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1. Einleitung

1.1  Zielsetzung und Hintergrund der Arbeit

Die koronare Herzerkrankung schreitet auch nachmgmer aortokoronarer Bypassoperation
haufig fort und kann zu erneuten pektangiosen Besugfen fihren, so dass eine
Reintervention indiziert ist. Grundlage dieser Atbist die Hypothese, dass sowohl die
bekannten klassischen Risikofaktoren der Atheroskieals auch genetische Dispositionen mit
dem Fortschreiten der koronaren Herzkrankheit @gsbzein konnen (53, 60). Ziel der

vorliegenden Untersuchung ist es, den Einflussilester Genvarianten auf die Progression

der KHK zu analysieren.
1.2 Koronare Herzerkrankung (KHK)

1.2.1  Definition und Epidemiologie

Die Definition der WHO flr Atherosklerose lautet:

»Atherosklerose ist eine variable Kombination voer&hderungen der Intima, bestehend aus
einer herdférmigen Ansammlung von Fettsubstanzemptexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablaggeanverbunden mit Veranderungen der

Arterienmedia.”

Die KHK ist die Manifestation der Atherosklerose den Herzkranzarterien. Bedingt durch
GefalRwandveranderungen kommt es zu flusslimitierendoronarstenosen und folglich zur
Koronarinsuffizienz, d.h. einem Missverhéltnis zetien Sauerstoffbedarf und —angebot im
Herzmuskel. Die dadurch hervorgerufene Myokardisubdhat verschiedene Manifestationen

wie Angina pectoris, Herzinfarkt, Herzrhythmusstigan und plotzlichen Herztod zur Folge.

Kardiovaskulare Erkrankungen stehen in den Indersitionen an erster Stelle der
Todesursachen. Die koronare Herzkrankheit (KHK) uther Myokardinfarkt sind die
Hauptkomplikationen der Atherosklerose und die iysté Todesursache in der westlichen

Welt (68). Die Lebenszeitpravalenz fir eine korenaferzerkrankung (KHK) betragt in
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Deutschland fur Manner 30 %, fur Frauen 15 % (m= #%v: 1). Am haufigsten tritt eine Angina

pectoris oder ein Herzinfarkt als Erstmanifestaaoh

1.2.2  Atiologie

Durch eine Vielzahl von epidemiologischen und ekpentellen Untersuchungen sind die
Faktoren, die eine Atherosklerose begiinstigen (sogde Risikofaktoren), bekannt. Man
unterscheidet dabei Risikofaktoren erster und areélirdnung. Zu den Risikofaktoren erster
Ordnung zahlen Hyperlipidamie, Bluthochdruck, Digsemellitus und Zigarettenrauchen. Zu
den Risikofaktoren zweiter Ordnung zahlen erhohipeprotein (a), Hyperfibrinogenéamie,

Hyperhomocysteinamie,  Antiphospholipid-Antikbrper,genetisch  bedingte = Gewebe-
Plasminogen-Aktivator (t-PA-)-Defekte sowie die Adsitas. Unbeeinflussbar hingegen sind

familidre Disposition, Lebensalter und das manmi@eschlecht.

1.2.3 Pathogenese

Am Anfang der Pathogenese der koronaren Herzkraingtedht eine endotheliale Dysfunktion.
Durch die Storung der Endothelfunktion kommt esersgits zu einer Einschwemmung von
LDL-Cholesterin in die Intima und andererseits mee Einwanderung von Monozyten infolge
einer vermehrten Expression von Adhasionsmolekil@ese wandeln sich in der Intima zu
Makrophagen um, die Uber LDL-Rezeptoren Cholestatinehmen. Das Cholesterin kann
zusammen mit ApoE sezerniert werden. Es wird agh'tdensity"-Lipoproteine (HDL) im
Plasma gebunden und gelangt mit diesen Lipopraaeitkeln in die Leber, wo es
verstoffwechselt wird. Dieser sogenannte reverseold&skerintransport stellt einen
Schutzmechanismus vor einer Atherosklerose dar.eBeim Uberangebot von Cholesterin
werden die Makrophagen jedoch in Schaumzellen uragdeit. Die Makrophagen sezernieren
u.a. Interleukin-1 und den Tumor-Nekrose-Faktohal§TNFe). Ein weiterer Mechanismus
ist die Adhasion von Thrombozytenthromben. Der v@hrombozyten und auch von
Makrophagen sezernierte "platelet-derived growtlctoid (PDGF) regt die glatten
Muskelzellen zur Proliferation an. Sie wandeln sigh, bilden u.a. Kollagen, Elastin und
Proteoglykane und fihren somit zu einem bindegeyegblUmbau. Die Matrix kann sekundar

verkalken.
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Entsprechend der Querschnittsverminderung untedsstheman vier Schweregrade der

Koronarstenosen:

Grad I 25 —-49 %

Grad Il: 50-74% (signifikante Stenose)
Grad I 75-99 % (kritische Stenose)
Grad IV: 100 % (kompletter Verschluss)

1.2.4  Symptomatik

Sind > 75 % des Gefalllumens eingeengt, manifesiirteine Angina pectoris (Stenokardie).
Sie ist das Leitsymptom der Koronarinsuffizienz waigt sich durch retrosternal lokalisierte
Schmerzen bzw. ein Druck- oder Engegefihl, das hdukérperliche und psychische

Belastungen ausgelost wird und innerhalb von 36iMinuten wieder aufhért. Die Schmerzen
kénnen in Hals, Unterkiefer, Schultergegend, linkem und Ricken ausstrahlen. In typischen
Fallen verschwinden die Schmerzen nach Nitratmédikasowie nach Beendigung der

auslosenden korperlichen Anstrengung.

Bei den Verlaufsformen der Angina pectoris (AP)austheidet man die stabile AP, bei der
Schmerzen nach reproduzierbaren korperlichen Belgenh auftreten, von den Patienten
vorhergesagt werden und auf Nitrate ansprechen, deninstabilen AP. Dazu wird jede
Erstangina, eine zunehmende Schwere, Haufigkeitauger der Anfélle, eine Ruhe-Angina

und ein zunehmender Bedarf an antiangindsen Mediktan gezahit.

1.2.5 Genetik

Wie bereits erwahnt, ist die KHK eine multifaktdiéeErkrankung, bei deren Entstehung auch

bestimmte Genvarianten eine Rolle spielen (37).

Eine Veranderung der DNA-Basensequenz wird Mutaggenannt. Es gibt drei verschiedene
Arten von Mutationen, die ein einzelnes (Punktmatgtoder mehrere Nukleotide betreffen

kdnnen:
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1. Substitution (Austausch von Nukleotidpaaren. Rezahl der Basenpaare bleibt
unverandert);
Deletion (Verlust von Nukleotidpaaren; Rastergbisbung (“frameshift”) méglich);

Insertion (Hinzufligen von Nukleotidpaaren; Rasteschiebung (“frameshift”) moglich).

Welche Folge eine Genmutation in Strukturgenenhiatigt davon ab, welche Art der Mutation
vorliegt. Es kann zu einem Austausch einer Aminosasowie zur Verkidrzung bzw.
Verlangerung einer von dem Strukturgen kodiertetygaptidkette kommen. Bedingt durch
die Degeneration des genetischen Codes kann aligrdier Austausch der dritten Base eines
Triplets auch folgenlos bleiben, d.h. nicht zu eidMerdnderung der kodierten Aminosaure

fuhren (stumme Mutation).

Ein Polymorphismus ist dagegeer definitionem eine genetische Variante, die im Gegensatz
zu einer Mutation nicht zu einer Veranderung deul@ur oder Expression des Genproduktes
und damit nicht zu Unterschieden in der Proteinfiomk (z.B. der Enzymaktivitat oder der

Bindungsaffinitat) fuhrt.

Fur die folgenden Polymorphismen und Mutationen de©-Donor-Systems, des
Lipidmetabolismus und des Gerinnungssystems wurdereits Zusammenhéange mit der
Entstehung, nicht aber mit der Progression derriamen Herzerkrankung gezeigt. Bis jetzt ist

auch nicht bekannt, ob sie das Risiko einer Restenach einer Bypass-Operation erhdhen.

1.2.6  Analysierte Polymorphismen und Mutationen

1.2.6.1 Apolipoprotein E (ApoE)

Das Gen fur das Apolipoprotein E ist im humanen deenauf dem langen Arm des
Chromosom 19 lokalisiert. Es besteht aus vier Exeos denen drei fir das 299 Aminoséuren
lange ApoE kodieren. Drei kodominante Allel2,(e3 unde4) enthalten den Bauplan fur die
Isoformen E2, E3 und E4. Dementsprechend kommenhdraozygote (E2/E2, E3/E3 und
E4/E4) und drei heterozygote (E2/E3, E2/E4 und EB/Phénotypen vor. Strukturell

unterscheiden sich die drei Isoformen durch dentausth der Aminosauren Cystein und
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Arginin an den Positionen 112 und 158. Die nacldotie Tabelle 1 zeigt die Haufigkeiten der
einzelnen ApoE-Genotypen in der deutschen Gesaiditterung:

Genotyp| Haufigkeiten in Deutschland in [%]
2/2 0,9

2/3 10,7

3/3 63,8

3/4 21,3

4/4 1,3

412 2,1

Tabelle 1:  Haufigkeit der Apolipoprotein E-Genotypen in derutkehen Bevdlkerung
(Quelle: Schwandt P, Richter WO. Handbuch der fedttgechselstbrungen.
Schattauer Verlag, Stuttgart, New York, 1995)

Apolipoproteine besitzen Lipid-komplexierende Eigelmaften und spielen im Fettstoffwechsel
eine bedeutende Rolle. Sie bringen die wasseruct@sl Lipide im Blut in eine wasserlosliche
Form und ermdglichen damit samtliche Transporteeevon Lipiden im Organismus. Sie
dienen dartiberhinaus als Liganden fur spezifiscippdrotein-Rezeptoren. Die Bindung an

einen solchen Rezeptor ist der erste Schritt f@rzdilulare Aufnahme von Lipiden.

ApoE ist ein Ligand fur den "low density"-Lipoprate(LDL)-Rezeptor und reguliert den
Katabolismus von triglyzerid- und cholesterinreicHgpoproteinen. ApoE wird vor allem in
der Leber, aber auch in Niere, Gehirn und Nebeanyebildet (31). Als Einzelkettenprotein
(34,2 kD) tragt es am N-terminalen Ende den dieptfanktion ausmachenden Rezeptorteil.
ApoE ist die Hauptproteinkomponente der "very lognsity"-Lipoproteine (VLDL) und der
"high density"-Lipoproteine (HDL). Der ApolipoproteE-Polymorphismus macht mehr als 10
% des interindividuellen Unterschiedes des Plasolasterins aus. Verglichen mit ApoE3
besitzt ApoE4 eine hohere und ApoE2 eine sehrniedrigere Affinitat zum LDL-Rezeptor.
Demzufolge werden die Lipoproteine be&l-Tragern wesentlich schneller aus dem Plasma
entfernt. Dies bewirkt eine Herunterregulation depatischen LDL-Rezeptors, woraus ein
Anstieg des Plasma-LDL-Cholesterins resultieremkapoE4 ist somit potentiell atherogen,
wéahrend ApoE2 einen eher protektiven Effekt hat.dibdeh erklart sich das erhohte
kardiovaskuléare Risiko bei4-Tragern (17). Zahlreiche Studien, unter anderermhavon
Baroni et al., konnten einen Zusammenhang des Afptdidmorphismus mit dem Auftreten

der koronaren Herzerkrankung zeigen (4). Allelfrerggstudien zeigten, dass die Haufigkeit
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des e4-Allels in Europa von Norden nach Siden graduéhimmt. In der asiatischen
Bevolkerung ist dieed-Frequenz allgemein niedrig. Daraus wurden Schllasf die
unterschiedliche Pravalenz von kardiovaskularen raakungen in den verschiedenen
Populationen gezogen. Auch ein Zusammenhang desbudoilzheimer und anderer
neurodegenerativer Erkrankungen mit dem ApoE-Poipmemus und hier vor allem dem
E4/E4-Phéanotyp ist beschrieben worden (67).

1.2.6.2 Hepatische Lipase (HL)

Die HL ist ein lipolytisches Enzym, das in den Heagten synthetisiert wird. Das Protein ist
hauptsachlich an Heparansulfatproteoglykane aufQbarflache von Hepatozyten, aber auch
von sinusoidalen Endothelzellen gebunden. Hepatiddpase findet sich zudem noch in
anderen Organen wie z.B. Ovarien und Hoden. Digsamt aber vermutlich aus der Leber
und gelangt tber den Blutkreislauf dorthin, da Hié kb lange HL-mRNA nur in der Leber
gefunden wurde (35). Die hepatische Lipase istGykoprotein, das eine wichtige Rolle im
HDL-Metabolismus spielt. Sie ist beteiligt an dewydtblyse von Triacylglyzeriden und
Phospholipiden der HDL zu antiatherogenen, cholesterinreichen kDdowie bei der
Katalysierung der Hydrolyse von grol3en triacylghydeeichen LDL zu kleinen, dichten und
atherogenen LDL-Partikeln. Die Konzentration dezimkén, dichten LDL korreliert positiv mit
der Aktivitat der HL. Studien, in denen der EinBugn Statinen auf die HL untersucht wurde,

zeigten, dass die Aktivitat der Hh vivo durch Statine gesenkt werden kann (5, 38).

