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1 Einleitung

1.1  Funktion und Morphologie der Thrombozyten

Der Thrombozyt hat die Aufgabe, in Zusammenarbeit mit I6slichen
Plasmabestandteilen einen Thrombus zu bilden, der Verletzungen der Gefaliwand
verschlieRen und Blutungen aus diesen Verletzungen stoppen soll. Dieser Vorgang
erfolgt in drei Schritten: primare Hamostase, sekundare Hamostase und Fibrinolyse
(28). Hierfur sind Adhasion an der verletzten Gefal3wand, Aktivierung des
Thrombozyten und schlie3lich Aggregation mit weiteren aktivierten Thrombozyten
erforderlich.

Die Adhasion als erster Schritt der primaren Hamostase kennt zwei Formen:
.Primare Adhasion“, bei der noch ruhende Thrombozyten an der verletzten
GefaBwand adhéarieren und ,sekundare Adhasion”, bei der bereits aktivierte
Thrombozyten an Strukturen des Subendothels adharieren (3). Glykoproteine der
thrombozytdren Membran regulieren diesen Adhasionsvorgang.

Da die Adh&sion sowohl unter enormen arteriellen Flussgeschwindigkeiten als
auch unter grof3en Scherkraften auftritt, muss bereits der erste Kontakt zwischen
Thrombozyten und verletzter GefalBwand schnell und stabil sein. Dieser erste
Kontakt besteht in der Interaktion des thrombozytaren Rezeptors fur den von-
Willebrand-Faktor  (Glykoprotein  Ib-V-IX) mit kollagen-immobilisiertem  von-
Willebrand-Faktor (VWF) (57,67).

Diese Interaktion ist jedoch reversibel und unzulénglich, um eine stabile
Adhasion zu erreichen. Es bedarf weiterer Kontakte zwischen Thrombozyten und
Bestandteilen der extrazellularen Matrix (ECM) (56,12).

Thrombozytare Oberflachenrezeptoren, insbesondere Integrine, fihren durch
Interaktion mit Bestandteilen des Subendothels zu einer Stabilisierung der
Thrombozytenadhésion. Integrine finden sich in geringer Zahl auf der Oberflache
verschiedener Zellen. Im ruhenden Zustand dieser Zellen weisen Integrine eine
niedrige Affinitat fur ihre naturlichen Liganden auf. Durch inside-out Signale anderer
Oberflachenrezeptoren kdnnen Integrine jedoch in einen Zustand hoher Affinitat

versetzt werden.



Die zentrale Rolle nimmt hierbei die Bindung des aktivierenden
thrombozytaren Kollagenrezeptors GPVI an subendothelial freiliegendes Kollagen
ein: Sie fuhrt zur Aktivierung der thrombozytaren Integrine a,f; und a;,B3 (56). Die
Bindungen von a,B; an Kollagen und von a;pB3 an den VWF sind am wichtigsten fur
eine bestandige Adhéasion (69,56) (Abbildung 1). Durch die Freisetzung loslicher
Mediatoren (ADP, TxA, und Thrombin, s. unten) wird dieser Prozess verstarkt
(Abbildung 1).

Es kommt neben der Aktivierung der Thrombozyten auch zu einer Anderung
ihrer Form. Dabei bilden sich Scheinfuf3chen (,Pseudopods”), die das Abdichten der
Gefallwandverletzung unterstiitzen. Die aktivierten und adh&renten Thrombozyten
bilden aus Arachidonsaure Thromboxan A,, das sowohl den Aktivierungsprozess
nach Freisetzung in den Extravasalraum als auch die Bindung an spezifische
Thromboxanrezeptoren verstarkt. Des Weiteren ist TxA; ein potenter Vasokonstriktor
und fuhrt zur Verlangsamung des Blutflusses (71,10). Diese Verlangsamung
wiederum begtinstigt die Thrombusbildung (28).

Autokrine und parakrine Sekretion granulierter Substanzen wahrend der
Adhasion und der Formanderung verstarken den Adhasionsprozess, indem aus dem
zirkulierenden Blut noch ruhende Thrombozyten stimuliert, rekrutiert und schlief3lich
zur Aggregation mit bereits adharenten Thrombozyten veranlasst werden. Diese
Effekte werden Uber den hauptsachlich durch Adenosindiphosphat (ADP) aktivierten
GP llb-llla Rezeptor vermittelt (28).

Die Aggregation lasst sich in zwei Phasen einteilen: Bei der primaren,
reversiblen Aggregation sind die Thrombozyten Uber ,lose Fibrinogenbriicken®
miteinander verbunden. Die sekundare, irreversible Aggregation setzt erst nach einer
gewissen Verzogerung ein. Sie wird durch die oben angeflihrte Sekretion granularer
Substanzen initiiert (28).

Fur den normalen Ablauf des Aggregationsvorganges spielen Scherkréfte, die
die Wahrscheinlichkeit eines Kontaktes zwischen zwei Thrombozyten erhdéhen
kénnen, sowie Ca** und Fibrinogen eine Rolle (28).

Von entscheidender Bedeutung fir die Aggregation ist der Glykoprotein Ilb-
llla-Komplex: Erst wenn der Thrombozyt aktiviert ist, werden Bindungsstellen in der
Umgebung des GP lIb-llla Komplexes fur l6sliches Plasmafibrinogen zuganglich.



straffe AdhaS|on und Akthlerung
weiterer Thrombozyten
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Abbildung 1: modifiziert nach Literaturangabe 41: T hrombozytenadhasion an Kollagen

Bei initialem Kontakt kommt es zu Interaktionen zwischen Bestandteilen der ECM und
Oberflachenrezeptoren des Thrombozyten: An kollagen-immobilisierten vVWF bindet der thrombozytéare
VWF Rezeptor GP Ib-V-1X, an freiliegendes Kollagen bindet GPVI.

Im zweiten Schritt (Aktivierung) folgt auf die durch GPVI-Kollagen-Interaktionen hervorgerufene
zellulare Aktivierung die Versetzung der Integrine in einen Zustand hoher Affinitat und die Freisetzung
I6slicher Mediatoren (vor allem ADP und TxA,).

Schlief3lich fihrt die nun straffe Haftung des Thrombozyten an Kollagen (hervorgerufen durch direkt
aktiviertes a,; und durch indirekt [via VWF oder andere Liganden] aktiviertes a,,03) zu anhaltendem
GPVI Signaling, vermehrter Freisetzung und koagulationsfordernder Aktivitdt. ADP und TxA, dehnen
die Integrin-Aktivierung auf bereits adharenten Thrombozyten aus und induzieren

Thrombuswachstum, indem weitere Thrombozyten aktiviert werden.
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Die Bindung von GP lIb-Illa hangt stark von der Anwesenheit von Ca®* ab und
fuhrt zur Bildung von Thrombozytenaggregaten.

Dieses primére Aggregat ist relativ instabil und bedarf weiterer Festigung
(sekundare Hamostase) (18). Aktivierung der Gerinnungskaskade und Bildung von
Fibrin sowie Thrombin stellen den Beginn der sekundaren Hamostase dar. Fir die
Aktivierung der Gerinnungskaskade spielt die aktivierte Thrombozytenoberflache
eine entscheidende Rolle (25). Die Quervernetzung von auf der
Thrombozytenoberflache abgelagertem Fibrin fihrt zur Verfestigung des Thrombus.
Dieser Vorgang wird durch die Kontraktion des Thrombozyten-Fibrin-Konglomerats
verstarkt.

Dabei kdnnen nur aktivierte Thrombozyten einen stabilen Thrombus bilden.
Der Aktivierungsvorgang ist komplex und beinhaltet Anderungen metabolischer und
biochemischer Mechanismen, Anderung der Thrombozytengestalt, Aktivierung von
Oberflachenrezeptoren  sowie  Verdnderungen in der Ausrichtung von
Membranphospholipiden (28,61,70). Besonders beachtenswert erscheint, dass die
Aktivierung von Thrombozyten sowohl zu einer erhdhten Freisetzung von léslichem
GPVI in die Plattchenumgebung als auch zu einer erhéhten Expression von GPVI auf

der thrombozytaren Plasmamembran fihrt (15,56).

1.2  Glykoproteine der Thrombozytenmembran

Thrombozyten exprimieren membranstéandige Glykoproteine, welche die
Interaktion der Thrombozyten untereinander, mit der subendothelialen Matrix, mit
plasmatischen Gerinnungsfaktoren, mit Endothelzellen oder mit Leukozyten
vermitteln.

Nach ihrer Molekulstruktur werden diese Glykoproteine in 4 Gruppen unterteilt:
Integrine, leuzinreiche  Glykoproteine, Selektine und Rezeptoren vom
Immunglobulintyp (57) (Tabelle 1).

Die ubiquitar vorkommenden Integrine finden sich auf beinahe allen Zellen
und fungieren als Adhé&sionsrezeptoren. Sie verbinden Strukturen des Zytoskeletts

mit der extrazellularen Matrix. Zu diesem Zweck interagieren Integrine mit einer
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Vielzahl von Glykoproteinen wie Kollagen, Fibronektin, Fibrinogen, Laminin,
Thrombospondin, Vitronektin und vVWF.

Integrine bestehen aus einer a- und einer B—Untereinheit und werden anhand
ihrer Struktur mittels der B—Kette subklassifiziert. Diese verbindet sich mit einer
spezifischen a—Kette zu einem funktionellen Rezeptor (28).

Bis heute wurden funf auf Thrombozyten vorkommende Integrine beschrieben:
drei der Bi—Klasse (a2B; = Kollagenrezeptor, asp; = Fibronektinrezeptor, agB; =
Lamininrezeptor) und zwei der Bs—Klasse (apBs = Fibrinogenrezeptor, a,fs =
Vitronektinrezeptor) zugehoérend (57) (Tabelle 1).

