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Stentthrombose: Entstehung und Hintergrund 1

1. EinfUhrung

Die koronare Herzerkrankung, ihre Therapie — und deren Komplikationen — nehmen
heute @nen wichtigen Stellenwert in der Medizin ein. Eine bedrohliche Komplikation
Ist die subakute Stentthrombose in Folge des Einbringens eines Koronarstents.

Diese Arbeit will einen Beitrag zur Suche nadh pradisponierenden Faktoren fir die
subakute Stentthrombose und deren Analyse liefern. Der Ansatzpurkt ist hierbei die
Frage nach der Rolle geretischer Varianten von Thrombozytenolerflacherezeptoren.

Im Folgenden wird anhand des klinischen (Kap. 1.1) Hintergrundes und zdlu-
lar/molekularer Grundagen der Thrombozytenfunktion (Kap. 1.2) in de Zielsetzung
undRelevanz dieser Arbeit eingeflihrt.

1.1 Stentthrombose: Entstehung und Hintergrund

1.1.1 Koronare Herzerkrankung und Stenting

In urserer westlichen Industriegesell schaft mit allen Vor- und Nadtellen der hohen
und steigenden Lebenserwartung rickt der Stellenwert der degenerativen Erkrankun-
gen immer mehr in den Vordergrund Die Vielzahl der gesell schaftlich akzeptierten
und geforderten kardiovaskuléren Risikofaktoren hier gerade dem Uberpropartionalen
Altern des Herzkreislaufsystems an Brisanz
verliehen: Schonlangst hat sich dese Grup-
pe von Erkrankungen mit Abstand den ers-
ten Platz in der Todesursadhenstatistik er-
obert (siehe Abbildung 2). Besonders der
Begriff der koronaren Herzerkrankung ist
mittlerwelle auch dem Laien gelaufig — Uber

200 Deutsche pro 10Q000 Einwohrer der
0 BRD sterben jahrlich an deren ischémischen
o O

RERIC @“b‘ @Q’ @‘b'”h@%“ @@ @Qb‘ Folgen, wobei die Zahl an Sterbefdlen in
Jahr

Abbildung 1: Todesfdlle durch ischamische d€ Nadhkriegsgesellschaft rapide zinahm
Herzerkrankungen (|CD/9 410414) in der undgch Se|te|n|gen Jahren aufe|nern hohen

BRD (nach StBA, FS 12, R4, 1996 _ e .
Niveau hélt (siehe Abbildung 1) .
Aus dieser epidemiologischen Prioritat heraus war dieser Bereich der Humanmedizin
eine Disziplin der intensiven Forschung und auch rapider Veranderungen. Antikoagu-
latorische Medikation, Lysetherapie, koronar-arterio-ventser Bypass und seit 1977
die Technik der perkutanen, transluminalen Koronarangioplastie ° (PTCA) einschnei-

250

200

150 -

100

Todesfalle je 100.000 EW

50




Stentthrombose: Entstehung und Hintergrund 2

dende Fortschritte gebradt und der koronaren Herzerkrankung vel vom Charakter der
unbeanfluRkaren Todesursache genommen.

Die PTCA war bald als Weiche fur die Zukunft erkannt, da auf diese Wase nicht nur
die Darstellung der Koronararterien, sondern auch eine Manipulation kurativen Ansat-
zes moglich war.®***' Die Expansion eines vor Ort pasitionierten Ballons zur Erweite-
rung eines pathologisch verengten Koronargefél3abschnitts hat in desem Sinne die
Kardiologie revolutioniert und dn Weg
zum neuen Sektor der interventionellen

einigen hundbrt Patienten mit durchgefiihr-
ter Ballonangioplastie Mitte der 80er Jahre
gaben Anlad zum Optimismus: 90% der
Prozeduren wurden primar als erfolgreich
O Maligne Neoplasien gewertet.” Einen Schatten auf die neue

[@ sonstige . . . .
O sonst. Krankheiten des Kreislaufsystems|  Tedindogie warfen Risiken im Prozentbe-

mischamische Herzerkrankungen

| Herzinfarkt reich fUr akut okkludierende Komplikatio-
nen, v.a. Intima-Disektionen,”** und Reste-
Abbildung 2: Todesursachengtatistik in der . .
BRD 1996(nach StBA, FS 12, R4, 1999 noseraten im ersten halben Jahr von bis zu
40)/0 61,83

Einschneidende Verbesserungen schienen erst Ende der 80er Jahre in Sicht: Tierexpe-
rimentelle Resultate mit intrakoronaren Gefal3stitzen von Schatz und Palmaz ¢ al.
stimmten zuversichtlich,*®’ diese Stenttechnd ogie auch auf den Menschen zu Ulbertra-
gen. TatsAdlich konrten erste Studien mit ballon- und selbstexpandierbaren Stents der
Hoffnung auf ein neues Konzept zur Bewdtigung der Restencse- und Dissekti-
onsproblematik neuen Nahrboden verschaffen.3%4°%1! Unter dieser Perspektive begann
eine Wdle von reuen Untersuchungen, neue Stents wurden evaluiert und lradchten
neue Zahlen, die Anhalt fir eine deutliche Reduzierung der Restencserate bo-
ten.28'29'52'138

Heute konren wir auf eine Vielzahl von grof¥en klinischen Studien zurtickblicken, die
die friihen Berichte mit statistischem Material belegen.34!36140143158  peagtenaseraten
im Bereich von nu 20-30% bei foll ow-up konrten verzeichnet werden. Dabel hielt das
Stenting als neue Erweiterung der PTCA auch dem statistischen Vergleich zur konser-
vativen Ballonangioplastie stand undkann cerzeit as anerkannte Therapie von akutem
VerschluBund Restenase nad PTCA gelten, 3136143159
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1.1.2 Stenting und Stentthrombose

Trotz dler Euphaie wurden schon de esten klinischen Berichte von einer |ebensbe-
drohlichen Komplikation Ulerschattet: Gehauft war eine Thrombaose im Bereich des
gestenteten Areds in engem zaditlichen Zusammenhang zur Stentimplantation  keo-
badhtet worden.?2?%°9143151 Dghei war die Thrombogenitét der GeféaRstiitze ais Metall
keineswegs neu und umrwartet: Schon das Tierexperiment hatte den Stent als throm-
bogen ausgewiesen.?13

Abbildung 3: Angiographische Dar stellung einer Stentthr ombose.

Die beiden Abhildungen zeigen koronarangiographische Aufnahmen des Ramus interventricularis posterior im
Rahmen einer PTCA. In dieser ,positiv*-Darstellung sind die kontrastmittel gefiillten Gefé3edurkel.

Links: Aufnahme nach der Primérversorgung des Patienten. Es wurde én Stent gesetzt, der jedoch wegen der
Kontrastmittel iberlagerung nicht zu sehen ist. Das GeféRR ist nun gut durchgéangig.

Redhts: Zehn Tage spéter fand eine Rekoronarangiographie bei spontan eingetretenem Angina Pedoris Be-
schwerdebil d statt. In der hnlich eingestellten Aufnahme sieht man den abrupten Kontrastmittel abbruch. Ange-
deutet kann man nun fein die Struktur der metall enen Geféistiitze unmittel bar distal des Abbruches erkennen. Es
handelt sich folglich um eine voll sténdige Thrombasierung des gestenten Areals: die subakute Sentthrombose.

In den eingeblendeten EKGslassen sich deutlich die ischdmischen Verénderungen durch die Okklusion ausma-
chen. In diesem Fall konnten bleibende Folgeschaden aber durch eine sofortige Reintervention verhindert wer-
den.

In Abbildung 3 sind de koronarangiografischen Aufnahmen nach einer gelungenen
Interventionim Vergleich zu einer eingetretenen Thrombosierung zu sehen.

Zwar pendelten sich eingangs hohe Stentthrombose-Raten von iker 6% *° mit neuen
technischen und medikamentdsen Fortschritten heute auf einem deutlich niedrigeren
Niveau ein. An urserer Klinik lag die Inzidenz in einer tiber 3600 Patienten umfassen-
den Studie beispielsweise bei 2,2%.°° Denncch ist trotz sofortiger Behandung durch
rePTCA, Bypassoperation oder Lyse die Sentthrombose mit relativ hoher Mortalité
behaftet undstellt damit unverandert das Haupmanko des Senting dar.
Unglicklicherweise hat sich kirzlich auch herausgestellt, dass die Problematik der
Stentthrombose nicht mit dem Management der Akutsituation als bewdltigt gelten
darf. Kastrati et a zagten in einer grofRen Studie mit 12 monatiger Nachbeobadhtung
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auf hohem statistischen Niveau, dass auch das landristige Outcome dieser Patienten
wesentlich verschledhtert ist: Eine Einjahres-Uberlebensrate von 8@ mit gegeniiber
97% ohre Stentthrombaose und eine Myokardinfarktrate von 6246 gegentiber 4% spre-
chen fur sich.®®

1.1.3 Stentthrombose und Ansatze zur Pravention

Angesichts der immanenten Gefahr der subakuten Thrombose bei der mittl erweil e zum
kardiologischen Alltag gewordenen Prozedur des Stenting sind Strategien zur Préven-
tion heute ein Thema hoher Prioritét.

Schonim Rahmen der ersten Versuche mit Stents wurde die an sich naheliegende Me-
dikation mit antikoagulatorischen Stoffen propagiert.”® Dabei kamen vor allem Aspirin
in Kombination mit Kumarinen, z.T. auch Dipyramidol zum Einsatz.*® Wahrend all er-
dings die protektive Wirksamkeit mit dieser Therapie nur sehr eingeschrankt war,?%*3°
mufe zusatzlich eine erhdhte Blutungsgefahr in Kauf genommen werden.*3°

Von deser unbefriedigenden Bewdltigungsdrategie ausgehend sind derzet zwel An-
sétze aktuell:

Ein Tell der kardiologischen Forschung setzt den Schwerpurkt, getragen von der Leit-
frage , who was thrombogenic — the stent or the doctor...“,*** bei der Verbesserung der
Implantationsprozedur. Diese Zielrichtung scheint dadurch bekréftigt, dass klinische
Studien in grolZem Umfang, ungeaditet volligen Verzichts auf Antikoagulantien, eine
Stentthrombose-Rate von nu 0,9% demonstrieren konnten: Colombo et al. hielten bel
auschliefdlicher Applikation von Thrombozytenaggregationshemmern vor alem den
Einsatz des intravaskuldren Ultraschalls (IVUS) zur Feinabstimmung der Stentpositi o-
nierung und eine finale Hochdruckexpansion des Stents fiir ausschlaggebend.*

Andere Uberlegungen zielen mehr auf die Optimierung des pharmakol ogischen Mana-
gement ab. Hier gaben neue experimentelle Grundagen der Thrombozytenforschung
unter dem Motto ,the attention shifts to the white dot“'®® der Aggregation cer
Blutpl&ttchen erhbhte Beadtung.

Von vieler Seite wurde die zettrale Rolle des Thrombozyten bei der arteriellen
Thrombose herausgestellt.3#°310311915%17 Gayaz @ al. konrten urter durchflufzyto-
metrischer Analyse von Oberflachenrezeptoren (siehe unten) darstellen, dass bei der
Stentimplantation urter konventioneller Antikoagulationstherapie ane starke Aktivie-
rung von Thrombozyten stattfindet. Wurden dagegen neue Thrombozytenaggregati-
onshemmer eingesetzt, so das neu eingefiihrte Tiklopidin, so war eine deutlich verrin-
gerte Aktivierung zu meseen.*
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Der Nachweis einer erhohten Eff ektivitat des neuen Regimen mit Tiklopidin und Aspi-
rin gelang auch auf Basis der klinischen Anwendurg. Die Rate kardialer Zwischenfal-
le und von Blutungskompli kationen wurden deutli ch reduziert.®-*4*

Die logische Liicke awischen Klinik und Grundagen konrte kurzlich duch Arbeiten
in urserem Haus geschlossen werden, die den Zusammenhang der Oberfladhendichte
der medikamentds beanfluRkaren Thrombozytenrezeptoren mit dem Auftreten der
Stentthrombose aufzeigen. >’

Die Frage, ob der tedhnisch-prozeduralen oder der pharmakologischen Entwicklung
mehr Aufmerksamkeit geschenkt werden sollte,>?*%* ist in Anbetracht der Erfolge
beiderseits wohl nicht mit einem ,entweder-oder”, sondern ,, sowohl-als-auch* zu be-
antworten: Beide Ansétze scheinen sich zu einem optimierten Therapiekonzept zu-
sammenzufigen. Trotz alledem kann ad diesem status quo von einer Losung cer
Sentthromboseproblematik klar noch nicht gesprochenwerden.*

Das grole Resumee dieser Erkennt-
nis ist offensichtlich: Wichtig ist, Tab. 1: Angiografische Pradktoren der
Risikofaktoren der Stentthrombose _Subakuten Stentthrombose.

Reduzierte LV-Funktion
2u erkennen’ deren Erfassung 2u Verbleibende Dissektionen

klinischen Routine werden zu lassen ~ Mehrere Stents implantiert 66,101

e . Uberlappende Stents o0
und camit frihzetig und gezelt rea-  kiainer Stentdurchmesser 55,85

gieren zu konren. Viele klinische  Einsatz verschiedener Stents 101
Suboptimaler Lumengewinn 85,101

66,101
55,66,85,101

und pozedurale Faktoren sind in  komplexe Lasionen 22 o
multivariaten Analysen bereits foku- ~ !nstabile Angina pectoris o
) ) ] WandunregelmaRigkeiten distal d. Stents
siert und evauiert worden (siehe
Tab. 1).

Die grofe Frage nach einer Prédisposition von Seiten der molekularen Eigenschaften
der Thrombozyten steht aber weiter im Raum und gewinnt momentan rapide durch
neue biochemische und genetische Erkenntnisse an Bedautung.

Zur Abklarung deser gewichtigen Fragestellung leistet diese Arbeit einen Beitrag. Auf
der Ebene genetischer Aberrationen von Thrombozytenrezeptoren wurden Zusam-
menhang zur Entwicklung einer Stentthrombose untersucht. Dabel waren funf dieser
sogenanrten Polymorphismen au gerinnungs- und adh&onsrelevanten Oberfla-
chenmolekillen einbezogen.
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1.2 Grundlagen der Thrombozytenfunktion

Im vorigen Abschnitt wurde die immanente klinische Bedeutung der Stentthrombaose
und de ainehmende Tendenz, den Thrombozyten eine zentrale Rolle dabei zuzuord-
nen, dargelegt.

Aus diesem Gruncde soll hier in kompakter Form das physiologisch-pathologische
Funktionsgektrum der Blutpléttchen erlautert werden (siehe 1.2.1). Auf Basis eines
Uberblicks tiber wichtige Rezeptoren (siehe 1.2.2) des Thrombozyten sollen de Hin-
tergriinde der Auswahl der funf Polymorphismen (siehe 1.2.3) in der Studie elautert
werden.

1.2.1 Physiologie und Pathophysiologie der Thrombozyten

Bringt man de Reé&ktionsvarianten des Thrombozyten bei Aktivierung auf einen einfa-
chen Nenner, so sind vier wichtige Aspekte zu unterscheiden:

* Adhésion

* Formanderung

» Aggregation

o Sekretion

Diese stehen in einem sehr geregelten Funktionsablauf zueinander.**°

Wird eine Re&tionskaskade durch eine Kontinuitétsunterbrechung der vasalen Endo-
thelschicht ausgel0st, so ist die aste Reation de Adhésion des Blutpldttchen mittels
Rezeptoren fur subendaheliale Strukturen, z.B. von Will ebrand-Faktor oder Kolla-
gen.®*? Der Kontakt erfolgt dabei erst tiber einzelne Pseudopoden, dann uker groRere
Membranarede.?*

Die aste Re&tion bei Stimulation des zirkulierenden Thrombozyten ,,in Losung’ ist
die Forménderung. Stimuli dieser Art sind dverse physiologische Botenstoffe, so zum
Beispiel ADP (Adenosindiphasphat), Endoperoxide oder Thromboxan A, (TxA,), aber
auch Fremdkorper wie Stentmaterial oder nichtionisches Kontrastmittel.*® Der Throm-
bozyt andert hierbei seine Form binnen ein bis zwei Sekunden 2° von dskoid zu einer
gefalteten, spharischen Form.®*

Beide primédren Redaktionsformen sind reversibel, werden aber dadurch bedeutungs-
schwer, dass man ihnen heute Ubergangscharakter zuweist. Vor alem die initiae
Formanderung scheint durch Konfiguration intrazél ulérer Vesikel Vorstufe der Sekre-
tion zu sein.'®® Die Faltelung und Ausbildung von Pseudgpoden kénrte im Zusam-
menhang mit einer folgende Aggregation stehen.?®*"°
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Gawaz & a. konnten auf Basis von Zell versuchen mit rekombinantem Fibrinogenre-
zeptor zeigen, dassfir eine solche Aggregation lediglich dese Rezeptoren der Plétt-
chen undein Fibrinogenmolekil als Brickenglied néig sind, also kein Gegenrezeptor
vonnden ist.*

Da ane Aggregation physiologisch nu unter ganz bestimmten kausalen Verhdtnissen
erfolgen darf, muss hier ein Regulationsmedanismus vorhanden sein. Tatsadlich
liegt bei inaktivierten zirkulierenden Thrombozyten kaum aktivierter Fibrinogen-
Rezeptor auf der Oberflache vor, er musspartiell erst oberfladhenexprimiert und akti-
viert werden.®”*'* Als auslésende Stoffe dafir wurden ADP’%8"192  Epinephrin
F15120 Thrombin®®*?!, Endoperoxide®®, Arachidorsaure’”**, Platelet adivating Fac-
tor (PAF)"*™ Kollagen?"® und von Will ebrand Faktor (VWF)** beschrieben, die tiber
ein komplexes Regelwerk aus Rezeotor, Transducer undintrazdl ularen Eff ektorwegen
eingreifen.**® Dieses System ist sehr wirkungsvoll — Versuche konrten eine sehr
schnelle Exprimierung demonstrieren, der aktive Thrombozyt weil dann ca 40.000
Fibrinogen-Bindurgsgellen auf.”® Interessnterweise greift der Thrombozyt selbst
durch Endoperoxid-, TxA,- und ADP-Sekretion in das Regulationss/stem ein. Er ver-
mag also im Sinne aner positiven feedbadk-Schleife den eigenen und an Aktivie-
rungsgrad benachhbrter Blutplattchen hahzureguli eren.

Eine weitere wichtige Konsequenz der Aktivierung ist das Potential, an der Membran-
oberflache Thrombin zu generieren und damit die Koaguation einzul eiten.