Der fur die HL kodierende LIPC-Genlocus befindathsauf Chromosom 15 (q21-g23). Das
Gen hat eine Lange von 60 kb und besteht aus 9sxaeh 8 Introns (12). Fir das HL-Protein
wurden bereits zahlreiche polymorphe Aminosaureasshe (V73M, R186H, N193S, S267F,
L334F und T383M) beschrieben. Fir die R186H-, S26TB34F- und T383M-Varianten

wurde eine stimulierende Wirkung von Heparin awd Biasmaaktivitat der HL gezeigt (44).
Nukleotidaustausche, die keine Aminosauresubsiitutiewirken, sind dagegen fir folgende
Triplet-Codons beschrieben: V133V, G175G, T202T @iB84T. Auch in der Promotorregion

sind zahlreiche weitere Basenaustausche beschri€mekonnten z.B. de Andrade et al. bei
mannlichen Patienten flr den -250G/A-Polymorphisraimen signifikanten Zusammenhang
mit einem erhéhten KHK-Risiko unabhangig von deaskischen Risikofaktoren nachweisen

(19). Bei dem in unserer Studie untersuchten T2Ba@llxpmorphismus handelt es sich um einen
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Basenaustausch von Cytosin zu Guanin an Aminoséasitem 202 des HL-Gens, der nicht zu
einer Substitution der von diesem Triplett kodiertdminosaure Threonin fuhrt. Diese
Nukleotidsubstitution ist einer Studie von Barohak zufolge mit h6heren Triglyzeridspiegeln

und niedrigeren HDL-Cholesterin-Werten assoziié)t (

1.2.6.3 Cholesteryl-Ester-Transfer-Protein (CETP)

CETP kann an nahezu alle Lipoproteine binden, lemaaber an HDL (33, 86). Das Protein
ermdglicht den Transfer von Cholesterinestern auSL Hin die Triglyzerid-reichen,
Apolipoprotein B-haltigen LDL- und VLDL-Partikel. &lurch spielt CETP eine Schlisselrolle
im reversen Cholesterintransport. Wéahrend die Vubid LDL fir den Cholesterin-Transport
von der Leber in die Peripherie (zu denen auciMiikrophagen in den GefaBwanden gehéren)
verantwortlich sind, erfolgt durch die HDL der Rira@asport zur Leber mit anschlie3ender
Ausscheidung des Cholesterins tber die Galle. baseine gefal3protektive Wirkung zur
Folge und ist auch der Grund, weshalb man bei deh biftmals vom »guten« Cholesterin
spricht. Die Férderung dieses Ricktransportes siitzt daher die Atheroskleroseprophylaxe.
Die in den Zellen der Darmmukosa gebildeten HDUiRal enthalten vor allem die
Apolipoproteine ApoA-l1 und A-IV. Den HDL wird aused Membranen nicht-hepatischer
Zellen freies Cholesterin Ubertragen, das durch Idéeithin-Cholesterol-Acyltransferase
(LCAT) der HDL verestert wird. Es entstehen zun&érertikel des Dichtebereichs HRlaus
denen durch weitere Cholesterinaufnahme wenigéttelidDL, gebildet werden konnen. Nach
der Anreicherung mit anderen Apoproteinen (vormalkpoE) konnen die HDL entweder tber
die Leber aus dem Blutkreislauf entfernt werden.erosgie geben Uber das CETP
Cholesterinester teilweise im Austausch gegen yizegide an die ApoB-haltigen Lipoproteine
ab. Uber diesen Recycling-Mechanismus kénnen deSterinester in den LDL-Stoffwechsel
eingeschleust und wieder zur Leber oder zu pergsth€&eweben transportiert werden. Zu
einem kleinen Teil werden die Cholesterinester Ub&poE-haltige HDL (HDL)
rezeptorvermittelt in die Leber aufgenommen. Uberlaeber wird das Cholesterin entweder

direkt oder nach Umbau zu Gallensduren Uber diee@akgeschieden.

Ein Problem resultiert aus der Tatsache, dass dehitgesamte Uberschissige Cholesterin zur
Leber rickgefuhrt wird, sondern ein Teil Uber dBLLRezeptoren wieder in den Cholesterin-
Pool gelangt bzw. an die VLDL und LDL zurtickgegelvard. Eine erhbhte CETP-Aktivitat
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fuhrt dementsprechend zu einem erhdhten Gehall.Dér an Cholesterinestern. Auf3erdem
wird die Konzentration des protektiven HDL-Cholests gesenkt und somit der LDL/HDL-

Quotient, der ein Mal} fir das KHK-Risiko darstefiggativ beeinflusst. In einer Studie von
Saku et al. hatten Patienten, die an einer KHKaglkr waren, signifikant niedrigere HDL-

Spiegel (65). Vor allem Diabetiker weisen erhthteglyzerid-Werte und einen niedrigen
HDL-Spiegel auf (14). Die Taql B-Mutation beispwtsse flhrt zu einer erhbhten Aktivitat
des CETP und damit zur negativen BeeinflussungGlesesterinstoffwechsels und somit zu
einem erhdhten KHK-Risiko (48). Besteht dagegenvamgel an CETP oder wird das Protein
blockiert, so hat dies zur Folge, dass die LDL-Weaihken und im Gegenzug die HDL-Werte
steigen. Dieses Prinzip findet bereits in der Plakigtherapie Anwendung.

Das CETP-Gen befindet sich auf dem langen Arm desr@osoms 16 (16q12-21) und besteht
aus 16 Exons, die sich Uber 25 kb genomische DN#eNen. Der von mir untersuchte
Polymorphismus befindet sich in der Promotorregims CETP-Gens und fiihrt an Position
-629 zu einem Austausch von Cytosin durch AdenianBenberg et al. konnten bereits einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem -629C/AsRotphismus und kardiovaskuléren
Ereignissen zeigen (6). Dieser Polymorphismus speahte entscheidende Rolle in der
Modulation der HDL- und CETP-Spiegel. Dabei haffeager des -629A-Allels ein signifikant
niedrigeres Risiko als homozygote CC-Tréager, eiaaliale Komplikation zu erleiden. Diese
Ergebnisse liel3en auch Rickschlisse auf den Edfe&t Statintherapie zu. Nur Patienten, die
homozygot fur das -629C-Allel waren, profitierteanvdieser Behandlung. Dabei konnte die
Mortalitat der Patienten, die eine Statintherap&amen, sogar halbiert werden, wohingegen
fur Trager des -629A-Allels kein Unterschied geteigerden konnte. Ahnliche Ergebnisse
wurden auch fur den CETP-1405V-Polymorphismus eemal allerdings ohne statistische
Signifikanz.

1.2.6.4 Faktor V-Leiden (FVL)/Aktivierte Protein @R C)-Resistenz

Beim Faktor V-Leiden fuhrt eine Punktmutation an kMwtidposition 1691 zu einem
Austausch von Arginin durch Glutamin an Positiore % Faktor V-Molekil. Zwischen den
Aminosauren 506 und 507 liegt die Spaltstelle zoaktivierung des Faktor Va durch
aktiviertes Protein C. Der mutierte Faktor Va wweniger rasch durch Protein C inaktiviert

(Resistenz gegen aktiviertes Protein C, APC-Resite
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Protein C ist das Zymogen einer Serinprotease ebdmAntithrombin der wichtigste Inhibitor
der Thrombinbildung. Es wird in der Leber gebildetd bendtigt wie die Faktoren des
Prothrombinase-Komplexes zur postribosomalen Catleoyng C-terminaler Glutamylreste
Vitamin K. Nach Bindung des Thrombins an das Eneotembran-gebundene
Thrombomodulin aktiviert Thrombin das Protein C.

Patienten mit APC-Resistenz weisen ein erhohte®rfiboserisiko auf, missen aber nicht
obligat erkranken. Haufig kommt es erst zu einerarttboembolischen Ereignis, wenn weitere
Risikofaktoren vorliegen (z.B. die Prothrombin-G20A-Mutation, ein Protein C-, S- oder
Antithrombin-Mangel, Alter, Immobilisation, Operati, Zeit nach der Geburt, orale
Kontrazeptiva, eine  Hormonersatztherapie, @ MalignomePhospholipid-Antikorper,

myeloproliferative Erkrankungen, eine Polyzythaweaa).

Die Faktor V-Leiden-Mutation tritt mit einer Alleffufigkeit zwischen zwei und sieben Prozent
in der européischen Bevdlkerung auf und wurde ibi2®B0 Prozent der Patienten mit venésen
thromboembolischen Erkrankungen beobachtet (327@)5,Sie hat eine inkomplette Penetranz
und variable Expression. Die meisten der homozygatel etwa 10 Prozent der heterozygoten
Personen werden einmal im Leben ein thromboemit@s&reignis haben (30, 59). Unter den
Heterozygoten sind Patienten mit einem Alte80 Jahre am stérksten gefahrdet (36). Dagegen
ist das Risiko fur Ereignisse in der arteriellerro8tbahn (Myokardinfarkt, ischamischer
Schlaganfall, periphere arterielle Verschlusskramk{iP\VK)) nur gering erhéht. Das Risiko fur
alle arteriellen Ereignisse ist bei HeterozygotarMittel um den Faktor 1,21 (21 %) und in der
Subgruppe der Patienten unter 55 Jahren im Mittel den Faktor 1,37 (37 %) erhdht.
Besonders ausgepragt ist die Beziehung zum Schidgavahrend sie zur PVK fehlt (42).

1.2.6.5 Prothrombin (PT)

Prothrombin ist das Proenzym der Serinprotease ribirg die Fibrinogen zu Fibrin
umwandelt. Das Glykoprotein mit einem Molekulargehivon 71 600 Dalton wird von der
Leber synthetisiert und durch einen membrangebwerderFaktor Xa-/Faktor Va

(Prothrombinase)-Komplex gespalten und aktivieras DProthrombin-Gen ist 21 Kilobasen
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grol3 und auf Chromosom 11 lokalisiert. Es bestabtla Protein-kodierenden Exons und 13
Introns sowie flankierenden 5°- und 3"-nichttratistéen Regionen.

Bei der untersuchten Prothrombin-Mutation handelt sich um eine Guanin-zu-Adenin-
Substitution an Position 20210 im 3"-nichttransidén Teil des Gens. Diese Region wird nicht
in eine Aminosauresequenz umgesetzt, sondern isleanRegulation der Gen-Expression
beteiligt. Heterozygotie fir den -GA-Austausch lasst sich bei 1,2-2,8 % der gesunden
Kontrollen, bei etwa 5-8 % der Patienten mit emendsen Thrombose und in ca. 16-19 % der
Falle mit einer familiaren Thrombophilie nachweisBie Prothrombin-Mutation fuhrt im
Plasma zu hoheren Prothrombin-Spiegeln und geht emem etwa 3-fach hdheren
Thromboserisiko einher. Damit ist das Prothrombiddkel der zweithaufigste, wenn auch
moderate Risikofaktor fir eine vendse Thrombosed. Agkanern, Asiaten und Indianern
Sudamerikas ist diese Mutation dagegen, wie auchFaktor V-Leiden, nicht vorhanden.
Heterozygotie fur das A-Allel tritt haufig in Komfmtion mit einer Hetero- oder Homozygotie
fur die Faktor V-Leiden-Mutation auf. Die zusammesegtzt Heterozygoten sind haufiger von
einer Thrombose betroffen und zum Zeitpunkt desntttiotischen Ereignisses im Durchschnitt
junger als Individuen mit einer alleinigen hetergaten Faktor V-Leiden-Mutation. Auch
scheinen die Thrombosen bei doppelt Betroffenenfiggiu an ungewohnlichen Stellen
aufzutreten. Dariberhinaus haben diese Patientanwesentlich hoéheres Risiko, eine
Rezidivthrombose zu erleiden (20). A/A-Homozygotedsebenfalls bereits in der Literatur
beschrieben worden, von denen etwa ein Viertel pgymatisch waren (29). Wie bei den
Heterozygoten scheinen auch bei Homozygoten zursieds in einem Teil der Féalle
zusatzliche Umweltfaktoren (Alter, Immobilisatio@peration, Schwangerschaft, Zeit nach der
Geburt, orale Kontrazeptiva, Hormonersatztherapiklalignome, myeloproliferative
Erkrankungen, Polyzythamia vera) und/oder Gendefdkaktor V-Leiden, Antithrombin-,
Protein C- oder Protein S-Defizienz) notwendig emsum eine Thrombose auszuldsen.

Daruberhinaus haben heterozygote Merkmalstrageldicheégveise ein hoheres Risiko, einen
Myokardinfarkt zu erleiden, insbesondere, wenn chleeitig mindestens ein weiterer
kardiovaskuléarer Risikofaktor (z. B. Rauchen) vaohen ist. Auch das Risiko eines
ischamischen Schlaganfalls konnte erhdht zu seimdefe Studien haben dagegen fir G/A-
Heterozygote kein hoheres zerebro- oder kardiovasds Risiko nachweisen kdnnen. Eine

Meta-Analyse des Einflusses der G20210A-Mutatiorf &umeignisse in der arteriellen
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Strombahn (Myokardinfarkt, ischamischer Schlaganfal periphere arterielle
Verschlusskrankheit) zeigte, dass das Risiko fi@r alteriellen Ereignisse bei Heterozygoten
im Mittel um den Faktor 1,32 (32 %) und in der Suippe der Patienten unter 55 Jahren im
Mittel um den Faktor 1,66 (66 %) erhoht ist (42).

1.2.6.6 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1)

Die Serinprotease PAI-1 ist der wichtigste Regulaies endogenen fibrinolytischen Systems.
Sie ist als einziger Plasminogen-Aktivator-Inhibitdirekt an den "tissue plasminogen
activator" (t-Pa) sowie an Urokinase gebunden werdrht dadurch die Fibrinolyse (7, 54), d.h.
die korpereigene Auflésung eines Blutgerinnselsckludas Enzym Plasmin. Dabei spaltet
Plasmin die Fibrinpolymere, welche den Thrombus amusenhalten, in kleine

Fibrinabbauprodukte, und der Thrombus zerféllt.

Die Aktivierung der Fibrinolyse beinhaltet im Wedlahen die Umwandlung des inaktiven
Vorlauferproteins Plasminogen in die aktive Sertgase Plasmin. An der physiologischen
Aktivierung sind hauptsachlich zwei Enzyme beteiligder gewebespezifische
Plasminogenaktivator (t-PA) und Urokinase.

Neben PAI-1 konnten bis jetzt noch drei weitereibitbren der Plasminogen-Aktivatoren
identifiziert werden, welche als PAI-2 bis PAI-4zeechnet werden (3, 27, 40, 46). PAI-2 wird
hauptséachlich von der Plazenta und von Neutroplgémldet, wahrend PAI-3 mit dem Protein
C-Inhibitor gleichzusetzen ist. PAI-4 inaktivierthfombin, wird von glatten Muskelzellen
sezerniert und findet sich auf der Oberflache vbnombozyten. Die systemische Bedeutung

dieser Proteine ist bis jetzt jedoch noch unvalidig geklart.

PAI-1 ist der wichtigste Inhibitor der Fibrinolyddevierung. Es ist ein Akute-Phase-Protein,
das v.a. aus Gefaliendothelzellen freigesetzt \Wirel. Synthese des PAI-1-Proteins wird auf
Transkriptionsebene reguliert. So wird die Expmssivon PAI-1 beispielsweise durch
proinflammatorische Zytokine (TNE&; IL-1p) verstarkt (63). Durch die PAI-1-Freisetzung aus
Endothelzellen, Thrombozyten und Leberparenchyrezel(18, 77) kommt es zu einer
Fibrinolysehemmung und folglich zu Mikrozirkulatsstérungen, die in einer Hypoxie

resultieren.
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Der PAI-1-Genlocus ist auf dem Chromosom 7 (g2223}dokalisiert. Bisher sind fur das
PAI-1-Gen drei Polymorphismen beschrieben, die @lffkeiten in ihrer Verteilung bei
bestimmten Erkrankungen zeigen. In dieser Studierdevuder Insertions-/Deletions-
Polymorphismus mit einer variablen Zahl von Guamesi an Position -675 innerhalb der
Promotorregion des PAI-1-Gens (51, 69, 89) untdrnsubDieser allelische Polymorphismus
besteht entweder aus einem Guanosinquartett (46)emem Guanosinquintett (5G). Das 4G-
Allel hat eine héhere PAI-1-Aktivitdt und somit eiverminderte fibrinolytische Aktivitat zur
Folge. In einer an KHK-Patienten durchgefiihrten wmod Anvari et al. publizierten Studie
hatten vor allem Trager des 4G-Allels ein signifikehoheres Risiko eines plotzlichenen
Herztodes, und hier insbesondere Patienten mithdemozygoten 4G/4G-Genotyp (2).

