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1. Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

Das Herz bestehend aus Perikard, Myokard und Endokard verfligt Uber eine
eigene Blutversorgung iber die sogenannten Koronararterien. Uber die zwei
Hauptaste der Arteria coronaria sinistra und dextra wird es mit dem nétigen
Sauerstoff aus der Aorta versorgt und von den Venen V. cardiaca magna, parva,
media und der Vena obliqua arterii sinistri in den Sinus coronarius drainiert. Sollte
eine der Arterien verengt oder verschlossen sein, resultiert daraus eine
schlechtere Sauerstoffversorgung des Herzens und es wird von einer koronaren
Herzerkrankung (KHK) gesprochen. In Deutschland bekamen 6,6% der Frauen
und 9,6% der Manner bereits ein Herzleiden diagnostiziert. (Robert Koch Institut,
2015)

Nachdem die Medizin fast eineinhalb Jahrtausende die Séftelehre Galens
befolgte, fing die eigentliche Entdeckung, Wahrnehmung und auch Zuordnung
der koronaren Herzerkrankung im Zeitalter der Aufklarung an. Bis zu diesem
Zeitpunkt wurden pektangindse Beschwerden der Lunge oder dem Darm
zugeschrieben. (F. Unger, 2013b) Die als haufiges Symptom auftretende Angina
pectoris wurde erstmals 1768 von dem Londoner Arzt W. Herberden detailliert
beschrieben und mit allen Symptomen zu einem Krankheitsbild vereint. (F.
Unger, 2013b) Ebenso wie es spater John Warren in seinem Artikel ,Remarks on
Angina Pectoris®, erschienen 1812, im New England Journal of Medicine and
Surgery beschrieb. (J. Warren) Seine Ausfuihrung zur Angina Pectoris ist heute
noch gleichermal3en zutreffend, auch wenn damals die Pathogenese noch
unbekannt und die Behandlung aus Bettruhe und/oder Aderlass bestand. (E. G.
Nabel, E.A. Braunwald) Caleb H. Parry vermutete 1799, dass die kardiale
Synkope mit der Kkoronararteriellen Ossifikation (bzw. Kalzifikation)
zusammenhangt. Diese tritt vorwiegend bei etwa 50-jahrigen Mannern und

weniger bei Frauen und Kindern auf. (Ch. Parry, 1799)
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Nach mehr als 200 Jahren trifft dies immer noch zu, wie der Statistik zur
Gesundheit in Deutschland des statistischen Bundesamtes entnommen werden
kann. (Robert Koch Institut, 2015)

Dennoch dauerte es bis Ende des 19. Jahrhunderts bis dieser Verschluss der
Arterien anhand von Tierexperimenten mit der darauffolgenden
Myokardischamie in Zusammenhang gebracht wurde. (JA McWilliam, 1889; WT
Porter, 1893)

Auch als James B. Harrick 1919 das Elektrokardiogramm zur Diagnostik der
arteriellen Verschlusskrankheit verwendete (JB Herrick, 1919), wurde als
Standard-Therapie noch bis in die Mitte des 20. Jahrhunderts die Bettruhe
verordnet. (E. G. Nabel, E.A. Braunwald)

Eine etablierte Standard-Therapie gab es nicht, was sich in der Anzahl der
verwendeten Medikamente widerspiegelte. Bis dahin beruhte auch die
Pharmakotherapie lediglich auf empirischen Erkenntnissen, deren nicht
wissenschaftlich  belegten  Wirkungen dennoch Uber Generationen
weitergegeben wurden. (F. Unger, 2013b)

Mitte des 19. Jahrhunderts bis Mitte des 20. Jahrhunderts entwickelte sich die
Therapie mit Amylnitrit und Nitroglycerin, wobei die beiden Stoffe nicht zur KHK-
Therapie, sondern auch zur Behandlung von Zahnschmerzen und Neuralgien
genutzt wurde. Dennoch war der genaue Wirkmechanismus der beiden Stoffe
noch unklar. F. Franck hatte 1903 die Theorie aufgestellt, dass AmyInitrit durch
Koronardilatation fur eine verbesserte Myokardperfusion und dadurch
verminderte Schmerzen sorgt, wurde allerdings 70 Jahre spater von Ganz und
Markus mit einer anderen Theorie abgelést. Sie behaupteten ,mittels
Herzkathetertechnik, dafd nicht die vermehrte Durchblutung der Koronarien,
sondern die Reduktion des 0:-Bedarfs durch ,venéses Pooling“ den
Wirkmechanismus der Nitrate darstellte.(Editorial 1979; Parnham 1984)“ (F.
Unger, 2013a) Im Jahr 1979 bewies Paratt, dass der Blutstrom durch das Nitrit
vom normalen Endokard in Richtung des ischamischen umverteilt wird. (F.
Unger, 2013b)

In den vergangenen drei Dekaden gewann die Prophylaxe immer mehr an

Bedeutung. Zudem wurde durch eine immense Diversifikation versucht, die
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Therapie der KHK zu vereinheitlichen (F. Unger, 2013b), weshalb heute im
klinischen Alltag nach Leitlinie vorgegangen werden kann.

Die moderne Therapie des akuten Myokardinfarkts besteht zum einen aus
Glycerintrinitrat (Nitroglycerin), das als Tabletten, Kapseln oder Spray sublingual
einzunehmen ist. Die Wirkung sollte nach 1-2 Minuten eintreten. (K.-H.
Huhnstock, W. Kutscha, H. Dehmel, 2013)

Zum anderen aus Amyinitrit, das inhaliert werden soll und mit ca. 10 Sekunden
eine noch schneller eintretende Wirkung aufweist. (K.-H. Huhnstock, W. Kutscha,
H. Dehmel, 2013)

Beide Stoffe haben durch ihre vasodilatierende Wirkung Kopfschmerzen und
Schwindel als Nebenwirkung. Wahrend des Anfalls ist auf korperliche Ruhe
moglichst im Sitzen oder Liegen zu achten, wobei dies meist die natirliche
Reaktion des Patienten auf einen Anfall ist. (K.-H. Huhnstock, W. Kutscha, H.
Dehmel, 2013)

1.2 Anatomie der Koronararterien

Alle Arterien des Korpers bestehen aus einer Intima, Media und Adventitia. Je
nach Lokalisation und Grof3e unterscheiden sich diese drei Schichten beim
muskularen Typ, dem elastischen Typ und den Arteriolen.

Der bindegewebige Anteil der Intima ist an den HerzkranzgefaRen sehr
ausgepragt und grenzt mit der Membrana elastica interna die Intima zur Media
ab. Im ungedehnten Zustand ermdglicht sie durch die lickig liegenden
elastischen Fasern die Versorgung der Media.

Die Media bildet die dickste Schicht und besteht hauptsachlich aus glatten
Muskelzellen und einer geringen Anzahl von elastischen und kollagenen Fasern.
Durch die Membrana elastica externa trennt sie sich von der Adventitia ab. Diese
ist beim muskuléaren und elastischen Typ gleich aufgebaut und enthalt Nerven,
sowie Vasa vasorum, um die aul3eren Wandschichten zu versorgen. (W. Linf3,
1999)

Kommt es nun zur Ablagerung von Fetten, Kohlenhydraten oder
Blutbestandteilen, wird von atherosklerotischen Plaques bzw. Arteriosklerose

gesprochen (Abb. 1). Folglich kann es zum Zerfall der Elastica kommen und
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somit zur Lumenverengung, Durchblutungsstérungen und arterieller Hypertonie.
,Pradilektionsstellen der Arteriosklerose sind u.a.. Koronararterien (-2
Koronarsklerose), Hirn- (= Zerebralsklerose), Abdominal- (- Angina
abdominalis), Nierenarterien (- Nephrosklerose - renovaskulare Hypertonie).*
(W. Linf3, 1999)

Adventitia Media Intima Thrombus
Ruptur

-

Lipide/Cholesterol

Abbildung 1: Atherosklerose einer Koronararterie mit Ruptur (Eigene

Darstellung)

Wird das Hagen-Poiseuille-Gesetz fur laminare Stromungen in einem Rohr zur
Darstellung des Widerstands in einem Blutgefal3 verwendet, so muss zuné&chst
darauf hingewiesen werden, dass diese Gleichung nur vereinfacht den Zustand
in einem Gefal3 beschreibt. Denn Blut, bestehend aus Wasser, Elektrolyten und
korpuskularen Bestandteilen, ist keine homogene Flissigkeit. AuRerdem ist die
GefalBwand, wie oben beschrieben, kein starres Rohr, sondern elastisch.
Dennoch kann das Hagen-Poiseuille-Gesetz gut die Verhaltnisse der einzelnen
Faktoren des Stromungswiderstandes beschreiben: (Silbernagl/ Despopoulos/
Draguhn, 2018)

Trt

Q==——AP

8n-t
Q : Stromstarke
r: Gefaldradius
MN: Viskositat
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AP: Druckdifferenz zwischen Anfangs- und Endpunkt
[ Gefal3lange (Silbernagl/Despopoulos/Draguhn, 2018)
Das bedeutet, dass sich die Stromstarke bei der Halbierung des Radius auf 1/16

verringert. Zusammenhangend mit der obigen Gleichung ist das Ohm’sche

Gesetz:
AP
Q=%

Q: Stromstarke
R: Stromungswiderstand
AP: Druckdifferenz zwischen Anfangs- und Endpunkt

(Silbernagl/Despopoulos/Draguhn, 2018)
Also ist R = % und der Widerstand wirde sich versechzehnfachen bei der

Halbierung des Radius.

Anhand Abbildung 1 und der obigen Berechnung wird klar, dass die
Atherosklerose zu einer Stenose der Koronararterien fiuhrt und schon frih far
erhebliche Durchblutungsstérungen, Myokardischamien und
Blutdruckerh6hungen sorgt. Eine Arteriostenose ist somit friih zu vermeiden bzw.

zu erkennen und adéquat zu behandeln.

