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1. Zusammenfassung

Die Koronare Herzerkrankung stellt eine komplexe Erkrankung mit zunehmender Pravalenz
dar. Dabei spielen genetische Faktoren einen nicht unerheblichen Einflu3. Daher ist zur
Erstellung von Praventionskonzepten und therapeutischer Strategien die Miteinbeziehung
genetischer Aspekte unentbehrlich.

In der vorliegenden Arbeit werden insgesamt sieben verschiedene den Lipidstoffwechsel,
das Entzindungssystem und den Homocystein-Metabolismus betreffende
Genpolymorphismen identifiziert ~ und untersucht, ob die entsprechenden
Genpolymorphismen mit einem erhdhten Risiko der Koronaren Herzkrankheit einhergehen
und damit als pradiktive Marker bei der Risikobewertung dienen kénnen.

Hierbei handelt es sich um die Polymorphismen Paraoxonase Arg192GIn, Paraoxonase Met
55Leu, Apolipoprotein-A-V 1131T—C, Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr, Intercellular
Adhesion Molecule-1 469C—T, Monocyte-chemoattractant-Protein-1 2518A—G und
Methylentetrahydrofolatreduktase 677C—T. Weiterhin  wird untersucht, inwieweit
laborchemische Parameter wie Cholesterin, High Density Lipoprotein, Low Density
Lipoprotein, Triglyceride, Lipoprotein(a), C-reaktives Protein, Homocystein, Folsaure und
Vitamin B12 dadurch beeinflul3t werden.

In diesem Rahmen werden Nichtern - Blutproben von 200 Patienten kaukasischer Herkunft
mit koronarer Herzerkrankung unterschiedlichen Schweregrades verwendet, welche im
Rahmen durchgefuhrter Koronarangiographien in der Medizinischen Klinik Il des
Universitatsklinikums Homburg gewonnen wurden. Die Kontrollgruppe besteht aus 89
herzgesunden altersgematchten Mitarbeitern des Universitatsklinikums Homburg. Die
Bestimmung der Genotypen erfolgt mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion und
anschlieendem Restriktionsenzymverdau sowie im Falle des Apolipoprotein Kringle IV
Met75Thr - Polymorphismus zusatzlich mit Hilfe der Single Stranded Conformational
Polymorphism - Analyse.

Die Auswertung der Ergebnisse vorliegender Studie zeigt, dass der Monocyte-
chemoattractant-Protein-1 2518A—G - Polymorphismus mit einer erhéhten Inzidenz an
Koronarer Herzerkrankung einhergeht; Trager des G-Allels findet man insbesondere bei den
Patienten mit KHK-Stadium 1-3, gefolgt von den Patienten mit beginnender Koronarer
Herzerkrankung und unauffélliger Koronarangiographie. Der p-Wert betrdgt 0.029. Ein
Einflu@ des Monocyte-chemoattractant-Protein-1 2518A—G - Polymorphismus auf
laborchemische Parameter, insbesondere wie die des Lipoprotein(a) zeigt sich jedoch nicht.
Alle weiteren untersuchten Genpolymorphismen gehen weder mit einer erhdhten Inzidenz an
Koronarer Herzerkrankung einher noch beeinflussen sie den Schweregrad der Koronaren
Herzerkrankung. Ebensowenig besteht eine Korrelation dieser Polymorphismen zu den

verschiedenen Laborparametern. Der p-Wert betragt stets > 0.05.
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Die verschiedenen Referenz-Studien, auf die man sich bei der Auswahl der untersuchten
Gen-Polymorphismen  vorliegender Arbeit bezieht, konnten fir die einzelnen
Polymorphismen einen signifikanten Zusammenhang zur Koronaren Herzkrankheit
aufzeigen. In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Sachverhalt jedoch nicht bestatigt
werden. Ein nicht unwesentlicher Grund hierbei ist die Tatsache, dass es sich bei den
Referenz—Studien hauptsachlich um Studien mit nur geringer Fallzahl handelt und bei

derartig geringer Fallzahl die Reproduzierbarkeit nur bedingt moglich ist.
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Summary

Gene polymorphisms as predictive markers for susceptibility to coronary artery disease

Coronary artery disease represents a complex disease with increasing prevelance. In this
context genetic plays an important role. Thus genetic aspects have to be taken into account
when preparing preventive measures and therapeutic strategies.

In the current work seven different polymorphisms concerning the lipidmetabolism,
inflammatory system and the homocysteine metabolism are tested for correlation to a higher
susceptibility to coronary artery disease. It concerns the following polymorphisms
Paraoxonase Argl192GIn, Paraoxonase Met55Leu, Apolipoprotein-A-V  1131T—C,
Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr, Intercellular Adhesion Molecule-1 469C—T, Monocyte-
chemoattractant-Protein-1 2518A—G and Methylentetrahydrofolatreduktase 677C—T.
Furthermore a possible influence of the polymorphisms on different laboratory parameters
such as cholesterol, high density lipoprotein, low density lipoprotein, triglyceride, lipoprotein
(a), c-reaktive protein, homocysteine, folic acid and vitamin B12 were taken into account.
Within this scope blood samples of 200 patients of caucasian descent with coronary artery
disease were used which were attained from former coronary angiographies carried out at
the Medizinischen Klinik Il of the university of homburg. The control group consists of 89
matched healthy staff members of the university of homburg. The identification of the
genotypes was carried out using the polymerase chain reaction. In case of the
Apolipoprotein-A-V  1131T—C-polymorphism the single stranded conformational
polymorphism analyse was used additional to the polymerase chain reaction. The evaluation
of the results of the current work reveals that the Monocyte-chemoattractant- Protein-1 2518
A—G - polymorphism is associated with a higher incidence of coronary artery disease (p =
0.029). Thus most of the carrier of the G-allele were found in the group of the patients with
coronary artery disease in stage 1-3, followed by patients with beginning coronary artery
disease and finally followed by patients without pathological findings in the coronary
angiography. However the Monocyte-chemoattractant- Protein-1 2518 A—G - polymorphism
does not influence laboratory parameter and especially is not associated with elevated
Lipoprotein(a) levels. All further examined polymorphisms are neither associated with
increased incidence of coronary artery disease nor do they influence severity code of
coronary artery disease. They also do not correlate with any laboratory parameter (p>0.05).
There is no consent when comparing the results of the current work with the results of the
reference literature. Those reference-studies consist of a limited number of participants and

due to this fact reproducibility is just possible to a limited extent.
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2. Abkurzungsverzeichnis

ACE Angiotensin Converting Enzyme

apoA-I| Apolipoprotein A-I

APOA-V 1131T-C Apolipoprotein A-V T—C

B12 Vitamin B12

BMI Body Mass Index

CAM Cellular Adhesion Molecules

CBS Cystathionin-B-Synthase

CRP C-reaktives Protein

DNA Desoxyribonukleinsdure

GP la/lla Glykoproteinrezeptor la/ lla- Antagonisten
GPlib/llla Glykoproteinrezeptor lIb/ Illa- Antagonisten
HPA-1 Human Platelet Antigen-1

HPA-3 Human Platelet Antigen-3

Hcyst Homocystein

HDL High Density Lipoprotein

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
ICAM Intercellular Adhesion Molecule

IL Interleukine

KHK Koronare Herzkrankheit

LBS Lysin-bindende Einheiten

LDL Low Density Lipoprotein

Lp (a) Lipoprotein (a)

MCP-1 Monocyte-chemoattractant- Protein-1
MONICA Multinational MONItoring of trends and determinants in

MTHFR 677C—T
MHCI

MHCII

NTP-Mix

PBS

PCR

PON-1

PON-2

PON-3

PONA Argl192GIn

CArdiovascular disease
Methylentetrahydrofolatreduktase 677C—T
Major Histcompatibility Complex |

Major Histcompatibility Complex I
Nucleotid-Tri-Phoshat

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaktion
Paraoxonase-1

Paraoxonase-2

Paraoxonase-3

Paraoxonase Arg192GIn
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PONA Met55Leu
RANTES

SAM

SSCP
TBE-Puffer
TNF-alpha

Paraoxonase Met55Leu

regulated upon activation, normal T-expressed and secreted
S-Adenosylmethionin

Single Stranded Conformational Polymorphism
Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
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3. Einleitung

Weltweit stellt die Koronare Herzerkrankung (KHK) weiterhin die haufigste Todesursache dar
(FARRALL et al, 2006).

Die Erkennung und Behandlung der Risikofaktoren fir die Entstehung der KHK hat demnach
hohe Prioritat. Die Atiologie der Koronaren Herzkrankheit ist multifaktoriell und sehr
heterogen (FARRALL et al, 2006, KIM et al, 1998).

Im Rahmen der Framingham-Studie (1966), die wesentlich zum Verstandnis der Genese der
Koronaren Herzerkrankung beigetragen hat, wurden erstmals Risikofaktoren fir die
Entstehung der KHK definiert. Hierzu - auch als konventionelle Risikofaktoren bezeichnet -
zéhlen arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, Nikotinabusus und Diabetes mellitus
(GRUNDY et al, 1998, DAWBER D, The Framingham study, 1966). Einige dieser
Risikofaktoren werden auch durch den individuellen Lebensstil beeinflusst wie z. B.
Nikotinabusus oder die alimentar bedingten Hypercholesterinamien. Konventionelle
Risikofaktoren sind allerdings lediglich in ungeféhr 50% der Falle ursachlich fur die Inzidenz
der Atherosklerose (AUER et al, 2004, WILSON et al, 1998).

In neueren Studien konnte zudem gezeigt werden, dass inflammatorische Prozesse einen
erheblichen Einflul3 auf die Pathogenese der KHK haben (LIBBY et al, 2002, SPRINGER et
al, 1996, BERK et al, 1990). Dabei nimmt die Inflammation in allen Stadien der
Atherogenese eine zentrale Stellung ein (SHISHEHBOR et al, 2004).

Daneben spielen genetische Faktoren als unbeeinflussbare Faktoren eine wesentliche Rolle
(LUSIS et al, 2004, ZDRAVKOVICZ et al, 2002). Die Koronare Herzerkrankung folgt dabei
einem komplexen Erbgang (NOVELLI et al, 2003). Genetisch komplexe Krankheiten sind
dadurch definiert, dass sie trotz vermehrten Auftretens innerhalb einer Familie keinem
eindeutigen Erbgang zuzuordnen sind. Innerhalb der Allgemeinbevdlkerung kénnen seltene
Mutationen  gréRere  Auswirkungen  beziglich der  Entwicklung z.B. einer
Hypercholesterinamie und KHK bei den einzelnen Individuen haben, wahrend wiederum
haufige Polymorphismen mit initial nur geringem Effekt fir das einzelne Individuum aufgrund
ihrer Haufigkeit jedoch wesentliche Auswirkungen innerhalb der Gesamtpopulation haben
kénnen (KIM et al, 1998).

Inzwischen gibt es umfangreiche Kenntnisse tber die Koronare Herzerkrankung und die ihr
zugrunde liegende Pathogenese der Atherosklerose; in Deutschland hat die Koronare
Herzerkrankheit mit rund 300000 todlichen und nichttédlichen Fallen im Jahr weiterhin
epidemischen Charakter (KEIL et al, MONICA-Project, 2005). Diese hohe Morbiditats- und
Mortalitdtsrate der Atherosklerose und die damit assoziierten soziobkonomischen Folgen
erfordern die ldentifizierung von Risikopatienten, wobei die Erkennung von Kanditatengenen
eine grofRe Bedeutung besitzt. Eine derartige Kenntnis kénnte einen wesentlichen Beitrag zur

Pravention und einer neuen therapeutischen Strategie der KHK leisten.



Einleitung 10

3.1 Koronare Herzerkrankung

3.1.1 Definition/ klinisches Bild

,Die koronare Herzerkrankung ist die Manifestation der Atherosklerose an den
HerzkranzgefalRen, die entweder diffus oder isoliert befallen sein kénnen. Die dadurch
entstandene Verengung der Koronarien fihrt zu einem Missverhéltnis zwischen
Sauerstoffangebot und —bedarf im Herzmuskel. Schweregrad und Dauer der hierdurch
hervorgerufenen Ischdmie bestimmen die Manifestation in Form von stabiler oder instabiler
Angina pectoris, stummer Myokardischdmie, ischamisch bedingter Herzinsuffizienz,
Herzrhythmusstérungen und akutem Myokardinfarkt® (Leitlinie Koronare Herzkrankheit,

Deutsche Gesellschaft fir Kardiologie).

3.1.2 Epidemiologie

In den westlichen Industrielandern stellt die Koronare Herzerkrankung immer noch die
haufigste Todesursache dar (RUMBERGER et al, 1999). In den von der American Heart
Association- Heart and Stroke Statistics- gemachten Angaben seien im Jahr 2001 515204
Menschen an den Folgen kardiovaskularer Erkrankungen in den USA verstorben (MILAN et
al, 2005).

Bis zur Menopause sind Frauen von einer KHK weniger betroffen, im héheren Alter gleichen
sich die Zahlen denen der Mé&nner an (CLEARFIELD, 2004).

In Deutschland hat die koronare Herzkrankheit rund 300000 tédliche und nichttddliche Falle
im Jahr zur Folge (MONICA-Projekt, monitoring trends and determinants in cardiovascular
disease von den frilhen 80er bis zu den 90er). Hier konnte gezeigt werden, dass beziglich
der Morbiditat als auch der Mortalitdt wesentliche regionale Unterschiede bestehen
(TUNSTALL-PEDOE et al, 1994). In den westlichen Landern nahm die KHK-Mortalitat durch
Verbesserung der Therapien und Reduktion der Risikofaktoren ab, wahrend in Osteuropa
eine Zunahme der Mortalitat zu verzeichnen war.

Die altersspezifische Mortalitdt nimmt ebenfalls ab, jedoch wird durch den zunehmenden
Anteil alterer Menschen an der Gesamtbevoélkerung die Anzahl der Personen mit Herz-

Kreislauf-Erkrankungen  absolut gesehen ansteigen (RIEDER et al, 2001).
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3.1.3 Atiologie

Die Entstehung der Atherosklerose wird durch eine Reihe von Risikofaktoren beglnstigt.
Hierbei ist eine Einteilung in konventionelle und neuere Risikofaktoren mdglich. Im Rahmen
der Framingham-Studie Anfang der 70er Jahre (Dawber et al, 1963, Grundy et al, 1998,
Lloyd-Jones et al, 2004) wurde das 10-Jahres-Risiko einer Koronaren Herzkrankheit ermittelt

und folgende konventionelle Risikofaktoren erkannt:

Konventionelle Risikofaktoren

Zigarettenrauchen

Arterielle Hypertonie
LDL-Cholesterin-Erhéhung
HDL-Cholesterin-Erniedrigung
Diabetes mellitus

Alter

Adipositas

Andere/ neuere Risikofaktoren (Grundy et al, 1998)

Kdrperliche Inaktivitat

Lipidstoffwechselstérungen

Entzindungszustande bei KHK-Patienten

erstgradige Familienangehorige mit KHK oder Herzinfarkt
Thromboseneigung

Hyperhomocysteindmie

Infektionen

Lp (a) - Erhéhung



Einleitung 12

3.1.4 Pathogenese der Atherosklerose

Die KHK ist eine entziindlich-fibroproliferative Reaktion auf eine initiale Endothelschadigung
(ROSS et al, 1999) gefolgt von reparativen Mechanismen.

Sowohl metabolische (Diabetes mellitus, Fettstoffwechselstérungen,
Hyperhomocysteindmie) als auch mechanische (Hypertonie) sowie genetische Faktoren und
schlieBlich Infektionen durch Mikroorganismen wie Herpesviren oder Chlamydien (LIBBY et
al, 1997, JACKSON et al, 1997) kdénnen eine endotheliale Dysfunktion verursachen (ROSS
et al, 1993, 1976, 1973).

Ungeachtet der auslésenden Ursache stellt die Atherosklerose eine charakteristische
Antwort bestimmter arterieller Gefal3e dar (ROSS et al, 1981). Die Endothellasion fihrt zur
Endotheldysfunktion, die wiederum durch Kompensationsmechanismen zu einer Alteration
der normalen hamostasiologischen Eigenschaften des Endothels fihrt.

Die Folge ist eine erhthte Haftfahigkeit fir Leukozyten oder Thrombozyten und eine
vermehrte Durchlassigkeit des Endothels fir Lipoproteine und andere zirkulierende Stoffe im
Plasma. Die verschiedenartigen oben genannten Einflisse fuhren au3erdem zur Entwicklung
prokoagulatorischer Eigenschaften und induzieren die Bildung vasoaktiver Molekile,
Zytokine und Wachstumsfaktoren. Wird der die Inflammation verursachende Faktor nicht
behoben, dauern diese Vorgange an und Migration und Proliferation glatter Muskelzellen
werden angeregt.

Im spateren Stadium dieser Vorgdnge kommt es zu einer Verdickung der GefalRwand. Der
gesamte Prozel3 der ,Atherogenese” wird von Monozyten/ Makrophagen und spezifischen
Untergruppen der T-Lymphozyten unterhalten (ROSS et al 1999, STARY et al 1996, VAN
DER WAL 1989, GLAGOV et al 1987, JONASSON et al 1986).

Die anhaltende Inflammation flhrt zu einer Migration von Makrophagen und Lymphozyten
aus dem Blut zur L&sion, in der sich diese Zellen vermehren und hydrolytische Enzyme,
Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren freisetzen (LIBBY et al, 1996).

In der Folge werden Endothelzellen aktiviert und exprimieren vermehrt Adh&asionsmolekiile
auf der Zelloberflache. Bestimmte Adh&sionsmolekile, vor allem Selektine, vermitteln
zunachst den temporaren Kontakt bestimmter Blutzellen wie Monozyten und T-Lymphozyten
mit dem Endothel.

Durch eine weitere Gruppe von Adhasionsmolekiilen, Cellular Adhesion Molecules (CAMs),
kommt es zur festen Anheftung dieser Zellen an die Gefaliwand (LIBBY et al, 2002).

Eine wichtige Rolle spielt hier durch Oxidation, Glykolisierung oder im Rahmen eines
immunogenen Geschehens modifiziertes LDL (ROSS et al, 1999, STEINBERG et al, 1997,
NAVAB et al, 1996).
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Haften sich erst LDL-Partikel an die GefalBwand an und gelangen passiv in den
subendothelialen Raum, werden sie nach erfolgter Oxidation von Makrophagen
aufgenommen. Die  dadurch  entstandenen  Schaumzellen setzen  vermehrt
proinflammatorische Zytokine und Chemokine wie Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-
alpha), Interleukine (IL), Wachstumsfaktoren und andere Mediatoren frei, wodurch glatte
Muskelzellen in der GefaBwand aktiviert werden. Diese wandern aus der Media in die
entstehende intimale Lasion und teilen sich dort weiter (LIBBY et al, 2002).

Zyklen der Akkumulation mononuklarer Zellen, Migration und Proliferation glatter
Muskelzellen und Bildung fibroser Plagues sowie Apoptose von Zellen und weitere
Lipidaufnahme fuhren zur Bildung eines nekrotischen Kerns in der L&asion.

Kann das Gefald diesen Vorgang durch weitere Dilatation nicht weiter kompensieren, so
entstehen Lasionen, die das GefalRlumen einengen und so den Blutflul behindern kénnen
(ROSS et al, 1999).

Endothelial Leukocyte Endothelial Leukocyte
permeability migration adhesion acthesion

Abbildung 1: Endotheliale Dysfunktion als Vorstufe der Atherosklerose
Aus Ross: N Engl J Med, Volume 340(2).January 14, 1999.115-126
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4. Gen- Polymorphismen

Am Prozess der Atherogenese sind komplexe Mechanismen der Zelladhasion, Hamostase,
Inflammation, Gerinnung und des Fettstoffwechsels beteiligt.

