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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

In genomweiten Assoziationsstudien konnte ein Locus auf Chromosom 4q32.1
genomweit signifikant mit der koronaren Herzerkrankung (KHK) assoziiert werden. Der
Locus enthélt das GUCY1A3-Gen, welches fir die os-Untereinheit der I8slichen
Guanylatzyklase (sGC) kodiert. Die sGC fuhrt Stickstoffmonoxid- (NO-) abhangig durch
die Bildung des intrazelluldaren Botenstoffes zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)
u.a. zu Vasodilatation und Hemmung der Thrombozytenaggregation. Die zellularen
Mechanismen, die zur Assoziation von haufigen Varianten an diesem Locus mit der KHK

fuhren, waren bislang nicht bekannt und sind Bestandteil dieser Arbeit.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunachst Patienten des Deutschen Herzzentrums
Minchen fir GUCY1A3 genotypisiert und hinsichtlich der Expression von GUCY1A3 in
zellularen Bestandteilen des Blutes untersucht. Zudem wurde eine Assoziation zwischen
GUCY1A3-Genotyp und thrombozytaren Phanotypen mittels
Thrombozytenaggregometrie  und  Quantifizierung der cGMP  abhangigen
Phosphorylierung des Zielproteins VASP nachgewiesen. Homozygote Trager der
Risikovariante des lead Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) rs7692387 wiesen im
Vollblut signifikant niedrigere GUCY1A3-mRNA-Spiegel auf als Nicht-Risikoallel-Trager.
Zudem zeigten homozygote Nicht-Risikoallel-Trager im Vergleich zu homozygoten
Risikoallel-Tragern eine signifikant starkere Hemmung der Thrombozytenaggregation
durch den NO-Donor Nitroprussid-Natrium, was nach Zugabe des Phosphodiesterase-
5-Hemmers Sildenafil noch weiter verstarkt werden konnte. Auf’erdem wurde bei
homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern im Vergleich zu homozygoten Risikoallel-
Tragern eine signifikant starkere Phosphorylierung von VASP, einem Effektor-Protein
des NO/cGMP-Signalweges, das cGMP abhangig phosphoryliert wird, nachgewiesen.
Die Ergebnisse zeigen Hinweise auf die funktionellen Mechanismen, welche flr die
Assoziation des GUCY1A3 Lead-SNPs und der KHK verantwortlich sein kdnnten. Die
signifikant ~ verminderte  Hemmung der  Thrombozytenaggregation  durch
Stickstoffmonoxid und Sildenafil ist durch die signifikant verminderte Expression von
GUCY1AS3 erklarbar und ist, wie andere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt haben,

auf die Beeinflussung einer Enhancer-Region im GUCY1A3-Gen zuruckzufihren.

Die Regulation der Thrombozytenaggregation spielt auch im Rahmen von
Folgeerkrankungen der koronaren Herzerkrankung eine entscheidende Rolle. Daher
wurde im  zweiten  Teil dieser Arbeit im ISAR-ASPI-Register die

Thrombozytenreaktivitat unter Aspirintherapie nach Koronarintervention in Abhangigkeit
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vom GUCY1A3-Genotyp untersucht. Hierbei ist es erstmals gelungen, eine Assoziation
zwischen einem KHK-Risikogen und der Thrombozytenreaktivitat unter Aspirintherapie
aufzuzeigen. Bei homozygoten Risikoallel-Tragern zeigte sich im Vergleich zu Nicht-
Risikoallel-Tragern eine signifikant héhere Thrombozytenreaktivitat, die wiederum mit
einem erhohten Risiko fiir ischdmische Ereignisse innerhalb von 30 Tagen nach

Koronarintervention assoziiert ist.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte die Rolle des KHK-Risikogens GUCY1A3
weiter aufgeklart werden, wodurch die Grundlage fur neue individualisierte

Therapiestrategien in der Pravention der KHK geschaffen wurde.
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Summary

A risk for coronary artery disease has previously been genome-wide significantly
associated with a chromosomal locus at 4g32.1. The locus encompasses GUCY1A3,
which encodes the a-subunit of the soluble guanylyl cyclase (sGC), a key enzyme in
the nitric oxide (NO)/cyclic guanosine monophosphate (cGMP) signaling pathway. sGC
acting as the receptor for nitric oxide catalyzes the formation of the second messenger
cGMP, which appears to trigger several antiatherosclerotic effects, like platelet inhibition
and smooth muscle cell migration. The present study was performed to understand the
underlying mechanism linking common variants in this genomic region with coronary risk.
Individuals treated at the German Heart Centre Munich were genotyped and the
expression of GUCY71A3 in blood cells was measured by qPCR. Additionally, the
association of GUCY1A3-genotype with its phenotype was assessed by optical
determination of platelet aggregation and Western Blot quantification of cGMP
dependent phosphorylation of the target protein VASP. We observed that whole blood
GUCY1A3 mRNA levels were significantly lower in individuals homozygous for the lead
(rs7692387) risk variant. Ex vivo studied platelets from homozygous risk allele carriers
displayed significantly reduced inhibition of adenosine diphosphate-induced platelet
aggregation by the NO donor sodium nitroprusside and the phosphodiesterase 5 inhibitor
sildenafil as compared to homozygous non-risk allele carriers. Additionally, homozygous
non-risk allele carriers showed a stronger phosphorylation of VASP compared to
homozygous risk-allele carriers. The findings offer a mechanistic explanation underlying
the association of the genomic variant and the increased risk of atherothrombosis. The
reduced inhibition of platelet aggregation by NO and Sildenafil can be explained by a
reduced expression of GUCY1A3 that, according to other findings of our workgroup, can

be traced back on the influence of an enhancer-region in the GUCY7A3 gene.

Inhibition of platelet aggregation also plays an important role in preventing secondary
events after manifestation of coronary artery disease. For example, the risk of stent
thrombosis varies with the efficacy of aspirin to inhibit platelet reactivity. Topic of the
second part of this study was to investigate whether the GUCY71A3 genotype affects
platelet reactivity under the influence of aspirin (“on-aspirin”) as well as the risk for
ischemic events after coronary intervention. The association of GUCY1A3 genotype with
on-aspirin platelet reactivity was analyzed by a genetics substudy of specimen from the
ISAR-ASPI registry. Homozygous GUCY1A3 risk allele carriers displayed significantly

increased on-aspirin platelet reactivity compared to non-risk allele carriers. In addition,
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significantly more homozygous risk allele carriers, compared to non-risk allele carriers,

were identified in the high-risk group for ischemic events of the ISAR-ASPI registry.

The genotype-dependent effects, found in this study, contribute to the understanding of
the genetic and functional relevance of sGC activity for CAD and MI risk. Modulating
sGC activity or inhibiting the resulting cellular effects caused by reduced expression of
GUCY1A3 might open new therapeutic approaches for individuals carrying GUCY1A3
risk alleles. Knowledge of GUCY1A3 genotype can help to identify individuals with an
increased risk for ischemic events secondary to PCI taking clopidogrel in addition to
aspirin. It needs to be further investigated if these findings can contribute to tailoring

antiplatelet strategies after PCI.
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Tabelle 1: Abkiirzungsverzeichnis

o1-sGC a1-Untereinheit der I6slichen Guanylatcyclase (soluble guanylyl cyclase)
ADP Adenosindiphosphat

APS Ammoniumperoxodisulfat

ASS Acetylsalicylsaure

AU willkiirliche Einheit (arbitrary unit)

AUC Area under the curve

BMI Body-Mass-Index

bp Basenpaar(e)

c Stoffmengenkonzentration

CABG Koronararterien-Bypass

cDNA complementary DNA, Komplementar-DNA
cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat

Cl Konfidenzintervall

CRP C-reaktives Protein

CT Threshold Cycle

Ccv kardiovaskular

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EP2 Prostaglandin EP2-Rezeptor

EP3 Prostaglandin EP3-Rezeptor

EtOH Ethanol

GWAS genomweite Assoziationsstudie

HAPR High on-aspirin platelet reactivity
HMG-CoA 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A
HR Hazard Ratio

IRAG IP3-Rezeptor assoziiertes cGMP-Kinase Substrat
KHK Koronare Herzkrankheit

M molar

Mi Myokardinfarkt

mRNA messenger RNA, Boten-RNA

NO

Stickstoffmonoxid
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NSTEMI Nicht-ST-Hebungsinfarkt

OR Odds Ratio

P2Y12-RA P2Y 12-ADP-Rezeptorantagonist

PAF Plattchenaktivierender Faktor

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PCI Perkutane transluminale koronare Angioplastie
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDE 5 Phosphodiesterase 5

PKG Proteinkinase G

PPP plattchenarmes Plasma (platelet poor plasma)
PRP plattchenreiches Plasma (platelet rich plasma)
rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptions-PCR

SDS Natriumlaurylsulfat

SE Standardfehler (standard error)

sGC I6sliche Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase)
SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotide polymorphism)
ST Stentthrombose

STEMI ST-Hebungsinfarkt

Taq Thermus aquaticus

TEMED Tetramethylethylendiamin

TXAz Thromboxan Az

0.N. uber Nacht

VASP Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein

vWF Von-Willebrand-Faktor

ZEB1 Zinc finger E-box-binding homeobox 1
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Abbildung 1: Stadien der Atherogenese Die Abbildung zeigt die normale
Konfiguration einer Arterienwand sowie die Veranderungen des Zellbildes bei
Fortschreiten der Erkrankung. a. Eine typische dreischichtige Arterie: Tunica
Intima (Endothelzellschicht), Tunica Media (enthalt glatte Muskelzellen, ,SMCs*),
Tunica Adventitia. b. Zu Beginn der Atherogenese kommt es zur Adhasion und
Migration von Leukozyten (insbesondere Monozyten), welche sich in
Makrophagen umwandeln, Lipide aufnehmen und fortan Schaumzellen (,foam
cells) genannt werden. c. Im weiteren Verlauf erfolgt eine Grélkenprogredienz
der Lasion durch die Migration von glatten Muskelzellen und der Produktion
extrazellularer Matrix. Durch Apoptose freigesetzte Lipide akkumulieren und
bilden den nekrotischen Lipidkern der Plaque. d. Als Hauptkomplikation der
Atherosklerose kann beispielsweise durch physischen Stress eine Thrombose
entstehen. Auf der Abbildung ist die Ruptur der Fibrinkappe der Plaque zu sehen,
wodurch es zu direktem Kontakt von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten mit
den Bestandteilen der Plaque kommt, was die Bildung eines
gefallverschlieRenden Thrombus ermdglicht. [6] Nachdruck mit freundlicher
Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Figure 1 from Nature 2011.
473(7347):317-325 (Libby et al. 2011), copyright © 2011. .......cciiiiiiiiiiiiiee, 18

Abbildung 2: Der NO/cGMP-Signalweg Ein Ca®*/Calmodulin-(CaM)-Komplex bindet
an die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS). NOS katalysiert die Oxidation von L-
Arginin (L-Arg) zu L-Citrullin (L-Cit) und Stickstoffmonoxid (NO). NO bindet nach
Diffusion an das Fe"-Ham der B1-Unterereinheit der 16slichen Guanylatzyklase
(sGC). Diese Bindung fiuhrt zu einer signifikanten Steigerung von cGMP und
Pyrophosphat (PPi). cGMP bindet und aktiviert anschlieRend cGMP abhangige
Proteinkinasen (cGKs), Phosphodiesterasen (PDE5) und lonenkanale [75].
Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von Annual Reviews: Figure 1 from
Annual review of biochemistry 2012. 81, 533-559 (Derbyshire, Marletta 2012),
COPYRGt © 2012, . 29

Abbildung 3: Konzept des cGMP-Signalweges Die Grafik zeigt cGMP-Bildner (grin)
und Effektoren (rot) sowie weiterfihrende Signalwege und Zellfunktionen (grau),
welche eine Rolle fur den Effekt von endogenem cGMP und/oder cGMP-
erhéhenden Medikamenten (blau) spielen. Der untere Teil zeigt einige aktuelle
(blau) sowie potentiell zukinftige (schwarz) Indikationen fur eine cGMP-Spiegel
oder cGMP-abhangige Proteinkinasen modulierende Medikation. BNP,
natriuretisches Peptid Typ B; cGKs, cGMP-abhangige Proteinkinasen; IRAG, IP3
Rezeptor-assoziiertes cGKIB-Substrat; PDEs, Phosphodiesterasen; pGC,
(Plasma) membrangebundene Guanalatzyklase; sGC, I6sliche Gunanylatzyklase;
VASP, Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein. [82] Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons: Figure 1 from Conference
on cGMP generators, effectors and therapeutic implications 2006. Band 7, 149-
153 (Feil R, Kemp-Harper B 2006), copyright © 2016............cccuvieeeeeeiiiiiiiinne. 30

Abbildung 4: Vorbereitung der Testkiivetten Bestlickung von je 3 Testklvetten pro
Proband mit einem Magnetrihrer und anschlielender Befiillung mit 200 pl



Abbildungsverzeichnis Xl

plattchenreichem Plasma (PRP). Als Leerprobe diente je Proband eine
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I Einleitung

1.1 Die koronare Herzerkrankung — Definition,
Pathophysiologie, Klinik und Therapie,
Sekundarkomplikationen

Definition und Epidemiologie

Kardiovaskulare Erkrankungen gehdren zu den haufigsten Todesursachen in der
westlichen Welt und sind fir 45 % der Todesursachen in Europa verantwortlich [1]. Zu
ihnen gehdéren neben dem Befall der hirnversorgenden (zerebrovaskulare
Erkrankungen), den peripheren (periphere arterielle Verschlusskrankheit) und
abdominellen Arterien (abdominelle arterielle Verschlusskrankheit) vor allem der Befall

der Koronararterien (koronare Herzkrankheit).

Die koronare Herzerkrankung ist eine weit verbreitete chronische Erkrankung des
Herzens. Hierbei tritt als Folge von atherosklerotischen Veranderungen eine
progrediente Verengung der KoronargefalRe auf. Diese sogenannten Koronarstenosen
konnen wiederum Durchblutungsstorungen des Herzmuskels verursachen, welche sich
in einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf und dessen Verfiigbarkeit aufltern.
Diese Ischamie kann voribergehend unter Belastung auftreten und pektanginése
Beschwerden hervorrufen. Sie kann aber auch, wenn ein Koronargefal® nach Ruptur
einer atherosklerotischen Plaque mit konsekutiver Atherothrombose verschlossen ist, zu
einem Myokardinfarkt und damit zum irreversiblen Untergang von Kardiomyozyten

fahren.

Trotz groRRer Fortschritte in der medikamentdsen, interventionellen und chirurgischen
Therapie ist die koronare Herzkrankheit mit rund 20% nach wie vor die haufigste
Todesursache der europdischen Bevdlkerung [2]. Wahrend die Mortalitdt der
Erkrankung in westlichen Industrienationen durch die Fortschritte in der Therapie leicht
rucklaufig ist [3], hat sie sich in Entwicklungslandern wie Indien in den letzten 30 Jahren

nahezu verdoppelt [4].

Pathophysiologie

In den letzten Jahrzehnten hat sich das Verstandnis Uber die Pathophysiologie der
Atherosklerose deutlich verandert. Wahrend man die Erkrankung vor einigen Jahren
noch als Cholesterin-Speichererkrankung angesehen hat, geht die moderne

Wissenschaft heute von einer entziindlichen Genese aus. Diese beruht auf einem
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komplexen Zusammenspiel verschiedener Zelltypen des Blutes und der Gefaltwand als
Reaktion auf kardiovaskulare Risikofaktoren. Zu Beginn der Atherogenese bewirken
diese in der Arterienwand eine gesteigerte Expression von Adhasionsmolekilen,
wodurch vermehrt Leukozyten, insbesondere Monozyten und T-Lymphozyten in die
Intima migrieren. Hier kommunizieren die Leukozyten mit glatten Muskelzellen (smooth
muscle cells, SMCs) und Endothelzellen und fiihren so zur gegenseitigen Aktivierung.
Dabei spielen inflammatorische und immunologische Mediatoren wie Prostanoide und
Leukotriene eine entscheidende Rolle. Monozyten wandeln sich daraufhin in
Makrophagen um, nehmen zunehmend Lipide auf und werden aufgrund ihres
mikroskopischen Aussehens fortan als Schaumzellen (,foam cells) bezeichnet. Andere
Autakoide wie beispielsweise Histamin regulieren zudem den Tonus der glatten
Muskulatur und erhéhen so weiter die Gefallpermeabilitdit. Dabei kommt es auch zu
einer Migration von SMCs aus der Tunica media in die Intima der GefalBwand. Das
Ergebnis dieses inflammatorischen und immunologischen Geschehens ist die
Entstehung eines frihen Atheroms. Im weiteren Verlauf proliferieren die Zellen hier und
bilden eine komplexe extrazellulare Matrix. Zusammen mit Endothelzellen und
Monozyten sezernieren sie sogenannte Matrix-Metalloproteasen (MMPs), welche eine
Vielzahl an Funktionen der GefalRzellen regulieren und so den Vorgang weiter
verstarken. Einige Bestandteile der extrazellularen Matrix, wie beispielsweise
Proteoglykane binden Lipoproteine in der GefaRintima und fiihren zu deren Oxidation
und Glykation, was die inflammatorische Antwort ebenfalls stimuliert. Im Rahmen der
wachsenden Lasion, kommt es dann, ahnlich wie bei der Knochenbildung, zu einer
progredienten Kalzifizierung. Durch Bildung extrazellularer Matrix, Lipidablagerung und
progredienter Kalzifizierung, entsteht eine zunehmende Verengung des Gefalllumens.
Parallel zur Proliferation kommt es in der atherosklerotischen L&sion zu einem
vermehrten Zelltod. Der Untergang lipidbeladener Makrophagen fuhrt zur extrazellularen
Freisetzung der Lipide, welche zusammengeflossen den lipidreichen nekrotischen Kern
der atherosklerotischen Plaque bilden [5,6]. Je nach Zusammensetzung und
geometrischer Konfiguration unterscheidet man stabile von instabilen Plaques.
Rupturiert die Plaque nun aufgrund einer Anderung der Plaque-Konfiguration in
Kombination mit Scherstress, kommt es zur Exposition des atherosklerotischen
Materials gegenuber Blut. Hierdurch werden insbesondere Thrombozyten aktiviert und

es kann zur Entstehung eines gefalverschlieRenden Thrombus kommen [7].
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Abbildung 1: Stadien der Atherogenese

Die Abbildung zeigt die normale Konfiguration einer Arterienwand sowie die Veranderungen des
Zellbildes bei Fortschreiten der Erkrankung. a. Eine typische dreischichtige Arterie: Tunica
Intima (Endothelzellschicht), Tunica Media (enthalt glatte Muskelzellen, ,SMCs*), Tunica
Adventitia. b. Zu Beginn der Atherogenese kommt es zur Adhasion und Migration von
Leukozyten (insbesondere Monozyten), welche sich in Makrophagen umwandeln, Lipide
aufnehmen und fortan Schaumzellen (,foam cells) genannt werden. c. Im weiteren Verlauf
erfolgt eine GréRenprogredienz der Lasion durch die Migration von glatten Muskelzellen und
der Produktion extrazellularer Matrix. Durch Apoptose freigesetzte Lipide akkumulieren und
bilden den nekrotischen Lipidkern der Plaque. d. Als Hauptkomplikation der Atherosklerose
kann beispielsweise durch physischen Stress eine Thrombose entstehen. Auf der Abbildung ist
die Ruptur der Fibrinkappe der Plaque zu sehen, wodurch es zu direktem Kontakt von
Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten mit den Bestandteilen der Plaque kommt, was die
Bildung eines gefalverschlielenden Thrombus ermdglicht. [6] Nachdruck mit freundlicher
Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Figure 1 from Nature 2011. 473(7347):317-325
(Libby et al. 2011), copyright © 2011.

Klinik und Therapie

Aufgrund von Stenosen in den KoronargefaBen kommt es bei erhdhtem
Sauerstoffverbrauch des Herzmuskels zu einer relativen Unterversorgung des
betroffenen Myokards. Diese kann sowohl durch psychische als auch physische
Belastung entstehen und fiuhrt zu dem typischen Leitsymptom der KHK, der Angina
pectoris (AP). Diese auflert sich meist durch ein retrosternales Druckgefihl, haufig mit
Ausstrahlung in den linken Arm, den Rilcken, den Bauch oder den Kiefer. Man

unterscheidet die stabile von der instabilen Angina pectoris. Die stabile Angina pectoris
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bildet sich definitionsgemafl nach Beendigung der Belastung wieder vollstandig zurck.
Da der Herzmuskel in diesem Fall nur bei erhéhtem Sauerstoffverbrauch unterversorgt
ist, spricht man auch von einem relativen Sauerstoffmangel. Die instabile Angina pectoris
hingegen tritt belastungsunabhangig auch in Ruhe auf und zeichnet sich durch einen
inkonstanten Verlauf aus. Sie kann Vorbote oder aber auch schon Symptom eines
akuten Myokardinfarkts sein und sollte daher zeitnah abgeklart werden. Es handelt sich
hierbei um einen absoluten Sauerstoffmangel, welcher auch in Ruhe nicht kompensiert
werden kann. Zusatzlich kénnen beim akuten Myokardinfarkt vegetative Symptome wie

KaltschweiRigkeit, Ubelkeit und Erbrechen auftreten.