Adhasion

Abbildung 4: Vereinfachte
und schematisierte Darstel-
lung der funktionellen Grund-
sdulen des Thrombozyten.

Die Substanzen des regulatori-
schen Abschnittes bewirken ein
Kaskade von Aktivierungsvor-
gangen im Thrombazyten (ge-
raffter Pfeil).

Abklrzungen: Lkz Leukozyt,
Koall Kollagen, vVWF von Will e-
brand-Faktor, Epi Epinephrin,
Thr Thrombin, ADP Adenosin-
diphosphat, TxA, Thromboxan
Az

Koagulation Vasokonstriktion

Aus obigem ergibt sich der Stell enwert des Thrombozyten weitaus hoher als der einer
rein mecdhanisch-funktionellen Komporente: Durch Sekretion ist nicht nur eine Eff ek-
torfunktion, z.B. die Vasokonstriktion duch TxA,, sondern auch eine wichtige Steue-
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rungsroll e gegeben. Diese umfasd auch de Interaktion mit anderen zdluléren Syste-
men, beispielsweise entsteht durch PDGF (platelet derived growth fador), endahelia
growth fador und thrombocytal growth fador eine Wirkung auf die Gefal3-
wand,>8128129142 chemotaktischer und mitogener Natur.?**° Die Expresson von P-
Selektin konnte schliefdlich als interaktive Grole aum inflammatorischen System iden-
tifiziert werden.*°

Alle diese Funktionen stehen urter einer differenzierten Regulation duch eine Viel-
zahl von Rezeotoren, die in Abbildung 4 nochmals shematisch zusammengefass
sind. Da Alterationen von Thrombozytenrezegotoren Thema dieser Studie sind, wird im
folgenden naker auf ausgewahlte Rezeptoren in Struktur und Funktion eingegangen.

1.2.2 Thrombozytenrezeptoren

Alle nachfolgend beschriebenen Rezeptoren der Plattchenmembran sind sogenannte
heterodimere Komplexe, d.h. sie setzen sich aus zwei Glykoproteinen in einem engen
raumlichen Verbund zusammen. Auf den Blutpldttchen sind circa 100 verschiedene
solcher Glykoproteine bekannt.*®

Die meisten Rezeptoren sind Integrine, besitzen also Doménen beiderseits der Memb-
ran. Ausnahme der unten beschriebenen hierfiir ist nur der VWF-Rezeptor.*®

Der Fibrinogen-Rezeptor:

Dieser Rezeptor setzt sich aus den Glykoproteinen Ilb undllla zazuisammen, welche a
ber ein getrenntes Genom und eine unabhéngige Prozesserung aufweisen.'! Erst durch
die regulierende Bindurg von Ca?* oder Mg®* an GPIlb ! entstehen heterodimere
Komplexe.*****>"" Nur dann ist der Rezeptor funktionsfahig. *>'°3!1814¢ Ein Beleg fiir
die Notwendigkeit dieser funktionellen Einheit ist mittl erweil e Bestandtell des medizi-
nischen Alltags: wird der Komplex durch EDTA reversibel getrennt, so ist die Gerin-
nungsfahigkeit inhibiert.

Abbildung 5 veranschaulicht den Aufbau des Rezeotors aus sinen beiden
Untereinheiten, auch a3 genannt. Markiert ist hier auch de sogenannte RGD-
Erkennurgsregion, die man heute ds Bindurgsdelle fir die RGD-Sequenz Ala-Gly-
Asp auf alen Liganden des Rezeptors annimmt; Allerdings vermutet man heute ane
weitere Erkennurgsregion auf GPlIb.”® Diese Region kénrte mit der Dodekapeptid-
Sequenz der Fibrinogen-y-K ette interagieren (Abbildung 5, auch siehe unten).

Wie angedeutet, wird de Bezachnurg als Fibrinogenrezegotor zwar dem Hauptli gan-
den Fibrinogen geredit, dennach qualifiziert sich auch der VWF und Fibronedin duch
eine RGD-Region as Ligand.*?*'** Diese Multivalenz wird dadurch weiter deutlich,
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dassGPlll a aich im Verbundmit anderen Glykoproteinen , zum Beispiel als Vitronec-
tin-Rezeptor "® und auf anderen Zellen zu finden ist — wohingegen GPIIb nur auf Zel-
len der megalaryozytaren Reihe vorkommt.*3¢’

Abbildung 5: Schematische Darstel-
e lung des Fibrinogenrezeptors auf
Ca Thrombozyten.

Ca™ Gezeigt sind de beiden Integrine GP Il b
s und Il g die durch die Anlagerung von
Ca vier Ca'-lonen enen heterodimeren
Ca™s Komplex bilden. Mit C und N sind je-
C RGD wells die Carboxy- bzw. Amino-ter-
minalen Enden der Ketten gekenn-

4 inal den d ek

zeichnet. Der schleifenreiche Au
ich hleifenreich fbau
DDP wir v.a urc Disulfidbriicken

ird durch isulfidbruck

N schwarze Striche) stabilisiert. Grin

HPA-1 h Striche) stabilisiert. G
X hervorgehoben sind die Regionen, dieflr
die Bindungsfahigkeit des Rezeptors
N o verantwortlich gemacht werden (RGD-
HPA-3 Erkennungsregion, Dodekapeptid-

- GP IIla Erkennungsregion (DDP)).

C Gelb ist die Region des HPA-1, blau des
HPA-3 —Polymorphismus markiert. Die
grauen Areale zeigen: 1 den Sr, 2 den

Ca, 3 den Mo und 4 den Pen Poly-
_l morphismus. Detail s zu Lokali sation und
C Prévalenz sind Tab. 2 zu entnehmen.
C Abb. basiert auf Ref. 78,109,135

Wiahrend ein durchschnittli cher Thrombozyt ca. 40-90.000 oy,R35-K omplexe besitzt,**
was im aktivierten Zustand auch in etwa der Zahl der Fibrinogenbindurgen gleichzu-
setzen ist,°! wird eine Reduzierung dieser Zahl eindrucksvoll bel Betroffenen der
Glanzmann Thrombasthenie deutlich: Hier sind rehezu keine der beiden GP auf der
Membran zu finden —die fur den Organismus  wichtige Aggregation urterbleibt ent-
sprechend.*™**” Unterschiedliche mutante Allele der Glykoproteine sind hier fir ver-
schiedene klinische Schweregrade verantwortlich.'> Neben diesen drastischen Mutati-
onen sind mittlerweile a@ne Reihe von anderen, diallelen Polymorphismen auf geneti-
scher und molekularer Ebene bekannt, tber deren klinische Konsequenzen teillweise
noch recht wenig Informationen vorliegen — ein Uberblick dartiber wird in Tabelle 2
gegeben.los

Wegen des vergleichsweise gehauften Auftretens des slteneren Allels (HPA-1b) war
der HPA-1 Polymorphismus zuletzt mehrfach Gegenstand des Interesses, gestiitzt von
zwelerlei Ansétzen:

Nadhdem durch grundegende Arbeiten zur genetischen Charakterisierung dieses Po-
lymorphismus eine methodsche Basis fir klinische Assziationsgudien geschaffen
war, propagierten Weisset al.,'® spéter gestiitzt von Carter et al.,'"*® eine As®ziation
des HPA-1b Allels mit der Myokardinfarktinzidenz. Der Appell ,,DNA-based detec-
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tion d GPllb-llla variants — the future is here!“? rief allerdings eine Reihe weiterer
Gruppen mit neuen, kontroversen Ergebnissen auf den Plan, so dassdie Frage der kar-
diologischen Relevanz dieses Polymorphismus noch immer einer abschlieffenden Kl&
rung bedarf.

Weitere Unterstiitzung erhielt diese kardiologische Fragestellung durch neue, bioche-
mische Detall s:

Die réaumliche Entschlisslung (siehe Abbildung 5) des oy ,l3%-Integrin brachte die— an
sich auf der Molekilkette von der Bindurgsdelle entfernte — Aminosauren-
Substitution in im dreidimensionalen Raum in réumliche Beaehung zur zysteinreichen
Bindurgsregion. Diese Arbeiten schlossen damit eine Beanflusung der Fibrinogen-
bindurg mit klinischen Konsequenzen nicht aus.****” Doch auch hier wurden von an-
derer Seite berechtigte Zweifel angemeldet.*®

Anhaltspurkte au einer eventuellen funktionellen Bedeutung genetischer Alterationen
demonstrierten kurzlich Feng et a. anhand zdlulérer Aktivierungsparameter wurde
gezeqt, dass die HPA-1b Variante funktionell mit einer hoheren Aktivierung des
Thrombozyten verbunden sei — ein Bindegli ed zur Stentthrombase 72

Die kontroverse Thematik soll im Rahmen der Diskusson cetailli ert ausgefiihrt wer-
den. Hier gehen auch de Ergebniss dieser Studie @n: Der HPA-1 undHPA-3 Poly-
morphismus (siehe Tabelle 2) wurde e@nbezogen, letzterer ist durch seine Allelvertel-
lung von 036:0,64 fUr eine statistische Analyse vielversprechend undschliefst durch
seine Lokali sation auf GPIlb den Themenkreis.

Tabelle 2: Allele Formen des GPII b-lll a-Gensim menschlichen
Genpod (siehe auch Abb. 4)

Allele Formen Gen- Serologische
Frequenz* Nomenklatur

GP lIb Valgz7 llegss 0,61 HPA-3b

GP Ilb Valgsy; Sergas 0,36 HPA-3a

GP Ilb Metgs; Sergas 0,03 HPA-3a Variante

GP llla Leuss Leuyg Argias Proger Argasg Ardsss 0,85 HPA-1a

GP llla Pross Leusg Argias Proags Argase Argsss 0,15 HPA-1b

GP Illa Pross Ardao Argias Prosor Argage Ardess 0,005 HPA-1b Variante

GP llla Leuss Leus GlINnyas Prog; Argage Argess <0,01 Pen”

GP Illa Leugss Leugo Argias Alasgr Argage Ardsss <0,01 Mo?

GP Illa Leugs Leuso Argias Prosg; Glnasg Argess <0,01 ca®

GP Illa Leugss Leuso Argias Prosg; Argass CYSess <0,01 Sr?

*Genfrequenzen in Europa nach Referenz 108




1.2 Grundlagen der Thrombozytenfunktion 11

Der von-Will ebrand-Rezeptor

Die Glykoproteine Ib, aus einer o und 3 Untereinheit, und X sind de obligaten Bau-
steine des VWF-Rezeptor. Dieser ist in Abbildung 6 schematisch dargestellt.
Modderman et a présentierten zudem Ergebnisse, dassdas GP V mit dem Komplex
asziiert ist,** wenn auch deses keine regelmélige Rezeptorkomporente zu sein
scheint. Bemerkenswert ist eine Leucin-reiche Region, die dlen genannten GP ge-
meinsam ist. Man vermutet daher, dass diese fur die strukturelle Integritét der Gly-
koproteine im Gesamtkomplex verantwortlich ist.®’

Abbildung 6: Schematische Dar-
stellung des von  Will ebrand-
Rezeptor sauf Thrombozyten.

Gezeigt sind de Integrine GP Ibg,
Ibg und 1X, von denen erstere beiden
durch eine Disulfidbriicke verbunden
sind.
Funf Polymorphismen sind beson-
5 ders hervorgehoben und mit Num-
GPIX N ©) GP Iby mern gekennzeichnet, die auf Detail s
in Tabelle 3 verweisen. Besonderes
Augenmerk se auf den orange
markierten HPA-2 (2) Polymorphis
mus gerichtet, der Gegenstand dieser
_— Studie ist. Mit C ist das carboxyter-
T minale, mit N das aminoterminale
—— Ende der Molekilketten gekenn-
zeichnet.Vgl. Referenz 135

C

Mittlerweil e ist bekannt, dassIb, IX und V von verschiedenen Genloci kodiert wer-
den.®"**® Umso mehr mag es verwundern, dassbei dem autosomal rezessven Bernard
Souier Syndrom (BSS, einer schweren Blutungserkrankung, das Fehlen aller Kom-

porenten des VWF-Rezetors zu
einer Adhssionsgérung fihrt.*? Tabelle 3: Punktmutationen auf dem

Eine mégliche Erklarung firr diee  _GP1Pa Molekuls .
ses Phanomen liefert ein Bericht Eggjrzorpher Bezeichnung Ref.
von Lopez « al., der eine Expres- (1) Leus, -~ Phe BSS-Variante 86
sion des Komplexes nur bel intak- (2)  Thrus — Met HPA-2 (Syn. Ko) 95
ter B|osynt28@e dler Komporen- (3) Alaj » Val  BSS, Typ Bolzano 75
1

ten meldet. (4) Metys — Val VW-Krankheit, 164
Die Schwere @ner solchen geneti- Plattchentypus

(5) Glyxs — Val  vW-Krankheit, 133

schen Storung des VWF-Rezeptors Plattchentypus

wird einleuchtend, wenn man sich vW: von Willebrand, BSS: Bernard Soulier Syndrom
die hohe Zahl von 20-30.000 K o- Die Nummern in Klammern verweisen auf Abb. 6
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pien pro Thrombozyt vor Augen halt und Studien einbezeht, die den Stellenwert der
hochaffinen VWF-Adhésion urter hohen Scherkréften betonen.®® Auf der Suche nach
den bindenden Regionen, die diese hohe Affinité bedingen, ist man mittlerweile so-
wohl auf dem VWF als auch auf GPIb, fiindg geworden.?®**?Nach diesen Quellen ist
die Region Ser,5:-Tyr,79 an der Bindurg beteili gt, man geht aber davon aus, dass auf
dem Rezeotorkomplex nodh weitere Sites identifiziert werden.

Fir das oben erwédhnte Bernard Soulier Syndrom wurden mehrere Genabnamalit &ten
auf GP Ib undIX als Ursachen ausfindig gemacdht.'? Das fir GP Iby kodierende Ge-
nom ist aber Tréager einer Reihe weiterer Polymorphismen, die dle auf einer Punktmu-
tation bkeruhen. Detailliert sind dese in Tabelle 3 beschrieben und anhand cer
Abbildung 6 veranschauli cht.

Waéhrend alle anderen aufgeftihrten Genvariationen mit schweren adhésiven Dysfunk-
tionen einhergehen, ist der Ko-Polymorphismus (Synonym HPA-2) bisher noch keiner
pathologischen Auffélligkeit zugeordnet worden. Verwunderlicherweise, denn es be-
steht eine enge raumliche Nadhbarschaft zu den anderen genetischen Alterationen.
Dies war Anlasszur Uberprifung des diallelen Systems in deser kardiologischen Stu-
die.

Der Koll agenrezeptor

Der Komplex aus GP laundlla, auch als a,f3;-Integrin bezechnet, fungiert als Rezego-
tor fur Kollagen. Zirka 2000 Integrine je Blutpléttchen sind fir die Bindurg an deses
Baumaterial des GefaRsubendatheliums verantwortlich.*®

Im Vergleich zu dem zum Teil recht funderten Wissen zu den anderen Rezeptoren ist
hier wenig bekannt. Auch den Br-Polymorphismus (syn. HPA-5), ein dalleles System
auf dem GP la Gen hat man erst mittels neuer Antikorper-Techniken entdedkt.®® Die-
ser Polymorphismus kommt durch eine Punktmutation zustande, die durch Verénde-
rung des Codors fur Glutaminsaure an Position 505 zum Austausch gegen Lysin
fuhrt.”

Es wurden bisher wenig Daten zu Einflissen deses Polymorphismus im kardiologi-
schen Sektor verdffentlicht.*®® Erst kiirzlich wurde der Br-Polymorphismus im Zu-
sammenhang mit einem weliteren, neu-entdedten Polymorphismus 807 C/T neu ins
Gespradh gebradht: Beide scheinen de Expresson des Rezeptorkomplexes auf der
Oberfladhe a1 moduieren.”® Hier bestiinde én kausales Bindeglied zum entscheiden-
den ersten Schritt der Thrombozytenadhdsion und—aggregation: der Bindurg an Kol-
lagen. Das hat Anlassgegeben, den Br-Polymorphismusin dieser Studie a1 evaluieren.
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Fibrinogen

In dese Reihe der Thrombozytenrezeptoren habe ich als Zusatz den Aufbau und Po-
lymorphismen des Fibrinogens aufgenommen, weil dieses Molekil gerade im Zusam-
menhang mit obigen eine wichtige Rolle bel der Aggregation spielt.

Das 340 kD Fibrinogenmolekil besteht aus der Aa, B3 undy Untereinheit, die durch
Disulfidbriicken verkniipfit sind**?'*® Es weist drei Bindurgsgellen auf, denen man
eine Bedeutung bei der Kopdung an den Fibrinogenrezeptor zuschreibt. Zwei Stes
vom RGD Typ (s.0.) sind an den beiden Enden der Aa-Kette situiert. Eine dritte Regi-
on auf der y-Kette verfugt tber eine besondere Dodekapeptid-Sequenz und wird auch
vom GPIll a-Anteil des Rezeptors erkannt.*

Zahlreiche Polymorphismen sind auf dem Fibrinogen-Gen charakterisiert worden,
mehrheitli ch auf der fir die 3-Kette kodierenden Region: Schon seit einiger Zeit sind
Daten verfligbar, die den RBcl | Polymorphismus mit der Artheroskleroseneigung und
dem Plasmafibrinogenspiegel korrelieren.**°

Ahnliche Uberlegungen sind derzet auch zum BR448 Polymorphismus pubiziert
worden: Zusammen mit den variablen Regionen C345(C-T) und R16(1/D) wurde fir
diesen Polymorphismus eine enge Korrelation mit dem Plasmafibrinogenspiegel er-
fart.’3%%72 Dje tibereinstimmende Eigenschaft kénrte darin begriindet sein, dass tiber-
wiegend zwei Allelkombinationen gibt, in denen dese drei Polymorphismen in Form
eines Genlinkage gemeinsam vererbt werden.’? Eine mogliche Erklarung fir die Wir-
kung auf den Fibrinogenspiegel wére @ne weitere Genkopdung mit hoher Konkor-
danz (D=0,96) — der gekoppelte 3 Haelll Polymorphismus ist némlich auf der Promo-
torregion fUr Fibrinogen lokalisiert und damit bekannter Einflusdaktor auf den Plasma
Level.

Ein folgenschwerer Kausalzusammenhang zu Gerinnurgs- und Aggregationsvorgan-
gen wére damit fir den BR448 Polymorphismus denkbar.>*®**° |ch habe dies als
Moativation gesehen, den Bl3448Polymorphismusin dieser Studie zu untersuchen.