Die  beiden  Membranglykoproteine  GPIb-V-IX und GPIV  sind
charakteristischerweise reich an der Aminosdure Leuzin. GPIb-V-IX als
Adhasionsrezeptor fur den VWF spielt eine zentrale Rolle in der primaren
Hamostase. Die Hauptaufgabe dieses Glykoproteins besteht in der Adhéasion
zirkulierender Thrombozyten an den in Kollagenfibrillen immobilisierten VWF
entgegen hohen Scherkraften (32). GPIb-V-IX besteht aus vier Untereinheiten:
GPlba, GPIbB, GPV und GPIX. GPlba nimmt eine zentrale Rolle fur die
Rezeptorfunktion ein. Es weist im Bereich seiner extrazellularen Domane
Bindungsstellen fur den vVWF und fir Thrombin auf (16).

Selektine sind vaskulare Adhasionsrezeptoren, die die heterotypischen
Interaktionen von Zellen vermitteln. Von den drei bekannten Selektinen (E-, L- und P-
Selektin) findet sich nur P-Selektin im Thrombozyten. Es wird in den thrombozytaren
a-Granula gespeichert und nur von aktivierten Thrombozyten exprimiert. Dabei
fordert es die Anlagerung von Leukozyten an die Endothellasion und induziert
inflammatorische Reaktionen in Leukozyten. Uberdies wird P-Selektin auch in den
Weibel-Pallade-Kdrperchen der Endothelzellen gespeichert.

Die Bedeutung der Adhasionsrezeptoren vom Immunglobulintyp PECAM-1
und ICAM-2 ist noch nicht vollstandig geklart. Fir PECAM-1 wird eine Rolle bei der
Plattchenadhdsion an das Subendothel diskutiert. Dabei scheint es durch
Scherspannung aktiviert zu werden und dann selbst die ERK1/2 Kaskade zu
aktivieren (24).

ICAM-2 wurde auf aktivierten Thrombozyten beschrieben und scheint von
Bedeutung fur die thrombozytenvermittelte Inflammation und fir die Adh&sion von

Thrombozyten an Leukozyten zu sein (28).
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Tabelle 1 Glykoproteine der Thrombozytenmembran  (modifiziert nach

Literaturangaben 24, 27)

Klassifizierung Elektro- Cluster of Rezeptorzahl Liganden-
phoretische Differentiation  pro Plattchen  speazifitat

Klassifizierung Nomenklatur

Integrine

02B1 GPla-lla CD49b 1000 Col

osP1 GPlc-lla CD49c 1000 Fn

asP1 GPIc'-lla CD49of 1000 Laminin

ajibPBs GPllb-llla CD41-CD61 60.000- Fb, Fn, Vn,

100.000 VWF

B3 GPav-llla CD51-CD61 100 Vn,Fb,Fn

Leuzinreiche Glykoproteine

-- GPIb-V-IX CD42a-b-c 25.000 VWF,
Thrombin

-- GPIV (GPIlIb) CD36 15.000-25.000 Col, Tsn

Selektine

-- P-Selektin CD62P 12.000 aMb2, PSGL-1

Immunglobulindhnliche Adh&sionsrezeptoren

-- ICAM-2 CD102 5.000 LFA-1

-- PECAM-1 CD31 3.000 unbekannt

-- GPVI -- 3.700 Col

Lysosomale integrale Membranproteine

-- GP53 CD63 3.000 unbekannt

Col: Kollagen, Fb: Fibrinogen, Fn: Fibronektin, Vn: Vitronektin, vVWF: von-Willebrand-
Faktor, Tsn: Thrombospondin
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1.3 Thrombozytares GPVI

1.3.1 GPVI - Struktur und Signaltransduktion

GPVI wurde 1982 durch 2-D Gelelektrophorese als ein 60-65 kDa schweres
thrombozytares Glykoprotein identifiziert (17). Humanes GPVI besteht aus 339
Aminosauren und besitzt 2 1g-C2-adhnliche extrazellulare Doméanen, welche aus
Disulfid-Bindungen, einem Muzin-&hnlichen Stiel, einer Transmembranregion und
einem kurzen 51 Aminosauren langen cytoplasmatischen Schwanz bestehen (39)
(Abbildung 2).

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl das transmembrandse als auch das
cytoplasmatische Ende des humanen GPVI Bereiche enthalt, welche Bindungen mit
weiteren Proteinen vermitteln. Fur die Bindung einer Fc Rezeptor y-Kette ist ein
positiv geladenes Arginin erforderlich, welches GPVI in seiner transmembranésen
Region tragt. Daneben scheinen die ersten 6 juxtamembrandsen Aminosauren von
grol3er Wichtigkeit fur die Bindung einer Fc Rezeptor y-Kette zu sein.

Das cytosolische GPVI-Ende enthalt eine Prolin-reiche Sequenz, welche
selektiv an die Src homology 3 Domane der Src Tyrosinkinasen Fyn und Lyn bindet
(73). Ebenfalls am cytoplasmatischen Ende tragt GPVI eine Calmodulin bindende
Domaéne (26,27). Calmodulin ist fortwdhrend mit thrombozytdrem GPVI assoziiert,
dissoziiert aber mit zeitlicher Verzégerung nach Aktivierung.

Die Quervernetzung zweier GPVI-Komplexe fiihrt zur Tyrosinphosphorylierung
ihrer Immunorezeptor Tyrosin-basierenden Aktivierungsmotive (ITAM) durch die
Tyrosinkinasen Fyn und Lyn (9,21,65). Hierauf folgen Bindung und anschliel3ende
Aktivierung der Syk Tyrosinkinase, welche zwei SH2 Doménen enthalt. Dies initiiert
eine nachgeschaltete Signalkaskade, welche zur Aktivierung einiger Effektorenzyme
wie PLCy2, Kkleine G-Proteine und Phosphoinositid-3 Kinase fuhrt. Von
entscheidender Bedeutung fur diese Signalkaskade sind die Adapter LAT und SLP-
76. Das Signaling durch die GPVI/FcR y-Kette wird Gber denselben Weg vermittelt
wie bei Immunrezeptoren, wobei die FCR y-Kette als signaltransduzierender Teil des

Rezeptorkomplexes fungiert (56).
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Abbildung 2: modifiziert nach Literaturangabe 56: D er GPVI/FC Rezeptor y-Kettenkomplex
Abgebildet ist die Anordnung des GPVI/Fc Rezeptor y-Kettenkomplexes. GPVI besteht aus zwei Ig
Domaénen, die mit einer Muzin-ahnlichen Region verbunden sind. Diese Muzin-dhnliche Region enthalt
mehrere Bindungsstellen fiir O-gebundene Glykolisierung. Die Transmembrandoméane enthalt ein
Arginin, welches fir die Assoziierung mit einer FcR y-Kette via Salzbriickenbindung notwendig ist. Das
cytosolische Ende enthalt eine prolinreiche Sequenz sowie eine Calmodulin bindende Domane.

Die FcR y-Kette besteht aus einem Homodimer, welches durch Disulphidbindungen verbunden ist. Sie
besitzt zwei Tyrosine in einer festen Sequenz, die als Immunorezeptor Tyrosin-basierendes
Aktivierungsmotiv (ITAM) bekannt ist.

1.3.2 GPVI - Funktion

Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass die Bindung von Kollagen an GPVI als
initialer  Trigger fur  Plattchenaktivierung und  Plattchenaggregation  bei
Gefallverletzungen dient, durch welche Komponenten der ECM wie Kollagen
freigelegt werden (40,52,56). GPVI bindet nur an fibréses Kollagen, wobei I6sliches
GPVI auf dieselbe Weise an Kollagen bindet wie das auf der
Thrombozytenoberflache gebundene GPVI (29) (Abbildung 3).

GPVI-vermittelte feste Plattchenadhasion fiuhrt zur Thrombozytenaktivierung
und Sekretion prokoagulatorischer sowie proinflammatorischer Verbindungen,

welche abwechselnd die Thrombusbildung verstarken und konsolidieren (56).
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Nach der Kollagenbindung an Thrombozyten kommt es zur
Phosphatidylserinexpression auf der Plattchenoberflache. Phosphatidylserin
verursacht Prothrombinaseaktivitdt, welche die Thrombusformation erhéht (56).
Dariiber hinaus erhoht sich die Lebensdauer adharenter Plattchen um mehrere
Stunden bis Tage. Die adharenten Plattchen initieren ferner die de novo-
Proteinsynthese und Interleukin-1-B Freisetzung durch Mikrovesikelfreisetzung
(43,44,45). Hierdurch wird die inflammatorische Aktivitat in der Umgebung eines
Plattchenthrombus potenziert.

GPVI qilt als der wichtigste Kollagenrezeptor fir die Vermittlung von
Thrombozytenadhdasion und  Thrombozytenaggregation an menschlichen
atherosklerotischen Plaques (19,59). Wird GPVI inhibiert, fuhrt dies zu einer
substantiellen Abschwachung der Plattchenadhésion an das atherosklerotische
Gewebe (59). Obwohl GPVI kontinuierlich auf der Thrombozytenoberflache
exprimiert wird, erhdéhen sich nach Plattchenaktivierung Freisetzungsrate und
Plasmamembranexpression deutlich (15,56). Dies legt die Vermutung nahe, dass die
Dichte des thrombozytdren Kollagenrezeptors GPVI in Verbindung mit
Myokardinfarkten steht (12,13,68).

Endothelzelle

Thrombozyt . . .]

