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Referat

Zielstellung:  Zahlreiche Publikationen weisen auf die Bedeutung der Proteine
Angiotensinogen, Apo E und p22-phox bei der Pathogenese atherosklerotischer
GeféBRverédnderungen hin. Daher erfolgte in der vorliegenden Dissertation anhand einer
mitteldeutschen Bevolkerungsstichprobe die Analyse des AGT (C659T)-, Apo E (112, 158)-
und p22-phox (C242T)-Polymorphismus bei Koronarpatienten unter Berlicksichtigung einer
Restenosierung nach PTCA.

Material und Methoden: Fiir die Untersuchung wurden 123 KHK-Patienten (Alter: 46,6+5,9
Jahre; 83,7 % mannlich) mit nachgewiesenem Myokardinfarkt, erfolgter PTCA oder nach
ACVB/IMAB konsekutiv rekrutiert. Als Vergleichsgruppe dienten 260 gesunde
Langzeitblutspender (Alter: 46,6+8,0 Jahre; 78,8 % mannlich). Alle Studienteilnehmer gehorten
der kaukasischen Rasse an. Nach Kklinischer Charakterisierung und Analyse ausgewéhlter
Laborparameter erfolgte die Typisierung der genomischen DNA aus Leukozyten mit Hilfe von
PCR- und RFLP-Techniken. Als Restenose wurde eine interventionspflichtige
Wiederverengung eines bereits ballongedehnten GefdRes innerhalb von 6 Monaten nach dem
Primareingriff definiert.

Ergebnisse und Schlussfolgerungen: Der AGT (C659T)-Polymorphismus zeigte keine
Assoziation zur KHK. Allerdings zeichneten sich T-Allel-Trager durch signifikant erhthte
Plasmaspiegel fur Protein C (p=0,033) und Faktor VII (p=0,013) aus. Mdglicherweise weist
diese Beziehung zu wichtigen Faktoren des Gerinnungssystems auf eine funktionelle Relevanz
bei der Entwicklung atherosklerotischer Erkrankungen hin. Die Apo E (112, 158)-e3/e4+€4/e4-
Genotypen waren unter den Koronarpatienten signifikant haufiger nachweisbar (p=0,044;
OR=1,787), insbesondere bei isolierter Betrachtung des weiblichen Geschlechts (p=0,017;
OR=6,000). Des weiteren neigten e4-Alleltrager in einer prospektiven Untersuchung starker zur
Entwicklung einer Restenose (Pexact=0,035). Offensichtlich erhtht diese Genvariante unter
bestimmten Bedingungen die Empfanglichkeit fur die Ausbildung pathologischer
Veranderungen an den Herzkranzgefallen. Fir den p22-phox (C242T)-Polymorphismus konnte
insgesamt keine Assoziation zur KHK beobachtet werden. Ungeachtet dessen hduften sich die
Tréger des T-Allels unter den koronarchirurgisch therapierten Patienten (p=0,011; OR=2,823)
sowie in einer Gruppe aus Langzeitiberlebenden nach MI (p=0,013; OR=3,058) signifikant.
Dieser Befund lasst eine koronarprotektive Wirkung dieser Genvariante vermuten. Die Analyse
genetischer Cluster ergab Hinweise auf eine potentielle Interaktion der untersuchten Genotypen.

Zur Validierung der Ergebnisse dieser Dissertation sind weitere Studien erforderlich.

Weidhase, Lorenz Arndt: Untersuchungen zum Stellenwert von polymorphen genetischen
Markern bei koronarer Atherosklerose unter Ber(icksichtigung einer Restenosierung nach PTCA
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 76 Seiten, 2001
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Einleitung 1

1. Einleitung

Atherosklerose ist die Hauptursache fir Myokardinfarkte und apoplektische Insulte. Sie ist vor
allem dadurch fur etwa 50 % aller Todesfalle in den westlichen Industrienationen verantwortlich
und stellt somit ein epidemiologisches und gesundheitspolitisches Kernproblem dar. In den
letzten Jahren kam es zu einem bedeutenden Erkenntniszuwachs (ber die komplexen
pathogenetischen Zusammenhénge der Entstehung atherosklerotischer Gefalierkrankungen. Ein
multifaktorielles Zusammenspiel von Umwelt und erblicher Veranlagung fuhrt zur
Manifestation  dieser krankhaften Veranderungen insbesondere im Bereich der
hirnversorgenden, der Herzkranz- und der Extremitatenarterien (68, 13). In Abbildung 1 ist eine
Ubersicht mit Wichtung endogener (dunkler Hintergrund) und exogener (heller Hintergrund)

Komponenten etablierter koronarer Risikofaktoren dargestellt.

exogene
Faktoren

Rauchen

Hyperhomozysteinamie

amiliire Haufung oheres Lebensalte
mannliches Geschlecht

endogene
Faktoren
Abb. 1: Endogene und exogene Risikofaktoren der KHK, modifiziert nach Lusis (68)

Initialereignis der Entwicklung atherosklerotischer Plaques ist die subendotheliale Ablagerung
cholesterolreicher Lipoproteine, vor allem von LDL. Gefabiegungen und -verzweigungen
weisen eine erhdhte Permeabilitat des Endothels auf und sind somit fur Lipoproteindepositionen
besonders anfallig. Bis zu einem Total-Cholesterol (TC)/HDL-Cholesterol (HDLC)-Quotienten
von etwa vier sind die HDL-Partikel in der Lage, das Uberschiissige Cholesterol aus der Intima
herauszuwaschen.  Wird  dieser  Quotient Uberschritten (TC/HDLC>=4), ist die
Rucktransportkapazitat der HDL-Partikel unzureichend. Es kommt zwangslaufig zur
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subendothelialen Anreicherung der cholesterinreichen Lipoproteine, die daraufhin einer
Modifikation unterliegen und als minimal-oxidierte LDL bezeichnet werden. Das dariiber
liegende Endothel reagiert auf diese Verdnderung und exprimiert verstarkt VCAM-1, MCP-1
und M-CSF. In dessen Folge findet eine Rekrutierung von Monozyten und T-Lymphozyten aus
der Blutbahn statt. Monozyten wandeln sich zu Makrophagen um und produzieren verstarkt
Zytokine. Eine dadurch induzierte, gesteigerte Radikalbildung ist fiir die Umwandlung minimal-
oxidierter in stark-oxidierte LDL-Partikel verantwortlich. Koronare Risikofaktoren, wie zum
Beispiel Hypertonie und Zigarettenrauchen, potenzieren diesen Prozess. Stark-oxidierte LDL
sind nicht mehr regulér iber den LDL-Rezeptor endozytierbar und werden deshalb mit Hilfe der
,»Scavenger-Rezeptoren* von den Makrophagen aufgenommen. Persistieren atherosklerotische
Risikofaktoren weiter, dann wird die Aufnahmekapazitat der Makrophagen Uberschritten, die
sich daraufhin in cholesterolgefillte Schaumzellen umwandeln. Da dieser Prozess keiner
,.Feedback-Regulation* unterliegt, phagozytieren die Makrophagen unkontrolliert weiter bis
zum Zelltod. Durch die darauf zurlckzufiihrenden nekrotischen Veranderungen entstehen
extrazellulare Lipidseen aus Cholesterol und Cholesterolestern, die das Endothel zu noch
starkerer Produktion von Gewebshormonen anregen. Danach wandern Mediamyozyten in den
subendothelialen Raum ein, proliferieren und wandeln sich in faser- und matrixbildende
Myofibroblasten um. Eine typische atherosklerotische Lasion aus lipidreichem Kern (,,core®)
und bindegewebiger Hille (,,cap‘) entsteht. Je nach Verhdltnis und Zusammensetzung dieser
zwei Komponenten werden stabile und instabile Plaques unterschieden. Instabile Plagques mit
einer dinnen fibrosen Hulle, degenerierter Matrix, ausgedehntem Lipidkern und zahlreichen
Entzlindungszellen neigen stark zu Endotheleinrissen mit nachfolgender Thrombosierung des
Lumens. Dies stellt das morphologische Korrelat akuter Gefalverschliisse dar, die dann zum
Beispiel als akuter Myokardinfarkt oder apoplektischer Insult klinisch manifest werden (7, 13,
68, 101, 116).

Bei der Therapie akuter und chronischer Verengungen im Bereich der Herzkranzgefél3e hat in
den letzten beiden Jahrzehnten die Bedeutung perkutaner transluminaler Koronarangioplastien
(PTCA) standig zugenommen. Der wichtigste Limitationsfaktor einer PTCA ist das Phanomen
der Restenose. Insgesamt sind etwa 20-50% aller ballondilatierten Koronarpatienten von diesem
komplexen, multifaktoriellen Prozess betroffen, der innerhalb der ersten sechs Monate nach
dem interventionellen Eingriff abgeschlossen ist. Die Restenose ist Hauptursache fur Morbiditat
und Mortalitat im 1. Jahr nach erfolgter PTCA. Als beste Prophylaxe hat sich in letzter Zeit
immer mehr die intrakoronare Stentimplantation etabliert (58). Aktuelle Untersuchungen
demonstrieren eine weitere Senkung der Restenoserate durch die Anwendung einer intravasalen
Brachytherapie (63, 91, 114).
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Fur viele der mit der Atheroskleroseentstehung, Plaqueruptur und Restenosierung in
Zusammenhang stehenden Proteine und Peptide wurden auf genomischer Ebene bereits
Mutationen und Polymorphismen beschrieben. Diese Kandidatengene sind meist elementare
Funktionstrager im Fettstoffwechsel, in der Blutdruckregulation oder Blutgerinnung. Nur eine
geringe Anzahl erblicher Herz-Kreislauf-Erkrankungen lassen sich bisher durch monogene
Defekte, die einem klassischen Mendelschen Erbgang folgen, erkléren. Ein Beispiel hierfiir ist
die durch einen LDL-Rezeptordefekt gekennzeichnete Hypercholesteroldmie Typ lla (104). In
den meisten Féllen familidrer Haufung atherosklerotischer Prozesse steht ein multifaktorielles
Geschehen im Vordergrund. Hierbei spielt die Interaktion aus Lebensstil, Umwelt und
genetischer Disposition eine entscheidende Rolle. Die Suche nach entsprechenden
Kandidatengenen, die das kardiovaskulédre Risiko beeinflussen, ist ein wichtiger Bestandteil der
klinisch-genetischen Forschung. Zahlreiche Genpolymorphismen werden zur Zeit kontrovers als
Risikofaktoren fir eine KHK diskutiert. Verschiedene Varianten des ACE-, Lp(a)- und
Fibrinogen-Genes sind Beispiele hierfur (68, 104). In der vorliegenden Arbeit soll der
Stellenwert des Angiotensinogen (C659T)-, Apo E (112, 158)- und p22-phox (C242T)-
Polymorphismus bei koronarer Atherosklerose unter Berlicksichtigung der Restenosierung nach

interventioneller Dilatation verengter Herzkranzgeféal3e untersucht werden.

1.1. Angiotensinogen

Angiotensinogen (AGT) ist ein 452 Aminoséuren umfassendes Glykoprotein. Die molare Masse
dieses globoiden Molekiiles betragt je nach Glykosylierungsgrad 55-65 kD. Phylogenetisch
gehort es zur Superfamilie der Serinproteaseinhibitoren (Serpine). Dies erklart auch die

ausgepragte Strukturhomologie zum a;-Antitrypsin (36, 42, 87).

Der bedeutsamste Bildungsort des Angiotensinogens ist das Leberparenchym. Eine geringere
Syntheserate ist aber auch in Gehirn, Ruckenmark, Aortenwand, Niere, Vorhof, Milz und
Fettgewebe nachweisbar (55). Ostrogene, Glucocorticoide, Schilddriisenhormone, Zytokine und
Angiotensin 1l (Ang 1l) kénnen die Produktion dieses Proteins steigern (87). Angiotensinogen
ist als Ausgangssubstanz des Renin-Angiontensin-Systems (RAS) von zentraler Bedeutung fiir
die Aufrechterhaltung von Blutdruck, Wasser- und Elektrolythaushalt. Alle Komponenten des
RAS zirkulieren im Blutplasma. Es verdichten sich jedoch auch Hinweise auf lokale,

gewebestéandige Renin-Angiotensin-Systeme (42).

Bei jeder Form der renalen Minderdurchblutung, einem Abfall der NaCl-Plasmakonzentrationen

und [-adrenerger Stimulation durch sympathische Nierennerven kommt es in den



Einleitung 4

juxtaglomeruléren, granulierten Zellen der Vasa afferentia zu einer verstarkten Freisetzung der
Aspartylprotease Renin. Das Enzym spaltet vom Angiotensinogen N-terminal das Dekapeptid
Angiotensin | (Ang 1) ab. Diese Reaktion ist gleichzeitig der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt des gesamten RAS (12, 72). Ang | wird daraufhin unter Einwirkung der
Dipeptidylcarboxypeptidase ,,Angiotensin converting enzyme* (ACE) in die physiologisch
aktive Form Ang Il umgewandelt. VVor allem durch Interaktion mit dem Angiotensin 11-Rezeptor
Typ 1 (AT, werden Vasokonstriktion, Aldosteronsekretion, Anstieg von Blutdruck und
Herzfrequenz, Durst und ADH-Freisetzung vermittelt. Als ,,second messenger* dienen hierbei
die Phospholipasen C und D, sowie cCAMP. Dieses lebenswichtige, physiologische System kann
unter bestimmten Bedingungen bei der Genese von Hypertonie, Restenosierung nach PTCA,
Herzhypertrophie und ,,Remodeling* nach Myokardinfarkt eine pathologische Bedeutung
erlangen (42). In Abbildung 2 ist die Interaktion der entscheidenden Elemente des RAS
dargestellt.

% AngT b AngII
( Angiotensin w V — . ii ‘

Abb. 2: Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Systemes,
modifiziert nach Griendling et al. (42)

Das kodierende Gen fiir Angiotensinogen wurde auf Chromosom 1q42-43 detektiert (16). Es hat
eine Lange von 13,4 kb und umfasst 5 Exons und 4 Introns. Im Bereich des 5"-Endes befinden
sich die Regulatorstrukturen flr Initiation und Promotion der Transkription, sowie
Bindungsstrukturen fir Glucocorticoide, Ostrogene und Schilddriisenhormone und weitere
Botenstoffe (36). Xavier Jeunemaitre et al. lokalisierten 1992 insgesamt 15 verschiedene
Polymorphismen auf dem Angiotensinogen-Gen. Zwei dieser Polymorphismen, T174M
(C659T) und M235T, zeigten in der gleichen Arbeit eine Assoziation zur essentiellen arteriellen

Hypertonie (57).

Gene, die fur Komponenten des RAS kodieren, kdnnen als Kandidatengene flr verschiedenste
kardiovaskulére Erkrankungen betrachtet werden (106). Beim in der vorliegenden Arbeit

untersuchten T174M-Proteinpolymorphismus erfolgt eine Substitution der Aminoséure
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Threonin gegen Methionin an Position 174 des Angiotensinogenmolekiils. Dies entspricht
einem Basenaustausch von Cytosin (C) nach Thymin (T) an Stelle 659 im Exon 2 (57). Da in
der hier prasentierten Untersuchung das Angiotensinogen-Gen analysiert wurde, wird in den

weiteren Ausfiihrungen anstelle des T174M- nur noch der C659T-Terminus verwendet.

1.2. Apolipoprotein E

Das Apolipoprotein E (Apo E) ist ein essentielles Struktur- und Regulatoreiweil3 zahlreicher
Lipoproteine (70). Dies sind insbesondere VLDL, IDL, HDL und Chylomikronenremnants
(118). Das Molekulargewicht dieses argininreichen, alkalisch reagierenden Glykoproteins
betragt 34,2 kD (2, 109). Innerhalb der 299 Aminosauren umfassenden Polypeptidkette
befindet sich die rezeptorbindende Domane aminoterminal (Position 136-150) und die
lipidbindende Region carboxyterminal (Position 244-272) (81). Der durchschnittliche Apo E-
Serumspiegel betrégt etwa 5 mg/l (70).

Im Organismus ist Apo E fast ubiquitar anzutreffen. Hauptbildungsort sind die Hepatozyten, wo
dieses Apolipoprotein zum Beispiel als Bestandteil der VLDL-Partikel synthetisiert wird.
Weiterhin erfolgt eine quantitativ bedeutsame Apo E-Synthese in den Astrozyten des
Zentralnervensystems. Im Liquor cerebrospinalis stellt Apo E das wichtigste Apolipoprotein
dar. Des weiteren produzieren Makrophagen groRere Mengen dieses Molekdils, das dann auf
HDL-Partikel (bertragen eine zentrale Stellung beim reversen Cholesteroltransport einnimmt
(70).

Eine besondere Bedeutung hat Apo E als Erkennungsmolekul auf verschiedenen Lipoproteinen
bei Verteilung endogener und exogener Lipide, wobei die Leber eine zentrale Position einnimmt
(Abb. 3). Als Rezeptoren fiir Apo E wurden der Apo B/E-Rezeptor (LDL-Rezeptor) und Apo E-
Rezeptor (LRP) identifiziert (53, 81). AuRerdem finden Apo E-mediierte Lipidtransporte
zwischen den Zellen innerhalb eines Organes statt. Ein Beispiel hierfur ist die Regeneration
verletzter Nervenzellen. Des weiteren wird in der Literatur tber regulatorische Eigenschaften
des Apo E bei Wachstum und Differenzierung berichtet (70). Es wird vermutet, dass eine
Beeinflussung der Wirkung von Wachstumsfaktoren durch Interaktion dieses alkalischen
Apolipoproteins mit sauren Glucosaminoglykanen der extrazellularen Matrix erfolgt. Auch
immunmodulatorische  Effekte  Apo  E-haltiger  Lipoproteine  bei  systemischen

Inflammationsreaktionen sind Gegenstand kontroverser Diskussionen (70).
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Abb. 3: Die Bedeutung von Apo E beim Transport exogener und endogener Lipide,

modifiziert nach Walden et al. (118)
Das Apo E-Gen wurde auf Chromosom 19q32 lokalisiert. Es hat eine L&nge von 3,7 kb und
umfasst vier Exons (70). 1977 entdeckten Utermann et al. durch isoelektrische Fokussierung
drei verschieden Varianten des Apolipoprotein E (E2, E3, E4) (110). Sie entsprechen den
kodominanten, polymorphen Allelen €2, €3 und €4. Demzufolge ergeben sich sechs
verschiedene Phanotypen des Apolipoprotein E (E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, E4/E4).
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Die Isoformen des Molekils unterscheiden sich an den Aminosédurepositionen 112 und 158.
Apo E3 zeichnet sich durch Arginin auf Stelle 112 und Cystein in Position 158 aus, ist weltweit
die hdufigste Apo E-Variante und wird meist als Wildtyp angesehen. Apo E4 tragt an beiden
eben erwéhnten Positionen Arginin, zeigt demzufolge die starkste alkalische Reaktion und
besitzt dadurch eine héhere Rezeptoraffinitit als Apo E3. Das fihrt zu einem effektiveren
Metabolismus der Apo E4-haltigen Lipoproteine mit einem verbesserten intrazelluldren
Cholesterolangebot. Aufgrund der konsekutiven ,,Downregulation* von LDL-Rezeptoren kann
ein pathologisches Lipidprofil entstehen. Die in diesem Zusammenhang erhéhten Werte flr
LDL-Cholesterol (LDLC), TC, Triglyzeride (TG) und Apo B machen das fiir Apo E4
kodierende €4-Allel zu einem Kandidatengen fur atherosklerotische GefélRverdnderungen. Apo
E2 (112 Cys, 158 Cys) reagiert saurer als Apo E3 und besitzt nur etwa 2% von dessen
Rezeptorbindungsvermdgen. Durch stark beeintrachtigte rezeptormediierte Endozytose kommt
es zur Akkumulation triglyzeridreicher Lipoproteine im Plasma. Dem darauffolgend
verminderten intrazellulren Cholesterolangebot folgt die ,,Upregulation* der LDL-Rezeptoren.
Infolge dessen kommt es zu einem sehr effizienten LDL-Katabolismus mit konsekutiv
erniedrigten Serumspiegeln fir LDLC, TC und Apo B. Die Triglyzeridwerte sind durch VLDL-,
IDL- und Chylomikronenremnantretention erhéht. Obwohl das glinstigere Lipidprofil mit
niedrigeren Cholesterolwerten einen protektiven Effekt auf die Entwicklung atherosklerotischer
Erkrankungen vermuten l4Rt, ist dieser Zustand instabil. Unter bestimmten Umweltbedingungen
entwickeln besonders homozygote Trager des €2- Allels eine Typ II-Hyperlipidamie mit

massiv erhéhten, atherogenen VLDL-Cholesterolwerten (2, 111).

Insgesamt wurde bisher eine Vielzahl seltener Apo E-Varianten entdeckt (27). Zum Beispiel
tritt in Athiopien und im Sudan Apo E5 mit einer Haufigkeit von etwa einem Prozent auf (18),
wahrenddessen in Deutschland Apo E4geinurg bei 0,2-1,0 % aller untersuchten Probanden
nachweisbar ist (81). In der vorliegenden Arbeit wurden die Varianten E2, E3 und E4

untersucht.

