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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Thrombozytenaqgdreqgation und Stentthrombose

Das akute Koronarsyndrom (engl.: ,acute coronary syndrome*”, ACS) hat eine hohe
Letalitat zur Folge [1]. In der Behandlung des ACS stellt die perkutane transluminale
koronare Angioplastie (PTCA) den Goldstandard dar [2]. Durch eine gesteigerte
Thrombozytenaktivierung kbnnen im Zuge einer PTCA mit Stenting thrombotische
Komplikationen auftreten. Die Stentthrombose ist eine gefiirchtete thrombotische
Komplikation der PTCA, da haufig erneut gro3e Myokardinfarkte, z.T. mit Todesfolge
resultieren [3, 4]. Fur die Diagnose der Stentthrombose lieferte das ,academic re-

search consortium“ (ARC) eine einheitliche Definition [4, 5].

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Ursachen der Stentthrombose. Hierbei
wird auf das zur Prophylaxe einer Stentthrombose (s. Kap. 1.1.1) eingesetzte Medi-
kament Clopidogrel (s. Kap. 1.2) bzw. auf dessen teilweise ungentugende Wirkung in
der Thrombozytenaggregationshemmung (Clopidogrel-Resistenz, s. Kap. 1.2.2) ein-
gegangen. Das Hauptaugenmerk bei der Ursachenbestimmung der Stentthrombose
liegt dabei auf der Atiologie der Clopidogrel-Resistenz. Hierbei spielen die Kandida-
tengene P2RY12 (Ziel-Rezeptor) und Cyp3A4 (Metabolisierung) eine wichtige Rolle
(s. Kap. 1.3). Eine adaquate Funktion (P2RY12) bzw. Aktivitat (Cyp3A4) dieser Pro-
teine ist fur die Wirkung des Medikaments unerlasslich und Gen-Varianten, die eine
eingeschréankte Funktion der Proteine bedingen, kénnten die Clopidogrel-Resistenz
erklaren. Die beiden 0.g. Gene werden in der vorliegenden Arbeit eingehend unter-
sucht.

1.1.1 Ursachen und Ausldser der Stentthrombose

Die Stentthrombose kann verschiedene Ausloser haben. Sie kann mechanischen
Ursprungs sein, wie z.B. eine unzureichende Stent-Expansion bzw. ein langstrecki-
ges Stenting sowie eine Gefal3dissektion [3]. Diesen mechanischen Ursachen ge-
mein sind erhdhte Scherkrafte im Blutdurchfluss, die fir die Ausbildung einer
Stentthrombose verantwortlich sein konnen [6]. Als Fremdkorper kann der Stent
selbst die Gerinnungskaskade aktivieren und eine Stentthrombose auslosen [7]. Ne-

ben den mechanischen Ursachen spielen bei der Ausbildung einer Stentthrombose
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auch patientenspezifische Faktoren eine wesentliche Rolle. So konnte in Studien
gezeigt werden, dass Patienten mit einem Diabetes mellitus [8], einer niedrigen Ejek-
tionsfraktion [9] oder einem hohen Alter [10] ein hoheres Risiko haben, an einer

Stentthrombose zu erkranken.

Durch den Einsatz medikamentenbeschichteter Stents (engl.: ,drug eluting stent",
DES) konnte die Zahl wiederholter Interventionen im Stentbereich reduziert werden
[11]. Im Gegensatz zu ,bare metal stents” (BMS) setzen DES kontinuierlich Paclitaxel
(Spindelgift) [12] oder Sirolimus (= Rapamycin, mTOR-Inhibitor) [13] frei und wirken
so der Intimaproliferation mit konsekutiver In-Stent-Restenose entgegen [14, 15]. Der
niedrigeren In-Stent-Restenose-Rate bei DES steht allerdings eine erhdhte Throm-
bozytenaktivierung gegentber, die wiederum durch verschiedene Mechanismen fir
eine Stentthrombose verantwortlich sein kann [7, 16]. Um Stentthrombosen durch
0.9. Ursachen bzw. Ausléser zu vermeiden, wird Clopidogrel sowohl bei BMS als
auch bei DES als Thrombozytenaggregationshemmer eingesetzt (s. Kap. 1.2).

1.2 Clopidogrel

Das oral aufgenommene Clopidogrel gehdrt zur Gruppe der Thienopyridine [17-19].
Die intestinale Resorption des Medikaments erfolgt zu ca. 50% und wird nicht durch
die Nahrung beeinflusst [20]. Bei der hepatischen Metabolisierung von
Clopidogrel entstehen zwei Hauptmetabolite: die pharmakologisch unwirksame Car-
boxylsdureform (85%) und das zunachst auch pharmakologisch inaktive 2-Oxo-
Clopidogrel [21]. Dieses 2-Oxo-Clopidogrel wird Cytochrom-P450-abhangig (Cyp, s.
Kap. 1.3.2) oxidiert und hydrolysiert, sodass mit dem Thiol-Derivat der eigentlich ak-
tive Metabolit entsteht [21]. Aufgrund der grof3en Instabilitdt der Thiol-Form lasst sich
diese im Blut nicht nachweisen [21]. Ziel der Thiol-Form ist der Gi-gekoppelte
P2RY12-Rezeptor auf Thrombozyten, der fir die Adenosindiphosphat-(ADP)-
induzierte Aktivierung des Glykoprotein-lib/llla-Komplexes (GP-lIb/llla) mit Thrombo-
zytenaggregation verantwortlich ist und durch das Wirken von Clopidogrel gehemmt
wird (s. Abb. 1 und Kap. 1.3.1) [22]. Die schnelle und irreversible Interaktion zwi-
schen der Thiol-Form und dem P2RY12-Rezeptor wurde von Savi et al. erklart [23].
Ein ,steady-state* der Thrombozytenaggregationshemmung durch Clopidogrel wird
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nach sechs Gaben erreicht [24]. Nach Absetzen des Medikaments halt eine erreichte
50%ige Inhibition der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation noch weitere acht

Tage an.

Abb. 1 Vereinfachte Darstellung der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation und Hemmung
des P2RY12-Rezeptors durch Clopidogrel nach [25]: ADP aktiviert den Gi-gekoppelten P2RY12-
Rezeptor (schwarzer Pfeil). Durch diese Aktivierung sinkt der intrazellulare cAMP-Spiegel und der GP-
lIb/llla-Rezeptor wird aktiviert. Der GP-IIb/llla-Rezeptor bindet freies Fibrinogen (Striche zwischen den
Thrombozyten) und sorgt so fir die Quervernetzung mehrerer Thrombozyten in der Thrombo-
zytenaggregation. Clopidogrel inhibiert den P2RY12-Rezeptor (roter Pfeil), sodass die ADP-Induktion
der Thrombozyten nicht erfolgen kann und die Plattchenaktivierung ausbleibt.

ADP Clopidogrel

Thrombozyt

cAMP-
Abnahme

GP-lIb/llla

Thrombozyt

1.2.1 Clopidogrel nach PTCA

Clopidogrel soll die Aktivierung der Thrombozyten durch Adenosindiphosphat (ADP)
(s. Kap. 1.2) vermeiden und so eine PTCA mit Stenting ohne schwerwiegende
thrombotische Komplikationen erméglichen. In grol3en randomisiert-doppelblinden
Studien konnte gezeigt werden, dass eine kombinierte Therapie aus Acetylsalicyl-
saure (ASS) und Clopidogrel, im Vergleich zur vormaligen Standardtherapie (nur
ASS), die bestmdgliche Thrombozytenaggregationshemmung darstellt [26-29]. Daten
aus der PCI-CURE-Studie (n=2658) und der CREDO-Studie (n=2116) bestétigen,
dass durch den Einsatz der dualen Thrombozytenaggregationshemmung eine lang-
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fristige Reduktion von kardiovaskularen Ereignissen zu verzeichnen ist [28, 30]. Die
PCI-CLARITY-Studie (n=1863) und die ISAR-CHOICE-Studie konnten den Nutzen
einer zusatzlichen Clopidogrelgabe vor der PTCA (,loading dose*) darlegen [31, 32].
Diese zusatzliche ,loading-dose* wird zwar seitdem empfohlen, jedoch besteht noch
kein Konsens uber die Dosis (300 mg vs. 600 mg) [1]. In einer aktuellen prospektiv-
randomisierten Studie konnte bei erhdhten pra-PTCA-Thrombozytenaktivitdten durch
hohere ,loading-dose“-Gaben eine Reduktion der Stentthrombose-Rate erreicht wer-
den [33].

Trotz der positiven Datenlage fur den Nutzen von Clopidogrel (zusatzlich zu ASS),
kann das Medikament thrombotische Komplikationen wie eine Stentthrombose nicht
in jedem Fall verhindern. Epidemiologische Zahlen veranschaulichen die Fatalitat der
Stentthrombose und die Relevanz einer funktionierenden Thrombozytenaggrega-
tionshemmung durch Clopidogrel zur Stentthromboseprophylaxe. Eine gepoolte Stu-
die (n=6186) konnte an BMS-versorgten Patienten und nachfolgender dualer Thera-
pie die Frage nach der Haufigkeit der Stentthrombose beantworten [3]. So wurden 45
(0,7%) angiografisch validierte BMS-Stentthrombosen identifiziert. Eine repréasentati-
ve Studie konnte bei 6816 DES-Patienten nach vier Jahren eine kumulative Inzidenz
fur die Stentthrombose von 1,2% feststellen [34]. Die Triton-TIMI-38-Studie zeigte,
dass BMS- und DES-Stentthrombosen bei 89% der Patienten zum Myokardinfarkt

oder zum Tod fuhren [4].

1.2.2 Clopidogrel-Resistenz

In der vorliegenden Arbeit wird der Terminus Clopidogrel-Resistenz fur ein ungenu-
gendes Ansprechen von Clopidogrel bei der Hemmung der Thrombozytenaggrega-
tion verwendet. Daten Uber die Variabilitdt in der Wirkung von Clopidogrel wurden
erstmalig von Jaremo et al. publiziert [35]. In der kleinen Studie (n=18) konnte eine
Heterogenitdt in der Thrombozytenaktivierbarkeit einzelner Patienten unter
Clopidogrel aufgezeigt werden. Die klinische Relevanz dieser Beobachtungen war
zum damaligen Zeitpunkt noch nicht vollends geklart, jedoch wurde ein héheres Risi-
ko fur thrombotische Ereignisse bei Clopidogrel-resistenten Patienten diskutiert. Die
Beobachtung der Clopidogrel-Resistenz wurde mehrfach als Hauptursache fur

thrombotische Ereignisse wie die Stentthrombose ausgemacht [6, 36-41]. Insbeson-

4
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dere die ungentigende Clopidogrelwirkung am P2RY12 wurde flr die Ausbildung der
Stentthrombose als ursachlich bezeichnet [40]. Eine aktuelle Arbeit konnte durch
eine ex-vivo P2RY12-Aktivitdtsmessung bei DES-Patienten, die unter Clopidogre-
leinnahme gesichert eine Stentthrombose erlitten hatten, eine Clopidogrel-Resistenz
bei 40% der Kollektivpatienten nachweisen [42]. Bonello et al. konnten in einem
PTCA-Kollektiv eine selbst durch maximale ,loading doses* (bis 2400 mg Clopidog-
rel) nicht beeinflussbare Clopidogrel-Resistenz von 8% zeigen [33]. Eine Meta-
Analyse prasentierte Zahlen aus 25 Studien mit insgesamt 3688 PTCA-Patienten, die
eine Pravalenz von 20% fir eine Clopidogrel-Resistenz zeigten [43]. Obwohl die
Werte fur die Pravalenz der Clopidogrel-Resistenz durch unterschiedliche Messtech-
niken und Definitionen einer hohen Streuung (8%, 20%, 40%) unterliegen, dokumen-
tieren die Zahlen die Bedeutung fur die interventionelle Kardiologie bei der Nachsor-
ge der PTCA mit Stenting und rechtfertigen weitere Untersuchungen zur Clopidogrel-

Resistenz.

1.2.3 Erklarungsansatze fir die Clopidogrel-Resistenz

In der Vergangenheit wurden diverse Faktoren, die fir eine Clopidogrel-Resistenz
verantwortlich sein kodnnen, diskutiert [44]. Die Wirkung eines Pharmakons kann
durch pharmakokinetische oder pharmakodynamische Mechanismen beeinflusst
werden [45]. Die Pharmakokinetik beschreibt die Einflisse des Kdrpers auf das Me-
dikament. Hierbei sind Vorgange wie die Resorption, Metabolisierung und Elimination
gemeint. Bei der Erklarung der Clopidogrel-Resistenz ist insbesondere die Metaboli-
sierung von Interesse (s. Kap. 1.2.3.2). Bei der Pharmakodynamik handelt es sich
um Einflusse des Medikaments auf den Organismus. Hier filhren insbesondere Me-
chanismen auf Rezeptorebene zur Clopidogrel-Resistenz (s. Kap. 1.2.3.1). Ferner
konnen aul3ere Umstéande fiur eine Clopidogrel-Resistenz verantwortlich sein (s. Kap.
1.2.3.3).

1.2.3.1 Eingeschrankte Wirkung am Rezeptor (Pharmakodynamik)

Die aktive Thiol-Form des Clopidogrels wirkt schnell und irreversibel am P2RY12-

Rezeptor auf Thrombozyten und bedingt so die erwiinschte Aggregationshemmung
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[22]. Durch eine eingeschrankte Interaktion zwischen dem Rezeptor und der Droge,
die durch eine genetische Variante des P2RY12-Rezeptors bedingt sein kbnnte, lie-
3e sich die Clopidogrel-Resistenz erklaren (s. Kap. 1.3.1).

1.2.3.2 Unzureichende Bioverfligbarkeit von Clopidogrel (Pharmakokinetik)

Die Bioverfiigbarkeit beschreibt den in die systemische Zirkulation gelangenden An-
teil einer oral aufgenommenen Droge [45]. Bei einer zu geringen Bioverfugbarkeit
gelangt zu wenig des verabreichten Medikaments in die Zirkulation. Dies ist im Fall
von Clopidogrel auf eine unzureichende Aktivierung des Medikaments zurtckzufih-
ren. Clopidogrel muss als ,Prodrug” hepatisch in die aktive Form tberflhrt werden (s.
Kap. 1.2). Diese Aktivierung verlauft Cytochrom-P450-(Cyp)-abhangig und wird zum
grodten Teil durch das Cyp3A4-Isoenzym bewerkstelligt (s. Kap. 1.3.2) [46-49]. Auch
andere Cyp-lsoenzyme sind an der Aktivierung des Medikaments beteiligt und wur-
den als relevant fur eine Clopidogrel-Resistenz diskutiert [50-54]. Verschiedene Um-
stande koénnen dazu fuhren, dass dieser enzymatische Vorgang unzureichend ab-
lauft. Hierzu zahlen die Medikamenten-Interaktionen am Cytochrom-P450-System.
Insbesondere die gleichzeitige Einnahme von Statinen bzw. Protonenpumpeninhibi-
toren in Kombination mit Clopidogrel wurde als mdgliche Quelle einer Interaktion und
Erklarung einer Clopidogrel-Resistenz diskutiert [47, 48, 55, 56]. Ein weiterer mogli-
cher Mechanismus beruht auf dem Einfluss einer genetischen Variante des Cyp3A4-
Enzyms, die zu einer eingeschrankten Aktivierung des Medikaments fihren und so

die Clopidogrel-Resistenz erklaren konnte (s. Kap. 1.3.2).

1.2.3.3 Weitere mdgliche Ursachen der Clopidogrel-Resistenz

AuRere Umstande wurden ebenfalls als Ursache der Clopidogrel-Resistenz erortert
[57]. Dabei ist eine mogliche Unterdosierung der Medikation ebenso zu nennen wie
auch eine fehlende Compliance bzw. ein zu frihes Absetzen der Medikation. Hinzu
kommen patientenspezifische Faktoren, die eine generell erhdhte Thrombozytenakti-
vierung bedingen. Dies sind z.B. ein erhéhter BMI [58] und ein Diabetes mellitus [59,
60].
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1.3 Schliisselproteine fiir die Wirkung von Clopidogr el

Die Wirkung von Clopidogrel ist von einer adaquaten Interaktion am P2RY12-
Rezeptor und einer Aktivierung durch Cyp3A4 stark abhangig. Varianten in den Ge-
nen beider Proteine, die zu einem veranderten Genprodukt fuhren, kdonnten die

Clopidogrel-Resistenz erklaren.

1.3.1 P2RY12

ADP dockt am G;i-Protein-gekoppelten P2RY12-Rezeptor an und sorgt durch eine
Inhibition der Adenylatcyclase flur einen intrazellular niedrigeren cAMP-Spiegel, der
eine Thrombozytenaktivierung nach sich zieht [22]. Das P2RY12-Gen befindet sich
auf Chromosom 3qg24-25 und besteht aus drei Exons [61]. Der P2RY12-Rezeptor ist
das Ziel von aktiviertem Thiol-Clopidogrel. Durch die irreversible Blockade des Re-

zeptors wird eine Thrombozytenaggregationshemmung bewirkt [22, 23].

Das Gen des P2RY12-Rezeptors wurde auf mdgliche Varianten, die eine Variabilitat
der Thrombozytenaggregation erklaren kénnten, untersucht. Fontana et al. analysier-
ten die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation bei 98 gesunden Probanden und
stellten fest, dass es Differenzen in der Aggregation der Plattchen gab [62]. Bei der
anschlielBenden Sequenzierung des P2RY12-Gens wurden zwei Haplotypen (H1 und
H2) identifiziert. H2 konnte eine erhdhte maximale Thrombozytenaktivierung durch
ADP nachgewiesen werden. Eine Fall-Kontroll-Studie der gleichen Arbeitsgruppe
prasentierte eine Assoziation von H2 (rs10935838, rs2046934, rs5853517 und
rs6809699) mit der Arteriosklerose [63], die in thrombotische Ereignisse wie Myo-
kardinfarkte munden kann. Die Hypothese fur die Erklarung der Clopidogrel-
Resistenz durch H2 wurde von anderen Studien mit einem Fokus auf den Haploty-
pen und einer Assoziation mit einer erhéhten Rate von thrombotischen Ereignissen
angezweifelt [64-66]. Eine weitere Untersuchung zeigte eine eingeschrankte Throm-
bozytenaggregationshemmung unter Clopidogrel, wenn die 52G>T-Variante
(rs6809699) und ein Polymorphismus im Cyp2C19-Gen vorhanden waren [53]. Dar-
uber hinaus konnte eine weitere Studie eine Assoziation der 34C>T-Variante in Exon
3 (rs6785930) mit Schlaganfallen zeigen [67]. Patienten mit der Variante hatten trotz
Clopidogreleinnahme ein 4,02-fach erhdhtes Risiko flr neurologische Ereignisse als



Einleitung

Nicht-Trager der Variante. Der Einfluss dieser Variante auf die Thrombo-
zytenaggregation wurde dagegen in anderen Studien untersucht und widerlegt [62,
65, 68]. Dass Polymorphismen im P2RY12-Rezeptor-Gen einen Einfluss auf die
Thrombozytenaggregation haben kénnen, haben Studien vorgefihrt, in denen Va-
rianten des Gens mit Blutungsstérungen verbunden sind [69-71]. Die Suche nach
neuen Varianten im P2RY12-Rezeptor-Gen, die eine erhéhte Thrombozytenaggrega-
tion bzw. eine Clopidogrel-Resistenz verursachen konnten, ist den vorgestellten In-

formationen zu Folge ein logischer Ansatzpunkt.

