese Verbesserungen wieder mit Einbul3en
beim Fold Change einhergehend. Beim entscheidenden Volcano-Plot gab es mit
Filterung nur Verschlechterung oder Stagnation, weshalb die weiteren Analysen

ohne Filterung durchgefiihrt wurden.

Tabelle 9: Ubersicht Ergebnisse Daten-Filterung mit MetaboAnalyst

Dargestellt ist die Art der Filterung und die Anzahl der signifikanten Lipide bei den
Jjeweiligen Tests. Schwellenwerte beim Fold Change waren 1,5 und 2. Beim t-Test war
es p < 0,05 mit FDR-Korrektur und ohne. Eine Verbesserung der Anzahl an signifikanten
Lipiden im Vergleich zu der Anzahl ohne Filterung (aber mit bester Normalisierung)
wurde in grinen Farbstufen markiert. Eine Verschlechterung in rot und keine
Verédnderung in grau.

Methode Fold t-Test (p<0,05) Volcano-Plot (p<0,05;
Change FC>1,5)
1.5 2 OHNE FDR OHNE FDR
KEINE (ohne Normalisierung) 34 8 203 1 19 0
KEINE (mit Normalisierung) 32 6 204 37 16 5
Interquantil range 29 6 183 42 13 5
Standardabweichung 29 6 183 42 13 5
\I)/(I)i:]tqlel\r/leegibasnolute Abweichung 27 6 176 38 13 5
Relative Standardabweichung 24 6 184 42 13 5
il L R e B
Durchschnittlicher Intensitatswert | 31 6 169 17 15
Median des Intensitatswertes 8 0 131 2 6
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3.4.2. Volcano-Plot: Einfluss der Statin-Medikation mit MetaboAnalyst

Mit den oben herausgefunden optimalen Einstellungen auf MetaboAnalyst 5.0
wurde ein Volcano-Plot zu dem Kollektiv Statin-therapiert gegen Statin-naiv
erstellt (Abbildung 8). Genauere Informationen zu den Lipiden sind der
nachfolgenden Tabelle 10 zu entnehmen. Verglichen mit dem Volcano-Plot von
Abbildung 5, welches mit JMP und SGoF-Korrektur erstellt wurde, sind in
MetaboAnalyst die gleichen signifikanten Lipide, jedoch beachtlich weniger
davon ubriggeblieben. Im Volcano-Plot mit JMP waren es namlich 165 Lipiden
im Vergleich zu funf hochregulierten Triglyceriden bei MetaboAnalyst. Jedoch
decken sich diese funf Triglyceride mit den signifikantesten Lipiden der JMP-
Analyse. Grund fur diese Abweichung ist vor allem die unterschiedliche Korrektur
gegen multiples Testen. Die SGoF-Methode ist etwas ,weicher” als die bei
MetaboAnalyst verwendete FDR-Methode von Benjamini-Hochberg. Dadurch
sind die Ergebnisse zwar robuster und valider, jedoch konnen auch Lipide mit

kleineren, aber tatsachlich vorhandenen Veranderungen verloren gegangen sein.
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Abbildung 8: Volcano-Plot der Lipidomveranderungen durch Statin-Medikation mit
MetaboAnalyst

Die x-Achse gibt den Zweierlogarithmus des Fold Changes (FC) an. Die y-Achse zeigt
den Zehnerlogarithmus der p-values der one-way ANOVA nach FDR-Korrektur
(Benjamini-Hochberg; FDR < 5%). Der Grenzwert fiir signifikante Lipide ist 1,3 (p < 0,05)
und fiir den Fold Change 1,5.
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Tabelle 10: Hochregulierte Lipide bei Statin-Behandlung mit MetaboAnalyst

Alle der aus dem Volcano-Plot von MetaboAnalyst gefundenen Lipide sortiert absteigend
nach Fold Change (FC). Die fiinf Triglyzeride sind alle im Statin-Kollektiv hochreguliert
und auch noch nach FDR-Korrektur (Benjamini-Hochberg) signifikant (p < 0,05). Die
Féarbung des FC bezieht sich auf die Hochregulierung (rot).

FC P-Value (FDR) N° | Hauptgruppe Klasse Lipidname

1.642 |0.013 421 | Glycerolipide TG TG 49:3

1.556 |0.013 427 | Glycerolipide TG TG 15:0-16:0-18:2
1.515 |0.042 488 | Glycerolipide TG TG 51:3

1.605 |0.047 491 | Glycerolipide TG TG 51:2

1.574 |0.048 390 | Glycerolipide TG TG 14:0-16:0-18:2

3.4.3. Fold Change: Einfluss der Statin-Medikation mit MetaboAnalyst

Zur weiteren Analyse und zum Entdecken solcher oben angesprochenen
untergegangenen, jedoch veranderten Lipide wurden weitere statistische Tests
auf MetaboAnalyst 5.0 durchgefuhrt. Die Daten wurden weiterhin normalisiert
(Median) und skaliert (automatisch). Zunachst wurde unabhangig von der
Signifikanz nur der Fold Change betrachtet (Abbildung 9). Es zeigten sich sechs
Lipide mit besonders starker Hoch- beziehungsweise Runterregulierung unter
Statin-Behandlung. Ihr Fold Change war Uber 2, was bedeutet, dass sie im
Durchschnitt im therapierten Kollektiv mehr als doppelt so haufig vorhanden
waren, als im nicht-therapierten Kollektiv. Die vier runterregulierten Lipide sind
alles Phosphatidylcholine. Die zwei hochregulierten Lipide sind oxidierte
Phospholipide. Genauere Informationen zu den Lipiden sind Tabelle 11 zu

entnehmen.
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Abbildung 9: Streudiagramm des Fold Changes durch Statin-Medikation

Dargestellt sind die Peak-Intensitdten der 928 Lipide und deren Fold Change
(statintherapiert/ untherapiert) mit dem Grenzwert von 2 (= 1 nach Zweierlogarythmus).
Lipide tber diesem Wert sind farblich hervorgehoben und beschriftet. Die y-Achse ist
Log2-Skaliert, um hoch- (positive Werte) beziehungsweise runterregulierte (negative
Werte) Lipide symmetrisch darzustellen. Erstellt mit MetaboAnalyst.

Tabelle 11: Lipide mit dem héchsten Fold Change durch Statin-Behandlung

Lipide mit dem héchsten Fold Change (FC) analysiert mit MetaboAnalyst. Sortiert
aufsteigend nach FC. Die Férbung des FC bezieht sich auf die Hoch- (rot) bzw.
Runterregulierung (blau).

log2(FC) |FC N° | Hauptgruppe Klasse |Lipidname

-1.415 0.375 |43 | (Glycero-)Phospholipide PC PC 18:0

-1.343 0.394 | 153 | (Glycero-)Phospholipide PC PC 10:0-20:4

-1.324 0.399 |61 | (Glycero-)Phospholipide PC PC 20:0

-1.047 0.484 |90 | (Glycero-)Phospholipide PC PC 24:0

1.125 2.181 | 778 | Oxidierte Phospholipide OxPE | OXxPE(P-16:1/14-HDPA-n3)
1.195 2.290 | 772 | Oxidierte Phospholipide OxPE | OxPE(P-16:0/14-HAdA)
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3.4.4. Heatmap: Einfluss der Statin-Medikation mit MetaboAnalyst

Ein zusatzlicher in der Metabolomics-Forschung typischer statistischer Test zur
weiteren Analyse der Statin-Veranderungen im Lipidom ist die Heatmap. Sie ist
ein optimales Tool fur das schnelle Erkennen und Visualisieren von
Veranderungen zwischen dem mit Statinen behandelten im Vergleich zum
unbehandelten Kollektiv. Die Heatmap (Abbildung 10) wurde mit MetaboAnalyst
5.0 nach vorheriger Normalisierung (Median) und Skalierung (Automatisch)
erstellt. Dargestellt sind die 25 am signifikantesten alterierten Lipide nach t-test
bzw. ANOVA. In Ubereinstimmung mit den bisherigen Ergebnissen waren alle
hochregulierten Lipide in dem Statin behandelten Kollektiv Triglyceride und fast
alle im Statin unbehandelten Kollektiv erhdhten Lipide waren
Glycerophospholipide. Genauere Informationen zu den Lipiden sind in Tabellen
Tabelle 12 und Tabelle 13 aufgefuhrt.

Tabelle 12: In Heatmap erhéhte Tabelle 13: In Heatmap erhohte
Lipide unter Statin-Therapie Lipide ohne Statin-Therapie
Sortiert nach Rheinfolge in der Sortiert nach Rheinfolge in der
Heatmap (Abbildung 10). Heatmap (Abbildung 10).
N° |[Klasse | Lipidname N° [Klasse | Lipidname
488 | TG TG 51:3 657 | TG TG 60:1
5411 TG TG 53:3(1) 452 | PC PC 40:1
462 | TG TG 50:2 509 | PC PC 21:1-21:1
543 | TG TG 53:2 229 | PC PC 16:1-18:2
491 T1G TG 51:2 279 | PC PC 18:2-18:3
502 | TG TG 15:0-18:1-18:1 346 | PC PC 38:7
472 TG TG 50:2 230 | PC PC 16:0-18:3(1)
427 | TG TG 15:0-16:0-18:2 285|PC PC 16:0-20:4(1)
4211 TG TG 49:3 800 | PS PS 18:1-18:1
491 T1G TG 51:2 916 | PI Pl 18:1-20:4
495 | TG TG 51:1 430 | PC PC 40:5
396 | TG TG 14:0-16:0-18:1 266 | PE PE 20:0-18:1
367 | PC PC 20:1-18:2
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Abbildung 10: Heatmap der Lipidomveranderungen durch Statin-Medikation

Abgebildet ist das Ergebnis des Clusterings dargestellt in einer Heatmap mit den 25
signifikantesten Lipiden nach t-Test/ANOVA. Fiir die Erstellung auf MetaboAnalyst
wurde der euklidische Abstand und als Cluster-Algorithmus wurde das Ward-Verfahren
benutzt. Am linken Rand ist das Ergebnis des Clusterns als Dendrogramm dargestellt.
Die Patienten wurden nach Statin behandelt (1; griin; rechts in der Heatmap) und Statin
unbehandelt (0; rot; links in der Heatmap) aufgeteilt, indem das automatische Clustern
nach Proben ausgeschaltet wurde. Die Farbskala beschreibt die Verdnderung der Lipide
von rot (hochreguliert) bis blau (runterreguliert).
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3.5. Lipidomveranderungen unter steigender Statindosis

In den bisherigen Analysen wurde mehrfach ein Einfluss der Statin-Medikation
auf das thrombozytare Lipidom festgestellt. Um nun nicht nur einen Einfluss,
sondern einen tatsachlichen Zusammenhang festzustellen, wurde mit dem
,Pattern-Hunter-Tool“ von MetaboAnalyst 5.0 untersucht, ob die gefundenen
Lipide auch mit steigender Statindosis zunehmen. Um vergleichbare Effekte der
Dosis zu erhalten, wurden fur diese Analyse lediglich Patienten mit Atorvastatin

betrachtet (n = 49). AnschlieRend wurden vier Gruppen gebildet:

- Kein Statin (n = 35)

- 10 & 20 mg Atorvastatin (n = 12)
- 40 mg Atorvastatin (n = 34)

- 80 mg Atorvastatin (n = 3)

Die Korrelation der Lipide mit diesen Gruppen unter dem Schema 1-2-3-4 ist in
Abbildung 11 dargestellt. Abgebildet sind die Lipide mit den 25 starksten
Korrelationen berechnet mit Pearson r und nach FDR-Korrektur (Benjamini-
Hochberg). Davon wurden 22 Lipide mit positiver Korrelation entdeckt, was heil3t,
dass sie mit steigender Statindosis ebenfalls zunehmen. Bis auf eine Fettsaure,
gehoren alle diese Lipide, wie zu erwarten war, zu den Triglyceriden. Zum
Grolteil die gleichen Triglyceride, welche in den vorherigen Analysen auch schon
erkannt wurden. Drei Lipide zeigten einen negativen Korrelationswert, was
bedeutet, dass sie mit steigender Statindosis abnehmen. Diese runterregulierten
Lipide sind alles Phosphatidylcholine und ebenfalls bereits bekannt aus obigen
Analysen. Die Starke der Korrelation ist moderat und weist im positiven, als auch
im negativen Bereich Werte von 0,35 bis 0,45 auf. Genauere Informationen zu

den einzelnen Lipiden sind Tabelle 14 zu entnehmen.
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Abbildung 11: Korrelation der Lipide mit steigender Statindosis

Abgebildet sind die 25 stérksten Korrelationen mit steigender Statindosis nach FDR-
Korrektur (Benjamini-Hochberg) analysiert mit der PatternHunter-Funktion von
MetaboAnalyst. Der Korrelationskoeffizient wurde mit Pearson r berechnet und ist auf
der x-Achse abgebildet. Die Lipide sind nach Korrelationskoeffizient absteigend sortiert
und farblich hervorgehoben (rot = positiv, blau = negativ). Rechts sind beispielhaft die
Boxplots von dem Lipid mit der stédrksten positiven und der stdrksten negativen
Korrelation dargestellt. Die vier Boxplots stehen jeweils fiir die mittleren Peak-
Intensitéten der Lipide in den einzelnen Statindosis-Gruppen (Keines (rot); 10 mg & 20
mg (grin); 40 mg (dunkel blau) und 80 mg Atorvastatin (hellblau)). Die genauen Werte
der einzelnen Lipide sind in Tabelle 14 aufgelistet.
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Tabelle 14: Korrelation der Lipide mit steigender Statindosis

Lipide in gleicher Reinfolge wie in Abbildung 11, sortiert nach Korrelationskoeffizient
Pearson r. P-values nach FDR-Korrektur (Benjamin-Hochberg). Die Farbung der Zellen
des Pearson r stehen fiir eine positive Korrelation (rot) und negative Korrelation (blau).

N° | Pearsonr |P-Value (FDR) |Hauptgruppe Klasse |Lipidname

427 [0.453 0.005 Glycerolipide TG TG 15:0-16:0-18:2
421 [0.450 0.005 Glycerolipide TG TG 49:3

390 |0.416 0.015 Glycerolipide TG TG 14:0-16:0-18:2
488 [0.415 0.015 Glycerolipide TG TG 51:3

659 10.410 0.015 Fettsure-Derivate FA FA 16:0

454 10.408 0.015 Glycerolipide TG TG 14:0-16:0-20:4
462 [0.402 0.016 Glycerolipide TG TG 50:2

447 [0.399 0.016 Glycerolipide TG TG 50:5

492 [0.399 0.016 Glycerolipide TG TG 15:0-18:1-18:1
483 [0.387 0.023 Glycerolipide TG TG 514

541 |0.386 0.023 Glycerolipide TG TG 53:3(1)

453 [0.380 0.023 Glycerolipide TG TG 50:4

542 |1 0.380 0.023 Glycerolipide TG TG 53:3(2)

502 |0.375 0.024 Glycerolipide TG TG 15:0-18:1-18:1
395 |0.372 0.024 Glycerolipide TG TG 48:1

543 |0.372 0.024 Glycerolipide TG TG 53:2

396 |0.371 0.024 Glycerolipide TG TG 14:0-16:0-18:1
574 |0.371 0.024 Glycerolipide TG TG 55:3(1)

517 | 0.369 0.024 Glycerolipide TG TG 52:3(1)

402 [0.364 0.026 Glycerolipide TG TG 14:0-16:0-18:2
459 [0.364 0.026 Glycerolipide TG TG 50:3(2)

463 [0.357 0.032 Glycerolipide TG TG 14:0-16:0-20:4
430 [-0.369 0.024 (Glycero-)Phospholipide PC PC 40:5

285 |-0.381 0.023 (Glycero-)Phospholipide PC PC 16:0-20:4(1)
230 |-0.479 0.004 (Glycero-)Phospholipide PC PC 16:0-18:3(1)
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3.6. Zusammenfassung der auffalligen Lipide aller Tests

Fir eine vergleichende Beurteilung aller oben durchgeflihrten statistischen Tests
bezuglich der Auswirkungen der Statintherapie auf das Lipidom, soll nun eine
Zusammenfassung aller Ergebnisse erfolgen.

Zu erkennen ist, dass der Volcano-Plot und die FC-Analyse logischerweise teils
ahnliche Ergebnisse liefern, die FC-Analyse aber auch einige Lipide erganzt. Die
Heatmap und die Pattern-Hunter-Analyse Uberschneiden sich auch teilweise,

erganzen jedoch einige Lipide zu dem Volcano-Plot und FC.

