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1. Einleitung

Auszuge dieser Arbeit wurden international publiziert (Harm et al., 2021).

1.1. Epidemiologie und Nomenklatur

Kardiovaskulare Erkrankungen (CVD) bilden einen Formenkreis der Herz- und
Kreislauferkrankungen. Gemeinsamkeit dieser Indisposition ist haufig die
Diskrepanz zwischen Sauerstoffbedarf und Bereitstellung des jeweiligen Endorgans.
Die Formen der CVD beinhalten, neben weiteren, die Koronare Herzerkrankung
(KHK) mit deren Auspragungen (Sanchis-Gomar et al., 2016, Stewart et al., 2017).
Die KHK ist hierbei die klinische Manifestation einer Atherosklerose der
Herzkranzgefalle. Als Leitsymptom der KHK gilt die Angina Pectoris mit deren
Begleiterscheinungen wie Belastungsdyspnoe oder Einschrankungen der
Lebensqualitat (Knuuti et al., 2019, Nabel and Braunwald, 2012).

Die KHK subsumiert die Formen des akuten Koronarsyndroms (ACS) sowie das
chronische Koronarsyndrom (CCS). Das ACS geht dabei zumeist mit einer akut
lebensbedrohenden Gefahrdung der Patienten einher und beinhaltet die
Klassifikationen akuter Myokardinfarkt, instabile Angina Pectoris sowie den
plotzlichen Herztod (Collet et al., 2020, Libby, 2013).

Gemeinsame Prasentation des ACS sind vielfach akut einsetzende thorakale
Beschwerden (Collet et al., 2020, Rodriguez and Harrington, 2021). Die Troponin-
positiven Infarkttypen des ACS unterscheiden sich weiterhin zwischen
elektrokardiographischen ST-Hebungen (STEMI) und fehlenden ST-Hebungen
(NSTEMI) (Ibanez et al., 2017, Anderson and Morrow, 2017). Gemald aktueller
Leitlinien erfolgt die komplementare Unterteilung der stabilen Angina Pectoris in die
Klassifikation des CCS (Knuuti et al., 2019). Dieses ist definiert als durch physischen
oder psychischen Stress reproduzierbarer Thoraxschmerz. Die pektangindsen
Beschwerden sind dabei in Ruhe oder durch Nitroglycerin-Gabe terminierbar
(Bundesarztekammer (BAK), 2019, Knuuti et al., 2019). Erstmanifestationen dieser
Erkrankungen verteilen sich bei Mannern zu 66% auf den Myokardinfarkt, Frauen
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prasentieren sich haufiger mit einer unkomplizierten Verlaufsform der Angina
Pectoris (Sanchis-Gomar et al., 2016).

Das akute Koronarsyndrom und die chronische KHK fuhren die deutsche
Todesursachenstatistik an. Dabei verstarben im Jahre 2018 46207 Personen
(58,2% mannlich) an einem akuten Myokardinfarkt (MI) und 123975 Personen (55%
mannlich) an einer chronischen KHK (DESTATIS, 2020). Aufgrund dessen zeigen
diese beiden Entitaten der Herzkreislauferkrankungen die Merkmale einer
Volkskrankheit auf (Bundeséarztekammer (BAK), 2019). Die Lebenszeitpravalenz der
chronischen KHK liegt bei 9,3%, die des akuten Myokardinfarkts bei 4,7% (Robert
Koch-Institut, 2015). Auffallig ist hierbei die Altersverteilung der Haufigkeiten. Diese
reicht von 2,3% (KHK) bzw. 1,5% (MI) bei 40-49-Jahrigen bis 22,3% (KHK) bzw.
10,2% (MI) bei 70-79-dahrigen (Robert Koch-Institut, 2015). Zunehmend ricken
volkswirtschaftliche Aspekte des Gesundheitswesens in den Fokus. Unter dieser
Betrachtung liegen Erkrankungen des kardiovaskularen Formenkreises ebenfalls in
Front. 2015 betrugen die direkten Kosten der CVD-Behandlung in Deutschland 46,4
Milliarden Euro (13,7%) der gesamten Gesundheitsausgaben. Etwa die Halfte dieser
Gelder entfallt auf Patienten uUber 65 Jahre. Frauen (540 Euro) sind dabei mit
geringeren Pro-Kopf-Kosten assoziiert als Manner (600 Euro) (DESTATIS, 2015).
Ziel ist es, durch frihe und adaquate Pravention, Diagnostik und Therapie die
Pravalenz, Mortalitat und damit verbundene Kosten der KHK und des ACS zu
senken (Bundesarztekammer (BAK), 2019, Ibanez et al., 2017, Knuuti et al., 2019,
Collet et al., 2020, Europarat, 2001).

1.2. Thrombozytares Lipidom

Thrombozyten sind in entscheidendem Ausmal} an der Pathophysiologie des akuten
Koronarsyndroms beteiligt (Gawaz et al., 2005, Ruggeri, 2002, Fuchs et al., 2006,
Gawaz, 2004). Nach erfolgter koronarer Plaque-Ruptur akkumulieren Plattchen und
adharieren infolge mit Kollagen. Durch die resultierende Thrombusbildung und
dadurch limitierende koronararterielle Perfusion folgen eine myokardiale Ischamie
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mit einhergehender typischer Symptomatik (Arroyo and Lee, 1999, Bentzon et al.,
2014, Gawaz, 2016, Naghavi et al., 2003). Aufgrund dieser pathophysiologischen
Kaskade stellt die antithrombozytare Therapie einen Grundstein der Behandlung
und Sekundarpravention des ACS dar (Lewis et al., 2019). Eine gesteigerte
Plattchenaktivitat gilt als Risikofaktor fur thrombo-ischamische Ereignisse in
Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung (Droppa et al., 2015, Geisler et al.,
2009, Reny et al., 2016, May et al., 2008). Insbesondere diejenigen Patienten mit
einer vermehrten thrombozytaren Aktivierung zeigen ein erhohtes Risiko auf,
ungunstige kardiovaskulare Folgeschaden zu erleiden. Hierzu zahlen der akute
Myokardinfarkt, der ischamische Schlaganfall und kardiovaskulare Tod (Reny et al.,
2016). Des Weiteren begunstigt eine langanhaltende Plattchenaktivierung thrombo-
inflammatorische Prozesse und die Progression der Atherosklerose in KHK-
Patienten. Diese Modulation der Pathophysiologie beeinflusst indes die
Langzeitprognose der koronaren Herzerkrankung (Reny et al., 2016).

Fur etablierte kardiovaskulare Risikofaktoren wie Dyslipoproteindmien oder
Diabetes mellitus konnte eine erhohte thrombozytare Aktivierung dargestellt werden
(Stellos et al., 2012, Vinik et al., 2001, Cabeza et al., 2004). Dennoch sind die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht in
Ganze verstanden.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Bindung oxidierter low-density
Lipoproteine (oxLDL) und die Aufnahme dieser bei zirkulierenden Thrombozyten in
Patienten mit ACS erhoht ist. Das Resultat dieses pathophysiologischen Substrates
mundet in eine erhohte Plattchenaktivitat (Stellos et al., 2012, Chatterjee et al., 2017,
Peng et al., 2018).

Um dieses pathophysiologische Gefluge naher zu verstehen, ricken breitgefacherte
Lipidom-Analysen in den Fokus der modernen, experimentellen Diagnostik. Ziel ist
es, mittels eines ,untargeted Lipidomics“-Ansatzes Veranderungen der Gesamtheit
aller Lipide in thrombozytaren Membranen, dem Lipidom, darzustellen. Vorteile
dieses Verfahrens sind eine weitreichende Abdeckung der Lipid-ldentifikation sowie

12



ein hohes Mal} an Robustheit und Durchsatz (Contrepois et al., 2018, Chatterjee et
al., 2017).

1.3. Ziele der Arbeit

Die Intention dieser Studie ist es, Veranderungen des thrombozytaren Lipidoms in
einem fortlaufenden, umfangreichen KHK-Kollektiv zu definieren und zu bewerten.
Hierbei sollen Alterationen der Lipide hinsichtlich der Akuitat der Erkrankung
detektiert und Risikomarker des akuten Koronarsyndroms bestimmt werden.

Da diese bisher nicht vorbeschrieben wurden, soll eine detaillierte Darstellung der
Marker erfolgen. Jenseits klassischer Risikofaktoren wie Dyslipoproteinamien sollen
Patienten-spezifische Divergenzen des Lipid-Metabolismus und der thrombozytaren
Aktivitat dargestellt werden. Dabei bietet insbesondere die Verwendung der
,untargeted” Lipidomik eine tiefgreifende Methode. In Kontrast zu etablierten, jedoch
wenig spezifischen Lipoproteinen, konnen so in Probanden signifikant
weitreichendere Substrate dieses Metabolismus gekennzeichnet werden.

Im Sinne der modernen , Targeted-Therapy“ sollen einzelne ACS-assoziierte Lipide,
inklusive deren Einflussfaktoren, untersucht werden. Ziel ist es dabei, ex vivo eine
veranderte Thrombogenitat und Plattchenaggregation zu charakterisieren. Dies
stellt die beschriebene pathophysiologische Grundlage des ACS dar. Langerfristige
Absicht dieser Forschung soll eine gezieltere Detektion von Hochrisikopatienten mit
koronarer Herzerkrankung sein. Dabei sollen Lipidveranderungen auf molekularer
Ebene genaue Vorhersagen Uber nachteilige kardiovaskulare Ereignisse
prognostizieren. Somit konnen das Verstandnis und die Aussagekraft des
Lipoproteinmetabolismus erganzt werden. Ferner sollen Analysen der veranderten
Lipide so Angriffspunkt maf3geschneiderter pharmakologischer Therapien oder
neuer Diagnostika der Behandlungseffektivitat bieten. Einflisse klassischer
Behandlungsansatze der KHK, wie HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren oder
antithrombozytarer Therapien, auf die Plattchenfunktion sollen so verstanden und

erganzt werden.
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Folgende Fragestellungen werden im Verlauf konkret abgehandelt:

i) Welche Lipide tragen zum Aufbau des thrombozytédren Lipidoms in KHK-

Probanden bei?

ii) Gibt es Unterschiede des thrombozytdren Lipidoms bei der Betrachtung
hinsichtlich der KHK-Akuitéat? Wie présentieren sich verénderte Lipide im akuten

Koronarsyndrom?

iii) Welche weiteren Einflussfaktoren des Kollektivs ergeben sich bezliglich
Alterationen des thrombozytéren Lipidoms?

a) Kénnen Verédnderungen des thrombozytéren Lipidoms erfasst werden bei
Probanden mit vorbestehender HMG-CoA-Reduktase- bzw. P2Y12-Inhibitor-
Therapie?

b) Sind Verédnderungen des thrombozytéren Lipidoms assoziiert mit
etablierten kardiovaskuldren Risikofaktoren, respektive einer Dylipidédmie?

¢) Beeinflussen diese Faktoren die Risikomarker aus dem verénderten
Lipidom in Patienten mit einem ACS?

d) Korrelieren die Lipid-Risikomarker des ACS mit dem Grad der Erkrankung?
e) Ergeben sich Auffélligkeiten des thrombozytédren Lipidoms bei Betrachtung
der Follow-Up-Analysen?
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iv) Welche Effekte der in Probanden mit einem akuten Koronarsyndrom verénderten
Lipide auf die Plattchenfunktion kbnnen in vitro nachgewiesen werden?
a) Bewirken ACS-assoziierte Glycerophospholipide eine erhéhte Plattchen-
abhéangige Thrombusbildung?
b) Flhren diese Glycerophospholipide zu einer Vermehrung der
thrombozytéaren Aggregation und Aktivierung?
c) Wie lassen sich Modifizierungen der Hdmostase unter Einwirkung der
Glycerophospholipide skizzieren?

...............

Thrombozytires
Lipidom

Plattchen-abhdngige
Thrombusbildung

Plittchenmembran

Lipid-Biomarker

Aktiviertes Pldattchen

»
p
Ruhendes Plittchen A

Endothelzelle Akutes

Koronarstenose

Koronarsyndrom
Subendotheliale Matrix Plaqueruptur
’-

Abbildung 1 Verdnderungen des thrombozytiren Lipidoms beeinflussen die
Pliattchenfunktion und Pathogenese des akuten Koronarsyndroms

Die abstrahierte Arbeitshypothese dieser Studie geht von einer Veranderung der Plattchenfunktion
durch Alteration des Lipidoms, das heillt der Gesamtheit aller Lipide, der Thrombozyten aus.
Abwandlungen des Lipidoms in Probanden mit akutem Koronarsyndrom konnten ferner Uber die
gesteigerte Plattchenaktivitdt zur Thrombusbildung und damit resultierenden Koronarstenose
fuhren. Modifiziert aus (Harm et al., 2021).
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2. Material und Methoden
2.1. Studienpopulation

Einhundertneununddreil’ig (139) Patienten des Universitatsklinikums Tubingen
wurden im Zeitraum von Februar bis Mai 2017, nach Abgabe einer
Einverstandniserklarung, im Sinne des ,Informed Consent” in diese Studie
aufgenommen. Diese wurde durch die ansassige Ethik-Kommission genehmigt
(270/2011B01) und Experimente gemal den Standards der Deklaration von Helsinki
ausgeubt.

Alle Studienobjekte wurden aufgrund einer symptomatischen koronaren
Herzerkrankung (KHK) behandelt und deren Schweregrade anhand einer
Koronarangiographie verifiziert. Innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Klinikaufnahme wurden den Probanden arterielle Vollblutproben entnommen und
gelistete klinische Daten erhoben (biographische Parameter, kardiovaskulare
Risikofaktoren, Medikation, Plasmacholesterin, Blutbild). Die Blutentnahme erfolgte
vor Applizierung des ,Heparin-Loadings®. Aufgrund der weiterfUhrenden Diagnostik
mittels EKG, Koronarangiographie und Laborwerten wurde die Population in
Troponin-positives ACS (STEMI und NSTEMI) sowie Troponin-negatives CCS
(stabile und instabile Angina Pectoris) gegliedert (Tabelle 1). Deskriptive und
induktive Zwischengruppenvergleiche der Population erfolgten unter Verwendung
der Software JMP® Version 14.2.0 (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA)
mittels Student’s t-Test bei vorliegender Normalverteilung, sowie anhand des
Mann—-Whitney-U-Tests bei nicht-parametrischen Daten. Mittelwerte und zugehdrige
Konfidenzintervalle wurden Kohorten-spezifisch berechnet. Diskrete Daten wurden
mittels ChiSquare (Pearson) bezuglich derer Unabhangigkeit ausgewertet und die
korrespondierende Odds Ratio sowie das 95%-KI berechnet. Signifikante (p<0,05)
Unterschiede der klinischen Daten wurden hervorgehoben (Tabelle 1).
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Tabelle 1 Grundcharakteristika der Studienpopulation
139 Probanden wurden in weitere Analysen eingeschlossen und anhand der Befunde in akutes

(ACS) oder chronisches Koronarsyndrom (CCS) gruppiert.
n=Anzahl, OR=0dds Ratio, KI=95% Konfidenzintervall, MW=Mittelwert.
CCs ACS (0] 34
Gesamt
Troponin - Troponin + (95% Ki)
(n=139) (n=100, 71,9%) (n=39, 28,1%)
Mannlich, 30 0,73
n (%) 101 (72,7) 71 (71,0) (76.9) (0,31 —1,74) 0,482
Alter, Jahre 70.6 70,4 71,2 0310
(MW, 95% KI) (68,7 —72,5) (68,3 —-72,5) (66,9 —75,4) ’
Body mass index 271 27,3 26,3 ) 0.170
MW, 95% KI 26,2 -27,9 26,3 —28,3 24,5 —-28,1 ’