1.2.6.7 Endotheliale NO-Synthase (eNOS)

Stickstoffmonoxid (NO) gehort zu den wichtigstemv&ndothel freigesetzten Mediatoren und
wird durch die von der NO-Synthase katalysierte Wmelung von L-Arginin zu L-Citrullin
standig freigesetzt (41). NO bindet an die loslidBeanylatcyclase und katalysiert die
Umwandlung von GTP zu cGMP (21). Der erh6hte cGNMpie&el bildet die Grundlage fur die
Regulation verschiedener physiologischer Funktiogieschliel3lich der Relaxation der glatten
GefaBmuskulatur und der Vasodilatation (81). Somuttelt NO die Strel3-induzierte
Endothelzell-abhangige Vasodilatation. NO verhibdebenfalls die Proliferation glatter
Muskelzellen sowie die Adhasion von Plattchen undnbkyten, was besonders in
Herzkranzgefallen eine Schutzfunktion gegen Throerbosdarstellt. Dies sind
pathophysiologisch wichtige Vorgange, die am Anfamger Atherosklerose stehen (56, 61).
Zusatzlich wirkt NO noch antiinflammatorisch (5%). der nachfolgenden Tabelle 2 sind die

wichtigsten kardiovaskularen Wirkungen von NO neaimal aufgelistet.
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Zelltyp NO-Wirkung
Thrombozyten Inhibierung:
e Thrombozytendegranulierung - Freisetzung von Wahst

faktoren (PDGF, EGF) und vasoaktiven Substanzen

» Expression von Adhasionsmolekilen (P-Selektin, Giykteine)
Leukozyten Inhibierung:

* Chemotaxis

* Expression von Adhasionsmolekulen und "tissue facto

» Freisetzung von Zytokinen
Glatte * Relaxation

Muskelzellen « Hemmung der Aktivierung und dadurch der Migrationduder
Proliferation (vermehrte Expression des Zellzykhbdbitors p21,
Inhibierung der Ribonukleotid-Reduktase)

» Hemmung der Synthese extrazellularer Matrix
Kardiomyozyten » Senkung des Sauerstoffverbrauchs

Tabelle 2:  Wirkung von NO auf Zellen, die eine wichtige Rolla Herzkreislaufsystem
spielen

Die NO-Produktion &ndert sich, wenn sich die EnZktivitat oder die verfligbare Menge an
eNOS-Protein andert. Letztere wird durch die Exgices des NOS3-Gens reguliert. Fir das
NOS3-Gen und eNOS-Protein sind eine ganze ReihePadymorphismen beschrieben und
deren Assoziation mit kardiovaskularen Erkrankungetersucht worden. So konnten Studien
beispielsweise zeigen, dass der flaAsp-Austausch wahrscheinlich funktionelle
Auswirkungen auf das eNOS-Protein hat, da er metrai erhdhten Risiko fur Koronarspasmus,
Myokardinfarkt, Hypertonie, Linksherzhypertrophfgherosklerose und zerebrale Ischamie in

Verbindung gebracht wurde (71).

Der von mir untersuchte Insertions-/Deletionspolypmismus liegt im Intron 4 des NOS3-
Gens, das sich auf Chromosom 7q36 befindet. Warad, &bnnten ein signifikant haufigeres
Auftreten des seltenen, homozygoten Tragerstatusldd NOS3-4a-Allel bei Patienten mit
hochgradig stenosierten Arterien im Vergleich ztidgPden ohne oder mit nur geringgradigen
Stenosen zeigen (79). Andere gut beschriebene NR@8Brorphismen sind die -786T/C- und
-894G/T-Austausche. Das -786C-Allel ist mit einexduzierten Transkription des Gens
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assoziiert, was vermutlich eine verminderte NO-&ilg nach sich zieht. Es konnte gezeigt
werden, dass das C-Allel auch mit einem erhdhtesik&ieiner Atherosklerose (28) und
Koronarspasmen Kkorreliert (87). Fur den -894G/TyRPwirphismus zeigte sich, dass die
Gegenwart des -894T-Allels zu einer verringerte®@&NAKktivitat fihrt (80). Zuvor war bereits
ein signifikanter Einfluss dieses Polymorphismut diea NO-Freisetzung von Thrombozyten,
die ebenfalls eNOS exprimieren, nachgewiesen wortlerombozyten von T/T-Homozygoten
setzten nach Stimulation mehr NO frei als Thromlezywon gesunden Personen mit dem
G/G-Genotyp (72).

1.2.7 Therapie

Bei der Behandlung der koronaren Herzerkrankungeraoheidet man zwischen einer
symptomatischen und einer kausalen Therapie. Bekalésalen Therapie steht vor allem die
Ausschaltung von Risikofaktoren im Vordergrund. Dagehtren Rauchverbot, optimale
Einstellung einer Hyperlipoproteindmie, eines Diabe oder einer Hypertonie,

Gewichtsnormalisierung, Stressabbau, korperlichesinihg und gesunde Erndahrung. Die
symptomatische Therapie der stabilen AP gliedezh ®inerseits in einen medikamentds-
konservativen Ansatz und andererseits in die operatoder interventionelle

Revaskularisationsbehandlung.

1.2.7.1 Medikamentdse Therapie

Die Basistherapie besteht aus der Gabe von Throytdweggregationshemmern zur
Prophylaxe einer Koronarthrombose und von Statinengas LDL-Cholesterin auf einen Wert
< 100 mg/dl zu senken. Bei der antianginbésen Therepmmen Betarezeptorenblocker zur
Senkung des myokardialen Sauerstoffbedarfes dumol megativ chrono- und ionotrope
Wirkung, Nitrate zur Vasodilatation und Kalziumagaisten zur Senkung des peripheren

GefaRwiderstandes zum Einsatz.

1.2.7.2 Operative Revaskularisation

Die Ziele der Revaskularisation sind die Verbessgrder AP-Symptomatik, die Senkung des
Infarktrisikos und die Verbesserung der Belastharkrd Prognose bei KHK. Dazu stehen
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zum einen die perkutane transluminale coronare dyplgstie (PTCA) und die operative
Koronarrevaskularisation (Bypasse) zur Verfligungs Weiteren werden auch Therapien wie
Gen- und Stammzelltherapie experimentell angewakuith die Erforschung der Beteiligung
verschiedener Genvarianten an der Pathogenesetdero8klerose kdnnte in naher Zukunft

maoglicherweise zu neuen Therapiekonzepten fuhren.

1.3 Aortokoronare Bypassoperation

Die koronare Bypassoperation ist die am haufigsterchgefihrte Operation der westlichen
Welt. Ein entscheidender Fortschritt in der Behanglder KHK ergab sich 1967, als Garrett
und seine Mitarbeiter (25) sowie wenig spater Faeal23) erstmals Venenbypasse aus der
Vena saphena zur Umgehung stenosierter Koronasartexinsetzten. Die aortokoronare
Bypassoperation zahlt mittlerweile zu den héaufigstdhirurgischen Eingriffen. Alleine in
Deutschland werden jahrlich ca. 70 000 koronare aBgpperationen in tUber 70 Kliniken
vorgenommen. Indiziert ist eine aortokoronare Bgppasration bei signifikanter Stenose eines
oder mehrerer KoronargefdfRe. Die Indikation wirdhaard von angiographischen und
ventrikulographischen Kriterien gestellt.

Operative Technik:

Die Koronarstenosen werden mittels Arterien odenareuberbriickt. Es wird unterschieden
zwischen dem aortokoronaren Venenbypass, bei dert@rbriickungsgefaR Teilstiicke der
Vena saphena magna verwendet werden, und demeleteriBypass. Das am haufigsten
verwendete arterielle Gefal3conduit ist die Artemammaria interna (IMA), die deutlich

haufiger links- als rechtsseitig zum Einsatz kom&tudien (49) zeigten, dass die IMA-
Bypasse langer offen bleiben und mit einem langéteerleben der Patienten assoziiert sind

als die Venenbypasse.

Die koronaren Anastomosen werden unter extrakolgorZirkulation am stillstehenden
Herzen ausgefuhrt, wobei die Herz-Lungen-Maschmelia Aorta ascendens und den rechten
Vorhof angeschlossen wird. Die Myokardprotektion folgt in der Phase der
Aortenabklemmung und Unterbrechung der Koronarduutbng durch Hypothermie (28 —
32°C) und Kardioplegie des Herzmuskels Uber dieakrtporale Zirkulation mit einer Herz-
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Lungen-Maschine. Der Zugang erfolgt Gber eine mexlizéngssternotomie. Die Anastomosen
werden End-zu-Seit oder Seit-zu-Seit an die lamgéireten Koronararterien angenaht und
anschlielend mit der Aorta ascendens verbunderh Nategen aller Anastomosen wird der

Blutfluss freigegeben.

Allerdings sind nach 10 Jahren nur noch 60 % dgvaBggrafts offen und nur 50 % haben
keine Anzeichen einer signifikanten Stenose (8,243, Die weitere Therapie besteht folglich
aus einer PTCA und Stentimplantation oder eineresn Bypassoperation mit einem
erhohten intraoperativen Risiko sowie einem schérelm postoperativen "outcome" im
Vergleich zur ersten Operation. Somit spielt dien®se von Bypassgrafts eine wichtige
medizinische und 6konomische Rolle und damit auehEdforschung genetischer Varianten,

die darauf einen Einfluss haben.

14 Perkutane transluminale koronare Angioplastie (FCA)

Die PTCA ist vor allem indiziert bei einer 1- od@rGefalierkrankung mit proximalen

kurzstreckigen Stenosen, nicht hingegen bei einaupkstammstenose. Die unmittelbare
Erfolgsquote (Verminderung der Stenose < 50 %} liig 90-95 %, wobei es in bis zu 40 %
der Falle innerhalb der ersten sechs Monate zieResierungen kommt. Die PTCA kann auch

mit einer Stentimplantation kombiniert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasste 192 Patienten, mlieschen 1979 und 1999, also vor
mindestens 5 Jahren, am Klinikum GrofRhadern ihsteeBypassoperation erhalten hatten.
Davon waren 18 % (Alter: 59,2 + 8,4 Jahre) Frau2ie. demographischen Daten sowie die

operative Therapie sind in Tabelle 3 aufgefihrt.

Patienten [ Anzahl ] 192, davon 34 (18 %) Frauen
Alter [ Jahre ] 60974

Ejektionsfraktion (EF) [ % | 63,0+ 14,5

CCS-Score 3,0+10

Bypasse [ Anzahl ] 24+1,0

LIMA [ Anzahl ] 1,0+05

VSM-Graft [ Anzahl ] 15+10

Andere Grafts [ Anzahl ] 0,4+0,5

Tabelle 3:  Demographische Daten
(CCS = Canadian Cardiovascular Society; LIMA = énk. thoracica

(mammaria) interna; VSM = Vena saphena magna)

Alle Patienten kamen zwischen Marz und Oktober 2@04einer Verlaufskontrolle in die
Klinik. Die Patienten waren per Post angeschriebed zur Blutentnahme ins Klinikum
GrofRhadern einbestellt worden, nachdem die Zustingmau dieser Studie durch die hiesige
Ethikkommission vorlag. Die Patienten wurden audicih Gber das Studienkonzept und die
genetischen Untersuchungen aufgeklart. Die anamsokserhobenen Daten wurden in einen
Datenerfassungsbogen eingetragen. Dabei wurdedadisischen Risikofaktoren wie arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyperlipiddmie, Nikabusus, Hyperurikdmie sowie
Adipositas bertcksichtigt. Zusatzlich wurde noch Hjektionsfraktion, der CCS-Score sowie
die Art und Anzahl der Bypdasse registriert (Tab.uigd 13). Alle Probanden gaben ihr

schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an dedi®.
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Klinische Endpunkte fir das Fortschreiten der KH&r@n eine erneute Bypassoperation, eine
Reintervention (PTCA und/oder Stenteinlage und/@idreute Krankenhauseinweisung wegen
Herzinfarkt), eine Angina pectoris-Symptomatik zdeitpunkt der "follow-up"-Untersuchung
sowie eine Kombination der drei genannten kliniscEndpunkte(Tab. 4). Die meisten
Patienten (n = 137; 71,4 %) wiesen erneute Besdemeauf und mussten sich in arztliche
Behandlung begeben. Davon erhielten 45,8 % (n =988;+ 3,3 Jahre p.o.) eine Zweit-
Operation, 28,1 % (n = 54; 10,4 = 5,9 Jahre p.ing eReintervention im Sinne einer
Stentimplantation bzw. PTCA und 41,7 % (n = 80;612,5,8 Jahre p.o.) litten erneut unter
Angina pectoris-Beschwerden zum Zeitpunkt desdfellp".

Ereignis n/ (%) Zeitraum nach Erstoperation
[ Jahre ]

1. Reoperation 88,0 (45,8) 9,3+3,3

(PTCA/Stentimplantation)

2. Reintervention 54,0 (28,1) 10,4 +£5,9

3. Angina pectoris 80,0 (41,7) 10,5+5,8

4. Symptomatik 137,0 (71,4) 12,6 +5,8

(Kombination 1, 2 und/oder 3|)

Tabelle 4:  Klinische Endpunkte

Alle Patienten erhielten zum Zeitpunkt des "follopw* eine medikamentdse Therapie, vor
allem mit Aspirin oder alternativen Thrombozytenagggtionshemmern (87 %), Betablockern
(70 %), Statinen (50 %), ACE-Hemmern (35 %) undcC@hantagonisten (24 %; Abb. 7).
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2.2 Methoden

2.2.1 Praparation genomischer DNA aus EDTA-Vollblut

Aus den gewonnenen 2 ml NBDTA-Vollblut wurde entsprechend den Herstelle@mgn die

genomische DNA mit Hilfe des "QIAamp blood mini"tKiprapariert (Tab. Bestandteile des
"QIAamp blood mini"-Kits).

"QIAamp blood mini"- Kit enthalt QIAamp Spin Columns
QIAGEN-Protease
Elutionspuffer AE
Lysispuffer AL

Waschpuffer AW1 und AW 2

Tabelle 5:  Bestandteile des "QlAamp blood mini"-Kits

In einem 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal? wurde zu gD0Na-EDTA-Patientenvollblut das

gleiche Volumen an Lysispuffer hinzupipettiert. Dieysispuffer dient zum Auflésen der
Zellmembranen. Danach folgte der Proteinverdaurlddiewurden jeweils 20 pl QIAGEN-

Protease pro 200 ul Ansatz hinzugefigt, gemischit amschlielend fir 10 min bei 60 °C
inkubiert. Als nachstes wurde die Probe mit 20@\tlanol vermischt. Das gesamte Volumen
wurde auf eine zentrifugierbare Chromatographiesgedladen und eine Minute bei 8000
U/min zentrifugiert. Dabei wird die DNA von der B&-Membran der QIAamp-Saule
gebunden. Zur Beseitigung von Verunreinigungen wutdnn mit 500 pul Waschpuffer 1 min
bei 8000 U/min zentrifugiert. Das Filtrat wurde werfen, und es folgte ein zweiter
Waschschritt bei 14000 U/min fir drei Minuten. DMNA wurde anschlieRend mit 200 pl

Elutionspuffer abgeldst, indem nochmals eine Mirbge8000 U/min zentrifugiert wurde.

Die so praparierte genomische DNA stand nun fulP@& zur Verfigung und konnte bei 4 °C

gelagert werden.
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2.2.2  Arbeitsschritte zur Durchfiihrung der PCR

Die Polymerasekettenreaktiopaolymerasechain reaction = PCR) ist eine einfache und
schnelle Methode, um eine definierte DNA-Sequenxemmehren. Die Reaktion endet durch
den Substratverbrauch und die immer grél3er werddddA-Menge, die schliel3lich die
Enzymaktivitat hemmt (64, 66).