Runterreguliert

Hochreguliert

PC 16:0-18:3(1)

TG 49:3

PC 16:0-20:4(1)

TG 14:0-16:0-18:2

PC40:5|TG 51:2
PC 24:0|TG 15:0-16:0-18:2
PC40:2|TG 51:3
PC 18:0]TG 48:1
PC 20:0]TG 14:0-16:0-18:1
PC 10:0-20:4|TG 50:2
PC40:1]TG 15:0-18:1-18:1
PE 20:0-18:1|TG 53:3(1)
PC 18:2-18:3]TG 53:2
PC 38:7]OxPC(16:0/12-HETE)
PC 20:1-18:2]OxPC(18:0/12-HETE)
PC 16:1-18:2]OxPE(P-16:1/14-HAdA)
PC 21:1-21:1)OxPE(P-16:1/14-HDPA-n3)
TG 60:1)TG 50:2
PS 18:1-18:1|TG 51:1
PI 18:1-20:4]7TG 14:0-16:0-18:2
TG 50:5
TG 50:4
TG 14:0-16:0-20:4
-Volcano Metabo A. TG 50:3(2)
TG 14:0-16:0-20:4
-Heatmap TG51:4
TG 15:0-18:1-18:1
TG 52:3(1)
TG 53:3(2)
TG 55:3(1)
FA 16:0

Abbildung 12: Zusammenfassung der auffélligen Lipide
aller Tests

Abgebildet sind alle auffélligen Lipide der oben beschriebenen
Tests, aufgeteilt in runterreguliert (links) und hochreguliert
(rechts). Die farbigen Késtchen zeigen, dass dieses Lipid in dem
jeweiligen Test aufféllig war. Fett hervorgehobene Lipide werden
nachfolgend gruppiert und im Diskussionsteil diskutiert.
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3.6.1. Runterregulierte Lipide

Tabelle 15: Ubersicht aller auffillig runterregulierten Lipide

Aufgelistet sind alle in den vorherigen Tests auffélligen runterregulierten Lipide bei
Statintherapie. Das Cluster bezieht sich auf die Nummer des zugeordneten Clusters in
der Variable Cluster Analyse von JMP. In gelbem Farbverlauf markiert sind Lipide mit
signifikanten Ergebnissen in mehreren Tests. Fett und mit roter Lipidnummer sind Lipide,
welche anschlieBend gruppiert und spéter in der Diskussion in den wissenschaftlichen
Kontext eingeordnet werden.

N° Klasse | Cluster |Lipidname }l“c;llsano FC MetaboA Heatmap :zt:::‘
922 PC 30 PC 40:2 1

920 PC 26 PC 24:0 1 1

43 PC 26 PC 18:0 1

61 PC 26 PC 20:0 1

153 PC 26 PC 10:0-20:4 1

229 PC 46 PC 16:1-18:2 1

266 PE 70 PE 20:0-18:1 1

279 PC 114 PC 18:2-18:3 1

346 PC 69 PC 38:7 1

367 |PC 40 PC 20:1-18:2 1

452 PC 103 PC40:1 1

509 |PC 30 PC21:1-21:1 1

657 |TG 33 TG 60:1 1

800 PS 107 PS 18:1-18:1 1

916 Pl 3 P118:1-20:4 1

230 PC 78 PC 16:0-18:3(1) 1 1
285 PC 20 PC 16:0-20:4(1) 1 1
430 |(PC 18 PC 40:5 1 1

3.6.2. Sinnvolle Auswahl und Gruppierung der auffélligsten

herabregulierten Lipide

Zusammenfassend zu den herabregulierten Lipiden lasst sich feststellen, dass
sie fast alle zu der Familie der Glycero-Phospholipide und dabei vorwiegend zu
den PC gehoren (Tabelle 15). Mit einer Lange von 16, 18, 20, 24 und 40 C-
Atomen gehdren sie zu den LCFA und VLCFA. Zum Grof3teil sind sie gesattigt
oder MUFAs. PUFAs befinden sich vor allem bei den LCFA (13 - 21 C-Atome).

In den statistischen Tests wiesen die unter Statintherapie auffalligen
runterregulierten Lipide ein hohes Mal3 an Veranderung auf. Dies war vor allem
in einem hoch negativen Fold Change deutlich zu erkennen. Das heilt, die

Konzentration dieser Phosphatidylcholine war im mit Statinen behandelten
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Kollektiv meist weniger als halb so grof3 als im Statin-naiven Kollektiv (Abbildung
9).
Unter den herabregulierten Lipiden sind vor allem drei auffallige Gruppen

hervorzuheben:

1. Hoher Fold Change: PC 18:0, PC 20:0, PC 10:0-20:4 und PC 24:0
2. PC 16-Gruppe: PC 16:0-18:3(1) und PC 16:0-20:4(1)
3. PC 40-Gruppe: PC 40:5, PC 40:2 und PC 40:1

GRUPPE 1: Hoher Fold Change

MITGLIEDER: PC 18:0, PC 20:0, PC 10:0-20:4 und PC 24:0

Die erste Gruppe mit besonders hohem Fold Change wurde auch in der JMP
Variable Cluster Analyse mit insgesamt 124 verschiedenen Clustern zu einem
gemeinsamen Cluster, dem Cluster 26, gruppiert. Dem Cluster 26 gehdren
insgesamt funf Lipide an, die oben genannten vier und PC 13:0-13:0. Diese funf
Lipide, waren alle im Volcano-Plot ohne SGoF-Korrektur signifikant und stark
erniedrigt. Mit SGoF-Multiples-Testen-Korrektur war nur noch PC 24:0 signifikant
(Abbildung 5). In der Heatmap sowie im PatternHunter sind sie nicht aufgefallen.
Aufgrund der gemeinsamen Gruppierung und ahnlichen Auspragung im Fold
Change, verhalten sich diese Lipide sehr ahnlich und koénnten einem
gemeinsamen  Stoffwechselweg oder Ubergeordnetem  Mechanismus
unterliegen. Die nachfolgende Tabelle enthalt nahere Informationen zu den
Lipiden aus Gruppe 1 wie deren Name, Funktion und die dazugehorige Quelle in

der Literatur.

GRUPPE 2: PC 16-Gruppe
MITGLIEDER: PC 16:0-18:3(1) und PC 16:0-20:4(1)

Die zweite Gruppe enthalt zwei der drei Lipide, welche sowohl in der Heatmap,
als auch im PatternHunter auffallig waren (Tabelle 15). In den Volcano-Plots
waren sie nicht iber den Cut-Off-Werten. Die zwei Lipide sind beides gesattigte
LCFA-PC mit 16-C-Atomen und mit einer weiteren PUFA-LCFA. Diese sind die

Linolensaure (LNA) und die AA. Beide Lipide sind aus unterschiedlichen Clustern
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in der JMP Variable Cluster Analyse.

PC 16:0-18:3(1) ist aus Cluster 78, welches drei weitere PCs mit LCFA-MUFAs
und angehangten LCFA-PUFAs enthalt (PC 16:1-20:5(1); PC 16:1-20:5(2); PC
35:1e).

Das zweite Lipid ist PC 16:0-20:4(1), welches dem Cluster 20 zugeordnet wurde.
In diesem Cluster befinden sich zum Grofteil MUFA- und PUFA-VLCFA
Sphingomyeline mit 35 bis 43 C-Atomen Kettenlange (zum Beispiel: SV d38:2(2);
SM d40:1(1); SM d41:1(1); SM d42:2(1); ...)

GRUPPE 3: PC 40-Gruppe
MITGLIEDER: PC 40:5, PC 40:2 und PC 40:1

Die dritte Gruppe, die genauer betrachtet werden soll, enthalt drei VLCFA-,
MUFA- sowie PUFA-PCs mit 40 C-Atomen Kettenlange. PC 40:5 war, neben den
Lipiden aus der vorherigen betrachteten GRUPPE 2, die einzigen Lipide, welche
in der Heatmap, sowie im PatternHunter auffallig runterreguliert waren (Tabelle
15). PC 40:5 wurde von der JMP Variable Cluster Analyse dem Cluster 18
zugeordnet, welches insgesamt 12 LCFA- und VLCFA-PUFAs aus den Lipid-
Klassen der PE und PC mit 18, 20 und 40 C-Atome enthalt (z.B.: PC 18:1-22:4;
PC 20:2-20:5; PE 20:4-22:5; PC 40:4; ...).

Das andere PUFA-PC 40:2 aus der GRUPPE 3 war das zweite von zwei
signifikant runterregulierten Lipiden im JMP Volcano-Plot. In den anderen Tests
war es nicht auffallig. Das dazugehdrige Cluster ist Cluster 30, welches
vorwiegend MUFA- und PUFA-PCs mit zwei Seitenketten von meist 16 bis 22 C-
Atomen enthalt (z.B.: PC 22:1-18:2; PC 18:1-22:1; PC 16:0-24:1; PC 21:2-21:2,;
).

Das dritte Lipid aus GRUPPE 3 ist das MUFA-PC 40:1. Es war lediglich in der
Heatmap erniedrigt. Das dazugehdrige Cluster 103 ist ahnlich aufgebaut wie die
Cluster zuvor: LCFA- und VLCFA-MUFA und PUFA-PCs mit Kettenlangen von
18 bis 20 oder 40 und 41 C-Atome (z.B.: PC 20:0-18:1; PC 18:1-22:5; PC 40:1;
PC 41:2).
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3.6.3. Hochregulierte Lipide

Tabelle 16: Ubersicht aller auffillig hochregulierten Lipide

Aufgelistet sind alle in den vorherigen Tests auffélligen hochregulierten Lipide bei
Statintherapie. Das Cluster bezieht sich auf die Nummer des zugeordneten Clusters in
der Variable Cluster Analyse von JMP. In gelbem Farbverlauf markiert sind Lipide mit
signifikanten Ergebnissen in mehreren Tests. Fett und mit roter Lipidnummer sind Lipide,
welche anschlieBend gruppiert und spéter in der Diskussion in den wissenschaftlichen
Kontext eingeordnet werden.

N° | Klasse | Cluster | Lipidname B R [ Heatmap Pattern
JMP MetaboA | MetaboA Hunter
421 | TG TG 49:3 1 1 1 1
390 | TG TG 14:0-16:0-18:2 1 1 1
491 | TG 49 TG 51:2 1 1 1
395 | TG 9 TG 48:1 1 1
863 | OxPC |13 OxPC(16:0/12-HETE) 1
900 | OxPC |13 OxPC(18:0/12-HETE) 1
427 | TG 49 TG 15:0-16:0-18:2 1 1 1
488 | TG 2 TG 51:3 1 1 1
772 | OxPE |13 OxPE(P-16:1/14-HAdA) 1
778 | OxPE |13 OxPE(P-16:1/14-HDPA-n3)
396 | TG 52 TG 14:0-16:0-18:1 1 1
462 | TG 2 TG 50:2 1 1
502 | TG TG 15:0-18:1-18:1 1 1
541 | TG 73 TG 53:3(1) 1 1
543 | TG 2 TG 53:2 1 1
472 | TG 87 TG 50:2 1
495 | TG 49 TG 51:1 1
402 | TG 9 TG 14:0-16:0-18:2 1
44776 |47 TG 50:5 1
453 | TG 47 TG 50:4 1
454 | TG 73 TG 14:0-16:0-20:4 1
459 | TG 2 TG 50:3(2) 1
463 | TG 73 TG 14:0-16:0-20:4 1
483 | TG 73 TG 51:4 1
492 | TG 2 TG 15:0-18:1-18:1 1
517 | TG 73 TG 52:3(1) 1
542 | TG TG 53:3(2) 1
574 | TG 2 TG 55:3(1) 1
659 | FA 68 FA 16:0 1
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3.6.4. Sinnvolle Auswahl und Gruppierung der auffalligsten

hochregulierten Lipide

Insgesamt lasst sich zu den hochregulierten Lipiden feststellen, dass sie fast alle
zu den Glycerolipiden, genauer den TGs, und oxPL gehoren (Tabelle 16).

Die auffalligen TGs bestehen vorwiegend aus MUFA- und PUFA-VLCFA mit sehr
langer Kettenlange von um die 50 C-Atomen. AulRerdem enthalten sie TGs mit
den drei genauer bestimmten Acylgruppen. Diese besitzen meist zwei gesattigte
Fettsduren und eine MUFA oder PUFA: Olsaure (18:1), LA (18:2), LNA (18:3)
oder AA (20:4). Sie besitzen somit in Summe insgesamt ebenfalls um die 50 C-
Atome.

Die oxPL sind zwei oxPC und zwei oxPE mit Kettenlangen von 16-24 C-Atomen.

Die auffalligsten hochregulierten Lipide konnen wie folgt gruppiert und

zusammengefasst werden:

1. VLCFA-PUFA-TG: TG 49:3; TG 51:3; TG 51:2

2. Spezifische Triglyceride: TG 14:0-16:0-18:2; TG 15:0-16:0-18:2

3. OxPL: OxPE(P-16:0/14-HAdA); OxPE(P-16:1/14-HDPA-n3);
OxPC(16:0/12-HETE); OxPC(18:0/12-HETE)

GRUPPE 1: VLCFA-PUFA-TG
MITGLEIDER: TG 49:3; TG 51:3; TG 51:2

Diese Gruppe beinhaltet die mit Abstand pradominanteste Lipid-Gruppe unter
den bei Statintherapie hochregulierten Lipiden. Es sind alles VLCFA mit 48-55 C-
Atomen und ein- bis mehrfachungesattigten Doppelbindungen. Das auffalligste
und in den meisten Tests signifikanteste Lipid war TG 49:3. Es war sowohl im
Volcano-Plot von JMP, dem Volcano-Plot von MetaboAnalyst als auch in der
Heatmap und dem PatternHunter signifikant. Sehr ahnlich oft signifikant und
lediglich nicht im Volcano-Plot von JMP auffallig, war TG 51:3 (Tabelle 16). Beide
Lipide lassen sich auch dem gemeinsamen Cluster 2 bei der JMP Variable
Clustering Analyse zuordnen. Dieses Cluster 2 besteht aus insgesamt 15
Triglyceriden, von welchen 9 in den Tests signifikant hochreguliert waren. Alles
sind VLCFA-PUFA-TGs mit um die 50 C-Atomen Kettenlange. Ebenfalls dabei
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sind zwei TG mit genaueren Informationen zu ihren drei Lipid-Seitenketten an der
sn-1, sn-2 und sn-3 Position: TG 15:0-18:1-18:1 (= TG 51:2) und TG 16:0-16:0-
20:2 (= TG 52:2). Ersteres TG 51:2 ist als solches ebenfalls in den Volcano-Plots
und der Heatmap signifikant gewesen, wurde jedoch dem Cluster 49 zugeordnet.
Dieses Cluster ist dennoch sehr ahnlich zu Cluster 2. Es enthalt auch
ausschlieBlich VLCFA-TGs mit 49 bis 53 C-Atomen Kettenlange, jedoch
mehrheitlich MUFAS anstatt PUFAS.

GRUPPE 2: Spezifische Triglyceride
MITGLEIDER: TG 14:0-16:0-18:2; TG 15:0-16:0-18:2

Mit der Gruppe der spezifischen TGs sollen zwei Lipide besonders
hervorgehoben werden, welche in besonders vielen Tests auffallig waren: TG
14:0-16:0-18:2 und TG 15:0-16:0-18:2. Ersteres war in beiden Volcano-Plots und
dem PatternHunter auffallig und zweiteres war zwar nur im Volcano-Plot von
MetaboAnalyst signifikant, dafir aber auch in der Heatmap und ebenfalls dem
PatternHunter auffallig.

TG 15:0-16:0-18:2 (= TG 49:2) wurde dem aus GRUPPE 1 bereits bekannten
Cluster 49 zugeordnet.

TG 14:0-16:0-18:2 (= TG 48:2) gehort dem Cluster 9 an. Alle 14 Lipide dieses
Clusters sind Triglyceride mit vorwiegend PUFA-VLCFA mit einer Kettenlange
von 44 bis 50 C-Atomen. Neben dem oben aufgefuhrten TG enthalt dieses
Cluster ebenfalls das TG 12:0-18:1-18:2 (= TG 48:3). Sowohl TG 48:2, als auch
TG 48:3 ist in Cluster 9 enthalten. Dies bestatigt die enge Gemeinsamkeit dieser
TGs und bestatigt im Umkehrschluss ebenfalls die Glute der Clusteranalyse,
welche aufgrund reinen statistischen Verhaltens der Peak-Intensitaten diese

ahnlichen Lipide zusammen gruppiert hat.
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GRUPPE 3: Oxidierte Phospholipide
MITGLIEDER: OxPE(P-16:0/14-HAdA); OxPE(P-16:1/14-HDPA-n3); OxPC(16:0
/12-HETE); OxPC(18:0/12-HETE)

In dieser Studie wurden 14 verschiedene oxPL detektiert. Die meisten davon sind
oxPCs (6), gefolgt von den oxidierten Phosphatidylethanolaminen (oxPE) (4) und
oxidierte Phosphatidylinositole (oxPI)(2). Die Kettenlange der Lipide an der sn-1
Position ist typischerweise auch hier eine gesattigte oder MUFA-Palmitin- (C16)
oder Stearinsaure (C18).