1.3.2 Cyp3A4

Das Gen fur das Cytochrom P450 der Subfamilie 3A, Polypeptid 4 (Cyp3A4) befindet
sich auf Chromosom 7q22.1 und besteht aus 13 Exons [72]. Im Jahr 1985 identifi-
zierten Watkins et al. Cyp3A4 in der menschlichen Leber [73]. Das Protein ist das am
haufigsten exprimierte Cyp-Enzym in der Leber [74] und unterliegt einer
transkriptionellen Regulation durch den ,pregnane-X-receptor* (PXR), der im Promo-
torbereich von Cyp3A4 bindet und die Expression des Proteins induziert [75].
Cyp3A4 ist an der oxidativen Metabolisierung von ca. 60% aller verabreichten Medi-
kamente beteiligt [75]. Lange Zeit war unklar, welches Cyp-Isoenzym hauptsachlich
die Aktivierung von Clopidogrel katalysiert. Lau et al. konnten 2003 in einer Studie
zeigen, dass Clopidogrel durch das Cyp3A4-Isoenzym in die aktive Form umgewan-
delt wird [47]. Zur in-vivo Aktivitdtsbestimmung von Cyp3A4 wurde in der Studie ein
Erythromycin-Atemtest verwendet. Neben Clopidogrel werden auch andere Pharma-
ka durch Cyp3A4 metabolisiert. Hierbei handelt es sich u.a. um Antihistaminika, Ben-
zodiazepine, Calciumantagonisten, Immunsuppressiva (Ciclosporin, Tacrolimuns),
Makrolide, Proteaseinhibitoren und Statine (nicht Pravastatin) [76]. Das Enzym kann
durch verabreichte Stoffe induziert und inhibiert werden [76]. Zu den Inhibitoren z&h-
len u.a. Proteaseinhibitoren, Makrolide (Erythromycin, Troleandomycin), Amiodaron,
Verapamil, Ciprofloxacin und Grapefruitsaft. Zu den Induktoren z&hlen u.a. Barbitura-
te, Glukokortikoide, Rifampicin und Johanneskraut. Das Wissen um die Metabolisie-
rung dieser Stoffe ist essentiell fiir das Verstandnis der Medikamenteninteraktion am
Cyp3A4.
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Das ,Human Cytochrome P450 (Cyp) Allele Nomenclature Committee” klassifiziert im
Cyp3A4 derzeit 17 intronische und 22 exonische Gen-Varianten [77]. Dartber hinaus
existieren weitere 7 intronische und 5 exonische SNPs, die noch nicht in die No-
menklatur eingeflgt wurden. Bei 7 der klassifizierten Gen-Varianten konnte mittels
in-vitro Untersuchungen eine Abnahme der Aktivitat von Cyp3A4 nachgewiesen wer-
den und bei einer sogar in-vivo. In einer japanischen Studie konnten mehrere LD-
Verhéltnisse von Cyp3A4-Varianten zu Cyp3A5-SNPs ermittelt werden [78]. Auch
Clopidogrel wird u.a. durch Cyp3A5 aktiviert [48]. Insbesondere bei dem Ergebnis
der LD-Analyse zu Cyp3A4*1G (IVS10+12G>A; rs2242480) und Cyp3A5*3
(rs776746) handelt es sich um eine bemerkenswerte Beobachtung: Cyp3A5*3 resul-
tiert in einer Splei3-Variante mit eingeschrankter Metabolisierung von Medikamenten
[79] und wird mit einem erhdhten Risiko, trotz Clopidogreleinnahme thrombotische
Ereignisse zu erleiden, in Assoziation gebracht [54]. Bei der rs4646437-Variante
konnte, neben einer geschlechtsabhangigen Expression und Aktivitdt von Cyp3A4,
ein erhohter Ciclosporinbedarf bei nierentransplantierten Patienten ausgemacht wer-
den [80, 81]. Bei der Analyse von Loukola et al. Uber die Assoziation eines Cyp3A4-
Haplotyps mit Prostatakrebs wurden Aussagen tUber mehrere Genvarianten getroffen
[82].

Auch fur Clopidogrel wurden Untersuchungen in Bezug auf den Einfluss einzelner
Gen-Varianten auf die Thrombozytenaggregationshemmung angestellt. Angiolillo et
al. analysierten 5 bekannte Varianten bei 45 Patienten unter Clopidogrel [83]. Der
IVS10+12G>A-Variante (Cyp3A4*1G, rs2242480) konnte in der Studie eine vermin-
derte GPIlIb/llla-Expression unter Clopidogrel nachgewiesen werden. Allerdings hatte
die Variante keinen Einfluss auf die Thrombozytenaggregation unter Clopidogrel. In
einer weiteren Studie mit 1419 KHK-Patienten unter einer dualen Thrombozyten-
aggregationshemmung wurde der Einfluss der IVS10+12G>A-Variante auf die
Thrombozytenaggregation untersucht [51]. Dem SNP konnte kein Einfluss auf die
Thrombozytenaggregation nachgewiesen werden. Fontana et al. untersuchten den
Einfluss der IVS10+12G>A-Variante bei 94 gesunden Probanden unter Clopidogrel
[84]. Den Probanden wurde eine ,loading-dose“ von 300 mg mit einer anschliel3en-
den Erhaltungsdosis von 75 mg téaglich fir den Zeitraum von einer Woche verab-

reicht. Bei Tragern der Variante konnte im Vergleich zu Nicht-Tragern keine Veran-
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derung in der Thrombozytenaggregation nachgewiesen werden. Die Untersuchung
des Gens auf neue oder bereits bekannte Varianten mit einem Einfluss auf den
Metabolismus von Clopidogrel ist eine logische Folgerung aus den vorgestellten
Informationen Uber Mechanismen der Clopidogrel-Resistenz mit Stentthrombose als

phanotypisches Korrelat (s. Kap. 1.4).

1.4 Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden alle Stentthrombosefélle, die sich im
Zeitraum von Januar 2005 bis Dezember 2006 im UK-SH Campus Lubeck ereigne-
ten, identifiziert. FUr die identifizierten Patienten wurde zur weiteren Charakterisie-
rung eine Phéanotypisierung durchgefihrt und ein Profil der tGbrigen Medikation er-
stellt. Nach dem weitestgehenden Ausschluss aller anderen fur eine Stentthrombose
in Frage kommenden Faktoren (s. Kap. 1.1.1), wurde eine Clopidogrel-Resistenz als
offensichtlich verantwortlich fir die Stentthrombosefalle angesehen. Die genaue Ur-
sache fir eine solche Clopidogrel-Resistenz ist noch nicht vollstandig geklart. Aus
pathophysiologischen Uberlegungen heraus koénnten genetische Varianten im
P2RY12- respektive im Cyp3A4-Gen fur die Clopidogrel-Resistenz verantwortlich
sein (Kandidatengenansatz). Um dieser Uberlegung nach zu gehen, wurden Exon-
und angrenzende Intron-Bereiche der Kandidaten-Gene bei den identifizierten
Stentthrombosepatienten genotypisiert. Ziel der Genotypisierung sollte die Identifizie-
rung neuer und bereits bekannter Gen-Varianten sein, die fur eine Verdnderung im
Genprodukt sorgen und die Clopidogrel-Resistenz bzw. die Atiologie der Stentthrom-
bose unter einer adaquaten Thrombozytenaggregationshemmung erklaren kénnten.
Die Erklarung der Clopidogrel-Resistenz kénnte die klinische Versorgung von PTCA-
Patienten in der Thrombozytenaggregationshemmung verbessern und so die Ver-
meidung von Stentthrombosen, beispielsweise durch ein prophylaktisches Screening
nach bekannten Clopidogrel-Resistenz-Genen, verbessern. Die Funktion der identifi-
zierten exonischen Varianten wurde auf einen moéglicherweise vorhandenen Amino-
saureaustausch im Genprodukt untersucht. Durch unterschiedliche Eigenschaften
der Seitenketten von Aminosauren kann ein Aminosaureaustausch zu einer Veran-
derung der Tertiarstruktur des Proteins fihren und so die Funktion des Proteins be-

einflussen. Auch die intronischen Polymorphismen wurden auf ihren moglichen Ein-
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fluss auf Splei3-Enzyme, auf Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren und auf Bin-
dungsstellen fur micro-RNAs untersucht. Ferner sind Kopplungsungleichgewichts-
analysen der identifizierten SNPs durchgefuhrt worden. Schliel3lich wurden die um-
liegenden Sequenzen der identifizierten Gen-Varianten einer speziesibergreifenden

Analyse von evolutionar konservierten Arealen unterzogen.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gerate sind in der Tabelle 1 genannt.

Tab. 1 Gerate

Gerét Hersteller

Agarosegelelektrophoresekammer Agagel maxi Biometra

Drucker P93 Mitsubishi
Erlenmeyerkolben 250 ml und 500 ml Schott
Fluorometer Biorad

Gelelektrophoresesystem

Micro-Tec-Brand

Kihlschranke

Siemens, Liebherr Premium

Magnetriihrer Big Squid IKA
Magnetstdbchen Rotabilo
Messzylinder 250 ml Roth
Mikrowelle Siemens
Monitor Santec
PCR Cooler (96er Platten) Eppendorf
PCR Lab Cycler SensoQuest
Pipetten Research 2,5; 10; 100; 1000 pl Eppendorf
Rotilabo®-Magnetstabchen Roth
Ruttler C-46 Labor Brand
SnapScan Scanner 310 AGFA
Touch down-PCR Hybaid
Tube-Sténder Neolab

UV-Lichtkammer mit Fotoapparat

Vilber Loumat

Voltmeter

Micro-Bio-Tec Brand

Vortex L64

Labor Brand

Waage ScalTec SBA 61

ScalTec

Zentrifuge Rotanta 460 R, Biofuge pico

Hettich Zentrifugen, Heraeus instruments

2.2 Chemikalien

Die fur die vorliegende Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

In Kapitel 2.4 werden die Losungen und Ansatze, die aus den genannten Chemika-

lien hergestellt wurden, erdrtert.

Tab. 2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
100 bp GrolRenstandard Invitrogen
Agarose Pulver QA Agarose™ QBiogene
Aqua ad injectabilia Delta Select
Borsaure 299,5% Sigma-Aldrich
Eppendorf® MasterMix (2,5x) Eppendorf
Essigsaure 100% Merck
Ethanol 10% T.J. Baker
Loading Dye Solution MBI Fermentas
SybrGreen Invitrogen
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2.3 Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 3 sind alle verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgelistet.

Tab. 3 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
96 Multiply® PCR-Platte Sarstedt AG & Co
Crystal QPCR-Film optical clear Biolab Products
DNA-Purification-Kit Puregene
Handschuhe (Latex) Peha Soft, Powderfree Hartmann
NucleoSpin extract Il Mackery Nagel
Parafilm “M” American National Can
Pipetten mit Fixvolumina 2, 5, 100, 1000 pl Eppendorf
Pipettenspitzen Eppendorf
PP-PCR-Gefal3 0,2 ml Greiner bio-one
Safe-Lock Tubes 1,5 ml Eppendorf
Wischtiicher Wypall X60

2.4 Losungen und Anséatze

Die Lésungen und Ansétze, die in der vorliegenden Arbeit Verwendung fanden, wer-

den mit Mengenangaben nachfolgend beschrieben.

10 x Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer

108 ¢ Trisbase (890 mmol/l)
55 ¢ Borsaure (890 mmol/l)
40 ml EDTA (20 mmol/l)

1000 ml Aqua dest.

Agarosegel 1%ig konzentriert

1 g Agarose-Pulver
100 ml 1x TBE-Puffer

Probenansatz fur Gelelektrophorese

75 PCR-Produkt
1 SybrGreen
1,5 ul Loading Dye
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2.5 Auswertungssoftware

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Auswertungssoftware ist in Tabelle 4 an-

gegeben.

Tab. 4 Verwendete Auswertungssoftware

Software Hersteller
Chromas (Version 2.13) Technelysium
Staden Package (Pregap v1.5, Gap v4.10, Spin v1.3) Sourceforge

2.6 Patienten

2.6.1 Phanotypisierung

Aus ca. 6000 Katheterbefunden (Juni 2005 bis Dezember 2006) wurden 16 Falle von
Stentthrombosen eindeutig identifiziert. Bei einer Stentthrombose handelt es sich um
eine komplette oder inkomplette thrombotische Verlegung des Stentlumens im Herz-
kranzgefal3. Bei einem Patienten kam es gleich zweimal zu einer Stentthrombose,
sodass das Kollektiv insgesamt aus 15 Patienten besteht. Unter Einbeziehung der
Katheteruntersuchungsfilme wurde die Identifikation der Stentthrombosen durch zwei
interventionelle Kardiologen validiert. Im Zuge der Validierung wurden offensichtliche
mechanische Ursachen der Stentthrombosen ausgeschlossen. Die 15 Patienten er-
hielten nach der Stentimplantation Clopidogrel zur Stentthromboseprophylaxe.

2.6.2 Genotypisierung

Seit Juni 2005 wird Patienten an der Medizinischen Klinik Il des UK-SH Campus LU-
beck im Zuge von Herzkatheteruntersuchungen regelméiig ventses Blut fir Stu-
dienzwecke entnommen. Dieses Material wird im Rahmen des Cardiogenics-Projekts
fur genetische Analysen verwendet. Die DNA wird aus dem Patientenblut extrahiert
(s. Kap. 2.7) und eingefroren. Daher stand die archivierte DNA fur die vorliegende
Arbeit zur Verfigung. Bei den Patienten wurden die P2RY12- und Cyp3A4-Exons
inklusive der flankierenden Intron-Bereiche mittels PCR (s. Kap. 2.8) amplifiziert und

anschlieBend sequenziert (s. Kap. 2.13).
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Alle Patienten wurden hinsichtlich der Verwendung ihres Blutes fur genetische Ana-
lysen aufgeklart und gaben ihr schriftiches Einverstandnis. Die Zustimmung der
Ethikkommission (UK-SH Campus Lubeck) zu den Untersuchungen der Cardioge-

nics-Arbeitsgruppe lag zu Studienbeginn vor (s.a. Kap. 7.4).

2.7 Isolierung humaner DNA aus Patientenvollblut

Zur Isolierung der DNA fur Versuchszwecke wurde das ,DNA-Purification-Kit* der
Firma Puregene® verwendet. Die Reaktion kann im Wesentlichen in vier Schritte ge-

gliedert werden:

a. Lyse der Erythrozyten

Fur die DNA-Isolierung werden im ersten Schritt die kernlosen Erythrozyten lysiert
und kdénnen somit von den kernhaltigen Zellen getrennt werden. Zunéachst missen
3 ml EDTA-Blut mit 7 ml ,Red-Blood-Cell-Lysis-Solution* (EDTA + Ammoniumchlorid
+ Natriumbicarbonat) vermischt und 10 Minuten zentrifugiert werden. Der hierbei ent-
stehende Uberstand wird verworfen. Ubrig bleibt ein Pellet aus kernhaltigen Zellen

(Leukozytenpellet).

b. Lyse der kernhaltigen Blutzellen
Im zweiten Schritt wird dem Leukozytenpellet 3 ml ,Cell-Lysis-Solution* (SDS, TE-
Puffer) hinzugegeben. Uber Nacht findet die Lyse aller kernhaltigen Zellen statt.

c. DNA-Isolierung

Um die Proteine auszufallen, wird der Loésung anschlieBend 1 ml ,Protein-
Precipitation-Solution* (Ammoniumacetat) hinzugefiigt. Der Ansatz wird anschlie-
Rend geschiittelt und zentrifugiert. Der dabei entstehende Uberstand (ca. 4 ml) wird
abpipettiert und das Pellet mit 3 ml Isopropanol 96% vermischt. Die DNA wird nun als
weillliche ,Flocke” sichtbar. Nach erneutem Zentrifugieren entsteht ein DNA-Pellet,
das mit 1 ml Ethanol 70% vermengt und geschdttelt wird. Anschliel3end erfolgt das

letzte Zentrifugieren, bevor die DNA getrocknet wird.
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d. DNA-Hydrierung
Im letzten Schritt werden der DNA 300 pl ,DNA-Hydration-Solution* (TE-Puffer) hin-
zugefigt. Die DNA ist nun isoliert und von allen anderen Bestandteilen des Blutes

getrennt. Sie ist somit fir Untersuchungen geeignet und kann eingefroren werden.

2.8 Polymerase-Kettenreaktion

Die 1984 von Kary Mullis [85] entwickelte Polymerase-Kettenreaktion (engl. ,poly-
merase chain reaction; PCR) ermoglicht die in-vitro Amplifizierung von spezifischen
DNA-Doppelstrangsequenzen. Die Reaktion wurde mithilfe des ,PCR Lab Cyclers”
durchgefuhrt. Das Gerat sorgt fur die nétigen Temperaturwechsel in der Reaktion.
Eine PCR besteht im Wesentlichen aus drei Schritten:

a. Denaturierung
Die humane DNA wird bei einer Temperatur von etwa 94 C hitzedenaturiert und so-

mit in ihre Einzelstrange gespalten.

b. Hybridisierung (,Annealing®)

Im Anschluss an die Denaturierung folgt eine Abkuhlungsphase. Die ,Annealing”-
Temperatur ist abhangig von den Schmelztemperaturen der Primer (s. Kap. 2.9) und
liegt zwischen 50C und 70C. Beim ,Annealing” bind en Primer Uber Wasserstoff-
Bruckenbindungen komplementar an Zielsequenzen der DNA-Einzelstrange.

c. Verlangerung (Extension)

Eine thermostabile Polymerase fugt am freien 3'-Ende der Primer komplementar zur
DNA-Matrize freie Desoxyribonukleotide (dNTPs) an. Fur den Ablauf der Reaktion
sind Magnesiumionen (Mg?®*) nétig. Sie sorgen fiir eine korrekte Ausrichtung der frei-
en dNTPs relativ zur 3'-OH Gruppe der Nukleotidkette und erleichtern die Bindung
der dNTPs durch die Herabsetzung der negativen Ladung des a-Phosphats. In der
vorliegenden Arbeit wurde der ,MasterMix“ der Firma Eppendorf® verwendet, der
dNTPs und Mg?* enthélt.
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Die 0.g. Arbeitsschritte der PCR werden mehrfach wiederholt, wodurch theoretisch
eine exponentielle Amplifizierung der gewiinschten Fragmente gewahrleistet ist. Mit
nur 20 Reaktionszyklen ware eine 10%-fache Vermehrung der urspriinglichen DNA-
Menge maglich. In der Praxis werden aus unterschiedlichen Griinden nur Amplifizie-

rungen um das 10°-fache erreicht.