In jungster Zeit wurde daher im Rahmen diverser Studien zur Identifizierung neuer
Risikomarker kardiovaskularer Erkrankungen das Augenmerk auf verschiedene

Genpolymorphismen gerichtet. Hierzu zahlen unter anderem:

Homocystein-Metabolismus:

Cystathionin- 3-Synthase, Methylentetrahydrofolatreduktase (WANG, 1999)
Parameter der Inflammation:

MCP-1 (SZALAI, 2001), ICAM-1 (JIANG, 2002), TNF-a (KOCH, 2001),
Interleukin 1, (VOHNOUT, 2003), Interleukin 6 (LATKOVSKIS, 2004),
Interleukin 10 (KOCH, 2001)

Endotheliale Parameter:

E-Selectin (AUER, 2003), endotheliale NO-Synthase (RIOS, 2005)
Thrombozytare Rezeptoren:

GP la/lla (LEWANDOWSKI, 2005),

GPlIb/llla (WEISS, 1996), HPA-1, HPA-3 (BOTTIGER, 2000)
Gerinnungsfaktoren:

Fibrinogen, Faktor I, Faktor V, Faktor VII (FENG, 1999)

Parameter aus dem Renin-Angiotensin-Aldosteronsysten:

ACE, Angiotensinogen, Angiotensin Il Rezeptor Typ 1 (BURACZYNSKA, 2003)
Lipidstoffwechsel:

Paraoxonase (DURRINGTON, 2004) ,

LDL- Rezeptor (POCATHIKORN, 2003)

Apolipoproteine A, B, Clll, E, Hepatische Lipase, Lipoproteinlipase (BARONI,
2003)
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Im Rahmen der vorliegenden Studie hat man sich auf die unten aufgeflhrten
Genpolymorphismen, die den Lipidstoffwechsel, das Entzindungssystem und den

Homocystein-Metabolismus betreffen, fokussiert:

Paraoxonase (PONA) Arg192GIn, Paraoxonase (PONA) Met55Leu
Apolipoprotein-A -V (APOA-V) 1131T—-C

Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr

Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) 469C—T
Monocyte-chemoattractant- Protein-1 (MCP-1) 2518A—G
Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) 677C—T

4.1 Paraoxonase (PONA) Arg192GIn/ Paraoxonase (PONA) Met55Leu

Bekannt wurde die Paraoxonase erstmals im Zusammenhang mit dem in Insektiziden und
Nervengasen vorkommenden Parathion. Dieses Organophosphat wirkt durch irreversible
Bindung an Synapsen und neuromuskuléaren Junctions stark neurotoxisch.

Paraoxonase, daher rihrt auch der Name dieses aus 354 Aminosauren bestehenden
Proteins mit einem Molekulargewicht von 43kDa, bewirkt durch die Hydrolysierung des
Parathionmetaboliten Paraoxon die Entgiftung dieser toxischen Substanzen (DURRINGTON
et al, 2002).

Paraoxonase, kurz PONA, ist zusammen mit anderen Genen der Supergen-Familie auf dem
langen Arm von Chromosom 7 lokalisiert. Die Nahe von PON1 zum Gen, das fur eine der
Pyruvatdehydrogenasen kodiert, mag die Tatsache erklaren, dass PONA-Genotypen in
einigen Studien diabetischer Fragestellungen untersucht wurden und Klinische Relevanz
zeigten.

PON-1 kommt nur bei Saugetieren vor und wird dort in der Leber gebildet. Das Produkt von
PON-2 ist bisher noch unklar; PON-3 konnte neuerdings auf dem Lipoprotein HDL des
Hasen nachgewiesen werden.

Im Serum ist PON-1 ausnahmslos auf dem Lipoprotein HDL lokalisiert.

Wahrend die neuroprotektive Funktion von PON-1 schon relativ lange bekannt ist, ist der
antiatherogene Faktor durch die Hemmung der Lipidoxidation relativ neu (DURRINGTON et
al, 2002, MACKNESS et al, 1995). Die Oxidation von LDL und dessen Aufnahme in die

Arterienwand spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose.
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HDL ist durch das Vorhandensein von PON- 1 befahigt, eine Lipidperoxidation von LDL
durch eine enzymatische Phospholipid-Hydrolyse zu verhindern und wirkt daher
antiatherogen. Bis dahin erklarte man sich die antiatherogene Wirkung allein durch den
Abtransport von Cholsterin von den Gefal3en bzw. der Peripherie.

Man vermutet, dass PON-1 zwei aktive Zentren besitzt. Wahrend die Cysteingruppe an
Position 283 unentbehrlich fur die antioxidative Funktion und somit fir die LDL-Oxidation-
Protektion zu sein scheint, lauft die hydrolytische Funktion von Organophosphaten ohne
diese Cysteingruppe ab (AVIRAM et al, 1998). Hingegen bendtigt die hydrolytische Funktion
unbedingt Calcium, wahrend dessen die der antioxidativen unabhangig von Calcium ist.
Gesunde Bevdlkerungsgruppen der verschiedenen L&nder zeigen eine unterschiedliche
Serumaktivitdét von PON-1, die zum einen mit dem Vorliegen verschiedener Genotypen
korreliert, dann aber in anderen Studien keine Abhangigkeit zum bestehenden Genotyp zeigt
(MACKNESS Ml et al, 1996).

Eine wohl noch nicht ausreichend untersuchte, aber mdgliche Erklarung hierfiir kbénnten die
unterschiedlichen Ernnahrungsgewohnheiten liefern.

SUTHERLAND et al, 1999 stellten einen Zusammenhang zwischen Art des Speiseéls und
dem Serumspiegel von PON-1 her. Je mehr gesattigte Fettsduren das Speisedl enthélt,
desto niedriger der Serumspiegel von PON-1. Alkoholkonsum vermag den Serumspiegel von
PON-1 zu erhdéhen (VAN DER GAAG MS, 1999).

Es existieren diverse Polymorphismen im PON-1 Gen (DURRINGTON 2001). Die zwei meist
untersuchten sind PONA 192 und PONA 55

PONA Arg192GIin / PONA Met55Leu - Polymorphismus

Bei dem PON-1 Polymorphismus 192 besteht ein Austausch der Aminosaure Arginin gegen

Glutamin an Position 192. Bei der Mutation PON 55 liegt ein Austausch der Aminosaure
Methionin gegen Leucin an Position 55 vor.

Es herrscht noch groR3e Uneinigkeit dariiber, ob diese beiden Polymorphismen die Aktivitat
der Paraoxonase und damit entscheidend das Auftreten einer KHK-Erkrankung beeinflussen
oder nicht.

In diversen Studien wurde dies untersucht. Die Ergebnisse sind allerdings sehr kontrovers
und heterogen. In einigen Untersuchungen konnte man keinen Zusammenhang zwischen

dem Genotyp und einer erhdhten Inzidenz der KHK feststellen.
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Vielmehr sollen die unterschiedlichen PON-1 Konzentrationen der einzelnen
Untersuchungsgruppen eine Rolle spielen (MACKNESS et al, 2001).

Dann wiederum stellte das Vorliegen der PON 192 Q/Q (Glutamin/ Glutamin) Mutation den
groBten Oxidationsschutz von LDL dar und damit eine niedrigere Inzidenz der
Atherosklerose. Der Variante PONA 55 MM schreibt man die gréR3te antioxidative Wirkung zu
(AVIRAM et al 1998, MACKNESS B et al, 1998, MACKNESS MiI et al, 1997). Dies konnte
jedoch in anderen Untersuchungen nicht immer bestatigt werden.

Fur die Hydrolyse von Paraoxon allerdings konnte in anderen Studien gezeigt werden, dass
das Vorliegen von PON 192 RR (Arginin/ Arginin) die grof3te hydrolytische Aktivitat besitzt,
wahrend PON 192 Glutamin/ Glutamin eine relativ geringe hydrolytische Aktivitat aufweist
(MACKNESS B et al, 1997, DAVIES et al, 1996, ADKINS et al, 1993)

Interstitium

SMe 1 e 5
De-peroxidized $§?é° : /
lipoprotein S22
S

@,
Hepatocyte Plasma Membrane

Abbildung 2: Ponl Sekretion, Zusammenhang zwischen HDL und Lipidperoxidation, EC, endothelial cell; SMC,
smooth muscle cell; MF, macrophage; ECM, extracellular matrix; Ox-LDL, oxidised LDL
aus Arterioscler., Thromb., Vasc. Biol. 19 (9), 2214-2225,

(1) HDL ist transient Uber einen Rezeptor an der Zelloberflache gebunden. (2) PON1-iber den N-terminalen Teil
mit der Zellmembran verankert- wird von HDL aufgenommen. Diese Konstellation wird durch ApoAl stabilisiert.
(3) Zusammen mit HDL tritt PON1 in den intravaskulédren Raum ein. (4)/(5) PON1 vermag — hochstwahrscheinlich
rezeptorvermittelt - durch Rekrutierung von Cholesterin aus dem Endothel oder der glatten Muskelzelle
Phospholipide abzutransportieren. Im Interstitium oder in Bereichen vermehrter LDL — Accumulation und oxidativ
bedingter Zellschédden vermag es so protektiv zu wirken. Das verbliebende hydrophobe N-terminale Signalpeptid
ist als dicke schwarze Linie dargestellt.
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4.2 Apolipoprotein- A- V (APO-A-V) 1131T-C

Bei den Apolipoproteinen handelt es sich um den Proteinanteil der Lipoproteine. Durch ihre
amphipathische Struktur kdnnen Apolipoproteine sowohl mit dem Lipidanteil der Lipoproteine
als auch mit ihrer hydrophilen Umgebung interagieren. Daher spielen Apolipoproteine eine
zentrale Rolle bei der Determinierung und Stabilisierung der Struktur von Lipoproteinen
(WEINBERG et al, 2003).

Apolipoproteine kdnnen in nichtaustauschbare (ApoB) und austauschbare Apolipoproteine
(Apo A, Apo C und Apo E) unterteilt werden (SEGREST et al, 2001). Bis auf Apolipoprotein
B konnen sich also die Apolipoproteine zwischen den unterschiedlichen Lipoproteinpartikeln
hin- und herbewegen.

Ein weiteres, relativ neues Mitglied der Plasma-Apolipoprotein-Familie ist das ApoA-V.
Wahrend alle anderen Apolipoproteine im Plasma identifiziert wurden, hat man das ApoA-V
im Rahmen vergleichender Studien des menschlichen und murinen Genoms entdeckt.

Das Gen ist auf Chromosom 11 unweit des A-I/CIll/ A-IV Gene-Clusters lokalisiert
(PENNACCHIO et al, 2002).

ApoA-V beeinflul3t in hohem Mal3e den Plasma-Triglycerid-Spiegel.

Eine Inaktivierung des ApoA-V Gens fihrt zu einem bis zu 4fach erhdhten Triglycerid-
Spiegel (PENNACCHIO et al, 2002, VAN DER VLIET et al, 2002).

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass ein Thymin zu Cytosin (T—C)
Polymorphismus im APOA-V-Gen eine Erhéhung des Triglyceridspiegels bewirkt und daher
dieser Polymorphismus einen potentiellen kardiovaskularen Risikofaktor darstellt (KATHY et
al, 2005, BECKSTEAD et al, 2003).
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4.3 Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr

Lipoprotein a (Lp (a)) gehort zu den Lipoproteinen und stellt per se einen unabhangigen
Risikofaktor fur die Entstehung der Arteriosklerose dar (KOSTNER et al, 1981).

Die Proteinkomponente besteht aus Apolipoprotein (Apo)B100 und ist Uber eine
Disulfidbriicke mit Apolipoprotein (Apo a), einem extrem polymorphen Glykoprotein
verbunden. Apo (a) besteht unter anderem aus 11 bis 40 Kringel-1V-Einheiten, die homolog
zum Kringel-1V des Plasminogens sind (SIMO et al, 2001, SCANU et al, 1995).

Kringles sind Sequenzen bestehend aus 80-90 Aminosauren, die dreidimensional
angeordnet sind und durch drei Disulfidbriicken stabilisiert werden.

Apo (a) beinhaltet mehrere Kopien des plasminogenahnlichen Kringles, die zwar &ahnlich,
nicht jedoch identisch sind. Man unterscheidet 10 verschiedene Kringles.

Lp (a) besitzt, &hnlich wie Plasminogen, ,Lysin-bindende Einheiten“ (LBS), die die Interaktion
mit anderen Zellen, der extrazellularen Matrix und mit Fibrin vermitteln (MILES et al, 1995).
Dabei stellt Kringle Nr.10 des Lp (a) den Hauptanteil der Lysin-bindenden Einheit und damit
eine Schlisselfunktion in der Aktivitat des Apo (a) dar (SIMO et al, 2001, BOONMARK et al,
1997, HOOVER-PIOW et al, 1996).

Es sind mehrere Mutationen im Kringle IV (10) bekannt, die alle mit einer verminderten LBS-
Aktivitat einhergehen (SCANU et al, 1994).

Eine weitere Mutation, die allerdings nicht mit der Verminderung in der LBS-Aktivitat, wohl
aber mit einer Erh6hung des Lp(a)-Spiegels im Plasma einhergeht, ist der Ersatz der
Aminosaure Methionin durch Threonin an Position 75 im Kringle IV von Apo (a) (SYRRIS et
al, 1997, KRAFT et al, 1995). Dieser Polymorphismus befindet sich ausserhalb des LBS-
Bereichs von Apo (a). Der Met75Thr - Polymorphismus im Kringle 1V geht mit einer erhéhten
Inzidenz der KHK einher (SIMO et al, 2001).

SYRRIS et al, 1997, konnte jedoch keinen Zusammenhang zwischen dem Met75Thr-
Polymorphismus und einer erhdhten Inzidenz der KHK oder der Beeinflussung des Lp (a)-

Spiegels feststellen.
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Abbildung 3: Strukturelle Homologien zwischen Apolipoprotein (a) und Plasminogen
aus: Brazilian Journal of Medical and Biological Research
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4.4 Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) 469C—T

ICAM gehdrt zu den Adhéasionsmolekilen. Adhasionsmolekiile sind Rezeptoren, die sich auf
der Oberflache verschiedener Zelltypen wie Monozyten, Granulozyten, Thrombozyten und
Endothelzellen befinden und von diesen durch die Einwirkung proinflammatorischer Zytokine
gebildet werden (DE CATERINA R et al, 1994).

Adhasionsmolekile kénnen in die vier Hauptgruppen Integrine, Selektine, Cadherine und
die Familie der Immunglobuline unterteilt werden.

ICAM-1 ist ein transmembrandses Glycoprotein, welches zu der Familie der Immunglobulin
Superfamilie z&hlt. Es besteht aus funf unterschiedlichen antikérperdhnlichen Doméanen mit
je einem transmembrandsen, hydrophoben und einem kurzen cytoplasmatischen Anteil
(VAN DE STOLPE et al, 1996).

ICAM-1 wird von diversen Zelltypen wie Leukocyten und Endothelzellen exprimiert. Mehrere
Zytokine kdnnen es auf bestimmte Weise induzieren; stimulierend wirken z.B. TNF-a, IL-1
und Interferon-g, einen hemmenden Einflu® haben z.B. Glukokortikoide (VAN DE STOLPE et
al, 1996).

ICAM-1 spielt eine wichtige Rolle bei Entziindungsvorgédngen und bei T-Zell vermittelten
Abwehrvorgangen (MHCI und MHCII). Am Endothel bewirkt ICAM-1 eine Migration
aktivierter Leukozyten zum Entziindungsherd (VAN DE STOLPE et al, 1996).

Mehrere Studien konnten belegen, dass ICAM-1 einen wichtigen Faktor in der Entstehung
der KHK wund insbesondere im Auftreten des Akuten Koronarsyndroms darstellt
(ZOURIDAKIS et al, 2004, RIDKER et al, 1999).

Es konnte gezeigt werden, dass die Hohe der Serumkonzentration von ICAM-1 sehr gut
korreliert mit der Entwicklung einer KHK oder eines Myokardinfarktes (BLANKENBERG et al,
2001, KAMIJIKKOKU et al, 1998).

Nach JIANG et al, 2002, war der Polymorphismus im ICAM-1-Gen, bei dem der Austausch
der Base Cytosin zu Thymin zu einem Ersatz der Aminosdure Glutaminsdure zu Lysin im

ICAM-1-Protein fuhrt, mit einer erh6hten Inzidenz an KHK assoziiert.
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4.5 Monocyte-chemoattractant- Protein-1 (MCP-1) 2518A—-G

MCP-1 gehort zu den Zytokinen. Zytokine sind l6sliche Proteine oder Glykoproteine, die die
Interaktion und Kommunikation zwischen den verschiedenen Zellen durch die Bildung
komplementarer Rezeptoren vermitteln (OPPENHEIM et al, 2001).

Sie sind an diversen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen wie
Inflammation, Zellwachstum- und differenzierung, Zelltod, Angiogense und Hamostase
beteiligt (OPPENHEIM et al, 2001).

Chemokine, eine Untergruppe der Zytokine, sind kleine heparinbindende Polypeptide.
Chemokine locken Zellen zu Entziindungsherden chemotaktisch an und funktionieren tber
G-Protein-gekoppelte Signalkaskaden (Sheikine Y et al, 2004).

Sie werden von einer Vielzahl verschiedener Zellen gebildet (BAGGIOLINI et al, 1998).
Benannt werden sie nach ihrer speziellen Funktion (z.B. MCP-1 = monocyte chemotactic
protein 1) oder nach ihrer zellularen Quelle (z.B. RANTES = regulated upon activation,
normal T-expressed and secreted). Bei den Chemokinen unterscheidet man je nach der
zugrunde liegenden Aminosaurestruktur CC- und CXC-Chemokine (Murphy et al, 2002).
MCP-1 ist ein Mitglied der CC-Familie und ist ein potenter Agonist der Monocyten, T-
Lymphozyten, Naturliche Killerzellen und Basophilen.

MCP-1 bindet und aktiviert den als CC-chemokine-rezeptor 2 bekannten Rezeptor, der aus
sieben transmembrandsen Doménen besteht (GOSLING et al, 1999, ROLLINS et al, 1997).
Man konnte anhand von Zellkulturen feststellen, dass eine vermehrte MCP-1-Synthese
durch oxidiertes LDL besteht (CUSHING et al, 1990).

Zudem liel3 sich eine erhbhte MCP-1 Expression in makrophagenreichen atherosklerotischen
Plagues nachweisen (NELKEN et al, 1991).

AulRerdem konnte in einer Studie von YU et al 1992 gezeigt werden, dass bei Primaten mit
diatetisch induzierter Hypercholesterindmie vermehrt MCP-1 von glatten Muskelzellen
exprimiert wird. Diese Tatsache liel3 vermuten, dass MCP-1 eine bedeutende Rolle in der
Initiation der Atherosklerose spielt (BORING et al, 1998). Allerdings sind zur Entstehung
atherosklerotischer Plaques weitere Faktoren erforderlich. Lokale MCP-1 Uberexprimierung
im Endothel allein reiche hierfir nicht aus (NAMIKI et al, 2002).

SZALAI et al, 2001 konnten im Rahmen von Untersuchungen des Polymorphismus Adenin
zu Guanin im MCP-1-Gen nachweisen, dass der Genotyp G/G mit einer erhéhten Inzidenz

an KHK einhergeht.
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4.6 Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) 677C—T

Die schwefelhaltige Aminosédure Homocystein entsteht durch Abspaltung der Methylgruppe
aus der essentiellen Aminoséaure Methionin (GIRELLI et al, 1998, MUDD et al, 1995).
Homocystein kann durch Remethylierung in Methionin zuriickverwandelt werden. Diese
Reaktion wird durch das Vitamin-B12-abhangige Enzym Methioninsynthase katalysiert.
Alternativ kann Homocystein durch Sulfidgruppentbertragung Uber Cystathionin irreversibel
in Cystein und Glutathion umgewandelt werden. Fur diesen Schritt der Transsulfurierung ist
die Cystathionin-B-Synthase (CBS) erforderlich, die Pyridoxalphosphat (Vitamin B6) als
Kofaktor braucht (STANGER et al, 2003). Methylentetrahydrofolatreductase (MTHFR)
reduziert 5,10-Methylentetrahydrofolat zu 5-Methyltetrahydrofolat. 5-Methyltetrahydrofolat ist
das Hauptfolsaurederivat im Plasma und wirkt als Methylgruppendonor fur die Reaktion im
Remethylierungszyklus (MAGER et al, 1999, FROSST et al, 1995). Stérungen im Rahmen
der Remethylierung oder der Transsulfurierung, die diatetisch als auch genetisch bedingt
sein kdnnen, kdnnen mit einer Hyperhomocysteindmie einhergehen (GIRELLI et al, 1998).
Die Hyperhomocysteindmie stellt einen unabhéngigen Risikofaktor fir die Enstehung einer
KHK und der Alzheimer-Erkrankung dar. Zudem fuhren erhéhte Homocysteinspiegel zu einer
Beeintrachtigung kognitiver Fahigkeiten (HERRMANN et al, 2007, MEYER et al, 2004,
REFSUM et al, 1998). Auch nach WELCH et al, 1998 und MC CULLY et al, 2005, stellt die
Hyperhomocysteindmie einen von den klassischen Risiken fir vaskuldre Erkrankungen wie
Hypertonie, Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus oder Zigarettenkonsum unabhangigen
Risikofaktor dar. Die autosomal rezessiv vererbte Mutation 677 Cytosin zu Thymin in Exon 3
des MTHFR-Gens fuhrt durch einen Aminosdureaustausch Alanin zu Valin zu einer
thermolabilen Variante des Enzyms. Diese Mutation geht im homozygoten Zustand mit einer
verminderten Enzymaktivitdt, einem erniedrigten Folsaure- und einem erhdhten
Homocystein-Spiegel einher (MAGER et al, 1999, FROSST et al, 1995). Eine zweite,
seltenere Mutation 1298 Adenin zu Guanin (Glu429Ala) in Exon 7 ist in Kombination mit der
677 C—T-Mutation ebenfalls mit den genannten Verénderungen assoziiert (LIEVERS et al,
2001).