1.2.3 Polymorphismen und ihre Bedautung

Im Rahmen der Rezeptordarstellung wurden oben funf Polymorphismen herausge-
stellt, die ich als gudienrelevant fir meine Fragestellung erachte; die Polymorphismen
HPA-1, HPA-3, HPA-2 undHPA-5 sind auf Glykoproteinen bzw. deren Genom loka-
lisiert, BR448ist eine Alteration des Fibrinogen-Gens.

Schon lange sind de Konsequenzen der genannten Glykoproteinverénderungen auf
immundogischer Ebene bekannt. Als shwere Komplikationen seien de Krankheits-
bil der der Post-Transfusions-Purpura (PTP) und reonatalen all oantigenen, thrombozy-
topenischen Purpura (NATP) genannt:*®®> Fremde Thrombozyten werden aufgrund
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diff erenter Strukturen — obige Polymorphismen auf Eiwell>-Molekllebene - as lche
vom Immunsystem erkannt und mit pathologischen Konsequenzen eliminiert. Erst mit

Tabdlle 4: Humane Plattche-
nall oantigene*

HPA- Synonyme  Glyko-
System protein
HPA-1 P, Zw lla
HPA-2 Ko, Sib Ib
HPA-3 Bak, Lek b

HPA-5 Br, Zav, Hc la

* Ausschnitt; mittlerweile sind insge-
samt acht Systeme klassifiziert.

der Entwicklung der Genanalyse wurden dese
Ergebnise der Antikorperdiagnostik  den
Verdnderungen im  Genom  zugeordnet.
Konsequenz der umfangreichen Forschurg
weltweit waren dverse Doppelbenennurgen und
Begriffsverwirrungen, die man versucht hat
durch eine @anhetliche Nomenklatur, das
.human patelet antigen® (HPA) System
tbersichtlich zu gestalten.'?® Es klassfiziert
aktuell acht paymorphe Regionen mit antigenen
Eigenschaften, einen fir diese Arbeit relevanten
Aus<hnitt gibt Tabell e 4 wieder.

Uber die beschriebenen immunitatsbedingten Folgen wird deutlich, welche Auswir-
kungen der Austausch einer einzdnen Aminosaure kann. Oben wurde auch bereitsim
Einzdnen dargelegt, dass aktuelle Ergebnisse ane lebhafte Diskusson zu einer auch
funktionell en Bedeutung der Polymorphismen entfadt .

Daher wurde dieser Studie aim Ziel gesetzt, Zusammenhange aur klinisch wichtigen
Thrombozytenaggregation in den Koronarien nach Stentimplantation zu suchen: Die

subakute Stentthrombose.
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2. Fragestellungen

Obige Uberlegungen fuihren konkret zu folgenden Fragestell ungen:

Kann man fir die Polymorphismen HPA-1, -2, -3, -5 (PIA, Ko, Bak, Br) undBR448
ein zuverldssges genanalytisches Verfahren etablieren, das den Anforderungen ei-
ne groffen Studie gentigt undsich damit auchals Screeningmethocde ei gnet?

Ist es moglich, signifikante Abweichungen der Allelverteilung fir diese Poly-
morphismen in einer Gruppe von Patienten mit subakuter Stentthrombose im Ver-
gleich mit Patienten ohne Stentthrombaose zu finden?

Weichen die Ergebnise dieser Gruppen mit Stentpatienten von der Vertellung in
einer Gruppe von Patienten ohre koronare Herzekrankung ab?
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3. Method ik

3.1 Studienkonzept und Populationsplanung

Die vorliegende Studie war konzipiert die Hypothese a1 Uberprifen, ob Patienten mit
genetisch verschieden determinierten Glykoproteinen der Plattchenmembran einem
erhohten Risiko unterliegen, eine subakute Stentthrombose zu entwickeln.

Um dieser Fragestellung moglichst umfassend undakkurat geredit zu werden, waren
drei kli nisch-definierte Patientengruppen vorgesehen:

» Patienten ohre koronarangiographisch-pathologischen Befundals Kontroll gruppe

» Patienten mit Stentprozedur, aber ohne subakut okkludierendes Ereignis als Ver-
gleichsgruppe

o Patienten mit Stentprozedur und subakuter Stentthrombaose ds Studiengruppe mit
Event.

Das Konzept hierbel war, die beiden Gruppen mit Stentprozedur, aber unterschiedli-
chem Outcome im Sinne der Fragestellung einer vergleichenden Analyse hinsichtlich
aler klinischen und pozeduralen Parameter, besonders aber der Genauspragungen zu
unterziehen. Die ausétzliche Kontrollgruppe war dabel im wesentlichen als Referenz
bestimmt, um zu Ukerprifen, ob deses Patientengut reprasentativ fur die Genvertel-
lung im europdischen Raum ist. Zudem war ein vergleichender Anhaltspurkt zwischen
Koronargesunden und—kranken maoglich.

Im Hinblick auf die praktische Umsetzung war es wichtig, prospektiv als priméres Pa-
tientenkoll ektiv eine mdglichst grole Gruppe au erfassen, um auch bei der sehr gerin-
gen Préavalenz der subakuten Stentthrombose ane statistisch ausreichend dmensio-
nierte Zahl einzuschlief3en. Das Ereignis der Stentthrombose wird derzet in der Litera-
tur mit ca 1% beaffert.

In desem Sinne wurden ale Patienten beobaditet, die im Zeitraum vom November
1995 bs September 1997 in den kardiologischen Kliniken am Klinikum Redts der
Isar undam DHZ in MUnchen behaneit wurden.

Alle diese Patienten wurden in einer grolien Datenbank exakt hinsichtlich personlicher
Charakteristika, kardiologischem Risikoprofil und Procedere dokumentiert (s.u.). Die-
se Daten standen mir fiir Datenbankabfragen air Verflgurp.

Dieser Fundus stellte die Basispopuationder Studie dar.

Im folgenden wurde der klinischen Verlauf und de diagnaostischen Ergebnisse heran-
gezogen, um die drei oben genannten Gruppen zu hilden. Damit hier eine préagnante
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Zuordnury erzielt werden konnte, wurden sehr strenge Kriterien angesetzt, dieich im
folgenden im Detail ausfiihren moéchte.

3.1.1 DieKontrollgruppe

Zur klaren Definition eines Patienten ohre koronare Herzerkrankung im engeren Sinn
war as diagnostisches Kriterium eine Koronarangiographie des linken und rechten
Koronargefél3systems vorausgesetzt. Um als ,koronargesund’ zu gelten, durfte die
Koronarangiographie in mehreren Ebenen keinen bemerkenswerten Befund aufweisen.
Insbesondere sind Verschlise, Stencsen und Wandurregelméiigkeiten der Korona-
rien zu nenne.

Die Grole dieser Gruppe wurde auf 74 Patienten festgesetzt, die ausder obendefinier-
ten Tell popdation mittels eines randamisierten Verfahren ausgewahlt wurden.

3.1.2 DieVergleichsgruppe

Fir die Vergleichsgruppe und de Studiengruppe mit Event galten de selben Anforde-
rungen an de Stentprozedur: Vorab ausgeschlossen wurden alle Patienten mit , nicht
erfolgreicher” Stentimplantation. Dies war per definitionem der Fall, wenn der Stent
nicht im geplanten Gefé3abschnitt platziert werden konrte oder post interventionem
eine Reststenase von mehr as 30% vorlag. Von den 2070Stentpatienten wurden nach
diesem Schema 35 ausgeschlossen.

Der Charakter einer event-freien Kontroll gruppe wurde dadurch sichergestellt, dass

o dle Patienten mit per Angiographie oder per obduwctionem nadgewiesener
Stentthrombose binnen 30 Tagen rach der Intervention ausgeschlossen wurden.

» Patienten mit einem sog. MACE, also einem schwerwiegendem kardialen Zwi-
schenfall innerhalb 30 Tagen nicht einbezogen wurden. Als lche Zwischenfélle
gaten Myokardinfarkt, kardialer Tod und de Notwendigkeit einer Re-PTCA oder
einer BypassOP beziglich des urspringlichen Lasionsareaks.

» Patienten, die innerhalb des 30-Tage-Intervall s an einer nicht-kardialen Todesursa
che starben.

» dle Patienten, die ihrem Risikoprofil nach erhohes Thrombaosierungspotential
zegten, zum Aus<hluss einer |, Kklinisch stillen® Stentthrombaose vor Entlassung
kontroll angiographiert wurden.

Als diagnaostische Kriterien eines Myokardinfarktes galt hier:
- typischesthorakales Schmerzbild fir mehr als 30 Minuten
- abname Q-Wellen, die im Ausgangsel ektrokardiogramm nicht zu erkennen waren.
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- Ein Anstieg der Kreainin-Kinase Konzentration auf mehr als das doppelte des obe-
ren Grenzwertes des Normbereiches und damit einhergehend ein Anstieg des CK-
MB Isoenzyms.

- TIMI O oder 1 in der Flussnmessing

2070 Patienten im Zeitraum vom 1.10.1995 bis 1.11.1997
35 erfolglose Stentimplantationen
2035 Patienten

1992 Patienten ohne subakute Okklusion 43 Patienten mit subakuter Okklusion

1949 Patienten

148 Patienten der Vergleichsgruppe 28 Patienten der Stentthrombosegruppe

Abbildung 7: Bildung der Stentgruppen in der Studie

Ausgehend von all en gestenteten Patienten im Studienzeitraum wurden anhand verschiedner Ausschlusskri-
terien die Studiengruppen der Patienten mit und ohne subakute Stentthrombaose éngeteilt.

Der Begriff MACE (mgjor adverse ardiac event) schliefdt in diesem Falle cen kardialen Tod, Myokardi n-
farkt und die Notwendigkeit zur Re-PTCA oder zur BypassOperation ein.

Nad desen Ausshlussriterien, die in Abbildung 7 gezegt sind, verblieben 1949
Patienten. Hier wir ein randamisiertes Verfahren mittels Zufall sgenerator angewandt,
um 148 Patienten fur diese Gruppe a1 selektionieren. Dieser Schritt wurde dso rein
zuféllig vor der Genanalyse oder Bestimmung anderer Parameter durchgeftihrt.

3.1.3 Die Studiengruppe mit subakuter Stentthrombose

Als priméres Auschlusskriterium galt - wie fir die Vergleichsgruppe - wiederum eine
nicht erfolgreiche Intervention, also kein ausreichender Lumengewinn oder das Schei-
tern der Stentplazerung im geplanten Zielabschnitt (s.0.). Diese Grundvoraussetzun-
gen erfullten 43 Patienten mit subakuter Okklusion.
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Aulerdem war als Bedingung gesetzt, dass die tbliche kombinierte Anti-Pléttchen-
Therapie (s.u.) von 2* 250mg/Tag Ticlopidin und 2*100ng/Tag Aspirin konsequent
bis zum Eintreten der Stentthrombose durchgefiihrt wurde.

Im Gegensatz zur Kontrollgruppe war hier Voraussetzung, dassbinnen 30 Tagen, im
Angiogramm oder in einer Obduktion ohektiviert, eine Thrombasierung des gestente-
ten Gefal3es gattgefunden hatte. Konkret wurde an TIMI Grad O oder 1 als Definition
des Verschlusses gesetzt.

Unter diesen strengen Kriterien waren 28 Patienten eingeschloseen und zur Analyse
verflgbar.
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3.2 Kli nisches Vorgehen und Datenerhebung

Im Rahmen dieser Studie waren wir bedadt, einen vollsténdigen personlichen, 1&si-
ons- und pozedurbezogenen Datensatz zu allen Patienten zu erstellen. Alle diese Da-
ten wurden zur eindeutigen Dokumentation ungehend in de kardiologische Daten-
bank aufgenommen. Durch feste Datensatzschemata und li miti erte Zugriff srechte war
so eine luckenlose, zuverlassge und eindeutige Informationserhebung und —
verwaltung gesichert. Diese Daten standen mir zur Datenbankabfrage zur Verflugurg.

3.2.1 Anamnese und Basisuntersuchungen

Daten zur Person, Eigen- und Fremdanamnese (Rauchen, Alter, famili &re Disposition,
Angina pedoris) wurden bei stationdren Patienten im Rahmen der Aufnahme, bel
auswartigen Patienten in der intensiven Vorbereitungsphase in der Tagesklinik erho-
ben. Hier wurden auch Daten zu dabetes mellit us, Hypertonus und Hypercholesteri-
namie ermittelt bzw. Gberpruft.

3.2.2 Angiografische Daten

Der Herzkatheteruntersuchung wurden einer Reihe von studienrelevanten Daten ent-

nommen:

» Lé&sionen wurden nadh dem modifizierten Gradingsystem des American Coll ege of
Cardiology / American Heat Association eingetellt. Als Grad B2 oder C klassfi-
Zierte L&sionen wurden dabei als komplex eingestuft. Der Ort der Lasion wurde
anhand mehrerer Projektion ermittelt undnacheinem festen System eingetdlt.

» Linksventrikulare Funktion: Anhand eines LV-Angiogramms in zwei Ebenen wur-
de die Funktion des linken Ventrikels qualitativ bestimmt. Die Zuordnurg als ein-
geschrankte LV-Funktion wurde getroffen, wenn mindestens zwei hypdkinetische
Segmente zu erkennen waren.

* Quantitative Daten: Die quantitative Analyse wurde im offline-Modus durchge-
fuhrt. Dazu war ein automatisches Edge-Detedion-System CMS (Medis Medicd
Imaging System) im Einsatz. Auf diese Wase wurde aveimal, unmittelbar vor und
nac der Stentplazierung ein Datensatz erhoben. Dieser umfasd:

- MLD (minimal lumen diameter): mittlerer Gefallduchmesser

- RD (reference diameter): Referenzdurchmesser

- DS (diameter stenosis): Durchmesser des stenaosierten Gefal3doschnittes.
- Durchmesser des maximal entfalteten Ball ons.
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* Prozedurae Parameter: Art und Zahl der verwendeten Stents, Drucke bei der Bal-
loninflation und Winkelstellung der Projektion wurden wahrend der Intervention
von einem nicht in de Prozedur einbezogenen Operator festgehalten. Detail s hier-
zu siehe unter 3.2.3. Durch de Aufzeichnurg wichtiger Sequenzen auf CD-Rom
und de genaue Dokumentation cer verwendeten Projektionen war eine Uberprii-
fung anhand der Aufzeichnurg bzw. eine Kontrolle anhand gleicher Projektionen
maogli ch.

3.2.3 Stentimplantation

Naah algemeiner Vorbereitung, Kontrolle der Schilddriisen duch Anamnese und evtl.
Blutwerte und Abschédtzung der Nierenfunktion (Kreainin) wurden die Patienten im
Herzkatheterlabor behandelt.

Alle koronarangiografischen Untersuchungen wurden nach dem Prinzip der perkuta-
nen, transfemoralen Koronarangiografie (PTCA) durchgefihrt. Standardgemal? wurde
hier einleitend eine Dosis von 150001U Heparin und 500ng Aspirin intraateriell ap-
pliziert.

Lag die Indikation fir eine Stentimplantation vor, wurde an Fuhrungsdraht durch das
entsprechende Segment vorgeschokben.

Waéhrend deser vor Ort verblieb, wurde in Glker 95% von Hand ein Stent (Typen siehe
Tabelle 5) auf einen GMichen Angioplastieball on aufgebradt und so an de gewtinsch-
te Stelle platziert. Dies geschah urter fluoroskopischer Kontrolle, wobel réntgendichte
Marker auf dem Ballon hifreich

waren. Der Stent wurde dann duch  Tabelle 5: Verwendete Stents nach der Hau-
ein- oder mehrmaliges Dilatieren _figkeit ihres Einsatzes

des Ballons an de GefaRwand an-  Palmaz- Johnson and Johnson, Warren,
.. ) Schatz NJ
gelegt und so fixiert. Die Verwen-  |p Inflow Dynamics, Arlington, VA
dung mehrerer Stents war dem O-  Pura A Devon Medical, Hamburg, Ger-
erateur freigestellt . many -
X 9 NIR Boston Scientific, Watertown, MA

Post interventionem wurde den Pa-  \utilink
tienten de aterielle Schleuse noch
fir ca 3 Stunden belassen, dann
entfernt und de Blutung durch manuelle Kompresson undspéter einen Druckverband
gestillt.. Obligat war dabei eine intraventse Gabe von Heparin in den ersten 12h die
auf eine Ziel PTT von 80100 Sekunden hin kontrolli ert wurde.

In der Folgezet bestand de Standardtherapie aus einer Basisapplikation von zweimal
100 mg Aspirin p.o. taglich, die grundsétzlich ohre zatliches Limit angesetzt war.

Guidant, Teemcula, CA
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Zusétzlich erhielten de Patienten de esten vier Wochen lang zweimal taglich 250mg
Tiklopidin oral.
Im Vordergrund stand auch eine engmaschige Uberwachung im Krankenhaus:

routinemaldige Enzymuberwadung fir 24 Stunden, bel klinischen Auffélli gkeiten
auch danad,

tagliche EKG Kontrolle,

Rekoronarangiografie bei klinischen Zeichen der Ischamie,

Bei Patienten mit erhohtem Risiko einer Stentthrombose (siehe Tab.1) Rekorona-
rangiographie vor Entlasaung

undauf¥erhalb des Krankenhaises:

ambulante Kontroll en oder telefonischer Kontakt
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3.3 Experimente

Zur Bestimmung der Gendaten wurde an System in urserem Labor etabliert, das aus-
gehend von Vollblut eine aiverlassge Analyse elaubt. Dabel wird dasin den Zellker-
nen der Leukozyten enthaltene Erbgut isoliert, gereinigt, das fur die jewelli ge Bestim-
mung relevante DNA-Telilstlick amplifiziert, nachdem Prinzip der RFLP (restriction
fragment length pdymorphism) aufgespalten und de Ergebnisse mittels einer Gele-
lektrophaese dargestellt.

Die maximalen Anforderungen an de Zuverldssgkeit der Bestimmung und de wirt-
schaftlichen Aspekte aner grof¥en Studie maditen eine grole Zahl an Versuchen im
Vorfeld zur Optimierung erforderlich (siehe 3.3.7 und 33.8).

Im Anschlusssind die Einzelschritte der Anayseprozedu erdautert.

3.3.1 Probenentnahme

Ausgangsmaterial fur den analytischen Teil ist EDTA-Vollblut. Circa fanf Millilit er
wurden peripher vends in zwei Rohrchen entnommen undsofort durch einen eindeuti-
gen Aufkleber gekennzeichnet. Die Entnahme war fest in de Routine des Katheterla-
bors eingebunden undfand omit standardisiert statt.