Abbildung 3: modifiziert nach Literaturangabe 13: | nteraktion von GPVI und Kollagen bei
GefalBwandverletzungen
Bei GefalRwandverletzungen werden Bestandteile des ECM wie Kollagen freigelegt. Sowohl

plattchengebundenes wie auch lésliches GPVI binden auf dieselbe Art an das Kollagen.
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1.4  Thrombozytdres Membranglykoprotein GP-1b-V-IX

Thrombozyten weisen zwei Membranglykoproteinkomplexe auf, die durch
ihren Reichtum an der essentiellen Aminosaure Leuzin charakterisiert sind: GP-Ib-V-
IX und GP IV.

Der GP-Ib-V-IX-Komplex bildet den Adhasionsrezeptor fir VWF und spielt eine
zentrale Rolle in der priméaren Hamostase (vergleiche 1.1). Hauptaufgabe von GP-Ib-
V-IX ist die Adhésion zirkulierender Thrombozyten an in Kollagenfibrillen
immobilisierten VWF entgegen den hohen Scherkraften, wie sie im Bereich arterieller

Stromungen vorkommen (28).

1.5 Thrombozytdres Membranglykoprotein P-Selektin

P-Selektin gehort zur Gruppe vaskularer Adhasionsrezeptoren und findet sich
sowohl in Plattchen als auch in Endothelzellen. Es liegt gespeichert in
thrombozytaren a-Granula und in endothelialen Weibel-Pallade-Korperchen vor. Auf
ruhenden Thrombozyten oder Endothelzellen wird P-Selektin nicht exprimiert. Eine
Aktivierung fuhrt jedoch zur raschen Freisetzung und Oberflachenexpression von P-
Selektin auf beiden Zelltypen und spielt eine zentrale Rolle bei der sekundaren
Hamostase und bei vaskularen Reparaturvorgangen. P-Selektin fordert die
Anlagerung von Leukozyten an die Endothellasion und induziert inflammatorische

Reaktionen in Leukozyten (28).

1.6  Beschreibung und Definition der stabilen Angina pectoris

Stabile Angina pectoris (SAP) ist ein Symptom myokardialer Ischamie, welche
bei Sauerstoffminderversorgung des Herzmuskels auftritt (72). Gekennzeichnet ist
die SAP durch kurzzeitig (im Rahmen weniger Minuten) anhaltende thorakale

Beschwerden. Auslosende Faktoren kodnnen korperliche Belastung, emotionale
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Anstrengung, Kalte oder ausgiebige Mahlzeiten sein. Als ,stabil* wird eine Angina
bezeichnet, wenn bei mehrfachem Auftreten die Symptome von gleicher Intensitat
und nicht progredient sind.

Nach der Canadian Cardiovascular  Society lasst sich die

belastungsabhangige Angina in 4 Grade einteilen (38):

Grad | Definition

1 Angina nur bei sehr starker oder

anhaltender Belastung

2 Angina mit maRiger Beeintrachtigung

normaler Tatigkeiten

3 Angina mit deutlicher Einschrankung der

Leistungsfahigkeit

4 Angina mit erheblicher Einschrankung

der Leistungsfahigkeit

Beseitigen lasst sich die SAP in der Regel durch kérperliche Ruhe und die

Gabe von Glyceroltrinitrat (1).

1.7 Beschreibung, Definition und Untergliederung  de s akuten

Koronarsyndroms

Unter dem Begriff “Akutes Koronarsyndrom” werden die instabile Angina
pectoris (IAP) und der akute Myokardinfarkt zusammengefasst (63), wobei der akute
Myokardinfarkt weiter unterteilt wird. Diese Unterteilung umfasst transmurale Infarkte,
gekennzeichnet durch initial auftretende ST-Hebung und Auftreten von Q-Wellen
(STEMI), und nicht-transmurale Infarkte, gekennzeichnet durch das Fehlen einer ST-
Hebung und keinem Auftreten von Q-Wellen (NSTEMI). Dabei ahneln sich die
Beschwerden beider Krankheitsbilder so sehr, dass sie sich allein durch Beurteilung
der Symptomatik nicht sicher unterscheiden lassen.

Leitsymptom ist der stark ausgeprégte, retrosternal oder (seltener)
epigastrisch lokalisierte (Thorax-)Schmerz. Er halt in aller Regel langer (mehr als 20
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Minuten) an als ein SAP-Anfall und ist intensiver. Charakteristisch sind des Weiteren
Glyceroltrinitrat-Refraktaritat sowie Schmerzausstrahlung in die Arme, den Rucken,
den Hals, den Unterkiefer und die epigastrische Region.

Begleitsymptome sind Blasse, KaltschweiRigkeit, Ubelkeit, Erbrechen,
Benommenheit und Schwéchegefuhl. In 25-30% der Félle manifestiert sich der
Myokardinfarkt allerdings als klinisch stummer Infarkt. Zur Einteilung des akuten
Koronarsyndromes werden folgende Kriterien genutzt:

Episoden von mehr als 20 Minuten Angina pectoris, die entweder progredient
sind oder innerhalb 24 Stunden in Ruhe oder bei minimaler kérperlicher Aktivitét
auftreten. Das EKG weist entweder eine neu aufgetretene ST-Erniedrigung von
mindestens 0,05mV, eine transiente (<20 Minuten) ST-Erhéhung von mindestens
0,1mV oder eine negative T-Welle von mindestens 0,3mV in zwei oder mehr
Standardableitungen auf. Kreatinkinase (CK) und Troponin-I kénnen erhéht sein,
kénnen aber auch normale Werte aufweisen. Bei CK oder Tn-l1 Erh6hung spricht man
in Abhangigkeit vom EKG von STEMI oder NSTEMI:

Ein STEMI liegt vor, wenn bei einer langer als 20 Minuten andauernden
Angina pectoris-Episode im EKG eine ST-Hebung von mindestens 0,1mV in zwei
oder mehr Standardableitungen sichtbar ist und eine mindestens zweifache CK-
Erhohung, eine signifikante CK-MB Erhdhung oder ein erhdhter Tn-I Level vorliegt.
Ein NSTEMI liegt vor, wenn bei einer langer als 20 Minuten andauernden Angina
pectoris-Episode im EKG keine ST-Hebung sichtbar ist und eine mindestens
zweifache CK-Erhohung, eine signifikante CK-MB Erhdhung oder ein erhéhter Tn-|
Level vorliegt.

1.8 Definition kardialer Risikofaktoren

Bereits 1947 startete der US-amerikanische Public Health Service eine Studie
mit der Zielsetzung, den zu dieser Zeit dinnen Kenntnisstand Uber die Epidemiologie
der koronaren Herzkrankheit aufzufrischen (60). Resultat dieser Framingham-Studie
war die Definition mehrerer kardiovaskularer Risikofaktoren:

Neben Alter und mannlichem Geschlecht konnten erhodhter systolischer

Blutdruck, Nikotinabusus, erhdhtes Gesamtcholesterin, erhdhtes LDL-C, erniedrigtes
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HDL-C, Glukoseintoleranz und Diabetes mellitus als Risikofaktoren determiniert
werden. Adipositas, koronare Herzkrankheit in der familidren Anamnese,
linksventrikulare Hypertrophie und Ostrogenersatztherapien wurden ebenfalls als
verursachend angesehen (2,75).

In den vergangenen Jahren konnten weitere Risikofaktoren identifiziert
werden: Intima- und Media-Dicke der A. carotis (58), Hypoalphalipoproteinamie (5),
Hyperhomocysteindmie (22) und das metabolische Syndrom (50). Ob die
Hyperhomocysteindmie und die Behandlung dieses Risikofaktors jedoch tatsachlich
eine Relevanz besitzen, wird in letzter Zeit kontrovers diskutiert. Die Tripeltherapie
der Hyperhomocysteinamie mit Folsaure, Vitamin B12 und Vitamin B6 erscheint nicht
von Vorteil (8).

2 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollen folgende Aspekte untersucht werden:

1. Finden sich Unterschiede in der Hohe der GPVI-Expression zwischen
gesunden Menschen und Patienten mit stabiler Angina pectoris und finden
sich Unterschiede in der Hohe der GPVI-Expression zwischen Patienten mit
stabiler Angina pectoris und Patienten mit akutem Koronarsyndrom?

2. Unterscheidet sich die GPVI-Expression des Troponin-positiven akuten
Koronarsyndroms, des NSTEMI und des STEMI jeweils von der GPVI
Expression bei stabiler Angina pectoris?

3. Haben kardiovaskulare Risikofaktoren einen Einfluss auf die GPVI-Expression

bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom?
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3 Materialien und Methoden

3.1  Material und Studienpopulation

3.1.1 Studienpopulation und Kontrollgruppe

Im Rahmen der Studie wurde das Blut von 367 Patienten, welche mit
symptomatischer koronarer Herzerkrankung in der medizinischen Kilinik des
Universitatsklinikums Tubingen koronarangiographiert wurden, untersucht. 240
Patienten wiesen eine stabile Angina pectoris, 127 ein ACS bzw. einen
Myokardinfarkt auf.

Als Ausschlusskriterien wurden Alter unter 18 Jahren, fehlendes informiertes

Einverstandnis und falsch positive CK bzw. CK-MB Werte genutzt.

Als erste Kontrollgruppe wurde zunachst die GPVI-Expression bei
augenscheinlich gesunden Menschen gemessen: Hierzu wurden 30 Personen (22
Manner und 8 Frauen) untersucht, bei denen aufl3er 4x Nikotinabusus keine kardialen
Risikofaktoren vorlagen. Diese 30 Personen wurden natlrlich  nicht
koronarangiographiert.

Als zweite Kontrollgruppe untersuchten wir 15 Patienten (9 Manner und 6
Frauen), bei denen eine koronare Herzkrankheit ausgeschlossen worden war. Diese
15 Patienten wurden wegen thorakalen Druckschmerzes koronarangiographiert und
wiesen folgendes koronarvaskulares Risikoprofil auf:

6x arterielle Hypertonie, 1x Diabetes mellitus, 1x Familidre Anamnese mit

koronarer Herzkrankheit, 1x Hypercholesterindmie und 1x Nikotinabusus.
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3.1.2 Monoklonale Antikérper fir die Durchflusszyto metrie

Fur die Studie wurden FITC- (Fluorescein-Isothiocyanat) bzw. PE-

(Phycoerythrin) konjugierte Antikérper verwendet.