1. 3. p22-phox

p22-phox ist ein 22 kD schweres, prolinreiches Polypeptid, das vermutlich iber die Histidinreste
an Position 72 und 94 ein Hdmmolekdl bindet. In neutrophilen Granulozyten aggregiert p22-
phox gemeinsam mit dem Glykoprotein gp91-phox zu einem membrangebundenen Komplex,
dem Zytochrom b558, und dient dort als Elektronentransferelement (86). Zusammen mit den
zytosolischen Untereinheiten p40-phox, p47-phox und p67-phox sowie den G-Proteinen Rapla
und Rac? bildet es das Enzym NAD(P)H-Oxidase (4).
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Das Molekil p22-phox wurde primér in polymorphkernigen Phagozyten beschrieben (86).
Spater erfolgte der strukturelle und funktionelle Nachweis dieses Polypeptides in zahlreichen
anderen Geweben. Gegenstand intensiver Forschung waren hierbei insbesondere Endothelzellen
(6), Mediamyozyten (26) und Adventitiafibroblasten (83). Die biologische Hauptaufgabe der
NAD(P)H-Oxidase besteht in der Bildung von Superoxidradikalen nach der Reaktionsgleichung

20, + NAD(P)H + H* = 2+0,” + NADP* + 2H" (44).

Sie leisten in neutrophilen Granulozyten einen entscheidenden Beitrag bei der Eliminierung
phagozytierter Mikroorganismen. Defekte dieser Funktion fihren zu chronisch-granulomatdsen
Erkrankungen (25, 29). Auch in den verschieden Wandschichten der Blutgefale wurde die
NAD(P)H-Oxidase als entscheidendes superoxidgenerierendes Enzym identifiziert (44).
Wihrend in Phagozyten NADPH als Substrat bevorzugt wird, dient in vaskulédren Geweben vor
allem NADH als Elektronendonator (108). Die fehlende Detektion der gp91-phox-Untereinheit
und statt dessen der Nachweis von p65-mox in Mediamyozyten (122) l&sst hier an eine Isoform
des Enzymes denken (Abb. 4).

awa
WW p65-mox \‘J DA ARARI
p22-p ‘

} S IIIDIIIII

="

' p

QIJIIIDIIDIIDI >N
Lq,

p67-phox

NAD(P)H NADP+
20,

Abb. 4: Vaskulare NAD(P)H-Oxidase im aktivierten Zustand,
modifiziert nach Babior (4) und Griendling et al. (44)
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Hormone (Ang Il) (34), Zytokine (TNF-a) (26), Wachstumfaktoren (PDGF) (41) und
mechanischer Stress (44) konnen die Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase durch Phosphorylierung
von p47-phox erhdhen (4) und die mRNA-Expression, zum Beispiel fur die p22-phox-
Untereinheit, steigern (108). <O, und vor allem das durch die Superoxiddismutasereaktion
entstehende Folgeprodukt H,O, fungieren als ,,second messenger und regulieren dabei
zahlreiche physiologische Prozesse wie Wachstum, Proliferation und Apoptose (43). Die
Neutralisation des Wasserstoffperoxids erfolgt durch Peroxidasen und Katalasen zu H,O bzw.
H,O und O,. Klassischen Risikofaktoren, wie Hypercholesterolamie (80), Hypertonie (1),
Zigarettenrauchen (88) und Diabetes mellitus (19) erhéhen die <O, -Produktion in vaskuldren
Geweben. Uberschreitet diese Radikalbildung eine bestimmte Grenze, dann kann sie durch
*NO-Inaktivierung, Bildung von Peroxinitrit, Lipidperoxidation, Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren und Modulation von Signalkaskaden zu Endotheldysfunktion, LDL-
Oxidation, Membranschadigung, Hypertrophie glatter Muskelzellen und Adhésion von
Abwehrzellen mit nachfolgender Inflammation fihren (61, 90). Hierdurch gewinnen diese
Prozesse eine pathogenetische Bedeutung fir die Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen,
wie zum Beispiel der Atherosklerose und der Hypertonie (123). Abbildung 5 veranschaulicht

die potentielle pathophysiologische Bedeutung der vaskularen NAD(P)H-Oxidase.

Das p22-phox-Gen ist auf Chromosom 16q24 lokalisiert. Das Transkript beinhaltet 8,5 kb und
umfasst 6 Exons, die fur ein 195 Aminoséuren grofRes primares Translationsprodukt kodieren.
Innerhalb des Gens wurden verschiedene Polymorphismen identifiziert. Der in dieser Arbeit
untersuchte C242T-Polymorphismus ist durch eine Transition von Histidin (CAC) an Position
72 zu Tyrosin (TAC) charakterisiert und betrifft eine der beiden potentiellen
Hambindungsstellen (28). Daraus ergeben sich ein CC-Wildtyp, eine heterozygote (CT) und
eine homozygote (TT) Mutante. Trager des p22-phox (C242T)-T-Allels zeigen, verglichen mit
dem Wildtyp, eine um 30% reduzierte NAD(P)H-Oxidase-Aktivitat (45) und eine signifikant
gesteigerte Vasodilatation nach «NO-Gabe (97). Nach diesen Befunden kdnnte ein protektiver
Effekt des T-Allels dieser Enzymuntereinheit auf die Entwicklung atherosklerotischer

Gefalveranderungen vermutet werden.
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Ang I, Zytokine, Wachstumsfaktoren, mechanischer Stress

Aktivierung
Expressionssteigerung
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l LDL-Oxidation

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
Modulation von Signalkaskaden
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Abb. 5: Pathophysiologische Bedeutung der vaskularen NAD(P)H-Oxidase,

modifiziert nach Griendling et al. (43, 44), Kojda et al. (61), Migge (74), Ruef et al.

(90) und Yokoyama et al. (123)
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2. Fragestellung

In der vorliegenden Promotionsarbeit sollte der Stellenwert des Angiotensinogen (C659T)-, Apo
E (112, 158)- und p22-phox (C242T)-Polymorphismus bei koronarer Atherosklerose untersucht
werden. Dazu wurde eine Stichprobe von KHK-Patienten aus dem mitteldeutschen Raum
anhand einer Fall-Kontroll-Studie analysiert und anschlieend Uber einen Zeitraum von
mindestens sechs Monaten beobachtet. Als Vergleichsgruppe standen  gesunde
Langzeitblutspender der gleichen Population zur Verfugung. Folgende zentrale Fragen standen

hierbei im VVordergrund:

1. Wie lasst sich das Studienkollektiv klinisch und demographisch charakterisieren?

2. Gibt es beim Vergleich der Allel- und Genotypfrequenzen Unterschiede zwischen

Koronarpatienten und klinisch gesunden Referenzpersonen?

3. Zeigen die untersuchten Polymorphismen Besonderheiten im Hinblick auf die Ausbildung

einer Restenose nach PTCA?

4. Lassen sich Assoziationen der analysierten Genotypen zu klassischen koronaren

Risikofaktoren und pathologischen Laborwertkonstellationen nachweisen?

5. Gibt es moglicherweise eine Beziehung zwischen dem Angiotensinogen (C659T)-, Apo E
(112, 158)- und p22-phox (C242T)-Polymorphismus und klinisch definierten Subgruppen
innerhalb der KHK-Patienten?

6. Haben genetische Cluster eine potentielle Bedeutung bei der Ausbildung einer KHK?

7. Was flr diagnostische, prognostische, therapeutische und prophylaktische Konsequenzen

kénnten aus den Ergebnissen dieser Arbeit abgeleitet werden?

8. Welche Fehlerquellen sind bei der Auswertung besonders zu beachten?

9. Wie kénnen weiterfiihrende Studien die Resultate dieser Untersuchung validieren?
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3. Material und Methoden

3. 1. Das Patientenkollektiv

Von Januar 1997 bis Juni 1998 wurden 123 Patienten mit koronarer Herzkrankheit von den
Stationen 7, 8 und 9 aus der Universitatsklinik und Poliklinik ftr Innere Medizin 111 der Martin-
Luther-Universitat (MLU) Halle-Wittenberg (Prof. Dr. Teichmann, Prof. Dr. Werdan)
konsekutiv rekrutiert. Fur die Aufnahme in das Studienprotokoll galten folgende
Einschlusskriterien:
1. - Patientenalter < 55 Jahre
2. - enzymatisch gesicherter Myokardinfarkt oder

- erfolgreiche PTCA bzw. Indikationstellung fiir eine PTCA (angiographisch

gesicherte Koronarstenose = 75 %) oder

- Zustand nach revaskularisierender Operation an den Koronargefafien

Die Hospitalisation der Probanden im Klinikum Kréllwitz zum Zeitpunkt der Aufnahme in die
Studie erfolgte nach akutem Myokardinfarkt, Ballondilatation oder kardiochirurgischen
Eingriffen, zur Koronarangiographie oder klinischen Nachkontrolle. Alle Patienten wurden nach
genauer Prufung der Einschlusskriterien in einem ausfihrlichen Gespréch dber Art und
Durchfihrung der Untersuchungen, sowie die Weiterverwendung von Blutproben und
anonymisiertem Datenmaterial aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Fir die

Studie lag ein positives Votum seitens der Ethikkommission der medizinischen Fakultat vor.

3. 2. Die Kontrollgruppe

Als Referenzgruppe standen im Institut fir Humangenetik und Medizinische Biologie
genotypisierte gesunde Langzeitblutspender des Blutspendedienstes der MLU Halle-Wittenberg
zur Verfugung. Sie standen mindestens 3 Jahre unter medizinischer Kontrolle und zeigten dabei
keinerlei Symptome einer KHK. Die Auswahl der 260 Probanden aus diesem
Vergleichskollektiv erfolgte durch eine Zufallsstichprobe. Beziiglich der Alters- und
Geschlechtsverteilung bestanden, verglichen mit den Koronarpatienten, keine signifikanten

Unterschiede.

3. 3. Erhebung der Patientendaten

Die Patientendaten wurden mit Hilfe eines halbstandardisierten Fragebogens zur

Dokumentation relevanter koronarer Risikofaktoren und assoziierter Erkrankungen in einem
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ausfihrlichen Gespréach festgehalten. Weitere wesentliche Befunde konnten den Krankenakten
entnommen werden. Besondere Bericksichtigung fanden die unbeeinflussbaren (familidre
Disposition, Lebensalter, Geschlecht) und beeinfluBbaren koronaren Risikofaktoren 1.
(Fettstoffwechselstérungen, Hypertonie, Rauchen, Diabetes mellitus) und 2. Ordnung
(Adipositas, Erndhrung, Alkoholabusus, korperliche Inaktivitat, psychosozialer Stref,
Bildungsgrad und ausgewahlte Laborwerte) entsprechend den aktuellen Ergebnissen
prospektiver Kohortenstudien (20, 21). AuRerdem wurden NYHA-Stadium, linksventrikulare
Ejektionsfraktion  (ventrikulographische  Bestimmung), diastolische interventrikuldre
Septumdicke (echokardiographische Messung), Begleiterkrankungen und

Medikamenteneinnahmen erfasst.

Lagen erhohte  Serumkonzentrationen  flr  Cholesterol  bzw.  Triglyzeride zum
Untersuchungszeitpunkt oder in der Vorgeschichte vor, dann wurde dies als Kriterium fur das
Vorliegen einer Fettstoffwechselstérung gewertet.

Studienteilnehmer, die anamnestisch tber Blutdruckwerte von mindestens 160/95 mm Hg ber
einen Zeitraum von mehr als funf Jahren berichteten, wurden als Hypertoniker klassifiziert.
Transiente oder grenzwertige Befunde fanden keine Berticksichtigung. Ergéanzend erfolgte am
Ende der Befragung eine aktuelle Blutdruckmessung.

Die Einschéatzung der Rauchgewohnheiten bertcksichtigte die Zahl der taglich gerauchten
Zigaretten, die Dauer des bisherigen Nikotinkonsums, das Verhalten vor und nach dem
Koronarereignis und zur Beurteilung der Lebenszeitbelastung die Anzahl der ,,pack years
(Péackchen pro Tag x Raucherjahre) jeweils nach Angaben der Patienten.

Diabetes mellitus wurde nur dann als Risikofaktor gewertet, wenn eine positive Eigenanamnese
vorlag oder die Medikation von Insulin bzw. oralen Antidiabetika erfolgte. Ein einmalig
erhoéhter Blutglucosespiegel war fiir die Einstufung als Diabetiker nicht ausreichend.

Zur Festlegung der Auspragung einer Adipositas erfolgte die Bestimmung von KérpergréRe und
Kérpergewicht, Berechnung des BMI (kg/m?) sowie die Einschdtzung von Fettverteilung und
Statur.

Nur das gemeinsame Zusammentreffen von Adipositas (BMI > 24,9 kg/m?), Diabetes mellitus,
Hypertonie und Hyperlipidamie entsprechend den eben geschilderten Kriterien wurde als
metabolisches Syndrom gewertet.

Neben den klassischen Manifestationsformen der koronaren Herzkrankheit wurde bei der
Befragung der Patienten ein besonderes Augenmerk auf andere Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
sowie metabolische und endokrinologische, gastroenterologische und nephrologische,

neurologische, genetische und Infektionskrankheiten gelegt.
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Nach der Befragung der Untersuchungsteilnehmer erfolgte ein ausfiihrliches Studium der
Patientenunterlagen, insbesondere in Bezug auf koronarangiographische und andere technische
Befunde. Im Juni 1998 wurden sémtliche Krankenakten noch einmal eingesehen. Dadurch war
eine prospektive Auswertung des klinischen Verlaufes nach dem interventionellem Eingriff
moglich. Als Restenose wurde hierbei eine angiographisch PTCA-pflichtige, erneute Verengung
eines bereits ballongedehnten GeféaRabschnittes innerhalb von sechs Monaten nach primérer
Intervention gewertet. Die Beurteilung erfolgte durch zwei in Durchfiihrung und Begutachtung
der  Koronarangiographie  erfahrene  Kardiologen der MLU  Halle-Wittenberg.
Akutthrombosierung und GefaBkollaps durch elastische Rickstellkrafte in den Tagen
unmittelbar nach PTCA wurden nicht als Restenose charakterisiert. Patienten, die sechs Monate
nach Ballondehnung noch Kklinisch beschwerdefrei waren oder einen lokal nicht
therapiebedurftigen  Koronarangiographiebefund aufwiesen, wurden als restenosefrei
klassifiziert. Erfolgte innerhalb eines halben Jahres keine weitere Untersuchung in der

Universitatsklinik, so wurden diese Probanden nicht mit in die prospektive Analyse einbezogen.

3. 4. Labordiagnostik

Die Blutgewinnung erfolgte am Tag nach der Befragung zwischen 7 % — 8 ® Uhr frei flieRend
aus einer Kubitalvene nach kurzer, schonender Stauung am Oberarm. Alle Probanden waren zu
diesem Zeitpunkt nuchtern (zwolfstiindige Nahrungskarenz). Dabei befanden sich die Patienten

bei liegender Korperlage im physischen Ruhezustand.

Das Blut zur Bestimmung der Laborparameter wurde in standardisierten Serum-, EDTA- und
Citratmonovetten gesammelt. Fur genetischen Analysen erfolgte die zusétzliche Abnahme einer
Heparin- (7,5 ml) und EDTA-Monovette (9,0 ml).

Im Zentrallabor des Klinikum Krollwitz erfolgte die klinisch-chemische Analytik.
Routineparameter wie Blutbild (Hb, Hk, Lk, Th), Glucose, Gerinnung (INR, PTT, T2),
Elektrolyte (Na*, K*, Ca®"), Harnsdure, ALAT, ASAT, y-GT, Bilirubin und CRP sowie die
ausgewahlten Serumlipide TG, TC, HDLC, LDLC, Lp(a), Apo Al, Apo B100 wurden unter
Nutzung von Routinemethoden bestimmt. Spezielle Gerinnungsparameter (PAI-1, AT IlI, D-
Dimere, Fibrinogen, Protein C und Protein S-Aktivitat, Faktor VII, a,-Makroglobulin) konnten
unter Verwendung kommerziell erhéltlicher Testverfahren analysiert werden. AuRerdem
erfolgte  eine  elektrophoretische  Auftrennung der  Lipoproteine  (Auftragungsort:
Chylomikronen; 3-Bande: LDL; pra-B-Bande: VLDL, Lp(a); a-Bande: HDL) mit prozentualer
Quantifizierung der einzelnen Fraktionen. In der folgenden Tabelle sind die genutzten

Bestimmungsmethoden und die dadurch analysierten Laborwerte aufgefiihrt (Tab. 1).
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Tab. 1: Bestimmungsmethoden und dadurch analysierte Laborwerte

Bestimmungsmethode

Laborwerte

Enzymatischer Farbtest
Enzymatischer homogener Test
Friedewald-Formel
Immunnephelometrie
Lipoproteinelektrophorese
Modifizierte Methode nach Clauss
Kinetischer Test

Koagulometrie

Modifizierter Quick-Test
Glucoseoxidasemethode

Immunturbidimetrie

Triglyzeride, Total-Cholesterol, Harnséure
HDL-Cholesterol

LDL-Cholesterol

Lp(a), Apo Al, Apo B 100
Chylomikronen, 3-, pra-f- und a-Lipoproteine
Fibrinogen

PAI-1, Protein C

Protein S-Aktivitat

Faktor VII

Glucose

CRP

3. 5. Genotypisierung

Die Genotypisierung der Koronarpatienten und Blutspender erfolgte im Institut fir
Humangenetik und Medizinische Biologie der MLU Halle-Wittenberg. Entsprechend des
Praparationsprotokolls vom Hersteller wurde die Isolation der genomischen DNA mit dem
,»QIlAamp DNA Blood Maxi Kit“ (Qiagen, Hilden) aus Leukozyten, gewonnen aus 2,7 ml EDTA-
Blut vendsen Ursprungs, durchgefiihrt. Eine Kontrolle des Praparationsproduktes erfolgte durch
Auftrennung in einem 1,2-prozentigen ethidiumbromidhaltigen Agarosegel (0,5 pg/ml
Ethidiumbromid) unter UV-Anregung (254 nm) und durch spektrometrische \Vermessung

(Absorptionsmessung bei 260 nm).

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler ,,Eppendorf Gradient” durchgefihrt. Die
verwendeten Primer sind in Tabelle 2 vermerkt. Mittels elektrophoretischer Trennung der PCR-
Produkte im ethidiumbromidhaltigen Agarosegel und Vergleich mit einer 100-Basenpaar-Leiter
wurde unter UV-Anregung die Qualitat und Quantitat der Amplifikate gepruft. Durch Spaltung
der PCR-Produkte mit spezifischen Restriktionsendonukleasen und anschlieBender Auftrennung
der Spaltprodukte in Agarose- [AGT (C659T)- und p22phox (C242T)-Polymorphismus;
Ethidiumbromidmarkierung] bzw. Polyacrylamidgel [Apo E (112, 158)-Polymorphismus;
Silberfarbung] wurden die zu untersuchenden polymorphen Eigenschaften der drei analysierten
Gene bestimmt. In Tabelle 3 sind die Reaktionshbedingungen fir die enzymatischen Spaltungen

der spezifischen PCR-Produkte der drei untersuchten Gene zusammengefasst.
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Tab. 2: Verwendete Primer bei der Genotypisierung des AGT (C659T)-, Apo E (112, 158)- und
p22-phox (C242T)-Polymorphismus (46, 99)

Gen Primer

AGT (C659T)-Polymorphismus 5 -Primer:
5-TCG CTGCAAAACTTGACACC-3
3"- Primer:

5-GAG CAGCCAGTCTTCCATCC-¥

Apo E (112, 158)-Polymorphismus  5°-Primer:
5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT ATG GAC GAG
ACC ATG AAG GAG TTG -3

3"- Primer:
5-AAT TCGCCCGGCCTGGTACAC-3

p22-phox (C242T)-Polymorphismus 5 -Primer :
5-GTG CAGCTG TGACTC ATG GC -3

3’- Primer:
5-CAG AGC CAG GGACCCGAATT -3

Tab. 3: Technologische Daten bei der Genotypisierung des AGT (C659T)-, Apo E (112, 158)-
und p22-phox (C242T)-Polymorphismus

Gen Annealing- GroRe des Restriktions-  elektro- Visualisierung
temperat./ PCR- endonuklease phoretische
Zyklenzahl Produktes Auftrennung
AGT (C659T)- 53 °C/ 526 bp Nco | Agarosegel  Ethidiumbromid-
Polymorphismus 32 Zyklen (1,2 %) markierung
(UV-Anregung)
Apo E (112, 158)-  60°C/ 330 bp Hha | PAG Silberfarbung
Polymorphismus 30 Zyklen (10,4 %)
p22-phox (C242T)- 52 °C/ 886 bp Rsa | Agarosegel  Ethidiumbromid-
Polymorphismus 26 Zyklen (2 %) markierung
(UV-Anregung)

3.5.1. Der Angiotensinogen (C659T)-Polymorphismus

Der Untersuchung des C659T-Polymorphismus des Angiotensinogen-Gens lag die Methode
von Jeunemaitre et al. (57) zu Grunde. Der Basenaustausch C nach T an Position 659 wird
durch Spaltung des spezifischen PCR-Produkts von 526 bp (Tab. 3) mit der
Restriktionsendonuklease Nco | (Erkennungssequenz ,,5-C/CATGG-3"*) und anschlieRende

Fragmentanalyse nachgewiesen (Abb. 6).
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Abb. 6:

CC CT TT RFLP-Analyse der  Angiotensinogen  (C659T)-
1 1 4 Genotypen nach Spaltung des 526 bp-grof3en,
spezifischen PCR-Produktes mit dem Enzym Nco |

413 bp — —

233 bp
180 bp
113 bp —

3.5. 2. Der Apolipoprotein E (112, 158)-Polymorphismus

Entsprechend der Methode von Handschug (46) wurde die Genotypisierung des Apo E (112,
158)-Polymorphismus durchgefiihrt. Es wird ein Basenaustausch T nach C an Position 448 bzw.
C nach T an Position 586 der kodierenden DNA-Sequenz nachgewiesen. Durch Spaltung des
spezifischen PCR-Produkts von 330 bp (Tab. 3) mit dem Enzym Hha | (Erkennungssequenz
D -GCG/C-3™) entstehen, charakteristische Fragmente, die eine Differenzierung in die Apo E-
Genotypen 2/2, 2/3, 3/3, 2/4, 3/4 und 4/4 ermdglichen. In Abbildung 7 sind die daraus

resultierenden, spezifischen Bandenmuster schematisch dargestellt.