Sofern keine sofortige Beabeitung im Labor durchgeftihrt wurde, lagerte ich die Pro-
ben bei —72°C, ebenso Restvolumina post analysis im Sinne ener Blutbank fir Nad-
kontrollen. Zur Beabeitung wurden de Proben fir die Zeit der Entnahme des Analy-
sevolumen kurz auf Raumtemperatur gebradht.

3.3.2 DNA-Isolation und Reinigung

Zur Welterverarbeitung des Erbguts mittels Amplifikationsverfahren ist es erforder-

lich, die DNA aus den kernhaltigen Zellen des Bluts freizusetzen undin eine gereinig-

te Form Uberzufihren.

Das betrifft vor allem die Entfernung bzw. Inaktivierung von:

- loren und Proteinen, die a1 falscher oder verminderter Anlagerung der Primer-
Oligonwklectide (siehe 3.3.3) und Polymerasen der PCR-Reé&ktion flihren

- DNAsen, also den Basenstrang enzymatisch teilenden Enzymen, die au urverwert-
baren Bruchstiicken und abnbmenda Konzentrationen intakten Erbguts fuhren.

Diese Faktoren beanflusen zum einen de Auswertbarkeit der Restriktionsendproduk-

te (Sgnalstarke und Storhintergrund), zum anderen ist so auch de Haltbarkeit des Ex-

traktes deutlich gesteigert. Dieser Punkt war vor allem daher wichtig, weil hiermit eine
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Extraktion als Ausgangsmaterial fur die Bestimmung aller finf Polymorphismen de-
nen konrte.

Aus diesem Grund habe ich eine Reihe verschiedener Extraktionskits getestet, um das
Optimum fir die angelegten Bedirfnisse a1 ermitteln. Wegen sehr guten Signalen bel
alen getesteten Polymorphismen und ar vergleichsweise hohen Bluteinsatz- und c
mit DNA-Outputmenge ist dabei die Entscheildung zugunsten des QIAmp Blood Kit
(Quiagen, Hilden, Deutschland) ausgefall en.

Dieses Kit vereinigt folgende Prinzipien:

- Lyse der Zellen undZellorganellen duch medanische Beanflusaung (mehrfadches
Vortexen bei hoher Stufe), durch enzymatischen Verdau (25 pl Protease C, mitge-
liefert) und Veranderung des Milieus (210 ul Puffer AL) sowie thermische Lyse
(Inkubation bei 70°C fir 10 Minuten)

- Elution stérender Stoffe durch Loésung in Ethand (200 pl) und mehrfaches Wa-
schen mit Puffer AW (3* 500 pl, mitgeliefert)

- Vollstandiges Entfernen der gelosten Stoffe durch Zentrifugation bei 8000 und
14.000 /min, wahrend de DNA durch Adsorption an eine spezelle Filtermatrix
(spin column, mitgeli efert) zurtickgehalten wird.

Resultat aus 200 pl eingesetztem Vollblut sind 200ul gereinigten DNA-Extraktes, das
wegen seiner hohen Konzentration fir eine Vielzahl an Bestimmungen suffizientes
Ausgangsmaterial bietet. Um in desem Sinne @ne gute Haltbarkeit zu gewéhrleisten,
wurde aur finalen Elution aus der Matrix auf 70°C temperierten Puffer AE (200 ul,
mitgeli efert) eingesetzt unddie Proben @nn be -20°C in Eppendorfcups gelagert.

3.3.3 PCR-Reaktion

Die jetzt vorliegende DNA-L6sung ist noch nicht ausreichend konzentriert, um direkt
dem Enzymverdau und cbr Gelelektrophaese augefiihrt zu werden. An deser Stelle
wurde daher das Amplifikationsverfahren der Polymerase Ketten Re&ktion (PCR) ein-
gesetzt, das heute zentrales Element flr die meisten Methodender Gentedhnik ist.
Dieses Verfahren sal hier in Kirze dargestellt:

Grundsétzlich madht man sich ein hiologisches Prinzip zu nuze, dasin alen Eukary-
ontenzdlen zur Replikation des Genoms gebraucht wird. Das Enzym DNA-
Polymerase lauft unter gedagneten Bedingungen (hier durch 1Gfach PCR-Puffer, Boeh-
ringer Mannheim) einen vorgegebenen DNA-Einzdstrang (DNA-Extrakt) entlang.
Sind herbei die Bausteine der DNA, also die Nukleoside Adenin, Cytosin, Guanin und
Thymin in energetisch aktivierter Form (hier als dNTP-Mix, Fa. Gibco) vorhanden, so
baut die Polymerase den jewelligen Gegenstrang auf. Trennt man nadhfolgend cen
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synthetisierten Doppelstrang thermisch in Einzdstrange auf, so stehen zwei neue Aus-
gangsdrange zur neuean Re&tion aur Verfligury.

Lasd man dese Redktion mehrfadch ablaufen, so entsteht durch den Effekt der zweier
Potenzierung ein pyramidenformiger Zuwads an DNA.

Fir eine Laboranalyse anwendlar wird dieses Prinzip durch folgende Modifikati onen:

» Einsatz ener besonderen , Tag-Polymerase” (Boehringer Mannheim) aus dem Bak-
terium thermus aquaticus, die aufgrund ihrem nattrlichen Umfeld in heil3en Quel-
len sehr temperaturresistent ist. Das erdffnet zwei Mdglichkeiten: zum einen de
Beschleunigung der Synthesere&ktion des Enzyms bei erhdhter Temperatur, zum
anderen das haufige Durchfihren des Elongations-Strangtrennurgs-Zyklus, da das
Enzym der thermischen Strangtrennurg bei 95°C standhélt.

*  Vewendurg von spezellen Primern: Da fur meine Fragestellung nur eine Sequenz
von einigen hunaert Basenpaaen rund un den pdymorphen Locus von Interesse
Ist, liegt das Konzept nahe, auch nu diesen kleinen Bereich des Milli onen von Ba-
senpaaen umfasenden Genoms zu amplifizieren. Diese Markierung geschieht
durch synthetische Oligonwkleotide, sogenannte Primer. Ein Primer ist eine kleine
Basenpaasequenz, die sich, aufgrund der komplementdren Basenabfolge a1 einer
Stelle des Mutterstrangs, dort bindet und zusammen mit einem zweiten Oligo-
nukleotid Start- und Endpurkt der Polymerase-Red&ktion auf dem Strang markiert
(siehe Abb. 7).

Tabelle 6: Primer fUr die PCR-Amplifikation

Primer Genort PCR-Prod.

HPA-1 (PI")  5-TTC TGA TTG CTG GAC TTC TCT T-3' GP llla Gen, 268 bp
5-TCT CTC CCC ATG GCA AAG AGT-3' *#® Exon 2

HPA-2 (Ko)  5-CTT CTC CCT GGC AAC CCT GAT-3' * GP Ib Gen, 551 bp
5-TTC AGC ATT GTC CTG CAG CCA GC-3' 2 Exon 2 ®

HPA 3 (Bak) 5-GTA AGA GCT GGG TGG AAG AAA GAC C-3' *  GP IIb Gen, 460 bp
5-CTC CTT AAC GTA CTG GGA AGC-3' Exon 26 '°

HPA5 (Br)  5-GTG ACC TAA AGA AAG AGG-3' % GP la Gen, 274 bp
5-CTC TCA TGG AAA ATG GCA G-3' * Exon ? ¢

BR448 5-GGG ACA TGG CAA AGC ATG G-3' ° Fibrinogen R-Ketten 324 bp
5-GGT GAG CAA GAG AAA TGA AG-3' ° Gen, Exon 8 °*

* Primer, die wir selbst entwickelt und erprobt haben.

Um diese zéhn erforderlichen Primer fUr die hier relevanten fnf Polymorphismen
zu finden, konrten ich zum Teil auf etablierte Experimente aus der Literatur zu-
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rickgreifen. Zum Teil waren de Ergebnisse hiermit aber unter dem Aspekt des
problemlosen Screenings am grofen Kollektiv nicht ausreichend. In desen Félen
war es erforderlich, selbst Primer zu designen undzu ogtimieren (siehe 3.3.7). Die
Synthese dieser Primer wurde dann an auswartige Speza unternehmen tbergeben.
Die Sequenz dler Primer, Referenz, Lange des markierten Basenstrangs und der
Genlocus des Polymorphismus sind in Takelle 6 >°7036479123133153161167 5y eyt

o Schaffung optimaler Temperaturbedingungen duch einen Thermocykler. Wie
schon keschrieben, mussfir das Verlangern (, Elongation”) der neuen Kette durch
die Polymerase, fur das Trennen (, Denaturation*) des entstandenen Doppel strangs
und vor diesen beiden Phasen fir das Koppeln (,Anneding”) der Primer ein jewel-
li ges Temperaturoptimum vorli egen.

Wahrend cen konkreten, ideden Zeiten Tabelle 7: PCR-Bedingungen
(siehe Tabelle 7) fur diese Vorgange sollte

] o Vorlaufphase 2min 95°C
die Temperatur moglichst konstant gehal-  penaturierung 1 min 95°C —N
ten werden, im Wechsel dazwischen sehr  Annealing und 1min60°C % w
Kettenverlanger- o o

schrell den reuen Wert erreichen. Diese ng
Bedingungen wurden mit eéinem Thermo- Nachlaufphase 7min72°C

B ) ) Abklhlen 2min25°C
cykler-Gerdt (Omnigene, Fa. Hybaid) ge-
schaffen. Dieses ermdglicht, ca 50 Proben
gleichzedtig nadch einem programmierten Zyklus mit variabler Wiederholung, hier
35 mal, zu prozesseren.. Das resultierende, in etwa 2 stiindge Programm wird zu-
sétzlich von einer zwei-minidtigen 95°C Vorlaufphase ed6ffnet, um bestehende
Bindurgen zu trennen und on einer finalen Elongation (72°C, 5 min.) beendet.

Tabelle 8: PCR-Ansatz
1ul dNTP (10mmol/ml je Nukleotid) dNTP-Kit, Fa. Gibco

5 ul 10 fach PCR-Puffer Boehringer Mannheim
1 pl Tag-Polymerase Boehringer Mannheim
2,5 yl DNA Extrakt

1 pl je Primer (ca. 5pmol/ml) Fa. Perkin Elmer

38,5 ul destilliertes und
autoklaviertes Wasser

Zu erwahnen sei noch, dassich bessre Ergebnisse durch das Uberschichten des
Ansatzgemisches mit ca 50 pl spezellen Ols (Mineraldl, Sigma, St. Luis, Mo) er-
zielt habe. Dies erklart sich dadurch, dass die Verdurstung von Flissgkeit und
Kondensation am etwas kilhleren Dedkel des Redktionsgefaldes verringert wird.
Damit bleiben die Konzentration im Ansatz auchim Verdauf optimal.
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Zusammenfasaung Fur die Amplifikation mittels PCR wurden je nadch Polymorphis-
mus geafische Primer (s. Tabelle 6) eingesetzt. Durch de Herstellung eines abge-
stimmten Reaktionsansatzes (s. Tab. 8) erhielt man damit Uber ein angepasges Ther-
mocyklerprogramm (s. Tab. 7) Genprodukte typischer Basenpaalange (s.Tab. 6). Der
guantitative und gualitative Erfolg dieser Prozedur liel3 sich duch Gelelektrophaese
Uberpriifen (siehe Abhildung 8, Prinzip siehe 3.3.5)

Abbildung 8: Agarosegel zur
PCR-Kontroalle.

Spur 1. Molekular-Gewichtmarker
mit Fragmenten bekannter bp-Lange.

Spur 2-20: PCR-Produkte HPA-1.

Spur 13: Fehlerhafte PCR.

Am Oberrand des Bil des sind andeu-
tungsweise die Geltaschen zu erken-
nen, in die das PCR-Gemisch aufge-
tragen wird. Weit unten am Ende der
Laufstredken sind schwach die Ban-
den der Oligonuklectide zu sehen,
die wegen ihrer geringen bp-Léange
vergleichswelse weit |aufen.

3.3.4 Restriktionsverdau

Die PCR-Prodikte elauben nach dem Prinzip der einfachen Gelelektrophaese noch
keine Aussage, welche Variante des diallelen Systems vorliegt. Hier wird lediglich
nach Grole und Laufeigenschaft getrennt, der Austausch einer Base stellt keinen zur
Darstellung ausreichenden physikalischen Unterschied dar. Abbildung 8 zeigt zum
Beispiel PCR-Prodikte, die spéter als verschiedene Genvarianten dargestellt wurden,
hier aber nicht zu differieren sind. Daher wurde ein Zwischenshritt erforderlich.

Hier kommen Restriktionsenzyme aur Anwendurg. Solche sind DNAsen, die den
DNA-Strang nur dann zerteilen, wenn das Enzym eine besondere Basensequenz ,,er-
kennt“, d.h. aufgrund sterischer Verhdtnisse ane hohe Affinitét zu deser Stelle auf-
weist.

Wahlt man aus einer enormen Zahl verschiedener erhdltli cher Enzyme an gedgnetes
aus, das nur im Falle einer genetischen Variante an dem polymorphen Locus bindet
und schneidet, so kann man das V orli egen eines geschnittenen oder unversehrten PCR-
Produktes als Merkmal fir das vorliegende Allel niitzen.



3.3 Experimente 28

Zusétzlich waren folgende Bedingungen fur die Wahl des Enzyms entscheidend:

* Es 2ll an mindestens einer weiteren, nicht all el-abhéngigen Stelle schneiden. Die-
se Veranderung der bp-Lange, bzw. das Vorliegen des Schnittfragments fungiert
as Erfolgskontroll e der Verdaureation (,,internal control)

* Dennach sollte die Zahl der Schnittstellen nicht zu grol3 sein, um eine Zerstiicke-
lung in viele kleine, evtl. nicht optisch trennbare Fragmente zu verhindern

» Die Fragmente sollten einen bp-Unterschied von mindestens 20 bp. Nur so ist eine
deutliche Darstellung der Einzdfragmente bel einem Routine-Gellauf sinnvoll
maogli ch.

Das Prinzip sei im folgenden am Beispiel des HPA-5 Polymorphismus erklart: Das
Enzym Mnl 1 hat das Erkennurgsschema 5°...CCTC(N);'...3' bzw. auf dem Gegen-
strang 3° ..GGAG(Ny'..5'. Das bedeutet, dass der DNA-Strang sieben bzw. sedhs
beliebige Basen nach der Erkennurgssequenz CCTC bzw. GGAG durchtrennt wird.
So entstehen hier vier Fragmente von § 33 und97 und 136 bpLange. Allelspezfisch
wird das Verfahren dadurch, dass eine der Erkennurgssequenzen GGAG nur beim
Typus HPA-5b vorliegt, der Typ HPA-5a hat an deser Stelle durch de Sequenz
GGAA keine Schnittstelle und liefert folglich nu die Fragmente von 897 und 169
(136+33) bp Lange.

Tabelle 9: Restriktionsverdau: Enzyme, Ansatze und Fragmente

HPA-1 (PI") HPA-2 (Ko) HPA-3 (Bak) HPA-5 (Br) BR 448
Anséatze
far den 0,25 ul Enzym 0,25 ul Enzym 0,8 ul Enzym 0,5 ul Enzym 0,5 ul Enzym
Verdau Msp 1 (10 U/ul),  BsaH (10 U/ pl), Fok 1 (3 U/ pl), Mnl 1 (5 U/ pl), Mnl 1 (5 U/ pl),
+10 l 2 ul Puffer L 2ul NE- u. 2 ul Puffer M 2 ul Puffer 2 2 ul Puffer 2
PCR- 7,75 pl ddH.0O 0,2 pl BSA Puf- 7,2 ul ddH.0 0,2 ul BSA 0,2 ul BSA
Produkt fer, 7,3 pl ddH.0 7,3 pl ddH.0

7,55 ul ddH,0

Typus a b a b a b a b a b
Schnitt- 223 173 117 359 120 311 136 169 64 223
Fragment + 39 + 50 + 242 +192 +191 + 149 + 33 + 97 + 159 +101
blau: +9 + 39 + 192 + 149 +97 +8 +101
interne +9 +8
Kontrolle

Natirlich mussfir einen sicheren undeffizienten Verdau ein dem Enzym angepasdes
Milieu vorliegen. Alle Re&ktionen wurden daher bei einer Temperatur von 37C (In-
kubation im Thermoblock) durchgefiihrt. Idede lonenkonzentrationen und pH-Werte
lieseen sich duch Zugabe von Puffern einstellen, welche vom Herstell er mitgeli efert
wurden. Da die Enzyme bel Raumtemperatur schnell an Aktivitét einbissen, waren ich
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bedacht, den Enzymvorrat nur zur Entnahme der bendtigten Menge aus dem Eis
schrank bei —20°C zu entnehmen undwahrend dieser Zeit auf Eis zu lagern.

Als siffiziente Verdauzet bis zum voll standigen Schnitt des Ausgangsprodukts ermit-
telten sich ca 1h. Laut Auskunft des Herstellers ist aber sogar ein Verdau bis zu 16h
ohre falsche Schnittstell en garantiert.

Die jewelli gen Enzyme und Puffer sind Tabelle 9 zu entnehmen.

1501 GACCAGATTG GCTCCTATTT TGGTAGTGTG CTGTGTTCAG TTGAGG

1551 TAAAGACACC ATTACAGACG TGCTCTTGGT AGGTGCACCA AAGATG!

5 —-GTGACCTAAA GAAAGAGG G
1601 GTGACCTAAA GAAAGAGGAA GGAAGAGTCT ACCTGITTAC TATCAAA%AG
0 Mnl 1 O Mnl

gt aaaaaaaa aaaaataaac taatagttta atttgcttta gtactggtaa
tttaacttgc atttggaaag aaaaatttat tattattgaa tgataatttg

cacagatagt atggtttaca tttcatcatt tttgaggtat gcccattaag
O Mnll
ttatgatttt aaaaatcaca ttaacaggaa aaactagagt tgaatgtata
GACGG TAAAAGGTAC TCTG&
gtgtactgcc attttccatg agag INTRON (~1700bp) cctttgca ag

1651 GGCATTTTGG GTCAGCACCA ATIICTTGAA GGCCCCGAGG GUAIAAAA

Abbildung 9: Auschnitt ausdem GP la Gen.

Mit den Buchstaben A, G, T und C sind die vier Grundbausteine des menschlichen Genoms, Adenin,
Guanin, Thymin und Cytosin symbdisiert. Kleine Buchstaben verweisen auf die Lokalisation im
Intron, groRe im Exon. Die Nummerierung bezieht sich auf die Position im Exon.

Gezeigt sind:

Grin die Primer, die den gewlinschten Ausshnitt zur HPA -5 Analyse demarkieren und zur Verviel-
faltigung des kursiven Abschnittesin der PCR fiihren.