Jeder PCR-Ansatz hatte ein Gesamtvolumen von 20 ul und setzte sich wie folgt zu-

sammen (s. Tab. 5):

Tab. 5 Probenansatz firr ein Gesamtvolumen von 20 I je Probe

Reagenz Menge [ul]
Eppendorf® MasterMix (2,5x) 8
H,O 6,5
Patienten-DNA (10ng/nl) oder H,O 3,5
(Negativkontrolle)
Primer Forward (10uM) 1
Primer Reverse (10uM) 1

Die Versuchsanséatze wurden in PCR-Reaktionsgefal3e gegeben und anschlief3end
mithilfe des Vortex-Schittelgerats vermischt. Um Verunreinigungen auszuschliel3en,

wurde eine Negativkontrolle mit Wasser anstelle von Patienten-DNA durchgefthrt.

Die PCR-Reaktionen wurden mit einem Standardprotokoll (Tab. 6) durchgefiihrt. Bei
dem durchgefuhrten PCR-Protokoll handelte es sich um eine ,Touch-Down-PCR*
[86]. Hierbei unterschieden sich die ,Annealing“-Temperaturen der einzelnen Reakti-
onsschritte insofern, als dass anfanglich mit 61°C eine hohere Hybridisierungstempe-
ratur gewahlt wurde als beim letzten Schritt (55°C). Mit 61°C liegt die zu Beginn ein-
gestellte Hybridisierungstemperatur geringfligig unterhalb der Schmelztemperatur
der Primer. Bei 61°C sind die Primer (s. Kap. 2.9) hochspezifisch fur die zu amplifi-
zierenden DNA-Fragmente. Somit wurde eine anfanglich hohere Spezifitat der Pri-
mer erzeugt und dabei ein kleineres Produkt der PCR in Kauf genommen. Mit einer
im Verlauf sinkenden ,Annealing“-Temperatur stieg die PCR-Produktivitat, wobei die
erniedrigte Spezifitat bei schon vorhandenen spezifischen PCR-Produkten tolerabel
war. Der finale Extensionsschritt diente der Fehlerbehebung der vorausgegangenen

kurzen Extensionsschritte durch die Polymerase.
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Die Tabelle 6 fasst

das

Standardprotokoll zusammen.

Tab. 6 PCR-Standardprotokoll:

in der

vorliegenden Arbeit

verwendete PCR-

In der Tabelle werden die Zyklen des verwendeten Standardproto-

kolls wiedergegeben. Die Zyklen 1 bis 3 (,Z1" bis ,Z3") wurden jeweils 3 Mal, der 4. Zyklus (,Z4“) 35
Mal durchlaufen. Nach der Beendigung des Standardprotokolls werden die Versuchsanséatze bei 4°C
bis zur Entnahme gehalten (,H").

Schritt Vorgang Z1[°C] x3 | Z2[°C] x3 | Z3[°C] x3 | Z4[°C] x35 H [°C] Dauer [sec]
1 Denaturierung 94-30 94-30 94-30 94-30 - 30
2 Annealing 61-45 59-45 57-45 55-45 - 45
3 Extension 72-47 72-47 72-47 72-47 - 45
4 Halten - - - - 4 bis Entnahme
2.9 Primer

Primer sind synthetische Oligonukleotide, deren Sequenz komplementar zu den Ziel-
sequenzen an den 5 -Enden der zu amplifizierenden DNA-Region ist. Meist besitzen
die Primer eine Lange von 18-25 Nukleotiden. GC-reiche Sequenzen erhdhen durch
Ausbildung einer zusatzlichen Wasserstoffbriicke pro G oder C die Stabilitdt der
Primerbindung an die Zielsequenzen. Folglich haben GC-reiche Primer eine hdhere

Schmelztemperatur als AT-reiche Sequenzen.

Die Sequenzen fur die verwendeten Primer wurden mithilfe des Internet-Tools
-ExonPrimer® ermittelt. Das Programm verbindet die Eigenschaften des ,Human-
BLAT-Search” [87] mit dem Primerdesignprogramm ,Primer3* [88]: ,Human-BLAT-
Search” gleicht die benutzten Sequenzen mit anderen Sequenzen des Genoms ab
und sorgt so fir eine Spezifitat der Primer flr die zu amplifizierenden Areale (s.a.
Kap. 2.15.2). ,Primer3* entwirft die Primer. Fur den Entwurf wurde auf eine geringe
Sekundarstrukturbildung und eine geringe 3'-Selbstkomplementaritdt Wert gelegt.
Bei den .forward“- bzw. ,reverse“-Primerpaaren wurde auf eine korrespondierende
Schmelztemperatur von etwa 60°C geachtet. Des Weiteren wurde eine Primerlange
von 18-25 Nukleotiden sowie ein GC-Gehalt von 40-60% angestrebt. Die Sequenzen
des P2RY12- und des Cyp3A4-Gens wurden dem ,Ensembl-Genome-Browser“ ent-
nommen. Die Primer fur die zu sequenzierenden Exons wurden so gewahlt, dass

stromauf- und stromabwaérts zusatzlich ca. 50-100 Basen intronisches Areal zur Ziel-
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sequenz fur die Sequenzierung gehorte. Bei gréf3eren Exons (P2RY12 Exon 3,

Cyp3A4 Exon 13) wurde mit sich Uberlappenden Primerpaaren gearbeitet.

Die Produktion der Primer wurde bei der Firma ,MWG-Biotech AG" (Ebersberg) in
Auftrag gegeben. Nach Erhalt wurde ein Teil der jeweiligen Primer fir die Versuchs-
ansatze der PCR verdinnt. Die optimalen ,Annealing“-Temperaturen der durch
~Primer3“ entworfenen Primerpaare wurden in Bezug auf ihre Eigenschaften fur die
PCR ermittelt. So wurden die PCR-Testlaufe der Primer mit Standard-DNA im Tem-
peraturgradienten (5 Temperaturen, 59,6 - 66,1°C) durchgefihrt. Die experimentell
ermittelten ,Annealing“-Temperaturen deckten sich mit den durch ,Primer3* ange-
strebten Temperaturen. Die in der Arbeit verwendeten Primer sind in den Tabellen 7
(P2RY12) und 8 (Cyp3A4) aufgelistet.

Tab. 7 Primer fir P2RY12 forward” (F) und ,reverse  “(R)

Primer Sequenz Lange Fragmentlange
P2RY12 1F 5-GCAGTTCCAAATAGAGCAATGAG-3' | 23 bp 302 bp
P2RY12 1R 5-TCATTTGACCGACCACTAACAG-3’ 22 bp
P2RY12 2F 5-GACAGATAGAAATTCAGTGTCTGC-3'| 24 bp 389 bp
P2RY12 2R 5-CAAATACATGCTTGCATTGATAG-3’ 23 bp
P2RY12 3.1F 5-CCTCAACTTTTAGAGGAGGCTG-3 22 bp 618 bp
P2RY12 3.1R 5-GCTGCCTGTTGGTCAGAATC-3 20 bp
P2RY12 3.2F 5-ATCAGTATTTCATTCCTGGGAC-3 22 bp 592 bp
P2RY12 3.2R 5-TTCTGAAGGACTTGCAAAGG-3’ 20 bp
P2RY12 3.3F 5-TTTGCCCGAATTCCTTACAC-3' 20 bp 657 bp
P2RY12_3.3R 5-CCAATTGATCGTTCTTCCTTAG-3 22 bp

19



Material und Methoden

Tab. 8 Primer fur Cyp3A4 forward” (F) und ,reverse

“(R)

Primer Sequenz Lange Fragmentlange
Cyp3A4 Ex1F 5-CCTTGGACTCCCCAGTAACA-3 20 bp 564 bp
Cyp3A4 Ex1R 5-AGGCAGTCCACTTGCCTTAG-3 20 bp
Cyp3A4 Ex2F 5-TTTTGGTGTCTCATGGTGGA-3 20 bp 431 bp
Cyp3A4 Ex2R 5-TGTTCTGGGTGATGCCTACA-3 20 bp
Cyp3A4 Ex3F 5-ACTTTCCCTTGGCCTCAGTT-3 20 bp 600 bp
Cyp3A4_Ex3R 5-CATTGCAATACTCTACACCCAAA-3’ 23 bp
Cyp3A4_Ex4F 5-TGGCCCACATTATCCTTCAT-3 20 bp 573 bp
Cyp3A4 _Ex4R 5-GAGGGCACATAAAGCTGGTG-3 20 bp
Cyp3A4_Ex5F 5-ACACTGGGCATCTGGGATAA-3’ 20 bp 480 bp
Cyp3A4_Ex5R 5-CCCAGCATGGAGCAGTAAGT-3 20 bp
Cyp3A4_Ex6F 5-AATGAATCTGGTGGGGACAG-3’ 20 bp 525 bp
Cyp3A4_Ex6R 5-TGTGCACAGGGGAGAAGAT-3 19 bp
Cyp3A4_EX7F 5-TCAGTTCAGTGTCTCCATCACA-3’ 22 bp 586 bp
Cyp3A4_EX7R 5-TTGTGACAGGGGGCTGATAG-3' 20 bp
Cyp3A4_Ex8F 5-GGGCATTGAATTTTGTTCCT-3 20 bp 571 bp
Cyp3A4_Ex8R 5-CAAACCCCACTTTCTGCATT-3 20 bp
Cyp3A4_Ex9F 5-AAGTCCCTATCAGGCCACCT-3' 20 bp 504 bp
Cyp3A4_Ex9R 5-GCCTGCATGCCTCTAGAAAG-3’ 20 bp
Cyp3A4_Ex10F 5-GACCTTGGGGAAAACTGGAT-3' 20 bp 583 bp
Cyp3A4_Ex10R 5-CAGAGCCAGCACGTTTTACA-3’ 20 bp
Cyp3A4 Ex11F 5-GCAATGGGCATGACAGTTATTA-3 22 bp 600 bp
Cyp3A4 Ex11R 5-TGTTGGAATTGTGGATGACTG-3’ 21 bp
Cyp3A4 _Ex12F 5-GGACACATCACCACCCTGA-3’ 19 bp 598 bp
Cyp3A4 _Ex12R 5-TCACAGATGGGCCTAATTGA-3 20 bp
Cyp3A4 Ex13.1F 5-GTCCCCTCAACACTGAAGGA-3’ 20 bp 457 bp
Cyp3A4 Ex13.1R 5-GGTGGAAATAGTCCCGTGAG-3' 20 bp
Cyp3A4_Ex13.2F 5-TGTGCCTGAGAACACCAGAG-3 20 bp 517 bp
Cyp3A4 Ex13.2R 5-CCACGCCAACAGTGATTACA-3’ 20 bp
Cyp3A4_Ex13.3F 5-CCCAGTTAGCACCATTAACTCC-3 22 bp 718 bp
Cyp3A4 _Ex13.3R | 5-TTGTTACAAAATGTACGTGCTTC-3 23 bp
Cyp3A4_Ex13.4F 5-CACTGTGACTTTGCCCATTG-3' 20 bp 595 bp
Cyp3A4 Ex13.4R | 5-GGAAAAGAAAAGGAATGAGTGC-3 22 bp

2.10 Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Die Spezifitat der PCR-Produkte wurde durch die Agarose-Gelelektrophorese unter-
sucht. Das Verfahren ermdglicht die Auftrennung aller Probenbestandteile nach La-

dung und Grol3e in einem elektrischen Feld.

Zur Herstellung des Gels wurden die Ingredienzien (s. Kap. 2.4) in einem
Erlenmeyerkolben vermischt und anschlieend in der Mikrowelle zum Sieden ge-
bracht. Daraufhin wurde das noch flussige Gel unter standigem Ruhren mittels Mag-
netrihrer abgekuhlt. Nun wurde das Gel in die daftr vorgesehenen Gel-Formen des

Gelelektrophoresesystems gegossen. Anschliel3end wurden Kamme fiir die Proben-
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taschen eingehangt. Fir die weitere Benutzung musste das Gel ca. eine Stunde
ausharten. Die Kd&mme konnten dann vorsichtig entnommen und die so entstande-

nen Aussparungen fur die Probenauftragung verwendet werden.

Auf ein 1%iges Agarosegel wurden pro Kammer 4,0 ul PCR-Produkt, 1,5 pl ,loading

®u

dye“ und 1,0 yl ,SybrGreen™ gegeben. Bei dem Laufpuffer handelte es sich um
1XTBE-Puffer (s.a. Kap. 2.4). Die Auftrennung fand bei einer Spannung von 112 Volt
Uber ca. 45 Minuten statt. Um die Bandenzuordnung zu ermdglichen, wurden 6 pl
eines 100 bp Langenstandards mit den gleichen Reagenzien in eine separate Kam-
mer appliziert. Als Leerwert wurde die PCR-Negativkontrolle mit den oben angege-
benen Reagenzien benutzt. Die DNA wurde durch das ,SybrGreen®™ in der UV-

Lichtkammer sichtbar und konnte mit einem Fotoapparat abgelichtet werden.

2.11 Aufreinigung der PCR-Produkte

Bevor die Sequenzierung der PCR-Produkte in Auftrag gegeben werden konnte
(s. Kap. 2.13), musste die Aufreinigung dieser erfolgen. Hierbei wurden die tberflis-
sigen Primer und dNTPs in den Proben entfernt, die bei der Sequenzierung zu Stor-
signalen fuhren konnten. Die Aufreinigung der Proben wurde unter Verwendung des
»NucleoSpin Extract 11“-Kits unter Beriicksichtigung der Firmenanweisungen durchge-
fuhrt.

2.12 Fluorometrie

Fur die Durchfuhrung der Sequenzierung bendtigt die Firma ,MWG-Biotech AG*
(Ebersberg) die Angabe der DNA-Konzentration der aufgereinigten PCR-Proben.
Hierfir wurde die Fluorometrie mit ,PicoGreen®" durchgefiihrt. Bei dem Verfahren

handelt es sich um eine fotometrische Methode zur DNA-Quantifizierung.
Zur Herstellung einer Standardreihe wurden DNA-Standard (2 ng/ul) und TE-Puffer in

wechselnden definierten Anteilen in ProbengefalRe gegeben. Das Gesamtvolumen

sollte jeweils 100 pl betragen. Zunachst wurden 100 pul DNA-Standard ohne TE-
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Puffer in ein Probengefafld gefullt. Anschlielend wurden 80 ul mit 20 pl TE-Puffer ver-
setzt, 60 pl DNA-Standard mit 40 pl TE-Puffer usw. In weiteren 20 pl-Schritten wurde
diese Prozedur wiederholt, sodass am Ende der Leerwert 100 pl TE-Puffer und
keinen DNA-Standard enthielt (s. Tab. 9).

Bei einer Wellenlange von 260 nm wurde die Absorption der Probe gemessen. Die
Messwerte wurden durch die jeweils enthaltenen Standard-DNA-Volumina dividiert,
woraufhin aus diesen Werten ein Mittelwert berechnet werden konnte. Dieser Mittel-
wert diente als Divisor fir die experimentelle Messung, d.h. die Messwerte der Pro-
ben wurden durch den gebildeten Mittelwert dividiert und so die DNA-Konzentration

der Probe errechnet (s. Flie3schema zu Tab. 9).

Tab. 9 Standardreihe fur die Fluorometrie zur Ermit  tlung der DNA-Konzentration der PCR-
Produkte

Standardreihe Standardreihe

(Volumen (Volumen

Standard- TE-Puffer in pl)

DNA in pl)
100 0
80 20
60 40 Messwert Expenmﬁ/lry':tellle Mtesswerte
40 60 Vol. Standard ittetwer
20 80

0 100 v

Konzentration ng/ul

Die ermittelten DNA-Konzentrationen lagen bei 30-50 ng/ul.

2.13 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte bei der Firma ,Sequence Laboratories
(SegLab) GmbH* (Géttingen) und bei der Firma ,MWG-Biotech AG" (Ebersberg). Die
Elektropherogramme der Sequenzierungen standen nach Fertigstellung auf der
Website der jeweiligen Firma zum passwortgeschitzten Download bereit [89, 90].
Die Dateien wurden ,zip-komprimiert* Gbermittelt und konnten in die ,.ab1“ (SeqgLab)

bzw. ,.seq”“ (MWG) entpackt werden.
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2.14 Auswertung der Sequenzen

Die von den Firmen ,SeqLab“ und ,MWG" Ubermittelten Elektropherogramme konn-
ten zun&achst mit der Software ,Chromas” (s. Tab. 4) ausgewertet werden. Um die
Sequenzen untereinander und mit den Referenzsequenzen aus dem ,Ensembl-
Genome-Browser* [91] vergleichen zu kdnnen, wurde mithilfe des ,,Staden-Package*-
Programms eine Datenbank erstellt. Ein Vorteil des ,Staden-Package“-Programms
liegt in der Moglichkeit des simultanen Vergleichens aller sich Uberlappenden Se-
qguenzen in der Textform und in der graphischen Darstellung der Elektropherogram-
me. Hinzu kommt die Mdoglichkeit, die Information Uber die Wildtypsequenz aus dem

-Ensembl-Genome-Browser” (s. Kap. 2.15.1) mit der des Kollektivs abzugleichen.

2.15 Datenbanken und Internet-Tools

In der vorliegenden Arbeit wurden fir die Auswertung der gefundenen Varianten
Internetdatenbanken und Internet-Tools verwendet. Die in Anspruch genommenen

Elemente werden an dieser Stelle kurz charakterisiert.

2.15.1 Genomdatenbanken

Die frei zuganglichen Datenbanken des ,Ensembl-Genome-Browsers" [91] und des
-Entrez-SNP* (NCBI) [92] dienten der Abfrage der Sequenzen des P2RY12- und des
Cyp3A4-Wildtyps. Bekannte Varianten sind in der Sequenz angegeben und mit einer
sogenannten ,rs-Nummer” ausgestattet. Ein Polymorphismus ist durch seine ,rs-

Nummer” eindeutig identifiziert.

Die gefundenen Varianten wurden zunachst Uber die Genomdatenbanken identifi-
ziert. Als Quelle fur weitere Informationen dienten die SNP-Datenbank des NCBI [92]
und die SNPseek-Datenbank der Washington School of Medicine in St. Louis [93].
Uber die Eingabe der ,rs-Nummern“ konnte Auskunft tiber die Allelfrequenzen ein-
zelner Populationen und die den Polymorphismen zugeschriebenen Funktionen er-

langt werden.
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Die benachbarten Sequenzen der identifizierten intronischen SNPs wurden auf mog-
liche Bindungsstellen bekannter Transkriptionsfaktoren untersucht. Diesbeziglich
wurde insbesondere nach Sequenzen gesucht, die einer TATA-Box, einer GC-Box

oder einer CAAT-Box entsprechen kénnten.