Abb. 7:

3/3 3/4 4/4 Fragmentmuster der RFLP-Analyse zur
] 3 3| Identifizierung der Apo E (112, 158)-
Genotypen nach Spaltung des 330 bp-
grolRen, spezifischen PCR-Produktes
129bp — — — — — — mit dem Restriktionsenzym Hha |
(Auftrennung im PAG; die kurzen

2/2 2/3 2/4
3 3 |

9bp _ . — — — Fragmente von weniger als 30 bp, die
;g llgp —_ = = _ zur Genotypidentifikation nicht bendtigt
P werden, wurden auf Grund der Laufzeit
und Lénge des PAG nicht detektiert)
48 bp _ — - — —

3. 5. 3. Der p22-phox (C242T)-Polymorphismus

Die Analyse des C242T-Polymorphismus wurde nach der Methode von Schulz (99)
durchgefuhrt. Das 886 bp-grofie, spezifische PCR-Produkt (Tab. 3) wurde mit Hilfe des Enzyms
Rsa | (Erkennungssequenz ,,5"-GT/AC-3"*) gespalten. Den entstehenden, charakteristischen

DNA-Fragmenten konnten nach elektrophoretischer Trennung die entsprechenden Genotypen

zugeordnet werden (Abb. 8).
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Abb. 8:

CC CT TT Genotypisierung des p22phox (C24271)-
| T T | Polymorphismus mittels RFLP-Analyse: Spaltung
des 886 bp-groRen, spezifischen PCR-Produktes
mit dem Enzym Rsa |

536 bp — —

350bp __  __ __
316 bp = =
220 bp — —

3. 6. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programmes SPSS 10.0 fir
Windows. Die deskriptive Statistik umfasste fur normalverteilte metrische Merkmale Mittelwert
und Standardabweichung (o), fir nicht normalverteilte Merkmale Median (Z) und
Hélftespielraum (HSR). Bei der graphischen Darstellung mit Hilfe von Boxplots wurden
Extremwerte auBerhalb des 1,5-fachen Hélftespielraumes zur Verbesserung der
Ubersichtlichkeit nicht beriicksichtigt. Die Priifung auf Normalverteilung erfolgte mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest. Mittelwerte stetiger, normalverteilter Merkmale wurden
mit Hilfe des Student-T-Testes verglichen unter Angabe des 95 %-Konfindenzintervalles (CI).
Bei nicht normalverteilten stetigen GroRen erfolgte die einfaktorielle Analyse nach Kruskal-
Wallis. Kategoriale Merkmale wurden mit dem Chi-Quadrat-Test auf Unabhangigkeit gepruft.
Bei geringen Fallzahlen in einzelnen Untergruppen fand ,,Fisher’s exact test Verwendung.
Die Einschétzung der Bedeutung von Einflufaktoren auf den Effekt der Genpolymorphismen
erfolgte durch mehrfaktorielle logistische Regression. Fir statistische Vergleiche zwischen
Koronarpatienten und Blutspendern wurden hierbei die Variablen Alter bei Manifestation der
KHK bzw. Rekrutierung als Kontrolle, Geschlecht, sowie die oben beschriebenen
Genpolymorphismen einbezogen. Bei Untersuchungen innerhalb der Patientengruppe fand
zusatzlich die Integration von Hyperlipidamie, Hypertonie, gerauchten ,,pack years*, Diabetes
mellitus, familidrer Belastung und des BMI in das Regressionsmodell statt. Verdnderungen des
Gesundheitsverhaltens vor und nach der Erkrankungsmanifestation wurden mit dem
Vorzeichentest untersucht, eine Irrtumswahrscheinlichkeit von unter 5 % (p<0,05) als statistisch
signifikant definiert. Als Mal} der Risikoschatzung nominaler und ordinaler Grolien diente die

Bestimmung des ,,odds ratio*“ (OR).
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Fur die analysierten AGT (C659T)-, Apo E (112, 158)- und p22-phox (C242T)-
Polymorphismen fand die statistische Uberpriifung kodominanter, dominanter und rezessiver

genetischer Modelle statt.

Unter der Annahme eines kodominanten Effektes der AGT (C659T)-Varianten mit den
Genotypen CC, CT und TT erfolgte der Vergleich CC vs. CT vs. TT, im Rahmen eines
dominanten Rechenmodells fir Allel T TT+TC vs. CC sowie bei Annahme einer rezessiven
Wirkung des T-Allels TT vs. CT+CC. Fir die p22-phox (C242T)-Polymorphismus wurde bei

gleichen Voraussetzungen analog vorgegangen.

Der Apo E (112, 158)-Polymorphismus ermdglicht die Bildung von sechs verschiedenen
Genotypen (e2/€2, €2/e3, €3/€3, €2/€4, €3/e4, €4/e4). Da zahlreiche Publikationen den haufigen
€3/e3-Wildtyp als Referenzkategorie verwendeten (51, 67), wurde dieses mathematische Modell
auch in der vorliegenden Arbeit tberprift. Die sehr seltene Kombination aus dem €2- und €4-
Allel fand bei einigen Berechnungen keine Beriicksichtigung. In Tabelle 4 sind die analysierten

Modelle fur den Apo E-Polymorphismus zusammengefasst.

Tab. 4: Analysierte Rechenmodelle fiir den Apo E (112, 158)-Polymorphismus

Statistisches Modell Genotypenvergleich

Kodominante Modelle:

1. Kodominanz aller Genotypen 212 vs. 2/3 vs. 3/3 vs. 2/4 vs. 3/4 vs. 4/4

2. Kodominanz des €2- und €4-Allels 2/2+2/3 vs. 3/3 vs. 3/4+4/4

Dominante Modelle:

1. Dominanz fir €2 2/2+2/3+(2/4) vs. 3/3+3/4+4/4*
Referenz: €3/€3 2/2+2/3+(2/4) vs. 3/3*

2. Dominanz fiir €3 2/3+3/3+3/4 vs. (2/4)+2/2+4/4*

3. Dominanz fiir €4 (2/14)+3/4+4/4 vs. 2/2+2/3+3/3*
Referenz: €3/¢3 (2/14)+3/4+4/4 vs. 3/3*

Rezessive Modelle:

1. Rezessivitéat fur €2 212 vs. 2/3+3/3+(2/4)+3/4+4/4*
Referenz: €3/¢3 2/2 vs. 3/3

2. Rezessivitat fur €3 3/3 vs. 2/2+2/3+(2/4)+3/4+4/4*

3. Rezessivitat fiir e4 4[4 vs. 2/2+2/3+3/3+(2/4)+3/4*
Referenz: €3/e3 4/4 vs. 3/3

* Diese Operationen wurden unter Einbeziehung bzw. Ausschluss des seltenen
€2/e4-Genotypes durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4. 1. Gruppencharakterisierung

4.1.1. Patienten

Die 123 Patienten hatten bei klinischer Erstmanifestation der koronaren Herzkrankheit
(Myokardinfarkt oder interventionspflichtige Stenose) ein Durchschnittsalter von 46,64+5,89
Jahren. 83,7 % (n=103) waren méannlichen und 16,3 % (n=20) weiblichen Geschlechts. 76,4 %
(n=94) hatten mindestens einen Myokardinfarkt erlitten und tberlebt. Bei 65,0 % (n=80) dieser
Probanden wurden Ballondehnungen und bei 34,1 % (n=42) operative Revaskularisationen im

Bereich der HerzkranzgeféaRe durchgefiihrt (Tab. 5).

Tab. 5: Klinische Zusammensetzung der Patientengruppe (n=123)

KHK AMI PTCA ACVB/IMAB
KHK 123 94 80 42
AMI 94 94 63 27
PTCA 80 63 80 13
ACVB/IMAB 42 27 13 42

Bei 122 Studienteilnehmern erfolgten koronarangiographische Untersuchungen. Ein Proband
verweigerte diese Diagnostik trotz eines nachgewiesenen Myokardinfarktes. Es stellten sich
17,2 % (n=21) koronare Ein-, 22,1 % (n=27) Zwei- und 60,7 % (n=74) DreigefaRerkrankungen
dar. Zwei- und Dreigefderkrankungen wurden in den weiteren Ausfihrungen zu
Mehrgefalerkrankungen (82,8 %; n=101) zusammengefasst. 91,8 % (n=113) aller Patienten
befanden sich in Herzinsuffizienzstadien NYHA I-l1l. Die ventrikulographisch ermittelte
linksventrikulére Ejektionsfraktion betrug im Mittel 60,1+18,4 %, die echokardiographisch
bestimmte interventrikuldre Septumdicke 11,0+0,2 mm. 85,4 % der Patienten (n=105)
berichteten ~ Gber  pektangindse  Beschwerden, weitere 42,3 % (n=52) Uber
Herzrhythmusstérungen. Begleitend bestanden bei 1,6 % (n=2) Aorten- und 3,3 % (n=4)

Mitralvitien.
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Die 80 Patienten mit erfolgreicher PTCA wurden prospektiv weiterbeobachtet. In 44 Féllen
konnte hierbei das therapeutische Ergebnis nach sechs Monaten eindeutig verifiziert werden.
Dabei traten bei 63,6 % der Probanden in dieser Untergruppe (n=28) interventionspflichtige
Restenosen auf. Die Ubrigen 36,4 % (n=16) waren nach diesem Zeitraum entweder

beschwerdefrei oder zeigten in der Koronarangiographie keinen lokalen Therapiebedarf.

Ein Teil der Falle wies zusétzlich pathologische Veranderungen in anderen Bereichen des
GefaBsystems auf. Bei 12,2 % (n=15) war eine PAVK bekannt, bei 6,5 % (n=8) eine
duplexsonographisch signifikante oder bereits operativ versorgte Carotisstenose. Weitere 5,7 %
der KHK-Patienten (n=7) gaben anamnestisch apoplektische Insulte und ebenfalls 5,7 % (n=7)

Phlebothrombosen an.

Innerhalb des Patientenkollektivs konnten haufig typische Begleiterkrankungen der koronaren
Herzkrankheit beobachtet werden. Dies waren insbesondere Hyperlipiddmie (80,5 %; n= 99),
arterielle  Hypertonie (47,2 %; n=58), Diabetes mellitus (25,2 %; n=31),
Gallenwegserkrankungen (17,9 %; n=22), das metabolische Syndrom (8,1 %; n=10) und die
Hyperthyreose (4,1 %; n=5). Der BMI als Marker fur eine Adipositas betrug durchschnittlich
27,2+4,3 kg/m?.

Die hé&ufigsten Medikationen zum Zeitpunkt der Patientenbefragung sind in Tabelle 6

Zusam mengefasst.

Tab. 6: Medikamenttdse Behandlung der KHK-Patienten (n=123)

Medikamentengruppe Prozentwert Absolute
Patientenzahl
Thrombozytenaggregationshemmer 87,0 107
Betablocker 77,2 95
Nitrate / Molsidomin 73,2 90
ACE-Hemmer 54,5 67
Lipidsenker 38,9 49
Antikoagulanzien 36,6 45
Diuretika 29,3 36
Ca”*- Antagonisten 15,4 19
Orale Antidiabetika 13,0 16
Insulin 12,2 15

Digitalisglykoside 12,2 15
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Abbildung 9 gibt eine Ubersicht Uber die erfolgte Primarbehandlung der 94
Myokardinfarktpatienten. Bei 19 von diesen Probanden wurde eine systemische Thrombolyse
durchgefuhrt, wéhrend in 25 Fallen eine Akut-PTCA erforderlich war. Weitere 20
Studienteilnehmer wurden nach dem MI zundchst rein konservativ medikamentds behandelt. In
4 Fallen wurde die Infarzierung erst zu einem spateren Zeitpunkt diagnostiziert, so dass keine
primére Therapie erfolgte. Bei den (brigen Patienten (n=27) war die Art der Erstversorgung
nicht mehr genau eruierbar, da sie an einem auswartigen Krankenhaus stattgefunden hatte bzw.
schon langere Zeit zurlck lag. Nach Klinischer Stabilisierung, Abschluf diagnostischer
MaRnahmen und interdisziplinarer Beratung wurden bei allen 123 Koronarpatienten weitere

therapeutische Schritte eingeleitet, die in Abbildung 10 dargestellt sind.

Akut-PTCA
255%

systemische Thrombolyse
20,2 %

konservative Therapie
21,3 %

Primérversorgung unbekannt
28,7 %

keine Therapie
4,3%

Abb. 9: Priméarversorgung der MI-Patienten (n=94)

konservativ
18,7 %

PTCA
43,9 %

PTCA-Versuch
3.3%

ACVB/IMAB + Klappen-OP

2,4 %
PTCA + ACVB/IMAB ACVB/IMAB
10,6 % 21,1%

Abb. 10: Weitere Therapie aller KHK-Patienten (n=123)
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Im Rahmen der Studie wurden kardiovaskuldr relevante  Laborwerte  zur
Patientencharakterisierung  bestimmt. Dabei fand eine  Schwerpunktanalyse von
Lipidparametern und ausgewdéhlten Gerinnungsfaktoren statt. Fir TC, HDLC, Lp(a), den TC
/HDLC und LDLC/HDLC-Quotienten, die Lipidelektrophorese, Fibrinogen, PAI-1, Glucose
und CRP lag bereits der berechnete Mittelwert auRerhalb des Referenzbereiches (Tab. 7).

Tab. 7: Laborwerte der Patienten

Laborparameter Mittelwert + o Referenzbereich
Serumlipide:
Triglyzeride 2,21 +1,49 < 2,30 mmol/I
Total — Cholesterol 5,54 +1,13 < 5,20 mmol/l !
LDL - Cholesterol 3,41+£0,99 < 3,90 mmol/I
HDL - Cholesterol 1,16 +0,41 > 1,50 mmol/l
Lp(a) 0,34 +£0,36 <0,20 g/l
Apolipoprotein Al 1,30 £ 0,26 (insgesamt )
1,26 + 0,23 (ménnlich) 0,80 - 1,75 g/l (ménnlich)
1,51 + 0,33 (weiblich) 0,90 - 1,90 g/I (weiblich)
Apolipoprotein B 1,24 +0,31 0,80 — 1,40 g/l
TC/HDLC 5,64 + 6,42 <4,40 2
LDLC/HDLC 3,171,221 < 3,00 ?
Lipoproteinelektrophorese:
Chylomikronen 06+1,1 0,0%
B - Fraktion 46,2 + 8,2 49,0 - 60,0 %
Préa - B - Fraktion 29,3+9,9 14,0- 24,0 %
o - Fraktion 238+7,0 21,0-32,0%
Gerinnungsparameter:
Fibrinogen 403 +153 1,50 - 4,00 g/l
PAI-1 3,91+£2,36 0,30 - 3,50 E/ml
Protein C 119+19 >70%
Protein S — Aktivitat 100 + 34 65 - 140 %
Faktor VI1I 110+ 23 > 70 %
o, —Makroglobulin 1,73+0,53 1,30 - 3,00 g/l
Sonstige Laborwerte:
Glucose 6,1+2,6 3,9 - 5,9 mmol/l
CRP 17,69 £ 41,04 < 5,00 mg/I
Harnsdure 368 £ 96 (insgesamt)
381 + 92 (mannlich) 200-420 pmol/l (mannlich)
299 £ 82 (weiblich) 140-340 pmol/l (weiblich)

1) Zielwert mit einem weiteren ausgepragten oder mehreren Risikofaktoren (75)
2) Oberhalb dieser Werte steigt das koronare Risiko >1,0 an (75).
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Bei 53,7 % (n = 66) aller Koronarpatienten lag eine familidre Haufung atherosklerotischer
Erkrankungen vor. In Abbildung 11 sind zwei exemplarische Stammbdume mit typischen

Risikokonstellationen fiir eine KHK dargestellt.

Familie 1:

I I%l 801, !]2; 571, 1 an Al, HC, AD
|

50 J., MlI, 56 J., Al, 40, MI,

HC, A, XL ACVB, HC, XL A XL

43,477,513,
jeweils: HC und XL

; } 16 J.,, HC
Familie 2:

| g%; 66 J., T an Ml I]Zl 81J., tanAl

I g)—i] 520, MI Q/ssa.,Tanmu |j /®/n., an M
HNe

Legende:

mannlich, weiblich (auffallig*)
Ml: Myokardinfarkt

O mannlich, weiblich (unauffallig*) ACVB: Aortokoronarer VVenenbypass

Al: Apoplektischer Insult

YNNOO CH

mannlich, weiblich (auffallig*, verstorben) HC:  Hypercholesterolamie
- XL Xanthelasmen
mannlich, weiblich (unauffallig*, verstorben) o
AD: Adipositas
Indexpatient t: Exitus letalis

Abb. 11: Typische familidre Konstellation in den Sippen zweier Patienten aus der
untersuchten KHK-Gruppe (n=123)
*) Die Kriterien auffallig und unaufféllig beziehen sich ausschlie3lich auf die
klinische Manifestation von Myokardinfarkten und apoplektischen Insulten.
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In Familie 1 ist eine Hypercholesteroldmie iber drei Generationen erkennbar. Alle Geschwister
des Indexpatienten wiesen als phénotypisches Merkmal Xanthelasmen am medialen Lidwinkel
auf. Zwei der Brider sowie die Mutter erlitten auBerdem myokardiale oder zerebrovaskuldre
Infarkte. AuRerdem zeigte sich bei diesem Probanden eine stark erhdhte B-Lipoproteinfraktion
(62,80 %) und hochpathologische TC/HDLC- (8,00) und LDLC/HDLC-Quotienten (6,14).
Anhand von Familie 2 lasst sich ebenfalls die erbliche Haufung akuter GefaBverschlisse, die

hier bei vier Familienmitgliedern die Todesursache darstellten, demonstrieren.

81,3 % der Koronarpatienten (n=100) hatten eine abgeschlossene Ausbildung, 16,3 % (n=20)
einen HochschulabschluB und 2,4 % (n=3) waren ohne berufliche Qualifikationen. 70,7 %
(n=87) berichteten Uber keine oder nur geringfugige, 26,8 % (n=33) Uber mittlere und 2,4 %
(n=3) uber starkere korperliche Aktivitaten. Des weiteren wurden die Patienten gezielt zu
privaten und beruflichen Problemen befragt. Danach schatzten 75,6 % (n=93) ihre aktuelle

Situation als psychisch belastend ein.

Zur Vervollstandigung des Risikoprofils fand auBerdem die Dokumentation von
Ernahrungsgewohnheiten und Genussmittelkonsum vor und nach der KHK-Manifestation statt.
Durchschnittlich wurden bis zur Befragung 24,3+16,0 ,,pack years® geraucht. Die tagliche
Zigarettenanzahl nach Erkrankungsbeginn wurde von 19,4+124 auf 3,5+8,2 reduziert.
Insgesamt rauchten dann 74,0 % (n =91) der Patienten weniger und 26,0 % (n=32) genauso viel.
Hinsichtlich der Erndhrung und des Alkoholkonsums zeigten sich dhnliche Tendenzen. Nach
Diagnose einer KHK nahmen 37,4 % (n=46) der Studienteilnehmer geslindere, 61,8 % (n=76)
dhnliche und nur 0,8 % (n=1) ungestindere Kost zu sich. 26,0 % (n=32) tranken geringere und
74,0 % (n=91) vergleichbare Alkoholmengen. Die Zahl der regelmaRig taglich Alkohol
trinkenden Probanden sank dadurch von 48,0 % (n=59) vor Manifestation der KHK auf 25,2 %
(n=31). Alle diese Verhaltensanderungen waren statistisch signifikant (p<0,001).

4.1. 2. Vergleich zwischen Blutspendern und Patienten

Die 260 Blutspender wurden mit einem Durchschnittsalter von 46,63+7,98 Jahren rekrutiert.
Unter ihnen waren 78,8 % (n=205) Manner und 21,2 % (n=55) Frauen. Zwischen Féllen und
Kontrollen bestanden sowohl hinsichtlich der Alters- (p=0,978), als auch in der

Geschlechtsverteilung (p=0,260) keine signifikanten Unterschiede.
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4. 2. Untersuchungen zu den Genpolymorphismen

4. 2. 1. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Alle untersuchten Polymorphismen wurden auf eine Hardy-Weinberg-Verteilung sowohl in der
KHK-, als auch in der Blutspendergruppe untersucht. Innerhalb der 123 Koronarpatienten kam
es bei keinem der untersuchten Polymorphismen zu einer signifikanten Abweichung von dieser
Gesetzmaligkeit (Apo E (112, 158): p=0,957; p22-phox (C242): p=0,692; AGT (C659T):
p=0,927). Die 260 klinisch gesunden Referenzpersonen zeigten ebenfalls eine
erwartungsgemale Aufspaltung der Allele (Apo E (112, 158): p=0,986; p22-phox (C242T):
p=0,702; AGT (C659T): p=1,000).