Blau die cem Poly morphismus zugrundeliegende Punktmutation.

Rot die Erkennurgssqenz des Restriktionsenzym Mnl 1, der Pfeil deutet auf die Shnit tstelle.

An der polymorphen Stelle liegt nur fir die Guanin-Variante diese Erkennungssequenz vor.

3.3.5 Gelelektrophorese

Dieser finale Schritt dient der Darstellung der nun ausreichenden Menge (PCR) an
DNA-Fragmenten aussagekraftiger Lange (Restriktion).

Das Prinzip ist einfadh; DNA-Molekile werden in einem elektrischen Feld auf einem
Medium bewegt. Wie weit unterschiedliche Moleklle wandern, hangt ab von kon-
stantgehaltenen Parametern:

- der Dauer des angelegten Feldes (ca 90 min.)
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- der Spannurg undresulti erenden Feldstarke (150V)

- der Ladung des Molekils, die vom lonisationsgrad abhéngt (pH-Milieu des Loa
ding Buffers)

- der Porositét der Matrix (Agarosegel konstanter Zusammensetzung)und den physi-
kalischen Determinanten des DNA-Moleklls (Grof¥), deren Effekt zur Analyse
genutzt wird.

Vereinfadt gesagt wandern urter konstanten Bedingungen gleiche Fragmente immer

gleich weit, wobei kleinere DNA-Molekiile auf dem Gel weiter bewegt werden.

1601 1648
-h

—" %24 bp —

PCR

274 bp

. ,' .

nur Typ
HPA-5a

Verdau
mit Mnl 1

HPA-5 a HPA-5 b

169 bp E——

[— 3 op

2 5300
0 i

Abbildung 10: Schematische Dar stellung des Analyseablaufes und Synopsis zur Auswertung des finalen
Gelergebnisses am Beispiel des HPA-5-Polymor phismus.

Dunne, massve Balken symbdisieren Intronabschnitte, dicke Balken Exonabschnitte. Die polymorphe Stelleist
mit einem blauen Punkt gekennzeichnet. Die gelben Pfeil e markieren die Schnittstell en des Restriktionsenzyms
Mnl 1.

Das fotografierte Polyacrylamidgel zeigt auf Spur 1 die Banden eines DNA-Normmarkers, Spur 2 ein unge-
schnittenes PCR-Produkt, Spur 3 einen heterozygoten HPA -5a/b Typus, Spur 4 einen homozygoten HPA-5a und
Spur 5 HPA-5b Typ.

Dielinke Bil dhalfte veranschauli cht die Schritte ausgehend vom Genom: die selektive Vervidfaltigung eines
Abschnittesvia PCR, den Restriktionsverdau und die resulti erenden Fragmente, links fiir den HPA-5a und rects
fur den HPA-5b Typus. Durch griine Pfeile wird auf die entsprechenden Banden im rechts abgebil deten Polyac-
rylamidgel verwiesen. Die Fragmente von 8 und 33bp stell en sich hiernicht dar.

Die Zuverlassgkeit des Versuchs wurde ausétzlich duch ein mitlaufendes Standard-
DNA-Gemisch (Marker VI, Boehringer, Mannheim, BRD) erhoht, welches eine Ska-
la bekannter Fragmentgrolen markierte (siehe Spur 1 in Abbildung 8).
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Da die Banden auf dem Gel dem Auge nicht unmittelbar sichtbar sind, wurde dem
Medium eine stark DNA-affine Substanz (Ethidiumbromid) zugesetzt. Regt man de
so markierte DNA auf einem Spezalschirm mit UV-Strahlung an, so kann man de
Banden duch Lichtemisson im sichtbaren Bereich deutlich ausmadien. Die Doku-
mentation bewerkstelli gte ich mittels einer senkredit tber dem Schirm angebraditen
Digitalkamera.

Praktisch von Vorteill war, dass €honwahrend dem ,unsichtbaren” Gell auf eine Ko n-
trolle durch eine mitwandernde, blaue Bande (dem Loading-Puffer zugesetztes Brom-
phenalblau) vorhanden war.

Abbildung 11: Aus<hnitte aus Polyacrylamidgelen zur Demonstration der Gelresultate bei den Poly-
mor phismen HPA-1 (a), HPA-2 (b), HPA-3 (¢) und B3448(d).

Da die Banden auf dem Gel fir das Auge nicht unmittelbar sichtbar sind, wurde dem Medium eine stark
DNA-affine Substanz (Ethidiumbromid) zugesetzt. Regt man die so markierte DNA auf einem Spezialschirm
mit UV-Strahlung an, so kann man die Resulate mit einer geegneten Kamera festhalten. Die jewell s erste
Spur zeigt einen DNA-Marker mit bekannten Fragmentlangen als ,Mal3stab”. Bei alen Gelen lief auf Spur

zwel ein ungeschnittenes PCR-Produkt, auf Spur drei und vier die beiden Homozygoten Auspragungen und
auf Spur finf ein heterozygoter All eltréger.

Im Einzelnen sind dies auf Gel

(a) die Typen HPA-1ala, HPA-1a/b, HPA-1b/b (b) HPA-2a, HPA-2b und HPA-2alb

(c) HPA-3b/b, HPA-3a/b und HPA-3a/a (d) BR4481, B34482 und BR4481/2

Die Langen der visualisierten DNA-Fragmente (in bp) nimmt von oben nach unten ab, genaue Daten zu den
Einzelfragmenten je Genotyp sind Tabell e 9 zu entnehmen.
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Die Agarosegele stellte ich selbst her. Dazu standen Gief3formen und Gelkasten zur
Verfligung. Fir den Gusswurde ene ehitzte Mischung aus 10% Tris-Borat-EDTA-
Puffer (TBE, Fa. Gibco) in destilli ertem Wasser, zwei Prozent Agarose (Seakem GTG-
Agarose, Biozym, Oldenburg, BRD) und zwei Promill e Ethidiumbromid verwendet.
Nach dem Festwerden wurden de Gele mit selbiger TBE-Pufferlésung in de Gel-
kasten eingebradht und de Taschen mit den Laufansdtzen beschickt. Fur diese Ansétze
wir 15 pl desVerdaus mit 5 pl Ficoll -Puffer versetzt (1,5% in TBE-Puffer).

3.3.6 Auswertung

Wie schon keschrieben, geht aus der Konzeptionierung des Verdaus bereits hervor,
welche Basenpaa-Langen pdentiell entstehen sollen. Die Banden auf dem Gel diesen
erwarteten Banden zuzuordnen wird dadurch einfad, dassals Skala gedadhte Banden
mitlaufender, vielbandiger Normmarker verwendet werden. Als weltere Orientierung
lief grundsétzlich ein ungeschnittenes PCR Produkt mit. gibt Beispiele dler moglichen
Gelbilder der paymorphen Typen. Abbildung 10 stellt nochmals am Beispiel HPA 5
den Zusammenhang zur Theorie her.

Zum Verstandnis ist wichtig, dass aufgrund des diploiden Chromosomensatzes der
menschlichen Soma-Zellen auch beide Allele in eéinem Individuum vorkommen kon-
nen, also sowohl die Banden des ungeschnittenen, als auch der geschnittenen Frag-
mente gleichzetig sichtbar sein kdnren. Das Individuum ist aso heterozygot bezig-
lich des polymorphen Gens.

3.3.7 Optimierung

Im Hinblick auf die geplanten fast 2000 Analysen war ich bedadt darauf, ausgehend
von cem grundegenden Prototyp des Bestimmungsverfahren diverse Optimierungen
vorzunehmen. Solche waren fir alle Schritte der experimentellen Durchfihrung mog-
lich:

Polymer ase-Ketten-Reaktion:

Wie schon olen dargelegt, war unter Verwendurg von Primern, die in der aktuellen
Literatur recherchiert werden konrten, nicht immer ein idedes Ergebnis zu erzielen.
Konkret waren fur HPA-2 und—-3 dft zu schwade Signale aufgetreten, die eine Wie-
derhdung erforderlich maditen. Im Fall HPA-2 waren ich zudem mit dem Problem
konfrontiert, dass durch das Gbernommene Primerpaa ein Schnittfragment, welches
as interne Kontrolle dlelunabhéngig auftrat, nur um wenige Basenpaae vom Schnitt-




3.3 Experimente 33

produkt des Typ b abwich. Die Gefahr einer Missnterpretation deser nur schledht auf
dem Gel getrennten Fragmente war dadurch nicht auszuschliel3en.

Konsequent wurden hier neue Primer entworfen undgetestet. Dabei ergab sich folgen-

de Vorgehensweise: Als Grundstock war die Gensequenz fir die entsprechenden Gen-

loci vonnden. Diese war flr beide Polymorphismen bereits von anderen Gruppen se-
quenziert worden und lonrte (iter eine Gencatenbak abgefragt werden.”®*3

Im nadchsten Schritt nahm man de Sequenzen in eine Oligonuktleotid-Software auf.

Dieser Griff zur digitalen Verarbeitung anstelle aner ,von Hand* Auswahl eines b e-

liebigen Primers an glinstiger Stell e war unumgangli ch, denn:

» jeder potentielle Primer muss auf eventuelle weltere Erkennurgsdellen im gesam-
ten Genom Uberprift werden (Gefahr zusétzlicher, unerwinschter Markierung).
Dies gilt auch fir bestimmte &nliche Sequenzen, da Primer oft nicht 100%ig se-
lektiv fUr die selektierte Sequenz sind.

* Fir jeden Primer kann eine bestimmte Temperatur ermittelt werden, bel der das
Loinding“ besonders effektiv und selektiv stattfindet. Diese Temperatur muss fir
die PCR-Programmierung bekannt sein undv.a. bei up und davnstrean Primer
mOogli chst nahe beleinander liegen.

* Ungunstige Primersequenzen hilden Schleifen in sich, sogenannte ,hairpinloops*
oder sind instabil. In beiden Fallen ist der korrekte Output unbefriedigend. Fiur sol-
che Schwierigkeiten kann eine Prognaose errechret werden.

Mittels der PC-Applikation Oligo Primer Analysis Software (Version 50, NLB) konn-
te man all diese Faktoren einbezehen und urer Eingabe der Zielregion idede Primer
berednen.

Abschlief3end wurde diese Sequenz (wie auch ale anderen recherchierten Sequenzen)
bei einem darauf spezalisierten Syntheselabor (PE Applied Biosystems, Welterstadt,
BRD) in Auftrag gegeben undman konnte so in kurzer Zeit auf die Oligonikleotide
in einer Konzentration von etwa 5-10 nmol zugreifen.

Weitere Testreihe waren dann duchzufihren, damit eine optimale DNA-
Einsatzmenge starke Signale li eferte.

Andere, wirtschaftliche Uberlegungen schliefllich zu weiteren Veranderungen der

PCR bewogen.

* Um Zeit- und Materialeinsatz zu minimieren reduzierte ich de Ansatzmenge der
PCR von den derzet Gblichen 50 pl auf 10 pl bei PI®. Dies entspricht exakt der
Menge, die man im welteren fir einen Analyseverdau bendtigen. Bel konstant gu-
ten Resultaten konrte man den Nadhteill der fehlenden Reservemenge problemlos
in Kauf nehmen - zugunsten der Mdglichkeit im selben Reationsgefdl? weiterzu-
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arbeiten undeiner 80%igen Kosteneinsparung. Fir HPA-3 war der optimale Kom-
promissbel einer Ansatzmenge von 20pul erreicht. Die Zusammensetzung der An-
sétzeblieb dakel gleich, lediglich die Menge wurde propottional reduziert.

* Einnewes Thermocyklergerdt wurde eingeftihrt, welches:

- durch eine Dedkelbeheizung der PCR-tubes die Kondensation verhindert und cen
Olauftrag entbehrlich madht.

- kleinere PCR-Cups einsetzt und damit der kleinen Ansatzmenge entgegenkomnt

- kirzere Ubergangszeten zwischen den Zyklustemperaturen durch steil ere Tempe-
raturkurven erzielt. Die PCR-Zeit wurde damit um mehr als 20% verkdirzt.

 Weiter konnte ich duch den Zusatzstoff TMAC (TetraMethyl-Ammonium-
Chlorid) in geringsten Mengen de Selektivitét der HPA-3 PCR erheblich verbes-
sern.

Restriktionsverdau:

Die neuen, verringerten PCR-Volumina entsprachen den Vorgabemengen fir den Ver-
dau. Damit war es moglich urter Einsparung an Arbeitsmaterial direkt im PCR-Gefél3
den Verdau anzusetzen, d.h. die Restriktionsenzyme und Puffer zupipettieren zu kon-
nen. Im Falle des HPA-1-Verdaus waren de Rahmenbedingungen sogar so gunstig,
dassman ohre Verschledhterung die Pufferzugabezum Verdau entbehren konrte.

Gelelektrophorese:

Das Herstellen von Agarose-Gelen stellte enen relativ hohen Zeitaufwand dar undist
relativ anféllig fir stérende Unregelméaldigkeiten in der Produktion. Dies und de ver-
gleichsweise schlechte Schéarfe und Auflosung der Banden war ausschlaggebend dafar,
auf Polyaaylamidgele (PAA) umzusteigen. Versuche mit 6 und 126igen Gelen, also
unterschiedlichen Auflosungsoptima bel verschiedenen Fragmentgrofien, fielen zu-
gunsten von 6xigen PAA-Gelen der Firma Novex (San Diego, Kalifornien) aus. Da
hier kein Ethidiumbromid in der Gelmatrix eingebradt ist, missen de Gele nach Lauf
erst ca 10 Minuten in einer Pufferlésung (200 ml Laufpuffer und 20ul Ethidiumbro-
midlsg.) gefarbt werden. Anschlief?end wurden de Gele durch funf minUtiges Wassern
in frischer Pufferlsung zur UV -Dokumentation vorbereitet.

3.3.8 Qualitatsscherung

Zwei potentiellen Fehlerquellen wurden gezelt entgegengewirkt: Durch Uberpriifung
und Kontrolle der RFLP-Methodik, sowie engmaschige Pravention und Kortrolle
menschli cher und apparativer Fehler der Screening-Phase.
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Kontroll experimente; Zwei Verfahren kamen zur Verwendurg:

Grundsitzliche Uberprifung der Endresultate durch ein zweites Bestimmungsver-
fahren:

Wie in der Einleitung erwahnt, war der historische Weg der Entded<ung der Poly-
morphismen urspringlich tler die unterschiedlichen antigenen Eigenschaften der
resultierenden Tranglationsprodukte, also der Rezegotormolekille. So hindet der er-
haltli che Antikorper gegen CD 61 (Cluster of Differentiation) in urterschiedlichem
Malie an der Oberfladhe von Thrombozyten verschieden-all eler megakaryozytarer
Ursprungszdlen. Diese Eigenschaft ist heute sehr gut semiquantitativ auf dem We-
ge der Laserdurchflufzytometrie efasdar. Damit wére dies an undfir sich auch
ein Weg der Polymorphismusanalyse, wenn auch diese Methodeumstandlicher und
an de Verarbeitung frischen Blutes gebunden ist. Das Verfahren der Durchflulizy-
tometrie ist in der einschlagigen Literatur beschrieben undsoll hier nicht ndher er-
|autert werden.

Diese aveite Methode madchte ich mir zunuze, um anhand von 58 Patienten beide
Verfahren auf die Prifbank zu stellen. Abbildung 12 setzt beide Ergebnise auf
verschiedenen Achsen zueinander in Relation. Dass die genanalytische Erfassung
der Gruppen HPA-1b pasitiv bzw. negativ eine Eintellung ergibt, die auch fir die
zweite Methode ane plausible Trennurg der Messwerte zegt, bestétigt die Konsis-
tenz der Verfahren.

>
8 238_0 O Abbildung 120 Bestimmung des
3 H30- o) HPA-1 Merkmals tber Genana-
£ 1570- lyse und auf Basis durchfluRzy-
=, [260- tometrischer Mesaing des poly-
e; 250- mor phen Oberflachenantigens.
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- Uberprufung der richtigen Auswertung des Verdaus und cbr Gelelektrophaese:
Hierfur madite ich mir zu nuze, dassdie grofe Zahl erhaltli cher DNAsen mehrere
Alternativen bei der Wahl fur unsere palymorphe Region als Recognition-site bat.
So wahlte ich fir den PI* -Verdau neben Mspl das Enzym Ncll aus. Die Fragestel-
lung eines Versuchs mit 40 Patienten war, inwieweit bel Auswertung via beider
Enzyme die Ergebnisse identisch ausfallen. Erfreuliche Aussage war, dass beide
Wege ohre Abweichurng zu den selben
Resultaten fihren. Damit kann man de  Tabelle 10: Doppelbestimmung mit
theoretischen Uberlegungen zur  verschiedenen Redtriktionsenzymen
Analysemethodk und deren praktische Genotyp Ncl I-Verdau  Mspl-Verdau

Umsetzung bestétigt sehen. Die Daten HPA-la/a 29 29
zagt Tabelle 10. HPA-1a/b 10 10
HPA-1b/b 1 1

» Qualitéatsscherung im Screening: Eine grole Studie die mehrere experimentellen
Ablaufen und de Arbeit verschiedener Laboranten vereint, birgt grundsétzlich de
Gefahr der systematischen und urmsystematischen Fehler. Um solche ai eliminie-
ren, wurden praventive und kontrolli erence Mal3ndamenergriffen.

Préaventive Mal3rehmen waren hierbei:

- Umstelung auf das Arbeitsshema in einem Redtionsgefd? ohre Umpipet-
tierschritte (siehe Kap 3.3.7 Optimierung)

- Einfihrung eines einheitli chen, obligaten Protokolls beziglich Arbeitsanweisung,
Zeitpurkt und Art der Kennzeichnurg aller Analysen und Beschrankung auf eine
Maximalzahl paralleler Probenldufe unter Abstimmung auf die optimale Labor-
platzkapaztét.

Kontrolli erend wurde eingegriffen durch

- dopreltes Auswerten der dokumentierten Gele durch urabhéngige Untersucher,

- komplette Doppelbestimmung ca 20% aller Proben nach einem festen Stichpro-
benschema sowie komplette Doppelbestimmung aller Patientenproben mit Event.
Dies geschah prinzipiell durch einen anderen Laboranten als bel der Erstbestim-

mung.

3.3.8 Statistik und Datenve arbeitung

Alle Patientendaten, prozedurale Parameter und |asionsbezogene Informationen, sowie
Genbestimmungen wurden in der klinikeigenen Omnis-7-Datenbank verwaltet. Von
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dort war die Abfrage und d&r Transfer in Statistiksoftware viaMS Access97 zuverl&s-
sig zu bewerkstelli gen.