Methylierter
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PRP-CoA
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e 7 5MTHF DAMM-CoA —» MMA
Protein 3
aus der Nahrung o
THF 5, 10-MTHF L-MM-CoA
Seri 5 QH
B6 B-6
Glycin SUC-CoA
Herrmann W Journal fur Ernahrungsmedizin 2002; 4 (1) (Ausgabe fur Osterreich). 7-14 @

Abbildung 4: Homocystein — Metabolismus, Herrmann 2002
1 Methioninsynthase; 2 Serin-Hydroxymethyltransferase; 3 N5,N10-Methylentetrahydrofolatreduktase; 4 Cystathionin-3-
Synthase; 5 Cystathionase; 6 L-Methylmalonyl-CoA-Mutase
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5. Fragestellung

Die Koronare Herzkrankheit stellt trotz Kenntnis konventioneller Risikofaktoren und
zunehmendem Verstandnis der pathogenetischen Grundlagen immer noch eine groR3e
soziobkonomische und therapeutische Herausforderung dar. Die KHK steht daher weiterhin
im Mittelpunkt zahlreicher diverser epidemiologischer und klinischer Studien.

Die Entstehung der KHK scheint im Wesentlichen von der Interaktion genetischer Faktoren
mit Umwelteinflissen und konventionellen Risikofaktoren abzuhangen.

Es ist allgemein bekannt, dass insbesondere jingere Menschen eine KHK entwickeln bzw.
einen Myokardinfarkt erleiden ohne dass bei ihnen klassische Risikofaktoren bestehen.
Andererseits entwickeln Menschen mit bestehenden Risikofaktoren nicht immer eine KHK.
Daher ergibt sich die Forderung nach der Klarung anderer zugrunde liegender Ursachen und
der Mdglichkeit einer Risikostratifizierung.

Die Referenzstudien, auf die man sich im Rahmen der vorliegenden Studie bezieht,

haben fir die Polymorphismen Paraoxonase (PONA) Argl92GIn, Paraoxonase (PONA)
Met55Leu, Apolipoprotein- A -V (APOA-V) 1131T—C, Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr,
Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) 469C—T, Monocyte-chemoattractant-Protein-1
(MCP-1) 2518A—G und Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) 677C—T einen
signifikanten Zusammenhang zur Koronaren Herzkrankheit aufzeigen kénnen.

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob und inwieweit Gen-Polymorphismen
zur Vorhersage des Risikos fur die Entstehung der Koronaren Herzerkrankung (KHK)
fungieren kdnnen. Hat der Genotyp in Zusammenschau mit dem Phanotyp pradiktiv

prognostischen Wert?
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6. Patienten und Methoden

6.1 Patienten

Fur diese Studie wurden Blutproben von 200 Patienten kaukasischer Herkunft mit koronarer
Herzerkrankung verwendet, welche im Rahmen durchgefuhrter Koronarangiographien im
Zeitraum 07/1998 — 08/1998 in der Medizinischen Klinik 11l des Universitatsklinikums
Homburg gewonnen wurden.

In Zusammenschau der Befunde der Katheteruntersuchung zeigte sich bei 67 Patienten eine
koronare Herzerkrankung im Stadium 5 (= Dreigefa3erkrankung); bei 32 Patienten lag das
KHK-Stadium 4 (= ZweigefalRerkrankung) und bei 33 Patienten das KHK-Stadium 3

(= Eingefal3erkrankung) vor.

Eine beginnende Koronare Herzerkrankung, also Stadium 2 lie sich bei 25 dieser
untersuchten Patienten nachweisen. In 36 Fallen ergab die Koronarangiographie unauffallige
Befunde.

Zusatzlich wurden Informationen Uber begleitende Risikofaktoren wie essentielle Hypertonie,
Diabetes mellitus, Fettstoffwechselstérungen, Nikotinabusus, Alkoholabusus und Adipositas
eruriert. Zudem wurden eine bestehende Herzinsuffizienz oder ein durchgemachter
Herzinfarkt berlcksichtigt.

Die untersuchten Patienten waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme zwischen 40 und 85
Jahre alt. Das mediane Alter im Gesamtkollektiv der Patienten betragt 65 Jahren.

Als Kontrollgruppe dienen 89 gesunde altersgematchte Personen kaukasischer Herkunft, bei
denen keine koronare Herzerkrankung bekannt war. Eine Koronarangiographie wurde bei
diesen Personen nicht durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich um Mitarbeiter des
Universitatsklinikums Homburg.

Ausschlusskriterien  fir  diese  Studiengruppe waren das  Vorliegen  einer
Schilddrisenerkrankung, vorbestehende Nierenerkrankung, akute oder chonisch

entziindliche Erkrankungen oder Leberfunktionsstérungen.

6.2 Blutentnahme und Probenlagerung

Die Patienten erklarten sich nach entsprechender Aufklarung mit der Blutentnahme fir
Studienzwecke einverstanden. Bei der Blutentnahme waren die Patienten nichtern. Die
Blutproben wurden unmittelbar nach Abnahme zentrifugiert und das Serum und das EDTA-
Plasma bei -70°C im Zentrallabor der Klinischen Chemie des Universitatsklinikums Homburg

eingefroren und bis zur Durchfihrung der analytischen Untersuchungen dort gelagert.
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6.3 Materialien und Methoden

Methoden

Uberblick angewandter Arbeitsverfahren:

Primar wurde die DNA aus Leukozyten der oben genannten Blutproben sowohl der KHK-
Patienten als auch der Kontrollgruppe isoliert. AnschlieRend wurde nach Amplifizierung der
entsprechenden  Genabschnitte mittels PCR und erfolgtem Enzymschnitt die
Gelelektrophorese durchgefihrt.

Im Rahmen der Mutation des Apolipoproteins im Kringle IV Met75Thr wurde zusétzlich
anschlielend nach erfolgter entsprechender PCR die Methode der Single Stranded
Conformational Polymorphism-Analyse zur weiteren Detektion und optischen Darstellung

einzelner Punktmutationen angewandt.

6.4 Analytik

6.4.1 DNA —Isolierung

Fur die DNA-Isolierung wurde der High-Pure PCR Template Preparation-Kit der Firma
ROCHE® verwendet.

EDTA - Blut der Patienten wurde mit je 4004l Phosphate Buffered Saline/ PBS-Puffer

verdinnt, da die Blutproben in den ersten Isolierungen zu viskds waren.

Ansatz:

200 ul EDTA- Blut

400 ul PBS- Puffer

40 pl Proteinase K (unspezifische Serin-Protease, isoliert aus einem Pilz, aktiv bei pH-
Bereich 7,4 - 11,5; keine Inhibition durch EDTA oder Harnstoff; inaktiviert sehr schnell native
Proteine, DNAsen und RNAsen).

Der Ansatz wird gut mit dem Vortex®mixer gemischt und 10 Minuten bei 72°C im
vorgeheizten Thermomixer inkubiert. Anschlielend erfolgt die Auftrennung der Proben durch
Zugabe sterilen Isopropanols (100ul) aus dem Kitt. Hierfiir wird das High Pure Filtertube in
ein Auffanggefal eingesetzt und die Probe komplett (~540ul) in das obere Reservoir
pipettiert. Der Ansatz wird 1 Minute bei 8000 U/min zentrifugiert.

Der Durchlauf wird mit dem Auffanggefal3 verworfen und das Filtertube in ein neues
Auffanggefal3 eingesetzt. Nun wird jeweils 500ul Inhibitor Removal Buffer zugegeben,
welches die DNA von Substanzen befreit, die die PCR storen bzw. hemmen.

Nach der Zentrifugation erfolgen 2 Durchldufe mit jeweils Zusatz von je 400ul WashBuffer,

welches die DNA von Salzen, Proteinen und anderen zellularen Verunreinigungen befreit.
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SchlieBlich wird der Durchlauf verworfen, 10 Sekunden ohne jegliche Zusatze zentrifugiert
und dann das Filtertube in ein sauberes, steriles Reaktionsgefal’ eingesetzt.

Durch Zusatz von 200 pl vorgewarmtem Elutionspuffer erfolgt nun die Isolierung der
gereinigten DNA (ca. 200ul) in ein steriles Gefaf3. Die DNA wurde bei Temperaturen

zwischen 4-8°C im Kihlschrank bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.

6.4.2 PCR
Bendtigte Substanzen:

PCR-Puffer

NTP-Mix (Nucleotid-Tri-Phoshat)

US Primer / DS Primer

Tag-Polymerase

Steriles Wasser
Das sogenannte Mastermix besteht aus den oben genannten Substanzen, welche der Reihe
nach in ein 1.5 ml Reaktionsgefal gegeben werden. Die Taq Polymerase wird zuletzt
pipettiert. AnschlieBend werden 24 PCR-GefaRe (0.2ml) von 1 bis 24 durchnummeriert.
Dieses Mastermix wird nun in entsprechender Menge in die vorbereiteten PCR-R&hrchen
gegeben. SchlieRlich wird jeweils die bendtigte Menge DNA, die zuvor isoliert wurde,
hinzugegeben. Der Ansatz wird mit der Pipette gemischt. Die letzte Probe Nr. 24 beinhaltet
als Negativ-Kontrolle keine DNA. Die PCR wird am Robocycler Gradient 96 mit dem
Programm 1 (Window 1: 94°C-1min, 60°C-45s, 72°C-30s, 36 Zyklen; Window 2: 72°C-10
min, 6°C-0min) durchgefiihrt. Der Vorgang der Amplifizierung dauert 1:39 Stunden.

AnschlieRend wird die DNA mit Restriktionsenzymen geschnitten.

6.4.3 Schneiden der DNA mit Restriktionsenzymen
Vorbereitung:
Thermo-Mixer auf 37°C stellen

Herstellung des Restriktionsenzym/Puffergemisches

Der Verdau erfolgt nach den Angaben des Herstellers in den jeweils mitgelieferten
Reaktionspuffern.

Das PCR-Produkt wird in vorbereitete von 1-24 nummerierte 1.5 ml Reaktionsgefal3e
pipettiert. AnschlieRend wird das Enzympuffergemisch in entsprechender Menge in den

Deckel dieser 1.5ml ReaktionsgeféalRe gegeben und danach verschlossen.
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Es folgt die Zentrifugation in der Tischzentrifuge bei 14000U/min flr 1Minute.

Dann werden die Proben in den vorgewarmten Thermomixer gestellt.

Der Verdau erfolgt nun fir mindestens 3 Stunden oder tber Nacht.

Nach erfolgtem Enzymverdau werden die Proben mit jeweils 3 ul Stoppmix (30% Glycerin,
0.25% Bromphenolblau, 0.25% Xylencyanol, 50mM EDTA) versetzt und auf ein 3%iges
Agarose-Gel (Nusieve® GTG® Agarose; Cat-N: 50080 (BMA)) aufgetragen.

6.4.4 Agarosegelelektrophorese

3g des Agarose-Gels werden in ein Becherglas gegeben und mit TBE-Puffer (Tris-Borat-
EDTA"-Puffer: 10,78 g (89 mM) Tris 5,50 g (89 mM) Borséaure und 0,58 g (2 mM) EDTA mit
destilliertem Wasser (auf 2000ml)) auf 100 ml aufgefullt.

AnschlieRend wird das Becherglas auf eine Kochplatte gestellt und so lange gekocht bis die
Flissigkeit aufklart. Nach Abkihlung des Gels werden 12 ul des Ethidiumbromids (1%ige
Stammldsung) ins Gel pipettiert und durch vorsichtiges Schwenken mit diesem vermischt.

In die vorgefertigte Kammer wird nun das Gel gegossen. Fir die Ausbildung der
Probenauftragtaschen (Slots) werden vor dem Beflllen mit dem Gel auf der Kathodenseite 2
Gelkdamme in die Kammer eingesetzt und fixiert. Nach dem Erstarren des Gels und
Entfernen der Kamme wird in die Kammer Elektrophoresepuffer geflllt, so dass das Gel
vollstandig mit Puffer Gberschichtet ist. Die zu trennenden DNA-Proben werden in die Slots
eingefillt. In das erste Slot werden jeweils 12ul Marker (DNA- Standard 1kb Leiter,
GibcoBRL®) pipettiert. Nach Anlegen einer Spannung kann die Elektrophorese gestartet
werden. Sie lauft bei 125 V Uber 1.5 Stunden.

Der im Stopp-Mix enthaltene Farbstoff Bromphenolblau wandert schneller als die meisten
DNA-Molekile. Auf diese Weise kann die Elektrophorese standig Gberwacht und rechtzeitig
abgebrochen werden. Schlie3lich erfolgt nach der elektrophoretischen Auftrennung die
Anfertigung eines Polaroidphotos des Gels unter UV-Beleuchtung.

Die Auswertung erfolgt anhand des sichtbaren Bandenmusters.
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6.5 Genotypisierungen
Die PCRs der verschiedenen Mutationen werden am RoboCycler Gradient 96 von
Stratagene mit dem Programm 1 durchgefihrt. Die Primer wurden von Gibco BRL® bezogen

und auf 10 pmol/pl verdinnt.

6.5.1 Paraoxonase (PONA) Arg192GIn Genotypisierung
Die Primer fur die PCR wurden entsprechend der Sequenz von ADKINS et al. (1993)
synthetisiert.

Primer AS 5°- CAG GCT AAA CCC AAATAC ATC TC-3
Primer S 5-TAT TGT TGC TGT GGG TAC ATC TC-3’

Die Primer sind von Gibco BRL und auf 10 pmol/ul verdinnt.

Fir die PCR wird ein 13.25pl Ansatz folgendermalien pipettiert:

PCR- Reaktionspuffer 1.25 pl
NTP-Mix (2.5mM) Takara® 1.25 pl
MgCl, 0.25 ul
Primer US 0.375 ul
Primer DS 0.375 ul
H,0 steril 7.675 ul
Tag DNA Polymerase, Eppendorf® (5 U/pul) 0.075 ul
DNA 2.00 pl

Restriktionsendonuklease ALwI der Firma Ne BioLabs ® und Enzympuffer

Verdau 13.25ul PCR-Produkt + 0.8ul Enzym ALwl + 1.5pl
Enzympuffer NE-Puffer 4

Fragmentgrofle 0 = Genotyp Arg/ Arg: 99bp
1 = Genotyp GIn/ Arg: 30bp, 69bp, 99bp
2 = Genotyp GIn/ GIn: 30bp, 69bp

Abbildung 5: Paraoxonase (PONA) Arg192GIn
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6.5.2 Paraoxonase (PONA) Met55Leu Genotypisierung

Die Primer fur die PCR wurden entsprechend der Sequenz von ADKINS et al. (1993)

synthetisiert.

Primer AS 5-TTT AAT CCA GAG CTA ATG AAA GCC-3°
Primer S 5-GAA GAG TGA TGT ATA GCC CCA G-3°

Die Primer sind von Gibco BRL und auf 10 pmol/ul verdinnt.

Fur die PCR wird ein 13.75ul Ansatz folgendermalR3en pipettiert:

PCR- Reaktionspuffer 1.25 ul
NTP-Mix (2.5mM) Takara® 1.25 ul
MgCl, 0.25 ul
Primer US 0.375 ul
Primer DS 0.375 ul
H,0 steril 7.675 ul
Tag DNA Polymerase, Eppendorf® (5U/pl) 0.075 ul
DNA 2.50 ul

Restriktionsendonuklease

Verdau

FragmentgroRle

Nla Il der Firma Ne BioLabs® und Enzympuffer

13.75ul PCR-Produkt + 0.4ul Enzym Nla Il + 1.5pl
Enzympuffer NE-Puffer 4 + 0.4ul BSA

0 = Genotyp Met/ Met: 44bp, 126bp
1 = Genotyp Met/ Leu: 44bp, 126bp, 170bp
2 = Genotyp Leu/ Leu: 170bp

Abbildung 6: Paraoxonase (PONA) Met55Leu
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6.5.3 Apolipoprotein A-V (APOA-V) 1131T—C Genotypisierung
Die Primer fur die PCR wurden entsprechend der Sequenz von PENNACCHIO et al. (2001)

synthetisiert.

Die Primer sind von Gibco BRL und auf 10 pmol/ul verdiinnt.

Primer AS 5°- CCC CAG GAACTG GAG CGAAATT-3
Primer S 5°-GAT TGA TTC AAG ATG CAT TTAGGAC- 3

Fur die PCR wird ein 12.5ul Ansatz folgendermal3en pipettiert:

PCR- Reaktionspuffer (10x konz. + MgCl,) 1.25 ul
NTP-Mix (2.5mM), Takara ® 1.25 ul
MgCl, 0.75 ul
Primer US 0.50 ul
Primer DS 0.50 ul
H,O steril 5.875 pl
Taqg DNA Polymerase, Roche® (1U/ul) 0.375 ul
DNA 2.0 pl

Restriktionsendonuklease

Verdau

FragmentgroRle

MSE | der Firma MBI ® und Enzympuffer

12.5ul PCR-Produkt + 1.0pl Enzym MSE | +
1.4 pl Enzympuffer

0 = Genotyp TT: 187 bp Fragment
1 =Genotyp TC: 187bp + 155 bp Fragmente
2 = Genotyp CC: 155 bp Fragment

Abbildung 7: Apolipoprotein A-V (APOA-V) 1131T—C
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6.5.4 Apolipoprotein Kringle IV Met 75Thr Genotypisierung
Die Primer fir die PCR wurden entsprechend der Sequenz von SIMO et al. (2001)

synthetisiert.
Die Primer sind von Gibco BRL und auf 10 pmol/ul verdiinnt.

Primer AS 5-AGT GGC CTG ACA ATG AAC TA- 3
Primer S 5-ACC TTG TTC AGA AGG AGG CC- 3’

Fur die PCR wird ein 25ul Ansatz folgendermal3en pipettiert:

PCR- Reaktionspuffer (10x konz. + MgCl,) 2.50ul
NTP-Mix (2.5mM) Takara® 2.50yl
MgCl, 1.50ul
Primer US 0.75ul
Primer DS 0.75ul
H,O steril 13.75pl
Taqg DNA Polymerase, Roche® (1U/ul) 0.75ul
DNA 2.50ul
Vorverdau Enzym BamHI, Enzympuffer, Eppendorf®-Qualitats-
Wasser
Restriktionsendonuklease NCOI-Enzym der Firma MBI Fermentas® und

Enzympuffer Y+/ Tango TM

Verdau 12yl PCR-Produkt + 1.0ul Enzym NCOI, MBI® + 1.4yl
Enzympuffer Y+/ Tango TM

FragmentgroRRe Genotyp MM:  198bp Fragment
Genotyp MT:  198bp + 175bp Fragment
Genotyp TT: 175bp Fragment
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Der betrachtete Polymorphismus Met75Thr befindet sich im Kringle 1V, Nr.10.

Daher werden alle anderen vorliegenden Kringles durch einen zusatzlichen Enzym- Verdau
abgetrennt. Dieser wird entsprechend der Referenzliteratur von SIMO et al, 2001 mit dem
Enzym BAM HI 5U/ ug DNA durchgeflhrt.

Im Rahmen der Vorbereitung dieses Enzymverdaus wird der zugehotrige Enzympuffer mit
sterilem Eppendorf®-Qualitats-Wasser im Verhdltnis 1:10 verdinnt. Das Enzym BamHI wird
nun mit dem verdinnten Puffer 1:4 verdinnt. Das verdinnte BamHI wird in den Deckel
pipettiert und nach Zufiigen unverdinnten Puffers verschlossen und zentrifugiert.