4. 2. 2. Der Angiotensinogen (C659T)-Polymorphismus

Das C-Allel zeigte sich bei den Koronarpatienten mit 83,48 % deutlich h&ufiger als die
veranderte Thymin-Variante (16,52 %). In der Blutspendergruppe war die Haufigkeitsverteilung
der Allele dhnlich (C: 85,28 %; T: 14,72 %). Die entsprechenden Genotypfrequenzen sind in der
folgenden graphischen Darstellung wiedergegeben (Abb. 12).

80 -
704
60
50 .

% 40- B KHK-Patienten
30 - I Blutspender
20
10+

0
CC CT TT
KHK-Patienten Blutspender
Gen Genotyp n % n %
CcC 79 68,7 183 73,8
AGT
(C659T) CT 34 29,6 57 23,0
TT 2 1,7 8 3,2

Abb. 12: Angiotensinogen (C659T)-Polymorphismus: KHK-Patienten und gesunde Blutspender
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Bei der Uberpriifung eines dominanten genetischen Modells fiir das mutierte T-Allel zeigten
sich keine wesentlichen Differenzen zwischen den KHK-Patienten und gesunden Blutspendern
(p=0,481; OR=1,202; Abb. 13). Aufgrund der Seltenheit des TT-Genotypes war eine statistisch
valide Aussage zur potentiellen Dominanz des C-Allels oder einer kodominanten Wirkung
beider Genvarianten nicht moglich. Die CT+TT-Varianten waren weder mit der Manifestation
eines Myokardinfarktes (p=0,311; OR=1,327), noch mit der Entwicklung einer Restenose nach
PTCA (Pexaci=1,000) signifikant assoziiert.

80
70+
60
50- m KHK-Patienten
% 40+
30
20+
10+

O Blutspender

CcC CT+TT

KHK-Patienten Blutspender
Gen Genotyp p OR
n % n %

%:)C 79 68,7 183 73,8
AGT 2vs. 1
(C659T) 2) p=0,481

CT+TT 36 31,3 65 26,2

OR=1,202

Abb. 13: Angiotensinogen (C659T)-Polymorphismus: KHK-Patienten und gesunde Blutspender
unter Annahme eines dominanten genetischen Modells fiir das T-Allel

In der Untergruppe der Patienten mit EingefaRerkrankungen waren Trager des mutierten T-
Allels héufiger anzutreffen. Dieses Ergebnis verfehlte jedoch das geforderte statistische
Signifikanzniveau (p=0,086; OR=3,165).
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Im Rahmen der Analyse klassischer koronarer Risikofaktoren (Hyperlipiddmie, arterielle
Hypertonie, Zigarettenkonsum, Diabetes mellitus, Alter, Geschlecht, Familienanamnese und
BMI) innerhalb der Gruppe der KHK-Patienten war lediglich eine tendenzielle Assoziation der
Angiotensinogen (C659T)-T-Alleltrdger zur arteriellen Hypertonie nachweisbar (p=0,112;
OR=4,092).

Bei der genotypspezifischen Untersuchung der Laborparameter fiel eine Beziehung der C659T-
Variation des Angiotensinogen-Gens zu einigen Faktoren des Gerinnungssystems auf. T-
Alleltrager zeigten signifikant erhdhte Plasmakonzentrationen fur Protein C und Faktor VII,
sowie tendenziell gesteigerte PAI-1- und erniedrigte Fibrinogenwerte. Diese Resultate sind in
den Tabellen 8 und 9 dargestellt. Zur besseren Veranschaulichung erfolgt die Prasentation der

beschriebenen, signifikanten Ergebnisse mit Hilfe von ,,Boxplots* (Abb. 14 und 15).

Tab. 8: Angiotensinogen (C659T)-Polymorphismus: PAI-1- und Protein C-Plasmaspiegel
in Abhéngigkeit vom Genotyp unter Annahme eines dominanten genetischen
Modells fir das T-Allel

Laborwert Genotyp Mittelwert o p CI (95 %)
PAI-1 1) CC 3,72 2,30 2vs. 1: Cl=
(E/ml) 2) CT+TT 4,34 2,47 p=0,198 -0,33-1,55
Protein C 1) CC 116,54 19,27 2 vs. 1: Cl=

(%) 2) CT+TT 125,02 17,93 p =0,033 0,68 - 16,28

Tab. 9: Angiotensinogen (C659T)-Polymorphismus: Fibrinogen- und Faktor VII-Plasmaspiegel
in Abhéngigkeit vom Genotyp unter Annahme eines dominanten genetischen

Modells fiir das T-Allel

Laborwert Genotyp A HSR (Qx-Q7) p
Fibrinogen 1) CC 3,70 2,93-5,05 2vs. 1:
(g/l) 2) CT+TT 3,40 2,75-4,55 p=0,431
Faktor VII 1) CC 100,00 92,00-119,50 2 vs. 1:
(%) 2) CT+TT 129,60 98,00-144,10 p = 0,013

*) Fir Fibrinogen und Faktor VII als nicht normalverteilte Merkmale wurde kein
95 %-Konfindenzintervall fiir den Mittelwert angegeben.
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Abb. 14: Angiotensinogen (C659T)-Polymorphismus: Protein C-Plasmaspiegel in

Abhangigkeit vom Genotyp unter Annahme eines dominanten genetischen

Modells fir das T-Allel
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Abb. 15: Angiotensinogen (C659T)-Polymorphismus: Faktor VII-Plasmaspiegel in

Abhéngigkeit vom Genotyp unter Annahme eines dominanten genetischen
Modells fur das T-Allel (Werte > 144,1 % konnten labortechnisch nicht weiter
differenziert werden. Deswegen ergibt sich hier eine schiefe Verteilung.)
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4. 2. 3. Der Apolipoprotein E (112, 158)-Polymorphismus

In der Patientengruppe wurden 9,9 % €2-, 76,9 % €3- und 13,2 % €4-Allele detektiert. Bei den
Blutspendern beinhaltete der untersuchte Genpool 7,9 % €2, 82,1 % €3 und 10,0 % €4. Nach
statistischer Prifung aller genetischen Modelle zeigte sich eine Haufung des €2- und €4-Allels
in der KHK-Gruppe. Unter der Annahme, dass beide Varianten einen dominanten Risikofaktor
darstellen konnten, wurde in den folgenden Darstellungen der €3/e3-Wildtyp als
Referenzkategorie verwendet und die seltene €2/e4-Variante (n=5) vernachlassigt. Danach
waren €2-Alleltrager gegeniiber diesem Wildtyp unter den KHK-Patienten tendenziell (p=0,148;
OR=1,611), die e4-Alleltrager sogar signifikant haufiger nachweisbar (p=0,044; OR=1,787).
Die Assoziation zwischen €3/e4+ed/e4 und koronarer Herzkrankheit zeigte eine ausgepragte
Geschlechtsabhéngigkeit. Fir die weiblichen Probanden war diese Beziehung besonders
auffallig (p=0,017; OR=6,000), wahrenddessen sich bei isolierter Betrachtung der mannlichen
Studienteilnehmer nur ein tendenzieller Zusammenhang zwischen KHK und e4-Alleltrager
demonstrieren lie (p=0,642; OR=1,180). Bei separater Untersuchung der Patienten mit
Myokardinfarkt zeigten sich im Vergleich mit den Blutspendern fur €2/e2+€2/3 (p=0,121,
OR=1,723) und &3/e4+ed/e4 (p=0,101; OR=1,680) &hnliche, wenn auch nicht signifikante
Ergebnisse. Wesentliche Resultate der Apo E-Genotypisierung sind in den folgenden
Abbildungen zusammengefasst (Abb. 16, 17, 18).
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70
60 -
50
40
30
20
10

%

€2/e2 €2/e3 €3/e3 €2/e4 €3/ed ¢e4dlc4h

m KHK-Patienten
D Blutspender

KHK-Patienten Blutspender
Gen Genotyp n % n %

€2/e2 3 2,5 3 1,2

€2/€3 16 13,2 31 12,2

Apo E €3/e3 72 59,5 173 68,1
(112, 158) €2/ed 2 1,7 3 1,2
€3/e4 26 21,5 40 15,7

edl/ed 2 1,7 4 1,6

Abb. 16: Apo E (112, 158)-Polymorphismus: KHK-Patienten und gesunde Blutspender

70
60 -
50 -

% 40~ m KHK-Patienten
30+ D Blutspender
20 -

10
0 ; :
€2/e2+¢€2/e3 €3/e3 €3/ed+edled
Gen Genotyp Kr:-l K-Patlent;a/(r: rl13lutspender0/0 o OR
1) 19 16,0 34 135 |[L1w.2 1,611
£2/g2+£2/e3 p=0148

(1?2?1'558) 2/83 72 60,5 173 68,9 ;‘:’56%;; %

3) 28 235 44 175 |3w2Z 1,787
e3/e4+ed/ed p =0,044

Abb. 17: Apo E (112, 158)-Polymorphismus: KHK-Patienten und gesunde Blutspender unter
Annahme eines dominanten genetischen Modells fur das €2- bzw. e4-Allel
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80
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60 -
50 - mweibliche KHK-
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30 - [Jweibliche
20 1 Blutspender
10+
0 T T
€2/e2+¢€2/e3 €3/e3 e3led+ed/ed
KHK-Patienten (w) Blutspender (w)
Gen Genotyp n % N % p OR
D 4 20 10 185 |lv2 1,600
£2/e2+e2/e3 ' p=0,485 !
Apo E 2) 1vs.2vs. 3:
(112,158) | ¢3/e3 10 50 40 520030
3) 6 30 4 74 |3w2 6,000
£3/e4+edled p =0,017

Abb. 18: Apo E (112, 158)-Polymorphismus: Weibliche KHK-Patienten und gesunde weibliche
Blutspender unter Annahme eines dominanten genetischen Modells fur das €2- bzw.
g4-Allel

Tréger des €4-Allels entwickelten im Zeitraum der prospektiven Beobachtung héaufiger eine
Restenose nach PTCA als Patienten ohne diese Genvariante. Diese Assoziation war sowohl im
Vergleich mit den homozygoten £3-Probanden (pex.:=0,035), als auch im globalen Vergleich
signifikant (Pexact=0,028). Aufgrund der verh&ltnisméRig geringen Fallzahl (n=44) wurden diese
Ergebnisse mit ,,Fisher’s exact test* ermittelt. Da die wissenschaftliche Interpretation der hier
dargestellten Resultate als Einzelvergleich erfolgte, konnte auf eine Bonferroni-Korrektur
verzichtet werden. Aussagen Uber Unterschiede zwischen Homozygotie und Heterozygotie fir
die g4-Variante in dieser speziellen Fragestellung waren wegen der Seltenheit des €4/e4-1soform
nicht moglich. In Abbildung 19 ist die genotypspezifische Entwicklung einer Restenose
graphisch dargestellt.

Die altersabhangige Analyse des Apo E (112, 158)-Polymorphismus ergab innerhalb der
Koronarpatienten lediglich bei Patienten unter 41 Jahren, was in der vorliegenden Arbeit dem

ersten Quartil entspricht, eine tendenzielle Haufung des €4-Allels (Pexac=0,246; OR=2,673).
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90
80
70
60 -
50 - @ Restenose
% -
40 - T keine Restenose
30+
20
10
O T T
€2/e2+€2/e3 €3/e3 e3/e4+cd/c4l
Restenose keine Restenose
Gen Genotyp 0 % 0 % p OR
1) 1 37 2 133 |1wZ 0,361
£2/e2+2/€3 p=0571
Apo E 2) 1vs.2vs.3:
(112,158) | s3e3 18 o6.7 13 867 1 p=0028
3) 8 29,6 0 0 3vs.2 *
e3led+edled p=0035

Abb. 19: Apo E (112, 158)-Polymorphismus: Restenose nach PTCA unter Annahme eines
dominanten genetischen Modells fiir das €2- bzw. e4-Allel
*) Fur diesen Vergleich ist kein ,,0dds ratio* ermittelbar.

Bei der genotypabhdngigen Untersuchung der klassischen koronaren Risikofaktoren
Hyperlipidamie, arterielle Hypertonie, Zigarettenkonsum, Diabetes mellitus, Alter, Geschlecht,
Familienanamnese und BMI zeigte sich, dass hypertone im Vergleich mit normotonen KHK-
Patienten seltener dass €4-Allel trugen (p=0,046; OR=0,379) unter Berucksichtigung der €3-
Homozygoten als Referenz. Weitere signifikante Unterschiede waren bei dieser Analyse nicht

feststellbar.

Die Auswertung der Laborparameter in Abhéngigkeit vom Apo E (112, 158)-Polymorphismus
zeigte fur TC, Lp(a), LDLC und Apo B eine ansteigende Tendenz von den €2-Alleltragern tber
die €3/e3-Patienten zu den £3/e4+e4/e4-Genotypen. Fir TG und HDLC waren in der gleichen
Richtung eher absteigende Werte zu beobachten. Bei Tragern des €4-Allels waren die Apo B-
Serumspiegel im Vergleich mit Tragern des €2-Allels signifikant erhéht (p=0,002). In Tabelle
10 wird eine genotypspezifische Darstellung ausgewahlter Lipidparameter présentiert. Die
beschriebenen Tendenzen sind anhand von Apo B mit Hilfe eines ,,Boxplots* exemplarisch
veranschaulicht (Abb. 20).
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Tab. 10: Apo E (112, 158)-Polymorphismus: ausgewéhlte Lipidparameter unter Annahme eines
dominanten genetischen Modells flir das €2- bzw. €4-Allel

Laborwert

€2/e2+€2/€3

Mittelwert + o

€3/e3

Mittelwert + o

€3/e4+ed/ed

Mittelwert + o

Triglyzeride (mmol/l) 2,26+0,87 2,12+1,20 1,950,72
Total-Cholesterol (mmol/I) 5,33+1,01 5,48+1,10 5,68+0,97
LDL-Cholesterol (mmol/l) 3,07+0,87 3,41+1,04 3,66+0,92
HDL-Cholesterol (mmol/l) 1,22+0,48 1,17+0,42 1,14+0,34
Lp(a) (ol 0,22+0,25 0,34+0,38 0,42+0,38
Apo Al (all) 1,35+0,33 1,29+0,25 1,30+0,25
Apo B (o) 1,10+0,23 1,21+0,30 1,34+0,26*
*e3/ed+ed/ed vs. €2/€2+€2/€3: p = 0,002; Cl = -0,39- (-0,09)
2,00
1,75 =
1,50
1,25 -
1,00 «
S 751
m -
<]
< ,50 . .
N = 19 71
212 +2/3 3/3 3/4 + 4/4

Abb. 20: Apo E (112, 158)-Polymorphismus: Apo B-Serumspiegel unter Annahme eines
dominanten genetischen Modells flir das €2- bzw. €4-Allel
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4. 2. 4. Der p22-phox (C242T)-Polymorphismus

Bei diesem polymorphen Marker wurde das C-Allel zu etwa zwei Dritteln in der
Patientengruppe vorgefunden (C: 65,68 %; T: 34,32 %). Unter den Blutspendern war diese
Variante etwas héufiger, das T-Allel entsprechend seltener anzutreffen (C: 69,60 %; T: 30,40

%). In Abbildung 21 sind die sich daraus ergebenden Genotypenverteilungen dargestellt.

50
40
307 m KHK-Patienten
%
20 [ Blutspender
10
0
cc CT TT
KHK-Patienten Blutspender
Gen Genotyp N % 0 %
cc 48 40,7 117 46,8
cmzzzzfzh%( cT 59 50,0 114 456
T 11 9,3 19 7,6

Abb. 21: p22-phox (C242T)-Polymorphismus: KHK-Patienten und gesunde Blutspender

Die Uberpriifung des kodominanten und der beiden dominanten Modelle fiir das C- und T-Allel
ergab keine signifikante Assoziation dieser genomischen Variante zur koronaren Herzkrankheit,
auch nicht nach geschlechtsgetrennter Analyse. Unter der Annahme einer dominanten Wirkung
ergab sich lediglich eine tendenzielle Haufung des T-Allels (CT+TT/CC: p=0,367; OR=1,239)
in der KHK-Gruppe (Abb. 22). Auch fur die Ausbildung eines Myokardinfarktes (CT+TT/CC:
p=0,715; OR=1,099) und einer Restenose nach PTCA (CT+TT/CC: Pexac=1,000) war keine
signifikante Beziehung zum p22-phox (C242T)-Polymorphismus nachweisbar.
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60
50
40 .
m KHK-Patienten
% 30
D Blutspender
20
10
0
CcC CT+TT
KHK-Patienten Blutspender
Gen Genotyp p OR
n % n %
1)
cC 48 40,7 117 46,8 pe 1
p22-phox vs. 1 _
(C242T) 2) p=0,367 OR=1239
CT+TT 70 59,3 133 53,2

Abb. 22: p22-phox (C242T)-Polymorphismus: KHK-Patienten und gesunde Blutspender
unter Annahme eines dominanten genetischen Modells fiir das T-Allel

Entsprechend den verschiedenen Eingangskriterien zur Aufnahme in diese Studie (MI, PTCA,
ACVB/IMAB) erfolgten auch separate Untersuchungen in diesen Untergruppen. Dabei zeigte
sich, dass Patienten nach erfolgreichem koronarchirurgischen Eingriff signifikant haufiger das
p22-phox (C242T)-T-Allel trugen als die Blutspender (p=0,011; OR=2,823). Dieses Ergebnis
war unabhangig von Alter, Geschlecht und den anderen untersuchten Polymorphismen (Abb.
23).

Zum Zeitpunkt der Befragung hatten 36 Probanden einen bereits langere Zeit zuriickliegenden
Myokardinfarkt (5,83+4,78 Jahre) Uberlebt. Auch in dieser Untergruppe konnte eine
signifikante Assoziation zu den CT+TT-Genotypen im Vergleich mit den Blutspendern
demonstriert werden (p=0,013; OR=3,058), die in Abbildung 24 dargestellt ist.
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ACVB/IMAB Blutspender
Gen Genotyp p OR
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CT+TT 31 73,8 133 53,2
Abb. 23: p22-phox (C242T)-Polymorphismus: Patienten nach erfolgtem
koronarchirurgischen Eingriff (ACVB/IMAB) und gesunde Blutspender unter
Annahme eines dominanten genetischen Modells fur das T-Allel
80 -
70
60 M Langzeit-
. 507 Uberlebende
% |
40 O Blutspender
30
20+
10+
0
CcC CT+TT
Langzeituberlebende Blutspender
Gen Genotyp p OR
n % n %
(1:)(: 8 24,2 117 46,8
p22-phox 2vs. 1 _
c2421) [ p=0013 | OR =308
CT+TT 25 75,8 133 53,2

Abb. 24: p22-phox (C242T)-Polymorphismus: Langzeitiiberlebende nach Myokardinfarkt
und gesunde Blutspender unter Annahme eines dominanten genetischen
Modells fir das T-Allel
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Des weiteren zeigten die p22-phox (C242T)-T-Alleltrager beim Vergleich zwischen Patienten
mit koronarer EingefaR- und MehrgefalRerkrankung eher einen diffuseren Befall der
Herzkranzgefélle, was in Abb. 25 demonstriert wird. Tendenziell war in dieser Untergruppe
auch eine bessere linksventrikulédre Ejektionsfraktion (CT+TT: 61,8+20,5 %; CC: 58,1+16,8 %;
p=0,293) sowie eine niedrigere diastolische interventrikuldre Septumdicke (CT+TT: 10,6+2,3
mm; CC: 11,5+2,6mm; p=0,136) nachweisbar.