Die Therapie der koronaren Herzkrankheit baut auf der medikamentdsen Therapie sowie
den interventionellen und chirurgischen Verfahren auf. Wahrend letztere immer
effektiver darin werden, bereits verengte oder verschlossene Koronargefalle zu
dilatieren, wieder zu er6ffnen oder zu umgehen, versucht man durch die medikamentdse
Therapie unterstitzend den Prozess der Atherosklerose aufzuhalten sowie
Myokardschdden und  -umstrukturierung zu minimieren. Hierbei spielen
thrombozytenhemmende Medikamente eine herausragende Rolle. Aber auch Plaque
stabilisierende Medikamente und Medikamente, welche den myokardialen Stoffwechsel

modulieren werden KHK-Patienten standardmaRig verschrieben. Hierzu gehéren:

= Acetylsalicylsdure: Sie hemmt die Cyclooxygenase in Thrombozyten und senkt
dadurch deren Aggregationsbereitschaft, wodurch die Mortalitdt nach einem

Herzinfarkt deutlich sinkt.

= P2Y,-Rezeptorantagonisten: ADP, welches aus Thrombozytengranula oder von
verletzten Zellen freigesetzt wird, bindet unter anderem an den P2Y1>-Rezeptor der
Thrombozytenoberflache und aktiviert so die Thrombozytenaggregation. Aktive
Metaboliten eines Thienopyridins (z.B. Ticlopidin, Clopidogrel und Prasugrel) binden
kovalent an den P2Y>-Rezeptor und sind somit irreversible indirekte Hemmer der
Plattchenaggregation. Andere, direkt wirkende PZ2Y>-Rezeptorantagonisten wie
Ticagrelor, Cangrelor und Elinogrel verandern dagegen die Konformation des P2Y 1-

Rezeptors, was eine reversible, konzentrationsabhangige Hemmung zur Folge hat.

= Betablocker: Sie hemmen die Bindung adrenerger Substanzen an die
Betarezeptoren des Herzens. Hierdurch sinken Myokardkontraktilitat und
Herzfrequenz, was den myokardialen Sauerstoffverbrauch und somit auch die

Sauerstoffunterversorgung vermindert.

= Nitrate: Stickstoffmonoxid wird physiologisch von Gefaflendothelzellen freigesetzt

und fuhrt zu einer Relaxation der glatten Muskulatur, sowie zur Hemmung der
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Thrombozytenaggregation. Es besteht die Moglichkeit NO Uber organische Nitrate

oder Molsidomin dem Korper zuzufihren.

= Kalziumantagonisten: Sie blockieren die L-Typ Kalziumkanale, was die
Kalziumkonzentration in der Zelle erniedrigt. Dies fuhrt zu einer Dilatation
epikardialer GefalRe sowie zur Senkung der kardialen Kontraktilitdt und der
Herzfrequenz. Somit kommt es zu einer besseren Blutversorgung und zu einem

niedrigeren Sauerstoffverbrauch des Myokards.

» Plaque-Stabilisierung: Die Plaqueruptur und der damit verbundene thrombotische
Verschluss von Koronararterien sind fur etwa drei Viertel der akuten Myokardinfarkte
verantwortlich [8]. Die fur eine Ruptur pradisponierten atherosklerotischen Plaques
sind mit einer dinnen Fibrinkappe und grolkem Lipidkern konfiguriert. Ein Ziel der
medikamentdsen Therapie ist es diese sogenannten vulnerablen Plaques zu
stabilsieren. Neben antiinflammatorischen Ansatzen gibt es zahlreiche Hinweise auf
einen positiven Effekt durch die Senkung des LDL-Spiegels durch HMG-CoA-
Reduktasehemmer (Statine). Zudem gibt es Hinweise auf eine Plaque-
stabilisierende Wirkung von Thrombozytenhemmern, Betablockern und Hemmern

des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems [9].

Die moderne Kardiologie fokussiert sich auf die Entwicklung neuer Techniken, die den
Blutfluss in Arterien mit hdmodynamisch relevanten Stenosen wiederherstellen. Als
Reaktion auf eine bereits vorhandene Unterversorgung des Herzmuskels oder einen
akuten Myokardinfarkt haben diese Strategien jedoch nur einen sekundar-
prophylaktischen Effekt. Auch Medikamente wie Aspirin und Statine, welche
nachgewiesenermalfien das Risiko fur kiinftige Ereignisse senken, werden aktuell nur
bei Patienten mit bekannter koronarer Herzkrankheit oder stark ausgepragtem

Risikoprofil empfohlen [7].

Sekundédrkomplikationen

Die Behandlung mit Aspirin als Teil der dualen Plattchenhemmung in Kombination mit
einem P2Yi,-Rezeptorantagonisten wie Clopidogrel, Prasugrel oder Ticagrelor ist
essentieller Bestandteil der medikamentdsen Therapie nach einer Koronarintervention
(PCI), um die Wahrscheinlichkeit von ischamischen Ereignissen, insbesondere von
Stentthrombosen zu reduzieren. In klinischen Studien beobachtet man jedoch weiterhin

bei etwa 1,4 % der Koronarinterventionen eine Stentthrombose [10].

In der Vergangenheit hat sich bereits eine hohe interindividuelle Variabilitdt im
Ansprechen auf P2Y1,-Rezeptorantagonisten gezeigt [11,12], so dass durch weitere

Untersuchungen die Korrelation zwischen einer erhdhten Plattchenreaktivitat unter
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Clopidogreltherapie (high on-clopidogrel treatment platelet reactivity - HCPR) und einem
schlechteren klinischen Ergebnis in Form von Tod oder Stentthrombose bereits etabliert
werden konnte [13]. Clopidogrel wird seit Jahren zusammen mit Aspirin nach
Koronarinterventionen eingesetzt. Es wird durch Cytochrom P450 2C19 bioaktiviert,
welches wiederum vom CYP2C19-Gen kodiert wird. Interindividuelle Polymorphismen
im CYP2C19-Gen sind die Ursache fur das Vorkommen sogenannter ,,Poor Metabolizer*
mit verminderter Aktivierung des Prodrugs Clopidogrel [14]. Im Anschluss an eine
Koronarintervention zeigen diese Varianten eine verminderte Thrombozytenhemmung
und haben eine hohere Wahrscheinlichkeit ein ischamisches Ereignis, wie

beispielsweise eine Stentthrombose, zu erleiden [15].

In der ISAR-ASPI-Studie konnte mittels Arachidonsaure-induzierter Aggregometrie
gezeigt werden, dass eine hohe Thrombozytenreaktivitat unter Aspirintherapie ebenfalls
mit ischamischen Ereignissen wie beispielsweise Stentthrombosen assoziiert ist [16]. In
Bezug auf die Hintergrinde dieser ,Aspirinresistenz standen bisher vor allem die
Dosierung und die Dosierungsintervalle im Vordergrund, wahrend genetische Ursachen
bisher unbekannt blieben (zum Uberblick siehe [17]). Im Rahmen der ISAR-ASPI Studie
erfolgte die Blutentnahme nach der intravenésen Gabe von 500 mg Acetylsylicylsaure
sowie einem ADP-Antagonisten vor der Koronarintervention. Die Plattchenreaktivitat
wurde durch ADP- sowie Arachidonsdure-induzierte Thrombozytenaggregometrie
gemessen. Quantifiziert wurde die Plattchenreaktivitdt mit Hilfe eines Multiplate
Analyzers (Roche Diagnostics, Schweiz). Hierbei handelt es sich um ein standardisiertes
Testverfahren, welches mittels elektrischer Impedanz-Messung den Grad der
Aggregation berechnet. Arachidonsaure wird in Thrombozyten von der Cyclooxygenase
in Prostaglandin Hz und anschlie3end von der Thromboxan-Synthase in Thromboxan Az
(TXA2) umgewandelt. Thromboxan A, st ein potenter Agonist der
Thrombozytenaggregation und fihrt Gber die Freisetzung der Granula zu einer weiteren
TXA2-Produktion und zu einer anhaltenden Gpllb-llla Aktivierung. Durch die Gabe von
Acetylsalicylsaure wird die Cyclooxygenase | irreversibel durch Anlagerung eines
Acetylrests gehemmt, was zu einer Blockade des oben genannten Signalwegs fuhrt und
die Thrombozytenaggregation bzw. Plattchenreaktivitat reduziert. In der vorliegenden
Arbeit untersuchten wir homozygote Risikoallel-Trager der GUCY71A3-Variante
rs7692387 auf eine veranderte Thrombozyten-Reaktivitat unter Aspirintherapie, auch in

Bezug auf ein schlechteres klinisches Outcome nach einer Koronarintervention.
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1.2 Risikofaktoren der koronaren Herzerkrankung

Ausgehend von den Ergebnissen der Framingham-Studie wurden seit 1948 die
klassischen Risikofaktoren fir die koronare Herzkrankheit identifiziert [18]. Hierbei
unterscheidet man zwischen beeinflussbaren und nicht beeinflussbaren Risikofaktoren.
Zu den beeinflussbaren Risikofaktoren zahlen Hypercholesterinamie, arterielle
Hypertonie, Nikotinabusus und Diabetes mellitus. Weitere Risikofaktoren wie
Bewegungsmangel, Adipositas und Stress wirken nur indirekt Uber negative
Auswirkungen auf die zuvor genannten Risikofaktoren. Zu den nicht beeinflussbaren
Risikofaktoren zahlen Alter, mannliches Geschlecht sowie die familiare Disposition. [19-
21]

Von den auf epidemiologischen Studien basierenden klassischen Risikofaktoren lassen
sich als Ergebnis aktueller Forschung neue Risikofaktoren abgrenzen. Hierzu zahlen
spezielle  Lipidstoffwechselstérungen  (Hypertriglyzeridamie, spezifische LDL-
Morphologie, Lipoprotein(a)-Erhéhung, Apolipoproteine-A-I- und B100-Varianten),
Gerinnungsstérungen (u.a. erhdhte prothrombotische Aktivitat, verminderte Fibrinolyse,
hoher Fibrinogenspiegel, niedriger  Antithrombinspiegel), Insulinresistenz,
Hyperinsulindmie, Glukosetoleranz, ausgepragter Alkoholkonsum,

Hyperhomocysteindmie sowie eine Erhéhung des C-reaktiven Proteins. [22-33]

1.3 Genetische Risikofaktoren

Zwillings- und Familienstudien konnten einen signifikanten Anteil (40-50%) der
Erkrankungsfalle auf Vererbung zurlckfihren [19,34,35]. Da unterschiedliche
Genotypen in der Regel nicht von anderen Risiko- und Umweltfaktoren beeinflusst
werden, bieten genetische Analysen die Méglichkeit, kausale Risikofaktoren und damit

therapeutische Ansatze ausfindig zu machen [36,37].

Wahrend die Suche nach genetischen Risikofaktoren zunachst bis auf wenige
Ausnahmen, wie den LDL-Rezeptor, keine Erfolge verzeichnen konnte, konnten in den
letzten Jahren durch genomweite Assoziationsstudien (Genome-Wide Association
Studies, GWAS) eine Vielzahl von genetischen Varianten identifiziert werden, die mit
hoher statistischer Wahrscheinlichkeit mit der KHK assoziiert sind (zum Uberblick siehe
[38,39]). Interessanterweise ist nur ca. ein Drittel dieser Loci mit traditionellen
Risikofaktoren wie Hypercholesterinamie oder arterieller Hypertonie assoziiert [38].

Insgesamt geht man davon aus, dass durch alle bisher identifizierten Varianten, unter
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Einschluss von Varianten mit geringerer statistischer Assoziation, etwa 20 % der

genetischen Disposition der KHK erklart werden kdénnen [40].

In der vorliegenden Arbeit wurde einer dieser Loci in Bezug auf die
Thrombozytenaggregation untersucht. Der SNP rs7692387 befindet sich im GUCY1A3-
Gen auf Chromosom 4, das fir die as-Untereinheit der 16slichen Guanylatzyklase (sGC)
kodiert [41].

1.4 Thrombozyten

1.4.1 Definition und Eigenschaften

Thrombozyten oder Blutplattchen wurden zum ersten Mal 1865 von Max Schultze (1825-
1874) als Bestandteil des Blutes beschrieben. Giulio Bizzozero (1846-1901) erkannte
bei weiteren Nachforschungen bereits 1882 ihre herausragende Rolle bei der
Blutstillung. Er stellte fest, dass sie sich als erste Blutbestandteile an einer verletzten
Gefallwand anlagern [42]. Thrombozyten (Platelets), deren Hauptaufgabe der schnelle
Verschluss von Blutgefalien ist, sind diskoide Zellfragmente mit einem Durchmesser von
2-3 ym. In jedem Mikroliter Blut befinden sich etwa 150.000 — 300.000 Thrombozyten.
Ihren Ursprung haben sie im Knochenmark, wo sie von Megakaryozyten abgeschnurt
werden und so ins Blut gelangen. Einmal abgeschniirt tiberleben die Thrombozyten ca.
8-10 Tage und werden schlieBlich vom retikuloendothelialen System der Leber und Milz
abgebaut [43]. Als anukleare Zellen besitzen sie keine genomische DNA. Sie enthalten
jedoch messenger-RNA (mRNA) der Megakaryozyten sowie die fir die
Proteinbiosynthese nétige Translationsmaschinerie. Auch das Splicing von Pra-mRNA,
das normalerweise im Zellkern stattfindet, konnte im Thrombozytenplasma
nachgewiesen werden [44]. Da Thrombozyten auch Mitochondrien besitzen, sind sie in
der Lage Glucose und Fettsduren abzubauen und sind somit sehr effizient in der ATP-
Synthese. AulRerdem besitzen sie zahlreiche Vesikel, u.a. a- und 8-Granula, deren Inhalt

in Tabelle 2 aufgeflhrt ist.
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Tabelle 2: Bestandteile der a- und 5-Granula in Thrombozyten

a-Granula 6-Granula

vWF (von Willebrand Faktor) Adenosintriphosphat (ADP)
Gerinnungsfaktor VI Serotonin
Gerinnungsfaktor V Ca?*-lonen

Fibrinogen (= Gerinnungsfaktor I)

Fibronektin

versch. Wachstumsfaktoren u.a.
Platelet-derived Growth Factor
(PDGF)

Unabhangig von den Granula werden die Stoffe Thromboxan A, (TXA2) und der
Plattchenaktivierende Faktor (PAF) sezerniert. Hierbei bewirkt Thromboxan A, zum
einen die Aktivierung weiterer Thrombozyten, zum anderen eine Vasokonstriktion der
Gefale. Das Protein wird von dem Enzym Cyklooxygenase gebildet, welches durch die

Einnahme von Acetylsalicylsaure irreversibel gehemmt wird.

1.4.2 Thrombozytenaktivierung und -hemmung

Um Defekte im Gefaflendothel detektieren zu kdnnen, exponieren Thrombozyten eine
Reihe von Rezeptorproteinen in ihrer Plasmamembran. Diese Proteine binden an
Komponenten der extrazelluldren Matrix wie beispielsweise Kollagen, welche bei
Beschadigung der Gefallwand exponiert werden. Freigelegtes Kollagen wird sofort vom
von-Willebrand-Faktor (vWF) gebunden und so fir die Thrombozyten markiert. Der vVWF
wirkt hierbei als Adaptermolekil zwischen exponiertem Kollagen und dem
Thrombozyten-Oberflachenrezeptor GP Ib. Bei der Bindung des Rezeptors an den vVWF
werden die Thrombozyten am Kollagen verankert und gleichzeitig aktiviert [45,46]. Im
nicht aktivierten Zustand weisen Thrombozyten eine typische diskoide Form auf. Nach
Aktivierung durch l6sliche Agonisten oder bei Adhasion an den vVWF kommt es dann zu
einer Formveranderung (,shape change®). Die Thrombozyten werden kugelférmig,
bilden kleine Fortsatze (Lamellipodien) aus und vergréRern ihre Oberflache so auf bis
zu 18 um? [47]. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Konformationsadnderung des
Oberflachen-Glykoproteins GP lIb/llla, welches dadurch in seinen aktiven Zustand
versetzt wird und dabei seine Affinitat zum vVWF und zu Fibronektin erhéht. Da
Fibronektin ebenfalls in subendothelialen Schichten vorkommt, koénnen die

Thrombozyten nun auch vWF-unabhangig an geschadigte Stellen der GefalRwande
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binden. Lé&sliches Fibronektin ermdglicht aullerdem die Quervernetzung und
Stabilisierung des wachsenden Thrombus. GPIIb/llla bindet auch Fibrinogen und Fibrin,
was ebenfalls zur Quervernetzung beitragt und die Thrombozyten in das entstehende
Fibrinnetzwerk einbindet. Nun werden auch die Inhaltsstoffe der a- und 6-Granula durch
Fusion mit der Zellmembran freigesetzt und es kommt zur Sekretion von TXA2 und des
Plattchenaktivierenden Faktors (PAF). Durch die Ausschittung von sekundaren
Botenstoffen wie ADP oder Thromboxan A, werden G-Protein gekoppelte Rezeptoren
auf der Oberflache der Thrombozyten aktiviert, was den Aggregationsvorgang zusatzlich
verstarkt [48,49].

Um eine ungewollte Aktivierung der Thrombozytenaggregation zu verhindern, werden
von den Zellen des Gefallendothels standig Antagonisten freigesetzt. Stoffe wie
Prostaglandine, Prostacycline, Ektonukleotidasen und Stickstoffmonoxid (NO) hemmen
auf unterschiedliche Art und Weise die Aktivierung von Thrombozyten. Durch diese
Antagonisten werden die Guanylatcyclase und die Adenylatcyclase aktiviert, was
wiederum den Anstieg der second messenger cGMP und cAMP zur Folge hat. Diese
zyklischen Nukleotide aktivieren dann die entsprechenden Proteinkinasen. Die
vorliegende Arbeit fokussiert auf das von Gefaliendothelzellen freigesetzte NO, welches
in die Thrombozyten diffundiert und hier zu einer Aktivierung der I6slichen
Guanylatzyklase fuhrt. Diese wiederum bewirkt eine Erhdhung des cGMP-Spiegels,
wodurch die Proteinkinase G aktiviert wird. Die Details des NO/cGMP-Signalweges
werden in Kapitel 1.4.2 dargestellt. Durch die Phosphorylierung zahlreicher Proteine
durch Proteinkinasen werden Thrombozytenfunktionen wie Adhasion [48],
Fibrinogenbindung [49], Aggregation [50], Sekretion und Formveranderung [50]
gehemmt. Die zyklischen Nukleotide c¢GMP und cAMP werden durch
Phophodiesterasen (PDE) abgebaut. In Thrombozyten konnten bislang die

Phosphodiesterasen PDE 2,3 und 5 nachgewiesen werden [50].

1.4.3 Rolle beim Myokardinfarkt und der Atherosklerose

Autopsiestudien aus den 70ern bis in die 90er Jahre konnten zeigen, dass bei letalen
Herzinfarkten meist eine komplette Ruptur der Fibrinkappe einer atherosklerotischen
Plaque vorliegt [8,51]. Mechanismen wie oberflachliche Erosionen, Plaqueeinblutungen
oder Erosion kalzifizierter Knoten spielen hingegen nur eine untergeordnete Rolle [52].
Praktisch alle Koronarthrombosen sind somit auf die Zerstérung einer
atherosklerotischen Plaque zurlickzufiihren. Eine rupturierte Plaque fiihrt Uber
verschiedene Wege zu einer Thrombusbildung. Auf der einen Seite 16st der Kontakt mit

Kollagen aus der extrazellularen Matrix der Plaque eine Thrombozytenaggregation aus.
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Auf der anderen Seite aktiviert der von Makrophagen und glatten Muskelzellen
produzierte Gewebefaktor die Gerinnungskaskade [53]. Da auch die Thrombinbildung
die Aktivierung von Thrombozyten bewirkt, werden die beiden Systeme der Blutstillung
also zugleich stimuliert und verstarken sich zusatzlich gegenseitig. Die Konversion von
Fibrinogen zu Fibrin und die Freisetzung des Von-Willebrand-Faktors von aktivierten
Thrombozyten unterstutzt die Bildung einer dreidimensionalen Netzstruktur aus

Thrombozyten und Fibrin.