1.3 Aufbau von Enzymen

Im menschlichen Korper laufen manche Reaktionen, obwohl sie teilweise
exergon sind, nicht automatisch ab. Das liegt meist daran, dass diese Reaktionen
eine sehr hohe Aktivierungsenergie benétigen. Damit die gewlnschte Reaktion
dennoch stattfindet, wird ein Katalysator genutzt, der mit dem Ausgangsstoff
einen Komplex bildet, der eine geringere Aktivierungsenergie bendétigt. Da der
Katalysator bei der Reaktion selbst nicht verbraucht wird, kann er danach weitere
Reaktionen katalysieren. (Dr. med. Madjid Salimi, Dr. med. Nawid Salimi,
Benedikt Hochkirchen, 2019)

In Zellen Ubernehmen diese Reaktionen Biokatalysatoren bzw. Enzyme. Es sind
Proteine, die in ihrem aktiven Zentrum Substrat umsetzen kénnen und in allen
Kompartimenten der Zelle vorkommen. Es gibt eine Vielzahl an Enzymen, da

jedes von ihnen andere Substrate umsetzen und andere Reaktionen katalysieren
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kann. (Dr. med. Madjid Salimi, Dr. med. Nawid Salimi, Benedikt Hochkirchen,
2019) Sie konnen irreversibel oder reversibel, kompetitiv, nicht kompetitiv und
funktionell gehemmt werden. Kompetitiv bedeutet, dass ein anderes Substrat das
aktive Zentrum des Enzyms blockiert und somit der eigentliche Stoff nicht mehr
umgesetzt werden kann. Bei der nicht kompetitiven Hemmung bindet der
Hemmstoff am Enzym und veréndert somit seine Bindungsstelle. Substrat kann
nicht mehr so schnell bzw. so gut oder gar nicht mehr umgesetzt werden. Bei der
funktionellen Hemmung hat der Antagonist die entgegengesetzte Wirkung des
umgesetzten Substrats, ohne am gleichen Enzym zu binden.
Auller des aktiven Zentrums besitzen einige Enzyme zusatzlich ein
regulatorisches Zentrum. Dieses bietet eine Bindungsstelle, die zur Regulation
des Enzyms genutzt werden kann.
Die sogenannte Allosterie kann die Aktivitat des Enzyms verandern. Dabei bindet
ein Effektor am regulatorischen Zentrum des Enzyms und kann somit die
Enzymaktivitat hemmen oder beschleunigen. Grund hierfur ist die Verdnderung
des aktiven Zentrums, womit das spezifische Substrat besser oder schlechter
binden und umgesetzt werden kann. Diese Regulation ist reversibel, da der
Effektor sich ebenso wieder vom Enzym Il6ésen kann. Sie dienen
dementsprechend als sogenannte Schalter in verzweigten Biosyntheseketten.
(Dr. med. Madjid Salimi, Dr. med. Nawid Salimi, Benedikt Hochkirchen, 2019)
Zur Allosterie gehort auch die negative Rickkopplung. Dabei geschieht die
Substrathemmung Uber das Produkt eines Enzyms, das in der nachfolgenden
Stoffwechselkette vorkommt. Ist genug dieses Produktes vorhanden, wird die
weitere Produktion automatisch gesenkt. (Dr. med. Madjid Salimi, Dr. med.
Nawid Salimi, Benedikt Hochkirchen, 2019)
Es gibt sechs verschiedene Enzymhauptklassen:

1. Oxidoreduktasen: Katalysieren von Redoxreaktionen

2. Transferasen: Ubertragung funktioneller Gruppen

3. Hydrolasen: ,Hydrolytische Spaltung kovalenter Bindungen® (Dr. med.

Madjid Salimi, Dr. med. Nawid Salimi, Benedikt Hochkirchen, 2019)

4. Lyasen: Bildung und Spaltung fast aller kovalenter Bindungen
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5. Isomerasen: ,Umwandlung von Substraten in ihre Isomere® (Dr. med.
Madjid Salimi, Dr. med. Nawid Salimi, Benedikt Hochkirchen, 2019)

6. Ligasen: ,Knupfung kovalenter Bindungen und Kopplung der Reaktion an
die Hydrolyse eines Energietragermolektls® (Dr. med. Madjid Salimi, Dr.
med. Nawid Salimi, Benedikt Hochkirchen, 2019)

1.4 Cyclophilin A

Die Cyclophiline (Cyps) im Allgemeinen gehdren zu einer Gruppe weit
verbreiteter Proteine, die sich im Laufe der Evolution gut erhalten haben und in
allen Pro- sowie Eukaryonten vorkommen. (Wang/Heitman, 2005) Sie wurden
1984 als zytosolische Bindungspartner des Cyclosporin A identifiziert, ein
Immunsuppressiva, und gehtéren zur Familie der Immunphiline.
(Handschumacher u. a., 1984; Yurchenko/Constant/Bukrinsky, 2006) Die Cyps
katalysieren die Isomerisierung der Peptid-Bindung von trans- zu cis-Form an
Prolinresten und ermoéglichen die Proteinfaltung durch ihre peptidyl-prolyl-
Isomerase-Aktivitat. Sie gehdren folglich zur finften Enzymklasse. (Lang/
Schmid/ Fischer, 1987)

Von den sechszehn strukturell unterschiedlichen Cyclophilinen kommt das
Cyclophilin A (CyPA) am Haufigsten vor und ist mit circa 0,1-0,6% bei den
zytosolischen  Proteinen  vertreten.  (Dornan/Taylor/Walkinshaw, 2003;
Wang/Heitman, 2005) CyPA wurde zuné&chst in Rinderthymozyten als das erste
zytosolische Bindungsprotein des immunsuppressiven Stoffes Cyclosporin A
(CsA) identifiziert. (Handschumacher u. a., 1984)

AuBer der Proteinfaltung hat CyPA noch eine Transportfunktion, sowie die
Fahigkeit der T-Zell-Aktivierung und der zellularen Signaltransduktion.
(Nigro/Pompilio/Capogrossi, 31.10.2013) Es ist jedoch nicht nur intrazellular zu
finden, sondern kann auch sezerniert werden. Dies wird bei Makrophagen
beispielsweise durch die LPS von gramnegativen Bakterien aktiviert. (Sherry
u.a., 1992) Hervorgerufen wird diese Sekretion als Antwort auf eine
Entzindungsstimulation unter anderem durch Hypoxie, Infektion oder oxidativen
Stress. (Jin u. a., 27.10.2000; Seko u. a., 2004; Sherry u. a., 1992; Suzuki u. a.,
31.03.2006)
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Somit beeinflusst CyPA die interzellulare Kommunikation sowohl als auto-, als
auch als parakriner Faktor. Hierbei stimuliert das extrazellulare CyPA die
Entziindungsreaktion der Endothelzellen und der vaskuldren glatten
Muskelzellen (VGM). (Jin u. a., 27.10.2000; Suzuki u. a., 31.03.2006) Aul3erdem
hat es eine hohe chemotaktische Wirkung auf Leukozyten, Monozyten und
Lymphozyten. (Sherry u. a., 1992; Xu u. a., 1992) Dabei wird die chemotaktische
Funktion des CyPA teilweise Uber die Aktivierung des haufig vorkommenden Ig
ahnlichen CD147 Zellrezeptor vermittelt. (Yurchenko u. a., 2002)

Zu erkennen ist Letzteres durch die erhOhte Konzentration von CyPA bei einer
Sepsis, dahingegen ist es nicht erhtht bei schwerkranken Patienten ohne
Sepsis. (Tegeder u. a., 1997) Ahnlich verhalt es sich bei der rheumatoiden
Arthritis. Bei ihr handelt es sich, im Gegensatz zur degenerativen Erkrankung der
Arthrose, um eine inflammatorische Erkrankung. Daher ist bei der rheumatoiden
Arthitis das CyPA in der Synovialflissigkeit erhoht. (Billich u. a., 1997) Bei
entztindlichen Lungenerkrankungen sorgt der friihe Anstieg des extrazellularen
CyPA fiur eine initiale Rekrutierung der Leukozyten ins entziindliche Gewebe.
(Arora u. a., 2005; Balsley u. a., 2010; Gwinn u. a., 2006; Xu u. a., 1992)

Eine immer groRer werdende Reihe an Hinweisen lasst somit vermuten, dass
CyPA an einigen Schlisselprozessen der humanen Pathogenese beteiligt ist.
Ziel der Medizin und dieser Arbeit ist es, diese Beeinflussung kunftig

therapeutisch nutzen zu kdnnen. (Nigro/Pompilio/Capogrossi, 31.10.2013)

1.5 Cyclophilin A in der Kardiologie

Das 20 kD groRRe Chaperon-Protein CyPA wird von vaskularen glatten
Muskelzellen als Antwort auf reaktive Sauerstoffspezies sezerniert. Es stimuliert
so die Proliferation und Migration von Entziindungszellen in vitro und in vivo.
Sowohl extra-, als auch intrazellulér tragt es zur Entziindung und Atherosklerose
bei, indem es die Apoptose von Endothelzellen (EZ) und die
endothelzellregulierte Stimulation der Leukozytenmigration férdert. CyPA
verstarkt die Typ 1 T-Helferzellen (Th1l) Reaktion, steigert die Proliferation von
Makrophagen und VGM und erhght die proinflammatorische Signaltransduktion
in den VGM. (Satoh/Nigro/Berk, 2010) Satoh et al. testeten den Zusammenhang
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zwischen CyPA und Kkardiovaskularen Erkrankungen mit Hilfe dreier
Mausegruppen. Die Erste war die Wildtyp bzw. Referenzgruppe, die Zweite
exprimierte kein CyPA (-/-) und die Dritte exprimierte durch genetische
Veréanderung ungewohnlich viel (+/+). Dabei spielte CyPA eine zentrale Rolle bei
der Proliferation von VGM, Migration von Entziindungszellen und Férderung der
Entzindungsreaktion, die bei den (+/+) Mausen deutlich ofter in kardiovaskuléren
Ereignissen endeten.

CyPA kann als Biomarker der koronaren Herzerkrankung gesehen werden.
(Nigro/Pompilio/Capogrossi, 31.10.2013) Die, durch oxidativen Stress
verursachte Herzerkrankung zeigt sich in Hypertrophie, Myokardischamie und
KHK. (Griendling/FitzGerald, 21.10.2003) Satoh et al. untersuchten die Funktion
des CyPA in Angiotensin Il assoziierter Myokardhypertrophie. Dabei zeigte sich
in Mausen ohne CyPA eine weitaus geringere Angiotensin Il assoziierte kardiale
Hypertrophie. Es wurde bewiesen, dass CyPA dabei die Produktion von
radikalen Sauerstoffspezies erhoht, die Proliferation und Migration von
Fibroblasten stimuliert und die Hypertrophie der Kardiomyozyten beginstigt.
(Nigro/Pompilio/Capogrossi, 31.10.2013; Satoh u. a., 01.05.2011)

Seizer et al. wiederum zeigten in ihrer Studie, dass CD147 mit seinem Ligand
CyPA Entzundungsmediatoren nach einer Myokardischdmie und Reperfusion
sind und somit als mdgliches Ziel zur Verhinderung der Krankheit gelten. (Seizer
u.a., 01.06.2011) Denn dieses Ligand-Rezeptor-Paar beeinflusst die
Chemotaxis der Leukozyten und die Matrix-Metall-Proteinasen(MMP)-Aktivitat.
(Arora u. a., 2005; Seizer u. a., 2010; Yurchenko/Constant/Bukrinsky, 2006) Fur
eine optimale Heilung bendtigt es einen ausgewogenen MMP-regulierten Umsatz
extrazellularer Matrix. (Yarbrough u. a., 2003) Andernfalls fuhrt es zu einem
verstarkten Remodellierungsprozess mit Fibrosen und kardialen Rupturen als
Folge. (Heymans u. a., 1999; Matsumura u. a., 2005)

Wie zu Beginn erwahnt, ist CyPA ein kritischer Einflussfaktor auf Hypertrophie,
Myokardischamie und Reperfusionsstérungen, was es zu einem geeigneten

Biomarker dieser Krankheiten macht. (Nigro/Pompilio/Capogrossi, 31.10.2013)
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1.6 Die Forderung der Atherosklerose durch CyPA

Anhand Abbildung 2 ist zu sehen, wie das CyPA die Entziindungsreaktion der
atherosklerotischen Plaque vorantreibt. Es steigert die Expression von
Adhasionsmolekuilen, sowie die Apoptoserate der Endothelzellen (EZ) und senkt
die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS). Gleichzeitig lockt es
Entzindungszellen an und steigert die Expression an Scavenger-Rezeptoren

und beeinflusst die LDL-Aufnahme.