Die PCR erlaubt die exponentielle Vervielfaltigunglefinierter doppelstrangiger
Nukleinsdureabschnitte, die durch zwei Oligonukte&tartermolekile (,Primer®) flankiert
werden. Die entstehenden Amplifikationsprodukterngmanschlie3end analysiert werden. Die
Kettenreaktion besteht in der Regel aus 35-40 wiglllerholenden Zyklen, die sich aus drei
Teilschritten zusammensetzen und in einem Thermecyuit Deckelheizung durchgefihrt
werden. Im ersten Schritt wird der DNA-Doppelstrdnag 94-95 °C in die beiden Einzelstrange
aufgetrennt (Hitzedenaturierung). Im zweiten St¢hbei etwa 55-65 °C, binden die beiden
Primer an die ihnen komplementaren Zielsequenzdndano beiden DNA-Einzelstrangen.
Diese kurzen, doppelstréangigen Bereiche dienenritten Teil, der Extension, als Startblocke
fur eine hitzestabile, aus dem Organisriiermus aquaticus isolierte Taq-DNA-Polymerase.
Diese Polymerase ist thermostabil, so dass dasnkmizg Hitzedenaturierung Ubersteht (66).
Sie synthetisiert bei 72 °C unter Einbau von Desboynukleotidtriphosphaten mit einer
Geschwindigkeit von 1000-2000 Nukleotiden pro Menaten zur Vorlage komplementéaren
DNA-Strang. Durch wiederholte Denaturierung werdeie neu entstandenen DNA-
Doppelstrange immer wieder voneinander getrennt diaden als Vorlage fur die Synthese
weiterer komplementérer Strange. Theoretisch verelbpeder Zyklus die Menge an DNA-
Produkten, so dass man nach n Zyklénd@ppelstrdngige Molekile synthetisiert hat. Die
tatsachliche Ausbeute betragt allerdings nur ca.%8@essen, da die Reaktion nach der
exponentiellen Vermehrung in eine Plateau-Phasegéhe

Um eine optimale Ausbeute an amplifizierten PCRdBkben sowie gréfdtmoégliche Sensitivitat
und Spezifitdt zu erhalten, wurden Annealing-Terapar Dauer der einzelnen
Reaktionsschritte und Zykluszahl optimiert (TabP&R-Bedingungen).
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ApoE HL
PCR-Schritte Temp. Dauer Zyklen | Temp. Dauer | Zyklen
Denaturierung 95°C 20 sec 95°C 20 sec
Anlagerung 58-68°C 20 sec 40 62°C 20 sec 40
Extension 72°C 20 sec 72°C 30 sec

FVL/PT CETP
PCR-Schritte Temp. Dauer Zyklen | Temp. Dauer | Zyklen
Denaturierung 95°C 20 sec 95°C 20 sec
Anlagerung 60°C 20 sec 40 62°C 20 sec 40
Extension 72°C 20 sec 72°C 30 sec

PAI-1 eNOS
PCR-Schritte Temp. Dauer Zyklen | Temp. Dauer | Zyklen
Denaturierung 95°C 30 sec 95°C 30 sec
Anlagerung 72°C 1 min 35 63°C 30 sec 40
Extension 72°C 30 sec

Tabelle 6:  Verwendete PCR-Bedingungen

Nachfolgend ist ein typisches PCR-Protokoll dargjést

5 ul

5 ul

5 ul
1l
1l
0,25 pl
32,75 pl

genomische DNA ( ~ 100-200 ng)

10x Reaktionspuffer
dNTP-Mix

Vorwarts-Primer (20 pM)
Ruckwarts-Primer (20 pM)

Tag-Polymerase

Aqua bidest.

50,00 p

Gesamtvolumen
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2.2.2.1 Prazipitation der DNA mit Athanol

Die Ausfallung der DNA erfolgt durch Bindung positigeladener Salzionen an die
Phosphatgruppen der Nukleinsauren. Durch die Zugabebsolutem Athanol kommt es zum

Wasserentzug und damit zur Pré&zipitation.

Fur die Fallung wurden zu jeder 50 pl-PCR-Reakfdnul 4 M NaCl und 125 ul Eisathanol
(- 20°C) pipettiert. Anschlie3end wurden die Probavlinuten in flissigem Stickstoff gekuhlt.
Durch die folgende dreiBigminitige Zentrifugatioei b4 °C und 14000 U/min in der
Kihlzentrifuge pelletierte die DNA, so dass der tshend abgekippt und verworfen werden

konnte. Danach wurde das DNA-Pellet bei Raumtentpegetrocknet.

2.2.2.2 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die in Ryokden zur Abwehr eingedrungener
Fremd-DNA dienen. Diese Enzyme sind auch fur dieleMdarbiologie wichtig, da sie
doppelstrangige  DNA an definierten  Stellen  schneide Sie  spalten  die
Phosphodiesterbindungen der DNA zumeist im Bereiobr Erkennungssequenz hydrolytisch,
wodurch ein 3"-Hydroxy- und ein 5"-Phosphat-Endtstehen. Die Erkennungssequenzen, fur
die die jeweiligen Restriktionsenzyme hochspedifismd, haben in der Regel eine Lange von
4-8 Nukleotiden.

Mit Hilfe des Restriktionsverdaus ist es moglickkénnte Polymorphismen bzw. Mutationen

nachzuweisen, durch die eine Schnittstelle verlgyegangen oder neu entstanden ist. Dazu
wurden die fur die Mutation spezifischen Restrikienzyme zu dem getrockneten PCR-
Produkt pipettiert. Nach Losen des DNA-Pellets iidchen wurden die Proben gemal’ den

Herstellerempfehlungen bei der empfohlenen Tempenakubiert.
2.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese zur Charakterisieing der PCR-Produkte
Der Restriktionsverdau liefert DNA-Fragmente  untbiedlicher  GroRe, die

gelelektrophoretisch aufgetrennt und sichtbar gémaeerden kénnen. Dabei wandern die
DNA-Fragmente im elektrischen Feld (Stromstarke sztven 40-100 mA) aufgrund ihrer
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negativ geladenen Phosphatgruppen vom Minus- zum uspBl. Die
Wanderungsgeschwindigkeit h&ngt dabei von der Feafjinge, der angelegten Spannung,
der Konzentration und der Schichtdicke des Agarelsegind der Zusammensetzung des

Laufpuffers ab.

Die mit 1x-TBE-Puffer versetzte Agarose wurde inegi Mikrowelle gekocht und in einen
Geltrager gegossen. Nach dem Ausharten und Ubehgehides Gels mit Laufpuffer wurden
die mit jeweils 2 pl Ficoll-Ladepuffer (15 % FicplD,25 % Bromphenolblau, 0,25 %
Xylencyanol) beschwerten Proben in die TaschenGids pipettiert. Der Ladepuffer soll das
Aufschwimmen der Proben verhindern sowie als Faffisarker dienen. Nach der
Auftrennung wurde das Gel fur einige Minuten mithiBtumbromid-Losung gefarbt.
Ethidiumbromid ist ein im UV-Licht fluoreszierendérarbstoff, dessen Fluoreszenz durch
Interkalation in die DNA 200fach verstarkt wird, sioch die DNA sichtbar gemacht wird
(16). Zum Entfernen tberschiussigen Farbstoffs wdrel@lektrophoretische Auftrennung noch

ca. 5 Minuten fortgesetzt.

Die Produkte kdonnen dann im Agarosegel unter U\htiauf einem Transilluminator mit
langwelliger UV-Bestrahlungh(= 302 nm) sichtbar gemacht werden. Das Gel wifgeadem
zu Dokumentationszwecken und zur Auswertung phafagert. Die Grof3e der aufgetrennten

Fragmente kann durch Vergleich mit einem mitgelaefeGrol3enmarker abgeschatzt werden.

Fur eine Auftrennung etwas grolRerer Fragmente (& IB0) wurde 1,5%ige oder 2%ige
Agarose verwendet. Fur kleinere Fragmente wurde 2¥ige oder 3%igd 8w melting point”

(LMP)-Agarose benutzt, welche eine bessere Auflsermaoglicht (Tab. 7).

Polymorphismus Agarose

ApoE 3% LMP-Agarose
HL 2% LMP-Agarose
CETP 2% LMP-Agarose
FVL/PT 2% LMP-Agarose
PAI-1 2% LMP-Agarose
eNOS 1,5% Agarose

Tabelle 7:  Verwendete Agarosen
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2.2.3 Mitfiihren von Negativ- und Positivkontrollen

Es muss bei jedem Versuchsansatz Uberpruft werdsm, Produkt- oder DNA-
Verunreinigungen die Ergebnisse verfalschen. Aeseain Grund wurde bei jeder PCR eine
Negativkontrolle (= Reagenzienkontrolle) mitgefihrDa dieser PCR-Ansatz alle
Komponenten auf3er der DNA enthalt, darf kein Pro@mkstehen. Ist dennoch eine Bande zu

sehen, so ist dies ein Hinweis auf eine Kontanomati

Die Positivkontrolle enthalt dagegen die DNA eifegienten mit einem bekannten Genotyp,
dessen PCR-Produkt komplett verdaut wird. Damitrgtagt man, ob das verwendete Enzym

auch vollstandig schneidet.

2.2.4  Vorsichtsmallhahmen zur Kontaminationsvermeidug

Die PCR ist aufgrund ihrer hohen Sensitivitat flinee Kontaminierung extrem anfallig.
Deshalb ist es wichtig, entsprechende Vorsichts@lafden einzuhalten. Zunachst erfolgt eine
Aliquotierung der Reagenzien. Daher kann man inteFaher Verunreinigung zum einen die
Kontaminationsquelle leichter finden. Zum ander&ibb der verursachte Schaden gering. Vor
Gebrauch missen die benétigten Reagenzien sowi®eh&tionsgefalle mit der DNA kurz
zentrifugiert werden, um den Kontaminationsweg iderVerschlusskappe zu verhindern. Die
Deckelinnenseite darf nicht bertihrt werden. Weitekhird eine strenge raumliche Trennung
von Pré- und Post-PCR-Phase eingehalten. Das ldai8tAnsetzen der PCR und die weitere
Bearbeitung der fertigen PCR-Produkte wird in vieisdenen Raumen durchgefihrt. Fir jeden
PCR-Arbeitsschritt sind zudem unterschiedliche ®a&mezu verwenden. Fir Arbeitsschritte mit
genomischer DNA stehen separate Pipetten zur Manfjlg Der Gebrauch von
Einwegpipettenspitzen ist selbstverstandlich. In BeA-PCR-Phase sind die Pipettenspitzen
zusatzlich mit einem Aerosolfilter versehen, um #ierschmutzung der Pipette sowie die
Kontamination des Reaktionsansatzes zu verhindgai samtlichen Arbeiten sind

Einmalhandschuhe zu tragen, wobei ein haufiger Bie@mehwechsel erfolgen sollte.
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2.3 Material

2.3.1 Genomische DNA

Die DNA wird aus EDTA-Vollblut isoliert und kann ngfristig bei 4 °C gelagert werden.
Damit steht sie jederzeit fur eine weitere Diagikostr Verfligung. Voraussetzung ist, daf3 die
DNA nicht mit Fremd-DNA oder PCR-Produkten kontamrhist. Deshalb sind entsprechende

VorsichtsmalRnahmen zur Vermeidung einer Verunramggeinzuhalten.

2.3.2  Oligonukleotid-Primer

Das Prinzip der PCR beruht auf der Amplifizierunges beliebigen DNA-Abschnittes durch
die Tag-DNA-Polymerase. Zwei Nukleotideinzelstrangét einer Kettenlange von 17-24

Nukleotiden, die man als Primer bezeichnet, werdemplementar zu den ausgewahlten
flankierenden 5°-und 3"-Sequenzen chemisch systbgti Die Oligonukleotidprimer weisen

also mit ihren 3"-Enden aufeinander zu, so dassdiiDNA zwischen den Primern repliziert
werden kann. Bei Erreichen der Anlagerungs-Tempetatbridisieren beide hochspezifisch an
ihre komplementaren Sequenzen. Sie dienen dangegienlaufige Startermolekile fir die
DNA-Polymerase bei der DNA-Synthese (66).

Die Oligonukleotideinzelstrange sollten ein mogétlausgewogenes GC/AT-Basenverhaltnis
haben. Der Guanin (G)- und Cytosin (C)-Anteil solltementsprechend bei 45-55 % liegen.

Durch eine hohe Anlagerungstemperatur wird zudema kohe Spezifitdt gewahrleistet (16).

Die optimale Primer-Konzentration liegt zwischerl @is 1 pM. HOhere Konzentrationen
fuhren zu Fehlanlagerungen und zur Generierungeaifsgcher Produkte, wéahrend zu niedrige
Konzentrationen die Effizienz der PCR reduzieref).(®ie Oligonukleotide stammten von der
Firma Thermo Electron Corporation, Ulm. Die gefgetrockneten Primer wurden mit 1XTE-
Puffer geldst, um eine Stocklésung mit einer Komzdion von 200 pmol/pl herzustellen.

Diese wurde dann mit Aqua bidest auf eine Gebrdastsg von 20 pmol/ul verdinnt.

Fuhrt eine Genvariante nicht zu dem Verlust odetstehen einer Schnittstelle, fir die ein
Enzym erhaltlich ist, so lal3t sich in die Sequemze® Primers zudem durch Austausch
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einzelner Nukleotide ein Teil einer kinstlichen (tistelle fur eine bestimmte

Restriktionsendonuklease einfligen. Diese wird ddarch eine der beiden Genvarianten
komplettiert. Restriktionsverdau und elektroph@@te Auftrennung machen es so wie bei
einem ,normalen® Verdau mdglich zu unterscheideb, @n Basenaustausch bzw. eine
Insertion oder Deletion vorliegt oder nicht. Higrdaeruht beispielsweise der Nachweis des

4G/5G-Polymorphismus im PAI-1-Gen (Tab. 8: VerwdndeOligonukleotidprimer im

Uberblick).

Primer 5"—3"-Orientierung Basenlange| % GC

PAI-1 (Vorwarts-Primer) | AGCCCTCAGGGGCACAGAGAGGT]| 34 65
CTGGCCACGT

PAI-2 (Ruckwarts-Primer) | TCTAGGTTTTGTCTGTCTAGGACT | 32 50
TGGGGCCA

NOS-1 (Vorwérts-Primer) | AGGCCCTATGGTAGTGCCTTG 21 57

NOS-2 (Ruckwarts-Primer) TCCTGCTACTGACAGCACCG 20 60

ERI-1 (Vorwarts-Primer) GCTGTCCAAGGAGCTGCAGGCGGH 42 74
TGCAGGCCCGGCTGGGTGC

ERI-4 (Ruckwarts-Primer) | CTCGCGGGCCCCGGCCTGGTA |21 81

HL 5-1 (Vorwarts-Primer) | GCTTTCCCATTAGGGCTGGATG | 22 55

HL 5-2 (Ruckwarts-Primer)| TCATTCTCACCATTGAAGCCGTG | 23 48

APC-1 (Vorwarts-Primer) | GGAACAACACCATGATCAGAGCA | 23 48

APC-2 (Ruckwarts-Primer)| TAGCCAGGAGACCTAACATGTTC | 23 48

PT-3 (Vorwarts-Primer) GGCTGTGACCGGGATGGGAAATA| 39 54
TGGC

PT-2M (Rickwarts-Primer)] CAGAGAGCTGCCCATGAATAGCA | 27 59
CTGGGAGCATTGAAGC

CETP-3 (Vorwarts-Primer) | CATCTGGTCACAGTTGCTGCAG | 22 55

CETP-4 (Ruckwarts-Primef) GTAGACTTTCCTTGATATGCATA | 36 39
AAATACCACTGGG

Tabelle 8:

Basenanteil an Cytosin und Guanin)

Verwendete Oligonukleotidprimer im Uberblick (% G(prozentualer
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2.3.3 Enzyme

Die Eigenschaften der verwendeten Restriktionseezyowie die dazugehdrigen Puffer sind in
den Tabellen 9 und 10 aufgefiihrt.