Neben ihrer Funktion bei der Hdmostase und Thrombusbildung, wurden in den letzten
Jahren zunehmend auch immunologische Funktionen von Thrombozyten bekannt
[54,55]. Mittlerweile werden sie als essentielle Faktoren bei entziindlichen Prozessen
wie Atherosklerose, Allergien, rheumatoider Arthritis und bei Krebs angesehen [56].
Hierfur exprimieren Thrombozyten eine Vielzahl von Rezeptoren, um mit Monozyten
[57,58], neutrophilen Granulozyten [59,60], dendritischen Zellen [61,62], T-Zellen [63]
und auch mit Lipoproteinen [64] zu interagieren. So zeigten Thrombozyten von Patienten
mit Hypercholesterinamie eine erhdhte Aggregationsbereitschaft [65,66]. Thrombozyten
vermitteln somit zwischen Entzindung, Thrombusbildung und Atherosklerose. Ihr
Repertoire reicht von der Rekrutierung von Leukozyten bis hin zur direkten Abwehr
bakterieller Pathogene. Nach Aktivierung setzen sie eine Reihe von Zytokinen,
Chemokinen und antibakteriellen Proteinen frei und exprimieren gleichzeitig eine
Vielzahl immunrelevanter Rezeptoren. Thrombozyten sind somit Zellen, die entzindliche
Vorgange detektieren und anschlieffend proinflammatorische Mediatoren freisetzen.
Diese verstarken das entziindliche Umfeld indem sie weitere inflammatorische Zelltypen

rekrutieren und deren inflammatorische Antwort potenzieren [56].

1.5 Risikogen GUCY1A3

1.5.1 Mutationen in GUCY71A3 und deren Einfluss auf die KHK

In einer Vorarbeit unserer Arbeitsgruppe [67] konnte mittels Exom-Sequenzierung in
einer Familie mit hoher Pravalenz friihzeitiger Myokardinfarkte bzw. schwerer Falle von
koronarer Herzkrankheit (KHK) eine deletare, digenische Mutation identifiziert werden.
Bei einem dieser Gene handelt es sich um das GUCY1A3-Gen, bei dem anderen um
das CCT7-Gen, das fiur ein assoziiertes Chaperon Protein (CCT7) kodiert. Diese
Mutationen haben eine reduzierte Menge an a- und B-Untereinheit der sGC und einen
reduzierten cGMP-Gehalt der Thrombozyten zur Folge. In Mausen, welche die alpha-

Untereinheit der sGC nicht exprimieren, konnte man zudem die schnellere Bildung eines
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gefalverschlieRenden Thrombus im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zeigen. Diese
Resultate weisen auf eine wichtige Rolle der sGC im Rahmen der
Thrombozytenaggregation hin, so dass Mutationstrager frihzeitig eine Atherothrombose
erleiden konnten. Der Einfluss der sGC auf die Atherosklerose als eher chronischen
Prozess sowie speziell die zellulare Konsequenz der haufigen Varianten, die in
genomweiten Assoziationsstudien mit der KHK assoziiert wurden, waren jedoch bisher
unklar, zumal fir GUCY1A3 auch eine Assoziation mit arterieller Hypertonie gezeigt

werden konnte [68].

1.5.2 Haufige Variante in GUCY1A3 und deren Einfluss auf die KHK

Bei dem SNP rs7692387 handelt es sich um eine haufige Variante des GUCY1A3-Gens,
welche mit hoher Signifikanz (p = 2,65 x 10™"") mit koronarer Herzkrankheit und
Herzinfarkt assoziiert ist [41]. Interessanterweise sind Uber 60 % der europaischen
Bevolkerung homozygote Risikoallel-Trager, wahrend nur ca. 4 % homozygot fiur das
Nicht-Risikoallel sind.

Tabelle 3: Verteilung der Variante rs7692387 des GUCY71A3-Gens in der europdischen
Bevolkerung
A. Allelfrequenz B. Verteilung der Genotypen (Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

A B
Allel A G Genotyp A/A A/G G/IG
Pravalenz 0,196 0,804 Pravalenz 0,036 0,321 0,643

1.6 Die I6sliche Guanylatzyklase

Guanylatzyklasen kommen in den meisten Geweben von Saugetieren vor. Hierbei kann
man zwischen I6slichen, d.h. zytosolischen und nichtléslichen, membrangebundenen
Guanylatzyklasen unterscheiden. Membrangebundene Guanylatzyklasen steigern ihre
Aktivitdt vornehmlich bei Anwesenheit der natriuretischen Peptide Atriales
Natriuretisches Peptid (ANP) und Brain Natriuretic Peptide (BNP), welche von
Herzmuskelzellen bei erhdhter Vorlast ausgeschittet werden. An der Niere flhren sie
zu einer gesteigerten Diurese, wahrend sie an den Gefalimuskelzellen eine vermehrte
Vasodilatation bewirken. Die Iosliche Guanylatzyklase wird wiederum von
Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert [69].
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Die l6sliche Guanylatzyklase (sGC) ist ein heterodimeres Ham-Protein, welches aus den
beiden homologen Untereinheiten a und B besteht. Neben der haufigsten Isoform a1/B+
konnten auch die Isoformen a2 und B: identifiziert werden. Wahrend die Isoformen a1und
B1in den meisten Geweben von Saugetieren vorkommen, findet man die Untereinheiten
a2 hauptsachlich in Gehirn, Lunge, Dickdarm, Herz, Milz, Uterus und Plazenta. Die B2
Untereinheit konnte dagegen bisher nur in der Niere nachgewiesen werden. Die
Isoformen a4/B1 und a2/B:1 besitzen sehr ahnliche biochemische Eigenschaften,
unterscheiden sich jedoch in ihrer Lokalisation und daher auch in ihrer Funktion.
Wahrend die a1/B+ Isoform im Zytosol der Zelle vorkommt, findet man die a2/B+ Isoform
in vielen Geweben membrangebunden. Untersuchungen der B2 Isoform zeigten, dass
sie mit den Untereinheiten a4 und a2 einen inaktiven Komplex bildet, in Abwesenheit

einer a-Untereinheit jedoch mdglicherweise ein aktives Homodimer bildet [70].

1.6.1 Der NO/cGMP-Signalweg

Die sGC spielt u. a. eine entscheidende Rolle im NO/cGMP-Signalweg. Die genauen
Ablaufe dieses Signalweges wurden in den 1980er Jahren entschlisselt. Doch bereits
100 Jahre zuvor hatte man damit begonnen, ihn medikamentos zu modulieren, ohne den
genauen Wirkmechanismus zu kennen. Mit der klinischen Anwendung von organischen
Nitriten (Isoamylnitrit) [71] und Nitraten (Glycerintrinitrat) [72] gegen die Beschwerden
der Angina pectoris stimulierte man unwissentlich die cGMP Produktion. Diese fihrt Gber
die Relaxation der glatten Gefamuskulatur zu einer Vasodilatation der vendsen
Kapazitatsgefalte, deren Weitstellung (,ventses Pooling“) die Vorlast des Herzens
vermindert. Das diastolische Fullungsvolumen nimmt ab, die Wandspannung wird
reduziert und der Sauerstoffverbrauch sinkt. Dadurch linderte man erfolgreich die
Symptomatik dieser Erkrankung. Viele Jahre wurde daraufhin nach dem
Zusammenhang zwischen den Molekilen und ihrer Wirkung gesucht, bis man bei den
Forschungen auf die herausragende Rolle des Stickstoffmonoxids als Signalmolekdil
stiel3.

Das zweiatomige NO-Molekil wird von sogenannten Stickstoffmonoxid-Synthasen
(NOS) aus der Aminosaure L-Arginin gebildet [73]. Beim Menschen spielt vor allem die
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) eine entscheidende Rolle. Sie ist in
den Gefallendothelzellen lokalisiet und bildet bei Anwesenheit eines
Calcium/Calmodulin-Komplexes, beispielsweise aufgrund einer erhohten
Schubspannung an der GefalRwand, vermehrt NO [74]. Dieses dient nach rascher
Diffusion durch die Zellmembranen in die Gefallmuskelzellen als Hauptaktivator der

I6slichen Guanylatzyklase. NO bindet an den Ham-Cofaktor der sGC und bildet mit ihm
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einen stabilen Komplex. Diese Bindung bewirkt eine signifikante Erhéhung des

cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP)-Spiegels der Zelle [75].

Generator cell Target cell
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Abbildung 2: Der NO/cGMP-Signalweg

Ein Ca?*/Calmodulin-(CaM)-Komplex bindet an die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS). NOS
katalysiert die Oxidation von L-Arginin (L-Arg) zu L-Citrullin (L-Cit) und Stickstoffmonoxid (NO).
NO bindet nach Diffusion an das Fe'-Ham der B1-Unterereinheit der l6slichen Guanylatzyklase
(sGC). Diese Bindung flihrt zu einer signifikanten Steigerung von cGMP und Pyrophosphat
(PP;). cGMP bindet und aktiviert anschlieRend cGMP abhangige Proteinkinasen (cGKs),
Phosphodiesterasen (PDE5) und lonenkanale [75]. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung
von Annual Reviews: Figure 1 from Annual review of biochemistry 2012. 81, 533-559
(Derbyshire, Marletta 2012), copyright © 2012.

cGMP besitzt als second messenger eine ganze Reihe von Zielproteinen. Neben
Phosphodiesterasen (PDEs) und lonenkanalen bindet es an die cGMP-abhangige
Proteinkinase (Proteinkinase G, PKG). Diese spielt bei der Regulation physiologischer
Prozesse wie Vasodilatation [76], Plattchenaggregation [77] und Neurotransmission [78]

eine wichtige Rolle.

1.6.2 Funktion der sGC in glatten GefaRmuskelzellen und Thrombozyten

Die Proteinkinase G (PKG) ist eine Serin/Threonin-spezifische Proteinkinase, welche
durch cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) aktiviert wird. Ein Zielprotein ist
hierbei die Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP), die von der Isoform la. der PKG

phosphoryliert wird. Dieses Enzym kommt in den Zellen der glatten Muskulatur vor und
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wird durch die Phosphorylierung aktiviert. Die MLCP selbst dephosphoryliert wiederum
die regulatorische leichte Kette des Myosins, was zu einer Relaxation der glatten
Muskulatur und zur Vasodilatation fiihrt. Von der Isoform I der Proteinkinase G wird
zudem das IP3-Rezeptor-assoziierte cGKIp -Substrat (IRAG) phosphoryliert. Dies fuhrt
zu einer Hemmung der intrazellularen Ca®*-Freisetzung, was ebenfalls eine Relaxation
der glatten Gefallmuskulatur bewirkt. Auch ist IRAG zu einem gewissen Male an der
antithrombozytaren Wirkung von NO beteiligt [79]. Ein weiteres Zielprotein der
Proteinkinase G ist das Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein (VASP) [80] und wird
sowohl von der la- als auch von der IB-Isoform phosphoryliert: Dieses 379 Aminosauren
lange, Aktin-bindende Protein kommt in besonders hohen Konzentrationen in
Thrombozyten vor. Es kann an drei Stellen phosphoryliert werden (Ser157, Ser239 und
Thr278) und wird dann als Phospho-VASP (P-VASP) bezeichnet. Die Phosphorylierung
der Proteinkinase G erfolgt hierbei an Ser239. Einige Arbeiten erharten die Annahme,
dass VASP die Aktivierung der Blutplatichen sowie die Aggregation und Vernetzung des
Adhasionsmolekils Glykoprotein llIb-llla hemmt. Diese Effekte werden durch die
Phosphorylierung von VASP verstarkt [49,81].

Zusammengefasst bewirkt das vom Gefalkendothel gebildete Stickoxid (NO) also
indirekt GUber eine Konzentrationserh6hung von cGMP in den GefaBmuskelzellen eine

Vasodilatation sowie eine Hemmung der Thrombozytenaggregation [75].
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Abbildung 3: Konzept des cGMP-Signalweges

Die Grafik zeigt cGMP-Bildner (grtin) und Effektoren (rot) sowie weiterfiihrende Signalwege und
Zellfunktionen (grau), welche eine Rolle fir den Effekt von endogenem cGMP und/oder cGMP-
erhéhenden Medikamenten (blau) spielen. Der untere Teil zeigt einige aktuelle (blau) sowie
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potentiell zukiinftige (schwarz) Indikationen fir eine cGMP-Spiegel oder cGMP-abhangige
Proteinkinasen modulierende Medikation. BNP, natriuretisches Peptid Typ B; cGKs, cGMP-
abhangige Proteinkinasen; IRAG, IP3 Rezeptor-assoziiertes cGKIB-Substrat; PDEs,
Phosphodiesterasen; pGC, (Plasma) membrangebundene Guanalatzyklase; sGC, I6sliche
Gunanylatzyklase; VASP, Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein. [82] Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons: Figure 1 from Conference on cGMP
generators, effectors and therapeutic implications 2006. Band 7, 149-153 (Feil R, Kemp-Harper
B 2006), copyright © 2016.

1.7 Fragestellung

Zielsetzung der Arbeit war es, die funktionellen Mechanismen, die der genomweiten
Assoziation der haufigen Variante des GUCY1A3-Gens rs7602387 mit der koronaren
Herzkrankheit bzw. Myokardinfarkten zugrunde liegen, zu untersuchen. Hierzu sollten
Genotyp-spezifische Unterschiede von der Genexpression bis hin zu funktionellen
Auswirkungen auf Zellebene analysiert werden. Mdgliche Genotyp-abhangige Effekte in
der Genregulation sollten durch eine Expressionsanalyse des GUCY71A3-Gens
dargestellt werden. Funktionelle Effekte sollten wiederum mittels ADP-induzierter
Thrombozytenaggregometrie anhand von Genotyp-abhangigen Unterschieden in der
NO- bzw. Sildenafil-vermittelten Thrombozytenhemmung abgebildet werden. Um die
Beteiligung und Aktivierung des NO/cGMP-Signalweges darzustellen, sollten letztlich
Thrombozytenisolate auf den Grad der Phosphorylierung des Effektorproteins VASP
untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen zu einem besseren
Verstandnis der Pathophysiologie des KHK-Risikogens GUCY1A3 beitragen und eine
Grundlage fiur zukinftige Therapieoptionen im Sinne einer personalisierten

Systemmedizin bieten.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit sollte anhand von Aggregationsdaten aus dem
ISAR-ASPI Register und durch Genotypisierung des Kollektivs eine mdgliche
Assoziation des GUCY1A3-Genotyps mit der Thrombozytenreaktivitat unter Aspirin-
Therapie sowie der Wahrscheinlichkeit einer Stentthrombose nach Koronarintervention
untersucht werden. Neue Erkenntnisse in diesem Bereich wirden die Grundlage fir
weitere Untersuchungen eines bislang unbekannten funktionellen Mechanismus

darstellen.
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I Materialien

2.1 Chemikalien, Puffer und Losungen

Chemikalien

Tabelle 4: In den Versuchsreihen verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller Hauptsitz Artikelnummer
10X RIPA New England Biolabs Ipswich, USA 9806S
10X TRIS/glycine/SDS Bio-Rad Hercules, CA, USA 161-0772
2-propanol Carl Roth Karlsruhe 6752
ROTIPURAN® 299.8 %

20x TE Buffer, RNase- Thermo Fisher Waltham, USA T11493
free Scientific

2X laemmli Bio-Rad Hercules, CA, USA 1610737
ADP (2 x 104 M) moéLab GmbH Langenfeld 0203011
Ammonium persulfate Sigma Aldrich St. Louis, USA A3678
Color prestained protein  New England Biolabs Ipswich, USA P7712S
standard, broad range

(11-245 kDa)

Dimethylsulfoxid Sigma Aldrich St. Louis, USA D8418
(DMSO), Molecular

biology grade

Dulbecco’s PBS solution  Merk Billerica, USA L 1825
without Ca?*, Mg?* Millipore/Biochrom

EMPURA® ethanol Merck Millipore Billerica, USA 1070172511
absolute

Ethanol denatured =96 Carl Roth Karlsruhe T171

%

Gibco™ PBS (10X), pH  Thermo Fisher Waltham, USA 70011044
7.4 Scientific

Glycine PUFFERAN® Carl Roth Karlsruhe 3908

299 %

H20 dest. aus Milli-Q® Merck Milipore Billerica, USA

Reference Anlage

Hydrochloric acid (HCI),  Carl Roth Karlsruhe 281

6 mol/l -6 N

Invitrogen™ UltraPure™  Thermo Fisher Waltham, USA 10977035

DNase/RNase-free
distilled Water

Scientific
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Invitrogen™ UltraPure™  Thermo Fisher Waltham, USA 15581028
TRIS-borate-EDTA Scientific

(TBE) buffer, 10X

Methanol (MeOH) AppliChem Darmstadt 131091
Nonfat dry milk powder  AppliChem Darmstadt A0830
BioChemica

Novex™ MagicMark™ Thermo Fisher Waltham, USA LC5602
XP Western protein Scientific

standard

PeqGREEN VWR Erlangen 37-5010
Quick-Load® 2-Log New England Biolabs Ipswich, USA N04695
DNA ladder (0.1-10.0

kb)

Rotiphorese Gel 30, Carl Roth Karlsruhe 3029.1
acrylamide 30%,

bisacrylamide 0,8%

Sildenafil citrate salt Sigma Aldrich St. Louis, USA PZ0003
Sodium dodecyl Carl Roth Karlsruhe 0183.3
sulphate (SDS)

Sodium nitroferri- Sigma Aldrich St. Louis, USA 431451
cyanide(lll) dehydrate

Tetramethylethylendiami  Thermo Fisher Waltham, USA 17919
n (TEMED) Scientific

Thermo Scientific™ Thermo Fisher Waltham, USA 87785
BupH™ phosphate Scientific

buffered saline packs

TRIS hydrochloride Carl Roth Karlsruhe 9090
(TRIS-HCI)

PUFFERAN® 299 %

TRIS PUFFERAN® Carl Roth Karlsruhe 4855
299.9 %

Tween® 20 BioChemica AppliChem Darmstadt A1389
Universal agarose, VWR Erlangen 732-2789
peqGOLD

B-mercaptoethanol Sigma Aldrich St. Louis, USA M3148
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Puffer und Lésungen

1X phosphate buffered saline (PBS)

Endkonzentration von 1 mM KH2PO4, 0,16 M NaCl, 2,97 mM Na2HPO4-7H20, pH 7,4
bei Raumtemperatur

100 ml 10X Gibco™ PBS (Thermo Fisher Scientific)

ad 1000 ml Millipore® Wasser

Lagerung bei Raumtemperatur

1X PBS-T

Mit einer Endkonzentration von 1 mM KH2PO4, 0,16 M NaCl, 2,97 mM Na2HPO4-
7H20, 0,2 % v/v Tween® 20, pH 7,4 bei Raumtemperatur

100 ml 10X Gibco™ PBS (Thermo Fisher Scientific)

2 ml Tween® 20 (AppliChem)

ad 1000 ml Millipore® Wasser

0,5 M Tris-HCL
0,5 M Tris-HCL, 10 M Natronlauge, 6 M Salzsaure, pH 6,8 bei Raumtemperatur
Lagerung bei 5°C

1,5 M Tris-HCL
1,5 M Tris-HCL, 10 M Natronlauge, 6 M Salzsaure, pH 8,8 bei Raumtemperatur
Lagerung bei 5°C

1X radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer
10 ml 10X RIPA (New England Biolabs)

ad 100 ml Millipore® Wasser

Lagerung bei -20 °C

2X Laemmli Puffer

Mit einer Endkonzentration von 355 mM B-mercaptoethanol
50 pl B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)

950 pl 2X Laemmli (Bio-Rad)

Lagerung bei -20 °C

1X Elektrophorese Puffer
100 ml 10X 10X Tri/Glycine/SDS (Bio-Rad)
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2 ml Tween® 20 (AppliChem)
ad 1000 ml Millipore® Wasser

Lagerung bei Raumtemperatur

1X Transfer Puffer

3,03 g TRIS PUFFERAN® (Carl Roth)
14,4 g glycine PUFFERAN® (Carl Roth)
0,2 | methanol (AppliChem)

ad 1000 ml Millipore® Wasser

Lagerung bei Raumtemperatur

5 % w/v Milch in PBS
5 g Magermilchpulver (AppliChem)
ad 100 ml 1X PBS (10X Gibco™ PBS verdinnt in Millipore® Wasser)

Lagerung bei 4 °C fur maximal 2 Tage

2.5 % wi/v Milch in PBS-T
2,5 g Magermilchpulver (AppliChem)
ad 100 ml 1X PBS-T (siehe oben)

Lagerung bei 4 °C fur maximal 2 Tage

Assays

Tabelle 5: In den Versuchsreihen verwendete Assays

Assay/Enzym Hersteller Hauptsitz Artikelnummer
SuperSignal™ West Thermo Fisher Waltham, MA, USA 34080