Chemotaxis von
Entziindungs-
zellen

-LDL-Aufnahme #
— | -Scavenger-Rezeptor +

Abbildung 2: Die Beeinflussung der Atherosklerose durch CyPA modifiziert nach
,Cyclophilin A: a key player for human disease”; P. Nigro, G. Pompilio, M. C.
Capogrossi, Cell Death & Disease; volume 4 (2013)

Grundsatzlich kénnen funf pathologische Mechanismen des CyPA, welche die
Atherosklerose begunstigen, herausgearbeitet werden (Nigro u. a., 2011):
1. CyPA stimuliert die Aufnahme von low-density Lipoproteinen (LDL) in die
Gefallwand.
2. Es verstarkt die Entzindung der Endothelzellen, da es das ,vascular cell
adhesion molecule 1 (VCAM-1)* (Nigro/Pompilio/Capogrossi,
31.10.2013) exprimiert.
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3. CyPA vermindert die Endothelstickoxid-Synthase-Expression durch die
Unterdriickung der Transkription eines Faktors in der Endothelzelle.

4. Es fordert die Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNFa) -induzierte
Endothelzell-Apoptose.

5. Es stimuliert die Rekrutierung von Entzindungszellen aus dem
Knochenmark in die Aortenwand. (Nigro/Pompilio/Capogrossi,
31.10.2013)

Aus den oben genannten Griinden ist CyPA ein sehr beeinflussender Stoff
bezuglich einiger pathologischer Vorgange des menschlichen Korpers. In der
vorliegenden Arbeit wird die Rolle des CyPA bei der koronaren Herzerkrankung

naher untersucht.

1.7 Cyclophilin- und Cyclosporin-Interaktion

Cyclosporin ist ein lipophiles cyclisches Polypeptid. Es inhibiert kalzium-
abhangig, spezifisch und reversibel die Transkription von Interleukin-2 und
anderer Zytokine meist in T-Helferzellen. So reduziert es die Produktion einer
Reihe von Zytokinen, indem es die Aktivierung und/oder die Reifung
verschiedener Zelltypen hemmt. Dazu zahlen auch die Zellen der zellvermittelten
Immunabwehr. Cyclosporin hat somit immunsuppressive Eigenschaften und wird
deshalb auch als Medikation nach Organtransplantation genutzt. (Diana Faulds,
Karen L. Goa, Paul Benfield, 2012) In grol3eren Mengen ist Cyclosporin A (CsA)
im Pankreas, Fettgewebe und der Leber vertreten. In geringeren Mengen im
Gehirn, Muskeln und Blut. Somit wurde das extrazellulare Vorkommen erlautert.
Intrazellular ist Cyclosporin an Cyclophilin gebunden, welches eine Rolle bei der
Gewebeverteilung des CsA zu spielen scheint. (Akagi/Reynolds/Hjelm, 1991)
CyPA reguliert die Konzentration des immunsuppressiven Cyclosporin A.
(Handschumacher u. a., 1984) Der CsA-CyPA-Komplex bindet an und hemmt
Calcineurin, eine zellulare Phosphatase und Schlissel-Mediator der T-Zell-
Aktivierung. (Liu u. a., 1991) Die Cyclosporin A-Bindungsaktivitat des CyPA ist
Sulfhydryl-abhangig und ab einer Temperatur von 56 °C und einem pH-Wert von
< 4 oder = 9,5 instabil. Sie ist empfindlich auf die Trypsin-, nicht aber auf die

Chymotrypsin-Verdauung. (Handschumacher u. a., 1984) Héhere Cyclosporin A-
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Konzentrationen bedeuten mehr CsA-CyPA-Komplexe, diese wiederum
hemmen Calcineurin und somit die T-Zellreaktion bzw. die Immunreaktion. Es
wurden deshalb verschiedene CsA-Derivate fir die Forschung und Therapie
entwickelt. Beispielsweise bindet das Derivat NIM811 an CyPA ohne eine
immunsuppressive Wirkung zu besitzen. Aufgrund solcher Forschungen ist heute
bekannt, dass die Cyclosporin A-Wirkung nicht nur auf der Immunsuppression
beruht. (A Billich, F Hammerschmid, P Peichl, R Wenger, G Zenke, V Quesniaux,
B Rosenwirth)

1.8 Genetische Grundlagen

Die DNA besteht aus einem Doppelstrang, in dem sich die Desoxyribose und ein
Phosphatrest abwechseln. Verbunden sind die beiden Strédnge mit spezifischen
Basenpaaren (Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin). Adenin bildet mit Thymin eine
Verbindung tber zwei Kohlenwasserstoffbriicken und Guanin ist mit Cytosin tber
drei solcher Bruicken verbunden. Eine Base in Verbindung mit einem Zucker wird
Nukleosid genannt. Wenn das Phosphat-lon hinzukommt, entsteht ein Nukleotid.
Die Phosphationen sind am 3 oder 5°-C-Atom mit der Desoxyribose verbunden.
Deshalb kann immer die Richtung des DNA-Stranges unterschieden werden (3'-
Ende oder 5-Ende). (Oliver Kohlhaas, 2018) Bei der Replikation wird die DNA
vervielfacht, bei der Transkription wird die DNA in RNA umgeschrieben und bei
der Translation wird die genetische Information mittels Aminosauren in Proteine
Ubersetzt.

Die sogenannte messenger RNA (mRNA) wird am DNA-Strang vom Promotor
bis zum Terminator transkribiert. Auf der entstandenen mRNA befindet sich nahe
des 5-Endes das Startbasentriplett AUG. Dort beginnt die Translation mittels
tRNA und es entsteht eine Kette aus Aminosauren (Protein). Die Richtung wird
von 5 nach 3° nach dem Transkriptionsstartpunkt als ,downstream® und von 3°
nach 5 vor dem Transkriptionsstartpunkt als ,upstream® bezeichnet. Zu beachten
ist auch, dass unmittelbar nach der Transkription die pra-m-RNA noch Introns
und Exons enthalt. Da Introns nicht codierende Bereiche sind, werden sie beim
Splycing entfernt. Nach diesem ,Processing® ist die reife mMRNA entstanden (Abb.
3b). (Moritz Ritter)
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1.9 Einzelnukleotidpolymorphismen

Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) vertreten eine oft auftretende Form der
genetischen Variation des menschlichen Genoms. Andere Studien zeigten
bereits, dass verschiedene Mutationen das Auftreten der Atherosklerose oder
Herzinfarkt beeinflussen. (Topol u.a., 2006), (Rodriguez u.a., 2007)
Insbesondere die SNPs tragen zu vielen komplexen Phanotypen des zentralen
Nervensystems bei und beeinflussen die Reaktion auf Medikamente. Aul3erdem
sind SNPs der Chromosomen 3p21 und 10924, sowie die der
spannungsabhangigen Calciumkanaluntereinheiten vom L-Typ (CACNA1C und
CACNB2) mit der Anfalligkeit auf neurophysiologische und psychiatrische
Erkrankungen assoziiert. (Twyman, 2009), (Jordan W Smoller (lead), Nicholas
Craddock, Kenneth Kendler, Phil Hyoun Lee, Benjamin M Neale, John |
Nurnberger, Stephan Ripke, Susan Santangelo, Patrick F Sullivan, 2013)
Praziser umschrieben ist ein SNP eine Variation einer einzelnen Basensequenz
zwischen Individuen an einem bestimmten Ort des Genoms. Im Gegensatz zur
Punktmutation sind Einzelnukleotidpolymorphismen vererblich. Jeder Mensch
besitzt Millionen von SNPs, somit kdnnen sie zur Differenzierung der einzelnen
Individuen und zum Finden genetischer Krankheiten genutzt werden. (Butler,
2012) SNPs konnen in jedem genetischen Merkmal auftreten, als Phanotyp, in
physiologischer Form, auf kodierenden oder nicht kodierenden DNA-Sequenzen.
Die Besonderheit dieser Art von genetischer Variation ist, dass es die
Abgrenzung von relativ vielen dhnlichen Variationen einer Population suggeriert
und die Prasenz von evolutiondren Mechanismen zu deren Erhalt impliziert.
(Brenner/Miller, 2001)

Einzelnukleotidpolymorphismen treten fast immer als Biallel auf, weshalb die
Unterscheidungsmoglichkeiten  auf  einzelne  Orte  begrenzt  sind.
(Budowle/Schutzer/Breeze, 2011) Es existieren aber auch Tri- und Quadriallele.
Ihr biologischer Effekt kann neutral, aber auch funktionell sein. Sie sind mittels
automatisierter Technologie leicht zu genotypisieren. (Ramirez-Bello/Jiménez-
Morales, 2017)
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1.10 Funktionelle Klassifikation der SNPs

Es gibt drei verschiedene Arten von Einzelnukleotidpolymorphismen (Abb. 3a).
Die SNPs, die eine funktionelle Bedeutung beziiglich der Genexpression bzw.
Transkription haben, werden regulatory SNPs (rSNPs) genannt. Dagegen
werden SNPs, die beeinflussend auf die Translation, das Splicing und die mMRNA-
Stabilitat wirken, strukturelle RNA SNPs genannt (srSNPs). SNPs, die die
Protein-Aktivitat beeinflussen, werden als nonsynonymous coding SNPs
(cSNPs) bezeichnet. Die Bezeichnung ,SNP“ wird flr alle Typen benutzt. (Sadee
u. a., 2011) (Ramirez-Bello u. a., 2013) Die Transkriptionsraten werden von
rSNPs beeinflusst, die sich meist in den 5‘-aufwarts Regionen befinden. Sie
kébnnen aber auch innerhalb transkribierter Regionen oder 3‘-abwarts
vorkommen. Der srSNP muss sich im transkribierten Teil des Gen-Lokus
befinden, wenn er Einfluss auf die RNA-Verarbeitung haben soll. Sie sind folglich
in jedem entstehenden RNA-Transkript vorhanden, sowie in reifer mRNA, wenn
sie in Exons prasent sind. So beeinflussen sie die RNA-Funktion auf vielfaltige
Weise. In der Abbildung 3b sind die pre-mRNA und RNA-Regionen zu sehen, in
denen srSNPs deren Funktion &ndern kénnen.

Dabei ist zu bertcksichtigen, dass einige Promotor-/Enhancer-Varianten in
transkribierten Regionen vorkommen und deshalb als die Transkription
beeinflussenden rSNPs angesehen werden. Die Einteilung wird durch den
betreffenden Mechanismus bestimmt. Ein weiteres Beispiel sind die non-
synonymous-SNPs, die auf RNA-Ebene wirken und somit als srSNPs fungieren,
statt (oder zusétzlich) die Proteinaktivitat direkt zu beeinflussen. Daher sollte die
biologische Rolle der verschiedenen Arten der Einzelnukleotidpolymorphismen
mit Bedacht nur auf Grundlage der Position im Genlocus zugewiesen werden.
(Sadee u. a., 2011) AulRerdem muss eine Veranderung des Genoms durch die
Phéanotyp-Heterogenitat nicht zwingend zu Symptomen fihren. (Garcia-Castro
u. a., 2003)
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Varianten funktioneller Polymorphismen

Cis-agierende regulatorische
Polymorphismen

Polymorphismen in Polymorphismen in Strukturelle RNA-
codierenden Promoter-Regionen Polymorphismen
Regionen cSNPs rSNPs SISNPs

l

RNA-Funktion

Proteinfunktion Transkription RNA-Elongation,
Multible 5-UTRs,

\ / Verschluss,
RNA-Bearbeitung,
Veranderte 3-UTR Polyadenylation,
Proteinaktivitat Verbinden, Umsatz,
Translation,
Transport,

Sequestrierung
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Initiator Terminator

Verbindungsstellen
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Abbildung 3: Varianten funktioneller Polymorphismen in Anlehnung an

»,Pharmacogenomics of the RNA World: Structural RNA Polymorphisms in Drug
Therapy*, W Sadee, D Wang, AC Papp, JK Pinsonneault, RM Smith, RA Moyer,

AD Johnson
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1.11 Zusammenhang zwischen CyPA und SNPs

In den Kapiteln 1.4 — 1.7 wurde bereits das CyPA beschrieben. Ebenso wurden
die SNPs in den vorangegangenen Kapiteln thematisiert und erklart. Im
folgenden Kapitel sollen diese beiden wichtigen Bestandteile der Arbeit
miteinander in Verbindung gebracht werden. Denn ihre gegenseitige
Abhéngigkeit und Beeinflussung sind Grundlagen fir die Interpretation der
Ergebnisse.