Kardiovaskulédre

Risikofaktoren
Arterielle 109 80 29 1,38

Hypertonie, n (%) (78,4) (80) (74,4) (0,58 -3,20) 0468
Hyperlipidamie, 64 52 12 2,45 0.024
n (%) (46,0) (52) (30,8) (1,11 -5,34) ’
Diabetes mellitus, 41 27 14 0,66 0302
n (%) (29,5) (27) (35,9) (0,30-1,45) ™
Raucher, 23 17 6 1,13 0.818
n (%) (16,5) 17) (15,4) (0,41-3,11)
Adipositas, 65 54 1 2,99 0.006
n (%) (46,8) (54) (28,2) (1,34-6,66)
Vorhofflimmern, 33 24 9 1,05 0.909
n (%) (23,7) (24) (23,1) (0,44-253) ™
. 2,29
rljr(L;/h;:rer CABG, 2;4) 2111) (25 0 (0,48 — 0285
? ’ ’ 10,82)
Friherer M, 29 25 4 2,92 0055
n (%) (20,9) (25) (10,3) (0,94 -9,02)
Nierenfunktion (GFR) 74,9 73 79,6 0.577

(MW, 95% Ki) (69,7 — 80,1) (67,9-78,2) (6é,5 -92,8)
Medikation bei

Aufnahme

Acetylsalicylsaure, 112 29 1,68

n (%) (80.6) 83) (74,4) (0.69—-4,09) 9247
Clopidogrel, 36 34 2 9,53 0.001
n (%) (25,9) (34) (5,1) (2,17-41,94)
Ticagrelor, 44 31 12 0,77 0.502
n (%) (31,7) (31) (30,8) (0,35-1,67)
Prasugrel, 9 6 3 0,77 0716
n (%) (6,5) (6) (7,7) (0,18-3,23)
Orale 33 28 5 2,64 0.056
Antikoagulation, n (%) (23,7) (28) (12,8) (0,94 - 7,45) ’
Angiotensin- 53 18 132
converting-enzyme- 71 (51,1) : 0,468
Inhibitoren, n (%) E8) (46,2) (528 = 206)
Angiotensin-II-

Rezeptor- 32 (23,0) (2255) (717’9) (1(,)‘,5620 _3gs 0375

Antagonisten, n (%)
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Aldosteron- 24 4 2,76

Antagonisten, n (%) 22 (20.1) (24) (10,3) (0,89-857) 2070
Ca-Kanal-
. 31 7 2,05
Qn(t;)g);onlsten, 38 (27,3) 31) (17.9) (0,82 — 5,16) 0,121
67 22 1,57
B-Blocker, n (%) 89 (64,0) 67) (56,4) (0,74 — 3,35) 0,243
R 42 12 1,63
Diuretika, n (%) 54 (38,8) (42) (30,8) (0.74 — 3,58) 0,222
. o 76 16 4,55
Statine, n (%) 92 (66.2) (76) (41) (2,07 — 9,99) 0,001
Plasma-Lipid-
Parameter
LDL (mg/dL) 96,0 94,1 101,2 0193
(MW, 95% Ki) (90,0 —102,0) (86,9 —101,4) (90 - 112,4) ’
HDL(mg/dL) 47,6 48,8 444 0.225
(MW, 95% Ki) (44,7 — 50,6) (45,2 -52,4) (39,2 —49,5) ’
Triglyceride (mg/dL) 150,4 153,4 142,3 0351
(MW, 95% Ki) (134,0 — 166,7) (134,2 -172,5) (108,9 — 175,6) ’
Gesamtcholesterin 161,2 161 161,7 0.936

(mg/mL) (M, 95% KI)
Thrombozyten (10°%/1)

(153,2-169,2)  (151,8—170,1) (144,6 — 178,9)
2251 229,9 230,8

(MW, 95% Ki) (210,8-239,5)  (208,3 — 237,5) (195 — 266,6)

2.2, Thrombozytare Lipidom-Analyse

Lipide isolierter Thrombozyten wurden mittels standardisierten Protokolls (2-
Propanol/Wasser) extrahiert und in Kombination mit internen Standards (100 ng/mL
Arachidonsaure-d8, sowie 300 ng/mL C18 Ceramide-d7 (d18:1-18:0)) durch einen
Kombinationsassay aus Massenspektrometrie und Liquid-Chromatographie
analysiert (UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS). Peakintensitaten dieser ,non-targeted
Lipidomics“-Analyse wurden durch die ,MS-Dial“-Software, ,Multiquant® und die
,LipidBlast‘-Datenbank verifiziert. Eine Normalisierung der Daten erfolgte anhand
der Methoden ,systematic error removal using random forrest® (SERRF) und
,removal of unwanted variation random® (RUVrandom). Nach Aufbereitung der
Proben und der daraus resultierenden Daten konnten gemal} der ,Intention-to-treat®-
Analyse 105 Ansatze fur die weitere statistische Auswertung einbezogen werden.
Detektierte Lipide, als Teil des thrombozytaren Lipidoms, wurden durch die
,Lipidmaps“-Datenbank klassifiziert und mittels OmniGraffle 7.12 (The Omni Group,
Seattle, WA, USA) graphisch kategorisiert.
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Die normalisierten Peakintensitaten wurden per ,one-way analysis of variance®
(ANOVA) zwischen den klinischen Kohorten verglichen. Hierfur wurde die Software
JMPe version 14.2.0 verwendet (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA).
Aufgrund der Datenmenge und der multiplen Hypothesen-Testung wurden
signifikante Ergebnisse (p<0,05) mit Hilfe der Falsch-Positiv-Filterung weiter
sortiert, um somit die Alpha-Fehler-Kumulierung zu reduzieren. Hierfur wurde der
~oequential-Goodness-of-Fit“-Algorithmus (SGoF) mit der Test-Schwelle FDR <5%;
p<0,05 implementiert (Myriads - Free Software Foundation, Inc., Boston, MA, USA).
Um das signifikant veranderte thrombozytare Lipidom der ACS-Kohorte dem CCS
und weiteren Einflussfaktoren gegenuberzustellen, wurden ,t-distributed Stochastic
Neighbor Embedding“-Grafiken (-SNE) erstellt (RStdio Inc. Boston, MA, USA;
Package ,Rtsne®). Diese non-lineare Methode der Wahrscheinlichkeitsverteilung
bedient sich eines Algorithmus der Dimensionsreduktion. Hierdurch kdnnen, unter
Einbeziehung multipler Parameter, Gemeinsamkeiten mehrerer Objekte
zweidimensional dargestellt werden.

Um signifikante Unterschiede des Lipidoms hinsichtlich der Auspragung der KHK
(ACS versus CSS), einer Statin-, P2Y12-Inhibitor-Einnahme bzw. einer vorliegenden
Hyperlipidamie darzustellen, wurden Volcano- bzw. Dot-Plots erstellt, welche die
jeweiligen Ergebnisse einer ANOVA aufzeigen (JMP®). Markierte Lipide wurden
hierfr ebenfalls durch den SGoF-Algorithmus (p<0,05, FDR <0,05) herausgefiltert.
Analysen des linearen, signifikanten (p<0,05) Zusammenhangs zwischen hoch-
senstitivem kardialem Troponin | (hs-cTn |, ng/L) und normalisierten
Peakintensitaten der Glycerophospholipide erfolgte unter Verwendung der Pearson
Produkt-Moment-Korrelationen  (JMP®).  Signifikante  (p<0,0001)  multiple
Regressionsmodelle hinsichtlich der Vorhersage des hs-cTn [|-Spiegels (ng/L)

erfolgten unter Kennzeichnung signifikanter Regressionsvariablen (* p<0,05; JMP®).
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2.3. Follow-Up-Untersuchung

Gemal aktueller Leitlinien erfolgte die Verlaufsbeobachtung aller Probanden uber
den Zeitraum von zwolf Monaten nach erfolgreicher Koronarangiographie, da in
dieser vulnerablen Phase die Wahrscheinlichkeit fur nachteilige Events am hochsten
ist (Knuuti et al., 2019). Die Kontaktierung erfolgte telefonisch uber behandelnde
Hausarzte oder direkt durch die Patienten bzw. bei ,In-House“-Rehospitalisierung.
Als Endpunkte dieses Follow-Ups wurden die Ereignisse Tod (Gesamtmortalitat),
Reintervention (PTCA), Schlaganfall bzw. Myokardinfarkt gewahlt. Bei den
verstorbenen Probanden erfolgte die Analyse des thrombozytaren Lipidoms im
Vergleich zu nicht verstorbenen Studienobjekten (SGoF p<0,05, FDR<0,05).

2.4. Experimentelle Daten

Lipide, welche Unterschiede im thrombozytaren Lipidom der ACS-Probanden im
Vergleich zur CCS-Kontrolle aufzeigten, wurden reprasentativ fur weitere ex vivo
Analysen ausgewahlt. Um prokoagulatorische Effekte im ACS naher zu
untersuchen, wurden synthetische Glycerophospholipide (Tabelle 2) (Sigma-Aldrich,
Steinheim) verwendet, um deren Einfluss auf Plattchen-Aggregation, Aktivierung
und Thrombusbildung zu testen. PC 16:0-22:6 (Chloroform); Lyso-PC 18:0 (Pulver);
LysoPE 16:0 (Pulver); PC 9:0/9:0 (Pulver); PC 18:1-14:0 (Pulver); PC 18:1-16:0
(Pulver) wurden hierfur nach Herstellerempfehlungen in DMSO (Sigma-Aldrich)
geldst und aufbewahrt. Experimentelle Daten (Mittelwert+ SEM) wurden unter
Verwendung der ,GraphPad Prism8“Software (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA) bezuglich ihrer Unterschiede analysiert. Hierfur wurde die ,two-
way“ ANOVA® verwendet (Signifikanzniveau p<0,05) und mit dem ,Dunnett's post
hoc“-Test kombiniert, um durch den paarweisen Mittelwertvergleich signifikante
Unterschiede der Messungen darzustellen.
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Tabelle 2 Ex vivo experimentell untersuchte (Glycero-)Phospholipide

Gebrauchsname, systematischer Name, Strukturformel, Summenformel und Molekulargewicht (M) der
getesteten Lipid-Analyten. Diese zeigten in der statistischen Auswertung des Lipidoms signifikant
unterschiedliche Peakintensitdten in Thrombozyten der ACS-Probanden im Vergleich zum CCS.

PC18:0 (9:0/9:0) 9 C26H52NOsP
1,2-dinonanoyl-sn-glycero-3- X M=537.667
phosphocholine

PC32:1(18:1/14:0) CaoH7sNOsP
1-oleoyl-2-myristoyl-sn-glycero-3- 3 I : M=732,023
phosphocholine

PC34:1 (18:1/16:0) : Ca2Hg2NOgP
1-oleoyl-2-palmitoyl-sn-glycero-3- XL N M=760,076
phosphocholine

PC 38:6 (16:0/22:6) , CasHsoNOsP
1-palmitoyl-2-docosahexaenoyl- i N¥ M=806,103
sn-glycero-3-phosphocholine

LYSO-PC (180) o CosHs4NO/P
1-stearoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3- Ao . M=523,683
phosphocholine 5 - N

Lyso-PE C21H4NO7P
1-palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero- _ ) M=453,550
3-phosphoethanolamine 0

2.4. Ex vivo Plattchen-abhangige Thrombusbildung

Die Plattchen-induzierte Thrombusformierung wurde unter Einsatz einer
Perfusionsflusskammer (Abbildung 1) naher untersucht. Hierfur wurden 1000l
CPDA-Citrat-Blut klinisch gesunder Spender mit 10yl DIOC6 (Thermo Fisher
Scientific Karlsruhe) Fluorochrom-markiert (Inkubation 30min) und mit 10, 25 bzw.
100uM  Gylcerophospholipiden (Tabelle 2) oder Kontrolle (DMSO) versetzt
(Inkubation 30min). Die Perfusion des 5:1 mit PBS-Ca?* (Sigma-Aldrich) diluierten
Citrat-Bluts (1000ul) erfolgte uber mit 100 pg/ml (Volumen 200pl) Kollagen-
beschichtete Objekttrager (24 x 60 mm?; Horm Kollagen, SKF-Lésung, Takeda
Austria GmbH, Linz, Osterreich). Nach der Beschichtung wurden diese 2h bei 37°C
in der feuchten Kammer inkubiert und mit 200ul 1% BSA (Sigma-Aldrich) blockiert.

Bei einer niedrigen Schergeschwindigkeit von 500 sec™ = 4,25 ml/h bzw. hohen
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Schergeschwindigkeit von 1700 sec =12,86 ml/h, erfolgte nach vollstindiger
Perfusion eine Auswaschung nicht-adharenter Thrombozyten durch 1000ul PBS-
Ca?*. Die mikroskopische Fotodokumentation verlief unter Verwendung des Nikon
Eclipse Ti2-A (Nikon, Tokyo, Japan; 20x Vergrof3erung, Objektiv CFI Super Plan
Fluor ADM, N.A. 0.45; GFP (Grun fluoreszierendes Protein) Filter, 466/40nm
Anregung) und der NIS-Elements-Auswertungs-Schablone zur genauen
Quantifizierung der anteiligen Thrombusflache. Hierfir wurden je funf Bilder aus
verschiedenen Quadranten der Flusskammer ausgewertet. Zusatzlich wurden
Videos der Thrombusanlagerung (1 ,Frame® / 3sek) erstellt (Abbildung 2).

CPDA Vollblut + PBS/Ca2+ (5:1)
Probe 10/25/100uM Lipid/Kontrolle .
(30min Inkubation) Kollagen-beschichtete
Flusskammer
Obejekttrager, Kollagen-
Sildes beschichtet (100pg/mL )
Férbung DIiOC6 (1uM; 30min/ 21°C) B
®

_ Spritzenpumpe Nikon Eclipse Ti2-A
Dokumentation  Nikon Eclipse Ti2-A, 20x, GFP

Thrombus-Flachenbestimmung Oberflachen-Intensitat-Plot Schwellen-Skalierung

Abbildung 2 Schematische Darstellung der Flusskammerperfusion Glycerophospholipid-
inkubierter Plattchen

Inkubiertes Citratblut wurde jeweils durch eine Kollagen-beschichtete Flusskammer perfundiert.
Nach abgeschlossenem Durchlauf wurden je drei mikroskopische Bilder verschiedener Areale (20x
Vergrofterung) fotodokumentiert. Diese wurden mittels Schablone (Schwellenskalierung &
Oberflachen-Intensitat-Adjustierung) ausgewertet. Dabei wurde der Flachenanteil der
entstandenen GFP-fluoreszierenden Thromben berechnet. Modifiziert aus (Harm et al., 2021).
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2.5. Plattchen-Impedanzaggregometrie

Anhand standardisierter Protokolle wurde die thrombozytare
Impedanzaggregometrie durchgefuhrt (Multiplate Analyzer, F. Hoffmann-La Roche
Ltd., Basel, Schweiz) (Malehmir et al., 2019) und ausgewertet. Hierbei wurde
Hirudin-Vollblut (300ul) klinisch gesunder Spender mit den jeweiligen
Glycerophospholipid-Analyten (100uM, Tabelle 2) oder DMSO-Kontrolle 30 Minuten
prainkubiert. In der jeweiligen Messkuvette erfolgte anschlieRend die Stimulierung
mit 20uL ADP 6,5 uM, Arachidonsaure (AA) 484 pM oder Kollagen 3,2 ug/mL
(ADPtest, ASPItest, COLtest, F. Hoffmann-La Roche). Aufgrund ihrer negativen
Ladung lagern sich Thrombozyten an die Messelektroden an. Durch den hieraus
resultierenden erniedrigten Stromfluss, sowie eine verminderte Leitfahigkeit, steigt
nach dem Ohm’schen Gesetz der Wechselstrom-Widerstand (Impedanz). Bei
zunehmender Stimulation der Plattchen und daraus folgender Aggregation steigt die
Impedanz proportional. Diese wurde Uber 6 Minuten als Kurve aufgetragen (Gresele
et al., 2019, Kong et al., 2015). Als quantitativer Parameter der Plattchen-
Aggregation wurde die Flache unter der Kurve (AUC) der einzelnen Messzellen
ausgewertet (Abbildung 3).