Genutzt wurde der FITC-konjugierte monoklonale anti-CD62P Antikorper der
Firma Immunotech (F-13009 Marseille, Klon ,CD62P-FITC No. 1164"). Der FITC-
konjugierte monoklonale anti-CD62P Antikérper bindet an das o—granulare
Glykoprotein P-Selektin. Dieses Glykoprotein wird nur dann auf der thrombozytaren
Oberflache exprimiert, wenn der Thrombozyt aktiviert und damit adharent ist (28).

AulRerdem wurde der PE-konjugierte monoklonale anti-CD42b Antikdrper der

Firma Immunotech (F-13009 Marseille, Klon ,CD42b-PE IM1417*) genutzt. Der PE-
konjugierte monoklonale anti-CD42b Antikdrper bindet an den leuzinreichen
Membranglykoproteinkomplex GP-1b-V-IX.
Ferner nutzten wir den FITC-konjugierten monoklonalen anti-GPVI Antikérper der
Firma ProCorde (D-82152 Martinsried, Klon ,4C9%). Der FITC-konjugierte
monoklonale anti-GPVI Antikorper bindet an den thrombozytaren Kollagenrezeptor
GPVI.

3.1.3 Verwendete Materialien

Monovetten der Firma Sarstedt (D-51588 Nurnberg):

- S-Monovette® 8,5ml CPDA. Steril

- S-Monovette® 9ml K3E

- S-Monovette® 7,5ml Z

- S-Monovette® 9m| AH
Pasteurpipetten der Firma neoLab® (neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,
Rischerstr. 7, D-69123 Heidelberg):

- neolLab-Pasteurpipetten blood banking non steril, PE graduiert fein 2,0ml

156mm lang
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Cups der Firma Eppendorf (D-22339 Hamburg):
- 2,5ml Cups weil}
- 2,5ml Cups rot
- 2,5ml Cups blau
- 2,5ml Cups gelb
Paraformaldehyd (Merck, D-64293 Darmstadt)
PBS (Invitrogen Corporation, D-76131 Karlsruhe)
“FacsCalibur” Fluss-Zytometer (Becton-Dickinson, D-69126 Heidelberg)
Megafuge 1.0 K (Heraeus Instruments, D-40470 Dusseldorf)
5ml Polystyrene Round-Bottom Tube (BD Biosciences, B-9320 Erembodegem)
Agua dest.

3.2 Methoden

3.2.1 Probengewinnung

Arterielles Blut wurde aus der Schleuse gewonnen, die zu Beginn der
Herzkatheteruntersuchung in die Arteria femoralis gelegt worden war. Die
Herzkatheteruntersuchung wurde bei Patienten mit ACS sofort nach Einweisung in
das Krankenhaus durchgefthrt, bei Patienten mit SAP erfolgte der Eingriff elektiv.

Bei den 30 gesunden Kontrollen wurde das Blut durch Venenpunktion der Vena
mediana cubiti gewonnen.

Das Blut wurde in 5mL Citrat Phosphat Dextrose Arginin (CPDA) Monovetten gefullt,
aufbereitet und anschliel3end via Durchflusszytometrie analysiert.
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3.2.2 Probenaufbereitung

Die Aufbereitung folgte stets streng nach folgendem Protokoll:

1. Pipettieren von 490ul PBS in ein Eppendorf Cup und Beigabe von 10ul des
CPDA-Vollblutes.

2. In zwei FACS-RdAhrchen werden je 35ul dieser 500l pipettiert.

3. In das erste FACS-Rohrchen werden 5ul des FITC-konjugierten monoklonalen
anti-GPVI Antikdrpers gegeben, in das zweite R6hrchen werden 5ul des FITC-
konjugierten monoklonalen anti-CD62P AntikOrpers gegeben.

4. Beide Ansatze werden mit je 5ul des PE-konjugierten monoklonalen anti-
CD42b Antikorpers versehen.

5. Zu beiden Ansatzen werden je 5ul PBS hinzugegeben.

Die Konzentration des 1:200 verdiinnten FITC-konjugierten monoklonalen
anti-GPVI Antikorpers betragt nun 5ug/ml.

6. Beide Ansatze werden bei Zimmertemperatur in einem abgedunktelten Raum
fur 25 Minuten inkubiert.

7. Mit je 300ul 0,5% PFA wird finiert.

8. Die Ansatze werden bei 4T bis zur FACS-Messung aufbewabhrt.

3.2.3 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie besteht darin, Mikropartikel wie
Thrombozyten anhand ihrer GroRe, Struktur, Oberflacheneigenschaften und
intrazellularen Zusammensetzung zu unterscheiden.

Wesentliches Merkmal ist die Moéglichkeit, innerhalb kirzester Zeit tausende
Zellen in einem laminaren Probenstrom einzeln an einem Laser vorbeizuleiten. Dies
ist neben der gleichzeitigen Erfassung verschiedener Parameter der grof3te Vorteil,
den die Durchflusszytometrie gegentiber anderen Verfahren zur Zellcharakterisierung
aufweist.

Viele Anwendungen setzen fur die Messung mit dem Durchflusszytometer

eine Markierung der zu messenden Zellen mit Antikbrpern voraus. Diese Antikdrper

23



werden entweder direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert oder werden indirekt
mittels eines fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpers nachgewiesen. Neben der
Markierung mit nur einem Antikorper sind auch Mehrfachmarkierungen maoglich.

Die so markierten Zellen werden von einem Laserstrahl erfasst, wodurch das
entsprechende Fluorochrom einen Teil der Lichtenergie absorbiert und
Fluoreszenzlicht in einer bestimmten Wellenlange (monochromatisches Licht)
emittiert. Das Licht wird durch ein komplexes System aus Spiegeln und Filtern
gebindelt und zerlegt. Die Filter sind dabei so ausgelegt, dass sie — in Hinblick auf
eine hohe Sensitivitat — mdoglichst viel emittiertes Licht eines bestimmten

Fluorchromes durchlassen, das Fluoreszenzlicht der anderen Fluorchrome aber

% i I 530430

43310

weitgehend herausfiltern.

S85/42 Spiegel
4
L 4

55$

Spiegel

Halbspiegel

'ﬁ?ﬁr Sammellinge

Laser £
488 nm E
Fokussierungslinse Messkivette 486/10 FSC-Diode
Abbildung 4:  Das optische System eines Durchflusszytometers. (modifiziert nach einer Vorlage

der FACS und Array Core Facility der Universitat Mainz)

Aus einem Laser gesendetes Licht einer bestimmten Wellenlange wird fokussiert und trifft in einer
Messkuvette auf den Probenstrom. Zellen und Partikel des Probenstroms streuen und reflektieren das
Licht. Zudem emittieren Fluoreszenzfarbstoffe Licht verschiedener Wellenlangen. In einem System
aus verschiedenen Filtern und Spiegeln wird die abgehende Strahlung nach ihren
Wellenlangenbereichen getrennt und von Detektoren anteilmafiig registriert.

Mit diesem System lassen sich Zell- und PartikelgroRe (mittels der Forwardscatter (FSC) - Diode),
deren Granularitat (mittels dem Sidescatter (SSC)) und bis zu vier verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe
(FL1-FL4) bestimmen. 488/10, 530/30, 585/42, 660/10: Bandpassfilter; LP = Longpassfilter.
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Zu diesem Zweck werden in aller Regel so genannte Bandpass- und
Longpassfilter verwendet (Abbildung 4). Bandpassfilter lassen nur Licht eines
bestimmten Wellenlangenbereiches passieren (Bsp.: der Bandpassfilter 488/10 lasst
nur Licht der Wellenlangen 483 bis 493 nm passieren, also ein Wellenlangenband
von 10 nm mit dem Mittelwert von 488 nm). Longpassfilter lassen nur Licht oberhalb
eines bestimmten Wellenlangenbereiches passieren (Bsp.: 540 LP lasst nur Licht
oberhalb 540 nm passieren).

Das nun aufgeteilte Licht gelangt so zu den jeweiligen Detektoren, welche den
Anteil der jeweiligen Wellenlange genau erfassen. Das Signal wird verstarkt, die
Daten verrechnet und der Anwender erhalt die Ergebnisse, neben den im Folgenden
beschriebenen Ergebnissen, in einem Computerprogramm.

Unabhangig von den Fluoreszenzfarbstoffen lasst sich eine Aussage Uber
Grol3e und Granularitat der Zelle treffen: Beim Auftreffen der Laserstrahlen auf die im
Probenstrom enthaltenen Bestandteile wird das Licht in der Messkivette gestreut.
Die nach vorne abgelenkten Strahlen sind ein MalR3 fur die Grof3e der gemessenen
Zellen und Partikel. Man bezeichnet sie auch als Vorwartsstreulicht oder als
Forwardscatter (FSC). Weitere Strahlen werden in einem 90>*Winkel abgelenkt: Das
Seitwartsstreulicht oder Sidescatter (SSC) dient als Maf3 fur die Zellgranularitat
(Abbildung 5).

Sidescatter (S5C)
--= Granularitat

Forwardscatter (FSC)
-z Zellgrofe

>

Laser
488 nm

Abbildung 5: Die Parameter FSC und SSC

Der Laserstrahl trifft auf eine Zelle. Dabei werden Strahlen in Richtung des Laserstrahls gestreut,
sodass die ZellgroRe bestimmt werden kann (Vorwartsstreulicht oder Forwardscatter FSC). Innerhalb
der Zelle wird das Licht an Strukturen im 90=Winke | reflektiert, sodass die Zellgranularitat bestimmt
werden kann (Seitwartsstreulicht oder Sidescatter SSC).
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Allerdings ist darauf zu achten, dass nicht jeder Laser jeden
Fluoreszenzfarbstoff anregen kann. Fur die vorliegende Arbeit wurde ein Gerat mit

einem Argonionenlaser genutzt (vergleiche Tabelle 2).