In dem Volcano-Plot von JMP (Abbildung 5) ist auffallig, dass 8 der 14 oxPL
gruppiert und hochreguliert sind, jedoch aufgrund geringeren p-values nur zwei
oxPL nach der SGoF-Korrektur weiterhin signifikant (p<0,05) blieben:
OxPC(16:0/12-HETE); OxPC(18:0/12-HETE).

Aufgrund der hohen Peak-Intensitats-Unterschiede der oxPL im Statin-Kollektiv
verglichen mit den unbehandelten Patienten, waren die zwei oxPEs OxPE(P-
16:0/14-HAdA); OxPE(P-16:1/14-HDPA-n3) die einzigen hochregulierten Lipide
in der FC Analyse von MetaboAnalyst uber dem Cut-off-Wert von zwei
(Abbildung 9). Die oxPL verhalten sich alle sehr ahnlich, weshalb 12 der 14
Lipide in der JMP Hierarchical Cluster Analyse dem Cluster 13 zugeordnet
wurden. Ein gemeinsamer Syntheseweg mit &hnlichen Enzymen und
gemeinsamen Regulierungsmechanismen kann somit vermutet werden. Dieses
Cluster 13 besteht fast ausschliel3lich (12 von 14) aus oxidierten Phospholipiden.
Die zwei ,Auldenseiter” sind PC 16:0-18:3(2) und PC 36:6e.
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3.7. Unabhangigkeit der Lipidomveranderungen gegenuber
Einflussfaktoren

3.7.1. Einfluss der Blutplasma-Lipide

In verschiedenen statistischen Tests wurden weiter oben die Auswirkungen einer
Statin-Einnahme auf das thrombozytare Lipidom beschrieben. Unklar ist jedoch
noch, ob diese Lipid-Veranderungen tatsachlich singuldr auf die Statin-
Medikation zurlckzufihren sind, oder unbekannte Kofaktoren diese

Veranderungen beeinflussen. Diese Frage soll im Folgenden geklart werden.

In vorheriger Analyse wurde ein Zusammenhang zwischen der steigenden
Statindosis und steigenden beziehungsweise sinkenden Lipide festgestellt. Nun
wurden die Blutfette im Blutplasma (NICHT im Zellplasma der Thrombozyten) in
den gleichen vier Statindosis-Gruppen (Keines; 10 mg & 20 mg; 40 mg und 80
mg Atorvastatin) untersucht, um einen Einfluss auf die Lipide in den
Thrombozyten zu Uberprifen. Daftr wurden Boxplots jeweils zu den Laborwerten
der Blutplasmakonzentrationen von LDL, Triglyceride, Cholesterol und HDL
erstellt (Abbildung 13). Die Werte fur LDL, Cholesterol und HDL scheinen mit
steigender Statindosis leicht abzunehmen. Die Werte fur die Triglyceride haben
eine leicht steigende Tendenz. Ein Einfluss der Plasma-Lipide auf das
thrombozytare Lipidom kann somit nicht ausgeschlossen werden. Jedoch ist es
verstandlich, dass Patienten mit hoherer Statindosis niedrigere LDL und

Cholesterin-Werte haben.

64



LDL, TG, cholesterol & HDL vs. Statin-Dosis
200 — o LOL
: oA Trighyceride
o Cholestercol
o HDL
1 — Smooth(LDL)
LDL 1p0- T — Smooth(Triglycerides)
‘-——E — Smooth(Cholesterol)
e I — Smooth(HDL)

D_
500 -

150+

400

300 -

200 % =
_ =

100-
] | |

230+ T

Triglyceride

200

150+
= ——

100+

Cholesterol

50

D_

100- .
4 -
s0- T .
i T
60
HDL 7] —
40
1 _1
20-
0
0 10 & 20 40 80

Atorvastatin Dosis

Abbildung 13: Boxplots der Blutplasma-Lipide in Gruppen mit
unterschiedlicher Atorvastatindosis

Boxplots mit einer Kurve. Gruppen verschiedener Atorvastatindosis:
Kein Statin (n = 35), 10 mg & 20 mg Atorvastatin (n = 12), 40 mg
Atorvastatin (n = 34) und 80 mg Atorvastatin (n = 3). Erstellt mit JMP
156.2.0

3.7.2. Einfluss der Komedikation und Begleiterkrankungen

Weitere mogliche Storfaktoren kénnten Krankheiten wie Diabetes, Dyslipidamie
oder die zeitgleiche Behandlung mit Medikamenten wie ASS, Diuretika, B-
Blocker oder P2Y12-Antagonisten sein. Diese sechs moglichen Storfaktoren
erwiesen sich in ihrem Vorkommen als signifikant unterschiedlich zwischen dem

mit Statin behandelten und unbehandelten Kollektiv (siehe Tabelle 3).
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Untersucht wurde nun mithilfe Multivariater-Daten-Analyse auf MetaboAnalyst
5.0, ob diese mdglichen Stoérfaktoren auch einen Einfluss auf die Statin-
Unterschiede im Lipidom haben.

Verwendet wurde dafur der ,partial least squares-discriminant analysis“ (PLS-
DA) Algorithmus, welcher fur die pradiktive und deskriptive Modellierung in
hochdimensionalen Datensatzen verwendet werden kann. Betrachtet man
zunachst lediglich das Statin-Modell, lasst sich eine leichte Trennung zwischen
beiden Gruppen feststellen (Abbildung 14). Die dazugehoérigen Parameter der
Kreuzvalidierung sind 0,7 Genauigkeit; 0,35 R? und 0,15 Q? (Abbildung 16). Nun
wurden PLS-DA-Untersuchungen fur jeden der oben genannten mdoglichen
Stoérfaktoren zusammen mit den Statin-Gruppen erstellt und in einer Ubersicht
veranschaulicht (Abbildung 15). Die Untergruppen wurden stets nach

folgendem Schema gebildet:

0: Kein Statin, kein Storfaktor
1: Mit Statin, kein Storfaktor
2: Kein Statin, mit Storfaktor
- 3: Mit Statin, mit Storfaktor

Bei einem tatsachlichen Einfluss des Storfaktors auf die Lipidom-Unterschiede
durch Statin-Therapie ware zu erwarten, dass sich die entsprechenden
Untergruppen noch starker voneinander trennen lassen. Dies ist jedoch nicht der
Fall. Alle Gruppen liegen annahernd homogen ubereinander. Die niedrigeren
Kreuzvalidierungs-Performance-Parameter in Abbildung 16 bestatigen dies, da
kein Modell eine bessere Genauigkeit oder Q?>-Werte hat als das Statin-Modell
allein. Daraus lasst sich annehmen, dass die oben genannten moglichen
Storfaktoren keinen relevanten Einfluss auf die gefundenen Lipidom-

Unterschiede unter Statin-Behandlung haben.
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Abbildung 14: 2-D Scores Plot der PLS-DA mit Statin
therapiert vs. nicht-therapiert

Analysiert wurden die Peak-Intensitdten der mit Statinen
therapierten Gruppe (1; griin; n = 70) und die nicht-therapierte
Gruppe (0; rot; n = 35). Jeder Punkt steht fiir einen Patient. Aut
den Achsen sind die zwei Hauptkomponenten mit der hbchsten
fur die Trennung verantwortlichen Varianz aufgetragen. Die
Prozentzahl der genauen erklérten Varianz steht in Klammern
hinter den Hauptkomponenten. Erstellt mit MetaboAnalyst.
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Abbildung 15: Ubersicht der 2-D Scores Plots der PLS-DA mit
Stérfaktoren auf Lipidomverédnderungen durch Statin-Therapie

Dargestellt sind die 2-D Scores Plots der Faktoren Diabetes, Dyslipidémie,
ASS, Diuretika, B-Blocker und P2Y12-Antagonisten erstellt mit der PLS-DA-
Funktion von MetaboAnalyst. Kleine Tabellen am unteren Rand der
Abbildungen zeigen die Untergruppen mit den jeweiligen Patientenanzahlen.
Verwendet wurden jeweils die zwei Hauptkomponenten (x-Achse Komponente
1, y-Achse Komponente 2) mit der héchsten flir die Trennung verantwortlichen
Varianz. Die Prozentzahl der genauen erklérten Varianz steht in Klammern
hinter den Hauptkomponenten.
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Abbildung 16: Zusammenfassung aller PLS-DA Kreuzvalidierungs-Performance-

Parameter

Dargestellt sind die PLS-DA-Parameter Genauigkeit, R?> und Q? jedes mdglichen
Stérfaktors. Das Modell Statin behandelt vs. naiv wurde als Vergleich ganz links
abgebildet. Um die Vorhersagekraft eines Modells zu priifen kann Q? benutzt werden
(roter Stern). Desto héher Q?, desto besser das Modell. Negative Q?>-Werte bedeuten
liberhaupt keine Vorhersagekraft. Das Statin-Modell allein hat somit die héchste

Vorhersagekrafft.
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3.8. Clusteranalyse des Lipidoms

Mithilfe der Clusteranalyse von JMP lassen sich zum einen Lipide mit ahnlichem
Verhalten entdecken und somit in Gruppen einordnen. Zum anderen lassen sich
auch die Patienten mit ahnlichem Verhalten der Lipide darstellen. Diese
Informationen kdnnen zum Beispiel daftir benutzt werden, um Ruickschllsse auf
eventuelle gemeinsame Stoffwechselwege oder Enzyme zu schlieRen. Auch
konnte es zur Daten-Reduktion benutzt werden, indem Lipidgruppen unter einem
,2Hauptlipid® jeder Gruppe zusammengefasst werden. Oder bei Patienten mit
ahnlichem Lipidverhalten kann so im Ruckschluss ein mdglicher Einfluss von
BMI, Geschlecht, Alter, Laborwerte, Medikation, ... auf das Lipidom gefunden

werden.

Um einen Kompromiss zwischen Ubersicht und Trennschéfte zu wahlen, wurden
die Lipide zunachst in sechs Cluster gruppiert. Die Lipidzusammensetzungen der
sechs Cluster sind in dem Balkendiagramm in Abbildung 17 zusammenfassend

dargestellt.

Die Cluster setzten sich hauptsachlich aus folgenden Lipiden zusammen:
1. Cluster: Alle 176 Sphingolipide und mit 366 den Groldteil der (Glycero-)
Phospholipide.

2. Cluster: Das inhomogenste Cluster bestehend aus 101 (Glycero-)
Phospholipide, 82 Glycerolipide, 21 Fettsaure-Derivate und allen Sterinen (7).
3. Cluster: Ist das kleinste Cluster und besteht lediglich aus zwei Glycerolipide
(TG 16:0-18:0-18:0 und TG 57:2)

4. Cluster: Besteht aus allen oxidierten Phospholipiden (10) und PC 36:6e
5. Cluster: Beinhaltet ausschlie3lich 104 Glycerolipide

6. Cluster: Mit lediglich 3 (Glycero)-Phospholipide ein weiteres kleines Cluster
(PC 18:0, PC 20:0 und PC 10:0-20:4).

Die zwei Triglyceride von Cluster 3 sind in keinem Test signifikant aufgefallen,
mussen sich aber sehr ahnlich und spezifisch im Gegensatz zu den anderen
Lipiden verhalten, damit sie zusammen gruppiert werden.

Cluster 6 enthalt die drei am meisten hochregulierten Lipide im ACS vs. CCS-
Kollektiv und am starksten runterregulierten Lipide bei Statintherapie: PC 18:0,
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PC 20:0 und PC 10:0-20:4 (Abbildung 9). Da die Clusteranalyse unabhangig
von CAD-Diagnose oder Medikation lediglich Anhand des Verhaltens der Peak-
Intensitaten die Lipide gruppiert, sind diese drei Lipide metabolisch besonders
eng miteinander Verbunden und besitzen eine ganz distinkte Dynamik.

Cluster 4 enthalt alle Oxylipine und PC 36:6e. Auch hier liegt die Vermutung eines

gemeinsamen Pathways mit gemeinsamen Enzymen nahe.

100%
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80%
70% 2
37
13
60%
50%
40%
30% 366
20%
10%
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1

Abbildung 17: Lipidzusammensetzung der 6 Cluster

Dargestellt sind die mit JMP Hierarchical Clustering entstandenen 6
Cluster auf der x-Achse. Die gestapelten Balken mit ihren verschiedenen
Anteilen stehen fiir die prozentuale Lipidaufteilung des einzelnen
Clusters. Diese Aufteilung in die sechs Lipid-Hauptgruppen wurde farblich
entsprechend der Legende hervorgehoben. Die Zahlen in den Balken ist
die absolute Anzahl der Lipide. Benutzte Clustermethode war Ward.

Lipidzusammensetzung der 6 Cluster

M Sterine
B Sphingolipide
B Oxidierte Phospholipide
B Glycerolipide
M Fettsdure-Derivate
B (Glycero-)Phospholipide
10
2 104 3
1
3 4 5

6
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Um der Frage nachzugehen, ob es Gemeinsamkeiten unter den anhand ihres
Lipidom-Verhaltens statistisch gruppierten Patienten gibt, wurde eine
weitumfassende statistische Analyse durchgeflhrt. Zunachst wurden analog zu
der oben beschriebenen Gruppierung der Lipide, die Patienten in vier Cluster
eingeteilt. Diese Anzahl wurde gewahlt, da es nur 105 Patienten sind und die
ClustergroRe sonst zu klein wird, um signifikante Unterschiede festzustellen.
Auflerdem konnte in der Heatmap der Cluster (Abbildung 18) ein visueller
Unterschied im Verhalten dieser 4 Cluster wahrgenommen werden, was eine
gute Voraussetzung fur wahrhaftige Unterschiede zwischen den Clustern ist. Die
Patienten wurden in die folgenden Cluster gruppiert:

1. Cluster: 65 Patienten

2. Cluster: 21 Patienten

3. Cluster: 11 Patienten

4. Cluster: 8 Patienten

Abbildung 18: Heatmap mit Dendrogramm der Patientencluster

Die Heatmap zeigt das Ergebnis der Clusteranalyse der Patienten mit JMP im
Rot-Blau-Farbverlauf. Rot steht fiir erhbhte Peak-Intensitdten und blau fiir
niedrige Werte. Das Dendrogramm rechts visualisiert das Ergebnis der
Cluster-Berechnung nach Ward. Die vier Cluster sind farblich hervorgehoben
und lassen sich auch visuell in der Heatmap plausibel voneinander abgrenzen.
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Vor der Analyse wurden Patienten mit unvollstandigen Daten in den Parametern
herausgefiltert. AnschlieBend wurden die Patienten in den Clustern auf

gemeinsame Charakteristika anhand der folgenden Parametern untersucht:

- Biometrische Daten: Geschlecht, Alter, BMI

- Wichtige Laborparameter: Cholesterol, LDL, HDL, Triglyceride, C-RP,
Thrombozyten, Leukozyten, Kreatinin, GFR-MDRD, INR, PTT, GPT, LDH
- Medikation: ACEI, ATII-Blocker, Aldosteronantagonist, Diuretika,
Calciumkanalblocker, Statine, Statintyp, Statindosis, ASS, Loading-Dosen,
Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor

- CAD-Diagnose: sAP, iAP, STEMI, NSTEMI, ACS vs. CCS

Unter all den untersuchten Parametern waren bis auf vier Ausnahmen kaum
auffallige Unterschiede zwischen den Clustern festzustellen. Lediglich das Alter,
der C-RP-Wert und die Medikamenteneinnahme von ATII-Blocker und
Aldosteron-Antagonisten, welche beide von keinem der sechs Patienten in
Cluster 4 eingenommen wurden, waren auffallig.

Alter (p-value 0,015): Die Ergebnisse der ANOVA des Alters ist in Abbildung 19
abgebildet. AufRerdem hat das Alter, anders als der C-RP-Wert eine
Normalverteilung der Residuen und besteht damit die Prifung der Abweichung
des durch das mathematische Modell vorhergesagten Wertes vom tatsachlich
beobachteten Wert. Dies ist somit der statistisch signifikanteste Unterschied.
C-RP (p-value 0,0002): Signifikantes Ergebnis in der ANOVA, jedoch keine
Normalverteilung der Residuen.