70
60
50 1 mkoronare Ein-
% 40 GefaBerkrankung
0
304 [ koronare Mehr-
20 - GefalRerkrankung
10
0
CccC CT+TT
Eingefalerkrankung MehrgefaRerkrank.
Gen Genotyp p OR
n % n %
%:)C 10 50,0 37 38,1
p22-phox 2vs. L _
(C242T) 2) p = 0,555 OR=1474
CT+TT 10 50,0 60 61,9

Abb. 25: p22-phox (C242T)-Polymorphismus: Patienten mit koronarer Ein- oder
Mehrgefalierkrankung unter Annahme eines dominanten genetischen Modells
fur das T-Allel

Eine Assoziation zwischen den etablierten Risikofaktoren einer KHK (Hyperlipidamie,
arterielle  Hypertonie,  Zigarettenkonsum,  Diabetes  mellitus,  Alter,  Geschlecht,
Familienanamnese und BMI) und dem p22-phox (C242T)-Polymorphismus konnte in der

vorliegenden Arbeit nicht festgestellt werden.
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4. 2.5. Potentielle Interaktionen zwischen den untersuchten Genpolymorphismen

Zur Untersuchung der Frage, ob sich die in der vorliegenden Arbeit analysierten Genvarianten
moglicherweise in ihrer Wirkung beeinflussen, erfolgte die Bildung von Genclustern. Dabei lief3
sich demonstrieren, dass ein gleichzeitiges Vorliegen des Apo E (112, 158)-e4-, und p22-phox
(C242T)-T-Allels zusammen mit einer Homozygotie fur die AGT (C659T)-C-Variante mit
einem erhohten koronaren Risiko assoziiert ist (Abb. 26). Dieses signifikante Ergebnis war

alters- und geschlechtsunabhéangig.

y 60 m KHK-Patienten
50
’ 40 - [ Blutspender

Cluster 1 Cluster 2

KHK-Patienten Blutspender
Gencluster p OR
n % n %

1) Apo E (112,158) : e3/ed+edled
p22-phox  (C242T): CT+TT 14 13,0 13 53
AGT (C521T): CC 1vs. 2:

2) alle tibrigen p =0,018
Genkombinationen 94 87,0 230 94,7

OR=2,611

Abb. 26: Gencluster aus Apo E (112, 158): €3/e4+¢e4/4, p22-phox (C242T): CT+TT und
Angiotensinogen (C659T): CC im Vergleich mit allen Gbrigen Genkombinationen
bei KHK-Patienten und gesunden Blutspendern

Fur die Ausbildung eines Myokardinfarktes lag in diesem Zusammenhang kein signifikantes
Ergebnis vor (p=0,108; OR=2,075). Des weiteren zeigte sich, dass Studienteilnehmer mit einer
gleichzeitigen Homozygotie fir das p22-phox (C242T)-C- und AGT (C659T)-C-Allel
tendenziell seltener in der KHK-Gruppe zu finden waren (p=0,068; OR=0,630).
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4. 3. Analyse der KHK-Interventionsgruppen

Fur fortgeschrittene Stadien der koronaren Herzkrankheit stehen neben der rein konservativen

Betreuung die zwei invasiven Therapieoptionen PTCA und ACVB/IMAB zur Verfugung. In der

hier prasentierten Studie wurde die Patientengruppe ebenfalls in Abhéngigkeit von der

jeweiligen Behandlungsform untersucht. Dabei zeigte sich, dass Patienten, bei denen eine

operative Revaskularisation durchgefiihrt wurde, eher durch eine diffuse KHK charakterisiert

waren (Abb. 27). AulRerdem zeichnete sich diese Gruppe, verglichen mit den PTCA-Patienten,

durch eine signifikant starkere Prasentation der Hypertoniker (p=0,019; OR=3,155) und eine
tendenzielle Haufung der p22-phox CT+TT-Genotypen aus (p=0,057; OR=2,566).

80
70+
601 m koronare Ein-
50 GefalRerkrankung
% 40
b koronare Mehr-
30 ..
GefaBerkrankung
20
10+
0
ACVB/IMAB PTCA
o Eingefalerkrankung MehrgefaRerkrank.
Therapieoption p OR
n % n %
1) ACVB/IMAB* 5 22,7 37 37,0
2vs. 1: _
D= 0312 OR=2,195
2) PTCA* 17 77,3 63 63,0

Abb. 27: Therapieentscheidung in Abhéngigkeit von der Ausdehnung der KHK
*) Patienten, die sowohl eine PTCA, als auch eine ACVB/IMAB-Operation erhielten
(n=13), wurden in jeder der beiden Gruppen (1 und 2) berticksichtigt.

Neben der tendenziellen Haufung von MehrgefalRerkrankungen unter den Bypasspatienten,

zeigten auch Probanden mit familidrer Belastung (p=0,009; OR=6,329) und die méannlichen

erkrankten Studienteilnehmer (p=0,014; OR=8,415) eine signifikante Neigung zur Ausbildung

einer diffusen KHK.
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5. Diskussion

5. 1. Der Angiotensinogen (C659T)-Polymorphismus

Zwischen Angiotensinogenplasmaspiegel und Hypertonie besteht eine direkte Korrelation
(119). Kim et al. konnten dies 1995 in einem Tierexperiment eindrucksvoll nachvollziehen.
Labormause wurden mit null bis vier Kopien des Angiotensinogen-Gens transfiziert. Mit jeder
zusatzlichen Genkopie war hier ein Anstieg des arteriellen Blutdruckes um 8 mmHg
nachweisbar (59). Wenn der blutdrucksteigernde Effekt des Ang Il direkt von der
Angiotensinogenkonzentration abhangt, dann laRt sich vermuten, dass auch noch andere
Partialwirkungen des Angiotensin I mit dem Angiotensinogenplasmaspiegel korrelieren. Ang 1l
fordert beispielsweise auch die Hyperplasie von glatten vaskuldren Muskelzellen, die
Fibroblastenproliferation und die Konstriktion der Koronargefalie (89). Diese Prozesse sind
elementare Bausteine in der Entwicklung atherosklerotischer Lé&sionen (68). Demnach ist
sowohl ein direkter (Promotion der Koronarsklerose), als auch ein indirekter (Modulation des
Risikofaktors Hypertonie) Zusammenhang zwischen Angiotensinogen und koronarer
Herzkrankheit denkbar. Polymorphe Varianten des Angiotensinogen-Gens, die die Expression
oder funktionelle Aktivitat dieses Proteins beeinflussen, sind deshalb fiir die Beurteilung der
individuellen Risikokonstellation fiir eine KHK von groflem Interesse. Von den mehr als zehn
verschiedenen Genpolymorphismen des Angiotensinogens (57) gehoért die C659T-Mutation zu

den am haufigsten untersuchten Formen.

Die Haufigkeit des Angiotensinogen (C659T)-C-Alleles betrug 83,48 % bei den
Koronarpatienten und 85,28 % in der Blutspendergruppe der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten mitteldeutschen Population. Dieses Ergebnis konnte durch andere Untersuchungen
an Populationen gleicher ethnischer Zusammensetzung bestétigt werden (38, 103, 106). Unter
der kaukasischen Bevolkerung Europas und Nordamerikas betrégt die C-Allelfrequenz 82-92 %,
in Schwarzafrika etwa 95 % und bei den Asiaten in China und Japan 91-95 % (100). Es konnte
keine Assoziation des potentiell pathogenen T-Allels zur koronaren Herzkrankheit insgesamt
(p=0,481; OR=1,202) und zur Ausbildung eines nicht letalen Myokardinfarktes (p=0,311;
OR=1,327) im Untersuchungskollektiv nachgewiesen werden. Auch eine Stratifizierung der
Patientengruppe nach den Risikofaktoren Hyperlipiddmie, Hypertonie, Diabetes mellitus,
Zigarettenkonsum, BMI, Alter, Geschlecht und Familienanamnese zeigte keine Unterschiede in
der Genotypenverteilung. Auffallig war lediglich, dass T-Allel-Tréager tendenziell seltener zu
Mehrgefalerkrankungen neigten (p=0,086; OR=3,165). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch
Ko et al. und Tiret et al., die ebenfalls keine Assoziation dieses Polymorphismus zu den

verschiedenen klinischen Erscheinungsbildern der KHK nachwiesen (60, 106). Christiakov et
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al. hingegen fanden eine Beziehung des T-Allels zur Manifestation eines Myokardinfarktes und
zur linksventrikuldren Hypertrophie (15). In einer anderen Arbeit konnte an 2250 kaukasischen
Ménnern eine signifikante H&ufung des seltenen TT-Genotyps bei hoherem,
koronarangiographisch ermittelten Schweregrad der KHK demonstriert werden (38). Dem
gegeniiber stellten Cong et al. fest, dass japanische Koronarpatienten mit einem

Niedrigrisikoprofil hdufiger homozygote Trager des C-Allels sind (16).

Auch flr die Ausbildung einer Restenose nach PTCA lieferte die vorliegende Arbeit, im
Einklang mit anderen Untersuchungen (117), keine Assoziation zum Angiotensinogen (C659T)-
Polymorphismus (Pexact=1,000). Tendenziell hduften sich jedoch T-Alleltrdger in der Gruppe
hypertensiver KHK-Patienten (p=0,112; OR=4,092). Eine Beziehung des T-Allels zur
essentiellen arteriellen Hypertonie ist von zahlreichen Autoren nachgewiesen worden (49, 57,
73, 106), obwohl auch dies nicht konstant bestétigt werden konnte (14, 79).

Bisher konnte nicht demonstriert werden, dass der C659T-Polymorphismus eine Auswirkung
auf den Plasmaspiegel oder die Aktivitdt des Angiotensinogens besitzt (57). Da die
beschriebenen Assoziationen zur KHK, aber auch zur essentiellen arteriellen Hypertonie sehr
widerspriichlich sind, ist es vorstellbar, dass der Austausch von Cytosin durch Thymin an
Position 659 moglicherweise ohne funktionelle Auswirkungen bleibt. Die C659T-T-Variante ist
haufig mit der M235T-T-Isoform des Angiotensinogens gekoppelt (57, 106). Threonin an
Position 235 geht mit erhéhten AGT-Spiegeln einher (57). Demzufolge ist es auch mdglich,
dass ein Teil der in der Literatur beschriebenen Assoziationen des C659T-Polymorphismus
durch eine Kopplung mit M235T bedingt ist. Jedoch auch bei der M235T-Isoform, ist die
potentielle Beziehung zur KHK und essentiellen arteriellen Hypertonie noch nicht
Ubereinstimmend geklart (14, 55, 57, 106).

Jeunemaitre et al. und Caulfield et al. konnten fur einen Mikrosatelliten am 3"-Ende des AGT-
Gens zeigen, dass hypertensive Verwandte signifikant haufiger die gleiche Anzahl von GT-
,.Repeats* aufwiesen, als es statistisch zu erwarten ware (14, 57). Diese Befunde sind ein Indiz
daflr, dass Hypertoniker innerhalb einer Familie haufig die gleiche Angiotensinogenvariante
tragen. Nach wie vor konnte jedoch nicht definitiv gekléart werden, welche Veranderungen am
Angiotensinogengen genau flr erhéhte Blutdruckwerte und eventuell auch eine verstarkte
Disposition zur Entwicklung einer KHK verantwortlich sind. Gegenstand aktueller Diskussion
sind verschiedene Polymorphismen im Bereich der Promotorregion, die eventuell durch
Modulation der Affinitat von Transkriptionsfaktoren die Angiotensinogenexpression
beeinflussen. So konnten Sato et al. 1997 demonstrieren, dass die AGT (C-18T)-CC-Variante

einen Risikofaktor fir die essentielle arterielle Hypertonie in der japanischen Bevolkerung
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darstellt. Die Tréger des AGT (C-18T)-T-Allels hingegen zeigten eine geringere

Angiotensinogentranskriptionsrate und wiesen niedrigere Blutdruckwerte auf (96).

In der vorliegenden Arbeit fiel bei der genotypspezifischen Analyse der Gerinnungsparameter
auf, dass Koronarpatienten, die das AGT (C659T)-T-Allel trugen, signifikant erhdhte Werte
sowohl flr das Protein C (p=0,033), als auch flr den Faktor VII (p=0,013) zeigten. Eine solche
Assoziation ist bisher in der Literatur noch nicht dargestellt worden. Ein derartiger

Zusammenhang kdénnte tber verschiedene theoretische Modelle erklarbar sein.

Das Glykoprotein Angiotensinogen besteht aus 452 Aminoséuren, von denen lediglich die zehn
N-terminalen der Synthese von Ang | dienen. Es ist bemerkenswert, dass der Organismus ein
solch groRRes Protein ausschlieBlich als Vorstufe eines Dekapeptides synthetisiert. Eine vom
RAS unabhéngige, physiologische Funktion der Gbrigen 442 Aminosduren erscheint somit

durchaus denkbar.

Angiotensinogen gehort in die Familie der Serinproteaseinhibitoren (42). Zu dieser Gruppe
zahlt neben dem a,-Antitrypsin auch das Eiweil Protein C-Inhibitor, das eine dem AGT sehr
verwandte Genstruktur aufweist. Diese Erkenntnis ist ein Hinweis darauf, dass
Angiotensinogen, Protein C-Inhibitor und einige andere Serpine in der Phylogenese aus einem
gemeinsamen Muttergen hervorgegangen sein konnten (48). Madglicherweise konnte AGT
einen Teil der urspringlichen Serinproteaseinhibitoraktivitat konservieren. Unter dieser
Annahme ware Angiotensinogen in der Lage, die Serinprotease Protein C, ahnlich wie der
Protein C-Inhibitor, zu neutralisieren. Erhohte Protein C-Konzentrationen, wie in der
vorliegenden Arbeit bei den untersuchten T-Allel-Tragern beobachtet, konnten durch eine
reduzierte Serinproteaseinhibitorkapazitat des Angiotensinogens verursacht sein. Das wirde
bedeuten, dass Patienten mit der AGT (C659T)-T-Variante Protein C mdglicherweise schlechter
in seiner Wirksamkeit hemmen. In dessen Folge waren zwangslaufig die gemessenen, erhdhten
Protein C-Konzentrationen im Blutplasma zu erwarten. Faktor VII ist ebenfalls eine
Serinprotease, so dass man hier das gleiche pathophysiologische Erklarungsmodell verwenden

konnte.

Aullerdem sind sowohl Protein C, als auch Faktor VII Vitamin K-abhangige
Gerinnungsfaktoren. Demnach ware eine Interaktion zwischen Vitamin K und Angiotensinogen
denkbar. Phyllochinon (Vitamin K1) wird als lipophiles Molekul vor allem in triglyzeridreichen
Lipoproteinen  transportiert  (62). Angiotensinogen  weist  Strukturhomologien — mit
Transportproteinen lipophiler Hormone, wie zum Beispiel dem corticosteroidbindenden

Globulin, auf (5). Dementsprechend konnte auch Angiotensinogen an der Plasmaeiwei3bindung
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des Vitamin K beteiligt sein. Wirden beispielsweise Trdger des AGT (C659T)-T-Allels
Vitamin K schlechter binden, dann kénnte dies Ursache fir einen erhéhten Wirkspiegel des
Phyllochinons sein. Infolgedessen wiirde es zu einer effektiveren y-Carboxylierung von Protein
C und Faktor VII mit einem konsekutiven Aktivitatsanstieg dieser beiden Gerinnungsfaktoren
kommen, wie es letztlich in der hier dargestellten Untersuchung bei den T-Allel-Tragern

beobachtet wurde .

Bei erhohten Protein C- und Faktor VII-Plasmaspiegeln sind unterschiedliche Kklinische
Konsequenzen zu erwarten. Aktiviertes Protein C ist im Komplex mit Protein S ein wirksamer
Inhibitor von Faktor Va und Faktor VI1II:C. Faktor VII ist ein zentrales Glied des extrinsischen
Systems der Blutgerinnung. Gesteigerte Protein C-Spiegel lassen demnach einen
antikoagulatorischen Effekt erwarten, hohe Faktor VII-Spiegel erhthen eher das Risiko fir
GeféRverschlisse (107). Ob diese beiden gegensétzlichen Prozesse sich nun neutralisieren oder
einer der beiden Uberwiegt, konnte bisher nicht geklart werden. AuRerdem ist zu erwarten, dass
unter der Annahme, dass Angiotensinogen wirklich ein effektiver Serinproteaseinhibitor ist,
noch zahlreiche andere Serinproteasen in ihrer Wirkung beeinflusst werden konnten. Da fast
alle Gerinnungsfaktoren zu dieser Enzymfamilie z&hlen, sollte neben den in dieser Arbeit
untersuchten Faktoren Fibrinogen, Protein C, Protein S und Faktor VII die Gesamtwirkung
einer moglichen, verminderten Serinproteaseinhibitorwirkung durch die AGT (C659T)-T-
Isoform auf das  Blutgerinnungssystem  durch  weitere  biochemisch-genetische
Assoziationsstudien geklart werden. Auch durch Modifikation der Verfugbarkeit von freiem
Vitamin K wirden sich zahlreiche weitere pro- und antikoagulatorischer Proteine gegenseitig

beeinflussen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen keine direkte Assoziation des AGT (C659T)-
Polymorphismus zum klinischen Befund einer KHK, zur Manifestation eines Myokardinfarktes
und zu Ausbildung einer Restenose im untersuchten Patientenkollektiv erkennen. Wohl aber
weisen signifikante Bezlige zu wichtigen Faktoren des Gerinnungssystems, wie zum Beispiel
Protein C und Faktor VII, auf eine funktionelle Relevanz im komplexen Geschehen der

multifaktoriell verursachten koronaren Atherosklerose hin.
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5. 2. Der Apolipoprotein E (112, 158)-Polymorphismus

5.2.1. Der Apolipoprotein E (112, 158)-Polymorphismus und KHK

Besonders homozygote, aber auch heterozygote Tréger des e4-Allels weisen, verglichen mit
reinerbigen €3-Individuen, erhéhte Serumspiegel fiir LDLC, TC, Apo B und Triglyzeride sowie
erniedrigte Werte flr Apo E auf (9, 17, 24, 67). Dieser Effekt ist in verschiedenen ethnischen
Gruppen nachweisbar (18, 51, 124). Aufgrund der pathologischen Lipidprofile mit insbesondere
gesteigerten, atherogenen LDLC-Werten, ist bei den Trégern dieser Genotypen ein erhdhtes

koronares Risiko zu vermuten.

In der vorliegenden Arbeit hauften sich erwartungsgemaR e4-Alleltrager signifikant in der
Gruppe der KHK-Patienten (p=0,044; OR=1,787) unter Berucksichtigung der Apo E3/E3-
Isoform als Referenzkategorie zur Abschatzung des relativen Risikos (51, 67). Fur die
Manifestation eines Myokardinfarktes zeigte sich ein tendenziell dhnliches Resultat (p=0,101;
OR=1,680). Diese Ergebnisse stehen im Einklang zum aktuellen wissenschaftlichen
Erkenntnisstand (17, 22, 77, 82, 124). Allerdings konnte die Beziehung des Apo E4 zur
koronaren Herzkrankheit nicht in jeder der publizierten Studien nachgewiesen werden (8). Die
atherogene Wirkung des Apo E4 wird vor allem den gesteigerten LDLC-Spiegeln
zugeschrieben. Eine signifikante Senkung der genspezifisch gesteigerten Sterblichkeit durch
den HMG-CoA-Reduktasehemmer Simvastatin unterstreicht diese These (40). Da sich Apo E4
jedoch in verschiedenen Untersuchungen als von den Blutfettwerten unabhangiger Risikofaktor
prasentierte, ist es denkbar, dass neben den Verdnderungen der Serumcholesterolspiegel noch
andere pathophysiologische Mechanismen fur die erhohte KHK-Prévalenz in der Gruppe der
e4-Allel-Tréger verantwortlich sind (40).

Insbesondere bei isolierter Betrachtung der weiblichen Studienteilnehmer scheint Apo E4 einen
koronaren Risikofaktor darzustellen (p=0,017; OR=6,000). So konnten Wilson et al. ebenfalls
eine besonders strenge Assoziation des e4-Allels zur KHK bei isolierter Betrachtung des
weiblichen Geschlechts demonstrieren (121). Ein denkbare Ursache fiir dieses Phanomen
kénnte an dem Einfluss des Sexualhormons Ostrogen liegen. Jiingere Frauen vor Vollendung
des 55. Lebensjahres bilden im Vergleich zu gleichaltrigen Mannern viel seltener eine manifeste
KHK aus. Der relativ geringe Frauenanteil unter den Koronarpatienten (16,3 %) in der
vorliegenden Studie unterstreicht das. Ein protektiver Effekt des Ostrogens ist unter anderem
durch die ginstigen Wirkungen auf den Serumlipidspiegel erklarbar (112). Es ist demzufolge
durchaus mdglich, dass in einem solchem weiblichen Niedrigrisikokollektiv erbliche Faktoren

mit Einfluss auf den Fettstoffwechsel eine wesentlich groflere Bedeutung gewinnen konnten.
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Madglicherweise spielen deshalb bei prdmenopausalen Frauen genetische Risikokonstellationen
eine starkere Rolle bei der Erreichung des atherogenen Potentials fiir die vorzeitige Entwicklung

einer koronaren Herzkrankheit als bei Mannern.

Altersabhéngige Untersuchungen zeigten eine deutlichere Assoziation von Apo E4 zur
koronaren Herzkrankheit bei jungeren Patienten (51, 77). In diesem Lebensalter ist der Einfluss
exogener Risikofaktoren durch die verkirzte Expositionszeit noch relativ gering. Demzufolge
erscheint hier eine groRere Bedeutung erblicher Faktoren plausibel. In der vorliegenden Arbeit
war ein dementsprechender Vergleich zwischen jungeren und élteren KHK-Patienten nicht
gegeben, da ausschlieflich junge Patienten mit einer klinisch manifesten, schweren koronaren
Herzkrankheit vor Vollendung des 55. Lebensjahres in die Studie aufgenommen wurden. Des
weiteren scheint das €4-Allel fir eine erhdhte kardiovaskulare Mortalitét verantwortlich zu sein
(31, 40). AuRerdem stellt es einen Risikofaktor fir die vorzeitige Manifestation des Morbus
Alzheimer dar (102).

Die Apo E2-lsoform présentierte sich bei der Analyse der vorliegenden Arbeit zumindest
tendenziell verstérkt innerhalb der Gruppe der Koronarpatienten (p=0,148; OR=1,611) und bei
den Uberlebenden eines Myokardinfarktes (p=0,121; OR=1,723). Nur wenige Arbeiten kénnen
dieses Ergebnis stutzen. Zum Beispiel wurde eine von anderen Einflussfaktoren unabhéngige
Assoziation des €2-Allels zur Atherosklerose der Arteria carotis interna nachgewiesen (23, 47),
was fur einen potentiell atherogenen Effekt der Apo E2-Isoform spricht. Ungeachtet dessen
wird der gleichen genetischen Variante in verschiedenen Publikationen auch eine

koronarprotektive Wirkung zugesprochen (22, 67).