2.15.2 Homologieabgleich mittels BLAT

Einige der gefundenen Varianten befinden sich in intronischen Bereichen der unter-
suchten Gene. Um Vergleiche mit genomischer DNA anderer Spezies durchzufiih-
ren, wurde das ,Human BLAT Search” (,BLAST-Like Alignment Tool“) verwendet [87,
94]. Die Applikation ermdglicht durch Eingabe einer Basensequenz den Homo-
logieabgleich mit bis zu 27 Wirbeltierarten. Dadurch kénnen in der Evolution konser-
vierte Areale ausgemacht werden. Diese Gegeniberstellung lasst sich dariber
hinaus grafisch als Kurvenverlauf darstellen. Die Hohe der Kurve beschreibt das Mal3

der Konservierung.

2.15.3 ,Splice-Site-Score“-Berechnung

Das SpleiRen beschreibt den Vorgang der Umwandlung der pr&-mRNA zur fertigen
MRNA. Die pra&-mRNA besteht neben den eigentlich kodierenden Abschnitten, den
Exons, auch aus intronischen Abschnitten. Diese Sequenzen werden beim Spleil3en
entfernt, wodurch die Exons zur eigentlichen mRNA verbunden werden. Fihrt ein
Polymorphismus zu einer Anderung der Affinitat der SpleiR-Enzyme gegeniiber der
Sequenz, so ist an dieser Position ein Spleiden nicht mehr moglich oder es entsteht
ein neuer Angriffspunkt fur Splei3-Enzyme. Diese Mechanismen kdnnen zu einem
alternativen SpleiBen und damit zu einem veranderten Gen-Produkt fahren. Fur
P2RY12 und Cyp3A4 sind jeweils flunf Spleil3-Varianten bekannt [61, 72]. Die Abbil-
dung 2 liefert einen schematischen Uberblick tUber die Genexpression und den
Splei3vorgang.
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Abb. 2 Genexpression nach [95]: Die Grafik gibt einen schematischen Uberblick liber die eukaryo-
tische Genexpression. Aus der DNA wird in der Transkription die pra-mRNA synthetisiert. Diese
enthalt intronische Sequenzen, die beim SpleiRen entfernt werden. Introns kénnen Langen zwischen
35 und 10.000 Nukleotide aufweisen. Bei dem Vorgang bleiben die kodierenden Exons des Gens
Ubrig und werden zusammengefugt. Die Polyadenylierung (durch ,Poly-A* markiert) und das ,Cap-
ping“ (hier mit ,Cap“ markiert) finden auch in dieser Phase der mRNA-Prozessierung statt. Aus der
mMRNA wird in der Translation am Ribosom das Protein synthetisiert.

DNA
\ Exon 1 Exon 2 Exon3
l Transkription
pra-
mRNA \ Exon 1 Exon 2 Exon 3
l Prozessierung
mRNA

can | Exon1 Exon2 Exon 3 Paly-A |

l Translation

Protein

Bei der ,Splice-Site-Score“-Berechnung kann durch Eingabe einer Sequenz in das
Programm ein Punktewert bestimmt werden [96]. Dieser Wert beschreibt die Eignung
des Genorts als Angriffspunkt fir Splei3-Enzyme. Ein perfekter 5-Splei3ort wirde
12,6 (durchschnittlich 8,1) Punkte erlangen, ein perfekter 3'-SpleiRort 14,2 Punkte
(durchschnittlich 7,9).

2.15.4 Referenzpopulation

Die fur die vorliegende Arbeit verwendete Referenzpopulation ,HapMap-CEU" ist Be-
standteil der ,HapMap“ Phase 3. ,HapMap-CEU" enthalt Informationen Uber insge-
samt 1301 Proben aus 11 Populationen [97, 98]. Bei der fir diese Arbeit als Refe-
renz herangezogenen Population handelt es sich um Individuen aus Utah (USA) mit

nord- und westeuropaischen Vorfahren. Ausschlaggebend fur die Wahl dieser Refe-
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renzpopulation war die Ubereinstimmende Herkunft der Individuen mit jener der Indi-
viduen des vorliegenden Kollektivs. Die Allelfrequenzen der gefundenen SNPs wur-
den mit denen aus ,HapMap-CEU" abgeglichen. Auf3erdem wurden die Informatio-
nen uUber Kopplungsungleichgewichte (s. Kap. 2.15.5) der Referenzpopulation ent-

nommen.

2.15.5 Kopplungsungleichgewichtsanalysen und Rekombination

Ein Kopplungsungleichgewicht (engl. ,linkage disequilibrium®, LD) beschreibt die Tat-
sache, dass mehrere Polymorphismen oder spezifische Sequenzen haufiger als er-
wartet gemeinsam und nicht nach dem Zufallsprinzip vererbt werden [99]. Solche
Verbunde von Polymorphismen koénnen auf verschiedenen Genloci liegen und zu
Gen-Blocken, sogenannten Haplotypen (engl.: ,haplotypes®), zusammengefasst
werden. Diese Eigenschaft wird genutzt, um andere SNPs, die nicht im sequenzier-
ten Areal liegen, aber mit einem gefundenen SNP im Kopplungsungleichgewicht ste-
hen, in die Analyse einbeziehen zu kénnen. Die identifizierten SNPs wurden sowohl
untereinander bezliglich eines Kopplungsungleichgewichts untersucht als auch in
Bezug auf SNPs, die sich nicht im fur die vorliegende Arbeit sequenzierten Bereich
befinden. Die Informationen fur die Analysen wurden der ,HapMap-CEU* Uber den
~,Ensembl-Genome-Browser* entnommen [91, 97]. AuRerdem wurden die erlangten

LD-Informationen tGber das Programm ,SNAP* (Broad-Institute) illustriert [100].

Die Uber ,SNAP“ erlangten Abbildungen enthalten, neben den Informationen Uber
Kopplungsungleichgewichte, auch Informationen Uber die Rekombinationsraten im
Bereich der jeweiligen Gene bzw. Gen-Varianten. Die Rekombination findet im ,cros-
sing-over* wahrend der Meiose statt [99]. Beim ,crossing-over® kommt es zu einer
Uberkreuzung von miitterlichen und véterlichen Chromosomenanteilen. Bei diesem
Vorgang wird intrachromosomale Erbinformation der Eltern ausgetauscht, was zu
neuen Merkmalskombinationen fuhrt. Die Rekombinationsrate wird durch Centimor-
gan pro Mega-Base (cM/Mb) angegeben [99]. Mit Centimorgan wird der Abstand
zwischen zwei Genorten beschrieben. Allerdings handelt es sich bei der Einheit um
keine physikalische Einheit sondern um ein Wahrscheinlichkeitsmalfd fir eine Re-
kombination. Ein Centimorgan entspricht einer Wahrscheinlichkeit von einem Prozent

Rekombination in einer Generation (eine Rekombination auf 100 Generationen). Je
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weiter zwei Loci hierbei voneinander entfernt liegen, desto wahrscheinlicher ist die
Rekombination. Demzufolge bleiben nah beieinander gelegene Merkmalskombina-
tionen Uber Generationen langer bestehen als weit voneinander entfernte. Unter-

schiedliche Gen-Loci weisen unterschiedliche Rekombinationsraten auf.

2.15.6 Prifung auf Bindungsstellen fiir micro-RNA

Bei micro-RNA handelt es sich um 21-23 Nukleotide lange RNA, die in 3-UTR-
Bereichen von Genen bindet und dort fiir eine post-transkriptionelle Genregulation
verantwortlich ist [101]. Die umliegenden Sequenzen von identifizierten Varianten im
3'-UTR-Bereich wurden auf mdgliche Bindungsstellen fir micro-RNA gepruft. Hierzu
wurden die ,Target-Scan“ [102, 103] und die ,miRBase” [102, 104] Datenbanken ge-
nutzt. Uber die Eingabe der Sequenz mit der jeweiligen Variante konnten mdogliche

Bindungsstellen fur micro-RNA ausgemacht werden.
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3. Ergebnisse

In den folgenden Kapiteln werden die ermittelten Ergebnisse zur Phanotypisierung
und Medikation (s. Kap. 3.1) sowie zur Genotypisierung (s. Kap. 3.2) detailliert erlau-
tert. Im anschlieRenden Kapitel 3.3 sind die Ergebnisse aus der Phanotypisierung
und der Genotypisierung der Ubersicht halber zusammengefasst in Tabelle 15 dar-

gestellt.

3.1 Phénotypisierung und Medikation

Fur die vorliegende Arbeit wurden 15 Stentthrombosepatienten identifiziert. Nach
einer Validierung der Stentthrombosen durch zwei interventionelle Kardiologen, wur-
den die Patienten anhand ihrer Krankenakten phanotypisiert (s. Kap. 3.1.1). Im Zuge
der Aktendurchsicht wurde auch die Medikation der Patienten festgehalten (s. Kap.
3.1.2).

3.1.1 Phanotypisierung

Die Informationen fir die Kollektivphanotypisierung wurden den Patientenakten ent-
nommen. Alle 15 Stentthrombosepatienten des Kollektivs sind kaukasischer Ab-
stammung und untereinander nicht verwandt. Die Patienten unterscheiden sich hin-
sichtlich ihres Alters, der Nebendiagnosen und der Medikation (s. Tab. 10 und Tab.
15): Zum Zeitpunkt der Stentthrombose litten die Kollektivpatienten unter einer koro-
naren Herzkrankheit und einem Hypertonus. Der Stentthrombose ging ein Herzinfarkt
voraus, der eine PTCA mit Stentimplantation nétig machte. Fir alle Patienten wurde
Geschlecht (4 weibliche, 11 mannliche), Alter (41-76 Jahre) und, sofern aus den
Daten ermittelbar, der BMI (21-31,1) festgehalten. Daneben konnte bei den Patienten
eine Reihe weiterer Faktoren bestimmt werden, die eine Entstehung der koronaren
Herzerkrankung beginstigen. Dabei waren den jeweiligen Patientenakten nicht im-
mer zu allen Kriterien Daten zu entnehmen. Gesichert festzustellen war Folgendes:
Von den 15 Individuen waren 7 Patienten an einem Diabetes mellitus erkrankt, 5 hat-
ten eine positive Familienanamnese flr eine koronare Herzerkrankung und 13 hatten
eine Hypercholesterinamie. Dartber hinaus gab es im Kollektiv 9 aktive Raucher und
einen ehemaligen Nikotinkonsumenten. Die Raucher hatten zwischen 15 und 60
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Packyears konsumiert. Die koronarangiografisch gemessene Ejektionsfraktion lag
zwischen 15% und 54%. Die Zeitspanne zwischen Stentimplantation und
Stentthrombose betrug zwischen 3 und 280 Tage. Informationen Uber die verwende-
ten Stent-typen im Patientenkollektiv waren den Akten ebenfalls nicht in allen Fallen
zu entnehmen. Mindestens 5 Patienten waren mit DES und mindestens 4 Patienten
mit BMS versorgt (s.a. Tab. 15 in Kap. 3.3). Die Abbildung 3 zeigt die Koronarangio-
grafie einer Stentthrombose im therapeutischen Verlauf.

Abb. 3 Stentthrombose im therapeutischen Verlauf [1 ~ 05]: Die Koronarangiografie in Bild A zeigt
eine Stentthrombose im Bereich der LAD. Die Position des durch einen Thrombus fast vollstandig
okkludierten Stents ist durch den Pfeil markiert. In Bild B wird die Angiografie nach erfolgreicher inter-
ventioneller Therapie mit nachfolgendem adéaquaten Durchblutungsfluss gezeigt.

Y

3.1.2 Medikation

Im Regelfall soll durch die Gabe von Clopidogrel und ASS der Ausbildung einer
Stentthrombose prophylaktisch entgegengewirkt werden. Auch die 15 Patienten des
Kollektivs erhielten nach der Stentimplantation Clopidogrel (s. Tab. 10; s.a. Tab. 15
in Kap. 3.3). Die angeordnete Clopidogrel-Einnahmedauer nach der Stentimplantati-
on lag im Kollektiv zwischen einem und 12 Monaten. Alle 15 Patienten waren zum
Zeitpunkt der Stentthrombose mit Clopidogrel versorgt. Ein Patient erhielt eine Dosis
von 150 mg Clopidogrel, die tbrigen wurden mit 75 mg Clopidogrel taglich therapiert.
Fur die Patienten 3, 5 und 12 waren den Patientenakten zuséatzlich eindeutige Infor-
mationen Uber die Verabreichung einer ,loading dose” (,loading dose* von 600 mg
Clopidogrel) zu entnehmen. Dartber hinaus nahmen alle Patienten des Kollektivs
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zum Zeitpunkt der Stentthrombose ASS (100 mg) ein. Im Kollektiv nahmen 10 Pa-
tienten ein Statin (Cyp3A4-Metabolismus, s. Tab. 10 und 15) ein. Auch Substrate
anderer Cyp-Enzyme wurden eingenommen: so erhielten 10 Patienten einen Proto-
nenpumpeninhibitor (Cyp2C19-Metabolisierung, s. Tab. 10 und 15). Die Compliance
der Patienten wurde von den verantwortlichen Arzten nicht kommentiert, weshalb
davon ausgegangen wurde, dass alle Patienten des Kollektivs den Anordnungen der
behandelnden Arzte Folge leisteten.

Tab. 10 Phéanotypisierung und Medikation der Kollekt  ivpatienten

Merkmal Wert
Anzahl der Patienten 15
Geschlecht:
weiblich 4
mannlich 11
Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Stentthrombose (gemittelt) 60,7
BMI (kg/m®; gemittelt) 27
Koronare Herzerkrankung (KHK) 15
Positive Familienanamnese fir KHK 5
Hypertonus 15
Ejektionsfraktion (koronarangiografisch, n=11) 37,9%
ASS nach Stentimplantation 15
Clopidogrel nach Stentimplantation 15
Clopidogrel zum Zeitpunkt Stentthrombose 15
ASS zum Zeitpunkt Stentthrombose 15
Zeit Stentimplantation bis Stentthrombose (Tage; gemittelt) 31,5
Antihypertensive Therapie 15
Statin 10
Protonenpumpeninhibitor 10
Nikotinkonsum:
Aktiv 9
Ehemalig 1
Diabetes mellitus 7
Hypercholesterinamie 13

3.2 Genotypisierung

Aufgrund von pathophysiologischen Uberlegungen beziiglich der Clopidogrel-
Resistenz, wurden die beiden Kandidatengene P2RY12 und Cyp3A4 (s. Kap. 1.3) fur
die Genotypisierung der 15 Stentthrombosepatienten ausgewahlt. Die Gene wurden
mittels PCR amplifiziert. Die daraus gewonnenen PCR-Produkte wurden per Gel-
elektrophorese gepruft (s. Kap. 3.2.1). Fur die Sequenzierung der PCR-Produkte

wurden Firmen beauftragt (s. Kap. 3.2.2). Daraufhin konnten die erlangten Elektro-
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pherogramme der Sequenzen der Stentthrombosepatienten ausgewertet werden
(s. Kap. 3.2.3).

3.2.1 Gelelektrophorese

Stichproben aller PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese auf unspezifische
oder ausgefallene PCR analysiert. Auch Verunreinigungen konnten Utber die Leer-
reaktion mit Wasser ausgeschlossen werden (s. Abb. 4, Kreis). Im Falle einer Kon-
tamination oder einer ausgebliebenen Reaktion wurde der Versuchsansatz verworfen
und die PCR wiederholt. Abbildung 4 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese der
PCR-Produkte von Exon 6 des Cyp3A4-Gens als Beispiel fur eine gelungene Reakti-
on. Bei entsprechenden Ergebnissen konnten die PCR-Proben fiir die Sequenzie-

rung verwendet werden.

Abb. 4 Gelelektrophorese: Auf der linken Seite der Abbildung ist durch die Ubereinander liegenden
Banden der 100 bp-Standard zu sehen (M). Der weil3e Kreis auf Hohe der 100 bp markiert die Bande
der unspezifischen Primer des H20O-Leerwerts. Rechts anschlieBend befinden sich die 15 kraftigen
Banden der PCR-Produkte von Cyp3A4 (Exon 6) der Patienten-DNA. Neben diesen Banden (bei ca.
600 bp) sind keine Verunreinigungen oder unspezifische PCR-Produkte ersichtlich, sodass von einer
gelungenen PCR ausgegangen werden kann.

O
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3.2.2 Sequenzierung der P2RY12- und Cyp3A4-Gene

Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt und anschlie3end an die Firmen ,Sequence
Laboratories (SegLab) GmbH" (Géttingen) und ,MWG-Biotech AG* (Ebersberg) ver-
sandt. Die von den Firmen angefertigten Elektropherogramme wurden, wie in Kapitel

2.14 beschrieben, ausgewertet.

Bei den 15 Patienten des Kollektivs fanden sich in den sequenzierten Bereichen des
P2RY12-Gens vier bekannte Polymorphismen (s. Abb. 5). Einer der P2RY12-
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Polymorphismen liegt in einem intronischen Abschnitt. Eine weitere Variante wurde
im 5-UTR-Bereich des Gens identifiziert. Die tUbrigen zwei SNPs befinden sich in
kodierenden DNA-Bereichen (cDNA). In den Cyp3A4-Sequenzierungen konnten funf
bekannte Polymorphismen gefunden werden (s. Abb. 13). Drei SNPs befinden sich in
intronischen Regionen, ein SNP liegt im 3'-UTR-Bereich des Cyp3A4-Gens. Von den
identifizierten Cyp3A4-Polymorphismen liegen zwei Varianten in cDNA-Regionen.
Die identifizierten Polymorphismen sind in den Tabellen 11 und 12 dargestellt.

Die intronischen Varianten wurden im Kontext der jeweiligen Sequenz auf einen
maoglichen Bindungsort fur Transkriptionsfaktoren untersucht. Hierbei wurde insbe-
sondere auf das Vorhandensein einer TATA-Box, einer GC-Box und einer CAAT-Box
geachtet. Die Ergebnisse der Uberprufung auf entsprechende Sequenzen werden in

Kapitel 3.2.3 beschrieben.

Fur die identifizierten intronischen Varianten der sequenzierten Gene wurden ,Splice-
Site-Score“-Berechnungen (s. Kap. 2.15.3) durchgefiihrt. Die Berechnung dient der
Identifikation von Bindungsstellen der Spleil3-Enzyme. Durch die identifizierten Va-
rianten konnten neue Angriffspunkte fur Spleil3-Enzyme entstehen. In den Tabellen
13 und 14 sind die Ergebnisse der ,Splice-Site-Score“-Berechnung wiedergegeben.

Um die Funktion der intronischen sowie der in einem UTR-Bereich liegenden
exonischen Varianten weiter zu untersuchen, wurden speziestbergreifende Homo-
logieanalysen mittels BLAT (s. Kap. 2.15.2) durchgefuhrt. Die Analyse dient der Auf-
deckung von evolutionar konservierten Arealen der Gene und weist auf wichtige
Funktionen der SNPs fir die Genexpression hin. Relevante Befunde der Analysen

werden in den Abschnitten zu den einzelnen SNPs in Kapitel 3.2.3 erlautert.