SchlieRlich kann nach Pipettierung der DNA in die einzelnen Reaktionsgeféaf3e und kurzer

Zentrifugation der Verdau bei 37°C fur 2 Stunden gestartet werden:

15pl DNA +1.5ul BamHI + 1.8pl Enzympuffer.
Nach erfolgtem Verdau und damit Entfernung aller irrelevanten Kringles wird schlief3lich die
PCR durchgefihrt:

PCR- Reaktionspuffer (10x konz. + MgCl,) 2.50pl
NTP-Mix (2.5mM) Takara® 2.50pl
MgCl, 1.50pl
Primer US 0.75ul
Primer DS 0.75ul
H,0 steril 13.75ul
Taqg DNA Polymerase, Roche® (1U/ul) 0.75ul
DNA 2.50 pl

Danach findet der eigentliche Verdau statt und die DNA wird mit dem Restriktionsenzym
NCOI-Enzym der Firma MBI Fermentas® und dem zugehdrigen Enzympuffer fir mindestens
3 Stunden bei 37 °C geschnitten:

12 pl PCR-Produkt + 1.0 pyl Enzym NCOI, MBI® + 1.4 pyl Enzympuffer Y+/ Tango TM

Nun kann die Mutationsanalyse am ABI Prism 310 durchgefiihrt werden. Hierfir musste das
PCR-Produkt vorher durch Hitze und die Zugabe von Formamid denatuiert werden. Die nun
denatuierte als Einzelstrang vorliegende DNA kann abhéngig von der vorliegenden

Basensequenz verschiedene raumliche Strukturen annehmen.
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Die einzelnen Arbeitsschritte sind:

Thermomixer auf 90 °C stellen

Nummerierung der Réhrchen von 1-24

Verdinnung der PCR-DNA mit sterilem Wasser (HPLC-Wasser) im Verhaltnis 1:40,
Pipettierung in die einzelnen vorbereiteten Rohrchen

Mix ansetzen bestehend aus 10.5ul Formamid, 0.5ul NaOH und 0.5ul Standard
Tamra (GENESCAN®)

Mix und verdiinnte DNA (11pl Mix + 1pl DNA) in Reaktionsgefald pipettieren und
vortexen

Reaktionsgefal nun in den Thermomixer bei 90°C flr 2 Minuten erhitzen

schlieRlich sofort danach in vorbereitetes Eismatch abkihlen lassen und

anschlieRend zentrifugieren.

Nach Umfullen der Proben in die zugehdrigen Sample Tubes werden diese in den ABI Prism

310®

gesetzt. Die einzelnen Laufe am Gerat konnen durch Anderung der Temperatur

optimiert werden. Nach einigen Probeldufen und Erhalt der optimalen Bedingungen bei 35°C,

wurden samtliche Laufe nur noch bei dieser Temperatur durchgefihrt.
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Abbildung 8: Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr
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6.5.5 Intercellular Adhesion Molecule (ICAM-1) 469C—T Genotypisierung

Die Primer fur die PCR wurden entsprechend der Sequenz von JIANG et al. (2002)

synthetisiert.

Die Primer sind von Gibco BRL und auf 10 pmol/ul verdiinnt.

Primer AS 5-TTC CCA GCA GAC TCC AAT GT- 3
Primer S 5- GGA TAC AAC AGG CGG TGA GG-3

Fur die PCR wird ein 12.5ul Ansatz folgendermal3en pipettiert:

PCR- Reaktionspuffer (10x konz. + MgCl,) 1.25 pl
NTP-Mix (2.5mM) Promega® 1.25 pl
MgCl, 0.25 ul
Primer US 0.375 ul
Primer DS 0.375
H,0 steril 7.675 ul
Tag DNA Polymerase, Eppendorf ® (5U/ul) 0.075 ul
DNA 1.25 pl

Restriktionsendonuklease

Verdau

FragmentgroRRe

Bsh 12361 (Fnu DIl) der Firma MBI Fermentas ®
und Enzympuffer

12.5ul PCR-Produkt + 1.0pl Enzym Bsh12361 +
1.4pl Enzympuffer

0 = Genotyp CC: 331 bp Fragment
1==Genotyp CT: 331+ 268 bp Fragment
2 =Genotyp TT: 268 bp Fragment

Abbildung 9: Intercellular Adhesion Molecule (ICAM-1) 469C—T
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6.5.6 Monocyte-chemoattractant Protein-1 (MCP-1) 2518A—G Genotypisierung
Die Primer fur die PCR wurden entsprechend der Sequenz von SZALAI et al. (2001)
synthetisiert.

Die Primer sind von Gibco BRL und auf 10 pmol/ul verdiinnt.

Primer AS 5-TTC TGAACCCACTTCTGC TTG- 3
Primer S 5-TCC TGT GCC TGC TGC TCA TAG C-3°

Fir die PCR wird ein 12.5 pl Ansatz folgendermafien pipettiert:

PCR- Reaktionspuffer (10x konz. + MgCl,) 1.25 pl

NTP-Mix (2.5mM) Promega® 1.25 pl

MgCl, 0.25 ul

Primer US 0.375 ul

Primer DS 0.375 ul

H,0 steril 7.675 ul

Tag DNA Polymerase, Eppendorf ® (5U/pl) 0.075 ul

DNA 1.25 ul

Restriktionsendonuklease: Pvu Il der Firma MBI ® und Enzympuffer

Verdau: 12.5ul PCR-Produkt + 1.0ul Enzym Pvu Il + 1.4l
Enzympuffer

FragmentgroRle: 0 = Genotyp AA:  234bp Fragment

1 = Genotyp AG: 234bp+159+75bp
2 = Genotyp GG: 159bp + 75bp Fragmente

Abbildung 10: Monocyte-chemoattractant Protein-1 (MCP-1) 2518A—G
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6.5.7 Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) 677C—T Genotypisierung

Die Primer fur die PCR wurden entsprechend der Sequenz von FROSST et al. (1995)

synthetisiert.

Die Primer sind von Gibco BRL und auf 10pmol/ul verdiinnt.

Primer AS 5-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA- 3
Primer S 5-AGG ACG CTG CGG TGA GAG TG- &

Fur die PCR wird ein 15ul Ansatz folgendermalR3en pipettiert:

PCR- Reaktionspuffer (10x konz. + MgCl,)
NTP-Mix (2.5mM) Promega®

Primer US
Primer DS
H,0 steril

Taqg DNA Polymerase, Roche®

DNA

1.5ul
1.5ul
1.2 ul
1.2l
7.65 ul
0.45 ul
1.50 ul

Restriktionsendonuklease

Verdau

Fragmentgrol3e

15pl PCR-Produkt + 1.0pl Enzym Hinf | +1.4pl

Hinf | der Firma MBI ® und Enzympuffer

Enzympuffer R + 1.4 pl BSA

0 = Genotyp CC: 198bp Fragment

1 = Genotyp CT:
2=Genotyp TT:

198bp + 175bp Fragment
175bp Fragment

m —— L B e =

L= B= = == ==

Abbildung 11: Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) 677C—T
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6.6 Chemikalien, Reagenzien, Materialen und Geréte

Chemikalien und Reagenzien

Agarose (NuSieve GTG)

DNA-Standard 1kb Leiter
Qualitatswasser

Ethidiumbromid

High Pure PCR Template Preparation Kit
NTP-Mix (2.5mM)

NTP-Mix (2.5mM)

Primer

Restriktionsendonuklease Hinf |
Restriktionsendonuklease Pvu Il
Restriktionsendonuklease Nco |
Restriktionsendonuklease Trull
Restriktionsendonuklease Bsh 12361
Restriktionsendonuklease Nla 111
Restriktionsendonuklease Alw |
Standard Mix Tamra
Tag-Polymerase

Taqg DNA Polymerase
TBE-Puffer 10x

Einmalartikel

Pipettenspitzen

Biosphere Filter Tips 100l

Pipetten blau 1000pl

Steril DNAase, RNAase frei 0.5-10ul Typ E
Reaktionsgefalle

PCR-Gefalie

Polaroid Photos

Glaser 250ml|

BMA, USA

GibcoBRL, Eggenstein
Eppendorf, Hamburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Promega, Mannheim
Takara, Bioscience Japan
GibcoBRL, Eggenstein

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
MBI Fermentas, St.Leon-Rot
MBI Fermentas, St.Leon-Rot
MBI Fermentas, St.Leon-Rot
MBI Fermentas, St.Leon-Rot
BioLabs, New England
BioLabs, New England
GENESCAN, Freiburg
Roche, Mannheim
Eppendorf, Hamburg
GibcoBRL, Eggenstein

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Ratiolab, Dreieich-Buchschlag
Eppendorf, Hamburg
Greiner-Bio-One, Solingen-Wald
Polaroid, Frankfurt

Schott, Mainz
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Geréte
Elektrophoresekammer /

Electrophoresis power supply EPS 500/ 400
Eppendorf Thermomixer Comfort
Tischzentrifuge EBA 12

Pipetten

Robocycler Gradient 96

Polaroid MP4 + Instant Camara System
Vortex Genie 2

ABI Prism 310 Genetic Analyser

Biotec Fischer, Reiskirchen
Eppendorf, Hamburg

Hettich, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg
Stratagene, USA

INTAS, Gaottingen

Scientific Industry, USA
Applied Biosystems, Darmstadt
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6.7 Referenz - bzw. Risikobereiche und Methoden

Parameter Referenz - bzw. | Sl Einheit Methode
Risikobereich
Triglyceride <200 [mg/dl] Enzymatischer Farbtest
Cholesterin <200 [mg/dl] Enzymatischer Farbtest
_ nach Friedewald errechnet
LDL-Cholesterin <135 [mg/dl] LDL-Cholesterin = Gesamtcholesterin - HDL-
Cholesterin - (Triglyceridwert : 5)
HDL-Cholesterin 4 35-55 [mg/dl] Enzymatischer Farbtest
HDL-Cholesterin Q45 -65 [mg/dl] Enzymatischer Farbtest
Lp(a) <30 [mg/dl] Nephelometrie
C-reaktives <5 [mg/l] ImmunologischeTurbidimetrie
Protein
FPIA/HPLC
Homocystein <12 [umol/l] Fluorescence Polarization Immunoassay/
High-Performance LiquidChromatographie
chLIA komp
Folsaure > 5,38 [ng/ml] (kompetetiver chemilumineszens Liganden
Immunoassay)
chLIA komp
Vitamin B 12 211 - 911 [pg/mi] (kompetetiver chemilumineszens Liganden
Immunoassay)
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6.8 Statistische Methoden
Als Software fur die Datenauswertung wird SPSS (Statistical Product and Service Solution,
Chicago, USA) Version 13.0 verwendet.

6.8.1 Box-and —Whisker-Plots

Der Boxplot dient zur graphischen Darstellung von Haufigkeitsverteilungen.

Hierbei werden folgende GrofR3en in die Erstellung der Box miteinbezogen:

Minimum, unteres Quartil, Median, oberes Quartil, Maximum.

Die Box wird durch die obere (die 75 % Perentile) und die untere (die 25 % Perzentile)
Quartile begrenzt. Die Lange der so gebildeten Box stellt den Interquartilsabstand dar. Der
Median, dargestellt durch eine schwarze Linie innerhalb der Box, informiert Uber die
Verteilung der Daten. Durch die beiden Whiskers, dargestellt durch horizontale Linien,
werden jeweils der grof3te und kleinste Wert gekennzeichnet. AufRerhalb dieses Bereichs
liegende Werte werden als Ausreil3er bezeichnet und sind- sofern diese 1.5 bis 3 Boxlangen
oberhalb/ unterhalb der oberen/ unteren Boxbegrenzung liegen- durch Kreise
gekennzeichnet.

Sterne kennzeichnen Extremwerte, die mehr als 3 Boxlangen von der oberen bzw. unteren

Boxbegrenzung entfernt sind.

6.8.2 0Odds Ratio

Mit Hilfe der Vierfeldertafel kann man das Odds Ratio berechnen. Das Odds Ratio stellt die
Chance dar, dass Personen mit einem Risikofaktor verglichen mit Personen ohne
entsprechenden Risikofaktor an einer bestimmten Krankheit erkranken. Spricht man von
einem signifikanten Odds Ratio, so wird im entsprechenden 95%- Konfidenzintervall der
Wert 1 nicht eingeschlossen.

or=a*d

c*b
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6.8.3 Nichtparametrische Testverfahren:

Folgende nichtparametrische Tests wurden verwendet:

6.8.3.1 Chi-Quadrat-Test ( %°)
Der Chi-Quadrat-Test wird zur Uberpriifung von Haufigkeitsverteilungen eingesetzt, also bei
Variablen mit nominalem Skalenniveau. Sofern die Angabe des statistischen Tests fehlt, kam

der Chi-Quadrat -Test zum Einsatz.

6.8.3.2 Mann-Whitney-Test
Der Mann-Whitney-Test (U- Test) ist ein parameterfreier Test, der zur Uberpriifung der
Signifikanz der Ubereinstimmung zweier Verteilungen dient.

Das Signifikanzniveau p< 0.05 wird als signifikant betrachtet.

6.8.3.3 Kruskal-Wallis-Test
Der Kruskal-Walllis-Test ist eine Erweiterung des U-Test auf mehr als zwei Gruppen. Er prift
die Nullhypothese, dass Populationen sich nicht unterscheiden. Dabei werden keine

Voraussetzungen an die Verteilungen der Populationen (verteilungsfrei) gemacht.



Ergebnisse 42

7. Ergebnisse

7.1 Charakterisierung der Studienteilnehmer

Die Patientengruppe setzt sich aus 67 (33.5%) weiblichen Patienten und 133 (66.5%)
mannlichen Patienten zusammen. Die Altersangabe erfolgt als arithmetischer Mittelwert. Die
weiblichen Patienten sind im Mittel mit 68.6 Jahren alter als die ménnlichen Patienten (60.7).
Angegeben sind zudem die klassischen Risikofaktoren Adipositas, Diabetes mellitus
Fettstoffwechselstérungen, arterielle Hypertonie und Nikotinabusus. Bei den Mannern
bestehen in mindestens  50%  die Risikofaktoren arterielle Hypertonie,
Fettstoffwechselstérungen und Adipositas. Die weiblichen Patienten weisen hauptséachlich
die beiden Risikofaktoren Adipositas (41.8%) und Hypertonie (38.8%) auf. Bei beiden
Geschlechtern liegt in bis zu 60% eine Herzinsuffizienz und in knapp 19% ein Diabetes
mellitus Typ Il vor. Fast 40% aller mannlichen und 30% aller weiblichen Patienten erlitten
einen Herzinfarkt. Bei beiden Geschlechtern machen die beiden Risikofaktoren Rauchen und
Alkoholabusus insgesamt nur einen geringen Anteil aus. So findet man bei den weiblichen
Patienten 1.3% Raucher und doppelt so viele Exraucher. Unter den Mannern rauchen knapp
10% mit einem Exraucheranteil von 37.2 %. Abbildung 12/ Tabelle 1 fassen die Basisdaten

des Patientenkollektivs zusammen.

Abbildung 12: Basisdaten des Patientenkollektivs
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Tabelle 1: Basisdaten des Patientenkollektivs, getrennt nach Geschlecht

Méannlich Weiblich p - Wert
Anzahl n=133 n==67
Alter Mittelwert 60.7 68.6 0.754
[Jahren]

Hypertonie, n (%) 70 (52.6%) 26 (38.8%) 0.020
Fettstoffwechsel 66 (50.0%) 20 (29.8%) 0.080
stérung*, n (%)

Diabetes mellitus, 25 (18.8%) 11 (16.4%) 0.548

n (%)
Raucher, n (%) 13 (9.8%) 2 (1.34%) 0.023

Exraucher, n (%) 28 (37.2%) 4 (2.8%) <0.010
Alkoholabusus, 3 (2.3%) 0 0.217

n (%)
Adipositas, 86 (64.6%) 28 (41.8%) 0.804
BMI>25 kg/m?
Herzinsuffizienz, 89 (66.9%) 43 (64.2%) 0.273
n (%)
Herzinfarkt, n (%) 53 (39.8%) 20 (29.8%) 0.113

* Triglyceride >200 mg/dl, Cholesterin > 200 mg/dl, LDL-Cholesterin >135 mg/dl,

HDL-Cholesterin, & < 35 — 55 mg/dl, @ <45 — 65 mg/d|

* Alkoholkonsum > 40 — 60 g/d
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Bei der Gegeniberstellung der verschiedenen klassischen Risikofaktoren erfolgt eine
Einteilung sowohl der Patienten als auch der Kontrollpersonen in verschiedene Gruppen.
Gruppe O stellt die Kontrollgruppe dar bestehend aus herzgesunden Mitarbeitern des
Universitatsklinikums Homburg. Eine Koronarangiographie wurde in dieser Gruppe nicht
durchgefihrt.

Das Patientenkollektiv wurde je nach Ergebnis der Koronarangiographie in die Gruppen 1-3
eingeteilt:

Gruppe 1 = Unauffallige Koronarangiographie

Gruppe 2 = Beginnende Koronare Herzkrankheit

Gruppe 3 = 1-3-GefalRerkrankung

In Gruppe 1 und 2 Uberwiegen die Frauen (52%), wahrend in Gruppe 0 und 3 Méanner den
Hauptanteil bilden (> 70%).

Die Patienten mit beginnender KHK und mit Ein- bis Dreigefaf3erkrankung sind im Mittel alter
(69 Jahren/ 67 Jahren) als die Kontrollgruppe und die Patienten mit unaufféalliger
Koronarangiographie (66 Jahren/ 61 Jahren). Patienten aus der Gruppe 2 weisen mit 27.3%
die hochste Pravalenz an Diabetes mellitus Typ Il-Erkrankung auf.

Betrachtet man die Risikofaktoren Nikotinabusus und Adipositas in den verschiedenen
Gruppen, so wird ersichtlich, dass die Patienten in Gruppe 3 im Mittel schwerer sind (BMI >
27 kg/m?) als die Personen aus Gruppe 1und 2. In dieser Gruppe gibt es auch prozentual die

meisten Raucher.



Ergebnisse 45
Tabelle 2: Gegenuberstellung klinischer Parameter und klassischer Risikofaktoren in
den verschiedenen Gruppen
Gruppe O Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 | p-Wert
Geschlecht 65 (71%) 17 (48%) 11 (48%) 101 (75%) | 0.020
3 (%)
Al e 66.0 61 69 67 0.800
[Jahren]
Diabetes mellitus, 0 2 (5.5 %) 9(27.3%) 25(18.5%) | <0.01
n (%)
Nikotinabusus, 4 (4.3 %) 3 (1.08 %) 2 (8.9 %) 43 (31.8%) | 0.088
n (%)
Gewicht,Mittelwert * 77 69 78 0.083
[ kg ]
BMI, Mittelwert * 26.3 25.4 27.1 0.435

[ kg/m?]

* Daten nicht verflgbar

Gruppe 0 = Kontrollgruppe, Gruppe 1 = Patienten mit unauffalliger Koronarangiographie,
Gruppe 2 = Patienten mit beginnender KHK, Gruppe 3 = Patienten mit Ein-Drei-Gefalerkrankung
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7.2  Verschiedene Genotypverteilung in den untersuchten Studiengruppen

Die folgenden Tabellen und Abbildungen stellen die Haufigkeit der verschiedenen
Genotypen der einzelnen Mutationen in den unterschiedlichen Studiengruppen dar.

Hierbei erfolgt eine Einteilung der Patientengruppe abhangig von dem Ergebnis der
durchgefiihrten Koronarangiographie in die 3 Gruppen Unauffallige Koronarangiographie,
beginnende KHK und Ein-GefdR - bis Dreigefalerkrankung. Bei Vorliegen einer
beginnenden KHK zeigt sich in der Koronarangiographie definitionsgemald ein teilweise
wandverandertes Gefalsystem ohne Stenosen.

Im Rahmen der Auswertung durch Odds Ratio und dem exakten Test nach Fisher wurden
die Merkmalstrager heterozygoter und homozygoter Mutationen (X/Y und Y/Y) aufgrund
geringer Fallzahlen zur besseren statistischen Auswertbarkeit zusammengefaldt. Verglichen

wird hierbei die Patientengruppe mit Ein — Dreigefal3erkrankung mit der Kontrollgruppe.