NEBuffer 2 10 mM Tris-HCI
(fir FVL/PT/HL) 10 mM MgCh

50 mM NaCl

1 mM Dithiothreitol (pH 7,9 bei 25 °C)
NEBuffer 3 50 mM Tris-HCI
(fur PAI-1) 10 mM MgCh

100 mM NacCl

1 mM Dithiothreitol (pH 7,9 bei 25 °C)
TANGO-Puffer 33 mM Tris-Acetat (pH 7,9 bei 37 °C)
(fur ApoE) 10 mM Mg-Acetat

66 MM K-Acetat

0.1 mg/ml BSA
10x Buffer R 10 mM Tris-HCI (pH 8,5)
(fur CETP) 10 mM MgChk

100 mM KCI

0,1 mg/ml BSA

Tabelle 9:  Zusammensetzung der Puffer fur die Restriktionseakleasen

Bsl | Bendtigter Puffer: NEBuffer 3
Bestimmung von: PAI-1-4G/5G
Erkennungsstelle: 5"-CCNNNNN*NNGG-3’

3-GGNN*NNNNNCC-5
Inkubation bei: 55 °C uber Nacht

HIinG6 | Bendtigter Puffer: Tango
Polymorphismus: ApoE
Erkennungsstelle: 5-G*CGC-3’

3 -CGC*G-5’
Inkubation bei: 37 °C uber Nacht

Msp | Benétigter Puffer: NEBuffer 2
Polymorphismus: HL
Erkennungsstelle: 5-C*CGG-3’

3 -GGC*C-5
Inkubation bei: 37 °C Uber Nacht
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Mnl | Bendtigter Puffer: NEBuffer2 + BSA
Polymorphismus: FVL
Erkennungsstelle: 5-CCTC(R)3’

3 -GGAG(N)*-5
Inkubation bei: 37 °C uber Nacht

Hind 111 Bendtigter Puffer: NEBuffer 2
Polymorphismus: PT
Erkennungsstelle: 5-A*AGCTT-3"

3 -TTCGA*A-5
Inkubation bei: 37 °C uber Nacht

Van9l | Bendtigter Puffer: Buffer R
Polymorphismus: CETP
Erkennungsstelle: 5"-CCANNNN™*NTGG-3’

3’-GGTN*NNNNACC-5’
Inkubation bei: 37 °C Uber Nacht

Tabelle 10: Eigenschaften der verwendeten Restriktionsenzyme

(N = Adenin oder Thymin oder Guanin oder Cytosin)

2.3.4 Herstellernachweis

In Tabelle 11 finden sich die Hersteller der verdeten Chemikalien und Gerate, gegliedert

nach den einzelnen Arbeitsschritten.

Praparation genomischer DNA

1,5 ml-Reaktionsgefal3e

Sarstedt, Numbrecht

Proteinase K

Qiagen, Hilden

QiaAmp blood mini kit

Qiagen, Hilden

Pipetten ,Pipetman”

Gilson, Bad Camberg

Pipettenspitzen

Kisker, Steinfurt

Tischzentrifuge 5417 C

Eppendorf, Hamburg
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Pipetten ,Pipetman”

Gilson, Bad Camberg

Pipettenspitzen

Kisker, Steinfurt

PCR-Reaktionsgefal3

ABgene, Hamburg

Tag-DNA-Polymerase/Reaktionspuffer

Hot-Start-Taqg-DNA-Polymerase/

Promega, Mannheim (fur NOS3 ,PAI-1, ApoE
CETP; HL)
ABgene, Hamburg (fur FVL/PT)

Reaktionspuffer

Primer Thermo Electron Corporation, Ulm
DMSO (Apo E) Sigma/Aldrich, Taufkirchen

dNTPs Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot

Tischzentrifuge 5415 C

Eppendorf, Hamburg

Thermocycler MJ-Research PTC 225

Biozym, Hess. @ldén

Restriktionsendonukleasen mit Puffer

Bsl | New England BioLabs, Frankfurt am Main
HinG | Fermentas, St. Leon-Rot

Msp | New England BioLabs, Frankfurt am Main
Mnl | New England BioLabs, Frankfurt am Main
Hind 11l New England BioLabs, Frankfurt am Main
Van91l | Fermentas, St. Leon-Rot
Post-PCR

Pipetten ,Pipetman”

Gilson, Bad Camberg

Pipettenspitzen

Kisker, Steinfurt

Kahlzentrifuge 5417 R

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge 5415 C

Eppendorf, Hamburg

Geltrager Invitrogen, Karlsruhe
Elektrophoresekammern Invitrogen, Karlsruhe
Spannungsgerate Amersham Biosciences, Freiburg
Agarose Invitrogen, Karlsruhe

"low melting point" (LMP)-Agarose

Helena BioScienceteidelberg

Bromphenolblau

Sigma/Aldrich, Taufkirchen

Xylencyanol

Sigma/Aldrich, Taufkirchen

DNA molecular weight marker

Fermentas Life Scien&ts] . eon-Rot

Athanol

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid

Sigma/Aldrich, Taufkirchen

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Tris (Trishydroxymethylaminomethan)

Invitrogen, Katdhe

Video-Photo-Anlage

MWG-Biotech, Ebersberg

Ficoll

Sigma/Aldrich, Taufkirchen

Tabelle 11: Herstellernachweis
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2.4  Analyse der Mutationen und Polymorphismen

Es wurden sieben Mutationen bzw. Polymorphismerrmsotht, von denen bekannt ist, dass
sie eine Rolle bei der Entstehung der KHK spielzarunter befinden sich Varianten, die einen
Einfluss auf den Lipidmetabolismus (ApoE, HL, CET8as Gerinnungssystem (PAI-1, FVL,
PT) und das NO-System (eNOS) haben. Tabelle 12 ség Ubersicht der untersuchten

Mutationen und Polymorphismen und ihrer Lage sayeieverwendeten Restriktionsenzyme.

Mutation/
Polymophismus

Lage

Restriktionsenzym

ApoE Position 112 Cys/Arg Exon 4 des ApoE-Gens Hin6 |
Position 158 Cys/Arg

HL T202T/C-G- Exon 5 des LIPC-Gens Msp |
Polymorphismus

CETP -629 G-A- Promotorregion des CETP-| Van91l |
Polymorphismus Gens

APC G1691A-Mutation Exon 10 des Faktor V-Gens ~ Mnl |

PT G20210A-Mutation 3’-nichttranslatierte Region Hind Il

des Prothrombin-Gens

PAI-1 Guanin-Insertions/ Promotorregion des PAI-1- | Bsl |
Deletions- Gens
Polymorphismus
(- 675 4G/5G)

NOS3- Insertions-/Deletions- Intron 4 des NOS3-Gens

4ab Polymorphismus

Tabelle 12: Ubersicht iiber die analysierten Mutationen und folphismen und ihre Lage

sowie die verwendeten Restriktionsenzyme
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2.4.1  Apolipoprotein E (ApoE)

ApoE ist ein polymorphes Protein, das in den dsefdrmen E2, E3 und E4 vorkommt. Die
molekulare Basis bilden Cystein-Arginin-Substitagém an den Positionen 112 und 158, die zu
sechs unterschiedlichen Phénotypen des ApoE, drabhygoten (E2/E2, E3/E3 und E4/E4)
und drei heterozygoten (E2/E3, E2/E4 und E3/E4)dii.

Dabei steht:  E3 fir Cys/Argiss,
E4 flr Argiu/Argiss und
E2 flr Cys:1/CySiss.

Die erwarteten Banden haben eine GroRe zwischerud8218 bp. Die Auftrennung erfolgte

dementsprechend in 3%igen LMP-Agarosegelen.

132 bp

79 bp
72 bp
60 bp
48 bp

31 bp

18 bp

Abbildung 1: Gelektrophorese ApoE

Spur 1: 1kb DNA ladder
Spur 2: Genotypa3/e3
Spur 3: Genotyp3/e4
Spur 4: Genotyp4/e4
Spur 5: Genotyja3/e2
Spur 6: Genotyp2/e4
Spur 7: Genotyp2/e2
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2.4.2 Hepatische Lipase (HL)

Bei dem untersuchten Polymorphismus handelt esusickinen Basenaustausch von Cytosin
zu Guanin an Aminosaure-Position 202 der HL (Thi20® Die Fragmente sind 257, 146
und 111 Basenpaare lang.

257 bp

146 bp

111 bp

Abbildung 2: Gelelektrophorese HL

Spur 1: 1 kb DNA ladder
Spur 2: homozygot CC
Spur 3: heterozygot CG
Spur 4: homozygot GG

2.4.3  Cholesteryl-Ester-Transfer-Protein (CETP)

Untersucht wurde ein-©A-Austausch an Position -629 der Promotorregion@e$P-Gens.

Das -629A-Allel hat eine signifikant geringere CEARtivitat und hohere HDL-Spiegel im

Plasma zur Folge (6).

231 bp
196 bp

Abbildung 3: Gelelektrophorese CETP
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Spur 1: 1 kb DNA ladder
Spur 2: homozygot CC
Spur 3: heterozygot CA
Spur 4: homozygot AA

2.4.4  Faktor V-Leiden (FVL)-Mutation

Bei der Faktor V-Leiden-Mutation handelt es sich eime Guanin-zu-Adenin-Substitution an
Nukleotidposition 1691 im Faktor V-Gen. Dadurchavim Faktor V-Molekull das Arginin an
Position 506 durch Glutamin ersetzt. Zwischen demindsduren 506 und 507 liegt jedoch
die Spaltstelle zur Inaktivierung des Faktors Vactuaktiviertes Protein C. Der mutierte
Faktor Va wird weniger rasch inaktiviert (Resistegegen aktiviertes Protein C oder kurz
APC-Resistenz).

2.4.5  Prothrombin (PT)-/Gerinnungsfaktor 11-G20210A-Mutation

Das Prothrombin-Gen ist auf Chromosom 11 lokalisi&n Position 20210 der 3'-
nichttranslatierten Sequenz findet sich e &-Austausch. DiéProthrombin-PCR wurde als

Duplex-PCR zusammen mit der FVL-PCR angesetzt uot an einem Ansatz verdaut.

230 bp
190 bp
158 bp
130 bp

93 bp

40 bp

Abbildung 4: Gelelektrophorese APC/PT

Spur 1: 1kb DNA ladder

Spur 2: obere Bande: PT Wildtyp / untere 2 Ban#&fi: homozygot
Spur 3: obere 2 Banden: PT heterozygot / unterargiBn: FVL Wildtyp
Spur 4: obere Bande: PT Wildtyp / untere 4 Ban#&fi: heterozygot
Spur 5: obere Bande: PT homozygot / untere 4 Barféih heterozygot
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2.4.6  Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1)

Bei dem zu analysierenden Guanin-Insertions-/DatstiPolymorphismus des PAI-1-Gens
handelt es sich um eine Abfolge von 4 oder 5 GPa@sition -675 in der Promotorregion des
PAI-1-Gens (4G/5G). Der modifizierte Primer PAI lidferte in Kombination mit dem 5G-
Allel die Schnittstelle fur das Restriktionsenzyrsl B (51). Da die Fragmente relativ klein
sind (141, 106 und 35 bp), erfolgte die Auftrennimg@%igen LMP-Agarosegelen.

141 bp
106 bp

35 bp

Abbildung 5: Gelelektrophorese PAI-1

Spur 1: 1 kb DNA ladder

Spur 2: homozygot 5G/5G-Insertions-Genotyp
Spur 3: homozygot 4G/4G-Deletions-Genotyp
Spur 4: heterozygoter Genotyp 4G/5G

2.4.7 Endotheliale Nitroxid- Synthase (eNOS)

Analysiert wurde ein im Intron 4 des fir eNOS kodimlen NOS3-Gens gelegener
Insertions-/Deletions-Polymorphismus. Dabei istelp Wildtyp und a das polymorphe Allel.
Ein Verdau mit einer Restriktionsendonuklease gtéolnicht. Wegen der Grof3e der
erwarteten Banden (420 bp und 393 bp) wurde 1,%e%igarose zur elektrophoretischen

Auftrennung verwendet.
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Abbildung 6: Gelelektrophorese eNOS

Spur 1: 1kb DNA ladder

Spur 2: homozygoter Genotyp aa
Spur 3: heterozygoter Genotyp ab
Spur 4: homozygoter Genotyp bb

2.5  Statistische Auswertung und verwendete Computerpgramme

Fur die statistischen Auswertungen wurden die Rwogne Microsoft® EXCEL 2002 und
SPSS fur Windows (Version 12.0, SPSS Inc., ChicigolUSA) verwendet. Die fir PCR-
Analysen verwendeten Primer wurden mittels des Qademprogramms PrimerExpress der

Firma Applied Biosystems ausgewahlt.

Die Ergebnisse werden als Mittelwert und Standasgathung vom Mittelwert angegeben.

Um Absolutwerte zu vergleichen, wurde der Studehedt verwendet.

2.5.1 Erfassung klinischer Endpunkte

Das Auftreten einer Angina pectoris-Symptomatik seuam Tag des "follow-up"” registriert.
Operations- und Reinterventionsfreiheit sowie deklén von Angina pectoris-Beschwerden
wurden mittels Uberlebenszeitkurven nach Kaplanevidierechnet und anschlieBend auf
statistische Signifikanz mit dem Log-Rank-Test idiéit.

Alle Werte p<0,05 wurden als signifikant betrachtBtir hochsignifikante Unterschiede
wurde p< 0,01 gewahlt. Die Werte, die p<0,2 err@iotbzw. sich annaherten, wurden mit der

Cox-Multivarianz-Analyse getestet.
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3. Ergebnisse

3.1 Demographische Daten

Es wurden 192 Patienten untersucht. Das durchslotimet Alter zum Zeitpunkt der Erst-
Operation betrug 60,9 £ 7,4 Jahre. Von den untbtsucPatienten waren 34 (18 %) Frauen.
Die Auswurfleistung des Herzens (EF) lag im Dur¢imsit bei 63 + 14,5 %. Der CCS-Score,
eine Einteilung der Angina pectoris-Symptomatilkg laei 3,0 £ 1,0. Das entspricht einer
erheblichen Beeintrachtigung bei Alltagsaufgaben.Mittel wurden bei der Erstoperation
zwei bis drei Bypasse pro Patient angelegt. Davarewein bis zwei Venenbypasse, meist in

Kombination mit einer Arteria thoracica (mammaiiagrna (Tab. 3).