Fir die Auswertung kam zum Einsatz:

- fur einfache statistische Berechnurgen (Zahl, Mittelwerte, Standardabweichumg)
Microsoft Excd 97

- fur andere statistische Kakulationen SPSS4.0

Bei den prozeduralen undl&sionsbezogenen Parametern sei angemerkt, dassteilweise
einem Patienten mehrere Lasionen, bzw. Stentprozeduren zugeordnet waren. Hier
wurde grundsétzlich nach dem Zufalsprinzip eine Lasion/Prozedur fir die Analyse
ausgewahlt. Ausgenommen hiervon waren nu Patienten, bei denen eine Stentthrom-
bose antrat.: hier wurde die Prozedur und L&sion selektiert, die assziiert mit dem E-
vent war.
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4. Ergebnisse

Im folgenden sei die Auswertung des Datensatzes kizziert undim Detail tabell arisch
wiedergegeben.

4.1. Patientenchar akteristika

Die subakute Stentthrombaose war bei 9 Patienten am Tag der Prozedur, bei 8 am Fol-
getag, zweien am Tag 3 undeinem am Tag 6 beobadtet worden. Bei den verbleiben-
den 6 cbr 28 Patienten trat die Stentthrombose nach Tag 6 auf. Bel alen Patienten
konrte das verschlossene Gefald im Rahmen einer PTCA wiedere6ffnet werden.

In beiden Gruppen Uberwiegen die ménnlichen Patienten gegentber weiblichen, das
Altersmittel war dabei 63,3 Jahre in der Kontrollgruppe, 65,4 Jahre in der Stentthrom-
baose-Gruppe.

Hinsichtlich der kardiovaskul&ren Risikofaktoren wurde streng nach den gangigen Kri-
terien der WHO bewertet.

Die LV-Funktion wurde nach dem gangigen Vier-Stufen-Schema hinsichtlich hype
und akinetischer Arede beurteilt und ab Stufe 2 als reduziert klassfiziert. Eine Mehr-
gefélRerkrankung wurde abzwei betroff enen Gefal3en diagnaostiziert.

Tabelle 11: Klinische Charakteristika der Gruppen in der Pilotstudie

Patienten mit Stentimplantation (n=176)

Patienten ohne Patienten mit
Stentthrombose Stentthrombose
(n=148) * (n=28)

Weibliches Geschlecht (%) 113/35 (P=0.38) 19/9
Alter in Jahren (Mittelwert+SD) 63.3+£9.8 (P=0.31) 65.4 £10.0
Aktive Raucher, n (%) 53 (35.8) (P=0.09) 5(19.2)
Hypercholesterinamie, n (%) 61 (41.2) (P=0.25) 8 (30.8)
Arterieller Bluthochdruck, n (%) 83 (56.1) (P=0.39) 13 (50.0)
Diabetes mellitus, n (%) 29 (19.6) (P=0.84) 5(19.2)
Reduzierte LV-Funktion, n (%) 27 (18.2) (P=0.25) 8 (28.6)
Instabile Angina pectoris, n (%) 38 (25.7) (P=0.18) 11 (44.0)
MehrgefalRerkrankung, n (%) 95 (64.6) (P=0.50) 20 (74.1)

* gibt den statistischen Unterschied zwischen beiden Gruppen wieder

Die Studiengruppen urterscheiden sich in den genannten Eigenschaften nicht signifi-
kant. Dennach sei angemerkt, dassauch hier ein Trend in Bezug auf anerkannt préadis-
porierende Grof¥en fir die Stentthrombose ausmacha werden konnte:
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Die LV-Funktion galt unter den 28 Patienten mit Stentthrombaose bei 28,6% als redu-
ziert, unter den event-freilen Patienten bel 18,2%, instabile Angina pedoris lag bei
11/28 (44%) gegenliber 38/148 (25,7%) vor. Diese Faktoren waren also héufiger bel
den Patienten mit spaterer Komplikation zu finden, wichen aber nicht signifikant von-
einander ab. Die klassschen Risikofaktoren der KHK (Rauchen, Hypercholestering
mie, Hypertonus, diabetes mellit us) traten dagegen - ohre @er Signifikanzniveau zu
erreichen — in der Kontrollgruppe 6fter auf. Alle Daten sind in Tabelle 11 zusammen-
geflhrt.

Beide Gruppen scheinen nach deser Analyse der Basiseigenschaften ausreichend ver-
gleichbar zu sein.

4.1.2 Prozedurale Charakteristika

Die Indikation zur Stentimplantation war in der Mehrzahl ein urgentigender Lumen-
gewinn rach primérer Ballonangioplastie (102 von 148 Patienten, bzw. 17 von 28,
lediglich in 31,1 % der Kontrollen und 393% der Event-Patienten waren Dissktionen
auschlaggebender Grund zum Stenting.

Die Stents wurden hauptsadhlich in de linke Koronararterien, hier v.a. in deren Aste
ramus interventricularis anterior (LAD) und ramus circumflexus (LCx), sowie in de

Tabelle 12: Prozedurbezogene Daten

Stentpatienten (n=176)

ohne mit
Stentthrombose Stentthrombose
(n=148) (n=28) p*
Stentlokalisation, n (%)
LCA 6 (4,1) 0 (0,0) 0,32
LAD 59 (39,8) 14 (50,0) 0,36
LCx 29 (19,6) 7 (25,0) 0,55
RCA 51 (34,5) 6 (21,4) 0,22
CAVB 3(2,0) 1(3,6) 0,64
Prozedurale Charakteristika (MW + SD)

Mehr-Stent-Patienten, n (%)

ein Stent 79 (53,4) 11 (39,3) 0,21

zwei Stents 41 (27,7) 10 (35,7) 0,43

drei oder mehr Stents 28 (18,9) 7 (25,00) 0,5
Ballon-GefaRR-Verhaltnis 1,02 £ 0,09 1,06 £0,10 0,05
Max, Inflationsdruck, atm 13,3 £ 3,19 12,6 +/- 3,71 0,34
Referenzdurchmesser, mm 3,13+0,53 2,82 +0,51 0,004
Diameter stenosis, %

vor der Prozedur 74,1 + 15,6 77,1 +15,9 0,36

nach der Prozedur 7,04 +6,18 5,87 + 6,32 0,37

*gibt den statistischen Unterschied zwischen beiden Gruppen wieder
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rechte Koronararterie undselten in Bypasse inseriert. Dominierend war die Insertionin
die LAD (39,9 % der Kontrollen, bzw. 50% der Gruppe mit Event); In 466% bzw.
60,7% sich de interventionellen Kardiologen zum Einsatz mehrer Stents entschlos-
sen.

Mit Dricken um 13 aim (13,32 kzw. 12,68 atm) wurde bei einem Ballon-Gefai3-
Verhdtnis von 1,02 kzw. 1,06 in Gefél3en von ca 3mm (3,13 kezw. 2,82 mm) geabei-
tet. Diese Referenzdurchmesser unterscheiden sich zugunsten der kleineren Gefél3e in
der Stentthrombosegruppe awischen den Studiengruppen signifikant, was den Trend
zur Thrombosierung Kleinerer Arterien bestatigt.

Die eredneten p-Werte fur den Vergleich aller anderen genannten Grof%en liegen U-
ber dem gesetzten Signifikanzniveau von p=0,05. Dies gilt auch fur die praprozedura
vorgefundenen duchmesser-bezogenen Stenosegrade, hier konrten Verengungen von
74,10 kew. 77,08 % durch de Stentplazerung auf 7,04 kezw. 5,87% reduziert werden.
Damit ist die Homogenitét der Gruppen hinsichtlich der Durchfiihrung im Herzkathe-
terlabor erfillt.

4.1.3 Experimentell e Er gebnisse

Die Analyse der Genotypen war in alen Féllen undfir ale Polymorphismen erfolg-
reich undeindeutig. Abweichungen in den Kontroll experimenten und Doppel auswer-

Tabelle 13: Ergebnisse der Genanalysein der Pilotstudie

Alle (n=250) Patienten mit Stentimplantation (n=176) Kontrollen (n=74)
ohne Stent- mit Stent- alle Stent- keine angiogra-
Gentypus, thrombose thrombose patienten fischen Zeichen
n (%) (n=148) (n=28) (n=176) einer KHK
HPA-la/a 171 (68,4) 102 (68,9) 18 (64,3) 120 (68,2) 51 (68,9)
HPA-la/b 70 (28,0) 41 (27,7) 8 (28,6) 49 (27,8) 21 (28,4)
HPA-1b/b 9(3,6) 5(3,4) 2(7,1) 7 (4,0 22,7
HPA-2a/a 196 (78,4) 120 (81,1) 27 (96,4) 147 (83,5) 64 (86,5)
HPA-2a/b 51 (20,4) 27 (18,2) 1(3,6) 28 (15,9) 10 (13,5)
HPA-2b/b 3(1,2) 1(0,7) 0 (0,0) 1(0,6) 0 (0,0)
HPA-3a/a 92 (36,8) 54 (36,5) 8 (28,6) 62 (35,2) 30 (40,5)
HPA-3a/b 113 (45,2) 69 (46,6) 13 (46,4) 82 (46,6) 31(41,9)
HPA-3b/b 45 (18,0) 25 (16,9) 7 (25,0) 32 (18,2) 13 (17,6)
HPA-5a/a 213 (85,2) 126 (85,1) 27 (96,4) 153 (86,9) 60 (81,1)
HPA-5a/b 35 (14,0) 22 (14,9) 1(3,6) 23 (13,1) 12 (16,2)
HPA-5b/b 2(0,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 22,7
BR448 1/1 160 (64,0) 95 (64,2) 16 (57,1) 111 (63,0) 49 (66,2)
BR448 1/2 78 (31,2) 45 (30,4) 10 (35,7) 55 (31,3) 23 (31,1)

BR448 2/2 12 (4,8) 8 (5,4) 2(7,2) 10 (5,7) 2(2,7)




4.1.3 Experimentell e Ergebnisse

tungen gab es nicht. Tabelle 13 zagt die &solute und relative Zahl an hamozygoten
und heterozygoten Individuen beider Studiengruppen, sowie der zusétzlichen Patien-
ten ohne @thologischen Koronarbefund
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Abbildung 13: Grafische Darstellung der
Genergebnise nach Polymorphismen und
Gruppen.

Die Balkendiagramme zeigen den Antell der
einzelnen Gentypen fir die Gruppen der
Stentthrombaosepatienten (,mit ST*), der sy m-
ptomfreien Stentpatienten (,ohne ST*) und
der Kontroll patienten ohne Koronarbefund.
Exakte Prozentangaben sind in Tabelle 13
aufgefhrt.

Betradhtet man im Uberblick alle 250 Patienten der Studie, so ermittelten sich, jeweils

in der Rethenfolge Typ &a - ab - b/b, fir HPA-1 eine Verteilung von 684 — 28,0 und
3,6 Prozent, fur HPA-2 von 784 — 20,4 und 12 Prozent, fur HPA-3 von 368 — 45,2 —
18,0 Prozent, bel HPA-5 852 — 14,0 und Q8 Prozent und schliefdich bel B3448von

64,0 — 31,2 und4,8 Prozent.
Abbildung 13 stellt den umfangreichen Datensatz bil dlich dar.
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4.2 Statistische Auswertung der Gendaten

Im experimentellen Abschnitt wurden de Gengruppenzugehérigkeit fur jeden der flnf
Polymorphismen exakt nach den beiden hamozygoten und @ém heterozygoten Gentyp
anaysiert.

Aufgabe der statistischen Analyse war es nun diesen Datensatz prazse auf Signifi-
kanzen bei der gesetzten Fragestellung zu urtersuchen: Taucht eine Genvariante in der
Stentthrombosegruppe gehauft gegentiber der Stentgruppe ohre Komplikation auf und
kann damit als pradisponierence Grol¥e interpretiert werder?

Um dieser Aufgabe geredht zu werden, wurden de Patienten in jeder Gruppe danadc
unterteilt, ob das Typ b Allel vorliegt. Dieses Allel ist in alen Falen de seltenere Va-
riante.

Es folgen daraus a'so zwel Untergruppen, ndmlich die homozygoten Typ a Trager, und
im Gegensatz dazu Patienten, die in hano- oder heterozygoter Form das Typ b Alle
tragen.

Diese Aufteilung ist in Tabelle 14 schematisch erklart, hier am Beispiel des HPA-1
Polymorphismus.

Tabelle 14: Genverteilung in der Studienpopulation beziiglich desPl” -
Polymorphismus

Gesamtgruppe im diallelen, 250 (100) | —=
kodominanten HPA-1-System

Homozygote HPA-la-Trager 171 (68,4) |

Heterozygote HPA-1a/b-Trager 70(28,0)

Homozygote HPA-1b-Trager 9 (3,6)

Patienten ohne HPA-1b-Allel 171 (70,6) |

Patienten mit HPA-1b-Allel 79 (31,6) .

Quotient der Allelfrequenzen ' ' !

. | |
HPA-1a zu HPA-1b 0.83:0,17 _=

Il Alel HPA-1b L1 Allel HPA-1a in Klammern: % der Gesamtpatientenzahl

Fir die nunanschlieffende Statistik eignete sich optimal der Chi-Quadrat-Test: Aus der
ermittelten Verteilung in der Stentthrombosegruppe wird vergleichend mit der nach
den Daten der eventfreien Gruppe au erwartenden Verteilung eine Prifgrofie eredh-
net. Im zweiten Schritt wird deser eine Wanrscheinlichkeit p zugeordnet, die bel der
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Interpretation dem vorabfestgelegten Signifikanzniveau (hier p< 0,05) gegentberge-
stellt wird.

Diese Auswertung wurde fur ale funf Polymorphismen durchgefiihrt.

Erganzend wurde auch nach desem Schema die Vergleichsgruppe der Patienten ohre
KHK gegentiber alen 176gestenteten Patienten statistisch analysiert.

Beide Ergebnisseserien sind in Tabell e 15 aufgeli stet.

Tabelle 15: Statistische Berechnungen zu den Genergebnissen

Vergleich* von HPA-1 HPA-2 HPA-3 HPA-5 BR448
Gruppe mit ST und Gruppe ohne ST 0,60 0,04 0,38 0,10 0,44
Gruppe ohne KHK und allen Stentpat. 0,83 0,25 0,15 0,05 0,38

* p-Wert der Chi-Quadrat-Teststatistik, je Polymorphismus zwei Gruppen aufgeteilt nach Typ b positiv oder negativ

Alle Wete der Chi-Quadrat-Teststatistik liegen nicht unter dem Signifikanzniveau von
0,05 undgelten daher as nicht signifikant. Ausnahme ist der Test flr beide Stentgrup-
pen des HPA-2 Polymorphismus, der mit p=0,04 urter diesem Schwellenwert liegt.
Ein Blick auf Tabelle 13 ruft aber wieder in Erinnerung, dassdie signifikante Vertei-
lungsabweichung hier aber zugunsten der wesentlich héufigeren Genvariante HPA-2a
variiert.

Der angewendete statistische Modus im Kontext der Resultate wird nachmals detail-
liert in Kap. 5.3 undb.1.3 diskutiert.

Tabelle 16: Allelfrequenzen

Stentpatienten (n=176) Kontrollen (n=74)

ohne Stent- mit Stent- keine angiograf.
Allel- thrombose thrombose Zeichen einer
frequenz (n=148) p* (n=28) KHK p*
HPA-1a 0,83 0,79 0,83
HPA-1b 0,17 0,56 0,21 0,17 0,58
HPA-2a 0,90 0,98 0,82
HPA-2b 0,10 0,06 0,02 0,18 0,29
HPA-3a 0,60 0,52 0,61
HPA3b 0,40 0,33 0,48 0,39 0,27
HPA-5a 0,93 0,98 0,89
HPA-5b 0,07 0,18 0,02 0,11 0,05
BR448 1 0,79 0,75 0,82
BR448 2 0,21 0,57 0,25 0,18 0,38

* gibt den statistischen Unterschied zwischen Patienten mit und ohne
# zwischen Kontroll- und Stentthrombosegruppe wieder.
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Eine weitere Beredhnury, die an eine Genanalyse anschlief3en sollte, ist die Kakulati-
on und Uberprifung des Hardy-Weinberger-Aquili briums. Dies wurde fur ale drei
Gruppen nadvoll zogen, die entsprechenden 15Wertepaae sindin Tabelle 16 zu erse-
hen. In der tabellarischen Aufstellung sind auch wieder die Teststatistiken des Chi-
Quadrat Tests erganzt. Keiner der p-Werte lag unter dem Signifikanzniveau.
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4.3 Uberblick tiber den Ergebnisteil

Als Einstieg in de anschlief3ende Diskusson sollen hier die Resultate in Stichpurkten
kurz repetiert werden:

» Es konnten keine statistisch signifikanten Abweichung hinsichtlich der klinischen
Basisparameter, wie den kardiovaskul&ren Risikofaktoren, zwischen Stentpatienten
mit undohne Stentthrombose gefunden werden.

 Dennach zegte sich en relativer Trend der Parameter einer reduzierten LV-
Funktion undeiner instabilen Angina Pedoris zum Risikofaktor flr das Auftreten
der Stentthrombose

» Die Parameter der Stentingprozedur in beiden Gruppen waren nicht signifikant
voneinander differierend. Ausnahme war der Referenzdurchmesser des gestenteten
Gefdl3es: Bei den Patienten mit spéterer Stentthrombose wurde im Mittel in kleine-
ren Gefal3en geabeitet. Diese Abweichung war mit p=0,004 hochsignifikant.

 De HPA-1 Polymorphismus des Fibrinogenrezeptors tritt mit seiner selteneren
Typ b Variante nicht signifikant gehauft unter den Patienten mit gegentber den
Stentpatienten ohne Stentthrombose auf.

* Die seltenere Typ-b Genausprdgung des HPA-2 Polymorphismus (von Wille-
brand-Rezeotor) kann in der Pil otstudie nicht statistisch-gehauft mit dem Auftreten
der Stentthrombaose in Verbindurg gebradht werden. Hier tritt sogar die haufigere
Typ-a Variante unter den Patienten mit der untersuchten Komplikation deutlich
(p=0,04) ofter auf.

* Der Bak-Polymorphismus des Fibrinogenrezeptors weist in deser Studie keine
signifikante Asziation zur Stentthrombose auf.

* Der HPA-5 Polymorphismus des Kollagen-Rezeptors tritt mit keiner Allelvariante
signifikant gehauft unter Stentthrombosepatienten auf.