Tabelle 2:  Durchflusszytometrie-Laser : Ubersicht tiber die in der

Durchflusszytometrie eingesetzten Laser und ihre Eigenschaften

Laser Wellenlange  Kihlung mit  Anregbare

Fluoreszenzfarbstoffe

Argonionenlaser 488 nm Luft FITC, PE, PE/TR, PerCP,
PE/Cy5.5, PerCP/Cy5.5,
PE/Cy7, A488

Nd:YAG-Laser 532 nm Luft PE, PE/TR, PErCP, PE/Cy5,
PE/Cy5.5, PerCP/Cy5.5,
PE/Cy7

Kryptonlaser 568 nm Wasser PE, PE/TR, PerCP, PE/Cy5,
PE/Cy5.5, PE/Cy7, A568, TR,
A595

Kryptonlaser 647 nm Wasser APC, APC/Cy5, APC/Cy5.5,
APC/Cy

Farbstofflaser 595 nm Wasser TR, A595, APC, Cy5,
APC/Cy5.5, APC/Cy7

HeNe-Laser 633 nm Luft APC, Cy5, APC/Cy5.5

Diodenlaser 635 nm Luft APC/Cy7

Als Fluoreszenzfarbstoff wurden Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) und
Phycoerythrin (PE) eingesetzt.

Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) ist ein gelbgriner Farbstoff mit niedriger
Molekularmasse, der sich bei hohen pH-Werten Uber primare Aminogruppen leicht
an Proteine koppeln lasst. Als Absorptionsmaximum wird bei neutralem pH eine
Wellenldange von 495 nm angegeben. FITC kann also gut mit einem Argonionenlaser
der Wellenlange 488 nm angeregt werden.

Phycoerythrin (PE) besitzt ein Emissionsmaximum von etwa 578 nm und ist

daher ebenfalls gut fir die Messung mit einem Argonionenlaser geeignet.
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Des Weiteren ist zu beachten, dass es zu einer Uberlappung der
Emissionswellenlangenbereiche gleichzeitig gemessener verschiedener Fluorchrome
kommen kann. Diese Uberlappung fiihrt zu falsch positiven Signalen und muss
mittels Kompensation ausgeschlossen werden. Zu diesem Zweck wurde in der
vorliegenden Arbeit zunachst eine FACS-Analyse mit Vollblut durchgefiihrt. Die
Messergebnisse wurden in einem Dot-Plot dargestellt, bei dem die Parameter FSC
und SSC gegeneinander aufgetragen sind (vergleiche Abbildung 6 A). In diesem Dot-
Plot trennten sich Thrombozyten deutlich von Leukozyten ab. Um die Thrombozyten
wurde ein ,Gate" gelegt. Nun wurden die Messungseinstellungen so gewahlt, dass in
den weiteren Dot-Plots nur noch mit PE- konjugiertem monoklonalen anti-CD42b
Antikorper gefarbte Thrombozyten registriert und in der Messung weiter
charakterisiert wurden (Abbildung 6 B). Diese Einstellung wurde als Messstandard

gespeichert und fur die Messung jeder Probe verwendet.

A 4 ; B

B " I. T T T TR TR Ty
1Y 10! 102 107 1ot 1Y 10! 104 107 10f
FSC-Height ACE-FITC

Y ACAFIFEITC 03 10t 10° 1D1CD13§-PE1D3 10
Abbildung 6: Beispiel fir die FACS-Messung (inkl. K ompensation)
A zeigt die Darstellung der Messung von Vollblut in einem Dot-Plot. Deutlich voneinander trennbar
sind Thrombozyten und Leukozyten.
B zeigt das das Thrombozyten-Gate: Dargestellt sind ausschliellich anti-CD42b und anti-GPVI
markierte Thrombozyten.
C zeigt das Histogramm anti-GPVI markierter Thrombozyten: Es handelt sich um eine einfache
Haufigkeitsverteilung, bei der die Starke des Fluoreszenzsignals (Abszisse) gegen die Anzahl der
Ereignisse (Ordinate) aufgetragen ist. Die Darstellung ist logarithmisch.

D zeigt das Histogramm anti-CD42b markierter Thrombozyten.
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Bei der eigentlichen Messung wurden die mit FITC-konjugiertem
monoklonalen anti-GPVI Antikorper markierten sowie die mit FITC-konjugiertem
monoklonalen anti-CD62b Antikdrper markierten Thrombozyten quantifiziert. Die
Messergebnisse wurden zum einen als Histogramm-Plots dargestellt (Abb. 6 C und

D), zum anderen in Form einer Tabelle (Abb. 7).

Events % Gated % Total Mean  Median
9814 10000 9914 16.01 13.82

Abbildung 7: Tabellarische Aufstellung der Messerge bnisse

Die tabellarische Aufstellung gibt Auskunft darliber, wie viele Zellen gemessen wurden (Events) und
bei wie vielen Zellen eine Fluoreszenzmarkierung mit 4C9-FITC gemessen wurde (% Gated). Der
Mean-Wert wird fir die Auswertung der Messung zu Rate gezogen. Er gibt die durchschnittliche

Fluoreszenzaktivitat an.

Zusammengefasst umfasst die Durchflusszytometrie folgende Schritte:
1. Probenvorbereitung (Zellmarkierung)
2. Inbetriebnahme des Durchflusszytometers
3. Kompensation und Messung der Proben
4

. Auswertung der Messergebnisse
3.3  Statistische Auswertung

Paarweise wurden Vergleiche von ACS, Tn*ACS, NSTEMI und STEMI mit
SAP durch den Kruskall-Wallis Test erhoben. Um das vielfache Testen zu korrigieren
wurde eine Bonferroni-Holm Korrektur durchgefihrt. Ein Wahrscheinlichkeitswert von
p < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Der Vergleich zwischen GPVI und
klinischen Parametern wurde durch eine Spearman Korrelation durchgefuhrt. Der
Abgleich mit mdglichen konfundierenden Variablen wurde durch eine multifaktorielle
Kovarianzanalyse des dekadischen Logarithmus von GPVI durchgefiihrt. Mégliche
Zusammenhange zwischen GPVI und konventionellen Labormarkern wurden mit
einer logistischen Regressionsanalyse bestimmt. Alle statistischen Analysen wurden
mit dem Statistikprogramm SPSS, Version 13, durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika des Patientenkollektivs

Konsekutiv wurde die thrombozytare Oberflachenexpression des
Kollagenrezeptors GPVI bei 367 Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzkrankheit untersucht. Durch eine Herzkatheteruntersuchung wurde die Diagnose

verifiziert und der Schweregrad der Erkrankung bestimmt. Die demographischen
Details sind in den Abbildungen 7-15 aufgefihrt.
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Abbildung 7: Patientenzahlen

Das Diagramm zeigt die Zahl untersuchter Patienten an. Insgesamt wurde ein Kollektiv von 367

Patienten untersucht, von denen 240 die Diagnose SAP und 127 die Diagnose ACS aufzeigten.
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Abbildung 8: Patientenalter
Das Diagramm zeigt das Durchschnittsalter aller Patienten (Alle), der Patienten mit stabiler Angina
pectoris (SAP) und der Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS). Zusétzlich ist bei jeder Gruppe

die Standardabweichung angegeben.
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Abbildung 9: Geschlecht (% Frauen)
Das Diagramm zeigt den prozentualen Anteil weiblicher Patienten bei allen Patienten (Alle), bei SAP
und bei ACS.
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Abbildung 10: Verteilung Kardiovaskularer Risikofak toren im Patientenkollektiv (1)
Das Diagramm zeigt die Verteilung kardiovaskularer Risikofaktoren im Patientenkolletiv. Aufgetragen
sind Patienten ohne Risikofaktoren (keine), Patienten mit arterieller Hypertonie und Patienten mit

Hyperlipidamie. Es erfolgte eine Aufschliisselung in alle Patienten (Alle), Patienten mit SAP (SAP) und
Patienten mit ACS (ACS).
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Abbildung 11: Verteilung Kardiovaskularer Risikofak toren im Patientenkollektiv (2)

Das Diagramm zeigt die Verteilung kardiovaskularer Risikofaktoren im Patientenkolletiv. Aufgetragen
sind die Risikofaktoren Diabetes mellitus, positive Familienanamnese sowie Nikotinabusus. Wiederum
erfolgte eine Aufschliisselung in alle Patienten (Alle), Patienten mit SAP (SAP) und Patienten mit ACS
(ACS).
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Abbildung 12: Auspragungsgrad der koronaren Herzkra nkheit (KHK) im Patientenkollektiv
Abbildung f zeigt den Auspragungsgrad der KHK bezogen auf das Patientenkollektiv. Das Diagramm
zeigt die Zahl von Patienten mit einer 1-GefalR-KHK, mit einer 2-Gefal3-KHK und mit einer 3-Gefal3-
KHK. Abermals erfolgte die Aufschlisselung in alle Patienten (Alle), Patienten mit SAP (SAP) und
Patienten mit ACS (ACS).
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Abbildung 13: Linksventrikulare Auswurffraktion (LV EF) im Patientenkollektiv
Dieses Diagramm zeigt die LVEF des Patientenkollektivs. Es erfolgte eine Einteilung in normale LVEF,
leicht eingeschrankte LVEF, mittelgradig eingeschrankte LVEF und hochgradig eingeschrankte LVEF.