PONA Arg192GIn - Polymorphismus

Wie der Tabelle 3 und der Abbildung 13 zu entnehmen, besteht sowohl in der Kontrollgruppe
als auch bei den Patienten mit Ein-DreigefaRerkrankung sowie bei den Patienten mit
Beginnender KHK hauptséchlich der AA-Genotyp des PONA Arg192GIn - Polymorphismus.
In der Patientengruppe mit unauffalliger Koronarangiographie finden sich Uberwiegend
Trager des AG-Allels (53%). Der GG-Genotyp liegt mit 13.4% hauptséachlich in der Gruppe
mit beginnender KHK vor. In den Ubrigen Studiengruppen zeigt sich bezlglich des
Vorkommens des GG-Genotyps kein wesentlicher Unterschied; insbesondere in den beiden
Gruppen Kontrollgruppe und Patienten mit KHK 1-3 besteht diesbezilglich kein signifikanter
Unterschied (p = 0.783).

Tabelle 3:Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation PONA Arg192GlIn in den
einzelnen Studiengruppen

Kontrollgruppe Unauffallige Beginnende  Patienten | p - Wert
Koronarangiographie KHK KHK1-3
PONA
Arg192GIn n= 88 n= 36 n= 23 n=134
AA 49 (55.6%) 14 (38.8%) 12 (52.2%) 71 (53%)
0.656
AG 33 (37.5%) 19 (52.7%) 8 (34.7%) 53 (39.5%)
GG 6 ( 6.8%) 3 ( 8.3%) 3(13.0%) 10 ( 7.4%)

PONA: Paraoxonase AA = Wildtyp, AG = Heterozygote, GG = Homozygote Trager
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Abbildung 13: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation PONA Arg192Glin in
den einzelnen Studiengruppen
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Tabelle 4: Odds Ratio fur das Auftreten der PONA Arg192GIn - Mutation Genotyp AG
bzw. GG und p-Wert nach exaktem Fisher-Test

PONA
Arg192Gin Odds Ratio 95%- p-Wert
(AA vs AG/ GG) Konfidenzintervall (nach Fisher)
Kontrollgruppe 1.0 0.6-1.9
0.783
Patientenkollektiv 0.9 0.7-1.3
KHK 1-3

PONA Met55Leu - Polymorphismus
Tabelle 5 und Abbildung 14 zeigen fur das ML - Allel und den LL - Genotyp des PONA
Met55Leu - Polymorphismus in allen vier Studiengruppen ein relativ ausgewogenes

Verhéltnis. Insbesondere besteht zwischen den beiden Gruppen Kontrollgruppe und
Patienten KHK 1-3 kein wesentlicher Unterschied beziglich des Auftretens der
verschiedenen Allelformen von PONA Met55Leu (p = 1.0).
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Tabelle 5: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation PONA Met55Leu in den
einzelnen Studiengruppen
Kontrollgruppe Unauffallige Beginnende Patienten p - Wert
Koronarangiographie KHK KHK1-3
PONA
Met55L eu n= 85 n= 36 n= 23 n= 135
MM 36 (42.3%) 15 (41.6%) 10 (43.7%) 57 (42.2%)
0.825
ML 40 (47.0%) 19 (52.7%) 9 (39.1%) 60 (44.4%)
LL 9 (10.5%) 2 ( 5.5%) 4 (17.4%) 18 (13.3%)

PONA: Paraoxonase MM = Wildtyp, ML = Heterozygote, LL = Homozygote Trager

Abbildung 14: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation PONA Met55Leu in den

einzelnen Studiengruppen
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Tabelle 6: Odds Ratio fur das Auftreten der PONA Met55Leu - Mutation Genotyp ML
bzw. LL und p-Wert nach exaktem Fisher-Test

PONA
Met55Leu Odds Ratio 95%- Konfidenzintervall p-Wert
(MM vs ML/ LL) (nach Fisher)
Kontrollgruppe 1.0 0.7-1.4
1.0
Patientenkollektiv 0.9 0.8-13
KHK 1-3
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APOA-V 1131T—C - Polymorphismus
Tabelle 7 und Abbildung 15 zeigen, dass fir den APOA-V 1131T—C - Polymorphismus in

allen vier Studiengruppen in mindestens 80% der Genotyp TT (Wildform) vorkommit.

Erneut wird jedoch deutlich, dass insbesondere fur die Kontrollgruppe und Patienten mit Ein
— DreigefaBerkrankung bezlglich der Haufigkeit der verschiedenen Allelformen Kkein
signifikanter Unterschied besteht (p = 0.854).

Tabelle 7: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation APOA-V 1131T—C in den
einzelnen Studiengruppen

Kontrollgruppe Unauffallige Beginnende  Patienten | p — Wert
Koronarangiographie KHK KHK1-3
APOA-V n=76 n= 35 n= 23 n= 135
1131T-C
TT 63 (82.9%) 32 (91.4%) 18 (78.2%) 110(81.5%)
0.624
TC 11 (14.4%) 3 ( 8.5%) 3 (13.0%) 19 (14.0%)
CcC 2 ( 2.6%) 0 2 ( 8.7%) 6 ( 4.4%)
APOA-V: Apolipoprotein- AV TT = Wildtyp, TC = Heterozygote, CC = Homozygote Trager

Abbildung 15: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation APOA-V 1131T—C in
den einzelnen Studiengruppen
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Tabelle 8: Odds Ratio fur das Auftreten der APOA-V 1131T—C - Mutation Genotyp TC bzw.

CC und p-Wert nach exaktem Fisher-Test

APOA-V
1131T-C Odds Ratio 95%- Konfidenzintervall p-Wert
(TTvs TC/ CQC) (nach Fisher)
Kontrollgruppe 1.0 0.8-1.2
0.854
Patientenkollektiv 0.9 05-1.7
KHK 1-3

Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr- Polymorphismus

Auch fur den Met75Thr- Polymorphismus wird in den unten dargestellten Tabellen und der

Abbildung ersichtlich, dass insbesondere fur die beiden Studiengruppen Kontrollgruppe und

Patienten KHK 1-3 fast identische Ergebnisse beziiglich der Haufigkeit der verschiedenen

Allelformen vorliegen. Folglich tritt der Genotyp MM in beiden Gruppen mit einer Haufigkeit
von 50%, das Allel MT mit einer Haufigkeit von 40% und der Genotyp TT mit 10% auf (p = 1).

Tabelle 9: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation Apolipoprotein Kringle IV

Met75Thr in den einzelnen Studiengruppen

Kontrollgruppe Unauffallige Beginnende  Patienten p-Wert
Koronarangiographie KHK KHK1-3
Met75Thr n= 90 n= 36 n= 22 n= 135
MM 45 (50%) 17 (47.2%) 14 (63.6%) 67 (49.6%)
0. 834
MT 36 (40%) 17 (47.2%) 7 (31.8%) 55 (40.7%)
TT 9 (10%) 2 ( 5.5%) 1( 4.5%) 13 ( 9.6%)

Met75Thr: Apolipoprotein Kringle IV

MM = Wildtyp, MT = Heterozygote, TT = Homozygote Trager
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Abbildung 16: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation Apolipoprotein Kringle
IV _Met75Thr in den einzelnen Studiengruppen
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Tabelle 10: Odds Ratio fiuir das Auftreten der Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr-Mutation
Genotyp MT bzw. TT und p-Wert nach exaktem Fisher-Test

Met75Thr Odds Ratio 95%- Konfidenzintervall p-Wert
(MM vs MT/TT) (nach Fisher)
Kontrollgruppe 1.0 0.8-1.3
1.0
Patientenkollektiv 0.9 0.8-1.3
KHK 1-3

ICAM-1 469C—T - Polymorphismus
Fiur den ICAM-1 469C—T - Polymorphismus ergeben sich folgende Erkenntnisse:

Der heterozygote Genotyp CT macht in allen vier Gruppen den Haupanteil (mindestens 45%)
aller drei Allelformen aus. Der homozygote Genotyp TT kommt hauptsachlich in der

Kontrollgruppe vor.
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Tabelle 11: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation ICAM-1 469C—T in den

einzelnen Studiengruppen

Kontrollgruppe Unauffallige Beginnende Patienten | p - Wert
Koronarangiographie KHK KHK1-3
ICAM-1 n= 90 n= 36 n= 23 n= 135
469C—T
CcC 26 (28.8%) 14 (38.8%) 7 (30.4%) 44 (32.6%)
0.080
CT 40 (44.4%) 19 (52.7%) 12 (52.2%) 75 (55.5%)
TT 24 (26.6%) 3 ( 8.3%) 4 (17.4%) 16 (11.8%)

ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule

CC = Wildtyp, CT = Heterozygote, TT= Homozygote Trager

Abbildung 17: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation ICAM-1 469C—T in

den einzelnen Studiengruppen
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Tabelle 12: Odds Ratio fir das Auftreten der ICAM-1 469C—T - Mutation Genotyp CT bzw.

TTund p-Wert nach exaktem Fisher-Test

ICAM-1 469C—T Odds Ratio 95%- Konfidenzintervall p- Wert
(CCvs CT/TT) (nach Fisher)
Kontrollgruppe 1.0 0.6-1.3

0.659

Patientenkollektiv 0.8 0.8-1.3

KHK 1-3

MCP-1 2518A—G - Polymorphismus

Tabelle 13 und Abbildung 18 zeigen die Haufigkeiten der einzelnen Genotypen AA, AG und
GG fur MCP-1
Koronarangiographie, Beginnende KHK und Patienten KHK1-3.

in den verschiedenen Studiengruppen Kontrollgruppe, Unauffallige
In allen vier Gruppen macht der AA-Genotyp zahlenmafdig den grof3ten Anteil aus und liegt
hier jeweils in mindestens 50% vor.

Trager des GG-Genotyps fir den MCP-1 2518A—G - Polymorphismus findet man
insbesondere bei den Patienten mit KHK-Stadium 1-3, gefolgt von den Patienten mit
beginnender KHK und unauffalliger Koronarangiographie. In der Kontrollgruppe macht die

homozygote Zustandsform des MCP-1 2518A—G - Polymorphismus 5% aus.

Tabelle 13: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation MCP-1 2518A—G in den
einzelnen Studiengruppen

Kontrollgruppe Unauffallige Beginnende Patienten p -
Koronarangiographie KHK KHK1-3 Wert
MCP-1 n= 90 n= 36 n= 23 n=135
2518A-G
AA 60 (66%) 17 (47%) 15 (65%) 70 (52%)
0.225
AG 25 (27%) 16 (45%) 6 (26%) 49 (36%)
GG 5 (5%) 3 (8.3%) 2 (8.6%) 16 (12%)

MCP-1: Monocyte-chemoattractant-Protein  AA = Wildtyp, AG = Heterozygote Trager, GG = Homozygote Trager
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Abbildung 18: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation MCP-1 in den
einzelnen Studiengruppen
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Tabelle 14: Odds Ratio fiir das Auftreten der MCP-1 2518A—G - Mutation Genotyp AG/ GG
und p-Wert nach exaktem Fisher-Test

MCP-1 2518A—-G Odds Ratio 95%- Konfidenzintervall p - Wert
(AA vs AG/ GG) (nach Fisher)
Kontrollgruppe 1.0 1.0-1.6
0.029
Patientenkollektiv 0.7 0.5-0.973
KHK 1-3

MTHFER 677C—T - Polymorphismus

Aus der Tabelle 15 und der Abbildung 19 geht hervor, dass auch fur den MTHFR 677C—T -
Polymorphismus insbesondere fir die beiden Studiengruppen Kontrollgruppe und Patienten
KHK 1-3 fast identische Ergebnisse bezliglich der Haufigkeit der verschiedenen Allelformen
vorliegen. In diesen beiden Gruppen liegt mit knapp 60% hauptsachlich der heterozygote
Genotyp vor. Zudem gibt es in der Patientengruppe KHK 1-3 weniger Trager des

homozygoten Genotyps TT als in der Kontrollgruppe.
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Tabellel5: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation MTHFR 677C—T in den

einzelnen Studiengruppen

Kontrollgruppe Unauffallige Beginnende  Patienten | p —Wert
Koronarangiographie KHK KHK1-3
MTHFR n= 88 n= 36 n=23 n=134
677C-T
cC 28 (31.8%) 10 (27.7%) 12 (52.2%) 45 (33.6%)
0.086
CT 51 (58.0%) 18 (50.0%) 8 (34.8%) 79 (59.0%)
TT 9 (10.2%) 8 (22.2%) 3 (13.0%) 10 ( 7.6%)

MTHFR : Methylentetrahydrofolatreduktase CC = Wildtyp, CT = Heterozygote, TT = Homozygote Trager

Abbildung 19: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation MTHFR 677 C—T in

den einzelnen Studiengruppen
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Tabelle 16: Odds Ratio fiir das Auftreten der Mutation MTHFR 677C—T - Mutation Genotyp
CT bzw. TT und p-Wert nach exaktem Fisher-Test

MTHFR 677C—T Odds Ratio 95%- Konfidenzintervall p — Wert
(CCvs CT/TT) (nach Fisher)
Kontrollgruppe 1.0 0.6-14

p =0.884

Patientenkollektiv 0.9 0.8-1.2

KHK 1-3
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7.3  Ausmal der Koronaren Herzkrankheit und Gen- Polymorphismen

Verschiedene Genotypverteilung innerhalb der Patientengruppe mit Ein-/Zwei- und
DreigefalBerkrankung

Die folgenden Tabellen 17 — 23 und Abbildungen 20 — 26 stellen die Haufigkeit der
verschiedenen Genotypen der einzelnen Mutationen innerhalb der Patientengruppe dar.
Betrachtet wird hierbei das Patientenkollektiv. mit entweder Ein-, Zwei- oder
Dreigefal3erkrankung. Innerhalb dieser Gruppe Uberwiegen zahlenméRig die Patienten mit
Dreigefal3erkrankung (49 %).

PONA Arg192GIn - Polymorphismus

Fur den PONA Argl92GIn - Polymorphismus zeigen sich folgende Resultate: Die KHK-
Gruppe 1 weist im Vergleich zu den beiden anderen Patientengruppen mit KHK-
Schweregrad 2 und 3 den héchsten Anteil an Tragern der AG- und GG —Genotypen auf. Der
Genotyp AA (Wildtyp) kommt hier wesentlich seltener vor als in der KHK-Gruppe mit
Schweregrad 2 oder gar Schweregrad 3. Bei den Patienten mit KHK-Stadium 3 [t sich
hauptsachlich der Genotyp AA (Wildtyp) nachweisen (58%).

Tabelle 17: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation PONA Arg192Gin
innerhalb der Patientengruppe

KHK 1 KHK 2 KHK 3 p- Wert
PONA n=35 n= 34 n= 65
Arg192Gin
AA 13 (37%) 20 (59%) 38 (58%) 0.163
AG 17 (49%) 13 (38%) 23 (35%)
GG 5 (14%) 1( 3%) 4 ( 6%)

PONA: Paraoxonase AA = Wildtyp, AG = Heterozygote, GG = Homozygote Trager
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Abbildung 20: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation PONA Argl192GIn
innerhalb der Patientengruppe
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PONA Met55Leu - Polymorphismus

Auch fur den PONA Met55Leu - Polymorphismus wird in der dargestellten Tabelle 18 und
der Abbildung 21 ersichtlich, dass keine Korrelation zwischen Schweregrad der KHK-
Erkrankung und dem Genotyp des Polymorphismus besteht.

In der Patientengruppe mit KHK-Stadium 1 lassen sich mit 17% die meisten Trager des LL-
Genotyps nachweisen, gefolgt von den Patienten mit Schweregrad 2. In der KHK-Gruppe mit
Stadium 3, in der zwar die meisten Trager des ML-Allels bestehen, gibt es die wenigsten
Trager des LL-Genotyps.

Tabelle 18: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation PONA Met55L eu
innerhalb der Patientengruppe

KHK 1 KHK 2 KHK 3 p-Wert
PONA n= 35 n= 34 n= 66
Met55L eu
MM 20 (57%) 14 (41%) 23 (35%) 0.100
ML 9 (25%) 15 (44%) 36 (54%)
LL 6 (17%) 5 (15%) 7 (11%)

PONA: Paraoxonase MM = Wildtyp, ML = Heterozygote, LL = Homozygote Trager
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Abbildung 21: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation PONA Met55Leu
innerhalb der Patientengruppe
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APOA-V 1131T—C - Polymorphismus

Wie aus der Tabelle 19 und der Abbildung 22 hervorgeht, besteht auch hier keine Korrelation

zwischen Schweregrad des KHK-Stadiums und dem Vorliegen des Genotyps TC und CC. In
allen drei KHK-Stadien liegt in 80% der homozygote Genotyp TT (Wildtyp) vor. Die
heterozygote Allelfform TC tritt prozentual am meisten in der Patientengruppe mit KHK-
Stadium 2 auf. In dieser Gruppe laf3t sich der Genotyp CC nicht nachweisen. Der Genotyp
CC tritt in den KHK- Gruppen 1 und 3 mit jeweils 6% gleichermaf3en haufig auf.

Tabelle 19: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation APOA-V 1131T—C
innerhalb der Patientengruppe

KHK 1 KHK 2 KHK 3 p-Wert
APOA-V n=35 n= 34 n= 66
1131T-C
TT 28 (80%) 27 (79%) 55 (83%) 0.452
TC 5 (14%) 7 (21%) 7 (11%)
cc 2 ( 6%) 0 4 ( 6%)

APOA-V: Apolipoprotein- AV~ CC = Wildtyp, CT = Heterozygote, TT = Homozygote Tréger
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Abbildung 22: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation APOA-V 1131T—C
innerhalb der Patientengruppe
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Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr - Polymorphismus

Bei der Uberprufung des Met75Thr — Polymorphismus im Apolipoprotein Kringle IV in der
Patientengruppe zeigt sich, dass in allen drei KHK-Stadien in tber 50% der homozygote
Genotyp MM (Wildtyp) vorliegt. In den beiden Patientengruppen KHK 1 und 2 zeigt sich auch
fur die beiden anderen Genotypen MT (45%) und TT (6%) kein Unterschied. In der Gruppe
mit KHK-Stadium 3 gibt es mit 14% die meisten Trager des TT-Genotyps.

Tabelle 20: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation Apolipoprotein Kringle
IV _Met75Thr innerhalb der Patientengruppe

KHK 1 KHK 2 KHK 3 p - Wert
Met75Thr n=35 n=34 n= 66
MM 17 (49%) 17 (50%) 33 (50%)
0.595
MT 16 (46%) 15 (44%) 24 (36%)
TT 2 ( 6%) 2 ( 6%) 9 (14%)

Met75Thr Apolipoprotein Kringle IV MM = Wildtyp, MT = Heterozygote, TT = Homozygote Trager
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Abbildung 23: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation Apolipoprotein Kringle
IV _Met75Thr innerhalb der Patientengruppe
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ICAM-1 469C—T - Polymorphismus
Fur alle drei KHK-Gruppen liegen im wesentlichen fast Ubereinstimmende Ergebnisse

bezlglich der Haufigkeit der verschiedenen Allelformen vor. Es besteht keine Korrelation

zwischen dem Ausmald der KHK und dem Genotyp.

Tabelle 21: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation ICAM-1 469C—T
innerhalb der Patientengruppe

KHK 1 KHK 2 KHK 3 p - Wert
ICAM-1 n=35 n= 34 n= 66
469CT
cc 9 (26%) 10 (29%) 25 (38%) 0.729
cT 22 (63%) 19 (56%) 34 (52%)
TT 4 (11%) 5 (15%) 7 (11%)

ICAM: Intercellular Adhesion Molecule  CC = Wildtyp, CT = Heterozygote, TT= Homozygote Trager
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Abbildung 24: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation ICAM-1
innerhalb der Patientengruppe

KHK 1
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MCP-1 2518A—G - Polymorphismus

Wie aus der Tabelle 22 und der Abbildung 25 zu entnehmen, besteht keine Korrelation

zwischen Schweregrad des KHK-Stadiums und dem Vorliegen des homozygoten Genotyps
GG des MCP-1- 2518A—G - Polymorphismus. In allen drei KHK-Stadien liegt in tber 50%
der homozygote Genotyp AA (Wildtyp) vor. Die heterozygote Allelform AG tritt prozentual am
meisten in der Patientengruppe mit KHK- Stadium 1 auf. Den hdchsten Anteil am
homozygoten Genotyp GG weist die Patientengruppe mit KHK Stadium 2 auf.