Patienten [ Anzahl ] 192, davon 34 (18%) Frauen
Alter [ Jahre ] 60,9+7,4

Ejektionsfraktion (EF) [ % ] 63,0+ 145

CCS-Score 3,0+10

Bypéasse [ Anzahl ] 24+10

LIMA [ Anzahl ] 1,0+£0,5

VSM-Graft [ Anzahl ] 15+10

andere Grafts [ Anzahl | 0,4+0,5

Tabelle 3:  Demographische Daten
(CCS = Canadian Cardiovascular Society; LIMA = énk: thoracica

(mammaria) interna; VSM = Vena saphena magna)

3.1.1 Klinische Endpunkte

Klinische Endpunkte fiir das Fortschreiten der KH&r@n eine erneute Bypassoperation, eine
Reintervention (PTCA und/oder Stenteinlage und/odemeute Krankenhauseinweisung
wegen Herzinfarkt), eine Angina pectoris-Symptokatm Zeitpunkt des "follow-up" oder
eine Kombination der drei erstgenannten EreigniBse.meisten Patienten (n = 137; 71 %)
wiesen erneute Beschwerden auf und mussten sichalbe®rneut wieder in &rztliche
Behandlung begeben. Davon erhielten 46 % (n = @8+ 3,3 Jahre p.o.) eine Zweit-OP, 28,1
% (n = 54; 10,4 £ 5,9 Jahre p.o.) eine Reintereentind 41,7 % (n = 80; 12,6 + 5,8 Jahre
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p.o.) litten erneut unter Angina pectoris-Beschwerdum Zeitpunkt des "follow-up" (Tab.
4). Die Beschwerden traten durchschnittlich caJdlre nach der ersten Bypassoperation auf.

Ereignis n/ (%) Zeitraum nach Erstoperation
[ Jahre ]

1. Reoperation 88,0 (45,8) 9,3+£3,3

(PTCA/Stentimplantation)

2. Reintervention 54,0 (28,1) 10,4+5,9

3. Angina pectoris 80,0 (41,7) 10,5+5,8

4. Symptomatik 137,0 (71,4) 12,6 £5,8

(Kombination 1, 2 und/oder 3|)

Tabelle 4:  Klinische Endpunkte

3.2 Praoperative Risikofaktoren und Fortschreiten de KHK

Im Rahmen des “follow-up"” wurden die Patienten auwmbziglich der klassischen
Risikofaktoren befragt und diese mit dem Forts¢breder KHK korreliert (Abb. 10). Dabei
zeigte sich, dass die Risikofaktoren nur einenngem Einfluss auf die KHK hatten.
Lediglich eine Hypercholesterindmie scheint daskRiginer wiederholten Symptomatik zu
erhdhen (p = 0,077; Tab.13). Vermutlich waren diatighten postoperativ suffizient
medikamentts bezuglich der klassischen Risikofektogingestellt, so dass diese keinen
signifikanten Einfluss auf das Fortschreiten derkKHatten. Alle Patienten erhielten zum
Zeitpunkt des "follow-up" eine medikamentose Therapvor allem mit Aspirin oder
alternativen Thrombozytenaggregationshemmern (87Béfablockern (70 %), Statinen (50
%), ACE-Hemmern (35 %) und Calciumantagonisteny@4Abb. 7).
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Anzahl der Patienten in
[%] ohne
Reintervention nach
Risikofaktor Definition| n "Outcome” 5 10 15 |p
Jahren| Jahren| Jahre
n
Diabetes Ja 33 Reoperation 100 | 56.9 32.5 |0.49
Nein 159 94.2 |73.3 20.8
Ja 33 Reintervention| 100 | 95.7 81.8 | 0.095
Nein 159 90.1 81.1 67.5
Ja 33 Kombination 100 |51.0 24.3 | 0.26
Nein 159 83.6 |[52.3 10.2
Adipositas BMI < 24| 136 | Reoperation 96.6 | 69.6 22.6 |0.79
BMI > 24 | 56 91.7 |69.7 30.1
BMI <24 | 136 | Reintervention| 91.1 | 84.3 70.0 | 0.37
BMI > 24 | 56 93.7 81.8 78.4
BMI <24 | 136 | Kombination 87.6 |52.4 10.4 | 0.39
BMI > 24 | 56 83.8 50.5 13.7
Hypercholesterindmie Ja 159 | Reoperation 94.2 | 64.7 215 [(0.11
Nein 33 100 89.7 34.4
Ja 159 | Reintervention| 90.8 | 83.5 67.6 |0.19
Nein 33 96.4 |89.3 89.3
Ja 159 | Kombination 84.4 | 46.2 10.0 | 0.073
Nein 33 96.7 | 76.7 18.5
Nikotinabusus Ja 86 | Reoperation 96.1 | 77.2 28.4 |0.33
Nein 106 945 |63.6 20.1
Ja 86 Reintervention| 90.3 | 83.1 69.0 | 0.75
Nein 106 93.1 |83.9 74.0
Ja 86 Kombination 87.0 | 61.5 12.2 [ 0.34
Nein 106 86.2 |[44.1 10.4
Hypertonie Ja 140 | Reoperation 94.2 | 69.9 31.4 |0.27
Nein 52 97.8 |[70.3 0
Ja 140 | Reintervention | 90.6 81.7 66.4 | 0.04
Nein 52 95.2 88.9 88.9
Ja 140 | Kombination 83.9 |50.7 15.3 | 0.62
Nein 52 935 |554 0

Tabelle 13: Praoperative Risikofaktoren der KHK und ihre Praegren. Signifikante
Unterschiede (p<0.05) sind kursiv gedruckt.



-44 -

Prioperative Medikation
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Abbildung 7: Praoperative Medikation

3.3 Perioperative Daten und Fortschreiten der KHK

Perioperative Daten (Tab. 14) geben einen Anhatigpibeziiglich der individuellen

Auswirkungen der Therapie. Es zeigte sich, dasseiPatienten (> 60 Jahre zum Zeitpunkt

der Erstoperation) seltener eine Reoperation (p.@5)Ohatten, jedoch ofters fir eine

Reintervention (p = 0,15) ausgewahlt wurden. Bei @eschlechterverteilung hatten Frauen

insgesamt ein niedrigeres Risiko, sich einer epreuDperation unterziehen zu mussen.

Jedoch waren nach 15 Jahren nur 39 % ohne einéeRaintion. Zudem hatten Patienten mit

drei oder mehr Bypéassen weniger Reoperationen(Q®85) und seltener eine Reintervention

(p = 0,36) als Patienten mit zwei oder weniger Bggaafts. Auch die Verwendung der

Arteria mammaria interna scheint einen positivenfliss auf die Reoperationsfreiheit zu

haben (p = 0,34).
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Anzahl der Patienten in [%] ohng

Reintervention nach

(p<0.01) sind fett gedruckt.

Faktor Definition| n "Qutcome” 5Jahren 10Jahrgn  15€kahf p
Alter <60 Jahrg 110| Reoperation 95.3 65.7 19.9 0.052
>60 Jahre| 82 93.8 78.7 46.3

<60 Jahrg 110| Reintervention 93.2 88.6 77.4 0.15
>60 Jahre| 82 90.8 79.1 58.1
<60 Jahrg 110| Kombination | 88.0 55.0 12.4 0.40
>60 Jahre| 82 85.5 47.2 15.0
Geschlecht Mannlich| 158 | Reoperation 96.1 70.4 215 0.69
Weiblich | 34 87.8 70.9 23.6
Mannlich | 158 | Reintervention 92.5 85.5 75.6 0.12
Weiblich | 34 90.6 78.9 38.6
Mannlich | 158 | Kombination | 88.6 53.2 11.3 0.49
Weiblich | 34 79.2 45.3 10.1
Bypasse | <3 110 | Reoperation | 91.6 61.8 24.8 0.005
(Anzahl) [>3 82 98.7 81.6 22.2
<3 110| Reintervention 91.4 83.1 70.0 0.36
>3 82 93.2 84.7 77.2
<3 110 | Kombination | 83.6 47.1 14.1 0.24
>3 82 91.4 58.1 11.7
LIMA Ja 151 | Reoperation 97.3 74.6 22.8 0.34
(Anzahl) | Nein 41 85.4 55.4 18.3
Ja 151 | Reintervention 91.5 82.5 76.9 0.43
Nein 41 94.7 91.6 70.9
Ja 151 | Kombination | 88.1 52.6 12.5 0.57
Nein 41 82.9 49.3 11.1
Tabelle 14: Perioperative Parameter und Progression der KHgnifdtante Unterschiede
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3.4 Einzelne Genvarianten und Fortschreiten der KHK
Anzahl der Patienten in [%)]
ohne Reintervention nach
Mutation/ Genotyp | n "Outcome” 5 10 15 p
Jahren | Jahren | Jahren

Polymorphismug

ApoE 23/33/34 | 182 | Reoperation 944 |71.0 22.6 0.63
22/24/44 | 10 100 52.5 52.5
23/33/34 | 182 | Reintervention | 92.3 845 75.1 0.001
22/24/44 | 10 90.0 64.3 32.1
23/33/34 | 182 | Kombination 87.3 53.3 12.3 0.077
22/24/44 | 10 80.0 30.0 0.0

HL CCICG 144 | Reoperation 96.4 74.6 27.5 0.049
GG 48 89.5 545 9.9
CC/CG 144 | Reintervention 91.1 84.7 69.2 0.97
GG 48 95.5 79.4 70.5
CC/CG 144 | Kombination 87.5 55.5 12.9 0.24
GG 48 85.4 40.2 4.8

CETP CC/CA | 152 | Reoperation 93.9 |68.7 23.2 0.31
AA 40 97.4 51.2 0
CCI/CA 152 | Reintervention | 90.1 815 68.9 0.82
AA 40 100 91.2 76.7
CCI/CA 152 | Kombination 85.4 49.9 14.0 0.73
AA 40 92.5 34.7 0

FVL GG 177 | Reoperation 948 |715 24.0 0.63
GA/AA 15 93.3 53.9 26.9
GG 177 | Reintervention 92.1 83.3 70.6 0.55
GA/AA 15 93.3 85.6 71.3
GG 177 | Kombination 87.0 53.5 11.1 0.43
GA/AA 15 86.7 325 10.8

PT GG 189 | Reoperation 946 |70.6 24.6 0.17
GA/AA 3 100 50 0
GG 189 | Reintervention | 92.0 83.2 71.6 0.80
GA/AA 3 100 100 100
GG 189 | Kombination 86.7 51.9 11.4 0.78
GA/AA 3 100 50 0

PAI-1 4G/AG 162| Reoperation 94.4 68.9 22.3 0.13
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4G/5G
5G/5G 30 96.4 76.9 36.1
4G/4G 162 | Reintervention | 90.9 | 85.0 73.6 0.14
4G/5G
5G/5G 30 100 80.4 59.3
4G/AG 162 | Kombination 85.8 50.0 11.0 0.24
4G/5G
5G/5G 30 93.2 63.0 11.0

eNos 4ab bb 141 | Reoperation 95.6 |69.5 26.1 0.87
aa/ab 51 92.0 72.1 12.3
bb 141 | Reintervention | 93.9 88.7 75.9 0.041
aa/ab 51 87.5 67.9 62.7
bb 141 | Kombination 89.3 56.0 13.2 0.042
aa/ab 51 80.4 40.6 51

Tabelle 15: Untersuchte Genvarianten und Fortschreiten der KHSignifikante

3.4.1

Patienten, denen das haufigste Ak8l des ApoE-Polymorphismus fehlte (5,2 %), waren
durch ein vermehrtes Auftreten von Symptomen (p07 D) charakterisiert und mussten sich

Unterschiede sind kursiv (p<0.05) oder fett (p<( gddruckt.

Apolipoprotein E (ApoE)

oOfter einer Reintervention (p = 0,001) unterziefieab. 15).

ApoE €2/2 €2/3 €3/3 e3/4 ed/4 e4/2 Gesamt
[n] 0 22 114 46 2 8 192
[%0] 0 115 59,4 24,0 1,0 4,2 100

Tabelle 16: Haufigkeitsverteilung der drei ApoE-Allele
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3.4.2  Hepatische Lipase (HL)

Die HL-Analyseergebnisse zeigten fir homozygotegé&rades G-Allels eine hdhere Inzidenz
einer Reoperation (p = 0,049; Tab. 13).

HL CC CG GG Gesamt
Anzahl [n] 49 95 48 192
Prozent [%] 25,5 49,5 25,0 100

Tabelle 17: Haufigkeitsverteilung der Genotypen in Bezug aumeai G-G-Austausch im
Kodon 202 des HL-Gens

3.4.3 Endotheliale NO-Synthase (eNOS)

Der homozygote bb-Genotyp (Wildtyp = Insertion/igm) des NOS3-4ab-Insertions-
/Deletionspolymorphismus wurde bei 73,4% gefund2as wesentlich seltenere a-Allel mit
der Deletion wurde bei 26,6 % der Patienten nacheg®m, wobei bei 1,6 % der homozygote
Genotyp aa (Deletion/Deletion) und bei 25 % der etutygote Genotyp ab

(Deletion/Insertion) auftrat.

NOS3 bb ab aa Gesamt
Anzahl [n] 141 48 3 192
Prozent [%] 73,4 25,0 1,6 100

Tabelle 18: Haufigkeitsverteilung der NOS3-a/b (Deletions-/imems-) Genotypen

Das a-Allel des NOS3-Gens war mit einer signifikentErhdhung des Risikos einer
Reintervention (p = 0,041) und des erneuten Audtretvon Symptomen assoziiert (p =
0,042). Nach 15 Jahren waren lediglich 5,1 % deieR#n mit einem a-Allel symptomfrei

(Tab. 13). Heterozygote Trager hatten eine 30 %et@hVahrscheinlichkeit, reoperiert zu
werden, wahrend homozygote Patienten eine 30 %o@édahrscheinlichkeit aufwiesen, sich

nicht einer Reoperation unterziehen zu missenQj®4; Abb. 8 und 9).
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Abbildung 9: Haufigkeitsverteilung der unterschiedlichen NOS3@gpen in Prozent in
dem untersuchten Kollektiv



3.4.4 PAI-1/FVL/PTICETP

Fur den PAI-1- und CETP-Polymorphismus sowie dieL+und PT-Mutation wurden in
dieser Studie keine statistisch signifikanten Wsibiede beziglich erneuter Symptomatik

oder Reintervention gefunden (Tab.15). Bis auf EML-Mutation wurden aber alle im

Risikoprofil beriicksichtigt.
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PAI-1 4G/4G 4G/5G 5G/5G Gesamt

Anzahl [n] 61 101 48 192

Prozent [%] 31,8 52,6 25 100
Tabelle 19: Haufigkeitsverteilung der PAI-1-4G/5G-Genotypen

FVL G/IG G/A A/A Gesamt

Anzahl [n] 177 15 0 192

Prozent [%] 92,2 7,8 0 100
Tabelle 20: Haufigkeitsverteilung der FVL-G1691A-Mutation

PT ww (G/G) wm (G/A) mm (A/A) Gesamt

Anzahl [n] 189 3 0 192

Prozent [%] 98,4 1,6 0 100
Tabelle 21: Haufigkeitsverteilung der PT-G20210A-Mutation

CETP C/C C/A A/A Gesamt

Anzahl [n] 57 95 40 192

Prozent [%] 29,7 49,5 20,8 100

Tabelle 22:

Haufigkeitsverteilung der CETP-C-629A-Genotypen
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3.5  Genetisches Risikoprofil und Fortschreiten der KIK

Einzelne Mutationen und Polymorphismen hatten moe eehr geringe Aussagekraft in der
begrenzten Patientenkohorte. Da die KHK eine naltdrielle Erkrankung ist, wurde
deshalb ein genetisches Risikoprofil erstellt, une dessere Abschatzung der Progression zu
ermdglichen. Aus den sieben untersuchten Polymempdm wurden sechs ausgewaéhlt und

kombiniert.