Aldosteron-Antagonisten (p-value 0,486): Erreicht im Chi-Quadrat-Tests nach
Pearson nicht das Signifikanzniveau von 0,05 und ist damit nicht signifikant.
Jedoch koénnen diese Werte des Chi-Quadrat-Testes nur eingeschrankt
betrachtet werden, da die Voraussetzung von mindestens funf Fallen pro Zelle
bei den Aldosteron-Antagonisten in drei Zellen nicht gegeben ist.
ATII-Blocker (p-value 0,089): Ebenfalls nicht signifikant im Chi-Quadrat-Test,
jedoch unter all den Chi-Quadrat-Tests das Ergebnis mit dem kleinsten p-value,
weshalb es zur Veranschaulichung in Abbildung 20 dargestellt wurde. Dennoch
konnen auch hier die Ergebnisse des Chi-Quadrat-Tests nur eingeschrankt in

Betracht gezogen werden, da die Mindestanzahl der Falle von funf Fallen pro
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Abbildung 19: Mosaik-Plot der mit ATII-Blocker
behandelten Patienten innerhalb der 4 Cluster

Die mit JMP erstellte Abbildung zeigt die Patienten aufgeteilt
in 4 Cluster und deren Anzahl an mit ATII-Blockern
behandelten Patienten. Rot (0) heil8t unbehandelt und blau (1)
steht fiir ATII-Blocker-Einnahme. Cluster 1 n=47, Cluster 2
n=15, Cluster 3 n=9, Cluster 4 n=6. Der p-value des Chi-
Quadrat-Tests nach Pearson ist mit 0,089 nicht unterhalb der
Signifikanzgrenze von p < 0,05.
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Abbildung 20: Vergleich des Altersmittelwerts der 4 Cluster

Die Abbildung erstellt mit JMP zeigt die Patienten aufgeteilt in 4
Cluster und deren Mittelwerte des Alters (in Jahren) in dem
jeweiligen Cluster. Cluster 1 n=47, Cluster 2 n=15, Cluster 3
n=9, Cluster 4 n=6. Der p-value der ANOVA ist 0,015 und die
Residuen sind normalverteilt.

in zwei Zellen nicht gegeben ist. Hierfir ware ein gréleres
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3.8.1. Patientencharakteristika der HighOx-Gruppe

Aus den bisherigen Analysen, wie zum Beispiel dem Statin-Volcano-Plot, dem
Fold Change oder der Cluster-Analyse waren die oxPL als auffallige Gruppe
erkennbar. Daraufhin wurden die top 15 Patienten mit den in Summe hochsten
Peak-Intensitaten bei allen oxPL im Vergleich zu den anderen Patienten genauer
untersucht. Das Ziel war, auffallige Unterschiede bei den
Patientencharakteristika zwischen diesen ,High-Ox“-Patienten und den anderen
Patienten zu finden, und damit auf eine eventuelle Auswirkung dieser

Charakteristika auf das Lipidom zu schlieflzen.
Die oxPL setzten sich wie folgt zusammen:

-6 x OxPC: OxPC(16:0/12-HETE); OxPC(16:0/14-HDPA-n3); OxPC(18:1/12-
HETE); OxPC(16:0/14-HAdA); OxPC(18:0/12-HETE)

-4 x OxPE: OxPE(P-16:0/14-HAdA); OxPE(P-16:1/14-HDPA-n3);
OxPE(16:0/14-HDPA-n3)

-2 x OxPl: OxPI(18:1/12-HETE); OxPI(18:0/12-HETE)

-1 x OxPG: OxPG 18:0-18:0+10(1Cyc)

-1 x OxPS: OxPS (826)

Ahnlich der vorangegangenen Analyse der Gemeinsamkeiten der Patienten in
den Clustern, wurden hier nochmals die gleichen Patientencharakteristika
untersucht (Alter, Geschlecht, BMI, Laborparameter, Medikation, CAD-
Diagnose). Patienten mit unvollstandigen Daten in diesen Parametern wurden

von der Analyse ausgeschlossen.

Unter all den untersuchten Parametern war lediglich ein Ergebnis auffallig und
signifikant: Die Leukozytenanzahl. Sie war in der Gruppe mit erhdhten oxidierten
Phospholipiden erhoéht. Mit einem signifikanten p-value der ANOVA von 0,0056
und einer Normalverteilung der Residuen in der Validierung der Ergebnisse, ist
dieses Ergebnis eindeutig als auffallig zu bewerten. Die Mittelwerte der
Leukozyten in den zwei Gruppen normale oxPL-Konzentration und erhohte
OxPL-Konzentration (HighOx) sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Vergleich der Leukozytenzahl der Gruppen HighOx vs. Normal
Die mit JMP erstellte Abbildung zeigt die Patienten aufgeteilt in zwei Gruppen und
deren Mittelwerte der Leukozytenzahl (pro Mikroliter) in der jeweiligen Gruppe.
Gruppe 0 mit normaler oxPL-Konzentration n=77 (Normal), Gruppe 1 mit erhéhter
OxPL-Konzentration n=15 (HighOx). Der p-value der ANOVA ist 0,0056 und die
Residuen sind Normalverteilt.
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3.9. Leukozytose assoziiert mit erhohten oxidierten Phospholipiden

In der vorherigen Analyse der HighOx-Gruppe wurde festgestellt, dass Patienten
mit erhohten oxidierten Phospholipiden ebenfalls erhdhte Leukozyten haben.
Nun soll im Umkehrschluss untersucht werden, ob Patienten mit Leukozytose
auch erhdhte oxidierte Phospholipide haben. Daflr wurde ein Volcano-Plot
ahnlich zu dem Volcano-Plot Statin vs. Unbehandelt aus Abbildung 5 erstellt. In
dem Volcano-Plot wurden alle Patienten mit bekannten Leukozyten-Laborwerten
(n = 103) aufgeteilt in Patienten mit Leukozytose (>10.000 Leukozyten; n = 21)
und Patienten ohne Leukozytose (<10.000 Leukozyten; n = 82). Dabei waren 31
Lipide signifikant (p<0,05). Jedoch bestand kein Lipid die SGoF-FDR-Korrektur.
Dennoch hatten von diesen 31 Lipiden 12 einen positiven Fold Change von Uber
1,5. Das heil’t, 12 Lipide sind bei Patienten mit Leukozytose auffallig erhoht.
Diese Lipide mit p<0,05 und Fold Change gréfler als 1,5 sind in Tabelle 17
genauer aufgelistet und wurden im Volcano-Plot beschriftet. Wie zu erwarten

war, gehoren 10 der 12 Lipide zu den oxidierten Phospholipiden.

Volcano-Plot Leukozytose vs. keine Leukozytose
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Abbildung 22: Volcano-Plot der Lipidomverdnderungen bei Patienten mit
Leukozytose

Die x-Achse gibt den Logarithmus zur Basis 2 des Fold Changes (FC) der Lipid-Peak-
Intensitéten (Leukozytose/keine Leukozytose) an. Positive FC-Werte bedeuten eine
Hochregulierung und negative FC-Werte eine Herunterregulierung. Die y-Achse zeigt den
negativen Logarithmus zur Basis 10 der p-values der one-way ANOVA. Der Grenzwert
fur signifikante Lipide ist 1,3 (p < 0,05). Der Grenzwert des Fold Changes ist 1,5.
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Tabelle 17: Hochregulierte Lipide bei Leukozytose

Alle Lipide mit p < 0,05 und FC (iber 1,56 ohne SGoF-FDR-Korrektur aus der one-way
ANOVA von Patienten mit Leukozytose vs. ohne. Sortiert absteigend nach Fold Change
und rot geféarbt fiir die Hochregulierung. Angegebenes Cluster ist aus der JMP Variable
Cluster Analyse (Tabelle 4).

FC P-Value | N° | Cluster | Hauptgruppe Klasse | Lipidname
2.260|0.012 772 (13 Oxidierte Phospholipide | OXPE | OxPE(P-16:0/14-HAdA)
2.070|0.014 841 (13 Oxidierte Phospholipide | OxPS | OxPS (826)
2.059|0.018 927 |13 Oxidierte Phospholipide | OxPI OxP1(18:0/12-HETE)
1.952 1 0.025 778 13 Oxidierte Phospholipide | OXPE | OxPE(P-16:1/14-HDPA-n3)
1.9410.024 925 (13 Oxidierte Phospholipide | OxPI OxP1(18:1/12-HETE)
1.845/0.014 899 (13 Oxidierte Phospholipide | OXPC | OxPC(16:0/14-HAdA)
1.777|0.029 900 (13 Oxidierte Phospholipide | OxPC | OxPC(18:0/12-HETE)
1.718 | 0.027 896 |13 Oxidierte Phospholipide | OxPC | OxPC(16:0/14-HDPA-n3)
1.6890.018 863 |13 Oxidierte Phospholipide | OxPC | OxPC(16:0/12-HETE)
1.652|0.020 897 |13 Oxidierte Phospholipide | OXPC | OxPC(18:1/12-HETE)
1.621]0.050 827 |13 (Glycero-)Phospholipide | PC PC 36:6e

1.566 | 0.022 406 |54 Sphingolipide SM SM d43:2(1)
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse
Die Hauptergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. MetaboAnalyst als frei zugangliche online-Plattform ist eine einfache und
schnelle Alternative zu herkdmmlichen Statistikprogrammen in der
Metabolomics Forschung

2. In Anbetracht der gesamten chronischen Medikation haben die Statine

den starksten und signifikantesten Einfluss auf das Lipidom

Herabregulierte Lipide sind vorwiegend aus der Klasse der PC

Hochregulierte Lipide sind vorwiegend aus der Klasse der TG und oxPL

Statin-Lipidomveranderungen sind dosisabhangig

o 0 ke

Statin-Lipidomveranderungen sind unabhangig gegenuber Einfluss-
faktoren wie Medikamente oder Begleiterkrankungen

7. Erhohte Leukozyten flihren zu erhdhten oxPL in den Thrombozyten

4.2. Diskussion der Methoden

4.2.1. Chancen und Limitationen von MetaboAnalyst

Diese Studie untersuchte erstmalig genauer die Auswirkungen der Statin-
Medikation auf das Lipidom der Thrombozyten. Nach der Aufbereitung und
Isolation der Thrombozyten aus 105 symptomatischen KHK-Patienten erfolgte
die Analyse der Lipide in den Thrombozyten mittels etablierter non-targeted
Massenspektrometrie und Liquid-Chromatographie UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS
(O'Donnell et al., 2014).

AnschlieBend wurden die Peak-Intensitaten der einzelnen gefundenen Lipide
explorativ mittels verschiedener statistischer Tests und Statistikprogrammen
zwischen der mit Statinen behandelten und der mit Statinen unbehandelten
Gruppe untersucht. Verwendet wurde zum einen die online frei zugangliche
Plattform MetaboAnalyst 5.0 und das offline Statistikprogramm JMP® (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Im Folgenden sollen die Erfahrungen, Vor- und

Nachteile der Arbeit mit MetaboAnalyst im Rahmen dieser Studie diskutiert
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werden.

Die online Plattform ist mit mehreren tausend taglichen Nutzern ein etabliertes
Verfahren in der Metabolomics-Forschung (Pang et al., 2022). Die Website ist
intuitiv.aufgebaut, schnell zu verstehen und Analyseschritte lassen sich
untersucherunabhangig leicht nachvollziehen und reproduzieren. Die Plattform
kann gratis, ohne Anmeldung und ohne vorherigen Download jederzeit online
verwendet werden, was ein grol3er Vorteil gegenitber herkdmmlichen
kostenpflichtigen offline Programmen wie JMP® oder SPSS ist. Ein weiterer
Vorteil ist, dass MetaboAnalyst spezifisch auf die Metabolomics-Forschung
ausgelegt ist. So kdénnen verschiedenen Daten-Formate wie Peakintensitats-
Listen, MS-Rohspektren, Spektral-Bin-Listen oder Compund-Concentration-
Listen hochgeladen werden. Die vorhandenen Analysemethoden sind ebenfalls
die gelaufigsten in der Metabolomics-Forschung und reichen von der
Verarbeitung von MS-Rohspektren, einer Vielzahl an Datenverarbeitungs- und
Normalisierungsverfahren, Uber statistische Analysen, funktionelle Analysen,
Meta-Analysen bis hin zu integrativen Analysen mit anderen Omics-Daten. In
dieser Arbeit wurden die Schritte von den Rohdaten der Kombinationsassays bis
zu den finalen Peak-Intensitaten mit mehreren Programmen wie der MS-Dial-
Software  Multiquant, der LipidBlast-Datenbank und zur grafischen
Kategorisierung mit OmniGraffle durchgefuhrt. Vieles davon hatte man auch
allein mit MetaboAnalyst durchfihren kdénnen. Ein Vergleich oder eine
Validierung von Studienergebnissen mit den verschiedenen Analyse-Methoden
ist fur zukUnftige Arbeiten sicherlich interessant. Ein solcher Vergleich wurde im
Rahmen dieser Arbeit mit der einfaktoriellen Statistikanalyse durchgefuhrt. Die
Vergleiche der Ergebnisse der Volcano-Plots mit MetaboAnalyst und JMP sind
weiter unten aufgefihrt.

Limitationen bei der Arbeit mit MetaboAnalyst waren zunachst die umstandliche
Umwandlung von Excel-Tabellen in Text-Dateien (.txt). Anschlief3end folgten die
Datenfilterung und Normalisierung. Dabei wurden die Ergebnisse des Filterns,
zum Beispiel wie viele und welche Daten gefiltert wurden, leider nicht angezeigt.
Bei den Analysen des p-values, des Fold Changes und der Volcano-Plots gibt es
einerseits nicht viele komplexe Einstellungen zu tatigen und eine anschauliche

Visualisierung der Daten gelingt in wenigen Schritten. Andererseits ist es somit
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auch nicht mdglich mit MetaboAnalyst spezifische Einstellungen zu tatigen, wie
ein Farben-Label der verschiedenen Lipid-Hauptgruppen oder individuelle
Beschriftungen. Daflir sind Programme wie der Graph Builder von JMP besser
geeignet.

Aulerdem lasst sich auf MetaboAnalyst die Art der Korrektur des multiplen
Testens (FDR) nicht einstellen. Es gibt lediglich die Benjamini-Hochberg-
Methode, welche eine Weiterentwicklung der sehr konservativen Bonferroni-
Korrektur ist und mehr Power als diese hat. Im Vergleich dazu hat die SGoF-
Methode jedoch eine steigende Power mit der Anzahl an Tests (Carvajal-
Rodriguez et al., 2009) und ist somit noch ,gutiger” als die ,strengere“ FDR-
Methode nach Benjamini-Hochberg. Es bleiben somit mehr signifikante
Ergebnisse Ubrig. Konservative/ strengere Tests haben andererseits den Vorteil,
dass die Fehler vom Typ | (falsch-positive Ergebnisse) sehr gering gehalten
werden. Jedoch konnen dabei auch interessante Lipidveranderungen Ubersehen
werden, wie die unterschiedlichen Ergebnisse der Volcano-Plots von Abbildung
5 und Abbildung 8 zeigen. Denn ohne vorherige Daten-Normalisierung auf
MetaboAnalyst, hatte die FDR-Methode nach Benjamini-Hochberg nur ein
signifikantes Lipid bei p<0,05 und FC>1,5 Ubriggelassen, wohingegen bei der
SGoF-Methode acht Lipide signifikant blieben. In der Metabolomics-Forschung
gibt es haufig mehrere tausend Metabolite und meist nur geringe, aber trotzdem
wichtige Unterschiede. Genau fur solche hochdimensionalen, biologischen Daten
wurde die SGoF-Methode entwickelt und kann hiermit auch fir zuklnftige
Analysen empfohlen werden.