Tabelle 22: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation MCP-1 2518A—G
innerhalb der Patientengruppe

KHK 1 KHK 2 KHK 3 p - Wert
MCP-1 n= 35 n= 34 n= 66
2518A—G
AA 18 (51%) 18 (53%) 34 (52%) 0.932
AG 14 (40%) 11 (32%) 24 (36%)
GG 3 (8.6%) 5 (15%) 8 (12%)

MCP-1: Monocyte-chemoattractant-Protein  AA = Wildtyp, AG = Heterozygote, GG = Homozygote Trager
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Abbildung 25: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation MCP-1 2518A—G

innerhalb der Patientengruppe
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MTHFR 677C—T- Polymorphismus

Betrachtet man Tabelle 23 und Abbildung 26, so zeigt sich, dass auch fur den MTHFR

677C—T - Polymorphismus kein wesentlicher Unterschied zwischen den verschiedenen

KHK-Stadien und der Allelhaufigkeit besteht. Es besteht auch hier keine Korrelation

zwischen dem Ausmald der KHK und dem Genotyp.

Tabelle 23: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation MTHFR 677C—T

innerhalb der Patientengruppe

KHK 1 KHK 2 KHK 3 p - Wert
MTHFR n= 34 n= 34 n= 66
677C—T
cc 11 (32%) 14 (41%) 20 (30%) 0.816
cT 21 (62%) 18 (53%) 40 (61%)
TT 2 (6%) 2 ( 6%) 6 ( 9%)

MTHFR: Methylentetrahydrofolatreduktase

CC = Wildtyp, CT = Heterozygote, TT = Homozygote Tréager
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Abbildung 26: Haufigkeit der verschiedenen Genotypen der Mutation MTHFR 677C—T

innerhalb der Patientengruppe
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7.4 Einfluss des Genotyps auf ausgewéahlte Laborparameter

Untersuchung laborchemischer  Parameter bezogen auf die einzelnen
Genpolymorphismen innerhalb der Patientengruppe mit Ein-/Zwei- und

DreigefalBerkrankung

In den folgenden Tabellen wird mittels der univariaten Analyse nach Mann-Whitney-T
innerhalb der Patientengruppe untersucht, ob ein signifikanter Unterschied beztglich unten
aufgefuhrter Laborparameter zwischen den Tragern des Wildtyps und dem Status
Heterozygot/ Homozygot , besteht.

In Kapitel 7.4 wurden bei der Auswertung der Ergebnisse aufgrund der geringen Fallzahlen
die heterozygoten und homozygoten Mutationen zusammengefasst.

Angegeben werden die Werte der 50. Perzentile, in Klammern stehen die Werte der 10. und

90. Perzentile.

Wie aus den einzelnen Tabellen 24 — 30 zu entnehmen, besteht fir keine der untersuchten
Mutationen ein signifikanter Unterschied zwischen heterozygoten/ homozygoten Tragern und
dem Wildtyp und den untersuchten Laborparametern. Folglich war das ermittelte p stets

groRer als 0.05.
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Tabelle 24: Univariate Analyse laborchemischer Parameter mittels Mann-Whitney-Test

innerhalb der Patientengruppe mit Ein-/Zwei- und Dreigefalerkrankung bezogen auf die

PONA Arg192GIn - Mutation

PONA AA AG + GG P (Mann-Whitney-

Arg192GIn Test)

Cholesterin 227 (152-305) 211 (158-280) 0.144
[mg/dl] n=71 n= 63

Triglyceride 150 (82-289) 143 (83-255) 0.347
[mg/dl] n=71 n=63

HDL-Cholesterin 44 (29-65) 47 (33-71) 0.136
[mg/dl] n=71 n=63

LDL-Cholesterin 145 (100-233) 137 (94-202) 0.112
[mg/dI] n= 67 n= 58

Lp(a) [mg/dI] 13 (6-94) 16 (6-113) 0.585
n=71 n= 63

CRP [mg/l] 4 (0.12-18) 4 (0.24-23) 0.438
n=70 n= 63

Hcyst [umol/I] 15 (10-26) 15 (10-25) 0.718
n= 65 n=57

Folsaure [ng/ml] 18 (10-28) 16 (10-33) 0.564
n=71 n= 63

B12 [pg/ml] 264 (165-461) 256 (155-394) 0.755

Angegeben sind jeweils die 50. (10.- 90.) Perzentile

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, Lp (a): Lipoprotein (a)

n=71

n=63

CRP: C-reaktives Protein, Hcyst: Homocystein, B12: Vitamin B12

AA = Wildtyp, AG + GG = Heterozygote + Homozygote Trager



Ergebnisse 67

Boxplot 1:
Einflud der PONA Argl192GIn-Mutation auf den LDL-Spiegel in der Kontroll- und

Patientengruppe

Es zeigt sich sowohl fiir die Kontrollgruppe als auch fir das Patientenkollektiv KHK 1-3 kein
signifikanter EinfluR des PONA Arg192GIn- Polymorphismus auf den LDL-Spiegel. Folglich
weisen Trager des AG bzw. GG - Genotyps keine héheren Werte fur LDL auf. Der p- Wert
betragt in beiden Féllen > 0.05.

PONA Arg192GIn
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B AG/GG

300 o
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200
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[mg/dl]
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n=49 n=39
n =67 n =58
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Boxplot 2:
Einflud der PONA Argl92GIn-Mutation auf den HDL-Spiegel in der Kontroll- und

Patientengruppe

Auch bezogen auf den HDL — Spiegel zeigt sich sowohl fir die Kontrollgruppe als auch fir
das Patientenkollektiv. KHK 1-3 kein signifikanter EinfluR des PONA Argl92Gin-
Polymorphismus. Folglich weisen Trager des AG bzw. GG - Genotyps keine erniedrigten
Werte fur HDL auf; p- Wert > 0.05
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Tabelle 25: Univariate Analyse laborchemischer Parameter mittels Mann-Whitney-Test

innerhalb der Patientengruppe mit Ein-/Zwei- und DreigefdRerkrankung bezogen auf die

PONA Met55L eu- Mutation

PONA MM ML + LL P (Mann-Whitney-

Met55L eu Test)

Cholesterin 207 (156-289) 223 (159-300) 0.220
[mg/dI] n=57 n=78

Triglyceride 150 (83-261) 145 (83-289) 0.674
[mg/dl] n=57 n=78

HDL-Cholesterin 42 (31-70) 46 (34-66) 0.225
[mg/dl] n=57 n=78

LDL-Cholesterin 136 (94-217) 145 (103-231) 0.168
[mg/dl] n=53 n=73

Lp(a) [mg/dl] 13 (6-105) 16 (6-101) 0.660
n=57 n=78

CRP [mg/l] n= 57 n=77 0.405

5 (0.2- 32) 4 (0.3-16)

Hcyst [umol/I] 16 (10-27) 15 (10-22) 0.283
n= 52 n=71

Folsaure [ng/ml] 16 (10- 31) 18 (11-29) 0.083
n=57 n=78

B12 [pg/ml] 261 (153-397) 261 (165-438) 0.769

Angegeben sind jeweils die 50. (10.- 90.) Perzentile

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, Lp (a): Lipoprotein (a)

n=57

n=78

CRP: C-reaktives Protein, Hcyst: Homocystein, B12: Vitamin B12

MM = Wildtyp, ML + LL = Heterozygote + Homozygote Trager
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Boxplot 3:
Einflud der PONA Met55Leu-Mutation auf den LDL-Spiegel in der Kontroll- und

Patientengruppe

Es wird deutlich, dass sowohl fir die Kontrollgruppe als auch fiir das Patientenkollektiv KHK
1-3 kein signifikanter EinfluR des PONA Met55Leu-Polymorphismus auf den LDL- Spiegel
besteht. Trager des ML bzw. LL- Genotyps weisen keine hoheren LDL-Spiegel auf; p- Wert >
0.05.
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Boxplot 4:
Einflud der PONA Met55Leu-Mutation auf den HDL-Spiegel in der Kontroll- und

Patientengruppe

Aus Boxplot 4 geht ebenfalls hervor, dass in beiden untersuchten Studiengruppen keinerlei
Abhangigkeit zwischen dem HDL- Spiegel und dem PONA Met55Leu-Polymorphismus
besteht. Trager des ML bzw. LL- Genotyps weisen nicht erniedrigte HDL-Spiegel auf; p-
Wert> 0.05.
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Tabelle 26: Univariate Analyse laborchemischer Parameter mittels Mann-Whitney-Test

innerhalb der Patientengruppe mit Ein-/Zwei- und Dreigefalerkrankung bezogen auf die

APOA-V 1131T—C Mutation

APOA-V TT TC+ CC P (Mann-Whitney-

1131T7-C Test)

Cholesterin 219 (157-296) 228 (166-312) 0.331
[mg/dI] n=110 n= 25

Triglyceride 148 (82-281) 150 (100-241) 0.917
[mg/dl] n=110 n= 25

HDL-Cholesterin 45 (32-65) 48 (30-81) 0.642
[mg/dl] n=110 n= 25

LDL-Cholesterin 140 (98-223) 143 (98-242) 0.659
[mg/dl] n= 102 n=24

Lp(a) [mg/dl] 14 (6-104) 14 (6-104) 0.954
n=110 n= 25

CRP [mg/l] 4 (0-22) 5 (0.6-43) 0.638
n=110 n= 24

Hcyst [umol/I] 15 (10-26) 15 (11-26) 0.784
n= 101 n= 22

Folsaure [ng/ml] 17 (10-29) 17 (8-31) 0.801
n=110 n= 25

B12 [pg/ml] 261 (159-419) 259 (189-399) 0.971

Angegeben sind jeweils die 50. (10.- 90.) Perzentile

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, Lp (a): Lipoprotein (a)

n=110

n=25

CRP: C-reaktives Protein, Hcyst: Homocystein, B12: Vitamin B12

TT = Wildtyp, TC + CC = Heterozygote + Homozygote Trager
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Boxplot 5:
EinflulR der APOA-V 1131T—C-Mutation auf den Triglyceridspiegel in der Kontroll- und

Patientengruppe

Boxplot 5 zeigt, dass in beiden untersuchten Studiengruppen Kkeinerlei Abhangigkeit
zwischen dem Triglyceridspiegel und der APOA-V 1131T—C-Mutation besteht. Trager des
TC bzw. CC-Genotyps weisen nicht hdhere Triglycerdspiegel auf als Trager des LL-
Genotyps; p-Wert> 0.05.
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Tabelle 27: Univariate Analyse laborchemischer Parameter mittels Mann-Whitney-Test

innerhalb der Patientengruppe mit Ein-/Zwei- und Dreigefa3erkrankung bezogen auf die

Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr -Mutation

Met75Thr MM MT +TT P (Mann-Whitney-

Test)

Cholesterin 226 (151-283) 212 (158-300) 0.949
[mg/dI] n= 67 n= 68

Triglyceride 151 (96-283) 141 (81-260) 0.196
[mg/dI] n= 67 n= 68

HDL-Cholesterin 44 (31-70) 47 (32-66) 0.805
[mg/dI] n= 67 n= 68

LDL-Cholesterin 144 (99-203) 140 (96-231) 0.992
[mg/dI] n= 62 n= 64

Lp(a) [mg/dl] 14 (6-90) 14 (6-115) 0.812
n= 67 n= 68

CRP [mg/l] 5 (0.7-18) 3 (0-23) 0.190
n= 67 n= 67

Hcyst [umol/I] 16 (10-27) 15 (10-24) 0.695
n= 60 n= 63

Folsaure [ng/ml] 17 (10-29) 17 (10-32) 0.975
n=67 n= 68

B12 [pg/ml] 263 (151-443) 252 (174-388) 0.591

Angegeben sind jeweils die 50. (10.- 90.) Perzentile

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, Lp (a): Lipoprotein (a)

n= 67

n= 68

CRP: C-reaktives Protein, Hcyst: Homocystein, B12: Vitamin B12

MM = Wildtyp, MT + TT = Heterozygote + Homozygote Trager
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Boxplot 6:
Einflud der Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr-Mutation auf den Lp(a)-Spiegel in der

Kontroll- und Patientengruppe

Aus Boxplot 6 geht hervor, dass in beiden untersuchten Studiengruppen Kkeinerlei
Abhangigkeit zwischen dem Apolipoprotein Kringle 1V Met75Thr-Polymorphismus und dem
Lp (a)- Spiegel besteht. Trager des MT bzw. TT-Genotyps weisen nicht erhdhte Lp(a)-

Spiegel auf.
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Tabelle 28: Univariate Analyse laborchemischer Parameter mittels Mann-Whitney-Test

innerhalb der Patientengruppe mit Ein-/Zwei- und Dreigefalerkrankung bezogen auf die

ICAM-1 469C—T-Mutation

ICAM-1 CcC CT+TT P (Mann-Whitney-

469C—-T Test)

Cholesterin 222 (159-290) 223 (170-284) 0.779
[mg/dI] n=72 n= 159

Triglyceride 144 (79-265) 142 (73-281) 0.708
[mg/dI] n=72 n= 159

HDL-Cholesterin 47 (30-71) 48 (32-71) 0.659
[mg/dI] n=72 n= 159

LDL-Cholesterin 142 (99-206) 143 (100-209) 0.944
[mg/dl] n= 69 n= 153

Lp(a) [mg/dl] 11 (3-95) 14 (2-102) 0.568
n=72 n= 159

CRP [mg/l] 4 (0-15) 4 (0-14) 0.861
n= 60 n= 143

Hcyst [umol/I] 15 (9-26) 13 (9-20) 0.215
n= 69 n= 150

Folsaure [ng/ml] 17 (10-31) 17 (10-33) 0.388
n=72 n= 159

B12 [pg/ml] 261 (155-416) 274 (190-482) 0.191

Angegeben sind jeweils die 50. (10.- 90.) Perzentile

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, Lp (a): Lipoprotein (a)

n=72

n= 159

CRP: C-reaktives Protein, Hcyst: Homocystein, B12: Vitamin B12

CC = Wildtyp, CT + TT = Heterozygote + Homozygote Trager
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Tabelle 29: Univariate Analyse laborchemischer Parameter mittels Mann-Whitney-Test

innerhalb der Patientengruppe mit Ein-/Zwei- und Dreigefalerkrankung bezogen auf die

MCP-1 2518A—G-Mutation

MCP-1 AA AG + GG P (Mann-Whitney-
2518A-G Test)
Cholesterin 224 (150-300) 211 (175-270) 0.656

[mg/dl] n=70 n= 65
Triglyceride 154 (83-280) 143 (81-264) 0.609

[mg/dI] n=70 n= 65

HDL-Cholesterin 42 (31-64) 48 (31-71) 0.069

[mg/dI] n=70 n= 65

LDL-Cholesterin 144 (97-228) 140 (98-193) 0.446
[mg/dI] n= 64 n= 62

Lp(a) [mg/dl] 13 (6-111) 16 (6-98) 0.349
n=70 n= 65

CRP [mg/l] 4 (0.30-25) 4 (0.05-15) 0.176
n=70 n= 64

Hcyst [umol/I] 15 (9-25) 15 (10-26) 0.616
n= 65 n=58

Folsaure [ng/ml] 17 (10-30) 17 (10-30) 0.979
n=70 n= 65

B12 [pg/ml] 257 (165-419) 274 (152-408) 0.388

Angegeben sind jeweils die 50. (10.- 90.) Perzentile

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, Lp (a): Lipoprotein (a)

n=70

n= 65

CRP: C-reaktives Protein, Hcyst: Homocystein, B12: Vitamin B12

AA = Wildtyp, AG + GG = Heterozygote + Homozygote Trager
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Tabelle 30: Univariate Analyse laborchemischer Parameter mittels Mann-Whitney-Test

innerhalb der Patientengruppe mit Ein-/Zwei- und Dreigefalerkrankung bezogen auf die

MTHER 677C—T - Mutation

MTHFR CcC CT+TT P (Mann-Whitney-

677C->T Test)

Cholesterin 213 (151-299) 222 (161-298) 0.974
[mg/dI] n=45 n= 89

Triglyceride 143 (84-269) 150 (81-278) 0.790
[mg/dI] n=45 n= 89

HDL-Cholesterin 46 (30-69) 45 (32-66) 0.754
[mg/dI] n=45 n= 89

LDL-Cholesterin 145 (95-227) 140 (100-221) 0.863
[mg/dl] n=44 n= 81

Lp(a) [mg/dl] 16 (6-107) 14 (6-102) 0.270
n=45 n= 89

CRP [mg/l] 3.8 (0.1-16) 5 (0.3-24) 0.584
n=45 n= 88

Hcyst [umol/I] 16 (10-26) 14 (9-26) 0.529
n= 40 n= 82

Folsaure [ng/ml] 19 (11-33) 16 (10-28) 0.114
n= 45 n= 89

B12 [pg/ml] 261 (155-414) 261 (175-411) 0.871

Angegeben sind jeweils die 50. (10.- 90.) Perzentile

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, Lp (a): Lipoprotein (a)

n=45

n= 89

CRP: C-reaktives Protein, Hcyst: Homocystein, B12: Vitamin B12

CC = Wildtyp, CT + TT = Heterozygote + Homozygote Trager
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Boxplot 7

Einflud der MTHFR 677C—T-Mutation auf den Plasma-Homocysteinspiegel im
Gesamtkollektiv in den verschiedenen Folsaure-Tertilen

Das Gesamtkollektiv — bestehend sowohl aus Patienten als aus Kontrollen - wurde in drei
verschiedene Folsaure-Tertile unterteilt. In jedem Tertile wurde der Plasma-
Homocysteinspiegel bezogen auf die verschiedenen MTHFR-Genotypen gemessen.

(0 = CC (Wildtyp), 1 =CT (Heterozygot), 2 =TT (Homozygote)

Fur die unterste Tertile betragt der p-Wert 0,061, fur die mittlere Tertile p = 0,640 und in der
hochsten Tertile p = 0,026. Es wird deutlich, dass die unterste Terzile nicht mit einer hohen
Pravalenz an der homozygoten MTHFR-677-Mutation einhergeht und insbesondere hier

nicht héhere Homocysteinspiegel vorliegen.
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7.5  Vergleich laborchemischer Parameter der Patientengruppe mit

Ein - DreigefaBerkrankung und der Kontrollgruppe

In der folgenden Tabelle erfolgt der Vergleich der Kontrollgruppe mit der Patientengruppe mit
Ein-/Zwei- und DreigefaRerkrankung (KHK 1-3) bezlglich konventioneller Risikofaktoren wie
die der Fettstoffwechselstérungen (Cholesterin, High Density Lipoprotein (HDL), Low Density
Lipoprotein (LDL), Lipoprotein (a) (Lp (a)).

Des weiteren werden neuere Risikofaktoren wie die der Inflammation (C-reaktives Protein
(CRP)) und die der Hyperhomocysteindmie (Homocystein (Hcyst))/ Folsdure und Vitamin
B12 (B12) betrachtet.

Angegeben werden die Werte der 50. Perzentile, in Klammern stehen jeweils die Werte der
10. und 90. Perzentile.

Aus der Tabelle 31 wird ersichtlich, dass lediglich fir das CRP ein signifikanter Unterschied
zwischen Kontrollgruppe und der Patientengruppe besteht. Fir alle weiteren untersuchten
laborchemischen Parameter ergab die univariate Analyse nach Mann-Whitney-T keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Patientengruppe. Das

ermittelte p war hier stets groRRer als 0.05.
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Tabelle 31: Vergleich laborchemischer Parameter zwischen der Patientengruppe mit Ein-

Zwei- und DreigefaRerkrankung und der Kontrollgruppe

Kontrollgruppe Patienten P (Mann-Whitney-

KHK 1-3 Test)

Cholesterin 222 (176-274) 221 (158-297) 0.327
[mg/dI] n= 93 n= 135

Triglyceride 133 (63-263) 149 (83-275) 0.410
[mg/dI] n=93 n= 135

HDL-Cholesterin 50 (33-75) 45 (32-66) 0.989
[mg/dI] n=93 n= 135

LDL-Cholesterin 144 (102-202) 140 (98-224) 0.171
[mg/dI] n=93 n=126

Lp(a) [mg/dl] 11 (0.2- 97) 14 (6-102) 0.282
n= 93 n= 135

CRP [mg/l] 2.65 (0.3-9) 4.1 (0.25-22) 0.020
n= 64 n=134

Hcyst [umol/I] 11.3 (8-17) 15.2 (10-26) 0.539
n= 93 n= 123

Folsaure [ng/ml] 17 (10-40) 17 (10-30) 0.434
n= 93 n= 135

B12 [pg/ml] 267 (194-524) 260 (165-410) 0.260

Angegeben sind jeweils die 50. (10.- 90.) Perzentile

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, Lp (a): Lipoprotein (a)

n= 93

n= 135

CRP: C-reaktives Protein, Hcyst: Homocystein, B12: Vitamin B12
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8. Diskussion

Die zunehmende Pravalenz der pathobiochemisch sehr komplexen KHK erfordert die
Miteinbeziehung genetischer Diagnostik in therapeutische MaRnahmen und praventive
Strategien.