Pico Scientific

Chemiluminescent

Substrate

TagMan® SNP Thermo Fisher Waltham, MA, USA 4351379
Genotyping Assay Scientific

C__29125113_10

TagMan® Universal Thermo Fisher Waltham, MA, USA 4440040

Master Mix II, no UNG  Scientific
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: In den Versuchsreihen verwendete Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller Ort Artikelnummer
PAXgene Blood RNA PreAnalytiX GmbH Hombrechtikon, 762165
Tube (VD) Schweiz

Plastikrohrchen fiir moLab GmbH Langenfeld 0303020
Patientenplasma

Rihrstabe, mikro moLab GmbH Langenfeld 0403013
S-Monovette® 2,7 ml Sarstedt NUmbrecht 04.1917
K3E, K3 EDTA

S-Monovette® 2,7 ml,  Sarstedt NUmbrecht 05.1729.001
ohne Praparierung

S-Monovette® 5 ml Sarstedt NUmbrecht 05.1071
9NC, Citrat 3,2%

(1:10)

S-Monovette® 7,5 ml Sarstedt NUmbrecht 01.1604

LH, Lithium-Heparin

S-Monovette® 9 ml Sarstedt NUmbrecht 02.1066.001
K3E, K3 EDTA

Spezial- moLab GmbH Langenfeld 0303032
Pipettenspitzen, extra

lang

Testtuben, mikro moéLab GmbH Langenfeld 0303014

2.3 Kits

Tabelle 7: In den Versuchsreihen verwendete Kits

Kit Hersteller Oort Artikelnummer
Gentra® Puregene® Qiagen Venlo, Niederlande 158389

Blood Kit

NucleoSEQ® Columns Marcherey-Nagel Diren 740523.10
NucleoSpin® Blood Marcherey-Nagel Diren 740951.10
NucleoSpin® Gel and  Marcherey-Nagel Diren 740609.10

PCR Clean-up

PAXgene™ Blood PreAnalytiX GmbH Hombrechtikon, 762174

RNA Kit

Schweiz
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ThermoScript™ RT- Thermo Fisher Waltham, USA 11146016
PCR system for first- Scientific
strand cDNA synthesis

2.4 Gerate

Tabelle 8: In den Versuchsreihen verwendete Gerite
Gerat Hersteller Hauptsitz
ABI Prism® 3130xI Genetic Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Analyzer
Centrifuge 5425 Eppendorf Hamburg
Centrifuge 5430 Eppendorf Hamburg
Elektrische Pipettierhilfe Biohit Helsinki, Finnland
e300
Elektrische Pipettierhilfe Eppendorf Hamburg
Multipette® stream
Elektrische Pipettierhilfe Eppendorf Hamburg
Xplorer
Feinwaage, MC1 Sartorius Gottingen
Heraeus Biofuge fresco Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Heraeus Megafuge 1.0R Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Heraeus Megafuge 2.0R Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
ImageQuant LAS 4000 GE Healthcare Chicago, USA

Infinite® F200 PRO

Tecan Group

Méannedorf, Schweiz

Mikrozentrifuge ZM16

A. Hartenstein

Wirzburg

PAP-8E
Plattchenaggregometer

Bio/Data Corporation

Horsham, USA

Research Pipettierhilfe Eppendorf Hamburg
Sysmex KX-21N Sysmex Kobe, Japan
Thermomixer comfort, 1,5ml  Eppendorf Hamburg
Veriti 96 Well Thermal Cycler Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
ViiA™ 7 Real-Time PCR Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

System
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2.5 Primer, Antikorper und gPCR-Sonden

Sequenzierungsprimer

Tabelle 9: In den Versuchsreihen verwendete Primer zur Sequenzierung der GUCY71A3
Genvariante rs7692387

Gen Primersequenz (5’-3’) FragmentgroRe

forward GTGAGATAATTCAAAGTATGGC
GUCY1A3 475 bp
reverse AGGGATGGTCACTGCTGTATC

Primer flir gPCR

Tabelle 10: In der Genexpressionsanalyse eingesetzte Oligonukleotid-Primer

Gen Name Sequenz (5’-3’)

GUCY1A3_for CAA CCG TGC CCA TCT GTC AAG
GUCY1A3

GUCY1A3_rev CAT TCAGCC GTT CAAACT CTG G
RPLPO RPLPO_for GGC ACC ATT GAAATC CTGAGT G

RPLPO_rev GAT GAC CAG CCC AAAGGAGAAG

Tagman-Sonden fiir gPCR

Tabelle 11: In der Genexpressionsanalyse mittels Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET) eingesetzte Sonden

Gen Sequenz (5’-3’) Tags
GUCY1A3 p CCT GAG AAG AAC ATA CAAGAAAGT CTTCCTC 5'FAM/3'BHQ1
RPLPO p GCA GCT GAT CAA GAC TGG AGA CAAAGT G 5'FAM/3'BHQ1
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Antikérper fiir Western Blot

Tabelle 12: Im Western Blot eingesetzte Priméarantikorper

Name Molekulargewicht Isotyp Hersteller Hauptsitz  Artikelnummer
des Zielproteins
GAPDH Cell
(D16H11) Rabbit . . Cambridge,
XP® Rabbit >’ kD3 G Slonaling 5174P
mAb gy
Phospho- Cell
VASP 48,50 kDa Rabbit  gionaling ~ Cambridge, 34449
(Ser239) l9G Technology
Antibody
Tabelle 13: Im Western Blot eingesetzter Sekundarantikorper
Name/Hersteller Hersteller Hauptsitz Artikelnummer
Anti-rabbit 1I9G, HRP linked Cell Signaling Cambridge, UK 7074S

Antibody Technology

2.6 Software und Onlinedienste

Tabelle 14: Fiir die Auswertungen verwendete Software und Onlinedienste

Software/Website Betreiber/Entwickler Hauptsitz

Alibaba2 [83]: geneXplain GmbH
http://www.gene-
regulation.com/pub/databases.html

Wolfenblttel

ExpressionSuite Software v1.0.3 Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
GraphPad Prism version 7.0a for Mac GraphPad Software Inc. La Jolla, USA

0S X

i-control 1.10 (for infinite reader) Tecan Group Mannedorf, Schweiz
ImageQuant LAS 4000 Version 1.2 GE Healthcare Chicago, USA
ImageQuant TL 1D Version 8.1 GE Healthcare Chicago, USA

NCBI Gene: National Center for Bethesda, USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene Biotechnology

Information, USA
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NCBI Nucleotide: National Center for Bethesda, USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore Biotechnology

Information, USA
NCBI Primer-BLAST: National Center for Bethesda, USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-  Biotechnology
blast/ Information, USA
ViiA 7 Software Version 1.2.2 Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

2.7 Studienpopulation

2.7.1 Analysen in Abhangigkeit von Stickstoffmonoxid

Alle Probanden gaben vor Entnahme der Proben ihr schriftliches Einverstandnis zur
Teilnahme an diesem wissenschaftlichen Projekt. Die Ethikkommission der Technischen
Universitat Minchen genehmigte das Protokoll. Alle Untersuchungen an menschlichen
Proben standen im Einklang mit der Deklaration von Helsinki. Die Rekrutierung der
Probanden erfolgte bei sich konsekutiv im Deutschen Herzzentrum Minchen
vorgestellten Patienten. Einschlusskriterium war eine bereits erfolgte oder noch

erfolgende invasive Bestimmung des Koronarstatus mittels Koronarangiographie.

2.7.2 Plattchenreaktivitat unter Aspirintherapie / ISAR-ASPI Genetics
Substudie

In der ISAR-ASPI-Studie [16] wurde der Zusammenhang zwischen einer erhéhten
Thrombozytenreativitat unter Aspirintherapie (high on-aspirin treatment platelet reactivity
— HAPR) und einem schlechteren klinischen Outcome weitergehend untersucht. Um
genotypspezifische Unterschiede zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit
1.678 Probanden der ISAR-ASPI Studie [16] fur die Variante im GUCY71A3-Gen
genotypisiert. Hierbei handelte es sich um konsekutive Patienten des ,Deutschen
Herzzentrums Munchen® und des ,Klinikums Rechts der Isar in Minchen, welche eine
Koronarintervention erhalten hatten. Patienten mit stabiler und instabiler Angina
Pectoris, sowie Patienten mit STEMI und NSTEMI wurden in die Studie eingeschlossen.
Patienten mit kardiogenem Schock und/oder Stentthrombose wurden ausgeschlossen
[16].
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1l Methoden

3.1 Aufklarung, Anamnese und korperliche Untersuchung

Das Studienprotokoll wurde vor Beginn der Arbeit von der Ethikkommission der
Technischen Universitdt Minchen gepruft und genehmigt. Alle Untersuchungen an
menschlichen Proben wurden nach ausfiihrlicher Aufklarung Gber das Projekt, sowie
nach Einholen einer schriftlichen Einverstandniserklarung der Probanden durchgefihrt.
Diese entsprachen ausnahmslos den ethischen Grundsatzen fiir die medizinische
Forschung am Menschen nach der Deklaration von Helsinki. Anschlielend wurde jeder
Proband im Rahmen der stationdren Aufnahme ausfihrlich anamnestiziert und
korperlich untersucht. Fur dieses Projekt wurde insbesondere auf die Krankengeschichte
und die Aufnahmemedikation eingegangen, da eine Vielzahl der Patienten
thrombozytenhemmende Medikamente einnahmen. Hierbei wurden fiir dieses Projekt

folgende Parameter erhoben:

o aktuelle Medikation: P2Y>-Rezeptor-Hemmer, Acetylsalicylsdure, bestehende

orale Antikoagulation

e bestehende (Vor-) Erkrankungen: koronare Herzkrankheit, erfolgter akuter

Myokardinfarkt, arterielle Verschlusskrankheit

o kardiale Eingriffe in der  Krankengeschichte: Koronarintervention,

Koronararterien-Bypass
¢ Symptomatik bei Aufnahme: stabile Angina pectoris, instabile Angina pectoris

e Kkorperlicher Untersuchungsbefund: Herzfrequenz, Blutdruck

3.2 Probenentnahme und Prozessierung

Die Blutentnahme wurde bei Patientenaufnahme und vor der initialen Verabreichung
eines P2Y1,-Rezeptorantagonsiten durchgefihrt, um einen Einfluss auf die Ergebnisse
der Thrombozytenaggregometrie zu verhindern. Im Rahmen der Venenpunktion wurde
darauf geachtet, den Sog bei der Aspiration und damit die Scherkrafte in der Hohinadel
moglichst gering zu halten, um vorzeitige Aktivierungsvorgange der Thrombozyten zu
verhindern. Ebenso wurden Transport und Lagerung der Proben bei Raumtemperatur

und mdglichst erschitterungsarm durchgefihrt.
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Durch periphere Venenpunktion wurden folgende Probenbehalter befillt:

1) Eine 2,7 ml EDTA-, eine 7,5 ml Heparin- und eine 5 ml Citrat-Monovette® fiir die
Untersuchung des Routinelabors inklusive  Blutbild, Elektrolyte  und

Retentionsparameter
2) Eine 9 ml EDTA-Monovette® zur Isolierung genomischer DNA aus Vollblut
3) Ein PAX-Gene-Blood-RNA-Tube® zur Isolierung von RNA aus Vollblut

4) Zwei 5ml Citrat-Monovetten® zur Préparation von plattchenreichem (PRP) und

plattchenarmem Plasma (PPP)

Die Proben fur das Routinelabor wurden direkt nach Entnahme in das Institut fir
Laboratoriumsmedizin der Klinik weitergeleitet und dort unter klinisch standardisierten
Bedingungen analysiert. Die 9 ml EDTA-Monovette® und das PAX-Gene-Blood-RNA-
Tube wurden bis zur Isolierung der DNA bzw. RNA bei 5°C gelagert. Die Citrat-
Monovetten wurden maximal 1,5 Stunden bei Raumtemperatur gelagert, ehe mit der

Praparation von PRP und PPP begonnen wurde.

3.3 Nukleinsaureextraktion

3.3.1 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem ,Genomic-DNA-from-Blood-Kit* von Marcherey-
Nagel. Hierbei wurde das vom Hersteller empfohlene Verfahren an die jeweiligen
Laborbedingungen angepasst und bezlglich DNA-Ausbeute und -Reinheit optimiert.
Das Verfahren gliedert sich in die Schritte der Zelllyse, Proteinprazipitation, DNA-
Prazipitation und DNA-Hydration.

Zelllyse

7 ml ,RBC-Lysis-Solution“ wurden in einem Zentrifugenréhrchen vorgelegt und 3 ml
EDTA-Blut des Probanden hinzugegeben. Wahrend der 20-minltigen Inkubation wurde
mehrmals geschwenkt. Daran schloss sich eine Zentrifugation von 10 Minuten bei 3100
rom an (Megafuge 2.0R). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in der
restlichen Zellflissigkeit mittels Schuttler resuspendiert. Nach Zugabe von 3 ml ,Cell-

Lysis-Solution® erfolgte nach erneutem Schitteln die vollstandige Resorption der Zellen.
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Proteinprézipitation

1 ml ,Protein-Precipitation-Solution“ wurde zum Zelllysat gegeben und geschwenkt.

AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 3100 rpm Gber 10 min.

DNA-Prézipitation

Zunachst wurde in einem Zentrifugenréhrchen 3 ml Isopropanol vorgelegt und
anschlieRend der Uberstand der Proteinprazipitation hinzugegeben. Nach Schwenken
des verschlossenen Réhrchens, kann man die DNA als fadiges Geflecht erkennen. Nach
erneuter Zentrifugation Giber 10 Minuten bei 3100 rpm wurde der Uberstand verworfen.
Zum Waschen der DNA wurden zum Pellet 1 ml Ethanol (70%) hinzugegeben, mehrmals
auf- und abpipettiert und anschlieend in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal Uberflihrt. Nun
wurde mit der ,Biofuge fresco“ Tischzentrifuge 10 Minuten bei 8500 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Restfliissigkeit abpipettiert. Danach erfolgte

eine zehnminultige Trocknung des DNA-Pellets bei offenem Deckel.

DNA-Hydration

Es wurden 300 pl ,Hydration Solution“ zum Pellet gegeben und anschlieend fir eine
Stunde bei 65 °C im Thermomixer ,Comfort“ inkubiert (Intervallschitteln alle 5 min fir
eine Minute mit 800 rpm). AnschlieBend wurde die Lésung 3-5 Tage bei

Raumtemperatur inkubiert, um die DNA-Ausbeute zusatzlich zu steigern.

Lagerung

Isolierte DNA wurde bei -20 °C gelagert.

3.3.2 RNA-Extraktion

Fir die Extraktion der RNA wurde das PAXgene™-Blood-RNA-Kit verwendet. Bis auf

die Eluierung wurden alle Schritte nach Anweisung des Herstellers durchgefihrt.

Eluierung

Im ersten Eluierungsschritt wurden 30 pl ,Elution Buffer (BR5)“ verwendet. Diese im
zweiten Eluierungsschritt erneut auf die Probe aufgetragen, um die RNA-Konzentration

zu erhohen.

Lagerung

Isolierte RNA wurde bei -80 °C gelagert.
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3.3.3 Konzentrationsbestimmung und Verdunnung von Nukleinsauren

Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung der Nukleinsauren wurde der Tecan Infinite® F200 PRO
genutzt. Hierbei wurde eine Absorptionsmessung in einem Spektralphotometer bei einer

Wellenlange von 260 nm durchgefihrt.

Verdiinnung der DNA

Fir die Genotypisierung wurde die DNA mit Aqua destillata auf eine Konzentration von

10 ng/pl verdunnt.

3.4 Lichttransmissionsaggregometrie

3.4.1  Funktionsprinzip

Allgemeines zur Lichttransmissionsaggregometrie

Das Prinzip der Lichttransmissionsaggregometrie (LTA, ,Born-Aggregation®) ist ein 1963
von G. V. R. Born und M. J. Cross entwickeltes Verfahren zur Messung der
Thrombozytenfunktion. Hierbei befindet sich plattchenreiches Plasma (PRP) des
Probanden zwischen einer Leuchtdiode und einer Photozelle. Bei Aggregation der
Thrombozyten sinkt deren Fahigkeit die Strahlung des Lichts zu streuen. Die
Lichtdurchlassigkeit des Plasmas steigt somit an und es gelangt mehr Licht auf die
Fotozelle. Diese Veranderung der Lichtintensitat wird registriert und kann vom Gerat
ausgewertet werden [84]. Die Aggregation kann hierbei, je nach Fragestellung, von

verschiedenen Agonisten ausgeldst, sowie durch Antagonisten gehemmt werden.

Aggregometrie im klinischen Alltag

Die duale Plattchenhemmung mit Acetylsalicylsdure und einem P2Y12-Inhibitor ist die
Therapie der Wahl, um thrombotischen Komplikationen bei Patienten wahrend und nach
einer Koronarintervention vorzubeugen [85]. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Vormedikation mittels einer hohen Einzeldosis des P2Y1,-Inhibitors vorteilhaft ist [86],
wenngleich das individuelle Ansprechen der Patienten auf den P2Yi.-Inhibitor einer
hohen Variabilitat unterliegt [87]. In der Folge wiesen immer mehr prospektive und
retrospektive Studien darauf hin, dass es nach einer Koronarintervention trotz Therapie
mit P2Y12-Inhibitor zu einer erhéhten Thrombozyten-Reaktivitdt und damit zu einem
erhohten Risiko flr kardiovaskulare Ereignisse kommt [90-94]. Die meisten dieser

Studien wurden mittels Lichtransmissionggregometrie in PRP durchgefihrt. Nach
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Einfihrung des Roche Multiplate Analyzers konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse
der hierbei verwendeten elektrischen Impedanzaggregometrie mit denen der optischen
Lichtaggregationsaggregometrie vergleichbar sind [88]. Da diese Methode einen
wesentlich geringeren Zeitaufwand in Anspruch nimmt und zugleich eine bessere
Standardisierung ermoglicht, wird heute das Ansprechen auf P2Yi2-Inhiboren im
klinischen Alltag mittels ADP induzierter elektrischer Impedanzaggregometrie
gemessen. Da die Aggregometrie mit dem ,Multiplate Analyzer® jedoch nur mit Vollblut
moglich ist, kann keine isolierte Untersuchung einzelner Blutbestandteile wie
beispielsweise Thrombozyten erfolgen. Daher nimmt die
Lichtransmissionsaggregometrie mit plattchenreichem Plasma nach wie vor einen

wichtigen Stellenwert im Bereich der Forschung ein.

3.4.2 Herstellung der Reagenzien

In dieser Arbeit erfolgte die Induktion der Aggregation mittels Adenosindiphophat (ADP).
Zur Hemmung der Aggregation wurde der NO-Donor Nitroprussid-Natrium sowohl
alleine als auch in Kombination mit dem PDE5-Hemmer Sildenafil eingesetzt. Zur
Bestimmung der Baseline-Werte wurde auflerdem eine Probe ohne Hemmung der
Aggregation mitgefihrt. Die nicht wasserldslichen Reagenzien wurden in
Dimethylsulfoxid (DMSO) gelést. Da DMSO ebenfalls proaggregatives Potential besitzt,
wurden die DMSO-Konzentrationen der einzelnen Reagenzien, insbesondere auch der

Kontrollen, angeglichen (s.u.).

ADP-Lésung

Die ADP-Lésung wurde vom Hersteller des Aggregometriegerats bezogen und besitzt
eine Ausgangskonzentration von 200 uM. Diese wurde mit H2O auf 20 yM verdiinnt und

zur Induktion der Thrombozytenaggregation eingesetzt.

Kontrolllésung

Um eine einheitliche DMSO-Konzentration zu erhalten, wurde fir die Kontrolle DMSO

mit H.O im Verhaltnis 1:50 verdinnt.

Nitroprussid-Natrium-Grundlésung

Zur Herstellung dieser Losung wurden zunachst 30 mg Nitroprussid-Natrium mit der
Feinwaage (MC1) abgewogen und in 500 yl DMSO gelést. Daraus ergab sich eine
Konzentration der Ausgangslésung von 200 mM. Es erfolgte eine Verdinnung mit H.O
auf eine Endkonzentration von 200 uM NO. Das DMSO-H,O-Verhaltnis betrug hier
1:1000.
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Nitroprussid-Natrium-Arbeitslésung

Die Nitroprussid-Natrium-Grundlésung wurde mit einer DMSO-H20-(1:25)-L6ésung im
Verhaltnis 1:2 verdinnt. Die Nitroprussid-Natrium-Konzentration betrug nun 100 uM und
das DMSO-Verhaltnis 1:48,7. Die fertige Losung ist bei Raumtemperatur 24 Stunden

lang stabil.