Zusammenfassend lasst sich somit folgendes fur MetaboAnalyst im Vergleich zu
JMP festhalten: Es kénnen viele verschiedene aufwendige Analysen schneller,
einfacher, Ubersichtlicher und ohne kostenpflichtige Software durchgefuhrt
werden. Nach kurzer Einarbeitung konnen innerhalb weniger Klicks
aussagekraftige Schaubilder erstellt werden. Es liefert auRerdem hilfreiche
Inspirationen Uber weitere mdgliche Tests. Allerdings hat es kaum Vorteile fur
erfahrene JMP oder R Experten, die schon genau wissen, was sie wie
analysieren wollen. Ebenfalls kommt man bei speziellen Anforderungen an die

Analysen und Schaubilder schliel3lich an die Grenzen von MetaboAnalyst.
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4.3. Diskussion der Ergebnisse

4.3.1. Lipidomveranderungen durch chronische Medikation

Die betrachteten Patienten in dieser Arbeit hatten alle eine symptomatischer KHK
und erhielten deswegen eine Herzkatheteruntersuchung, bei welcher die
Blutproben zur Analyse des Lipidoms enthommen wurden. Die Blutentnahme
erfolgte vor der Gabe des Heparinloadings. Zur Analyse der Auswirkungen der
Medikation auf das Lipidom wurde sich auf die chronische Medikation, im
Abgleich mit dem Medikamentenplan der Patienten, beschrankt. Die
Akutmedikation des Notarztes auf dem Weg zum Krankenhaus wurde somit aus
Grunden der Ungewissheit der Beeinflussungsgeschwindigkeit des Lipidoms
nicht bertcksichtigt. Bei Studien mit einer Blutentnahme NACH dem Loading
oder PCI sollten diese Parameter als mdgliche Einflussfaktoren auf das Lipidom
berucksichtigt werden. Denn es wurde schon gezeigt, dass eine Myokard-
Reperfusion innerhalb der ersten 24 Stunden nach Intervention signifikante
Veranderungen in dem Blutplasma-Lipidom hervorrufen kann (Surendran et al.,
2022).

Mit in die Analyse aufgenommen wurden insgesamt 15 verschiedene
Medikamente. Deren Einfluss auf das thrombozytare Lipidom wurde mit Volcano-
Plots oder dessen zwei Komponenten, dem Fold Change (Starke der
Auspragung) und dem p-value (Signifikanz), untersucht. Nach der SGoF-
Multiples-Testen-Korrektur hatten lediglich noch drei Medikamente signifikante
Lipidom-Unterschiede: Diuretika, P2Y 12-Inhibitoren und Statine (Tabelle 3).

Diuretika

Die Anzahl der auffalligen Lipide der Diuretika war mit 16 signifikanten Lipiden
nach SGoF-FDR-Korrektur und nur einem Lipid mit Fold Change Uber 1,5 sehr
gering (Abbildung 4). In Anbetracht der haufigen Komedikation mit Statinen wird

diese Auffalligkeit vorwiegend mittels Storfaktoren erklart.

P2Y12-Inhibitoren

Die P2Y12-Inhibitoren wurden ebenfalls signifikant haufiger zusammen mit
Statinen gegeben. So erhielten 34% der Patienten mit Statintherapie ebenfalls
P2Y12-Inhibitoren und lediglich 9% der Patienten ohne Statintherapie erhielten
P2Y12-Inhibitoren. Betrachtet man die Anzahl der signifikanten Lipide nach
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SGoF-Korrektur fallt auf, dass bei den P2Y12-Inhibitoren gesamt kein Lipid
signifikant war (Abbildung 4). Nur bei der Betrachtung von Ticagrelor und
Clopidogrel einzeln waren es 13 signifikante Lipide bei Ticagrelor und 25 Lipide
bei Clopidogrel. Im Fold Change hatten beide eine mit den Statinen vergleichbare
groRe Anzahl an Lipiden uber dem Wert von 1,5. Eine Erklarung fur die
ausbleibende Signifikanz bei gemeinsamer Betrachtung von Clopidogrel und
Ticagrelor kdnnten die jeweils sehr unterschiedlichen Lipidveranderungen sein.
Denn wahrend bei Clopidogrel hauptsachlich Lysophosphatidylcholin (LPC) (LPC
20:4; LPI 20:4; LPC 22:6; LPE 18:2; LPC 20:4/0:0; ... siehe (Tabelle 6)
hochreguliert sind, sind die hochregulierten Lipide bei Ticagrelor hauptsachlich
TG und ein DG (DG 18:2-20:3; TG 60:10(1); TG 56:9(2); TG 16:0-20:4-22:6; TG
58:10 siehe Tabelle 7). Bei Ticagrelor ebenfalls sehr signifikant hochreguliert,
jedoch knapp nicht iber dem Fold Change von 1,5 und deswegen nicht in der
Tabelle 7 aufgefihrt sind die Sphingolipide (

). Verglichen mit der Literatur wurden bei der Arbeit von Tobias Harm
(Harm, 2022) die P2Y12-Inhibitoren lediglich gesamt betrachtet. Dabei wurden
neben den hier beschriebenen LPC vorwiegend hochregulierte PC entdeckt.
Jedoch hatte keines der signifikanten Lipide ebenfalls einen Fold Change von
uber 1,5. Erklart wurde diese bis dato neue Erkenntnis mit einer ADP-Rezeptor
vermittelten Inhibierung der Plattchenaktivierung und eine daraus resultierende
Veranderung der thrombozytaren Plasmamembran (Harm, 2022). Die erste und
bisher einzige Studie zu diesem Thema beschreibt die in vitro Auswirkungen von
Ticagrelor auf die thrombozytare Plasmamembran (Lagoutte-Renosi et al.,
2021). Ticagrelor soll mit einer Erhohung von Cholesterol und PC-Ethern mit
kurzen gesattigten Ketten (16:0/16:0) und einer Erniedrigung von PC zu einer
insgesamten Membranversteifung flhren. Zusatzlich soll Ticagrelor die
Mikrolipidumgebung der plasmamembrangebundenen Rezeptoren beeinflussen.
Von einem langanhaltenden Einfluss auf die Lipidzusammensetzung der
Thrombozyten-Membran und deren Funktion wird somit ausgegangen. Diese
Lipid-Veranderungen lassen sich jedoch in den hier erhobenen Daten nicht
wiederfinden. Hier waren bei Ticagrelor vor allem VLCFA und LCFA PUFA TG
hochreguliert (Abbildung 7). Jedoch kann man diese Studien schwer

vergleichen, da fur diese Dissertation, anders als die Studie von Lagoutte-Renosi
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et al., nicht nur die Lipide der Membran der Thrombozyten analysiert wurden,
sondern die gesamten Thrombozyten.

Aulerdem befinden sich in diesem Kollektiv von 105 Patienten jeweils nur 12
Patienten, welche mit Clopidogrel beziehungsweise Ticagrelor behandelt
wurden. Daher empfiehlt es sich die Auswirkungen dieser Medikamente an
einem groReren Kollektiv genauer zu untersuchen und dies bestenfalls mit einem
speziell daflr konzipiertem Studiendesign. Dabei ware es vorteilhaft auch die

Plasmamembran gesondert von dem Rest der Thrombozyten zu analysieren.

Statine

Die eindeutigsten Ergebnisse bei der Frage nach Auswirkungen der Medikation
auf das Lipidom lieferten die Statine. Im Gegensatz zu den P2Y12-Inhibitoren
basieren die Analysen der Statin-Medikation auf einem groReren
Patientenkollektiv mit insgesamt 70 Patienten mit und 35 Patienten ohne
Statintherapie. Die Statine gesamt haben mit 165 signifikanten Lipiden nach
SGoF-FDR-Korrektur die meisten signifikant veranderten Lipide in Bezug auf die
Medikation. Danach folgt Atorvastatin einzeln mit 90 Lipiden und Simvastatin mit
25 Lipiden. Erst danach folgt Clopidogrel. Aulerdem haben die Statine, vor allem
Atorvastatin, die meisten Lipide mit einem Fold Change uber 1,5 (Abbildung 4).
Nimmt man die beiden Grenzwerte p < 0,05 nach SGoF und Fold Change > 1,5
zusammen, bleiben bei den Statinen gesamt immerhin 8 Lipide ubrig. Des
Weiteren ist im Vergleich zu den P2Y12-Inhibitoren hervorzuheben, dass die
auffallig veranderten Lipide bei den 19 Patienten mit Simvastatin sehr ahnlich zu
den auffalligen Lipiden bei den 49 Atorvastatin Patienten sind. Deswegen lassen
sich die meisten Analysen auch mit dem grof3en Statin-Kollektiv (Simvastatin +
Atorvastatin) durchfuhren. Aus diesen oben aufgefuhrten Grinden wurde sich in
dieser Arbeit auf die genauere Analyse und den Einfluss der Statine auf das

thrombozytare Lipidom konzentriert.
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4.3.2. Lipidomveranderungen unter Statintherapie — Lipide im Fokus

Unter Hinzunahme aller im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Analysen soll
eine zusammenfassende Beurteilung der thrombozytaren
Lipidomveranderungen bei Statintherapie erfolgen. Die auffalligsten Lipide sollen
hervorgehoben und in einen wissenschaftlichen Kontext mit Erklarungen der
Ursache, Zusammenhange und deren medizinische Bedeutung eingeordnet
werden. Zunachst sollen die insgesamt auffalligsten herabregulierten Lipide
betrachtet werden und anschlielend die auffalligsten hochregulierten Lipide.
Diese nachfolgenden Betrachtungen wurden nach folgendem Schema

aufgebaut:

1. Zunéachst folgt jeweils eine Tabelle der im Ergebnisteil unter Punkt 3.6 sinnvoll
gruppierten Lipide. Darin sind die Lipide aufgelistet und das jeweilige Vorkommen

in der Literatur mit der Quelle und den wichtigsten Stichpunkten aufgeflhrt.

2. AnschlieRend wird jede Gruppe mit ihren zugehdrigen Lipiden in dem den
Tabellen folgenden Flieltext mit der jeweiligen (pathologischen) Bedeutung/

Funktion laut Literaturrecherche dargestellt und genauer diskutiert.
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4.3.2.1. Herabregulierte Lipide

Unter den herabregulierten Lipiden sind vor allem drei auffallige Gruppen

hervorzuheben:

1. Hoher Fold Change: PC 18:0, PC 20:0, PC 10:0-20:4 und PC 24:0
2. PC 16-Gruppe: PC 16:0-18:3(1) und PC 16:0-20:4(1)
3. PC 40-Gruppe: PC 40:5, PC 40:2 und PC 40:1

GRUPPE 1: Hoher Fold Change
MITGLIEDER: PC 18:0, PC 20:0, PC 10:0-20:4 und PC 24:0

Tabelle 18: Herabregulierte Lipide mit hohem Fold Change im wissenschaftlichen
Kontext

Aufgelistet sind die Lipide mit besonders hohem Fold Change. AuRerdem sind die
wichtigsten Ergebnisse der Literaturrecherche mit dem jeweiligen Fazit der Quelle in
Bezug zum Thema dieser Dissertation aufgefiihrt. ACS: Akutes Koronarsyndrom.

Lipid Fazit aus der Literatur Literatur
PC 18:0 Starkste Erhéhung im ACS-Kollektiv (um Faktor 6,2); (Harm et al.,
Stearinsaure erhéht Thrombusbildung und Plattchenaggregation in vitro = 2022)
PC 20:0 (Harm et al.,
oL Zweitstarkste Erhdhung im ACS-Kollektiv (um Faktor 4,6)
Arachinsaure 2022)
PC 24:0 (Harm et al.,
) Drittstarkste Erhéhung im ACS-Kollektiv (um Faktor 4,3)
Lignocerinsaure 2022)
PC 10:0-20:4
(Harm et al.,

Caprinsaure &  Erhoht im ACS-Kollektiv (Faktor unbekannt)

2022)
Arachidonsaure

Sehr bemerkenswert ist, dass diese vier unter Statin-Medikation herabregulierten
Lipide, die im ACS-Kollektiv am meisten hochregulierten Lipide waren. Ebenfalls
wurde bei Untersuchungen im Vergleich mit Probanden ohne KHK festgestellt,
dass diese Lipide nur in geringen Mengen nachgewiesen werden konnten (Harm
et al., 2022). Ein positiver Einfluss der Statine auf das thrombozytare Lipidom von
Patienten mit KHK in Richtung dem Lipidom von gesunden Patienten kann somit

vermutet werden. Jedoch sei an dieser Stelle auch zu erwahnen, dass diese
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Beobachtung auch damit zusammenhangen kdnnte, dass das ACS-Kollektiv mit
41% Statin-Therapierten signifikant weniger Statine eingenommen hat als das
CCS-Kollektiv mit 76% Statin-Therapierten Patienten (Harm et al., 2022). Jedoch
wurde in Analysen wie der ,t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding®-
Analyse (tSNE) oder einer Heatmap eine Einflussnahme der Statine auf die ACS-
Lipidom-Alterationen widerlegt (Harm, 2022). In der Folgestudie zeigte eine
OPLS-Analyse von Statin vs. kein Statin eine starkere Trennung der Lipid-
Unterschiede im ACS-Kollektiv als im CCS-Kollektiv (Harm et al., 2023). Dies
konnte wiederum ein Beweis dafir sein, dass Statine die thrombogenen Lipide
des ACS-Kollektivs reduziert. Zur genaueren Klarung dieses Zusammenhangs
waren Folgestudien mit einem auf die Lipid-Auswirkungen der Statine
mafRgeschneidertes Studiendesign hilfreich, welches gezielt mogliche
Einflussfaktoren wie ACS/CCS oder Komedikation kontrolliert.

GRUPPE 2: PC 16-Gruppe
MITGLIEDER: PC 16:0-18:3(1) und PC 16:0-20:4(1)

Tabelle 19: Herabregulierte Lipide der PC 16-Gruppe im wissenschaftlichen
Kontext

Aufgelistet sind die Lipide der PC 16-Gruppe. AulRerdem sind die wichtigsten Ergebnisse
der Literaturrecherche mit dem jeweiligen Fazit der Quelle in Bezug zum Thema dieser
Dissertation aufgefiihrt.

Lipid Fazit aus der Literatur Literatur

PC 16:0-18:3(1)

L . Plasmamembran (extrazellular); https://hmdb.ca/metab
Palmitinsaure mit

Metabolismus & Signalwege. olites/HMDB0007974
Linolensaure
https://hmdb.ca/metab

Plasmamembran (extrazellular);
olites/HMDBO0007974

PC 16:0-20:4(1) Metabolismus & Signalwege

Palmitinsaure mit

; = Stimuliert Thrombin-Bildung (in vitro).
Arachidonsaure 9 ) (Thomas et al., 2010)

(Aoyagi et al., 2017)

Kann oxidiert werden zum hier
hochregulierten PC (16:0/12-HETE)
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Diese zwei Phospholipide sind in der fur Phospholipide typischen Form
aufgebaut. Denn meist befindet sich der polare Kopf an der sn-3 Position, die
gesattigte oder einfach-ungesattigte Fettsdure (PA (16:0), SA (18:0), ...) an der
sn-1 Position und eine PUFA (LNA (18:3), AA (20:4), ...) an der sn-2 Position
(Aoyagietal., 2017). Diese PUFA-Seitenketten kbnnen dann von der in Plattchen
pradominanten 12-Lipoxygenase (12-LOX) zu OxPCs oxidiert werden. Einige
dieser OxPC sind biologisch aktiv und es wird angenommen, dass sie im

Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten wie Arteriosklerose, Diabetes
und Krebs stehen (Aoyagi et al.,, 2017). Jedoch ist der biochemische

Zusammenhang und Metabolismus davon Stand aktueller Forschung und noch
nicht ausreichend geklart. Dennoch lasst sich in der in dieser Arbeit gefundenen
Beobachtung des herunterregulierten PC 16:0-20:4(1) und des gleichzeitig
hochregulierten OxPC 16:0-20:4+10 (bzw. genauer: PC(16:0/12-HETE) ein
Zusammenhang vermuten. Der dazugehdrige vereinfachte Synthese-Pathway ist

der folgende:

20:4 |======| 12S-HpETE |=====| {)>S.HETE |w=————)  OxPC(12S-HETE
12-LOX P GPX Sn-2 Acyl- X :

transferase

Abbildung 23: Stoffwechselweg Entstehung OxPC-12S-HETE

Beispielhafter und vereinfachter Stoffwechselweg der Bildung von OxPC(12(S)-HETE)
aus Arachidonséure (AA = 20:4). Freie AA wird zunéchst von 12-LOX (platelet type 12-
Lipoxygenase) zu 12(S)HpETE metabolisiert und anschliel3end ziigig von Peroxidasen,
vor allem der Glutathionperoxidase (GPX), zu 12(S)HETE reduziert. (Hamberg and
Samuelsson, 1974). AbschlieBend wird 12S-HETE mit der sn-2 Acyltransferase an ein
Phospholipid (PL) verestert (Hajeyah et al., 2020, O'Donnell et al., 2014). Eine genauere
Abbildung des 12S-HETE PL Synthesewegs liefert Abbildung 3.

OxPC: oxidiertes Phosphatidylcholin HETE: Hydroxyeicosatetraensdure; HpETE:
Hydroperoxytetraenséure
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GRUPPE 3: PC 40-Grupp
MITGLIEDER: PC 40:5, PC 40:2 und PC 40:1

Tabelle 20: Herabregulierte Lipide der PC 40-Gruppe im wissenschaftlichen
Kontext

Aufgelistet sind die Lipide der PC 40-Gruppe. AulRerdem sind die wichtigsten Ergebnisse
der Literaturrecherche mit dem jeweiligen Fazit der Quelle in Bezug zum Thema dieser
Dissertation aufgefiihrt.