Mit der vorliegenden Studie sollte geklart werden, ob die hier untersuchten
Genpolymorphismen mit einer erhdhten Suszeptibilitat fir die Koronare Herzerkrankung
einhergehen und damit Genpolymorphismen generell zur Vorhersage flr die Entstehung der

KHK herangezogen werden kdnnen.

8.1 Paraoxonase (PONA) Arg192GIn/ Paraoxonase (PONA) Met55Leu und KHK

Die oxidative Modifizierung von LDL spielt bei der Entstehung der KHK eine wichtige Rolle.

Das in der Leber gebildete und auf dem Lipoprotein HDL lokalisierte Enzym Paraoxonase
(PONA) vermag die Oxidation von LDL zu verhindern und scheint daher einen Einflu3 auf die
Entstehung der KHK zu haben (DURRINGTON et al, 2001, CHEN et al, 2003).

Zwei Polymorphismen im PON1 (Leu55Met und Argl192GIn) - einhergehend mit einer
verminderten Aktivitat der antioxidativen Fahigkeit - sind bekannt und wurden daher mit der
Entstehung der KHK assoziiert (CHEN et al, 2003). In der vorliegenden Arbeit wurden diese
beiden Polymorphismen PONA Arg192GIn und PONA Met55Leu untersucht.

PONA Arg192GlIn

Vergleicht man die Haufigkeitsverteilung der Allelfrequenzen des Polymorphismus PONA

Arg192GiIn in den beiden Studiengruppen Patientenkollektiv und Kontrollgruppe, so lasst sich
kein wesentlicher Unterschied feststellen. Es lassen sich im Patientenkollektiv nicht mehr
Trager des GG-Genotyps nachweisen als in der Kontrollgruppe.

Folglich betragt der p-Wert jeweils > 0.05. Betrachtet man die Allelh&ufigkeit innerhalb der
Patientengruppe, zeigen sich in der Patientengruppe mit unauffélliger Koronarangiographie
Uberwiegend Trager des AG-Allels.

Der GG - Genotyp liegt hauptsachlich in der Gruppe mit beginnender KHK vor. In der
Patientengruppe KHK 1-3 liegen Giberwiegend Trager des AA-Genotyps vor.

Hier I&f3t sich also ebenso wenig eine Korrelation fir den Schweregrad der KHK aufzeigen.
In der Literatur wird die Assoziation des PONA Arg192GIn - Polymorphismus zur KHK sehr

kontrovers diskutiert.
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SERRATO et al, 1995, gehorten mit zu den ersten, die den PONA Argl92GIn-
Polymorphismus als genetischen Risikofaktor der KHK beschrieben.

Es folgten viele weitere Fall-Kontroll-Studien, die ebenfalls einen Zusammenhang zwischen
dem PONA Arg192GIn - Polymorphismus und der KHK feststellen konnten (ZAMA et al,
1997, SANGHERA, et al 1998, IMAI et al, 2000, CHEN et al, 2003).

Allerdings wurde in mindestens genauso vielen Studien eine Assoziation zwischen dem
PONA Arg192Gin - Polymorphismus und der KHK widerlegt (OMBRES, et al, 1998, KO et al,
1998, CASCORBI et al, 1999, GARDEMANN et al, 2000, TURBAN et al, 2000,
AYNACIOGLU et al, 2000).

PONA Met55Leu

Der ML - und LL - Genotyp des PONA Met55Leu - Polymorphismus kommt in den
Studiengruppen gleichermaf3en haufig vor. Insbesondere fur die beiden Gruppen
Kontrollgruppe und Patienten KHK 1-3 zeigen sich keine wesentlichen Unterschiede fir die
verschiedenen Allelformen von PONA Met55Leu. Der p- Wert betréagt hier 1.0.

Der PONA Met55Leu - Polymorphismus beinflusst ebenso wenig den Schweregrad der KHK.
In der Patientengruppe mit KHK-Stadium 1 lassen sich mit 17% die meisten Trager des LL —
Genotyps nachweisen, gefolgt von den Patienten mit Schweregrad 2. In der KHK-Gruppe mit
Stadium 3, in der zwar die meisten Trager des ML-Allels bestehen, gibt es die wenigsten
Trager des LL — Genotyps. Auch beziiglich des PONA Met55Leu - Polymorphismus gibt es
uneinheitliche Ergebnisse in der Literatur. Allerdings existieren zum PONA Met55Leu -
Polymorphismus insgesamt nur wenige Verdffentlichungen, die einen Zusammenhang
zwischen dem PONA Met55Leu - Polymorphismus und der KHK postulieren (WATZINGER
et al, 2002 CHI et al, 2006).

Bei der Mehrheit der Veroffentlichungen zum PONA Met55Leu - Polymorphismus stellt der
LL - Genotyp kein erhdhtes Risiko flr das Auftreten einer koronaren Herzerkrankung dar
(SANGHERA et al, 1998, CASCORBI et al, 1999, GARDEMANN et al, 2000, ARCA et al,
2002). Nach OLIVEIRA et al, 2004 stelle sogar der PONA Met55Leu - Polymorphismus

einen protektiven Faktor dar und schitze vor einer koronaren Herzerkrankung.

PONA Arg192GIn/ PONA Met55Leu und Laborparameter
Bei der Untersuchung einzelner Parameter des Lipidstoffwechsels bezogen auf die
verschiedenen Allelformen sowohl der PONA Arg192GIn - Mutation als auch die der PONA-

Met55Leu -Mutation innerhalb der Patientengruppe mit Ein-/Zwei- und Dreigefal3erkrankung
als auch in der Kontrollgruppe laf3t sich erneut keine Korrelation aufzeigen. Folglich weisen

Trager des GG - bzw. des LL - Genotyps keine hoheren Werte fur Cholesterin, LDL,
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Triglyceride oder Lp (a) bzw. niedrigere Werte fur HDL auf. Veranschaulicht wird dies auch in
den Boxplots 1-4.

In der Metaanalyse von MACKNESS et al, 2001 wurden all jene Studien reevaluiert, die den
Einflul des PONA-Polymorphismus auf die KHK untersuchten. Hierbei war unter anderem
eine Zunahme der GG-Genotypfrequenz des PONA Arg192GIn - Polymorphimsmus lber die
Jahre hinweg zu beobachten, was jedoch angesichts der Bias durch vermeintlich gro3e
Effekte in relativ kleinen Studiengruppen und eventuelle fehlende Verdffentlichung von
Studien mit nichtsignifikanten Ergebnissen insgesamt nur mit grofBer Vorsicht betrachtet
werden soll.

Uberdies konnte mit der Metaanalyse wiederholt gezeigt werden, dass widerspriichliche
Ergebnisse bezlglich des PONA-Polymorphismus und der KHK vorliegen.

MACKNESS et al, 2001, fihren diese inhomogenen Resultate auf die Tatsache zurtick, dass
die bisherigen Studien die PONA-Aktivitat und Konzentration nicht berticksichtigt haben.

Die Autoren konnten in ihren Studien die Beobachtung machen, dass die KHK-Patienten
geringere PONA-Aktivitaten und Konzentrationen ganz unabhangig vom Genotyp aufweisen
als die gesunde Kontrollgruppe. Zusammenfassend empfehlen sie zur Klarung der
Assoziation zur KHK eine zusatzliche Bestimmung der PONA-Aktivitat und der PONA-
Konzentration ergdnzend zur Genotypisierung.

In der von MACKNESS et al, 2003 durchgefiihrten Caerphilly Prospective Study, wurde in
einem Kollektiv bestehend aus 1353 Mannern im Alter zwischen 49 und 65 Jahren mit
Koronarer Herzerkrankung die Serum PON-1-Aktivitdit gemessen (MACKNESS B et al,
2003). Anhand der gewonnenen Ergebnisse konnten die Autoren schlieRen, dass eine
niedrige PON-1-Aktivitdt einen unabhéngigen Risikofaktor flr das Auftreten von
Koronarsyndromen bei Patienten mit Hoch-Risiko-KHK darstelle.

Bereits JARVIK et al, 2000 sowie BROPHY et al, 2000 erkannten, dass die alleinige
Bestimmung des Genotyps zur Identifizierung des KHK-Risikos nicht ausreiche und zu falsch
negativen Ergebnissen fluhren koénne. Auch sie empfahlen daher die ergdnzende
Bestimmung der Enzymaktivitat. So erziele man in Zusammenschau des Genotyps mit dem

Phanotyp eine bessere Vorhersagbarkeit des KHK-Risikos.

Die Tatsache, dass die Esterase PONA zwei verschiedene aktive Zentren besitzt und die
antioxidative Wirkung mit der enzymatischen Fahigkeit und mit dem Genotyp nicht immer
Ubereinstimmt, mag die teilweise widerspriichlichen Ergebnisse in den verschiedenen
Studien erklaren (KUREMOTO et al, 2003).

Wahrend die Cysteingruppe an Position 283 unentbehrlich fur die antioxidative Funktion und
somit fur die Protektion vor LDL-Oxidation zu sein scheint, lauft die hydrolytische Funktion

von Organophosphaten ohne diese Cysteingruppe ab (AVIRAM et al, 1998).
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Zudem gibt es eine Reihe von externen Faktoren, die die Aktivitat von PONA beeinflussen.
Nach JAMES et al, 2000, fihre das Rauchen zu einer Abnahme der PONA-Aktivitat und -
Konzentration mit allerdings schneller Erholung nach kurzer Rauchpause.

Erniedrigte  PONA-Spiegel im Serum seien haufiger mit einer schweren KHK und
Beeintrachtigung der antioxidativen Kapazitat assoziiert. Erniedrigte PON-1-Spiegel spielen
auch in anderen wichtigen, mit der KHK assoziierten Erkrankungen wie Diabetes mellitus
und Hypercholesterinamie, eine wesentliche Rolle (DURRINGTON et al, 2001, MACKNESS
et al, 1991, 1998). DURRINGTON et al, 2001, warnen vor Schlussfolgerungen, die lediglich
den Genotyp bericksichtigen, zumal es auch ganzlich vom Genotyp unabhangige
interindividuelle Schwankungen in der PON-1-Aktivitdt gabe. MACKNESS et al, 2004
favorisieren in Zusammenschau aller bisher vorliegenden Studienergebnisse die
Durchfiihrung von Studien mit Fokussierung auf die biochemischen Zusammenhange und
die die PON-1-Aktivitat beeinflussende Faktoren, solange es sich nicht um grol3e prospektive
Studien mit grof3en Fallzahlen handelt.

In der vorliegenden Studie wurden die PONA-Aktivitat und Konzentration nicht
berticksichtigt, sondern lediglich eine mdgliche Assoziation der verschiedenen Gen-
Polymorphismen zur KHK untersucht.

Zusammenfassend ist zu betonen, dass zahlreiche Studien mit zum Teil sehr kontroversen
Ergebnissen und sehr unterschiedlichen Schwerpunkten existieren, die die Frage nach einer
Assoziation zwischen Genotyp mit oder ohne Berlcksichtigung der PONA-Aktivitat und der
Suszeptibilitat fur KHK nicht zufriedenstellend beantworten kénnen. Dabei handelte es sich
Uberwiegend um retrospektive Fall-Kontrollstudien. Weitere prospektive Studien mit
Bertcksichtigung sowohl biochemischer als auch genetischer Aspekte zur abschlie3enden

Klarung sind notwendig.

8.2 Apolipoprotein- A -V(APOA-V) 1131T—C und KHK

Hypertriglyceridamie, Hypercholesterinamie sowie erniedrigte Werte fur HDL gelten schon

lange als kardiovaskulare Risikofaktoren. Die Regulation der Serumspiegel erfolgt durch
genetische und exogene Faktoren (LAl et al, 2004). Dabei sind interindividuelle
Schwankungen beziglich der Triglyceridspiegel in bis zu 20 - 40% genetisch bedingt (KLOS
et al, 2005).

Das von PENNACCHIO et al, 2002, relativ neu identifizierte Apolipoprotein A-V-Gen
beeinflusst in hohem Mal3e den Triglyceridspiegel im Sinne einer Reduktion, wahrend der
Polymorphismus 1131T—C im APOA-V-Gen eine bis zur 4fachen Erhdéhung des
Triglyceridspiegels bewirkt (EVANS et al, 2003) und daher als potentieller kardiovaskularer

Risikofaktor anzusehen ist.
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O'BRIEN et al, 2005 konnten erstmals beweisen, dass APOA-V auch im Serum zirkuliert,
wenn auch in deutlich geringerer Konzentration verglichen mit anderen Lipoproteinen.
Zudem konnte diese Arbeitsgruppe nachweisen, dass APOA-V auf VLDL, HDL und
Chylomikronen lokalisiert ist.

Im Rahmen  diverser  Studien konnte der genaue  Mechanismus  der
Triglyceridspiegelerhbhung durch den  APOA-V 1131T—C-Polymorphismus bzw. die
Erniedrigung der Triglyceridspiegel durch APOA-V nicht geklart werden.

VAESSEN et al, 2006 vermuten, dass APOA-V sowohl eine verstarkte Hydrolyse von VLDL-
Triglyceride als auch eine erhdhte hepatische Aufnahme von Lipoprotein-Core-Remnants
bewirkt.

In der vorliegenden Arbeit wurden der CC - Genotyp in allen vier Studiengruppen kaum
nachgewiesen, insbesondere trat sie in der KHK-Gruppe nicht vermehrt auf. In allen
Studiengruppen kam in mindestens 80% der TT — Genotyp (Wildtyp) vor.

Vorliegende Ergebnisse stehen nicht im Einklang mit Resultaten aus mehreren Studien, in
denen der APOA-V 1131T—C-Polymorphismus als unabhdngiger Risikofaktor fir die
Entstehung der KHK deklariert wurde.

Szalai et al, 2004 untersuchten in einem Kollektiv von 308 Patienten mit KHK und 310
Kontrollpersonen den APOA-V 1131T—C-Polymorphismus und konnten in der KHK-Gruppe
einen signifikant héheren Anteil an CC-Genotyp-Trager nachweisen.

Ahnliche Ergebnisse mit signifikant htherem Anteil an CC-Genotyp-Trager in der KHK-
Gruppe zeigten sich in asiatischen Studien von BI, et al, 2004, LIU et al, 2005, HSU et al,
2006.

LAI et al, 2004, schlossen aus dem Probanden-Pool der Framingham Heart Study insgesamt
1129 mannliche und 1262 weibliche Personen in ihre eigene Studie ein und untersuchten
den APOA-V 1131T—C-Polymorphismus in Bezug auf den Triglyceridspiegel und
insbesondere hinsichtlich einer erhdhten Prévalenz bei Patienten mit Koronarer
Herzerkrankung. Hierbei konnten sie bei allen Probanden, die den APOA-V 1131T—C-
Polymorphismus aufwiesen, signifikant hdhere Triglyceridspiegel messen und bei den
weiblichen Probanden eine signifikante Korrelation zwischen dem APOA-V 1131T—-C-
Polymorphismus und dem Bestehen einer KHK feststellen.

In einer weiteren-hier prospektiven- Epic Norfolk Population Study von VAESSEN et al, 2006
untersuchte man ebenfalls den Zusammenhang des APOA-V 1131T—C-Polymorphismus
zur Hypertriglyceridamie sowie eine mdgliche Assoziation des APOA-V 1131T—-C-
Polymorphismus zur Koronaren Herzkrankheit. Auch hier fand sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und erhéhter Triglyceridspiegel. Allerdings
zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem APOA-V 1131T—-C-

Polymorphismus und der KHK.
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Ebensowenig konnten LEE et al, 2004 sowie MARTINELLI et al, 2006 in ihren Studien einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem APOA-V 1131T—C-Polymorphismus und dem
Vorliegen einer KHK feststellen, wenn auch bei beiden der APOA-V 1131T-C-

Polymorphismus mit deutlich erhdhten Triglyceridspiegel einherging.

APOA-V 1131T—C und Laborparameter

EVANS, et al, 2003 fanden eine eindeutige Korrelation zwischen Tragern des CC - Genotyps

und stark erhdhten Triglyceridspiegeln, wahrend die Serumcholesterinwerte weniger stark
von dem APOA-V-Polymorphismus beeinflusst wurden.

Auch JANG et al, 2004, LAI et al, 2004, BAUM et al, 2003, KLOS et al, 2005, MARTINELLI
et al, 2006, HODOGLUGIL et al, 2006 und VAESSEN et al, 2006 zeigten, dass der APOA-V
1131T—C-Polymorphismus mit einer deutlichen Erhéhung der Triglyceridspiegel einhergeht.
Im Rahmen der Literaturrecherche fand sich keine Publikation, die oben genannten
Zusammenhang  zwischen  APOA-V  1131T—C-Polymorphismus und  erhdhte
Triglyceridspiegel widerlegt.

Betrachtet man den APOA-V 1131T—C-Polymorphismus im Studienkollektiv der
vorliegenden Studie im Hinblick auf Parameter des Lipidstoffwechsels, so lassen sich fur
keinen der untersuchten Parameter wie Cholesterin, LDL und insbesondere Triglyceride
signifikant erhdhte Spiegel bzw. erniedrigte HDL-Spiegel bei Tragern des T/C - Allels - oder
CC-Genotyps nachweisen. Beim Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit denen in der
Literatur lassen sich keine Ubereinstimmungen erkennen. Eine mogliche Erklarung hierfur
kénnte die Tatsache sein, dass es sich im vorliegenden Kollektiv hauptséchlich um Patienten

handelt, die medikamentds mit Lipidsenkern behandelt sind.

8.3 Apolipoprotein Kringle IV Met 75Thr und KHK

Apo (a) ist ein dem Plasminogen homologes Glycoprotein und stellt einen Bestandteil von

Lipoprotein (a) dar (PRINS et al, 1998). Diverse Polymorphismen im Apo (a)- Gen sind
bekannt. Der Polymorphismus, bei dem im Kringle IV Typ 10 an Position 75 Methionin durch
Threonin ersetzt wird (Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr), geht mit einer Erhéhung des
Lipoprotein (a) — Spiegels einher (SIMO et al, 2001).

Die Assoziation von Lipoprotein (a) zur koronaren Herzerkrankung wird in der Literatur sehr
kontrovers diskutiert. In der Meta-Analyse von DANESH et al, 2000, in der insgesamt 27
prospektive Studien Uber einen Zeitraum von 10 Jahren mit insgesamt 5436 KHK-Patienten

reevaluiert wurden, konnte eine Assoziation des Lp(a)-Spiegels zur KHK festgestellt werden.
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Der genaue Mechanismus bzw. die Funktionalitst des Met75Thr-Polymorphismus im
Apolipoprotein Kringle IV ist nicht genau bekannt. SIMO et al, 2001, vermuten einen
Zusammenhang zwischen Lp (@), nicht jedoch zwischen dem Polymorphismus und der
Aktivitat der Lysinbindenden Einheiten.

Beim Vergleich der Studienergebnisse von SIMO et al, 2001, mit der bisherigen insgesamt
nur geringen Anzahl an Publikationen zum Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr-
Polymorphismus zeigt sich, dass keine weitere Studie oben genannten Sachverhalt
bestétigen konnte.

In friheren Studien konnten sowohl SYRRIS et al, 1997 als auch PRINS et al, 1998, keine
Assoziation des Apolipoprotein Kringle 1V Met75Thr-Polymorphismus zur KHK aufzeigen.
Auch die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse beziiglich des Apolipoprotein
Kringle IV Met75Thr-Polymorphismus zeigen keine Korrelation zur KHK.

Folglich liegen fast identische Ergebnisse beziglich der Haufigkeit der verschiedenen

Genotypen in den beiden Studiengruppen Patienten KHK1-3 und Kontrollgruppe vor.

Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr und Laborparameter
In der Studie von SIMO et al, 2001 ging der Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr-

Polymorphismus mit erhéhten Lp(a)-Werten einher und stellte insbesondere einen
Risikofaktor fir das Auftreten eines Myokardinfarktes dar.
In der vorliegenden Arbeit laf3t sich keine Korrelation zwischen dem Apolipoprotein Kringle 1V

Met75Thr Polymorphismus und erhéhter Lp (a)- Spiegel erkennen.

8.4 Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) 469C—T und KHK

Die Adhasion zirkulierender Leukozyten und deren anschlieRende transendotheliale

Migration sind wesentliche Schritte bei der Initiation atherosklerotischer Lé&sionen.
Adhasionsmolekiile wie das Intercellular adhesion molecule (ICAM-1) spielen hierbei eine
bedeudende Rolle (BLANKENBERG, et al, 2001).