Nitroprussid-Natrium-Sildenafil-Lésung

Zur Herstellung dieser Losung wurden zunachst 5 mg Sildenafil in 1,5 ml DMSO gel6st.
Daraus ergab sich eine Konzentration von 5 mM. Diese Lésung wurde mit H2O auf
200 uM verdinnt. Hier betrug die DMSO-Konzentration 1:25. Diese Lésung wurde nun
im Verhaltnis 1:2 mit der Nitroprussid-Natrium-Grundlésung verdinnt. Die Sildenafil-
Konzentration betrug nun 100 yM, die NO-Konzentration 100 yM und das DMSO-
Verhaltnis 1:48,7.

In jede Testkuvette wurden bei der Messung 25 pl eines der Reagenzien sowie 25 pl der
ADP-L6sung zur Induktion der Aggregation hinzugegeben. Daraus ergab sich ein

Gesamtvolumen von 250 pl.

Tabelle 15: Konzentrationen der Reagenzien in den Arbeitslosungen sowie
Endkonzentrationen

Arbeitslosungen

ADP-  Kontroll-  NO- o dNo' o
Lésung Lésung Lésung °Fconat-
Lésung
Konzentration in Lésung 20 uM
ADP P
Endkonzentration in
c TestklUvette 2 M
'qﬁ Verhaltnis in Lésung 1:50 1:48,7 1:48,7
o Dmso Verhaltnis in 1:500 1:487 1:487
Q TestklUvette
(14
% Konzentration in Lésung 100 uM 100 uM
= NO ..
© Endkonzentration in
% Testkuvette 10uM 10uM
I}
Konzentration in Lésung 100 uM
Sildenafil

Endkonzentration in

Testkivette 10 uM
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3.4.3 Herstellung von plattchenarmem (PPP) und plattchenreichem
Plasma (PRP)

Zunachst wurde die Thrombozytenzahl im EDTA-Vollblut mit Hilfe des automatischen
SYSMEX Hamatologiesystems KX-21N gemessen. Alle Proben lagen hierbeiim Bereich
zwischen 150.000 und 400.000/ul. Nach Vorbereitung von plattchenreichem Plasma

(PRP) wurde die Thrombozytenzahl erneut gemessen.

Die Herstellung von plattchenarmem (PPP) und plattchenreichem Plasma (PRP) erfolgte
Uber verschiedene Zentrifugationsschritte. Durch differentielle  Zentrifugation
(stufenweise hoheren Zentrifugalbeschleunigungen bei schrittweise verlangerten
Zentrifugationszeiten) wurden die verschiedenen Blutbestandteile voneinander getrennt.
Hierbei war darauf zu achten, dass Thrombozyten sehr empfindlich auf Erschitterung,
Temperaturunterschiede und Scherkrafte reagieren. Um bereits bei der Blutenthahme
erfolgte Aktivierungsvorgange zu bremsen, wurden die Citrat-Monovetten zunachst
mindestens 20 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Mit der Herstellung von PRP

wurde dann innerhalb von 1,5 Stunden nach Blutentnahme begonnen.

Der erste Zentrifugationsschritt diente der Herstellung von PRP, also der Auftrennung
der Thrombozyten von den restlichen korpuskuldren Blutbestandteilen. Wahrend der
Zentrifugation verblieb die Probe in der Monovette und wurde bei 800 rpm Uber 10
Minuten ohne Bremse zentrifugiert (Megafuge 1.0R). Hierbei sanken die schweren
Blutbestandteile wie Erythrozyten, Retikulozyten und Leukozyten ab. Das gewonnene
Plasma enthielt nun hauptsachlich Thrombozyten. Dieses plattchenreiche Plasma (PRP)
wurde nun mittels Plastikpasteurpipette entnommen und in einem Kunstoffrohrchen

gesammelt.

Im zweiten Zentrifugationsschritt wurden die Monovetten 10 Minuten bei 3000 rpm mit
Bremse zentrifugiert. Das nun entstandene plattchenarme Plasma (PPP) enthielt so gut
wie keine Thrombozyten mehr und wurde ebenfalls mittels einer Plastikpasteurpipette in

einem Kunstoffrohrchen gesammelt.

3.4.4 Vorbereitung der Testkuvetten

Die Messung der Thrombozytenaggregation erfolgte in speziellen Testklvetten (méLab).
Um eine ausreichende Durchmischung der Reagenzien mit dem Plasma zu
gewahrleisten, wurden die Kuvetten mit Magnetrihrern (méLab) bestickt. Dadurch
konnte aulRerdem der direkte Kontakt zwischen den Thrombozyten erreicht werden. Je
Probe wurden drei Kivetten mit 200ul PRP beflllt. Eine vierte wurde zur

Leerwertbestimmung mit 250 yl PPP derselben Probe befillt. Fir das Beflllen der
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Klvetten wurde die Elektrische Pipettierhilfe e300 verwendet. Um die Scherkrafte hierbei

auf ein Minimum zu reduzieren, wurde mit niedrigster Geschwindigkeitsstufe pipettiert.

200 pl 200 pl 200 pl 250 pl
PRP PRP PRP PPP

O O O A

o
N ]

U
U
U

o @O D O

Leerprobe

Abbildung 4: Vorbereitung der Testkiivetten

Bestlickung von je 3 Testkivetten pro Proband mit einem Magnetriihrer und anschlie3ender
Befillung mit 200 ul plattchenreichem Plasma (PRP). Als Leerprobe diente je Proband eine
Testkuvette befillt mit 250 ul plattchenarmem Plasma (PPP).

3.4.5 Durchfihrung der Messung

Die Messungen der Thrombozytenfunktion wurden an einem PAP-8E

Thrombozytenaggregometer durchgefihrt.

Zunachst wurden die vorbereiteten Testklvetten in den Inkubationsschachten auf 37°C
erwarmt, um physiologische Bedingungen herzustellen. Fir jeden Testschacht wurde
der Leerwert mit Hilfe des PPP-R&hrchens bestimmt. Anschliefend wurden in die
Probenkivetten 25 ul der jeweiligen Reagenzien (Kontrollldsung, Nitroprussid-Natrium-
Lésung oder Nitroprussid-Natrium-Sildenafil-Losung) pipettiert und jeweils fur zwei
Minuten rihrend inkubiert. Nach Inkubation wurden die Probenklvetten in die
Testschachte gestellt und die Messung gestartet. Nach zehn Sekunden Messung wurde
die Aggregation mit 25 ul ADP-Lésung ausgel6st und die Zugabe am Gerat bestatigt.
Die Messung des Verlaufs der Aggregationskurve dauerte sechs Minuten (s. Abbildung
5). Im Anschluss an die Lichttransmissionsaggregometrie wurden die Proben fir den

Einsatz im Western Blot vorbereitet.
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Abbildung 5: Versuchsdurchfiihrung der optischen Lichttransmissionsaggregometrie
Zugabe von zunéachst 25 pl (Kontrolllésung, Nitroprussid-Natrium-Losung oder Nitroprussid-
Natrium-Sildenafil-Losung) in die Testkivetten mit zweiminutiger Inkubation. Nachfolgend
Auslésung der Aggregation durch Zugabe von 25 ul ADP-L&sung und Aufzeichnung der
Aggregationskurve.

3.4.6 Auswertung

Nach erfolgter Plattchenaggregation gibt das Aggregometriegerat PAP-8E den
jeweiligen Aggregationskurvenverlauf fir jede Probe aus. Abbildung 6 zeigt die
Aggregometriekurven zweier Probanden. Dargestellt ist der Grad der Lichttransmission
(Ordinate) in Abhangigkeit zu der verstrichenen Zeit nach Start der Messung in Minuten
(Abszisse). Bei der Leerwertbestimmung wird die Lichtdurchlassigkeit des
plattchenarmen Plasmas als 100% und somit der Grad der Aggregation als 0% definiert.
Alle folgenden Messungen wurden auf diesen Leerwert bezogen. Die Zahlen Uber den

Kurven geben Auskunft Gber die jeweiligen Messkanale.
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Abbildung 6: Darstellung der Aggregometriekurven

In Abhangigkeit zur verstrichenen Zeit (Abszisse) wurde fiir jeden Testschacht der Grad der
Aggregation in Prozent (Ordinate) Gber 5 Minuten aufgezeichnet. In dieser Abbildung sind
beispielsweise die Kanéle 1-3 und die Kanale 4-6 je einem Probanden zugeordnet. Die erste
Kurve (Kanal 1 bzw. 4) gibt den Verlauf der ADP-induzierten Plattchenaggregation ohne
Zugabe von Inhibitoren (Kontrollldsung) an. Die zweite Kurve (Kanal 2 bzw. 5) zeigt den Verlauf
der ADP-induzierten Plattchenaggregation nach Zugabe von Nitroprussid-Natrium. Die dritte
Kurve (Kanal 3 bzw. 6) zeigt den Kurvenverlauf nach Zugabe von Nitroprussid-Natrium und des
PDE5-Hemmers Sildenafil.

Das Aggregometriegerat gibt fur jeden Messkanal tabellarisch verschiedene Messwerte
aus. Als primaren Endpunkt der Messung wurde die Flache unter der Kurve (Area under
the curve — AUC) der Plattchenaggregation gewahlt, welche als willkiirliche Einheit

(arbitrary unit — AU) x min dargestellt wird.

3.5 Genotypisierung

Zur Genotypisierung der Proben wurde das ViiA™-7-Real-Time-PCR-System
verwendet. Es wurde hierbei mit der ,Fast“-Methode des Herstellers gearbeitet. Fur jede

Probe wurden hierfir folgende Reagenzien in eine 96 Well-Platte pipettiert:
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Tabelle 16: Reaktionsgemisch Genotypisierung einer DNA-Probe mittels ViiA™-7-Real-
Time-PCR-System

Reagenzien Volumen
TagMan GTXpress Master Mix 5ul
Tagman SNP assay 20x (in TE) 0,5 pl
H20 3,5 ul
DNA-Probe (c=10 ng/ul) 1ul
Gesamt 10

Die Einstellungen am Gerat sowie die Temperaturkurven wurden nach

Herstellerempfehlungen gewahlt.

3.6 Genexpressionsanalyse

Die Quantifizierung der exprimierten RNA erfolgte mit Hilfe einer quantitativen Echtzeit-
PCR (qPCR). Hierbei handelt es sich um die Erfassung von Fluoreszenzmarkern, welche
wahrend der PCR mit genspezifischen Primern aktiviert werden. Dazu gibt es eine
Vielzahl verschiedener Methoden. In dieser Arbeit wurde der Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) mittels Tagman-Sonden verwendet. Diese Sonden
bestehen aus einem DNA-Strang, der komplementar zu dem zu detektierenden DNA-
Abschnitt aufgebaut ist. An einem Ende ist er mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
und am anderen Ende mit einem Quencher versehen. Der in diesem Fall sogenannte
Dark-Quencher unterdriickt bei raumlicher Nahe die Fluoreszenz des Reporters und
somit das detektierbare Signal. Dark-Quencher haben gegeniber dem friher
ausschlieBlich verwendeten TAMRA-Quencher den Vorteil, dass sie keine zusatzliche
Fluoreszenz freisetzen, die insbesondere bei Multiplex Real-Time-PCR-Applikationen

storen konnten.

Die Tag-Polymerase besitzt zusatzlich zur Polymeraseaktivitat eine 5°-3"-Exonuklease-
Aktivitat, wodurch die gebundene Sonde wahrend der Synthese des Gegenstrangs
abgebaut wird. Damit wird die raumliche Beziehung von Quencher und Reporter
aufgelost, das Fluoreszenzsignal wird nicht weiter unterdriickt, und es kann eine
steigende Reporter-Fluoreszenz gemessen werden. Diese Messung findet am Ende der

Elongation nach jedem Zyklus statt.
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3.6.1 Reverse Transkription

Fir die Genexpressionsanalyse wird cDNA (complementary DNA) bendétigt. Die

extrahierte RNA wird daher zunachst mittels reverser Transkription umgeschrieben. Fur

diesen Schritt wurde das Thermoscript RT-PCR-Kit von Invitrogen verwendet. Die cDNA
ist eine Abschrift der RNA und enthalt im Gegensatz zum kodierenden DNA-Abschnitt

keine Introns.

Verfahren

In die RT-PCR wurden jeweils 1050 ng RNA eingesetzt. Je nach RNA Konzentration in

der Probe musste das entsprechende Volumen berechnet und mit RNase freiem Wasser

erganzt werden. In ein 0,2 ml PCR-Tube wurde Folgendes pipettiert:

Tabelle 17: Ansatz fiir RT-PCR je 0,2 ml PCR-Tube

Reagenzien Volumen/Masse
RNA 1050 ng
Random hexamers 1ul
Oligo (dT)s 1l
dNTPs [10 nM each] 2 ul
RNase freies Wasser ad. 12 pl

Es erfolgte eine 5minltige Inkubation der Proben bei 65°C in einem Thermocycler.

AnschlieRend wurden die Proben fir mindestens eine Minute auf Eis gelegt, um

mogliche Sekundarstrukturen zu eliminieren. Im Anschluss erfolgte die Zugabe

folgender Reagenzien:

Tabelle 18: Hinzugefiigte Reagenzien je 0,2 ml PCR-Tube

Reagenzien Volumen
5x synthesis buffer 4 ul
DTT 1l
RNase OUT 1 ul
RNase freies Wasser 1ul
Reverse Transkriptase 1ul
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Es erfolgte ein 10minutiger Inkubationsschritt bei 25°C. Wahrenddessen lagern sich die
Primer an die DNA an und werden verlangert. AnschlieRend wurde fir 50 min bei 50°C,
dann 5 min bei 85°C inkubiert. Nach der Zugabe von 1 ul RNase H folgte eine20-minutige
Inkubation bei 37°C. Bis zur Durchfihrung der Genexpressionsanalyse musste die

fertige cDNA bei -20°C gelagert werden.

3.6.2 Quantitative Polymerase Kettenreaktion

Fir die qPCR fand das ViiA™-7-Real-Time-PCR-System Verwendung. Alle isolierten
RNA-Proben wurden zuvor revers transkribiert und enthielten je Probe 1050 ng cDNA,
welche bei einem Reaktionsvolumen von 21 ul in einer Konzentration von 50 ng/ul

vorlagen.

Fir die Expressionsanalyse mussten die Sonden jeweils auf 5 uM in H>O verdinnt
werden. Es wurde jeweils eine Sonde fur das GUCY1A3-Gen, sowie fir die spatere
Normalisierung der Messwerte eine Sonde fur das Housekeeping-Gen RPLPO

mitgefihrt. Die Primer wurden auf 8 yM verdinnt.

AnschlieRend erfolgte fiir jede Probe eine Vorpipettierung folgender Reagenzien auf

eine 96-well Mikrotiterplatte:

Tabelle 19: Reaktionsansatz pro Well auf einer 96-Well Mikrotiterplatte

Reagenzien Volumen
Universal Mastermix Il, no UNG 10 i
Sonde [5 yM] GUCY1A3 bzw. RPLPO 1l
forward Primer [8 uM] GUCY1A3 bzw. RPLPO 1l
reverse Primer [8 uM] GUCY1A3 bzw. RPLPO 1l
H20 6 pl
gesamt 19 ul

AnschlieRend wurde je 1 yl cDNA (c = 50 ng/ul) hinzupipettiert. Durch die Messung von
Triplets konnte die Messvarianz minimiert werden. Als Negativkontrollen wurden 1 pl
H>O sowie 1 pl der Negativkontrolle aus der vorangegangenen reversen Transkription
hinzu pipettiert. AnschlieRend folgte Definition und Zuordnung der Proben- und
Negativkontrollen am Gerat. Anschlie®end wurde eine gqPCR ,Comparative C+*
gestartet. Die Softwareeinstellungen richteten sich nach den Empfehlungen des

Herstellers.
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3.6.3 Auswertung

Die Ausgabe der gPCR erfolgte in der Anzahl der fiir eine Fluoreszenzdetektion nétigen
Zyklen, welche Cr (cycle threshold) genannt wird. Die Cr definiert hierbei die Anzahl an
Zyklen, nach denen das Fluoreszenzsignal den Threshold (zu Deutsch: Schwelle)
Ubersteigt. Als Threshold wird eine Grenzlinie definiert, welche parallel zur Abszisse
verlauft und im Allgemeinen das Hintergrundrauschen von einem signifikanten Signal
abgrenzt. Dieser Threshold sollte bestenfalls in der exponentiellen Phase der jeweiligen
Kurven liegen. Je weniger der nachzuweisenden DNA vorhanden ist, desto mehr Zyklen
werden bendtigt, um den Threshold zu tUberschreiten. Das Cr-Level ist somit umgekehrt

proportional zur Menge der Ziel-DNA in der Probe.

Amplification Plot
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Abbildung 7: Optische Darstellung der Messwerte der quantitativen PCR
Die Intensitat der gemessenen Fluoreszenz wird abhangig von der Anzahl der Zyklen
dargestellt. Die Software definiert hierbei automatisch fiir jede Kurve den Threshold.

Die Auswertung erfolgte mit der ExpressionSuite-Software (V1.0.3) des Herstellers.
Hierbei wurden die Daten aller gqPCR Durchlaufe gemeinsam ausgewertet und fiir jede
Probe je ein Cr-Wert fur GUCY1A3 und RPLPO ausgegeben. Die Differenz der beiden
Cr-Werte ergibt den ACr-Wert, welcher das Ausmal} der individuellen Genexpression
reprasentiert. Um die Genexpression in verschiedenen Individuen zu vergleichen,
wurden die ACt-Werte mittels unabhangigem T-Test ausgewertet und als 22°T Werte

dargestellt.
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3.7 \Western Blot

Um die Aktivitat der Idslichen Guanylatzyklase zu bestimmen, wurde die cGMP
abhangige Phosphorylierung des VASP-Proteins an Serin 239 durch die Proteinkinase
G bestimmt. Dafir musste ein Western Blot mit den Thrombozytenisolaten der optischen
Lichttransmissionsaggregometrie durchgefiihrt werden. Hierbei kam ein P-VASPs30-
spezifischer Antikdrper zum Einsatz. Zur Normalisierung an die Proteingesamtmenge
der einzelnen Proben, wurde zudem ein Antikérper fir das Housekeeping-Protein
GAPDH mit eingesetzt.

3.7.1 Vorbereitung der Proben

Nach erfolgter Lichttransmissionsaggregometrie, wurden die Proben jeweils in ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefaly lberfiihrt und anschlieBend fir 10 Minuten bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Nach der Absaugung des Uberstandes mittels Vakuumpumpe, konnte das
Pellet abgesaugt und anschlieend in 25 ul 1x RIPA-Puffer und 25 pl 2x Laemmli-Puffer

geldst werden.

Lagerung

Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C.

Denaturierung

Nach der Denaturierung tber 5 Minuten bei 95 °C und der anschlieBenden Kuhlung auf

Eis, erfolgte die Einsetzung der Proben im Western Blot.

3.7.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Blotting

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Separierung der Proteine erfolgte mit Hilfe einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE). Hierfur war das Auftragen von 15 pl jeder Probe, sowie 5 ul der Pre-stained-
Ladder (Proteinmarker) auf ein 12 %iges Polyacrylamid-Gel notendig. Fur die
Elektrophorese mussten fir den Verlauf im Stacking Gel (Sammelgel) 100 V und fir den

Verlauf im Resolving Gel (Trenngel) 150 V angelegt werden.
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Tabelle 20: Zusammensetzung des Acrylamidgels

Stacking Gel 4 % Resolving Gel 12 %
Reagenz Anteil Reagenz Anteil
30 % Acrylamide/bis 13,2 % 30 % Acrylamide/bis 40 %
0,5 M Tris-HCL, pH 6,8 252 % 1,5 M Tris-HCL, pH 8,8 25 %
10 % SDS 1% 10 % SDS 1%
Aqua dest. 60 % Aqua dest. 33,5 %
TEMED 0,1 % TEMED 0,05 %
10 % APS 0,5 % 10 % APS 0,5 %

Transfer des Proteins auf die Membran

Im Anschluss erfolgte die Ubertragung des Proteins mit Hilfe des Elektrotransferprinzips
auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid-Membran). Dieses ,Blotting“ verlangte die
Anlegung eines elektrischen Feldes von 100 V fir 90 min senkrecht zur Membran bzw.

zum Gel.

Blocken unspezifischer Bindungsstellen

Membranen, welche fir den Western Blot genutzt werden, besitzen eine sehr hohe
Bindungsaffinitdt gegenuber Proteinen. Daher ist es nach dem Proteintransfer sehr
wichtig, die restliche freie Oberflache der Membran zu blockieren. Dies verhindert eine
spatere unspezifische Bindung der Antikdrper an die Membran. Hierfiir ist eine
schittelnde Inkubation der Membran fir eine Stunde in einer 5-%-igen Milchpulver-PBS-

Lésung notwendig.