RN v R [T

Arachidonsaure Kollagen

Abbildung 3 Interpretation der Plattchen-Impedanzaggregometrie

Vollblut wurde mit 100 uM Gylcerophospholipiden oder DMSO inkubiert und mittels ADP,
Arachidonsaure und Kollagen stimuliert. Als Marker der Plattchenaggregation wurde die
Impedanz auf der y-Achse (AU) gegen die Zeit aufgetragen (x-Achse, 6 min). Die ,Area under
the Curve” (AUC) berechnet sich aus AU*min=AUC; 1U=10AU*min und gilt als quantitatives MaR
der Aggregation.
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2.6. Quantifikation der P-Selectin-abhangigen Plattchenaktivierung

Die Glycerophospholipid-induzierte Thrombozytenaktivierung wurde anhand der P-
Selectin-Expression unter Verwendung der Durchflusszytometrie bestimmt (FACS-
Calibur Durchflusszytometer Becton-Dickinson NJ, USA). Hierfir wurde CPDA-
Citrat-Blut klinisch gesunder Probanden 1:50 mit PBS-Ca?* diluiert und hierbei 35l
mit S5yl CD62P FITC + CD42b PE Antikorper vorbehandelt (Beckman Coulter Life
Science Krefeld). AnschlieBRend wurde mit dem jeweiligen Glycerophospholipid
(100uM, Tabelle 2) bzw. DMSO (100uM) als Kontrolle fur 30 Minuten inkubiert. Die
Induktion des CD62P als Marker der Platichenaktivierung wurde jeweils im
Ruhezustand, als auch nach 30-minutiger Inkubation mit Spl collagen related peptide
(CRP 0,5ug/ml; Cambcol Laboratories Cambrigeshire, UK) gemessen. Um
Thrombozyten-selektive Daten zu erhalten, wurden diese mittels spezifischer
CD42b-Antikorper praselektiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software
FlowJo (Becton Dickinson, Abbildung 4).
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Abbildung 4 Durchflusszytometrische P-Selectin/CD62P-Bestimmung

Die obere linke Grafik bildet das ,Gating“ und die Selektion fir CD42b-positive Plattchen ab.
Die unteren Abbildungen zeigen das CD62P-Expressionsniveau dieser Subpopulationen. Die
hierbei linke Abbildung zeigt einen Vollblutansatz mit Inkubation der Glycerophospholipide (z.B.
PC 18:0) oder DMSO. Rechts ist der Ansatz mit CRP-Stimulation abgebildet.
Die Mittelwerte der CD62P-Fluoreszenz wurden fir die weitere Auswertung berechnet und oben
rechts exemplarisch als Histogramm dargestellit.

FSC= Forward Scatter, SSC= Sideward Scatter, FLH= Fluorescence Line Height PE= Phycoerythrin, FITC=
Fluoresceinisothiocyanat.
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2.7. Thrombelastographie

Um den Einfluss der Glycerophospholipide auf die Hamostase und
prokoagulatorische Prozesse zu untersuchen, wurden 800ul Heparinvollblut
gesunder Spender 30 min mit Glycerophospholipiden (100uM) inkubiert und mittels
,TEG® 5000“-Analysegerat (Haemonetics S.A. Signy-Avenex, Schweiz) analysiert.
Bei der Thrombelastographie fuhrt die Rotation der Probe zur Thrombusbildung mit
resultierender Verbindung zwischen Pin mit Torsionsdraht und dem Probengefal3.
Hierdurch kann ein Kurvenverlauf im ,PlateletMapping®‘-Assay erzeugt werden
(Abbildung 5). Dieser gliedert sich in die enzymatische Gerinnung (R-Wert), welche
Gerinnungsfaktoren (aPTT bzw. INR) abbildet. Der Kurvenanstieg (a-Winkel) und
der K Wert reprasentieren die Zeit bis zur Bildung eines 20mm grof3en Thrombus
und sind ein kinetisches Mal} der Gerinnungs-Geschwindigkeit. Die maximale
Amplitude (MA-Wert) der Kurve dient als Mal3 der Thrombusfestigkeit (Bowbrick et
al., 2003a, Salooja and Perry, 2001).

Abbildung 5
Thrombelastographie-
Kurvenschema

Thrombozyten-
aPTT/INR _ Polymerisation Unter Vewendung der

7S

A

AN

,PlateletMapping®“-
Auswertung entstehen

Proben-spezifische

A
v

Kurvenverlaufe, welche

Hinweise auf Interaktionen
der Glycerophospholipide
mit Gerinnungsfaktoren (R;
4 aPTT /INR), der
Thrombusbildung (K, a,
MA) und Thrombolyse
(LY30) geben. Modifiziert
aus (Dias et al., 2017).

Thrombusbildun Thrombolyse / Stabilitat

26



3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des thrombozytaren Lipidoms in der koronaren

Herzerkrankung

In dieser Studie wurde das thrombozytdre Lipidom einer Kohorte aus
einhundertneununddreil3ig Probanden (139) mit symptomatischer KHK durch einen
,untargeted Lipidomics“-Assay naher untersucht. Achtundzwanzig (28) Prozent der
Studienpopulation prasentierten sich hierbei mit einem Troponin-positiven ACS.
Unter allen aufbereiteten Proben konnten, nach Filterung nicht verifizierbarer sowie
redundanter Signale, neunhundertachtundzwanzig (928) verschiedene Lipide in
Thrombozytenmembranen detektiert werden. Diese lieRen sich, hinsichtlich ihrer
Struktur, in funf Kategorien, sowie siebzehn (17) korrespondierende Hauptklassen
aufschlusseln (Abbildung 6). Eine quantitative Auswertung des Lipidoms zeigte,
dass insbesondere Glycerophospholipide (52,2%), Glycerolipide (24,2%),
Sphingolipide (19,0%), Fettsaurederivate (3,7%), und Sterole (0,9%) zum Aufbau
der Plattchenmembran beitragen. Die beiden Hauptklassen Phosphatidylcholine
(36,3%) und Triglyceride (21,3%) stellen die jeweiligen Hauptvertreter ihrer
Ubergeordneten Lipidkategorie dar und formten, aufgrund eines mehrheitlichen
Anteiles des Lipidoms (57,6%), einen Gewichtungsfaktor weiterer Analysen
(Abbildung 7). Die Verteilung der Peakintensitaten aller Rohdaten zeigte ein
erhebliches Mal} an Variabilitdt. Daher wurden, ausgehend von diesen Signalen,
Konzentrationen aller gefilterten Lipide abgeleitet. Durch die Verwendung Klassen-,
Kategorie oder ,Time-of-Flight“-spezifischer interner Standards (IS) ergab sich eine
ebenso ausgepragte Variabilitat der Konzentrationen an Plattchenlipiden. Dies
indiziert ein hohes Mal} an Heterogenitat einzelner thrombozytarer Lipidkategorien
in der KHK-Kohorte. Die grote Divergenz individueller Konzentrationen zeigte
dabei die Kategorie der Glycerophospholipide (Ratio 10°). Aufgrund des
beschriebenen hohen Anteils dieser Lipide am thrombozytaren Lipidom, bildeten
Glycerophospholipide ebenfalls die dominanteste Kategorie bezuglich ihrer hohen
Masse (Abbildung 8).
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Abbildung 6 Analysen des thrombozytaren Lipidoms zeigten eine ausgepragte Diversitat
der detektierten Lipide in Patienten mit koronarer Herzerkrankung

Isolierte Plattchen wurden nach Lipidextraktion mittels UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS analysiert und
die Klassifizierung der detektierten Lipide wurde mittels ,Lipid-Maps“-Datenbank durchgefiihrt.
Hierbei konnten 928 Lipide in die weitere Analytik eingeschlossen werden. 3941 Substanzen
verblieben unklassifiziert. 32 Lipide zeigten eine signifikante Regulierung in Patienten mit einem
ACS. Von links nach rechts bestand das Lipidom dieser Arbeit aus finf Kategorien
(Glycerophospholipide, Sphingolipide, Glycerolipide, Fettsaurederivate und Sterine), welche in
Hauptklassen subkategorisiert werden konnten. Die auf3eren, beigen Rechtecke reprasentieren
die einzelnen Lipide, welche massenspektrometrisch detektiert und identifiziert wurden in Plattchen
der KHK-Probanden (n=928). Dies zeigt ein hohes Mafl an Vielfalt der Konstitution des
thrombozytéren Lipidoms in Patienten mit KHK. Modifiziert aus (Harm et al., 2021).

N
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Abbildung 7 Glycerophospholipide bilden den groBten Anteil des thrombozytédren Lipidoms
in KHK-Patienten

Die Saulen bilden die prozentuale Verteilung der fiinf Lipidkategorien des in Plattchen detektierten
Lipidoms ab. Die Subgliederung der Graphen zeigt die Prozente der zugehdrigen Hauptklassen
an. Mit 485 verschiedenen Substanzen bildeten Glycerophospholipide die hauptsachliche
Kategorie des Lipidoms (52,3%) und wurden daher das Ziel weiterer ex vivo Analysen. Die weiteren
Lipide lieRen sich als Glycerolipide (24,2%), Sphingolipide (19,0%), Fettsaurederivate (3,7%)
Sterole (0,9%) subsumieren (n=139 Probanden, n=105 Blutproben waren geeignet fir weitere
Lipidom-Analysen). Modifiziert aus (Harm et al., 2021).

Car=Acylcarnitin, FS=Fettsédure/Fatty Acyl, MG=Monoglycerid, DG=Diglycerid, TG=Triglycerid, Cer=Ceramid,
SM=Sphingomyelin, PC=Phosphatidycholin, PE=Phosphatidylethanolamin, Ox=Oxidierte
Glycerophospholipide, PI=Phosphatidylinositol, PG=Phosphatidylglycerol, BMP=
Bis(monoacylglycero)phosphat, PS=Phosphatidylserin, LPA= Lysophosphatidséure.
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Abbildung 8 Glycerophospholipide weisen die hochsten Konzentrationen und ein hohes
MaR an Variabilitat in Patienten mit koronarer Herzerkrankung auf

Die X-Achse gibt die verschiedenen Lipide der KHK-Korte wieder (n=928 Lipide,n=139
Probanden). Auf der Y-Achse sind die Log10-skalierten, gemittelten Konzentrationen (ng/ml) der
extrahierten Lipide abgebildet. Diese wurden anhand der detektierten Peakintensitaten mittels
Klassen-spezifischer interner Standards abgeleitet. Die Konzentrationen beziehen sich auf je
100uL Lipid-Extrakt, gewonnen aus 3x108 Plattchen. Glycerophospholipide bildeten den
Hauptbestandteil des thrombozytaren Lipidoms. Daher trugen diese ebenfalls am dominantesten
zur Gesamtkonzentration der Lipide bei. Es zeigte sich jedoch sowohl eine interindividuelle als
auch intraindividuelle Heterogenitdt der Lipidkategorien in den einzelnen KHK-Probanden.
Modifiziert aus (Harm et al., 2021).
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3.1.1. Thrombozytare Glycerophospholipide als Risikomarker des ACS

Fiar die Beurteilung des Einflusses der zugrundeliegenden Erkrankungen auf die
genannten Darstellungen des thrombozytaren Lipidoms erfolgte der weitere
Vergleich zwischen akutem und chronischem Koronarsyndrom. Hierbei wurden die
normalisierten Peakintensitaten der ACS- und CCS-Kohorte verglichen. Unter den
928 individuellen Lipiden zeigten sieben Lipide signifikant erhohte thrombozytare
Intensitaten in ACS-Probanden (p<0,05, FDR<5%), wohingegen funfundzwanzig
Lipide herabregulierte Werte zeigten im Vergleich zum CCS (p<0,05, FDR<5%).
Hochregulierte Anteile des thrombozytaren Lipoms in ACS-Probanden setzten sich
ausschlieRlich aus Lipiden der Kategorie der Glycerophospholipide zusammen
(Phosphatidylcholine (PC, n=6; PC 18:1e-16:0, PC 32:1e, PC 24:0 (PC16:0-8:0), PC
10:0-20:4, PC 200 (PC 10:0-10:0), PC 180 (PC 10:0-8:0));
Phosphatidylethanolamine (PE, n=1; PE 16:0-18:0)) (Abbildung 9)). Herabregulierte
Lipide der ACS-Probanden beinhalteten Vertreter verschiedener Kategorien. Diese
setzten sich zusammen aus Glycerophospholipiden (n=20, Phosphatidylcholine
(PC, n=14; PC 14:0-22:6, PC 15:0-20:4, PC 16:0-22:6, PC 17:0-20:4(2), PC 17:0-
20:4(1), PC 17:0-22:6, PC 18:0-20:4, PC 18:0-22:6, PC 20:0-22:6, PC 20:4-22:6, PC
22:5-22:5, PC 36:5¢e(3), PC 42:6e(1), PC 42:6e(2)); Lyso-Phospholipide (LPL, n=4;
LPC 0:0/18:0, LPC 18:0/0:0, LPE 16:0, LPE 18:0); Phosphatidylethanolamine (PE,
n=2; PE 18:1e/22:6, PE 20:4-22:6)), Glycerolipiden (n=4, Diglyceride (DG, n=1; DG
18:0-22:4); Triglyceride (TG, n=3; TG 16:0-18:0-22:6, TG 16:0-20:0-22:6, TG 18:0-
20:4-22:6)), Sphingolipiden (n=1, Sphingomyeline (SM, n=1; SM d40:1(2))
(Abbildung 9).
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Abbildung 9 Thrombozytéare Glycerophospholipide zeigen eine kritische Heraufregulierung
in Patienten mit akutem Koronarsyndrom

Die X-Achse (fold change, FC) gibt den Logarithmus zur Basis 2 aller gemittelter Ratios (ACS/CCS;
ACS n=26, CCS n=79) der Peakintensitdten jedes Lipids wieder. Werte >1 indizieren eine
Heraufregulierung der Substanz im ACS; <1 eine Herabregulierung des Lipids. Auf der Y-Achse
wurde der negative, Log10-transformierte p-Wert der ANOVA (ACS versus CCS) aufgetragen; Die
Schwelle der Signifikanz betrug 1,3 (p<0,05). Die Ergebnisse der Falsch-Positiv-Testung (SGoF
p<0,05, FDR<0,05) sind beschriffet und in Abbildung 11 gelistet (n=32).
Hierbei zeigte sich insbesondere eine Heraufregulierung sieben spezifischer Glycerophospholipide
des thrombozytaren Lipidom in Patienten mit ACS. Modifiziert aus (Harm et al., 2021).

Bei der Betrachtung der signifikant hinaufregulierten thrombozytaren Lipide in ACS-
Probanden (Abbildung 10) stellten sich mehrere Gemeinsamkeiten dieser heraus.
Dabei zeigten die sieben individuellen Glycerophospholipide zumindest eines der
folgenden Charakteristika: i) kurzkettige, gesattigte Fettsaureseitenketten, ii) hohes
Mal} an gesattigten Bindungen ihrer Seitenketten, iii) ethylenische Alkenylgruppe
oder Alkyletheralkenyl als Substituenten der Glycerophospholipide anstelle der
Acylgruppe.