Die Aufschlisselung erfolgte in alle Patienten (Alle), Patienten mit SAP (SAP) und Patienten mit ACS
(ACS).
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Abbildung 14: Medikation des Patientenkollektives ( 1)
Dieses Diagramm zeigt die Medikation zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme. Aufgefihrt ist die
Zahl der Patienten ohne Medikation (keine), mit ACE-Hemmern, mit AT-1-Rezeptor Blockern und mit

Beta-Blockern.
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Abbildung 15: Medikation des Patientenkollektives ( 2)
Dieses Diagramm zeigt die Medikation zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme. Aufgefihrt ist die

Zahl der Patienten mit Statinen, mit ASS (Aspirin), mit Clopidogrel und mit Vitamin-K-Antagonisten.
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4.2  Oberflachenexpression von GPVI bei stabiler Ang  ina pectoris und beim

akuten Koronarsyndrom

Die Oberflachenexpression von GPVI war bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris signifikant
erhoht (ACS (Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) £ Standardabweichung): 21,4+9,7,;
SAP: 18,6%7,1; p=0,004) (Abbildung 16). Bereits bei Patienten, die ein Troponin
positives akutes Koronarsyndrom aufwiesen, zeigte sich eine signifikante Erhéhung
des GPVI Levels im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris (Tn* ACS
(n=57): 21,6£9,2; SAP (n=240): 18,6+7,1; p= 0,015).
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Abbildung 16: Die Expression von thrombozytdrem GPV I und P-Selektin ist bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom erhght.
Die Thrombozyten von Patienten mit stabiler Angina pectoris (SAP), akutem Koronarsyndrom (ACS)
und gesunden Kontrollpersonen wurden fiir den Kollagenrezeptor GPVI und fur P-Selektin (CD62P)
mit monoklonalen Antikérpern gefarbt, die mit FITC respektive PE konjugiert waren. Zweifarben-
Vollblut-Durchflusszytometrie wurde gemafd eines Standardprotokolls durchgefuhrt, die Ergebnisse

wurden als Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben.

Analog fand sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich der GPVI-Werte
von Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt und Patienten mit stabiler Angina
pectoris: Dies zeigte sich sowohl fir den ST-Hebungsinfarkt (STEMI (n=19): 24+14,2;
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SAP (n=240): 18,6%x7,1; p= 0,018) als auch fir den Nicht-ST-Hebungsinfarkt
(NSTEMI n=51: 20,7+8,2; SAP (n=240): 18,6+7,1; p= 0,02) (Abbildung 17).

Patienten mit akutem Myokardinfarkt (insbesondere STEMI) schienen im
Vergleich zu Patienten mit geringer Myokardischamie (Troponin positives ACS) das
hochste GPVI-Expressionsniveau zu erreichen. Jedoch zeigte sich fur diese
Beobachtung keine statistische Signifikanz (Tn® ACS (n=57): 21,6+9,2; NSTEMI
(n=51): 20,748,2; p=0,672; STEMI (n=19): 24+14,2; p=0,894) (Abbildung 17). In
ahnlicher Weise zeigte sich die Oberflachenexpression von CD62P bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom signifikant erhdoht gegentiber Patienten mit stabiler Angina
pectoris (ACS (MFI = Standardabweichung): 15,4+11,4; SAP: 13,548,3; p=0,036)
(Abbildungen 16 und 17).

Das thrombozytare GPVI korrelierte mit der Oberflachenexpression von P-
Selektin (r=0,702; p=0,001) (Tabelle 4).
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Abbildung 17: Die Expression von thrombozytdrem GPV I und P-Selektin bei den

verschiedenen Formen des akuten Koronarsyndroms.
Die Abbildung zeigt die GPVI- und P-Selektin-Expression bei Patienten mit Troponin-positivem akuten
Koronarsyndrom (Tn*ACS) und bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt mit/ohne ST-Hebung
(STEMI/NSTEMI).
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4.3  Oberflachenexpression von GPVI bei gesunden Per  sonen

Um Informationen Uber die normale GPVI Expression bei augenscheinlich
gesunden Personen zu erhalten, untersuchten wir als erste Kontrollgruppe unser
Laborpersonal (n=30; MFItStandardabweichung: 15,6+4,7). Diese Kontrollpersonen
wurden keiner Koronarangiographie unterzogen. Zudem untersuchten wir als zweite
Kontrollgruppe eine Kohorte Patienten, die wegen thorakalen Druckschmerzes
koronarangiographiert wurden. Bei diesen Patienten wurde eine koronare
Herzkrankheit ausgeschlossen (n=15; MFItStandardabweichung: 16,2+2,7). Die MFI
der GPVI Expression der gepoolten Kontrollgruppe ergab 15,8+4,3 (n=45, Abbildung
16).

4.4  Korrelation der GPVI-Expression mit Markern der Myokardischamie

Des Weiteren untersuchten wir, ob thrombozytares GPVI mit Markern fir eine
myokardiale Ischamie korreliert. Dabei stellte sich heraus, dass die unter
Akutsymptomatik ermittelten GPVI-Werte nicht mit den entsprechend bestimmten
initialen Troponin-1 oder CK Werten korrelierten (initiales Troponin: r=0,035, p=0,567;
initiale CK: r=0,069, p=0,232) (Tabelle 4).

Dagegen korrelierten die Expression des GPVI mit den spater, wahrend des
Krankenhausaufenthalts bestimmten maximalen Werten fir Troponin-l und CK
(maximales Troponin-I: r=0,178, p=0,031; maximale CK: r=0,181, p=0,047) (Tabelle
4). Zwischen Werten fur GPVI und dem C-reaktiven Protein (CRP) konnte keine
Korrelation ermittelt werden.

Um zu testen, ob die GPVI-Expression unabhangig von konventionellen
Labormarkern fir ein akutes Koronarsyndrom mit dem akuten Koronarsyndrom
assoziiert ist, wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt. Diese
unfasste Troponin-l, Kreatinkinase und C-reaktives Protein (bestimmt zum Zeipunkt
der Krankenhauseinweisung) (Tabelle 3). Es stellte sich heraus, dass die
Oberflachenexpression von GPVI auf Thrombozyten unabhangig mit dem akuten

Koronarsyndrom assoziiert ist.
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Tabelle 3:  Assoziation von GPVI nach Abgleich mitk  onventionellen

Labormarkern
Parameter Regressions- | p-Wert Odds 95% Konfidenz-
koeffizient B Ratio intervall des Odds
Ratio
Unteres | Oberes
GPVI (MFI) -0,097 0,013 1,021 1,021 1,189
Initiales Troponin | -0,673 0,167 1,966 0,754 5,124
(ng/ml)
Initiale Kreatinkinase -0,007 0,025 1,007 1,001 1,014
un
Initiales C-rP (mg/dI) -0,009 0,882 1,009 0,899 1,132

Tabelle 4: Korrelation von GPVI mit P-Selektin und Markern myokardialer

Ischamie
Korrelat GPVI
Korrelation nach Pearson | Signifikanz
P-Selektin 0,702 0,001
Initiales Troponin-I 0,035 0,567
Initiale Kreatinkinase 0,069 0,232
Maximales Troponin-| 0,178 0,007
Maximale Kreatinkinase 0,181 0,001

4.5 Korrelation der GPVI-Expression mit kardiovasku  laren Risikofaktoren

Ferner untersuchten wir, ob eine Korrelation zwischen erhohten
Expressionswerten von thrombozytarem GPVI und kardiovaskularen Risikofaktoren
besteht. Es wurde eine multifaktorielle Kovarianzanalyse fur den dekadischen

Logarithmus von GPVI durchgefuhrt. Untersucht wurden mégliche Korrelationen mit
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arterieller Hypertonie (n=260; p=0,713), Hyperlipidamie (n=201; p=0,622), Diabetes
(n=134; p=0,969), positive Familienanamnese (n=88; p=0,370) und Nikotinabusus
(n=116; p=0,872). Dabei zeigte sich, dass erhOohte GPVI-Expressionswerte mit
keinem der genannten Kkardiovaskularen Risikofaktoren statistisch signifikant

korrelieren (Tabelle 5).

Tabelle 5:  Multifaktorielle Kovarianzanalyse fir de  n dekadischen

Logarithmus von GPVI

Kategorie Faktor p-Wert

Medikation
ACE-Hemmer 0,061
AT-1-Rezeptor-Blocker 0,844
Beta-Blocker 0,546
Statine 0,912
Aspirin 0,456
Clopidogrel 0,121

Vitamin K Antagonisten 0,586

Kardiovaskulare Risikofaktoren

Arterielle Hypertonie 0,713
Hyperlipidamie 0,622
Diabetes 0,969
Familiare Anamnese einer | 0,370
KHK

Rauchen 0,872

Konventionelle Labormarker

Initiales Troponin | (ng/ml) | 0,110

Initiale Kreatinkinase (U/l) | 0,484

Initiales C-rP (mg/dl) 0,216

Gruppen

ACS vs. SAP 0,024
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Zudem untersuchten wir mittels multifaktorieller Kovarianzanalyse, ob
konventionelle Labormarker wie initiales Troponin I, initiale Kreatinkinase und initiales
C-rP statistisch signifikant mit erhdhten GPVI-Expressionswerten korrelieren und ob
die Einnahme von KHK-Leitlinientherapeutika die GPVI-Expressions-Erhéhung bei
Patienten mit ACS beeinflusst. Es zeigte sich, dass keine statistisch signifikante
Korrelation zwischen konventionellen Labormarkern und erhéhten GPVI-
Expressionswerten besteht und dass auch die Pramedikation keinen Einfluss auf die
GPVI-Expression besitzt (Tabelle 5).
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5 Diskussion

5.1 GPVI-Expression bei stabiler Angina pectoris un  d beim akuten

Koronarsyndrom

Diese Arbeit basiert auf einer Beobachtungsstudie, die 367 Patienten mit
stabiler Angina pectoris (SAP) oder akutem Koronarsyndrom (ACS) umfasst. Es ist
gezeigt worden, dass die Expressionswerte des thrombozytdren GPVI bei Patienten
mit akutem Koronarsyndrom im Vergleich zu den Expressionswerten bei Patienten
mit stabiler Angina pectoris signifikant erhoht sind. Eine nahere Betrachtung des
akuten Koronarsyndromes erfolgte beim Vergleich des Tn*ACS, des STEMI und des
NSTEMI mit der stabilen Angina pectoris. Fir jedes der drei Vergleichspaare zeigte
sich eine signifikante Erh6hung der GPVI Expression gegeniber der stabilen Angina
pectoris. Die zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme bestimmte Expression von
GPVI auf der Thrombozytenoberfliche war unabhangig von Labormarkern
myokardialer Ischamie (Troponin, CK) mit dem akuten Koronarsyndrom assoziiert.
Erhohte GPVI-Werte bei Krankenhausaufnahme waren mit der Entwicklung eines
akuten Koronarsyndromes oder eines Herzinfarktes assoziiert. Eine Assoziation
zwischen den Expressionswerten von GPVI und dem Vorhandensein der
kardiovaskularen Risikofaktoren arterielle Hypertonie, Hyperlipiddmie, Diabetes,
positive Familienanamnese sowie Nikotinabusus konnte nicht gezeigt werden.