Die Bindung von micro-RNAs kann die Genexpression beeinflussen (s. Kap. 2.15.6).
Micro-RNAs binden an 3-UTR-Sequenzen von Genen. Eine identifizierte Variante
befindet sich im 3'-UTR-Bereich von Cyp3A4. Die umliegende Sequenz der Variante
wurde auf mdgliche Bindungsstellen bekannter micro-RNAs untersucht. Das Ergeb-
nis der Analyse ist in der Beschreibung der Variante in Kapitel 3.2.3.2.5 wiedergege-

ben.
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Tab. 11 Uberblick tiber die Ergebnisse der Sequenzie rung fir P2RY12: In der ersten Spalte der
Tabelle ist die Identifikationsnummer des jeweiligen Polymorphismus angegeben. Die zweite Spalte
enthalt Informationen Uber die genomische Position der Variante. Hierbei wurde die erste Base von
Exon 1 des P2RY12-Gens als Ursprung fiir die Position der Varianten gewahlt. In der dritten Spalte ist
die Position der Varianten in Bezug auf die jeweiligen Exons angegeben. Auch hier ist die erste Base
des jeweiligen Exons als erste Zahlstelle gewahlt worden. In Spalte vier ist die Position im Transkript
angegeben. Die Position des Polymorphismus mit der jeweiligen Aminoséure im Protein ist in der
funften Spalte aufgefihrt. In der Spalte sechs wird die Allelfrequenz in der Referenzpopulation an-
gefihrt [97]. In der Spalte ,Literatur sind die Arbeiten zitiert, in denen die Variante direkt oder indirekt
untersucht wurde. In der letzten Spalte werden die Patienten mit dem jeweiligen Polymorphismus in
der Genotypisierung genannt.

SNP ID Position Position Position Position MAF Literatur Patient mit
Genom P2RY12 Transkript Protein SNP
rs1491974 gC88T Int 1 +C28T - - 0,58 - 4-7,11, 13, 15
rs3821667 gG44099A Ex 2 cG168A - 0,38 [64] 1,9 11
G145A
rs6785930 gG45924A Ex 3 G32A cG257A PN6N 0,52 [62, 65, 67, 3-6,12, 14
68]

rs6809699 gA45942C Ex 3 A50C cA275C pG12G 0,38 [62-68] 1,9 11

Tab. 12 Uberblick (iber die Ergebnisse der Sequenzie rung fiir Cyp3A4: Die Erlauterungen zu den
Spalten entsprechen denen fir Tab. 11, jedoch bezogen auf Cyp3A4.

SNP ID Position Position Position Position MAF Literatur Patient mit
Genom Cyp3A4 Transkript Protein SNP
rs4987159 | gG15741A Ex 7 G58A cG763A pl193I - - 2
rs2687116 | gC15866A Int 7 +C34A - - 0,07 [106] 2,10,11
rs4646437 | gC16726T Int 8 —C202T - - 0,23 [80, 81] 2,10
rs2242480 | gA20343T Int 10 +C12T - - 0,08 [106] 2,10,11
rs28371763 | gT27001A | Ex 13 T1044A | cT2564A - 0,14 - 8

Tab. 13 ,Splice-Site-Score"-Berechnung P2RY12:  Fur die intronische Variante von P2RY12 wurde
ein ,Splice-Site-Score" berechnet (s. Kap. 2.15.3). In der ersten Spalte ist der Polymorphismus ange-
geben. In den darauffolgenden Spalten sind die Ergebnisse der Berechnungen des ,Splice-Site-
Score” fur den Wildtyp bzw. der Wert fir die Variante angefuhrt.

Identifikation ~Splice -Site-Score“ Wildtyp ~Splice -Site-Score" Variante

rs1491974 -0,2 (3, C) 0,3 (3, T)

Tab. 14 ,Splice-Site-Score“-Berechnung Cyp3A4: Die Erlauterungen zu den Spalten entsprechen
denen fiir Tab. 13, jedoch bezogen auf die intronischen Varianten von Cyp3A4.

|dentifikation LSplice -Site-Score* Wildtyp LSplice -Site-Score* Variante
rs2687116 -4,1 (3, C) -6,8 (3, A)
rs4646437 -13,9 (5, C) -13,9 (5, 1)
rs2242480 -9,2 (3, C) -9,2 (3, T)
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3.2.3 Auswertunq der identifizierten Genvarianten

3.2.3.1 P2RY12

Die im Zuge der Genotypisierung ausgemachten Varianten werden in den nachfol-
genden Kapiteln vorgestellt. Abbildung 5 veranschaulicht die Position der SNPs in
Bezug auf das P2RY12-Gen (Ensembl ID: ENSG00000169313 vom 26.11.2006)
[61].

Abb. 5 P2RY12 mit Varianten: In der Abbildung wird das P2RY12-Gen durch den waagerechten Pfeil
angezeigt. Unterhalb des Pfeils ist die genomische Position des Gens angegeben. Die Kasten auf
dem waagerechten Pfeil markieren die Position der 3 Exons des Gens. Bei den Arealen zwischen den
Exons handelt es sich um intronische Sequenzen von P2RY12. Oberhalb des waagerechten Pfeils
sind die identifizierten Varianten mit ,rs-Nummer* angefihrt. Die senkrechten Pfeile markieren die
Position der Varianten in Bezug auf das Gen und dessen Exons.

P2RY12
Chrom.3; 151.055.168-151.102.600

| rs6785930 |
| rs1491974 | | rs3821667 | rsG809699 |

Exon 1 Exon 2 Exon 3

D 5-UTR-Sequenz
O s-urkR-sequen: [ aTe(stay | | TAA(SWp) |

3.2.3.1.1rs1491974

In der Nahe von Exon 1 des P2RY12-Gens wurde bei den Patienten 4 bis 7, 11, 13
und 15 eine bekannte intronische Variante (rs1491974) identifiziert [107]. Der
rs1491974-Polymorphismus befindet sich nicht in einer Sequenz mit Bindungs-
funktion fur Transkriptionsfaktoren. Bei Kaukasiern liegt die Allelfrequenz fur +C28T
im Referenzkollektiv bei 0,58 [97]. Die Abbildung 6 zeigt das Elektropherogramm ftr
den heterozygot vorliegenden Polymorphismus. Durch den SNP wird kein neuer

Angriffspunkt fir Splei3-Enzyme geschaffen (,Splice-Site-Score*: -0,2 vs. -0,3, s.a.
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Kap. 2.15.3). Im Homologieabgleich des BLAT (Abb. 7) schlie3t sich unmittelbar

nach dem Polymorphismus ein hochkonserviertes Areal an.

Abb. 6 Elektropherogramm des Patienten Nr. 5 mitrs 1491974 als Variante: In der Mitte der Abbil-
dung ist die Position der Variante markiert (s. Kreis). An dieser Stelle wurden die Signale zweier
Nukleotide aufgezeichnet (blau fur Cytosin und rot fir Thymin). Als Kode fir die Heterozygotie wird
der Buchstabe ,Y* in der Sequenz genannt.

Abb. 7 Homologieabgleich durch BLAT im Bereich von rs1491974: In der obersten Zeile der Ab-
bildung wird die eingegebene menschliche Sequenz mit genomischer Position angezeigt. In den nach-
folgenden Zeilen werden neben menschlichen Sequenzen auch die anderer Spezies angegeben. So
kann der Sequenzvergleich zwischen den Spezies durchgefihrt werden. Ein dunkles Blau signalisiert
eine Homologie, ein helles Blau einen Sequenzunterschied. Striche in der Sequenz zeigen einen ein-
zelnen Basenunterschied an und ein Doppelstrich indiziert mehrfache Basenunterschiede. Die Block-
grafik am unteren Ende der Abbildung zeigt das Mal} der Konservierung an. In der untersten Zeile
wird die Variante (rs1491974) mit einem schwarzen Block gezeigt. Die schwarze Umrandung hebt die
relevante Position des SNPs in der Homolgieanalyse hervor. Die Variante befindet sich unmittelbar
vor einem hochkonservierten Areal.

chrS i52585148| ) 152555145] 152555158| 152585155)
—_— T G [ A T . [ A T A A A
Vertebrate Multiz Alighment & Fhastlonhs Conserwvation (25 Species)
Mammal Cons
Humar T G c A T T A c c A A T o] A 3] A T A A A
Chimp T [e] T G T T A (=] [=3 A A T [=] A A A T [ A A
Ehesus T G [ G T T A [ c A A T [ A A A T A A A
Maouse A G o] G T T A — = A G T A A A A A - A G
Do [ A [ C T T A c = A A T A A A A T - A A
Horse A G [ C T T A [ c A A T A A 3] A T - A A
Qpossum T [e] = [ T T A (=] [=3 A A = A A ] A T - =] ]
Chicken T G [ A T [ A (2] T A A T A A G A (=] - A =]
A_tropicalis = = E = = S E = = = = = 2 = = E = = = =
FhastCons Flacental Mammal Conserwved Elements, 25-way Multiz Alignment
FhastCons Yertebrate Conserwved Elements, 28-way MUITIiz Alighment
Mo robnate MWIT iz Aligmment & Sohserwation (17 Species)
Conserwation
Fimple Mucleotide Folumorphisms (dlREMF build 12683
F=1491974

3.2.3.1.2 rs3821667

Bei den Individuen 1, 9 und 11 konnte ein weiterer bekannter SNP (rs3821667) in
Exon 2 gefunden werden [108]. Der cG168A-Polymorphismus befindet sich im 5'-
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UTR-Bereich des Transkripts. Die Allelfrequenz fir cG168A liegt bei Kaukasiern im
Referenzkollektiv bei 0,38 [97]. Abbildung 8 zeigt das Elektropherogramm fiir den
heterozygoten Polymorphismus. In Abbildung 9 wird der BLAT-Homologieabgleich
mit anderen Sauge- und Wirbeltieren gezeigt. Die Variante befindet sich 5 Basen

nach und unmittelbar vor einer hochkonservierten Sequenz.

Abb. 8 Elektropherogramm des Patienten Nr. 1 mitrs 3821667 als Variante: In der Mitte der Abbil-
dung ist die Position der Variante markiert. Die Sequenzierungsmaschine hat an dieser Stelle die Sig-
nale zweier Nukleotide empfangen (schwarz fir Guanin und grin fur Adenin). Als Mehrdeutigkeits-
kode wird der Buchstabe ,K" in der Sequenz genannt.

e st ! / L)
A ALADEA BT T GT & CAEE A6 AG
120 130 140 150

Abb. 9 Homologieabgleich durch BLAT im Bereich von rs3821667: Zu generellen Erlauterungen
der Abbildung s. Abb. 7. Durch einen schwarzen Block wird die Variante (rs3821667) in der untersten
Zeile gezeigt. Die schwarze Umrandung hebt die relevante Position des SNPs in der Homolgieanalyse
hervor. Die Variante befindet sich 5 Basen nach und unmittelbar vor einem hochkonservierten Areal.
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3.2.3.1.3 rs6785930

Bei den Patienten 3 bis 6, 12 und 14 konnte eine bekannte Variante (rs6785930) er-
mittelt werden [109]. Der G32A-Polymorphismus in Exon 3 (cG257A im Transkript)
kodiert synonym an Position 6 des Proteins (pN6N) und hat somit keinen direkten
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Einfluss auf das Genprodukt. Bei Kaukasiern liegt die Allelfrequenz fir den SNP bei
0,52 [97]. Abbildung 10 zeigt das Elektropherogramm fur den heterozygoten Poly-
morphismus.

Abb. 10 Elektropherogramm des Patienten Nr. 3 mitr  s6785930 als Variante: In der Mitte der Ab-

bildung ist die Position der Variante markiert. Die Farbe Blau zeigt Cytosin und Rot steht fir Thymin.
Als Mehrdeutigkeitskode wird der Buchstabe ,Y* in der Sequenz genannt.

50 100 120

3.2.3.1.4 rs680999

Bei den Individuen 1, 9 und 11 konnte der bekannte A50C-Polymorphismus
(rs6809699) in Exon 3 identifiziert werden [110]. Bei der Variante handelt es sich um
einen synonym kodierenden Polymorphismus fir Position cA275C im Transkript
respektive pG12G im Protein. Die Allelfrequenz fur die Variante betragt bei Kauka-
siern 0,38 [97]. Abbildung 11 zeigt das Elektropherogramm fir den heterozygoten
Polymorphismus.

Abb. 11 Elektropherogramm des Patienten Nr. 1 mitr  s6809699 als Variante: In der Mitte der Ab-

bildung ist die Position der Variante markiert. In dem Elektropherogramm zeigt die Farbe Schwarz die
Base Guanin und Rot Thymin an. Als Mehrdeutigkeitskode wird der Buchstabe , K" verwendet.

150
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3.2.3.1.5 LD-Analysen fur die identifizierten P2RY12-Varianten

Im Zuge der Genotypisierung von P2RY12 wurden Kopplungsungleichgewichtsana-
lysen durchgefuhrt, um die identifizierten Varianten untereinander und mit anderen
SNPs, die sich nicht in dem in dieser Arbeit sequenzierten Areal befinden, in einen
Kontext zu bringen. Varianten, die auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifi-
ziert wurden, sind der besseren Zuordnung wegen in diesem Kapitel fett gedruckt.
Bei der Analyse wurde ein Kopplungsungleichgewicht von rs6809699 zu rs3821667
(r’=1,0) festgestellt [97]. Das hohe Kopplungsungleichgewicht dieser SNPs wird
durch das gleichzeitige Vorliegen beider Varianten bei den Patienten 1, 9 und 11 be-
statigt. Des Weiteren konnte ein hohes Kopplungsungleichgewicht (r?=1,0) der identi-
fizierten Polymorphismen (rs6809699 und rs3821667) zu den intronischen Varianten
rs2046934 [111] und rs1388626 [112] ermittelt werden, die sich jedoch in Bereichen
befinden, die fur die vorliegende Arbeit nicht sequenziert wurden. Abbildung 12
illustriert das LD-Verhaltnis fur die 0.g. SNPs. Die Verteilung der Polymorphismen auf
die verschiedenen Patienten wird in den Tabellen 11 und 15 wiedergegeben. Die
Variantenverteilung bei den Kollektivpatienten steht im Einklang mit der LD-

Information aus der Referenzpopulation.
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Abb. 12 LD fur P2RY12 mit Fokus auf rs6809699 und r s3821667 [100]: Der Plot zeigt die detaillier-
te LD-Information im Bereich von P2RY12. Die LD-Information fir die gezeigten Varianten bezieht
sich auf die ,HapMap-CEU"-Population. Im unteren Teil der Abbildung ist die Information Uber die
genomische Position angegeben (10 kb-Fenster). Der griine Streifen markiert die Paosition von
P2RY12. Die orangefarbenen Vierecke markieren die Position der SNPs. Die Skala der r’-Werte fiir
die Beschreibung der LD-Beziehungen ist auf der linken Seite des Plots angegeben. Der Fokus dieses
Plots liegt auf rs3821667 (grofites Viereck). Des Weiteren sind gekennzeichnet (von links nach
rechts): rs6809699, rs1388626 und rs2046934. Die bezeichneten Varianten befinden sich alle im Be-
reich von P2RY12. Die SNPs rs1388626 und rs2046934 befinden sich nicht im sequenzierten Areal
der Arbeit. Die SNPs unterliegen r’-Werten von 1,0. Auf der rechten Seite des Plots ist die Skala fur
die Rekombinationsrate (cM/mM) aufgetragen. Die Rekombinationsrate ist in dem Plot durch die blau-
en Linien gekennzeichnet.

rs3821667 ( CEU)
g 152531234 162548859
1.0 o <l ~ 80
| 5 i s
4 |
1 1
0.8 - 4 e e =
| ] - 60 &
=
| | 2
06 = @
g : :
2 q ' - 40 £
& 1 | g
L 04 = & £
1 [ &
1 ! 8
i i | ¢ - 20 @
02 - I ° ]
! o v e o o % 9 = ol o o
1 ° o o o b o
0.0 = .: aaaaaaaaaaa Preeresazarssrecasssssstesssssssssanans rerazassesasazas ; .................. - ()
I PZRY1Z |
1 1
I 1
1 ]
1 ]
1 1
1 ]
1 I
] ]
T T T T T
152531 152536 152541 152546 152551
Chromosome 3 position (hg18) (kb)

39



Ergebnisse

3.2.3.2 Cyp3A4

Im Folgenden werden die im Zuge der Genotypisierung identifizierten Varianten im
Bereich von Cyp3A4 (Ensembl ID: ENSG00000160868, 26.11.2006) vorgestellt. Die
Abbildung 13 fasst die SNPs im Kontext des Cyp3A4-Gens zusammen.

Abb. 13 Cyp3A4 mit Varianten: Fir die generelle Erlauterung der Abbildung siehe Abb. 5. Bei dieser
Darstellung der Positionen der SNPs auf dem Cyp3A4-Gen werden nur die relevanten Exons gezeigt.
Sprunge in der Sequenz werden durch die diagonalen Doppelstriche auf dem waagerechten Pfeil
gekennzeichnet.

Cyp3Ad
Chrom. 7, 99,354 604-99 381,888

[ rsa087150 | 152242480 | | rs28371763
[Crezssriis |
[Crossasasr_|

/Y Exon 7 J Exon 8 /4 Exon 10 N/ Exon 13
V/4 V/4 V/4 [y v

3.2.3.2.1 rs4987159

Bei Patient 2 konnte ein Polymorphismus (rs4987159) ermittelt werden. Die G58A-
Variante befindet sich in Exon 7 des Cyp3A4-Gens. Der Polymorphismus befindet
sich an Position cG763A im Transkript und kodiert synonym an Position pl193l fur
das Protein [113]. Daten tber eine Allelfrequenz fur die heterozygote Form bei Kau-
kasiern liegen nicht vor [98]. Abbildung 14 zeigt das Elektropherogramm fur die hete-
rozygot vorliegende Variante.
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Abb. 14 Elektropherogramm des Patienten Nr. 2 mit r  s4987159 als Variante: Der Polymorphis-
mus ist in der Mitte der Abbildung markiert. Die Farbe Schwarz zeigt Thymin an. Blau steht fir
Cytosin. Als Mehrdeutigkeitskode wird der Buchstabe ,Y* verwendet.