Patienten mit dem Risikoprofil mussten einen dégeoden Genotypen besitzen:

1. sie muldten die ApoE-Allelkombinati@®/4 oders4/4 aufweisen,
hetero- oder homozygot fur das a-Allel des NO&B-Rolymorphismus sein,

3. homozygote Trager des G-Allels an Aminosauretfosi202 der hepatischen Lipase
sein,
homozygote Trager des -629A-Allels des Cholektesyer-Transfer-Protein-Gens
sowie hetero- oder homozygot fir die Prothrom®26210A-Mutation sein.
Die Patienten durften gleichzeitig nicht homozydor den Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor Typ 1-5G-Polymorphismus an Position -&#&n.

Trager des genetischen Risikoprofils (n = 44) nersssich signifikant haufiger einer
Reoperation (p = 0,012) unterziehen und littenréftenter einer erneuten Symptomatik (p =
0,0012). Bei der Inzidenz Kkardiologischer Interi@mén (PTCA, Stentimplantation,
Myokardinfarkt) war dagegen kein Unterschied zwethden Gruppen (p = 0,38)
festzustellen. Die Cox-Multivarianz-Analyse zeigtdass nur dieses Risikoprofil eine
signifikante Aussage Uber eine Progression der Kidi€h einer Bypassoperation machen
kann (p = 0,004). Somit gestatten genetische Riside eine Individualisierung der
Sekundarpravention von Patienten mit koronarer ét&rankung (Abb. 10: Risikoprofil und

Progression der koronaren Herzerkrankung).
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4. Diskussion

Mit der Sequenzierung des menschlichen Genomsida¥ledizin eine neue Ara erreicht, in
der das Genom jedes Einzelnen dazu beitragen kaeme individuelle
Interventionsmadglichkeit fir den Patienten zu findsei sie nun praventiv, diagnostisch oder
therapeutisch. Zahlreiche Studien befassen sizhdamit, DNA-Varianten zu identifizieren,
die beispielsweise eine Rolle in der Pathogenes&\tiherosklerose spielen. Diese sollen es
ermdglichen, ein individuelles genetisches Risikdiprzu erstellen und nach diesem die

Therapie auszurichten.

Zur ldentifizierung prognostisch wichtiger Genvaten bei einem Herzinfarkt untersuchten
Yamada et al. beispielsweise 112 PolymorphismeilirGenen von betroffenen Patienten
und verglichen die Genotyp-Frequenzen mit denepreifontrollgruppe ohne Herzinfarkt
(84). Die Analysen identifizierten eine statistisipnifikant unterschiedlich haufige Mutation
bei Mannern (einen C-zu-T-Polymorphismus an Nuldipatsition 1019 des Connexin-Gens)
und zwei bei Frauen (die Insertion eines GuaninsPasition -668 [-668 4G/5G] des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1-Gens und dresertion eines Adenins an Position
-1171 [-1171 5A/6A] des Stromolysin-Gens). Diesezeinukleotid-Mutationen zeigten in
dem untersuchten Kollektiv einen Einfluss auf dasftieten von Herzinfarkten. Solche
Studien unterstreichen den Wert der Genotypisieritegnziel ist es, Patienten entsprechend
ihrem Risikoprofil mit einer individuellen Therapz behandeln. Die Pharmakogenetik ntitzt
dieses Wissen, da es sich gezeigt hat, dass gdneleterminierte Proteinvarianten einen
grof3en Einfluss auf die Wirkung von Medikamentebdm(22, 83).

In der vorliegenden Studie haben wir sieben bebsitannte Genvarianten analysiert, fur die
es in der Literatur schon Hinweise auf einen Zusamimng mit dem Fortschreiten einer
Artherosklerose gibt. Es wurden dabei Proteine ewaglt, die in Stoffwechselwege
involviert sind, die in der Pathogenese der korenarerzerkrankung eine entscheidende
Rolle spielen. Dazu gehoéren der Lipidmetabolismigsog, CETP; HL), die Blutgerinnung
(FVL, PT, PAI-1) und der NO-Metabolismus (eNOS)y tie die Erweiterung der Blutgefalie
und die Regulation des Blutdrucks wichtig ist. Zikéser Arbeit war es, einen maoglichen
Zusammenhang zwischen genetisch determiniertenaMan und dem Auftreten und
Fortschreiten einer KHK zu finden, um somit furiBaten, die bereits eine Bypassoperation

hatten, postoperativ ein genetisches Risikoprafilgenerieren. Dieses konnte dazu dienen,
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eine individuelle Prognose zu erstellen und mogialeise auch die Therapieintensitat zu
modulieren. Nachfolgend sollen noch einmal die Aalsmder einzelnen Polymorphismen,
unsere Daten sowie die bereits in der Literaturclyesbenen Ergebnisse diskutiert und

kritisch betrachtet werden.

4.1 Der ApoE-Polymorphismus

Bezogen auf die Gesamtbevolkerung hat kein andeesgprodukt einen so grof3en Einflul3
auf den individuellen Cholesterinspiegel wie das ég@olipoprotein E-Gens. Dabei erhoht
das e4-Allel den Plasma-LDL-Spiegel. In zahlreichen Usteehungen wurde der ApoE-
Polymorphismus mit dem gehéauften Auftreten eindrefdsklerose in Verbindung gebracht.
Baroni et al. fihrten zum Beispiel eine Studie dutiei der sechs Polymorphismen in Genen,
deren Proteinprodukte einen Einfluss auf den Lipiflwechsel haben (ApoE, ApoAl,
ApoClll, ApoB, LPL und HL), untersucht wurden (4AAn der Studie nahmen 102 Patienten
mit gesicherter koronarer Herzerkrankung und 10#4tkudlen teil. Es konnte nur flr ApoE,
ApoB und die HL ein Unterschied zwischen Erkrankiend Gesunden gezeigt werden. Dabei
war das ApoE4-Allel mit der Manifestation einer KHK assoziiefdie Ergebnisse unserer
Studie waren &hnlich: Patienten denen das haufigyie €3 fehlte, also die Kombinationen
€2/4 unde4/4 aufwiesen (Homozygotie fur die Isofor® ist in der Bevdlkerung selten, so
dass sie bei keinem unserer Patienten zu finden), waussten sich haufiger einer
Reintervention unterziehen. Da auch die beiden Gppa ¢2/4 unde4/4 sehr selten (3 %
bzw. 2 %) vorkommen, ist diese Aussage allerdintgsskh zu bewerten. Bestatigt werden
die Ergebnisse jedoch dadurch, daf’ sich hier dielgg Tendenz wie bei anderen Studien
zeigt. Winschenswert waren dennoch Untersuchungan emem noch grofReren

Patientenkollektiv.

4.2 Der HL-T202T-Polymorphismus

Die Enzymaktivitat der hepatischen Lipase spieieezntscheidende Rolle in der Regulation
des Lipidmetabolismus. In der bereits genanntedi&tuwon Baroni et al. konnten beztiglich
des T202T (ACC/ACG)-Polymorphismus im HL-Gen beiddern des G-Allels ein
niedrigeres HDL-Cholesterin und erhéhte Triglyzeridbeobachtet werden (4).
Interessanterweise konnte auch ein unabhéngigeanzZimenhang zwischen den klinischen
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Endpunkten und dem HL-Polymorphismus beobachtetever Homo- oder heterozygote
Trager des G-Allels hatten signifikant haufiger eimeites kardiovaskulares Ereignis. Unsere
Zahlen zeigen ein ahnliches Ergebnis. Homozygoégdirdes G-Allels (n = 48) mussten sich
wesentlich haufiger einer Reoperation unterzieMurtomaki et al. konnten fur den T202T-
Polymorphismus ein Kopplungsungleichgewicht mit B3 T457T und schwacher mit der
Promotor-Mutation -480C/T nachweisen. Das -480TelAllst mit einer niedrigeren HL-
Aktivitat assoziiert und fihrt zu erhéhten HDL- uAgoAl-Spiegeln (52) Somit dient der
T202T-Polymorphismus, auch wenn er selber keinerfll auf Synthese, Struktur oder
Funktion der HL hat, als Marker fir andere, funketh relevante Mutationen im HL-
Genlokus.

4.3 Die -629C/A-Mutation im Promotor des CETP-Gens

Fur das CETP-Gen ist eine beachtliche Anzahl vdgnRarphismen bekannt. In einer grof3en
Multicenter-Studie untersuchten Corbex et al. zusrsgiel zehn Polymorphismen und deren
Zusammenhang mit Myokardinfarkten in 568 Infarktd668 Kontrollpatienten (15). Dabei
konnte fur drei Polymorphismen, darunter auch d@29C/A-Mutation, ein signifikanter
Zusammenhang mit Myokardinfarkten gezeigt werdeer DC-Genotyp, der als potentiell
atherogen gilt, war mit einer erhohten CETP-MasaePlasma sowie einem erniedrigten
HDL-Cholesterin assoziiert. Unsere Ergebnisse reigeenfalls, dass sich Trager des C-
Allels 5 Jahre postoperativ haufiger einer Reopamabzw. Reintervention unterziehen
mussten, verglichen mit dem homozygoten AA-Genofypbelle 15). Jedoch war die
Assoziation der -629C/A-Mutation mit der CETP-Massed dem HDL-Cholesterin bei
Abstinenzlern nicht nachweisbar und war umgekem$aausgepragter, je mehr Alkohol der
Patient konsumierte. Dies zeigt, welchen komplexEmflissen solche genetisch
determinierten Varianten unterliegen und dass yvmkhrscheinlich zum Teil bislang noch
unbekannte Faktoren eine Rolle in der phanotypischAespragung dieser Mutationen
spielen. Somit wird man durch die Analyse einezamen Polymorphismus keine Aussage
Uber das Risiko machen konnen, sondern erst durehAdalyse mehrerer genetischer
Faktoren eine realistische Prognose abgeben kénnen.

Blankenberg et al. (6) konnten ebenfalls zeigerssddas -629A-Allel einen protektiven
Effekt im Hinblick auf kardiovaskuléare EreignissathZusatzlich wurde die Hypothese
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bestatigt, dass vor allem Trager des C-Allels vimereStatintherapie profitierten. Bei ihnen
reduzierte sich das Risiko eines kardiovaskulanmenmggisses um die Halfte, wohingegen sich
bei Tragern des A-Allels mit bzw. ohne Statinthézakein Unterschied in der Mortalitat
zeigen liel3. In unserer Studiengruppe erhielteeyiaber nicht alle Bypasspatienten eine
lipidsenkende Therapie, was unsere Ergebnise tesseh konnte, da wir keinen Vergleich
der Verlaufe mit bzw. ohne Statintherapie habeterdings lie3en sich in der Einzelanalyse
(Tabelle 15) keine signifikanten Unterschiede tahtich der klinischen Endpunkte finden,

so daf3 ein wesentlicher Einflul3 der Statintherapsgeschlossen erscheint.

4.4 Die FVL-G1691A- und die PT-G20210A-Mutation

Bestimmte Mutationen in fur die Hamostase wichti@anen wie zum Beispiel die G1691A-
Mutation im Gerinnungsfaktor V-Gen und die G20210Wtation im Prothrombin-Gen
spielen eine gesicherte Rolle in der EntstehungsenThrombosen. Uber die Rolle dieser
beiden Mutationen bei der Entstehung der koronatemrzerkrankung gibt es allerdings noch
kontroverse Ergebnisse. In einer Meta-Analyse veretal. wurden 191 Studien mit sieben
Genen, deren Produkte an der Gerinnung beteilgt, sintersucht. Dabei musste jede Studie
mindestens 5000 Patienten mit KHK und 5000 Korgrolbeinhalten. Insgesamt wurden
66155 KHK-Félle und 91307 Kontrollen eingeschlossBrabei zeigte sich, dass beide
Mutationen mit dem Risiko einer koronaren Herzemnkumg assoziiert sind (85). In einer
weiteren Untersuchung von Almawi et al. hingegemgteesich sowohl fur die Faktor V-
Leiden- als auch fur die PT-Mutation kein Zusamnasghmit dem KHK-Risiko (1). Zwei
weitere Studien lieferten ebenfalls gegensatzlEtrgebnisse (10, 76Ppabei konnten Tuntun
et al. an 25 Patienten, die jlinger als 35 Jahrewand bereits eine Bypassoperation hatten,
zeigen, dass die Faktor V-Leiden-Mutation ein Fantsiten der koronaren Restenose fordert.
Burzotta et al. hingegen stellten fest, dass da21@A-PT-Allel einen vererbbaren
Risikofaktor fur ein akutes Koronarsyndrom darstéilir die FVL-Mutation gab es dagegen
keine Unterschiede in der Haufigkeit zwischen Pdé¢ie und Kontrollpersonen. In unserer
Studie war bei heterozygoten Tragern der PT-Mutatiehn Jahre postoperativ nur noch die
Halfte der Patienten reoperationsfrei bzw. ohnesgien Symptomatik und nach 15 Jahren
keiner. Fur die FVL-Mutation ergaben sich in unseftudie dagegen keine statistisch
signifikanten Unterschiede, so dass diese bei dstelting des genetischen Risikoprofils

nicht bertcksichtigt wurde.
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4.5 Der PAI-I -675 4G/5G-Polymorphismus

Aufgrund zahlreicher Studien wird das 4G-Allel dB&l-1-Polymorphismus haufig als
thromboembolischer Risikofaktor bezeichnet (51). fikrt zu einer verstarkten PAI-1-
Expression, was mit einer verminderten Plasmin- kibdinolyseaktivitat und folglich einem
gesteigerten Thromboserisiko einhergeht. Yamada. €84) kamen jedoch zu kontroversen
Ergebnissen. In ihrer Studie wurden 2819 Patienteih Myokardinfarkt mit 2242
Kontrollpersonen, die mindestens einen klassisch@neikofaktor fur eine koronare
Herzerkrankung hatten, verglichen. Es wurden ireages37 Polymorphismen untersucht,
wobei zuséatzlich noch zwischen Mannern und Fraugerschieden wurde. Die Ergebnisse
zeigten nur fir weibliche Patientinnen, die Trageen des 5G-Allels waren, ein signifikant
hoheres Risiko, einen Myokardinfarkt zu erleiden. &nlichen Ergebnissen kamen auch
Roest et al. (58), die von einem niedrigeren Riskwoes zerebrovaskularen Ereignisses fur
den 4G/4G-Genotyp berichteten. In unserer Studigtere sich keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf die Frequenz der beid&ieA Dennoch war eine Homozygotie
fur das 5G-Allel mit einem niedrigeren Risiko eimgneuten Bypassoperation assoziiert. Funf
und zehn Jahre postoperativ ergaben sich fur demmygoten 5G/5G-Genotyp geringere
Haufigkeiten sowohl hinsichtlich einer erneutenri@etivention als auch der Kombination der
klinischen Endpunkte (Tabelle 15). Hierbei wurdelgeh nicht zwischen Mannern und
Frauen unterschieden. Diese unterschiedlichen Brggd machen deutlich, dass das
Patientenkollektiv weiter vergro3ert und z.B. intéhgruppen von Mannern und Frauen
unterteilt werden muss. Leider waren die Frauemniserer Studie mit 34 versus 158 Manner

deutlich unterreprasentiert.