Diese Resultate legen den Schluss nahe, dass thrombozytares GPVI ein
friher Marker fur die Identifizierung von Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom
ist. Da die GPVI-Expressionswerte zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme schon
erhoht sein kdnnen, wahrend Labormarker myokardialer Nekrose sich noch im
Normbereich bewegen, liegt es nahe anzunehmen, dass ein Thrombozyten-
spezifischer Marker helfen kann, Risikopatienten zu erkennen, bevor die
Myokardischamie offensichtlich wird. Die Untersuchung von Patienten, die mit
thorakalen Beschwerden oder anderen Symptomen, die auf ein akutes
Koronarsyndrom hinweisen, in der Klinik vorstellig werden, nimmt (zu-) viel Zeit in
Anspruch und ist problematisch. Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass ein
Anstieg von Biomarkern, der dem Anstieg der Laborparameter fur kardiale Nekrose
(Troponine-l oder -T) vorgeschaltet ist (wie zum Beispiel Laborparameter fur

Entztindungen (C-rP, CD40L) und Laborparameter fir myokardiale Dehnung (BNP)),
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eine frihere Beurteilung des allgemeinen Patientenrisikos mdglich machen kdénnten
und dartber hinaus durch frihzeitigere ldentifizierung von Patienten mit einem
grolReren Risiko fur einen ungunstigen Verlauf der Angina pectoris von grof3em
Nutzen beziglich des Patienten-Outcomes sein konnten.

Thombozytenaktivierung und die thrombozytar vermittelte Thrombusformation
sind beim Auftreten einer Plaqueruptur die initialen Ausldoser beim ACS (30). Durch
die rupturierte Plaque werden Matrixproteine, insbesondere Kollagen, freigelegt, dem
Blutstrom ausgesetzt und schnell durch eine Schicht aktivierter Thrombozyten
bedeckt (67). GPVI als der wichtigste Kollagenrezeptor vermittelt
Thrombozytenadhasion und -aktivierung an fibrillarem Kollagen (48,49,56). Die
Expression von GPVI ist auf das megakaryozytare System begrenzt und daher
Thrombozyten-spezifisch (56).

Die aktuelle Datenlage hinsichtlich Veranderungen der GPVI Expression auf
zirkulierenden Thrombozyten ist begrenzt. Insbesondere genetische Faktoren
scheinen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung koronarer Thrombosen und
Myokardinfarkte zu spielen, wie eine Studie Uber GPVI Polymorphismen zeigt (59).
Die dieser Arbeit zugrunde liegende Patientenkohorte wurde nicht auf GPVI-
Polymorphismen untersucht, dennoch ist davon auszugehen, dass GPVI
Polymorphismen unabhéangig von der GPVI Expression zum Risiko der Entwicklung
eines koronaren Ereignisses signifikant beitragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein spezifischer FITC-konjugierter
monoklonaler  anti-GPVI  Antikdrper  benutzt, der eigens fur die
durchflusszytometrische Analyse entwickelt worden war (15). Die Auswertung der
GPVI-Expressionswerte unserer konsekutiven Patientenkohorte mit symptomatischer
koronarer  Herzerkrankung zeigte eine Erhéhung der thrombozytéren
Oberflachenexpression von GPVI bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom und
akutem Myokardinfarkt im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris.
Dartber hinaus zeigte sich, dass die GPVI-Expressionswerte, welche bei
Krankenhausaufnahme bestimmt wurden, unabhangig von Labormarkern
myokardialer Nekrose wie Troponin oder Kreatinkinase mit dem akuten
Koronarsyndrom assoziiert sind. Diese Ergebnisse bestarken die Annahme, dass es
beim akuten Koronarsyndrom zur Thrombozytenaktivierung kommt und dass diese
fur die Progredienz der Erkrankung von entscheidender Bedeutung ist. Zudem wurde

durch diese Ergebnisse der Nachweis erbracht, dass GPVI als Thrombozyten-
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spezifischer Aktivierungsmarker eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie des
akuten  Koronarsyndroms spielt (GPVI/Kollagen Interaktion) und einen
vielversprechenden Kandidaten fir einen Biomarker darstellt, der fur die
Risikostratifizierung von Patienten, die mit einem akuten Koronarsyndrom vorstellig
werden, von Nutzen ist. Die Bestimmung erhdhter GPVI-Expressionswerte kénnte
einen prothrombotischen Status bei Patienten anzeigen, bei denen sich ein akutes
Koronarsyndrom entwickelt und damit als ein friihzeitiger Biomarker einer drohenden
Myokardischamie dienen. Insbesondere die Feststellung, dass bereits Patienten mit
Tn*ACS erhohte GPVI-Expressionswerte aufweisen, kann in Zukunft von hohem
diagnostischem und therapeutischem Nutzen sein. Der Nachweis prothrombotischer
Aktivitat durch erhohte GPVI-Expressionswerte durfte zuktinftig als Indikation fur eine
forcierte antikoagulatorische oder antiaggregatorische Therapie dienen und damit
natzlich fur die Verhinderung von Myokardinfarkten sein. Neben der bis dato
gangigen antikoagulatorischen Therapie mit Substanzen wie Heparin oder Marcumar
beziehungsweise der Therapie mit Thrombozytenaggregationshemmern wie
Acetylsalicylsdure (ASS) oder Clopidogrel stellt auch GPVI selbst ein adaquates Ziel
fur Pravention kardialer Ereignisse dar.

Ein denkbarer Therapieansatz ware die gezielte Blockade von GPVI bei einem
Nachweis prothrombotischer Aktivitat. Die aktuelle Datenlage umfasst dabei mehrere
Ansétze. Vielversprechend erscheint unter diesen die Inhibition von Calmodulin zu
sein. Calmodulin bindet direkt an das zytoplasmatische Ende von GPVI und scheint
eine wichtige Rolle fir die Signaltransduktion von GPVI zu spielen (26,4,27). Die
Inkubation von Thrombozyten mit dem Calmodulin-Inhibitor W7 flhrte zu einem
zeitabhéngigen Verlust von GPVI auf der Thrombozytenoberflache (26). Im
Mausversuch erwies sich ein Verlust von GPVI von der Thrombozytenoberflache,
hervorgerufen durch Behandlung der Thrombozyten mit dem monoklonalen anti-
GPVI Rattenantikorper ,JAQ1“ (54), als protektiv gegen thromboembolische
Ereignisse (55).

Eine weitere Moéglichkeit kénnte zukinftig die lokale Applikation des l6slichen
dimerischen Fusionsproteins von GPVI, GPVI-Fc, sein. Im Maus- und
Kaninchenversuch wurde GPVI-Fc Uber einen speziellen Medikamenten-zufiihrenden
Doppel-Ballonkatheter am Ort einer Endothell&sion appliziert. Die Thrombusbildung

in der Umgebung der verletzten A. carotis wurde mittels eines Computer-gestitzten
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Bildanalysesystems quantifiziert. Die lokale Applikation von rekombinanten GPVI-Fc
fuhrte zu einer reduzierten Thrombusbildung (14).

Zu beachten ist jedoch, dass eine anti-GPVI-Therapie zu einer
beeintrachtigten Hamostase bei Patienten mit erniedrigten a2pB1-Spiegeln oder mit

einer begleitenden ASS-Therapie fuhren konnte.

5.2  Oberflachenexpression von GPVI bei kardialen Ri  sikofaktoren

Zwischen der thrombozytdren Oberflachenexpression des Kollagenrezeptors
GPVI und den kardiovaskularen Risikofaktoren arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie,
Diabetes mellitus, positive Familienanamnese sowie Nikotinabusus konnte in der
vorliegenden Arbeit keine Korrelation gezeigt werden.

Dieses Ergebnis ist nicht verwunderlich, spricht es doch fur einen zweizeitigen
Prozess in der Entstehung eines akuten Koronarsyndroms. Die Bildung
atherosklerotischer Plaques bildet dabei die Grundlage fur das Auftreten eines
akuten Koronarsyndroms. Erst die GPVI-Kollagenbindung bei Plaqueruptur fthrt zur
Thrombusbildung und damit zum Auftreten eines akuten Koronarsyndroms. Zu
diesem Zeitpunkt ist die Plaquebildung jedoch bereits abgeschlossen, daher ist ein
direkter Zusammenhang zwischen GPVI-Expressionswerten und kardiovaskularen
Risikofaktoren nicht zu erwarten. Der Anstieg der GPVI-Expressionswerte erklart sich
ferner durch die Thrombozytenaktivierung: GPVI wird kontinuierlich auf der
Thrombozytenoberflache exprimiert, nach Plattchenaktivierung werden
Freisetzungsrate und Plasmamembranexpression deutlich erhdht (15,56). Ein
direkter Zusammenhang zwischen Plattchenaktivierung und kardiovaskularen
Risikofaktoren ist nicht bekannt.