220 230 240 250 260 270 280
TETGATCAC TAGCACATCATT TGG AGTGAACAT YGACTC TCTCAACAATCCACRAAGACCCCTTTGTGG

3.2.3.2.2 rs2687116

Bei den Patienten 2, 10 und 11 konnte eine weitere intronische Variante identifiziert
werden (rs2687116). Die +C34A-Variante befindet sich stromabwarts von Exon 7 des
Cyp3A4-Gens [114]. Die Allelfrequenz fur +C34A liegt fur Kaukasier bei 0,07 [97].
Die Prifung auf mogliche Einflisse der Variante auf Bindungsstellen fur Transkripti-
onsfaktoren (s. Kap. 3.2.2) fiel negativ aus. Die ,Splice-Site-Score“-Berechnung fur
den Polymorphismus ergab eine Veranderung des Werts von -4,1 auf -6,8 (s. a. Kap.
2.15.3). Die Variante dient somit nicht als mdglicher Angriffspunkt fur ein alternatives
SpleiBen. Abbildung 15 zeigt das Elektropherogramm fiir den heterozygoten
Cyp3A4-Polymorphismus.

Abb. 15 Elektropherogramm des Patienten Nr. 10 mit rs2687116 als Variante: In der Mitte der
Abbildung ist die Position der Variante durch den Kreis markiert. In der Grafik wird durch die Farbe

Griin Adenin und durch Blau Cytosin angegeben. Der Buchstabe ,M*“ signalisiert die Mehrdeutigkeit in
der Sequenz.

130 140 150 1&0 170 180
TATCTCAATARAGCAGT TAT TT TTAAGAGAGHAAGATAAATAAALAGGAAATAGTAGTCCA
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3.2.3.2.3 rs4646437

Bei den Individuen 2 und 10 konnte eine intronische Variante im Bereich des Exon 8
(rs4646437) gezeigt werden [115]. Die Allelfrequenz fir —C202T liegt bei Kaukasiern
in der Referenzpopulation bei 0,23 [97]. In der ,Splice-Site-Score“-Berechnung ent-
steht durch die Variante keine Veranderung des Werts (-13,9 vs. -13,9). Die Abbil-
dung 16 zeigt das Elektropherogramm fir die heterozygote Variante. Die Variante
wurde beziglich eines Einflusses auf Transkriptionsfaktoren (s. Kap. 3.2.2) unter-
sucht, wobei kein positives Ergebnis erlangt werden konnte.

Abb. 16 Elektropherogramm des Patienten Nr. 10 mit rs4646437 als Variante: Der Kreis in der

Mitte der Abbildung markiert die Position der Variante. Die Farbe Schwarz steht fir Guanin, Blau fur
Cytosin. Der Buchstabe , Y* signalisiert an dieser Stelle die Mehrdeutigkeit.

20 an 410 50 (1]
CTCGCTGATCTCACT GCTGTAGY GGTGETCCTTATGCEATAE GACCTG

Al b

3.2.3.2.4 rs2242480

_‘:b-

In der Sequenzierung der PCR-Produkte der Patienten 2, 10 und 11 konnte der in-
tronische +C12T-Polymorphismus (rs2242480) identifiziert werden. Die Allelfrequenz
fur die Variante im Bereich von Exon 10 liegt im Referenzkollektiv bei 0,08 [97]. Die
~Splice-Site-Score“-Berechnung ergab fir beide Allele keine Veranderung des Werts
(-9,2 vs. -9,2). Abbildung 17 zeigt das Elektropherogramm flr den heterozygoten Po-
lymorphismus. Die Homologieanalyse mittels BLAT wird in Abbildung 18 gezeigt. In
der Abbildung ist ersichtlich, dass sich der Polymorphismus eine Base vor einem
hochkonservierten Areal befindet. Der Polymorphismus ist nicht an Bindungsstellen
fur Transkriptionsfaktoren beteiligt.
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Abb. 17 Elektropherogramm des Patienten Nr. 11 mit rs2242480 als Variante: Der Kreis in der
Mitte der Abbildung markiert die Position der Variante. Die Farbe Schwarz steht fiir Guanin, Grun fir
Adenin. Der Buchstabe , Y* signalisiert an dieser Stelle die Mehrdeutigkeit.

340 350 360 370
TTTACCCAAT ALAGGTGAGTGGATGRTACAT GG AGAAGGAGGGAGDG

il

Abb. 18 Homologieabgleich durch BLAT im Bereich von rs2242480: Die Sequenz fiir die Homolo-
gieanalyse wurde so gewahlt, dass von rechts nach links in der genomischen Sequenz stromaufwarts
bedeutet. So liegt die +C12T-Variante in der Grafik vor Exon 10. Die Position von rs2242480 ist durch
den schwarzen Kasten gekennzeichnet. Es ist erkennbar, dass die Variante sich unmittelbar an ein
hochkonserviertes Areal anschliel3t. Fir generelle Erlauterungen zur Grafik s.a. Abb. 7.
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3.2.3.2.5rs28371763

In der Sequenzierung von Cyp3A4 bei Patient 8 ergab sich eine weitere Variante im
3’-UTR-Bereich des Gens (rs28371763) [116]. Die T1044A-Variante in Exon 13 (Po-
sition cT2564A im Transkript) zeigt in der Referenzpopulation eine Allelfrequenz von
0,14 [97]. Dem Polymorphismus konnte bisher keine Auswirkung auf das Genprodukt
nachgewiesen werden. Micro-RNAs binden an Sequenzen im 3‘-UTR-Bereich. Der

Variante konnte kein Einfluss auf Bindungsstellen fir bekannte micro-RNAs nachge-
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wiesen werden. Die Abbildung 19 zeigt das Elektropherogramm fiir den heterozygo-
ten Polymorphismus.
Abb. 19 Elektropherogramm des Patienten Nr. 8 mit r s28371763 als Variante: Der Kreis im

Zentrum der Abbildung zeigt die Position von rs28371763. Die Farbe Rot steht fir Thymin, Grin fur
Adenin. Als Mehrdeutigkeitskode wird der Buchstabe ,W* benutzt.

290 300 310 320 330 340
GGG TeAGACGTGAGACTCAGTC TTAALAAANATATGCC TTTTTGAAGLCACGTACATTTT

i
.l

e A,

3.2.3.2.6 LD-Analysen fur die identifizierten Cyp3A4-Varianten

=

g

Die Informationen Uber die LD-Verhaltnisse wurden der ,HapMap“-Referenz-
population entnommen [97]. Die Analyse wurde durchgeftihrt, um die identifizierten
Varianten untereinander bzw. mit weiteren SNPs aus Sequenzen, die nicht in dieser
Arbeit sequenziert wurden, in einen Kontext zu bringen. Varianten, die auch im Rah-
men der vorliegenden Arbeit identifiziert wurden, sind der besseren Zuordnung we-
gen in diesem Kapitel fett gedruckt. Im Zuge der LD-Analysen konnten mehrere Va-
rianten ermittelt werden, die mit rs2242480 in LD stehen. Hierbei handelt es sich um
die Varianten rs6956344 [117], rs4646437 [115], rs2687116 [114], rs28969391 [118]
und rs776746 [119]. Die Abbildung 20 zeigt und erlautert die LD-Beziehungen der
Varianten. Die rs6956344-Variante befindet sich in einem fir die vorliegende Arbeit
nicht sequenzierten Areal und zeigt in Bezug auf rs2242480 ein hohes Kopplungs-
ungleichgewicht (r*=1,0). In der Abbildung 20 wird auch das LD-Verhaltnis von
rs2242480 zu rs776746 in Cyp3Ab5 illustriert (r’= 0,68). Der r>-Wert fiir die in der Ar-
beit identifizierten SNPs rs4646437 und rs2242480 liegt bei 0,591 (r%). Das LD-
Verhaltnis von rs2242480 zu rs2687116 wird laut ,Ensembl* mit r’=0,652 beziffert.
Rs28969391 liegt zwar im fiur diese Arbeit sequenzierten Bereich, konnte aber bei
keinem Kollektivpatienten nachgewiesen werden. Das Kopplungsungleichgewicht
von rs2242480 zu rs28969391 wird mit r’=0,732 angegeben. Auffallig sind auch die
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zahlreichen SNPs im Bereich von Cyp3A7, die sich in LD mit rs2242480 befinden.
AulR3erdem sind in der Abbildung 20 Informationen Uber die Rekombinationsrate im
Bereich der SNPs enthalten. So befindet sich rs4646437 in einem Areal mit einer

Rekombinationsrate von 37,52 cM/mM.

Abb. 20 LD Cyp3A4 (100 kb-Fenster, modifiziert) nac  h [100]: Der Plot zeigt die LD-Informationen
fur rs2242480, rs4646437, rs6956344, rs2687116, rs28969391 und rs776746. Die LD-Informationen
fur die gezeigten Varianten wurden der HapMap-CEU-Population (Release 22) entnommen. Im unte-
ren Teil der Abbildung ist die genomische Position angegeben (100 kb-Fenster). Der griine Streifen
markiert die Position von Cyp3A4. Die orangefarbenen Vierecke markieren die Position der SNPs. Die
Skala der r*-Werte fiir die Beschreibung der LD-Beziehungen ist auf der linken Seite des Plots ange-
geben. Fur weitere Erlauterungen zum Plot s. Abb. 12. In diesem Plot soll besonderes Augenmerk auf
das LD-Verhéltnis von rs2242480 zu rs776746 (r’= 0,68) gerichtet werden. Rs776746 befindet sich im
Bereich von Cyp3A5. Die Position der unterschiedlichen Gene wird durch den griinen Strich unterhalb
der gekennzeichneten Variante wiedergegeben. Rs2687116, rs28969391 und rs6956344 befinden
sich nicht in der Datenbank des SNAP-Programms. Allerdings konnte Gber die Ensembl-Datenbank
eine LD-Information beziglich der Variante ausgemacht werden, sodass rs2687116, rs28969391 und
rs6956344 vom Autor in die Grafik eingefigt werden konnten. Der r’-Wert fiir rs2242480 zu
rs6956344 betragt laut Ensembl 1,0, der von rs2687116 zu rs2242480 liegt bei r’=0,652 und der von
rs28969391 zu rs2242480 liegt bei 0,732 [72].
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3.3 Zusammenfassung der Phanotypisierung und der Ge

notypisierung

In den Kapiteln 3.1 und 3.2 wurde die Phanotypisierung und die Genotypisierung
ausfuhrlich beschrieben. Die Tabelle 15 fasst die Daten zusammen und gibt so einen
umfassenden Uberblick tber die Verteilung der Merkmale auf die einzelnen

Kollektivpatienten.
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Diskussion

4. Diskussion

Das Auftreten von Stentthrombosen als Folge einer Clopidogrel-Resistenz ist ein
wichtiges Thema fir die interventionelle Kardiologie. Um die Thematik weiter zu be-
leuchten, wurden fir die vorliegende Arbeit ca. 6000 PTCA-Befunde gelesen und mit
Blick auf Stentthromboseféalle untersucht. Insgesamt wurden so 15 Stentthrombose-
Patienten (16 Falle) eindeutig identifiziert und durch zwei interventionelle Kardiologen
anhand der PTCA-Filme validiert. Anhand der Akten der 15 eindeutig Clopidogrel-
resistenten Stentthrombosepatienten (s. Kap. 2.6.1) wurde ein Profil der Medikation
erstellt und eine Phanotypisierung durchgefihrt. Im Rahmen des Cardiogenics-
Projekts der Medizinischen Klinik Il am UK-SH Campus Lubeck lag Leukozyten-DNA
der 15 Patienten vor. Fiur die vorliegende Arbeit wurden alle Exon-Sequenzen mit
den angrenzenden intronischen Abschnitten der P2RY12- und Cyp3A4-Gene geno-
typisiert.

4.1 Phanotypisierung und Medikation

Die Stentthrombosefalle wurden eindeutig identifiziert, validiert und erflllten die
Diagnosekriterien des ,academic research consortium“ (ARC) [5]. Mechanische Ur-

sachen der Stentthrombosen wurden im Zuge der Validierung ausgeschlossen.

4.1.1 Phanotypisierung des Patientenkollektivs

Bei der Profilerstellung fur die 15 Stentthrombosepatienten fielen verschiedene
Charakteristika hinsichtlich der Diagnosen auf: Alle Patienten litten unter einer KHK
mit Hypertonus, die den Eingriff der PTCA mit Stenting erst notig gemacht hatten.
Von den 15 Patienten des Kollektivs waren 7 an einem Diabetes mellitus erkrankt.
Bei Patienten mit einem Diabetes mellitus treten Stentthrombosen haufiger auf [8], da
bei ihnen die Thrombozytenaktivierung generell erhéht ist. Wie stark der Einfluss des
Diabetes mellitus bei der Entstehung der Stentthrombosefalle im Kollektiv war, wurde
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht und kann daher nicht benannt
werden. Das Vorliegen eines Diabetes mellitus kann allerdings als Ursache fir eine

Stentthrombose nicht allzu relevant sein, da eine Vielzahl der Patienten, die infolge
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eines Herzinfarktes einen Stent erhalten, auch an Diabetes erkrankt sind. Wenn die
generell erhéhte Thrombozytenaktivierung bei Diabetes mellitus an sich regelhaft
eine Stentthrombose verursachen wirde, musste die Inzidenz der Stentthrombose
deutlich héher ausfallen (s.a. Kap. 1.2.1). Auch ein erhdhter BMI kann mit einer Clo-
pidogrel-Resistenz assoziiert sein [58]. Allerdings wiesen die Patienten im Kollektiv
unterschiedliche BMI-Werte auf (s. Tab. 10 und 15). Der durchschnittiche BMI lag
bei 27 kg/m? und somit im Bereich von Ubergewichtigen. Die hohe Streuung des BMI
(21-31,1 kg/m?) spricht jedoch nicht fiir eine klare Assoziation des Wertes mit der
Stentthrombose. Trotzdem kann der hohe BMI bei einigen Patienten im Kollektiv
durch ein erhdhtes Verteilungsvolumen durchaus mit einer daraus resultierenden
Unterdosierung von Clopidogrel verbunden gewesen sein. Eine Assoziation der
Stentthrombose mit einer niedrigen Ejektionsfraktion und einem hohen Alter wurde in
der Literatur gezeigt [9, 10]. Auch fur diese Werte zeigten sich im Kollektiv Streuun-
gen der Patientenwerte (Alter: 41-72 Jahre, Ejektionsfraktion 15-55%; s.a. Tab. 10
und 15), sodass auch hier keine klaren Beziige prasentiert werden konnen. Auch
eine Uberlegung dahingehend, dass eine genetische Pradisposition fiir die
Clopidogrel-Resistenz speziell bei jingeren Patienten gegenuber anderen Kriterien
relevanter sein konnte, konnte am Kaollektiv nicht belegt werden. Allerdings sind im-
merhin drei der 15 Kollektivpatienten ungewdhnlich jung (Patienten 7 und 10 waren
41 und Patient 11 war 43 Jahre alt; s.a. Tab. 10 und 15), sodass die jingeren Patien-
ten im Kollektiv ungewéhnlich stark vertreten sind (20%). Dennoch liegt das mittlere
Alter der Patienten bei 60,7 Jahren und damit wiederum im Bereich von KHK-
Patienten. Aufgrund der inkompletten Informationen Uber die verwendeten Stent-
typen (DES vs. BMS; s. Tab 10 und 15) im Patientenkollektiv, kann keinerlei Aussage
Uber einen Zusammenhang des Stenttypen mit dem Auftreten einer Stentthrombose
gemacht werden. Im Kollektiv war bei DES-Patienten der Zeitraum von der Stent-
implantation bis zur Stentthrombose tendenziell kiirzer als bei BMS-Patienten (Tage
bis Stentthrombose; s. Tab. 10 und 15). Aufgrund der wenigen Patienten (4 BMS und
5 DES) lassen sich diesbezlglich jedoch keine aussagekraftigen Ruckschlisse zie-
hen. Augenfallig ist die kurze Zeitspanne von der Stentimplantation bis zur
Stentthrombose, die minimal 3 Tage und maximal 48 Tage betrug (durchschnittlich
13,7 Tage; Ausnahme: Patient 8 = 280 Tage). Dieser Sachverhalt spricht fir eine

tatsachliche Clopidogrel-Resistenz bei diesen Patienten, da gerade in der Frihphase
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nach einer Stentimplantation der Fremdkdrper und die GefalRwandverletzung eine
thrombogene Wirkung (s. Kap. 1.1.1) haben und der Stent noch keiner nennenswer-
ten Endothelialisierung unterliegen durfte. Diese Beobachtung unterstreicht die Qua-
litat der Auswahl der Kollektivpatienten als solche mit einer tatsachlichen Clopidogrel-

Resistenz.

4.1.2 Medikamenteninteraktion

Clopidogrel wird Cytochrom-P450-abhangig aktiviert. Den grof3ten Anteil an dieser
Aktivierung hat das Cyp3A4-Isoenzym. Allerdings spielen auch Cyp2C19 und
Cyp3A5 fur die Metabolisierung des Medikaments eine Rolle. Unter den im Patien-
tenkollektiv eingenommenen Medikamenten befanden sich neben Clopidogrel Prapa-
rate, die ebenfalls Uber das Cyp3A4-Isoenzym metabolisiert werden. So nahmen 10
Patienten im Kollektiv Cyp3A4-abhangige Statine ein (s. Tab. 10 und 15). Uber den
Einfluss der Interaktion am Cyp3A4-Isoenzym durch die gleichzeitige Einnahme von
Statinen und Clopidogrel auf die Thrombozytenaggregationshemmung wird wider-
spruchlich diskutiert [47, 48, 56]. Eine weitere Interaktion am Cyp3A4 ist durch die
Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren (,PPI“, 10 Patienten; s.a. Tab. 10 und 15)
denkbar. PPIs sind wie Clopidogrel auch Substrate von Cyp2C19 (s. Kap. 1.2.3.2).
Auch an dieser Stelle ist die Information tber die Relevanz der Interaktion nicht ein-
deutig. Eine kurzlich veroffentlichte Studie (n=13608) konnte ein verzbgertes Anspre-
chen der ,loading-dose” bei der gleichzeitigen Einnahme von Clopidogrel und PPIs
fur die Thrombozytenaggregation zeigen [55]. Bei den primaren Endpunkten ergaben
sich allerdings keine Unterschiede fir die Patienten, sodass diese Interaktion am
Cyp2C19 nicht tUberbewertet werden sollte. Auch fur die Patienten des Kollektivs
kann Uber die Bedeutung einer Verabreichung bzw. der Dosierung einer ,loading
dose” (Clopidogrel) fur die Vermeidung einer Stentthrombose, aufgrund der inkom-
pletten Informationen aus den Patientenakten (Gabe einer ,loading dose“ von 600
mg nur bei Pat. 3, 5, 12 gesichert), keine Aussage getatigt werden.

4.1.3 Compliance der Patienten

Die Compliance der Stentthrombosepatienten des Kollektivs wurde in den Akten
durch die behandelnden Arzte nicht kommentiert. Natiirlich muss zunachst davon
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ausgegangen werden, dass die Patienten den arztlichen Anordnungen Folge leiste-
ten. Allerdings kann eine unzureichende Compliance der Patienten mit einer unzurei-
chenden Thrombozytenaggregationshemmung und einer Stentthrombose als Folge

nicht vollends ausgeschlossen werden.