In Kontrast zu diesen Beobachtungen wiesen signifikant herunterregulierte Lipide
der ACS-Kohorte antithetische Gemeinsamkeiten auf: i) hohe Expression an
ungesattigten Doppelbindungen ii) Deacetylierung der Lipid-Kopfgruppen (Lyso-PC,
Lyso-PE).
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Abbildung 10 Heraufregulierte thrombozytire Glycerophospholipide teilen spezifische
Charakteristika in Patienten mit ACS

Die Boxgraphen bilden die normalisierten Peakintensitaten aller analysierten Probanden auf der
y-Achse ab. Die X-Achse gibt die Unterschiede jener signifikant (ANOVA p<0,05, SGoF p<0,05,
FDR<0,05) heraufregulierter Glycerophospholipide der Subkollektive des ACS (n=26) im Vergleich
zum CCS (n=79) wieder: (PC18:0 (PC10:0-8:0), p=0,004; PC20:0 (PC10:0/10:0), p=0,010;
PC10:0-20:4, p=0,0127; PC24:0 (PC16:0-8:0), p=0,0267; PC32:1e, p=0,0075; PE16:0-18:0,
p=0,0277; PC18:1e-16:0; p=0,0286). Diese Glycerophospholipide zeigten hierbei zumindest eine
der folgenden Gemeinsamkeiten auf: i) kurzkettige, gesattigte Fettsdureseitenketten, ii) hohes
Mall an gesattigten Bindungen ihrer Seitenketten, iii) ethylenische Alkenylgruppe oder
Alkyletheralkenyl als Substituenten der Glycerophospholipide anstelle der Acylgruppe.

Bei der semiquantitativen Betrachtung der signifikant veranderten Lipide ergab sich
eine grole Spannweite zwischen den Kohorten-spezifischen Peakintensitat-
Mittelwerten. Signifikante Unterschiede beider Gruppen zeigten eine maximale
Hochregulierung des Phospholipids PC 18:0 in ACS-Probanden um den Faktor 6,2
in Kontrast zum CCS. Weitere stark erhohte Lipidintensitaten zeigten die
Phospholipide PC 20:0 (Faktor 4,6) und PC 24:0 (Faktor 4,3). Hingegen zeigte das
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Triglycerid TG 18:0-20:4-22:6 eine signifikante, maximale Reduktion der gemittelten
Peak-Intensitaten im Vergleich zum CCS (Faktor 0,7) (Abbildung 11).

® Log2 (FC ACS /CCS)
>0 Heraufregulierung
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Abbildung 11 PC:18:0 zeigt die groBte Heraufregulierung innerhalb des thrombozytéiren
Lipoms der Patienten mit ACS

Das Netzdiagramm bildet die semiquantitative Regulierung (y-Achse Log2 fold change (FC)
ACS/CCS) der signifikant veranderten Lipide in KHK-Probanden ab. Hierbei waren sieben Lipide
signifikant im ACS heraufreguliert, welche ausschlief3lich den Glycerophospholipiden zuzuordnen
waren (dunkelrot, ANOVA/SGoF p<0,05, FDR<0,05). PC18:0 (PC10:0-8:0) zeigte hierbei die
groRte Zunahme (6-fach) der Peak-Intensitdten in Probanden mit akutem (ACS, n=26), im
Vergleich zu einem chronischen Koronarsyndrom (CCS, n=79).
Im Gegensatz dazu erfuhren 25 Lipide eine Herabregulierung im ACS verglichen zum CCS (hellrot,
ANOVA/SGoF p<0,05, FDR<0,05). Die geklammerten Ziffern indizieren die jeweiligen
Regioisomere (sn-Position unklar, bei bekannter Fettsdure-Seitenkette) bzw. Konstitutionsisomere
(unbekannte Seitenkette). Modifiziert aus (Harm et al., 2021).
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Um die Relevanz der detektierten Lipide als KHK-spezifische Marker weiter zu
untersuchen, erfolgte der Konzentrationsvergleich der signifikant veranderten Lipide
des ACS mit gesunden, nicht therapierten Donoren (n=11). Diese prasentierten sich
frei von jeglichen schweren Allgemeinerkrankungen, insbesondere wurde eine
symptomatische KHK ausgeschlossen. Ebenfalls lag zum Zeitpunkt der Analyse
keine dauerhafte pharmakologische Therapie vor. Bei der Gegenuberstellung zeigte
sich, dass die Plattchen-adjustierten Konzentrationen der ACS-Probanden,
identisch den Peakintensitaten, Veranderungen im Vergleich zum CCS zeigten.
Auffallig zeigte sich indes jedoch, dass die im ACS signifikant veranderten Lipide,
mit Ausnahme des DG 18:0-22:4, in den gesunden Spendern lediglich in geringeren
Konzentrationen nachgewiesen werden konnten. Insbesondere die im ACS,
verglichen mit dem CCS, signifikant heraufregulierten Glycerophospholipide PC
18:0, PC 10:0-20:4, PC 24:0 sowie das herabregulierte PC 20:0-22:6 konnten in
gesunden Probanden nicht nachgewiesen werden (Abbildung 12.A).

Ein Vergleich der im ACS heraufregulierten Lipide (PC 18:0, PC 10:0-20:4, PC 24:0)
ergab fur alle Zwischengruppenvergleiche (ACS / CCS / Gesunde Spender (HD))
signifikant abweichende Konzentrationen: i) PC 10:0-20:4 ACS/CCS p=1,27E-02;
ACS/HD p=1,07E-03; CCS/HD p=6,06E-03 ii) PC18:0 ACS/CCS p=4,24E-03;
ACS/HD p=1,26E-02; CCS/HD p=1,59E-03 iii) PC 20:0 ACS/CCS p=1,03E-02;
ACS/HD p=3,3E-04; CCS/HD p=6,1E-03 iv) 24:0 ACS/CCS p=2,67E-02; ACS/HD
p=5,18E-15; CCS/HD p=1,18E-15.

Diese Beobachtungen implizieren, dass diese spezifischen Glycerophospholipide
unterschiedliche Intensitaten, und damit Regulierungen, innerhalb der KHK
(ACS/CCS) aufweisen, jedoch in gesunden Probanden nicht in signifikantem Male
vorhanden sind (Abbildung 12.B).
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Abbildung 12 Kurzkettige Glycerophospholipide zeigen erniedrigte Konzentrationen in

gesunden Probanden und agieren als KHK-spezifische Marker

A Violinen-Plot

Die Y-Achse zeigt die 32 im ACS, verglichen mit CCS-Probanden, signifikant veranderten Lipide
aufsteigend nach ihren medianen Konzentrationen. Auf der X-Achse sind die auf 10° Plattchen
normierten, Log10-skalierten Konzentrationen aufgetragen. Bei der Gegeniiberstellung der Lipide
zeigten sich erniedrigte, bzw. nicht nachweiRbare Konzentrationen der Substanzen in Probanden
ohne KHK. Eine Ausnahme bildete das DG 18:0-22:4. In B betrachtete Lipide wurden durch das

graue Areal gekennzeichnet.
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B Box-Plots der Glycerophospholipide PC 10:0-20:4, PC 18:0, PC 20:0 und PC 24:0 im Vergleich
zwischen ACS-, CCS-, und gesunden Probanden ohne zugrundeliegende KHK (n=11). Diese
Lipide zeigten signifikante (SGoF p<0,05, FDR<0,05) Unterschiede der Konzentrationen (Y-Achse)
zwischen den jeweiligen Subkohorten. Die Konzentrationen wurden wie beschrieben mittels
interner Standards abgeleitet. Da diese Lipide nicht in gesunden Spendern nachgewiesen werden
konnten (<LOD (LOD: S/N=3),wurden die Werte mittels ,Gap-Filling" (Peak-
Maximum des ,Precursor‘-lons (m/z) innerhalb des erwarteten ,Retention-Time“-Fensters)
komplettiert. Diese Glycerophospholipide implizieren somit eine KHK-spezifische Nachweisbarkeit.
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3.1.2. Einfluss einer Statintherapie auf das thrombozytare Lipidom

In der Auswertung der klinischen Parameter dieser Studie ergaben sich signifikante
Unterschiede zwischen den ACS- und CCS-Kollektiven. Unter anderem wurden
ACS-Probanden  signifikant (p=0,01) weniger haufig mit HMG-CoA-
Reduktasehemmern (Statinen) therapiert (n=16,41%) im Vergleich zum CCS (n=76,
76%). Um die Wechselwirkung dieser Medikation mit dem thrombozytaren Lipidom
naher zu beleuchten und ,Confounding®-Effekte bezuglich der Lipidalteration im
ACS zu verringern, erfolgten weiterfolgende Analysen.

Normalisierte Peakintensitaten der Probanden mit Statineinnahme (n=92, 66,2%)
wurden unter Verwendung der univariaten Varianzanalyse mit denen der Probanden
ohne Therapie (n=47, 33,8%) verglichen. In dieser Auswertung zeigten
siebenundfunfzig (57) Substanzen der 928 detektierten Lipide signifikante
Unterschiede (SGoF p<0,05, FDR<0,05) zwischen den Subkollektiven. Dabei
zeigten acht Lipide (7 Glycerophospholipide, 1 Sphingolipid) herabregulierte Werte
unter Patienten mit einer Statin-Therapie. Hingegen fanden sich im Statin-
therapierten Kollektiv 49 Lipide erhohter Peakintensitaten im Vergleich zu Objekten
ohne Therapie (43 Glycerolipide, 4 Sterole, ein Glycerophospholipid und ein
Sphingolipid) (Abbildung 13).
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Abbildung 13 Triglyceride sind in entscheidendem AusmaR heraufreguliert in Patienten mit
einer Statintherapie

Die X-Achse (fold change, FC) gibt die Log2-skalierten, mittleren Ratios (Statintherapie n=92
/Unbehandelt n=47) der Peakintensitaten der individuellen Lipide wieder. Werte >1 indizieren eine
Heraufregulierung des Lipids unter Statintherapie (n=49); <1 eine Herabregulierung des Lipids
(n=8). Auf der Y-Achse wurde der negative Log10-transformierte p-Wert der ANOVA aufgetragen;
Der Grenzwert fur signifikante Lipide betrug 1.3 (p<0,05). Die Ergebnisse der Falsch-Positiv-
Testung (SGoF p<0,05, FDR<0,05) wurden beschriftet (n=57).

3.1.3. P2Y2-Inhibitor-assoziierte Variabilitat des thrombozytaren Lipidoms

Weiterhin zeigte die Studienpopulation Unterschiede (p=0,01) hinsichtlich der
Therapie mit dem P2Y 12-Inhibitor Clopidogrel auf. Unter den ACS-Probanden lag die
Behandlungsrate bei 5,1% (n=2) wohingegen 34% (n=34) der CCS-Probanden
therapiert wurden. Analog wurden die Peakintensitaten zwischen einer Einnahme
der P2Y12-Inhibitoren Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor und Cangroler (n=36,
25,9%) gegenuber denen des Subkollektivs ohne Therapie (n=103, 74,1%)
verglichen. Unter Verwendung der Varianzanalyse zeigten 30 Lipide signifikante
Unterschiede (p<0,05, FDR<0,05) zwischen den Therapiegruppen auf. Im P2Y .-
Inhibitoren-Subkollektiv zeigte lediglich das Acylcarnitin bzw. Fettsaurederivat CAR
26:1 erniedrigte Werte auf. Divergierend zeigten 29 Glycerophospholipide und 1
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Glycerolipid erhdhte Peakintensitaten in Probanden mit P2Y 12-Inhibitor-Therapie, in

Kontrast zu Probanden ohne Therapie (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Patienten mit P2Y12-Inhibitor-Therapie weisen Heraufregulierungen
spezifischer Glycerophospholipide des thrombozytaren Lipidoms auf

Die X-Achse (fold change, FC) gibt die Log2-skalierten, mittleren Ratios (P2Y12-Inhibitor-Therapie
n=36 /Unbehandelt n=103) der Peakintensitdten der individuellen Lipide wieder. Werte >1
indizieren eine Heraufregulierung des Lipids unter P2Y12-Inhibitor-Therapie (n=29); <1 eine
Herabregulierung des Lipids (n=1). Auf der Y-Achse wurde der negative Log10-transformierte p-
Wert der ANOVA aufgetragen (Referenz p=0,05); Die Ergebnisse der Falsch-Positiv-Testung
(SGoF p<0,05, FDR<0,05) sind beschriftet. Hierbei zeigten insbesondere Glycerophospholipide
eine Heraufregulierung unter einer P2Y 12-Inhibitor-Therapie.

Unter Berucksichtigung der 32 Lipide, welche im ACS-Kollektiv signifikant divergent
reguliert waren, erfolgten spezifische tSNE-Analysen der genannten
medikamentosen Interferenzfaktoren. Hier konnte gezeigt werden, dass grof3e Teile
des ACS-Kollektivs durch die 32 alternierenden Lipide gruppiert werden konnen.
Analysierte man unter Beibehaltung dieser 32 Parameter jedoch die Subkollektive
der Statin- oder P2Y12-therapierten Probanden, prasentierten sich die jeweiligen
Gruppen homogener in der Gesamtbetrachtung (Abbildung 15). Dies indiziert, dass
die signifikant regulierten Lipide der ACS-Kohorte geeignete Parameter abbilden,
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um diese gegenuber dem CCS-Kollektiv abzugrenzen. Hingegen lassen sich
geringere Unterschiede bei Betrachtung der Medikation dieser Probanden
feststellen. Daher scheint der Einfluss dieser Faktoren auf die ACS-spezifisch

veranderten Lipide gering.
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Abbildung 15 Verdnderte Lipide in Patienten mit KHK kodnnen unabhéngig einer
medikamentosen Therapie ACS-Patienten gegeniiber dem CCS abgrenzen

In der ,t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding“-Analyse wurden die 32 signifikant
veranderten Lipide des ACS, im Vergleich zum CCS, als Faktoren graphisch in die
Zweidimensionalitat reduziert (tSNE_1 / tSNE_2). Dabei reprasentieren die Punkte einzelne
Probanden der jeweiligen Subkohorten (n=105). Werden diese hinsichtlich der Kollektive farblich
gruppiert (ACS rot, CCS grau; Statin- bzw. P2Y12-Inhibitor (I)-Therapie griin, nicht therapiert rot),
kénnen gemeinsame Eigenschaften als ,Cluster” dargestellt werden. Hier zeigte sich, dass bei der
Analyse dieser Lipide die ACS- und CCS-Kollektive in Teilen gruppiert werden kénnen. Hingegen
stellten sich die Kollektive der pharmakologischen Therapien homogener dar.

Dies impliziert, dass die gewahlten Lipide in der Lage sind, unabhangig den Einfliissen einer
pharmakologischen Therapie, ACS und CCS voneinander zu separieren.
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3.1.4. Dyslipidamie-assoziierte Alterationen des thrombozytaren Lipidoms

Im ACS-Kollektiv fand sich darUber hinaus, verglichen mit den CCS-Probanden,
signifikant (p=0,024) weniger haufig eine pradiagnostizierte Hyperlipidamie (ACS
n=12, 30,8%; CCS n=64, 46%). Um dies weiter zu beleuchten, erfolgte der Vergleich
des thrombozytaren Lipidoms (928 individuelle Lipide) der Studienteilnehmer mit
den etablierten Diagnostika einer Fettstoffwechselstorung. Dabei wurden die
Probanden hinsichtlich der Grenzwerte fur LDL-, HDL- und Triglycerid-
Plasmaspiegel gruppiert. Grundlage hierfur waren die Risikostratifizierungen
grenzwertig-hoch bei nicht-vorliegender Herzerkrankung bzw. hoch bei vorliegender
Herzerkrankung.

In der Betrachtung der dezisiven LDL-Plasmawerte zeigten 99 Probanden Werte
unter 130 mg/dl. Hingegen wiesen 18 Teilnehmer Plasmaproben mit einem Spiegel
2130 mg/dl auf. Der Zwischengruppenvergleich mittels univariater Varianzanalyse
(p<0,05) in Kombination mit der SGoF-Auswertung (p<0,05, FDR<0,05) zeigte 29
auffallig regulierte thrombozytare Lipide bei Probanden mit hohen LDL-Spiegeln.
Diese gliederten sich bei hohem LDL-Wert in hochregulierte Lipide (10 Glycerolipide,
1 Glycerophospholipide) sowie herunterregulierte Lipide (15 Glycerophospholipide,
2 Sphingolipide, 1 Glycerolipide) (Abilldung 16.A). Uberschneidungen zu den
veranderten Lipiden des ACS-Subkollektivs konnten nicht dargestellt werden.