Lipid Fazit aus der Literatur Literatur

Korreliert positiv mit Cholesterol (Mause-Plasma)  (Eisinger et al., 2014)

PC 40:5 . .
= 24 verschiedene Lipide z.B.: PC(18:0/22:5);
(Sud et al., 2006)
PC(20:1/20:4); ...
Korreliert positiv mit Cholesterol (Mause-Plasma)  (Eisinger et al., 2014)
PC 40:2 Erniedrigt bei Pra-Alzheimer-Patienten (Serum) (Xiang et al., 2015)
= 18 verschiedene Lipide z.B.: PC(20:1/20:1);
(Sud et al., 2006)
PC(18:1/22:1); ...
Erniedrigt bei Pra-Alzheimer-Patienten (Serum) (Xiang et al., 2015)
PC 40:1

= 24 verschiedene Lipide z.B.: PC(16:0/24:1);

(Sud et al., 2006)
PC(20:0/20:1); ...

Bei allen drei Lipiden handelt es sich um Diacylglycerophosphocholine (Diacyl-
GPC), bei welchen die Acylgruppen am C-1 und C-2 Atom zusammen insgesamt
40 C-Atome enthalten und dazu noch eine (40:1), zwei (40:2) oder funf (40:5)
ungesattigte Doppelbindungen. Diese zwei klrzeren Acylgruppen bestehen
somit meist aus ungefahr 20 C-Atomen, damit die Summe der zwei 40 ergibt. Die
zwei klrzeren und das 40 C-Atom Lipid stehen wahrscheinlich in engem
metabolischem Zusammenhang und verhalten sich ahnlich. Dies ist an den
gemeinsamen Clustern der JMP Variable Cluster Analyse zu sehen. Denn neben
den MUFA- und PUFA-VLCFA mit 40 C-Atomen befanden sich viele MUFA- und
PUFA-LCFA mit um die 20 C-Atomen Kettenlange in den Clustern.
Laut Human Metabolome Database 5.0 befinden sich alle drei PCs an der

extrazellularen Plasmamembran (Wishart et al., 2022). Bezuglich der
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vorteilhaften Wirkung der PUFAS auf die Plasmamembran und deren generellen
vorteilhaften Effekte auf kardiovaskulare Krankheiten gibt es bereits einige
Studien (Baum et al., 2012). Denn auf zellularer Ebene fliihren PUFA-PLs zu einer
Erhdhung der Flexibilitat und Intaktheit der Plasmamembran (Lagoutte-Renosi et
al., 2021). Die darin zentrale Rolle der Ernahrung auf die Plasmalipide und
dessen Einflussnahme wiederum auf die Lipidzusammensetzung der
Thrombozyten wurde ebenfalls bereits in frihen Studien festgestellt (Barre and
Holub, 1992).

Die Datenlage zur Funktion und pathologischen Relevanz speziell dieser oben
aufgelisteten signifikanten PCs ist jedoch sehr dunn. Es gibt eine Studie, welche
zwar keine von den hier signifikanten, jedoch ahnlichen PCs (ePC 38:5, PC 40:3
and PC 42:4) als Prostatakrebs-Serum-Diagnosemarker entdeckte und zeigte,
dass ein Zusammenhang mit 15-LOX-1 bestehen konnte (Patel et al., 2014).
Andere Studien fanden einen Zusammenhang mit Pra-Alzheimer-Patienten,
jedoch dann in Kombination mit weiteren erniedrigten Lipiden wie PC 36:6, PC
40:6, PC 38:0, PC 38:6, PC40:6e, LPC 18:2, PC 38:4e und nicht in den
Thrombozyten, sondern im Blutplasma (Xiang et al., 2015). Der fur diese Arbeit
wahrscheinlich relevanteste Zusammenhang ist in der gewichtsunabhangigen
Korrelation von PC 40:5 und PC 40:2 (zuséatzlich PC 26:0 und LPC 22:4) mit dem
Blut-Cholesterol-Level in Mausen (Eisinger et al., 2014). Denn die in dieser
Dissertation gefundenen erniedrigten Lipide, wie PC 40:5 waren vor allem im
PatternHunter auffallig. Das heil3t, ihre Konzentration nahm mit steigender
Statindosis signifikant ab Abbildung 11. Gleichzeitig nahm mit steigender
Statindosis ebenfalls das Cholesterin-Level und LDL-Level ab Abbildung 13.
Eine ahnliche positive Korrelation dieser Lipide mit Cholesterin bzw. LDL wie bei
Xiang et al., jedoch hier mit humanen Thrombozyten, konnte somit vermutet
werden. Eine genauere Diskussion dieses Zusammenhangs und der Abbildung
11 befindet sich weiter unten bei Punkt 4.3.3. Statin-Lipidomverédnderungen sind

dosisabhéngig.

Zusammenfassend lasst sich hinsichtlich der runterregulierten Lipide festhalten,
dass sie vorwiegend zu der Klasse der PC gehoren, welche Hauptbestandteil der

(extrazellularen) Thrombozytenmembran sind und als Pool fur Signal-Lipide
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dienen. Der Grund ihrer Herabregulierung unter Statintherapie kénnte entweder
an dem generellen verringerten Vorkommen im Blut aufgrund ihrer Korrelation
mit dem Blut-Cholesterol-Level und VLDL liegen, welche durch Statine verringert
werden. Oder der Grund liegt an der Synthese der hochregulierten Oxilipine,
welche den Pool an PUFA-PC konsekutiv schrumpfen lasst. Die Auswirkungen
einer Verringerung dieser Lipide sind als positiv und anikoagulativ zu werten, da
sie im ACS-Kollektiv die am starksten hochregulierten und thrombogen
wirkenden Lipide sind und mit einer vermehrten Thrombin-Synthese in

Verbindung stehen.

4.3.2.2. Hochregulierte Lipide

4. VLCFA-PUFA-TG: TG 49:3; TG 51:3; TG 51:2

5. Spezifische Triglyceride: TG 14:0-16:0-18:2; TG 15:0-16:0-18:2

6. OxPL: OxPE(P-16:0/14-HAdA); OxPE(P-16:1/14-HDPA-n3);
OxPC(16:0/12-HETE); OxPC(18:0/12-HETE)

GRUPPE 1: VLCFA-PUFA-TG
MITGLEIDER: TG 49:3; TG 51:3; TG 51:2

Tabelle 21: Hochregulierte Lipide der VLCFA-PUFA-TG-Gruppe im
wissenschaftlichen Kontext

Aufgelistet sind die Lipide der VLCFA-PUFA-TG-Gruppe. AuRerdem sind die wichtigsten
Ergebnisse der Literaturrecherche mit dem jeweiligen Fazit der Quelle in Bezug zum
Thema dieser Dissertation aufgefiihrt.

Lipid Fazit aus der Literatur Literatur

Dickere & beweglichere Linksventrikulare Wand bei  (Sysi-Aho et al., 2011)

Herzinsuffizienz (Serum).
TG 49:3
= 39 verschiedene Lipide z.B.: TG(14:0/20:3/15:0);

(Sud et al., 2006)
TG(16:0/16:1/17:2); ...

= 51 verschiedene Lipide z.B. TG(17:1/17:1/17:1);
TG 51:3 (Sud et al., 2006)
TG(16:1/17:2/18:0); ...

= 48 verschiedene Lipide z.B. TG(17:0/17:1/17:1);
TG 51:2 (Sud et al., 2006)
TG (13:0/19:1/19:1); ...
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Wahrend es bereits einige Daten zu dem Metabolismus und der Funktion von
TGs im Blutplasma gibt, ist die Datenlage bezuglich des Kompartimentes der
Thrombozyten sehr sparlich. TGs gehoéren zu den Glyceriden, welche neben CE
und freiem Cholesterol zu den ungeladenen Lipiden gehoren. In Thrombozyten
sind sie nur in kleinen Mengen vorhanden, wobei freies Cholesterol mit tber 90%
die groRe Mehrheit ausmacht und Triglyceride demgegenuber mit 2% nur eine
Minderheit sind (O'Donnell et al., 2014). lhre intrazellulare Funktion ist neben der
Energiequelle vor allem ein Pool fur die Bildung bioaktiver Lipidmolekule wie DAG
oder bestimmte PUFA-PL (Harm et al., 2023). Aufgrund der grof3en Variabilitat
der Seitenketten der Triglyceride ist es schwierig einzelnen spezifischen
Triglyceriden eine pathologische Bedeutung zuzuordnen. Stattdessen sinnvoller
ist die ganzheitliche Betrachtung der Funktion von Triglyceriden in Plattchen und
die Unterschiede hinsichtlich deren Sattigung.

Zu Letzterem, der Sattigung, wurde wie oben bereits erwahnt mehrfach ein
positiver Effekt der PUFAS auf kardiovaskulare Krankheiten bewiesen (Baum et
al., 2012). In Bezug auf andere metabolische Krankheiten, wie dem Diabetes
Mellitus Typ 2 wurde ebenfalls ein vorteilhafter Effekt der PUFAS im Gegensatz
zu den MUFAS oder gesattigten Lipiden entdeckt. Es wurde festgestellt, dass die
VLCFA-TGs im Blutplasma mit vielen ungesattigten Doppelbindungen (z.B. TG
56:9; TG 58:10; ...) ein geringeres Typ 2 Diabetes-Risiko vorhersagen konnen,
wohingegen TGs mit gesattigten oder einfachungesattigten Bindungen (z.B. TG
48:0; TG 48:1, TG 50:0; TG 52:1; ...) mit einem erhdhten Diabetes-Risiko in
Verbindung stehen (Rhee et al., 2011). Eine mdgliche Erklarung hierfir kénnte in
der Lipid-Interaktion mit der Insulinaktivitat und Insulinsensitivitat liegen (Rhee et
al.,, 2011). Die Statintherapie, welche vor allem MUFA- und PUFA-TGs in
Thrombozyten erhoht, konnte somit ebenfalls einen positiven Effekt auf die
Insulinaktivitat besitzen.

Stand intensiver Forschung der letzten Jahre ist vor allem die vorteilshafte
Wirkung insbesondere der w-3 und w-6 PUFA-PL. In Bezug auf die
Thrombozyten wurde zu Letzterem ein inhibitorischer Effekt auf die
Thrombozytenaggregation in vivo und in vitro festgestellt (Adili et al., 2018).
Ursachlich daran sollen die bioaktiven Lipid-Produkte der 12-LOX abhangigen
Oxidation von w-6 PUFA-DGLA [(20:3 (w-6)] wie 12(S)-HETTrE sein. Ob die oben
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aufgefuhrten, hochregulierten PUFA-TGs als Pool fur diese vorteilshaften PUFA-
PLs dienen und durch die Statine somit positiv beeinflusst werden, lasst sich auf
dem Stand der aktuellen Forschung ohne genauere Kenntnis der

Stoffwechselwege in den Thrombozyten nicht genau sagen.

GRUPPE 2: Spezifische Triglyceride
MITGLEIDER: TG 14:0-16:0-18:2; TG 15:0-16:0-18:2

Tabelle 22: Hochregulierte Lipide der Spezifischen-TG-Gruppe im
wissenschaftlichen Kontext

Aufgelistet sind die Lipide der Spezifischen-TG-Gruppe. AuBerdem sind die wichtigsten
Ergebnisse der Literaturrecherche mit dem jeweiligen Fazit der Quelle in Bezug zum
Thema dieser Dissertation aufgefiihrt. CAD: Koronare Herzkrankheit; HDL: High Density
Lipoprotein; VLDL: Very Low Density Lipoprotein.

Lipid Fazit aus der Literatur Literatur

Erniedrigt in atherosklerotischen Mausen nach
. » (Zhang et al., 2020)
Feinstaub PM2.s-Exposition.

TG 14:0- Unterscheidung stabile vs. instabile CAD (Serum) (Meikle et al., 2011)
16:0-18:2
Diabetes-Typ-2-Risikomodell (Wong et al., 2013)
=TG 48:2 (Sud et al., 2006)
Erhéht im epikardialen Fettgewebe (EAT) von CAD- (Barchuk et al., 2020)
TG 15:0- Patienten & negative Korrelation EAT vs. HDL & VLDL
16:0-18:2
=TG 49:2 (Sud et al., 2006)

Die pathologische Relevanz dieser zwei Triglyceride mit genauer Kenntnis der
Seitenketten zu finden war zielfuhrender als bei GRUPPE 1, da die genauen
Acyl-Seitenketten nun bekannt sind und eine genauere Einordnung in den
wissenschaftlichen Kontext moéglich ist. Daraus lasst sich die Empfehlung fur
zukunftige Studien ableiten, soweit moglich und bekannt, die genauen Acyl-
Reste zu benennen, anstatt die zusammenfassende Bezeichnung TG 51:2 mit
48 verschiedenen moglichen Seitenketten-Kombinationen.

Hervorzuheben an der Studie mit PM2.5-Feinstaub-Exposition ist, dass die
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prothrombotisch und proinflammatorisch beschriebenen Veranderungen des
Blutplasma-Lipidoms nach zweimonatiger Feinstaub-Exposition annahernd
entgegengesetzt zu den hier beschriebenen Statin-Veranderungen waren. Denn
wahrend Statine vor allem TGs erhohen und PCs erniedrigen, wurden unter PMz.5
-Belastung (neben CEs & PEs) die PCs erhdht und TGs (neben LPEs, LPCs &
DGs) erniedrigt (Zhang et al., 2020). Dies deutet auf einen positiven, der
atherosklerotischen Feinstaubbelastung entgegenwirkenden Effekt der Statine
hin.

TG 14:0-16:0-18:2 war ein Lipid im Risikomodell zur Vorhersage von Diabetes
Typ 2 (Wong et al., 2013), oder diente einem Modell zur Unterscheidung von SAP
vs. IAP (Meikle et al., 2011). Dies kdnnte bedeuten, dass dieses Lipid sehr
variabel ist und an vielen Stoffwechselwegen beteiligt ist.

Bei letzterer Studie von Meikle et al., wurde ebenfalls diskutiert, ob Statine,
welche auch in dieser Studie signifikant mehr vom SAP-Kollektiv eingenommen
wurden als vom IAP-Kollektiv, ein Storfaktor sind. Daflir wurde von Meikle et al.
eine Blutplasma-Lipidomics-Analyse von sAP-Patienten ohne vs. mit Statinen
durchgefuhrt, wobei 11 Lipide signifikant (p<0,01) unterschiedlich waren. Nur drei
Lipide davon waren ebenfalls auffallig im sAP vs. gesunden Kollektiv und zwei
Lipide von diesen 11 waren ebenfalls in dem Vergleich sAP vs. iAP auffallig.
Diese 11 Lipide waren alle unter Statintherapie runterreguliert und ahnlich zu den
Lipiden in dieser Studie vorwiegend VLCFA-PC, PI, LPC oder CE mit variabler
Sattigung von keiner bis zu flnf ungesattigten Doppelbindungen. Genau
identisch war jedoch lediglich das Lipid PC 36:4a (hier PC 16:0-20:4(1)) (Meikle
et al., 2011).

Das Lipid TG 15:0-16:0-18:2 wurde als erhoht im epikardialen Fettgewebe (EAT)
von Patienten mit CAD im Vergleich zu Nicht-CAD-Patienten nachgewiesen
(Barchuk et al., 2020). Es hatte in dieser Studie aul’erdem eine negative
Korrelation mit dessen Vorkommen in den Blutplasma-Lipiden HDL und VLDL im
Vergleich zum EAT. Das heil3t, dieses Lipid war vermehrt im EAT bei Patienten
mit CAD nachweisbar, hatte jedoch bei steigender Konzentration im EAT,
sinkende Werte in HDL und VLDL. In dieser Arbeit war es erhoht unter
Statintherapie in dem Kompartiment der Thrombozyten. Inwiefern ein

Zusammenhang von EAT, Lipoproteine und Thrombozyten besteht, ist noch nicht
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geklart. Dafir ware es notwendig gewesen, dass man die Lipidomanalyse
parallel zu den Thrombozyten ebenfalls in HDL und VLDL durchfiihrt. Damit hatte
man sicherlich erkenntnisreiche Einblicke in die Interaktion von thrombozytaren

Lipiden und Blutplasmalipiden.

Insgesamt lasst sich zu diesen VLCFA-PUFA-TGs festhalten, dass sie eine Rolle
bei kardiovaskularen Krankheiten und Atherosklerose spielen und in Verbindung
mit CAD, IAP und Diabetes stehen kénnen. Jedoch gab es keine Studie zu deren
Vorkommen und Funktion im thrombozytaren Lipidom. Ebenfalls unklar ist deren

Zusammenhang mit Statinen.