Das PPIA-Gen codiert fur ein Mitglied der peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase
(PPlase)-Familie. Es handelt sich um die sogenannte peptidyl-prolyl Isomerase
A, welche auch als Cyclophilin A bezeichnet wird. (Murphy M, Brown G, Wallin
C, et al., 2006 sep 13 (Updated 2019 Mar 4)) Das PPIA-Gen, das fir CyPA
codiert, ist 7kB lang und enthalt finf Exons. (An u. a., 2007) Mehrere codierende
und nicht-codierende genetische Variationen des PPIA-Gens wurden
beschrieben, ohne ndhere Zusammenhange oder konkrete Einfliisse feststellen
zu konnen. (Hahn/Ciesek, 2015)

Die dp-SNP-Datenbank enthélt sechs codierende non-synonymous SNPs in den
Exons 4 und 5 des menschlichen PPIA-Gens, die durch 1000 Genome der
HapMap (Haplotypen-Karte) validiert wurden (siehe Tabelle 1). Jedes dieser
SNPs fuhrt zum Austausch einer einzelnen Aminosaure im CyPA-Protein und
wurde in verschiedenen Populationen (Europa und weltweit) nachgewiesen.
Diese Veranderungen treten allerdings sehr selten in der menschlichen
Population auf. Der Austausch der Aminosaure G96D wurde in keiner der 4
HapMap-Kohorten (HapMap-CEU, HapMap-HCB, HapMap-JPT, HapMap-YRI)
nachgewiesen. (Hahn/Ciesek, 2015) Es wurden von Hahn et al. weitere 300
HCV-negative Individuen fur diese Variationen genotypisiert: Lediglich der
Einzelnukleotidpolymorphismus, der den Austausch der Aminosaure E84D
bewirkt, wurde bei Personen mit arabischen Wurzeln mit einer Allelfrequenz von
1% nachgewiesen. Wéahrend andere Varianten nicht belegt werden konnten bzw.
wahrscheinlich eine Allelfrequenz deutlich unter 1% aufwiesen. (Hahn u. a.,
2012)
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Tabelle 1: Codierende SNPs im PPIA-Gen in Anlehnung an ,Cyclophilin
polymorphism and virus infection. Current Opinion in Virology* Hahn T, Ciesek
S; 2015

SNP-Variante AS-Austausch Effekt auf HCV Effekt auf HCoV-
229E

rs61747111 D66E Hemmung Hemmung
rs1059983 E84D - -

rs17850033 189T - -

rs11547706 G96D Hemmung Hemmung
rs17850166 N106E Hemmung Hemmung
rs9769523 E134K - -

Bei weiteren Studien wurde die Auswirkung der getauschten Aminosauren auf
die Funktion des Cyclophilins untersucht. Dabei férdert das Cyclophilin weiterhin
die Hepatitis C-Virus-RNA-Replikation durch den, mit SNPs erzeugten
Aminosaureaustausch E84D, I89T und E134K. Dies geschieht hingegen nicht
bei D66E, G96D und N106E. Hepatozyten mit den letzteren Polymorphismen
sind folglich resistent gegen HCV, da die SNPs vermutlich die CyPA Struktur
destabilisieren und durch den Aminoséureaustausch fir einen schnelleren
Abbau sorgen. (Hahn u. a., 2012; Hahn/Ciesek, 2015) In einer weiteren Studie
konnte beim humanen Coronavirus herausgefunden werden, dass CyPA als
wesentlicher Wirtsfaktor dient. Bei dessen Unterdriickung mit Cyclosporin D
Alisporivir, sowie nicht-immunsuppressiven CsA-Derivaten wird die Replikation
des Virus gehemmt. (Carbajo-Lozoya u. a., 2014) Ebenso verhalt es sich in der
immunsuppressiven Therapie mit Cyclosporin A, da CyPA der intrazellulare
Rezeptor dessen ist und die Polymorphismen somit auch die Pharmakogenetik
des CsA beeinflussen kénnen. (Colgan u. a., 2005) Auch hier ist CyPA somit ein
guter therapeutischer Angriffspunkt. Insbesondere da das CyPA kein
essenzielles Protein fur Saugetiere ist und Mause ohne die Expression von CyPA
keine Verklrzung ihrer Lebensspanne zeigten. (Colgan u. a., 2004)

Palacin et al. schreiben in ihrer experimentellen Arbeit, dass sie nicht nachweisen

konnten, dass PPIA-Polymorphismen das Risiko eines Myokardinfarkts erhéhen.
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So konnten dennoch die Einzelnukleotidpolymorphismen rs8177826 (-11 G/C)
und rs6850 (+36 G/A) Erkrankungen beeinflussen, bei denen CyPA eine Rolle
spielt. (Palacin u. a., 2008)

Da zu Beginn dieser Arbeit die positive Korrelation zwischen der koronaren
Herzerkrankung und CyPA dargelegt wurde, ist es von eminenter Bedeutung in
Erfahrung zu bringen, in welchem Mal3e die SNPs tatsachlich mit der CyPA-
Expression bzw. der Prognose einer KHK zusammenhangen. Im folgenden
Abschnitt der Arbeit wird anhand einer Patientenkohorte evaluiert, ob dieser
Zusammenhang signifikant besteht und ob er in Zukunft medizinisch und

therapeutisch genutzt werden sollte.
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2. Ziele

Aktuell sind Assoziationen zwischen CyPA SNPs und der Prognose bei Patienten
mit symptomatischer KHK nur unzureichend untersucht. Des Weiteren gibt es nur
eine geringe Menge an Daten, welche Zusammenhange zwischen dem CyPA
SNP und dem thrombozytaren, sowie zirkulierenden CyPA beschreiben.
In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob

e Der CyPA SNP rs6850 mit thrombozytaren und zirkulierenden CyPA-

Konzentrationen assoziiert ist.
e Der CyPA SNP rs6850 bei Patienten mit symptomatischer KHK eine

Prognoserelevanz besitzt.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Studienpopulation

Fur die Kohortenstudie wurden wéhrend der perkutanen koronaren Intervention
(PCI) Blutproben entnommen. Alle Patienten gaben ihr schriftliches
Einverstandnis zur Studie, nachdem sie dartber mundlich und schriftlich
aufgeklart und informiert wurden. Sie wurden in der Abteilung fir Kardiologie der
medizinischen Klinik Tubingen aufgenommen.

Fur die Genotypisierung wurden 752 Patienten mit symptomatischer KHK
eingeschlossen (stabile KHK, n = 368; ACS, n = 384) und in homozygote Trager
des haufigeren Allels (AA), homozygote Trager des selteneren Allels (GG) und
Heterozygote (AG) unterteilt.

Es konnte das Blut von 333 Patienten mit symptomatischer KHK (stabile KHK,
n = 158; ACS, n = 175) mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht und so die
Oberflachenexpression des CyPA auf den Thrombozyten ermittelt werden.
Zirkulierendes CyPA wurde mittels ELISA fir 122 Patienten bestimmt (stabile
KHK, n = 74; ACS, n = 48).

Das ACS wurde als Verschlechterung der Angina, akuter Myokardinfarkt (MI)
oder plotzlicher Herztod definiert. Ein akuter Myokardinfarkt wurde anhand eines
Anstiegs und/oder Abfalls der kardialen Biomarker-Werte (kardiales Troponin
(kTn)) mit mindestens einem Wert Uber der 99. Perzentilenobergrenze und
mindestens eines der folgenden Symptome diagnostiziert:

Anzeichen einer Ischamie, neue oder vermutlich neue signifikante ST-Segment-
T-Wellen (ST-T) -Anderungen oder ein neuer Linksschenkelblock,
Entwicklungen pathologischer Q-Wellen im EKG, Bildgebungsnachweise fur
einen neuen Verlust des vitalen Myokards, eine neue regionale
Wandbewegungsstérung oder Identifizierung eines intrakoronaren Thrombus
durch Angiographie.

Der ZNS-Infarkt und der ischamische Schlaganfall wurden als Gehirn-,
Riuckenmarks- oder Netzhautzelltod definiert, der auf eine Ischamie
zurlckzufuihren war. Die Definition basierte auf pathologischen, bildgebenden
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oder anderen objektiven Hinweisen auf eine zerebrale, Rickenmarks- oder
fokale ischamische Netzhautverletzung in einer definierten Gefal3verteilung oder
klinischen Hinweisen auf eine zerebrale, Rickenmark- oder fokale ischamische
Verletzung der Netzhaut. Hinweise gaben Symptome, die = 24 Stunden oder bis
zum Tod anhielten und bei denen andere Atiologien ausgeschlossen werden
konnten. (Sacco, R. L., Kasner, S. E., Broderick, J. P., Caplan, L. R., Connors,
J. J., Culebras, A., ... & Hoh, B. L.) Klinisch relevante Blutungen wurden mit dem
BARC-Blutungs-Score definiert. (Mehran u. a., 2011)

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Universitat Tubingen genehmigt
(270/2011B01, 019/2018B0O2 und 238/2018B02) und entspricht der Deklaration
von Helsinki und den Vorschriften zur guten klinischen Praxis.
(KONG/WEST/AFRICA, S. Cardiovasc Res, 1997, 35. Jg., S. 2-3., 1997; ICH
harmonized tripartite guideline: Guideline for Good Clinical Practice, 2001;
Directive 2001/20/EC of the European Parliament and of the Council of 4 April
2001 on the approximation of the laws, regulations and administrative provisions
of the member states relating to the implementation of good clinical practice in
the conduct of clinical trials on medicinal products for human use, 2002)

3.2 Vollblut-Durchflusszytometrie (FACS)

Fur die Vollblut-Durchflusszytometrie wurde das Blut von 333 Patienten wahrend
der PCI entnommen und im Laufe der darauffolgenden Stunde fir die FACS-
Analyse markiert. Die ,mean fluorescence intensity (MFI) wurde zur
Quantifizierung der Ergebnisse herangezogen. Das Vollblut wurde 1:50 verdiinnt
und davon wurden je 50 ml in ein FACS-RoOhrchen appliziert. Die Zellen wurden
doppelt mit CD42b-PE (BD Biosciences, San Jose, CA) und CD62p-FITC
(Beckman Coulter, Brea, CA), CyPA-FITC oder der IgG-Kontrolle 30 Minuten
lang geféarbt. Fixiert wurden die Zellen nach der Inkubation mit 0,5%
Paraformaldehyd und mit dem BD FACS Calibur Durchflusszytometer (Becton
Dickinson, Oxford, UK) wurden sie, wie bereits beschrieben, analysiert. Die
Proben wurden nach der Fixierung mit Paraformaldehyd bei 4°C gelagert und

mittels Durchflusszytometrie innerhalb von 24 Stunden analysiert. Es wurden
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keine Thrombozyten permeabilisiert, daher wurde die Oberflachenexpression

von Cyclophilin A gemessen.