Inkubation mit primdrem und sekundédrem Antikbrper

Als Primarantikérper kamen Phospho-VASP 1:10.000 und GAPDH 1:100.000 (vom
Kaninchen) zur Anwendung, welche in einer 2,5%-igen Milchpulver-PBS-T-Lésung
verdiinnt wurden. Uber Nacht konnte dann inkubiert werden. Nach einem erneuten
Waschschritt erfolgte die Inkubation fir eine Stunde mit dem Sekundarantikérper anti-
rabbit 1:100.000, welcher durch Meerrettichperoxidase (engl.: Horseradish Peroxidase -

HRP) markiert war. Als nachster Schritt war ein weiterer Waschschritt notwendig.

Peroxidase-Reaktion

Mit Hilfe des ,SuperSignal-West-Pico-Substrate“ von ,Thermo Scientific* wurde nun eine

Peroxidasereaktion ausgeldst. Hierbei katalysiert die HRP die Umsetzung von Luminol
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in seine oxidierte Form, dessen Lumineszenz detektiert werden kann. Die Durchfiihrung

erfolgte nach Herstellerangaben.

Detektion und Auswertung der Messungen

Die Detektion der Banden erfolgte mittels LAS4000. Die Belichtungszeiten wurden an
die jeweilige Intensitat der Banden angepasst. Um die Pre-stained-Ladder abzubilden
und um damit die ProteingroRe zu bestimmen, ist es notwendig, nach der eigentlichen

Belichtung jeweils ein Digitalisierungsbild anzufertigen.

3.7.3 Auswertung

Die Auswertung der Messung erfolgte mit der ImageQuant-TL-Software des Herstellers.
Hierbei wurde die Intensitdt der einzelnen Banden nach Vorgaben des Herstellers

gemessen und anschlieRend auf die jeweiligen GAPDH-Bande normalisiert.

3.8 Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung kam die GraphPad Prism Version 7.0a fir
Mac OS X zum Einsatz.

3.8.1 Untersuchungen zum Einfluss der haufigen GUCY1A3-Variante auf
die sGC in Thrombozyten

Die Bewertung der Verteilung der Daten erfolgte mittels D'Agostino-Pearson-Test.
Wenn nicht anders angegeben, wurden normalverteilte Daten mit Hilfe des
unabhangigen t-Tests und die nicht-normalverteilten Daten mittels Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test ausgewertet. Die Berechnung der Korrelationen erfolgte mittels linearer
Regression. Beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen kam in der Regel die one-way
ANOVA-Varianzanalyse mit Tukey’s-multiple-Comparison, bei kategorischen Variablen

der Chi-Quadrat-Test zur Anwendung. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant bewertet.

3.8.2 Untersuchungen zum Einfluss der haufigen GUCY71A3-Genvariante
auf die Thrombozytenreaktivitat bei KHK-Patienten nach PCI

Kontinuierliche Daten erhielten mittels t-test’/ANOVA oder Kruskal-Wallis-Test und die

kategorische Daten mittels Chi-Quadrat-Test eine entsprechende Analyse.
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IV Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zum Einfluss der haufigen
GUCY1A3-Genvariante auf die sGC in Thrombozyten

4.1.1 Genotypisierung und Auswahl der Probanden

Das Studienprotokoll erlangte nach Prifung durch die Ethikkommission der Technischen
Universitat Minchen seine Genehmigung. Im Rahmen elektiver Einbestellungen wurden
105 Patienten des Deutschen Herzzentrums Minchen fir diese Arbeit gescreent, um
die Studienteilnehmer zu identifizieren. Alle teilnehmenden Probanden gaben hierzu ihr
schriftliches Einverstandnis. Uber die Krankengeschichte, das Aufnahmelabor sowie die
korperliche Untersuchung konnten die unten genannten Parameter gesammelt werden.
Bei allen rekrutierten Probanden war bei klinischer Indikation der koronare Gefal3status

mittels Herzkatheteruntersuchung dargestellt worden.

Die Genotypisierung erfolgte mittels ViiA™ 7 Real-Time-PCR-System und dem Tagman-
Assay fur die Variante rs7692387 von GUCY1A3. Zur Untersuchung des Einflusses des
GUCY1A3-Genotyps wurden nur homozygote Risiko- und Nicht-Risikoallel-Trager
miteinander verglichen, da in diesen Gruppen am ehesten ein Unterschied zu erwarten
war. Damit konnten acht homozygote Nicht-Risikoallel-Trager und 14 homozygote
Risikoallel-Trager in die Studie eingeschlossen werden. Wie in Tabelle 21 angegeben,
ergab sich bezlglich der erhobenen klinischen Parameter kein signifikanter Unterschied
zwischen den homozygoten Risikoallel-Tragern und den homozygoten Nicht-Risikoallel-
Tragern. In Bezug auf ein vorangegangenes PTCA/Stenting oder eine Bypass-Operation
konnte ebenfalls keine signifikante Differenz zwischen den Gruppen gezeigt werden.
Auch in den Laborparametern des Routineaufnahmelabors, welches unter anderen die
Werte fur die Thrombozytenzahl enthalt, gab es keine signifikanten Unterschiede. Bei
der Anamnese wurde insbesondere auf eine bestehende aggregationshemmende
Medikation eingegangen. Homozygote Risikoallel-Trdger und homozygote Nicht-
Risikoallel-Trager unterschieden sich nicht in der Vormedikation mit ASS oder einem
P2Y12-Rezeptor-Hemmer. Auch beziiglich des Geschlechts und Alters gab es keine
signifikanten Unterschiede. Nach Herstellung des plattchenreichen Plasmas erfolgte
erneut eine Messung der Thrombozytenzahl. Hierbei zeigte sich ein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (p=0,01), wobei homozygote Risikoallel-Trager

niedrigere Werte aufwiesen.
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Tabelle 21: Genotyp-abhangige Merkmalsverteilung im Probandenkollektiv der
Thrombozytenaggregationsmessung

Homozygote Risiko- (n=14) und Nicht-Risikoallel-Trager (n=8) unterscheiden sich nicht in
Bezug auf das Vorliegen einer KHK, auf die Medikation mit Aspirin oder einem ADP-Rezeptor-
antagonisten, beziglich Alter oder Geschlecht und der Thrombozytenzahl im Vollblut. Ein
Unterschied besteht in der Thrombozytenzahl in platichenreichem Plasma (p=0,01). Alter und
Thrombozytenzahlen sind als Mittelwert mit Standardfehler angegeben. KHK, koronare
Herzkrankheit; PRP, plattchenreiches Plasma. ADP-RA, ADP-Rezeptor-Antagonist
(Clopidogrel, Prasugrel und Ticagrelor) [89].

AA GG

n=8 n=14 P
an einer KHK erkrankt, n (%) 2 (25) 5 (36) >0.99
Routine Aspirin-Therapie, n (%) 2 (25) 7 (50) 0.38
Routine ADP-RA-Therapie, n (%) 0 (0) 0 (0) >0.99
mannliches Geschlecht, n (%) 4 (50) 6 (43) >0.99
Alter, in Jahren 594 67 +4 0.17
Vollblut Thrombozytenzahl, 103/l 267 £ 17 218 £ 15 0.06
PRP Thrombozytenzahl, 10%/pl 476 £ 22 381+ 22 0.01

Um den Einfluss einer bestehenden atherosklerotischen Erkrankung auszuschliel3en,
wurden Probanden in einer Untergruppe zusammengefuhrt, deren Koronarangiographie
das Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit ausschloss. In dieser Gruppe ergaben sich
zwischen den Genotypen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in den untersuchten
Merkmalen (s. Tabelle 22).
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Tabelle 22: Genotyp-abhangige Merkmalsverteilung im Probandenkollektiv der
Thrombozytenaggregationsmessung mit Ausschluss einer Koronaren Herzkrankheit
Homozygote Risiko- (n=6) und Nicht-Risikoallel-Trager (n=6) unterscheiden sich nicht in Bezug
auf die Medikation mit Aspirin oder einem ADP-Rezeptor antagonisten, beziiglich Alter oder
Geschlecht und der Thrombozytenzahl im Vollblut oder PRP. Alter und Thrombozytenzahlen
sind als Mittelwert mit Standardfehler angegeben. KHK, koronare Herzkrankheit; PRP,
plattchenreiches Plasma. ADP-RA, ADP-Rezeptor-Antagonist (Clopidogrel, Prasugrel und
Ticagrelor) [89].

AA GG

n=6 n=6 P
an einer KHK erkrankt, n (%) 0 (0) 0 (0) >0.99
Routine Aspirin-Therapie, n (%) 0 (0) 0 (0) >0.99
Routine ADP-RA-Therapie, n (%) 0 (0) 0 (0) >0.99
mannliches Geschlecht, n (%) 3 (50) 3 (50) >0.99
Alter, in Jahren 55,2+ 4,3 54,7 £ 5,4 0.94
Vollblut Thrombozytenzahl, 103/l 268 £ 24 241 £ 23 0.42
PRP Thrombozytenzahl, 10%/pl 495 + 26 423 + 37 0.14

4.1.2 Assoziation von GUCY1A3-Genotyp und mRNA-Expression im
Vollblut

Um die Expression von GUCY7A3 zu untersuchen, wurde eine quantitative
Expressionsanalyse durchgefiihrt. Hierfir musste zunachst mRNA aus dem Vollblut von
jeweils vier Probanden, die homozygot das Risikoallel bzw. das Nicht-Risikoallel trugen,
isoliert werden. AnschlieRend wurde die isolierte RNA mittels reverser Transkription in
cDNA transkribiert und schlieRBlich durch eine Realtime-PCR quantifiziert. Als
Housekeeping-Gen fand MAPK1 Verwendung.

Im Mittel zeigte sich bei den homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern ein ACr-Wert von
-4,528 und ein Wert von -2,072 bei den homozygoten Risikoallel-Tragern. AnschlieRend
wurden die 22"-Werte berechnet, um das Expressionslevel des GUCY71A3 Gens
darzustellen. Hierbei ergaben sich 2*°"-Werte von 23,8 fiir die homozygoten Nicht-

Risikoallel-Trager und 7,013 fir die homozygoten Risikoallel-Trager.

Im T-Test zeigte sich bei den homozygoten Risikoallel-Tragern ein signifikant niedrigeres
GUCY1A3 mRNA Level im Vergleich zu homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern
(p = <0,001; s. Abbildung 8)
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Abbildung 8: Die KHK Risikovariante von rs7692387 im GUCY7A3-Gen ist signifikant mit
einer reduzierten GUCY1A3 Expression im Vollblut assoziiert

Die Spiegel des GUCY1A3-Transkripts im Vollblut waren signifikant geringer in homozygoten
Risikoallel-Tragern (n=4) als in homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern (n=4). Mittelwert und
Standardfehler, T-Test.

4.1.3 Assoziation von GUCY1A3-Genotyp und NO-abhangiger Inhibition
der Thrombozytenaggregation

Homozygote Risikoallel-Trager zeigten im Vergleich zu homozygoten Nicht-Risikoallel-
Tragern signifikant reduzierte GUCY1A3 mRNA-Spiegel im Vollblut. Zur weiterfihrenden
Analyse funktioneller Auswirkungen einer reduzierten o.1-sGC-Expression, fokussierten
wir unsere weiteren Untersuchungen auf die enzymatische Aktivitat der l6slichen
Guanylatzyklase. Eine Steigerung der Aktivitat ist mit einer vermehrten Bildung des
Second messengers cGMP verbunden, welcher indirekt die Thrombozytenaggregation
hemmt. Daher fiihrten wir eine ADP-induzierte Thrombozytenaggregationsmessung
mittels optischer Lichttransmissionsaggregometrie durch und stimulierten die sGC mit
einem NO-Donor. Aufgrund der Versuchsanordnung und dem geringen Zeitfenster nach
Blutentnahme, musste die Messung vor Anwendung der Ein- und Ausschlusskriterien

und damit fir alle gescreenten Probanden erfolgen.

In der Genotyp abhangigen Auswertung der ADP-induzierten
Thrombozytenggregationsmessung zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
bezilglich der AUC (= Area-Under-the-Curve/Flache unter der Kurve) zwischen den
homozygoten Risikoallel-Tragern und den homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern
(p=0,70). Im Gegensatz hierzu fluhrte die Zugabe von Nitroprussid-Natrium als NO-

Donor zu einer starkeren Hemmung der Thrombozytenaggregation bei homozygoten
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Nicht-Risikoallel-Tragern im Vergleich zu homozygoten Risikoallel-Tragern. Der Median
der AUC fiel mit 29 bei homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern mit einem p-Wert von
< 0,001 signifikant niedriger aus als bei homozygoten Risikolallel-Tragern mit einer AUC
von 116. Um hierbei den Stellenwert der cGMP-Bildung zu bestimmen, gaben wir in
einem dritten Ansatz zusatzlich zu Nitroprussid-Natrium den Phosphodiesterase-5
(PDE-5)-Hemmer Sildenafil hinzu. Die Phosphodiesterase-5 katalysiert den Abbau von
cGMP zu GMP, wodurch der Second messenger seine Affinitat zur Proteinkinase G und
somit seine aggregationshemmende Wirkung verliert. PDE-5-Hemmer wirken dem
Abbau von cGMP entgegen und erhéhen dadurch zusatzlich den cGMP-Spiegel im
Thrombozyten. Durch die Zugabe von Sildenafii kam es zu einer zusatzlichen
Verminderung der Thrombozytenaggregation in beiden Gruppen mit einem starkeren
Effekt bei homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern. Wahrend die AUC bei homozygoten
Risikoallel-Tragern hier bei 83,5 lag, zeigte sie sich bei homozygoten Nicht-Risikoallel-
Tragern nun mit 20,5 (p < 0,0001; s. Abbildung 9).

Um einen Einfluss bestehender atherosklerotischer Veranderungen auf die
Thrombozytenfunktion und die Ergebnisse der Aggregometrie auszuschlielen,
analysierten wir separat eine Untergruppe von Probanden, bei denen eine koronare
Herzerkrankung mittels Koronarangiographie ausgeschlossen werden konnte. Hierbei
ergaben sich vergleichbare Ergebnisse zu der Analyse im Gesamtkollektiv (s. Abbildung
10).
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Abbildung 9: Genotyp-abhidngige Thrombozytenreaktion auf Stickstoffmonoxid (NO)

A. Die Baseline ADP-induzierte Plattchenaggregation unterschied sich nicht zwischen den
Genotypen (n=8 und n=14). B, C. Die Zugabe des NO-Donors Nitroprussid Natrium (10 uM)
fuhrte zu einer signifikant starkeren Hemmung der ADP-induzierten Plattchenaggregation in
homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern (n=8) im Vergleich zu homozygoten Risikoallel-Tragern
(n=14; p<0,001; B) mit zusatzlich starkerem Effekt nach Inhibition des cGMP-Abbaus durch
Sildenafil (10 uM; p<0,0001; C). Median und Interquartilsabstand, Mann-Whitney Test.
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Abbildung 10: Genotyp-abhéngige Thrombozytenreaktion auf Stickstoffmonoxid (NO) —
nur gesunde Probanden

A. Die Baseline ADP-induzierte Plattchenaggregation unterschied sich nicht zwischen den
Genotypen. B, C. Die Zugabe des NO-Donors Nitroprussid Natrium (10 uM) flhrte zu einer
signifikant starkeren Hemmung der ADP-induzierten Plattchenaggregation in homozygoten
Nicht-Risikoallel-Tragern (n=6) im Vergleich zu homozygoten Risikoallel-Tragern (n=6, B) mit
zusatzlich starkerem Effekt nach Inhibition des cGMP-Abbaus durch Sildenafil (10 uM, C).

Um den Einfluss des Risikoallels auf die Funktion der sGC weiter zu untersuchen,
analysierten wir die Aggregationsdaten der NO-vermittelten Hemmung in Abhangigkeit
von der Anzahl der Risikoallele. Hierbei zeigte sich eine starkere Hemmung der
Thrombozytenaggregation durch den NO-Donor je mehr Nicht-Risikoallele vorlagen.
Hierzu wurden auch die Daten von vier heterozygoten Individuen eingeschlossen, die

nicht in der primaren Analyse untersucht wurden (s. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Korrelation der Anzahl an GUCY1A3 Nicht-Risiko-Allelen (A) und der
Thrombozytenreaktion auf den NO-Donor Nitroprussid-Natrium beziiglich der Hemmung
der Aggregation

Die Anzahl der GUCY1A3 Nicht-Risikoallele (rs7692387, A) korreliert signifikant mit der
Reaktion auf die Zugabe des NO-Donors, d.h. die Hemmung der Thrombozytenaggregation ist
starker je mehr Nicht-Risikoallele vorliegen. Mittelwert und Standardfehler, lineare Regression.

4.1.4 Assoziation zwischen GUCY1A3-Genotyp und cGMP-abhangige
Phosphorylierung von VASP

Die Aktivierung der Proteinkinase G durch den Second messenger cGMP hat eine Reihe
von Phosphorylierungen zur Folge, welche letztendlich zu einer Hemmung der
Thrombozytenfunktion beitragen. Wahrend die NO-vermittelte Aktivierung der I8slichen
Guanylatzyklase die cGMP-Produktion steigert und somit die Thrombozytenaggregation
inhibiert, verhindert der PDE-5-Hemmer Sildenafil den Abbau von cGMP zu GMP. In der
Thrombozytenaggregometrie konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von Sildenafil die
NO-vermittelte Hemmung der Platichenaggregation zusatzlich verstarkt, was eine
Beteiligung von cGMP verdeutlicht. In einem weiteren Schritt sollte nun in einem
unabhangigen Assay gezeigt werden, dass der Genotyp mit der cGMP-Bildung
assoziiert ist. Hierzu wurde im Anschluss an die Thrombozytenaggregometrie der Grad
der cGMP-vermittelten Phosphorylierung des Vasodilatator-stimuliertes
Phosphoproteins (VASP) durch die Proteinkinase G bestimmt. Hierzu wurden nach
erfolgter Plattchenaggregationsmessung die Thrombozyten aus den jeweiligen

Versuchsansatzen isoliert. AnschlieRend wurde das phosphorylierte Protein (P23s-VASP)
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mittels Western Blot detektiert und quantifiziert. Um Schwankungen in der Proteinmenge
auszugleichen, wurde auf die Werte des Housekeeping-Proteins GAPDH normalisiert.
Es zeigte sich eine starkere Phosphorylierung des VASP-Proteins an Serinzsg nach der
Zugabe von Nitroprussid-Natrium bei homozygoten Nichtrisiko-Allel-Tragern als bei
Risikoallel-Tragern (p<0,01). Dieser Effekt konnte wiederum bei den Versuchsansatzen,
welche zusatzlich den PDE5-Hemmer Sildenafil enthalten, verstarkt dargestellt werden,
wobei sich eine signifikant starkere cGMP-abhangige Phosphorylierung von VASP in
homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern im Vergleich zu Risikoallel-Tragern zeigte (p =
0,02; s. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Stickstoffmonoxid fiihrt bei homozgoten Nicht-Risikoallel-Tragern zu einer
starkeren cGMP-abhangigen Phosphorylierung von VASP

Die Phophorylierung von VASP durch die cGMP-abhangige Proteinkinase G (PKG) wurde
mittels Western Blot nachgewiesen. Die PKG-abhangige Phosphorylierung von VASP nach
Zugabe des NO-Donors Nitroprussid-Natrium in homozygoten Nicht-Risikollel-Tragern (n=8)
starker (p<0,01). Nach zusatzlicher Zugabe von Sildenafil zeigten die homozygoten Nicht-
Risikoallel-Trager (n=8) weiterhin eine signifikant starkere Phohphorylierung von VASP im
Vergleich zu homozygoten Risikoallel-Tragern (n=8; p=0,02). Median und Interquartilsabstand,
Mann-Whitney-Test.
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4.2 Untersuchungen zum Einfluss der haufigen
GUCY1A3-Varianten auf die Thrombozyten-
Reaktivitat bei KHK-Patienten nach PCI

4.2.1 Charakteristika der Studienpopulation

Die Charakteristika der Sudienpopulation und die Anzahl der Ereignisse werden in
Tabelle 23, Tabelle 24 und
Tabelle 25 dargestellt. Die Genotyp-Frequenzen entsprachen dem Hardy-Weinberg-
Gesetz (
Tabelle 26).

Tabelle 23: Beschreibung der untersuchten Studie
PCI, Koronarintervention; P2Y12RA, P2Y 12-ADP-Rezeptorantagonist.