GRUPPE 3: Oxidierte Phospholipide
MITGLIEDER: OxPE(P-16:0/14-HAdA); OxPE(P-16:1/14-HDPA-n3); OxPC(16:0
/12-HETE); OxPC(18:0/12-HETE)

Tabelle 23: Hochregulierte oxidierte Phospholipide im wissenschaftlichen Kontext

Aufgelistet sind die hochregulierten oxidierten Phospholipide. Aullerdem sind die
wichtigsten Ergebnisse der Literaturrecherche mit dem jeweiligen Fazit der Quelle in
Bezug zum Thema dieser Dissertation aufgefiihrt. FIl/X/...: Faktor I/X/....; APS:
Antiphospholipid-Syndrom; AA: Arachidonséure; TxA2/B2: Thromboxan A2/B2; PPARa:
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor a; LOX: Lipoxygenase

Lipid Fazit aus der Literatur Literatur

Starkster & schneller (ab 5 Minuten) Anstieg

nach Thrombin-Aktivierung in Thrombozyten.
(Thomas et al., 2010)

OxPC(16:0/12- Stimuliert Thrombin-Bildung (im Blutplasma) und

HETE) das mehr als das nicht oxidierte PC.
12-HETE-PCs (& PEs) verbessern

= OxPC 16:0- ) o ) )
calciumabhangig die Koagulation mit dem

20:4+10

extrinsischen Tenase-, intrinsischen Tenase- (Slatter et al., 2018)
und Prothrombinase- Komplex und binden an

HETE = Hydroxy-
[ YT Bl und Fx.

Eicosatetraenoic

acid] Erhoht beim APS. Wirkt in Thrombozyten-
Zellmembran ahnlich wie die polare Kopfgruppe  (Lauder et al., 2017)

von PS —> prokoagulatorische Oberflache.
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OxPC(18:0/12-
HETE)

= OxPC 18:0-
20:4+10

[HETE = Hydroxy-
Eicosatetraenoic

acid]

OXPE(P-16:0/14-
HAdA)

[HAdA = Hydroxy-
Adrenic acid =
22:4(n-6)+10]

OXPE(P-16:1/14-
HDPA-n3)

[HDPA =
Hydroxy-
Docosapenta-
enoic acid =
22:5(w-3)+10]

Deutlicher & schneller (ab 5 Minuten) Anstieg

nach Thrombin-Aktivierung in Thrombozyten.

12-HETE-PCs (& PEs) verbessern Calcium
abhangig die Koagulation mit dem extrinsischen
Tenase-, intrinsischen Tenase- und
Prothrombinase-Komplex und Binden an Fll und
FX.

Erhoht beim APS. Wirkt in Thrombozyten-
Zellmembran ahnlich wie die polare Kopfgruppe

von PS —> prokoagulatorische Oberflache.

OxPE(P-16:0/14-HDOHE) (2 ungesattigte
Bindungen mehr) wird Calciumabhangig
innerhalb 2-180 min nach Thrombinaktivierung
gebildet.

AdA ist Substrat fir Tx-B2 und unterdriickt Tx-
A2-abhangige Synthese von AA. HAdA wird von
Lipoxygenase gebildet. Gleichzeitige Bildung
von 12-HETE und 14-HAdA nach Freisetzung
von AA und AdA aus PL.

LOX-Abhangige zwei- und dreifach oxidierte
PE(18:0/HpAdA) und PE(18:0/HpETE) (bei

GPX4-Insuffizienz) sind Ferroptose-Signale.

14-HDPA-n6 inhibiert Thrombozytenaktivierung
Uber PPARa.

DPA-n3 inhibiert Kollagen vermittelte Plattchen-
Aktivierung Uber verminderte TxA2-Bildung und
erhoht Bildung von 12-HETE.

DHA-n3 (eine ungesattigte Bindung mehr) wird
in niedrigen Dosen eher an PE-Plasmalogene
(Zellmembran) gebunden und wirkt antioxidativ.
Hohe Dosen: Eher an PC gebunden und wirkt
prooxidativ + erhdht 12-HETE.

(Thomas et al., 2010)

(Slatter et al., 2018)

(Lauder et al., 2017)

(Morgan et al., 2010)

(VanRollins et al.,
1985)

(Kagan et al., 2017)

(Yeung et al., 2020)

(Akiba et al., 2000)

(Véricel et al., 2003)
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Fraher wurde oxidierten Lipiden ein rein pathologischer Wert zugewiesen. Dies
trifft auch teils immer noch zu, jedoch vor allem fur unkontrollierte nicht-
enzymatische Oxidierung von Lipiden (Hajeyah et al., 2020). Die enzymatische
Oxidierung mittels LOX, COX oder CYP P450 sind aktuell Stand intensiver
Forschung und die Literatur diesbezlglich erkennt zunehmend deren zentrale
Rolle in physiologischen Prozessen. Die hier detektierten oxidierten Lipide sind
alle enzymatisch entstanden. In der Einleitung wurde ein Uberblick tber die
komplexen Zusammenhange der oxidierten Lipide und deren mogliche
Funktionen in Thrombozyten gegeben. Nun soll hier eine zusammenfassende
Einordnung und mogliche Bedeutung dieser Ergebnisse folgen.
Die erkannte signifikante Hochregulierung der oxidierten Lipide unter
Statintherapie war in diesem Ausmall bei keinem anderen Medikament
erkennbar. Eine leichte Hochregulierung war dennoch bei den P2Y12-Inhibitoren
und ASS erkennbar. Diese sind jedoch auch haufige Komedikation bei
Statintherapie (Tabelle 3). Diuretika und 3-Blocker sind jedoch auch eine haufige
Komedikation und weisen diese erhdohten oxidierten Lipide nicht auf. Einen Effekt
der P2Y12-Inhibitoren und ASS auf die Bildung oxidierter Lipide kann somit trotz
statistischer Tests (Abbildung 15) nicht ausgeschlossen werden und sollte in
speziellen Statin-Interventions-Studien Gberprift werden.

Annliches gilt fir die Akuitat der Krankheit. Harm et al. konnte im PLS-DA Modell
eine starkere Separierung der ACS-Lipidomveranderungen mit dem Faktor Statin
therapiert vs. unbehandelt nachweisen (Harm et al., 2023). Tatsachlich sind bei
genauerer Betrachtung seiner Volcano-Plots die oxidierten Phospholipide im
ACS-Kollektiv im Vergleich zu Patienten mit CCS ebenfalls erniedrigt (Harm et
al., 2022). Diese Veranderungen waren nicht signifikant genug, weshalb sie in
der Arbeit von Harm nicht explizit erwahnt wurden, aber in alleiniger Betrachtung
des Fold Changes in seinem Volcano-Plot sind sie dennoch sehr auffallig. Eine
mogliche Erklarung der Oxilipin-Runterregulierung im ACS-Kollektiv konnte sein,
dass Patienten mit ACS signifikant weniger Statine einnehmen und man deshalb
eine  Umkehr der signifikanten Statin-Lipide im ACS-Kollektiv findet.
Dafursprechen wirde auch, dass die beim ACS am starksten hochregulierten
Lipide die am starksten runterregulierten Lipide bei Statin-Therapie sind. Als

tatsachlichen Zusammenhang mdchte und kdnnte man auch vermuten, dass die
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Statine die prokoagulatorischen ACS-Lipidomveranderungen umkehrt. Falls dies
der Fall ist, sind die hochregulierten Oxilipine unter Statin-Therapie als positive
Veranderung zu werten.

Im Vergleich mit der Literatur lasst sich ein positiver Effekt der Oxilipine in dieser
Form nicht wiederfinden. Denn die genaue Funktion von 12S-HETE in Plattchen
ist noch nicht hinreichend geklart und die Literatur dazu sehr widerspruchlich. Ein
Review zu 12-LOX hat demnach die Funktion von 12S-HETE als sowohl anti- wie
auch prothrombotisch zusammengefasst (Yeung and Holinstat, 2011). Ebenfalls
zeigt die Literatur in der obigen Tabelle Uber die auffalligen oxPL flr jedes Lipid
die unterschiedlichsten Wirkungen, teils pro- teils antithrombotisch. Dies ist unter
anderem abhangig von den fur 12-LOX verfligbaren Substraten und deren
Konzentration. So hat zum Beispiel eine DHA-Supplementierung in niedrigen
Dosen (150 mg DHA and 30 mg EPA) inhibierende Effekte auf die Thrombozyten
und bei hohen Dosen (2 g EPA and 1,3 g DHA) prothrombotische Effekte (Yeung
and Holinstat, 2011). Eine ahnliche dosisabhangige, gegensatzliche Funktion
wurde oben bereits bei den anti- beziehungsweise prooxidativen Effekten von
DHA-n3 beschrieben und mit der unterschiedlichen Bindung an PE bzw. PC in
Verbindung gebracht (Véricel et al., 2003).

Die Kontroverse der Literatur Gber die Wirkung von 12(S)-HETE kdnnte somit
auch an den verschiedenen Bindungspartnern von HETE liegen, welche jedoch
erst mit genaueren Analysemethoden zu identifizieren sind. So konnte
OxPC(18:0/12-HETE) eine andere Wirkung haben als OxPE(16:0/12-HETE)
oder nur 12-HETE alleine. Dass veresterte Lipide andere Wirkungen haben
konnen als die einzelnen Lipide, zeigt auch, dass Prostaglandin E-Glycerol zu
einer Calcium-Freisetzung fuhrt, wohingegen freies Prostaglandin E2 dies nicht
bewirkt (Nirodi et al., 2004). In den meisten Studien zu 12(S)-HETE wird jedoch
kein Bindungspartner genannt und es ist nur von 12(S)-HETE die Rede. Jedoch
wird im thrombozytaren Zytosol freies 12(S)-HETE zu 80% sekretiert und wirkt
anders als an PL verestertes, membrangebundenes 12(S)-HETE (Thomas et al.,
2010).

Aufgrund dieser unterschiedlichen Wirkung ware es aulerst aufschlussreich eine
genauere Aufteilung der thrombozytaren Lipidomanalyse in zytoplasmatische

Lipide und membrangebundene Lipide zu unternehmen. Denn Studien hierzu
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gibt es nur wenige, obwohl diese Daten wichtige Informationen uber
Metabolismus, Signaltibertragung und Funktion der Thrombozyten liefern wirden
(Lagoutte-Renosi et al., 2021).

Zusammenfassende Kernpunkte der oxidierten Phospholipide in

Thrombozyten:

¢ Nicht-enzymatische oxidierte Lipide sind eher pathologisch. Enzymatisch
entstandene Lipide sind eher physiologisch.

e Starker und schneller Konzentrationsanstieg nach Thrombozyten-
Aktivierung.

¢ Wichtig flr extrinsische sowie intrinsische Hamostase.

e Membranstandige oxPL flhren zu einer prokoagulatorische Oberflache.

e Die Wirkung kann dosisabhangig unterschiedlich sein.

¢ Die nichtreduzierten Hydroperoxide (HpETE, HpAdA, ...) sind instabiler, aber
in ihrer Wirkung meist potenter als die reduzierten Lipide (HETE, HAdA).

e GPX reduziert die Hydroperoxide zlgig. Bei GPX-Insuffizienz haufen sich die
Anzahl der Oxidierungen an und I6sen Ferroptose aus.

e Freie oxidierte Lipide werden meist sekretiert und an PL veresterte Lipide
bleiben Membrangebunden.

e An PC gebundene Oxilipine befinden sich eher an der au3eren Zellmembran,
wohingegen an PE gebundene Lipide sich zunachst auf der Innenseite
befinden und bei Aktivierung jedoch nach auf3en geflippt werden kénnen.

e 12S-HETE-PL bildet sich vorwiegend Uber Veresterung von neu gebildetem
12S-HETE anstatt Gber direkte Oxidation von membrangebundenen PUFA-
PL.

e 12-LOX st nicht nur essenziell fur die Entstehung der Oxilipine, sondern auch
deren Funktion.

e Entstehung und Funktion der Oxilipine ist Ca2+-abhangig.

e Assoziierte Rezeptoren: Vor allem PAR4 (zusatzlich: PAR1, PPARa & y)

e Assoziierte Enzyme: sPLA2, cPLA2, 12-LOX (zusatzlich: Platelet-activating

factor-acetylhydrolase, Src-Tyrosin-Kinase und Proteinkinase C)
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Unter Hinzunahme des Wirkmechanismus der Statine, lassen sich einige
Hypothesen bezlglich der Ursache der Statin-Medikation fir die gefundenen

Lipidomveranderungen aufstellen:

Statine und Oxilipine wirken auf den PPAR-Rezeptor

In mehreren Studien wurde ein Effekt von oxidierten Phospholipiden (13-HODE,
15-HETE, Azelaoyl Phosphatidylcholin (azPC), 14-HDPA-n6) in verschiedenen
Zellen (oxLDL, Keratinozyten, Prostata-Karzinom-Zellen) auf den endogenen
Transkriptionsfaktor PPARy nachgewiesen (Konger et al., 2008, Hsi et al., 2002,
Davies et al.,, 2001, Yeung and Holinstat, 2011). Da auch fur Statine eine
aktivierende Wirkung auf den PPARY festgestellt wurde, kdnnten die Lipoxine ein
fehlendes Bindeglied in dem noch nicht ganzlich verstandenen molekularen
Pathway der Statin-Wirkung auf den PPARYy sein (Du et al., 2014). Dafursprechen
wulrde auch, dass in beiden Studien Uber die ahnlichen Mechanismen via MAPK,
Akt-Phosphorylierung, Ca2+ und cAMP berichtet wird.

Statine erhdohen die Synthese mancher Eicosanoide

Statine fuhren zu einem genetischen Enrichment von Pathways der Eicosanoid-
Synthese und PLC-Pathways, was auch an einer Erhdhung des Arachidonate 5-
lipoxygenase-activating Proteins (ALOX5AP) messbar ist (Laaksonen et al.,
2008). Dies konnte zumindest in Muskelzellen nachgewiesen werden, lasst
jedoch vielversprechend vermuten, dass es einen ahnlichen Effekt auf das

thrombozytare Genom und folglich auch Lipidom hat.

LOX und HMGCR haben eine gemeinsame Hemmung

15-LOX in Makrophagen spielt eine wichtige Rolle beim intrazellularen
Cholesterinhaushalt. Eine Inhibierung von 15-LOX flhrt zu signifikant weniger
Genexpression von 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Reduktase (HMGCR), was
letztendlich zu niedrigeren intrazellularen Cholesterin-Leveln fuhrt (Snodgrass et
al., 2018, Hajeyah et al., 2020). Eine Verbindung von 15-LOX mit dem
Cholesterin-Haushalt wird somit angenommen und eventuell besteht eine
ahnliche Verbindung mit der 12-LOX in Plattchen.
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Einige Oxilipine wie auch Statine wirken antiinflammatorisch

Antiinflammatorische Lipide wie 12-HETE und 14-HDPA, welche auch bei
Statintherapie erhéht waren, flihren wie in der Einleitung schon genauer
beschreiben unter anderem zur Freisetzung von antiinflammatorischen Zytokinen
(IL-10), Apoptose von Neutrophilen und erhohter Zelldedritus-Entfernung durch
Makrophagen-Phagozytose (Ahluwalia et al., 2022). Diese Effekte kdnnten sich
nicht nur positiv auf atherosklerotische Lasionen auswirken, sondern auch am
geschadigten Myokard nach einem Infarkt, wobei Statine neben ACE-Inhibitoren
ebenfalls positive Auswirkungen bewiesen haben. Der Wirkmechanismus dieses
positiven Effektes der Statine auf das myokardiale Remodeling ist weiterhin nicht
ganz geklart (Landmesser et al., 2009). Die antiinflammatorischen Oxilipine

konnten hier ein mogliches fehlendes Puzzleteil sein.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es einige Gemeinsamkeiten
zwischen der Wirkung der Statine wie auch der Wirkung der Oxilipine auf die
Thrombozyten gibt. Angefangen von den gemeinsamen assoziierten Rezeptoren
PAR und PPAR, Uber die gemeinsamen intrazellularen Signalkaskaden (PLA2,
PKC, Kalzium, MAPK, ...), wie auch gemeinsame Wirkungen z.B.
antiinflammatorisch oder antifibrotisch. Gegensatzlich scheint jedoch die eher
antikoagulatorische Wirkung der Statine und die eher prokoagulatorische
Wirkung einiger Lipoxine zu sein. Es gibt Studien, welche Zusammenhange der
Statine mit LOX oder erhdhter Eicosanoid-Synthese beschrieben haben, jedoch
war keine davon mit Thrombozyten. Ein allgemeiner Zusammenhang der Statine
und Oxilipine kann somit stark vermutet werden. Es fehlen jedoch weitere, eigens
daflr konzipierte Studien, um Aussagen uUber den genauen Mechanismus zu

treffen.
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4.3.3. Statin-Lipidomveranderungen sind dosisabhangig

Nachdem im Volcano Plot (Abbildung 5) signifikante thrombozytare Lipidom-
Unterschiede bei Patienten mit vs. ohne Statintherapie entdeckt wurden, sollte
im Pattern-Hunter Tool von MetaboAnalyst 5.0 (Abbildung 11) gepruft werden,
ob diese Unterschiede auch dosisabhangig sind.