JIANG et al, 2002, untersuchten in einem Kollektiv bestehend aus insgesamt 528 deutschen
Patienten mit angiographisch gesicherter KHK und 213 Kontrollpersonen ohne KHK die
Assoziation zwischen dem 469C—T-Polymorphismus im ICAM-1-Gen und einer erhohten
Suszeptibilitat der Koronaren Herzerkrankung. Hierbei fanden sich bei den KHK-Patienten
signifikant mehr Trager des CT bzw. des TT — Genotyps. Der Mechanismus, der bei
Vorliegen des ICAM-1 469C—T-Polymorphismus fir das Auftreten einer KHK pradisponiert,
ist weiterhin unklar. Man vermutet jedoch eine Beeintrachtigung der endothelabhangigen
Vasodilatation durch den ICAM-1 469C—T-Polymorphismus (JIANG et al, 2002).
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Ahnliche Ergebnisse zeigen sich in der Studie von ZHANG et al, 2006, bei der 173
chinesische KHK — Patienten und 141 Kontrollpersonen untersucht wurden. Auch hier
bedeutete der ICAM-1 469C—T-Polymorphismus ein Risikofaktor fir die Entstehung der
KHK. Der CC - Genotyp galt sogar als protektiv.

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation gewonnenen Ergebnisse zum ICAM-1
469C—T-Polymorphismus zeigen allerdings keine Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
oben aufgefihrter Studien.

Betrachtet man namlich die Haufigkeiten der verschiedenen Allelformen in den
unterschiedlichen Studiengruppen, so wird deutlich, dass in allen vier Gruppen
Kontrollgruppe, Unaufféllige Koronarangiographie, Beginnende KHK und Patienten mit
KHK1-3 gleichermalRen haufig in mindestens 45% der heterozygote Genotyp CT den
Haupanteil aller drei Genotypen ausmacht. In der Kontrollgruppe bestehen sogar die meisten
Trager des TT - Genotyps. Hier stellt also der ICAM-1 469C—T-Polymorphismus keinen
Risikofaktor fur die Entstehung der KHK dar. Der p-Wert betragt 0.659.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit einer von MC GLINCHEY et al, 2004,
vero6ffentlichten Studie, in der insgesamt tiber 1000 irische KHK — Patienten auf den ICAM-1
469C—T-Polymorphismus hin untersucht wurden. Die Autoren konnten in Zusammenschau
der Befunde keine erhdhte Suszeptibilitat fir die Koronare Herzerkrankung erkennen.
MILUTINOVIC et al, 2006 schlossen ebenfalls aus ihrer Studie mit insgesamt 367 Personen
kaukasicher Herkunft (KHK-Patienten mit Diabetes mellitus und Kontrollpersonen ohne
KHK), dass der ICAM-1 469C—T-Polymorphismus nicht als genetischer Marker fur die
Beurteilung einer erhdhten Suszeptibilitat fur KHK/ Myokardinfarkt herangezogen werden

kann.

8.5 Monocyte-chemoattractant- Protein-1 (MCP-1) 2518 A—G und KHK

Wahrend Zelladhdsion und zellvermittelnde Interaktion zwischen Leukozyten und dem

Endothel — Hauptvorgénge in der Leukozytenrekrutierung — von essentieller Bedeutung bei
der Abwehr von Infektionen sind, legen diese Interaktionen jedoch auch den Grundstein bei
der Entstehung arterieller GeféaR3lasionen und damit atherosklerotischer Plaques. Zytokine
sind an der Regulation dieser Interaktionen beteiligt (SIMEONI et al, 2004). Hierbei spielt
insbesondere das Zytokin Monocyte-chemoattractant- Protein-1 (MCP-1) eine wesentliche
Rolle, welches in makrophagenreichen Plaques stark exprimiert wird (NELKEN et al, 1991).
Mehrere Studien konnten einen Zusammenhang zwischen erhéhten MCP-1-Spiegeln und
einem erhohten Risiko fir das Auftreten eines akuten Myokardinfarktes oder eines
plétzlichen Herztodes feststellen (MC DERMOTT et al, 2005).
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Mehrere Polymorphismen im MCP-1-Gen wurden bereits beschrieben.

SZALAI et al, 2001, konnten im Rahmen von Untersuchungen des Polymorphismus Adenin
zu Guanin (A/G) im MCP-1-Gen nachweisen, dass der Genotyp G/G mit einer erhthten
Inzidenz an KHK einhergeht. Dieser Polymorphismus wird in neueren Studien auch MCP- 1-
2578 A—G genannt (MC DERMOTT et al, 2005). Als moglicher Mechanismus wird ein
Einflu des MCP-1 2518A—G-Polymorphismus auf die Regulation der Transkriptionsaktivitat
im MCP-1-Gen diskutiert (ROVIN et al, 1999).

In einer groRen Longitudinalstudie von MC DERMOTT et al, 2005, wurden insgesamt 1797
Nachkommen der Framingham-Heartstudy mit durchgemachtem Myokardinfarkt und eine
entsprechend grof3e Kontrollgruppe auf eine mdgliche Assoziation zwischen dem MCP-1
2518A—G-Polymorphismus und erhdhter MCP-1- Spiegel untersucht. Hierbei lie3en sich bei
Tragern des GG - Genotyps signifikant hhere MCP-1-Spiegel und eine signifikant héhere
Inzidenz an Myokardinfarkten nachweisen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im Einklang mit denen der oben genannten
Studie. Folglich findet man Trager des GG - Genotyps insbesondere bei Patienten mit KHK-
Stadium 1-3, gefolgt von Patienten mit beginnender KHK und unauffalliger
Koronarangiographie. In der Kontrollgruppe macht die homozygote Zustandsform GG des
MCP-1-Polymorphismus lediglich 5% aus. Der p-Wert betragt 0.029

KIM et al, 2006, untersuchten bei 679 phanotypisch gesunden Nachkommen von KHK-
Patienten, ob eine Assoziation zwischen dem MCP-1 2518A—G-Polymorphismus und einer
erhdhten Susceptibilitat fur KHK besteht. Dabei konnten durch angewandte Untersuchungen
wie die der Thallium-201 Single Photon Emission Computer Tomographie (SPECT) bei
Tragern des GG - Genotyps signifikant mehr okkulte Lasionen nachgewiesen und damit
erstmals auch dieser Polymorphismus als potentieller Risikofaktor fir eine erhdhte
Suszeptibilitat der KHK in einem phéanotypisch gesunden Kollektiv deklariert werden.
Demgegeniber steht eine Reihe von Veroéffentlichungen, in denen sich jedoch kein
Zusammenhang zwischen dem MCP-1 2518A—G-Polymorphismus und der KHK erkennen
lakt (MC GLINCHEY et al 2004, CERMAKOVA et al, 2005, BJARNADOTTIR et al, 2005,
IWAI et al, 2006).

MCP-1 2518A—G und Laborparameter
SZALAI et al, 2001 konnten zudem eine Korrelation zwischen dem MCP-1 2518A—G-

Polymorphismus und erhdhter Lp (a)- Spiegel feststellen. Allerdings kann hier kein

Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und erhdhter Lp (a)-Spiegel aufgezeigt

werden.
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8.6 Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) 677C—T und KHK

Bereits 1969 wurden von McCully et al die negativen Effekte der Hyperhomocysteinamie auf
das cardiovaskulare System anhand von postmortem Befunden mit atherosclerotischer
Plagues zweier verstorbener Kinder mit Hyperhomocysteinamie beschrieben (FARIA- NETO
et al, 2006).

Sowohl retrospektive als auch prospektive Studien verdeutlichen den Kkausalen
Zusammenhang zwischen Hyperhomocysteinamie und Koronarer Herzerkrankung
(HERRMANN W, 2006).

Der Homocysteinspiegel wird durch eine Reihe von Faktoren beeinflusst. Durch die
zusammenhangenden Stoffwechselwege des Homocystein mit Folsaure und Vitamin B12
kénnen sowohl erniedrigte Werte an Folsaure als auch eine Vitamin B12-Defizienz zu einer
Erh6hung der Homocysteinspiegel fihren (FARIA — NETO et al, 2006, HERRMANN et al,
2007).

Zudem spielen genetische Faktoren eine wesentliche Rolle bei der Entstehung der
Hyperhomocysteindmie (GEISEL et al, 2001, GEISEL et al, 2003).

FROSST et al, 1995 zeigten, dass der Polymorphismus der
Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) 677C—T mit einer thermolabilen Form des
Enzyms und damit mit einer Hyperhomocysteindmie einhergeht. Der Polymorphismus
MTHFR 677C—T wurde daher als Risikofaktor fiir die Entstehung der Koronaren
Herzerkrankung deklariert.

Es folgte eine Reihe von Veréffentlichungen, die diesen Sachverhalt bestéatigten (RASSOUL
et al, 2000, GULEC et, al, 2001, HERRMANN et al, 2003, FALCHI et al, 2005, CHO et al,
2006, HUH et al, 2006, KERKENI et al, 2006).

MAGER et al, 2005 untersuchten in einer Studie bestehend aus 284 israelischen KHK-
Patienten den Zusammenhang zwischen positiver Familienanamnese, Homocysteinspiegeln,
das Alter bei Erstmanifestation der KHK und dem MTHFR 677C—T-Polymorphismus und
fanden heraus, dass Trager des TT - Genotyps und positiver Familienanamnsese beziiglich
der KHK friher an KHK erkranken und héhere Spiegel an Homocystein aufweisen als Trager
des CC - Genotyps.

Nach KOLLING et al, 2004, sei zwar die Hyperhomocysteindmie ein Risikofaktor der KHK-
Erkrankung, koénne aber nicht alleine, sondern nur im Zusammenhang mit anderen
Risikofaktoren betrachtet werden. Dieser Sachverhalt wurde auch im Rahmen einer
arabischen Studie von ABU AMERO et al, 2003 dargestellt. Hier war sogar in Kombination
mit anderen Kkardiovaskularen Risikofaktoren die Hyperhomocysteindmie nicht als

Risikofaktor fur koronare Herzerkrankung zu werten.
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Nach PAYNE et al, 2001 kann die MTHFR 677C—T-Mutation bei Patienten mit bereits
bestehenden kardiovaskularen Risikofaktoren fiir die Schwere der KHK von prognostischem
Wert sein. Folglich zeigten in dieser Studie Patienten mit Diabetes mellitus und
nachgewiesener MTHFR 677C—T-Mutation einen schwereren Verlauf der KHK als Patienten
ohne MTHFR 677C—T-Mutation. HANSON et al, 2001, konnten in ihrer Studie bestehend
aus 1238 KHK-Patienten und Patienten mit tiefer Beinvenenthrombose keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus MTHFR 677C—T und der Pravalenz der
KHK feststellen.

NAKAI et al, 2001, MEISEL et al, 2001, KIM et al, 2001, HSU et al, 2001, ZUNTAR et al,
2003, GUEANT-RODRIQUES et al, 2005, YILMAZ et al, 2006 konnten in den verschiedenen
Studien ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus MTHFR 677C—T
und der KHK aufzeigen.

Auch die vorliegende Studie zeigt ahnliche Ergebnisse beziglich des MTHFR 677C—T-
Polymorphismus. Vergleicht man némlich die Genotyphaufigkeit in den einzelnen
Studiengruppen, so wird ersichtlich, dass in dem Patientenkollektiv KHK 1-3 weniger Trager
des TT - Genotyps vorliegen als in der Kontrollgruppe. Auch bei dem Schweregrad der KHK
zeigt sich keine entprechende Korrelation.

Im Rahmen einer Meta-Analyse von WALD et al, 2002, wurden insgesamt 72 Studien Uber
den kausalen Zusammenhang zwischen dem MTHFR 677C—T-Polymorphismus und KHK
reevaluiert. Hierbei lieR sich ein kausaler Zusammenhang zwischen erhoéhten
Homocysteinwerten im Serum und der Inzidenz kardiovaskularer Erkrankung feststellen.
Eine  durch  téagliche Folsauresupplementation induzierte  Erniedrigung  der
Homocysteinkonzentration um 3 pumol/ | im Serum kénne das Risiko fir die Entstehung einer
KHK um 16% reduzieren.

In der Hordaland - Interventionsstudie von NYGARD et al, 1998 wurde ebenfalls zur
Reduktion oder gar zur Normalisierung erhéhter Homocysteinwerte im Serum die tagliche
Einnahme von Folsaure empfohlen. In dieser Studie, die von 1992-1993 gefiihrt wurde und
in der insgesamt 18.000 Personen zwischen 40-67 Jahren eingeschlossen waren, wurden
der MTHFR-Status, Homocystein und Folsaure im Serum bestimmt. Zusammenfassend liel3
sich aus dieser Studie schlieRen, dass in der Gesamtpopulation bei bestehender
Hyperhomocysteinamie > 40 umol/l meist von einer Mutation 677C—T im MTHFR-Gen
kombiniert mit niedrigen Folsdurespiegel ausgegangen werden muf3.

Die erst kirzlich publizierte Metanalyse von LEWIS et al, 2005, in der insgesamt 80 Fall-
Kontroll- sowie prospektive Studien Uber den MTHFR 677C—T-Polymorphismus Uber einen
Zeitraum 2001 bis 2004 eingeschlossen und reevaluiert wurden, konnte in Zusammenschau
der Studien keinen kausalen Zusammenhang zwischen Hyperhomocysteindmie und

koronarer Herzkrankheit aufzeigen.
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Ebensowenig scheint nach Auffassung der Autoren die Supplementierung mit Folsédure einen

positiven Effekt im Sinne einer Reduktion der Homocysteinspiegel zu erzielen.

MTHFR 677C—T und Laborparameter

In mehreren Studien lieB sich ein kausaler Zusammenhang zwischen erhohten

Homocysteinwerten im Serum und der Inzidenz kardiovaskularer Erkrankung feststellen
(NYGARD et al, 1998, WALD et al, 2002)

Betrachtet man die Laborparamter Homocystein, Folsaure und Vitamin B12 in der
vorliegenden Studie, so wird deutlich, dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen
MTHFR-Mutation und oben genannten Laborparametern besteht.

Das untersuchte Gesamtkollektiv wurde in drei verschiedene Folsaure-Tertile unterteilt. In
jedem Tertile wurde der Plasma- Homocysteinspiegel bezogen auf die verschiedenen
MTHFR-Genotypen gemessen. Es wird deutlich, dass die unterste Terzile nicht mit einer
hohen Pravalenz an der homozygoten MTHFR 677C—T-Mutation einhergeht und
insbesondere kein Einflul der MTHFR 677C—T-Mutation auch bei gleichzeitig bestehenden

niedrigen Fols&urespiegeln auf den Homocystein-Spiegel besteht.

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Arbeit lediglich fir den MCP-1 2518A—G-
Polymorphismus signifikante Ergebnisse aufgezeigt werden. Bezieht man jedoch diesen
Polymorphimus auf laborchemische Parameter und hier inshesondere auf den Lp(a)-Spiegel,
so zeigt sich keine Ubereinstimmung mit der veroffentlichten Referenzliteratur.

Bei den sechs weiteren untersuchten Polymorphismen konnte kein signifikanter
Zusammenhang zur Koronaren Herzerkrankung oder gar ein EinfluR auf den Schweregrad
der KHK aufgezeigt werden. Ebensowenig gelang der Nachweis einer Korrelation der
Polymorphismen zu den verschiedenen Laborparametern. Der p-Wert betragt stets > 0.05.
Ein zu betonender Aspekt zur Erklarung vorliegender Ergebnisse ist die relativ geringe
Fallzahl in den meisten veréffentlichten Studien. So bestand z. B. die Studiengruppe von
SIMO et al, 2001, in der der Polymorphismus Apolipoprotein Kringle IV Met75Thr mit einer
erhdhten Inzidenz an KHK einherging, lediglich aus 94 ménnlichen KHK — Patienten.

In einer so kleinen Studiengruppe entstehen leicht Bias durch vermeintlich grof3e Effekte.
Besteht eine derartig kleine Fallzahl, so sind wesentliche statistische Verfahren nicht immer
anwendbar. Keine der Referenzstudien, auf die man sich im Rahmen dieser Studie bezog,
bot eine ausreichend grol3e Fallzahl.

Studienkollektive mit ausreichend grol3en Fallzahlen sind jedoch von groRBer Bedeutung.
Verdeutlicht wird dieser Sachverhalt insbesondere bei der Untersuchung von
Genpolymorphismen. So kénnen in einem ohnehin schon kleinen Kollektiv durch niedrige

Allelfrequenzen noch kleinere Untergruppen entstehen.
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Sieht man vom Problem der niedrigen Fallzahlen ab, so wird beim Vergleich der
verschiedenen Studien insbesondere deutlich, dass die verschiedenen Allele der
untersuchten Polymorphismen in den verschiedenen Vélkern und Rassen mit einer
unterschiedlichen Haufigkeit auftreten. Das in der vorliegenden Dissertation bestehende
Kollektiv war ausschlief3lich kaukasischer Herkunft.

Eindricklich veranschaulicht wird dieser Sachverhalt beim Vergleich der Literatur bezlglich
des Apolipoprotein- A -V (APOA-V) 1131T—C-Polymorphismus. Hierbei féallt namlich auf,
dass der CC-Genotyp gehauft in der asiatischen Population auftritt (BI, et al, 2004, LIU et al,
2005, HSU et al, 2006). Signifikante aus Studien mit Populationen unterschiedlicher
ethnischer Herkunft gewonnene Resultate lassen sich also nicht ohne weiteres auf andere
Studiengruppen Ubertragen. Nicht nur die verschiedenen ethnischen Hintergriinde in den
unterschiedlichen Studiengruppen, sondern auch der unterschiedliche Aufbau der Studien/
das Studiendesign und die bereits eingangs erwahnte Grof3e der Studienpopulation mégen

ganz wesentlich bei der Klarung der unterschiedlichen Resultate eine Rolle spielen.

In Zusammenschau der Ergebnisse vorliegender Dissertation konnte das Ziel, Gen-
Polymorphismen bzw. genetische Risikofaktoren zur Vorhersage des Risikos fir die
Entstehung der Koronaren Herzerkrankung zu nutzen, nicht erreicht werden. Dennoch sollte
nicht daraus die Schlussfolgerung gezogen werden, genetische Untersuchungen seien
Uberflissig und unnétig. Vielmehr bieten innovative Technologien zunehmend Alternativen
zu herkdmmlichen diagnostischen Strategien. Es bleibt wiederholt zu betonen, dass die KHK
eine multifaktorielle komplexe Erkrankung darstellt, die stark von genetischen Faktoren, dann
aber auch von der Interaktion zwischen Gen und Umwelt abhéngt. Die einzelnhen
Risikofaktoren wiederum werden von einer Reihe weiterer genetischer und externer Faktoren
beeinflusst. Ein einzelner Genpolymorphismus vermag nicht immer eine wesentliche
Wirkung bei der Entstehung einer so komplexen Erkrankung haben und das
Erkrankungsrisiko ist nicht wesentlich erhéht. Fir das einzelne Individuum jedoch kann das
Auftreten  mehrer funktioneller  Gen-Polymorphismen ein  wesentlich  erhdhtes
Erkrankungsririko bedeuten. Eine frihzeitige Erfassung dieser genetischen Verénderung
wirde einen wesentlichen Beitrag fur die Erstellung von Praventionsplanen leisten. Hier
bietet sich z.B. die DNA — Chiptechnologie an, die die Analyse von Genexpression auf breiter
Ebene und die Testung mehrerer Genotypen ermdglicht.

Genetische Untersuchungen und damit genetische Risikomarker ermdglichen im Gegensatz
zu den konventionellen Risikofaktoren eine genauere individuelle Prognose und
Risikoabschatzung bezlglich kardiovaskularer Erkrankungen. Viele konventionelle

Risikofaktoren wie z. B. das metabolische Syndrom treten erst im héheren Lebensalter auf.
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Dagegen ermdglicht die Kenntnis genetischer Risikomarker bereits in friiheren
Krankheitsstadien oder gar vor Ausbruch der Erkrankung eine gezielte und effektive
Pravention und zusatzlich die Stratifizierung in verschiedene Risikogruppen.

AbschlieRend sind zur Klarung und Beantwortung der Fragestellung vorliegender Studie
weitere prospektive, ausreichend grof3e Studien mit homogenem Studiendesign unter
Einbeziehung sowohl innovativer genetischer Untersuchungen als auch klassischer

klinischer und laborchemischer Risikoindikatoren erforderlich.
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