4.2 Genotypisierung

Die P2RY12- und Cyp3A4-Gene wurden amplifiziert und anschlieRend sequenziert
(Genotypisierung). Die so erlangten Sequenz-Informationen wurden auf Gen-
Varianten untersucht. Die identifizierten Gen-Varianten wurden in ihrer Funktion cha-
rakterisiert. Die neun identifizierten SNPs haben allesamt keinen verifizierbaren di-
rekten Einfluss auf das Genprodukt der sequenzierten Gene. Da im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit keine Identifikation neuer oder bekannter Varianten mit einer direk-
ten Funktionsbeeintrachtigung gelungen ist, wurden die bekannten ermittelten SNPs
beschrieben und charakterisiert. So konnten durch die Verwendung verschiedener
Methoden einige Aussagen uber bereits ermittelte Assoziationen (z.B. Uber LD-
Analysen) der identifizierten Varianten bzw. tber evolutiondr relevante Sequenzen
getatigt werden. Aufgrund des kleinen Kollektivs (n=15) kdnnen allerdings keine ab-
schlieBenden Aussagen Uber eine Signifikanz der einzelnen Varianten in Bezug auf
eine Clopidogrel-Resistenz mit Stentthrombose als Folge gemacht werden. Dennoch
soll im Folgenden Uber die ggf. bestehende Relevanz der identifizierten Gen-
Varianten der Genotypisierung diskutiert werden.

4.2.1 ldentifikation von Gen-Varianten in P2RY12

4.2.1.1 Varianten in Exon-Bereichen

Die identifizierten exonischen Varianten (rs6785930 (Pat. 3-6, 12, 14), rs6809699
(Pat. 1, 9, 11), rs3821667 (Pat. 1, 9, 11; s.a. Kap. 4.2.1.3 und Tab. 15) haben auf
den ersten Blick keine Auswirkung auf das Genprodukt. Bei rs6785930 und
rs6809699 (beide Exon 3) handelt es sich um silente SNPs, und rs3821667 befindet
sich im 5-UTR-Bereich des Gens. Allerdings konnte im speziesubergreifenden
BLAT-Homologieabgleich von rs3821667 (s. Abb. 9) eine aufschlussreiche Beobach-

tung gemacht werden: Diese Variante befindet sich zwischen zwei hochkonservierten
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Arealen im 5-UTR-Bereich von P2RY12. UTR-Bereiche kdnnen die Stabilitat der
MRNA beeinflussen. AuRerdem enthalten UTR-Bereiche Informationen fur die Initiie-
rung bzw. regulatorische Elemente fur die Translation. Die Position des SNPs zwi-
schen zwei hochkonservierten Arealen spricht flr eine Sequenz von grof3erer Bedeu-
tung fur die Verarbeitung der spateren mRNA. Allerdings sind hier nahere Aussagen

Uber die konkrete Funktion der Variante nicht maglich.

4.2.1.2 Variante im Intron-Bereich

Bei der Sequenzierung von P2RY12 konnte mit rs1491974 (Pat. 4-7, 11, 13, 15) eine
Variante im Intron von Exon 1 des Gens identifiziert werden. Die Variante hat keinen
Einfluss auf Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren oder auf Splei3-Enzyme.
Allerdings konnte bei rs1491974 im Zuge der Homologieanalyse mittels BLAT ge-
zeigt werden, dass sich der SNP direkt vor einem hochkonservierten Areal befindet
(s. Abb. 7, Kap. 3.2.3.1.1). Der nachfolgenden Sequenz muss also eine evolutionar
relevante Funktion zukommen. Da die Funktion intronischer Sequenzen derzeit noch
nicht vollends verstanden ist, kann an dieser Stelle keine abschliel3ende Aussage zur
Bedeutung dieser Beobachtung bzw. zur Funktion der Sequenz und der Variante ge-

tatigt werden.

4.2.1.3 LD-Analysen

Bei der LD-Analyse fur die identifizierten SNPs im Bereich von P2RY12 wurde Fol-
gendes beobachtet: Die bei den Patienten 1, 9 und 11 jeweils identifizierten Varian-
ten rs3821667 und rs6809699 befinden sich in LD (r?=1,0). AuBerdem konnte ein LD-
Verhaltnis zu zwei weiteren P2RY12-Varianten (rs1388626 und rs2046934), die sich
nicht im fur die vorliegende Arbeit sequenzierten Areal befinden, ermittelt werden.
Diese Beobachtung ist im Hinblick auf bereits publizierte Literatur &uf3erst bemer-
kenswert. Der von Fontana et al. (n=98) etablierte H2 enthalt auch die Variante
rs6809699 [62], sodass Beobachtungen beziiglich H2 auch auf Trager der Variante
und den zu dieser Variante in LD stehenden SNPs Ubertragen werden kénnen. Die
Ubrigen dem H2 zugehdrigen Varianten konnten nicht identifiziert werden, da sie sich
in Arealen befinden, die fur diese Arbeit nicht sequenziert wurden. Aufgrund des ge-
zeigten starken LD-Verhéltnisses (r’=1,0) der H2-Varianten kann davon ausge-
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gangen werden, dass Trager von rs6809699 und rs3821667 (nicht im von Fontana
beschriebenen H2, aber LD=1,0 zu H2-Varianten, s.a. Abb. 12) auch Trager der Ub-
rigen SNPs sind. Im Kollektiv sind 3 Patienten (1, 9, 11) Trager beider SNPs. Im Hin-
blick auf die Clopidogrel-Resistenz handelt es sich bei H2 um einen durchaus beach-
tenswerten Haplotypen. Im Vergleich zu Nicht-Tragern unterliegen Trager von H2
laut Fontana et al. einer erhéhten Thrombozytenaktivierung durch ADP [62]. Diese
Beobachtung eines ,gain of function“-Gens kdnnte das verminderte Ansprechen von
Clopidogrel am P2RY12 erklaren. So kann diskutiert werden, ob H2 zu einer relativen
Clopidogrel-Resistenz fuhrt, bei der beispielsweise mehr Rezeptoren exprimiert wer-
den als bei Nicht-Tragern und somit die Standard-Dosis an Clopidogrel nicht aus-
reicht, um eine gentugende Thrombozytenaggregationshemmung zu bewirken. Aller-
dings konnte in einer groReren Untersuchung mit PTCA-Patienten (n=416) die Asso-
ziation von H2 mit einer erhohten Thrombozytenaktivierung nicht bestatigt werden
[65]. Auch die Thrombozytenaggregationshemmung unter einer hohen ,loading dose”
Clopidogrel (600 mg) blieb in der Studie bei H2-Tragern unbeeinflusst. Die Uberle-
gung, ob H2-Trager einer generell erhbhten Thrombozytenaktivierung mit relativer
Clopidogrel-Resistenz unterliegen, kann aufgrund dieser widersprtichlichen Publika-
tionen und im Rahmen dieser Arbeit nicht hinreichend geklart werden, scheint aber

gerechtfertigt.

Malek et al. prasentierten in ihrer Arbeit Ergebnisse, die flr eine Assoziation von
mehreren koexistenten SNPs mit der Clopidogrel-Resistenz sprechen [53]. So hatten
gleichzeitige Trager von rs6809699 und einem SNP in Cyp2C19 (s.a. Kap. 1.3.1)
eine hohere Thrombozytenaktivitat unter Clopidogrel als Nicht-Trager oder Trager
jeweils nur einer Variante. Die Arbeit verdeutlicht den mdglicherweise vorhandenen
additiven Einfluss verschiedener Polymorphismen auf die Wirkung von Clopidogrel.
Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass eine breiter angelegte Betrachtungs-
weise fur die Erklarung der Clopidogrel-Resistenz erfolgversprechend sein kénnte (s.
Kap. 4.3).

Thrombotische Ereignisse im Zuge einer Arteriosklerose (z.B. Myokardinfarkte) kon-

nen durch erhdhte Thrombozytenaktivierung bedingt sein. Fontana et al. zeigten in

einer Fall-Kontroll-Studie die Assoziation des H2 mit der Arteriosklerose [63]. Aller-
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dings konnten Zee et al. in ihrer Studie keinerlei Assoziationen des H2 mit thromboti-
schen Ereignissen wie Myokardinfarkten, Schlaganfallen und tiefen Venenthrombo-
sen [66] nachweisen. Auch anhand dieser Untersuchungen bleibt eine Aussage uber
die Auswirkung des H2 auf thrombotische Ereignisse, die mit einer erhéhten Throm-

bozytenaktivierung einhergehen, schwierig.

Stellvertretend fur H2 wurden auch anhand des Beispiels von rs6785930 in bisheri-
gen Publikationen Aussagen mit Relevanz fur die Erklarung der Clopidogrel-
Resistenz getatigt. So zeigte die Arbeit von Ziegler et al., dass heterozygote Tréager
von rs6785930 ein 4,02-fach erhdhtes Risiko fur neuro-vaskulare Ereignisse hatten
[67]. Allerdings wurde fur den SNP rs6785930 kein Einfluss auf die ADP-induzierte
Thrombozytenaggregation ermittelt [62, 65, 68]. Dass die erhOhte neuro-vaskulare
Ereignis-Rate bei rs6785930-Tragern auf eine durch die Variante bedingte erhdhte
Thrombozytenaktivierung mit relativer Clopidogrel-Resistenz zurtickzufuhren ist, er-

scheint dadurch fragwirdig.

4.2.2 ldentifikation von Gen-Varianten in Cyp3A4

4.2.2.1 Varianten in Exon-Bereichen

Die beiden im Cyp3A4 identifizierten exonischen Varianten rs4987159 (Pat. 2; Exon
7) und rs28371763 (Pat. 8; Exon 13) kodieren synonym im Genprodukt und haben
daher zunachst keine Auswirkung auf die Funktion des Enzyms. Die rs28371763-
Variante befindet sich im 3*-UTR Bereich des Gens, liegt aber nicht im Bindungsbe-
reich bekannter micro-RNA. Allerdings steigt die Zahl bekannter mirco-RNAs an,
weshalb ein mdglicher Einfluss der Variante auf Bindungsstellen von bisher unbe-
kannten micro-RNAs mit regulierender Funktion fur die Gen-Expression nicht auszu-

schlie3en ist.

4.2.2.2 Varianten in Intron-Bereichen

Die identifizierten intronischen Varianten rs2687116 (Pat. 2, 10, 11; Intron 7),
rs4646437 (Pat. 2, 10; Intron 8) und rs2242480 (Pat. 2, 10, 11; Intron 10) liegen nicht
in Sequenzen, die als Bindungsstellen bekannter Transkriptionsfaktoren dienen. Fer-
ner kommt den SNPs keine Bedeutung fir das Zustandekommen neuer Spleil3-
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Varianten des Proteins zu. Rs2242480 liegt nur 12 Basen stromabwarts von Exon 10
des Cyp3A4. Im speziesiubergreifenden Homologieabgleich mittels BLAT (s. Abb. 18,
Kap. 3.2.3.2.4) befindet sich die Variante in der Nahe eines hochkonservierten
Areals, dem Exon 10. Die Konservierung endet in diesem Bereich nicht abrupt mit
dem Ende des Exons, sondern setzt sich noch abgeschwécht bis zur Variante fort.
Ob der Variante durch das angrenzende konservierte Areal eine besondere Funktion
zukommt, kann an dieser Stelle nicht ermittelt werden, ist aber denkbar. Allerdings
geht dieser Ansatz Uber den derzeitigen Wissensstand bezlglich der Regulation der
Genexpression hinaus. Dennoch scheint der sich dem Exon anschlielenden Se-

guenz mit der Variante eine evolutiondre Relevanz zuzukommen.

Die in der vorliegenden Arbeit identifizierte Variante rs2242480 konnte in einer Studie
in Assoziation mit einer verminderten GP-lIb/llla-Expression (s.a. Abb. 1, Kap. 1.2)
unter Clopidogrel gebracht werden [83]. Dieser Einfluss konnte insbesondere fur die
ersten 24 Stunden nach einer ,loading-dose“ von 300 mg gezeigt werden. Allerdings
wurde dieser Effekt nur fur die GP-lIb/llla-Expression und nicht fir die ADP-Induktion
gezeigt. Auch konnte kein Einfluss der Variante auf die generelle ADP-induzierte
Thrombozytenaggregation prasentiert werden. Die Arbeit impliziert jedoch, dass ge-
netische Varianten einen Einfluss auf die Parameter der Thrombozytenaggregation
(z.B. GP-lIb/llla-Expression) haben kdnnen. Andere Studien versuchten, rs2242480
einen Einfluss auf das ADP-induzierte Thrombozytenaggregationsprofil unter
Clopidogrel nachzuweisen. Zwei Studien mit einem &hnlichen Design konnten hinge-
gen keinen Effekt der Variante auf die ADP-Induktion der Thrombozytenaggregation
verzeichnen [51, 84]. Der Einfluss der Variante bleibt also fraglich und wirde nur ein
verbessertes Ansprechen von Clopidogrel, nicht jedoch die Clopidogrel-Resistenz

erklaren.

Fur rs4646437 wurde eine Assoziation mit einem erhdhten Ciclosporinbedarf in der
Immunsuppression bei nierentransplantierten Tragern der Variante ausgemacht [80].
Auch Ciclosporin wird Cyp3A4-abhéngig metabolisiert [76]. In der Studie von Crettol
et al. lag der Bedarf fur Ciclosporin bei Tragern von rs4646437 wahrend des gesam-
ten Jahres hoher als bei Nicht-Tragern. Die Beobachtung kann aufgrund der

angestellten Analysen beziglich der intronischen Variante auf Basis von heutigem
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Wissen nicht begrindet werden. Ggf. kann dieser erhéhte Bedarf der Ciclosporin-
Medikation auf eine verminderte Aktivitat des Cyp3A4-Enzyms zuriickgefihrt werden
und koénnte dann auch in Bezug auf Clopidogrel einen Erklarungsansatz fiur die
Clopidogrel-Resistenz liefern (im Kollektiv Pat. 2, 10).

4.2.2.3 LD-Analysen

Fur die identifizierten Varianten im Cyp3A4-Gen der Stentthrombosepatienten konn-
ten verschiedene Aussagen uUber LD-Verhaltnisse gemacht werden. Die in Abbildung
20 (Kap. 3.2.3.2.6) dargestellten Kopplungsungleichgewichtsverhaltnisse der identifi-
zierten Varianten zueinander und zu anderen, nicht identifizierten SNPs, wurden in
ahnlicher Weise von Loukola et al. beschrieben [82]. So wird dem ,Haplotype 4* (u.a.
rs2687116, rs2242480 und rs6956344 [rs6956344 liegt nicht im genotypisierten Areal
der vorliegenden Arbeit], s.a. Kap. 3.2.3.2.6) eine inverse Assoziation mit einer nied-
rigen Aggressivitat von Prostatakrebs zugeschrieben. In der Arbeit wird argumentiert,
dass die Entstehung von Prostatakrebs direkt von der Menge an aktiviertem Testos-
teron abh&ngig ist. Da Cyp3A4 an der Deaktivierung von Testosteron beteiligt ist,
kénnte bei Vorliegen der Varianten des ,Haplotype 4“ eine verminderte Deaktivierung
des Hormons die Ausbildung eines Prostatakrebses begunstigen. Unter der Annah-
me, dass Loukolas ,Haplotype 4“ eine verminderte Cyp3A4-Aktivitat aufweist, kann
u.U. geschlossen werden, dass gerade die Varianten-Kombination des ,Haplotype 4
auch fur eine verminderte Clopidogrel-Aktivierung verantwortlich sein kann. Somit
konnten die im Patientenkollektiv ermittelten Varianten rs2687116 und rs2242480 bei
den Tragern zu einer Clopidogrel-Resistenz mit nachfolgender Stentthrombose ge-
fuhrt haben.

Clopidogrel wird neben Cyp3A4 auch durch Cyp3A5 aktiviert [48]. Mit der Darstellung
des LD-Verhéltnisses von rs2242480 (Cyp3A4; Pat. 2, 10, 11) zu rs776746 (Cyp3AS5;
r’=0,68; s.a. Abb. 20) konnte ein Bezug zu einer aufschlussreichen Arbeit hergestellt
werden: Cyp3A5*3 (rs776746) fuhrt zu einer bekannten Splei3-Variante mit einge-
schrankter Aktivitat des Enzyms [79]. Das LD-Verhéltnis der beiden Varianten ist
nicht auRergewdhnlich stark (r=0,68). Allerdings kann argumentiert werden, dass die
beiden SNPs haufiger zusammen vererbt werden als andere Varianten. Auch wenn

die Aktivitdt von Cyp3A4 durch das Vorliegen von rs2242480 nicht weiter beeinflusst
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wird, so kénnte ein gleichzeitiges Vorliegen von rs776746 in einer insgesamt niedri-
geren Aktivitdt des Cytochrom-P450-Systems resultieren. Dass rs776746 mit einem
erhohten Risiko fur thrombotische Ereignisse assoziiert ist, konnte bereits gezeigt
werden [54] und scheint die Relevanz des LD-Verhaltnisses von rs2242480 zu

rs776746 fur die Erklarung der Clopidogrel-Resistenz zu bestatigen.

Augenfallig ist, dass die bereits in der Literatur diskutierten Polymorphismen nicht nur
im Patientenkollektiv identifiziert wurden, sondern dass einige Patienten gleich meh-
rere Polymorphismen aufweisen, auch solche, die nicht miteinander in LD stehen. So
weist beispielsweise Patient 2, der gleich zweifach eine Stentthrombose erlitt, neben
den untereinander in LD stehenden Varianten (rs2242480, rs4646437, rs2687116)
noch einen weiteren SNP auf (rs4987159), der im Patientenkollektiv nur bei ihm fest-
gestellt wurde. Ob das gleichzeitige Vorliegen dieser 4 Varianten im Cyp3A4 fir die
Clopidogrel-Resistenz eine Rolle spielt und ggf. einen additiven Effekt bei der ver-
minderten Wirkung des Clopidogrels hat, wie er von Malek et al. fur Varianten im
P2RY12-Gen diskutiert wurde [53], kann hier nicht entschieden werden und wurde
auch in der Literatur noch nicht diskutiert, erscheint aber denkbar. Inwieweit ein Au-
genmerk auf die Anzahl der identifizierten Varianten pro Patient gelegt werden muss,
kann auch fur den Patienten 11 diskutiert werden. Neben den o.g. in der Literatur
bereits etablierten Auswirkungen der bei Patient 11 festgestellten Varianten im
P2RY12 (rs3821667 und rs6809699 [untereinander in LD]; zusatzlich rs1491974)
und im Cyp3A4 (rs2687116 und rs2242480 [ebenfalls in LD]), stellt sich die Frage, ob
das gleichzeitige Vorliegen aller identifizierten Varianten in beiden genotypisierten
Genen bei Patient 11 insgesamt zu einer Clopidogrel-Resistenz beitragen kann. Die-
se Uberlegung kann im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht belegt werden und miss-

te durch weitere Untersuchungen Uberpruft werden.