Studie  Design Objekt n Therapie Referenz
ISAR- retrospektiv.  On-aspirin platelet 1,678 Aspirin + [16]
ASPI reactivity and outcome P2Y12RA

after PCI

Tabelle 24: Populationscharakteristika und Vorstellungsgriinde der analysierten ISAR-
ASPI-Studie

Kontinuierliche Daten sind als Median [Interquartil-Bereich (IQR)] angegeben. Kategorische
Daten sind las absolute Zahlen (%) angegeben. BMI, body mass index; CABG,
Koronararterienbypass; NSTEMI, Nicht-ST-Strecken-Hebungs-Myokardinfarkt; STEMI, ST-
Strecken-Hebungs-Myokardinfarkt.

Charakteristika n=1,678
Alter in Jahren 69 [62-76]
mannliches Geschlecht 1,334 (79.5)
BMI, kg/m? 27 [25-30]
arterielle Hypertonie 522 (31.1)
Dyslipidamie 1,253 (74.7)
Diabetes mellitus 509 (30.3)
Myokardinfarkt in Vorgeschichte 590 (35.2)

CABG in Vorgeschichte 282 (16.8)
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Vorstellungsgrund

STEMI 70 (4.2)
NSTEMI 120 (7.2)
instabile Angina Pectoris 409 (24.4)
andere 1079 (64.3)

Tabelle 25: Anzahl der Ereignisse je klinischem Endpunkt innerhalb von 30 Tagen in
ISAR-ASPI
CV, kardiovaskular; Ml, Myokardinfarkt; ST, Stentthrombose, CABG, Koronararterienbypass.

klinischer Endpunkt ISAR-ASPI

n=1,678
Tod (CV) oder ST (definitiv/iwahrscheinlich), n (%) 12 (0.7)
Tod (alle Ursachen) oder ST (definitiv/iwahrscheinlich), n (%) 13 (0.7)
definitive ST, n (%) 7(0.4)
definitive/wahrscheinliche ST, n (%) 10 (0.6)
Tod (alle Ursachen), n (%) 6 (0.4)
Tod (CV), n (%) 5(0.3)
MI, n (%) 46 (2.7)
Tod (alle Ursachen) oder MI, n (%) 49 (2.9)
Nicht-CABG geringe oder starke Blutung, n (%) 72 (4,3)
Nicht-CABG starke Blutung, n (%) 19 (1,1)

Tabelle 26: GUCY1A3-Genotyp-Frequenzen fiir den KHK Lead-SNP (rs7692387) in der
untersuchten Studie

ISAR-ASPI

Genotyp
n=1,678
GG, n (%) 1,145 (68.2)
AG, n (%) 481 (28.7)

AA, n (%) 52 (3.1)




v Ergebnisse 69

4.2.2 Assoziation von GUCY1A3-Genotyp und ADP-induzierter
Thrombozytenaggregation

Als MaReinheit wurden Aggregationseinheiten (AU, Ordinate) sowie die verstrichene Zeit
(min, Abszisse) dargestellt, welche zusammengefasst die Area-under-the-curve (AU x
min) bilden. Um eine Assoziation des GUCY71A3-Genotyps mit einer erhdhten
Thrombozytenreaktivitat unter Aspirintherapie zu untersuchen, analysierten wir 1,678
Individuen des ISAR-ASPI-Registers auf den KHK Lead-SNP (rs7692387). Die ADP-
induzierte Thrombozytenaggregation war vom GUCY1A3-Genotyp nicht beeinflusst (s.
Abbildung 13).

ADP-induced platelet aggregation
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Abbildung 13: Keine Assoziation des GUCY1A3-Genotyps mit der ADP-induzierten
Thrombozytenaggregation

Die Trager der verschiedenen Genotypen von GUCY1A3 zeigten vergleichbare Werte in der
ADP-induzierten Thrombozytenaggregation. AU, willkirliche Einheit (arbitrary units). Median
und Interquartilsabstand, Kruskal-Wallis-Test.

4.2.3 Assoziation von GUCY1A3-Genotyp und Arachidonsaure (AA) -
induzierter Thrombozytenaggregation

In der Arachidonsaure-induzierten Thrombozytenaggregometrie zeigten homozygote
Risikoallel-Trager (Median 171,89 [IQR 91-209] AU-min, n=1,145) eine signifikant
hdéhere Thrombozytenreaktivitat unter Aspirintherapie im Vergleich zu Nicht-Risikoallel-
Tragern (Median 155,72 [IQR 85-194] AU-min, n=533; p<0,01; Abbildung 14, Abbildung
15A).
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Arachidonic acid-induced platelet aggregation
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Abbildung 14: Assoziation des GUCYA3-Genotyps mit der Thrombozytenreaktivitit unter
Aspirintherapie

Homozygote Risikoallel-Trager (GG) zeigten die héchsten Werte in der Arachidonsaure
induzierten Thrombozytenaggregometrie. AU, willkirliche Einheit (arbitrary units). Median und
Interquartilsabstand, Kruskal-Wallis-Test.

4.2.4 Risikostratifizierung unter Berticksichtigung des GUCY1A3-
Genotyps

Individuen mit einer Thrombozytenreaktivitdt unter Aspirintherapie, welche in der
Arachidonsaure induzierten Thrombozytenaggregometrie den Wert 203 AU-min
Uberschreiten (high on-aspirin platelet reactivity), haben ein signifikant erhdhtes Risiko
fur Komplikationen (Tod oder Stentthrombose) innerhalb des ersten Jahres nach einer
Koronarintervention [16]. Um eine Genotyp-abhangige Risikostratifizierung fir
ischamische Ereignisse zu erstellen, analysierten wir die Verteilung der Genotypen auf
die Niedrigrisiko- und Hochrisikogruppe. Hierbei befanden sich mehr homozygote
Risikoallel-Trager in der HAPR-Gruppe (n=338/1,145, 29,5%) im Vergleich zu den Nicht-
Risikoallel-Tragern (n=129/533, 24,2%; p<0,05, Abbildung 15B). Folglich haben
homozygote Risikoallel-Trager ein erhohtes Risiko fir eine hohe Thrombozyten-
Reaktivitat unter Aspirintherapie (Odds Ratio (OR) 1,31 [95% Konfidenzintervall (KI)
1,04-1,66]).
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Abbildung 15: Assoziation zwischen dem GUCY1A3-Genotyp und der
Thrombozytenreaktivitit unter Aspirintherapie

A. Homozygote GUCY1A3-Risikoallel-Trager (GG, n=1,145) zeigten eine héhere
Thrombozytenreaktivitat unter Aspirintherapie als Nicht-Risikoallel-Trager (AA/AG, n=533).

Median und Interquartilsabstand, Kruskal-Wallis-Test. B. In der Gruppe hoher

Thrombozytenreaktivitat unter Aspirintherapie befanden sich prozentual mehr homozygote

Risikoallel-Trager als Nicht-Risikoallel-Trager (AUC > 203 AU-min). AUC, area under the curve.

Chi-Quadrat-Test.
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V  Diskussion

5.1 Einfluss der haufigen GUCY1A3-Genvariante auf die
sGC-Aktivitat in Thrombozyten

Die l6sliche Guanylatzyklase ist ein Schlisselenzym im NO/cGMP-Signalweg und
bewirkt Gber die Bildung von cGMP eine Aktivierung der Proteinkinase G. Diese fihrt
Uber die Phosphorylierung von Zielproteinen wie beispielsweise VASP zu einer
Hemmung der Thrombozytenaggregation (s. Abbildung 16) [90]. Durch die Aufdeckung
von Varianten im GUCY1A3-Gen, welches flur die as-Untereinheit der I6slichen
Guanylatzyklase kodiert, entstand die Hypothese einer Stérung im NO/cGMP-Signalweg
mit konsekutiv verminderter Hemmung der Thrombozytenaggregation und dadurch
erhdhtem Herzinfarktrisiko. Tatsachlich konnte unsere Arbeitsgruppe in der
Vergangenheit bereits den Einfluss von Mutationen und seltenen kodierenden Varianten
in GUCY1A3 auf die Entwicklung der Atherosklerose und des Myokardinfarkts zeigen.
In einer Vorarbeit wurde eine Familie mit hoher Pravalenz frihzeitiger koronarer
Herzkrankheit (KHK) und Myokardinfarkten (MI) untersucht. Die Familienmitglieder
trugen eine seltene digenische Mutation in den Genen fir die ai-Untereinheit der sGC
(GUCY1A3) und das Chaperonprotein CCTn (CCT7), die eine Funktionseinschrankung
der sGC zur Folge hat. AuRerdem konnte in Mausen mit einem Mangel an as-
Untereinheit, eine beschleunigte Thrombusbildung gezeigt werden [67]. In anderen
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe ist es gelungen bei Patienten mit frihzeitiger koronarer
Herzerkrankung und Herzinfarkten aulerdem eine Haufung seltener Varianten des
GUCY1A3-Gens nachzuweisen [91].

Die Projekte beschéaftigten sich bisher Uberwiegend mit seltenen Varianten des
GUCY1A3-Gens, wodurch zwar die funktionellen Auswirkungen einer deutlich
verminderten Aktivitat der I8slichen Guanylatzyklase dargelegt werden konnten, sich die
direkte Relevanz fur die Allgemeinbevdlkerung allerdings in Grenzen hielt. In dieser
Arbeit wurde nun explizit auf die Auswirkungen einer Risikovariante mit einer sehr hohen
Risikoallel-Frequenz  eingegangen. Genomweite Assoziationsstudien (GWAS)
identifizierten den Einzelnukleotid-Polymorphismus rs7692387 im GUCY1A3-Gen, der
hochsignifikant mit der koronaren Herzkrankheit assoziiert ist [41]. Etwa 60% der
westeuropaischen Bevolkerung sind homozygote Risikoallel-Trager und nur etwa 4%
homozygote Nicht-Risikoallel-Trager. Bei den meisten, durch genomweite
Assoziationsstudien identifizierten Varianten, handelt es sich um Varianten, welche in

nicht-kodierenden Genomabschnitten liegen [41]. Folglich resultiert die Assoziation der



V Diskussion 73

Varianten mit dem Phanotyp mechanistisch am ehesten aus einer Anderung der
Expressionsregulation. Bisher gab es keine Arbeiten Uber die funktionellen
Auswirkungen der in GUCY71A3 identifizierten Variante auf zelluldrer Ebene. Die
Tatsache, dass es sich hierbei um eine sehr haufige Variante mit hochsignifikanter
Assoziation zur koronaren Herzkrankheit handelt, sowie die Wahrscheinlichkeit einer
Involvierung in die Thrombozytenfunktion, machten weitere Untersuchungen des
dahinterstehenden Mechanismus dringend erforderlich. Die Versuche, die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefihrt wurden, dienten folglich der Erforschung des Mechanismus
hinter der genomweiten Assoziation des GUCY71A3-Genotyps mit der koronaren

Herzkrankheit und dem Myokardinfarkt.

Um den Weg vom Genotyp, Uber die Genexpression bis hin zu funktionellen
Auswirkungen auf die Thrombozytenfunktion zu analysieren, wurde eine Reihe von in-
vitro-Versuchen an humanem Material durchgefiihrt. Patienten unter Therapie mit einem
P2Y>-Rezeptorantagonist wurden von der Analyse ausgeschlossen. Die beiden

untersuchten Gruppen unterschieden sich nicht in der Therapie mit Acetylsalicylsaure.

In der optischen Lichttransmissionsaggregometrie zeigte sich eine geringere
Thrombozytenaggregation nach Zugabe eines NO-Donors bei homozygoten Nicht-
Risikoallel-Tragern im Vergleich zu homozygoten Risikoallel-Tragern. Dies ist auf eine
starkere Hemmung der Aggregation durch die Stickstoffmonoxid-abhangige Induktion
der I6slichen Guanylatzyklase (sGC) mit resultierendem Anstieg des cGMP-Spiegels
zurlickzufiihren. Der Effekt konnte durch eine additive Zugabe des Phosphodiesterase
5 (PDE5)-Hemmers Sildenafil weiter verstarkt werden. PDES katalysiert den Abbau des
Botenstoffs cGMP, weshalb eine zentrale Bedeutung von cGMP fir den
zugrundeliegenden Mechanismus naheliegend scheint (s. Abbildung 16). In der
anschliefienden Messung der Phosphorylierung von VASP an Seringsg mittels Western
Blot zeigten homozygote Nicht-Risikoalleltrager unter NO- bzw. NO- und Sildenafil-
Einfluss signifikant héhere Werte im Vergleich zu homozygoten Risikoallel-Tragern. Die
Phosphorylierung von VASP wird cGMP-abhangig von der Proteinkinase G (PKG)
katalysiert. Aufgrund des héheren Phosphorylierungsgrades von VASP sind erhdhte
cGMP-Spiegel bei homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern wahrscheinlich.
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Abbildung 16: Der NO/cGMP Signalweg und seine funktionellen Auswirkungen, u.a. auf
die Thrombozytenaggregation

In den Genen, welche fiir die Enzyme eNOS, sGC und PDE5A kodieren, wurde jeweils ein
genomweit mit der KHK assoziierter Genlocus entdeckt. eNOS, Endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase. sGC, I6sliche Guanylylzyklase. PDE5SA Phosphodiesterase 5A. GTP,
Guanosintriphosphat. cGMP, cyclischen Guanosinmonophosphat. GMP,
Guanosinmonophosphat. PKG, Proteinkinase G. MCLP, Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase.
IRAG, IP3-Rezeptor assoziiertes cGMP-Kinase-Substrat. VASP, Vasodilatator-stimuliertes
Phosphoprotein. Modifiziert nach [92].

Um der Hypothese einer Genotyp-abhangigen Transkription des GUCY71A3-Gens
nachzugehen, wurde nach RNA-Isolierung eine Genexpressionsanalyse durchgefiihrt.
Diese zeigte eine verminderte GUCY1A3-Expression bei homozygoten Risikoallelt-
Tagern im Vergleich zu homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern (p=0,001). Dies legt
folglich eine verminderte Proteinexpression in homozygoten Risikoallel-Tragern nahe. In
einem Folgeprojekt unserer Arbeitsgruppe wurde die Genotyp-abhangige Expression
der o1-Untereinheit der l6slichen Guanylatzyklase in Thrombozyten untersucht. Es
zeigte sich eine signifikant verminderte Expression des Proteins bei homozygoten
Risikoallel-Tragern im Vergleich zu den homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragem (s.
Abbildung 17) [89]. Dies bestatigt die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse sowie die
Hypothese regulatorischer Auswirkungen der Variante auf die Gen- und

Proteinexpression.
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Abbildung 17: Genotyp-abhéngige Expression der a1-sGC in Thrombozyten

Die Expression der a1-sGC war in homozygoten Nicht-Risikoallel-Tragern (n=8) signifikant
héher als in homozygoten Risikoallel-Tragern (n=14; p<0,001). Mann-Whitney-Test. Daten mit
freundlichem Einverstandnis [89]

Eine verminderte Expression der ai1-Untereinheit der I6slichen Guanylatzyklase hat unter
NO-Stimulation einen verminderten cGMP-Spiegel und konsekutiv eine verminderte
Thrombozytenhemmung zur Folge. Zur weiteren Aufklarung dieses Zusammenhangs
wurden die Daten der Proteinexpressionsanalyse aus o.g. Folgeprojekt und die
Messergebnisse der ADP induzierten und durch NO gehemmten Plattchenaggregation
gegenubergestellt.  Zundchst wurden die Werte der ADP-induzierten
Plattchenaggregation auf die Baseline-Werte ohne Stickstoffmonoxidzugabe
normalisiert. Anschlie®Bend wurden sie zusammen mit den Daten der
Proteinexpressionsanalyse ausgewertet. Im Rahmen einer Regressionsanalyse zeigte
sich eine negative lineare Korrelation. Eine starkere Expression der «i-Untereinheit ist
mit einer starkeren NO-vermittelten Hemmung der Plattchenaggregation assoziiert
(p<0,01). Die Datenpunkte der homozygoten Nicht-Risikoallel-Trager befinden sich
dabei im Gegensatz zu homozygoten Risikoallel-Tragern im Bereich starkerer Hemmung
der Thrombozytenaggregation durch NO und gleichzeitig im Bereich héherer Expression

der a1-Untereinheit der 16slichen Guanylatzyklase (s. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Eine stirkere Expression der a1-sGC ist signifikant mit einer starkeren
Hemmung der Thrombozytenaggregation durch den NO-Donor Nitroprussid-Natrium
assoziiert

Hierbei zeigen homozygote Risikoallel-Trager eine geringere Expression der a1-sGC und eine
geringere Hemmung der Thrombozytenaggregation durch NO im Vergleich zu homozygoten
Nicht-Risikoallel-Tragern.

Zur Analyse der Genotyp-abhangigen Genregulation flhrte unsere Arbeitsgruppe in
silico Analysen durch. Hierbei wurden mittels Alibaba2 [83] mdgliche
Transkriptionsfaktoren-Bindungsstellen fir beide Allele des SNPs rs7692387
identifiziert. Es ergaben sich drei potentielle Allel-spezifische Transkriptionsfaktoren in

der Region des Basenpaaraustauschs [89] (s. Abbildung 19).
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seq( 60.. 119) ttaaggcatttttgcagcttggccaagggcagagacatttgaaaaagaaagacctatett
Segments

9.9.539 80 89 ====NF-]l==
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3.5.3.0 100 109 ===TCSBP==

2.251:1 114 123 \ J ===GAT
Risikoallel (G)

seq( 60.. 119) ttaaggcatttttgcagcttggccaagggcagagacatttaaaaaagaaagacctatctt
Segments:

9.9.53 80 89

2.3.1.0 85 94 )

4.3.1.1 98 107 ==

2.2.1.1 114 123

Nicht-Risikoallel (A)

Abbildung 19: Prognose von Transkriptionsfaktoren-Bindungsstellen mittels Alibaba2
Es konnten zwei Bindungsstellen fiir das Risikoallel G (C/EBP & ICSBP) und eine

Bindungsstelle fiir das Nicht-Risikoallel A (MEB-1) gefunden werden. Analyse mittels Alibaba2

[89].

Alle drei Transkriptionsfaktoren werden nach der ,Stockholm atherosclerosis gene

expression (STAGE) study“ [93] in Vollblut, in der Arteria mammaria interna sowie in

atherosklerotischer Arterienwand exprimiert (s. Tabelle 27).

Tabelle 27: Expression der Transkriptionsfaktoren
Alle untersuchten Transkriptionsfaktoren werden sowohl im Vollblut als auch in der Arteria
mammaria interna und in der atherosklerotischen Arterienwand exprimiert [89].

Gewebe
Transkriptionsfaktor Arteria mammaria  atherosklerotische
Vollblut interna Arterienwand
NF-1 + * *
Sp1 + * !
C/EBP + * *
ICSBP (IRF8) + * *
GAT + * *
MEB-1 (ZEB1) * ¥ ¥

In einem Luciferase-Reportergen-Assay zeigte sich eine nahezu 50%-ige Reduktion der

Luziferase-Aktivitat fur das Risikoallel im Vergleich zum Nicht-Risikoallel [89]. Die

signifikante Assoziation des SNPs rs7692387 mit der koronaren Herzerkrankung scheint
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also auf eine Genotyp-abhangige Expression des GUCY1A3-Gens zurlckflhrbar zu

sein, die auf Allel-spezifischer Bindung von Transkriptionsfaktoren beruht.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Genotyp-spezifische Expression von GUCY1A3 zu
einer geringeren Menge an ai-Untereinheit der sGC fuhrt. Dies wiederum hat eine
geringere enzymatische Aktivitat bei homozygoten Risikoallel-Tragern zur Folge, was
niedrigere intrathrombozytare cGMP-Spiegel nach sich zieht. Durch die niedrigeren
cGMP-Spiegel kommt es schliefllich zu einer verminderten Phosphorylierung von
Zielproteinen wie VASP durch die Proteinkinase G und somit zu einer verminderten
Hemmung der Thrombozytenaggregation bei homozygoten Risikoallel-Tragern. Dies
kénnte im Rahmen einer Plaqueruptur zur beschleunigten Bildung eines

gefalverschlieRenden Thrombus und somit zum Myokardinfarkt fihren.

Aufgrund des Zusammenhangs mit der koronaren Herzkrankheit und dem
Myokardinfarkt stellt der NO/cGMP-Signalweg ein vielversprechendes Ziel neuer
therapeutischer Ansatze fir KHK-Patienten dar. Klinische Studien, die den Nutzen von
organischen und anorganischen Nitraten als therapeutische Aktivatoren der I6slichen
Guanylatzyklase untersuchten, kamen zu widersprichlichen Ergebnissen [94,95].
Méglicherweise liegt die Ursache im oxidativen Stress durch die Studienmedikation. Im
Gegensatz zur Verabreichung von NO-Donoren kdnnte die direkte Stimulation der
I6slichen Guanylatzyklase ein wichtiger therapeutischer Ansatz sein. Tatsachlich sind
bereits eine Reihe von sGC-Stimulatoren und -Aktivatoren [96] verfliigbar und zum
Beispiel fur die Behandlung von pulmonaler Hypertonie zugelassen [97]. Zudem hat der
NO-unabhangige Aktivator der sGC Cinaciguat bereits einen vorteilhaften Effekt in

einem Ischamie-Reperfusion Injury Model gezeigt [98].