» Fir die Varianten des B3448Polymorphismus auf dem Fibrinogen-Gen findet sich
keine statistisch begrindete Aufféalli gkeit unter den klinischen Gruppen der Pilot-
studie.
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* Die Oberflachendichte anes durch den Antikdrper CD-61 definierten Merkmals
auf dem thrombozytéren Fibrinogen-Rezeotor ist regelmélkig mit dem genetischen
PIA-Typus verkniipft.
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5. Diskussion

An deser Stelle der Arbeit soll kriti sches Resumee aus den Grundagen zu Thrombo-
zyten und Stenting aus der Einfuhrung, dem entworfenen Analysekonzept und cn
experimentellen Ergebnisen gezogen werden. Dabel werden, ausgehend von pa-
thophysi ol ogischen Uberlegungen, diese Punkte dial ektisch abgewagt:

* Der Stell enwert des experimentell en Konzepts

» Der angelegte statistische Rahmen

* Die Studienpopuation

» DieErgebniseim Kontext des aktuell en Forschungsgandes.

5.1 Pathophysiol ogische Uberlegungen

In der Einleitung wurden schon einige Grundagen zu Thrombozyten und dren
Rezeptoren im Kontext der Thrombose besprochen. Hier soll das Pro und Kontra eines
Einflusses der Polymorphismen auf thrombaotische Vorgange anhand verschiedener
Linien der Beweisfuhrung aufgeabeitet werden und de Aussagekraft der gewonnrenen
experimentell en Daten jeweil sim Zusammenhang eval uiert werden.

5.1.1 Lage des polymorphen L ocus

Die beschriebenen Polymorphismen des HPA-Systems bedingen den Austausch einer
Aminosaure auf dem jeweili gen Rezeotormolekil. Dennach ist keiner dieser Loci di-
rekt innerhalb einer Sequenz gelegen, die bisher as relevante Bindurgsdelle be-
schrieben wurde. Dies konrte einen funktionellen Einflussfraglich erscheinen lasen.

Andererseits muss man aler zwel Aspekte keriicksichtigen:

Intramolekulare Krafte, wie nichtkovalente Bricken zwischen Aminosauren an ver-
schiedenen Stellen der Kette, bewirken eine komplexe Konformation des Molekiilsim
dreidimensionalen Raum. Die Affinitdt von Rezeptor und Ligand ist nach dem Schits-
sel-SchlossPrinzip wiederum in holem Malde von der raumlichen Struktur beider
Komponrenten abhangig. Dieser Eff ekt hat auch Konsequenzen fir diese Arbeit.

Denaturiert man namlich de Rezegtormolekile dnemisch, so reagiert das Molekdl in
seiner lineaen Form nicht mehr mit bindurgsspezfischen Antikorpern.2®*>* Weiter
sehen Daten von Calvete @ al. zum raumlichen Aufbau des GPIll a-Molekiils den PI*-
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Polymorphismus in raumlicher Nahe der Bindurgsregion,”® was al's mogli cher Einfluss
auf die Fibrinbindury interpretiert wird.*

Auch fur das GPIIb-Molekil Take @ a. den Einflussdes Molekilaufbaus demonst-
riert: Eine kleine Aminosaurendnderung resultiert in eliner veranderten sekuncéren
Glykosilierung des Rezeptors. Dies wiederum fuhrte au einer Alteration der Affinitéat
an Antikorper.*®

Die Arbeit von Meiklgjohn et al. legt aber nahe, dass sch deses Konstrukt fur den
HLA-1 Polymorphismus nicht auf die spezfische Affinitdt des Fibrinogenrezeotors
Ubertragen lasg: Die Anwesenheit des HLA-1b Allels brachte in der Durchflusszyto-
metrie keine erhdhte Bindurg an Fibrinogen zum Vorschein.®?

Zudem wurde kirzlich erneut gezegt, dass die transmembranaen Rezeptormolekile
in Ihrer Bedeutung nicht nur durch de Affinité der Bindurgsdelle definiert sind;
Vielmehr legten Feng et al. in vitro dar, dassdie Aktivierung des Thrombozyten bei
homo- oder heterozygotem Vorliegen des HPA-1b Gens géarker ausfallt. Dies belegten
sie anhand Mesaungen des verbleibenden Epinephrin und ADP Speichers in aktivier-
ten Thrombozyten.*?

Obwohl obige Beobadtungen zwar Teile der kausalen Kette avischen Polymorphis-
mus und Klinik beleuchten, hat sich ein statistischer Zusammenhang zwischen deser
HPA-1b Genvariante undder Stentthrombase in unserem Krankengut nicht verifiziert.

Ein zweites wichtiges Schlagwort ist die Genkoppelung: Das menschli che Erbgut wird
nicht in beliebig Kleinen Tellen bel der Vererbung durchmischt. Dadurch ist es mog-
lich, dass unabhéngig entstandene Mutationen Uber weitere Strecken der Evolution
gekoppelt vererbt werden. Diese Koppelung kann bedeuten, dass Effekte, die im Zu-
sammenhang mit einem bekannten Polymorphismus auftreten, funktionell tber eine
regelméidig gekoppelte Mutation an anderer Stell e begriindet sind.

Anhaltspurkte dieses Aspekts fir meine Arbeit lassen sich in der Literatur ausfindig
madien. Simsek et al. beschreiben eine Koppelung zwischen dem hier untersuchten
HPA-2 Polymorphismus und einem anderen Langenpdymorphismus.*® Dieser wie-
derum bewirkt verschiedene Abstande der Bindurgsregion des Glykoproteins zur
Membran des Thrombozyten.**®

Walchshofer et al. berichten von einer Genkoppung des PI**Locus mit einem
Leuso— Arg Polymorphismus, dem die Gruppe aer bis dato keinen funktionellen Ef-
fekt zuschreibt.*?

Eine &liche, interessante Beobaditung wurde von Corral et a. gemadit: Der hier
untersuchte HPA-5 Polymorphismus an Position 505 @ AS-Kette wird in verschiede-
nen Kombinationen mit einer weiteren Mutation an Position 807 vererbt. Gemeinsam
bednflussen sie scheinbar die Kollagenrezeptordichte auf der Thrombozytenoberfl&-
che. Konkret korreliert die Kombination HPA-5a/a in Kombination mit 807 T/T mit
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einer besonders hohen Expresson des Koll agenrezegotors. Die naheliegende Schluss-
folgerung einer erhbhten Koagualibitét im Sinne der Stentthrombose konrte ich aber
zumindest isoliert fir den Typus HPA -5a/a nicht demonstrieren.

Eine Evaluation eines Polymorphismus rein aus theoretischen Uberlegungen zu dessen
Lokalisation heraus ist also dfferenziert zu sehen. Auch wenn man also fr untersuch-
ten Polymorphismen keine Betelligung an der Entstehung der kardio-vaskuldren
Thrombose nahelegte, kann damit nicht ausgeschlossen werden, dass diese Poly-
morphismen drekt oder tber eine Genlinkage ds Marker fir andere Thrombozyten-
funktionen gelten konrten. Beispielsweise steht weiter die noch nicht definitiv geklarte
Frage einer thrombozytaren Ausldsung des Restenaseprozesssim Raum.

5.1.2 Bedeutung von Punktmutationen

Alle beschriebenen Polymorphismen sind Punktmutationen, bewirken also lediglich
den Austausch einer Aminosaure, was man in Relation zu einer Molekilgrole im Ki-
lo-Dalton-Bereich setzen muss Kann eine derart kleine” Veranderung eine relevante
Konsequenz tragen? So waren fir die Polymorphismen HPA-2, -und -3 nach keinerlel
funktionell e Folgen im Gesprad.

Andererseits konnten andere Punktmutationen auf dem Glykoprotein GPIb fir folgen-
schwere Anderungen der Form und Bindurgsregion verantwortlich gemacdt wer-
den.”>*331% Zudem ist das Auftreten des HPA-1b-Allels mit einer erhhten Plattchen-
aktivierung, das HPA-5a-Allel mit einer erhOhten Rezeptorexpresson in Verbindurg
gebracht worden (siehe 5.1.1).3? Gerade auch immunagene Reektionen seitens des B-
und T-Zell-Systems snd hachsensitiv fir minimale Veranderungen der Konformati-
on.'%%2 Djes erklart auch de verhegenden Folgen der untersuchten Rezeptorpoly-
morphismen bel Erkennurg der humanen Pléttchenall oantigene durch das Immunsys-
tem: Die Krankheitsbilder der NATP und PTP wurden olen bereits bechrieben (Kapi-
tel 1.2.3).

Die Konsequenzen einer einzdnen Aminosdurensubstitution kdnren also sehr grof3
sein.*® Ich hdlte die Fragestellung, die énen weiten kausalen Bogen zwischen der sin-
guldren Basensubstitution und @r lebensbedrohlichen Stentthrombaose spannt, aus die-
sem Blickwinkel durchaus fir appropriat. Trotz der immensen Bedeutung der HPA-
Polymorphismen auf den Gebieten der Immundogie und Transfusionsmedizin, konn-
ten ich eine &nliche Auswirkung fir das kardiologische Problem der Stentthrombaose
fUr die Polymorphismen HPA-1, -3, -5 undBR3448auf statistisch signifikantem Niveau
nicht finden.
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Von Interesse ist dagegen das Resultat der HPA-2-Bestimmungen. Hier wirft der sta-
tistische Vergleich einen p-Wert von 004 aus, der aso urter unserem Signifikanzni-
veau von p=0,05 liegt. Zugrunce liegt ein Anstieg der Allelfrequenz des Typ HPA-2a
von 81,1% unter den kompli kationsfreien Stentpatienten auf 96,4 % der Stentthrombo-
sepatienten.

5.1.3 Bedeutung heterozygoter Trager

Wie schon dargestellt, konren Individuen Tréager beider Allele der jewelligen Poly-
morphismen sein — es handelt sich bel allen funf untersuchten Polymorphismen um
diallele Systeme. Dadurch stellt sich de Frage, inwieweit dann auch beide Varianten
auf Ebene des Aminosdure-Austausches exprimiert werden. Beaehurngsweise, inwie-
welt eine eventuell veranderte Funktionalitét einer Variante dso auch bel Heterozygo-
ten obligat prasent wéare.

Anhaltspurkte liefern hier Antikorper-Versuche. Natirliche Antikdrper gegen eine der
beiden Varianten maditen urspriinglich auf das Vorliegen eines poymorphen Systems
aufmerksam (siehe 1.2.3) undwurden alsbald isoli ert. Heute kann man auf palyklonale
Sera und mondklonale Antikérper zuriickgreifen,'°®*®* die éne Phanatypisierung nach
dem Prinzip der MAIPA (monaclonal antibody-spedfic immoblili zation d platelet
antigens) erlauben.®® Dies ist aber nicht nur fir homozygote Merkmaltrager durch-
fuhrbar, sondern Blutpléttchen heterozygoter Tréager binden AntikOrper gegen beide
Varianten.®® Weiss et a stellten mit ihrem PI**-hochaffinen Antikérper SZ 21 auch
heraus, dass heterozygote Alleltréger zwar quantitativ weniger Antikorper pro
Thrombozyt binden als PI*YA* typisierte Personen; Andererseits zeigen diese Pléttchen
aber eine wesentlich horere Antikdrperbeladurng als Thrombozyten von Patienten, die
nur das kaum SZ 21 affine PI** Merkmal besitzen.

Die Zuverlasggkeit dieses Phdnomens madhten ich mir schliefdich Gber die kommer-
ziell erhdltliche Variante, den CD61 Antikorper fur Kontroll experimente meiner Gen-
bestimmungen zunuze (siehe Kap. 3.3.8).

Einen Schritt weiter geht die Arbeit von van Leauwen et al. Anti-PI**-Antikorper blo-
cken laut ihrer Arbeit die Fibrinogenbindurg bei Heterozygoten teil weise,*® Furihata
et al. erganzten dass bei Homozygoten eine Antikorperinhibition des Rezeotors die
Bindurg wllig unterbindet.®® Dies wurde kiirzlich auch auf funktioneller Ebene un-
termauert: Feng et al. zegten fur das HPA-1b Allel bereits bei heterozygotem Vorlie-
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gen einen Anstieg der Plattchenaktivierung, ein Effekt der bei Homozygotie weiter
zunimm.*2

Eine Expresson beider Allele gilt auch firr die anderen HPA-Polymorphismen,*®* man
kann also folgern, dassin desen kodaminanten Erbgangen tatsdcdhlich beide molekula-
ren Varianten der Rezeotoren in relevanten Anteilen auf der Plattchenoberflade vor-
handen sind.

Vor dem Hintergrund deser Rationale sollte man auch de Ergebnisse von Asziati-
onsgudien kritisch betradhten:
Es wurde im Zuge der statistischen
Auswertung den Focus nicht nur auf
- homozygote Tréger des Typ-b Merk-
— mals gesetzt, sondern auch heterozygote
Tréger fur die Auswertung in ene
23 » Gruppe genommen. Damit analysierte
I = man in Anlehnurg an olbige Grunda-
genexperimente unter der Uberlegung,
dass auch de Anwesenheit eines Allels
einflusgeich sein kdnrte.
Abbildung 14: Préavalenz der HPA-1b/b Homo- Aus diesem Blickwinkel konrte keine
zygotie. statistische Auffali gkeit mit dem Ver-
dadt auf klinische Relevanz unter un-

Pravalenz des HPA-1b/b Typs (%)
O P N W M O O N

ohne Stentthrombose mit Stentthrombose

seren Polymorphismen gefunden wer-

den (vgl. Abbildung 13). 40
Die Interpretation ist aber auch aus an- 2(5)
derer Perspektive moglich: Postuliert -
man eine klinische Auswirkung des 20
Genotyps nur fir homozygote Trager 15
des Merkmals, so wére e snnvoll nur 10
diese Patienten alen anderen gegen-
Uberzustellen. Verfolgt man dese Fahr-
te, so stellt man eine deutliche Aufféal-
ligkeit im HPA-1 System fest. Hier sindin
der Stentthrombaosegruppe Uber doppelt
soviele HPA-1b-Trager als unter den Patienten ohre Stentthrombose. Dies entspricht
7,14% gegentiber 3,38%, wie in Abbildung 14 dargestellt.

Ich favorisiere dlerdings ganz klar die urspringliche Betracdhtungsweise: Nicht nur,
dass diese im Einklang mit den Schlusgolgerungen aus den Grundagenexperimenten

HPA-1b positive (%)

ohne Stentthrombose  mit Stentthrombose

Abbildung 15: Préavalenz der HPA-1b positiven
Patienten.
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steht. Weiter wirde sich eine solche Gruppenbildung wegen der sehr schwaden Be-
setzung der Typ-b-Homozygotengruppe nur in einer Studie von enormen Ausmassfir
eine seriose statistische Analyse agnen. Fur den Umfang dieser Studie dagegen ds-
qgualifiziert sich dese Form der Auswertung. Aus diesem Grunde sei fur die HPA-1
Analyse hier nochmal das Resultat in der urspriinglichen Gruppenhbildung nach darge-
stellt (Abbildung 15)
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5.2 Studienkonzept

Das Projekt war konzipiert, einen Zusammenhang zwischen selektierten Poly-
morphismen und a&m klinischen Ereignis der Stentthrombose au studieren. Diese a-
wogene Assoziation mag prinzipiell plausibel erscheinen. Man muss sch aber dartber
im Klaren sein, dass das theoretisches Konstrukt dahinter, ndmlich de kausale Kette
Genpdymorphismus — Rezeptorveranderung — Funktionsverénderung des Thrombozy-
ten — Einfluss auf thrombatische Vorgange — Stentthrombaoserisiko eine Vielzahl von
Zwischenschritten beinhaltet. Die afasgen Ansatzpurkte spannen also einen weiten
Bogen, der eine Reihe von Vor- und Nadteilen birgt.

Eine Gefahr, der man gewahr sein muss ist, dass positive wie negative Ergebnisse
nicht als Aussage lber die Richtigkeit der implizierten Zwischenschritte gewertet wer-
den dirfen. Die Aussage, dassdie untersuchten Polymorphismen laut diesem Projekt
keine Asziation zeigen, bestarkt die Vermutung, dass das vielschrittige Kausalmo-
dell an einer Stelle unterbrochen sein muss Eine konkrete funktionelle Schlusgolge-
rung, wie beispielsweise, dassdie veranderte Aminaosdure-Sequenz keinen Einflussauf
die Rezeptorfunktion hake, kann nicht gemadt werden.

Die Wetigkeit aus Sicht der funktionellen Forschung kann man aber dadurch erhéhen,
dass weitere Untersuchungen von Einzdschritten den Bogen verkirzen und de Aus-
sage damit eingrenzen und korkretisieren.

Ein aktuelles Beispiel dafur sind de kuirzlich verdéff entli chten Daten von Goldschmidt-
Clermont und Corral; hier wurden de Aspekte der Aggregation, Aktivierung und Fi-
brinbindurg von Pléttchen bei PI*-pasitiven Menschen beleuchtet.*®'%° Diese Daten
konrten keine Abweichung im Sinne @ner Steigerung dieser Eigenschaften gegentiber
Beobadhtungen an anderen Patienten dffenlegen. Hier konrnte man also einen funda-
mentale Erklarung in den negativen Ergebnissen deser Studie sehen. Obige Ergebnis-
se sind all erdings kurzlich durch widersprtichliche Arbeiten wieder in Diskusson gera-
ten.>?

Man muss allerdings auch den Vorteil des tbergreifenden Konzepts shen: Die Klini-
sche Bedeutung der Stentthrombose ist grof3 die Suche nach Risikofaktoren eine An-
gelegenheit hoher Prioritét. Die Ubergreifende Evaluierung einer grof¥en Kette von
Einzdschritten erlaubt damit viele kosten- und zetintensive Studie initial hinten anzu-
stellen und k& der grolen Zahl neuentdedter Polymorphismen Kapaaztéten fir viel-
versprechende Ansdtze freiwerden zu lassen.

Dies gilt beispielsweise fir den HPA-3 Polymorphismus, dessen exakte funktionelle
Beurtellung nach deser Studie a1 urteilen aus Sicht der Stentthrombose-V orbeugung
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zweitrangig erscheint. Einen dhnlichen Richtungszeig geben de Ergebnisse fur HPA-
2, -5 undBR3448 Die sehr dhnliche Genverteil ung fir betroff ene undeventfreie Patien-
ten in der Pilotstudie waren Wegwelser, diese Spur vorerst nicht weiter zu verfolgen.
Auch muf3 de hohe Zuverldssgkeit der Genbestimmungsmethodk as klarer Plus-
purkt fir eine Analyse auf dieser Ebere gewertet werden.
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5.3 Statistische Analyse

Das Thema des adaquaten Studiendesigns zur Analyse aner multifaktoriellen Erkran-
kung wurde in der Vergangenheit debatiert.**® Derzeit ist man auf dem Stand, dass
Genstudien auf Popuationsbasis durchgeftihrt werden sollten. Gerade prospektive
Studien werden wegen ihrer hohen statistischen Power relativ hocheingestuft. >
Dieser prospektive Charakter war in deser Studie verwirklicht. Ebenso war ich be-
daat bel der Gruppenauswahl von einer grof¥en Popu ation auszugehen.