Dieses Ergebnis lasst den Umkehrschluss zu, dass die bekannten
kardiovaskularen Risikofaktoren keine Risikofaktoren fur erhdohte GPVI-
Expressionswerte darstellen. Vielmehr kommt als Risikofaktor fur erhdhte GPVI-
Expressionswerte ein genetischer Polymorphismus von GPVI in Frage. Ollikainen et.
al. konnten zeigen, dass ein Polymorphismus im T13254C Gen von GPVI mit einem

erhdhten Risiko eines Myokardinfarktes assoziiert ist (59).
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Ferner konnte in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass GPVI-
Expressionswerte in der Akutphase nicht mit konventionellen Markern fur
Myokardischamie (initiales Troponin | und initiale CK) korrelieren, wohl aber mit den
im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes bestimmten Maximalwerten jener
Myokardischamie-Marker (maximales Troponin | und maximale CK).

Auch dieses Ergebnis war ein zu Erwartendes, ist doch die Thrombusbildung
die unabdingbare Voraussetzung fir Myokardischamie, unabhangig von anderen
Ursachen fur eine koronare Herzkrankheit wie systemische oder priméare
Vaskulitiden, Koronarspasmen, Dissektionen der Koronarienwand oder Embolien.
Ohne die Aktivierung von GPVI und der daraus resultierenden Thrombusbildung
kann es nicht zu einer Myokardischamie kommen.

Die Korrelation zwischen GPVI-Expressionswerten und den maximalen
Werten dieser beiden Myokardischamie-Marker lasst sich ebenfalls leicht erklaren: Je
groRer der Thrombus (gemessen an der GPVI-Expression) umso fataler das Resultat
fur die Sauerstoffversorgung des Myokards (gemessen an der Ausdehnung der
Myokardnekrose), je groRBer die Nekroseflache des Myokards umso mehr
Freisetzung von Troponin | und CK aus den nekrotischen Kardiomyozyten.

Frihere Arbeiten konnten zeigen, dass weitere Biomarker wie C-rP (47),
I6slicher CD40 Ligand (CD40L) (35), Myeloperoxidase (7), Matrix Metalloproteinase-
9 (MMP-9) (41), Pregnancy-associated Plasma Protein-A (PAPP-A) (34), Brain
Natriuretic Peptide (BNP) (20) und Placental Growth Factor (PGF) (33) mit der
Prognose eines akuten Koronarsyndroms assoziiert sind.

Eine Korrelation zwischen GPVI-Expressionswerten und initial erhéhten C-rP
Werten konnte die vorliegende Arbeit nicht zeigen. Nachdem frihere Studien Grund
zur Annahme gaben, dass die C-rP-Erhéhung unabhéngig von Myokardnekrosen
induziert wird (47), und udber einen Zusammenhang mit Ischamie-induzierten
Endothelschaden, oxidiertem LDL (66), Immunkomplexen oder gar Reaktivierung von
ruhenden Cytomegalievirus- (36) oder Chlamydieninfektionen (46) spekulierten, lasst
sich nun feststellen: das Fehlen einer Korrelation unterstreicht die Annahme einer
Myokardnekrosen-unabhéngigen C-rP-Erhdhung und schliet einen Ischamie-
induzierten Endothelschaden als Ursache einer C-rP-Erhéhung weitgehend aus.
Somit ist die fehlende Korrelation auch nicht verwunderlich.

Ein Abgleich mit dem Marker fir inflammatorische thrombotische Aktivitéat,

CD40L, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht durchgefihrt, da das Interesse auf die
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Bindung von GPVI an Kollagen als initialem Trigger fur die Plattchenaktivierung und
—aggregation  abzielte (40,52,56). Ohnehin wird CD40L erst nach
Plattchenaktivierung von stimulierten Lymphozyten freigesetzt (42,37). Somit scheint
GPVI gegentber CD40L als Biomarker fir ein drohendes akutes Koronarsyndrom
vom frihzeitlichen Geschehen Uberlegen zu sein.

Gleiches gilt fur die Myeloperoxidase: Das H&amoprotein ist einer der
wichtigsten Mediatoren, die polymorphkernige neutrophile Granulozyten in den
Koronarien bei Vorliegen eines akuten Koronarsyndroms freisetzen (7,11). Auch hier
geht die Plattchenaktivierung durch GPVI der Degranulation polymorphkerniger
neutrophiler Granulozyten voraus. Somit ist GPVI auch der Myeloperoxidase als
Biomarker fir ein drohendes akutes Koronarsyndrom tberlegen.

Auch die Matrix Metalloproteinasen-9 und PAPP-A greifen erst nach
Thrombozytenaktivierung in den Pathomechanismus eines akuten
Koronarsyndromes ein (41,34). Obwohl sie als Marker fur ein ACS (MMP-9) bzw. als
Marker eines ungunstigen Verlaufes eines ACS beschrieben wurden, ist aus diesem
Grunde auch ihre Aussagekraft im Vergleich zur Aussagekraft erhohter GPVI-
Expressionswerte eingeschrankt.

Das im ventrikularen Myokard synthetisierte Neurohormon Brain Natriuretic
Peptide (BNP) zeigt bei akuten Myokardinfarkten im Verlauf der ersten 24 Stunden
nach Infarkt einen rapiden Anstieg und hierauf eine Stabilisierung seiner Plasmalevel
(6,53,74,51). Die Bestimmung erhéhter BNP-Plasmalevel innerhalb 40 Stunden nach
Einsetzen instabiler pektangindser Beschwerden bzw. nach Eintreten eines NSTEMI
ist zudem ein Pradiktor fur ein erhdhtes Todesrisiko (20). Dennoch ist auch die
Bestimmung erhohter BNP-Plasmalevel der Bestimmung von  GPVI-
Expressionswerten  hinsichtlich der Vorhersage und damit auch der
Risikostratifizierung unterlegen: Der Anstieg der BNP-Plasmalevel erfolgt deutlich
nach dem Anstieg der GPVI-Expressionslevel.

Placental Growth Factor (PGF), Mitglied der Familie der vaskularen
endothelialen Wachstumsfaktoren, ist als prognostischer Marker des klinischen
Outcomes von Patienten mit bekanntem ACS oder mit Verdacht auf ein ACS bekannt
(33). PGF erscheint allerdings als ein Hauptverursacher fur entziindliche Vorgange
bei Vorliegen einer koronaren L&sion (33). Diese Feststellung zeigt, dass auch PGF
erst nach GPVI in der Kaskade eines akuten Koronarsyndromes eingreift und somit

erhohten GPVI-Expressionswerten als Biomarker eines ACS ebenfalls unterlegen ist.
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6 Zusammenfassung

Der thrombozytare Kollagenrezeptor Glykoprotein VI (GPVI) ist fur die Bildung
arterieller Thromben entscheidend. Die vorliegende Arbeit basiert auf einer
empirischen Studie, in der die Oberflachenexpression von GPVI auf Thrombozyten
bei Patienten mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit bestimmt wurde.

Zu diesem Zweck wurde eine konsekutive Kohorte von 367 Patienten beurteilt. Alle
Patienten wurden mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit vorstellig und
unterzogen sich einer Koronarangiographie. Die Oberflachenexpression von Markern
thrombozytarer Aktivierung (GPVI, CD62P und CD42b) wurde mittels
Durchflusszytometrie ermittelt. Dabei zeigten Patienten mit akutem Koronarsyndrom
(ACS) signifikant erhohte GPVI-Expressionswerte im Vergleich zu Patienten mit
stabiler Angina pectoris. Die signifikante Erhdéhung der GPVI-Expressionswerte
zeigte sich bei allen Untergruppen des ACS (Troponin positives ACS, STEMI,
NSTEMI). Die Expression von GPVI korrelierte mit der Expression von P-Selektin.
Eine logistische Regressionsanalyse zeigte, dass zum Zeitpunkt der
Krankenhausaufnahme erhéhte GPVI-Expressionwerte unabhangig von Markern
myokardialer Nekrose (wie Troponin oder Kreatinkinase) mit dem akuten
Koronarsyndrom  assoziiert sind. Als  Ergebnis einer  multifaktoriellen
Kovarianzanalyse fur den dekadischen Logarithmus von GPVI zeigte sich, dass
erhohte GPVI-Expressionswerte nicht mit den bekannten kardiovaskularen
Risikofaktoren (arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie, Diabetes mellitus, positive

Familienanamnese, Nikotinabusus) korrelieren.

Die thrombozytdre Oberflachenexpression von GPVI ist bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom erhoht und mit drohenden akuten koronaren Ereignissen
assoziiert. Die Bestimmung des Blutplattchen-spezifischen thrombotischen Markers
GPVI sollte kinftig dabei helfen, Risikopatienten zu identifizieren, bevor es zu einer

manifesten Myokardischamie kommt.
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Erste Famulatur in der Kardiologie / Universitatsklinikum
Tubingen (8 Wochen)

Zweite Famulatur in der Orthopadie / Lorettokrankenhaus
Freiburg (4 Wochen)

Dritte Famulatur in der Endokrinologie /
Universitatsklinikum Tubingen (4 Wochen)

Vierte Famulatur in der Unfallchirurgie (Ambulanz) /
Universitatsklinikum Freiburg (4 Wochen)

Arztliche Prifung (2. Staatsexamen)

56