Als Limitierungen dieser Arbeit sind anzufiihren, dass die Versuche in vitro an humanem
Material durchgefihrt wurden. Dabei entspricht insbesondere die Versuchsanordnung
der Lichttransmissionsaggregometrie nicht den Verhaltnissen im menschlichen Kérper.
Durch die Praparation von plattchenreichem Plasma wurden die meisten korpuskularen
Blutbestandteile entfernt, die in vivo zusatzlich mit Thrombozyten interagieren und einen
Einfluss auf die Aggregation haben kdnnten. In der klinischen Routinediagnostik der
Thrombozytenfunktion gilt heutzutage die elektrische
Impedanzaggregometrie mit Vollblut als Standard, jedoch fiel die Wahl des
Aggregometrieverfahrens in dieser Arbeit bewusst auf die Lichttransmission. Da hierbei,
wie oben beschrieben, zunachst korpuskuladre Blutbestandteile wie Erythrozyten und
Leukozyten entfernt werden, kdnnen die Auswirkungen auf Thrombozyten isoliert
analysiert werden, welche aufgrund des untersuchten Signalweges und ihrer Rolle bei

der Atherosklerose und dem Myokardinfarkt im Mittelpunkt der Arbeit stehen.
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Verfalschungen der Ergebnisse durch Interaktionen anderer Blutbestandteile mit
Reagenzien oder Thrombozyten kdnnen hierbei weitestgehend ausgeschlossen werden.
Ein Nachteil dieses Messverfahrens besteht im zeitlichen Fenster zwischen
Blutentnahme und Messung. Dieser Zeitfaktor wurde nach Mdglichkeit auf ein Minimum
reduziert, konnte jedoch aufgrund der Versuchsanordnung nicht génzlich vermieden
werden. Fachspezifische Arbeiten fir das Verfahren empfehlen eine Zeitspanne von
maximal 3 Stunden zwischen Probenentnahme und Beendigung der
Thrombozytenaggregometrie [99]. Um mdgliche Nebeneffekte zu verhindern, wurde die

limitierende Zeitspanne in dieser Arbeit stets strikt eingehalten.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit der Mechanismus untersucht, welcher fur die
Assoziation der haufigen Variante des GUCY1A3-Gens rs7692387 mit der koronaren
Herzkrankheit und dem Myokardinfarkt verantwortlich ist. Hierbei konnten wir zeigen,
dass der untersuchte Locus Einfluss auf die Expression der a.1-Untereinheit der 16slichen
Guanylatzyklase hat. Homozygote Risikoallel-Trager zeigten dabei eine verminderte
Genexpression, wodurch es letztendlich zu einer verminderten Hemmung der
Thrombozytenaggregation durch das kérpereigene Stickstoffmonoxid (NO) kam. Dieser
Genotyp abhangige Risikofaktor fiir eine koronare Herzkrankheit bzw. einen
Myokardinfarkt stellt einen interessanten Ansatzpunkt fir individuelle Therapieoptionen
fur Risikoallel-Tragern dar. Hierfir kdme beispielsweise eine Modulierung der Aktivitat
der I6slichen Guanylatzyklase oder der Eingriff in resultierende Effekte im

Zellstoffwechsel in Frage.

5.2 Einfluss der haufigen GUCY1A3-Genvariante auf die
Thrombozytenreaktivitat unter Aspirintherapie

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnten wir einen signifikanten Einfluss der Variante
rs7692387 im KHK-Risikogen GUCY71A3 auf die Thrombozytenreaktivitdt unter
Aspirintherapie zeigen. Bei homozygoten Risikoallel-Tragern fand sich hierbei eine
signifikant hoéhere Thrombozytenreaktivitdt im Vergleich zu homozygoten Nicht-
Risikoallel-Tragern. Zur Untersuchung des Genotyp-abhangigen klinischen Outcomes
erfolgte zudem eine kombinierte Analyse zweier Studienpopulationen. Es wurden
Individuen des ISAR-ASPI-Registers (n=1.678) und des Clopidogrel-Arms der PLATO-
Studie (n=3.326) eingeschlossen, wodurch eine Patientenzahl von 5.004 erreicht wurde.
Homozygote Risikoallel-Trager zeigten hierbei ein erhdhtes Risiko fir den klinischen
Endpunkt ,Tod kardiovaskularer Genese oder Stentthrombose® im Vergleich zu Nicht-
Risikoallel-Tragern (Hazard Ratio (HR) 1,65 [95 % CI 1,03-2,65], p=0,04; Abbildung 20).
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Annliche Trends, jedoch ohne statistische Signifikanz, konnten fir andere klinische
Endpunkte festgestellt werden (Abbildung 21).

Hazard Ratio Hazard Ratio

Study or Subgroup log[Hazard Ratio] SE Weight 1V, Fixed, 95% CI 1V, Fixed, 95% CI
ISAR-ASPI 0.8449 0.752 10.1% 2.33[0.53, 10.16]
PLATO 0.4631 0.2518 89.9% 1.59[0.97, 2.60]
Total (95% CI) 100.0% 1.65 [1.03, 2.64]

ity: i2 = = = 212 = 09 I t 1 t |
Heterogeneity: Chi* = 0.23, df = 1 (P = 0.63); I = 0% 01 o1 1 0 100
Test for overall effect: Z = 2.10 (P = 0.04) AA/AG GG

Abbildung 20: Assoziation des GUCY7A3-Genotyps und Tod kardiovaskularer Genese
oder Stentthrombose

Homozygote Risikoallel-Trager (GG) haben ein erhdhtes Risiko fiir den klinischen Endpunkt des
Todes kardiovaskularer Genese oder Stentthrombose im Vergleich zu Nicht-Risikoallel-Tragern
(AA/AG). CI, Konfidenzintervall; SE, Standardfehler (standard error). [100]

A Hazard Ratio Hazard Ratio
Study or Subgroup log[Hazard Ratio] SE Weight 1V, Fixed, 95% CI 1V, Fixed, 95% CI
ISAR-ASPI 0.4383 0.65 12.0% 1.55[0.43,5.54] e
PLATO 0.4318 0.24 88.0% 1.54 [0.96, 2.46] il
Total (95% CI) 100.0% 1.54 [0.99, 2.40] o 2
- 2 _ _ _ L2 = ¥ + t 1
Heterogeneity: Chi* = 0.00, df = 1 (P = 0.99); I° = 0% 002z 01 0 55
Test for overall effect: Z = 1.92 (P = 0.05) AA/AG GG
Hazard Ratio Hazard Ratio
B Study or Subgroup log[Hazard Ratio] SE Weight 1V, Fixed, 95% CI 1V, Fixed, 95% ClI
ISAR-ASPI 0.6221 0.778 13.7% 1.86[0.41, 8.56]
PLATO 0.4141 0.3105 86.3% 1.51[0.82, 2.78]
Total (95% CI) 100.0% 1.56 [0.88, 2.74]
ity: iZ = = = 2= I t 1 t J
Heterogeneity: Chi* = 0.06, df = 1 (P = 0.80); I = 0% ol o1 1 0 100
Test for overall effect: Z = 1.54 (P = 0.12) AA/AG GG
c Hazard Ratio Hazard Ratio
Study or Subgroup  log[Hazard Ratio] SE Weight IV, Fixed, 95% CI 1V, Fixed, 95% CI
ISAR-ASPI 0.8452 1.0635 8.7% 2.33[0.29, 18.72]
PLATO 0.2919 0.3273 91.3% 1.34[0.70, 2.54]
Total (95% CI) 100.0% 1.40 [0.76, 2.59]
I 2 _ - — 2 = [ } + t J
Heterogeneity: Chi® = 0.25,df = 1 (P = 0.62); I = 0% 01 o1 1 10 100
Test for overall effect: Z = 1.09 (P = 0.28) AA/AG GG
Hazard Ratio Hazard Ratio
D Study or Subgroup log[Hazard Ratio] SE Weight 1V, Fixed, 95% CI 1V, Fixed, 95% CI
ISAR-ASPI 0.4804 0.3391 22.3% 1.62[0.83, 3.14]
PLATO 0.0853 0.1816 77.7% 1.09[0.76, 1.55]
Total (95% CI) 100.0% 1.19[0.87, 1.63]
H . 2 _ —_ —_ T - : + : :
Heterogeneity: Chi® = 1.05, df = 1 (P = 0.30); I° = 5% 001 o1 1 0 100
Test for overall effect: Z = 1.08 (P = 0.28) AA/AG GG

Abbildung 21: Assoziation des GUCY71A3-Genotyps mit anderen klinischen Endpunkten
(innerhalb von 30 Tagen nach Koronarintervention)

Homozygote Risikoallel-Trager zeigten einen Trend zu einem erhdhten Risiko fir ,Tod jeglicher
Ursache oder Stentthrombose® (A), definitiver oder wahrscheinlicher Stentthrombose (B), Tod
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jeglicher Genese (C) und Tod jeglicher Genese oder Myokardinfarkt (D). Cl, Konfidenzintervall;
SE, Standardfehler (standard error). [100]

GUCY1A3-Genotyp und das Blutungsrisiko nach PCI

Im Rahmen der kombinierten Analyse der klinischen Endpunkte wurde auch auf das
Blutungsrisiko nach einer Koronarintervention eingegangen. Geringe sowie ausgepragte
Blutungen, welche nicht im Rahmen einer koronaren Bypass-Operation stattfanden,
wurden als Endpunkt gewahlt (nicht CABG-assoziierte Blutungen). Wir konnten weder
einen Genotyp abhangigen Effekt auf die Gesamtheit der nicht CABG-assoziierten
Blutungen innerhalb von 30 Tagen nach Koronarintervention (OR 0,92 [95% CI 0,71-
1,19], p=0,52; Abbildung 22) noch auf ausgepragte nicht CABG-assoziierten Blutungen
(OR 0,99 [95% CI 0,69-1,43], p=0,97; Abbildung 23) feststellen.

Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup log[Odds Ratio] SE Weight 1V, Fixed, 95% CI 1V, Fixed, 95% CI
ISAR-ASPI -0.2146 0.2561 25.7% 0.81[0.49, 1.33]
PLATO -0.0381 0.1506 74.3% 0.96 [0.72, 1.29]
Total (95% CI) 100.0% 0.92 [0.71, 1.19]

ity: i2 = = = S 12 = 0% [ t t t J
?etel}ogeneltyl.lc?fl = (;.Blsbdef“—Pl_(Po—s(;.SS), 1 = 0% 001 o1 1 10 100

est for overall effect: Z = 0.64 (P = 0.52) AAJAG GG

Abbildung 22: Assoziation des GUCY71A3-Genotps mit nicht-CABG-assoziierten-
Blutungen

Der GUCY1A3-Genotyp war nicht mit einem erhéhten Blutungsrisiko innerhalb von 30 Tagen
nach Koronarintervention assoziiert. Cl, Konfidenzintervall; SE, Standardfehler (standard error).
[100]

Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup log[Odds Ratio] SE Weight 1V, Fixed, 95% CI 1V, Fixed, 95% CI
ISAR-ASPI 0.2283 0.4785 15.5% 1.26[0.49, 3.21]
PLATO -0.0378 0.2053  84.5% 0.96 [0.64, 1.44]
Total (95% CI) 100.0% 1.00 [0.69, 1.45]

ity: i2 = = = 2 = 0% t t t t d
Heterogeneity: Chi = 0.26,df =1 (P=0.61); 1> = 0% o1 01 1 ) 100
Test for overall effect: Z = 0.02 (P = 0.98) AA/AG GG

Abbildung 23: Assoziation des GUCY71A3-Genotps und ausgepragten nicht-CABG-
assoziierten-Blutungen

Der GUCY1A3-Genotyp war nicht mit einem erhéhten Risiko assoziiert, innerhalb von 30 Tagen
nach Koronarintervention eine ausgepragte nicht-CABG-assoziierte-Blutung zu erleiden. Cl,
Konfidenzintervall; SE, Standardfehler (standard error). [100]

In dieser Arbeit konnten wir zum ersten Mal eine signifikante Assoziation eines KHK-
Risikogens mit der Thrombozytenreaktivitat unter Aspirintherapie nachweisen. Zudem
war der GUCY1A3-Genotyp auch mit einem schlechteren Outcome durch kardiovaskular

bedingten Tod oder Stentthrombose innerhalb von 30 Tagen nach Koronarintervention
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assoziiert. Eine Assoziation mit einer erhohten Blutungswahrscheinlichkeit ergab sich

hierbei nicht.

Der NO/cGMP-Signalweg ist schon seit Langem fir seine Auswirkungen auf die
Thrombozytenaggregation bekannt. Die Aktivierung der intrathrombozytaren sGC durch
Nitroprussid-Natrium in vitro fihrt zu einer erheblichen Steigerung der
intrathrombozytaren cGMP Konzentration [101], was wiederum die cGMP-abhangige
Proteinkinase G aktiviert. Diese phosphoryliert intrazellulare Zielproteine wie IRAG und
VASP, welche eine Rolle bei der cGMP-abhangigen Hemmung der
Thrombozytenaggregation spielen [102,103]. Es wurde bereits gezeigt, dass ADP alleine
keine Auswirkungen auf den intrazellularen cGMP-Spiegel hat [101]. Im Gegensatz
hierzu konnte gezeigt werden, dass Arachidonsdure den cGMP-Spiegel in
Thrombozyten Dosis-abhdngig signifikant senkt. Dieser Effekt kann durch eine
Indomethacin-induzierte Hemmung der Cyclooxygenase 1 und 2 aufgehoben werden
[104]. In homozygoten GUCY1A3-Risikoallel-Tragern konnten nun geringere Spiegel der
as-Untereinheit der 16slichen Guanylatzyklase nachgewiesen werden [89]. Als Folge
kénnte die Reduktion des intrathrombozytdaren cGMP-Spiegels als Reaktion auf eine
Arachidonsaure-Exposition in homozygoten GUCY1A3-Risikoallel-Tragern starker
ausgepragt sein. Dies stimmt mit den hier erhobenen Daten Uberein, welche eine
Assoziation zwischen GUCY1A3-Genotyp und der Arachidonsaure-induzierten
Thrombozytenaggregation unter Aspirintherapie, jedoch nicht mit der ADP-induzierten
Thrombozytenaggregation zeigen. Dieser Mechanismus ist in Abbildung 24 dargestellt
und illustriert wie intrathrombozytare cGMP-Spiegel sowie die VASP-Phosphorylierung

von Arachidonsaure beeinflusst werden konnten.
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Abbildung 24: Hypothetische Interaktionen des Arachidonséaure-Metabolismus und des
NO/cGMP-Signalweges in Thrombozyten

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Arachidonsaure direkt die Stickstoffmonoxid-
Bioverfligbarkeit in Thrombozyten reduziert, was durch die Inhibition der Cyclooxygenase 1
verhindert werden kann.

Ein weiterer mdglicher Mechanismus involviert die cAMP-abhangige Phosphorylierung
von VASP. Es wurde bereits gezeigt, dass cCAMP zu einem gewissen Anteil analog zu
cGMP die Thrombozytenaggregation dber VASP hemmt [103]. In Thrombozyten wird
Arachidonsaure durch die Cyclooxygenase 1 (COX 1) zu Prostaglandin H> (PGHy)
metabolisiert. AnschlieBend katalysiert die Thromboxan-Synthase die Bildung von
Thromboxan Az (TXAz) aus PGH2, wodurch wiederum die Thrombozytenaggregation
induziert wird [105]. Zusatzlich wird PGH. von der Prostaglandin E Synthase in
Thrombozyten zu Prostaglandin Ez (PGE2) umgewandelt [106]. Aus Thrombozyten oder
der Gefallwand freigesetztes PGE;, aktiviert den EP3-Rezeptor auf Thrombozyten und
fuhrt so zur Aggregation und Atherothrombose [107]. Die Aktivierung des EP2-Rezeptors
fuhrt Gber einen Gi-gekoppelten Rezeptor zu einer Reduktion des intrazellularen cAMP-
Spiegels [108,109]. SchlieRlich flhrt die Phosphorylierung von VASP an Seris7 durch die
Inhibition des llb/llla Rezeptors zu einer Hemmung der Plattchenaggregation [49].
Dieser hypothetische Mechanismus ist in Abbildung 25 dargestellt und stellt eine weitere
Moglichkeit dar, wie intrathrombozytdre cGMP-Spiegel sowie die VASP-

Phosphorylierung von Arachidonsaure beeinflusst werden kénnen.
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Abbildung 25: Hypothetische Interaktionen des Arachidonséaure-Metabolismus und des
NO/cGMP-Signalweges in Thrombozyten

Der Einfluss von Metaboliten der Arachidonsaure auf den cGMP/cAMP-Signalweg. Die
Verfugbarkeit und Aktivitat der sGC wird durch den GUCY1A3-Genotyp beeinflusst.

Moglicherweise ist Aspirin in der Lage diesen Effekt zu einem gewissen Grad zu
kompensieren. Im Falle einer reduzierten Verfiigbarkeit oder Aktivitat der sGC, wie
beispielsweise bei homozygoten GUCY71A3-Risikoallel-Tragern [89], kdnnte dieser

Aspirineffekt jedoch insuffizient sein.

Nach wie vor stellen ischamische Ereignisse in Folge einer Koronarintervention eine
ernstzunehmende Komplikation dar. Eine hohe Thrombozytenreaktivitat unter
Aspirintherapie (High on-aspirin platelet reactivity — HAPR) konnte bereits als Biomarker
fur ischamische Ereignisse nach einer Koronarintervention identifiziert werden [16]. Die
Daten dieser Arbeit legen nahe, dass die sogenannte ,Aspirinresistenz® oder HAPR
nicht, wie zuvor angenommen, auf eine Non-Compliance bei der
Medikamenteneinnahme  zurtickzufihren ist [110,111]. Im Rahmen der
JAspirinresistenz” ist zudem die Optimierung der Aspirindosierung sowie der
Dosierungsintervalle Teil der Diskussion [17]. In dieser Arbeit konnten wir erstmals
zeigen, dass ein genetischer KHK-Risikofaktor, welcher nicht unmittelbar am
Arachidonsaure-Metabolismus, sondern am NO/cGMP-Signalweg von Thrombozyten
beteiligt ist, mit einer erhéhten Thrombozytenreaktivitat unter Aspirintherapie sowie

einem ungunstigen Outcome assoziiert ist.
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In diesem Zusammenhang soll jedoch auch auf die Limitationen der angewandten
Methodik eingegangen werden. So konnten die intrathrombozytaren Konzentrationen
von sGC oder cGMP nicht bestimmt werden, was eine sichere Aussage Uber die
kausalen Zusammenhange des GUCY1A3-Genotyps mit der Thrombozytenreaktivitat
unter Aspirintherapie nicht erlaubt. Die aus der umfangreichen Literatur stammenden
Kenntnisse Uber die Signalkaskade lassen einen kausalen Zusammenhang jedoch als
sehr wahrscheinlich erscheinen. Eine weitere Einschrankung stellt die Assoziation des
GUCY1A3-Genotyps ausschlieRBlich mit einem kombinierten Endpunkt (Tod
kardiovaskularer Genese oder Stentthrombose) dar. Leider waren die Daten fir
ischamische Endpunkte innerhalb von 30 Tagen sparlich und wir konnten keine weiteren
Kohorten ausfindig machen, um die Probenanzahl und Power der Studie zu erhéhen.
Daher war es nicht méglich, Assoziationen des GUCY1A3-Genotyps mit beispielsweise
endglltigen Stentthrombosen zu finden. Als Einschrankung ist zudem aufzufiihren, dass
wir nur den Clopidogrel-Arm der PLATO-Studie untersuchen konnten. Da 95% der
Individuen des ISAR-ASPI-Registers zusatzlich zu Aspirin auch Clopidogrel nahmen
[16], sind wir nicht in der Lage unsere Ergebnisse auch auf die Kombination mit anderen

ADP-Rezeptor-Antagonisten zu Ubertragen.

Zusammenfassend kann man aus den Ergebnissen schlieen, dass die Kenntnis Gber
den GUCY1A3-Genotyp hilfreich bei der Einschatzung des individuellen Risikos flr
ischamische Ereignisse nach einer Koronarintervention geben kann. Ob das Wissen
uber den GUCY1A3-Genotyp im klinischen Alltag dabei helfen kann, Hochrisiko-
Patienten zu identifizieren oder malgeschneiderte = Therapieplane  zur

Thrombozytenhemmung zu erstellen, ist Bestandteil aktueller Forschung.
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