Trotzdem mussman sich dartiber im klaren sein, dassbedingt durch das Auftreten der
Stentthrombose im Bereich weniger Prozente unsere Zahl solcher Patienten limitiert
war. Insofern lag auch das Ziel der Studie klar darin, Einflus§aktoren von ceutlicher
klinischer Relevanz zu ergriinden. Diese sollten entspredhend auch durch ein prégnan-
tes gatistisches Ergebnis als Einflusdaktor in der zweifellos multifaktoriellen Patho-
genese auffallen.

Von den urtersuchten Polymorphismen genlgte keiner diesen holen Anforderungen.
Dagegen demonstriert das hochsignifikante Resultat fur den Referenzdurchmesser des
gestenteten Geféldes klar, dass wichtige Pathogenesegrofien in dem gewdhlten Stu-
dienumfang deutlich zu Tage treten. Dieses Ergebnis geht sehr gut im Einklang mit
Arbeiten anderer Gruppen (siehe Tabelle 1).

An deser Stelle mochte ich kurz auf die Aussagekraft der verwendeten statistischen
Test eingehen, deren Kernstiick der Chi-Quadrat-Test war. Dieser Test eignet sich
hervorragend, um Abweichungen in der Verteilung diskreter Merkmale awvischen
Gruppen aufzuzegen. Man muss $ch jedoch dartiber im Klaren sein, dasses sch bel
der Berechnurg um eine aveiseitige Fragestellung handelt. Beispielsweise bringt der
p-Wert von 0,04 fur die HPA-2 Analyse aum Ausdruck, dassein signifikanter Unter-
schied in der Verteilung der Merkmale vorliegt. Dies ist aber nicht gleichzusetzen mit
einer Haufung des slteneren Merkmals b sondern in desem Falle exakt des gegentei-
ligen Effekts. Dies andert nichts an der Wertigkeit des Testes, aber deutlich an der kli-
nischen Interpretation des Resultats (siehe oba).
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5.4 Die Studienpopulation

Die Uberlegte Auswahl einer Studienpopuation ist eine wichtige Grundage jeder As-
soziationsgudie.**®

Tabelle 17: Allelfrequenzen im internationalen Vergleich

Finnland®® Osterreich®® Japan®*’®®®  UsSA®? Afrika®*  Korea® Studie

n=200 n=931 n=254 (331) n=100 n=100 n=100 n=250
HPA-1a 0,86 0.85 (0,998) 0,995 0,82
HPA-1b 0,14 0.15 (0,002) 0,005 0,18
HPA-2a 0,91 0.92 0,898 0,91 0,82 0,92
HPA-2b 0,09 0.08 0,102 0,09 0,18 0,08
HPA-3a 0,59 0.61 0,594 0,59
HPA-3b 0,41 0.39 0,406 0,41
HPA-5a 0,95 0.89 0,89 0,79 0,92
HPA-5b 0,05 0.11 0,11 0,21 0,08

Dadurch, dass Patienten der Studie nicht will kiirlich rekrutiert, sondern undin grofe-
rer Zahl aufgenommen wurden, halte ich den Querschnitt fir relativ repréasentativ fir
die Popuation in urserer Klinik und weitergehend im europdischen Raum. Dieses
wird dadurch urterstiitzt, dass die Auswahl randamisiert erfolgte und somit keinem
Bias unterlag. Wesentlich war auch, dass die Kontrollgruppe keinem anderen Aus-
wahlverfahren unterzogen wurde.

Diesist esentiell, da die Variabilit & der Genverteilung in urterschiedlichen Popuati-
onen grol3 ist. Tabelle 17 listet eine Reihe von Studien auf, die Genverteilungen auf
der ganzen Welt ermittelt . Wahrend im europdischen Raum die Quoten vergleichbar
sind, falen zum Beispiel japanische Wete deutlich aus den Zahlenreihen her-
aus 2237496288147 pia Allefrequenz des PI*%-Allels ist dort vernachlassgbar gering,
wahrend der bel uns auf¥erst selten auftretende HPA-4 Polymorphismus dort haufiger
ist undeine entsprechende Bedeutung firr die Transfusionsmedizin hat.®’

Dies wurde berticksichtigt. Vergleichende Statistik fand nu mit eigenen, lokalen Da-
ten statt. Trotzdem wurden de Daten abschétzend reben andere Publi kationen gestellt
undkonrten so in ihrer Grolenordnurg bestétigt werden.

Eine weitere Uberprifung der Homogenitat der gebildeten Gruppen wurde anhand
kli nischer und prozeduraler Parameter mit gutem Ergebnis voll zogen (siehe oben).
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5.5 Vergleich mit anderen Studien

An deser Stelle sollen die Ergebniss dieser Arbeit anderen Studien gegentbergestellt
werden.

Der PI*-Polymorphismus war wie @wahrt in letzter Zeit mehrfach im Brennpurkt des

kardiologischen Fadinteresses. Die Mehrheit dieser Arbeiten setzt sich mit der Asso-

ziation zum Myokardinfarkt auseinan-

Tabelle 18: HPA-1 Assoziationsstudien im kardiologi- der. Wegen der Themenverwand-

T ————————  schaft, namlich der These dner erhoh-

ten thrombozytédren Aggregationsnei-

242 M, 209 Kontr. 451 64,3 33,9 1,8 gurg an e| ner aug Osencbn Ste” e in

191 MI, 176 Kontr. 367 72,2 259 1,9 den Koronarien’ sollen desein Tabdl -

428 MI, 523 Kontr. 951 71,0 268 2.2 le 18 im Uberblick wiedergegeben
704 MI/Zl/ven.

England*®

Irland**®

Frankreich™*®

USA™ Thromb., 704 Kontr. 1408 74,0 23,7 2.3 werden.
o Die auddsende Arbeit war hier von
BRD 79 ZI, 79 Kontr. 158 734 247 1,9 _ 165 B _
383 ZI/ neurol. Pat., Weiss et a.”™ Der Autor prasentiert
BRD' 321 Kontr. 704 692 287 21 . . A2
156 MI, 244 ohne Daten seiner Gruppe, die dem PI™*-
England®® MI, 216 Kontr. 621 700 28,0 20 . . .
180 MUKHK. 164 Allel eine Odds-Ratio von 28, bel
UsA Kontr 34 739209 32 Patienten urter 60 Jahren sogar von
England*™ 101 MI, 114 Kontr. 215 70,7 28,4 0,9 6,21m Verg|eich mit F>|Al Trégern ZU-
USALSs 7LMI, 68 Kontr. 139 705 252 43 schreibt. In der Serie von Folgeunter-
BRD 159* 6 ST, 312 KHK 318 802 19,8 00 suchurgen konrten Carter et a. die
_ 2BST, 148 KHK, 74 Bedeutung des Allels as Risikofaktor
Unsere Studie Kontr. 250 68,4 28,0 3,6 . 17 i
Alle Zahlenin Prozent. Abkiirzungen: MI (Myokardinfarkt), ZI (zerebraler Insult), u nterStUtZG'\, aanre kO nterten mlt
KHK (Koronare Herzerkrankung), Kontr. (Kontrollen). * kennzeichnet Studien, . . .
die einen signifikanten Nachweiz préasentieren dem Verwels aLIf Wel SS klelne POW'

lation mit einem kontrdren Ergebnis
bei grofReren Studienzehlen, '86071124127134148156 ALtel] scheint mir als Summe der
zahlreichen Arbeiten eher der Konsens zu sein, keine Asziation zum Myokardinfarkt
anzunehmen.

Fur neue Aufregung sorgte die Arbeit von Walter et al.*?’ Da hier genau der Aspekt
dieser Arbeit, namlich de Stentthrombose, in einer zditlich parallelen Arbet unter-
sucht wird, will ich herauf genauer eingehen. Walter analysiert den PI*-
Polymorphismus und kommt zum SchluR, dassdie Prasenz des PI*%-Allels - bei einer
Odds-Ratio von 526 in seiner Studie - in de Reihe der klinisch-relevanten Risikofak-
toren aufgenommen werden sol Ite.

Dies geht im Widerspruch zu der abschlieffenden Meinung dieser Arbeit: ES ergab
sich ken statistisch fundertes Verdachtsmoment.

Der exakte Vergleich beider Arbeitenzegte folgence Unterschiede:
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» Walter et a untersuchten an einer kleineren Grundpopuiation von 318 Patienten.
Zwar analysiert desen Labor wegen einer hohen Stentthromboserate von 35% elf
Stentthrombosepatienten. Das liegt dennach deutlich urter der Zahl von 28Patien-
tenin dieser Studie- bei @ner weitaus geringeren Pravalerez von 09%.

« Walter berichtet von einer Allefrequenz fur PI*? von Q1 fir seine Gesamtpopua-
tion (siehe Tabelle 21). Dabei findet er unter 318 Patienten keinen PIA%
homozygoten Tréger. Mit diesen Ergebnissen liegt er weit neben der Allelfrequenz
vonim Mittel 0,16 und @r PI*?*? Rate von 1,7-4,3% in alen mir bekannten Geno-
typisierungen (siehe Tabelle 21).

Fase man dese Punkte aisammen, so entsteht der Eindruck, dassdie Studienpopuati-
on deser Arbeit nicht reprasentativ fir unseren mitteleuropédischen Raum ist. In An-
betradht der statistisch kleinen Zahl an Patienten mit Ereignis halte ich daher die Aus-
legung der Ergebnisse ds bedeutenden Risikofaktor fir einer weiteren Abklarung in
typischer Popuation undgréferem Studienumfang bedirftig. Als lche scheint meine
Arbeit diese These zu widerlegen.

Hinsichtlich der anderen urtersuchten
Tabelle 19: Vergleich einer Studie Uber zerbrovaskula- Rezeptorpaymorphismen ist mir nur
ren Insult mit unserer Studie . . .. .
22 , ene weitere Asziationsgudie aus
Carlson et al. Unsere Studie
Blutspender Schlaganfall- Stent- Stentthrom- dem Bereich der thrombotischen Er-

patienten patienten  bosepatienten

(n=321) _ (n=218)  _ (n=148) (n=28) eignise bekannt. Carlson et a Uber-
HPA-1a/ 72,0 65,6 68,9 64,3 L. .
HPAlab 268 317 277 286 priften an Schlaganfall patienten ale
HPA-1b/b 1,2 2,8 34 7,1 . .
HPA-2a/a 87,5 83,0 81,1 96,4 Pravalenzm Cbr vier HPA-
HPA-2a/b 12,5 15,6 18,2 3,6 i i 1
oaown 0b r o 00 Polymorphismen urserer Studie (siehe
HPA-3afa 352 35,8 36,5 28,6 Tabelle 19).*** Sie fanden keine Aso-
HPA-3a/b 49,5 50,0 46,6 46,4
HPA-3bb 153 14,2 16,9 250 ziationen. Dies geht einher mit meinen
HPA-5a/a 85,4 83,9 85,1 96,4 . .
HPA-5a/b 14,0 15,1 14,9 3,6 Daten, aufgrund cerer wir uns nicht
HPA-5b/b 0,6 0,9 0,0 0,0

veranlasd sehen, eine Folgeuntersu-
chung mit Prioritdt anzukntpfen.

Die Studie von Carlson zeigte keinen signifikanten Unterschied

Mehr Daten wurden zum B3448Polymorphismus puliziert. Auf der pubizierten Er-
kenntnis eines Genlinkage aur Promotorregion des Fibrinogens diitzend, war dieses
Thema Gegenstand von Assoziationsgudien beziglich kardiovaskuléren Erkrankun-
gen undMyokardinfarkt. Doch hier war keine der beiden Studien von Carter und Be-
hague in der Lage, eine statistische Relevanz anhand von Studiendaten festzumachen.
Diese und de Daten dieser Arbeit sind in Tabelle 20 gegentbergestellt. Diesem Trend
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schlief3en sich dese Ergebnisse a, die mit der Problematik der Stentthrombose diesen
Themenkreis momentan vervollstandigen.

Tabelle 20: Asoziationsstudien zum B3448 Polymorphismus

Carter et al.*® Behague et al.” Unsere Daten
mit Ml ohne Ml mit Ml ohne Ml mit ST ohne ST
n=156 n=244 n=565 n=668 n=28 n=148
BR448 1/1 69,9 73,8 67,6 65,4 57,1 64,2
BR448 1/2 28,8 24,2 29,2 31,6 35,7 30,4
BR448 2/2 1,3 2 3,2 3 7,2 54
p=NS p=NS p=NS

Alle Zahlen in Prozent. NS bedeutet: keine statistisch signifikante Abweichung zwischen den Gruppen.
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6. Zusammenfassung

Konzept: Ausgehend von pethophysiologischen und molekularbiologischen Ver-
daachtsmomenten wurde in Form dieser Studie das Ziel gesetzt, funf kirzlich beschrie-
bene Genpdymorphismen im Zusammenhang mit dem Auftreten der |ebensbedrohli-
chen kardiologischen Komplikation der subakuten Stentthrombose a1 eval ui eren.

Dies waren de thrombozytéren Rezeptorpolymorphismen HPA-1 (PI*, Fibrinogenre-
zeptor), HPA-2 (von Will ebrand-Rezeptor), HPA-3 (Bak, Fibrinogenrezeptor) und
HPA-5 (Kollagenrezeptor) sowie der Fibrinogenpdymorphismus B3448

Eine prospektiive Studie an 148 Stentpatienten ohre und 28Patienten mit Stentthrom-
bose war als Projekt fir alle genannten Polymorphismen konzipiert. Weitere 74 Pati-
enten ohre Koronarbefund wurdenals Kontroll en mit eingeschlossen.

Methodik:

Alle Stentimplantationen wurden nach der Seldinger-Tedhnik im Rahmen einer PTCA
in urseren Herzkatheterlabors durchgefuihrt. Dazu wurde @n umfassender Klinischer
und prozedurbezogener Datensatz erhoben.

Fir die Bestimmung der Polymorphismen wurde in urserem Genlabor je eén Analyse-
verfahren basierend aif der RFLP-Tedhnik etabliert.

Ergebniss:
Beide Gruppen wichen in keiner der erfasgen Parameter signifikant voneinander ab.

Alle Genanalysen waren erfolgreich. Die Allelfrequenzen lagen mit 0,82:0,18 (PI*),
0,92:0,08 (HPA-2), 0,51:0,49 (Bak), 0,92:0,08 (HPA-5) und Q790,21 (Bl3449 nahe
bei den Werten anderer Studien im européischen Raum.

Der statistische Vergleich zwischen den Gruppen mit und ohre Event und den Kon-
trollen brachte in keinem Fall eine signifikante Abweichung zugunsten des gehauften
Auftretens des seltereren Typ b-Allels zum Vorschein (p>0,05).

Fir die HPA-2 Analyse agab sich mit p=0,04 ein erniedrigtes Auftreten desMerkmals
HPA-2b unter den Stentthrombaosepatienten.

Eine hochsignifikante Veranderung konrte fir den Referenzdurchmesser des gestente-
ten Gefaldes gefunden werden: mit einem p-Wert von 0004 |ag dieser bei Stentthrom-
bosepatienten im Mittel bel 2,82 mm gegentiber 3,13 mm bel Stentpatienten ohre
Stentthrombose.

Ein dhnlicher Bias, alerdings ohre Signifikanzniveau zu erreichen, war hinsichtlich
einer redwzierten LV -Funktion und nstabil er Angina pedoris zu keobachen.
Schlief¥lich konrte man eine gute Ubereinstimmung zwischen durchfluRzytometrischer
und genanalytischer Polymorphismusanalyse anhand des HPA-1 Polymorphismus ze-
gen.
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Schluf¥folgerungen:

Keiner der untersuchten Polymorphismen zegte anen statistisch signifikant ausge-
pragten Bias, den wir als Hinwels auf eine genetische Pradispasition zur Ausbildung
einer Stentthrombose werten wollen. Die genannte Verringerung der HPA-2b-
Pravalenz erscheint hierbei nicht von klinischer Relevanz im Sinne @ner prognosti-
schen Grolée.

Ich sehe damit aktuell keinen Anlass die Polymorphismen HPA-1, HPA-2, HPA-3,
HPA-5 und B3448als prioritares Diskussonsthema herauszustell en.

Bestétigen konrten man das andererorts diskutierte ehdhte Risiko einer Stentthrom-
bose bei Stentinsertion in Gefél3en kleineren Referenzdurchmessers. Auch de Hau-
fung anderer Risikofaktoren lief3en sich in diesem Koll ektiv nadvollziehen.
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9. Anhang

9.1 Abklrzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

Arg Arginin (Aminosaure)

Asp Asparaginsaure (Aminosaure)

bp base pairs (Basenpaae)

°C Grad Celsius

Cys Cystein (Aminosaure)

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNAse DNA-spaltendes Enzym

EDTA Ethylen-Di-amin-Tetra-Aceate (Ethylendiamintetraessgsaure)
et al. et altera (und weitere)

EW Einwohnrer

Fa Firma

Gly Glycin (Aminosaure)

GP Glykoprotein

HPA Human platelet antigen

IVUS Intra-vaskulérer Ultraschall

LAD Left anterior descending (Ramus interventricularis anterior)
LCA Left common artery (Arteria coronaria snistra communis)
LCx Left circumflex artery (Ramus circumflexus)

min Minuten

mg Milli gramm

mi Millili ter

pl Mikroliter

NATP Neonatale Alloimmune Thrombozytopenische Purpura
PCR Polymerase Chain Reacion (Polymerasekettenrektion)
= Platelet Antigen

post nach

prae vor

PTCA Percutaneous Transduminal Coronary Angioplasty

(perkutane tranduminale Koronarangioplastie)
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PTP
PTT
RCA
RD
RFLP
RGD

Tab.
Taq
TBE
TMAC
TXA;
z.B.

Posttransfusionspurpura

Partielle Thromboplastinzet-Test

Right coronary artery (Arteria coronaria dextra)
Referenzdurchmesser

Restriktions-Fragment-L angen-Polymorphismus

Sekunden

Subakute Stentthrombose

Tabelle

Thermus aquaticus
Tris-Borat-EDTA
Tetra-Methyl-Ammonium-Chlorid
Thromboxan A,

zum Beispiel
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9.2 Abbildungsverzeichnis
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