3.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Fur die Analyse mit ELISA wurden 122 Blutproben in Serumréhrchen (Sarstedt)
gesammelt und anschlieBend fir 10 Minuten bei 1800g zentrifugiert. Das
separierte Serum wurde in frische Réhrchen tberfuhrt und bis zur Nutzung bei
-80°C gelagert. Die Serum-CyPA-Spiegel wurden mit einem Sandwich-Enzym-
gebundenen Immunosorbens Assay (Sigma-Aldrich, Cat Nr. RAB1402) gemal

Herstellerprotokoll ermittelt. Die Analyse aller Proben erfolgte in Duplikaten.

3.4 Genotypisierung von CyPA PPIA rs6850

Die Genotypisierung fur CyPA PPIA rs6850 wurde durch matrixunterstitzte
Laserdesorptions-/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS)
unter Verwendung des MassARRAY® Compact-Systems (Sequenom, CA, USA)
durchgefluhrt. Hierbei wurde eine kleine Menge der Probe auf einen Probentrager
aus Stahl gegeben und mit der sogenannten Matrix Uberschichtet. Anschlie3end
wurde der Trager in das MALDI-TOF-MS-Gerat gegeben, wo die Probe mit Hilfe
der Matrix durch einen gepulsten Laser ionisiert werden konnte. Innerhalb kurzer
Zeit wurden Massenspektren in einem Bereich von 2000 — 20.000 Dalton
aufgezeichnet. Aus dem Spektrum konnte unmittelbar danach eine Liste der
detektierbaren Massen erzeugt und mit einer Datenbank abgeglichen werden.
(Schitz, 10.04.2018)

Dem Studienpersonal, welches das Ergebnis beurteilte, war wahrend des
gesamten Genotypisierungsprozesses der Fallstatus der Studienteilnehmer
unbekannt. Die Genotypisierung wurde bei 752 Patienten mit symptomatischer
KHK durchgefuhrt (stabile KHK, n = 368; ACS, n = 384).

3.5 Datenerhebung

Alle Patienten der Kohorte wurden 1080 Tage nach Einschluss in die Studie auf
schwerwiegende unerwinschte kardiovaskulare Endpunkte (MACE) und

Blutungen befragt. Der primére kombinierte Endpunkt (CE) definierte sich als das
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erste Auftreten des Tods durch jegliche Ursache, des Myokardinfarkts (Ml), des
ischamischen Schlaganfalls (IS) und/oder einer klinisch relevanten Blutung. Die
sekundaren Endpunkte wurden als das individuelle Auftreten dieser Endpunkte
definiert.

Die Datenerhebung wurde per Telefoninterview oder durch das Recherchierenin
den Klinikinternen Arztbriefen durchgefihrt. Beim Interview wurde von den
durchfihrenden Personen auf die Reliabilitat, Validitdt und Objektivitat der
gestellten Fragen geachtet.

31 (9,2%) der mittels FACS untersuchten Patienten konnten aus
unterschiedlichen Grinden (z.B. Umzug, unmdgliche Erreichbarkeit, ungultige
Telefonnummer) nicht nachverfolgt werden. In der Patientengruppe, deren

Blutproben genotypisiert worden waren, traf das auf 73 der Patienten (9,0%) zu.

3.6 Statistische Methoden

Alle statistischen Analysen wurden mit der SPSS Version 25.0.0.1 (IBM SPSS
Statistics 25, IBM corp) durchgefiihrt. Normalverteilte Daten wurden mittels
Student's-t-test verglichen. MFIs werden als Median und 25./75. Perzentile
dargestellt. Kreuztabellen mit dem Chi-Quadrat Test wurden verwendet, um die
Zahl und die Verteilung der Endpunkte zwischen den verschiedenen
Auspragungen der Allele zu zeigen. Dabei werden zusatzlich die Inzidenzraten
pro 100 Personenjahre angegeben.

Da keine Normalverteilung vorliegt, wurde der nicht parametrische Kruskal-
Wallis-H-Test angewandt, um die zirkulierenden CyPA-Spiegel zwischen
verschiedenen CyPA-SNPs zu vergleichen. Fir zensierte Daten wurden Kaplan-
Meier-Kurven, Log-Rang-Tests und Hazard ratios ermittelt. In diesen Analysen
wurden die CyPA-Spiegel im Median dichotomisiert. Zusatzlich wurden Log
CyPA-Werte ohne Dichotomisierung analysiert. Des Weiteren wurde die
Allelfrequenz von CyPA PPIA rs6850 untersucht.

Um unabhé&ngige Korrelationen von CyPA mit den Endpunkten nach Bereinigung
um epidemiologische Faktoren, die das kardiovaskulare Ergebnis beeinflussen,
zu analysieren, wurde die multivariate Cox-Regressionsanalyse mit

Vorwartsselektion der Variablen angewendet. Auch nicht adjustierte p-Werte und
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p-Werte, die nach dem Bonferroni-Verfahren fir Mehrfachtests angepasst
wurden, liegen vor.

Boxplots wurden fur die thrombozytaren und zirkulierenden CyPA-
Konzentrationen erstellt. Dabei wurden MFI CyPA und ELISA CyPA als
abhéangige Variablen gewahlt. Ausreil3er wurden in den Berechnungen belassen.
Als unabhéngige Variablen wurden die homozygoten Trager des haufigeren
Allels, die homozygoten Trager des selteneren Allels und die Heterozygoten
gewahlt. Der Median, der Mittelwert, die Standardabweichung und das Maximum,

bzw. Minimum wurden fur alle drei Patientengruppen bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1 Basischarakteristika

Basischarakteristika der Kohortenstudie ohne die Patienten, die nicht
nachverfolgt werden konnten, unterteilt in homozygote Trager des haufigeren
Allels (AA), homozygote Tréager des selteneren Allels (GG) und Heterozygote

(AG) sind in Tabelle 2 aufgefuhrt.

Tabelle 2: Basischarakteristika der Kohortenstudie

Charakteristika Homozygote | Homozygote | Heterozygote p
Trager des Trager des (n = 158)
haufigeren selteneren

Allels Allels
(n =562) (n =30)

Alter (£SD) 68,4 (+11,3) 66,1 (+11,1) 68,8 (+12,8) 0,97

Méannlichen 398 (70,8%) 25 (83,3%) 110 (69,6%) 0,32

Geschlechts

LVEF% (xSD) 51,2 (+10,6) 49,7 (£10,9) 51,7 (£9,9) 0,58

KVRF

Arterielle 406(72,2%) 23 (76,7%) 131 (82,9%) 0,61

Hypertonie

Hyperlipidamie 323 (57,5%) 19 (63,3%) 96 (60,8%) 0,71

Diabetes Typ | 182 (32,4%) 12 (40,0%) 54 (34,2%) 0,68

Raucher 230 (40,9%) 18 (60,0%) 59 (37,3%) 0,10

Medikation bei

Aufnahme

ASS 307 (54,6%) 19 (63,3%) 93 (58,9%) 0,54

Clopidogrel 70 (12,5%) 1 (3,3%) 21 (7,5%) 0,30

Prasugrel 10 (1,8%) 2 (6,7%) 3 (1,9%) 0,18

Ticagrelor 24 (4,3%) 0 (0,0%) 13 (8,3%) 0,06

ACE-Hemmer 235 (41,8%) 13 (43,3%) 69 (43,7) 0,94
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AT1- 107 (19%) 4 (13,3%) 24 (15,2%) 0,40
Antagonisten

Ca?*-Kanal- 118 (21%) 5 (16,7%) 25 (15,8%) 0,30
Blocker

Beta-Blocker 324 (58%) 15 (50,0%) 85 (54%) 0,46
Statine 267 (47,5%) 15 (50,0%) 75 (47,5%) 0,97
Aufnahmegrund

ACS 294 (52,3%) 15 (50,0%) 74 (46,8%) 0,47
Stabile KHK 268 (47,7%) 15 (50,0%) 84 (53,2%) 0,47

Basischarakteristika
Patienten, unterteilt in das rezessive genetische Modell, sind in Tabelle 3
aufgefihrt. Dabei sind Trager des haufigeren Allels (AA, AG) den homozygoten

Tragern des selteneren Allels (GG) gegentibergestellt.

Tabelle 3: Basischarakteristika der Kohortenstudie unterteilt in das rezessive

genetische Modell

der Kohortenstudie ohne die nicht nachverfolgbaren

Charakteristika Trager des Homozygote p
haufigeren Trager des
Allels selteneren Allels
(n =720) (n = 30)
Alter (+SD) 68,2 (+11,7) 66,1 (+11,1) 0,34
Mannlichen 507 (70,2%) 25 (83,3%) 0,13
Geschlechts
LVEF% (xSD) 51,3 (x10,5) 49,7 (£10,9) 0,44
KVRF
Arterielle 598 (82,8%) 23 (76,7%) 0,20
Hypertonie
Hyperlipidamie 420 (58,2%) 19 (63,3%) 0,72
Diabetes Typ 237 (32,8%) 12 (40,0%) 0,47
Raucher 290 (40,2%) 18 (60,0%) 0,04
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Medikation bei

Aufnahme

ASS 401 (55,5%) 19 (63,3%) 0,43
Clopidogrel 91 (12,6%) 1 (3,3%) 0,13
Prasugrel 13 (1,8%) 2 (6,7%) 0,06
Ticagrelor 37 (5,1%) 0 (0,0%) 0,20
ACE-Hemmer 305 (42,2%) 13 (43,3%) 0,93
AT1-Antagonisten 131 (18,1%) 4 (13,3%) 0,49
Ca?*-Kanal- 143 (19,8%) 5 (16,7%) 0,66
Blocker

Beta-Blocker 411 (56,9%) 15 (50,0%) 0,43
Statine 343 (47,5%) 15 (50,0%) 0,82
Aufnahmegrund

ACS 369 (51,1%) 15 (50,0%) 0,91
Stabile KHK 353 (48,9%) 15 (50,0%) 0,91

Die Allelfrequenz von n = 752 Patienten mit symptomatischer KHK bestand aus
564 (75,0%) homozygoten Tragern des haufigeren Allels (AA), 30 (4,0%)

homozygoten Tragern des selteneren Allels (GG) und 158 (21,0%)

Heterozygoten (AG).

4.2 Anzahl der Ereignisse und IR/PJ

Die Anzahl der Ereignisse und die Inzidenzrate (IR) pro 100 Personenjahre (PJ)

sind in Tabelle 4 prasentiert.