Probanden mit dem €2-Allel zeichnen sich durch ein glinstigeres Lipidprofil aus. Im Vergleich
zu den homozygoten €3-Tragern sind die Werte fir LDLC, TC und Apo B erniedrigt, die Apo
E-Spiegel hingegen erhoht (9, 24, 35, 67). Tendenziell konnten diese Befunde auch in der
vorliegenden Arbeit nachvollzogen werden. Allerdings kommt es, wie auch in der hier
prasentierten Studie beobachtet, durch die Akkumulation pathologischer 3-VLDL zu einer mehr
oder weniger ausgeprégten Hypertriglyzeridamie (111). Aufgrund der niedrigeren LDLC-
Serumlevel wird die Apo E2-Variante von den meisten Autoren insgesamt als kardiovaskulér
protektiv eingeschatzt (22, 67). Trotzdem kann das Gleichgewicht zwischen den einzelnen
Lipoproteinfraktionen, besonders bei Homozygotie fur das €2-Allel, dekompensieren. Durch
Uberméligen Anstau von B-VLDL und Chylomikronenremnants entwickelt sich gelegentlich
eine Typ IllI-Hyperlipidamie mit erhohten Gesamtcholesterol- und exzessiv gesteigerten
Triglyzeridwerten. Dieser Zustand manifestiert sich als multifaktorielle Erkrankung allerdings

nur unter bestimmten Umweltbedingungen, wie zum Beispiel fettreicher Kost, Diabetes



Diskussion 47

mellitus, Adipositas und Hypothyreose. Klinisch zeigen diese Patienten pathognomonische
Handlinienxanthome und ein erhéhtes Atheroskleroserisiko (111, 118). Mdglicherweise ist
diese Form der Fettstoffwechselstérung eine Ursache fiir die tendenzielle H&ufung der €2-
Alleltrager unter den Koronarpatienten. Die genspezifische Analyse der Lipidwerte in der
vorliegenden Arbeit spricht jedoch eher dagegen. Allerdings wéren auch andere Ursachen fir
die beobachtete Assoziation denkbar. €2-Alleltrdger kdnnten beispielsweise aufgrund eines
hypothetisch labileren allgemeinen Gesundheitszustandes seltener zur Blutspende gehen. Die
Vergleichsgruppe wirde in diesem Fall kein reprasentatives Referenzkollektiv mehr darstellen.
Klarheit Gber derartige Zusammenhénge kann nur durch weiterfiihrende Studien geschaffen
werden. Zusammenfassend betrachtet sind die Aussagen zu einem mdglichen Zusammenhang
zwischen Apolipoprotein E2 und koronarer Herzkrankheit aufgrund des einerseits mit der
LDLC-Senkung verkniipften protektiven Effektes und dem andererseits erhdhten Risiko fur eine
Hyperlipiddmie Typ 111 widerspriichlich und sicherlich stark von anderen Einflussfaktoren

abhéngig.

In der hier présentierten Regionalstichprobe aus dem Raum Halle-Merseburg-Bitterfeld lag die
Apo E-Allelfrequenz sowohl bei den klinisch gesunden Blutspendern (€2=0,079; £3=0,821;
€4=0,100), als auch bei den KHK-Patienten (€2=0,099; £3=0,769; €4=0,132) im Bereich anderer
kaukasischer Populationen (£2=0,05-0,10; €3=0,70-0,85; €4=0,10-0,20)(66). Corbo et al.
stellten 1999 eine Ubersicht aus 29 Originalarbeiten zusammen, die die Allelverteilung des Apo
E-Polymorphismus in verschiedenen Populationen untersuchten. Apo E4 hdufte sich hierbei
besonders in Gebieten, die in der Evolution als Nahrungsmangelregionen bezeichnet werden
kénnen, wéhrenddessen Apo E3 vor allem in alten Ackerbaukulturen (Mittelmeerraum,
Ostchina) akkumulierte. Beide Genotypen korrelierten streng negativ miteinander, so dass eine
gegenseitige Verdrangung anzunehmen ist. Der Autor postulierte das €4-Allel als sogenannten
sparsamen Genotyp (18). Es ist durchaus denkbar, dass Apo E4 in solchen
Nahrungsmangelregionen aufgrund einer effizienteren Lipidresorption einen Selektionsvorteil
darstellte. In Europa sind die Lappen mit einem €4-Anteil von 0,310 (31,0 %) gleichzeitig die
Population mit der hdchsten KHK-Pravalenz, wahrenddessen bei Sarden die Haufigkeit fur
dieses Allel nur 0,052 (5,2 %) betragt. Unter der Annahme, dass Apo E4 einen Risikofaktor
darstellt, ist es nicht verwunderlich, dass die koronare Herzkrankheit im mediterranen Raum
weitaus seltener vorkommt (18). In anderen Gebieten der Erde, zum Beispiel in Schwarzafrika,
ist die KHK trotz hoher €4-Frequenz (0,285) eine seltene Erkrankung (66). Mdgliche Ursachen
hierfur sind energiearme und ballaststoffreiche Ernahrung, ausreichende korperliche Aktivitat
und die insgesamt geringere Lebenserwartung in diesen Regionen. Apo E4 erlangt seine
pathogene Wirksamkeit wahrscheinlich nur unter den Klassischen Lebensbedingungen der

Industriestaaten. Fir das €2-Allel ist keine positive oder negative Selektion in
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Nahrungsmangelgebieten erkennbar. Die extreme Seltenheit dieser Variante bei ostsibirischen
Ureinwohnern (0,004) und das vollstandige Fehlen bei den Indianern (18) liefert aber einen
interessanten Hinweis auf die Voélkerwanderung von Ostasien Uber die Behringstralle nach

Nordamerika.

5. 2. 2. Der Apolipoprotein E (112, 158)-Polymorphismus und Restenose nach PTCA

Die Restenose ist aus pathophysiologischer Sicht eine Reaktion auf iatrogene Verletzungen der
GefédBwand im Rahmen einer Angioplastie. Thrombusformation, Neointimabildung und
,.Remodeling* fuhren nach dem initialen, interventionellen Trauma zu einer Einengung des
GeféBlumens. Dieser, mit einer Entziindungsreaktion vergleichbare Vorgang ist nach sechs
Monaten abgeschlossen. Bei isolierter PTCA sind vor allem ,,Remodelingprozesse** im Bereich
der Media, nach Stentimplantationen insbesondere Intimahyperplasien fir die Manifestation

einer Restenose verantwortlich (58).

Es ist klinisch von groRRer Bedeutung, das individuelle Risiko eines Patienten fur die Ausbildung
einer solchen Wiederverengung der Herzkranzgefalle abzuschatzen. In Rahmen zahlreicher
Studien konnten patientenbezogene, interventionsbedingte und vom Koronarbefund abhéngige
Risikofaktoren identifiziert werden. Arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus (58), CMV-
Infektion (32), erhohte IL-6-Spiegel im Sinus coronarius nach PTCA (50) und starke
Pulsationen der Aorta ascendens (76) scheinen die Disposition zur Entwicklung einer Restenose
zu verstarken. Auch hohe Implantationsdriicke bei der Ballondehnung und ein Verzicht auf die
Applikation  von intrakoronaren ,,Stents* erhdhen das  Restenoserisiko  (52).
Koronarangiographisch betrachtet sind langstreckige und komplexe Lasionen, sowie englumige
GeféaBe (< 3,1 mm) besonders gefahrdet (58). Zunehmend haufen sich Hinweise fir mdgliche
genetische Ursachen. So tragen Kranke, die bereits eine Restenose entwickelt haben, nach
erneuter Dehnung ein deutlich héheres Wiederholungsrisiko. Zur Zeit werden besonders die
ACE-DD und Gp llla PI*>-Genotypen als Risikofaktoren fiir eine , In-Stent-Restenose*
diskutiert (58).

In der vorliegenden Arbeit entwickelten die e4-Allel-Trager wéhrend der prospektiven
Beobachtung signifikant hdufiger eine Restenose als Patienten mit Homozygotie fur die €3-
Variante (Pexac=0,035). Da keine routinemalige Kontrollkoronarangiographie durchgefiihrt
wurde, konnte nur bei einer relativ kleinen Fallzahl (n=44) ein eindeutiges Sechsmonatsergebnis
verifiziert werden. Aufgrund der dadurch eingeschrénkten statistischen Testmdglichkeiten ist

eine Aussage zur Unabhangigkeit des Ergebnisses von anderen Einflussgréen nicht mdglich.
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Da sich dieses Resultat jedoch im Konsens zu anderen Publikationen befindet (30, 113),
erscheint eine Assoziation zwischen €4-Allel und Ausbildung einer Restenose wahrscheinlich,
auch wenn die bisher publizierten Studienergebnisse nicht immer einheitlich und
nachvollziehbar waren (94). Unter der Annahme einer kausalen Verknlpfung von Apo E4 zur
Entwicklung dieser postinterventionellen Komplikation sind mehrere pathophysiologische

Hypothesen zur Interpretation dieses Phdnomens denkbar.

Apo E4 konnte indirekt durch seine ungunstige Wirkung auf die Serumlipide oder durch
primédre Ausbildung komplizierterer Lé&sionen das Restenoserisiko a priori erhdhen.
Andererseits ist auch eine direkte Beeinflussung von ,,Remodeling* und Intimahyperplasie
maoglich. Die Makrophagen in den atherosklerotischen Plaque produzieren in gréBeren Mengen
Apo E. Dieses alkalische Protein bindet saure Glucosaminoglykane der extrazellularen Matrix.
Durch die Interaktion kénnen Wirkungen von Wachstumsfaktoren moduliert werden. Apo E4
ist durch den Argininreichtum  besonders alkalisch (70). Demnach ist eine starkere
Wechselwirkung mit den Matrixmolekilen und konsekutiv auch mit den Wachstumsfaktoren zu
erwarten. Denkbare Folgen waren eine ausgepragtere Beeinflussung von Proliferation und
Differenzierung glatter GefaBmuskelzellen (,,Remodeling*) oder Fibroblastenaktivierung
(Intimahyperplasie) durch die Apo E4-Isoform. Das Apolipoprotein E besitzt aullerdem die
Fahigkeit, T-Zellen zu aktivieren, die dann durch Zytokinproduktion eine lokale Inflammation
auslosen konnen (70). Auch eine Beteiligung solcher Prozesse an der Manifestation einer

Restenose ist denkbar.

5. 2. 3. Der Apolipoprotein E (112, 158)-Polymorphismus und Laborwerte

Beim Vergleich der Laborparameter zwischen den einzelnen Apo E-Isoformen waren lediglich
die Apo B-Werte bei €4-Tréagern, verglichen mit €2-Tragern, signifikant erhoht (p=0,002). Da
Apo B das wichtigste Apolipoprotein der LDL-Partikel darstellt und sich LDL-Partikel bei €4-
Alleltragern durch ,,Downregulation* der LDL-Rezeptoren im Serum anreichern, entspricht
dieses Ergebnis den Erwartungen und steht im Einklang mit den Resultaten anderer Autoren
(67, 111, 118). Die Werte fur TC, LDLC und Lp(a) waren bei Patienten mit dem g4-Allel nur
tendenziell gesteigert. Durch Medikation mit Lipidsenkern (n=49; 39,8 %) muss man in diesem
Zusammenhang von einer Verzerrung der Blutfettspiegel ausgehen. €2-Alleltrager zeigten die
hochsten Triglyzeridkonzentrationen. Diese nicht signifikante Beobachtung kdnnte durch die
Akkumulation pathologischer B-VLDL-Partikel aufgrund der verminderten Affinitat der Apo
E2-Isoform zum Apo E-Rezeptor erklart werden wund entspricht dem aktuellen

wissenschaftlichen Erkenntnisstand (30, 111).
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5. 3. Der p22-phox (C242T)-Polymorphismus

Der entscheidende <O, -Generator in den Blutgefalen ist die NAD(P)H-Oxidase. Ein
elementarer Bestandteil dieses Enzymes ist p22-phox (44), das in atherosklerotisch verandertem
vaskulidren Gewebe verstarkt exprimiert wird (3). Da ein intrazelluldrer Uberschuss an
Radikalen als Promotor fiir die Atherosklerose fungiert (115), kdnnte ein Genpolymorphismus,
der die p22-phox-Aktivitat beeinflusst, die Wirkung anderer koronarer Risikofaktoren

modulieren oder sich als eigenstandiger Risikofaktor présentieren.

In der vorliegenden Arbeit, in der Probanden aus der mitteldeutschen Region untersucht
wurden, ergab die Analyse des p22-phox (C242T)-Polymorphismus keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen KHK-Patienten und Blutspendern. Auch die Manifestation
eines Myokardinfarktes und einer Restenose war nicht mit dieser genetischen Variation
assoziiert. Gardemann et al. erzielten in einer ménnlichen, kaukasischen Population (n=2205)
vergleichbare Resultate (39). Saha et al., die getrennt Inder und Chinesen in Singapur
untersuchten, stellten gleichfalls keine Differenzen beziiglich der p22-phox (C242T)-
Genotypenverteilung zwischen Patienten mit koronarer Herzkrankheit und gesunden
Kontrollprobanden fest (92). In einer Arbeit von Li et al. konnten innerhalb einer US-
amerikanischen Bevolkerungsstichprobe (83 % Kaukasier) die Befunde der vorliegenden Arbeit
ebenso bestédtigt werden. Die genotypspezifische Gefalantwort auf Acetylcholin und
Nitroprussidnatrium zeigte hier keine auffalligen Unterschiede (64). Dem gegeniber
detektierten Inoue et al. bei einer Untersuchung von 201 japanischen, angiographisch
gesicherten Koronarpatienten (Stenose = 75 %) im Vergleich mit 201 symptomfreien Probanden
(keine Angina pectoris, keine Claudicatio intermittens) des gleichen Einzugsgebietes das p22-
phox (C242T)-T-Allel als koronarprotektiven Faktor (54). Ito et al. hingegen beschrieben
dieselbe genetische Variante als Risikofaktor fir zerebrovaskuldre Ischamien und lieferten
somit trotz eines gleichen ethnischen Hintergrundes (ausschlie3lich Japaner) kontrére Resultate
zu den eben erwéhnten Befunden (56). Ein dhnliches Ergebnis erzielten Cai et al., die das
C242T-T-Allel als Risikofaktor fir die Auspragung einer koronaren Herzkrankheit bei jungen
(= 45 Jahre), mannlichen, kaukasischen Australiern (n=44) charakterisierten. In der dort
untersuchten Gesamtpopulation (n=689) war diese Beziehung allerdings nicht mehr
nachweisbar (11). Des weiteren zeigte sich in einer Kohortenstudie, dass Patienten mit der p22-
phox (C242T)-T-Variante starker zur angiographischen Progression der KHK neigen, ohne
jedoch haufiger akute Koronarereignisse zu entwickeln. Dieser Effekt war jedoch unter der

Therapie mit Statinen nicht mehr nachweisbar (10).
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Die Frequenz des Aminosdureaustausches von Histidin nach Tyrosin an Position 72 lag in der
vorliegenden Arbeit bei den Koronarpatienten bei 34,3 %, bei den Blutspendern bei 30,4 %.
Diese Werte befinden sich im Bereich anderer Studien an kaukasischen Probanden, wo eine T-
Allel-H&ufigkeit zwischen 34 % (39) und 38 % (92) festgestellt wurde. Bemerkenswert ist
jedoch, dass diese Genvariante unter Asiaten mit 9-13 % (54, 92) weitaus seltener anzutreffen

ist.

Insgesamt betrachtet sind die bisherigen Ergebnisse zur Untersuchung des p22-phox (C242T)-
Polymorphismus bei koronarer Herzkrankheit sehr widersprichlich. Es wird in diesem
Zusammenhang von nicht nachweisbaren (wie in der vorliegenden Arbeit), protektiven und
auch risikosteigernden Effekten des T-Allels berichtet. Anndhernd gleiche Befunde liefern die
Angaben Uber Genotypenhéufigkeiten in verschiedenen ethnischen Gruppen. Angehérige der
kaukasischen Rasse tragen die Mutation drei bis vier mal haufiger (ca. 30-40 %) als chinesische

oder japanische Individuen (ca. 10 %).

Patienten nach erfolgtem koronarchirurgischen Eingriff wiesen in der vorliegenden Arbeit die
mutierte Genvariante signifikant haufiger auf als die Blutspender (p=0,011; OR=2,823). Zu
derartigen Untersuchungen zwischen Therapieform und Genotyp gibt es bis jetzt in der Literatur
noch keine verfugbaren Daten. Wird die Indikation zu einer solchen Bypassoperation gestellt,
dann liegt eher, wie auch in der vorliegenden Arbeit, eine diffuse KHK mit ungunstiger
Morphologie fir eine Ballondilatation vor. Zumindest tendenziell lieR sich in der hier
prasentierten Studie, unabhéngig von der gewdahlten Behandlungsoption, eine Assoziation
zwischen T-Allel und MehrgefaBbefall demonstrieren. Diese Patienten wéren damit
wahrscheinlich eher Kandidaten flir eine operative Revaskularisierung als fur eine PTCA (85).
Andererseits hauften sich die T-Allel-Tréger in der hier prasentierten Untersuchung auch
innerhalb einer Population von Langzeitiberlebenden nach Myokardinfarkt (p=0,013;
OR=3,058). Eventuell laufen bei der Ausbildung einer diffusen KHK pathophysiologische
Prozesse ab, die vor letalen Koronarereignissen schiitzen. Eine Mdglichkeit hierfar ist eine
funktionell wirksame, parallel zur voranschreitenden multifokalen GefélRverengung ablaufende
Kollateralisierung der stenosierten Herzkranzarterien. Das Myokard distal der vaskularen
Engstellen kénnte somit bei plétzlichen Okklusionen durch Gewahrleistung einer Restperfusion
geschitzt werden. Damit wére die Senkung der koronaren Akutsterblichkeit durch weniger
letale Myokardinfarkte denkbar (95). Ob die Bildung dieser Kollateralen allerdings wirklich die
Langzeitprognose einer KHK bessert, ist zur Zeit Gegenstand kontroverser Diskussionen (78).
Des weiteren kénnte man auch vermuten, dass Patienten, die homozygote Tréager des C242T-C-

Allels sind, aufgrund einer genetisch determinierten, erhdhten Mortalitat seltener das Stadium
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einer Mehrgefalerkrankung erreichen und unter anderem dadurch seltener kardiochirurgisch

versorgt werden.

Etwa 70 % aller Myokardinfarkte betreffen koronarangiographisch unauffallig erscheinende
Regionen. Stenosen gelten nur als Indikator einer KHK, nicht aber als Hauptinfarktregionen
(13). Die scheinbar nicht betroffenen GefaRareale zwischen den radiologisch sichtbaren
Engstellen enthalten oft auf die Intima beschrankte, konfluierende Lipidanreicherungen,
sogenannte Typ IV-Lasionen. Sie entwickeln sich durch oberflachliche Einrisse, Himatome und
Thrombusformationen besonders héaufig zu Typ VI-Lasionen, die ihrerseits das typische
morphologische Korrelat eines akuten Myokardinfarktes darstellen. Durch regressive Prozesse
kénnen sich Typ IV-, V- (fibrése Kappe) und VI-Lasionen in Typ VII- (Kalzifizierung) und
VIlI-Lasionen (Fibrose) umwandeln, die wiederum Endstufen der Evolution atherosklerotischer
Formationen repréasentieren. Diese kalzifizierten oder fibrosierten Veranderungen stellen zwar
einen relativ stabilen Zustand mit geringer Akutgefahr fir das Leben des Patienten dar,
erscheinen jedoch am radiologisch visualisierten koronaren GefaBbaum sehr auffallig (101).
Auch deshalb muss eine fir PTCA’s ungunstige GeféaBmorphologie, die dann die
Therapieentscheidung eher in Richtung operative Revaskularisation lenkt, nicht zwangslaufig
mit einer schlechteren Prognose einhergehen. Méglicherweise entwickeln p22-phox (C242T)-T-
Allel-Trager héaufiger die relativ infarktresistenten, aber koronarangiographisch besonders
auffalligen Typ VII- und VIlI-Lasionen. Fanden sich in dieser Untergruppe Uberwiegend diffuse
und stabile Plagueformationen, dann wére das eine plausible Erklarung fir die gemeinsame
H&ufung von Bypasspatienten und Langzeitlberlebenden innerhalb der Gruppe der T-Allel-
Trager. Zur Uberpriifung der eben aufgestellten Hypothese sind postmortale histologische

Untersuchungen erforderlich.