4.3 Ausblick

Das Problem der Clopidogrel-Resistenz mit Stentthrombose als phanotypisches Kor-
relat ist nach wie vor aktuell. Um die Nachsorge von PTCA-Patienten zu verbessern
und damit gefahrliche thrombotische Komplikationen zu vermeiden, sollten weiterhin

Anstrengungen unternommen werden, die Clopidogrel-Resistenz zu erklaren. Groler
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angelegte Studien mit einem optimierten Design fir Phanotypisierung einschlief3lich
Medikation und Genotypisierung waren fur die Erlangung einer adaquaten Erklarung

der Clopidogrel-Resistenz angebracht.

Um die Identifikation von Stentthrombosen fir eine Fortfihrung der vorliegenden Ar-
beit zu erleichtern, ware die weitere Computerisierung des Befundsystems des UK-
SH Campus Lubeck sinnvoll. Hierbei wiirde eine Suchfunktion fiir Diagnose-Begriffe
wie ,Stentthrombose*” eine Erleichterung mit Zeitersparnis bedeuten.

Fur die erweiterte Phanotypisierung der Patienten in Bezug auf die Cyp3A4-Aktivitat
kame ein Erythromycin-Atem-Test in Frage, der bereits flr Studien mit dem Ziel der
Identifikation von Medikamenteninteraktionen verwendet wurde [47, 49]. Stentthrom-
bosepatienten kbnnten nach erfolgreicher Therapie mit Hilfe des Erythromycin-Atem-
Tests so auf die Cyp3A4-Aktivitat geprift werden. Die daraus entstehenden Befunde

kbnnten mit einem spater zu ermittelnden Genotyp korreliert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Stentthrombosen als phanotypisches Korrelat fur
die Clopidogrel-Resistenz verwendet. Alle tbrigen Faktoren, die eine Stentthrombose
hatten verursachen kdnnen, wurden weitestgehend ausgeschlossen. Dennoch bleibt
eine Unsicherheit, ob die Patienten reell Clopidogrel-resistent gewesen sind oder ob
andere Faktoren (z. B. erhéhte Thrombozytenaktivierung bei Diabetes mellitus) die
Stentthrombose auslosten. Um diese Unsicherheit zu vermeiden, konnten bei
Stentthrombosepatienten eine Thrombozytenaggregationstestung unter Clopidogrel
durchgefthrt werden, um so Clopidogrel-resistente von nicht-resistenten Patienten zu
trennen. In Studien mit &hnlichen Ansatzen wurden unterschiedliche Testverfahren
verwendet [6, 36-43]. Die tatsachlich Clopidogrel-resistenten Patienten wirden fir
weitere Untersuchungen mit einer Genotypisierung aller Cytochrom-P450-Enzyme,
die bei der Clopidogrel-Aktivierung eine Rolle spielen, in Frage kommen.

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 9 identifizierte Varianten in P2RY12 (4
Varianten) und Cyp3A4 (5 Varianten) hinsichtlich ihres mdglichen Einflusses bei der
Entstehung der Clopidogrel-Resistenz diskutiert. Malek et al. zeigten, dass maogli-

cherweise nicht ein einzelner SNP, sondern mehrere simultan vorliegende Varianten
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in verschiedenen Genen die Clopidogrel-Resistenz erklaren kdnnten (s.a. Kap. 4.2)
[53]. Diese Mdglichkeit wird durch additive Effekte der SNPs auf die Wirkung bzw.
Nicht-Wirkung (Resistenz) erklart. Um diesen mdglichen Additionseffekt mehrerer
SNPs zu klaren, missten Stentthrombosepatienten hinsichtlich inrer ADP-induzierten
Thrombozytenaggregation getestet und anschlieBend genotypisiert werden. Eine Zu-
ordnung der Phénotypen (Thrombozytenaggregation) zu den jeweils ermittelten Ge-

notypen ware dann maglich.

In der ndheren Vergangenheit sind durch neue Techniken groRe Fortschritte in der
Genetik erzielt worden. Durch sogenannte ,Genome-Wide-Association“-Studien
(GWA-Studien) ist es gelungen, in der Erforschung genetischer Ursachen der KHK
Gen-Orte zu identifizieren, die die Erblichkeit einer KHK erklaren konnten [120-123].
Eine GWA-Studie ist durch die fast ganzliche Sequenzierung des humanen Genoms
charakterisiert. Die Methode bendtigt sehr grof3e Kollektive, um eine Assoziation von
Gen-Varianten mit Erkrankungen berechnen zu kénnen, sodass ein hoher Kosten-
aufwand resultiert. Erst kirzlich wurde die neuartige ,Whole-Exome-Sequenzierung*
mittels "Next-Generation-Sequenzierung" entwickelt [124-126]. Dieser Methode zu-
grundeliegend ist die Tatsache, dass nur 1 % des menschlichen Genoms alle pro-
teinkodierenden Informationen und dabei geschatzte 85 % der krankheitsverursa-
chenden Mutationen enthalt. Die fokussiertere ,Whole-Exome-Sequenzierung" be-
schrankt sich auf genau diese relevantere Erbinformation, sodass das Verfahren ra-
tionaler und kosteneffizienter ist als die umfangreichere GWA-Studie und flr deutlich
kleinere Kollektive in Frage kommt. Somit eignet sich die ,Whole-Exome-
Sequenzierung" fir die zukinftige Untersuchung der Clopidogrel-Resistenz und die

Aufdeckung neuer Gen-Varianten.

In der Vergangenheit wurden etliche Gen-Varianten als mogliche Ursachen der Clo-
pidogrel-Resistenz diskutiert. Hierzu z&hlen neben den Gen-Varianten der in dieser
Arbeit untersuchten Kandidatengene P2RY12 und Cyp3A4 z.B. auch Polymorphis-
men im Cyp2C19 [50-53] oder im Cyp3A5 [54]. Ob diese Gen-Varianten letztlich
wirklich verantwortlich fur eine Clopidogrel-Resistenz sind, bleibt weiter offen. Im An-
schluss an eine umfassendere Phanotypisierung (s.0.) kdnnte eine ,Whole-Exome-

Sequenzierung" auch die Relevanz der in der Literatur bereits diskutierten Clopido-
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grel-Resistenz-Gene hinreichender klaren und die Versorgung der Patienten so ver-
bessern. In der Zukunft kénnte sich so auch die Mdglichkeit eines Screening-

Verfahrens fur Clopidogrel-resistente Patienten ergeben.

Seit Februar 2009 wurde mit Prasugrel ein neues Pharmakon aus der Gruppe der
Thienopyridine fur den europaischen Markt zugelassen. Eine Studie konnte bei
13608 Patienten eine hohere Effektivitat in der Pravention von ischamischen Ereig-
nissen belegen [18]. Ein Vorteil von Prasugrel konnte im Vergleich zu Clopidogrel
auch in der Pravention von Stentthrombosen gezeigt werden [18, 19]. Es bleibt ab-
zuwarten, ob Prasugrel aufgrund der gegeniber Clopidogrel verbesserten Eigen-
schaften (z.B. Vermeidung von Blutungen; Wirksamkeit) bzw. ohne ein Auftreten von
.Prasugrel-Resistenzen” die Versorgung der PTCA-Patienten verbessern und lang-

fristig die Zahl an Stentthrombosen vermindern kann.
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5. Zusammenfassung

Bei der Stentthrombose handelt es sich um eine fatale Komplikation der PTCA mit
Stentimplantation. In der Kombination mit ASS soll Clopidogrel thrombotische Ereig-
nisse wie die Stentthrombose verhindern. Allerdings kommt es trotz dieser
Prophylaxe weiterhin zu Ereignissen wie der Stentthrombose, was haufig Myokardin-
farkte und Todesfalle zur Folge hat. Ursachlich fur die Stentthrombose wird u.a. eine

unzureichende Wirkung von Clopidogrel angesehen (Clopidogrel-Resistenz).

Die vorliegende Arbeit sollte weitere Erklarungsansatze fur die Clopidogrel-Resistenz
am phanotypischen Beispiel von Stentthrombosen liefern. Fur diesen Zweck wurden
aus ca. 6000 Herzkatheterbefunden 16 Stentthrombosefélle bei 15 Patienten eindeu-
tig identifiziert und mittels der Patientenakten phanotypisiert. Die DNA der
Stentthrombosepatienten lag im Rahmen des Cardiogenics-Projekts der Medizini-
schen Kiinik 1l des UK-SH Campus Lubeck vor, sodass die Kandidatengene P2RY12
und Cyp3A4 bei den Patienten genotypisiert werden konnten. Bei P2RY12 handelt
es sich um einen ADP-Rezeptor auf der Thrombozytenoberflache, der nach der Akti-
vierung durch ADP eine Thrombozytenaggregation bewirkt. Clopidogrel inhibiert
P2RY12, sodass auf diesem Wege im Regelfall eine Thrombozytenaggregation
unterbunden wird. Cyp3A4 ist vorwiegend in der Leber lokalisiert und wird fur die

Umwandlung von Clopidogrel in die aktive Form verantwortlich gemacht.

Im Zuge der Genotypisierung der Kollektivpatienten wurden insgesamt 4 intronische
und 5 exonische Gen-Varianten identifiziert. Die identifizierten exonischen Gen-
Varianten waren silent. Den intronischen Gen-Varianten konnte kein Einfluss auf
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren, micro-RNAs oder Spleil3-Enzyme nach-
gewiesen werden. Uber Kopplungsungleichgewichtsanalysen konnten die identifizier-
ten Gen-Varianten sowohl untereinander als auch mit solchen Gen-Varianten asso-
ziiert werden, die sich nicht in dem fur die vorliegende Arbeit sequenzierten Areal
befanden. Eine eindeutige Assoziation der identifizierten Gen-Varianten mit der
Clopidogrel-Resistenz  konnte nicht prasentiert werden. Allerdings konnte die
Relevanz einiger identifizierter Gen-Varianten fur die Clopidogrel-Resistenz diskutiert

werden.
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7. Anhang

7.1 Tabellenverzeichnis
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Tab.
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Gerate

Chemikalien

Verbrauchsmaterialien

Verwendete Auswertungssoftware

Probenansatz fir ein Gesamtvolumen von 20 pl je Probe
PCR-Standardprotokoll

Primer fur P2RY12 ,forward” (F) und ,reverse” (R)
Primer fur Cyp3A4 ,forward” (F) und ,reverse” (R)

Standardreihe fur die Fluorometrie zur Ermittlung der DNA-Konzen-
tration der PCR-Produkte

Phanotypisierung und Medikation der Kollektivpatienten
Uberblick Gber die Ergebnisse der Sequenzierung fur P2RY12
Uberblick Gber die Ergebnisse der Sequenzierung fiir Cyp3A4
~Splice-Site-Score"-Berechnung P2RY12
~Splice-Site-Score“-Berechnung Cyp3A4

Zusammenfassung der Phanotypisierung und der Genotypisierung
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7.2 Abbildungsverzeichnis
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Vereinfachte Darstellung der ADP-induzierten Thrombozytenaggre-
gation und Hemmung des P2RY12-Rezeptors durch Clopidogrel
nach [25]

Genexpression nach [95]

Stentthrombose im therapeutischen Verlauf [105]

Gelelektrophorese

P2RY12 mit Varianten

Elektropherogramm des Patienten Nr. 5 mit rs1491974 als Variante
Homologieabgleich durch BLAT im Bereich von rs1491974
Elektropherogramm des Patienten Nr. 1 mit rs3821667 als Variante
Homologieabgleich durch BLAT im Bereich von rs3821667
Elektropherogramm des Patienten Nr. 3 mit rs6785930 als Variante
Elektropherogramm des Patienten Nr. 1 mit rs6809699 als Variante
LD far P2RY12 mit Fokus auf rs6809699 und rs3821667 [100]
Cyp3A4 mit Varianten

Elektropherogramm des Patienten Nr. 2 mit rs4987159 als Variante
Elektropherogramm des Patienten Nr. 10 mit rs2687116 als Variante
Elektropherogramm des Patienten Nr. 10 mit rs4646437 als Variante
Elektropherogramm des Patienten Nr. 11 mit rs2242480 als Variante
Homologieabgleich durch BLAT im Bereich von rs2242480
Elektropherogramm des Patienten Nr. 8 mit rs28371763 als Variante
LD Cyp3A4 (100 kb-Fenster, modifiziert) nach [100]
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7.3 Abkiirzungsverzeichnis

A

Abb.
ACS
ADP
ARC
ASS
BLAST
BLAT
BMI
BMS

bp
bzw.
C

ca.
cAMP
cDNA

CLARITY-
Studie

cM

CREDO-
Studie

CURE-
Studie

Cyp

DES

d.h.
DNA

dNTP
EDTA

Adenin

Abbildung

Englisch: ,acute coronary syndrome*
Adenosindiphosphat

Englisch: ,academic research consortium*
Acetylsalicylsaure

Englisch: ,basic local alignment search tool”
Englisch: ,BLAST-like alignment tool”
Englisch: ,body mass index“ (kg/m?)

Stent ohne Medikamentenbeschichtung, Englisch: ,bare metal
stent”

Basenpaar

beziehungsweise

Cytosin

circa

cyklisches Adenosinmonophosphat
Englisch: ,complementary DNA®

Englisch: ,Clopidogrel as adjunctive reperfusion therapy*-
Studie

Centimorgan (Mal3einheit fir die Rekombinationsfrequenz)

Englisch: ,Clopidogrel for the reduction of events during
observation”-Studie

Englisch: “Clopidogrel in unstable angina to prevent recurrent
ischemic events*-Studie

Cytochrom P(igment) 450-Superfamilie mit Isoenzymen (u.a.
Cyp3A4, Cyp3A5, Cyp2C19)

Medikamentenbeschichteter
stent”

das heildt

DNS, Desoxyribonukleinsaure; Englisch: ,Deoxyribonucleic-
acid*

Stent, Englisch: ,drug eluting

Desoxyribonukleosidtriphosphat

Ethylendiamintetraacetat
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engl.

GC-Box

ggof.
GmbH

GP-lib/llla
oC

4

H1

H2

HapMap-
CEU

I
ID
Int.

ISAR-
CHOICE-
Studie

K

Kb
KHK
LAD

LD

MAF
Mb

min.
ml
mM

englisch
Guanin in Bezug auf DNA, Glycin in Bezug auf Aminoséaure
genomische Position

Guanin- und Cytosin-reiches regulatorisches Element der
eukaryotischen Genexpression

gegebenenfalls

Gesellschaft mit beschrankter Haftung
Glykoprotein-lIb/llla-Rezeptor auf Thrombozytenoberflache
Grad Celsius

Haltetemperatur (PCR)

Haplotyp 1

Haplotyp 2

.CEPH (Franzdsisch: Centre d'Etude du Polymorphisme
Humain) from Utah* (=CEU)-Population des Internationalen
HapMap-Projekts

Isoleucin
Identifikationsnummer (SNP)
Intron

Englisch: “intracoronary stenting and antithrombotic regimen:
choose between 3 high oral doses for immediate clopidogrel
effect”-Studie

Keto, Mehrdeutigkeitskode fur Guanidin und Thymin
Kilobase
Koronare Herzkrankheit

Ramus interventricularis anterior (Koronargefal3), Englisch: ,left
anterior descending*

Kopplungsungleichgewicht, Englisch: ,linkage disequilibrium*
Amino, Mehrdeutigkeitskode fur Adenin und Cytosin
Allelfrequenz der Mutation, Englisch: ,major allele frequency*
Megabase

Mikroliter

min destens

Milliliter

Millimorgan (Mal3einheit fiir die Rekombinationsfrequenz)
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mmol/l
MRNA

micro-
RNA

mV
N

n
NCBI
nm

Y
P2RY12

Pat.

PCI-
CLARITY

PCI-
CURE

PCR

Pos.
PPI
PTCA
PXR
r2

RNA

S.a.
SDS
SNP

Tab.

Millimol pro Liter (Stoffmengenkonzentration)

messenger-RNS, Ribonukleinsaure; Englisch: ,messenger-
ribonucleic acid”

micro-RNS, Ribonukleinsdure; Englisch: ,micro -ribonucleic
acid*

Millivolt

Asparagin

Anzahl

Englisch: ,national center for biotechnology information”
Nanometer

Position im Protein

Englisch: ,purinergic receptor 2, G-protein-coupled (Y) 12" auf
Thrombozytenoberflache

Patient

Englisch: ,percutaneous coronary intervention-Clopidogrel as
adjunctive reperfusion therapy”, Substudie der CLARITY-
Studie

Englisch: ,percutaneous coronary intervention-Clopidogrel in
unstable angina to prevent recurrent events”, Substudie der
CURE-Studie

Polymerase-Kettenreaktion, Englisch: ,polymerase chain
reaction”

Position

Protonenpumpeninhibitor

Perkutane transluninale coronare Angioplastie
Englisch: ,pregnane-X-receptor”
Bestimmtheitsmal}

RNS, Ribonukleinsédure; Englisch: ,ribonucleic acid, auch
MRNA (messenger-RNA) und micro-RNA

siehe
siehe auch
Natriumdodecylsulfat, Englisch: ,sodium dodecyl sulfate”

Einzelnukleotid-Polymorphismus, Englisch: ,single nucleotide
polymorphism®

Thymin
Tabelle
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TATA-
Box

TBE-
Puffer

TE
sec
u.a.
u.U.
UKSH
usw.
UTR

v.a.

Z1
Z2
Z3
Z4

DNA-Sequenz in der Promotorregion zur Regulierung der
Genexpression bei Eukaryoten

TRIS-Borat-EDTA-Puffer

TRIS-EDTA-Puffer

Sekunde

unter anderem

unter Umstanden

Universitatsklinikum Schleswig-Holstein
und so weiter

nicht translatierter Bereich (5-UTR oder 3-UTR), Englisch:
Luntranslated region*

vor allem

Pyrimidin, Mehrdeutigkeitskode fur Thymin und Cytosin
Zyklus 1 (PCR)

Zyklus 2 (PCR)

Zyklus 3 (PCR)

Zyklus 4 (PCR)
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Anhang

7.4 Erklarung zur Zustimmung der Ethikkommission

UNIVERSITATSKLINIKUM

Schleswig-Holstein

Campus Lubeck

Medizinische Klinik Il

Direktor: Prof. Dr. med. Heribert Schunkert
Ansprechpartnerin:  Prof. Dr. rer. nat. Jeanette Erdmann
Tel: 0451 / 500-4857

Fax: 0451 / 500-6437

E-Mail: j.erdmann@cardiogenics.eu

Internet: www.uk-s-h.de

Eine Genehmigung der Ethikkommission zur Asservierung und Untersuchung von
Blutproben zum Aufbau eines Libecker Registers von Probanden mit struktureller
Herzerkrankung im Rahmen der Routine-Herzkatheterdiagnostik in der Medizini-
schen Kilinik Il lag vor und ermdglichte somit die Durchfihrung der experimentellen
Arbeiten fur die vorliegende Dissertation.

Aktenzeichen: Az 04-041
Datum des Genehmigungsschreibens: 22.10.2004
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