Beim Vergleich der HDL-Werte wurden 39 Probanden mit Spiegeln unter 40 mg/dl
gruppiert und gegenuber den 74 Teilnehmern mit Plasma-HDL-Spiegeln 240 mg/dI
verglichen. In der Varianzanalyse (p<0,05, FDR<0,05) wiesen 90 Thrombozyten-
Lipide signifikant hohere bzw. niedrigere Intensitaten in Probanden mit niedrigen
HDL-Spiegeln auf (Abbildung 16.B). Hierunter befanden sich 42 Glycerolipide, 9
Fettsaurederivate, 7 Glycerophosholipide sowie 6 Sphingolipide die jeweils erhoht
waren in Probanden mit niedrigen HDL-Spiegeln. Herunterregulierte Lipide
beinhalteten 23  Glycerophospholipide sowie 3  Sphingolipide. Das
Glycerophospholipid PE 16:0-18:0 zeigte hierbei sowohl erhohte Intensitaten im
ACS als auch in Probanden mit niedrigen HDL-Spiegeln.
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In der Analyse der Varianzen hoher Triglyceridspiegel 2150 mg/dl (n=47) gegenuber

geringeren Werten <150 mg/dl (n=72) zeigten 180 Lipide signifikant variierende

Peakintensitaten zwischen den Subkohorten (Abbildung 16.C). Alle Lipide zeigten

eine Hochregulierung bei Plasmatriglyceriden 2150 mg/dl. Diese liel3en sich ordnen

in 128 Gilycerolipide, 27 Glycerophospholipide, 14 Fettsaurederivate,

8

Sphingolipide und 1 oxidiertes Lipid. Neun dieser Lipide fanden ebenfalls

alternierende Peakintensitaten im ACS-Kollektiv.
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Abbildung 16 Patienten mit erhohtem Lipoprotein-Risikoprofil zeigen charakteristische
Veranderungen der Konstitution des thrombozytaren Lipidoms auf

Streudiagramme der Lipidomalteration im Vergleich zu etablierten Lipoproteinrisikomarkern. Auf
die X-Achse wurde die Anzahl der signifikant veranderten Lipide bei vorliegender Dyslipidamie
aufgetragen (SGoF p<0,05, FDR <0,05). Die Y-Achse gibt den Quotienten der mittleren
Peakintensitaten einzelner Plattchenlipide im Vergleich zwischen Lipoprotein-Hochrisikoprofil zum
korrespondierenden Niedrigrisko an. Werte >1 indizieren heraufregulierte Plattchenlipide bei
Lipoprotein-Hochrisiko, <1 erniedrigte Peakintensitaten. Auffallig zeigte sich hierbei insbesondere
eine Uberwiegende Herabregulierung der Glycerophospholipide in Patienten mit erhéhten LDL-
sowie erniedrigten HDL-Werten. Hingegen waren Glycerophospholipide in Patienten mit erhéhtem
Plasmatriglyceridspiegel heraufreguliert.

A Assoziation hoher LDL-Spiegel mit thrombozytiren Lipidom-Veranderungen.
29 thrombozytare Lipide zeigten signifikant veranderte Intensitaten bei Probanden mit LDL-Werten
=2130mg/dl (n=18), verglichen mit Probanden <130mg/dl (n=99). N=11 heraufregulierte und n=18
herabregulierte  Lipide zeigten sich in Teilnehmern mit hohen LDL-Werten.
B Assoziation niedriger HDL-Werte und Regulierungen des thrombozytaren Lipidoms
Bei Probanden mit HDL-Spiegeln <40mg/dl (n=39) zeigten 90 Lipide signifikant regulierte
Intensitdten (n=64 heraufreguliert, n=26 herabreguliert) im Vergleich zu Werten 240mg/dl (n=74).
C Assoziation zwischen thrombozytaren Lipidom-Veranderungen und vorliegender
Hypertrigylceridamie

180 Lipide waren signifikant heraufreguliert in Probanden mit Hypertriglyceridamie (TG =2150mg/dl,
n=47) im Vergleich zu Probanden mit geringen Spiegeln (TG<150mg/dl, n=72).
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3.1.5. Abhangigkeiten der in ACS-Patienten erhohten Glycerophospholipid-
Risikomarker

Definitiv zeigten 13 der 32 veranderten Lipide des ACS-Kollektivs eine ebenfalls
signifikante Regulation unter initial beschriebenen Einflussfaktoren. Dabei zeigte PE
16:0-18:0 erhohte Werte im ACS und bei Probanden mit HDL-Werten <40mg/dI.
Unter den erniedrigten Plattchenlipiden im ACS fanden sich kontrar signifikant
erhohte Werte bei Patienten mit Plasmatriglyceriden >150 mg/dl fur DG 18:0-22:4,
LPC 18/0:0, PC18:0-20:4, PC 20:4-22:6, PE 20:4-22:6, TG 16:0-18:0-22:6, TG 16:0-
20:0-22:6, TG 18:0-20:4-22:6.

Erniedrigte Lipide des ACS-Kollektivs fanden erhohte Werte unter P2Y 12-Inhibitor-
Therpie fur LPC 0:0/18:0, LPC 0:0/18:0, PC 17:0-20:4(1), PC 17:0-20:4(2), PC
42:6e(1) und PC 42:6e(2). Bei Studienobjekten mit Statineinnahme zeigte TG 18:0-
20:4-22:6 signifikant erhdhte Werte, im ACS erniedrigte (Abbildung 17).

Bei der Beleuchtung der Einflussnahme der Dyslipidamie, Statin- oder P2Y1o-
Inhibitor-Therpie auf die im ACS heraufregulierten Lipide fanden sich hierbei keine
signifikanten Unterschiede. Die Lipide PC 18:0, PC 20:0 PC 10:0-20:4, PC 24:0, PE
16:0-18:0 und PC 18:1e/16:0 zeigten somit lediglich signifikant erhohte Intensitaten
im akuten Koronarsyndrom, jedoch keine Veranderungen in den Subkohorten mit
vorliegender Dyslipidamie bzw. pharmakologischer Therapie (Abbildung 18). Eine
relevante Interferenz dieser Faktoren auf die beschriebenen, signifikant erhohten,
thrombozytaren Lipid-Biomarker des ACS konnte somit als nicht evident dargestellt

werden.
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Abbildung 17 Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung zeigen Herabregulierungen
des thrombozytiren Lipidoms mit Uberschneidungen zu Regulationen der Lipide durch
eine Pharmakotherapie oder Dyslipidamie

In der linken Spalte wurden die in ACS-Probanden (verglichen mit CCS) signifikant veranderten
Lipide aufgetragen (rot = hochreguliert in ACS-Patienten, grau = Herabregulierung). Eine
Regulierung dieser Lipide unter Statin- bzw. P2Y12-Inhibitor-Therapie (im Vergleich zu jeweiligen
nicht therapierten Probanden) sowie bei vorliegender Hyperlipidamie (verglichen mit Probanden
ohne Hyperlipidamie) wurde mittels Farbkodierung dargestellt. Vergleichend mit Untherapierten
bzw. ohne Triglyceriddmie ergab sich eine Feldermatrix entsprechend der Legende. Rot
(Maximum) impliziert eine Hinaufregulierung, grin (Minimum) herabregulierte Intensitaten unter
den genannten Einflissen. Signifikante Veranderungen (SGoF p<0,05, FDR<0,05) wurden mittels
korrespondierendem p-Wert gekennzeichnet. Hierbei zeigten sich lediglich Interferenzen der
Lipidregulation bei Lipiden, welche eine Herabregulierung in ACS-Probanden aufwiesen.
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Abbildung 18 Heraufregulierte Lipide in Patienten mit ACS sind robuste Erkrankungs-
spezifische Marker und bleiben unbeeinflusst durch klinische Faktoren

Aufgetragen wurden die sieben, im Vergleich zum CCS, signifikant erh6hten Glycerophospholipide
des ACS (SGoF p<0,05, FDR<0,05). Nebenstehend erfolgten die Vergleiche dieser Lipide bei
Probanden mit vorbestehender ASS, P2Y 12-Inhibitor-, bzw. dualer antithrombozytarer und Statin-
Therapie sowie bei vorliegender Dyslipidamie. Hier ergaben sich keine Signifikanzen (SGoF
p<0,05, FDR<0,05). Dies impliziert, dass diese im ACS erhdhten Lipide lediglich als Marker in
ACS-Probanden verédndert waren, eine Regulation oder Interferenz bei weiteren klinischen
Parametern jedoch nicht zu beobachten war.
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3.1.6. Korrelation des veranderten thrombozytaren Lipidoms in Patienten mit
ACS und dem Grad myokardialer Schadigung

In der Analyse der signifikant heraufregulierten Thrombozytenlipide der Patienten
mit ACS zeigten sich ebenfalls signifikante Produkt-Moment-Korrelationen in der
linearen Auswertung der jeweiligen normalisierten Peakintensitaten mit der
Konzentration des kardialen Troponin |. Dabei fanden sich insbesondere positive,
signifikante Pearson-Korrelationen fur die Glycerophospholipide PC 18:0 (p=0,007,
r=0,265), PC 20:0 (p=0,001, r=0,330), PC 10:0-20:4 (p=0,020, r=0,229) sowie fur PE
16:0-18:0 (p=0,045, r=0,198). Dabei gingen erhohte normalisierte Peakintensitaten
dieser Lipide mit ebenfalls gesteigerten Konzentrationen des wichtigen Markers der
myokardialen Schadigung, Troponin | (hs-cTn I; ng/L), einher (Abbildung 19).

1 0 L[] L] [ ]
8 r=0,265 r=0,330 r=0,229 r=0,198
p=0,007 p=0,001 p=0,020 p=0,045
6 L] L]

Troponin | (ng/L)

0 20406080 0 20406080 0 20406080 O 1,0 2,0
PC 18:0 PC 20:0 PC 10:0-20:4 PE 16:0-18:0

Normalisierte Peakintensitat

Abbildung 19 Heraufregulierte Glycerophospholipide in Patienten mit ACS, wie das PC18:0,
korrelieren signifikant mit dem AusmaR der myokardialen Schadigung.

Aufgetragen sind die signifikanten Korrelationen (p<0,05) der Peakintensitaten der im ACS
erhohten Glycerophospholipide PC 18:0, PC 20:0, PC 10:0-20:4, sowie PC 16:0-18:0 und dem
Ausmal} der myokardialen Schadigung anhand des kardialen Troponin | (hs-cTn | ng/L). Dabei

zeigten sich positive Korrelationen dieser Glycerophospholipide mit dem wichtigsten Marker des
Myokardinfarkts.
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Um die Ergebnisse der Korrelation dieser thrombozytaren Glycerophospholipide mit
der myokardialen Schadigung zu stutzen, erfolgten weiterfihrende multiple
Regressionsanalysen (Tabelle 4). Dabei konnte die Dimension der myokardialen
Schadigung, anhand des hs-cTN |, signifikant (p<0,0001) mittels zweier Lipidom-
Modelle vorhergesagt werden. Die im ACS erhohten Lipide PC 18:0, PC 20:0 und
PE 16:0-18:0 trugen dabei, in Kombination mit den etablierten Risikomarkern
Cholesterol und HbA1, signifikant zum Modell 1) bei. Die ebenfalls im ACS erhéhten
Lipide PC 20:0, PC 10:0-20:4 und PC 24:0 konnten eigenstandig, signifikant das

Ausmal der Troponin-Erhohung vorhersagen (Modell 2).

Tabelle 3 Heraufregulierte thrombozytare Glycerophospholipide in Patienten mit ACS sind

im Stande, als ,,Liquid-Biopsy“, den Grad des Myokardschadens zu prognostizieren.

Multiple lineare Regressionsanalyse der quantitativen myokardialen Schadigung anhand des

hoch-sensitiven cardialen Troponin | (hs-cTn ).

I [Fedei) Modoll2)

Vorhersage PC 18:0* p<0,0001 PC 20:0* p<0,0001
myokardialer PC 20:0* PC 10:0-20:4*
Schadigung PE 16:0-18:0* PC 24:0*

Cholesterol

HbA1c

hs-cTn | (nglL) | F(5,56)=14,941, R2=0.572 | F(3,99)=16.505, R?=0.331

*signifikante Regressionsvariable (p<0,05)
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3.1.7. Signifikante Alteration der Glycerophospholipide im Follow-Up

Im klinischen zwolfmonatigen Follow-Up (Tabelle 4) der Studienpopulation zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den ACS- bzw. CCS-Subkohorten
hinsichtlich der definierten Endpunkte Gesamtmortalitat (Abbildung 20.A),
Reinterventions-Rate (Abbildung 20.B), Schlaganfall oder Myokardinfarkt. Sechs
Probanden des CCS-Kollektivs verstarben (6%), hingegen verstarb ein
Studienteilnehmer der ACS-Kohorte (2,6%). Binnen 12 Monate nach

Hospitalisierung traten die Endpunkte Myokardinfarkt oder Schlaganfall nicht ein.
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Abbildung 20 ACS-Patienten wiesen, verglichen mit dem CCS, keine erhohte Rate klinischer
Endpunkte im Zwolf-Monats-Follow-Up auf

A In der Kaplan-Meier-Kurve des zwoélfmonatigen Follow-Ups zeigte sich kein signifikanter
Unterschied der Gesamtsterblichkeit zwischen ACS- (n=1, 2,6%) und CCS-Probanden (n=6, 6%).
B Bei Betrachtung der Reinterventionsrate (Re-PTCA) ergab sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied der ACS- (n=6, 15,4%) wund CCS-Subkollektive (n=20, 20%).
C Tabelle 4 Zwolfmonatige Follow-Up Untersuchung der Gesamtkohorte

Ein Jahr nach Hospitalisierung wurden die Endpunkte Tod, Reintervention, Myokardinfarkt und

Schlaganfall in den ACS- und CCS-Subkohorten untersucht.

n=Anzahl, OR=0dds Ratio, KI=95% Konfidenzintervall, PTCA=perkutane transluminale Koronarangioplastie.
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Bei der Betrachtung der sieben im Follow-Up-Zeitraum verstorbenen Probanden
zeigten sich hingegen signifikante Unterschiede (SGoF p<0,05, FDR<0,05) des
thrombozytaren Lipidoms. Dabei wiesen LPC 0:0/20:0, LPC 18:1/0:0, LPC 20:4,
LPC 20:4/0:0, LPE 18:1, LPI 18:1, LPI 20:4, OxPC 38:4+10, sowie PC 18:2-22:4
signifikant erhdhte normalisierte Peakintensitaten bei den verstorbenen Probanden
auf. Auffallig hierbei war wiederum, dass alle dieser heraufregulierten Marker den

Gylcerophospholipiden zugeordnet werden konnten.