Des weiteren liel} sich in der vorliegenden Arbeit bei den Trégern der CT+TT-Genotypen eine
tendenziell groBere linksventrikuldre Ejektionsfraktion und geringere enddiastolische
Septumdicke demonstrieren. Auch zu dieser Fragestellung liegen noch keine vergleichbaren,
publizierten Ergebnisse vor. Risikofaktoren fir den plotzlichen Herztod sind eine
eingeschrankte linksventrikuldare Ejektionsfraktion (<40 %), ventrikuldare Ektopien,
Spétpotentiale im hochverstarkten EKG und eine reduzierte Herzfrequenzvariabilitat (37).
Unterschiede in der Prognose nach Myokardinfarkt missen sich somit nicht direkt aus
koronarangiographischen Befunden erklaren lassen. Oxidativer Stress verschlechtert die
Myokardfunktion und somit auch die linksventrikulare Ejektionsfraktion. Superoxid
beeintréchtigt kalziumabhangige Herzmuskelkontraktionen. Peroxinitrit inhibiert Enyme des
oxidativen Kardiomyozytenstoffwechsels (61). Auch Angiotensin-lI-mediierte, kardiale

,-Remodelingprozesse* nutzen Sauerstoffradikale als ,,second messenger (44) und leisten
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potentiell einen Beitrag zur Verschlechterung der myokardialen Pumpfunktion bei oxidativem
Stress. Eine geringere Radikalbildung aufgrund der p22-phox (C242T)-T-Mutation koénnte
demnach ein verlangertes Uberleben nach Myokardinfarkt auch durch verlangsamte Progression

einer Herzinsuffizienz erklaren.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine allgemeingultige Assoziation zwischen
koronarer Herzkrankheit und p22-phox (C242T)-Polymorphismus zur Zeit nicht nachgewiesen
werden kann. Als Ursachen flr die kontroversen Resultate kommen zahlreiche Mdéglichkeiten in

Frage.

Ein entscheidender Punkt ist die eingeschrankte Vergleichbarkeit der Studien. Alters- und
Geschlechtsverteilung, zwei potentielle Selektionsfaktoren, sind in den verschiedenen Arbeiten
nicht einheitlich. AufRerdem werden unterschiedliche ethnische Gruppen untersucht. Die drei-
bis viermal héaufigere Présenz des T-Allels in der kaukasischen Rasse, verglichen mit
ostasiatischen Populationen, unterstreicht die Bedeutung dieser Fehlerquelle. Auch zwischen
statistischen Verfahren, wie zum Beispiel den Regressionsmodellen, zeigen sich deutliche
Unterschiede. Weiterhin bestehen Differenzen bei der Auswahl der Vergleichsgruppe. Es
wurden koronarangiographierte Patienten mit geringen (<50 %) oder nicht nachweisbaren
Stenosen sowie beziglich einer KHK symptomfreie Krankenhauspatienten oder gesunde

Blutspender als Referenz herangezogen.

In der vorliegenden Studie konnte demonstriert werden, dass koronarchirurgisch therapierte
sowie langere Zeit nach einem Infarkt Uberlebende Patienten signifikant haufiger Trager der
hetero- und homozygoten Form der p22-phox (C242T)-T-Mutation sind. Trotz allgemein
anerkannter Richtlinien (98) ist die Indikationsstellung zur Bypassoperation nicht einheitlich
und stark vom behandelnden Kardiologen- und Herzchirurgenteam abhdngig. Demzufolge
erscheint es sinnvoll, diese Patientengruppe anhand reproduzierbarer Parameter zu definieren,
um vergleichbare Ergebnisse in anderen Arbeiten zu ermdglichen. Eine Uberprifung des
potentiellen Zusammenhanges zwischen besserer Uberlebensprognose nach Myokardinfarkt und

CT+TT-Genotyp sollte nur durch prospektive Untersuchungen erfolgen.

Wihrend der p22-phox (C242T)-Polymorphismus in der hier vorgestellten Untersuchung
insgesamt keine signifikante Assoziation zur KHK zeigte, haufte sich das T-Allel bei den
Bypasspatienten und Langzeituberlebenden. Es ist anzunehmen, dass die Penetranz einiger
Genvarianten nur unter bestimmten Umweltbedingungen feststellbar ist. Eventuell hat auch
diese genetische Variation nur bei ausgewahlten Patienten mit einer speziellen Manifestation

der koronaren Herzkrankheit eine pathogene oder protektive Bedeutung. Trotzdem erscheint es
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unklar, warum eine Mutation, die mit geringerer NAD(P)H-Oxidaseaktivitat einhergeht und
somit zu einer geringeren <O, -Bildung fiihrt (45), mit einer vermehrten KHK-Progression
einhergehen soll (10). Normalerweise ware zu erwarten, dass eine verminderte Aktivitat dieses
Enzymes die intrazellulire Menge hochreaktiver Sauerstoffverbindungen verringert. Dies

misste die Atheroskleroseprogression eher hemmen (74).

Oxidativer Stress induziert selbst autoregulatorisch die Synthese radikaleliminierender Enzyme.
Zum Beispiel steigert Wasserstoffperoxid als ,,second messenger* die Expression der
Superoxiddismutase und Katalase (44). Auch Angiotensin Il erhoht die Konzentration der
extrazellularen SOD (34). Die <O, -sensitive Genexpression dieser Enzyme konnte
interindividuell auf unterschiedliche Niveaus eingestellt sein. Theoretisch ist es demnach
denkbar, dass eine unter bestimmten Bedingungen verminderte Radikalbildung (p22-phox
(C242T)-T-Mutation) durch unangemessen reduzierte Induktion radikaleliminierender Enzyme
zu einer im Endeffekt hoheren Konzentration hochreaktiver Sauerstoffverbindungen fihrt. Eine
insuffiziente Gegenregulation kénnte imstande sein, den primér erwarteten Effekt ins Gegenteil
umzukehren. Unter Einbeziehung dieser spekulativen Gedanken erscheint das Ausmal} des
oxidativen Stresses bei isolierter Betrachtung der Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase ungewiss.
Dies konnte zumindest teilweise die widersprichlichen Ergebnisse des p22-phox (C242T)-
Polymorphismus und seiner potentiellen Assoziation zur KHK deuten. Zur Klérung der
Problematik sollten weitere Arbeiten unter Berlcksichtigung der Superoxiddismutase- und

Katalasepolymorphismen durchgefiihrt werden.

5. 4. Potentielle Interaktionen zwischen den untersuchten Genotypen

Die KHK ist eine multifaktorielle Erkrankung, bei der das Zusammenwirken zahlreicher
einzelner Risikofaktoren zur Krankheitsmanifestation fihrt. Nur etwa 50 % der Klinischen
Koronarereignisse lassen sich allein durch die bekannten klassischen Risikofaktoren erklaren
(104). Dies ist ein Hinweis auf die potentielle Bedeutung genetischer Varianten von Proteinen
mit zentralen Funktionen im Lipidmetabolismus, Gerinnungssystem oder bei der
Blutdruckregulation. Eine ungilinstige Konstellation verschiedener polymorpher Formen,
sogenannte Risikocluster, kdnnten demnach einen Einfluss bei der Ausbildung einer koronaren
Herzkrankheit gewinnen. Durch  Aufsummation oder gegenseitige  Potenzierung

unterschwelliger Effekte ist die Entstehung neuer pathogener Konstellationen denkbar.
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In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Bildung von Genclustern zur Untersuchung einer
moglichen Interaktion zwischen den verschiedenen Genotypen. Dabei wurde die
Kombinationen aus Apo E (112, 158)-€4-, p22-phox (C242T)-T-Alleltrager und AGT (C659T)-
CC-Homozygoten unter Einbeziehung von Alter und Geschlecht als signifikantes Risikocluster
fur die Entwicklung einer KHK identifiziert (p=0,018; OR=2,611). Hierbei ist einschrankend zu
bemerken, dass dieses Ergebnis im Wesentlichen die in der hier présentierten Studie bereits
beobachteten Effekte der Apo E-Isoformen darstellt. Trotzdem scheinen das p22-phox (C242T)-
T-Allel und die AGT (C659T)-CC-Isoform die atherogene Wirkung der Apo E €4-Variante
diskret zu verstarken. Eine Untersuchung mit dieser konkreten Fragestellung ist bis jetzt von
keinem anderen Autor beschrieben worden. Besonders unter diesem Gesichtspunkt sind die
Ergebnisse der Analyse der genetischen Cluster sehr vorsichtig zu interpretieren, da die Gefahr

der Addition zufalliger Effekte zu signifikanten Ergebnissen sehr groR ist.

Entsprechend den aus der hier présentierten Studie gewonnenen Hinweisen gibt es zahlreiche
Anhaltspunkte fur eine Interaktion der untersuchten polymorphen Formen im Rahmen der
Atherogenese. Durch Wechselwirkung der Proteine Angiotensinogen, Apo E und p22-phox ist
eine Modulation bei der Genese koronarsklerotischer Prozesse anzunehmen, die wie folgt

interpretiert werden koénnte:

Angiotensinogen ist das geschwindigkeitsbestimmende Ausgangssubstrat des RAS. Am Ende
dieser Enzymkaskade reagiert Ang Il mit dem an ein G-Protein gekoppelten AT;. Durch
,,second messenger*, wie zum Beispiel IP; und Ca®* kommt es zur Aktivierung der vaskuléren
NAD(P)H-Oxidase, deren elementarer Bestandteil die Untereinheit p22-phox ist. Das Produkt
dieses Enzymkomplexes sind Superoxidanionen (»O,). Sie fuhren zur Inaktivierung von «NO
und zur Oxidation von LDL-Partikeln (44). Die Entgiftung des hochreaktiven <O, durch die
Superoxiddismutase erfolgt durch Bildung von H,0O,, das seinerseits durch Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB eine redoxsensitive Genexpression einleitet. Dadurch
steigt die Syntheserate fiir Wachstumsfaktoren, Zytokine, E-Selektin, VCAM-1, TF, PAI-1 und
zahlreiche andere Proteine (74). Folgen dieser redoxsensitiven Genexpression sind die
klassischen Ang 1I-Wirkungen Hypertrophie glatter Muskelzellen, Zellproliferation,
Inflammation, Zelladhdsion und -migration, Apoptose und ,,Remodeling* (61). Da Inhibition
von p22-phox-mRNA die Ang ll-vermittelte Hypertrophie reduziert (108) und umgekehrt Ang
Il die Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase steigert (83), ist die untrennbare Verkniipfung von p22-
phox zum RAS als elementares Glied in der Signalkaskade mittlerweile als bewiesenes Faktum
zu betrachten. Angiotensinogenvarianten konnten den Prozess der Angiotensin I1-Bildung, p22-
phox-1soformen die Ang I1-Wirkung beeinflussen. Die Untersuchung von Clustern des AGT
(C659T)- und p22-phox (C242T)-Polymorphismus ergab, dass CC-Homozygotie fiir beide der
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untersuchten Genotypen tendenziell vor der Ausbildung einer KHK schitzt (p=0,068;
OR=0,630). Das, wenn auch nicht signifikante, Resultat deutet auf eine Interaktion dieser

beiden polymorphen Varianten bei der Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen hin.

Die Apo E4-Isoform fiihrt zu erhdhten LDL-Serumkonzentrationen, die konsekutiv eine
vermehrte Deposition dieser Lipoproteine im subendothelialen Raum bedingen. Bei
insuffizientem Ricktransport dieser cholesterolreichen Partikel, zum Beispiel durch zu niedrige
HDL-Spiegel, kommt es zur Oxidation der LDL. Diese Reaktion gilt als Promotor und initialer
Elementarschritt der  Atherosklerose (68, 90). Die Hauptquelle der reaktiven
Sauerstoffverbindungen fir diesen oxidativen Prozess ist die p22-phox-enthaltende und durch
Ang ll-stimulierbare NAD(P)H-Oxidase (44). Daraus ware zu schlussfolgern, dass die Menge
der gebildeten oxidierten LDL-Partikel zumindest indirekt von den Proteinen Angiotensinogen,
Apo E und p22-phox wesentlich beeinflusst wird. Das unterstreicht die potentielle Bedeutung
dieser drei Eiweil3e flir die Atherogenese und somit auch fiir die Ausbildung einer KHK. Des
weiteren scheinen LDL direkt die Radikalbildung zu fordern (1), den AT, hochzuregulieren
(120) und auf diese Weise die eigene Oxidation zu beschleunigen. In letzter Zeit hduften sich
auch  Hinweise  Uber eine atherogene Apo E4-Wirkung unabhdngig vom
Cholesterolserumspiegel (40, 67, 113). Ursachen hierfir konnten einerseits die bereits
beschriebene Modulation von Wachstumsfaktoren durch besonders ausgepragte Interaktion
dieser Proteinvariante mit den sauren Glucosaminoglykanen der Matrix oder andererseits ein
immunstimulativer Effekt mit vermehrter Invasion von Monozyten und T-Lymphozyten in das
subendotheliale GefaRbett sein (70).

Abbildung 28 fasst die komplexen pathophysiologischen Wechselwirkungen bei der
Atherogenese unter Einbindung der untersuchten Kandidatengene AGT, Apo E und p22-phox

schematisch zusammen.



Diskussion 57

EEQ (Ach
Ang | AngII
o Apo E (112, 158)-
‘ Anglotensm(’ —l- w —»V Polymorph,ismus g

AGT (C659T)- g

Polymorphismus

p22-phox (C242T)-
Polymorphismus

‘NO-Inaktivierung —

l

H,0,

l

Endotheldysfunktion NF«B, AP-1 Schaumzellbildung

l

redoxsensitive Genexpression

l

Hypertrophie glatter Muskelzellen,
Proliferation, Inflammation, Adhision,
Migration, Apoptose, Remodeling

l

> Atherosklerose «—

Abb. 28: Potentielle Interaktionen von Angiotensinogen (C659T)-, Apo E (112, 158)- und p22-phox
(C242T)-Polymorphismus bei der Pathogenese der Atherosklerose
modifiziert nach Griendling et al. (42, 43, 44), Kojda et al. (61), Lusis (68), Miigge (74),
Ruef et al. (90), Walden et al. (118) und Yokoyama et al. (123)
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5. 5. Fehlerdiskussion

Abweichende Ergebnisse aus eigenen Daten und den Verdffentlichungen in der Literatur
zwingen zu einer intensiven Suche nach den Ursachen fir diese Differenzen.
Assoziationsstudien, wie die vorliegende Arbeit, missen dabei einer besonders kritischen
Analyse unterzogen werden, da es durch soziale, geographische und ethnische Differenzen
sowie unberticksichtigte Einflussfaktoren innerhalb der Studienpopulationen zu Verzerrungen
kommen kann (118). AuRRerdem ist eine eindeutige und einfache Unterscheidung zufélliger und
kausaler Assoziationen oft nicht ohne weiteres moglich. Fir die Anerkennung einer
polymorphen Genvariante als Risikofaktor einer Erkrankung sind daher strenge Forderungen

notwendig.

Jeder Mensch ist Tréager einer Vielzahl polymorpher Erbanlagen, die nur zum Teil eine direkte
Auswirkung auf den Phénotyp haben. Solche genetischen Varianten kénnen jedoch auch mit
einer erhdhten Empféanglichkeit oder auch Resistenz gegenlber Erkrankungen einhergehen. Um
eine kausale Verknipfung zwischen Polymorphismus und Krankheit zu beweisen, missen

deshalb verschiedene Kriterien erflllt sein.

Erstens ist eine plausible Beziehung zwischen kodiertem Protein und Pathogenese der
Erkrankung notwendig. Dies trifft fiir Angiotensinogen (42), Apo E (111) und p22-phox (44)
zu. Zweitens sollte das potentiell pathogene Allel durch qualitative oder quantitative
Verénderung des kodierten Proteins eine funktionellen Auswirkung zur Konsequenz haben. Fr
Angiotensinogen (C659T) gibt es diesheziiglich bis jetzt keine sicheren Hinweise (57). Die p22-
phox (C242T)-T-Variante kdnnte die Ursache fur eine reduzierte Radikalbildung sein (45). Bei
Apo E (112, 158)-e4-Alleltragern sind eine effektivere Cholesterolaufnahme und die durch
,,LDL-Rezeptordownregulation* erhohten LDLC-Serumspiegel mittlerweile bewiesene Fakten
(111). Drittens wird eine ausreichende Studiengrofie gefordert. In kleinen Studien zeigen sich
immer wieder eindrucksvolle Ergebnisse, die nach einer Analyse von A. Kastrati et al.
maoglicherweise nur dadurch bedingt sind, dass diese ,,guten* Resultate besser publizierbar sind
(58). So konnten Samani et al. 1996 in einer Metaanalyse anhand der ACE I/D-Polymorphismus
nachweisen, dass mit zunehmender Zahl der Probanden die Assoziation des DD-Genotyps zur
Manifestation eines MI abnimmt (93). Allerdings ist zu bertcksichtigen, dass die bei groRRen
Studienpopulationen starkere Unscharfe bei der Patientenselektion ihrerseits wieder zur
Abschwdchung der beobachteten Effekte filhren kann. Viertens spielt die ethnische
Zugehorigkeit und Homogenitat der untersuchten Gruppe eine entscheidende Rolle bei der
Begutachtung der Ergebnisse. Die starken Schwankungen der Genotypenfrequenzen zwischen

den verschiedenen menschlichen Rassen fir alle der in der vorliegenden Untersuchung
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analysierten  Genpolymorphismen  unterstreichen  diese  Notwendigkeit. Mit 123
Koronarpatienten und 260 gesunden Blutspendern als Vergleichsgruppe ist die hier vorliegende
Arbeit zwar relativ klein, zeichnet sich aber dafiir durch eine klare klinische Charakterisierung

und geographische Begrenzung aus.

In der hier prasentierten Arbeit erfolgte die Patientenrekrutierung streng aus der Region Halle-
Merseburg-Bitterfeld. Einschlusskriterien waren eine schwere KHK (MI, PTCA oder
ACVB/IMAB) und ein Manifestationsalter unter 55 Jahren. In anderen Studien wurden jedoch
bei der Probandenselektion oft andere Schwerpunkte gesetzt. Zum Beispiel definierten viele
Autoren die KHK-Patienten nur anhand eines koronarangiographisch ermittelten Stenosegrades
von Uber 50 % (38, 39, 100). Durch Unterschiede bei Alter, Geschlechtsverteilung,
Begleiterkrankungen,  ethnischer ~ Zugehorigkeit —und  Lebensweise  waren  die
Studienpopulationen insgesamt nur eingeschrankt miteinander vergleichbar. Einige Arbeiten
schlossen zum Beispiel ausschlieflich méannliche Probanden in ihre Beobachtung ein (38, 39,
106). Die deutlich ausgepragtere signifikante Assoziation des Apo E (112, 158)-e4-Allels zur
KHK bei isolierter Betrachtung des weiblichen Geschlechts in der hier dargestellten
Untersuchung  (p=0,017; OR=6,000) unterstreicht die = Bedeutung  derartiger
Selektionsunterschiede. Eine weitere Schwachstelle bei der Auswahl der Patienten in fast allen
Publikationen, wie auch in der vorliegenden Arbeit, ist die fehlende Erfassung der primér
letalen Myokardinfarkte, da die Uberwiegend retrospektiven Analysen fast ausschlie3lich nur
die Uberlebenden nach MI rekrutierten. Unter diesem Gesichtspunkt kénnte spekuliert werden,

dass diese Patienten (ber protektive Eigenschaften verfiigen mufRten.

Die Kontrollgruppe der hier prasentierten Studie setzte sich aus Blutspendern gleicher Alters-
und Geschlechtszusammensetzung der selben geographischen Region zusammen und wurde
durch das Fehlen jeglicher Hinweise auf kardiovaskuldre Erkrankungen definiert. Zwei Punkte
schranken die Eignung der Blutspender als Referenzkollektiv ein. Erstens handelt es sich hierbei
um freiwillige Personen, die bereit sind etwas fiir andere zu spenden. Das heil’t, dass schon eine
gewisse Selektion mit potentiellen Verzerrungen stattgefunden haben kdnnte. Zweitens ist der
definitive Koronarstatus unbekannt. Das fihrt mdglicherweise durch potentielle KHK-
Kandidaten unter den Blutspendern zu einer Verminderung des Kontrastes zwischen Féllen und
Kontrollen. Allerdings konnte dieses Problem durch eine mindestens dreijahrige
Nachbeobachtungszeit, in der keine kardiovaskuldren Ereignisse auftraten, vermindert werden.
Andere Arbeiten verwendeten Patienten mit definiertem Koronarstatus als Vergleichsgruppe
(30, 38, 39). Jedoch auch hier sind durch verschiedene Begleiterkrankungen und Unterschiede
in der Alters- und Geschlechtszusammensetzung (38, 39) Schwierigkeiten bei der
Vergleichbarkeit beider Gruppen offensichtlich. Auch die Zuordnung von Patienten mit
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Koronarstenosen <50 % in die Kontrollgruppe, wie zum Beispiel in den Verdffentlichungen von
Gardemann et al. (38, 39), fiihrt zu einer Reduktion der Aussagekraft der Studien, da diese
Probanden sicherlich nicht eine KHK-freie Population représentieren. Die ideale
Vergleichsgruppe ware sicherlich eine randomisierte Zufallsauswahl aus der gesunden
Bevolkerung mit einem den Koronarpatienten identischen Risikofaktorprofil sowie einer véllig
unauffélligen Koronarangiographie. Doch schon allein aus ethischen Gesichtspunkten erscheint
dies als undurchfihrbar. Aufgrund der eben erorterten Aspekte stellen die in der hier
prasentierten Arbeit als Referenz verwendeten Blutspender eine inhaltlich guten und durch

minimale Invasivitat gekennzeichneten Kompromiss dar.