Tatsachlich zeigten unter den 25 signifikantesten Lipiden 22 Lipide
(hauptsachlich TGs) eine mit steigender Atorvastatindosis positive Korrelation.
Drei der 25 Lipide (PCs) hatten eine negative Korrelation. 15 Dieser Lipide waren
schon bekannt aus vorherigen Analysen (Volcano-Plots & Heatmap).
Vergleichbare Studien mit der Auswirkung einer Statin-Medikation auf das
thrombozytare Lipidom gibt es nach aktuellem Stand nicht. Selbst Lipidomics-
Studien Uber die Auswirkungen auf das genaue Lipidprofil des Blutplasmas sind
selten. Berghenau et al. konnte in einer prospektiven Statin-Interventionsstudie
mit steigender Statindosis nachweisen, dass mit steigender Atorvastatindosis,
die Konzentration der PCs im Blutplasma abnahm, wohingegen sie bei
Rosuvastatin stieg. Beide Statine senkten die Konzentration der Sphingomyeline
(Bergheanu et al., 2008). Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den hier
gefundenen Erkenntnissen Uber das thrombozytare Lipidom. AuRerdem zeigt der
Vergleich der unterschiedlichen Lipid-Auswirkungen von Rosuvastatin und
Atorvastatin, dass die Statine sehr unterschiedliche Auswirkungen auf das
genaue Lipidprofil haben kdnnen. Deshalb sollten in zuklnftigen Analysen Uber
die Auswirkung der Statine auf eine separate Betrachtung der einzelnen Statin-
Typen geachtet werden.

In dieser Studie wurden zwar nicht die Lipidomprofile der Lipoproteine bestimmt,
aber dennoch die Plasma-Konzentrationen von Cholesterin, Triglyceriden, LDL
und HDL (Abbildung 13). Um einen eventuellen Zusammenhang mit den
Atorvastatin-Dosen festzustellen, wurden sie gleich der Gruppierung des
PatternHunters separiert. Weiter oben unterhalb Tabelle 20 wurde bereits
geschildert, dass PC 40:2 eine positive, gewichtsunabhangige Korrelation mit
dem Blut-Cholesterin-Level in Mausen aufweist (Eisinger et al.,, 2014). Eine
ahnliche positive Korrelation dieser Lipide mit Cholesterin bzw. LDL in humanen

Thrombozyten konnte somit vermutet werden. Falls dem so ist, kdnnten die
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niedrigeren Plasma LDL-Spiegel bei Statintherapie (dosisabhangig) eine
Erklarung fur die erniedrigten PCs in Thrombozyten sein. Denn LDL enthalten in
absoluten Konzentrationen eine grolte Menge an PC (Godzien et al., 2016,
Wiesner et al., 2009). Wenn LDL erniedrigt ist, konnte somit im Blut insgesamt
weniger PC vorhanden sein. Eine Studie, welche den Effekt einer Statintherapie
auf die Lipoproteine untersuchte, konnte eine Reduktion fast aller Lipidklassen
(um 21% bis 41%) in LDL feststellen. Jedoch wurde bei dieser Publikation keine
besonders starke Reduktion von PC im Vergleich zu TG beschrieben, was in
Anbetracht der hier festgestellten thrombozytaren Statin-Lipidomveranderungen

zu erwarten gewesen ware (Chapman et al., 2020).

An dieser Stelle sei jedoch kritisch angemerkt, dass bei zuklinftigen Studien zu
Lipidomveranderungen bei Statin-Medikation darauf geachtet werden sollte, dass
das Studiendesign so aufgebaut ist, dass Statindosis-Steigerungen am gleichen
Patienten gemessen werden, wie es zum Beispiel bei Berghenau et al. der Fall
war. Auch Chapman et al. hatte ein Pra-Post-Studiendesign der Statinwirkung an
den gleichen Patienten (Chapman et al.,, 2020). Anders war es in dieser
Dissertation. Hier wurden die steigenden Statin-Dosen NICHT bei dem gleichen
Patienten gemessen, sondern eine hohere Dosis bedeutete immer auch ein
ANDERER Patient, welcher aufgrund seines individuellen Lipidprofiles auch eine
hohere Dosis bendtigte. Zwar konnen dadurch dennoch Ruickschlusse auf die
Auswirkung der Statine bei hdherer Dosis geschlossen werden, eine tatsachliche
Dosis-Wirkungs-Beziehung lasst sich jedoch nur bei einer Dosis-Steigerung am
gleichen Patienten beweisen.

Dennoch lasst sich zusammenfassend festhalten, dass Statine das Lipidprofil
des Blutplasmas Dosis- und Statin-Typ-spezifisch verandern. Ob diese
Veranderungen der Lipoprotein-Zusammensetzung auch fir die Veranderungen
des thrombozytaren Lipidoms verantwortlich sind, oder ob die Ursache eher in
den Thrombozyten selbst mittels genetisch bedingten Pathway-Enrichments

liegt, kann zum jetzigen Wissensstand nicht beantwortet werden.
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4.3.4. Statin-Lipidomveranderungen sind unabhangig von

Einflussfaktoren wie Medikamente oder Begleiterkrankungen

Um zu bestatigen, dass die Lipidomveranderungen hauptsachlich auf der
Wirkung der Statin-Medikation beruhen und nicht von anderen Storfaktoren
beeinflusst werden, wurden multivariate PLS-DA Analysen mit MetaboAnalyst
5.0 durchgefuhrt. Keine der aus Tabelle 3 signifikanten und mdglichen
Storfaktoren zwischen dem mit Statin behandelten vs. unbehandelten Kollektiv
hatte eine bessere Separierung als das Statin-Modell allein.

Harm et al. hat am gleichen Kollektiv zusatzlich noch den Einfluss der
Erkrankungsschwere (ACS vs. CCS) mit PLS-DA analysiert (Harm et al., 2023).
Dabei stellte er eine starkere Separierung vor allem im ACS-Kollektiv fest. Dies
lasst sich damit erklaren, dass die Lipidomveranderungen ACS vs. CCS fast
genau entgegengesetzt den Veranderungen Statin vs. unbehandelt sind. Die am
starksten hochregulierten Lipide des ACS-Kollektivs sind die am starksten
runterregulierten Lipide bei Statintherapie. Der Zusammenhang hinter diesen
Erkenntnissen kdnnte sein, dass Patienten mit CCS eher mit Statinen therapiert
werden als Patienten mit ACS.

Die Datenlage bezuglich der Auswirkungen der Storfaktoren auf die Lipide ist
dinn. Es wurden jedoch erhdhte 12(S)-HETE-Konzentrationen bei Patienten mit
essentieller Hypertonie (Gonzalez-Nufiez et al., 2001) festgestellt. Jedoch geht
aus der Studie nicht hervor, ob es ebenfalls eine Begleitmedikation mit
beispielsweise Statinen gab. Denn falls erhéhter Blutdruck allein 12(S)-HETE im
Plasma ansteigen lasst, konnte dies auch eine Stdérvariable sein, da Patienten
mit Hypertonie ein erhohtes kardiovaskulares Risiko haben und somit auch eher
mit Statinen therapiert werden.

Wenn Hypertonie das Lipidom beeinflussen kann, wird davon ausgegangen,
dass das Alter ebenfalls einen Einfluss auf zum Beispiel die 12-LOX Aktivitat und
12-HETE-Konzentration hat (Yeung and Holinstat, 2011). Dazu gibt es jedoch
noch keine Studien. In der hier durchgefuhrten Clusteranalyse war jedoch bei der
Untersuchung der Unterschiede der Patienten zwischen den Lipid-Clustern das
Alter der signifikanteste Parameter (Abbildung 20). Das wurde fur einen Einfluss

des Alters auf die insgesamte Varianz des thrombozytaren Lipidoms sprechen,
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sollte jedoch in weiteren Analysen Uberprift werden.

Bei so vielen und sensiblen Einflussfaktoren wird deutlich, wie engmaschig und
kontrolliert Lipidomics-Studien konzipiert werden missen, um Aussagekraftige
Ergebnisse zu erhalten. Die statistischen Tests, wie die PLS-DA, sind in Ordnung
fur den Ausschluss von groben Einflussfaktoren, kdnnen einen Einfluss jedoch
nicht ganzlich ausschlielen. Daflr sollte das Studiendesign so konzipiert
werden, dass zwischen den beiden zu vergleichenden Gruppen minimale
Anderungen vorgenommen werden und alle anderen Variablen (ACS/CCS,
Nahrungsaufnahme, Komedikation, Alter, ...) mdglichst konstant gehalten

werden.
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4.3.5. Erhohte Leukozyten fiihren zu erhohten oxidierten Phospholipiden

in den Thrombozyten

Mithilfe der JMP Clusteranalyse wurden alle 928 Lipide in 124 Cluster beim
Variable Clustering (Daten nicht abgebildet) gruppiert und in 6 Cluster bei der
Hierarchical Cluster Analyse (Abbildung 17). Die ungefahre homogene
Einteilung der Lipid-Klassen ist auch ein Beweis fur die Qualitat der Daten. Die
mehrfach auffalligen Oxylipine wurden auch in der Clusteranalyse gemeinsam
gruppiert. Der Verdacht eines gemeinsamen Pathways oder gleiche Enzyme liegt
somit nahe. Um mehr dber die Ursachen von erhohten Oxylipinen
herauszufinden, wurden 15 Patienten mit besonders erhohten Oxylipinen
gegenuber den anderen Patienten verglichen. Dabei betrachtet wurden Alter,
Geschlecht, BMI, Laborparameter, Medikation und die CAD-Diagnose.
Interessanterweise war nur die Leukozytenzahl signifikant auffallig (Abbildung
21). Sie war bei den Patienten mit erhdhten oxidierten Phospholipiden im
Mittelwert um ca. 25% hdher. Bei Patienten mit besonders niedrigen Oxilipinen
konnte dieser Zusammenhang nicht gezeigt werden (Daten nicht abgebildet).
Umgekehrt wurde im Volcano-Plot jedoch gezeigt, dass Patienten mit
Leukozytose (<10.000 Leukozyten; n = 21) signifikant erhéhte Oxilipide hatten.
Im Vergleich mit der Literatur findet man fur Oxilipide mehrfach eine wichtige
Rolle bei der Thromboinflammation. (Chatterjee, 2020). Bei einer anderen Studie
uber die diagnostische Funktion von Arachidonsaure-Metaboliten (unter anderem
11-HETE, PGE2, TXB2) bei Patienten mit Sepsis, konnte gezeigt werden, dass
besonders schlimm verlaufene Sepsis-Patienten eine Reduktion dieser Lipide im
Blutplasma um 80-90% hatten (Bruegel et al., 2012). Dies wurde erklart mit einer
verminderten Genexpression und Funktion der COX-2. Tatsachlich werden oben
genannte Arachidonsaure-Metabolite von der COX-2 synthetisiert. Eine
Verminderung der COX-2 koénnte eventuell zu einer Erhéhung der 12-LOX und
damit vermehrten Bildung von Lipoxiden fuhren, ahnlich wie es beim
Analgetikaasthma der Fall ist (Narayanankutty et al., 2013). Ob dieser
Zusammenhang in den Thrombozyten besteht oder wie erhohte Leukozyten im
Blutplasma in Verbindung mit erhdhten Lipoxiden in Thrombozyten stehen, ist

wissenschaftlich noch nicht geklart.
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5. Zusammenfassung

In dieser Studie wurde untersucht, ob die chronische Medikation von KHK-
Patienten einen Einfluss auf das thrombozytare Lipidom hat. Dabei zeigte sich,
dass eine Medikation mit Statinen zu den meisten und starksten
Lipidomveranderungen fuhrte. AuRerdem waren die P2Y12-Inhibitoren auffallig,
wobei die Lipidomveranderungen fur Clopidogrel sehr unterschiedlich zu den von
Ticagrelor waren.

Die Lipidomveranderungen der Statin-Medikation wurden zum einen mittels
Statistikprogrammen wie JMP und zum anderen mit der Onlineplattform
MetaboAnalyst 5.0 untersucht. Es wurde auch erstmalig gezeigt, dass einige der
signifikanten Lipide eine positive Korrelation mit steigender Atorvastatindosis
aufweisen. Ebenfalls wurde deren Unabhangigkeit von eventuellen Stérfaktoren
wie Begleiterkrankungen oder Komedikation belegt.

Unter Statintherapie vorwiegend herabreguliert waren fast ausschlieRlich LCFA-
und VLCFA-PCs. In dieser Arbeit wurden zwei Erklarungsmodelle dieser
Herabregulierung aufgrund Statintherapie aufgestellt. Eines besteht in der
positiven Korrelation der PCs mit Plasma-Cholesterol und VLDL, welches beides
unter Statintherapie sinkt. Das andere steht im Zusammenhang mit den
hochregulierten Oxilipinen, welche die PCs als Ausgangssubstrate besitzen und
dies somit fir eine Statin-induzierte gesteigerte Oxilipin-Synthese sprechen
konnte. Insgesamt sind die Veranderungen der herabregulierten Lipide als positiv
und antikoagulativ zu werten, da die im ACS-Kollektiv am starksten
hochregulierten und thrombogen wirkenden Lipide unter Statintherapie verringert
sind.

Die signifikant hochregulierten Lipide unter Statintherapie waren vorwiegend
VLCFA-PUFA-TG und Okxilipine. Die TGs stehen im Zusammenhang mit
kardiovaskularen Krankheiten, Atherosklerose und einer Assoziation mit CAD,
IAP und Diabetes. Den Oxilipinen wird eine zentrale Funktion bei Inflammation,
Hamostase und Apoptose (Ferroptose) nachgesagt. In vergleichender
Betrachtung der Oxilipinen und Statinen in  Thrombozyten wurden
Gemeinsamkeiten bei den Rezeptoren und Signalwegen gefunden, welche eine

Erklarung mancher pleiotroper Wirkungen der Statine sein kdnnten.
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Als zusatzliche Analyse des Lipidoms und der Patienten mit besonders hohen
Oxilipinen wurde eine Clusteranalyse gekoppelt mit den Patienten-
Charakteristika durchgefuhrt. Damit konnte erstmalig eine Korrelation von
Leukozytose mit erhohten intrathrombozytaren Oxilipinen aufgezeigt werden.
Dies ist ein weiterer Beweis der zentralen Rolle der Oxilipine bei

thromboinflammatorischen Prozessen.
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Abstract

Background: Platelets are key players in the pathophysiclogy of coronary artery disease (CAD) and
platelet hyperreactivity leads to increased risk of developing adverse cardiovascular events. Further,
significant changes in the platelet lipidome occur in patients with acute coronary syndrome (ACS) and
critically regulated lipids lead to platelet hyperresponsiveness. Statin treatment is crucial in the
treatment and prevention of patients with CAD by remodeling lipid metabolism.

Objective: In this study, we investigate the platelet lipidome of CAD patients by untargeted
lipidomics, highlighting significant changes between statin-treated and naive patients.

Methods: We characterized the platelet lipidome in a CAD cchort (n = 105) by an untargeted
lipidomics approach using liquid chromatography coupled to mass spectrometry.

Results: Among the annotated lipids, 41 lipids were significantly upregulated in statin-treated
patients, whereas 6 lipids were downregulated compared to naive patients. The most prominent
upregulated lipids in statin-treated patients belong to the class of triglycerides, cholesteryl esters,
palmitic acid, and oxidized phospholipids, whereas mainly glycerophospholipids were downregulated
compared to untreated patients. A more pronounced effect of statin treatment on the platelet
lipidome was observed in ACS patients. We further highlight a dose-dependent influence on the
platelet lipidome.

Conclusion: Our results reveal that the platelet lipidome is altered in CAD patients with statin
treatment and upregulated lipids embody mainly characteristic triglycerides, whereas downregulated
lipids mostly compromise glycerophospholipids, which may play a role in the pathophysiology of
CAD. Results of this study may contribute to the understanding of statin treatment softening the lipid
phenotype.
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