LPC 0:0/20:0 LPC 18:1/0:0 LPC 20:4 LPC 20:4/0:0 LPE 18:1 LP120:4 OxPC 38:4+10 PC 18:2-22:4
p=0.0023 p=0.0002

p=0.0019 ) 0=0.0011 p=0.0001 p=0.0003

@
S

I
S

p=0.0002

A

N s oo O

Normalisoerte Peakintensitat

“ [ ) | . [\ A ; p=0.0001
1 , s : : i
L gl e
§3Z V T TT || T

. | | “ ‘ |
\
|
|
|

| |
Tod Uberleben Tod Uberleben Tod Uberleben Tod Uberleben Tod Uberleben Tod Uberleben Tod Uberleben Tod  Uberleben
12 Monate Follow-Up

Abbildung 21 Glycerophospholipide sind kritisch heraufreguliert in verstorbenen Patienten
der Follow-Up-Untersuchung

Abgebildet wurden signifikant heraufregulierte Glycerophospholipide der Verstorbenen (Tod) im
Vergleich zu nicht verstorbenen Probanden (Uberleben) (SGoF p<0,05, FDR<0,05). Auf der y-
Achse wurden die Log10-skalierten Peakintensitaten der Lipide LPC 0:0/20:0, LPC 18:1/0:0, LPC
20:4, LPC 20:4/0:0, LPE 18:1, LPI 18:1, LPI 20:4, OxPC 38:4+10, sowie PC 18:2-22:4
aufgetragen. Boxplots wurden mit den korrespondierenden p-Werten gekennzeichnet. Die
signifikant heraufregulierten Lipide in Verstorbenen lieBen sich exklusive der Kategorie der
Glycerophospholipide zuordnen. Uberdies zeigte sich eine Dominanz der deacetylierten Lipide
(Lyso-PC, Lyso-PE, Lyso-Pl). Modifiziert aus (Harm et al., 2021).
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3.2 Einfluss des signifikant veranderten thrombozytaren Lipidoms in Patienten
mit ACS auf die Plattchenfunktion

Vorbeschrieben wurde die Assoziation einer erhohten Plattchenaktivitat mit der
koronaren Herzerkrankung sowie ein Einfluss des thrombozytaren Lipidoms auf
deren Funktion. Folglich wurden in dieser Studie Veranderungen des Lipidoms in
Patienten mit ACS gegenuber dem CCS dargestellt. Um den Einfluss und die
Modulation des thrombozytaren Lipidoms hinsichtlich einer alternierenden
Thrombozytenfunktion zu testen, wurden in vitro Assays durchgefuhrt. Hierfur
wurden reprasentativ drei Glycerophospholipide getestet, welche signifikant erhdhte
Werte im ACS-Kollektiv, verglichen mit dem CCS, zeigten (Tabelle 2). Dabei wurden
PC 18:0 (9:0/9:0) (aquivalent zu PC 10:0-8:0); PC 32:1e als non-Plasmalogen-
Aquivalent und sn1/sn2-lsomer PC 32:1 (18:1-14:0); PC 18:1e-16:0 als non-
Plasmalogen-Aquivalent PC 34:1 (18:1-16:0) getestet. Diese wurden jeweils mit drei
weiteren Glycerophospholipiden (PC 16:0/22:6, LPC 18:0, LPE 16:0) verglichen,
welche eine Herunterregulierung im ACS aufwiesen (Tabelle 2).

3.2.1. Signifikant veranderte Thrombusformierung durch Glycerophosholipid-
Einwirkung.

CPDA-Citratblut wurde mit den jeweiligen Glycerophospholipiden prainkubiert und
unter Verwendung der Flusskammer bezuglich der Kollagen-mediierten
Thrombusbildung bewertet. Bei geringer Flussgeschwindigkeit (500sec-1), in
Konzentrationen gemal} Angaben, zeigten die mit PC18:0 (100uM p<0,0001; 25uM
p<0,01; 10uM p<0,01) und PC32:1 (100uM p<0,001; 25uM p<0,01; 10uM p<0,05)
inkubierten Ansatze eine signifikant erhohte Thrombusentstehung. Beide
Glycerophospholipide erhdhten die Thrombusformierung in allen untersuchten
Konzentrationen. Eine signifikant vermehrte Thrombusgenerierung konnte
konzentrationsabhangig unter Einwirkung des PC 34:1 (25uM p<0,05) beobachtet
werden. Bei hoher Schergeschwindigkeit (1700sec™) zeigten ebenfalls die im akuten
Koronarsyndrom erhohten PC 18:0 und PC 32:1 in hoher Konzentration (100uM)
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eine  signifikant  vermehrte  Thrombusgenerierung  (p<0,05). In  der
Fotodokumentation, insbesondere unter  Einwirkung der  niedrigen
Schergeschwindigkeit, zeigte PC 18:0 die visuell-prominentesten
prothrombotischen Effekte (Abbildung 22.A). PC 38:6, LPE 16:0 sowie LPC 18:0,
welche herabreguliert Werte im ACS aufwiesen, zeigten in der

Flusskammerperfusion keine signifikante Veranderung der Thrombusbildung.
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Abbildung 22 PC18:0 erhoht maRgeblich die ex vivo Thrombusfomierung

A Repréasentative Bilder fir n=5 unabhangige Flusskammerexperimente unter Anwendung der
geringen Schergeschwindigkeit (500 sec-1). MaRstabsleiste = 50 um. PC 18:0 zeigte die visuell-
prominenteste Thrombusgenerierung. B In vitro Thrombozyten-abhangige Flusskammerperfusion
bei geringer Schergeschwindigkeit (500sec™) unter Einwirkung der ACS-assoziierten
Glycerophospholipide (10 pM, 25 pM, 100 uM) oder DMSO (Kontrolle); die Quantifizierung der
Thrombogenitat erfolgte unter standardisierter Berechnung der Thrombusflache (Area Fraction).
Hierbei zeigte PC 18:0 unter allen Konzentrationen das grof3te prothrombogene Potential der
getesteten Aquivalente. Die PC 32:1-abhangige Thrombusbildung war ebenfalls unter allen
Konzentrationen signifikant erhdht. PC 34:1 erhdhte die Thrombusbildung ebenfalls bei Einwirkung
der mittleren Konzentration. Abgebildet: n=5, Mittelwert + SEM; Statistik: two-way ANOVA; * =
p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001, **** = p<0,0001. C Hohe Schergeschwindigkeit (1700sec™);
PC 18:0 und PC 32:1 in hoéchster Konzentration zeigten eine signifikante vermehrte
Thrombusgenerierung im Vergleich zur Kontrolle; Abgebildet: n=5; Mittelwert + SEM; Statistik: two-
way ANOVA; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001, **** = p<0,0001. Modifiziert aus (Harm et al.,
2021).
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3.2.2. Signifikant erhohte Glycerophospholipid-induzierte
Thrombozytenaggregation

Entsprechend der Flusskammerperfusion wurde Glycerophospholipid-inkubiertes
Hirudin-Vollblut  mittels  Impedanzaggregometrie = (Multiplate)  untersucht.
Diesbezuglich zeigte PC 18:0 sowohl eine Augmentation der Arachidonsaure-
(p<0,01) als auch Kollagen-induzierten (p<0,05) Plattchenaggregation. Bei der
Arachidonsaure-vermittelten Impedanzaggregometrie fand sich weiterhin ein
erhohtes Kurvenintegral fur die Glycerophospholipide PC 32:1 (p<0,05) und PC 34:1
(p<0,05). In Kontrast zu diesen Beobachtungen zeigten diejenigen Lipide, welche im
ACS, verglichen mit CCS-Probanden, herunterreguliert waren, keine signifikante

Erhohung der Plattchenaggregation im Vergleich zur Kontrolle (DMSO).

150 Kontrolle (DMSO)

PC18:0
PC32:1
PC34:1
LPE16:0
LPC18:0
PC38:6

100

AUC

50

INININN N

Kollagen

Abbildung 23 Kurzkettige Glycerophospholipide, mit PC18:0 als Leitsubstanz, steigern die
Plattchanaggregation

In der Gegenwart der Glycerophospholipide bzw. DMSO (100uM, Inkubation 30min), erfolgte die
Messung der Plattchenaggregation in Hirudin-Vollblut gesunder Spender. Dieses wurde jeweils
mittels Agonisten (ADP 6,5 uM, Arachidonsaure (AA) 484 uM oder Kollagen 3,2 pg/ml) stimuliert.
PC18:0 zeigte hierbei eine signifikant verstarkte AA- und Kollagen-induzierte
Plattchenaggregation; PC32:1 und PC34:1 hingegen erhdhten die AA-stimulierte Plattchen-
aggregation signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Abgebildet: n=8; Mittelwert + SEM; Statistik:
two-way ANOVA,; * = p<0,05; ** = p<0,01; ***= p<0,001. Modifiziert aus (Harm et al., 2021).
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3.2.3. PC 18:0-mediierte Verstarkung der CD62P-Plattchenaktivierung

Unter Verwendung der Durchflusszytometrie erfolgte die Detektion der
Thrombozytenaktivierung mittels P-Selectin / CD62P. Dabei wurden Thrombozyten
aus mit Glycerophospholipiden prainkubiertem CPDA-Citratblut sowohl im
Ausgangszustand als auch unter CRP-Stimulierung auf das CDG62P-
Fluoreszenzniveau untersucht. Hier zeigte sich eine signifikant hohe Aktivierung bei
CRP-stimulierten Ansatzen unter Einwirkung des PC 18:0 (p<0,05). Eine signifikante
Veranderung der mittleren Fluoreszenz im Ausgangszustand konnte nicht gezeigt
werden. Andere Glycerophospholipide prasentierten sich ebenso mit keiner

signifikanten Anderung des AktivierungsausmaRes.
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Abbildung 24 PC18:0-vermittelte signifikante CD62P-induzierte Plattchenaktivierung

Bei der Quantifizierung der thrombozytaren Aktivierung mittels gemittelter Intensitat (MFI) des P-
Selectins / CD62P zeigte sich eine signifikante Steigerung dieser unter Zugabe von PC 18:0
(100uM) im Vergleich zur Kontrolle (DMSO). Diese vermehrte Aktivierung zeigte sich unter Zugabe
des collagen related peptide (CRP), nicht jedoch im Ruhezustand. Die weiteren getesteten
Glycerophospholipide zeigten in Kontrast keine gesteigerte Plattchenaktivierung.

Abgebildet: n=6; Mittelwert £+ SEM; Statistik: two-way ANOVA,; * = p<0,05; ** = p<0,01;

***= p<0,001. Modifiziert aus (Harm et al., 2021).
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3.2.3. Veranderungen der plasmatischen Gerinnung durch
Glycerophosholipide

Unter Einsatz des TEG-Hamostase-Analysegerats und des TEG-,Platelet-
Mapping“-Systems  wurde der Einfluss in ACS-Probanden erhohter
Glycerophospholipide auf Veranderungen der Gerinnungsparameter untersucht.
Hierfir wurde Heparin-Vollblut mit den jeweiligen Glycerophospholipiden (100uM)
prainkubiert und standardisiert ausgewertet. Dabei zeigte sich eine signifikante
(p<0,05) Verstarkung der enzymatischen Gerinnung (R-Wert), eine gesteigerte
plasmatische Gerinnung (INR / aPTT) und daher eine Neigung zu
Hyperkoagulabilitat ~ (Abbildung  18).  Signifikante =~ Veranderungen  der
Geschwindigkeit (K, o) und Stabilitat (MA) der Thrombusbildung konnten nicht
dargestellt werden. Aufgrund fehlender LY30-Werte unter Glycerophospholipid-
Einwirkung erfolgte keine Interpretation der Thrombolyse (LY30).
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Abbildung 25 Signifikant erhéhte Lipide in Thrombozyten der ACS-Patienten fiihren in einen

Zustand gesteigerter plasmatischer Gerinnung

Mittels thrombelastographischer Analyse der Gerinnungsfunktionen zeigte sich eine verkirzte
Dauer der Gerinnselbildung (R) unter Einwirkung der Glycerophospholipide PC 18:0, PC 32:1 und
PC 34:1 und damit einhergehend eine Verstarkung des plasmatischen Schenkels der Gerinnung.
Eine Verstarkung der Platichen-abhangigen Thrombusbildung (K, a) oder Thrombusstabilitat (MA)
konnte nicht gezeigt werden. Abgebildet: n=3; Mittelwert £+ SEM; Statistik: two-way ANOVA; *

p<0,05; ** = p<0,01; ***= p<0,001.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Hauptergebnisse dieser Studie sind:

i) signifikante Alterationen des thrombozytaren Lipidoms treten auf in Patienten mit
einem akuten Koronarsyndrom;

ii) hinaufregulierte Lipide lassen sich exklusiv der Kategorie der
Glycerophospholipide zuordnen;

i) unter den im ACS hochregulierten Glycerophospholipiden zeigt insbesondere PC
18:0 in in vitro Untersuchungen ein erhebliches prothrombotisches Potenzial. Diese
Beobachtungen indizieren, dass die Hochregulierung der Kkurzkettigen
Glycerophospholipide in Thrombozyten zur Pathophysiologie des ACS beitragen,
indem sie die Plattchen-abhangige Thrombusbildung verstarken

iv) diese Lipide korrelieren signifikant mit dem Niveau des Troponin-I-Spiegels und
tragen signifikant zur Vorhersage dessen bei;

v) Veranderungen des Lipidoms lassen sich ebenfalls darstellen bei Probanden
unter Einwirkung einer Statin- bzw. P2Y12-Inhibitor-Therapie sowie bei vorhandener
Dyslipidamie und Verstorbenen des Follow-Ups. Diese Faktoren nehmen keinen

Einfluss auf die beobachteten thrombozytaren Alteration in Patienten mit ACS.

4.2. Diskussion der Methoden

4.2.1. KHK-Kollektiv und thrombozytare Lipidom-Analyse

Diese Studie untersuchte erstmals Unterschiede des thrombozytaren Lipidoms in
Probanden mit ACS, verglichen mit einem CCS. Dabei wurden in einem grof3en
Kollektiv isolierte Thrombozyten mittels UHPLC-ESI-QTOF-Massenspektrometrie
untersucht. Dieses stellte ein bereits etabliertes Verfahren der KHK-assozierten
Lipidomik dar (Chatterjee et al., 2017, Peng et al., 2018).
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Einhundertneunundreildig Probanden mit koronarer Herzerkrankungung wurden
dabei hinsichtlich maoglicher Unterschiede der detektierten und normalisierten
Peakintensitaten thrombozytarer Lipide verglichen. Aufgrund LC-MS-basierter
technischer ,Outlier” wurden 105 von 139 Proben fur weitere Lipidom-Auswertungen
verwendet. Gemal einer ,Intention-to-treat“-Analyse wurden alle weiteren klinischen
Daten des Gesamtkollektivs fur deren Interpretation verwendet, um
Verzerrungseffekte zu mindern. Fur die Darstellung des signifikant veranderten
Lipidoms in ACS-Probanden wurde eine univariate Varianzanalyse (p<0,05)
verwendet und mit dem ,Sequential-Goodness-of-Fit“-Algorithmus (p<0,05,
FDR<0,05) kombiniert. Somit konnte der Alpha-Fehler reduziert und 32 Lipide als
signifikant verandert in ACS-Probanden dargestellt werden, hingegen wurden 65
Lipide mit einem P-Wert <0,05 herausgefiltert (Harm et al., 2021). Ziele weiterer
Untersuchungen sind die Uberpriifung dieser aktuellen, neuen Ergebnisse in einem
Kollektiv mit erhdhter Probandenanzahl. Vergleiche zu gesunden, nicht-therapierten
Kontroll-Objekten sollten ebenfalls in einem groReren, ,gematchten® Kollektiv
gezogen werden, um Ruckschlisse der prasentierten Ergebnisse auf die
zugrundeliegende Erkrankung zu ermoglichen und Einflussfaktoren weiter zu

reduzieren.

4.2.2. Experimentell untersuchte Glycerophospholipide

Mittels beschriebener Detektion der Divergenz des thrombozytaren Lipidoms im
ACS und prothrombotischer Eigenschaften dieser Lipide in vitro konnte zum ersten
Mal eine methodische Verbindung dieser Beobachtungen geschaffen werden.

HierfUr wurden reprasentativ 6 Glycerophospholipide der 32 im ACS veranderten
Lipide analysiert. Diese wurden wie vorbeschrieben in den zu untersuchenden
Vollblutproben gelost (Chatterjee et al., 2017, Peng et al., 2018). Somit konnten
Ruckschlusse auf die Wirkung individueller Glycerophospholipide hinsichtlich der
Plattchenfunktion getroffen werden. Fur die Glycerophospholipide PC 18:0, PC
32:1e, PC 18:1e-16:0 wurden kommerziell erhaltliche Strukturaquivalente
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verwendet. Diese teilten allerdings alle gemeinsamen Merkmale mit den im ACS
detektierten Lipiden. Daher bleiben Aussagen und Interpretationen des Einflusses
ihrer Charakteristika auf Thrombozytenfunktionen unverandert. Weiterhin bleibt der
konkrete Mechanismus der beschriebenen Beeintrachtigung der
Plattcheneigenschaften unklar. Aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften
kann ein Einbau der untersuchten Glycerophospholipide nach dreiRigminutiger
Inkubation in das thrombozytare Lipidom angenommen werden (Harm et al., 2021).
Dennoch bleibt der Anteil der Wirkung extrazellularer Glycerophospholipide offen. In
folgenden Studien sollten genaue Analysen der Lipidseitenketten erfolgen, um deren
spezifischen Einfluss auf die in vitro-Wirkung zu erhalten. Daruber hinaus mussen
Methoden etabliert werden, um den Einbau und die Fluiditat thrombozytarer
Glycerophospholipide in Plasmamembranen naher zu verstehen.