Dies ruhrt daher, dass unter den behandelten Batienit koronarer Herzkrankheit Frauen
sehr viel seltener sind als Manner, besonders inAftersgruppe vor den Wechseljahren.
Dennoch ist die KHK derzeit die fihrende Todesunsaeei Frauen in Industriestaaten. Als
ursachlich fur das auffallend seltenere Vorkommen KHK und anderer atherosklerotisch
bedingter Erkrankungen bei pramenopausalen Fraudard vallgemein der sog.

,Ostrogenschutz* angesehen. Urspringlich wurderetsohiede im Risikoprofil (geringerer

Nikotinkonsum, weniger Stre3) dafiir verantwortligamacht. Doch fiel auf, dal3 sich bei
Frauen, bei denen es z.B. durch eine operativeefnthg der Eierstocke zu einem friheren
Beginn der Menopause kam, das Risiko fur eine KB$ch dem der M&nner anglich. Hieraus
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wurde die Vermutung abgeleitet, dass weibliche Glesbtshormone und hier insbesondere
die Ostrogene einen schitzenden Effekt hinsichitieh Atherosklerose-Entstehung haben.
Der Mechanismus dieser Wirkung ist noch nicht vafigig geklart. Mégliche Ansatzpunkte
wurden sowohl experimentell als auch in grol3en expidlogischen Beobachtungen und
Placebo-kontrollierten Substitutionsstudien anéadgn postmenopausaler Frauen Uberprdift.
Die meisten der zahlreichen Fall-Kontroll-Studiewge die prospektiven Kohorten-Studien
mit postmenopausalen Frauen fanden eine Verringerdes Risikos kardiovaskularer
Erkrankungen durch eine Ostrogensubstitution umbB050 % (47). In der Studie des
amerikanischen "Lipid Research Clinics Program" n2270 Frauen wurde nach
durchschnittlich 8,5 Jahren eine Senkung der Mitidtalm 63 Prozent beobachtet, wobei nur
ein Prozent der mit Ostrogenen behandelten Patigemi zuséatzlich ein Gestagen erhielten
(11).

Beziiglich moglicher Einflisse des Ostrogens auf Ateerosklerose wurden folgende

Beobachtungen gemacht:

1. An glatten Gefal3muskelzellen menschlicher Korararien und anderer Gefal3e lafit sich
ein funktionell wirksamer Ostrogen (E2)-Rezeptochwaeisen. Experimentell verstarken
Ostrogene ferner die NO-vermittelte, endothelablyinGefalrelaxation und reduzieren
eine durch andere Mediatoren (Serotonin, Histanfingiotensin II, Acetylcholin)
ausgeloste Vasokonstriktion. Bei kurzfristiger Gaben 17R-Ostradiol konnte eine
Verbesserung des koronaren Blutflusses und ein&nggrung der ischamiefreien Zeit

unter Belastung dokumentiert werden.

2. Ferner wurde ein gunstiger Einfluss auf das Butmungssystem im Sinne einer
Erhohung der endogenen Fibrinolyse (u.a. durchedrigte Spiegel des Plasminogen-
Aktivator-Inhibitors Typ 1 (PAI-1)) und einer Seniky des Fibrinogens und der

Plasmaviskositat dokumentiert.

3. Wesentlich ist auch eine Verbesserung des Lipfdgrdurch die Ostrogengabe. Dies
zeigt sich an einer Senkung des Gesamt-Cholesteiindbnahme des LDL-Anteils um
mehr als 20 % und einer relativen wie auch absoliEehdohung der als protektiv
geltenden HDL. Diese Effekte waren in den Studiemsa starker, je ausgepragter die
vorbestehende Fettstoffwechselstorung war. Zushtkibmmt es zu einer Absenkung des
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Lp(a), eines weiteren Risikofaktors der Atheroskder Ein begleitender leichter Anstieg
der Triglyzeride wird dagegen durch die Kombinatiom einem Progesteron abgemildert.

Obwohl eine generelle Empfehlung zur Hormonsubstuiei postmenopausalen Frauen zum
heutigen Zeitpunkt nicht ausgesprochen werden kasin,wegen der beeindruckenden
Wirkung der Ostrogene mit nahezu einer Halbieruag ldrdiovaskularen Sterblichkeit bei
jeder Patientin an dieses zusatzliche Therapieprinm denken. Am starksten profitieren

dabei Frauen mit mehr als einem koronaren Risikofak

4.6 Der NOSS3- 4ab-Polymorphismus

In einem Ubersichtsartikel von Wang und Wang aus) d&hre 2000 (81) wurden die
Ergebnisse der zahlreichen Studien, die bisher dieekOS3-Genpolymorphismen und deren
Zusammenhang mit vaskuldren Erkrankungen publizistden sind, zusammengefalt.
Bezuglich eines Zusammenhangs zwischen dem 4alaBghpismus und der KHK zeigten
funf von elf Studien signifikante Korrelationen. mherhinaus schienen einige der
Assoziationen innerhalb bestimmter Subgruppen (z. RAucher, Nichtraucher oder

Jugendliche) ausgepragter zu sein.

Diese Widerspriche sind ein Phanomen, das haufigdmetischen Studien beobachtet wird.
So spielen zum Beispiel Umweltfaktoren und Gen-Geeraktionen fir die grolie
Variabilitdt des klinischen Phéanotyps eine wichtialle. Auch missen die Untersuchungen
nicht nur krankheits-, sondern auch populationsfipelz erfolgen. Fur Japaner und Weile
wurden ahnliche Allelhaufigkeiten nachgewiesen (i@hrend bei Afro-Amerikanern z.B.
hinsichtlich des 4ab-Polymorphismus ein viel hderfgg Auftreten des 4a-Allels beobachtet

wurde als bei Australiern oder Japanern (39).

Zudem sind Umweltfaktoren wie z. B. das Rauchesimer Studie oftmals schwierig exakt zu
erfassen, da diese Informationen nur anamnestrbdien werden kénnen. Da diese aber fur
den Einflu3 einer Gen-Variante eine entscheidendkeRspielen kdnnten, muss auf eine
genaue Datenerhebung sehr viel Wert gelegt welddeunserer Studie war das a-Allel des

NOS3-4ab-Polymorphismus mit einem signifikant etedhRisiko einer Reintervention und
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des erneuten Auftretens von Symptomen assoziiatigllel5, Abbildungen 8 und 9). Dabei
hatten erstaunlicherweise Heterozygote (ab) eing3®here Wahrscheinlichkeit, reoperiert
zu werden, wohingegen homozygote Patienten (aa@ &mnh % hohere Wahrscheinlichkeit
aufwiesen, sich nicht einer erneuten Operationraigieen zu missen. Diese Aussage muss
allerdings sehr kritisch betrachtet werden, dahdenozygote 4aa-Genotyp extrem selten ist.
In unserer Untersuchung waren lediglich drei P&tier{1,6 %) homozygote Trager des 4a-
Allels.

4.7 Erstellung eines genetischen Risikoprofils

Da die Einzelanalyse der Polymorphismen und Mutationur eine geringe Aussagekraft und
zum Teil widersprtichliche Ergebnisse lieferte, matve durch Kombination von genetischen
Faktoren ein genetisches Risikoprofil erstellt. Dawurden diejenigen Allele der
Polymorphismen und Mutationen ausgewahlt, die isever Analyse mit einem erhdhten
Reoperations- bzw. Reinterventionsrisiko oder niitee erneuten Symptomatik assoziiert
waren (siehe Tabelle 15). Die Patienten musstemlesitens einen der folgenden Genotypen
aufweisen. Sie mussten hetero- oder homozygot fs d-Allel des NOS3-4ab-Poly-
morphismus sein, da diese Patienten ein signifikahbhtes Risiko fur eine Reintervention
sowie das Auftreten einer erneuten Symptomatikehatin Bezug auf das Apolipoprotein E
mussten sie positiv fir dag-Allel sein (d.h.e2/4 odere4/4), da das4-Allel als potentiell
atherogen gilt, wie sich auch in unserer StudigteeiHomozygote Trager des G-Allels des
HL-T202T-Polymorphismus zeigten eine erhOhte Rate Reoperationen sowie einer
Kombination der Kklinischen Endpunkte. Deshalb nersstTrager des genetischen
Risikoprofils eine homozygote Expression des G4allaufweisen. In Bezug auf das
Cholesteryl-Ester-Transfer-Protein sollten die &#@gn homozygot fur die -629A-Mutation
sein. Die Patienten mussten ebenfalls hetero- bderozygote Trager der PT-G20210A-
Mutation sein, da nach 10 bzw. 15 Jahren nur ndzi®®%bbzw. 0 % der Heterozygoten
reoperationsfrei bzw. frei von erneuter Symptomatilaren. Bezuglich des PAI-1-
Polymorphismus durften Trager des Risikoprofils hhichomozygot 5G/5G sein, da
homozygote Trager finf Jahre postoperativ wenigeogRrationen bzw. Reinterventionen
hatten und auch seltener unter einer erneuten Synapik litten. Die FVL-Mutation wurde
dagegen im Risikoprofil nicht bertcksichtigt, dahsiin meiner Studie keine signifikante

Assoziation zeigte.



-63 -

Die Ergebnisse dieser Analysen bestatigten, dasstigehe Varianten die Progression einer
Restenose nach einer primaren Bypassoperationflssien. Von den sieben untersuchten
Polymorphismen hatten der NOS3-4a/b-Polymorphissusie dies2- und 4-Allele des
Apolipoproteins E den gréf3ten Einfluss auf die Nardigkeit einer Reoperation und
Reintervention. Der untersuchte NOS3-Polmorphisnvas bereits bei Rauchern in einen
Zusammenhang mit einem haufigeren Auftreten vona@eh an den Koronarien gebracht
worden (79). Patienten mit dem homozygoten 4aa-yprzeigten eine Verminderung der
NO-Stoffwechselmetabolite von 20 % (75). Verschieétudien befassten sich mit den
Auswirkungen des ApoE-Polymorphismus auf eine Bgppsration und berichteten bei
Patienten mit deme4-Allel von einer hodheren Inzidenz an Entzindung@4) und
Nephropathien (50). Neurologische Komplikationenigts: sich dagegen gehauft in
Verbindung mit dene2-Allel. Interessanterweise hatten in unserer StiRktienten, denen
das haufigste Allele3 fehlte, also nur Trager der Risikoallet®2 und ¢4 waren, eine

aggressivere Form der KHK.

Die positiven Effekte der medikamentosen Therapiedan weiteren Verlauf der KHK sind

unumstritten, insbesondere die Senkung des LDL-&3tefinspiegels (43). Aufgrund des
Designs meiner retrospektiv angelegten Studie wgedoch nicht moéglich, den Einflul3 der
medikamentbésen Therapie zu untersuchen, da diesh dar Bypassoperation durch
Kardiologen festgesetzt worden war, und Patienténwiederkehrender Symptomatik eine
intensivere Therapie erhielten. Aus diesem Grumgteauch die Rolle der klassischen
Risikofaktoren schwer zu interpretieren. Die Riséldoren wurden bereits zum Zeitpunkt
der Erstoperation behandelt. Patienten horten auwf rauchen und begannen mit
Trainingsprogrammen. Deshalb hatten die klassisdRisikofaktoren wie Nikotinabusus,

Hypercholesterinamie, Adipositas und Diabetes h#fizienter medikamentoser Therapie
keinen so grol3en Einfluss auf die Progression détKK Aul3erdem bestand das

Patientenkollektiv nur aus Langzeitiberlebenderhri@ronarer Bypassoperation, die bereit

waren, an dieser Studie teilzunehmen.

Das Wissen uber Genvarianten und ihre Auswirkurggdnden weiteren Verlauf einer KHK
nach Bypassoperation steigt stdndig. Die meistadi&t untersuchten allerdings die akuten
Einflisse wahrend der postoperativen Phase. Sanditdse Daten, die eine Aussage flur das

weitere Fortschreiten der KHK nach einer Operatioachen konnen, sehr limitiert. Erst
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kurzlich berichteten Taylor et al. (73) von einenusZmmenhang zwischen dem
Lipoproteinlipase-Genlocus und dem Fortschreiterr detherosklerose in arteriellen
Bypassgrafts und identifizierten den LPL-Hind I/lR2Genotyp als unabhangigen Risiko-

faktor.

Aufgrund der beschrankten Patientenzahl sowie emer sehr kleinen Zahl analysierter
Mutationen und Polymorphismen sind weitere Untemsngen winschenswert, die mit
grof3er Wahrscheinlichkeit den pradiktiven Wert descber Analysen bestatigen werden. Fur
eNOS beispielsweise sind mindestens vier haufiggniRowphismen (G894T, GIlu298Asp,

T786C, 4ab) als Risikofaktoren im Zusammenhangemiér KHK beschrieben worden. Der
Einwand, nur einen und nicht auch weitere Polymisrmpken innerhalb eines Genlokus
bestimmt zu haben, ist richtig. In der Auswahl deruntersuchenden Varianten liegt sicher
eine Schwierigkeit und auch ein Problem solchedi®tu Wir haben uns bei der Selektion
der in dieser Arbeit untersuchten Mutationen undyrfRorphismen auf Literaturdaten

gestutzt, die fur den/die jeweilige(n) Basenausthii3eletion/Insertion bereits einen Einfluss
auf das Entstehen einer KHK demonstrieren konnsendald eine funktionelle Relevanz
dieser Genalterationen wahrscheinlich war. Dennaen die Aussagekraft der einzelnen
Genvarianten bezuglich der Progression der KHK gening und erst die Erstellung eines
genetischen Risikoprofils aus sechs ausgewahltetatidoen und Polymorphismen erlaubte
eine Unterscheidung der Patienten hinsichtlich Sgmp, Reinterventions- und

Reoperationsfreiheit (Abbildung 10).

Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit gezeigtleve dass eine Risikoabschatzung der
KHK-Progression mittels einfacher genetischer Tesfglich ist. Dieses Konzept ist deshalb
so interessant, weil die betrachteten GenmutatiofhBnweise auf die individuelle
Pathophysiologie jedes einzelnen Patienten gebant&b (82), was fur das Verstandnis der
Genese eines multifaktoriellen Leidens wie der karen Herzerkrankung eine wichtige
Rolle spielen kdnnte. Mdglicherweise wird diesefaghe und billige diagnostische Methode
in naher Zukunft auch helfen, die Therapie nacholgtér Bypassoperation zu

individualisieren und folglich zu verbessern.
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