Tabelle 4: Anzahl der Ereignisse und Inzidenzrate (IR) pro 100 Personenjahre

(PJ)

Ereignis Anzahl der IR/100 PJ * p
(n = Gesamtanzahl) Ereignisse *

CE (n =165) 116/11/38 7,63/13,1/8,86 0,086
Tod (n = 84) 60/2/22 3,94/2,47/5,13 0,379
Ml (n = 87) 60/9/18 3,94/11,11/4,2 0,026
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IS (n =21) 18/1/2 1,18/1,23/0,47 0,486
Blutung (n = 61) 44/2/15 2,89/2,47/3,5 0,766

* Homozygote Trager des haufigeren Allels vs. homozygote Tréager des
selteneren Allels vs. Heterozygote
Die Anzahl der Ereignisse und die Inzidenzrate (IR) pro 100 Personenjahre im

rezessiven genetischen Modell sind in Tabelle 5 prasentiert.

Tabelle 5: Anzahl der Ereignisse und Inzidenzrate (IR) pro 100 Personenjahre
(PJ) im rezessiven genetischen Modell

Ereignis Anzahl der IR/100 PJ * p
(n = Gesamtanzahl) Ereignisse *

CE (n = 165) 154/11 7,9/13,1 0,043
Tod (n = 84) 82/2 4,2/2,47 0,421
MI (n = 87) 78/9 4/11,11 0,007
IS (n =21) 20/1 1,03/1,23 0,631
Blutung (n = 61) 59/2 3,03/2,47 0,767

* Trager des haufigeren Allels vs. homozygote Trager des selteneren Allels

4.3 Cox-Regressionsanalyse

In der Cox-Regressionsanalyse (Tabelle 6) ist CyPA PPIA rs6850 (rezessives
genetisches Modell) signifikant und unabh&angig assoziiert mit dem primaren
kombinierten Endpunkt (CE) und dem sekundaren Endpunkt Myokardinfarkt (MI).
Dahingegen ist der Polymorphismus rs6850 nicht unabhangig assoziiert mit den
Endpunkten Tod, IS oder Blutung (Tabelle 6). Genauso ist das Alter, die LVEF%,
die ASS-Einnahme und der Aufnahmegrund unabhéngig mit den Endpunkten CE

und MI assoziiert.
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Tabelle 6: Cox-Regressionsanalyse mit CE und MI als abhangige Variable und

klinische Faktoren als Kovariable in der gesamten Patientenkohorte (rezessives

genetisches Modell)

Variablen Hazard p (CE) Hazard p (MI)
ratio ratio (MI)
(CE) (95% KI)
(95% KI)
Alter 1,07 <0,001 1,05 <0,001
(1,05-1,09) (1,03-1,08)
LVEF% 0,97 <0,001 - -
(0,95-0,98)
ASS 1,71 0,003 2,18 0,002
(1,19-2,44) (0,015%) (1,32-3,62) (0,010%)
AT-1-Antagonist - - 0,53 0,054
(0,270%)
Stabile KHK vs. 1,65 0,007 1,74 0,016
ACS (1,17-2,32) (0,035%) (1,11-2,73) (0,080%)
CyPA PPIA rs6850 2,48 0,004 3,15 0,002
(rezessives Modell) | (1,34-4,63) (0,020%) (1,51-6,58) (0,010

*Bonferroni-korrigierter p-Wert

Die in die Cox-Regressionsanalyse eingebundenen Faktoren sind das Alter, das
Geschlecht, die LVEF%, arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie, Diabetes mellitus
Typ 1l, Rauchen, die ASS-, Clopidogrel-, ACE-Hemmer-, AT-1-Antagonisten-,
beta-Blocker-, Statin-Einnahme und der Aufnahmegrund.
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4.4 Kaplan-Meier-Kurven
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*Anzahl Risikopatienten bis 0, 200, 400, 600, 800 und 1000 Tage (siehe Graf)

Abbildung 4: Kaplan-Meier-Kurve, kombinierter Endpunkt

Die Gesamtzahl der Werte betragt 677. In Abbildung 4 ist zu erkennen, dass bei

homozygoten Tragern des selteneren Allels (GG) mit einer Signifikanz von 0,076

haufiger Ereignisse (Tod, Myokardinfarkt, ischmischer Schlaganfall, Blutung)

auftraten (n = 11 von 27; 40,7%) als bei homozygoten Tragern des haufigeren
Allels (AA) (n = 116 von 507; 22,9%) oder bei Heterozygoten (AG) (n = 38 von

143; 26,6%).

Allerdings liegt das Signifikanzniveau bei < 0,05 und wird folglich mit dem Log

Rang-Wert von 0,076 nicht erreicht.
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Kurve, Tod

Durch den Log Rang-Wert von 0,370 ist der Unterschied der Kurven in Abbildung

5 nicht signifikant. Es kann dennoch eine leicht bessere Uberlebensrate bei

homozygoten Tragern des selteneren Allels (GG) (n = 2 von 27; 7,4%) erkannt

werden. Bei den homozygoten Tragern des haufigeren Allels (AA) starben
innerhalb der 1080 Tage 60 von 507 (11,8%) Probanden und bei den
Heterozygoten (AG) waren es 22 von 143 (15,4%).
Diese leichte Tendenz ist auch in Tabelle 4 zu erkennen (IR/100 PJ homozygote

Trager des haufigeren Allels vs.

homozygote Trager des selteneren Allels vs.

Heterozygote: 3,94/2,47/5,13). Der Unterschied zwischen den verschiedenen

Uberlebensraten ist statistisch nicht signifikant (Log Rang = 0,370).
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurve, Myokardinfarkt

Die Abbildung 6 bestétigt die in Abbildung 4 genannten Unterschiede mit einer
Signifikanz von 0,020. Bei homozygoten Tréagern des selteneren Allels (GG)
traten haufiger Myokardinfarkte auf (n = 8 von 27; 29,6%) als dies bei
homozygoten Tragern des haufigeren Allels (AA) (n = 60 von 507; 11,8%) oder
bei Heterozygoten (AG) (n = 18 von 143; 12,6%) der Fall war. Anhand Tabelle 4
ist diese Signifikanz bereits zu erkennen (p = 0,026).

Beim Vergleich der ,Kaplan-Meier-Kurve, Myokardinfarkt” mit der des primaren
kombinierten Endpunkts, ist darauf hinzuweisen, dass Letztere durch die
Signifikanz der Ersteren beeinflusst wird. Denn in den Berechnungen zum

primaren kombinierten Endpunkt wurde das erste Auftreten aller sekundéarer
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurve, Schlaganfall

Wie anhand Abbildung 7 gezeigt, trat ein Schlaganfall in den 1080 Tagen bei

einem Log Rang-Wert von 0,454 sowohl bei homozygoten Tragern des

selteneren Allels (n = 1 von 27; 3,7%) als auch bei homozygoten Tragern des
haufigeren Allels (n = 18 von 507; 3,6%) und Heterozygoten (AG) (n = 2 von 143;
1,4%) in ahnlicher Anzahl auf.

Der Unterschied zwischen den drei Genotyp-Gruppen ist bei diesem sekundaren

Endpunkt nicht signifikant. Folglich ist ein Schlaganfall im Durchschnitt Gber die
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drei Jahre bei 3,1% (n = 21 von 677) der Patienten der gesamten Kohorte

aufgetreten.
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurve, Blutung

Anhand dieser Auswertung (Abb. 8) ist zu sehen, dass homozygote Trager des
selteneren Allels (GG) in den ersten 400 Tagen haufigere Blutungsereignisse
hatten. Bezogen auf die gesamte Studienzeit trifft dies allerdings nicht zu (gesamt
n = 2 von 27; 7,4%). Bei den homozygoten Tragern des haufigeren Allels (AA)
traten bei n = 44 von 507 (8,7%) und bei den Heterozygoten (AG) bei n = 15 von
143 (10,5%) Blutungsereignisse auf. Diese Unterscheidung der Kurven ist bei
einem Log Rang-Wert von 0,747 nicht signifikant.
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Das Auftreten einer Blutung innerhalb der drei Studienjahre war unabhangig vom
Genotyp. Im Mittel betrug die Haufigkeit 9% (n = 61 von 677).

4.5 Kaplan-Meier-Kurven im rezessiven genetischen Modell
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurve rezessives genetisches Modell, kombinierter
Endpunkt

Mit einem Log Rang-Wert von 0,041 (Abb. 9) traten bei homozygoten Tragern
des selteneren Allels (GG) signifikant haufiger Ereignisse auf (n = 11 von 27,
40,7%) als bei Tragern des haufigeren Allels (AA, AG) (n = 154 von 650; 23,7%).
Diese Korrelation ist bereits anhand Abbildung 4 (Kaplan-Meier-Kurve,
kombinierter Endpunkt) und Tabelle 5 (p = 0,04) zu erkennen. Jedoch liegt in
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Abbildung 4 der Log Rang-Wert bei 0,076 und ist dementsprechend nicht
signifikant. Im Gegensatz dazu werden in Abbildung 9 homozygote Trager des
selteneren Allels (GG) allen Tragern des héaufigeren Allels (AA, AG)

gegenubergestellt, womit ein signifikanter Unterschied festgestellt werden kann.
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Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve rezessives genetisches Modell, Tod

Bei den Tragern des haufigeren Allels (AA, AG) starben innerhalb der 3 Jahre 82
von 650 (12,6%) Patienten und unter den homozygoten Tragern des selteneren
Allels (GG) 2 von 27 (7,4%). Mit dem Log Rang-Wert von 0,434 ist der leichte
Unterschied vernachlassigbar.

Dennoch bestatigt sich hier erneut die Tendenz, wie schon anhand Abbildung 5

und Tabelle 5 zu erkennen, dass die homozygoten Trager des selteneren Allels
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eine leicht bessere Uberlebensrate aufweisen als homozygote Trager des
haufigeren Allels oder Heterozygote. Allerdings wird hier, wie auch in den

erwdhnten Korrelationen das Signifikanzniveau nicht erreicht.
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Abbildung 11:. Kaplan-Meier-Kurve rezessives genetisches Modell,
Myokardinfarkt

Anhand Abbildung 11 ist deutlich der Unterschied der beiden Kurven zu
erkennen, was von einem Log Rang-Wert von 0,006 bestatigt wird. Homozygote
Trager des selteneren Allels (GG) erlitten signifikant héaufiger einen
Myokardinfarkt (n = 8 von 27; 29,6%) als Trager des haufigeren Allels (AA, AG)
(n =78 von 650; 12%).

a7



Bereits in Tabelle 5 (p = 0,007) und Abbildung 6 (Log Rang = 0,020) zeigt sich
das Auftreten des sekundaren Endpunkts ,Myokardinfarkt* signifikant
unterschiedlich zwischen den verschiedenen Genotypen. Im rezessiven

genetischen Modell tritt diese Differenz deutlich starker hervor.
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurve rezessives genetisches Modell, Schlaganfall

Anhand der Abbildung 12 ist zu erkennen, dass sich die beiden Kurven nicht
signifikant voneinander unterscheiden. Bei homozygoten Tragern des selteneren
Allels (GG) traten innerhalb der 1080 Tage bei einem von 27 Patienten (3,7%)
ein Schlaganfall auf und bei Tragern des haufigeren Allels waren es 20 von 649
(3,1%) Probanden.