5. 6. Klinische Anwendung und Perspektiven

Die KHK ist eine heterogene Erkrankung. Bei allen Manifestationsformen kommt es zu
pathologischen Veranderungen oder funktionellen Stérungen im Bereich der HerzkranzgefaRe.
Trotzdem stellen die verschiedenen klinischen Bilder die Kardiologie vor voéllig
unterschiedliche Probleme. Beispielsweise erfordert ein akutes Koronarsyndrom eine vollig
andere Behandlung als eine stabile Angina pectoris. Um Inzidenz und Letalitat der koronaren
Herzkrankheit zu senken, sowie Prognose und Lebensqualitét dieser Patienten zu verbessern, ist
eine Optimierung von Prophylaxe und Therapie erforderlich (68). Das setzt eine stérkere
Bertcksichtigung der atiologischen Vielfalt dieses Krankheitsbildes voraus. Es gilt, die
Patienten durch Klinische, paraklinische, technische und eventuell auch genetische
Untersuchungen préziser zu charakterisieren. Nur so ist es mdglich, eine effizientere und

individuellere Differentialtherapie durchzufiihren.

In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ASS, [3-Blocker, ACE-Hemmer,
HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren (71) und Vitamin E (74) die Mortalitdit nach einem
Myokardinfarkt senken. Dies fiihrte zu einer breiten Empfehlung dieser Medikamente.
Bemerkenswert hierbei ist, dass bestimmte Untergruppen offensichtlich von dem jeweiligen
Pharmakon besonders profitieren, was zu signifikanten Gesamtergebnissen in den
Therapiestudien fihrt. Andere Patienten hingegen haben mdglicherweise jedoch keinen Nutzen
von dieser Behandlungform. Um fur jeden Erkrankten die beste Therapie auswahlen zu kénnen,
ist es notwendig zu analysieren, wodurch die ,,Responder* und ,,Non-Responder* einer
bestimmten Behandlungsoption charakterisiert sind. Moglicherweise spielen hierbei genetische

Untersuchungen in Zukunft eine wesentliche Rolle.
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Die therapeutischen Madglichkeiten zur Beeinflussung des WVerlaufes der koronaren
Herzkrankheit erstrecken sich von rein konservativen, Uber interventionelle bis hin zu
operativen Malnahmen. Durch immer ausgefeiltere technische Verfahren ist die
Indikationsstellung fir angioplastische und koronarchirurgische Behandlungen in den letzten
Jahren standig erweitert worden. Die intrakoronare Gefalirekonstruktion langstreckiger, diffuser
und verzweigter Stenosen durch die Verwendung multipler ,,Stents* (65, 84) auf der einen und
minimalinvasive Bypassoperationen (69) auf der anderen Seite sind Beispiele fur diese
Entwicklung. Die sich friher fast ausschlieRlich ergdnzenden werden dadurch auch immer mehr
zu konkurrierenden Therapieverfahren (85). Zur Verbesserung der Langzeitergebnisse ist es
erforderlich nach Kriterien zu suchen, die den Einsatz der einen oder anderen Methode
favorisieren. Mdglicherweise konnte die Bestimmung ausgewahlter Genpolymorphismen diese

interdisziplinare Entscheidungsfindung bei klinischen Grenzféllen erleichtern.

In der vorliegenden Arbeit war die Apo E4-1soform mit der Entwicklung einer Restenose nach
PTCA assoziiert. Demzufolge konnte spekuliert werden, dass bei diesen Patienten eher eine
operative Revaskularisation anzustreben wére, da hier moglicherweise die Angioplastie mit
einer schlechteren Prognose einhergeht. Das p22-phox (C242T)-T-Allel héufte sich signifikant
in der Gruppe der Patienten mit erfolgreicher Bypassoperation. VVor dem Eingriff wurden diese
Patienten vor allem aufgrund der bei der Herzkatheteruntersuchung gewonnenen Befunde fiir
die koronarchirurgische Therapie ausgewahlt. Eventuell ist das p22-phox (C242T)-T-Allel
héaufig mit der Konstellation des typischen ,,Bypasspatienten“ verknipft (z. B. diffusere KHK).
Wenn dies so sein sollte, dann ware es denkbar, dass p22-phox (C242T)-T-Alleltrager eher von
dem operativen Eingriff, als von einer PTCA profitieren kdnnten. Zusammenfassend lasst sich
somit feststellen, dass die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Hinweise bei Apo E (112,

158)-g4- und p22-phox (C242T)-T-Alleltragern eher fiir eine Bypassoperation sprechen.

Auch das Ansprechen auf medikamentdse Therapieformen kénnte durch polymorphe Varianten
von Kandidatengenen beeinflusst werden. So wird zum Beispiel die durch Apo E4 verursachte,
erhohte kardiovaskuldre Mortalitdt durch die Gabe von HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren
gesenkt (40). Da dieser Effekt unabhé&ngig von den Serumlipiden beobachtbar war, ist zu
vermuten, dass diese pharmakologische Substanzklasse mdglicherweise auch andere Wirkungen
des Apo E, wie zum Beispiel Wachstumsfaktormodulation und Inflammationspromotion (70),

beeinflussen konnte.

Das Protein p22-phox ist ein zentrales Element bei der Produktion toxischer Sauerstoffradikale
(44). Das lasst vermuten, dass sogenannte Radikalfanger die Wirkung von p22-phox

modifizieren kénnten. Diese auch als Antioxidanzien bekannte Substanzgruppe gewinnt bei
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Therapie und Prophylaxe atherosklerotischer Erkrankungen eine immer starkere Beachtung (68,
74). Besonders die antioxidativ wirkenden Vitamine A, C und E sind zur Zeit Gegenstand
intensiver Forschung. Das lipophile a-Tocopherol (Vitamin E) reichert sich in Membranen und
Lipoproteinen an und schiitzt dort vor der Lipidperoxidation (74, 116). Ascorbinsaure (Vitamin
C) ist eine hydrophile chemische Verbindung, die dazu beféahigt ist, oxidiertes Vitamin E wieder
in die biologisch aktive Form zuriickzuverwandeln. In verschiedenen Untersuchungen waren
beide Substanzen in der Lage, die durch eine Hyperlipiddmie beeintrachtigte Vasodilatation zu
verbessern (13, 61), vermutlich aufgrund einer verminderten radikalischen ¢ NO-Eliminierung.
Fall-Kontroll-Studien zeigten eine inverse Relation zwischen Vitaminspiegel und KHK.
AuRerdem konnte durch Applikation von a-Tocopherol in prospektiven Analysen eine
Senkung der KHK-Mortalitdt demonstriert werden (74). p22-phox (C242T)-CC-Homozygote
produzieren mehr Superoxidradikale als T-Alleltrager (45). Es ist zu vermuten, dass sie dadurch

starker von einer Therapie mit solchen Antioxidanzien profitieren.

Angiotensinogen ist Ausgangssubstrat und geschwindigkeitsbestimmender Faktor des RAS
(42). Trager genetischer Varianten, die mit einer erhohten Konzentration dieses Proteins
einhergehen, wirden moglicherweise besonders von der ACE- oder AT;-Hemmung profitieren.
Allerdings konnte bis jetzt kein Einfluss des AGT (C659T)-Polymorphismus auf den

Angiotensinogenserumspiegel nachgewiesen werden (57).

Eine Uberpriifung der hier aufgestellten Hypothesen iber Zusammenhinge zwischen
polymorphen Genvarianten und modifizierten Therapieansatzen bei koronarer Herzkrankheit ist
nur durch prospektive, klinische Studien mdglich. Ob die in der vorliegenden Studie
untersuchten Varianten dabei eine wesentliche Rolle spielen werden, bleibt abzuwarten. In
jedem Fall sollte aber beriicksichtigt werden, dass genetische Untersuchungen auch ethische
Probleme aufwerfen kdnnen. Zum Beispiel haben Apo E (112, 158)-e4-Alleltrager ein vierfach
erhohtes Risiko, an Morbus Alzheimer zu erkranken (104). Ob der diagnostische Gewinn einer
exakteren koronaren Risikocharakterisierung fir den Patienten mehr Vorteile bietet als die
Kenntnis, mdglicherweise einmal an dieser heute noch unheilbaren Erkrankung zu leiden, ist
ein Thema, das zum Nachdenken veranlassen sollte. Auch die Mdglichkeit der Durchfiihrung
von Gentests zur Einschatzung des individuellen Krankenversicherungsrisikos kénnte sich in
Zukunft zu einem ethischen Problem entwickeln. Zusammenfassend betrachtet ist jedoch zu
erwarten, dass die Erkenntnisse genetischer Untersuchungen zur Erweiterung der Klassifikation
und Verbesserung der Therapie der KHK, aber auch zahlreicher anderer Erkrankungen, fiihren
werden. Ungeachtet dessen wird eine effiziente, routineméfige Durchfiihrung von
Genscreeninguntersuchungen nach kardiovaskuldren Risikofaktoren in der ndchsten Zeit als

eher unwahrscheinlich angesehen (68).
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6. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die Resultate der vorliegenden Arbeit liefern Hinweise (ber die Bedeutung genetischer
Faktoren bei der Ausbildung einer koronaren Herzkrankheit und Restenosierung nach PTCA

anhand von Probanden aus dem mitteldeutschen Raum.

Fur den AGT (C659T)-Polymorphismus konnte keine Assoziation zur Ausbildung einer KHK,
zur Manifestation eines MI oder zur Entwicklung einer Restenose nach PTCA beobachtet
werden. Dieser Befund ist konsistent mit den Ergebnissen anderer Autoren. Eine in mehreren
Arbeiten beschriebene Beziehung des T-Allels zur essentiellen arteriellen Hypertonie l&sst sich
in der hier préasentierten Studie tendenziell belegen. Des weiteren hatten Tréger dieser
polymorphen Variante signifikant erhohte Plasmaspiegel fur Protein C und den
Gerinnungsfaktor  VII.  Dieses erstmalig dokumentierte Ergebnis kdénnte  durch
Wechselwirkungen des Angiotensinogens mit Serinproteasen oder Vitamin K bedingt sein und
sollte durch weitere Studien verifiziert werden. Die Beziehung des AGT (C659T)-
Polymorphismus zu wichtigen Faktoren des Gerinnungssystemes weist auf eine funktionelle
Relevanz im komplexen Geschehen der multifaktoriell verursachten koronaren Atherosklerose
hin.

Trager der Apo E4-lIsoform waren im Rahmen dieser Studie im mitteldeutschen Raum
signifikant haufiger in der KHK-Gruppe zu finden, insbesondere bei isolierter Betrachtung des
weiblichen Geschlechts. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit den internationalen
Publikationen und es ist davon auszugehen, dass Apo E4 (und damit das daflr kodierende €4-
Allel) in den Industrieldandern einen koronaren Risikofaktor darstellt. AuRBerdem konnte bei
diesen Patienten prospektiv eine verstarkte Entwicklung von Restenosierungen nach PTCA
demonstriert werden. Da die Fallzahl hierbei relativ klein war, muss das Resultat durch weitere
Studienanlagen mit einer grélieren Probandenzahl validiert werden. Das €2-Allel haufte sich
tendenziell unter den KHK-Patienten. Da zahlreiche Arbeiten diese Variante eher als

koronarprotektiv charakterisieren, besteht diesbeziiglich noch weiterer Forschungsbedarf.

Auch fur den p22-phox (C242T)-Polymorphismus konnte keine Assoziation zur Ausbildung
einer KHK, zur Manifestation eines MI oder zur Entwicklung einer Restenose nach PTCA
demonstriert werden. Da die Literaturangaben diesbeziiglich sehr widerspruchlich sind, ist zu
diesem Problem noch keine definitive Aussage moglich. p22-phox (C242T)-T-Alleltréager waren
signifikant h&ufiger unter den koronarchirurgisch versorgten KHK-Patienten zu finden.
Maglicherweise konnte die gleichzeitige, wenn auch nur tendenzielle Haufung von

Mehrgefalierkrankungen in dieser Untergruppe dieses Phanomen teilweise erklaren. Patienten
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mit dem eben beschriebenen T-Allel zeigten auch einen signifikant htheren Anteil unter den
Langzeitiiberlebenden nach MI. Die beobachteten Befunde bei Trégern dieser genetischen
Variante konnten sich durch stérkere Kollateralbildung, stabilere Plagueformationen oder
langsamere Progression einer Herzinsuffizienz erkléaren lassen. Die Haufung der T-Alleltrager
unter den Bypasspatienten und Langzeitliberlebenden nach MI wurde nur an relativ kleinen
Patientenzahlen demonstriert. AuRerdem gab es bis jetzt zu diesem konkreten Problem keine
weiteren Untersuchungen. Assoziationsstudien, wie die vorliegende Arbeit, sind gut geeignet,
mogliche Beziehungen aufzudecken. Die endgiiltige Klarung des vermuteten Zusammenhanges
erfordert aber in der Regel weitere Untersuchungen, wie hier zur Beantwortung einer

prognostischen Fragestellungen eine prospektive ,,Follow-up“‘-Studie.

Es gibt eindeutige pathophysiologische Hinweise, dass die Produkte der analysierten
Genvarianten sich bei der Atherogenese gegenseitig beeinflussen. Unter Bericksichtigung
verschiedener Kombinationen der polymorphen Formen konnten Cluster mit einerseits
signifikant erhéhtem Risiko und andererseits einem tendenziell protektiven Effekt auf die
Entwicklung einer KHK detektiert werden. Eine Darstellung méglicher Wechselwirkungen des
AGT (C659T)-, Apo E (112, 158)- und p22-phox (C242T)-Polymorphismus in bezug auf die
Ausbildung der koronaren Herzkrankheit wurde in dieser Dissertation erstmalig durchgefihrt.
Allerdings ist hierbei einschrankend zu bemerken, dass durch die grofle Zahl an
Kombinationsmdglichkeiten die Gefahr der Entstehung zufélliger Signifikanzen relativ grof ist.

Insbesondere diese Ergebnisse miissen daher durch weitere Untersuchungen tberpruft werden.

Die Ergebnisse humangenetischer Analysen konnen wichtige Anhaltspunkte fiir eine
effizientere Differentialtherapie liefern. In der vorliegenden Arbeit wurde demonstriert, dass
Apo E (112, 158)-g4- und p22-phox (C242T)-T-Alleltrager moglicherweise eher von einer
Bypass-Operation, als von einer PTCA profitieren konnten. Auch genotypenspezifische
Unterschiede im Ansprechen auf eine medikamentdse Therapie erscheinen denkbar. Diese
wichtigen klinischen Fragestellungen gilt es jetzt, zum Beispiel anhand von Kohortenstudien, zu

beantworten.
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8. Thesen

1. Die Entwicklung der KHK ist ein multifaktorielles Geschehen, bei dem das Zusammenspiel

von Umwelt und individueller genetischer Disposition zur Krankheitsmanifestation fuhrt.

2. Da die Einbeziehung bekannter koronarer Risikofaktoren nur etwa die Halfte aller akuten
Koronarereignisse und einen noch geringeren Anteil der interindividuellen Ausprégung der
KHK erklart, gewinnt die Suche nach genetischen Ursachen eine standig wachsende
klinische Bedeutung. Dabei finden neben den seltenen monogenen immer stérker auch

polygene Vererbungsmuster Beachtung.

3. Polymorphe Genvarianten, insbesondere von Genprodukten mit zentraler Bedeutung bei
Blutdruckregulation, Lipidmetabolismus und Blutgerinnung geraten dabei zunehmend in

den Mittelpunkt des Interesses.

4. Die Proteine Angiotensinogen, Apolipoprotein E und p22-phox sind pathophysiologisch in
den Prozess der koronaren Atherosklerose involviert. Ihre kodierenden DNA-Sequenzen

sind daher als mogliche Kandidatengene fir die Entwicklung einer KHK zu betrachten.

5. Fir das AGT-, Apo E- und p22-phox-Gen sind verschiedene Polymorphismen beschrieben

worden.

6. AGT ist das geschwindigkeitslimitierende Ausgangssubstrat des Renin-Angiotensin-
Systemes. Bei strukturellen und funktionellen Verénderungen dieses Proteins ist mit einer
Verénderung der Aktivitdit des RAS und entsprechenden pathophysiologischen

Konsequenzen zu rechnen.

7. Der AGT (C659T)-Polymorphismus war in der vorliegenden Arbeit nicht mit einem
erhéhten Risiko flr die Ausbildung einer KHK, eines Myokardinfarktes und einer

Restenose nach PTCA assoziiert.

8. Mutationstrager (CT & TT) des AGT (C659T)-Polymorphismus zeigten signifikant erhéhte
Plasmaspiegel flr Protein C und Faktor VII. Diese erstmalig demonstrierte Assoziation
kénnte durch genotypabhéngige serinproteaseinhibierende oder Vitamin K bindende
Eigenschaften des Angiotensinogens verursacht sein. Des weiteren waren bei diesen

Patienten tendenziell erhéhte Blutdruckwerte nachweisbar.
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Die signifikanten Beziige zu wichtigen Faktoren des Gerinnungssystemes weisen auf eine
funktionelle Relevanz des AGT (C659T)-Polymorphismus im komplexen Geschehen der
multifaktoriell verursachten koronaren Atherosklerose hin. Zur Uberpriifung moglicher
pathopysiologischer Konsequenzen dieser Beobachtungen sind weitere biochemisch-

genetische Assoziationsstudien nétig.

Apo E besitzt eine zentrale Bedeutung beim Transport endogener und exogener Lipide.

In der hier présentierten Studie waren Tréger des Apo E (112, 158)-e4-Allels signifikant
hé&ufiger unter den Koronarpatienten, insbesondere bei isolierter Betrachtung des weiblichen
Geschlechts.

Unter den jlngeren, weiblichen Koronarpatienten scheint den genetischen Faktoren
aufgrund einer protektiven Wirkung der Ostrogene eine besondere Bedeutung

zuzukommen,.

Apo E4 wird aufgrund seiner F&higkeit zur effizienteren Lipidmetabolisierung als
sparsamer Genotyp betrachtet. In Populationen aus Nahrungsmangelgebieten kam es daher
zur Positivselektion dieser Variante. Unter den modernen Lebensbedingungen in den
Industriestaaten mit fettreicher und ballaststoffarmer Kost scheint Apo E4 mit einer

erhéhten KHK-Inzidenz assoziiert zu sein.

Apo E2 haufte sich in der vorliegenden Arbeit tendenziell unter den Koronarpatienten.
Aufgrund widerspriichlichen Ergebnisse verschiedener Autoren sind weitere Studien zur

Kléarung der Bedeutung dieser Genvariante bei Entwicklung einer KHK erforderlich.

Fur die Ausbildung einer Restenose nach PTCA wurden intraindividuelle,
interventionsbedingte und vom Koronarbefund abhéngige Risikofaktoren identifiziert. Nach
den Resultaten dieser Dissertation kdnnte auch Apo E4 bei der Wiederverengung eines
ballondilatierten  HerzkranzgefaBes durch  Beeinflussung der  Serumlipidspiegel,

,.-Remodelingprozesse* und Intimahyperplasien eine wichtige Rolle spielen.

Das Protein p22-phox ist entscheidend an der Bildung toxischer Sauerstoffradikale beteiligt,

die ihrerseits einen Promotor der Atherosklerose darstellen.
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In der vorliegenden Arbeit konnte weder eine Assoziation des p22-phox (C242T)-
Polymorphismus zur KHK, noch zur Manifestation eines Myokardinfarktes bzw. der

Entwicklung einer Restenose nach PTCA nachgewiesen werden.

Ungeachtet dessen hduften sich jedoch die p22-phox (C242T)-T-Alleltrdger unter den
koronarchirurgisch Therapierten, sowie in einer Gruppe von Langzeitiiberlebenden nach
Myokardinfarkt. Méglicherweise bilden diese Patienten verstarkt Kollateralen oder stabilere
Plaques aus. Auch die Beeinflussung der Progression einer Herzinsuffizienz erscheint
denkbar.

Die Proteine AGT, Apo E und p22-phox beeinflussen sich bei der Ausbildung einer KHK
gegenseitig. Die Detektion von Clustern des AGT (C659T)-, Apo E (112, 158) und p22-
phox (C242T)-Polymorphismus mit erhéhtem, bzw. erniedrigtem koronaren Risiko in der
vorliegenden Arbeit deutet auf die funktionelle Relevanz der untersuchten Genvarianten bei

dieser Interaktion hin.

Um Inzidenz und Letalitat der koronaren Herzkrankheit zu senken, sowie Prognose und
Lebensqualitdt der betroffenen Patienten zu verbessern, ist eine Optimierung von
Prophylaxe und Therapie erforderlich. Dies setzt eine stdrkere Beriicksichtigung der
atiologischen Vielfalt dieses Krankheitsbildes voraus. Die Ergebnisse genetischer
Untersuchungen konnen mit grofRRer Wahrscheinlichkeit zu einer differenzierteren

Klassifizierung und individuelleren Therapie der KHK fiihren.

Die Ergebnisse dieser Dissertation deuten darauf hin, dass Tréger des Apo E (112, 158)-e4-
und p22-phox (C242T)-T-Allels mdglicherweise eher von einer Bypassoperation, als von

einer PTCA profitieren.

Genotypspezifische  Unterschiede in Bezug auf den Erfolg medikamentdser
Therapieoptionen sind im Rahmen der untersuchten Polymorphismen durchaus denkbar.

Hierbei ist die Durchfliihrung prospektiver Studien notwendig.

In retrospektiven Studien ist es zum Teil schwierig zwischen zufalligen und kausalen
Assoziationen zu differenzieren. Daher sind fur die Anerkennung einer Genvariante als

eigenstandigen, unabhangigen Risikofaktor strenge Forderungen zu stellen.
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