4.2.3. Experimentelle Methodik

Fir die weitere Diagnostik des in ACS-Patienten veranderten Lipidoms fanden in der
Thrombozytenforschung etablierte und validierte Methoden Anwendung. Daruber
hinaus sind die ,Assays” in der Lage, pathophysiologische Grundlagen der
Atherosklerose und KHK zu modellieren (Chatterjee et al., 2017, Gawaz, 2006,
Gawaz, 2016, Gawaz et al., 2005, Harrison et al., 2005, Peng et al., 2018). Weiterhin
konnten aufgrund einer abnormen Plattchenaktivitat in vitro-Vorhersagen
hinsichtlich folgender kardiovaskularer Ereignisse, respektive
Myokardschadigungen, getroffen werden (Frossard et al., 2004, Fuchs et al., 2006).
In dieser Studie wurde die Plattchenfunktion experimentell mittels Flusskammer,
Durchflusszytometrie sowie Impedanzaggregometrie untersucht. Als klinisch
etabliertes, schnell verfugbares Diagnostikum, erfolgte das ,Monitoring“ der
Hamostase unter Glycerophospholipideinfluss mittels Thrombelastographie
(Bowbrick et al., 2003b). Aufgrund der bestatigten Vorhersagekraft und Starken der
ex vivo-Untersuchungen sollten Auffalligkeiten der Plattchenfunktion und
Thrombogenitat in der nachsten Stufe mittels in vivo-Modellen beleuchtet werden.
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So konnten direkte Ruckschlisse der Wirkung des veranderten Lipidoms auf den

Organismus getroffen werden (Gresele et al., 2019, Peng et al., 2018).

4.3. Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Charakterisierung des thrombozytaren Lipidoms in Patienten mit ACS

Eine Aktivierung zirkulierender Thrombozyten ist essenziell involviert in die
Entstehung des akuten Koronarsyndroms. Erst vor kurzem wurde das
thrombozytare Lipidom umfassend charakterisiert (O'Donnell et al., 2014, Chatterjee
et al.,, 2017, Peng et al., 2018). Wahrend dieser Thrombozytenaktivierung sind,
neben weiteren, insbesondere oxidierte Lipide signifikant heraufreguliert. Dies
erfolgt zu Teilen Uber einen Aspirin-sensitive-Cyclooxygenase-1 (COX-1)-,Pathway”
(Slatter et al., 2016, Chatterjee, 2020, O'Donnell et al., 2014).

In dieser Studie konnte Uberdies erstmals gezeigt werden, dass Anderungen des
thrombozytaren Lipidoms in ACS-Patienten mit einem prothrombotischen Status
assoziiert sind. Dies impliziert eine pathophysiologische Rolle der thrombozytaren
Lipide in der Entstehung des ACS (Harm et al., 2021).

Unter den 928 identifizierten Lipiden isolierter Thrombozyten befanden sich
Glycerophospholipide, Glycerolipide, Sphingolipide, Fettsaurederivate und Sterole.
Hierbei zeigten sich bei der Gegenuberstellung von Probanden mit einem
diagnostizierten ACS, verglichen mit dem CCS, 7 heraufregulierte
Glycerophospholipide, sowie 25 herabregulierte Lipide. Erstgenannte zeigten ein
hohes Mal} an gesattigten Bindungen, kurze Seitenketten oder Ether-Verbindungen.
Glycerophospholipide  sind  vorbeschriebener  Hauptbestandteil  zellularer
Lipiddoppelmembranen und entscheidend fur die Zusammensetzung und
Integration der Proteine in Zellmembranen (Koseoglu et al., 2015, Xiao et al., 2001,
Koseoglu et al., 2014, Joist et al., 1977, Hu et al., 2016). Des Weiteren determinieren
Glycerophospholipide den Grad der Aktivierung thrombozytarer Lipidmembranen
und der Thrombin-Generierung (Hishikawa et al., 2014, Hu et al., 2016). Folglich ist
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die Zusammensetzung thrombozytarer Membranen, hinsichtlich enthaltener
Glycerophospholipide, hochgradig mit Anderungen der Plattchenfunktion assoziiert.
Somit sind Glycerophospholipide ebenfalls in die Plattchen-abhangigen
Thrombusbildung involviert. Um diese Hypothese zu testen, wurden in dieser Studie
in vitro Untersuchungen mit isolierten Glycerophospholipiden durchgefuhrt. PC 18:0
zeigte indes die starkste Heraufregulierung in Thrombozyten der Patienten mit ACS
(Harm et al., 2021). Einen zugrundeliegenden, hypothetischen Erklarungsansatz
bietet die gestorte Fettsaureoxidation der Fettsdurespeicher im akuten
Koronarsyndrom (Igbal et al., 2002, Kattoor et al., 2017, Solati and Ravandi, 2019).
Thrombozytares oxLDL, als Ausdruck einer gesteigerten Lipid-Oxidation, konnte
bereits in vermehrtem Ausmalle in Patienten mit koronarer Herzerkrankung und
akutem Koronarsyndrom detektiert werden (Chatterjee et al., 2017). Ein erhdhtes
Niveau an oxidativem Stress in Patienten mit akutem Koronarsyndrom fuhrt somit
moglicherweise lber enzymatische Zwischenstufen zu einer Uberproduktion der
kurzkettigen Glycerophospholipide, wie PC 18:0. Andererseits konnte ebenfalls eine
Inkorporation von extern zugefuhrtem PC 18:0 durch Thrombozyten unter ex vivo
Bedingungen dargelegt werden (Harm et al., 2021).
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Abbildung 26 Ein aberranter Lipidstoffwechsel in Patienten mit ACS in eine Uberexpression
des thrombozytiaren PC18:0

Eine hypothetische Darstellung des gestdrten thrombozytaren Lipidmetabolismus in Patienten mit
akutem Koronarsyndrom zeigt die veradnderte, in Teilen enzymatische, Synthese der
Glycerophospholipide. Als modgliche Konsequenz resultiert von links nach rechts eine
Heraufregulierung der kurzkettigen thrombozytaren Glycerophospholipide wie PC 18:0. Modifiziert
aus (Harm et al., 2021).

4.3.2. Beeinflussung des thrombozytaren Lipidoms durch Dyslipidamien

Gemal des ,Adult Treatment Panels IlI* erfolgte die Einteilung des Kollektivs in
Probanden mit grenzwertigem LDL-Cholesterin, milder Hypertriglyceridamie bzw.
niedrigem HDL-Cholesterin (Lauer, 2001). Die Thrombozyten der Probanden mit
LDL-Werten 2130 mg/dl zeigten dabei 11 hochregulierte Lipide (10 Glycerolipide, 1
Glycerophospholipide) sowie 18 herunterregulierte Lipide (15 Glycerophospholipide,
2 Sphingolipide, 1 Glycerolipide).

Erniedrigte  HDL-Level (<40mgl/dl) implizierten eine Heraufregulierung 64
thrombozytarer  Lipide (42  Glycerolipide, 9 Fettsaurederivate, 7
Glycerophosholipide, 6 Sphingolipide). Herunterregulierte Lipide gliederten sich in
23 Glycerophospholipide sowie 3 Sphingolipide.
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Eine milde Hypertriglyceridamie (=150 mg/dl) war mit der Hochregulierung von 128
Glycerolipiden, 27 Glycerophospholipiden, 14 Fettsaurederivaten, 8 Sphingolipiden
und einem oxidierten Lipid assoziiert.

Veranderungen des Lipidoms bei vorliegender Dyslipidamie konnten bis dato
lediglich fur das Blutplasma beschrieben werden (Ramo et al., 2019). Insgesamt
zeigten hierbei 9 signifikant veranderte Lipide Uberschneidungen zur Analyse des
thrombozytaren Lipidoms in Patienten mit ACS.

Ein Zusammenhang der Veranderung der Lipoproteine und des thrombozytaren
Lipidoms kann zum jetzigen Zeitpunkt weder erklart noch bewiesen werden.
Dennoch scheint die Charakterisierung der Thrombozytenlipide ein erganzender
Schritt in der Evaluation des kardiovaskularen Risikos.

4.3.3. Modifikation des thrombozytidren Lipidoms mittels P2Y2- /| HMG-CoA-
Reduktase-Inhibitoren

CAR 26:1 zeigte signifikant erniedrigte Peakintensitaten bei vorliegender P2Y2-
Inhibitor-Therapie im Vergleich zu Untherapierten auf, hingegen =zeigten 30
Glycerophospholipide und 1 Glycerolipid erhdhte Werte in diesen Probanden. Dies
waren die ersten Beobachtungen eines alternierenden thrombozytaren Lipidoms
unter Einfluss einer P2Yi2-Inhibitor-Therapie. Sechs Glycerophospholipide, die
erniedrigte Werte in ACS-Probanden aufwiesen, zeigten eine Heraufregulierung
unter P2Y12-Inhibitor-Therapie. Ein Erklarungsmodell bietet die uUber den ADP-
Rezeptor vermittelte Inhibierung der Plattchenaktivierung und damit einhergehende
Veranderung der Membranstruktur. Vorausgehende Arbeiten vermuteten einen
antiatherogenen sowie LDL-reduzierenden Effekt durch Clopidogrel (Hadi et al.,
2013, Li et al., 2007). Eine direkte Wirkung der Therapie auf das thrombozytare
Lipidom konnte jedoch nicht bewiesen werden und so bleibt der Zusammenhang

dieser Beobachtungen offen.
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In dieser Studie konnten erstmals Veranderungen der thrombozytaren Lipide unter
Einwirkung der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren Atorvastatin, Simvastatin,
Rosuvastatin, Fluvastatin und Pravastatin dargelegt werden.

In der Betrachtung der Veranderungen des thrombozytaren Lipidoms bei Statin-
therapierten Probanden zeigten siebenundfunfzig (57) Lipide signifikante
Unterschiede (p<0,05). Unter Einfluss einer Statintherapie waren hierbei acht Lipide
(7 Glycerophospholipide, 1 Sphingolipid) herunterreguliert, 49 Lipide zeigten eine
Heraufregulierung (43 Glycerolipide, 4 Sterole, 1 Glycerophospholipid, 1
Sphingolipid). Statine stellen einen zentralen Baustein der Therapie der koronaren
Herzerkrankung und des ACS dar und entfalten ihre pharmakodynamische Wirkung
durch Inhibierung des Schlusselenzyms der Cholesterin- und Lipidsynthese. Diese
Beobachtungen implizieren, dass jener therapeutische Effekt Einfluss nimmt auf die
Komposition des thrombozytaren Lipidoms. Dies deckt sich mit bisherigen
Erkenntnissen, dass Simvastatin Veranderungen der Lipidzusammensetzung in
Plasma-Lipoproteinen bewirken kann (Ozerova et al., 2001, Simon et al., 2006).
Die im ACS erhohten Glycerophospholipide dieser Arbeit fanden indes erniedrigte
Werte bei Statin-therapierten Probanden, diese waren jedoch nicht signifikant. Eine
Erniedrigung der Konzentration verschiedener Phosphatidylcholine und
Phosphatidylethanolamine in LDL durch Simvastatin konnte dennoch bereits gezeigt
werden (Kaddurah-Daouk et al.,, 2010). Veranderungen des Lipidoms wurden
hierbei im Wesentlichen auf sekundare Effekte der Statine =zurtckgefuhrt.
Nichtsdestotrotz konnten thrombozytare Glycerophospholipide zum ,Monitoring®

einer Statinbehandlung beitragen und Ansatzpunkt gezielterer Therapien werden.

4.3.4. Das signifikant veranderte Lipidom in Patienten mit ACS bleibt
unbeeinflusst von kardiovaskularen Risikofaktoren und pharmakologischen

Therapien

In dieser Studie konnte dargelegt werden, dass thrombozytare Lipide in Patienten
mit ACS signifikant verandert sind, verglichen mit dem CCS. Sieben
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Glycerophospholipide waren hierbei heraufreguliert, finfundzwanzig Lipide zeigten
erniedrigte Intensitaten in Patienten mit ACS. Bei der Betrachtung der Kohorten-
spezifischen Grundcharakteristika dieser Studie ergaben sich Unterschiede
hinsichtlich etablierter kardiovaskularer Risikofaktoren und medikamentoser
Therapien. Insbesondere prasentierten sich Patienten mit ACS in signifikant
geringem Ausmal mit einer diagnostizierten Dyslipidamie oder Adipositas und
wurden seltener mit dem P2Y 12-Inhibitor Clopidogrel oder Statinen therapiert. In
Folge wurden Einflusse dieser Faktoren auf das thrombozytare Lipidom im
Vorangegangen dieser Arbeit beschrieben.

Um die Unabhangigkeit der Ergebnisse des veranderten Lipidoms in ACS-
Patienten von beschriebenen Risikofaktoren bzw. Therapeutika zu beleuchten,
erfolgten multivariate Darstellungen der jeweiligen Subgruppen (P2Y 12-Inhibitor-
bzw. Statintherapie versus unbehandelt). Hier zeigte sich eine homogene
Verteilung der Subgruppen bei Betrachtung der 32 signifikant veranderten Lipide in
ACS-Patienten, was einen geringen Einfluss der Statin- und P2Y12-Inhibitor-
Therapie auf das veranderte Lipidom der Patienten mit ACS impliziert. Analog
zeigten sich bei der Gegenuberstellung der sieben heraufregulierten
Glycerophospholipide in Patienten mit ACS keine signifikanten Veranderungen in
Patienten mit Dyslipidamie, antithrombozytarer, sowie Statintherapie gegenuber
solchen Patienten ohne Risikofaktor oder Therapie.

Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass genannte Faktoren wie die Adipositas,
Dyslipiamie, P2Y 12-Inhibitor- oder Statintherapie einen geringeren Einfluss auf das
gesamte Lipidom (928 Lipide) des Kollektivs austben, im Gegensatz zu der
Schwere der Erkrankung, respektive dem ACS (Harm et al., 2021).
Nichtsdestotrotz sollte in einem folgenden Ansatz der Einfluss der Therapien und
Risikofaktoren auf Erkrankungs-spezifische Veranderungen des Lipidoms bedacht
werden. Additive Schritte sind hierbei eine Vergrof3erung der Probandenanzahl
bzw. ein ,gematchtes® Studiendesign, um Einflisse bzw. Storvariablen auf das

mutable thrombozytare Lipidom noch besser kontrollieren zu kdnnen.
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4.3.5. Pradiktion des Myokardschadens mittels ACS-assoziierter
Glycerophospholipide

Im Verlauf dieser Arbeit konnte dargelegt werden, dass Glycerophospholipide,
welche erhohte Intensitaten im akuten Koronarsyndrom aufzeigten, signifikant mit
dem Grad der Myokarschadigung korrelieren. Die Lipide PC 18:0, PC 20:0, PC 10:0-
20:4 sowie PE 16:0-18:0 zeigten hierbei jeweils einen positiven Zusammenhang mit
dem kardialen Troponin |. Diese Beobachtung stutzt die These, dass diese
Glycerophospholipide als Marker eines akuten Koronarsyndroms fungieren, da es
insbesondere im ACS zu einem Untergang der Kardiomyozten und damit zu
Liberation des hs-cTn | kommt (Januzzi et al., 2019, Collet et al., 2020, Ibanez et al.,
2017, Van de Werf et al., 2003). Uberdies korrelieren die Spiegel des Troponin | mit
der GrolRe des Infarktreals und besitzen somit prognostischen Wert (Hallén et al.,
2009, Frobert et al, 2015). Somit konnten die im ACS erhdhten
Glycerophospholipide, wie PC 18:0, Verwendung finden, um das Ausmal} des
Myokardschadens naher zu quantifizieren. Dennoch sollte der Zusammenhang der
Ausdehnung des kardiomyozytaren Untergangs, bzw. der Schwere des Infarkts und
der Bestimmung der Glycerophospholipide in einer weiteren Untersuchung mittels
Bildgebung oder in vivo-Ansatzen bestatigt werden.