Im Vergleich zu Abbildung 7 kann auch im rezessiven genetischen Modell keine

Abhangigkeit des Auftretens des sekundaren Endpunkts Schlaganfall festgestellt
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werden. Somit ist davon auszugehen, dass die verschiedenen Genotypen keinen

Einfluss auf das Ereignis ,Schlaganfall“ haben.
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Abbildung 13: Kaplan-Meier-Kurve rezessives genetisches Modell, Blutung

Entsprechend der Kaplan-Meier-Kurve beziglich des Schlaganfalls (Abb. 12)
unterscheiden sich auch hier bei den Blutungsereignissen die beiden Kurven
kaum (Log Rang = 0,765). Bei homozygoten Tragern des selteneren Allels (GG)
traten bei 2 von 27 Patienten (7,4%) Klinisch relevante Blutungen auf. Bei den
Tragern des haufigeren Allels (AA, AG) waren es 59 von 650 (9,1%).

Somit ist anhand dieser Korrelation als auch bei der in Abbildung 8 davon
auszugehen, dass die Blutungsereignisse innerhalb der drei Studienjahre

unabhangig zwischen den homozygoten Tragern des selteneren Allels, den

49



homozygoten Tragern des haufigeren Allels und den Heterozygoten auftraten.
Insgesamt hatten 6% (n = 61 von 677) der Patienten Klinisch relevante

Blutungsereignisse.

4.6 Einfache Boxplots der FACS- und ELISA-Analyse
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Abbildung 14: Einfacher Boxplot fir CyPA MFI

Abbildung 14 prasentiert die Oberflachenexpression von CyPA auf den
Thrombozyten von insgesamt 333 Patienten (AA, n = 254; GG, n =7; AG, n =
72). Diese wurde mittels MFI dargestellt. Der Median liegt bei homozygoten
Tragern des haufigeren Allels bei 18,2, der Mittelwert bei 20,0 und die
Standardabweichung betréagt 9,1. Bei den homozygoten Tragern des selteneren
Allels liegt der Median bei 14,95, der Mittelwert bei 20,1 und die
Standardabweichung bei 11,6. In der Gruppe der Heterozygoten ist der Median
19,3, der Mittelwert 21,4 und die Standardabweichung 9,4. Mit einem p-Wert von
0,359 lieBen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Oberflachenexpression bei homozygoten Tragern des haufigeren Allels,

homozygoten Tragern des selteneren Allels oder Heterozygoten feststellen.
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Somit scheint die Oberflachenexpression des CyPA auf Thrombozyten nicht

wesentlich von den verschiedenen Alleltragern abzuhangen.
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Abbildung 15: Einfacher Boxplot fur CyPA ELISA

Anhand Abbildung 15 ist die Serumkonzentration von CyPA von insgesamt 122
Patienten bei homozygoten Tragern des haufigeren Allels (n = 92), homozygoten
Tragern des selteneren Allels (n = 3) und Heterozygoten (n = 27) dargestellt. Die
Analyse wurde mittels ELISA durchgefuhrt. Der Median liegt in der ersten Gruppe
bei 1,5, der Mittelwert bei 57,6 und die Standardabweichung bei 374,2. In der
zweiten Gruppe liegt der Median bei 1,6, der Mittelwert bei 1,7 und die
Standardabweichung bei 0,3. Die letzte Gruppe weist einen Median von 1,8,
einen Mittelwert von 78,4 und eine Standardabweichung von 260,7 auf.

Die Unterschiede sind mit einem p-Wert von 0,811 nicht signifikant.
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4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei der Untersuchung der Einzelnukleotidpolymorphismen konnte ein deutlich
hoherer Raucheranteil (p = 0,042) in der Gruppe der homozygoten Trager des
selteneren Allels evaluiert werden.

In der Cox-Regressionsanalyse konnte nachgewiesen werden, dass der
Polymorphismus CyPA PPIA rs6850 unabh&ngig von jeglichen berlcksichtigten
kardiovaskularen Faktoren mit dem primaren kombinierten Endpunkt
(Bonferroni-korrigiert p = 0,02) und dem Endpunkt Myokardinfarkt (Bonferroni-
korrigiert p = 0,01) assoziiert ist. Die Hazard ratio war fir den Myokardinfarkt um
das 3,15-fache und fir den kombinierten Endpunkt um das 2,48-fache erhoht.
Fur die Endpunkte Tod, ischamischer Schlaganfall und Blutung konnte eine
solche unabhangige positive Korrelation nicht festgestellt werden.

In der Uberlebensanalyse mittels Kaplan-Meier-Kurven unterschied sich die
Gegenuberstellung aller drei Alleltrdger von dem rezessiven genetischen Modell,
in dem die Summe der Trager des haufigeren Allels (AA, AG) mit den
homozygoten Tragern des selteneren Allels (GG) verglichen wurden.

So konnte kein signifikanter Unterschied zwischen homozygoten Tragern des
haufigeren Allels (AA), homozygoten Tragern des selteneren Allels (GG) und
Heterozygoten (AG) bezlglich der Endpunkte CE, Tod, IS und Blutung
nachgewiesen werden. Allerdings trat mit einem Log Rang-Wert von 0,02 der
sekundéare Endpunkt Myokardinfarkt haufiger bei homozygoten Tragern des
selteneren Allels (GG) als bei den anderen beiden Genotypen auf.

Im rezessiven genetischen Modell ergab die Analyse kein aussagekraftiges
Ergebnis beziiglich der Endpunkte Tod, isch&dmischer Schlaganfall oder Blutung.
Im Gegensatz zur oben beschriebenen Methode, zeigte sich in diesem Modell
ein signifikanter Unterschied (p = 0,041) zwischen den Tragern des haufigeren
Allels (AA, AG) und den homozygoten Tréagern des selteneren Allels (GG) beim
Auftreten des primaren kombinierten Endpunkts (CE). So kam es bei Letzteren
haufiger zu Ereignissen als bei Tragern des haufigeren Allels (AA, AG). Genauso
verhielt es sich bei dem sekundaren Endpunkt Myokardinfarkt. So erlitten

homozygote Trager des selteneren Allels (GG) signifikant haufiger (p = 0,006)
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einen Myokardinfarkt innerhalb der drei Studienjahre als Trager des haufigeren
Allels (AA, AG).

Schlussendlich  wurde in  Form von einfachen  Boxplots die
Oberflachenexpression auf Thrombozyten und die Plasmakonzentration von
CyPA bei den unterschiedlichen Alleltrdgern dargestellt. Die durch FACS
ermittelte Oberflachenexpression des CyPA unterschied sich nicht wesentlich (p
=0,359) zwischen den drei Gruppen (AA, GG, AG) und ist somit unabh&ngig vom
Genotyp.

Die Plasmakonzentration des CyPA wurde mit ELISA erfasst und zeigte sich in

ihrer Hohe im Vergleich auch als unabhangig vom Genotyp (p = 0,811).
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5. Diskussion

Die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind zum einen die
Erkenntnis, dass CyPA PPIA rs6850 unabhangig von anderen kardiovaskuléaren
Risikofaktoren und epidemiologischen Faktoren mit dem priméaren kombinierten
Endpunkt und dem Myokardinfarkt assoziiert ist. Zum anderen, dass das
kumulative Uberleben dieser Endpunkte fir homozygote Trager des selteneren
Allels (GG) signifikant geringer ist.

Die thrombozytare Oberflachenexpression und die Plasmakonzentration des
CyPA ist nach der Analyse mit ELISA und FACS unabhangig von der
Allelhaufigkeit des untersuchten Polymorphismus. Genauso verhélt es sich beim
Auftreten der anderen sekundéaren Endpunkte Tod, ischdmischer Schlaganfall,
sowie klinisch relevante Blutungen.

Wie zu Beginn dieser Arbeit erlautert, katalysieren die Cyclophiline die
Isomerisierung der Peptid-Bindung von trans- zu cis-Form an Prolinresten und
ermoglichen im Kérper die Proteinfaltung durch ihre peptidyl-prolyl-lsomerase-
Aktivitat.

Neben der Proteinfaltung hat insbesondere CyPA noch eine Transportfunktion,
sowie die Fahigkeit der T-Zell-Aktivierung und der zellularen Signaltransduktion.
(Nigro/Pompilio/Capogrossi, 31.10.2013) Wie hier mittels ELISA gemessen und
in Boxplots dargestellt, ist CyPA auch extrazellular im Serum zu finden. Es wird
demnach zuséatzlich sezerniert. Hervorgerufen wird diese Sekretion als Antwort
auf eine Entziindungsstimulation beispielsweise durch Hypoxie, Infektion oder
oxidativen Stress. (Jin u. a., 27.10.2000; Seko u. a., 2004; Sherry u. a., 1992;
Suzuki u. a., 31.03.2006)

Somit beeinflusst CyPA die interzellulare Kommunikation sowohl als auto-, als
auch als parakriner Faktor. Hierbei stimuliert das extrazellulare CyPA die
Entziindungsreaktion der Endothelzellen und der vaskularen glatten
Muskelzellen (VGM) als proinflammatorisches Zytokin. (Jin u. a., 27.10.2000;
Suzuki u. a., 31.03.2006; Yang u.a., 2005) Zusatzlich hat es eine hohe
chemotaktische Wirkung auf Leukozyten, Monozyten und Lymphozyten. (Sherry
u. a., 1992; Xu u. a., 1992)
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Es kann folglich darauf geschlossen werden, dass die CyPA-Serumkonzentration
in positiver Korrelation mit der Schwere und dem Vorkommen entzindlicher
Erkrankungen steht. (Billich u. a., 1997; Stemmy u. a., 2011; Tegeder u. a., 1997)
Als Quellen fur das extrazellulare Vorkommen wurden bereits die vaskularen
glatten Muskelzellen angegeben. Des Weiteren wurde die Aktivierung von
Myosin Il infolge des Rho-Rock2-Signals als pathophysiologisch relevante Quelle
des CyPA beschrieben. (Suzuki u. a., 31.03.2006; Tang u. a., 2017) Jedoch
sollte bei der Interpretation der CyPA-Wirkung beachtet werden, dass CyPA bei
niedrigen Konzentrationen die Endothelzellproliferation, die Tubulogenese, die
Invasionskapazitat und die Migration erhdéht. Zudem wird mehr aktive Matrix-
Metall-Proteinase-2 sezerniert. Bei hohen Konzentrationen entfaltet CyPA
allerdings eine gegensatzliche Wirkung, indem es die EZ-Migration und
Uberlebensfahigkeit herabsetzt. (Kim u. a., 2004)

Eine weitere Untersuchung zeigt, dass CyPA als redox-sensitiver sezernierter
Mediator als Wachstumsfaktor der vaskuléaren glatten Muskelzellen auftritt (Jin
u. a., 2000) und somit Kardiomyozyten vor oxidativem Stress schitzen soll.
(Doyle/Virji/Crompton, 1999) Demzufolge wirde ein schnellerer Abbau und eine
geringere Expression eher zu kardiovaskularen Schaden beitragen, was Palacin
et al. in ihrer experimentellen Arbeit allerdings nicht nachweisen konnten. Sie
vermuteten dennoch, dass die SNPs rs8177826 (-11 G/C) und rs6850 (+36 G/A)
Erkrankungen beeinflussen, bei denen CyPA eine Rolle spielt. (Palacin u. a.,
2008)