Erganzend zu diesen Beobachtungen zeigte die pradiktive Regressionsanalyse
dieser Studie eine signifikante (p<0,0001) Vorhersage des Myokardschadens mittels
zweier Lipidom-Modelle. Die im ACS erhohten Glyceophospholipide PC 18:0, PC
20:0 und PE 16:0-18:0 leisteten hierbei, zusammen mit Cholesterol- und HbA1-
Spiegeln, einen signifikanten Beitrag. Die ebenfalls im ACS vermehrt exprimierten
Lipide PC 20:0, PC 10:0-20:4 und PC 24:0 prognostizierten eigenstandig und
signifikant das Niveau des Troponin |. Dieses beobachtete Novum impliziert, dass
die Bestimmung der genannten Glycerophospholipide eine myokardiale
Schadingung quantitativ prognostizieren kann und somit das kardiale Risiko, als

gering invasive ,Liquid Biopsy“ abzuschatzen vermag. Gleichwohl kann zum
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Zeitpunkt der Arbeit nicht bewertet werden, ob die Expression der
Glycerophospholipide des ACS in kausalem Zusammenhang mit der Auspragung

des Infarkts steht.

4.3.6. Konspekt der Follow-Up-Ergebnisse

Diese Studie zeigte keine Unterschiede der Endpunkte Sterblichkeit, Re-
Interventionsrate, Schlaganfall oder Myokardinfarkt zwischen den ACS- und CCS-
Subkollektiven. Die ,In-House“-Mortalitat der ACS-Population lag bei 0% und damit
deutlich unter dem deutschen Bundesdurchschnitt von 6,3% (Neumann et al., 2020).
Bisher konnte gezeigt werden, dass Patienten mit hohem ,Baseline“-LDL ein
erhohtes Risiko der kardiovaskularen Mortalitat innehalten (Navarese et al., 2018).
In dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass das thrombozytare Lipidom
signifikante Unterschiede bei Verstorbenen aufweist. Analog der signifikant
regulierten thrombozytaren Lipid-Marker in Patienten mit ACS fanden sich bei
verstorbenen Probanden ausschliel3lich heraufregulierte Glycerophospholipide
(LPC 0:0/20:0, LPC 18:1/0:0, LPC 20:4, LPC 20:4/0:0, LPE 18:1, LPI 18:1, LPI 20:4,
OxPC 38:4+10, PC 18:2-22:4) (Harm et al., 2021). Diese Beobachtung im sensiblen
zwolfmonatigen Follow-Up-Zeitraum konnte einen wichtigen Faktor in der
Verlaufskontrolle der post-interventionellen KHK darstellen. So kdnnten erwahnte
thrombozytare Glycerophospholipide einen gewichtigen Faktor  der
kardiovaskularen Erkrankungen darstellen, um als Biomarker klinische Risiken
vorherzusagen (McFadyen and Peter, 2018). Nichtsdestotrotz kann zum jetzigen
Zeitpunkt nicht ausgesagt werden, ob Veranderungen des thrombozytaren Lipidoms
kausal fur diesbezugliche Endpunkte verantwortlich sind oder lediglich eine
Assoziation darstellen. Hier bedarf es einer weitlaufigen, prospektiven Lipidomik-
Studie, um Veranderungen des Lipidoms wund der zugrundeliegenden

kardiovaskularen Erkrankungen detailliert darzustellen.
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4.3.7. Unterschiede der Glycerophospholipid-mediierten Thrombusbildung

In der ex vivo Flusskammerperfusion konnte eine signifikant erhohte (p<0,05)
Plattchenabhangige Thrombusentstehung durch Einwirkung der
Glycerophospolipide PC 18:0, PC 32:1 und PC 34:1 gezeigt werden. Unter den
Bedingungen der langsamen Schergeschwindigkeit zeigten jene Substrate eine
Konzentrations-abhangige Vermehrung der Thrombusflache. Unter den
Bedingungen der hohen Schergeschwindigkeit konnte lediglich eine Erhohung der
Thrombogenitat durch PC 18:0 und PC 32:1 dargestellt werden. Eine Modifikation
der Thrombusformierung konnte bereits durch LDL, oxLDL sowie
Lysosphingomyelin beschrieben werden (Chatterjee et al., 2017, Peng et al., 2018).
Eine vermehrte Thrombusbildung unter Einwirkung der im ACS erhéhten PC 18:0,
PC 321 und PC 34:1 indiziert, dass die Hochregulierung dieser
Glycerophospholipide (und analoger Lipide wie PC 20:0 und PC 24:0) in Patienten
die potenzielle Plattchenhyperreaktivitat im ACS erhoht (Harm et al., 2021). Eine
vermehrte Thrombogenitat im ACS tragt indes zur progredienten Limitierung der
Koronarperfusion bei und somit implizieren die Beobachtungen dieser
Glycerophospholipide eine fakultative Beteiligung an der Pathogenese des ACS.
Mechanismen, die zu diesen Beobachtungen beitragen, sind zum Zeitpunkt dieser
Arbeit nicht verstanden. Es scheint notwendig, weitere Untersuchungen anzustellen,
um Unterschiede zwischen den Flussgeschwindigkeiten zu verstehen und

Ergebnisse auf in vivo-Bedingungen zu ubertragen.

4.3.8. Erhohte Arachidonsaure- und Kollagen-abhangige Thrombozyten-
Aggregation durch PC 18:0

Unter Verwendung der in Thrombozyten der ACS-Patienten erhohten
Glycerophospholipide PC 18:0, PC 32:1 und PC 34:1 konnte jeweils eine erhdhte
Plattchenaggregation demonstriert werden. Mittels Impedanzaggregometrie wurden
hierbei ebenfalls erhohte Werte fur Arachidonsaure- und Kollagen-stimulierte
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Thrombozyten detektiert (Harm et al., 2021). Eine Veranderung der Kollagen-
abhangigen Aggregation deckt sich somit mit den Erkenntnissen der Fluss-
abhangigen Thrombusbildung Uber Kollagen. Proaggregatorische Prozesse des
ACS konnten aufgrund des Einflusses der Glycerophospholipe somit begunstigt
werden. Des weiteren scheint die Beteiligung der Arachidonsaure an der
Plattchenaggregation ein wichtiger komplementarer Faktor des thrombozytaren
Lipidoms. Als Mediator, Substrat und Bestandteil des Lipidmetabolismus wurde die
Wichtigkeit der Arachidonsaure als Teil des thrombozytaren Lipidoms beschrieben
(Peng et al., 2018, Slatter et al., 2016). Daruber hinaus bietet die Moglichkeit der
Modulation des Arachidonsaure-Metabolismus uUber den COX-1-Pathway eine
Perspektive der pharmakologischen Regulierung des thrombozytaren Lipidoms
(Slatter et al., 2016).

4.3.9. PC 18:0-induzierte P-Selectin-abhangige Plattchenaktivierung

Additiv erwahnter in vitro-Veranderungen der Plattchenfunktion zeigte PC 18:0 eine
signifikante Verstarkung der P-Selectin-Aktivierung prastimulierter Thrombozyten
(Harm et al., 2021). Dies konnte bereits fur oxLDL beschrieben werden (Chatterjee
et al., 2017). Eine zugrundeliegende Vermehrung der thrombozytare Aktivierung
bedingt somit konsekutiv eine verstarkte Aggregation und Thrombusformierung der
Plattchen. Ferner unterstreicht diese Beobachtung, dass das am starksten im ACS
heraufregulierte Lipid (PC 18:0) den grofdten Einfluss auf einen prothrombotischen
Zustand innehalt. Da ein verstarktes Aktivierungsmal® nur unter CRP-Stimulierung
analysiert wurde, liegt es nahe, dass weitere Faktoren an dieser Pathophysiologie
beteiligt sind. Dies deckt sich mit der bisherigen Erkenntnis, dass das Protein
TMEM16F eine Schlusselrolle in der Thrombozytenaktivierung einnimmt (Suzuki et
al., 2010). Diese Phospholipid-Scramblase schleust Agonisten-abhangig
Glycerophospholipide auf die Oberflache der Plattchenmembran und fuhrt in Folge
zu deren Aktivierung (Bricogne et al., 2019, Deguchi et al., 2017, Suzuki et al., 2010).
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4.3.10. Thrombelastographische Interpretation des prokoagulaorischen

Zustandes in Anwesenheit der Glycerophospholipide

Unter Einsatz des TEG-Assays konnten signifikante Einflisse auf die enzymatische
Gerinnung, respektive der Werte aPTT / INR dargestellt werden. Die Prainkubation
mittels PC 18:0, PC 32:1 und PC 34:1 zeigte dabei eine verstarkte Wirkung
plasmatischer Gerinnungsfaktoren. Hierbei wird eine direkte Wirkung der Substrate
aus der Familie der Glycerophospholipide auf den Faktor- V/Xa-Pathway
angenommen (Bevers et al., 1985). Dies konnte bereits fur plasmatisches
Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin in der Pathogenese der tiefen
Venenthrombose beschrieben werden (Deguchi et al., 2017). Dies impliziert eine
mogliche Beteiligung der veranderten Glycerophospholipe des thrombozytaren
Lipidoms in ACS-Patienten an der Pathogenese weiterer kardiovaskularer
Erkrankungen. Da in der Thrombelastographie keine signifikanten Abweichungen
thrombozytarer Parameter analysiert wurden, gilt es weitere Methoden fur die
klinische Routine zu etablieren, um die Ergebnisse der thrombozytaren Veranderung
auf eine gesteigerte plasmatische Hyperkoagulabilitat zu Gbertragen. Somit kdnnten
Veranderungen des Lipidoms und deren Auswirkungen auf die Thrombusbildung
frGhzeitig diagnostiziert werden.

4.4. Translatorische Perspektive

Das Gebiet der Metabolomik, inklusive thrombozytarer Lipidom-Analysen

wurde jungst zur neuen Perspektive der Erforschung verschiedenster
Erkrankungen. Diese Studie ist bis zum aktuellen Zeitpunkt eine der Patienten-
reichsten Lipidom-Analysen und konnte als erste ihrer Art eine Veranderung der
Thrombozytenlipide in Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom zeigen. Es
konnten weiterhin prothrombotische Effekte, insbesondere durch die in ACS-

Patienten erhdhten Glycerophospholipide, dargelegt werden. In dieser Studie
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konnte aufgezeigt werden, dass PC 18:0 (1,2-nonanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine) die Plattchenaggregation, die CD62P-abhangige Aktivierung und
Fluss-mediierte Thrombusbildung signifikant erhoht. Dies indiziert, dass die
Hochregulierung dieses Glycerophospholipids (und analoger Lipide wie PC 20:0 und
PC 24:0) in Patienten die potenzielle Plattchenhyperreaktivitat im ACS erhoht.
Ferner korreliert die Intensitat dieses Lipids signifikant mit dem Grad der
myokardialen Schadigung und tragt indes signifikant zur Pradiktion des Troponin-
Spiegels bei. Obwohl keine konkreten Beweise geliefert werden konnen, liegt die
Spekulation nahe, dass Veranderungen des thrombozytaren Lipidoms, respektive
Glycerophospholipide, Einfluss nehmen auf die Thrombozytenaktivierung. Damit
einhergehend konnten prothrombotische Prozesse zur Pathogenese des ACS
beitragen. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit kann nicht vorhergesagt werden, ob die
Hochregulierung der thrombozytaren Glycerophosholipide eine unmittelbare
Konsequenz der Akuitat der KHK und des ACS ist, oder ob diese nur temporar
verstarkt ist. Nichtsdestotrotz scheint die Beurteilung thrombozytarer
Glycerophospholipide ein  wertvoller und hilfreicher  Biomarker  der
Risikostratifizierung im ACS zu sein. So konnten diese frihzeitig
Hochrisikopatienten kennzeichnen und thromboischamische Ereignisse alsbald
verhindern. Daruber hinaus konnte das bessere Verstandnis der alternierenden
Glycerophospholipide indes einen tieferen Einblick in die Pathophysiologie des ACS
gewahren. Somit konnte die in dieser Studie gezeigte Plattchenaktivierung Ziel einer
pharmakologischen Therapie werden und die Thrombusformierung in vivo reduziert

werden.

74



5. Zusammenfassung

Thrombozyten nehmen eine Schlusselrolle in der Pathophysiologie der koronaren
Herzerkrankung ein und Patienten mit erhohter Plattchenaktivitat haben ein
gesteigertes Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse inne. Jenseits etablierter Marker,
wie die Dyslipoproteinamien, treten Lipidveranderungen auch in Thrombozyten der
KHK-Patienten auf.

In dieser Studie wurde das thrombozytare Lipidom einer gro3angelegten KHK-
Population (n=139) mittels ungezielter Massenspektrometrie charakterisiert und
Unterschiede zwischen ACS- und CCS-Probanden naher beleuchtet. Zusatzlich
wurden weitere Einflusse wie Medikation und kardiovaskulare Risikofaktoren auf das
Lipidom untersucht. Es erfolgten weiterhin Lipidom-Analysen bezuglich des
Zusammenhangs des klinischen Follow-Ups und der myokardialen Schadigung.
Daruber hinaus analysierte diese Studie den Einfluss der signifikant veranderten
Lipide auf die Plattchenaktivierung, Aggregation, Thrombusformierung und
plasmatische Gerinnung.

In dieser Analyse konnte dargestellt werden, dass sieben Glycerophospholipide in
ACS-Probanden heraufreguliert und funfundzwanzig Lipide herabreguliert waren.
Unterschiede des Lipidoms zeigten sich ebenfalls unter P2Y12-Inhibitor, Statin-
Therapie bzw. vorliegender Dyslipidamie, diese beeinflussten jedoch nicht die
Ergebnisse der in Patienten mit ACS veranderten Lipide. Fur diese Lipidmarker des
ACS konnte weiterfuhrend gezeigt werden, dass die heraufregulierten Lipide mit
dem Ausmald der myokardialen Schadigung korrelieren und diese anhand des
Troponins vorhersagen konnen. In Addition zeigte sich unter Einwirkung der
heraufregulierten Lipide, insbesondere durch PC 18:0, eine signifikant gesteigerte
Plattchenaktivierung, Aggregation und Thrombusbildung sowie eine verstarkte
plasmatische Gerinnung.

Die Studienergebnisse zeigten, dass das thrombozytare Lipidom im akuten
Koronarsyndrom kritisch verandert ist und ACS-Patienten sowie Verstorbene
ausschlieRlich heraufregulierte Glycerophospholipide innerhalb des Lipidoms

75



aufwiesen. Dies impliziert deren Beteiligung an der Akuitat der zugrundeliegenden
Erkrankung. Hinaufregulierte kurzkettige Lipide, insbesondere PC 18:0, induzierten
eine vermehrte Plattchenaktivierung und konnten damit die thrombozytare
Hyperreagibilitat im ACS begunstigen.

Als neue Perspektive konnte die Metabolomik, inklusive ihrer Lipidom-Analysen,
eine weitere Saule in der Diagnostik der KHK einnehmen. Aufgrund der in dieser
Studie demonstrierten,  Glycerophospholipid-induzierten,  prothrombotischen
Effekte, konnte die Bestimmung dieser Lipide hilfreich werden, um Patienten mit

hohem kardiovaskularem Risiko zu bestimmen.
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