Es ist anzumerken, dass Palacin et al. lediglich 250 Patienten mit koronarer
Herzerkrankung untersuchten und diese mit 250 gesunden Patienten verglichen.
Dabei waren alle Probanden von mannlichem Geschlecht und 92% der
Patientengruppe waren Raucher. Im Gegensatz dazu waren es lediglich 40% in
der Referenzgruppe. Ein weiterer Unterschied zu der vorliegenden Studie ist,
dass Palacin et al. die statistische Analyse mit Odds ratio durchfihrten und nicht,
wie in dieser Arbeit mit Hazard ratio (sowie der Cox-Regression und Kaplan-
Meier-Kurven). Zudem kamen in deren Patientengruppe 4 und in deren
Referenzgruppe 5 Probanden mit dem Polymorphismus rs6850 vor. (Palacin

u. a., 2008) In der vorliegenden Analyse waren es 27 von 677 Probanden.
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Durch das Sammeln und Analysieren der Blutproben, sowie der anschlielRenden
retrograden  Befragung der  Studienteilnehmer, konnte Uber die
Uberlebenszeitanalyse in den 3 Studienjahren ein signifikanter Unterschied
zwischen den Alleltragern herausgearbeitet werden. Die Vermutung von Palacin
et al., dass durch den SNP rs6850 das Auftreten eines Myokardinfarkts
wahrscheinlicher ist, konnte somit trotz anfanglicher gegenteiliger Annahme
nachgewiesen werden. In den Ergebnissen trat zudem der primare kombinierte
Endpunkt (CE) signifikant haufiger bei homozygoten Tragern des selteneren
Allels auf. Da die Darstellung des kombinierten Endpunkts das unabhé&ngige
Auftreten aller anderen sekundaren Endpunkte (Tod, Myokardinfarkt,
ischamischer Schlaganfall und Blutung) zusammenfasst, ist die Differenz der
Kurven durch das Ergebnis des sekundaren Endpunkts ,Myokardinfarkt” bedingt.
Fir die weiteren sekundaren Endpunkte konnte kein Zusammenhang zwischen
dem Einzelnukleotidpolymorphismus und den Ereignissen festgestellt werden.
In der vorliegenden Arbeit konnte keine positive Korrelation zwischen der
unterschiedlichen Allelhaufigkeit des untersuchten Polymorphismus und der
Oberflachenkonzentration von CyPA festgestellt werden (siehe Abbildung 14).
Gleichermal3en verhielt es sich bei den Serumkonzentrationen des CyPA (siehe
Abbildung 15), obwohl der Polymorphismus die Struktur des CyPA negativ
beeinflussen und fur einen schnelleren Abbau sorgen soll. (Hahn u. a., 2012;
Hahn/Ciesek, 2015) Die darauf begriindete Schlussfolgerung, dass Patienten mit
dem Polymorphismus eine geringere CyPA-Serumkonzentration haben, konnte
folglich nicht nachgewiesen werden. Allerdings wurden AusreiRer bei der
deskriptiven Statistik nicht extrahiert und kénnten das Ergebnis beeinflusst
haben. Diese Beeinflussung gilt jedoch nur fur die Standardabweichung und den
Mittelwert, nicht fur den Median.

Da speziell zur untersuchten Thematik des Einzelnukleotidpolymorphismus
rs6850 im Zusammenhang mit der symptomatischen koronaren Herzerkrankung
nur wenige Forschungsergebnisse vorliegen, sind weitere Studien zu diesem
Themengebiet von eminenter Bedeutung. AuRerdem sollte das Intervall der
Datenerhebung mdglichst von drei auf finf oder mehr Jahre erweitert werden,

um auch langfristig reprasentative Ergebnisse zu erhalten. Ahnlich verhélt es sich

56



mit der Anzahl der Studienteilnehmer. Mit einer Anzahl von 752 Patienten konnte
eine moderate Stichprobe betrachtet, bzw. eine Teilerhebung durchgefihrt
werden. In der deskriptiven Statistik in Form der Boxplots waren es 333 bzw. 122
Probanden (FACS, n=333; ELISA, n=122). Es kann somit grundsatzlich auf die
Grundgesamtheit geschlossen werden, dennoch sollten in n&chster Zeit weitere
Patienten in die Datenerhebung eingeschlossen werden, um noch umfassendere
Ergebnisse zu erhalten.

Des Weiteren bestand die Kohorte aus Patienten mit stabiler KHK und dem ACS.
Diese Zusammensetzung konnte die Prognose beeinflussen. Der
Aufnahmegrund (stabile KHK oder ACS) stellte jedoch in dieser multivariaten
Analyse keine Storgrol3e dar.

Ein weiterer Punkt ist die Evaluation der Daten durch das Telefon-Interview. Es
wurde von den durchfihrenden Personen indes auf die Objektivitat und die
Reliabilitat ihrer Befragung geachtet, dennoch kénnte ein Interview-Protokoll fur
einheitlichere und objektivere Fragen und Antworten sorgen. Eine weitere
Schwachstelle liegt in den Antworten der Studienteilnehmer. So war flr viele eine
klinisch relevante Blutung schwer vorstellbar oder sie hatten deren Auftreten
maoglicherweise Uber die Zeit vergessen. Aul3erdem kdnnten einige Ereignisse
verfalscht worden oder verloren gegangen sein, falls sich die genaue zeitliche
Einordnung fir den Patienten schwer darstellte. Insbesondere bei der Befragung
von Angehorigen der verstorbenen Probanden, die sich an kardiovaskulare
Ereignisse vor dem Tod ihres Verwandten erinnern mussten, lag aufgrund der
Emotionalitat die Schwierigkeit der persdnlichen Befragung.

Wenn die Patienten der Studie in den drei Jahren regelmal3ig im
Universitatsklinikum Tidbingen behandelt worden waren, konnten die Daten
zusatzlich mit Arztbriefen oder Operationsberichten erfasst werden. Dies
erforderte allerdings das grindliche Durcharbeiten dieser Dokumente.
Grundvoraussetzung war hierbei die Vollstandigkeit der Diagnosen und deren
sorgfaltige Auflistung. Auf diese Weise war die genaue zeitliche Einordnung von
kardiovaskuléren Ereignissen mdglich. Sollten Diagnosen oder Blutungen gefehlt
haben oder nur im Fliel3text erwdhnt worden sein, ist auch hier von einem

moglichen Datenverlust auszugehen.
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Um eine optimale Datenerhebung mit moglichst geringen Verlusten von
Ereignissen und damit genaueren Ergebnissen zu gewahrleisten, empfiehlt der
Verfasser dieser Arbeit eine engere Zusammenarbeit und mehr Austausch mit
weiteren behandelnden Arzten und Krankenhdusern. Es muss hierbei
konsequent darauf geachtet werden, dass etwaige Datenschutzgesetze, sowie
die arztliche Schweigepflicht nicht verletzt werden. Weiterhin bendtigt es eine
detaillierte  Aufklarung und spezifische Einverstandniserklarungen der
teiinehmenden Patienten. So kénnten zuklnftig aufgetretene Ereignisse besser
evaluiert und zeitlich eingeordnet werden.

Sollten die Ergebnisse dieser Arbeit bei weiteren Untersuchungen bestétigt
werden, eroffnet sich ein neuer Risikoindikator fir das Auftreten und den Verlauf
der koronaren Herzerkrankung. Dieser konnte kunftig in die individuelle
Bewertung des Krankheitsbildes eingebunden werden und erméglicht fir den
Patienten und den Behandler einen weiteren Fortschritt hin zur
Prazisionsmedizin. (Thomas/Lip, 2017) Weiterfuhrend kénnte das Risiko des
Auftretens eines Myokardinfarkts in Zukunft besser definiert und die Therapie mit
Antikoagulanzien und Thrombozytenaggregationshemmern bei
Hochrisikopatienten angepasst werden.

Diesbezuglich ist ein wichtiges Ergebnis der Arbeit, dass das Vorkommen von
klinisch relevanten Blutungen bei den homozygoten Tragern des selteneren
Allels nicht signifikant h&ufiger war als bei den homozygoten Tréagern des
haufigeren Allels oder den Heterozygoten. Dank dieser Erkenntnis ist eine
starkere antikoagulative Therapie zur Verringerung thromboischamischer
Ereignisse ggf. moglich, bzw. empfehlenswert.

Obwohl noch unklar ist, ob das Testen genetischer Polymorphismen fir den
Patienten, die Diagnose, die Prognose oder die Medikation von Nutzen ist
(Cambien, 2005), ermdglicht die Entdeckung und Untersuchung relevanter Gene
dennoch eine bessere Einschatzung des Erkrankungsrisikos. (Wang, 2005)
Dies kann und sollte kinftig die Therapievorgaben im klinischen Alltag

vereinfachen und schlussendlich die Prognose der Patienten verbessern.
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Insbesondere zu diesem Thema des Einzelnukleotidpolymorphismus rs6850 im
konkreten Zusammenhang mit CyPA und deren Beeinflussung von
kardiovaskularen Ereignissen liegen noch wenige Studien vor.

Aufgrund dessen sind weitere Untersuchungen von eminenter Bedeutung, um
die Ergebnisse dieser Arbeit zu stitzen. Insbesondere sollte eine hohere Anzahl
an Probanden und eine verbesserte Evaluation der Daten angestrebt werden,
um die Studie weiter auszubauen. Erst dann kann die Genotypisierung von
Patienten mit einer KHK oder einem ACS ein sinnvoller und hilfreicher

Risikoscore werden.
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6. Zusammenfassung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit konnte aufgezeigt werden, dass CyPA PPIA rs6850
unabh&ngig von anderen kardiovaskularen Risikofaktoren mit dem Auftreten des
priméren kombinierten Endpunkts und dem Myokardinfarkt assoziiert ist. Wenn
die drei Alleltrager (AA, GG, AG) untereinander verglichen werden, tritt ein
Herzinfarkt bei homozygoten Tragern des selteneren Allels (GG) signifikant
haufiger auf. Den primaren kombinierten Endpunkt betreffend, wird lediglich im
rezessiv genetischen Modell das Signifikanzniveau (< 0,05) erreicht. Die
Oberflachenexpression, sowie die Serumkonzentration von CyPA unterschied
sich zwischen den drei Genotypen nicht wesentlich.

Es wurden 752 Patienten genotypisiert und retrospektiv nach 3 Jahren befragt.
Dabei war der urspringliche Aufnahmegrund bei 368 Probanden die stabile KHK
und bei 384 das ACS. Die Ergebnisse wurden mittels Cox-Regressionsanalysen
und Kaplan-Meier-Kurven ermittelt.

Blutproben von 333 Patienten konnten mittels FACS untersucht werden. Davon
litten 158 an stabiler KHK und 175 an dem ACS. Mit ELISA wurden 122
Blutproben analysiert (74 von Patienten mit stabiler KHK und 48 mit ACS). Somit
konnte die CyPA-Serumkonzentration und die Oberflachenexpression von CyPA
auf den Thrombozyten gemessen werden.

Die Studienergebnisse deuten darauf hin, dass der
Einzelnukleotidpolymorphismus rs6850 des PPIA-Gens ein hoheres
Myokardinfarktrisiko birgt. Er kénnte kinftig als Risikoparameter gemessen
werden, um beispielsweise Hochrisikokollektive hinsichtlich eines zukunftigen
Myokardinfarkts zu identifizieren und gegebenenfalls die Therapie Uber

Verlangerung oder Verklrzung der antithrombozytaren Therapie anzupassen.
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